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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Faltung von Proteinen

Jede Eigenschaft eines lebenden Organismus, jeder Vorgang in ihm wird beinflusst und
gesteuert von Proteinen. Proteine sind z. B. beteiligt an der Herstellung und dem Abbau
anderer Proteine, sorgen fiir die strukturelle Integritdt der Zelle, katalysieren die Reaktionen
des Energiestoffwechsels oder transportieren und speichern eine Vielzahl von Partikeln,
angefangen von Elektronen bis hin zu Makromolekiilen. Proteine gibt es in einer groflen
Anzahl, optimal ausgerichtet auf ihre Funktion und angepasst an ihre Umgebung.
Schitzungen im Rahmen des human genome projects ergaben, dass zwischen 30 000 und

120 000 Gene den Bauplan fiir mindestens ebensoviele Proteine codieren.

Allen Proteinen gemeinsam ist, dass sie agieren, indem sie interagieren, entweder mit
anderen Proteinen oder mit DNA, RNA, Kohlenhydraten, Lipiden oder niedermolekularen
Verbindungen. Die rdumliche Strukur von Proteinen ist deshalb mafigeblich fiir deren
Eigenschaften und Funktionen verantwortlich. Geht diese verloren, so kann das Protein seine

Funktion nur noch eingeschrinkt bzw. iiberhaupt nicht mehr erfiillen.

1.1.1.  Die Proteinfaltung in vivo

1.1.1.1. Proteinbiosynthese und Faltung

Biologische Stukturen sind unter den richtigen Rahmenbedingungen zur Selbstorganisation
fahig, das heiflt, dass sie zur Erlangung ihrer dreidimensionalen Struktur nicht auf duflere
Matrizen angewiesen sind. So ist auch Proteinfaltung unter physiologischen Bedingungen ein
spontaner Prozess, der weder zusitzliche Informationen noch Energiezufuhr von auflen

bendtigt. Die dreidimensionale Struktur eines nativ gefalteten Proteins ist ausschlielich durch
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seine Primirstruktur, die Aminosduresequenz der zugrundeliegenden Polypeptidkette, vorge-

geben (Anfinsen, 1973).

In vivo findet die Proteinfaltung unter erschwerten Bedingungen statt. In der Zelle sind
Gesamtproteinkonzentrationen von einigen 100 mg/ml nichts seltenes (Morimoto et al.,
1994), so dass das Medium, in dem die Faltung ablduft, eine hoch viskose Losung ist, die
besondere Anforderungen an die Proteinfaltung stellt. Im Verlauf der Faltung besteht eine
erhohte Gefahr der Aggregation, da nicht native Proteine verstdrkt hydrophobe Oberflichen
dem Losungsmittel und somit auch anderen ungefalteten Proteinen prisentieren. Dariliber
hinaus fiihren langsame Prozesse wihrend der Faltung, wie die Bildung von Disulfidbriicken
oder die Isomerisierung von Prolinen, zur Anhdufung von intermedidren Faltungszustinden
des Proteins. Dieses beschleunigt unproduktive Wechselwirkungen und Aggregatbildung

(Buchner, 1996).

Um diese Schwierigkeiten umgehen zu konnen, wird in vielen Fillen das Protein nicht erst
als Ganzes am Ribosom synthetisiert, bevor es in die native Konformation faltet. Vielmehr
laufen Synthese und Faltung parallel ab. Das Protein wird abschnittsweise am Ribosom vom
N- zum C-Terminus hin gebildet, so dass eine Doméne schon falten kann, wihrend sich der
Rest der naszierenden Polypeptidkette noch am Ribosom befindet. Bei Proteinen, welche in
ein bestimmtes Zellkompartiment transportiert werden sollen, findet die Translokation
ebenfalls kotranslational statt. Um natives, aktives Protein zu erhalten, ist die in vivo
bevorzugte Syntheserichtung im iibrigen nicht zwingend. Wie Untersuchungen an
Ribonuklease A und GroES gezeigt haben, falten diese auch nach Synthese vom C- zum N-
Terminus gemifB der Merryfield-Methode zum aktiven Zustand (Gutte & Merryfield, 1971;
Mascagni et al., 1991). Chemische Modifikationen, wie z. B. die Disulfidverbriickung von
Cysteinresten, konnen auch bereits an der naszierenden Polypeptidkette erfolgen. Das konnte

im Falle von Immunoglobulinen, Serumalbumin aus Ratte und Influenza-Hdmagglutinin
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nachgewiesen werden (Bergmann & Kuehl, 1979; Peters & Davidson, 1982; Braakman et al.,
1991). Jedoch ist durch Verdnderung der Redoxbedingungen in Zellkulturen gezeigt worden,
dass die Faltung zur korrekten Tertidrstruktur bei Himagglutinin auch moglich ist, wenn die

kotranslationale Disulfidverbriickung nicht stattfindet (Braakman et al., 1992).

Es gibt aber auch Beispiele, bei denen Proteinsynthese und -faltung nicht gleichzeitig
stattfinden. Bei Ribonuklease A muss sich die gesamte Polypeptidkette erst vom Ribosom
gelost haben, da der C-Terminus essentiell fiir die Ausbildung der nativen Konformation ist
(Lin, 1970). Thornton und Sibanda konnten 1983 aus N- und C-terminalen Bereichen
bestehende strukturelle Domédnen nachweisen, was die Vermutung nahelegt, dass fiir die

Faltung einiger Proteine die vollstindig synthetisierte Polypeptidkette vorliegen muss.

In vivo wie auch in vitro stellt die Proteinfaltung keinen Prozess dar, der zu 100 % korrekt
gefaltetes, natives Protein liefert. Auch unter physiologischen Bedingungen kommt es zu
ausbeuteminimierender Aggregation, die durch Stressbedingungen, z. B. verursacht durch
erhdhte Temperatur oder Uberproduktion rekombinanter Proteine, noch gefdrdert wird
(Haase-Pettingel & King, 1988; Hurtley & Helenius, 1989; Bowden & Georgiou, 1990). Bei
der Uberexpression konnen fehlgefaltete Polypeptidketten zu unldslichen, sogenannten

inclusion bodies fithren (Marston, 1986).

1.1.1.2. Chaperone und Faltungskatalysatoren

Als Hilfe fiir die Proteinfaltung setzt die Zelle Faltungshelferproteine, sogenannte
molekulare Chaperone (Ellis, 1987; Gething, M.-J., 1997) ein. Aufgrund der verstirkten
Expression dieser Proteine unter Hitzestress ordnet man die meisten der Klasse der
Hitzeschockproteine zu (Georgopoulos & Welch, 1993; Buchner 1996) und teilt sie anhand
von Sequenzhomologien und ihres Molekulargewichtes in die Familien Hsp104, Hsp90,

Hsp70, Hsp60 und die der kleinen Hitzeschockproteine ein. Sie stellen die grofite Klasse an
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faltungsassistierenden Proteinen dar (Gething & Sambrook, 1992; Hartl, 1996; Buchner,
1996; BeiBlinger & Buchner, 1998). Diese interagieren selektiv mit nichtnativen Proteinen
iiber exponierte, hydrophobe Oberflichen, wodurch sie illegitime Wechselwirkungen
zwischen den faltenden Polypeptidketten unterbinden und auf diese Weise der Aggregation
als dominierender, unspezifischer Nebenreaktion entgegenwirken (Jaenicke & Buchner,
1993). Es werden dabei jedoch keine sterischen Informationen fiir die Faltung bereit gestellt

(Buchner, 1996; Hartl, 1996; Jaenicke, 1996).

Zwei in allen Zellen vorkommende Faltungskatalysatoren unterstiitzen die in vivo-
Proteinfaltung, indem sie die meist geschwindigkeitsbestimmenden Schritte beschleunigen.
Unter dem Begriff Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPI) fasst man eine ganze Reihe von
ubiquitdren Enzymen zusammen, die die cis/trans-Isomerisierung von Prolinen katalysieren
(Schreiber, 1991; Fischer, 1994; Galat & Metcalfe, 1995). In der Literatur wurden drei
strukturell unabhdngige Familien von PPlasen beschrieben: Die Cyclophiline (Cyp), die
FK506-Bindeproteine und die Parvuline (Fischer, 1994). Cyclophiline und FKBPs werden
wegen ihrer zelluliren Rezeptorfunktion fiir die Immunsuppressiva Cyclosporin A bzw.
FK506 auch als Immunophiline bezeichnet (Fischer et al., 1984; Schreiber, 1991; Fischer,
1994; Galat & Metcalfe, 1995). Dariiber hinaus wurde der sogenannte Trigger-Faktor aus
E.coli als effiziente, am Ribosom lokalisierte PPlase identifiziert, welche wiahrend der
Translation mit den naszierenden Polypeptidketten interagiert (Stoller et al., 1995; Valent et
al., 1995; Hesterkamp et al., 1996). Im Gegensatz zu den Immunophilinen sind die Parvuline
weder durch Cyclosporin A noch durch FK506 inhibierbar (Rahfeld ez al., 1994). Obwohl der
Trigger-Faktor eine FKBP-dhnliche Doméne besitzt, sind die vorgenannten Inhibitoren auch
bei ihm wirkungslos (Fischer et al., 1984). PPIs kommen in vivo haufig in groBeren

Proteinkomplexen vor, die der Faltung und Aktivierung von Substraten dienen.
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Die Klasse der Proteindisulfidisomerasen (PDI) (Freedman, 1984) — die prokaryontischen
Vertreter werden als DsbA und DsbC bezeichnet (Bardwell et al., 1991; Shevchik et al.,
1994) — katalysiert die Thiol/Disulfidaustauschreaktion in Polypeptiden (Wunderlich &
Glockshuber, 1993; Freedman et al., 1994; Bardwell, 1997). Anhand von Mutationsstudien
und PDI-defizienten Mikrosomen konnte die Isomerase-Aktivitit dieses Proteins in vivo

nachgewiesen werden (Tachibana & Stevens, 1992; Bulleid & Freedman, 1988).

1.1.2.  Die Proteinfaltung in vitro

1.1.2.1. Theorie und Experiment

In vitro-Proteinfaltungsexperimente ergaben bereits um 1920, dass die Denaturierung eines
Proteins durchaus nicht irreversibel, sondern unter geeigneten Bedingungen umkehrbar ist
(Anson & Mirsky, 1925; Anson & Mirsky, 1939). Wie Anfinsen Ende der 60er Jahre des
vorigen Jahrhunderts zeigen konnte, erfolgt die Renaturierung eines Proteins in vitro spontan,
sobald das Denaturierungsmittel durch Verdiinnung oder Dialyse entfernt wird (Anfinsen,
1973). Daraus wurde gefolgert, dass die native Struktur eines Proteins unter diesen
Bedingungen thermodynamisch stabiler ist als der denaturierte Zustand und sich in einem
globalen Energieminimum befindet (Anfinsen, 1973). Levinthal (1968) jedoch brachte den
Einwand, dass Proteinfaltung, wiirde sie in Form einer statistischen Suche nach der nativen
Konformation ablaufen, in biologisch relevanten Zeitrdumen nicht moglich sei (,,Levinthal’s
paradox®). Daraus schloss man, dass Faltung entlang genau definierter Pfade erfolgen miisse
(Levinthal, 1968). Da auBler den in der Primérstruktur des Proteins enthaltenen Informationen
keine duBleren Matrizen oder Energiezufuhr fiir den Vorgang der Faltung von Noéten sind
(Anfinsen, 1973), wurde fiir die Faltung die sequentielle Abfolge von zunehmend

strukturierten Zustinden des Proteins angenommen, wobei die native Konformation eines
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Proteins nicht nur iiber einen Faltungsweg erreicht werden kann (Kim & Balwin, 1982; Kim

& Baldwin, 1990).

Die Aufklirung des Faltungsweges eines Proteins setzt bei der kinetischen und
thermodynamischen Charakterisierung der intermedidr vorkommenden Zustinde des Proteins
an. Durch das Sammeln von Faltungsdaten iiber strukturell verwandte Proteine hoffte man,
den Stukturbildungsprozess und damit die ,,zweite Halfte des genetischen Codes* (Goldberg,

1985) aufzukliren. Dieses ist bis heute jedoch noch nicht vollstindig gelungen.

Die Proteinfaltung ist, wie oben schon angesprochen, ein spontaner Prozess (Anfinsen,
1973). Reaktionen laufen spontan ab, wenn die freie Reaktionsenthalpie A;G < 0 ist. A,G wird
fiir eine einfache Faltungsreaktion von U (denaturierter Zustand) nach N (natives Protein) wie

folgt berechnet:

AG = AyGy - AyGu

Gl 1.1.1: Berechnung der freien Enthalpie einer Faltungsreaktion

aus den freien Bildungsenthalpien des nativen (N) und des denaturierten Zustandes (U).

Mit A,Gy ist die freie Bildungsenthalpie des nativen, mit A,Gy die des denaturierten
Zustandes bezeichnet. Folglich sind der denaturierte Zustand, der compact denatured state
(molten globule) und der a state (molten globule unter sauren pH-Bedingungen; siche weiter
unten) Konformationen, die eine hohe freie Enthalpie besitzen. Korrekt gefaltete Proteine
befinden sich dagegen in einem Zustand minimaler freier Enthalpie. Um dieses Stadium zu
erreichen, spielen jene Wechselwirkungen eine Rolle, die einem Protein auch seine Stabilitét
verleihen: Elektrostatische und van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbin-
dungen und hydrophobe Interaktionen sowie das Bestreben, eine optimale Packungsdichte zu

erlangen, was zur Minimierung hydrophober Innenrdume fiihrt.
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AG = AH - TAS

Gl. 1.1.2.: Berechnung der freien Reaktionsenthalpie, Thermodynamik.

Dieser Vorgang beeinflusst die Entropie des Systems in dem Sinne, dass einerseits die
Bewegungsfreiheitsgrade der Polypeptidkette drastisch eingeschrinkt werden. Andererseits
wird durch die Wasserverdringung wihrend der Kompaktierung des Proteins die Entropie der
Umgebung entscheidend erhoht. Dieses stellt die treibende Kraft bei der Faltung dar

(Jaenicke, 1996).

