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Kapitel 1

Einleitung

Die Naturwissenschaften, welche sich mit dem Leben befassen, haben in den letzten Jahrzehnten
einen raschen Fortschritt erlebt. Seit der Entdeckung der DNS-Doppelhelixstruktur [1] und der er-
sten Strukturbestimmung von Lysozym mittels Rontgenbeugung [2], konnte der Briickenschlag von
der klassischen Biologie zur Chemie und Physik geschlagen und Lebensprozesse bis auf das moleku-
lare Niveau gekldrt werden. Seitdem besteht ein zunehmendes Interesse, Vorgénge in der belebten
Natur auf molekularem Niveau und die ihnen zugrunde liegenden physikalisch-chemischen Eigen-
schaften zu verstehen. In diesem Zuge wurden und werden spektroskopische Methoden auf biolo-
gische Systeme und Biomolekiile angewandt, um Informationen auf molekularer oder gar atomarer
Ebene zu erhalten. Die Komplexitdt biologischer Systeme erschwert deren detaillierte Analysen,
doch lassen sich z.B. mittels FT-IR- oder CD-Spektroskopie die Anteile von Sekundérstrukturen,
mittels Rontgenbeugung und NMR-Spektroskopie sogar komplette dreidimensionale Strukturen von
Proteinen ermitteln.

Eine besondere Beachtung muss hierbei das Medium Wasser erfahren: alle wichtigen Lebens-
vorgénge finden in diesem Losungsmittel statt und viele Prozesse lassen sich erst begreifen, wenn
man sie im Licht der Wechselwirkung zwischen Solvens und Solvendum betrachtet. Daher setzt ein
tieferes Verstdndnis von Lebensprozessen auch eine Betrachtung der - bei biologischen Systemen
zumeist wéssrigen - Umgebung der Molekiile voraus. Die Wechselwirkung von Wasser und Cosol-
ventien mit polaren, apolaren und aromatischen Molekiilgruppen ist ein wesentlicher Faktor, der
zum Zustandekommen der nativen Faltung, aber auch Fehlfaltung und Aggregation, der Proteine
beitragt.

Diese Arbeit widmet sich der Untersuchung der Kéltedenaturierung von Proteinen mittels NMR-

Spektroskopie. Als Modellsysteme werden hierbei das globuldre Protein Lysozym aus Hiihnerei-
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weifs (HEL) und das elastin-mimetische Polypeptid GVG(VPGVG)s herangezogen. Lysozym ist
ein weitverbreitetes, kommerziell in grofen Mengen erhéltliches Protein, dessen Kristall- und Lo-
sungsstruktur bekannt ist, dessen NMR-Spektrum weitestgehend gekldrt und zugeordnet ist [3]
und welches sich daher sehr gut als Modellsystem eignet. Bei dem Octadekamer GVG(VPGVG)3
handelt es sich um ein oktadekameres Polypeptid, welches einen temperaturabhéngigen Konforma-
tionswechsel durchlduft. Aufgrund seiner einfachen Zusammensetzung eignet es sich sehr gut fiir
detaillierte NMR-spektroskopische Untersuchungen, mit denen es mdglich ist, Informationen auf
atomar-molekularem Niveau zu erhalten.

Im Gegensatz zur Hitzdenaturierung, welche im Wesentlichen durch die Konfigurationsentropie
ASgont. getrieben wird, ist bei der Kiltedenaturierung die Anderung der Hydratisierungsenthalpie
AHyyqr. der treibende Motor. Eine Beobachtung dieser Entfaltungsform bei tiefen Temperaturen
erlaubt daher einen Riickschluss auf Hydratisierungsphénomene. Die Hydratisierung von Proteinen
wird weiterhin durch die Anwesenheit von Cosolventien beeinflusst, weshalb die Zugabe kosmo-
bzw. chaotroper Zusétze ein weiteres Mittel darstellt, Einfluss auf die Hydratation zu nehmen. Dies
ist inbesondere von Bedeutung, da Proteine in zelluldrer Umgebung von einem kopmplexen L&-
sungsmittelgemisch umgeben sind. Im Speziellen sollen in dieser Arbeit die Kéltedenaturierung von
Lysozym und der Einfluss kosmotroper (Sorbitol) bzw. chaotroper (Harnstoff) Zusétze auf diese
Art der Entfaltung untersucht werden. Wie bei den meisten Proteinen befindet sich die betref-
fende Ubergangstemperatur des Lysozyms unterhalb des Gefrierpunktes von Wasser. Daher muss
unter Hochdruckbedingungen, unter denen das Wasser bis ca. -20 °C nicht gefriert, gearbeitet
werden. Als Methode wird die sog. Protonen-Austausch-NMR im Deuteriumoxid-Puffer, d.h. die
Beobachtung des Austauschverhaltens labiler Protonen gegen Deuteronen mittels 'H-NMR, ver-
wendet. Hierbei werden strukturelle Informationen aus der Substitutionsgeschwindigkeit, mit der
ein gegebenes Amidproton des Proteins durch ein Deuteron des Losungsmittels ausgetauscht wird,
gewonnen. Diese Methode bietet den Vorteil, dass die Inkubation der Proben unter den relativ har-
schen Tieftemperatur- und Hochdruckbedingungen réumlich und zeitlich von den NMR-Messungen
getrennt ist: Zunéchst erfolgt die Inkubation der Proben unter kiltedenaturierenden Bedingungen,
und erst danach, nach erfolgtem Protonen-Austausch, die NMR-Messung. Auf diese Art und Wei-
se konnen strukturelle Informationen iiber einen stabilen, teilentfalteten Zustand erhalten und der
Einfluss von Cosolventien bzw. Hydratationsphinomene auf diese Struktur untersucht werden.

Eine weitere Mdoglichkeit, das Phanomen der Kéltedenaturierung zu untersuchen, bieten die sog.
elastin-mimetischen Peptide, deren Sequenz einem repetitiven Motiv (hier: VPGVG) aus dem Pro-

tein Elastin nachempfunden ist, und die wie dieses Strukturprotein mit steigender Temperatur bei
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Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes einen konformellen Ubergang zu einer gefalteten Struk-
tur vollziehen. Umgekehrt vollziehen sie also, genau wie bei der Kéltedenaturierung von Proteinen,
eine Entfaltung mit sinkenden Temperaturen. Dabei sind diese mimetischen Peptide im Vergleich
zu Proteinen sehr klein und einfach aufgebaut, was sie zu einem sehr guten physikalisch-chemischen
Modellsystem macht, an dem auch NMR-Messmethoden eingesetzt werden kénnen, welche an den
wesentlich groferen und komplexeren natiirlichen Proteinen nicht bzw. nicht ohne groferen Auf-
wand bewerkstelligt werden kénnen. So soll die temperaturabhéngige Konformationsdnderung des
elastin-mimetischen Octadekamers GVG(VPGVG); mittels 3C-NMR verfolgt werden. Nicht nur
die relativ einfache Zusammensetzung dieses Molekiils, sondern auch der Temperaturbereich des
Ubergangs im messtechnisch giinstigen Bereich oberhalb von 0 °C erméglichen hier eine sehr ge-
naue Untersuchung. Insbesondere sollen hier auch die longitudinalen Relaxationsraten 77 bestimmt
werden, um Informationen iiber die Dynamik innerhalb des Molekiils zu erhalten. Mithilfe dieser
Daten sollte es moglich sein, ein Bild des strukturellen Ubergangs des Peptids auf molekularem

Niveau zu gewinnen.



Kapitel 2

Proteine

2.1 Strukturelemente

Die Bezeichnung ,Protein“ wurde vom schwedischen Chemiker Jéns Jacob Berzelius geprigt und
entstammt dem griechischen Wort ,,protos”, was libersetzt ,der Erste” bedeutet. Diese Namensge-
bung ist, obwohl schon vor iiber 150 Jahren getétigt, sehr treffend gewdhlt: Proteine sind an allen
essentiellen Lebensprozessen beteiligt. In Form von Enzymen katalysieren sie Reaktionen, als Ha-
moglobin oder Albumin transportieren sie Stoffe, Keratin und Kollagen z.B. sind Bestandteile von
Geweben, als Immunglobuline dienen sie der Immunabwehr, und in Form von z.B. Vasopressin oder
Gonadotropin fungieren sie als Hormone, die Prozesse steuern und regulieren. Selbst wenn die Spei-
cherung der Erbinformationen eine Hegemonie der Nukleinsiuren ist, so sind an der Realisierung
und Weitergabe dieser Informationen Proteine, wie z.B. die DNA- oder RNA-Polymerase, beteiligt.
Die Rolle der Proteine innerhalb der Chemie des Lebens kann daher kaum iiberschitzt werden.
Aus chemischer Sicht handelt es sich bei Proteine um lineare Heteropolymere, als deren Mo-
nomere die zwanzig sog. proteinogenen Aminosduren fungieren. Die biologischen und physikalisch-
chemischen Eigenschaften dieser Biopolymere werden hierbei allerdings nicht nur aus der Reihen-
folge und Menge der einzelnen Aminosduren bestimmt, sondern hdngen stark davon ab, wie sich
das Polymer faltet, d.h., welche dreidimensionale Struktur es einnimmt. Die Zusammenhénge und
Faktoren, die die dreidimensionale Struktur von Proteinen bestimmen, sind daher ein Fokus in der
derzeitigen Forschung. Es wird hierbei zwischen der Primér-, Sekundér-, Tertidr- und Quartérstruk-
tur unterschieden. Unter der Primérstruktur versteht man die Aminosduresequenz eines Proteins,
d.h. die Art und die Reihenfolge der Aminosduren, die das Protein bilden. Man unterscheidet hier

zwischen polaren, unpolaren und aromatischen Aminosdureresten. FKine besondere Rolle nehmen



KAPITEL 2. PROTEINE 5

Abbildung 2.1: Dodeka-Alanin in Abbildung 2.2: Ansicht des -Faltblattbereiches zwischen den
alphahelikaler Konformation. Aminosédureresten 79 und 104 der bovinen Ribonuklease A (PDB
ID 1XPT [4]).

hier die Aminosduren Cystein und Prolin ein: Erstere kann mit einem anderen Cystein eine sog.
Disulfidbriicke ausbilden und so in die Peptidkette eine kovalente Verkniipfung einfiigen. Letztere
ist die einzige cyclische a-Iminosdure unter den proteinogenen Aminosduren und besitzt daher eine
relativ starre Konformation. Sie wird sehr oft auch als ,,Helixbrecher“ bezeichnet.

Auf der Ebene der Sekundarstruktur unterscheidet man die lokale rdumliche Geriiststruktur oh-
ne Beriicksichtigung der Seitenketten, die die Polypeptidkette einnimmt. Am verbreitesten sind hier
helikale Strukturen und Faltblattstrukturen. Helices unterscheiden sich hinsichtlich der Ganghdhe n,
d.i. die Anzahl der Reste pro helicaler Windung, und der Lage der Wasserstoffbriickenbindungen, die
die Helix stabilisieren. Abb. 2.1 zeigt die a-helicale Konformation am Beispiel des Dodeka-Alanins,
Abb. 2.2 ein Beispiel einer Faltblattstruktur aus der bovinen Ribonuklease A. Zur Unterscheidung
von Helices in Proteinen wurde eine Bezeichnung der Art n,, entwickelt, wobei n die Anzahl der
Reste pro Windung und m die Anzahl der Atome ist - einschlieflich dem betreffenden Wasserstof-
fatom -, die sich innerhalb des durch die Wasserstoffbriicke geschlossenen Ringes befinden.

Abb. 2.3 zeigt ein Schema dieses Systems. Die a-Helix ist demnach eine 3.613-Helix, welche etwas
gestauchter als die 319-Helix ist. a-Helices finden sich sehr oft in Faser- und globuléren Proteinen;
in Lysozym sind sowohl a- als auch 3;o-Helices zu finden (siehe Kapitel 2.6). Abb. 2.4 zeigt das
Schema eines antiparalellen g-Faltblattes. Dieses sekundére Strukturmotiv ist ebenfalls in globuldren
Proteinen weit verbreitet. Helix- und Faltblattstrukturen stellen die repetitiven Motive innerhalb
der Proteinstruktur dar, neben denen es noch die Knéuel- und Schleifenkonformationen gibt, die
nicht-repetitiv sind und sich nicht so einfach und elegant beschreiben lassen. Das wohl wichtigste

Strukurelement hier stellt wohl die sog. (3-Schleife dar - so benannt, weil dieses Motiv sehr oft
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Abbildung 2.3: Schema der Wasserstoffbriicken fiir verschiedene Helices. Die gestrichelten Linien symboli-
sieren den jeweiligen Wassersoffbriickenkontakt zwischen dem Carbonylsauerstoff und dem Amidproton, ,R*

steht fiir die jeweilige Aminosdureseitenkette.

aufeinanderfolgende Strénge antiparalleler S-Faltblatter verbindet. An dieser Stelle soll hier nur auf
die B-Schleife des Typs II eingegangen werden, da diese bei der Untersuchung des elastin-ahnlichen
Polypeptids GVG(VPGVG)3 eine wichtige Rolle spielt. Abb. 2.5 zeigt ein Modell dieses sekundéren
Strukturelements. Das Vorkommen eines Prolins in Position 2 dieser Konformation ist sehr hiufig,
und da beim Typ IT der Carbonylsauerstoff des Restes 2 der Seitenkette des Aminosidurerestes 3

sehr nahe kommt, findet sich in Position 3 hier meistens ein Glycin.
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Abbildung 2.4: Schema eines antiparalellen S-Faltblatts. Die beiden Strénge liegen sich hierbei gegenldufig
gegeniiber. Parallele Faltblitter, bei denen die gegeniiberliegenden Ketten gleich ausgerichtet sind, existieren

ebenfalls; hier sind die Wasserstoffbriicken im Vergleich zum antiparallelen Faltblatt allerdings etwas verzerrt.

Unter dem Begriff der Tertidrstruktur versteht man die gesamte Struktur eines Polypetids, wel-

che durch die Orientierung der Sekundérstrukturelemente untereinander gebildet wird. Die einzelnen
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Abbildung 2.5: Modelldarstellung einer (3-Schleife fiir die Reste V1P2G3V4. Dieses Motiv wird durch eine
Wasserstoffbriicke zwischen dem Carbonylsauerstoff von V; und dem Amidproton von V4 stabilisiert. Die
Torsionswinkel der Reste 2 und 3 sind hierbei: ®5 ~ —60°, ¥y ~ 120°, &3 ~ 90° und ¥3 ~ 0°. Die 3-Schleife
des Typs I unterscheidet sich von der hier dargestellten nur dadurch, dass die Peptidbindung zwischen Rest 2
und 3 um 180° gedreht ist.

gefalteten Polypetidketten lagern sich in einzelnen Fallen zu Oligomere zusammen, was wiederum
unter dem Begriff der Quartérstruktur zusammengefasst wird. Ein bekanntes Beispiel eines Pro-
teins mit Quartéatstruktur ist der Blutfarbstoff Hamoglobin, welches ein Tetramer aus identischen

Untereinheiten ist.

2.2 Thermodynamische Beschreibung der Proteinfaltung

Nach Hawley [5] kann das Faltungsverhalten von Proteinen mit einem Zweizustandsmodell beschrie-

ben werden, das zwischen einem gefalteten N und einem entfalteten Zustand D unterscheidet:

AC;'unf = GD - GN (21)

Geméf dem Zusammenhang

d(AGunt.) = —ASdT + AVdp (2.2)

kann durch Integration und Taylorreihenentwicklung nach 7" und p folgender Ausdruck fiir

AGynt.(p, T) gewonnen werden:
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A
AGynt, = 75(1) —po)® + Aa(p — po)(T — Tp) —

T
ACp[T(lnTO — 1) + To] + AVo(p — po) —

ASy(T —Tp) + AGy (23)

wobei die einzelnen Parameter wie folgt definiert sind:

OAG
AS =S5p—Sx = _(8—T)p

G
A = —_ = (——
V="V —-W (8p )T
AGQ = AG(po,To)
ASO = AS(po,To)

AVy = AV (po, Tp)
OAV

A =
b=, )r
O0AS
AC, =T (57 )
OAV OAS
Aa = (8—T)p = —(a—p)T

Hierbei ist a der thermische Ausdehnungsfaktor o = (%)p, [ der isotherme Kompressibilitéts-

faktor 8 = (%—Z)T und C,, die Wirmekapazitit C, = T(22),.

Fiir die reine Temperaturabhingigkeit der Gibbs-Entfaltungsenergie 1éft sich AG,;,. in Form
der modifizierten Gibbs-Helmholtz-Gleichung mit 7, als der mittleren Temperatur des Denaturie-
rungsiibergangs wie folgt formulieren:

AGYunf. = AHm(Tm -1

~ AC, (T~ T(1 ~ In() (2.4)

m m

Empirisch konnte dabei auf Basis von Daten kleiner, globuldrer Proteine ndherungsweise folgende
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Aminoséurereste N und den Gréfsen AC,, AH (T = 333 K)
sowie AS(T = 333 K) gefunden werden [6, 7]:
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AG,,
kJ mol”

AGur\'
kJ mol”

320

Abbildung 2.6: AGuy¢. als Funktion der Temperatur und des Drucks berechnet nach Formel 2.3 fiir das
Protein Chymotrypsinogen (rechts) und Ribonuklease (links) [5]. Die dunkelblau markierte Fliche zeigt den

Bereich an, in dem AGyn¢. grofer als Null ist.

kJ

A ~~ N—— 2.5
Cr 0,058 molRestK (2.5)
AH(T = 333K) ~ 2,02N— (2.6)
- oo molRest '
AS(T = 333K) ~ 0,088N—— @2.7)
- D molRestK '

Insbesondere konnte gezeigt werden, dass AC, mit der Anderung der accessible surface area
ASA und damit mit dem Grad der Hydratisierung korreliert.

Mit Formel 2.3 14t sich der Temperatur- und Druckbereich berechnen, in dem die Gibbs-Energie
der Entfaltung positiv ist, d.h. der Bereich, in dem das Protein den nativen, gefalteten Zustand
einnimmt. Abb. 2.6 zeigt die Gibbs-Energie der Entfaltung als Funktion des Drucks p und der Tem-
peratur 7', wie sie sich fiir die Proteine Chymotrypsinogen und Ribonuklease geméf [5] berechnen
1aRt. Es ist ersichtlich, dass es bei gegebenen Druck zwei Temperaturen gibt, bei denen die Bedin-
gung AGyne. = 0 erfiillt ist, und dass mit zunehmenden Druck AG,¢. stetig abnimmt. Dementspre-
chend lassen sich drei Methoden der Denaturierung unterscheiden: die Hitzedenaturierung bei hohen
Temperaturen, die Kéltedenaturierung bei niedrigen Temperaturen und die Druckdenaturierung bei
hohen Driicken.

Abb. 2.7 zeigt schematisch diesen Zusammenhang zwischen Entfaltung und Druck sowie Tem-
peratur. Bei hohen Temperaturen fiihrt die hohe Differenz der Konfigurationsentropien ASgons. zwi-

schen gefalteten und ungefalteten Protein zur Denaturierung, wihrend bei sehr hohen Driicken das
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negative Ubergangsvolumen AV} den nativen Zustands destabilisiert. Bei niedrigen Temperaturen
kommt es zu einer Zunahme der Hydratisierung und damit zu einer Abnahme der entsprechenden
Enthalpienderung A Hyyq,., die zu einem entfalteten, hochgradig hydratisierten Zustand fiithrt. Die-
se Zunahme an Hydratisierung ist begleitet von einem Ubergang zu einer hoheren Wirmekapazitit
Cp. Diese Anderungen wurden fiir Proteine bei den Ubergéingen bei sowohl tiefer als auch hoher

Temperatur gefunden |8, 9].

N
p
Druckdenaturierung
AV, <0
denaturiert
Hitzedenaturierung
ASconf. > 0
Kaltedenaturierung nativ
Athdr. < 0
N
7
T

Abbildung 2.7: Schema des p,T-Zustandsdiagramms von monomeren Proteinen.

Neben den bisher behandelteten Denaturierungsformen, die durch die thermodynamischen Pa-
rameter Druck und Temperatur eingeleitet werden, kénnen Proteine auch durch chemische Zusétze,
wie z.B. Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid, entfaltet werden. Hierbei binden diese Agentien pre-
ferentiell ans Protein, anstatt in Losung vollstdndig solvatisiert vorzuliegen, und destabilisieren
durch diese Interaktion den nativen Zustand des Proteins. Allerdings gibt es auch Cosolventien,
welche die Stabilitdt der Biomolekiile erhéhen, indem sie vornehmlich nicht an die Oberfliche des
Proteins binden, sondern sich hauptséchlich ungebunden und stark hydratisiert in Losung aufhalten
(vgl. Kap. 2.5).

Die native Struktur eines Proteins ist damit das Ergebnis einer Summe verschiedener Einfliisse,
auf dessen Gleichgewichtslage die einzelnen Denaturierungsfaktoren einwirken konnen. Daher soll
in den folgenden Kapiteln auf die einzelnen stabilisierenden und destabilisierenden Faktoren ndher

eingegangen werden.
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2.3 Faltung

Unter physiologischen Bedingungen falten sich Proteine spontan in die native Konformation, indem
sie einen selbst organisierten Faltungsprozess (engl. , self assembly‘) durchfiihren. Dabei ist davon
auszugehen, dass der Verlauf nicht zufillig vonstatten geht, sondern durch bestimmte treibende
Krafte gesteuert wird, da in der Zeit, die Proteine iiblicherweise zur Faltung brauchen, unméglich
alle moglichen Konformationen eingenommen werden kénnen [10, 11].

In dem Diffusions-Kollisions-Modell von Karplus und Weaver [12] wird davon ausgegangen, dass
sich lokale Strukturen schnell ausbilden, aber auch sehr schnell wieder zerfallen. Treten so entstan-
dene Mikrodoménen allerdings in Wechselwirkung miteinander, kdnnen sich stabilisierte Strukturen
hoherer Ordnung bilden, die von Dauer sind. So wird stufenweise das gefaltete Protein aus lokalen
Mikrodoménen zusammengesetzt, was die anzunehmende Faltungszeit drastisch herabsetzt.

Ein weiteres Modell schliagt als Erklarung den sog. hydrophoben Kollaps vor, der auf dem hy-
drophoben Effekt basiert und bei dem die treibende Kraft der Faltung das Zusammenlagern hydro-
phober Reste ist, die hierdurch ihre wasserexponierte Fliche verkleinern [13, 14, 15]. Nachdem das
Protein auf nahezu native Dichte kollabiert ist, bilden sich Sekundér- und Tertidrstruktur.

Diese Ansétze wurden mit Hilfe von lattice-Modellen weiterentwickelt, wobei der Parameter
@ als Maf fiir den Fortschritt der Faltung dient und wobei mittels computergestiitzter Monte
Carlo Rechnungen erste Faltungsszenarien entworfen werden konnten [16, 17, 18]. @ ist dabei der
Anteil der bereits gekniipften nicht-kovalenten Kontakte innerhalb des Proteins, d.h. @ ist gleich
Null fiir das vollstdndig entfaltete und gleich Eins fiir das kompakte, native Protein. Mit derlei
Modellen konnten Energielandschaften der freien Energie F als Funktion des Anteils gekniipfter
nativer Kontakte Q sowohl fiir Modellproteine als auch fiir globuldre Proteine wie z.B. Lysozym
berechnet werden [19, 20]. Es ist jedoch bis heute nicht méglich, aus der Aminosduresequenz die 3D-
Struktur eines Proteins zu berechnen, obwohl erwiesen ist, dass es bei einer gegebenen Umgebung
die Aminoséuresequenz ist, welche die native dreidimensionale Struktur bestimmt [21].

Experimentell konnte fiir die viele Proteine nachgewiesen werden, dass der Faltungsprozess iiber
(mindestens) ein Intermediat verlduft, welches Molten Globule genannt wird [22]. Hier liegt das
Protein im Wesentlichen schon sehr kompakt mit gefalteter Sekundérstruktur vor. Lysozym aus
Hundemilch besitzt z.B. einen auferordentlich stabilen Molten Globule-Zustand, der nahezu diskret

tiber DSC-Messungen beobachtbar ist [23].
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b

Unfolded state

o-Domain intermediate

Native state

TiBS

Abbildung 2.8: Die freie Energie F von Lysozym als Funktion des Faltungsfortschritts . in der a-Doméne
und Qg in der S-Doméne. Die gelbe Trajektorie zeigt den direkten Faltungsweg an, wiahrend die rote Trajektorie

den Verlauf iiber ein Intermediat mit gefalteter -, jedoch unstrukturierter -Domé&ne nimmt [20].
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2.4 Stabilitit

Unter physiologischen Bedingungen weisen Proteine eine nur geringe Stabilisierung von etwa 0,4
kJ mol~! pro Rest auf, so dass ein Protein mit hundert Resten eine Stabilisierungsernergie von
nur 40 kJ mol™! besitzt - das Aquivalent einer Stabilisierung durch etwa zwei Wasserstoffbriicken.
Wie schon unter Abschnitt 2.2 angedeutet, ist die Stabilisierungsenergie AGy¢, das Ergebnis einer
Anzahl verschiedener Faktoren. Hierbei lassen sich der Einfluss von Salzbriicken, Wasserstoffbriicken,
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und hydrophoben Kriften unterscheiden.