In der Regel ist das native Protein durch hohe Energiebarrieren auch kinetisch gegeniiber
Faltungsintermediaten stabilisiert. Dementsprechend ist der letzte, zum nativen Protein
fiihrende Faltungsschritt meist auch der geschwindigkeitsbestimmende (Jaenicke, 1991;
Matthews, 1993). Wie die hohen Aktivierungsenergien vermuten lassen, finden beim
Durchlaufen des Ubergangszustandes zahlreiche strukturelle, zum Teil sehr weitreichende
Anderungen gleichzeitig statt. Mutationsstudien zeigten, dass z. B. in T4-Lysozym sich die a-
Helix der a-helikalen Domine im Ubergangszustand ausbildet (Chen et al, 1992; Lu &
Dahlquist, 1992). Auch der Ubergangszustand des Chymotrypsininhibitors konnte auf diese
Weise genauer untersucht werden. Hier weisen die beiden Doménen bereits nativ-dhnliche
Struktur auf und konnen miteinander interagieren (Otzen et al., 1994). Der Faltungsschritt
zum nativen Protein geht mit einer nicht unerheblichen Exposition hydrophober Oberflichen
im Ubergangszustand einher. Die Konformation des Proteins ist aber bereits sehr nativ-
dhnlich (Chen & Shellmann, 1989; Jackson & Fersht, 1991; Chen ef al., 1992; Serrano et al.,

1992).

Die Faltung von Proteinen kann als hierachischer Prozess angesehen werden, initiiert durch
sich lokal ausbildende, nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen benachbarten

Aminosdureresten. Diese fiihren zu Sekundirstrukturelementen, welche tiiber weitere
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Interaktionen die fiir jedes Protein einzigartige Tertidrstruktur ausbilden (Jaenicke, 1987;
Baldwin & Rose, 1999). Am Ausgangspunkt der in vitro-Riickfaltung liegt das Protein im
denaturierten Zustand vor. Im Gegensatz zum nativen Protein ist dieser nicht eindeutig
definiert, sondern wird je nach Art der Denaturierung durch eine Vielzahl unterschiedlich
stark vertretener Konformationen beschrieben. Der denaturierte Zustand zeichnet sich im
Allgemeinen durch eine hohe Losungsmittelzuginglichkeit hydrophober Reste und geringe
Reststruktur aus (Shortle, 1996). Chemische Denaturierung mittels hoher Konzentrationen
chaotroper Reagenzien, z. B. Guanidiniumhydrochlorid, bewirkt meist vollstindigen
Strukturverlust. Die Polypeptidkette nimmt die Konformation eines Zufallknéuels (random
coil) an (Tanford, 1968). In wenigen Ausnahmen wurden aber auch Reststrukturen mit

stabilen hydrophoben Bereichen beobachtet (Neri ef al., 1992).

Im Vergleich dazu werden hiufig sogenannte molten globules gebildet (Ohgushi & Wada,
1983; Ptitsyn, 1992), wenn die Denaturierung durch Hitze- oder Saureeinwirkung erfolgt.
Diese Faltungszustinde eines Proteins werden dadurch gebildet, dass hydrophobe
Aminosdurereste aus der wissrigen Losungsmittelumgebung ins Proteininnere verlagert
werden. Eine kompakte denaturierte Konformation mit hydrophoben Kontakten zwischen
benachbarten Aminosdureseitenketten ensteht (Kuwajima et al., 1985; Goto et al., 1990; Jeng
& Englander, 1991; Ptitsyn, 1992). Diese konnen durchaus denen im nativen Protein
entsprechen (Demarest et al., 1999). Molten globules weisen Sekundirstrukturelemente auf.
Ferner zeichnet sie eine fluktuierende Tertidrstruktur, l0sungsmittelexponierte hydrophobe
Oberflichen und eine unkooperative Entfaltung aus (Kuwajima, 1989; Goto & Fink, 1989;
Ptitsyn, 1992; Redfield et al., 1999). Verglichen mit dem entsprechenden nativen Zustand des
Proteins besitzen molten globules nur eine geringe Stabilitit von 4-12 kJ mol™ (Ikeguchi et
al., 1986; Mann & Matthews, 1993; Ptitsyn & Uversky, 1994). Diese relativ geringen

Stabilisierungsenergien lassen es zu, dass sich die molten globule-Konformation in einem
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raschen, direkten Gleichgewicht mit dem vollstédndig denaturierten Protein befindet (Mann &

Matthews, 1993; Ptitsyn & Uversky, 1994).

Der molten globule-Zustand ist ebenso wie der denaturierte Zustand nicht einheitlich,
sondern eine Ansammlung von dhnlichen Faltungskonformationen. Die Bezeichnung molten
globule wird in der Literatur immer haufiger fiir jegliche teildenaturierte Zustinde von
Proteinen gebraucht, die noch Sekundarstruktur aufweisen und dazu tendieren, hydrophobe
Reagenzien wie 8-Anilino-1-Naphthalensulfonsdure (ANS) zu binden. Daher ist man dazu
iibergegangen, in Anlehnung an den denaturierten Zustand von einem compact denatured
state zu sprechen. Dieser sieht fiir jedes Protein anders aus (Fink, 1995). Ausgehend von
diesem erfolgt die Faltung zum nativen Protein. Dazu werden stabile Netzwerke von
Wasserstoffbriicken und elektrostatischen Interaktionen sowie definierte Tertidrkontakte
ausgebildet. Sogenannte Subdominen entstehen, welche nativ-dhnlichen Charakter haben,
aber im Vergleich zum nativen Protein eine geringere Packungsdichte und mobile loops an
der Oberflache aufweisen (Udgaonkar & Baldwin, 1990; Oas & Kim, 1988; Matouschek et
al., 1992). Faltungsphasen dieser Art treten teilweise unabhingig voneinander in
verschiedenen Doménen desselben Proteins auf. Dieses bewirkt, dass das Protein auf
mehreren unterschiedlichen Faltungswegen zum nativen Zustand gelangen kann (Dobson et
al., 1994; Kiefhaber, 1995). Das konnte im Fall der Faltung der a- und der B-Doméne von

Hithner-Lysozym nachgewiesen werden (Radford et al., 1992).

Der molten globule wird als frithes Faltungsintermediat in verschiedenen Modellen zur
Proteinfaltung beschrieben (Ikeguchi et al., 1986; Kuwajima et al., 1987; Roder et al., 1988;
Kuwajima, 1989). Im wesentlichen werden zwei Modelle diskutiert, die den molten globule in

ihre Uberlegungen mit einbeziehen:

Im sogenannten framework model steht am Anfang der Faltung die Bildung von Teilen der

Proteinsekundarstruktur. Diese Bereiche sind noch keineswegs endgiiltig fixiert, sondern
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fluktuieren in Grofe und Position. Durch die Ausbildung von unspezifischen hydrophoben
Wechselwirkungen innerhalb dieser Sekundirstrukturelemente werden sie anschlieBend
stabilisiert (Ptitsyn & Rashin, 1975; Kim & Baldwin, 1982). Die gebildeten Sekundér- und
Supersekundarstrukturen legen den Faltungsweg fest. Sie sind die Voraussetzung fiir die
Assemblierung der komplexeren Tertidrstruktur, die mit der Verdringung von Wasser aus
dem Proteininneren und der Entstehung des sogenannten hydrophobic core einhergeht. Nach
diesem Modell konnte man vermuten, dass dhnliche Aminosduresequenzen in verschiedenen
Proteinen zu denselben Strukturen fithren (Nath & Udgaonkar, 1997). Das ist jedoch nicht
zwingend der Fall. Wie nachgewiesen werden konnte, sind gleiche Sequenzen in
unterschiedlichen Proteinen durchaus in der Lage, vollkommen unterschiedliche Strukturen

hervorzurufen (Kabsch & Sander, 1984).

Das zweite diskutierte Modell, das sogenannte hydrophobic collapse model, nimmt als
ersten Faltungsschritt einen unspezifischen Kollaps der Polypeptidkette an. Hierbei wird
durch Zusammenlagerung von hydrophoben Aminosdureresten der Kontakt mit dem
wissrigen Losungsmittel vermieden (Dill, 1990; Jaenicke, 1996). Es bilden sich dabei
Sekundarstrukturelemente, wie Helices und f-hairpin loops, aus (Blanco et al., 1994). Die
entstandene Sekundérstruktur ist eine effiziente, wenn auch noch nicht-native Packung der
hydrophoben Seitenketten (Matheson & Scheraga, 1978; Dill, 1990), welche anschlieBend

durch Neuordnung in die native Struktur umgewandelt wird.

Das Ergebnis der von beiden Modellen beschriebenen Faltungsprozesse ist dasselbe. Der
erste Schritt verlduft in beiden Féllen liber einen sogenannten pre molten globule, im
framework model als konformationeller Zustand mit nativ-dhnlichen, aber instabilen
Sekundérstrukturelementen, im Aydrophobic collapse model als Faltungszustand mit
unspezifischen, nicht-nativen Wechselwirkungen beschrieben (Nath & Udgaonkar, 1997).

Diese Konformation geht durch Kompaktierung (framework model) oder Ausbildung einer
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nativ-dhnlichen Sekundirstruktur (hydrophobic collapse model) schlieBlich in den molten
globule tiber. Trotz der Erhohung der zeitlichen Auflosung der Messtechniken durch spezielle
Laser-Puls-Techniken ist eine experimentelle Unterscheidung zwischen den beiden Modellen
derzeit nicht moglich. Demgegeniiber sind die nachfolgenden Prozesse der Faltung

vergleichsweise langsam.

Die im sauren pH-Bereich auch als a states bezeichneten molten globules werden héaufig
als experimentelle Modellsysteme zur Untersuchung der molekularen Prinzipien der
Proteinfaltung und -stabilitit herangezogen (Ptitsyn, 1995a,b; Dobson, 1992; Dobson, 1994).
Dabei lassen sich diese Intermediate in drei unterschiedliche Klassen einteilen (Fink et al.,
1994). Proteine wie Ubiquitin und T4-Lysozym verbleiben auch bei pH 2 in einer nativ-
dhnlichen Struktur. Andere wie a-Lactalbumin nehmen dagegen schon zwischen pH 3 und
pH 4 die a state-Konformation an. Dariiber hinaus gibt es Proteine, die, wie im Fall von
Cytochrom ¢ nachgewiesen, beim pH-Ubergang zunichst vollig entfalten, um anschlieBend in
den a state zuriickzukehren (Goto et al., 1993; Fink et al., 1994). In der Regel sind die
beobachteten Intermediate wie die molten globules im Vergleich zum entsprechenden nativen
Protein weit weniger stabil (Kuwajima, 1989; Ptitsyn, 1992; Yutani et al., 1992; Saab-Rincon
et al., 1993). Es sind aber auch Saure-induzierte Strukturen bekannt, die sich als sehr stabil
gegeniiber thermischer Denaturierung erwiesen (Kolvenbach et al., 1997; Buchner et al.,

1991).

Die Ursache der Entfaltung eines Proteins im sauren pH-Bereich sowie der mdglichen
Bildung von kompakten Intermediaten ist elektrostatischer Natur (Goto et al., 1990; Goto et
al., 1993; Hagihara et al., 1994a,b). Die Zugabe von Salzen kann einen enormen Effekt auf
die Konformation haben. Proteine, welche bei niedrigen pH-Werten vollig denaturiert
vorliegen, konnen in Gegenwart von Anionen in den a state iiberfiihrt werden. Dabei

unterscheiden sich die Anionen deutlich hinsichtlich ihrer Effektivitit (siehe Gl. 1.1.3.) (Goto
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et al., 1990; Fink et al, 1994). Der Konformationsiibergang wird durch lonisationen an
bestimmten Schliisselstellen der Polypeptidkette ausgelost, indem Salzbriicken ausgebildet
werden und Wechselwirkungen zwischen Histidinresten zustandekommen (Barrick et al.,

1994).
Fe(CN)s> > Fe(CN)s" > SO,> > SCN™ > Cl04 > >NO; >Br > CI

Gl. 1.1.3.: Effektivitit von Anionen bei der Uberfiihrung von siureentfalteten Proteinen in den

a state (Goto et al., 1990).

Neben den Faltungsmodellen, die auf dem molten globule als friihem Intermediat basieren,
gibt es andere Diskussionsgrundlagen fiir die Proteinfaltung. Das nucleation-condensation-
growth model formuliert als Startpunkt der Faltung einen sogenannten Faltungskern. Dieser
wird in einem kleinen Sequenzbereich der Polypeptidkette z. B. als sogenannter f-hairpin
schnell ausgebildet (Mufioz et al., 1997; Schonbrunner et al., 1997b; Ramirez-Alvarado et al.,
1999) und ermoéglicht somit die Faltung in biologisch relevanten Zeitrdumen. Von dort aus
breitet sich der Faltungsprozess iiber die ganze Kette aus. Da ,,der* denaturierte Zustand eine
Ansammlung von fluktuierenden Konformationen des Proteins ist, ist der Nukleationskern
sehr instabil und deshalb nur voriibergehend vorhanden. In der Faltung von Proteinen nach
dem  Zwei-Zustands-Modell ist die  Bildung des  Nukleationskernes  der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Die nachfolgende Faltung zum nativen Zustand erfolgt
ohne detektierbare Intermediate (Wetlaufer, 1973; Matheson & Scheraga, 1978; Fersht, 1995;
Schonbrunner et al., 1997a,b). Fir den Faltungsprozess von Proteinen wie dem
Chymotrypsin-Inhibitor 2 und Tendamistat scheint das nucleation-condensation-growth
model eine angemessene Beschreibung zu sein (Fersht, 1995; Neira et al., 1996;

Schonbrunner et al., 1997a,b).

In den letzten Jahren hat man verstirkt versucht, sich wieder von der Vorstellung,

Proteinfaltung verlaufe entlang genau definierter Pfade, zu 16sen und von zweidimensionalen
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Energieprofilen zu dreidimensionalen Energieoberflichen (energy landscapes) tiberzugehen.
Erstere wurden in Anlehnung an chemische Reaktionen auf die Proteinfaltung libertragen und
entstammen der Annahme, dass sich der Reaktionsverlauf durch Auftragen des
Energieverlaufes gegen eine Reaktionskoordinate, wie z. B. dem Abstand zweier an der
Reaktion beteiligter Atome, darstellen ldsst. Bei der Proteinfaltung ist diese Vereinfachung
nicht mehr ohne weiteres moglich, da man es hier mit Interaktionen zwischen tausenden von
Atomen zu tun haben kann und es ,eine”“ Reaktionskoordinate nicht mehr gibt. Die
Komplexitit der Faltung zeigt sich auch darin, dass der sogenannte priaexponentielle Faktor
der oft zur Faltungsanalyse angewendeten Arrhenius Gleichung eine starke Temperatur-
abhingigkeit besitzt (Oliveberg & Fersht, 1995). Aulerdem stellte sich schon frith bei der
Aufkldarung der Faltung einzelner Proteine eine wichtige Frage: Sind die gefundenen
Intermediate tatsdchlich Bestandteile des Faltungsweges (on-pathway) (Tsong et al., 1971)
oder unproduktive Sackgassen (off-pathway) (lkai & Tanford, 1971)? So wurde auch das
sogenannte jig-saw puzzle model (Harrison & Durbin, 1985) wieder aktuell. Ahnlich einem

Puzzle gibt es hier mehrere Startpunkte, von wo aus die Faltung beginnen kann.