Salzbriicken sind ionische Wechselwirkungen zwischen geladenen Resten, wie z.B. der y-Carbox-
ylgruppe des Glutamins und der e-Aminogruppe des Lysins. Der Anteil dieser Wechselwirkungen
an der Stabilitdt von Proteinen wird als eher niedrig eingeschétzt und i. d. R. vernachlassigt. Was-
serstoffbriicken hingegen spielen eine sehr wichtige Rolle bei der Stabilisierung und der Struktur
von Proteinen. Hierbei handelt es sich um vorwiegend elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
einem partiell positiv geladenem Wasserstoff einer Donorgruppe und einem partiell negativ gelade-
nem Akzeptoratom (zumeist Sauerstoff oder Stickstoff). Der Abstand zwischen den beiden Atomen
betrigt ca. 0,3 nm und triigt zur Stabilisierungsenergie mit 12 bis 30 kJ mol~! pro Wasserstoffbriicke
bei.

Unter Dipol-Dipol-Wechselwirkungen werden verschiedene attraktive Kréfte zwischen elektrisch
neutralen Molekiilgruppen zusammengefasst. Diese sog. van-der-Waals-Kréfte bestehen zwischen
z.B. permanenten Dipolen oder Dipolen und induzierten Dipolen. Diese Wechselwirkungen sind
schwicher als die der Salz- oder Wasserstoffbriicken, aber aufgrund der hohen Hiufigkeit dieser
van-der- Waals-Wechselwirkungen spielen sie eine grofse Rolle fiir die Proteinstabilisierung.

Als sog. hydrophoben Effekt bezeichnet man das Phénomen, dass unpolare Substanzen die
Kontaktfliche zu Wasser minimieren und es so z.B. bei amphiphilen Molekiilen wie Fettsduren zur
Ausbildung von Doppelmembranen kommt. Betrachtet man die Gibbs-Energie des Transfers einer
unpolaren Komponente von einem unpolaren Losungsmittel zu Wasser, so findet sich oft, dass dieser
Transfer enthalpisch giinstig, entropisch jedoch ungiinstig ist [24]. So ist die Exponierung hydro-
phober Reste an der Oberfliche von Proteinen thermodynamisch ungiinstig (vgl. 2.3, "hydrophober
Kollaps’), da die Hydratisierung unpolarer Oberflichen mit einer Verminderung der Entropie ver-
bunden ist. Man nimmt an, dass dies an der clathratartigen Struktur liegt, die Wassermolekiile bei
der Hydratisierung dieser Reste einnehmen.

All diese Einfliisse haben eine eigene Temperatur- und Druckabhéngigkeit, die letztendlich zu

einem Entfaltungsverhalten, wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, fiihrt. Anhand von Modellabschét-
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zungen konnte gezeigt werden, dass die Enthalpie der Entfaltung fiir die Wasserstoffbriicken grofer
als Null ist und sie mit Anderung der Temperatur annihernd konstant bleibt. Die Enthalpieinderung
der van-der-Waals-Wechselwirkungen ist ebenfalls grofer Null - sie stabilisiert also die Faltung -,
mit zunehmender Temperatur nimmt sie jedoch ab. Die Enthalpiednderungen AHy,q,, der polaren,
aromatischen als auch der aliphatischen (= hydrophoben) Gruppen sind kleiner als Null, stabili-
sieren also die denaturierte Spezies. Die Hydratationsenthalpie polarer Gruppen sinkt dabei jedoch
mit steigender Temperatur, d.h. sie wird noch negativer, wihrend die Hydratisierungsenthalpie aro-
matischer Gruppen gegen Null konvergiert und diejeniger aliphatischer Gruppen ansteigt und bei
hoheren Temperaturen sogar grofer als Null ist [25]. Unter Einbezug der jeweiligen Entropiednde-
rungen bei der Entfaltung bedeutet dies fiir die entsprechenden Gibbs-Entfaltungsenergien, dass
der Anteil der polaren Hydratisierung den nativen Zustand destabilisiert (d.h. AGyyus. (polar) <
0), die Hydratisierung aromatischer Gruppen schwach destabilisierend ist, wihrend die Hydratisie-
rung unpolarer Gruppen jedoch stabilisierend auf den nativen Zustand unter Standardbedingungen
wirkt (siehe Abb. 2.9). Mit abnehmender Temperatur erniedrigt sich die Gibbs-Entfaltungsenergie
fiir die Hydratation polarer Reste und fiihrt so zur Kéltedenaturierung, wihrend mit zunehmender

Temperatur der Term —T AS.¢. liberwiegt und die Hitzdenaturierung eintritt.
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Abbildung 2.9: Hydratisierungsenthalpien AHuns. (hydr.) der Entfaltung fiir polare, unpolare und fiir al-
le Aminosdurereste von Lysozym (links), sowie die Gibbs-Energie-Beitrige einzelner Wechselwirkungen in
Myoglobin (rechts) (wobei AG(vdW) die Gibbs-Energie-Anderung der van-der-Waals-Wechselwirkungen,
AG(hydr.,HB) die Gibbs-Energie-Anderung der Wasserstoffbriicken, AG(unpolar) die Gibbs-Energie-
Anderung der hydrophoben Hydratisierung und —TAScon;. der Term der Konfigurationsentropie ist.
AGnt. (exp.) ist die gesamte Gibbs-Entfaltungsenergie.). Grafiken modifiziert nach [26, 25].
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2.5 Der Einfluss von Cosolventien

Es ist seit langem bekannt, das chemische Zusétze die native Struktur von Proteinen stabilsie-
ren bzw. destabilisieren konnen. In der Natur liegen Proteine so gut wie nie in ideal verdiinnten,
wissrigen Losungen vor, sondern befinden sich in der Regel in Lésungen mit einer grofen Anzahl
von anderen Komponenten. So ist das Cytoplasma der Zelle eine komplexe Mischung aus Wasser,
Proteinen, Nukleinsduren, (Poly-)Sacchariden, Lipiden und einer Vielzahl kleinerer organischer und
anorganischer Bestandteile. Fine erschépfende physikalisch-chemische Behandlung von Proteinen in
vivo miisste also den Einfluss anderer Cosolventien explizit mit einbeziehen. Fiir vereinfachte Model-
le der Proteinstabilitét reicht es jedoch, sich eine terndre Losung aus Protein Pr, Wasser HoO und
Ligand L vorzustellen, zumal der Effekt der Destabilisierung als auch der Stabilisierung einheitlich
iiber das Verhalten des hydratisierenden Wassers beschrieben werden kann.

Stellt man sich das Gleichgewicht zwischen vollkommen hydratisiertem Protein Pr und Pro-
tein, welches einen Liganden L gebunden hat, vor, so ist das Anbinden eines Liganden an einem

Bindungsort eine Austauschreaktion mit Wassern [27]:

Pr-nHO+ L= P -L+nHyO (2.8)

Demgemafs 1afst sich die Gleichgewichtskonstante des Austausches Koy wie folgt formulieren

[28]:

_ [Pr L][H0]"
Bex = [Pr - nH50|[L] (29)

Betrachtet man die Bindung an gleichartige, nicht aufeinander einwirkende Bindungspldtze, so

148t sich die mittlere Anzahl gebundener Liganden vy, als Funktion von [L] formulieren [27] [29]:

[(Kex. — [H2O]™Y)[L]
1+ Kex [L]

v = (2.10)

Da [H20] = const. = 55,56 M, ergibt sich fiir Ko > 0,018 eine normale Adsorptionskurve
die sich asymptotisch mit steigendem [L] dem Wert 1 n#hert. In diesem Fall spricht man von
preferentieller Bindung, d.h., die Bindung des Liganden ist giinstiger als die von Wasser. Ist K.
kleiner als 0,018, so wird vy, kleiner als Null und der Ligand wird vornehmlich abgestofsen bzw.

Wasser wird vornehmlich an dem Bindungsplatz gebunden; man spricht dann von preferentieller
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Exklusion (engl. preferential exclusion) bzw. preferentieller Hydratisierung [28]. In der Praxis sind
die freien Bindungsenergien von Wasser AGp,0 und der verwendeten Liganden AG| nur gering
unterschiedlich, sodass hohe Konzentrationen (0,2 M - 10 M) an Ligand eingesetzt werden miissen,
um einen Effekt zu erzielen, weshalb von den Liganden L auch als Cosolvens gesprochen wird.

Die preferentielle Bindung von Wasser bzw. der preferentielle Auschluss von Liganden an der
Oberflache eines Proteins hat wiederum einen Einfluss auf die Stabilitat des Biomolekiils, da dieses
in einem Gleichgewicht zwischen gefalteter und ungefalteter Form vorliegt, auf das die Bindung
bzw. preferentielle Nichtbindung von Liganden Einfluss nehmen kann. Im vorliegenden Fall fiir
die Entfaltung von Proteinen, muss also die Anderung der freien Entfaltungsenergie AAG ¢ bei
Transfer von Wasser H2O in das Cosolvens-System L beachtet werden. Definiert man daher die
freie Transferenergie Appr irans. des Proteins als Differenz des chemischen Potentials im Cosolvens-

System und im rein wéssrigen Medium, so gilt [28]:

AMPr,trans. = HPr,LL, — MPr,H20

0 0
ppe (0 T) — ppr 0 (@ 1)
apr,L

+ RTIn(
apr,H20

(2.11)

Wobei M%r,i(p’ T) die Standardpotentiale von Pr im System i und ap,; die entsprechenden
Aktivitidten sind. Hieraus ldsst sich die Anderung der freien Entfaltungsenergie bei Zugabe von

Cosolventien wie folgt formulieren [30]:

AAC;unf. = AC;unf.,L - AC;unf.,HQO
D N
= A:LLPr,trau’ls. - AII’LPr,trau’ls.

Letzte Formel sagt also aus, dass der Einfluss des Cosolvens auf die freie Energie der Entfal-
tung gleich der Differenz der freien Transferenergien von denaturierter und nativer Spezies ist. Hier
wird deutlich, wie Colsoventien das Gleichgewicht zwischen nativer und denaturierter Konformation
beeinflussen kénnen: Agenzien, welche stark ans Protein binden, werden die offene, entfaltete Struk-
tur stabilisieren und dementsprechend das Gleichgewicht in diese Richtung verschieben, wihrend
Stoffe, welche vornehmlich von der Oberfliche und damit von der Wechselwirkung mit Proteinen
abgestofien werden, den umgekehrten Effekt haben.

Neben der freien Transferenergie ist es sinnvoll, zwei weitere Grofen zu definieren, die die Inter-

aktion von Cosolvens und Protein beschreiben. Der preferentielle Wechselwirkungsparameter
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aﬂm) ( 8IU’L )
_ (2.12)
< 8[L] T,p,[Pr] B[PT'] T,p,[L]

beschreibt den Gradienten der Transferenergie mit Anderung der Cosolvens-Konzentration [28].

Entsprechend ergibt eine Integration iiber [L] die Anderung der Transferenergie des Proteins mit

steigender Ligandenkonzentration:

[L] 8/’LP1‘
A,LLPr,trau’ls. :/0 (m)T,p,[Pr]d[L] (213)

Der preferentielle Bindungsparameter beschreibt die Menge an [L] die zugegeben bzw. entnommen
werden miisste, um das thermodynamische Gleichgewicht des Losungsmittelsystems nach Zugabe

von Pr wiederherzustellen:

Oppr
( dIL] > _ Gy (2.14)
8[Pr] T,p,pL (%)T,p,[Pr]
Z
- 7
Ausschlusszone Ausschlusszone

Abbildung 2.10: Schema der Proteinstabilisierung durch Cosolventien. Die Ausschlusszone im entfalteten
Zustand ist grofer als im nativen. Da die Bindung der Cosolventien thermodynamisch ungiinstig ist, wird das

Gleichgewicht in Richtung nativer Zustand verschoben.

Hier lassen sich nun der stabilisierende und der destabilisierende Fall unterscheiden: Cosolventi-

en, welche vornehmlich von der Oberfliche des Proteins ausgeschlossen werden ((%)T,p,u}lgo < 0

(%’%)T%[pr] > 0), stabilisieren die native Konformation, da sie bevorzugt mit dem Wasser wechsel-

wirken. Eine Proteinentfaltung, welche sogar noch mehr unpolare Oberfliche dem Wasser exponieren

wiirde, ist in diesem Falle energetisch sehr ungiinstig (siehe Abb. 2.10). Binden die Cosolventien
L

jedoch bevorzugt ans Protein (((%)T,p,mﬁo > 0; (%%)TJL[Pr] < 0), wird die entfaltete, mehr

Oberflache exponierende Konformation stabilisiert (siche Abb. 2.11).
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Ausschlusszone Ausschlusszone

Abbildung 2.11: Schema der Proteindestabilisierung durch Cosolventien. Da die Bindung der Cosolventien

thermodynamisch giinstig ist, wird der entfaltete Zustand, der mehr Bindungsfliche bietet, stabilisiert.

2.6 Lysozym

Lysozym ist ein globuldres Protein, welches in Zellen und Sekreten von Vertebraten vorkommt
und die Hydrolyse der glycosidischen $(1 — 4)-Bindung zwischen Acetylmuraminsédure und N-
Acetylglucosamin im bakteriellen Mureinskelett katalysiert. Es tragt dementsprechend zur Bakteri-
enabwehr bzw. zur Beseitigung bakterieller Uberreste bei. Die Sequenz besteht aus 129 Aminoséure-
reste, welche iiber vier Disulfidbriicken vernetzt sind (C6-C127, C30-C115, C64-C80 und C76-C94)
und eine molare Masse von 14.3 kD besitzt. Strukturell besteht es aus zwei Doménen, die a- und
(-Doméne genannt werden. Erstere besteht im Wesentlichen aus den 4 zentralen a-Helices A, B, C
und D, einer 319-Helix und zwei Schleifen. Die 8-Doméne wird im Wesentlichen durch ein dreiban-
diges [-Faltblatt, eine 31o-Helix und eine lange Schleifenregion gebildet [31]. Lysozym ist ein sehr
kompaktes Molekiil, welches eine nahezu ellipsoide Form mit Abmessungen von ca. 3 X 3 X 4.5 nm
einnimmt. Seine herausragende strukturelle Eigenschaft ist eine lange Spalte entlang des Ellipsoids,
welche das Substrat bindet. Das dreibéndige (-Faltblatt ist Bestandteil dieser Furche.

Abb. 2.12 zeigt eine Ansicht entlang der katalytischen Furche von Lysozym aus Hiithnereiweifs.
Diese Furche teilt das Protein in seine zwei Doménen: im oberen Teil des Bildes ist die a-Doméne mit
den vier Haupthelices und der 31p-Helix, unterhalb der Substratbindungsspalte ist das g-Faltblatt
und eine weitere 31o-Helix sichtbar.

Die Beschreibung von Faltungs- bzw. Denaturierungsintermediaten von HEL ist teilweise etwas
uneinheitlich, da verschiedene Methoden angewandt werden kénnen, diese Intermediate herzustellen
und zu beschreiben. Wihrend fiir das Molekiil Lactalbumin - welches 40 % Homolgie mit Lysozym
aufweist, jedoch eine andere Funktion hat - seit langem ein stabiles Intermediat beschrieben ist,

wird fiir HEL zumeist nur von einem kinetisch akkumulierten Intermediat berichtet [33, 34, 35, 36].
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Abbildung 2.12: Schematische 3D-Struktur von Lysozym mit Sicht durch die katalytische Furche. Oberhalb
dieser ist die a-Doméne mit den Helices zu sehen, unterhalb die S-Domine mit dem (-Faltblatt und der

310-Helix (PDB ID 1HEL [32]).

Es finden sich aber auch Charakterisierungen von thermisch und chemisch induzierten, stabilen
Intermediaten [37, 38, 39, 40, 41]. Einigkeit scheint darin zu bestehen, dass es die a-Doméne ist,

welche zuerst bei der Faltung entsteht und welche am stabilsten ist [42, 43].

2.7 Elastin und elastin-mimetische Polypeptide

Flastin ist ein Strukturprotein, welches Fasern in Blutgefiffen, Lungen und Haut Elastizitdt ver-
leiht, etwa 30 % des Trockengewichts von Arterien ausmacht und dementsprechend eine wichtige
Rolle in den Blutgefifien sowie bei der Entwicklung von Gefafkrankheiten spielt [44, 45, 46]. Es
ist ein hochmolekulares, hochgradig quervernetztes Polymer, welches im Wesentlichen aus kleinen,
apolaren Aminosduren wie Glycin, Alanin und Valin besteht; desweiteren findet sich Prolin [47].
Die Eigenheit, welche Elastin und elastin-&hnliche Polymere fiir die Proteinforschung so interessant
macht, ist, dass diese mit steigender Temperatur einen Konformationswechsel von ungeordneter zu
geordneter Konformation durchlaufen [48]. Dieses Phénomen wird als inverser Temperaturiibergang
(ITT, engl.: inverse temperature transition) bezeichnet und ist insofern erstaunlich, als iiberlicher-
weise Systeme mit steigender Temperatur aufgrund von AS.q¢. > 0 zu ungeordneteren Zustdnden
iibergehen. Der ITT bietet so eine Moglichkeit, temperaturabhéngig die Proteinfaltung zu untersu-
chen [49].

Es konnte gezeigt werden, dass fiir dieses ungewthnliche Verhalten eine pentamere repetitive Un-
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Abbildung 2.13: Dreidimensionale Darstellung von GVG(VPGVG)s in der linksgéngigen (-
Schleifenkonfiguration. Die Wasserstoffbriicken zwischen den Valinen sind als griine, unterbrochene Striche
markiert. Die zugrundeliegende PDB-Datei wurde von Dr. Dietmar Paschek (Physikalische Chemie, Universi-
tét Dortmund) zur Verfiigung gestellt.

tereinheit von Aminosaureresten verantwortlich ist, und dass dieser Konformationswechsel ein Uber-
gang von ungeordneter Konformation zu einer Typ II-3-Helix Struktur ist (vgl. Kapitel 2.1, Abb.
2.5) [50, 51]. An einem Oktamer wurde festgestellt, dass bei sehr hohen Temperaturen (> 100 °C) ein
weiterer Ubergang stattfindet, was andeutet, dass es sich bei dem ITT wahrscheinlich um einen Kél-
terenaturierungsiibergang bei ungewdhnlich hoher Temperatur handelt [52]. Molekular dynamische
Simulationen konnten den ITT reproduzieren und durch starke Peptid-Wasser-Wechselwirkungen
bei niedrigen, aber starken Peptid-Peptid-Wechselwirkungen bei hohen Temperaturen erklaren [53].
Kleine, elastin-mimetische Peptide kénnen also als Modelle fiir Elastin und fiir die Untersuchung
von Hydratisierung bei der Proteinfaltung dienen und bringen dabei den Vorteil mit, kleine und
damit gut charakterisierbare Systeme zu sein.

Abb. 2.13 zeigt eine dreidimensionale Darstellung des in dieser Arbeit untersuchten Polypep-
tids GVG(VPGVGQG)3, wenn sich alle pentameren Untereinheiten in der (-Schleifenkonfiguration
befinden. Dieses Molekiil besitzt drei dieser pentameren Einheiten und kann dementsprechend drei

(-Schleifen des Typs II ausbilden.
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Methoden

3.1 NMR: Grundlagen

Verglichen mit anderen Spektroskopiemethoden wie FT-IR, UV/VIS oder CD bietet die NMR-
Spektroskopie eine weit grokere Anzahl von Experimenten mit einer dementsprechend breiteren Pa-
lette von Informationen, die erhalten werden konnen. Dies liegt einerseits daran, dass verschiedene
Kerne angeregt und detektiert werden kénnen, andererseits kann diese Anregung gemif bestimm-
ter Pulsfolgen geschehen, bei denen Anregungspulse und Relaxationsintervalle so gewidhlt werden
konnen, dass eine bestimmte Information erhalten werden kann.

Grundlage eines jeden NMR-Experiments ist eine Probe, die sich in einem statischen Magnetfeld
go befindet. Kerne mit einer Kernspinquantenzahl I = 1/2 wie z.B. 'H oder *C kénnen zwei
mogliche Orientierungen einnehmen: in Richtung oder in Gegenrichtung des Feldes By. Da der a-
Zustand, bei dem die Spins in Richtung des Feldes weisen, im thermodynamischen Gleichgewicht
etwas hoher populiert ist als der [-Zustand, besteht eine makroskopische Magnetisierung My in
z-Richtung d.h. in Richtung des Feldes By (vgl. Abb. 3.1).

Durch einen Storpuls B, kann das System aus seiner Gleichgewichtslage ausgelenkt werden.
Dadurch kann das Besetzungsverhiltnis zwischen IV, und Ng veréndert werden, was eine Anderung
der Magnetisierung entlang der z-Achse, also in longitudinaler Richtung, bewirkt. Weiterhin fiihrt
der Puls zu einer Kohdrenz zwischen den Spins, welche im Gleichgewicht zuféllig auf der Oberfliche
eines Kegelmantels verteilt sind. Dies bewirkt eine transversale Magnetisierung in der z-y-Ebene.
Wechselt man von einem unbewegten in ein um die z-Achse rotierendes Koordinatensystem x’-y’-
z, so wird durch ein Puls aus z’-Richtung die makroskopische Magnetisierung in die y’-z-Ebene

gedreht. Bei konstanter Pulsstirke kann durch Variierung der Pulsldngen M um definierte Winkel

21
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y

m= -

1
2

Abbildung 3.1: Vektormodell fiir ein Ensemble von Spins mit der Kernspinquantenzahl I = 1/2 im ther-
modynamischen Gleichgewicht. Es bestehen zwei Ausrichtungsmdoglichkeiten, eine in Richtung des angelegten
Magnetfeldes By (m = +1/2) und eine entgegen By (m = —1/2). Da die Anzahl der Kerne im a-Zustand

(No) grofer ist als im (3-Zustand, resultiert hieraus eine makroskopische Magnetisierung Mo.
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Abbildung 3.2: Betrachtung der Auslenkung der makroskopischen Magnetisierung M im rotierenden Koor-
dinatensystem z’-/’-z. Durch einen Puls ), welcher senkrecht zu By angelegt wird, kann die Magnetisierung
M in die y’-z-Ebene ausgelenkt werden. Der Auslenkungswinkel 6 ist eine Funktion der Pulsstirke von B,
und der Pulsdauer 7p. Bei konstanter Pulstirke kann 7p so gewidhlt werden, dass M z.B. um 90 oder 180°

ausgelenkt wird.
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ausgelenkt werden (vgl. Abb. 3.2).

Nach dem Abschalten des Anregungspulses, kehrt das System wieder in das thermodynamische
Gleichgewicht zuriick. Dies kann iiber zwei Wege geschehen: Durch Spin-Spin-Wechselwirkungen,
welche rein entropisch sind und keinen Energieumsatz leisten, kann die transversale Magnetisierung
mit einer charakteristischen Relaxationszeit T, wieder ins Gleichgewicht zuriickkehren. Spin-Gitter-
Wechselwirkungen, d.h. Interaktionen des Spins mit der Umgebung, ermdglichen die longitudinale
Relaxation mit der Relaxationszeit 7. Betrachtet man die Situation in einem mit der Larmorfre-
quenz wy = yBy rotierenden Koordinatensystem unmittelbar nach Abschalten des Pulses , so wird
jede Spinsorte mit einer charakteristischen relativen Frequenz () beginnen, um die z-Achse zu pra-
zedieren. Im ruhenden System kann dies durch eine Spule als zeitabhéngiges Signal, den sog. FID

(engl.: free induction decay), gemessen werden.