Der new view of protein folding (Baldwin, 1995, 1997; Dill & Chan, 1997) hat seine
Grundlagen in den verbesserten theoretischen und experimentellen Techniken. In thm werden
die von Levinthal vorgeschlagenen Faltungswege (Levinthal, 1968) als nicht korrekte Losung
des Faltungsproblems angesehen. Vielmehr beschreibt ein zu einem Faltungstrichter
geformtes Energieprofil (funnel) den Prozess der Proteinfaltung besser. Auf der einen Seite
fiihrt die Faltung zum globalen Energieminimum, welches eine Bestdtigung von Anfinsens
Experimenten ist (Anfinsen, 1973). Andererseits wird durch die Annahme von vielen
parallelen Faltungsrouten auf einem derartigen Energieprofil die Faltung in biologisch
relevanten Zeitrdumen ermoglicht (Karplus & Sali, 1995; Dill & Chan, 1997; Chan & Dill,

1998). Statt Proteinfaltung als Prozess zu betrachten, in welchem alle Polypeptidketten die
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gleiche Abfolge von Reaktionen durchlaufen, veranschaulicht der new view, dass die
makroskopische Faltung eine Uberlagerung von mikroskopisch sehr heterogenen Vorgingen
sein kann. Der denaturierte Zustand ist dabei eine Ansammlung von energetisch
unterschiedlichen Konformationen, von denen jede fiir sich der Startpunkt einer Faltungsroute
ist. Das gemeinsame Ziel ist der Zustand minimalster Energie, der native Zustand.
Faltungsintermediate sind dabei missgefaltete, kinetisch gefangene Molekiile, die sich in
lokalen Energieminima anhiiufen, diese aber durch das Erreichen des Ubergangszustandes
wieder verlassen konnen. Reaktionen mit hohen Aktivierungsenergien, die dadurch zu
kinetischen Fallen werden konnen, sind z. B. Prolinisomerisierungen und das Kniipfen bzw.
Losen von Disulfidbriicken (Baldwin, 1995; Wolynes et al., 1995; Dill & Chan, 1997). Der
new view of protein folding stellt an die Aufklirung der Faltung mit theoretischen und
experimentellen Mitteln besondere Anforderungen. Nach diesem Modell ist unter anderem die
Anderung in den Freiheitsgraden der Polypeptidkette ein wichtiger Parameter, um den
Fortgang des Faltungsprozesses zu beschreiben. Dazu versucht man, Strukturdnderungen im
Milli- und Nanosekundenbereich sowie Strukturfluktuationen auf atomarer Ebene zu
verfolgen. Eine Herangehensweise ist, wihrend der Faltung die Bindungswinkel im Protein zu
messen (Dill & Chan, 1997). Dariiber hinaus versucht man, mittels Triplet-Triplet-
Energietransfer in mit Chromophoren modifizierten Peptiden die Geschwindigkeit der
Ausbildung von Seitenkettenkontakten zu messen (Bieri et al., 1999). Messtechnische
Probleme sowie bisher nicht ausreichende Rechenleistung zur Simulation und Analyse der

Faltungsmodelle erschweren momentan noch den Fortschritt auf diesem Forschungsgebiet.

1.1.2.2. Faltungskatalysatoren — Effekte in vitro

Seit den Arbeiten von Anson und Mirsky (1925) ist man davon ausgegangen, dass die
dreidimensionale Struktur nativer Proteine allein durch die Aminsduresequenz bestimmt wird
(Anfinsen, 1973). Dennoch sind seit mehreren Jahren Proteine bekannt, welche langsame,
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d. h. mit hohen Aktivierungsenergien verbundene Faltungsreaktionen beschleunigen kdnnen
(Fischer & Schmid, 1990; Gething & Sambrook, 1992; Hendrik & Hartl, 1993). Diese werden
als Faltungskatalysatoren bezeichnet. Im Gegensatz zu den sogenannten Chaperonen, die iiber
gezieltes Binden und Loslassen der faltenden Polypeptidkette im Stande sind, das
Gleichgewicht zu Gunsten einer Spezies zu verschieben, beeinflussen Faltungskatalysatoren
den Ubergangszustand bestimmter Prozesse. Zu diesen, die fiir den Ablauf der Proteinfaltung
geschwindigkeitsbestimmend sein konnen, zdhlt man die Ausbildung von Disulfidbriicken
(Creighton, 1986; Huppa & Ploegh, 1998) und cis/trans-Isomerisierungen von Xaa-Pro-
Peptidbindungen (Fischer & Schmid, 1990; Kiethaber & Schmid, 1992). Man teilt die
Faltungskatalysatoren = aufgrund  ihrer  Funktion in zwei Klassen ein, in
Proteindisulfidisomerasen (PDI) bzw. DsbA (Freedman, 1984; Bardwell et al., 1991;
Wunderlich & Glockshuber, 1993) und Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPI) (Fischer &

Schmid, 1990).

In Abhédngigkeit von den Redoxbedingungen in vitro katalysieren PDI und DsbA in
Peptiden und Proteinen Redoxreaktionen von Cysteinen und Disulfiden (Freedman, 1991;
Lyles & Gilbert, 1991; Wunderlich & Glockshuber, 1993; Gilbert, 1998). Dabei fungiert ein
in allen Oxidoreduktasen vorkommendes -CXXC- Sequenzmotiv als aktives Zentrum
(Bardwell et al., 1991). Eines der Cysteine weist einen stark herabgesetzten pK-Wert auf
(Hawkins et al., 1991; Hawkins & Freedman, 1991). In der katalytischen Reaktion wird ein
gemischtes Disulfid zwischen der Oxidoreduktase und dem Substratprotein ausgebildet. Eine
sequenz- oder strukturbezogene Substratspezifitdt ist darliber hinaus nicht nachgewiesen
worden. Dennoch ldsst die Interaktion mit disulfidfreien Peptiden und Proteinen wie GAPDH
vermuten, dass eine gewisse Chaperon-Aktivitit vorhanden ist (Noiva et al., 1991; Cai et al.,
1994; Noiva & Lennarz, 1992; Wang & Tsou, 1993; Wang, 1998). Beide Funktionen der PDI

sind fir die Reaktivierung der reduzierten und denaturierten sauren Phospholipase A,
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essentiell (Yao et al.,, 1997). Es konnte in wenigen Fillen gezeigt werden, dass mit der
Katalyse der Disulfidbriickenbildung auch eine Erhohung der Renaturierungsausbeute des
Substrates einhergeht (Weissmann & Kim, 1993; Lilie et al, 1994). PDI ist kein sehr
effektives Enzym (1,5x107 - 2,9x107 s'; Darby et al., 1996), was sich schon aufgrund seiner
hohen Konzentration im ER vermuten Idsst. Hohe Konzentrationen sind oft eine

Voraussetzung, um eine Katalyse in vivo wie auch in vitro beobachten zu konnen (Lyles &

Gilbert, 1991).

PPIs aus den Familien der Cyclophiline und der FKBPs unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Substratspezifitit. AuBerdem wird die jeweilige Spezifititskonstante /kca/Km
unterschiedlich stark von den Prolin-flankierenden Aminosduren beeinflusst. Wihrend
Cyclophiline unempfindlich gegeniiber dem Austausch dieser Reste sind, kann sich der
kea/ Km-Wert der FKBPs um den Faktor 1000 dndern, wenn die Aminosdure vor dem Prolin
verdndert wird (Stein, 1993; Fischer, 1994; Harrison & Stein, 1990). Alle PPIs beschleunigen
aber auf die gleiche Art und Weise die cis/trans-Isomerisierung von Xaa-Pro-Bindungen.
Dieser Mechanismus wird als catalysis by distortion bezeichnet (Park et al., 1992). Die
Faltung von Proteinen wird in den meisten Féllen in Anwesenheit einer Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomerase signifikant beschleunigt. Allerdings ist dieser Effekt von der
Zuginglichkeit der betreffenden Xaa-Pro-Bindungen durch das Enzym abhingig (Kiethaber

et al., 1990).

1.2. Die Struktur und Faltung von Antikorpern

1.2.1.  Antikorper und der immunoglobulin fold

Antikorper oder Immunoglobuline (Ig) sind die Trager der humoralen Immunitét, die sich
vor allem gegen Bakterien und die extrazelluldre Phase von Virusinfektionen richtet (Janeway

& Travers, 1997). Sie stellen eine Klasse von strukturell hoch konservierten Proteinen dar, die
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sich dennoch durch eine enorme biologische Flexibilitdt auszeichnen (Alzari et al., 1988). Das
Immunoglobulin G setzt sich aus zwei leichten (L) Ketten vom k- oder A-Typ und zwei
schweren (H) Ketten vom y-Typ zusammen (Amzel & Poljak, 1979). Diese Untereinheiten
lagern sich {tber Disulfidbriicken und zusétzliche nichtkovalente Wechselwirkungen
zusammen und ergeben ein T- bzw. Y-formiges (L-H),-Dimer, dessen Quartirstruktur eine

zweizdhlige Symmetrieachse aufweist (Alzari ef al., 1988) (Abb. 1.2.1.).

Abb. 1.2.1.: Die Darstellung eines Antikorpers vom Typ IgG.
Schematisiert nach Huston et al., 1993; CHO: Glykoanteil; SS: Disulfidbriicken.

Die schwere Kette mit einem relativen Molekulargewicht von 50 000 besteht aus vier
Doménen, die als Vg, Cgl, Cy2 und Cyx3 bezeichnet werden. Diese sind jeweils iiber
sogenannte Ellenbogenregionen miteinander verbunden. Zwischen Cyl und Cy2 liegt die
hinge-Region, deren gering ausgebildete Sekundérstruktur dem bivalenten Antikdrpermolekiil

eine gewisse Flexibilitdt verleiht. Aulerdem werden durch Disulfidbriicken in diesem Bereich
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kovalente Verbindungen zwischen den beiden schweren Polypeptidketten hergestellt (Davies
& Metzger, 1983). Der Glykoanteil der Immunoglobuline ist {iber einen konservierten
Asparaginrest der Cy2-Domine N-glykosidisch an die H-Kette gebunden (Edelmann & Gall,
1969; Deisenhofer, 1981). Dieses hexosereiche Oligosaccharid ist zwischen den beiden Cy2-
Doménen eingelagert und vermittelt so den gegenseitigen Kontakt in diesem Bereich der
beiden schweren Antikorperketten. Dieser Bereich stellt zudem die Bindungsstelle fiir das
Komplementsystem des Immunsystems dar (Mizuochi et al., 1987). Die leichte Kette besitzt
ein relatives Molekulargewicht von etwa 25 000. Sie ldsst sich in die N-terminale, variable
V- und die konstante C;-Doméne unterteilen. Die Assoziation mit den beiden N-terminalen
Doménen der schweren Kette, dem sogenannten Fd-Fragment (Vyl und Cyl), findet iiber
nicht-kovalente Wechselwirkungen statt. Das C-terminale Ende der leichten Kette ist
zusitzlich tiber eine Disulfidbriicke kovalent mit der schweren Kette verbunden. Die
Antigenbindungsstelle wird aus den beiden variablen Domdnen Vil und Vi gebildet.

Zusammen werden sie als Fv-Fragment bezeichnet.

Durch eine mit Papain durchgefiihrte unvollstindige Proteolyse des IgG-Proteins wird das
Molekiil in drei Bruchstiicke gespalten. Man erhilt ein Fc-Fragment, das die C-terminalen
Dominen der beiden schweren Ketten enthélt, sowie zwei Fab-Fragmente, bestehend jeweils
aus der leichten Kette und den beiden N-terminalen Doménen der schweren Kette (Johnstone
& Thorpe, 1987). Das Fab-Fragment ist, wie der gesamte Antikdrper, in der Lage, Antigen zu

binden.

Die einzelnen Polypeptidketten der Antikérper kdnnen in homologe Regionen unterteilt
werden, die unabhdngig voneinander in kompakte Dominen (z. B. Cyl, Cy2; siehe oben)
falten. Das charakteristische Faltungsmuster dieser Doménen wird als immunoglobulin fold
bezeichnet (Amzel & Poljak, 1979). In der Literatur wird diese Topologie oft auch als greek

key p barrel bezeichnet (Richardson, 1981). Dieses Faltungsmotiv (Abb. 1.2.2.) setzt sich aus
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zwei leicht gegeneinander verdrehten B-Faltbldttern (ABED und GFC bzw. GFCC'C’" bei
den variablen Doménen) zusammen (Amzel & Poljak, 1979). Charakteristisch fiir den
immunoglobulin fold ist ein hydrophober Bereich zwischen den beiden (-Faltblittern (Amzel
& Poljak, 1979), die in den B-Stringen ABE und GFC hoch konservierte Sequenzbereiche
besitzen (Lesk & Chothia, 1982). Die Verbindungsabschnitte weisen im Vergleich dazu in
Bezug auf Sequenz und Stuktur die grofite Variabilitdt auf (Phizackerley et al., 1979).
Hypervariable Regionen, die drei sogenannten complementary determing regions (CDR) in
den variablen Doménen Vi und Vi, bilden die Antigenbindungstelle (Abb. 1.2.1; Kehoe &
Capra, 1971). Diese, die Faltblattstringe verbindenden /oop-Strukturen werden von

hochkonservierten sogenannten framework regions begrenzt (Amzel & Poljak, 1979).

S-S
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A BCDEFG

p-strands along V and C domains
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Abb. 1.2.2.: Die Darstellung des immunoglobulin fold der V- und C-Domine (aus Williams &
Barclay, 1988). Links: Strukturbilder der Immunoglobulin-V und C;-Doménen. Rechts:

Schematische Darstellung des Faltungsmusters (gleiche Beschriftung wie links).

Zwischen den B-Stringen B und F verbindet eine interne, senkrecht zur Faltblattebene
liegende Disulfidbriicke die beiden Faltblitter miteinander (Williams & Barclay, 1988). Diese
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kovalente Verbindung ist hoch konserviert und trigt malgeblich zur Stabilitdt der
Antikdrperdoménen bei (Goto & Hamaguchi, 1979; Rudikoff & Pumphrey, 1986). Dieses
zeigten Untersuchungen an einzelnen Antikdrperdoménen, bei denen nach der Entfernung der
Disulfidbriicke die Struktur weitgehend unbeeinflusst blieb, die Proteine jedoch deutlich an
Stabilitdt einbiiften (Goto & Hamaguchi, 1979; Rudikoff & Pumphrey, 1986; Frisch et al.,
1996; Bell, 1997; Proba et al., 1997; Worn & Pliickthun, 1998). Umgekehrt kann durch das
Einfiihren von Disulfidbriicken im core des Proteins die Stabilitidt von Antikorperfragmenten

erhoht werden (Proba et al., 1997).

Die Assoziation zum IgG-Tetramer wird, neben der Ausbildung von Disulfidbriicken
zwischen den beiden schweren sowie zwischen schwerer und leichter Kette, im wesentlichen
durch hydrophobe Wechselwirkungen gewéhrleistet. Diese werden durch konservierte
Aminosdurenreste auf den vierstrangigen Faltblittern der Immunoglobulin-Doméinen
verursacht (Padlan et al., 1987). So liegen auch isolierte Cy3-Dominen im nativen Zustand
als Dimer vor (Phizackerley et al., 1979; Isenmann et al., 1979; Sumi & Hamaguchi, 1982;
Mayer, 1993; Dall'Acqua et al, 1998). Durch die Ausbildung einer dreischichtigen
Kontaktfliche wechselwirken die variablen Doménen miteinander. Diese setzt sich aus den
beiden vierstrangigen Faltblattstrukturen sowie einer dazwischenliegenden Schicht verdrehter

Faltblattstringe zusammen (Chothia ef al., 1985).

Neben den Antikérpern sind eine ganze Reihe von Proteinen bekannt, deren Doménen
ebenfalls, trotz erheblicher Sequenzunterschiede, eine immunoglobulin fold-édhnliche
Topologie aufweisen. Fiir all diese Proteine wurde der Begriff der Immunoglobulin-
Superfamilie geprdgt (Bork et al., 1994). Dass die Zuordnung zur Ig-Superfamilie aufgrund
dieses Faltungsmotives gerechtfertigt ist, zeigt die Beobachtung, dass ein GroBteil dieser
Proteine an Wechselwirkungen mit Zellen bzw. mit Proteinen beteiligt ist (Williams &

Barclay, 1988). Zu nennen sind hier der Rezeptor fiir Wachstumshormone (de Vos et al.,
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1992), aber auch Neuroglian (Huber et al., 1994), der Transkriptionsfaktor NF-kB (Ghosh et
al., 1995), Matrixproteine wie Tenascin (Leahy et al., 1992) und Fibronectin (Main et al.,
1992), Enzyme wie Cyclodextringlycosyltransferase (Klein & Schulz, 1991) und

Regulationsproteine wie das bakterielle Chaperon PapD (Holmgren & Bréanden, 1989).

1.2.2.  Die Faltung von Antikorpern in vivo

Antikorper sind sekretorische Proteine, die im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
synthetisiert und assembliert werden. Faltung und Assoziation der H- und L-Ketten erfolgt
bereits wihrend der Translation (Bergmann & Kuehl, 1979; Melnick et al., 1992). Freie
translatierte L-Ketten haben nur fiir wenige Minuten die Féhigkeit, sich an passende H-Ketten
anzulagern. Nach durchschnittlich zwei Stunden werden sie als Monomere aus den Zellen
sezerniert. Die Ausbildung aller weiteren kovalenten Bindungen zum nativen (L-H),-Molekiil
erfolgt, nachdem die Polypeptidketten vollstindig am Ribosom synthetisiert wurden
(Bergmann & Kuehl, 1979). Der iiberwiegende Teil der Disulfidverbriickungen zwischen den
einzelnen Ketten bildet sich schon an den naszierenden H-Ketten, wobei dieser Prozess auch
im ER von PDI katalysiert wird (Freedman, 1991). Dabei muss die H-Kette ein
Molekulargewicht von 38 kDa (entspricht drei Doménen) und vermutlich Sekundir- und
Tertidrstruktur besitzen, bevor die leichte Kette kovalent mit der schweren Kette verkniipft
werden kann. Dieses konnte mit Hilfe sogenannter MOPC 21-Zellen (mouse myeloma-Zellen
fiir die Assemblierung von jeweils zwei H-Ketten) und MOPC 11-Zellen (mouse myeloma-
Zellen fiir die Assemblierung von L- und H-Ketten) nachgewiesen werden (Bergmann &
Kuehl, 1979). Freie H-Ketten kann die Zelle nicht sekretieren (Haas & Wabl, 1983). Sie
werden von einem Chaperon der Hsp70-Familie names BiP (heavy chain binding protein)
gebunden. Diese Klasse von Proteinen bindet entfaltete Polypeptidketten, die in das ER
transportiert werden. Potentielle Bindungsstellen befinden sich dabei auf den Domédnen Vi,

Cul und Cyx3 (Hendershot et al. 1987; Knarr et al., 1995). BiP wird durch Bindung der H-
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Kette an die L-Kette verdrangt. Dieses ermdglicht den Export des Komplexes aus der Zelle
(Cremer et al. 1993). Wenn die H-Kette nicht korrekt gefaltet und exportiert wird, 16st sich
BiP ab. AnschlieBend wird die Kette abgebaut (Cremer et al., 1993). Dariiber hinaus wird
vermutet, dass noch ein weiteres Protein an Faltung und Assoziation von Antikorpern beteiligt
ist. So wurde ein terndrer Komplex von Immunoglobulinketten mit BiP und Grp94, einem

ER-Mitglied der Hsp90-Familie, nachgewiesen (Melnick et al., 1992).

1.2.3.  Antikorperfaltung und -stabilitit in vitro

Der Ubergang von ungeordneten coil- zu B-Strukturen ist im Gegensatz zum coil/Helix-
Ubergang, bei dem sich Helices an verschiedenen Orten der Polypeptidkette unabhiingig
voneinander bilden und wieder aufldsen, ein Phaseniibergang erster Ordnung. Hierbei handelt
es sich um einen sogenannten ,,Alles-oder-Nichts-Prozess®, der die Umwandlung eines
ganzen Molekiils mit sich zieht (Finkelstein, 1991). Fiir die Ausbildung von B-Stukturen wird
ein [-hairpin-loop, ein zwei Faltblattstrange verbindender /loop, als Faltungsnukleus
angesehen (Blanco et al., 1994; Holm et al., 1994; Mufioz et al., 1997; Schonbrunner et al.,
1997b; Ramirez-Alvarado et al, 1999). Dessen Bildung scheint friih in der Faltung
aufzutreten und geschwindigkeitsbestimmend zu sein. Die Strukturbildung erfolgt, wenn das
B-Faltblatt gro genug ist, um eine globale Reduktion der freien Energie zu ermdglichen
(Finkelstein, 1991). Das bedeutet, dass die Bildung einzelner Sekundérstrukturelemente eng
mit der Ausbildung der nativen Tertidrstruktur gekoppelt ist. Die aus der Nukleation
entstandene Struktur wird anschlieBend durch langsame Umfaltungsreaktionen stabilisiert

(Finkelstein, 1991).

Ein Modellsystem, an dem viele grundlegende in vitro-Untersuchungen zum
immunoglobulin fold gemacht wurden, sind Antikorper bzw. deren Fragmente. Besonders die

Arbeiten zur Faltung der leichten Kette und ihrer Fragmente Cp. und Vi (Goto et al., 1979;
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Goto & Hamaguchi, 1982a & 1982b; Tsunenaga et al., 1987), zur Faltung einer proteolytisch
erzeugten Cy3-Domine (Isenman et al., 1979; Sumi & Hamaguchi, 1982) sowie zur Faltung
des Antikorpers MAK33 und seiner Fragmente Fab, Cy2 und Cy3 (Buchner, 1987; Buchner et
al., 1991; Lilie et al., 1993; Lilie & Buchner; 1995; Lilie et al., 1995a & 1995b; Lilie, 1995;
Pirkl, 1996; Mayer, 1993; Bell, 1997; Mayer, 1998; Kammermeier, 1999) sind hier zu

nennen.

Antikorperdomédnen enthalten viele Proline, von denen einige im nativen Zustand in der
cis-Konfiguration vorliegen (Deisenhofer, 1981). Da Prolin-Isomerisierungen mit hohen
Aktivierungsenergien verbunden sind (Schmid, 1993), ist dieser Prozess in der
Antikorperfaltung meist geschwindigkeitsbestimmend. Aber auch auf die Entfaltung der
Proteine kann die cis/trans-Isomerisierung Auswirkungen haben. Die Betrachtung der
isolierten, proteolytisch erzeugten Cr-Doméne zeigte bei GAmCl-Konzentrationen jenseits des
Uberganges eine einphasige und reversible Entfaltung (Goto & Hamaguchi, 1982a). Mittels
stopped flow-Messungen im Ubergang fanden sich bei der Entfaltung jedoch zwei Phasen.
Die Riickfaltung erwies sich ebenso als zweiphasig mit der Bildung eines friihen,
nativihnlichen Faltungsintermediates. Daraus wurde gefolgert, dass die Doméne denaturiert
in zwei Zustinden (U; und U,) vorliegt. Die beiden Formen lassen sich durch cis/trans-
Isomerisierung von Prolinen ineinander umwandeln. Dieses ist bei der Riickfaltung der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Goto & Hamaguchi, 1982a). Bei kinetischen
Untersuchungen der Vi-Doméne wurden ebenfalls beide Zustinde nachgewiesen (Tsunenaga
et al., 1987). Fir die Faltung dieser beiden Doménen konnte folgendes Schema aufgestellt
werden: U; < U, < N. Weitere Faltungsuntersuchungen an Cy3-Doménen (Isenmann et al.,
1979; Sumi & Hamaguchi, 1982; Mayer, 1998) sowie der leichten Kette und dem Fab-
Fragment des monoklonalen Antikérpers MAK33 konnten das Vorliegen von zwei, sich in

der Konfiguration von Xaa-Pro-Bindungen unterscheidenden, denaturierten Zustinden
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bestitigen (Lang et al., 1987; Lilie et al., 1993). Bei der leichten Kette vom k-Typ verhalten

sich Cp- und Vi -Doméne bei der Entfaltung unabhingig voneinander.

Disulfidbriicken spielen nicht nur eine stabilisierende Rolle fiir den immunoglobulin fold
selbst, sondern beeinflussen auch dessen Faltungsprozess. Die reduzierte Form der C;-
Domine ist gegeniiber der oxidierten deutlich instabiler (Goto & Hamaguchi, 1979). Die
Konformation jedoch ist kaum veridndert. Das Fehlen der Disulfidbriicke verlangsamt aber die
schnelle Faltungphase etwa um den Faktor 100 (Goto & Hamaguchi, 1982b). Diese
intramolekulare kovalente Verbindung spielt somit auch eine wichtige kinetische Rolle bei
der Beschleunigung des Faltungsablaufes. Wird die Riickfaltung unter oxidierenden
Bedingungen ausgehend vom denaturierten, reduzierten Protein durchgefiihrt, so tritt ein
frithes Faltungsintermediat auf, bei dem die Disulfidbriicke noch nicht ausgebildet ist. Auch
bei der reduzierten Cy3-Doméne bleibt die Konformation trotz des Fehlens der
Disulfidbriicke weitgehend unberiihrt. Durch spektroskopische Messungen wurde nur eine
leicht verdnderte rdumliche Struktur festgestellt. Die Doméne ist wie das reduzierte Cp-
Fragment im Vergleich zur oxidierten Form deutlich instabiler und aggregationsempfindlicher

(Bell, 1997).

Viele in vitro-Faltungsstudien wurden mit dem monoklonalen Antikdrper MAK33 und
dessen Fragmenten durchgefiihrt. Die rekombinant erzeugte Cy3-Doméne liegt als stabiles
Dimer vor. Die spektroskopischen Untersuchungen weisen diese Untereinheit als B-Faltblatt-
Protein aus. Der GdmCl-Ubergang ist hoch kooperativ und reversibel. Die Denaturierung ist
einphasig, wahrend bei der Renaturierung drei Phasen nachzuweisen sind. Eine der langsamen
Phasen 146t sich durch Zugabe von PPI beschleunigen und ist somit auf eine Prolyl-

[somerisierung zuriickzufithren (Mayer, 1993; Mayer, 1998).

Die rekombinant erzeugte, monomere Cp2-Doméne ist im Vergleich zu Cy3 instabiler

gegeniiber thermischer und chemischer Denaturierung. Da diese Domédne im Antikdrper
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vermutlich hauptsédchlich liber die Wechselwirkungen mit dem Kohlenhydratrest stabilisiert
wird, ist die Instabilitit des rekombinanten Proteins wahrscheinlich auf dessen Fehlen
zuriickzufiihren. Faltung und Entfaltung sind reversibel. Die Denaturierungskinetiken weisen
im Gegensatz zur Cy3-Doméne zwei Phasen auf. Eine davon wird hochstwahrscheinlich
durch Prolinisomerisierungen verursacht. Wie bei allen bisher untersuchten Doménen verlauft
die Renaturierung in mehreren Phasen, von denen eine aufgrund von double-jump-Messungen

wiederum einer Prolinisomerisierung zugeordnet werden kann (Pirkl, 1996).

Faltungsintermediate und deren Bildung wurden anhand der Faltung des Fab-Fragmentes
von MAK33 untersucht. Wie eine kinetische Analyse der Renaturierung der oxidierten Form
zeigte, treten vier unterschiedliche Faltungsintermediate mit schon assoziierten Ketten auf
(Lilie, 1995). Diese Intermediate deuten auf vier verschiedene Faltungswege zum nativen
Protein hin. Sie unterscheiden sich in der Konfiguration ihrer Proline und der kovalenten
Verbindung der beiden Polypeptidketten. Ausgangspunkt fiir die Riickfaltung ist entweder ein
denaturiertes Protein, bei dem sich alle Proline in nativer Konfiguration befinden (U.), oder
eines, bei dem die Proline trans-Konfiguration aufweisen (U;). Uber einen schnellen
Faltungsschritt werden die isoliert gefalteten Ketten (I, und I;) gebildet. AnschlieBend erfolgt
eine schnelle Assoziationsreaktion zu den Intermediaten D. und D; und ein zusétzlicher
schneller Schritt zum nativen Protein. Es liegt nahe anzunehmen, dass die Assoziation der
leichten mit der Fd-Kette (Vy und Cy1) und somit die Ausbildung der Quartérstruktur die cis-

Konfiguration des Prolins bestimmt (Lilie et al., 1995a).

Bei pH 2 weist der monoklonale Antikérper MAK33 eine Struktur auf, die einen molten
globule-dhnlichen Charakter besitzt und als alternatively folded state bezeichnet wird. Dieser
Zustand besitzt sowohl Sekundér- als auch Tertidrstruktur. Die hohe Stabilitdt von MAK33 im
alternatively folded state gegeniiber Denaturierungsmittel, die sonst fiir ein natives Protein

charakteristisch ist, ist eine Eigenschaft, in der er sich vom molten globule unterscheidet
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(Buchner et al., 1991). Auch fiir das Fab-Fragment von MAK33 wurde dieser Zustand
nachgewiesen (Lilie & Buchner, 1995). Da ein an den Cysteinen alkyliertes Fab-Fragment
keinen alternatively folded state aufweist, nimmt man an, dass die kovalente Verkniipfung der
leichten mit der Fd-Kette iiber Disulfidbriicken wichtig fiir die Stabilitdt dieses Zustandes ist
(Lilie & Buchner, 1995). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch die Cy3-Domine von
MAKR33 den alternatively folded state annehmen kann, allerdings nur durch die Erh6hung der

Ionenstirke (Kammermeier, 1999).