' '

y

1,sin(Qt)

-X

-l,cos(Qt)

’ ]

Yy

Yy

Abbildung 3.3: Nach Applikation eines 90°x-Pulses wird die Magnetisierung im rotierenden Koordinaten-
system in die y’-z-Ebene ausgelenkt. Betrachtet man nur eine Sorte Spins, so wird die Magnetisierung nach
Abschalten des Pulses um die z-Achse mit der Frequenz (2 prazedieren. Dies kann von einem phasenempfind-
lichen Detektor als zwei Komponenten I,cos(Q2t) und I,sin(Qt) detektiert werden. (Ansicht aus Richtung der

+2-Achse; ) ist die relative Rotationsfrequenz w — wy).

Das Gesamtsignal S(t), das gemessen wird, ist die Summe dieser Beitrdge aller Spinsorten i

multipliziert mit den jeweiligen Amplituden a; sowie dem Zerfallsterm e /72
Sit) = Z ai(cos(Qt) + isin(Qt)e /T2
— eiQite_t/T2’i (31)

Durch Fouriertransformation von S(t) kann das Frequenzspektrum S(w) erhalten werden:

S(w) = /00 S(t)cos(wt)dt (3.2)
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3.1.1 2D-Spektren

Bei 2D-NMR-Spektren wird die Intensitét eines Signals als Funktion zweier Frequenzen gemessen,
d.h. bei der Messung miissen zwei Zeitdoméanen detektiert werden, mit denen iiber eine Fourier-
Transformation die Frequenzen erhalten werden kénnen. Dies wird durch eine Erweiterung der Puls-
frequenz erreicht: Es wird eine variable Evolutionszeit ¢; eingefiihrt, in der die Spins untereinander
wechselwirken konnen. Das grundlegende 2D-Experiment besteht demnach aus Praparationspha-
se, Evolutionsphase, Mischphase und Detektionsphase. In der Préparationsphase werden die Spins
nach erfolgter thermischer Relaxation durch einen oder mehrere Puls(-e) angeregt. In der folgenden
Evolutionsphase konnen sich die Spins durch Wechselwirkung mit dem statischen Magnetfeld By
oder untereinander entwickeln. Die Mischzeit ist so beschaffen, dass die gewiinschte Korrelation
in der Detektionsphase in Form von transversaler Magnetisierung vorliegt. Ein 2D-Experiment ist
also eine Abfolge von 1D-Experimenten, in denen t; inkrementiert wird, aus denen man ein Array
von FIDs erhélt, die durch Fourier-Transformation nach ¢5 und ¢; das 2D-Spektrum ergeben. Im
Folgenden sollen die Pulsfolgen der 2D-NMR-Methoden besprochen werden, welche in dieser Arbeit

eingesetzt werden.

A 90° 90°
'H
a1 p1 t, p2 t,
B 90° 90° 90°
H
d1 p1 t, p2 d2 p3 t,

Abbildung 3.4: Pulssequenzen der homonuklearen COSY- (A) und NOESY (B)-Methode.

Die homonukleare 2D-COSY-Methode erlaubt die Bestimmung skalarer Kopplungen zwischen
den Protonen einer Probe. Betrachtet man z.B. zwei skalar koppelnde Kerne A und X, so werden
nach Applikation eines 90°-Pulses (Abb. 3.4) die makroskopischen Magnetisierungsvektoren Ma

und My in die z-y-Ebene gedreht. Da die beiden Spezies jedoch skalar miteinander koppeln, wer-
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den die entsprechenden Vektoren in der z-y-Ebene mit den vier Frequenzen wa+ J(A,X)/2 und
wxt J(A,X)/2 rotieren. Durch diese Unterschiede werden die vier Vektoren sich in der a-y-Ebene
auffichern. Der zweite 90°-Puls dreht die y-Komponenten in die +z- bzw- -z-Richtung. Wieviel
Magnetisierung dabei transferiert wird, hdngt von t¢; ab. Die verbliebene Magnetisierung der x-
Komponente, welche ebenfalls von ¢1, wa, wp und J(A,X) abhingt, kann als FID detektiert werden.

Um rdumliche Nédhe zwischen zwei Protonen nachzuweisen und zu quantifizieren, wird die ho-
monukleare 2D-NOESY-Methode verwendet. Wie oben bereits angedeutet, verlduft die Relaxation
eines Spins in z-Richtung iiber Wechselwirkungen mit seiner Umgebung. Um diesen Anteil heraus-
zufiltern, wird zunéchst die makroskopische Magnetisierung mit einem 90°-Puls in die z-y-Ebene
ausgelenkt (Abb. 3.4 B). Innerhalb der Evolutionszeit ¢; konnen die Spins wechselwirken. Durch
einen 90°-Puls werden die Spins in die -z-Richtung gedreht und koénnen wihrend der sog. Misch-
zeit d2 Magnetisierung mit der Umgebung austauschen. Ein letzter 90°-Puls dreht die verbliebenen

Spins zuriick in die z-y-Ebene, wo sie als FID gemessen werden konnen.

90° 180° 90° 180° 90° 180°
|
pl d2 p2 d2 p3 t/2 p4 t/j2 p5 d2 p6 d2 t,
180° 90° 90° 180°
S | —
7 p8 t, p10

Abbildung 3.5: Grundlegende Pulssequenz der HSQC-Methode.

Neben homonuklearen sind aber auch heteronukleare Wechselwirkungen detektierbar. Derlei
Spektren sind insbesondere bei der Zuordnung von Signalen von grofem Wert. Eine grundlegende
Methode ist hier das sog. HSQC-Experiment, welches auf der INEPT-Sequenz basiert (siehe Abb.
3.5). Hiermit ist es mdglich, skalare Konnektivitéten zwischen Wasserstoff- und Kohlenstoffatomen
nachzuweisen, mit der HMBC-Pulssequenz kdnnen sogar Konnektivitéten {iber mehrere Bindungen
hinweg bestimmt werden. Durch einen 90°-Puls wird die Magnetisierung der Wasserstoffe My in die
2-y-Ebene ausgelenkt. Falls jedoch eine Kopplung mit '3*C-Kernen im o- bzw. $-Zustand besteht,
werden aber zwei Magnetisierungen Mga und Mgﬁ vorhanden sein, deren Frequenzen um J(C, H)

voneinander abweichen. Nach einer Pause von d2 = 1/(4.J(C, H)) wird die Phasendifferenz zwischen
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diesen beiden Vektoren 90° sein und ein 180°-Puls wird auf beiden Kanélen appliziert. Dies lenkt die
Magnetisierung der Kohlenstoffkerne in die —z-Richtung aus, d.h. *C-Kerne im a-Zustand wech-
seln zum [-Zustand und umgekehrt. Dementsprechend wird Mg “ zu ]\255 und ]\255 zu MS“ Nach
einer weiteren Pause von d2 = 1/(4J(C,H)) betrédgt die Phasendifferenz zwischen beiden Vektoren
180° und ein 90°-Puls rotiert Mg“ in die 42- und Mgﬁ in die —z-Richtung. Die Magnetisierungen
der Kohlenstoffkerne Mga und ]\ng 7 liegen ebenfalls um 180° phasenverschoben vor, allerdings in
der transversalen Ebene. Nun kénnen sich Mc—Vektoren wahrend einer variierenden Zeit ¢ ent-
wickeln, wiahrend ein 180°-Puls dafiir sorgt, dass die beiden Vektoren Mg“ und Mgﬁ am Ende von
t1 antiparallel vorliegen. Ein 90°-Puls lenkt die M¢c-Vektoren in z-Richtung aus und invertiert so
die Populationen N, und Ng der Kohlenstoffkerne, was dazu fiihrt, dass die Magnetisierungen MS“
und MS" wechseln. Ahnlich wie oben die Polarisation von den Wasserstoffen zu den Kohlenstof-
fen iibertragen wurde, wird nun in einer umgekehrten INEPT-Operation die Polarisation auf die
Wasserstoffe iibertragen. Nun liegen die zwei My-Vektoren in Antiphase vor und sind durch die
13C-Resonanzen moduliert. Nach einer Dauer von 2 - d2 liegen MS“ und Mgﬁ refokussiert vor und

konnen als FID gemessen werden (der abschliefende 180°-Puls dient nur zur Signalverbesserung).

3.1.2 Das NMR-Spektrum von Proteinen

Prinzipiell ist die NMR-Spektroskopie in der Lage, jeden Atomkern mit einer Kernspinquanten-
zahl ungleich Null bzw. im Falle der 'H-NMR jedes Proton in einem Protein zu detektieren. Da
diese jedoch sehr komplexe, grofe Molekiile sind, limitieren diese Randbedingungen durch Uber-
lagerungen von Signalen die Informationen, die man einem NMR-Spektrum entnehmen kann. Die
Peptidbindung und die Natur der Aminosdurenseitenketten bestimmen im Wesentlichen das Ausse-
hen eines Protein-Spektrums: Abb. 3.6 zeigt das Konturdiagramm eines 2D-COSY-Spektrums von
HEL. Die Bereiche, in denen typischerweise bestimmte skalare Kopplungen vorzufinden sind, sind
mit Rechtecken markiert. Diese Verteilung ist nicht nur fiir Proteine, sondern auch fiir Polypeptide
wie GVG(VPGVG)s, giiltig.

Im Tiefeldbereich liegen hauptséchlich die Kreuzkorrelationssignale aliphatischer Protonen un-
polarer Seitenketten. Mit ansteigendem Feld finden sich zunehmend die Signale entschirmter Proto-
nen und im Bereich 3-6 ppm, wo sich auch das Signal der Wasserprotonen befindet, liegen zumeist
die Signale der entschirmten a-Protonen. Im Hochfeldbereich befinden sich die Signale aromatischer
Protonen im Bereich um 7 ppm und die Signale der Amidprotonen im selbigen Bereich und héher.
Dabher sind die Kreuzkorrelationssignale der Amid- und a-Protonen in dem Bereich zu finden, der

im 2D-Spektrum durch die Frequenzbereiche von 3-6 ppm und 6-10 ppm definiert ist. Diese sind
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Abbildung 3.6: 2D-COSY-Spektrum von HEL. Rechtecke markieren die Bereiche, in denen die angegebenen

Kopplungen typischerweise zu finden sind.

von speziellem Interesse, da sie es sind, welche die Protonenaustausch-'H-NMR erméglichen: der
Austausch von Amidprotonen durch Deuteronen macht sich im oben genannten Bereich durch eine

Abnahme der Signalintensitdt bemerkbar.

3.2 Protonen-Austausch 'H-NMR

Die Protonen-Austausch-'H-NMR erméglicht auf relativ einfache Weise, Strukturinderungen in
Proteinen nachzuweisen. Grundlegendes Prinzip ist, dass das gewiinschte Protein in Deuteriumoxid-
Puffer gelost und den zu untersuchenden Bedingungen (z.B. Hitze, Chemikalien) ausgesetzt wird.
Labile Protonen, welche an der Oberfliche des Proteins dem Deuteriumoxid ausgesetzt und auch

nicht {iber Wasserstoffbriicken stabilisiert sind, werden sehr schnell durch Deuteronen ersetzt, wah-
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rend Protonen, welche sich im Innern bzw. in strukturierten Bereichen des Proteins befinden oder
durch Wasserstoffbriicken stabilisiert sind, wesentlich langsamer austauschen. Die Austauschrate
kobs. €ines Amidprotons enthélt also Informationen iiber den Grad an nativer Struktur in seiner Um-
gebung. Um diese quantitativ abzuschétzen, muss die Austauschrate k,. desselben Amidprotons in
der Zufallsknduelkonformation bekannt sein; d.h. fiir dasselbe Amidproton muss die Austauschrate
als Funktion des pHs, der Temperatur und der flankierenden Seitenreste berechenbar sein. Zunéchst
einmal wird die Gesamtaustauschrate ke, die Summe der einzelnen Austauschraten ka, kg und kw
der am Austausch beteiligten Katalysatoren sein, hier der Sdure A (DT), der Base B (OD™) und
dem wasservermittelten Austausch W (D20O) [54]:

kex = kal07PP 4 kgl0PP—PKD 4 Ly

kSéure + kBase + kWasser (33)

wobeil Kp die Dissoziationskonstante von DO ist. Der Einfluss benachbarte Seitenketten wird
durch empirisch ermittelte Werte Ay, Ar, Br, und By beriicksichtigt, wobei die Indices R und L
andeuten, dass der Rest in Richtung des Amino-Terminus bzw. des Carboxyl-Terminus des betrach-
teten Amids liegt und A; und B; fiir die flankierenden Aminoséurereste spezifische Konstanten sind.
Die zu erwartende Austauschrate eines Amidprotons in einer Zufallskniduel-Umgebung ergibt sich

damit zu:

Fre = K ref(AL X AR)[D] + kp rer(Br, x Br)[OD ™| + kw ref(Br x BR) (3.4)

Wobei k; o eine empirisch ermittelte Austausch-Referenzkonstante einer Referenzsubstanz ist
(hier: Poly-D/L-Alanin). So kénnen dann die einzelnen Austauschraten, z.B. kgsure, berechnet wer-

den:

log(deure) = log(kA,ref) + log(AL) + 1Og(AR) - pD (35)

Der Einfluss von Temperatur und Druck kann bei bekannter Aktivierungsenergie und bekannten

Aktivierungssvolumen berticksichtigt werden [55]:
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Mit bekanntem k. und gemessenem kqns kann der sog. Schutzfaktor P, d.h. der Grad der
Abschirmung eines gegebenen Amidprotons verglichen mit demselben Proton in einer Zufallsknéuel-

Umgebung, berechnet werden:
er

P =
kobs

(3.8)

Das bedeutet, je grofer P, desto strukturierter ist die Umgebung des betreffenden Amid-Protons;
Werte um 1 deuten an, dass die Umgebung des Protons einer Zufalls-Kn#uel-Konformation gleicht.
Fiir den Schutz gegen Austausch sind hauptséchlich Wasserstoffbriicken und im geringeren Mafe
auch das ,Verborgensein“ des Amidprotons im Innern des Proteins verantwortlich [56]. Abb. 3.7 zeigt
ein Schema des Ablaufs eines typischen Protonen-Austausch-Experiments: zunéchst wird die Probe
den denaturierenden Bedingungen ausgesetzt (Abb. 3.7 A); in der nativen Form ist der Austausch
fiir die meisten Protonen vernachldssigbar klein, in ungefalteter oder teilweise entfalteter Form
wird er aber signifikant. Nach einer definierten Zeit ¢ wird die Probe entnommen und das Protein
faltet sich zuriick in die native Form, in der der Austausch vernachldssigbar langsam ist. Nun kann
diese Probe im Gefrierschrank aufbewahrt und zu einer beliebigen Zeit das 2D-COSY-Spektrum
gemessen werden (Abb. 3.7 B). Die C-a-Amid-Kreuzkorrelationssignale konnen integriert und gegen
die jeweilige Expositionsszeit unter den denaturierenden Bedingungen aufgetragen werden. Es ergibt
sich ein logarithmischer Abfall. Je ldnger die Probe (teil-)entfaltet war, desto mehr Protonen wurden

ausgetauscht. Durch die Punkte kann ein logarithmischer Fit der Form

Li(t) = Tpacki + To; - e Fevsi’t (3.9)

gelegt werden (Abb. 3.7 C), der die gemessene Austauschrate kqps des Restes i ergibt (wobei I(t)
die Intensitdt des Kreuzkorrelationssignals zur Zeit t, Iy die Intensitdt zur Zeit ¢ = 0 und lpack
die zeitunabhingige Hintergrundintensitét ist). Die berechnete Austauschrate k. wird durch die
gemessene Austauschrate dividiert und ergibt damit den Schutzfaktor P (Abb. 3.7 D). Der Schutz-
faktor kann gegen die Sequenz eines Proteins aufgetragen werden und erlaubt damit eine Ubersicht
tiber die strukturierten (hohes P) und unstrukturierten Bereiche (niedriges P) eines Proteins un-
ter den untersuchten Bedingungen. Im Rahmen des einfachsten Modells interpretiert, korreliert ein
Schutzfaktor von 5 mit einer Besetzung von 80 % mit der Population, welche vollen Schutz bietet;
Amidprotonen im nativer Umgebung hingegen kénnen Schutzfaktoren von grofer als 10° aufweisen

[57].
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Abbildung 3.7: Prozess der Schutzfaktorenbestimmung: die Probe wird unter denaturierenden Bedingun-
gen inkubiert (z.B. Ap: Druckdnderung oder AT: Temperaturdnderung) (A) und das 2D-COSY-Spektrum
bestimmt (B). Integration der Amid-Ca-Korrelations-Signale, deren Werte gegen die Inkubationszeit ¢ aufge-
tragen werden, liefern einen anndhernd logarithmischen Verlauf (C), aus dessen logarithmischer Anpassung

die beobachtete Austauschrate kons berechnet werden kann. Zusammen mit k.. ergibt sich der Schutzfaktor P

(D).

30
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3.3 BC-T;-Relaxationszeiten

Wie im Kapitel 3.1 bereits erwéihnt, ist die longitudinale Relaxation auf Spin-Gitter-Wechselwirkungen
zuriickzufiihren. Die Relaxationszeit T enthélt jedoch nicht nur Informationen iiber die Umgebung
eines Spins, sondern auch iiber die Dynamik, der der Spin unterliegt. Betrachtet man den einfach-
sten Fall, dass ein '3C-Kern mit einem 'H-Kern dipolar magnetisch koppelt, so ergeben sich die in

Abb. 3.8 dargestellten Zusténde:

Abbildung 3.8: Energieschema der Kopplung eines '*C-Kerns mit einem 'H-Kern. Im Grundniveau zeigen
beide Spins in Richtung von By (), im energetisch ungiinstigsten Fall zeigen beide in Gegenrichtung (50).

Die méglichen Ubergéinge zwischen den einzelnen Zusténden sind durch Wy, W2, Wic und Wiy gekennzeichnet.

Anderungen der Besetzungsniveaus N; werden durch folgende Differentialgleichungen beschrie-

ben:

dN
—dtl = — (Wi + Wic + Wa)Ny + WicNa + Win N3 + WaNy (3.10)
d Ny
Tl WicNy — (Wo + Wic + Win)Na + WoN3 + Win Ny (3.11)
dN3
el WhinN1 + WoNy — (Wo + Wic + Wig) N3 + Wic Ny (3.12)
dNy
W = WQNl + WlHNQ + chNg — (WQ + WlH + ch)N4 (313)

Durch Definition der Besetzungszahlen fiir die 'H- und '*C-Kernniveaus
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ng = Ni—No+ N3— Ny (314)

ng = Niy+ Nyg— N3— Ny (315)

und den Ubergangswahrscheinlichkeiten py, pc und o

ou = Wo+42Wig+ Wy (3.16)
pc = Wo+2Wic+ Wy (3.17)
g = W2 - WO (3.18)

lassen sich die Anderung der Besetzungszahlen fiir 'H und '3C separat darstellen:

dnH

Tl —pu(ng — n%) —o(nc — n%) (3.19)
dn
d—tc = —pc(nc — n%) —o(ng — n%) (3.20)

wobei n% und n% die jeweilgen Besetzungszahlen im thermodynamischen Gleichgewicht sind. Wer-
den bei der Messung die Protonen entkoppelt, so wird ny zu Null und die zeitliche Anderung
von nc ist nur noch eine Funktion des ersten Terms pc. Der reziproke Wert von pc bestimmt die

longitudinale Relaxationszeit 77:

1
— =T (3.21)
pC
Mit Hilfe der Stérungstheorie kénnen auch die Ubergangswahrscheinlichkeiten W; berechnet
werden [58]:

1 T,
Wy = —K? ¢ 3.22
0 10 1+ (wH — (4)(3)27'(:2 ( )
3 T
Wi = —K?—° 3.23
10 207 1+ wr2 (3.23)
3 ¢
Wiy = —K2—'° (3.24)

200 14 wird
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3 T
W, = =K? ¢ 3.25
2 5 14 (wh+ we)?72 ( )
. yavych
mit K = 3 (3.26)

wobei v¢ und 7y die gyromagnetischen Verhéltnisse von Kohlenstoff bzw. Wasserstoff und » der
Abstand zwischen den beiden Kernen ist. 7. ist die Rotationskorrelationszeit, welche als die Zeit
definiert ist, die ein Teilchen bendtigt, um sich um einen Radian zu drehen. Aus den Gleichungen
3.22 bis 3.25 und 3.17 lisst sich fiir reine dipolare Relaxation unter 'H-Entkopplung im extreme

narrowing limit folgende Relation fiir 7T} finden:

2 2,252
1 _ (4_7T> neh” (3.27)
T 1o 76

wobei n die Anzahl der an dem Kohlenstoffatom gebundenen Wasserstoffe und pg die Permeabili-
tatskonstante im Vakuum ist. Diese Formel stellt eine gute Naherung fiir die dipolare Relaxation
zwischen direkt verbundenen Kohlenstoff- und Wasserstoffkernen dar, fiir nicht direkt verbundene

Kerne ist sie nur eine grobe Naherung.

;
H Breitbandentkopplung
180° 90°
. \/\J\/\A»
a1 p1 d2 p2 t,

Abbildung 3.9: Pulsschema des inversion recovery-Experiments zur Bestimmung der longitudinalen Rela-

xationszeit T) der *C-Kerne unter Breitbandentkopplung der Protonen.

T ist also invers proportional zur Rotationskorrelationszeit 7. und damit ein direktes Maf fiir die
Beweglichkeit eines Kerns bzw. seiner direkten Umgebung. Aufgrund der inversen Proportionalitit
zu T ist 17 proportional zur Rate der Drehbewegung der Teilchen, sodass fiir 77 die Arrhenius-

Gleichung gilt [59]:
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Abbildung 3.10: Zeitlicher Verlauf der Magnetisierung in z-Richtung nach Applikation von pl.

E,

In(Ty) = <_i> %—E—IHA (3.28)

Experimentell wird 77 iiber die sog. inversion recovery-Pulssequenz bestimmt. Abb. 3.9 zeigt die
Pulssequenz dieser Methode: nach einer Wartezeit d1, die mindestens 5 xT7 betragen sollte, damit
die z-Magnetisierung wieder in das thermodynamische Gleichgewicht relaxieren kann, wird ein 180°-
Puls auf die '3C-Spins appliziert; die 'H-Kerne werden wihrend der ganzen Messung entkoppelt.
In der Pause d2 konnen die Spins aus der —z-Richtung in die +z-Richtung relaxieren. Ein 90°-
Puls kippt die verbliebenen Spins in die z-y-Ebene, wo sie als FID registriert werden. Das Intervall
d2 wird inkrementiert, so dass man 1D-Spektren als Funktion dieser Intervalldauer erhalt: direkt
nach Applikation des Pulses pl - d.h. bei kleinen d2-Werten - wird die Magnetisierung in —z-
Richtung liegen und mit wachsendem d2 wird sie zuriick zur +z2-Richtung, ins thermodynamische
Gleichgewicht, relaxieren (vgl. Abb. 3.10). Die Hohe der Signale im Spektrum kann ausgemessen

und gegen die Zeit ¢t aufgetragen werden. Durch eine Anpassung geméfs der Formel

My(t) = My(1 — 26~ T) (3.29)

kann dann 7 bestimmt werden (wobei Mj die Gleichgewichtsmagnetisierung ist).

3.4 DSC und PPC

DSC (eng.: differential scanning calorimetry) und PPC (engl.: pressure pertubation calorimetry) sind
zwei mikrokalorimetrische Verfahren, um die Warmekapazitit bzw. den thermischen Ausdehnungs-
koeffizienten « eines Biomolekiils in Abhéngigkeit der Temperatur 7" zu bestimmen. Bei der DSC

wird eine Probe und eine Referenzprobe langsam im Quasigleichgewicht erhitzt und durch Abgleich
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mit der Referenzprobe der reversible Nettowdrmefluss AQ.ey. in Abhéngigkeit der Temperatur T
bestimmt [60].
Das Integral des DSC-Signals ergibt die kalorimetrische Enthalpie AH., des Ubergangs [61]:

T>Tm
AHy = / CpdT (3.30)
T<Tm

Hierbei ist T}, die mittlere Temperatur des Ubergangs. Neben der kalorimetrischen Enthalpie
AH., kann eine effektive, sog. van’t-Hoff-Enthalpie AHy auf Basis eines Zwei-Zustands-Modells
berechnet werden. Bei T}, gilt [62]:

ACpm(T)
Qm

wobei AC,, die Differenz der Wirmekapazititen nach und vor dem Ubergang ist. Ubereinstimmende

AHy = 4RT? (3.31)

A Hy- und AH,-Werte deuten auf einen hochkooperativen Zwei—Zustands—Ubergang hin.
Bei der PPC wird AQyev. gemessen, welche nach einem Drucksprung Ap umgesetzt wird. Dies
erlaubt nicht nur die Berechnung von «, sondern hierdurch auch die Bestimmung der relativen

Volumenanderung AV/V [63]:

AC)rev.
= Trar (3.32)
Vo / adT (3.33)
Vv T<Tm

Auf diese Art und Weise kann die relative Volumenénderung AV/V bei der Entfaltung eines
Proteins sehr genau bestimmt werden. o von Proteinen oder Peptiden stellt auch ein Mafs fiir die
Unterscheidung zwischen hydrophiler sowie hydrophober Hydratisierung dar: wihrend « fiir hydro-
phile Seitenketten in wafriger Losung mit steigender Temperatur sinkt, nimmt « fiir hydrophobe

Seitenketten zu [64].
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Experimente

4.1 Materialien

HEL, Sorbitol, Harnstoff, Oktan und Zitronensdure wurden von Fluka (Buchs, Schweiz) erworben.
Maleinsédure und Dinatriumcitrat stammen von Merck (Darmstadt), Natriumphosphat und Natri-
ummaleat von Sigma-Aldrich (Taufkirchen). Die Reinheit des HEL wurde iiber SDS-Gelelektrophorese
iiberpriift und das Material ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Das Polypeptid GVG(VPGVG)3 wurde analog wie unter [52] beschrieben mit der Fmoc-Fest-
phasensynthese hergestellt und von Professor Waldmann (Universitdt/MPI Dortmund) freundli-

cherweise zur Verfiigung gestellt.