1.3. Problemstellung

Die Faltung von Antikdrpern ist aufgrund ihres komplexen Aufbaus bis heute noch
weitgehend unverstanden. Thre Unterteilung in Fragmente und Domédnen bietet die
Moglichkeit, die Faltung und Stabilitét der einzelnen Untereinheiten zu untersuchen. In dieser
Arbeit stand der Vergleich zweier konstanter Domédnen des monoklonalen Antikorpers
MAK33 aus Maus (Typ y/IgG1) im Mittelpunkt. Das rekombinant als Monomer auftretende
Cy2 sowie die sich C-terminal anschlieende Cy3-Domiéne, die ein Homodimer bildet, sollten
hinsichtlich Struktur, Stabilitdt und Faltung untersucht werden. Dabei sollte insbesondere der
Einfluss der Reduktion der intramolekularen Disulfidbriicke sowie die Absenkung des pH-
Wertes auf die Konformation und Stabilitit analysiert werden. Da die Doménen in ihrer
nativen Struktur Peptidyl-Prolyl-Bindungen in cis-Konfiguration besitzen, war von
Bedeutung, deren Isomerisierung mit der Art und Anzahl von Faltungswegen zu korrelieren
sowie den Einfluss des Enzyms Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (PPI) auf diese Prozesse

zu untersuchen.
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2.1. Verwendetes Material

2.1.1. Bakterienstimme

E.coli HB101 supE44 hsdS20 (rr'mr’) recA13 ara-14 proA2 lacY1 galK2

rpsL20xyl-5 mtl-1

(Boyer & Roulland-Dussoix, 1969; Bolivar & Backmann, 1979)
E.coli IM109 recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thiA(lac-proAB) F’

[traD36 proAB" lacl® lacZAM15] (Yanisch-Perron et al., 1985)

2.1.2. Plasmide

pSM21 Plasmid zur periplasmatischen Expression der Cy3-Doméne

(Mayer, 1993)
pAkf-T5/Cy2 Expressionsplasmid fiir Cy2 (Thies, 1997; Thies & Pirkl, 2000)
pAkf-T5/Fc Expressionsplasmid mit dem Gen fiir das MAK33-Fc-Fragment

2.1.3. Proteine

Pwo DNA Polymerase

T4 DNA Ligase
Alkalische Phosphatase (Shrimp)

DNase |

Restriktionsnukleasen

Eichproteine fiir HPLC

Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)
Promega (Madison, USA)
Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)
Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)
Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)
Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)

2. Material und Methoden
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2.1.4. Standards und Kits

DNA-Lingenstandard A/BstE II

New England Biolabs

(Schalbach)

EcoRI-und Hindlll-verdaute A-DNA als GroBenstandard fiir die Agarosegelelektrophorese.

High Pure™ Plasmid Isolation Kit

Low-Range Molekulargewichtsstandard

(LMW, SDS-PAGE)

Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)
Biorad Laboratories

(Miinchen)

Fiir die Silberfarbung wurde die Stammldsung 1:100, fiir die Farbung nach Fairbanks 1:20

mit H,0 bidest. verdiinnt.

2.1.5. Chemikalien

Acrylamidlosung (38% mit 2% Bisacrylamid, 19:1)
Agarose, ultra pure

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

Bromphenolblau S
Coomassie Blau R250
Coomassie Protein Assay Reagent

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)

1,4-Dithiothreit (DTT)

Ethidiumbromid

Glutaraldehyd, 25% in Wasser

L-Glutathion, oxidiert (GSSG) und reduziert (GSH)

Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
Biozym (Oldendorf)

Serva (Heidelberg)

Sigma (St. Louis, USA)

Difco Laboratories

(Detroit, USA)

Difco Laboratories

(Detroit, USA)

Difco Laboratories

(Detroit, USA)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Pierce (Rockford, USA)
Pharmacia

(Uppsala, Schweden)

Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
Fluka (Buchs, Schweiz)

Serva (Heidelberg)

Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)
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Guanidiniumhydrochlorid (GdmCl), ultra pure
Iodacetamid
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin

2-Mercaptoethanol, reinst
3-[N-Morpholino-]propansulfonsdure (MOPS)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Pefabloc

Ponceau S

Polymyxin B Sulfat

Silbernitrat

N,N,N’,N’- Tetramethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

ICN (Aurora, USA)
Merck (Darmstadt)
Biomol (Hamburg)
Sigma (St. Louis, USA)
Serva (Heidelberg)
Sigma (St. Louis, USA)
Serva (Heidelberg)
Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)

Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
USB (Cleveland, USA)
Merck (Darmstadt)

Weitere Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen. Sie besitzen,

wenn nicht anders vermerkt, den Reinheitsgrad p.A. Losungen und Puffer wurden mit

quarzbidestilliertem Wasser, Medien mit Reinwasser hergestellt. Die Einstellung des pH-

Wertes erfolgte unter Beachtung des Temperaturkoeffizienten der entsprechenden

Puffersubstanz bei der jeweiligen Temperatur.

2.1.6.  Antibiotika und Nahrmedien (Sambrook ez al., 1989)

Fiir die Arbeiten mit Bakterien wurden Losungen und Medien nach ihrer Herstellung

autoklaviert bzw. sterilfiltriert (Sambrook et al., 1989). Die Lagerung erfolgte, soweit nicht

anders vermerkt, bei Raumtemperatur.

2.1.6.1. Antibiotika

Ampicillin-Stammldsung:  Losung in Wasser; Konzentration 100 mg/ml; bei —20 °C stabil;

wird dem Medium im Verhiéltnis 1:1000 zugesetzt.
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Kanamycin-Stammlosung: Ldsung in Wasser; Konzentration 30 mg/ml; bei —20 °C stabil;

wird dem Medium im Verhéltnis 1:1000 zugesetzt.

2.1.6.2. Nihrmedien fiir die Anzucht von E.coli

LBo-Medium: Bacto Trypton 10 g/l
Yeast Extract 5¢/1
NaCl 5¢g/l

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt;
fiir LB(-Platten: 15 g/l Bacto Agar zufiigen.

SBy-Medium: Bacto Trypton 20 g/l
Yeast Extract 10 g/l
NaCl 5¢/1
K,HPO4 2,5 ¢/
MgS047 H,O 1 g/l

pH 7,5 mit NaOH eingestellt.

2.1.7.  Puffer und Losungen

2.1.7.1. Losungen fiir gentechnische Methoden

Agarose-Losung (1%): Agarose lg
TAE (1x) 100 ml
Ethidiumbromid-Lsg. 1 pl
(Zugabe nach Abkiihlung auf ca. 60 °C)
DNA-Auftragspuffer: Glycerin 50 % (v/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Ethidiumbromid-Lsg.: Ethidiumbromid 0,04 % (w/v)
TAE-Puffer (50x): Tris/Acetat 2M
EDTA 50 mM

pH 8,0 mit Eisessig eingestellt.
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2.1.7.2.  Puffer fiir proteinchemische und priiparative Methoden

Periplasmaaufschluf}:
Puffer A (Waschpuffer): 50 mM NaCl
20 mM MOPS
pH 7,5
Puffer B (AufschluBBpuffer): 10 mM MOPS
5 mM EDTA
1,5 mg/ml Polymyxin B Sulfat (frisch zugeben)
pH 7,0
Gesamtzellaufschluf3:
AufschluBBpuffer: 100 mM Tris/HCI

0,1 % Triton X-100
1 mg/ml Lysozym
pH 7,5

Nativ-/Aufbewahrungspuffer:
100 mM Tris/HC1
pH 7,5

Lammli-Puffer (5x):
5% SDS (w/v)
100 mM Tris/HCI
0,001 % Bromphenolblau
pH 6,8

2.1.8. Materialien fiir die Chromatographie

BioSep-SEC-S2000 Phenomenex (Torrance, USA)
Butylsepharose ff Pharmacia

(Uppsala, Schweden)
Resource Q Pharmacia

(Uppsala, Schweden)
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S-Sepharose

Superdex 75 pg

Superdex 75 hr

2.1.9. Weitere Materialien

Amicon-Ultrafiltrationsmembran YM3 und YM10

Centricon Microkonzentratoren 3 und 10

Dialyseschldauche Spectra/Por (Ausschlussgrofie 6-8 kDa)

Greiner-Rohrchen aus Polyethylen

Kulturréhrchen (17 x 100 mm)
Petrischalen aus Polystyrol (@ 94 mm)

pH-Indikatorstreifen
Sterilfilter 0,2 um

2.1.10. Gerite

2.1.10.1. Absorptionsspektrophotometer

Jasco V-550 UV/VIS-Spektrophotometer

Biochrom 4060, UV/VIS-Spektrophotometer

Ultrospec 3000, UV/VIS-Spektrophotometer

2.1.10.2. Circulardichroismus-Spektropolarimeter

Jasco J-715 mit PTC 343 Peltier Temperiereinheit

Pharmacia
(Uppsala, Schweden)
Pharmacia
(Uppsala, Schweden)
Pharmacia

(Uppsala, Schweden)

Amicon (Lexington, USA)
Amicon (Lexington, USA)
Spectrum (Houston, USA)
Greiner & So6hne (Niirtingen)
Elkay Laboratory Products
(Hampshire, GroB3britannien)
Schleicher & Schiill (Dassel)
Merk (Darmstadt)

Renner (Dannstadt)

Jasco
(GroB-Umstadt)
Pharmacia

(Uppsala, Schweden)
Pharmacia

(Uppsala, Schweden)

Jasco

(GroB-Umstadt)

2. Material und Methoden
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n*-180 stopped flow CD-Spektropolarimeter

2.1.10.3. Spektrofluorimeter

FluoroMax I Fluoreszenz-Spektrophotometer
FluoroMax II Fluoreszenz-Spektrophotometer

SX-18MV Stopped flow Spektrofluorimeter

2.1.10.4. Massenspektrometer

BIO-Q Triple-Quadrupole Massenspektrometer
mit Elektrospray-lonengelle

Voyager DE time of flight Massenspektrometer
mit MALDI-Ionenquelle

2.1.10.5. Dynamische Lichtstreuung

DynaPro MS200 DLS Spektrometer

2.1.10.6. Chromatographie-Anlagen

HighLoad-System

Gradientenprogrammierer GP-10
Pumpe P-50

Ventil V-7

UV-Monitor Uvicord SII
Einkanalschreiber REC 101
Fraktionskollektor RediFrac

Applied Photophysics
(Leatherhead, Grof3britannien)

Jobin Yvon (Grasbrunn)
Jobin Yvon (Grasbrunn)
Applied Photophysics
(Leatherhead, GroB3britannien)

Micromass (Eschborn)

PerSeptive Biosystems

(Boston, USA)

Protein Solutions

(Charlottesville, USA)

Pharmacia

(Uppsala, Schweden)
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AKkta Prime

HPLC-System
Pumpe PU-1580
Terndrer Gradientenmischer LG-980-02S
UV-Detektor UV-1575
Fluoreszenzdetektor FP-920
Degaser Gastorr 153

Borwin Chromatographie-Software

2.1.10.7. Gelelektrophorese-Apparaturen

LKB 2050 Midget-Elektrophorese-Einheit

EPS 600 und 3500 Spannungsquelle

LKB GNA-100 Agarose-Gelelektrophorese-Apparatur

LKB 2301 Spannungsgeridt MacroDrive 1

2.1.10.8. Waagen

Analysenwaage H 54 AR
Halbmikrowaage L 160 D

2.1.10.9. Zentrifugen

Avanti™ J-25

J2-HS

Pharmacia

(Uppsala, Schweden)

Jasco (GroB-Umstadt)

Pharmacia
(Uppsala, Schweden)
Pharmacia
(Uppsala, Schweden)
Pharmacia
(Uppsala, Schweden)
Pharmacia

(Uppsala, Schweden)

Mettler Toledo (GieBBen)
Sartorius (Gottingen)

Beckmann

(Palo Alto, USA)

Beckmann

(Palo Alto, USA)

mit den Rotoren JA-10, JA-25.50
und JLA-16.250.
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Kiihlzentrifuge Rotina 46R
Tischzentrifuge 5415 C

2.1.10.10. Weitere Gerite

Amicon Ultrafiltrationszelle
Brutschrank
Geldokumentationsanlage BioDoc II

Thermomixer

2.1.11. Computerprogramme

ImageMaster 1D Prime

Microsoft Office 97
PovRay™ 3.1

PrimerDesign 1.02
Rasmol 2.6
Scientist

SigmaPlot 5
SwissModel 3.5

VMD 1.5

2.2. Molekularbiologische Methoden

2. Material und Methoden

Hettich (Tuttlingen)
Eppendorf (Miinchen)

Millipore

Mytron

Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Miinchen)

Pharmacia

(Uppsala, Schweden)

Microsoft (Redmond, USA)
POV-Team

(Williamstown, Australia)
Scientific & Educational Software,
1990

© R. Sayle, 1993-1995
Micromath (Salt Lake City, USA)
SPSS (Miinchen)
GlaxoWellcome

Experimental Research

(Genf, Schweiz)

University of Illinois (USA)

Die Anzucht der Bakterien sowie die molekularbiologischen Arbeiten wurden stets in

sterilisierten GefdaBen mit sterilen Losungen durchgefiihrt. Die Experimente wurden, wenn

nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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2.2.1. Kultivierung und Konservierung von E.coli-Stimmen

(Sambrook et al., 1989)

E.coli-Stimme wurden als Fliissigkulturen in LB-Medium unter Zusatz entsprechender
Antibiotika in Kulturréhrchen bzw. Erlenmeyerkolben angezogen. Die Animpfung erfolgte
mit Einzelkolonien von LB-Agar-Platten oder aus Glycerin-Kulturen. Die Bakterien wuchsen

bei 37 °C in einem Umluftkulturschiittler (200 rpm) bis zur gewlinschten Zelldichte.

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte durch photometrische Ermittlung der optischen
Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODggp). Einem ODggo-Wert von 1 (Kiivettenldnge
= 1 cm) entspricht eine E.coli-Zelldichte von etwa 10° Zellen pro ml Kultur (Sambrook ef al.,

1989).

Zur Konservierung von E.coli-Staimmen fiir kiirzere Zeitraume wurden diese auf LB-Agar-
Platten bei 4 °C autbewahrt. Die Lagerung iiber lingere Zeitrdume erforderte die Zugabe von
87 %igem (v/v) Glycerin zu einer Ubernachtkultur, so dass entweder eine Endkonzentration
von 15 % fiir das Einfrieren bei —80 °C oder von 55 % fiir die Lagerung bei —20 °C erreicht

wurde.

2.2.2.  Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Stimmen wurde der High Pure™ Plasmid

Isolation Kit der Roche Diagnostics GmbH verwendet.

2.2.3. PCR-Amplifikation (Mullis & Faloona, 1987)

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist in erster Linie eine Methode, um schnell und

gezielt bestimmte DNA-Fragmente zu amplifizieren.

Die fir die PCR benoétigten Primer wurden so konstruiert, dass sie gleiche

Schmelztemperaturen besalen und keine selbstkomplementdren Bereiche enthielten. Die
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Auswahl der Primer und die Berechnung der Schmelztemperaturen wurde durch das
Computerprogramm PrimerDesign (Version 1.02; Scientific & Educational Software, 1990)

unterstiitzt.

Die PCR-Amplifikationen wurden in ultradiinnen 0,5 ml PCR-Tubes (Biozym) mit

folgendem Standardansatz durchgefiihrt:

Template-DNA 10-20 ng

Primer (100 pmol/pl) jeweils 100 pmol
dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 0,2 mM
Polymerase 2,5 Units

MgCl, 1,5 bzw. 2,5 mM

10x Reaktionspuffer und H,O ad 100 pl

Die Reaktionen wurden nach der sogenannten kot start-Methode durchgefiihrt. Hiernach
wurde der Ansatz zuerst bis auf 95 °C aufgeheizt, bevor die Polymerase zupipettiert wurde.
Dieses verminderte die Bildung von unspezifischen Amplifikationsprodukten und erhohte die

Ausbeute an PCR-Produkten.

Die PCR-Amplifikationen wurden nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Denaturierung 95°C 5 min
hot start: Zugabe der Polymerase
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 65 °C 45 sec
Synthese 72 °C 1 min

Die Zahl der durchlaufenen Zyklen betrug 35. Danach wurde der Ansatz 4 min bei 72 °C
belassen, um der Polymerase die Vervollstindigung begonnener DNA-Stinge zu

ermdglichen.
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2.2.4. Enzymatische Modifizierung von DNA

2.2.4.1. Schneiden von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

In analytischen und préparativen Restriktionshydrolysen von DNA wurden in der Regel 3
Units (U) der entsprechenden Restriktionsendonuklease pro 500 ng DNA eingesetzt. Der
Verdau erfolgte innerhalb von 1 — 3 Stunden bei einer Temperatur von 37 °C in 10 — 20 ul des
von der Herstellerfirma empfohlenen Reaktionspuffers. AnschlieBend wurde der

Reaktionsansatz mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.2.4.2. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um ein Religieren der geschnittenen Vektoren zu vermeiden, wurde dem
Restriktionsansatz nach beendeter Restriktionshydrolyse alkalische Phosphatase (SAP)
zugefiigt, welche die 5’-Phosphatgruppen abspaltet. Dafiir wurden zum Reaktionsansatz pro
pg Vektor-DNA 0,1 Einheiten alkalische Phosphatase und 0,1 Ansatzvolumina 10x
Phosphatase-Puffer hinzugegeben. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde nochmals
Phosphatase zugegeben und weitere 30 min dephosphoryliert. Die Reaktion wurde durch
Erhitzen auf 70 °C und Auftragung auf ein Agarosegel gestoppt. Das geschnittene Fragment

wurde anschlieBend einer Geneclean-Reinigung unterzogen.

2.2.4.3. Ligation von DNA-Enden
Das Enzym DNA-Ligase ist in der Lage, 3’-OH-Enden mit 5’-Phosphatgruppen von DNA-

Fragmenten kovalent miteinander zu verbinden.

Der Ansatz fiir die Ligation enthielt in der Regel etwa 300 ng Vektor-DNA, einen drei- bis
fiinffachen molaren UberschuB an geschnittener Fragment-DNA und 1-2 U T4-DNA-Ligase.

Das Volumen des Ansatzes variierte abhéngig von der DNA-Menge zwischen 10 und 30 pl.
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Es enthielt die entsprechende Menge an 10x T4-Ligasepuffer. Die Ligation erfolgte bei 4 °C

uber Nacht.

2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook ef al., 1989)

Zur analytischen sowie zur priparativen Auftrennung von DNA wurden 1 %ige (w/v)
Agarosegele (Trennbereich: 0,5-10 kb) benutzt, die 0,4 pg/ml Ethidiumbromid enthielten. Die
Agarose wurde dafiir in 1x TAE-Puffer aufgekocht, nach dem Abkiihlen auf etwa 50 °C mit
der Ethidiumbromidlosung versetzt. Die aufzutragenden Proben wurden mit 1/10 Volumen
10x DNA-Auftragspuffer versetzt. Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE benutzt. Die
Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 100-140 V fiir ungefdhr 20 min
durchgefiihrt. Die mit Ethidiumbromid inkubierte DNA wurde nach dem Lauf mit UV-Licht
der Wellenldnge von 254 nm sichtbar gemacht und das Ergebnis der Elektrophorese
photographisch dokumentiert. Anhand des mitgelaufenen A/BstEIIl-Standards erfolgte eine

Zuordnung von GréBe und Menge der aufgetragenen DNA-Fragmente.

2.2.6. Transformation von E,coli-Zellen

Zur Transformation wurden kompetente E.coli-Stimme bendtigt (Sambrook et al., 1989),
die bei —70 °C gelagert werden konnen. Die Transformation erfolgte nach einer vereinfachten
Form der Vorschrift nach Hanahan (Hanahan, 1983; Hanahan, 1985). Mit dieser Methode
koénnen hohe Transformationsausbeuten erzielt werden (10’-10° Transformanden pro pg

Plasmid-DNA).

Die kompetenten Zellen wurden in einem Eisbad aufgetaut. Anschlieend wurden sie mit
der zu transformierenden DNA des Ligationsansatzes vermischt und 25 min auf Eis inkubiert.
Darauf folgte ein 1-miniitiger Hitzeschritt bei 42 °C. Der Ansatz wurde kurz auf Eis

abgekiihlt, bevor 1 ml LBo-Medium zugegeben und 60 min bei 37 °C unter Schiitteln
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inkubiert wurde. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, das Bakteriensediment

auf den entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert und bei 37 °C inkubiert.

2.3. Priaparative Methoden

Die Cp2-Domine des Antikorpers MAK33 wurde aus E.coli durch Uberexpression in
Form von inclusion bodies und anschlieBende oxidative Renaturierung gewonnen (Thies,

1997; Thies & Pirkl, 2000).

Anzucht von E.coli HB101 / pAKF-T5/Cy2 in 2 1 SBamp/kana-Medium (37 °C)

Zellernte und Gesamtzellaufschlu3 (French Press)

U

DNase-Verdau bei 25 °C: Zugabe von 3 mM MgCl, und 10 pg/ml DNase
Inkubation in 0,5 Vol. 60 mM EDTA, 6% Triton X-100, 1,5 M NaCl, pH 7 bei 4 °C
Zentrifugation in JA-25.50 bei 20000 rpm, 10 min, 4 °C — Pellet (Inclusion bodies)

U

Resuspendieren des Pellets in 0,1 M Tris/HCI, 20 mM EDTA, pH 7
Zentrifugation in JA-25.50 bei 20000 rpm, 10 min, 4 °C — Pellet

U

Solubilisieren der /Bs in 6 M GdmCl, 100 mM Tris/HCI, 100 mM DTE, 1 mM EDTA, pH 8
pH auf den Wert 3 mit 1 M HCI bringen
Zentrifugation in JA-25.50 mit 20000 rpm, 30 min, 4 °C — Uberstand
Dialyse gegen 4 M GdmCl, pH 3

U

Renaturierung in 0,7 M Tris/HCI, 5 mM GSSG, 2 mM EDTA, pH 8
Salzkonzentration auf 1,5 M (NH4),SO4 einstellen
Zentrifugation in JA-16.250 bei 12000 rpm, 30 min, 4 °C

U

Butyl-Sepharose fast flow (Hydrophobe Saule)
100 mM Tris/HCI1, 2 mM EDTA, pH 7; linearer Gradient: 1,5 - 0 M (NH4),SO4

U
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Dialyse der Fraktionen gegen 100 mM Tris/HCI, pH 7,5 bei 4 °C
Ultrafiltration (Amicon mit Membran YM3, Centricon 3)

Die Reinigung der Cy3-Doméne der Antikdrpers MAK33 erfolgte nach einer leicht

modifizierten Reinigungsvorschrift von Mayer (1998).

Das Fc-Fragment (Cy2 + Cp3) wurde entsprechend der Vorschrift fiir die Cy2-Doméne

gewonnen (Thies, 1997; Thies & Pirkl, 2000).

2.4. Proteinchemische Methoden

2.4.1. Titration von freien Thiolgruppen mit DTNB (Ellman’s Assay)

Mit Hilfe des Ellman’s Assay kann die Zahl an freien und/oder zugénglichen Thiolgruppen
in Proteinen ermittelt werden. SH-Gruppen konnen Teil eines aktiven Zentrums von Enzymen
sein oder verkniipft als Disulfidbriicken eine wichtige Funktion fiir die Stabilitit von
Proteinen erfiillen. Darum ist es von Interesse herauszufinden, wieviele der Cysteine in der
Struktur des Proteins in reduziertem Zustand vorliegen bzw. wieviele an Disulfidbriicken
beteiligt sind. Hier sollte ermittelt werden, ob bei der Renaturierung von Cy2 die
Disulfidbriicke der Doméne vollstindig ausgebildet wurde oder ob Spezies mit freien SH-
Gruppen vorlagen. Der Vergleich der Zahl der Cysteine im nativen und denaturierten Zustand
erlaubt es aullerdem, eine Aussage iiber das Vorhandensein von Cysteinen an der Oberfldche

und iiber deren Zugénglichkeit zu machen (Ellman, 1958; Creighton, 1989).

Im Ellman’s Assay reagiert das Reagenz 5,5’-Dithio-bis-Nitrobenzoesdure (DTNB) mit der
SH-Gruppe zu einem gemischten Disulfid, das mit einer weiteren SH-Gruppe reagiert. Dabei

wird das gelbe Nitrothiobenzoat in stochiometrischen Mengen gebildet. Misst man die

41




2. Material und Methoden

Absorption bei einer Wellenldnge von 412 nm, so kann man mit dem Extinktionskoeffizienten

(e =13600 M cm™) bei bekannter Proteinkonzentration die Zahl der SH-Gruppen berechnen.

Der Test wurde in 100 mM Tris/HCI, pH 7,5 durchgefiihrt. In einem Gesamtvolumen von
I ml einschlieBlich 30 pl DTNB-Losung (4 mg/ml in 100 mM Kaliumphosphat, 1 mM
EDTA, pH 8,0) lag das Protein in einer Endkonzentration zwischen 40 und 100 pg/ml vor.
Die Extinktion wurde nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur gemessen. Zur Messung
der Pufferkontrolle wurde an Stelle des Proteins die gleiche Menge Dialysepuffer
hinzugegeben. Das Protein wurde fiir Messungen im denaturierten Zustand in 0,1 M Tris/HCI,

ph 7,5 mit 3 M GdmCl fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

2.4.2. Quervernetzung von Proteinen iiber Lysinseitenketten

Lysinseitenketten sind primdre Amine, welche mit Aldehyden und Ketonen unter
Wasserabspaltung zu Schiff’schen Basen reagieren. Diese Reaktion macht man sich bei der

Quervernetzung von Proteinen mit Hilfe von Glutardialdehyd zu Nutze.

H o) o) H
— NN+ 210
B E—

Abb. 2.4.1.: Reaktion von Glutardialdehyd mit zwei Lysinseitenketten.

Die Dimerisierung der Cyx3-Domédne wihrend der Renaturierung wurde mittels
Quervernetzung nach einer Vorschrift von Jaenicke & Rudolph (1989) verfolgt. Hierzu wurde
Cy3 in 50 mM HEPES, pH 8 umdialysiert. 5 pg (= 0,4 nmol) Protein wurden mit 78 pmol
Glutardialdehyd (2,6 M in H,O = 25 %ig) bei 37 °C 2 Minuten lang inkubiert. Anschlieend

wurde die Reaktion durch Reduktion des Aldehyds mit 80 pmol NaBH4 (2 M Losung in
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0,1 M NaOH) gestoppt. Zur Analyse des Experimentes mit Hilfe von SDS-Page (siche 2.4.5.)

und densitometrischer Auswertung wurde das Protein gefillt (2.4.4.).

2.4.3. Derivatisierung von Cysteinen mit lodacetamid

Iodacetamid (IAA) ist ein starkes Acylierungsmittel, mit dessen Hilfe reaktive Gruppen in

Proteinen vor unerwiinschten Reaktionen geschiitzt werden konnen. Der e}
|/\’4

elektrophile Angriff - z. B. an die Thiolgruppen von Cysteinen - blockiert NH

2

deren Oxidation zu Disulfidbriicken. Beschleunigend wirkt dabei die Ionisation zu Thiolat-

Anionen durch Einstellen des entsprechenden pH-Wertes.

In dieser Arbeit wurde die oben beschriebene Reaktion dazu verwendet, die Ausbildung
der intramolekularen Disulfidbriicke der Cy3-Domiéne zu verfolgen. Dazu wurden Aliquots
nach einer bereits frither beschriebenen Methode acyliert (Gray, 1993; Torella et al., 1994).
IAA wurde in 1 M Tris/HCL, 10 mM EDTA, pH 6,5 bei 65 °C in einer Konzentration von 2,2
M gelost und danach auf Raumtemperatur abgekiihlt. Wahrend der Priaparation wurde darauf
geachtet, dass diese unter Ausschluss von Licht stattfand, da photolytisch gebildetes Iod stark
oxidierend auf Thiolgruppen wirkt. 2 ml Proteinlésung ([Cx3] = 7,5 pg/ml = 0,3 uM Dimer)
wurden mit 1,1 ml der [AA-Losung vermischt (Endkonzentration IAA = 0,8 M). Die
Acylierungsreaktion wurde nach 15 s im Dunkeln bei Raumtemperatur durch Zugabe von
0,9 ml 0,45 %iger Trifluoressigsdure (TFA) gestoppt und schnell gevortext. AnschlieBend

wurde der Reaktionsansatz mittels reversed phase-Chromatographie (siche 2.6.) entsalzt.