4.2 Software

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Daten mithilfe des Programmes Origin (Version 6.0, Mi-
croCal, Northampton, MA, England) ausgewertet und dargestellt. Fiir Molekiildarstellungen wurde
das Programm WebLab Viewer (Version 2.01, Molecular Simulations Inc., San Diego, USA) verwen-
det. Komplexere Grafiken und Abbildungen wurden mit Hilfe des Programms CorelDraw (Version

11, Corel Cooperation, Ottawa, Kanada) hergestellt.

4.3 Protonen-Austauschexperimente an HEL

Alle NMR-Messungen wurden an einem Bruker DRX 400 Spektrometer (Bruker, Rheinstetten)
durchgefiihrt. Austauschexperimente wurden mit HEL-Losungen unter hitzedenaturierenden (5 %

und 10 % HEL (w/v), 80 °C, 20 mM Citrat pD 3,4) und kéltedenaturierenden Bedingungen (5 %

36
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Abbildung 4.1: Skizze des fiir die Hochdruckexperimente verwendeten Autoklavs. Zur Abdichtung wurde ein

24 x 3 O-Ring (Viton Shore 80; Réttcher GmbH & Co KG, Dortmund) verwendet. Der Autoklav wurde mit

8 Schrauben (Imbus DIN916, @ 8 mm, 8.8) verschlossen. Die Proben wurden in ein Glasréhrchen (@ 4 mm)

gefiillt und mit einem Hochdruckstopfen (Tekapeek GF30, Ensinger GmbH & Co, Nufringen) verschlossen.

Die Dichtung erfolgte mit zwei 2 x 1 O-Ringen (VI563, C. Otto Gehrckens GmbH & Co KG, Pinneberg).
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HEL (w/v), -13 °C, 20 mM Maleat pD 2.4, 3,75 kbar [55]) durchgefiihrt. Der etwas hohere pD bei
den Hitzdenaturierungsexperimenten sorgte fiir eine langsamere Austauschgeschwindigkeit, welche
auch eine Funktion des pHs ist, so dass der bei hoher Temperatur stark beschleunigte Austausch
immer noch beobachtbar war. Der niedrigere pD bei der Kéltedenaturierung sorgte fiir die notige
Destabilisierung von HEL [55]. Der Einfluss von Cosolventien wurde in Form von 500 mM Sorbitol
bei den Hitzdenaturierungsexperimenten sowie von 500 mM Sorbitol und 2 M Harnstoff bei der
Kaltedenaturierung untersucht.

Zur Bestimmung der Schutzfaktoren bei der Hitzdenaturierung wurden die Ldosungen in ein
NMR-Rohrchen gefiillt, fiir definierte Zeiten in ein Warmebad (80 °C) gehalten und anschliefend
schnell in einem Eisbad abgekiihlt.

Zur Kiltedenaturierung wurden die betreffenden Losungen in ein etwa 4,5 cm langes Glasrohr-
chen mit 4 mm Innendurchmesser (7 mm Aufendurchmesser) gefiillt, welches mit einem beweglichen
Stopfen verschlossen werden konnte (vgl. Abb 4.1). Der Stopfen wiederum konnte mit einer Schrau-
be gedffnet und verschlossen werden, so dass die Proben blasenfrei ins Rohrchen gefiillt werden
konnten. Das so préaparierte Réhrchen wurde in einen vorgekiihlten Autoklaven gegeben, in dem
frisches Druckmedium Oktan, temperiert auf Raumtemperatur, gefiillt wurde. Der Autoklav wurde
verschlossen und mit einer Spindelpresse (HIP Technology, Frankfurt) ein Druck von 3,75 kbar ein-
gestellt (sieche Abb. 4.1). Da der Autoklav auf -13 °C temperiert wurde, wurde er zum Schutz gegen
Luftfeuchtigkeit und zur Isolierung in einem Plastiksdckchen luftdicht verschlossen und dann in ein
passend zurechtgeschnittenes Styroporgefdfs gegeben. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der
Druck langsam abgelassen, wodurch die Probe gefror. Nach Offnen des Autoklavs konnte die Probe
entnommen und die HEL-Losung in ein Eppendorfreaktionsgefaf gegeben und im Gefrierschrank
aufbewahrt werden. Das COSY-Spektrum der Probe wurde vermessen und die Intensitat der Si-
gnale wurde mittels der XWINNMR-Software von Bruker, mit der eine Integrationsmaske erstellt
werden kann, ermittelt. Als Referenzwerte wurden die Signale aromatischer, nicht austauschbarer
Protonen verwendet. Die Zuordnung der Signale erfolgte gemif [3]. Die Intensitéit der Signale wur-
de gegen die Inkubationszeit aufgetragen und die gemessene Austauschrate kops durch Anpassung
gem#f Formel 3.9 bestimmt. Die entsprechende Austauschrate k. wurde nach [54, 55| berechnet
und der Schutzfaktor P nach Gleichung 3.8 ermittelt. Der Einfluss der Cosloventien auf k.. wurde

ignoriert, da dieser bei niedrigem pH vernachléssigt werden kann [39, 56].
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4.4 NMR-Messungen an GVG(VPGVG);

Die 'H,'H-2D-NOESY-, die 3C,'H-HSQC-, die *C,'H-HMBC- und T}-aufgelésten Spektren wur-
den an einem Varian 600 MHz Spektrometer an einer 10% igen (w/v) Losung von GVG(VPGVG)3
in 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,0; 20 % (v/v) D20O) gemessen, wobei die NOESY-, HSQC- und
HMBC-Messungen mit angelegtem z-Gradienten erfolgten. Die Analyse der Daten erfolgte mit der
Varian-eigenen Software VNMR mit Ausnahme der NOESY-Spektren, welche mit dem Programm
MestReC (Version 4.5.2.0, Mestrec Research, Santiago de la Compestela, Spanien) prozessiert wur-
de. Vor den T1-Messungen wurde die Losung 20 Minuten lang mit Argon begast. Die Messungen
erfolgten bei Temperaturen von 278, 300, 333 und 248 K in einen Frequenzbereich von 30.000 Hz,
auf dem 65536 Datenpunkte zu d2-Zeiten zwischen 0,0125 und 25,6 s in 12 Inkrementen geméf der
inwversion recovery-Pulssequenz bestimmt wurden.

Das NOESY-Spektrum wurde iiber einen Frequenzbereich von jeweils 6000 Hz gemessen und
bestand aus 2048 x 512 Datenpunkten. Die Apodisation erfolgte mit einer sine bell-Funktion in der
to- und einer sine square-Funktion in der ¢;-Doméne. In beiden Dimensionen wurde eine exponenti-
elle Multiplikation von 1 Hz durchgefiihrt und in der F1-Doméne wurde zero filling auf 2048 Punkte
benutzt. Die Mischzeit betrug 1,2 s.

Das HSQC-Spektrum hatte eine Frequenzbreite von 9612 Hz (!H-Doméne) und 25641 Hz (}3C-
Doméne) mit jeweils 128 Punkten. Die Daten wurden mit Gauss-Apodisation zu einem Spektrum
von 2048 x 2048 Punkten prozessiert. Das HMBC-Spektrum wurde zu 2 x 512 Datenpunkten auf
einer Frequenzbreite von 9612 Hz (\H-Domine) bzw. 36199 Hz (13C-Domine) vermessen, welche
mit sine bell-Apodisation zu einem 2048 x 1024 Spektrum transformiert wurden.

Alle 1D-Spektren und 'H-2D-COSY-Spektren wurden auf einem Bruker DRX 400 Spektrometer
mit Standardpulssequenzen gemessen und mit Standardparametern prozessiert. Die Zuordnung der
Signale erfolgte auf Basis von [65] und dem Programm ShiftX [66]. Die Numerierung der Amino-
sdurereste in dieser Arbeit folgt hierbei der Literaturstelle [65] geméf G;V1G2VaP und nicht nach
dem Schema VPGVG. Dies fithrt jedoch nur zu einer Anderung der Nummern der Valine.

Die Rotationskorrelationszeiten 7. wurden fiir primére, sekundére und tertidre Kohlenstoffe
gemaf Formel 3.27 abgeschitzt. Fiir die quartédren Carbonylkohlenstoffe wurde angenommen, dass
sie iber dipolare Wechselwirkungen mit den nichsten Wasserstoffen relaxieren. Dies sind das Amid-
proton der betreffenden Peptidgruppe (Abstand r = 202 pm - fiir Vo, dessen benachbartes Prolin
kein Amidproton aufweist, wurde dieser Wert dennoch verwendet, da das P-d-Wasserstoff diesem

Kohlenstoff ebenfalls sehr nahe kommen kann) und das a-Wasserstoff (r = 209 pm bzw. r = 201
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pm fiir Prolin) des entsprechenden Restes. Die Relaxationsrate T% wurde dann als lineare Summe
der einzelnen Anteile der Relaxation iiber 7, und 7ramiq angesetzt:
1 Ho 1
(

n
5)273%2{7%7'«3@(@ + m) (4.1)

ﬁ =
Die so fiir die Carbonylkerne abgeschétzten Korrelationszeiten 7.t stellen eher grobe Schitzwerte

dar, sind aber bei Betrachtung der relativen Anderungen bei Erhéhung der Temperatur, die hier

gemacht werden soll, durchaus sinnvoll.

4.5 DSC- und PPC-Messungen

Die DSC- und PPC-Messungen wurden von Dr. Revanur Ravindra an einem VP DSC-Kalorimeter
von MicroCal (Northampton, MA, England) durchgefiihrt. Fiir die PPC-Messungen wurde mit
einem Druckaufsatz von Microcal gearbeitet. Als Pufferlésung wurde 20 mM Citrat pD 3,4 verwen-
det, um eine Vergleichbarkeit mit den Protonenaustauschexperimenten der Hitzedenaturierung zu
gewihrleisten.

Bei den DSC-Messungen wurden jeweils ca. 0.5 ml Probe mit 5-8 mg/ml HEL in die Messzelle
und ca. 0.5 ml Puffer in die Referenzzelle gefiillt. Fiir die PPC-Messungen wurde die Konzentration
auf 8-10 mg/ml HEL erhoht.

Jede Messung wurde mindestens einmal mit steigender und absteigender Temperatur durchge-
fithrt, um die Reversibilitit des Ubergangs zu iiberpriifen. Die Daten wurden mittels eines Erwei-

terungsprogrammes fiir das Programm Origin von MicroCal ausgewertet [60].

4.6 'H-NMR-Messungen der Hitzdenaturierung von HEL

Fiir die Vermessung der Hitzdenaturierung mittels 'H-NMR wurden die eindimensionalen 'H-
Spektren einer 5 %igen (w/v) HEL-Losung bei unterschiedlichen Temperaturen in einem Bruker
DRX 400-Spektrometer bestimmt (Einstrahlfrequenz 4,65 ppm, Spektrale Breite 12 ppm, 32k Da-
tenpunkte). Die Spektren wurden mit dem Programm MestreC (MestreC23, Mestrec Research,
Santiago de la Compestela, Spanien) ausgewertet, indem die Intensitét der Signale auf das Was-
sersignal skaliert und die Signalintensitdten des Histidin 15, welches zwei diskrete, unterschiedliche
Signale im nativen und denaturierten Zustand aufweist [55], bestimmt wurde. Unter Annahme
eines Zweizustands-Uberganges entspricht der Quotient dieser beiden Signalintensititen der Gleich-

gewichtskonstane K, mit der AGyy,¢. als Funktion der Temperatur berechnet werden kann. Durch
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die erhaltenen Werte kann eine Ausgleichsgerade gelegt werden, aus deren Achsenabschnitt AH s,

und aus deren Steigung AS,,¢ bestimmt werden kann:

AGunt. = AHuns, — TAS ., (4.2)



Kapitel 5
Ergebnisse

5.1 Hitze- und Kaltedestabilisierung von HEL

5.1.1 DSC-, PPC- und 'H-NMR-Messungen der Hitzedenaturierung

Abb. 5.1 zeigt den Verlauf von C), mit der Temperatur T fiir eine HEL-Losung bei Hitzdenaturierung.
Fiir die hier gewihlten Bedingungen ergibt sich eine Ubergangstemperatur 7T, von etwa 70 °C
und eine Entfaltungsenthalpie AH., von 465 kJ/mol. Es ist ersichtlich, wie erwartet, dass die
Wiérmekapazitét C), fiir den entfalteten Zustand hoher ist, da das entfaltete Protein eine hdhere ASA
hat und demgeméf stérker hydratisiert ist. Die Differenz AC), betréigt 6,2 kJ/(K-mol). Das Signal
ist symmetrisch, was auf einen Zweizustands-Ubergang hindeutet. Dies wird durch den Vergleich

von AH., und AHy bestitigt:

Aus mikrokalorimetrischer Sicht spricht also alles fiir einen Ubergang ohne Intermediate, d.h.

fiir eine hochkooperative Entfaltung im Rahmen eines Zweizustandmodells.
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Abbildung 5.1: DSC-Kurve einer HEL-Losung (5 mg/ml; 20 mM Citrat pD 3,4). Die Ubergangstemperatur

T betrdgt 70 °C und die durch Integration errechnete Enthalpieinderung AH,, ist gleich 465 kJ/mol.
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Abbildung 5.2: PPC-Kurve der Hitzedenaturierung von HEL.



KAPITEL 5. ERGEBNISSE 44

In der PPC-Kurve (Abb. 5.2) fillt o im Bereich von 10 bis 50 °C stark ab, was man auf die
Abnahme hydrophiler Hydratisierung des nativen Proteins sowie eine abnehmende Expansivitdt des
void-Volumens des Proteins zuriickfithren kann [64]. Die Entfaltung findet hier iibereinstimmend mit
den DSC-Daten bei etwa 70 °C statt mit netto leicht erh6htem « im D-Zustand. Man berechnet ein
AV/V von -1,1 -1073. Am Profil der PPC-Kurve liift sich ebenfalls kein Intermediat belegen. Im
Rahmen der Genauigkeit ist nur ein Ubergang sichtbar. Zuniichst zeugt der Abfall von a von einer
Abnahme der hydrophilen Hydratisierung, dann erfolgt eine abrupte Anderung von « im Bereich um
70 °C durch die Entfaltung des Proteins, bei dem sich die ASA stark erh6ht und hydrophile als auch
hydrophobe Aminoséurereste, welche zuvor im Inneren des Proteins verborgen waren, exponiert und

hydratisiert werden.

1.5
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0.5~

0.0
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Abbildung 5.3: Relative Intensitiit des Histidin 15-Signals im 'H-1D-NMR-Spektrum im nativen (N) und

entfaltenen Zustand (D) als Funktion der Temperatur.

Die Bestimmung der Hitzdenaturierung mittels 'H-NMR bestitigen im Wesentlichen die Ergeb-
nisse der mikrokalorimetrischen Messungen. Abb. 5.3 zeigt die relative Intensitdt des Histidin 15
im nativen und im denaturierten Zustand bei unterschiedlichen Temperaturen. Aus diesen Daten
wurde AGyys. berechnet und gegen die jeweilige Temperatur aufgetragen, wie es Abb 5.4 zu ent-
nehmen ist. Auch hier ergibt sich das Bild eines kooperativen Uberganges mit zwei Zustéinden. Die

hier ermittelte Entfaltungsenthalpie AH,,¢. von 410 kJ mol~! deckt sich zwar nicht mit der mittels
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DSC ermittelten, doch betrégt die Abweichung nur ca. 13 %, was angesichts der unterschiedlichen
verwendeteten Methoden als zufriedenstellend zu bezeichnen ist. Die Ubergangstemperatur Ty, von

etwa 70 °C stimmt mit der iiber DSC bestimmten Temperatur der Entfaltung iiberein.

AH,, = (410 +/- 30) kJ mol '
AS =(1,2+-0,1)kJ mol " K"

unf.

/ (kJ mol ™)

unf.

AG

0T

N m
T T T T T T — T T T T T T 1
336 338 340 342 344 346 348 350
T/K

=343K

Abbildung 5.4: AGyy,s. als Funktion der Temperatur (5 % HEL; 20 mM Citrat pD 3,4). Durch die Wer-
te wurde mittels linearer Regression eine Ausgleichsgerade gelegt, aus deren Achsenabschnitt und Steigung

AH . und ASy,¢. berechnet wurden.

5.1.2 P-Faktoren der Hitzdenaturierung

Abb. 5.5 zeigt die relative Intensitdt einiger C,-Amid-Kreuzkorrelationssignale als Funktion der
Exponierzeit der Probe unter hitzedenaturierenden Bedingungen. Die Abnahme der Intensitét kann
in drei Phasen unterteilt werden: Zuerst findet sich eine langsame, annihernd lineare Anderung,
welche man als Aquilibrierphase, in der die Probe die Wirme des Hitzebades aufnimmt, inter-
pretieren kann. Es folgt eine im Rahmen der Genauigkeit logarithmische Abnahme, auf der eine
abschliefsende zweite, wesentlich schnellere folgt. Diese beiden letzten kinetischen Komponenten re-
prisentieren strukturelle Anderungen im HEL-Molekiil, wobei der langsameren Komponente ein
héherer Grad an Struktur als der schnelleren entspricht. In der Tat errechnen sich fiir die erste
kinetische Komponente eine grofere Anzahl von P-Faktoren, welche grofer als 5 sind (sieche Abb.
5.6), wahrend fiir die letzte, abschliefende kinetische Komponente alle P-Faktoren kleiner als 1
sind. Das Vorkommen von Werten unterhalb von 1 liegt wohl darin begriindet, dass im Experiment
die Probe nach der Hitzeexponierung in einem Eisbad gekiihlt wurden, was keine sofortige Ab-

kiithlung auf tiefere Temperaturen gewihrleistete, sondern wenige Sekunden in Anspruch nahm, in
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Abbildung 5.5: Auftragung der relativen Intensitdt der C,-Amid-Korrelations-Signale gegen die Verweilzeit
unter hitzedenaturierenden Bedingungen (5 % HEL; 20 mM Citrat pD 3,4; 80 °C). Der Rest Cystein 64 ist iiber
eine Disulfidbriicke mit dem Cystein 80 verkniipft (S-S), das Asparagin 44 befindet sich in dem dreifaltigen
(-Faltblatt (3), Leucin 84 befindet sich in einer 319-Helix (310) und Arginin 114 in einer a-Helix («).

denen ein weiterer Austausch erfolgte. Die Rate dieser zusétzlichen Protonensubstitution ist dabei
von der Austauschrate des einzelnen Amids abhéngig - je schneller, desto groker die Abweichung -
und 148t sich schwer quantifizieren. Insgesamt fiihrt dies jedoch zu etwas {iberhdhten ks -Werten,
was wiederum in zu niedrigen P-Faktoren resultiert. Es ldsst sich fiir die letzte Phase des Austau-
sches unter hitzedenaturierenden Bedingungen zusammenfassend sagen, dass die P-Faktoren sehr
niedrig sind und auf eine Konformation deuten, die der Zufallsknduel-Konformation entspricht und
dementsprechend mit der vollstéindig entfaltete Form D identifiziert werden kann.

Der mittleren kinetischen Komponente entspricht offensichtlich ein Intermediat, welches noch
ein Rest an nativer Struktur besitzt: Hoher Schutz gegen Protonenaustausch findet sich bei bzw.
nahe den disulfidverbriickten Cysteinen 64 und 94, aber auch entlang dem [-Faltblatt finden sich
nennenswert hohe P-Faktoren um 7. Im Gegensatz zu den DSC- und PPC-Messungen, welche
kein Intermediat bei der Hitzedenaturierung aufzeigten, ldsst sich iiber die Protonen-Austausch-
NMR auf ein Intermediat schliefen. Da letztere Experimente kinetisch durchgefiihrt wurden, d.h.
nicht im thermodynamischen Gleichgewicht, konnte eine Erkldrung fiir diesen Befund sein, dass das
Intermediat nicht thermodynamisch stabil, sondern transient und so fiir die mikrokalorimetrische

Methode ,unsichtbar” ist.
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Abbildung 5.6: Auftragung der P-Faktoren gegen die Sequenz von HEL, welche auf Basis des kobs. der inter-
medidren Phase berechnet wurden. Unterhalb der Sequenznummern befinden sich Pfeile, welche die Bereiche
der einzelnen Sekundirstrukturelemente markieren: A, B, C und D markieren die Bereiche der vier Haupt-a-
Helices, 3 das (-Faltblatt, 310 die 310-Helices und ,loop“ Bereiche mit Schleifenmotiven. Die Doppelpfeile im

oberen Teils des Diagramms zeigen die Verkniipfung der Sequenzen iiber Disulfidbriicken (S-S) an.
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Abbildung 5.7: Anderung der relativen C,-Amid-Kreuzsignalintensitiit von HEL gegen die Zeit unter hit-
zedenaturierenden Bedingungen bei Anwesenheit von Sorbitol fiir die Aminosdurereste Cystein 64 und Aspa-

ragin 44 (5 % HEL; 20 mM Citrat pD 3,4; 500 mM Sorbitol; 80 °C).
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Die Protonenaustausch-Experimente wurden bei Anwesenheit von 500 mM Sorbitol wiederholt,
Abb. 5.7 zeigt das Voranschreiten des Protonenaustausches mit der Verweilzeit im Hitzebad. Der
Zusatz von Sorbitol verschlechterte die Spektrenqualitdt, weshalb die Werte mehr streuen als in
Abb. 5.5 und weshalb der Ubersicht halber nur Daten von zwei Aminosiureresten dargestellt sind.
Auch konnten weniger COSY-Kreuzkorrelationssignale aufgelost werden, so dass insgesamt weniger
P-Faktoren berechnet werden konnten. Verglichen mit dem Verlauf des Austausches ohne Sorbitol
konnte hier nur fiir einzelne Amidprotonen nach der Aquilibrierungsphase zwei distinkte Abnahmen
mit anndhernd logarithmischen Verlauf gefunden werden, die meisten Kurven fallen, &hnlich wie es
in Abb. 5.7 die Werte des Asparagin 44 beschreiben, geméf einer einzelnen logarithmischen Kinetik
ab. Die abschliefsende, schnelle kinetische Phase, welche oben als die endgiiltige Entfaltung von
HEL interpretiert wurde, fehlt bzw. ist nicht auflésbar. Dies ist wahrscheinlich auf die niedrigere
Spektrenqualitit zuriickzufiihren, weshalb fiir die Daten jeweils nur ein ks, berechnet wurde, das
der Bildung des intermedidren Zustandes zugeordnet wird. Die entsprechenden P-Faktoren wurden
berechnet und, um die Werte mit den Schutzfaktoren bei Abwesenheit von Sorbitol zu vergleichen,

von den P-Faktoren der Hitzdenaturierung im reinen Puffer subtrahiert.

Puffer

0 20I 0 60 81 100 120

Sorbitol, Puffer

4 - Sequenznummer

Abbildung 5.8: Differenz der P-Faktoren des kinetischen Intermediates von HEL im reinen Puffer (Ppufter)
und bei Anwesenheit von 500 mM Sorbitol (Psorbitol,Puffer). Im Rahmen der Messgenauigkeit ergeben sich

keine relevanten Differenzen.

Abb. 5.8 zeigt die so erhaltenen Differenzen in Abhéngigkeit der Aminosdureposition von HEL.

Es ist ersichtlich, dass im Rahmen der Messgenauigkeit kaum Unterschiede bestehen, d.h das Sorbitol
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die strukturelle Rigiditdt des Intermediates kaum - wenn iiberhaupt - beeinflusst. Dies steht im
Einklang mit der Vorstellung, dass bei thermisch induzierter Entfaltung die Konfigurationsentropie
AScont. die treibende Kraft darstellt und eine Stabilisierung der Hydratation, welche von Sorbitol
vermittelt wird, kaum Auswirkungen hat. Zusammenfassend 14t sich sagen, dass die hitzeinduzierte
Entfaltung von HEL {iber einen Zwischenzustand verlduft, welcher einen Rest nativer Struktur
besitzt und insbesondere an bzw. bei den verkniipften Cysteinen 64 und 94 einen héheren Schutz
gegeniiber einen Protonenaustausch aufweist. Dieser Zwischenzustand zeigt bei Zugabe von 500 mM
Sorbitol keine messbare strukturelle Stabilisierung. Endzustand ist die vollstindig entfaltete Form
D bzw. ein Ensemble entfalteter Konformere, welche P-Faktoren im Bereich typischer Zufallsknguel-

Konformationen aufweist.

5.1.3 P-Faktoren der druckunterstiitzen Kiltedenaturierung

Abb. 5.9 zeigt die Anderung der 'H-COSY-Signalintensitit von HEL fiir einige Aminosdurereste
in Abhéngigkeit der Zeit unter druckunterstiitzen Kéltedenaturierungsbedingungen (7' = 13 °C,
p = 3,75 kbar, pD 2,0). Es ist ersichtlich, dass die absoluten Austauschraten hier wesentlich lang-
samer sind als unter Hitzebehandlung. Um signifikante Intensitdtsabnahmen zu erreichen, mussten
Proben bis zu fast einer Woche im Autoklav unter Hochdruck und tiefen Temperaturen behalten
werden. Dies ist auf den Einfluss der tiefen Temperatur zuriickzufiihren, die den Protonenaus-
tausch, welcher ein mehrstufiger Prozess ist und eine Offnung der Proteinloci und den eigentlichen
Austausch beinhaltet, stark verlangsamt. Durch Berechnung der P-Faktoren und Einbeziehung der
Referenzwerte der Zufallsknduel-Konformation wird dieser Effekt jedoch herausgefiltert. Die Da-
ten konnten mit einer monoexponentiellen Funktion angepasst und die entsprechenden P-Faktoren
ermittelt werden.

Abb. 5.10 zeigt eine Auftragung der so erhaltenen P-Faktoren gegen die Position der entspre-
chenden Aminosdure innerhalb der Sequenz. Die P-Faktoren der Kiltedenaturierung sind grofer
als diejenigen, welche fiir das Intermediat der Hitzedestabilisierung gefunden wurden, und sind im
Mittel etwa vier mal grofer, weisen von ihrer Grofe jedoch auf eine starke Destabilisierung der
nativen Struktur hin. Betrachtet man die Verteilung der P-Faktoren, zeigt sich, dass die hochsten
Schutzfaktoren mit Werten zwischen 40 und 70 bei oder in der Ndhe von disulfid-verkniipften Cy-
steinen gefunden werden; fiir die meisten anderen Amidprotonen liegen die P-Faktoren zwischen 5
und 20. Der Vergleich von helicalen und g-Faltblattbereichen weist keine signifikanten Unterschiede
auf, jedoch zeigt die Schleifenregion zwischen Rest 60 und 79, bis auf Loci bei oder um die Cysteine

64 und 76, erwartungsgeméf keinerlei messbaren Schutz vor der Substitution der Amidprotonen.
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Abbildung 5.9: Anderung der relativen Intensitiit der C,-Amid-Kreuzkorrelationssignale mit der Expositi-
onszeit unter kiltedenaturierenden Bedingungen (20 mM Maleat pD 2,0; -13 °C; 3,75 kbar) fiir ausgesuchte
Aminosgurereste (vgl. Abb. 5.5).

Es bleibt festzuhalten, dass es sich bei der druckunterstiitzt-kéltedestabilisierten Form von HEL um
einen teilentfalteten Zustand handelt, in dem der héchste Schutz von Disulfidbriicken vermittelt
wird. Das [-Faltblatt-Motiv sowie die helicalen Regionen schirmen gleichermafien vor Austausch
ab, wihrend die grofe Schleifenregion zwischen Serin 60 und Prolin 79, bis auf die Einfliisse von
verbriickten Cysteinen, keinen messbaren Schutz gegen einen Protonenaustausch bietet.

Auch fiir den kiltedestabilisierten Zustand von HEL wurde der Einfluss von 500 mM Sorbitol
auf die Konformation des Proteins untersucht. Wie schon bei den Experimenten unter Hitzedena-
turierung, fithrte die Zugabe von Sorbitol zu einer Verschlechterung der Spektrenqualitdt, wodurch
die Anzahl sinnvoll auswertbarer Signale abnahm. Abb. 5.11 zeigt die Differenz der P-Faktoren bei
An- und Abwesenheit des Zusatzes. Es ist deutlich erkennbar, dass die P-Faktoren erheblich zuneh-
men. Dies bestétigt, dass fiir dieses Destabilisierungs- bzw. Entfaltungsszenario die Hydratation ein
entscheidende Rolle spielt. Sorbitol, welches zu einer preferentiellen Hydratisierung fiihrt, erhoht
durch die Verstirkung der Hydratation die strukturelle Rigiditdt von HEL, wie aus der Erhéhung
der Schutzfaktoren eindeutig hervorgeht. Eine zentrale Frage dieser Arbeit war, ob der stabilisie-
rende Einfluss von Cosolventien den kiltedenaturierten, teilentfalteten Zustand als Ganzes betrifft,
oder ob es bestimmte Regionen bzw. Sekundérstrukturelemente gibt, welche durch Zunahme der
Hydratation weniger leicht entfalten. Die Identifizierung solcher Bereiche wiirde auf eine erhdhte lo-

kale strukturelle Stabilitdt mit Erniedrigung des chemischen Potentials der Hydrathiille hindeuten.
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Abbildung 5.10: Auftragung der P-Faktoren gegen die Aminosdureposition in der Sequenz von HEL unter
Kiltedenaturierung. Wie unter Abb. 5.6 sind Sekundirstrukturelemente und Disulfidverbriickungen durch

Doppelpfeile markiert.

Gemiéf der Theorie des hydrophoben Kollaps sollte es zumindestens méglich sein, dass es bestimmte
Regionen bzw. ,hydrophobe Kerne“ gibt, welche - verglichen mit dem Rest des teilentfalteten Pro-
teins - {iberverhédltnismaRig stabilisiert werden. Ein Blick auf Abb. 5.11 zeigt jedoch, dass fiir HEL
kein solcher Bereich identifiziert werden kann, der durch auferordentlichen Zugewinn an Schutz-
faktoren hervorsticht. Lediglich das Cystein 64, welches auch in den vorhergehenden Experimenten
durch iiberdurchschnittlich hohe Schutzfaktoren auffiel, zeigt hier eine abweichende Erhéhung.

Es erscheint allerdings sinnvoller, bei der Suche nach Bereichen mit iiberdurchnittlicher Stabilitét
auf die relative Anderung der P-Faktoren zu schauen. Abb. 5.12 zeigt eine entsprechende Auftra-
gung, bei der der Quotient aus der Differenz der P-Faktoren und dem P-Faktor im reinen Puffer
gegen die Sequenzposition aufgetragen ist. Auch hier zeigt sich, dass die relativen Anderungen im
Rahmen der Messgenauigkeit sehr gleichmafig iiber die Sequenz verteilt sind und im Schnitt etwa
60 % betragen. Falls es lokale Bereiche geben sollte, die durch die stabilisierende Wirkung des Sor-
bitols iberdurchschnittlich beeinflusst werden, so ist der strukturelle Effekt, der hieraus resultiert,
zumindestens wenn man ihn mit der Methode des Protonenaustauschs bewertet, nicht sonderlich

ausgeprigt. Es ergibt sich damit das Bild, dass die iiber das Sorbitol vermittelte Stabilisierung das
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Abbildung 5.11: Auftragung der Differenz der P-Faktoren des kéltedenaturierten Zustandes im reinen Puffer
(Ppufter) und bei Anwesenheit von 500 mM Sorbitol (Psorbitol,puster) gegen die Sequenz. Der Zusatz dieses

Cosolvens fiihrt zu einer starken Erh6hung der Schutzfaktoren.

gesamte Protein gleichermafen beeinflusst, d.h., dass die Stabilisierung und die dadurch resultie-
rende Rigidisierung des teilentfalteten Zustands unter den vorliegenden Bedingungen kooperativ
verlaufen.

In einem weiteren Ansatz wurde der umgekehrte Weg beschritten, d.h., dass das kéltedestabi-
lisierte HEL durch Zusatz von Harnstoff weiter destabilisiert wurde. Vielleicht wiirde der Zusatz
eines chaotropen Agens zu diesem durch Hydratationseffekte teilentfalteten Zustandes Bereiche bzw.
Motive innerhalb des Proteins anzeigen, welche in besonderer Weise auf eine Anderung der Hydrati-
sierung bzw. Solvatation reagieren. Abb. 5.13 zeigt die Differenz der so erhalten P-Faktoren und der
P-Faktoren, welche in reinem Puffer erhalten wurden. Die Schutzfaktoren nehmen unter Zusatz von
Harnstoff stark ab, d.h. dass die Destabilisierung der Hydratation und Adsorption des Harnstoffs auf
der Proteinoberfliche zu einem weniger strukturierten Molekiil fithrt. In der Betrachtung der Diffe-
renz der Schutzfaktoren ist, wie es bei dem Zusatz von Sorbitol der Fall war, bis auf Loci bei bzw.
in der Nahe von Cysteinbriicken kein ausgeprigter Bereich bzw. kein ausgewiesenes Sekundarstruk-
turmotiv erkennbar, welches eine stark abweichende Anderung der Schutzfaktoren aufwiese. Auch
bei Betrachtung der relativen Anderungen (Abb. 5.14) ergibt sich, dass der Zusatz des Harnstoffs
das Protein als Ganzes betrifft und kein distinkter Bereich identifiziert werden kann, der auf die

Destabilisierung der Hydratation in besonderer Weise reagierte. Der Schutz vor Protonenaustausch
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Abbildung 5.12: Auftragung der relativen Anderung der P-Faktoren gegen die Sequenz-

position der Aminosduren. Es kann kein Bereich identifiziert werden, der durch die Sorbitol-Stabilisierung im

Rahmen der Messgenauigkeit einen iiberdurchschnittlichen Schutz vor Protonenaustausch zugewinnt.

und damit die strukturelle Rigiditdt des Molekiils betrifft die gesamte Sequenz gleichermafen.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass das druckunterstiitzte-kiltedestabilisierte HEL teilent-
faltetet ist, wobei, wie bei dem thermisch induzierten Intermediat (vgl. 5.1.2), der hauptséchliche
Faktor struktureller Rigiditat durch Cysteinbriicken vermittelt wird.

Der Einfluss der kosmo- bzw chaotropen Substanzen Sorbitol und Harnstoff unterstreicht, dass
die Hydratation dasjenige Element ist, welches in diesem Entfaltungsszenario die hauptséichliche
Rolle spielt, denn ungleich der thermischen Denaturierung, in dem der Zusatz von Sorbitol kaum
Auswirkungen zeigte, erhoht bzw. erniedrigt der Zusatz von Sorbitol bzw. Harnstoff den Schutz vor
Protonensubstitution in der vorhergesagten Weise. Es gilt zu unterstreichen, dass die Konformation
von HEL durch die Stabilisierung bzw. Destabilisierung als Ganzes in kooperativer Weise beeinflusst
wird und keine bestimmten Regionen bzw. keine bestimmten Sekundérstrukturelemente innerhalb

des Proteins identifiziert werden kénnen, welche ein signifikant abweichendes Verhalten aufweisen.
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Abbildung 5.13: Differenz der P-Faktoren bei Anwesenheit und Abwesenheit von 2 M Harnstoff gegen die
Sequenzposition der entsprechenden Aminosdure. Der Zusatz des Chaotrops fiithrt insgesamt zu einer starken
Abnahme des Schutzes gegen Protonenaustausch. Die gréften Anderungen sind bei bzw. in der Nihe von
den verbriickten Cysteinen 64, 76 und 94 zu verzeichnen, die in reinem Puffer die héchsten Schutzfaktoren

aufweisen.
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Abbildung 5.14: Die relative Anderung der P-Faktoren gegen die Sequenzposition der Aminosiuren bei Zu-
satz von 2 M Harnstoff. Die Anderungen sind gleichmiRig entlang der Sequenz verteilt und betragen im Schnitt
60 %. Auf Basis der Sekundarstrukturelemente kann kein Bereich erkannt werden, welcher iiberdurchnittlich

destabilisiert wiirde bzw. iberdurchnittlich starken Schutz gegen Protonenaustausch béte.
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5.2 Thermisch induzierte Faltung des Polypeptids
GVG(VPGVG);

5.2.1 Zuordnung der 'H- und '*C-Signale

Abb. 5.15 zeigt die Strukturformel der repetitiven Untereinheit G1V1G2 VP sowie das eindimensio-
nale 'H-NMR-Spektrum von GVG(PVGVG)3 . Die von der Sequenz bzw. Summenformel zu erwar-
tenden Signale kénnen in den entsprechenden Bereichen gefunden und durch Integration quantitativ
nachgewiesen werden. Die skalaren Konnektivitdten konnen dem 2D-COSY-Spektrum entnommen

werden (Abb. 5.16).
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Abbildung 5.15: Strukturformel der repetitiven Untereinheit G1V1CG2VoP (oben) und das 'H-1D-NMR-
Spektrum von GVG(PVGVG)3 (unten). Von den theoretisch zu erwartenden 93 Protonen kénnen nach Skalie-
rung auf das Signal der Valin-y-Protonen (= 42 H) durch Integration 91 nachgewiesen werden, was im Rahmen

der Genauigkeit als zufriedenstellend zu bezeichnen ist.
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Abbildung 5.16: Konturdiagramm des 'H-2D-COSY-Spektrums des Octadecamers GVG(PVGVG)3 . Die je-
weiligen Kreuzkorrelationssignale und ihre Zuordnung sind mit Pfeile markiert. Es wird auch eine verschobene,

wahrscheinlich Prolin-0-6, Kopplung (Pd.n) gefunden.

Hier sind die skalaren Kopplungen der (- und ~-Protonen sowie der a- und (-Protonen des
Valins sichtbar. Im letzteren Fall kann zwischen den Valinen 1 und 2 unterschieden werden. Fiir das
Prolin kénnen die geminalen Kopplungen der - und der §-Protonen sowie die skalaren Kopplungen
zwischen -3, -y und -0 gefunden werden. Es findet sich auch eine verschobene Kopplung (Pdgy),
die wahrscheinlich auf eine geminale d-Kopplung zuriickzufiihren ist. Dies kénnte ein Hinweis auf
ein Prolin mit abweichender Konformation zuriickzufiihren sein. Im 'H-1D-Spektrum ergibt sich
fiir eines der beteiligten Signale (das andere ist {iberlagert) eine relative Intensitat von 0,2, d.h. bei
ca. 20 % der Gesamtmolekiilpopulation befinde sich eines der drei vorhandenen Proline in dieser
abweichenden Konformation. Insgesamt zeigen die Spektren, dass die Probe rein ist und in der
vorausgesetzten Zusammensetzung vorliegt. Bis auf die verschobene, geminale Prolin-J-Kopplung

kann keine Feinstruktur gefunden werden, die auf signifikante Anteile von Unterpopulationen mit
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abweichender Konformation hinwiese. Die Signale des 'H-2D-COSY-Spektrums werden bei der Ana-
lyse des 'H-2D-NOESY-Spektrums (sieche Kap. 5.2.3) noch von Wichtigkeit sein, um echte NOE-

Wechselwirkungen von evtl. Artefakten durch Spin-Diffusion zu unterscheiden.
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Abbildung 5.17: **C-Spektrum von GVG(PVGVG); in D20 (oben) und H2O (unten). Auf der linken Seite ist
der Tieffeldbereich mit den Carbonyl-'*C-Signalen, auf der rechten Seite befindet sich der Hochfeldbereich mit
den anderen Kohlenstoffsignalen. Die meisten Signale lassen sich gemifi des pentameren Motivs G1V1G2 V2P
zuordnen, doch im Tieffeldbereich und um dem Glycin-a-Signal lassen sich zusitzliche Signale finden (a, b,
¢, d und e). Das Signal ¢ weist einen leichten Isotopeneffekt auf und ist im D,O-Spektrum um 0,5 ppm in

Richtung Hochfeld verschoben.

Abb. 5.17 sind die 3C-1D-Spektren des Octadekamers in HoO und D2O zu entnehmen. Die
Hauptsignale lassen sich geméf der Literatur [65] dem repetitiven Motiv G; VG2 V,P zuordnen, wie
man sie auch im Hochpolymer findet. Desweiteren lassen sich zusédtzliche Signale im Carbonyl- und
im Glycin-a-Bereich finden. Uber die flankierenden Signale im Glycin-a-Bereich lisst sich sagen,
dass diese ebenfalls auf Glycin-a-Kohlenstoffe zuriickzufithren sein miissen, welche sich in einer
unterschiedlichen konformellen Umgebung befinden, da es héchst unwahrscheinlich ist, dass Signale
anderer Kohlenstoffe sich {iber einen so groften Bereich verschieben. Die Signale a, b und c lassen sich
nicht ohne weiteres zuordnen, da alle '3C-Carbonyl-Signale in einem relativ engen Bereich liegen
und diese je nach struktureller Umgebung iiber relativ weite Bereiche variieren kénnen. Eingedenk
der Tatsache, dass das GVG(PVGVG)3 drei der pentameren Einheiten G1V1G2VaP besitzt, weist
das Spektrum also recht wenig Feinstruktur auf, was darauf zuriickzufiihren sein kénnte, dass die
strukturelle Umgebung der jeweiligen Kohlenstoffe recht einheitlich ist oder dass das Molekiil eine

hohe Dynamik aufweist - oder beides.
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Es gilt festzustellen, woher die zusdtzlichen Signale stammen. Denkbar ist, dass sich die ent-
sprechenden Kohlenstoffe innerhalb der Sequenz in einer unterschiedlichen sterischen Umgebung
befinden und so eine bzw. mehrere Subpopulation(-en) von Konformeren bilden. Weiterhin kénnten
die Signale von terminalen Aminosiureresten herriihren, welche eine andere und vermutlich dyna-
mischere Umgebung als die Reste im Innern der Sequenz besitzen. Um eine eindeutige Zuordnung
zu ermoglichen, wurde das HSQC- und das HMQC-Spektrum des Ocatdekamers aufgenommen. Er-
stere Methode erlaubt einen Riickschluss auf die Konnektivitit zwischen direkt verbundenen '3C-

und 'H-Kernen, letztere die Bestimmung von Konnektivititen iiber einige chemische Bindungen

hinweg.
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Abbildung 5.18: Konturdiagramm des HSQC-Spektrums von GVG(PVGVG)3. Auf der Abzisse ist die Fre-
quenzdomine der '*C-Kerne, auf der Ordinate die der *H-Kerne aufgetragen. Die jeweiligen 1D-Spektren sind
links neben der Achse bzw. im oberen Teil des Diagramms dargestellt. Korrelationspeaks zwischen einzelne
Signale deuten auf eine direkte chemische Bindung zwischen den betreffenden Kernen hin. Um den Uberblick

zu erleichtern, wurden entlang der Signalfrequenzen senkrechte bzw. horizontale Hilfslinien gelegt.



KAPITEL 5. ERGEBNISSE 59

Abb. 5.18 zeigt ein Konturdiagramm des 'H-'3C-HSQC-Spektrum des Octadekamers. Es besti-
tigt die oben vorgenommene Zuordnung. Insbesondere zeigt es, dass die flankierenden Signale um
die Glycin-a-Bande ebenfalls von Glycin-a-Kohlenstoffen stammen. Es wird weiterhin deutlich, dass
der Glycin-a-Bereich eine weitere Feinstruktur besitzt, da sich bei sehr genauer Betrachtung der
Korrelationssignale herausstellt, dass das tieffeldverschobene Signal sehr unsymmetrisch ist; auch ist
ein kleines, weiteres Signal sichtbar. Die Glycin-a-Kohlenstoffpopulation ist also wenig einheitlich,
was auf eine diesbeziigliche Heterogenitat innerhalb des Molekiils und/oder innerhalb des Ensembles

an Molekiilen hindeutet.
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Abbildung 5.19: Konturdiagramm des HMQC-Spektrum von GVG(PVGVG)3 . Gezeigt ist der Hochfeld-
bereich der '*C-Frequenzdomiine gegen den 'H-Frequenzbereich, in dem typischerweise die Signale der o-
Wasserstoffe von Aminosiuren liegen. Wie in Abb. 5.18 wurden zur besseren Ubersicht Hilfslinien eingezeich-

net.

Da Carbonylkohlenstoffe kein direkt chemisch gebundenes Wasserstoffatom aufweisen, kénnen
ihre Konnektivitdten nicht iiber die HSQC-Methode aufgeklart werden. Hierzu wurde ein HMQC-
Spektrum aufgenommen, dessen Konturdiagramm Abb. 5.19 zu entnehmen ist. Wiederum bestétigt

sich die Zuordnung fiir die Hauptsignale, wie sie oben vorgenommen wurde. Es zeigt sich, dass
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Korrelationen auch iiber einzelne Aminosaurereste hinaus bestehen; so weisen das Prolin- sowie das
Valin-Carbonylkohlenstoff Kreuzkorrelationen mit Glycin-a-Wasserstoffen auf. Die Signale a und
b zeigen Korrelationssignale mit der Glycin-a-Region, wobei das Signal b noch eine sehr schwache
Kreuzkorrelation mit dem Valing-a-Wasserstoff aufweist. Somit kénnen diese beiden Signale also
Glycinen zugewiesen werden. Das Signal ¢ des *C-Spektrums korreliert mit den 'H-Frequenzen des
Valin; und zwei Glycin-a-Wasserstoffen. In Anbetracht der Tatsache, dass in dem Spektrum Valin-
bzw. Prolin-Carbonylkohlenstoffe durchaus mit Glycin-a-Wasserstoffen Kreuzkorrelationen aufwei-
sen, umgekehrt Glycin-Carbonylkohlenstoffe mit Valin- oder Prolin-a-Wasserstoffen jedoch kaum,
ist hier eine Zuordnung von ¢ zu einem Valin in Position 1 berechtigt. Die zusétzlichen Signale stam-
men also von einem Valin; und zwei Glycinen. Fiir die *C-Glycin-a-Kerne direkt lassen sich im
HMQC-Spektrum iiberhaupt keine Korrelationssignale nachweisen (Daten nicht gezeigt). Doch der
Vergleich der Lage dieser Signale im HSQC-Spektrum (e: 6(*3C) ~ 41 ppm, 6(*H) =~ 3,75 ppm; d:
§('3C) ~ 44 ppm, §(*H) ~ 3,65 ppm; siche Abb. 5.18) mit den entsprechenden Korrelationspeaks der
Carbonylkerne im HMQC-Spektrum legt nahe, dass das zusiitzliche Valin;-Carbonyl-Signal (§(*3C,)
~ 168,5; §(*H) ~ 3,76; Duplett) mit dem zusitzlichen Glycin-a-Wasserstoff e korreliert, wihrend die
Lage der zusétzlichen Glycin-Carbonyl-Signale (6(**C,) ~ 176,3; 6(13C}) ~ 173; §(*H) ~ 3,66) eine
Kreuzkorrelation mit dem zusétzlichen Glycin-a-Wasserstoff d nahelegen; die anderen Hauptsignale,
wie man sie auch im Hochpolymer findet, zeigen Kreuzkorrelation mit dem Glycin-a-Hauptsignal.
Die Frage, ob es sich bei den zusétzlichen Signalen um andere Konformere oder terminale Ami-
nosdurereste handelt, kann an dieser Stelle nicht eindeutig beantwortet werden: Einerseits legt die
Zuordnung zu zwei Glycinen und einem Valin; - also einer GVG-Gruppe, welche zudem ,jisoliert“
zu sein scheint, da Korrelationen mit den zusétzlichen, separaten Glycin-a-Wasserstoffen bestehen
- dies nahe. Andererseits besitzt das Signal ¢ keine Kreuzkorrelation mit dem Signal d, mit dem die
zusétzlichen Glycin-Carbonyl-Kohlenstoffe a und b korrelieren. Das Valin; ¢ ist also nicht mit diesen
benachbart. Weitere Informationen zu dieser Frage sollte durch die Messung der 77-Relaxationsraten
zu erhalten sein, da iiber die Bestimmung der Rotationskorrelationszeit eine Aussage iiber die Dy-
namik dieser Kohlenstoffe getroffen werden kann. Sollten diese eine héhere Dynamik aufweisen, ldge
eine terminale Position nahe. Die Glycin-Carbonyl-Kohlenstoffe a und b zeigen beide eine Kreuzkor-
relation im Bereich des Signals d, wobei das Signal b noch eine weitere, schwache Kreuzkorrelation
mit der Valin;-o-Region besitzt - es ist also nicht auszuschliefen, dass die Glycine a und b also
gemeinsam zu einem GVG-Terminus gehoren.