2.4.4. Natriumdesoxycholat-Trichloressigsdure-Fallung

Lagen Proteine in sehr geringen Konzentrationen vor, so wurde mittels der Natrium-
desoxycholat-Trichloressigsdure-Féllung (kurz: NaDoc-TCA) eine Aufkonzentrierung erzielt,

um sie durch SDS-Page (siehe unten) besser analysieren zu kénnen.
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Dabei wurde die Proteinldosung, welche einen pH-Wert von iiber 7 besall, mit 1/500
Volumen an 10 %iger (w/v) NaDoc-Losung versetzt. Nach kurzer, griindlicher
Durchmischung (vortexen) und 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde soviel 85 %ige
Trichloressigsdure zugegeben, dass der pH-Wert auf etwa 2-3 absank und das Protein ausfiel.
Erneute 10 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur (besser: iiber Nacht auf Eis) und
Zentrifugation (14000 rpm, 10 min, RT) lieferte ein Pellet, welches in Ix Lammli-

Auftragspuffer resuspendiert und anschlieBend mit Hilfe von SDS-Page analysiert wurde.

2.4.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Bei dieser Methode werden die Proteine unter nicht-nativen (reduzierenden oder nicht-
reduzierenden) Bedingungen entsprechend dem Logarithmus ihres Molekulargewichtes
aufgetrennt. Sodiumdodecylsulfat (SDS), das im Auftragspuffer enthalten ist, lagert sich im
Verhiltnis 1:1,4 (SDS:Aminosdure) an die denaturiert vorliegenden Proteine an. Daraus
resultiert eine proportional zur Aminosiurenkettenliinge, negative Uberschussladung, die die
Proteine im elektrischen Feld zur Anode wandern ldsst. Die Proteine konnen durch

anschlieBende Féarbung sichtbar gemacht werden (Cooper, 1981).

In dieser Arbeit wurden SDS-Polyacrylamidgele (10 x 8 x 0,75 cm’) mit Trenn- (15 %ig)
und Sammelgel (5 %ig) benutzt (modifizierte Methode nach Fling & Gregerson, 1986). Pro
Gel wurde zur Auftrennung ein elektrisches Feld konstanter Stromstérke (25 mA) angelegt

(Laufpuffer: 25 mM Tris/HCL, 200 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,8).

Fiir die Herstellung der Gele und die anschlieBende Elektrophorese wurden folgende

Losungen verwendet:

Sammelgel: 0,625 ml 40 % Acrylamid
2,5 ml 2x Sammelgelpuffer
1,875 ml H,O

44



2. Material und Methoden

Trenngel: 3,75 ml 40 % Acrylamid
2,5 ml 4x Trenngelpuffer
3,75 ml H,O

Die angegebenen Mengen reichen fiir zwei Midget-Gele (6 x 9 cm).

2x Sammelgelpuffer: 0,25 M Tris/HCI

0,4 % (w/v) SDS

pH 6,8 mit HCI eingestellt.
4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI

0,8 % (w/v) SDS

pH 8,8 mit HCI eingestellt.
APS-Losung: 10 % (w/v) APS in H,O

TEMED-Lésung: 98 % (w/v) TEMED in H,0

Desweiteren wurden 10-20%ige Tricin-Gradientengele der Firma NOVEX verwendet. Der

Lauf- sowie der Auftragspuffer hatten folgende Zusammensetzung:

Tricingel-Laufpuffer: 0,1 M Tris/HCI

0,1 M Tricin

0,1 % (w/v) SDS

pH 8,3 mit HCl eingestellt.
Tricingel-Auftragspuffer: 0,45 M Tris/HCI

12% (v/v) Glycerin

4 % (w/v) SDS

0,0025 % (w/v) Coomassie Blau R250

Die Proteinproben wurden mit 5x Lammli- bzw. Tricingel-Auftragspuffer versetzt. Wenn

vorhandene Disulfidbriicken reduziert werden sollten, enthielt der Puffer mindestens 5 %
B-Mercaptoethanol. Zur vollstindigen Denaturierung wurden die Proben vor dem Auftragen

5 min bei 95 °C inkubiert (Ldmmli, 1970).
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2.4.6. Protein-Farbemethoden

2.4.6.1. Silberfirbung

Die Silberfarbung ist vor allem zum Nachweis von sehr geringen Proteinmengen bis zu

10 ng geeignet. Die Vorschrift hierzu stammt von Heukeshofen & Dernick (1988).

Férbelosungen:
Fixierer I: 30 % (v/v) techn. Ethanol
10 % (v/v) techn. Eisessig
Fixierer II: 25 % (v/v) Glutaraldehyd 2 ml
Natriumdithiosulfat 0,1g
0,4 M Natriumacetat
30 % (v/v) techn. Ethanol
0,5 % (v/v) techn. Eisessig ad 100 ml
Férbelosung: 1,2 M Silbernitratlosung 0,5 ml
(37 % (w/v)) Formaldehyd 25 ul
H,O bidest. ad 100 ml
Entwickler: Natriumcarbonat 5¢g
(37 % (w/v)) Formaldehyd 80 ul
H,O bidest. ad 200 ml
Stoplosung: 50 mM EDTA
pH 7,5
Farbeprotokoll:
Losung Zeit [min]
Fixierer I 10
Fixierer I1 30
H,0 3x5

Firbelosung |45

Entwickler |max. 1

Stop-Losung |-
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2.4.6.2. Firbung nach Fairbanks (Fairbanks et al., 1971)

Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 30 bis 50 ng Protein. Die Farbung der SDS-
Polyacrylamidgele erfolgt in Losung A, anschlieBend wird mit den Ldsungen B bis D
entfarbt. Die Verweilzeiten der Gele in den einzelnen Losungen konnen durch kurzes

Aufkochen auf etwa 10 min verkiirzt werden.

Verwendete Losungen:

Losung A: 20 % (v/v) Isopropanol

10 % (v/v) techn. Eisessig

0,05 % (w/v) Coomassie Blau R250
Losung B: 10 % (v/v) Isopropanol

10 % (v/v) techn. Eisessig

0,005 % (w/v) Coomassie Blau R250
Losung C: 10 % (v/v) techn. Eisessig

0,002 % (w/v) Coomassie Blau R250
Losung D: 10 % (v/v) techn. Eisessig

2.4.7. Densitometrie

Zur Quantifizierung von Proteinbanden, die mit Hilfe der Fairbanks-Féarbung (2.4.6.2.)
sichtbar gemacht wurden, wurde ein Sharp JX-330 Scanner eingesetzt. Die Auswertung der
digitalisierten Banden erfolgte mit Hilfe der ImageMaster 1D Prime Software von Amersham

Pharmacia Biotech.

2.5. Spektroskopische Methoden

2.5.1.  Absorptionsspektroskopie

Proteine absorbieren Licht im UV-Bereich des elektromagnetischen Spektrums. Als
Chromophore wirken neben den Peptidbindungen und den prosthetischen Gruppen die
Seitenketten der Aminosiduren. Wéhrend im Wellenldngenbereich von 180 bis 240 nm die
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Carbonylgruppen der Peptidbindungen fiir die Absorption verantwortlich sind, liegt der
Absorptionsbereich der drei aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin zwischen 230 und 300 nm. Der Absorptionsanteil ist dabei unterschiedlich grof3,
da sich die drei Aminosduren sowohl hinsichtlich ihres molaren Extinktionskoeffizienten als

auch in Bezug auf die Wellenldnge ihrer maximalen Absorption unterscheiden.

Aminosiure |Apgy [nm] |gmax [M™ em™]
Tryptophan |280 5700

Tyrosin 274 1400
Phenylalanin | 257 200

Cystin 250 300

Tab. 2.5.1.: Absorptionseigenschaften von Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin und Cystin in
Wasser bei pH 7 (Cantor & Schimmel, 1980).

Der Beitrag von Tryptophan und Tyrosin zum Proteinspektrum ist folglich am gréBten.
Nichtsdestotrotz wird die Intensitit und Form eines Spektrums von der Anzahl aller drei
aromatischen Aminosduren bestimmt (Schmid, 1989). Die spektralen Absorptionseigenschaf-
ten der aromatischen Aminoséduren hingen von der Polaritit des umgebenden Mediums ab. So
sieht man Signalverbreiterungen, Wellenldngenverschiebungen und Intensititsveranderungen
bei Anderung der Umgebungspolaritit. Bei zunehmender Polaritit der Umgebung findet eine
hypsochrome Verschiebung (Blauverschiebung) des Absorptionsmaximums statt. Die
UV/VIS-Spektroskopie kann deshalb auch Aufschluf3 {iber Konformation bzw. Konforma-
tionsdnderungen und Losungsmittelzugénglichkeit der aromatischen Aminosduren geben

(Schmid, 1989).

Fir Konzentrationsberechnungen ist die Ermittlung des Extinktionskoeffizienten

€280 nm, 0,1%, 1 cm des Proteins notig. Dieser wird nach der modifizierten Methode von Wetlaufer
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(1962) aus den molaren Extinktionskoeffizienten der Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und

Cystein multipliziert mit deren Anzahl im jeweiligen Protein bestimmit.

a €y 1y +b->3MTyr +C €y

MW

€280 nm, 0,1%, 1 cm —

Gl. 2.5.1.: Ermittlung des Extinktionskoeffizienten.

M, Trp
M, Tyr
&M, Cys
a,b,c

MW

molarer Extinktionskoeffizient von Tryptophan (5600 cm™ 1)
molarer Extinktionskoeffizient von Tyrosin (1400 cm™ I™")
molarer Extinktionskoeffizient von Cystein (150 cm™ I™)
Anzahl der entsprechenden Aminosiuren

Molekulargewicht des Proteins [g mol™]

Lambert und Beer stellten ein Gesetz auf, das eine Beziehung zwischen der Absorption

von UV-Licht bei 280 nm und der Konzentration der absorbierenden Lésung herstellt.

E=8~c~d=8-cM~d-M'1

Gl. 2.5.2.: Lambert Beer’sches Gesetz.

E

€

M

g - M!

Extinktion/Absorption bei 280 nm

molarer Extinktionskoeffizient €50 nm [M'1 cm‘l]
Konzentration des Proteins [M]

Schichtdicke der Kiivette [cm]
Molekulargewicht [g mol™]

Proteinkonzentration [g 1]

€280 nm, 0,1%, 1 cm

Neben der Konzentrationsbestimmung wurde die UV/VIS-Spektroskopie zum anderen zur

Abschétzung der Verunreinigung der Proteinprobe durch Nukleotide (Absorption bei 260 nm)

sowie zum Nachweis von Aggregaten eingesetzt, die aufgrund ihrer Grofe das Licht oberhalb

von 300 nm streuen und so eine Grundliniendrift hervorrufen.
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2.5.2.  Fluoreszenzspektroskopie

Die drei aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sind aufgrund
ihres delokalisierten m-Elektronensystems fiir die intrinsische Fluoreszenz eines Proteins
verantwortlich. Das Verhéltnis der relativen Empfindlichkeiten fiir die Fluoreszenzanregung
von Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin ist 1100:200:8 (Schmid, 1989). Tryptophan zeigt
von den oben genannten Aminosduren die grofite Fluoreszenz, da es Photonen am stérksten

absorbiert und dariiber hinaus durch Energielibertragung von Tyrosin angeregt werden kann

(Schmid, 1989; Cantor & Schimmel, 1980).

Die Intensitéit des Fluoreszenzsignals und die Lage des Emissionsmaximums von Trypto-
phan wird stark von dessen molekularer Umgebung beeinflusst. Das Emissionsmaximum liegt
im hydrophoben Inneren von nativen Proteinen bei 333 nm, wahrend es in einer polaren
Losungsmittelumgebung nach 354 nm hin verschoben ist. Dariliber hinaus nimmt die Intensi-
tdt des Signals ab. Bei Tyrosin ist nur eine geringe Verschiebung des Emmisionsmaximums
von 303 nm, aber ecine starke Intensititsabnahme zu beobachten (Schmid.1989). Die
Auswertung von Fluoreszenzspektren von Proteinen erlaubt somit Riickschliisse auf deren
Tertidrstruktur. Da die Fluoreszenzintensitidt von der Temperatur abhéngt, werden Fluores-

zenzmessungen bei konstanter Temperatur durchgefiihrt.

2.5.2.1. Aufnahme von Fluoreszenzspektren

Spektren der verschiedenen Antikorperfragmente wurden nach der Anregung der
Fluoreszenz bei 280 nm in einem Wellenldngenbereich von 290 bis 400 nm aufgenommen.
Die Breiten des Anregungs- und des Emissionsspaltes wurden entsprechend der
Proteinkonzentration eingestellt, um im fiir das Gerét optimalen Intensitdtsbereich zu messen.

Bei allen Spektren erfolgte eine Pufferkorrektur.
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2.5.2.2. Fluoreszenzkinetiken

Im Falle von Denaturierungskinetiken wurde das native Protein aus einer konzentrierten
Stammldsung in einen Ansatz mit einer bestimmten Denaturierungsmittelkonzentration
verdiinnt. Als Anregungswellenlinge wurde entweder 280 nm oder 295 nm, zur selektiven
Anregung der Tryptophane, gewihlt. Das Fluoreszenzsignal wurde anschlieBend bei einer
Emissionswellenldnge von 355 nm verfolgt. Die Spalten wurden entsprechend der Protein-

konzentration eingestellt.

Fiir Renaturierungskinetiken wurde das Protein fiir bestimmte Zeit in Denaturierungspuffer
entfaltet und danach in Renaturierungspuffer verdiinnt. Anregungs- und Emissionswellen-

langen sowie die Spaltbreiten wurden wie bei den Denaturierungskinetiken gewihlt.

2.5.3.  ANS-Fluoreszenzspektroskopie

8-Anilino-1-Naphthalensulfonsdure (ANS) ist ein Reagenz, welches an exponierte,

hydrophobe Bereiche von Proteinen binden kann. Aufgrund dieser
yarop g NH, SO.H
Bindung verstérkt sich die Fluoreszenz von ANS (Stryer, 1965; Goldberg
et al., 1990; Ptitsyn et al., 1990; Semistonov et al., 1991). OO
Es wurde eine Losung von 10 mg/ml ANS in Wasser hergestellt. Zum Protein wurde ANS
in einem 10-fachen molaren Uberschuss gegeben und anschlieBend 15 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Die ANS-Fluoreszenz wurde bei 390 nm angeregt und Spektren

zwischen 400 nm und 600 nm aufgenommen.

2.5.4. Circulardichroismus (CD)

Unter Circulardichroismus wird die Eigenschaft optisch aktiver Molekiile verstanden,
Licht, das circular polarisiert ist, unterschiedlich stark zu absorbieren. Die Voraussetzung fiir

die optische Aktivitét ist die Chiralitdit der Molekiile. Die Grundlage hierfiir bilden unter
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anderem asymmetrische Kohlenstoffatome und/oder aromatische Seitenketten in asymme-
trischer Umgebung. Alle Aminosduren mit Ausnahme von Glycin sind chiral. Proteine, die
eine zur dichroitischen Absorption beitragenden Sekundirstruktur aufweisen, verursachen
Circulardichroismus. Je nach Wellenldnge des eingestrahlten Lichtes unterscheidet man

zwischen Nah-UV-CD und Fern-UV-CD.