Zusammengefasst gleicht das '*C-NMR-Spektrum demjenigen, welches man auch fiir die hoch-

polymere Form dieses Peptids findet [65]. Entsprechend lassen sich die Hauptsignale geméf der
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repetitiven Pentameren-Sequenz G1V1G2VsP zuordnen. Eine abweichende Feinstruktur finden sich
im Carbonylbereich und flankierend zum Glycin-a-Hauptsignal. Auf Basis des HMQC-Spektrums
lassen sich die zusédtzlichen Signale im Carbonylbereich zwei Glycinen und einem Valin in der Po-
sition 1 zuordnen. Durch Vergleich des HMQC- und des HSQC-Spektrums kénnen die zusdtzlichen
Glycin-Carbonylkohlenstoffe a und b dem Glycin-a-Signal d zugewiesen werden. Das Valin; . scheint
dem Glycin bzw. den Glycinen, welche(-s) dem '3C-Signal e zugrundeliegt bzw. zugrundeliegen, be-

nachbart zu sein.

5.2.2 Temperaturabhiingige Messungen

Aus dem vorhergehenden Kapitel geht hervor, dass das C-NMR-Spektrum aufgrund einer aus-
reichenden Separation der Linien am geeignetsten fiir eine Konformationsbestimmung ist. Die Fe-
instruktur der Glycin-a-Signale konnte nur mit dieser Methode bestimmt sowie die zusdtzlichen
Carbonylsignale detektiert werden. Abb. 5.20 zeigt die Anderungen im '3C-1D-Spektrum, welche
mit der Erh6hung der Temperatur einhergehen. Es wird deutlich, dass die relative Hoéhe der Signale
a, b, ¢, dund e mit zunehmender Temperatur abnimmt. Die Abnahme der Hohe sowie die Anderung
der chemischen Verschiebung von ¢ fallt hierbei besonders stark aus, wihrend die anderen Signale
selbst bei 80 °C nicht vollstdndig verschwunden sind. Der Riickgang der relativen Intensitét dieser
zusétzlichen Signale ist damit wohl auf die Abnahme der Population der zugrundeliegenden Ker-
ne zuriickzufithren. Die Reduktion der Signalintensitdt aufgrund eines Koaleszenzeffektes ist sehr
unwahrscheinlich, da ausschlieRlich die als ,zusétzlich” klassifizierten Signale betroffen sind.

Fiir die Kohlenstoffkerne wurden fiir vier verschiedene Temperaturen (278, 300, 333 und 348
K) die jeweiligen Tj-Relaxationszeiten bestimmt. Abb. 5.21 zeigt ein 3D-Diagramm, in dem die
relative Intensitét der Signale als Funktion der chemischen Verschiebung ¢ und der Mischzeit d2
aufgetragen ist. Fiir die jeweiligen Kohlenstoffkerne konnte durch Anpassung der Signalhéhen als
Funktion der Mischzeit d2 die Relaxationsrate 77 berechnet werden. Geméfs Formel 3.27 bzw. 4.1
wurden daraus die Rotationskorrelationszeiten 7.s bestimmt. Tabelle 5.1 sind die so berechneten

Werte zu entnehmen.
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Abbildung 5.20: *C-1D-Spektren von G;V;G2 V2P in Abh#ingigkeit der Temperatur. Abschnitt A zeigt den
Hochfeld-, Abschnitt B den Tieffeldbereich mit den Carbonylkohlenstoffen. Die relative Hohe der Signale a,
b, ¢, d unde nimmt mit steigender Temperatur ab, wobei das Signal ¢ eine wesentlich stirkere Temperaturab-

héngigkeit beziiglich der chemischen Verschiebung und der Signalintensitét aufweist.



Tabelle 5.1: T} -Raten und abgeschétze Rotationskorrelationszeiten 7es. des Octadekamers bei 278, 300, 333 und 348 K.

13C-Atom | T1(278 K) /s Ti(300K) /s | T1(333K) /s | T1(348 K) /s | Test. (278 K) / ns | 7Test.(300 K) /ns | 7est. (333 K) / ns | Test.(348 K) / ns
P-C=0 1,0 +/-0,1 1,7 +/-0,3 1,7 +/- 0,2 2,5 +/- 0,2 0,93 +/- 0,09 0,6 +/- 0,1 0,55 +/- 0,06 0,37 +/- 0,03
V1-C=0 1,2 +/- 0,2 1.3 +/- 0.2 2,0 +/- 0,1 2,4 +/- 0,4 0,9 +/-0,1 0,8 +/- 0,01 0.52 +/- 0.03 0,43 +/- 0,07
V2-C=0 1,02 +/- 0,07 1,3 +/- 0,1 2,1 +/-0,2 2,6 +/-0,3 1,02 +/- 0,07 0,79 +/- 0,06 0,49 +/- 0,05 0,40 +/- 0.05
G1-C=0 1,01 +/- 0,08 1,7 +/- 0,1 2,2 +/-0,2 2,5 +/- 0,4 0,71 +/- 0,06 0,42 4/- 0,02 0,33 +/- 0,03 0,29 +/- 0,05
G2-C=0 0,9 +/- 0,1 1,5 +/- 0,4 2,2 +/- 0,4 3,8 +/- 0,7 0,8 +/- 0,1 0,5 +/- 0,1 0,33 +/- 0,06 0,19 +/- 0,03
1,0 +/- 0,2 - - - 0,7 +/- 0,2 - - -
Pa 0,35 +/- 0,02 0,4 +/- 0,02 0,54 +/- 0,03 | 0,56 +/- 0,04 0,126 +/- 0,007 0,110 +/- 0,006 0,081 +/- 0,005 0,079 +/- 0,006
- - 0,54 +/- 0,03 | 0,56 +/- 0.04 - - 0,081 +/- 0,005 0,079 +/- 0,006
Via 0,36 +/- 0,03 0,43 +/- 0,02 0,75 +/- 0,06 | 0,84 +/- 0,05 0,12 +/- 0,01 0,122 +/- 0,005 0,059 +/- 0,005 0,052 +/- 0.003
Vaa 0,31 +/- 0,03 0,41 +/- 0,02 0,45 +/- 0,04 | 0,59 +/- 0,07 0,14 +/- 0,01 0,107 +/- 0,005 0,098 +/- 0,009 0,075 +/- 0.009
Ps 0,2 +/- 0,01 0,26 +/- 0,02 0,29 +/- 0,01 | 0,39 +/- 0,05 0,110 +/- 0.006 0,085 +/- 0,007 0,076 +/- 0,003 0,056 +/- 0.007
Ga 0,17 +/- 0,02 | 0,236 +/- 0,007 | 0,3 +/- 0,02 | 0,36 +/- 0,03 0,13 +/- 0,02 0,093 +/- 0,003 0,073 +/- 0,005 0,061 +/- 0,005
- - 0,3 +/- 0,02 | 0,41 +/- 0,05 - - 0,073 +/- 0,005 0,054 +/- 0,007
V1,28 0,37 +/- 0,05 0,51 +/- 0,03 0,9 +/- 0,1 - 0,12 +/- 0,02 0,085 +/- 0,005 0,049 +/- 0,006 -
- 0,35 +/- 0,01 0,41 +/- 0,01 0,53 +/- 0,03 | 0,71 +/- 0,05 0,126 +/- 0.004 0,107 +/- 0,003 0,083 +/- 0,005 0,062 +/- 0,004
Pg 0,28 +/- 0,01 0,34 +/- 0,01 0,42 +/- 0,03 | 0,46 +/- 0,05 0,079 +/- 0,003 0,065 +/- 0,002 0,052 +/- 0,004 0,048 +/- 0.005
Py 0,32 +/- 0,02 0,40 +/- 0,02 0,51 +/- 0,02 | 0,63 +/- 0,09 0,069 +/- 0,004 0,055 +/- 0,003 0,043 +/- 0,002 0,035 +/- 0.005
Viy 0,32 +/- 0,02 0,6 +/- 0,03 0,76 +/- 0,02 | 1,06 +/- 0.05 0,046 +/- 0,003 0,024 +/- 0,001 | 0,0193 +/- 0,0005 | 0,0138 -+/- 0,0007
0,340 +/- 0,007 | 0,52 +/- 0,01 - - 0,0432 +/- 0,0009 | 0,0283 +/- 0.0005 - -
0,297 +/- 0,008 | 0,429 +/- 0,008 - - 0,049 +/- 0,001 | 0,0342 +/- 0,0006 - -
Vay 0,4 +/- 0,01 0,53 +/- 0,02 1,02 +/- 0,05 - 0,037 +/- 0,001 0,028 +/- 0,001 0,0144 4 /- 0.0007 -
0,4 +/- 0,01 0,586 +/- 0,008 1,2 +/- 0,1 - 0,037 +/- 0,001 | 0,0251 +/- 0,0003 | 0,012 +/- 0,001 -
0,4 +/- 0,02 0,66 +/- 0,04 0,93 +/- 0,05 | 1,23 +/- 0,09 0,037 +/- 0,002 0,022 +/- 0,001 | 0,0158 +/- 0.0009 | 0,0119 +/- 0.0009
0,46 +/- 0,02 - - - 0,032 +/- 0,001 - - -
G,-C=0 4,2 +/- 0,8 11 +/-5 11 +/-2 8 +/-3 0,17 +/- 0,03 0,07 +/- 0,04 0,07 +/- 0,01 0,09 +/- 0,04
G,-C=0 - 2,6 +/- 0,6 - 6+/-3 - 0,28 +/- 0,07 - 0,12 +/- 0,08
V1,-C=0 - 1,9 +/- 0,3 - - - 0,55 +/- 0,09 - -
Gqa 0,36 +/- 0,04 0,7 +/- 0,1 1,3 +/- 0,1 - 0,061 +/- 0.007 0,031 +/- 0,005 0,018 +/- 0,001 -
Ge - 0,25 +/- 0,03 - - - 0,09 +/- 0.01 - -
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Abbildung 5.21: 3D-Diagramm eines Datensatzes zur 77-Bestimmung von GVG(VPGVG)s bei Raumtem-
peratur. Gezeigt sind die erhaltenen '3C-1D-Spektren als Funktion der Mischzeit d2. Durch Anpassen der
SignalhShen der jeweiligen Kerne geméft Gleichung 3.29 kann 7' erhalten werden.

Einige Hauptsignale des *C-Spektrums sind in kleinere Einzelsignale aufgespalten; so besteht die
Glycin-a- und die Glyciny-Carbonyl-Bande aus jeweils zwei leicht verschobenen Einzelsignalen, fiir
die teilweise beide T7-Zeiten ermittelt werden konnten. Fiir die Valin-y-Kohlenstoffe konnten bis zu
vier Einzelsignale aufgel6st werden, und neben dem Valin-(-Peak findet sich ein schwaches, gering
tieffeldverschobenes Signal. Diese Einzelsignale werden den jeweiligen Hauptsignalen zugeordnet,
da die Verschiebungen nur sehr gering sind und im HSQC- bzw. HMQC-Spektrum auch keine
zusétzliche Information iiber sie gewonnen werden konnte.

Im unteren Teil der Tabelle 5.1 sind die Daten fiir die zusédtzlichen Kohlenstoffe a, b, ¢, d
und e aufgelistet. Diese Signale sind schwécher als die Hauptsignale und nehmen mit steigender
Temperatur ab, so dass teilweise nur fiir einzelne Temperaturen die T7-Zeiten bestimmt werden
konnten. Fiir den Glycin-Carbonylkohlenstoff a zeigt sich deutlich, dass die T7-Werte sehr hoch sind
- so hoch, dass die Bedingung 577 < d1 sogar nicht mehr erfiillt ist und damit die Werte auch
nicht quantitativ auswertbar sind. Allerdings l4sst sich feststellen, dass die Dynamik dieses Kernes
auferordentlich hoch ist, was eine terminale Position des entsprechenden Glycins nahelegt. Auch das

Glycin-Carbonyl b weist iiberdurchschnittlich hohe 77-Werte auf, die zwar nicht ganz so hoch wie bei
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a sind, aber auch eine terminale Position wahrscheinlich machen. Fiir das Valin;-Signal ¢ konnte
nur ein einziger Wert bestimmt werden. Dieser ist signifikant hoher als der des entsprechenden
Valin;-Hauptsignals. Allerdings fallt der Unterschied im Rahmen der Genauigkeit nicht so hoch
aus, als dass man von einer wesentlich héheren Dynamik diese Restes sprechen kénnte, und die eine
Zuordnung zu einer terminalen Position rechtfertigte. Das Glycin-a-Signal d weist, verglichen mit
dem Glycin-a-Hauptsignal, T1-Werte auf, welche doppelt bis dreifach so grof sind. Entsprechend
fallen die abgeschitzten Rotationskorrelationszeiten wesentlich schneller aus. Auch hier legt die
héhere Dynamik eine terminale Position nahe, was in Anbetracht des Befundes, dass dieses Glycin-
Signal den Glycin-Carbonylkohlenstoffen a und b zugeordnet werden kann (vgl. Kap. 5.2.1), ein
stimmiges Bild ergibt: Die Glycin-Reste, welche a, b und d zugrundeliegen, konnen aufgrund ihrer
abweichenden Lage im '3C-Spektrum und ihrer auRerordentlich hohen Dynamik also mit hoher
Wahrscheinlichkeit einer terminalen Gruppierung des Peptids zugeordnet werden. Fiir den Glycin-
a-Peak e, dessen zugehdriges Glycin bzw. dessen zugehdrige Glycine aufgrund von Betrachtungen im
Kapitel 5.2.1 wahrscheinlich vicinal zu dem Valin; ¢ ist bzw. sind, konnte wie im Falle des Valin; ¢
nur bei einer Temperatur von 300 K ein 77-Wert bestimmt werden, der im Rahmen der Genauigkeit
nicht vom entsprechenden Wert des Gycin-a-Hauptsignals abweicht. Die T1- bzw. 7est.- Werte legen
fiir das Valin; ¢ und dem Glycin-a e keine terminale Position nahe, also ist hier wahrscheinlicher
von einer anderen konformeren Struktur der zugrundeliegenden Aminosdurereste auszugehen. Wie
Abb. 5.20 zu entnehmen ist, nimmt die relative Hohe der zusétzlichen Signale a, b, ¢, d und e mit
zunehmender Temperatur ab, d.h., dass der Anteil der zusédtzlichen Konformation ¢ und e sowie der
terminale ,Charakter* der Reste a und b mit steigender Temperatur abnimmt.

Im Folgenden sollen die Anderung der Ti-Raten der Hauptsignale mit der Temperatur genauer
betrachtet werden. Abb. 5.22 zeigt eine Auftragung der 77-Raten in Abhéngigkeit der Temperatur
fiir die Carbonylkohlenstoffe, Abb. 5.23 die entsprechende Auftragung fiir die C-a- und Seitenket-
tenkohlenstoffe. Es ist ersichtlich, dass fiir keinen Kern ein Riickgang der T7-Werte mit steigender
Temperatur zu erkennen ist. Da das Octadekamer mit zunehmender Temperatur einen héheren Grad
an Struktur annimmt, sollte man eigentlich erwarten, dass zumindestens Atome, welche an wichti-
gen Strukturelementen der §-Schleife beteiligt sind, kleinere T7-Zeiten aufweisen, da eine Zunahme
an Struktur (erhohter Faltungsgrad) mit riickldufiger Dynamik einhergehen sollte. Ursache fiir diese
Abweichung vom erwarteten Verhalten koénnte in der auferordentlich hohen intrinsischen Dyna-
mik des GVG(VPGVG)s-Molekiils liegen, bei der die temperaturabhingige Erh6hung der Dynamik
durch gesteigerte Dreh- und Translationsbewegungen die gleichzeitige Einschriankung der Dynamik

durch Zunahme des Faltungsgrades - wie z.B. durch starrere Bindungswinkel oder Fixierung durch
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Abbildung 5.22: Anderungen der T)-Zeiten mit der Temperatur fiir die Carbonylkohlenstoffe. Durch die

Werte wurden zur besseren Ubersicht mit der Funktion B-spline eine Kurve gelegt.

Wasserstoftfbriicken - teilweise oder vollstdndig kompensiert.

Schaut man sich den Verlauf der 73-Zeiten mit steigender Temperatur an, so fillt jedoch auf,
dass fiir einige Kohlenstoffkerne die Tj-Werte nicht mit einem exponentiellen Anstieg in Uberein-
stimmung gebracht werden kénnen, wie man es geméf der Arrhenius-Gleichung erwarten wiirde
(siehe Gleichung 3.28). Dies kann als ein Hinweis auf eine Zunahme des Faltungsgrades gewertet
werden, der die thermisch induzierte Erhéhung der Dynamik teilweise kompensiert und so zu einer
Abweichung vom exponentiellen Anstieg fiihrt.

Es wurden die relative Anderungen der abgeschitzten Rotationskorrelationszeit berechnet, d.h.
die Quotienten aus der Differenz 7og (348K) - 7egt. (278K) und 7egt. bei 278 K. Bei dieser Vorgehens-
weise wird so der einzelnen Dynamik der Kerne, die unspezifisch durch die reine Temperaturerho-
hung beschleunigt werden kann, Rechnung getragen.

Abb. 5.24 zeigt die entsprechende Auftragung der relativen Anderung von 7. gegen die Kohlen-
stoffkerne des pentameren Motivs G1V1GoVoP. Es wird deutlich, dass die Unterschiede zwischen den
einzelnen '3C-Kernen gering ausfallen. Die Valin-'3C-y-Kerne, d.h. die Methylkohlenstoffe des Va-
lins, welche die mobilsten im Molekiil sind, weisen zusammen mit dem Glycins-Carbonylkohlenstoff
den hochsten Zuwachs an Dynamik mit steigender Temperatur auf. Die sterisch gehinderten Prolin-
13C-ar und -'3C-3, welche sich in einem Ring befinden, zeigen den niedrigsten Zuwachs an Mobilitét.
Insgesamt liegen alle Werte in einem Bereich einer Abnahme von 7eg. von etwa 50 % +/- 20 %.
Die Unterschiede zwischen den Werten sind klein, aber die Fehlerbalken {iberlappen nicht allesamt,

was man im Rahmen des oben gewonnenen Bildes interpretieren kann: die Zunahme der Dynamik
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Abbildung 5.23: Anderungen der Ti-Raten mit der Temperatur fiir die C-a- (links) und die Seitenketten-
kohlenstoffe (rechts). Durch die Werte wurde zur besseren Ubersicht mit der Funktion B-spline eine Kurve

gelegt.

durch die Temperaturerh6hung kompensiert im Wesentlichen die Einschrénkung der Dynamik, wel-
che aus der Zunahme des Faltungsgrades resultiert. Kleine, relative Unterschiede kénnen dennoch
festgestellt werden.

Abb. 5.25 zeigt die Auftragung des Logarithmus von 7} gegen T~' gemif der Arrheniusgleichung
(vgl. Gleichung 3.28) fiir die Riickgratkohlenstoffe. Abb. 5.26 sind die entsprechenden Auftragungen
fiir die Seitenkettenkohlenstoffe zu entnehmen. Der Eindruck, welcher schon bei der Betrachtung der
Auftragung von 77 gegen T gewonnen wurde, bestétigt sich hier: wihrend sich die Werte fiir einige
Kohlenstoffkerne gut mit einer linearen Funktion anndhern lassen (z.B. P-3, P-v, Vo — ), weichen
die Datenpunkte fiir andere Kerne (z.B. P-C=0, P-0) erheblich von einer linearen Funktion ab. Diese
Abweichungen vom Arrhenius-Verhalten deuten, wie oben schon diskutiert, auf eine Zunahme des
Faltungsgrades innerhalb der Molekiilpopulation hin.

Betrachtet man sich die Werte der Tabelle 5.1 insgesamt, so spannen die Rotationskorrelations-
zeiten Tes. in einem Bereich von 107! s fiir die Valin-y-Kohlenstoffe bis 1079 s fiir die Carbonyl-
kohlenstoffe. Erwartungsgemaft weisen die Riickgratkohlenstoffe hohere Rotationskorrelationszeiten
als die Seitenkettenatome auf. 7.g. liegt fiir letztere in einem Bereich, wie man ihn typischerweise
fiir freie Aminosduren erwartet (0,01 - 0,1 ns [67]). Die Dynamik ist fiir ein 18-meres Polypeptid
also sehr hoch.

Insgesamt lassen sich die Ergebnisse am besten innerhalb eines Modells deuten, bei dem ein
Ensemble von gefalteten bzw. teilgefalteten GVG(VPGVG)s-Molekiilen neben einem mit ungefal-

teten Konformationen koexistiert. Die hohe Dynamik spricht einerseits fiir eine hohe intrinsische
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Abbildung 5.24: Auftragung der relativen Anderung von Tes;. im Temperaturintervall zwischen 278 und 348
K gegen die Sequenz G1V1G2V2P. Die einzelnen Aminosédurereste sind noch hinsichtlich der Kohlenstoffe, aus

denen sie bestehen, in C-a-, C-3-, C-y-, C-§- und Carbonyl-Kohlenstoffe (C=0) unterteilt.

Beweglichkeit, d.h. fiir einen hohen Anteil von Molekiilen mit ungefalteten Konformationen. An-
dererseits deuten die Reduktion der Population der terminalen Glycine a und b mit steigender
Temperatur sowie die Abweichungen einiger T1-Zeiten vom Arrhenius-Verhalten auf eine Zunahme

des Faltungsgrades innerhalb der Molekiilpopulationen.
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Abbildung 5.25: Auftragung von In(77) gegen die reziproke Temperatur gemif Gleichung 3.28 fiir die
Riickgratkohlenstoffe von GVG(VPGVG)s. Durch die Werte wurde mittels linearer Regression eine Gerade
gelegt, aus deren Steigung die Aktivierungsenergie F, berechnet werden kann. Der Korrelationskoeffizient R

ist jeweils angegeben.
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Abbildung 5.26: Auftragung von In(77) gegen die reziproke Temperatur gemif Gleichung 3.28 fiir die

Seitenkettenkohlenstoffe von GVG(VPGVG)s. Durch die Werte wurde mittels linearer Regression eine Gerade

gelegt, aus deren Steigung die Aktivierungsenergie F, berechnet werden kann. Der Korrelationskoeffizient R

ist jeweils angegeben.
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5.2.3 'H-'H-2D-NOESY

Abb. 5.27 zeigt das Konturdiagramm des 'H-'H-2D-NOESY-Spektrums von GVG(PVGVG);3 bei
Raumtemperatur. Im Amidbereich konnten nur sehr schwache Signale erhalten werden, vermutlich
weil bei dem verwendeten pH von 7 die Austauschzeiten zu hoch sind und so die Amidsignale nicht
mehr vom Spektrometer aufgeldst werden konnten. Daher ist in Abb. 5.27 der Hochfeldbereich nicht
dargestellt. Im Tieffeldbereich ist eine gréfere Anzahl von Kontakten innerhalb von Aminosdure-
resten zu erkennen. So sind Kreuzkorrelationssignale fiir die Paare V~-V3, Vy-Va und Va-Vj3 der
Valine sowie fiir Pa-Pg3, P3-Pvy, P3-PJ, Py-Pd und PB-Pé des Prolins sichtbar. Als NOE-Kontakte
zwischen verschiedenen Aminoséurereste kdnnen deutlich die Kreuzsignale zwischen Vv und P§ so-
wie zwischen Voo und P¢ identifiziert werden. Letztere Zuordnung ist zwar etwas kritisch, da das
Pa- und Vaa-Signal sehr eng beieinanderliegen, aber der Vergleich mit der Pa-PJ-Kreuzkorrelation
zeigt, dass das betreffende Signal hierzu leicht hochfeldverschoben ist, also eher dem Vi« zugeord-
net werden kann. Die Bestimmung dieser V4-P§ und Voa-Pd-Kontakte ist ein deutlicher Hinweis
auf das Vorhandensein des Typ II-3-Schleifen Motivs, da man in diesem Fall genau diese Signale
erwartet [50].

Die verschobene Prolin-0-Kopplung P-dg,, welche schon im COSY-Spektrum aufgefallen ist (vgl.
Abb. 5.16), ist auch im NOESY-zu erkennen und zeigt Korrelationssignale mit dem Pg;/P~y;-
Bereich, was die vorgenommene Zuordnung bestéatigt. Dariiber hinaus lassen sich jedoch keine wei-
teren Kontakte finden.

Unterhalb der Pdo-Frequenz lasst sich ein weiteres Signal erkennen, welches von der Lage her
ebenfalls einem Prolin-§ oder einem Glycin-a zugeordnet werden kann. Da es NOE-Kontakte mit
Prolin-#- und Prolin-v-Protonen aufweist, handelt es sich hier wohl um ein leicht verschobenes
Prolin-§-Proton (Pd3). Es koppelt wie Prolin-é; und Prolin-ds mit dem Valin-y-Protonen, allerdings
auch mit dem Prolin-a und interessanteweise nicht mir dem Valins-, sondern mit dem Valin;-o-
Wasserstoff. Neben den Befund aus dem COSY-Spektrum besteht hiermit ein Hinweis auf eine
weitere, zweite abweichende Prolin-Konformation mit signifikanter Population.

Neben den Valin-y-Prolin-3-Kopplungen sind auch Kreuzkorrelationssignale zwischen Valin---
und der Prolin-/3/Prolin-y-Region erkennbar. Eine mogliche Erkldrung dieser Signale konnte das
Vorhandensein von Kontakten {iber die pentamere Untereinheit hinaus sein [50]. Dies konnte als
Hinweis auf einen Grad ,héherer Ordnung iiber die pentamere Untereinheit hinaus gewertet werden.

Weiterhin sind im NOESY-Spektrum Korrelationspeaks mit dem Lisungsmittel Wasser zu ent-

nehmen, obwohl wihrend der Experimente das Signal des Losungsmittels unterdriickt wurde. Dement-



KAPITEL 5. ERGEBNISSE 72

0,0

1,0

2,0

F1/ppm

- 3,0

- 4,0

4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5

F2/ ppm

Abbildung 5.27: Konturdiagramm des homonuklearen 'H-2D-NOESY-Spektrums des Octadekamers bei 300
K. Zur Ubersicht wurden Hilfslinien entlang der Frequenzen der jeweiligen Kerne gezogen. Neben den Signalen

ist die relative Hohe der jeweiligen Signale (Integrale) vermerkt.

sprechend ist die Form der Kreuzsignale verzerrt, aber das reine Vorhandensein dieser Korrelationen
ist bemerkenswert, zumal es sich anscheinend nicht um vollkommen unspezifische Artefakte han-
delt, da das Wasser nur mit bestimmten Kernen korreliert (Valin-v, Valin-3, Glycin;-«, Valin;-a,
Prolin-a). Nichtsdestotrotz ist es unwahrscheinlich, dass es sich um echte, reine NOE-Kontakte
handelt.

Insgesamt kann iiber das NOESY-Spektrum also das Typ II (-Schleifen-Motiv nachgewiesen
werden. Daneben finden sich im Prolin-6-Bereich abweichende Signale, welche auf zwei konformere

Proline deuten.



Kapitel 6

Diskussion

6.1 Hitzedenaturierung von HEL

Verglichen mit den Entfaltungstemperaturen, welche sich in der Literatur finden (siehe [68] und die
Referenzen, die dort angegeben werden), liegt der hier mittels DSC bestimmten 7y,-Wert von 70 °C
bei einem pD von 3,4 um ca. 6 °C niedriger. Diese Abweichung kann einerseits daran liegen, dass
in dieser Arbeit ein anderes Puffersystem verwendet wurde, welches die Stabilitdt von HEL beein-
flussen kann. Andererseits weist die pH-abhéngige Stabilitdtskurve von HEL im Bereich zwischen
pH 4 und 2 einen starken Abfall auf, so dass geringe pH-Anderungen hier zu einer drastischen Ver-
schiebung von Ty, fithren konnen. So finden sich bei [68] fiir einen pH von 3,8 Werte fiir Ty,,, AHq
und AHyp von etwa 76 °C, 430 kJ/mol und 490 kJ/mol. Die Enthalpiednderungen AH,, weichen
also um knapp 10, die van’t-Hoff-Enthalpien um knapp 5 % voneinander ab. In Anbetracht des
unterschiedlichen pHs und der Tatsache, dass die Enthalpie-Werte je nach verwendeten Basislinien-
Modell variieren kénnen, sind diese Abweichungen akzeptabel. Die Motivation zur Durchfithrung
der mikrokalorimetrischen Messungen innerhalb dieser Arbeit lag auch weniger in der Bestimmung
thermodynamischer Kenndaten, als in der Charakterisierung des Ubergangs, welcher sich auf Ba-
sis der DSC-Daten innerhalb eines Zweizustandsmodells interpretieren l&ft. Die PPC-Kurve 14t
sich ebenfalls in diesem Rahmen interpretieren. Die Anderungen von «o(T) fallen in dieser Arbeit
grofer aus, als in der Literatur berichtet [64], allerdings 1a6t sich dies auch auf unterschiedliche
pHs sowie der Tatsache zuriickfiihren, dass hier, um eine Vergleichbarkeit mit den NMR-Daten zu
gewahrleisten, mit Do O-Puffer gearbeitet wurde. Dieses ist strukturierter als normales, leichtes Was-
ser und fiihrt so zu groferen temperaturabhsingigen Anderungen von a. Die Charakterisierung des

Entfaltungsiibergangs durch die 'H-NMR-spektroskopische Bestimmung des Histidin 15-6-Signals

73
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bestétigt die Zuordnung zu einem Zweizustands-Modell. Dies ist etwas verwunderlich, da in den
kinetischen Protonen-Austauschexperimenten ein Zwischenzustand gefunden wird.

Klassischerweise wird die Hitzedenaturierung von Lysozym, anders als beim homologen o-Lact-
albumin, im Gleichgewicht als Zweizustandsiibergang beschrieben, welches nur ein transientes Inter-
mediat aufweist [34]. Ausnahmen sind hier das Lysozym aus Pferde- und Hundemilch, welche einen
stabilen Molten Globule-Zustand ausbilden [23, 69, 70|. Allerdings wird in neueren Arbeiten von
teilweise entfalteten Gleichgewichts-Zwischenzustinden unter Einfluss von Guanidiumhydrochlorid
und niedrigem pH (pH 0,9; [71, 72]) sowie Hitze [40, 41, 38] berichtet. In einer theoretischen Arbeit
mittels Computersimulationen wurde ein initiales, ,quasi-stabiles” Intermediat bei der thermischen
Entfaltung gefunden, in welchem sich die Sekundérstruktur umlagert [73].

Vor diesem Hintergrund gilt es, das auf Basis der Protonen-Austausch-NMR gefundene Inter-
mediat einzuordnen. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten legen aufgrund der Abwesenheit eines
Hinweises fiir diesen Zwischenzustand in den DSC-Messungen nahe, dass es sich tatsdchlich um ein
rein transientes, kinetisches Phinomen handelt. Die Diskussionen {iber Gleichgewichts- und tran-
siente Zustdnde des Lysozyms in der Literatur zeigen jedoch, dass hier nicht voreilig geschlossen
werden darf: Moglicherweise féllt dieses Intermediat bei der Verwendung von Standardmethoden wie
CD-Spektroskopie oder DSC nicht auf, und erst der Einsatz kombinierter Methoden wie DSC und
SAXS [40, 41], Protonenaustauschbestimmung mittels FTIR [38] oder die direkte Suche nach diesem
Intermediat [71, 72] fithren zu Anhaltspunkten, die auf das Vorhandensein dieses Zwischenzustands
schlieffen lassen. Es konnte sein, dass dieses Intermediat mittels DSC nicht detektierbar ist und nur
iiber struktursensitive Methoden wie z.B. der Protonen-Austausch-'H-NMR-Spektroskopie nach-
gewiesen werden kann. Interessanterweise wurde in [38] das Intermediat ebenfalls {iber Protonen-
Deuteronen-Substitution, die aber iiber FTIR-Spektroskopie vermessen wurde, gefunden. Allerdings
tritt dort der Zwischenzustand schon bei vergleichsweise niedrigen Temperaturen (=~ 46 °C) auf.

Es gibt also genligend Hinweise, das gefundene Intermediat diesem bereits in der Literatur dis-
kutierten Zwischenzustand zuzuordnen. Ob es sich um einen stabilen oder transienten handelt, kann
auf Grundlage der ermittelten Daten nicht entschieden werden, aber die in dieser Arbeit vorgenom-
mene Charakterisierung iiber P-Faktoren ist in der Lage, den Strukturgrad dieses Intermediates
einzuordnen und ihn mit P-Faktoren bekannter Molten Globule-Zustinde anderer Proteine zu ver-
gleichen. So sollte eine Einordnung dieses Intermediates zum bekannten Molten Globule oder, falls
die P-Faktoren niedriger sind, zu einem Zustand, der einer vollstédndig entfalteten Konformation D
niher steht, moglich sein. Sollte Letzteres der Fall sein, gibe es eine Erklarung fiir die Abwesenheit

eines Hinweises auf diesem Zustand im DSC: da das Intermediat mehr D &hnelt als IV, wire der
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Ubergang vom Intermediat zu D kaum bemerkbar, da nur wenn der Ubergang vom Intermediat
zu D mit einer signifikanten Enthalpieinderung verbunden ist, dies mittels DSC detektiert werden
kann.

Ein Vergleich mit P-Faktoren aus der Literatur ist jedoch insofern schwierig, als die Darstellun-
gen der Zwischenzustinde von der Destabilisierung durch chemische Denaturantien {iber thermische
Einwirkung bis zu Riickfaltungsexperimenten reichen, bei der das Protein ausgehend von der ent-
falteten Form D renaturiert wird. Weiterhin muss zwischen kinetischen und Gleichgewichtsexperi-
menten unterschieden werden. Dariiber hinaus kann auch die Zuordnung zu einem Molten Globule
kritisch sein: die Bindung von 1-Anilinonapthalin-8-sulfonsiure, welche frither ein Kriterium hierfiir
war, erscheint zweifelhaft [74]. Fiir ein pH-induziertes, teilweise entfaltetes Intermediat von Apomyo-
globin werden P-Faktoren bis 200 angegeben [75]; die harnstoffdenaturierte Form des T4-Lysozyms
weist Schutzfaktoren bis knapp 4, das Riickfaltungsintermediat P-Faktoren bis zu 200 auf [76]. Fiir
das kinetisches Intermediat der P117G-Mutante der Staphylococcen Nuklease werden Schutzfakto-
ren bis zu 63 gefunden [77]. Durch chemische Agentien kann bei HEL ein teilentfalteter Zustand
induziert werden. Hierflir wird in einer 25 % wassrigen Hexafluoracetonlosung von P-Faktoren bis
zu 70 berichtet ([39], die Autoren bezeichnen diesen Zustand als ,,molten globule like ). Die durch
25 % Trifluorethanol induzierte Form weist Schutzfaktoren bis 200 auf [78]. Verglichen mit diesen
Werten erscheinen die hier fiir HEL Ermittelten sehr klein und es liegt nahe, dass es sich bei dem
thermisch induzierten Intermediat von HEL weniger um ein ,klassisches* Molten Globule handelt,
sondern dass dessen Konformation eher dem des vollstéindig entfalteten Zustands D dhnelt. Dies
wiirde auch die Schwierigkeit erkliren, diesen Zustand zu detektieren: Da beim Ubergang der dena-
turierten Form zum Intermediat nur geringe (energetische) Anderungen auftriten und der Hauptteil
sich beim Ubergang vom Intermediat zur nativen Form ergibe, wirkt die Entfaltung insgesamt wie
ein Quasi-Zwei-Stufen-Prozess. Dieses Bild stiinde im Einklang mit unseren Messergebnissen und
den Literaturdaten, bestétigt wird es weiterhin durch die Grofe der P-Faktoren fiir das Intermediat,
welche niedriger als diejenigen sind, welche sich in der Literatur finden.

In dieser Arbeit wurde, nach Wissen des Autors, zum ersten Mal das thermisch induzierte In-
termediat von HEL {iber P-Faktoren identifiziert und charakterisiert. Zwar wurden Schutzfaktoren
fiir die Hitzedentaturierung von HEL bereits verdffentlicht [57, 79], doch berichten diese nicht iiber
ein Intermediat und ordnen nicht die gemessenen P-Faktoren explizit einem Zwischenzustand zu.
Auferdem wurden diese Messungen bei einem anderen pH und nahe der mittleren Entfaltungstem-
peratur Ty, vermessen, wahrend in dieser Arbeit der Protonenaustausch bei 80 °C und damit bei

einer Temperatur durchgefiihrt wurde, bei dem HEL im thermodynamischen Gleichgewicht voll-
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stdndig denaturiert vorliegt. Dennoch sollen an dieser Stelle die hier gemessenen Werte mit der
Literatur verglichen werden, bietet sich doch hier eine M&glichkeit eines direkten Vergleichs, da bei-
de Datensdtze unter thermischer Einwirkung gemessen wurden. Abb. 6.1 zeigt einen Vergleich der
P-Faktoren in Abhéngigkeit der Sequenzposition, wie sie nach [57] bei einer Temperatur von 69 °C
und in dieser Arbeit bei 80 °C bestimmt wurden. Es fallt auf, dass die Werte in der Gréfenordnung
iibereinstimmen, im Detail sich allerdings teilweise erhebliche Differenzen zeigen. Im Mittel weichen
die Werte um 40 % voneinander ab, insbesondere im (-Faltblattbereich zwischen den Resten 41
und 60 findet man starke Unterschiede. Bei den Experimenten in dieser Arbeit scheint also die (-
Domine strukturierter zu sein. Ubereinstimmend jedoch finden sich die hchsten Schutzfaktoren an
bzw. nahe bei verbriickten Cysteinen (Cystein 64 und 97; das Cystein 115 konnte in der vorliegenden
Arbeit leider nicht aufgelést werden). Unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Temperaturen
und der Tatsache, dass bei der Berechnung von k.. die Aktivierungsenergien als temperaturunab-
héngig angenommen werden, stimmen die Werte, bis auf diejenigen im g-Faltblattbereich, recht gut
iiberein.

Buck et al. beschreiben den thermisch induzierten denaturierten Zustand auf Basis der niedri-
gen P-Faktoren als einen im Wesentlichen Entfalteten, dessen Reststruktur starken Fluktuationen
unterliegt. Dies steht im Einklang mit den obigen Betrachtungen, die das Intermediat weniger als
Molten Globule als einen Zustand, der einem vollstdndig Entfalteten entspricht, charakterisieren.

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Sorbitol die Aktivierungsener-
gie der Entfaltung von HEL kaum beeinflusst [68] und dies wurde dahingehend gedeutet, dass hier
die Stabilisierung der nativen Form N iiber die Destabilisierung der entfalteten Form D erreicht
wird. Wie auf Basis des preferentiellen- Ausschluss-Mechanismus’ zu erwarten (siehe Kap. 2.5), inter-
agiert Sorbitol nicht mit der nativen Form NV, sondern hauptséchlich mit dem Lésungsmittel Wasser,
wodurch sich das chemische Potential des hydratisierten Proteins erniedrigt. Dies steht im Einklang
mit dem Befund, dass fiir das thermisch induzierte Intermediat von HEL kaum Anderungen der
P-Faktoren bei Anwesenheit von Sorbitol verzeichnen lassen: Das Sorbitol sorgt im Wesentlichen
fiir eine Destabilisierung der vollstéindig entfalteten Form, die Konformation des nativen Zustands
N oder evtl. Intermediate wird hingegen kaum beeinflusst [80]. Bei erhéhten Temperaturen, bei der
die Konfigurationsentropie AScq,¢. die treibende Kraft der Hitzdenaturierung ist, fallt der Einfluss
des Sorbitols also kaum ins Gewicht.

Insgesamt gesehen legen die Daten also das Vorhandensein eines kinetischen, moglicherweise
auch thermodynamisch stabilen, Intermediates nahe, welches nur noch einen geringen Rest an nati-

ver Struktur besitzt, welches aber von den P-Faktoren her weniger als Molten Globule zu bezeichnen
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Abbildung 6.1: Vergleich der P-Faktoren fiir das thermisch induzierte Intermediat (weiffe Balken) und
nach Buck et al. ([567]; schwarze Balken). Grofe Abweichungen finden sich im (-Faltblattbereich zwischen
Aminosdurerest 41 und 60; tibereinstimmend finden sich die hdchsten P-Faktoren bei oder nahe bei den

disulfidverbriickten Cysteinen 64 und 97.

ist. Die Werte legen einen niedrigeren Strukturgrad nahe, bei dem der héchste Schutz durch Cy-

steinbriicken vermittelt wird.

6.2 Kiltedenaturierung von HEL

Vergleicht man die P-Faktoren der Kiltedenaturierung mit denen, welche bei thermischer Desta-
bilisierung von HEL erhalten wurden, so ist ersichtlich, dass sie wesentlich grofer sind. Bei der
Kéltedenaturierung handelt es sich offensichtlich um eine mildere Art der Entfaltung, bei der ein
hoherer Grad an Reststruktur erhalten bleibt. Die Hohe der Schutzfaktoren passt eher zu den Wer-
ten, wie sie fiir stabile Intermediate bzw. Molten Globules berichtet werden (vgl. Kap. 6.1). Vergleicht
man die hier erhaltenen P-Faktoren mit denen, wie sie von Nash et al. [55] berichtet werden, so
fallt auf, dass die hier bestimmten Werte etwas grofer sind; das Cystein 97 zeigt einen starken
Unterschied. Dies konnte darin begriindet sein, dass Nash et al. 1,5 mM 3-(Trimethylsilyl)-2, 2, 3,

3-d4-Propionsdure als Referenzsubstanz verwendeten. In dieser Arbeit fiel bei Vorexperimenten auf,
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dass 3-(Trimethylsilyl)-1-Propansulfonséure, welches zur Kalibrierung der chemischen Verschiebung
dient, ein deteregenzéhnliches Verhalten aufwies und zur Schaumbildung fiihrte, weshalb bei den Ex-
perimenten auf derlei Referenzsubstanz verzichtet wurde. Insbesondere bei der Kiltedenaturierung,
bei der Hydratisierungsphdnomene vermutlich eine dominierende Rolle spielen, konnten Detergen-
zien einen unerwiinschten Einfluss nehmen. Dies kénnte die Unterschiede, welche gefunden wurden,
erkldren. Insgesamt jedoch stimmen die Werte qualitativ {iberein und bestétigen, dass es sich bei
dem druckunterstiitzten, kiltedenaturierten Zustand um eine teilentfaltete Struktur handelt.

Ein Ziel dieser Arbeit war es auch, den Einfluss chaotroper bzw. kosmotroper Substanzen auf
die Struktur eines stabilen, teilentfalteten Zustands zu untersuchen. Die meisten Studien bisher cha-
rakterisierten stabilisierende bzw. destabilisierende Einfliisse iiber die Bestimmung makroskopischer
Parameter wie Ty, oder thermodynamischer Grofen wie AG y,¢.; Einfliisse auf molekularem Niveau
konnten dariiber hinaus nicht erhalten werden. Eine interessante Frage ist diejenige, ob Cosolven-
tien einen schrittweisen Einfluss haben, d.h. ob sie nach und nach diskrete Elemente innerhalb
des Proteins stabilisieren bzw. destabilisieren, oder ob der Einfluss hochkooperativ verlauft, d.h.
das Protein konzertiert, quasi im Sinne eines ,,Alles-oder-nichts “~Phaseniibergangs betrifft. Dies ist
auch hinsichtlich der Frage wichtig, was unter einer ,teilentfalteten Struktur genau zu verstehen
ist: Handelt es sich um eine Struktur, bei der bestimmte Strukturelemente persistent vorhanden
sind, wahrend andere dauerhaft entfaltet sind, oder eher um ein Ensemble von Strukturen, die mehr
oder minder Fluktuationen unterliegen.

Im Lichte der erhobenen Daten scheint fiir die druckunterstiitzte Kéltedenaturierung von HEL
letzteres der Fall zu sein. Es konnten keine Abschnitte innerhalb der Sequenz gefunden werden,
welche Hinweise auf eine abweichenden Grad an Stabilisierung bzw. Destabilisierung aufwiesen. Der
Einfluss der Colsolventien ist sehr einheitlich, d.h. verlduft hochkooperativ.

Daher bedeutet ,teilentfaltete Struktur also weniger, dass bestimmte Bereiche von HEL gefaltet
sind, wahrend andere vollkommen entfaltet sind, sondern dass alle Bereiche des Proteins zu einem

gewissen Grad fluktuieren, d.h. teilentfaltet sind.

6.3 Thermisch induzierte Faltung des Polypeptids
GVG(VPGVG);3

Bei der Bestimmung der T}-Zeiten konnte fiir keinen '3C-Kern eine Abnahme der Werte mit Erho-
hung der Temperatur festgestellt werden. Lediglich die Abweichungen vom Arrhenius-Verhalten kén-

nen als ein Indiz fiir eine Zunahme des Strukturgrades, d.h. der Bildung der 3-Schleifen-Konformation
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gewertet werden. Die Anwesenheit dieses Strukturmotivs konnte durch die Valin-v-Prolin-d- und
Valing-a-Prolin-§-Kopplungen belegt werden. Auch konnte durch CD-spektroskopische Messungen,
welche von Chiara Nicolini am Lehrstuhl fiir Physikalische Chemie I der Universitdt Dortmund
durchgefiihrt wurden (siehe Abb. 6.2), ein Ubergang von einer ungeordneten zu einer 3-Schleifen-

Konformation in einem breiten Bereich zwischen ca. 0 °C und 100 °C nachgewiesen werden.
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Abbildung 6.2: Anderungen der Ellipitizitit des Octadekamers bei 197 (0) und 217 (o) nm zwischen 0
und 100 °C. Die Anderungen belegen den Ubergang von einer ungeordneten zu einer Typ II 3-Schleifen-

Konformation.

Eine Erkldrung fiir die Abwesenheit einer absoluten Abnahme an Beweglichkeit liegt wahr-
scheinlich in der generell hohen Dynamik des Octadekamers. Die abgeschitzten Rotationskorrelati-
onszeiten liegen teilweise in dem Bereich fiir freie Aminoséuren, was von einer sehr hohen Mobilitét
des Molekiils zeugt. Wenn die Molekiile viele Freiheitsgrade an Bewegung besitzen, welche bei der
Zunahme der Temperatur weiter angeregt werden, kénnte im Vergleich dazu die Abnahme der Dy-
namik durch die Zunahme an Struktur sehr gering ausfallen. Der Ubergang erstreckt sich iiber einen
weiten Temperaturbereich (vgl. Abb. 6.2), so dass dem System beim Ubergang viel thermische Ener-
gie zugefithrt wird. So erhoht sich im gesamten die Dynamik des Systems, und die Zunahme des
Faltungsgrades macht sich daher nur in kleinen Abweichungen vom Arrhenius-Verhalten bemerkbar.

Die Aktivierungsenergien E,, welche fiir GVG(VPGVG)3 bestimmt wurden, liegen zwischen 5
(P-6) und 15 kJ mol™! (Gy-C=0). Fiir Kohlenstoffe des Dekapeptids LHRH (engl.: Luteinizing
Hormone-Releasing Hormone) z.B. findet man in der Literatur [81] Werte zwischen etwa 10 und 30
kJ mol~!. Die hier am GVG(VPGVG)s3-Molekiil bestimmten Werte liegen also im Mittel um den

Faktor zwei niedriger und zeugen von einer niedrigen Rotationsbarriere fiir die Aminosdurereste des



KAPITEL 6. DISKUSSION 80

elastin-mimetischen Peptids.

NMR-spektroskopisch konnten Subpopulationen identifiziert werden: In den '3C-1D-Spektren
konnten zusétzliche Signale von zwei Glycinen und einem Valin; entdeckt werden. Anhand der T7-
Zeiten befinden sich die Glycine vermutlich in terminalen Positionen; sie kdnnten aber beide auch zu
einer einzigen terminalen GVG-Gruppierung gehdren. Der T7-Wert des Valins ¢ l4sst keine eindeu-
tige terminale Zuordnung zu. In den homonuklearen 'H-2D-COSY- und NOESY-Spektren finden
sich verschobene Prolin-d-Signale (P-dg, und P-d3), die auf Subpopulationen mit Prolinen in abwei-
chender Konformation schliefen lassen. Dementsprechende Abweichungen in den '*C-Spektren sind
allerdings nicht zu verzeichnen. Fiir die verschobenen Prolin-dg,-Kopplung im 2D-COSY-Spektrum
lassen sich im NOESY-Spektrum keine weitergehenden Informationen gewinnen. Das verschobene
Prolin-Signal im NOESY (Prolin-d3) hingegen zeigt ein Kreuzkorrelationssignal mit einem Valin-«
in der Position 1. Dies ist etwas ungewohnlich, da das Prolin und das Valin; durch das Glycing
voneinander getrennt sind, was fiir eine ungewthnliche Geometrie der beteiligten Reste spricht.
Eine Erkldrung hierfiir wire, dass der Kontakt {iber die pentamere Untereinheit hinaus zustan-
de kommt. Das carboxy-terminale Valin; z.B. kann dem N-terminalen Prolin sehr nahe kommen.
Der Befund, dass auch NOE-Korrelationssignale zwischen der Valin-y- und der Prolin-3/Prolin-v-
Region gefunden wurden, spricht fiir diese Erklirung. In der Struktur des GVG(VPGVG)3 in der
(-Schleifenkonfiguration (vgl. Abb. 2.13) nihern sich die y-Protonen des carboxy-terminalen Valin;
den B-Protonen des N-terminalen Prolins bis auf etwa 0,22 nm; der geringste Abstand zwischen
den entsprechenden Valin-y-Protonen und Prolin-y-Protonen betréigt ca. 0,33 nm. Auf Basis dieser
Struktur liefse sich das Vorhandensein der jeweiligen NOE-Kontakte also erkléren. Allerdings betragt
der Abstand zwischen dem Valini-a- und den Prolin-j-Protonen hier gut 8 nm, was unvereinbar
mit dem vorhandenen NOE-Signal zwischen dem Prolin-d3 und einem Valin;-« ist. Hier miisste,
wenn das Signal wirklich aus der Ndhe des carboxy-terminalen Valins und des N-terminalen Prolins
resultiert, eine andere Geometrie vorliegen.

Ob es sich bei dem hier gefundenen Kontakt zwischen dem Prolin-d3- und dem Valin;-Signal
um dasjenige Valin; handelt, welches in den '3C-Spektren aufgefallen ist (Signal c), kann aufgrund
mangelnder verbindener Informationen zwischen 3C- und 'H-Spektren nicht beurteilt werden. Eine
Auswertung der Signalintensitdten im NOESY gemif der ISPA (engl.: isolated spin pair appro-
zimation) um die Kernabstdnde zu berechnen, ergab keine sinnvoll interpretierbaren Ergebnisse.
Wahrscheinlich war die gewéhlte Mischzeit von 1,2 s fiir eine quantitative Analyse zu lang und/oder
die Dynamik entlang der Polypetidkette zu hoch und zu heterogen, so dass hieriiber keine zusatzli-

chen Informationen erhalten werden konnten. Fin Zusammenhang zwischen dem Prolin-d3-Valini-«
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Korrelationssignal und dem zusitzlichen Signal ¢ des '3C-1D-Spektrums sowie eine Zuordnung des
entsprechenden Valins zu einer terminalen Position liegt insofern nahe, als dass der NOE-Kontakt
strukturell schlecht {iber eine rdumliche N&he innerhalb einer pentameren Einheit erklért werden
kann; weiterhin zeigt das Signal ¢ des 3C-1D-Spektrums wie die Signale der terminalen Glycine a
und b eine Intensitdtsabnahme mit steigender Temperatur. Dem steht allerdings die relativ geringe
Dynamik entgegen, die nicht wesentlich héher als die des Vi-Hauptsignals ist. Sollte also ein termi-
nales V; Urheber obiger Signale im 'H,'H-2D-NOESY- und im '3C-1D-Spektrum sein, so miisste
es strukturell iiber z.B. eine Wasserstoffbriicke stabilisiert sein, um die relativ geringen 73-Zeiten

zu erkldren.

Abbildung 6.3: 3D-Darstellung der Aminodurereste V2 und P von GVG(VPGVG)3 im [3-Schleifen-Motiv.
Das Va-a-Proton und die Va-+y-Protonen sind nahe bei den P-d-Protonen und fiihren so zum entsprechendes

Kreuzkorrelationssignal im NOESY-Spektrum.

Die sich aus diesen Erdrterungen ergebenden Konsequenzen fiir die Konformation des Polypep-
tids im teilgefalteten Zustand sind in Abb. 6.3 bis 6.5 zusammengefasst. Abb. 6.3 zeigt die Struktur
zwischen dem Vs und dem P in der (-Schleifen-Konformation und verdeutlicht, wie die Ndhe der
a-, 7 und é-Protonen die vorgefundenen NOE-Signale erkléren kann und auf das Vorhandensein der
Typ II-3-Schleife zuriickzufiihren sind. Abb. 6.4 ist ein strukturelles Muster zu entnehmen, welches
die Ursache der NOE-Signale zwischen V-+- und P-3/y-Protonen sein kénnte. Durch die rdumliche
Néhe einzelner $-Schleifen (hier: der ersten und der dritten) konnen sich die jeweiligen Protonen na-
he kommen. Natiirlich sind auch andere Konformationen denkbar, die zu einer Ndhe entsprechenden
Protonen fithren kénnten. Ein Vorschlag, wie die Konformation aussehen kénnte, die zu dem Muster

der Kreuzkorrelationen des Signals d3 passt, ist in Abb. 6.5 dargestellt. Eine Kopplung zwischen
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Abbildung 6.4: Interpentamerer Kontakt zwischen dem carboxyterminalen Valin und N-terminalen Prolin,

das die gefundenen V-+-P-3/~-Kontakte erklaren konnte.

P-6-Protonen und einem Vi-a-Proton ist auch hier innerhalb des pentameren G;V{GoVoP-Motivs
eher unwahrscheinlich. Damit aber die P-d-Protonen exponiert genug sind, miisste das Prolin so
orientiert sein, dass die entsprechende [3-Schleife nicht mehr ausgebildet werden kann (entsprechend
fehlt der P-0-Vao-a-Kontakt). Wenn das gegeniiberliegende V; entsprechend orientiert ist, kann ein
interpentamerer NOE-Kontakt entstehen. Allerdings ist auf Basis dieser Struktur nicht zu erkldren,
wie es zum NOE-Kontakt zwischen dem P-§ und dem P-a kommt.

Es ist zu betonen, dass die hier gezeigten Strukturen Vorschldge sind, die bildlich herausstellen
sollen, welche Informationen dem NOESY-Spektrum, das bei Raumtemperatur gemessen wurde, zu
entnehmen sind. Sie beschreiben mdgliche stabile Konformationen, welche neben der ungeordne-
ten Konformation auftreten, die den Hauptteil im Ensemble der Peptidmolkiile darstellt. Auch von
den Vorschldgen abweichende Strukturen sind denkbar, welche die Signale im NOESY-Spektrum
erkliren kénnen, jedoch ist die relativ kompakte Struktur der Abb. 2.13, auf der die Uberlegun-
gen basieren, durchaus plausibel. Insgesamt kann aufgrund der Komplexitét des Systems mit drei
pentameren VPGVG-Sequenzen, die vielerlei Konformationen annehmen konne, {iber die zugrun-
deliegenden Strukturen nur spekuliert werden. Hier béten sich molekulardynamische Simulationen
an, in denen gezielt nach Subpopulationen gesucht und deren Struktur mit den NMR-Ergebnissen

verglichen werden kann. Tabelle 6.1 fasst die gefundenen Signale, den spektroskopischen Nachweis
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und die Zuordnung bzw. weitergehende Interpretation der Daten zusammen.

Abbildung 6.5: Strukturvorschlag fiir das Polypeptid GVG(VPGVG)3 auf Basis der d3-Kreuzkorrelationen.
Die N-terminale 3-Schleife ist, ausgehend von der Struktur in Abb. 2.13 bzw. 6.3, durch Drehung des Prolins
aufgeldst worden, was die P--Protonen zum carboxy-terminalen Valin exponiert. Dies trégt der Beobachtung
Rechnung, dass das P-d3 nicht mit einem V-« koppelt. Das carboxyterminale V; ist so gedreht worden, dass
sein a-Proton den P-d-Protonen zugewandt ist und so einen NOE-Kontakt zwischen einem P-§ und einem

Vi-a, wie er hier gefunden wurde, erkliren konnte.

Vergleicht man die Ergebnisse der NMR-spektroskopischen Charakterisierung von GVG(VPGVG)3
insgesamt mit denen, wie sie fiir die hochpolymere Form dieses Polypeptids beschrieben werden
(M, ~ 10°g/mol, [65]), so fillt auf, dass sie im Wesentlichen iibereinstimmen. Fiir niedrige Tem-
peraturen stimmen die 3C-1D-Spektren bzgl. den Hauptsignale iiberein, lediglich die hier als zu-
sitzliche Signale identifizierten fehlen, was die Zuordnung dieser zu terminalen Gruppen erhirtet.
Bei hoheren Temperaturen dndern sich die spektralen Eigenschaften des Hochpolymers, was in der
Literaturstelle auf (Pre-)Aggregationsphinomene zuriickgefiihrt wird. Derlei Anderungen konnten
flir das Octadekamer nicht gefunden werden.

Auch stimmen die gefundenen T7-Werte gut {iberein, was angesichts der Tatsache iiberrraschend
ist, als die hochpolymere Form eine molekulare Masse besitzt, welche ca. 70 mal grofer ist als die
des Octadekamers. Fiir GVG(VPGVG)3 finden sich sogar Relaxationszeiten, welche niedriger sind
als die des Hochpolymers. Da T} invers proportional zur Rotationskorrelationszeit ist (siehe Formel

3.27), bedeutet dies, dass die Dynamik dieser Kerne im Octadekamer niedriger als im Hochpolymer
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Tabelle 6.1: Zusammenfassende Darstellung der NMR-Ergebnisse {iber die Hochtemperaturkonformation des Po-

lypeptids GVG(VPGVG)s.

Signal bzw. Kopplung

Methode

Zuordnung

V-v-P-§ 'H 'H-2D-NOESY Typ II 3-Schleife, CD-spektroskopisch
Va-a-P-§ bestéatigt
V-v-P-3/~ 'H,'H-2D-NOESY interpentamerer NOE-Kontakt

verschobene P-4§-H-

Kopplung P-dg

'H,'H-2D-COSY und
-NOESY

konformeres Prolin

P—53—V1—Oé
P—(Sg—P-Oz

H,'H-2D-NOESY

konformeres Prolin, ( interpenta-

merer NOE-Kontakt des terminalen V; ?)

G-Carbonyl-a und b

13C.1D-NMR, HSQC,

terminale Reste, Anteil nimmt

G-a-d HMQC, '3C-T;-Relaxation mit steigender Temperatur ab
V;-Carbonyl-¢ 13C-1D-NMR, HSQC, konformere Aminoséuregruppe, (termi-
G-a-e HMQC, '3C-T1-Relaxation | nale Gruppierung, die auch Urheber des

P-03-V1-a-NOE-Kontakts ist 7), Anteil

nimmt mit steigender Temperatur ab

ist. Eine Erkldrung hierfiir wire, dass es im Wesentlichen interne Bewegungen sind, die die Dyna-
mik des GVG(VPGVG)s-Polypetids ausmachen und Translations- sowie Rotationsbewegungen des
gesamten Molekiils, welche bei kleineren Molekiilen schneller sind, nicht so sehr ins Gewicht fallen.

Zusammenfassend lassen sich die Daten im Rahmen eines Uberganges von einer ungeordneten
Konformation der pentameren (VPGVG)-Einheit in eine (-Schleifen-Konformation des Typs II
interpretieren. Bei Raumtemperatur konnte das 3-Schleifen-Motiv nachgewiesen werden. Neben der
ungeordneten Konformation und der 3-Schleifen-Konformation scheinen bei Raumtemperatur noch
zwei weitere niedrig populierte Spezies mit Prolinen in abweichender Konformation vorzukommen,
was durch das Vorhandensein zweier verschobener Prolin-d-Signale (P-dg, und P-d3) nahegelegt
wird.

Dariiber hinaus konnten 2C-NMR-spektroskopisch mindestens zwei weitere Subpopulationen
identifiziert werden. Erstens finden sich zwei hochdynamische, terminale Glycine, die zusammen zu
einer sehr beweglichen terminalen GVG-Gruppe, aber auch zu separaten Termini geh6ren kénnten.
Zweitens deutet ein zusétzliches Valin-Carbonyl-Signal auf ein von der Konformation der Hauptpo-

pulation abweichendes Valin; hin. Die Besetzung dieser Subpopulationen nimmt mit zunehmender
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Temperatur ab.

Auf der Ebene der T1-Zeiten konnte kein signifikanter Riickgang der Dynamik aufgrund der Zu-
nahme des Faltungsgrades mit steigender Temperatur gefunden werden. Allerdings folgt die Tem-
peraturabhingigkeit von 77 fiir einige Kohlenstoffe im Rahmen der Genauigkeit keinem Arrhenius-
Verhalten, was man als Indiz fiir eine Zunahme des mittleren Faltungsgrades innerhalb des Mole-
kiilensembles moglicher Konformationen werten kann. Die aus den T}-Zeiten berechneten Aktivie-
rungsenergien sind relativ niedrig, so dass sich insgesamt das Bild eines Ensembles von hochdyna-
mischen Molekiilen ergibt, deren mégliche Konformationen nur durch geringe Aktivierungsbarrieren
getrennt sind. Gleichzeitig kann allerdings bei Raumtemperatur das Typ-II 3-Schleifen-Motiv und
vermutlich auch ein interpentamerer Kontakt nachgewiesen werden, welche auf der Zeitskala eines

NOESY-Experiments stabil sind.



Kapitel 7

Zusammenfassung

Zweifelsohne spielen Proteine eine tragende Rolle in der Biochemie des Lebens. Thre funktionale
Diversitét ist sehr breit und reicht physiologisch von strukturellen Funktionen, wie sie z.B. das Ela-
stin einnimmt, {iber regulatorischen Aufgaben bis hin zur enzymatischen Katalyse. Entsprechend
komplex und vielféltig sind die Strukturen, welche Proteine einnehmen miissen. Die Struktur der
Proteine ist eng mit ihrer Stabilitdt verkniipft, welche wiederum die Summe vieler Wechselwirkun-
gen wie z.B. hydrophober Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriickenbindungen, ist. Die Summe
dieser Wechselwirkungen entscheidet letztendlich dariiber, ob ein Protein in gefalteter oder entfal-
teter Form vorliegt. Bei erh6hten Temperaturen z.B. fithrt die hohe Konfigurationsentropie AS¢ont.
zur Entfaltung, wihrend bei niedrigen Temperaturen eine Erniedrigung der Hydratisierungsent-
halpie AHyyq,. ebenfalls zu einer Destabilisierung, der sog. Kéltedenaturierung, fiihren kann. Die
Umgebung von Proteinen spielt bei der Stabilitdt von Proteinen eine herausragende Rolle, da je-
de strukturelle Anderung innerhalb des Molekiils gleichzeitig auch zu einer Interaktion mit der
- zumeist wassrigen - Umgebung fithrt (,,slaving“Effekt). Daher setzt ein tieferes Verstdndnis der
Proteinstruktur auch eine tiefere Einsicht in die Wechselwirkungen des Polypeptids mit direkten
Umgebung voraus. In vivo befinden sich globuldre Proteine i.d.R. in einer wissrigen Losung zu-
sammen mit einem mehr oder minder komplexen Gemisch anderer Stoffe, welche Einfluss auf die

Stabilitat des Proteins nehmen konnen.

In dieser Arbeit wurde das Phinomen der Kiltedenaturierung anhand zweier Modellsysteme,
dem Lysozym aus Hiihnereiweiss sowie dem elastin-mimetischen Octadekapeptid GVG(VPGVG)s,
mittels NMR-spektroskopischer Methoden untersucht. Die Untersuchung mittels NMR erlaubt da-
bei Informationsgewinn auf atomaren Niveau. Die Kéltedenaturierung ist als milde Entfaltungsform

bekannt, bei welcher, verglichen mit der Hitzdenaturierung, ein Rest an Sekundarstruktur verbleibt,

86
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und somit eine stabile, teilentfaltete Form des Proteins einer Untersuchung zugénglich ist. Desweite-
ren wird die Kéltedenaturierung von der Hydratisierungssenthalpie A Hy,yq,, angetrieben und erlaubt
so Riickschliisse auf Hydratisierungsphinomene. Die Kéltedenaturierung tritt bei Lysozym erst bei
Temperaturen unterhalb des Gefrierpunktes auf, weshalb unter erhhtem Druck (3750 bar) gear-
beitet wurde, bei dem Wasser bis weit (=~ —20 °C) unter 0 °C fliissig vorliegt und das Lysozym
kéltedenaturiert ist. Elastin-mimetische Peptide hingegen, zu welchem auch das hier untersuchte
Octadekapeptid GVG(VPGVG)3 gehort, weisen einen sog. ITT, einen Inverse Temperature Tran-
sition oberhalb von 0 °C auf, bei dem mit zunehmender Temperatur der Strukturgrad zunimmt.
Der ITT kann wahrscheinlich als eine Art Kéltedenaturierung aufgefasst werden, bei dem sich mit
abnehmender Temperatur der Strukturgrad verringert und umgekehrt bei steigender Temperatur

zunimmt.

Fiir Lysozym wurde die druckunterstiitzte Kaltedenaturierung (3750 bar, -13 °C, pD 2,4) und
der Einfluss der Cosolventien Sorbitol (500 mM) und Harnstoff (2 M) hierauf iiber P-Faktoren
NMR-spektroskopisch charakterisiert. Diese lassen sich aus den Austauschraten labiler Amidpro-
tonen gegen den Deuteronen des Deuteriumoxid-Puffers berechnen und stellen ein Maf fiir den
Strukturgrad um einen gegebenen Aminosdurerest dar. Zum Vergleich wurden fiir die Hitzedenatu-
rierung (1 bar, 80 °C, pD 3,4) die P-Faktoren in reinem Puffer und bei Anwesenheit von 500 mM
Sorbitol bestimmt. Dariiberhinaus wurde die Hitzdenaturierung mikrokalorimetrisch {iber DSC und

PPC sowie 'H-1D-NMR-spektroskopisch iiber das Signal des Histidins 15 verfolgt.

Sowohl die DSC- und PPC-Daten als auch die 'H-1D-NMR-spektroskopischen Messungen weisen
die Hitzdenaturierung als hochkooperativen Vorgang im Rahmen eines Zweizustandsmodells aus.
Bei den kinetischen Protonenaustausch-Messungen konnte jedoch ein Intermediat bei der thermisch
induzierten Entfaltung gefunden werden, welches einen Rest an Struktur aufweist. Die vollstandig
entfaltete Form weist P-Faktoren im Bereich der Zufallsknduel-Konformation auf. Die Hohe der P-
Faktoren des Intermediats rechtfertigt allerdings keine Zuordnung zu bekannten Zwischenzustédnden,
wie sie z.B. durch chemische Denaturantien induziert und fiir Molten Globules berichtet werden.
Es ist weniger strukturiert, weist die hochsten P-Faktoren bei oder in der N&he von verbriickten
Cysteinen auf und scheint der vollstéindig entfalteten Form ndher zu stehen. Die Zugabe von Sorbitol
fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der P-Faktoren fiir dieses Intermediat, was unterstreicht,
dass es die Zunahme der Konfigurationsenthalpie AS.q,¢. ist, die diese Art der Entfaltung antreibt

und bei der Anderungen der Hydratisierung, wie sie von Sorbitol vermittelt wird, kaum eine Rolle
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spielen.

Fiir die kiltedenaturierte Form wurden wesentlich grofere P-Faktoren bestimmt, die von der
Grofse her eher zu bekannten Intermediaten bzw. Molten Globules passen. Die Kaltedenaturierung
ist also eine mildere Form der Entfaltung. Auch hier findet sich der héchste Schutz vor Protonen-
austausch bei oder benachbart zu verbriickten Cysteinen. Helicale und 3-Faltblatt-Regionen weisen
vergleichbare P-Faktoren auf. Bei Zugabe von Sorbitol erhohen sich die P-Faktoren drastisch, was
ein direkter Hinweis auf den Einfluss der Hydratisierung in diesem Entfaltungsszenario ist. Die
Stabilisierung der Struktur erfolgt fiir das gesamte Protein einheitlich: kein Bereich konnte entlang
der Sequenz identifiziert werden, der durch die Zugabe des Sorbitols in auferordentlicher Weise re-
strukturiert wiirde. Die Sorbitol-vermittelte Stabilisierung betrifft Lysozym also in uniformer Weise
und stabilisiert helicale Strukturen wie Faltblattstrukturen gleichermafen. Dies zeugt davon, dass
Sorbitol kaum mit dem Protein interagiert und die durch das Polyol vermittelte Stabilisierung der
Hydratisierung unspezifisch das gesamte Protein betrifft, in Ubereinstimmung mit dem Konzept der
préferentiellen Hydratation, wie es fiir Proteine in Osmolyten diskutiert wird. Die Anwesenheit von
Harnstoff fithrt zur Absenkung der P-Faktoren. Auch hier ist keine Region innerhalb des Proteins
zu verzeichnen, welche in abweichender Weise vom Harnstoff destabilisiert wiirde. Der Einfluss der

Cosolventien auf die kdltedenaturierte Form von Lysozym ist also kooperativ und uniform.

Die Charakterisierung des ITT des Octadekapeptids GVG(VPGVG); erfolgte 3C-1D-spektros-
kopisch im Bereich von 23 °C bis 80 °C und die T}-Raten wurden fiir die '3C-Kerne bei Temperaturen
von 5, 27, 60 und 75 °C bestimmt. Fiir die Signalzuordnung wurden weiterhin bei Raumtemperatur
die 13C-'H-2D-HSQC und -HMBC-Spektren sowie die homonuklearen 'H-2D-COSY und -NOESY-

Spektren bestimmt.

13C-NMR-spektroskopisch wurden neben den Hauptsignalen des pentameren G1V;GyV,P-Motivs
im Bereich zwischen 23 und 80 °C weitere Signale gefunden. Diese konnten zwei terminalen Glycinen
und einem Valin zugeordnet werden. Die zwei Glycine kénnten zusammen zu einer hochdynamischen,
terminalen GVG-Gruppe gehoren, es kdnnte sich bei ihnen aber auch um separate N- bzw. carboxy-
terminale Reste handeln. Die Dynamik des Valins rechtfertigt keine Zuordnung zu einer terminalen
Position, daher stammt es wahrscheinlich von einer Subpopulation, bei der dieser Rest in einer von
der Hauptpopulation abweichenden Konformation vorliegt. Der relative Anteil der terminalen Gly-
cine als auch des konformeren Valins am gesamten Molekiilensemble an Konformationen nimmt mit

zunehmender Temperatur ab.
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Im 2D-COSY- und 2D-NOESY-Spektrum konnten zwei weitere Prolin-d-Signale entdeckt wer-
den, welche Hinweise auf zwei Subpopulationen geben, bei denen die Konformation des Prolins von
der Prolin-Konformation der Hauptpopulation abweicht. Die Anwesenheit des Typ II-3-Schleifen-
Motivs konnte durch das NOESY-Spektrum belegt werden; zudem legen NOE-Signale zwischen der
Valin-v- und Prolin-(3/v-Region Kontakte {iber die pentamere Sequenz hinaus nahe. Die T}-Raten
nehmen mit der Temperatur im gesamten untersuchten Temperaturbereich zu und zeigen keinen
Hinweis auf ein Riickgang, wie man es bei einer Zunahme des Faltungsgrades erwarten wiirde. Grund
hierfiir kénnte in der hohen Dynamik des Octadekapeptids liegen, dessen Rotationskorrelationszei-
ten auf Basis der T1-Raten abgeschétzt werden konnten und teilweise Werte erreichen, wie sie fiir
freie Aminosduren bekannt sind. Allerdings weicht die Temperaturabhéngigkeit der 7)-Zeiten fiir
einige Kerne signifikant vom Arrhenius-Verhalten ab, was man als Hinweis auf eine zunehmende
Faltung der pentameren Untereinheiten mit steigender Temperatur werten kann. Die Daten pas-
sen in das Bild eines Ubergangs von einer ungeordneten, hochdynamischen Struktur in die Typ II

(-Schleifen-Konformation bei Erh6hung der Temperatur.
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