Als quantitatives MaB fiir die Auspragung einer Struktur wird die Elliptizitit ® (in Grad)
herangezogen. Fiir die Berechnung der molaren Elliptizitdt, bezogen auf das durchschnittliche

Molekulargewicht einer Aminoséure, fand folgende Formel Anwendung (Schmid, 1989):

o _ ©-100-M,
MRW = ————————
c-d-N,
Gl. 2.5.3.: Berechnung der molaren Eliptizitiit.
OMrw: Molare Elliptizitit bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht einer

Aminosiure [deg cm® dmol™]

o: gemessene Elliptizitit [deg]

M,: Molekulargewicht

c: Proteinkonzentration [mg ml™]

d: Schichtdicke [cm]

Na: Anzahl der Aminosduren im Protein

2.5.4.1. Nah-UV-CD

Der Nah-UV-Bereich erstreckt sich von 250 bis 350 nm. Die hier absorbierenden
aromatischen Aminosauren, deren Seitenketten in eine durch die Tertidrstruktur des Proteins
verantwortete asymmetrische Umgebung ragen, sind fiir das CD-Signal verantwortlich. Somit
lasst sich anhand von Messungen in diesem Bereich ein ,,Fingerabdruck® eines Proteins
erstellen. Bei denaturierten Proteinen fehlt dieses Signal, da die asymmetrische Umgebung

der aromatischen Seitenketten nicht mehr vorhanden ist.
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2.5.4.2. Fern-UV-CD

Der Fern-UV-CD-Bereich wird auch als Amid-Region (170-250 nm) bezeichnet (Cantor &
Schimmel, 1980). Hier erzeugt die Konformation der Polypeptidkette ein charakteristisches
CD-Signal. a-Helices erzeugen zwei benachbarte Minima hoher Intensitdt bei 208 und
222 nm, wohingegen [-Faltblitter ein einziges Minimum geringer Intensitdt bei 218 nm
aufweisen. Folglich erhdlt man aus einem Fern-UV-CD-Spektrum Aufschluss iiber den

Sekundérstrukturgehalt eines Proteins.

CD-Spektren wurden in den entsprechenden Wellenldngenbereichen (Nah-UV-CD: 250 —
350 nm; Fern-UV-CD: 200 - 250nm) aufgezeichnet. Um Signalschwankungen
auszugleichen, wurden die Spektren bis zu 12-mal akkumuliert. Da das Nah-UV-CD-Signal
um einiges geringer ausfillt als das Fern-UV-CD-Signal, sind fiir diese Messungen hohere

Proteinkonzentrationen notig. Alle Spektren wurden pufferkorrigiert.

Denaturierungs- und Renaturierungskinetiken wurden bei einer festen Wellenldnge — meist
213 oder 220 nm — aufgezeichnet. Die Detektion von sehr schnellen Faltungsphasen erfolgte

mit Hilfe einer sogenannten stopped flow-Apparatur.

2.5.5. Dynamische Lichtstreuung

Alle Experimente wurden bei 20 °C und einem Streuungswinkel von 90 © durchgefiihrt.
Das Probenvolumen betrug 12 pl. Puffer und Proteinproben wurden vor der Messung mit
Hilfe eines Filters mit 100 nm Porengrofle (Anodisc-13, Whatman) von Staub und Luftblasen
befreit. Der Diffusionskoeffizient D und der hydrodynamische Radius wurden mit der
Autokorrelationsfunktion des Programms Dynamics (Protein Solutions) berechnet. Dazu

erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten die Messung der Streuungsintensitit I;.
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2.5.6. Refraktometrie

Die genaue Denaturierungsmittelkonzentration (hier: Guanidiniumhydrchlorid, kurz
GdmCl) in De- und Renaturierungsansidtzen wurde iiber den Brechungsindex der Losung

bestimmt. Die im Refraktometer ermittelten Werte werden in folgende Gleichung eingesetzt:
[GdmC1]=57,147 - (An) + 38,68 - (An)* = 91,6 - (An)’

Gl. 2.5.4.: Berechnung des Brechungsindex.

An: Differenz der Brechungsindices der Lésungen mit und ohne GdmCl

2.6. High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

Bei der high pressure liquid chromatography kann die Trennung von Komponenten auf
Adsorption, Ionenaustausch, GroBenausschluss oder Verteilung beruhen. Im Vergleich zu den
entsprechenden Einzelmethoden wird bei der HPLC die Trennleistung durch Verwendung
hochauflosender Methoden deutlich verbessert und die Retentionszeiten stark gesenkt. Die
mobile Phase wird mit Driicken bis zu 400 bar durch die dicht gepackte Sdule gepresst, was

zu kiirzeren Analysenzeiten fiihrt.

In dieser Arbeit wurde diese Methode zum einen zur Molekulargewichtsbestimmung
(Analytische  Gelfiltration), zum anderen zur Entsalzung von Proben filir die

Massenspektrometrie (reversed phase-Chromatographie) verwendet.

Zur Entsalzung von Proteinproben mittels reversed phase-Chromatographie kam ein
Elutionssystem bestehend aus 0,1 % TFA in Wasser (Puffer A) und 0,07 % TFA in 95 %
Acetonitril / 5 % Wasser (Puffer B) zum Einsatz. Die Entsalzung erfolgte mit Hilfe eines
linearen Gradienten von Puffer B von 20 % bis 95 % in 5 min bei einer Flussrate von
1 ml/min. Die Elution des Proteins wurde anhand der Absorption bei 220 nm verfolgt und in

einem Eppendorf-Reaktionsgefd zur weiteren Analyse aufgefangen.

54



2. Material und Methoden

2.7. Massenspektrometrie

Massenspektrometrie ist eine Analysentechnik zur genauen Bestimmung der Molekiil-
masse freier lonen im Hochvakuum. Ist die Aminosiduresequenz eines Proteins bekannt, so
kann aus der Differenz der theoretischen und der im Massenspektrometer ermittelten Masse
direkt auf posttranslationale Modifikationen, wie z. B. Glykosylierungen, Phosphorylierungen
und Sulfatierungen, aber auch auf chemische Verdnderungen durch Acylierungen und
Oxidation geschlossen werden. Durch Behandlung mit Proteasen und anschliefende
massenspektrometrische Analyse ist es ohne weiteres moglich, die Sequenz eines Proteins zu
bestimmen. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Massenspektrometrie bis hinunter in den
Femtomol-Bereich ist diese Technik sensitiver als beispielsweise die optische Detektion in

der klassischen Edman-Sequenzierung.

Die Massenspektrometrie wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um die Ausbildung der
Disulfidbriicke der Cy3-Doméne unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen. Dazu
wurden durch die kovalente Modifizierung der freien Cysteine mit Glutathion und/oder IAA
(siehe 2.4.3.) Proteine erzeugt, die sich hinsichtlich ihrer Masse unterscheiden und somit einer

massenspektrometrischen Analyse zugénglich sind.

Fiir ESIMS-Analysen wurden den zuvor entsalzten Proben (siche 2.6.) 5 % Ameisensdure
zugesetzt. Das Einspritzen der Proteinlosung in die Ionenquelle geschah mit einer
Geschwindigkeit von 5 pl/min. Die Spektren wurden mit einer Rate von 10 s/scan
aufgenommen. Kalibriert wurde das Gerdt durch das Einspritzen von Myoglobin aus Pferd.
Dabei wurde aus den detektierten Massen der mehrfachgeladenen Ionen der Mittelwert

gebildet (M, =16 951.5).

MALDIMS-Analysen erforderten, dass die Probe in 0,2 % TFA gel6st eine Konzentration

von 10 pmol/ul hatte. Ein 1 pl-Aliquot wurde mit 1 pl 3-(a-Cyano-4-Hydroxyphenyl)-
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propensdure (10 mg/ml in Acetonitril/0,1 % TFA 1:2 (v:v)) gemischt. Nach Lufttrocknung
wurden die Spektren jeweils durch 50-fachen Laserbeschuss generiert. Die
Massenkalibrierung erfolgte mit Hilfe von Insulin (durchschnittliches Molekulargewicht

5 734,6) und des Maxtrixsignals (M, =379,1).

2.8. Mathematische Methoden

2.8.1.  Auswertung konformationeller Ubergiinge

GdmCl-Uberginge wurden mit Hilfe des Programms SigmaPlot 5 durch nicht-lineare

Regression der Datenpunkte ausgewertet (Santoro & Bolen, 1988).

yX +my -[D] - y\, —my -[D]
1+exp{_ AGY, +m-[D]}

y([D])=yy +my -[D]-

R-T

Gl 2.8.1.: Auswertung GdmCl-induzierter Ubergiinge. m ist der Kooperativititsparameter und

ein MaB fiir die Steilheit des Ubergangs. Die Stabilitit des Proteins bei Abwesenheit des

0

Denaturierungsmittels wird mit AG,

bezeichnet. [D] steht fiir die Konzentration des
Denaturierungsmittels. yy und yy sind die spektroskopischen Eigenschaften des nativen
und denaturierten Proteins in Abhéngigkeit von [D], y?\I und y% die dazugehorigen

Werte bei [D] = 0. Die Steigungen in diesen Bereichen werden mit my bzw. my

bezeichnet.

Die Auswertung von Temperaturiibergdngen erfolgte mit einer angepassten Gleichung, bei
der yn und yy linear von der Temperatur abhiingen. AG’y,, ist ebenfalls eine lineare Funktion der

Temperatur.
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Gl. 2.8.2.:

2.8.2.

YON"'mN'T_Y%_mU'T

AG® (T
1+exp{_ stab( )}

Y(T):ygj"'mN -T-

R-T

A(;stab(T) :AHm [l_le_ACp [Tm _T+TIH(T1J]

Auswertung von Temperaturiibergingen. 7 steht fiir die Temperatur in Kelvin. T}, ist
die Schmelztemperatur des Proteins (= Mittelpunkt des Ubergangs). yoN und y% sind die

auf T = 0 extrapolierten Werte von yy und yy. AH,, bezeichnet die van't Hoff-Enthalpie

bei T, AC, die mit der Entfaltung verbundene Anderung der Wirmekapazitit.

Entfaltung/Faltung

Entfaltungs- und Faltungskinetiken wurden je nach Anzahl der Phasen mit Hilfe von

Exponentialfunktionen gefittet. Daraus konnten die Geschwindigkeitskonstanten der

einzelnen kinetischen Phasen gewonnen werden. Mit den Gleichungen 2.8.3.; 2.8.4. und 2.8.5.

werden exponentiell abfallende Kinetiken ausgewertet. Fiir exponentiell steigende Kinetiken

miissen die Phasen entsprechend umgedreht werden.

Gl 2.8.3.:

Gl 2.84.:

Gl 2.8.5.:

y(t)=y(t,)+a-e™?
Mono-exponentieller Fit. Legende siche 2.8.6..
y(O)=y(t,)+a-e™? +c-e?
Bi-exponentieller Fit. Legende siche 2.8.6..

Y(t): y(to) +a- e(-b.t) +C- e(-d't) +g- e('h‘t)

Tri-exponentieller Fit. Legende siehe 2.8.6..
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(e(-k1~t) ) e(—k2~t))
k2
kl1-1

Gl. 2.8.6.: Intermediats-Fit. t ist diec Zeit. a, c, g sind die Amplituden der einzelnen Phasen. Mit b,

D

y(H)=

d, h, k1 und k2 werden die Geschwindigkeitskonstanten bezeichnet. D steht fiir die

spezifische Fluoreszenz des denaturierten Proteins.
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3. Ergebnisse

3.1. Physikalisch-chemische Eigenschaften der MAK33-

Antikorperdominen Cy2 und Cgx3

3.1.1.  Analyse der Primérstruktur: Cy2 und Cyz3 im Vergleich

Antikorper setzen sich aus zahlreichen Domidnen zusammen, die alle dasselbe
Faltungsmotiv, den immunoglobulin fold, aufweisen. Trotzdem verhalten sie sich recht
unterschiedlich beziiglich Stabilitdt und Faltung. Um diesen Unterschieden auf den Grund zu
gehen, bot sich zuerst die Analyse der Aminosduresequenz der beiden Proteine, ihrer
Primérstruktur an. In Abbildung 3.1.1. sind die Sequenzen der Cy2- und der Cy3-Domine des

monoklonalen Antikdrpers MAK33 einander gegeniibergestellt.

Ci2 | - SSVF IFPPKPKDVL TITLTPKVTC VVVDIS
Cu3 1 KGRPAAPQVY TIPPPKEQMA KDKVS--LTC MITDFF
Cn2 ;1 KDDPEVOFSW FVDDVEVHTA QTQPREEQFN STFRSVSELP
Cu3 ;5 PEDITVEWQW NGOPAENYKN —TQPIMDTDG SYF-VYSKLN
Cn2 71 IMHODWLNGK EFKCRVNSAA FP-APIEKTI ------
Cu3 75 VOKSNWEAGN TFTCSVLHEG LHNHHTEKSL SHSPGK

Abb. 3.1.1.: Sequenzvergleich zwischen der Cy2-Doméine und der Cyx3-Domine des
monoklonalen Antikérpers MAK33. Die Aminoséuren, die einander dhnlich sind, sind

fett, die, die identisch sind, zusétzlich unterstrichen dargestellt.

Die Cy2- und die Cy3-Domine sind anndhernd gleich groe Molekiile (Tab. 3.1.1.).
Wihrend die Sequenz von Cy2 der Faltungseinheit im Antikorper MAK33 entspricht, weist

diejenige von Cy3 zusitzliche Aminosduren aus der Ellenbogen-Region zwischen Cy2 und
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Cy3 auf. Da Cy3 sonst mit einem Prolin beginnen wiirde, sollten durch die Klonierung dieser

eventuelle Komplikationen fiir die Faltung ausgeschlossen werden (Mayer, 1993).

Die beiden konstanten Doménen sind evolutionidr eng verwandte Proteine, die durch
Genduplikation entstanden sind (Davies & Metzger, 1983). Trotzdem ist der Anteil an
dhnlichen Aminosduren nicht besonders hoch (39,4 %). Sucht man nach den Aminoséduren,
die in Cy2 und Cy3 an identischen Positionen liegen, erhédlt man einen Wert von 24,2 %.
Auffallend ist, dass im Bereich um die beiden Cysteine der Disulfidbriicke in beiden
Proteinen iiberwiegend dhnliche oder dieselben Aminosduren vorkommen. Dariiber hinaus
sind die Positionen der meisten Chromophore konserviert. Cy2 besitzt aber im Vergleich zu
Cu3 keine Tyrosine. Entweder sind an diesen Positionen keine aromatischen Reste vorhanden,

oder sie sind gegen Phenylalanin ausgetauscht (Abb. 3.1.1.).

Das Erlangen der nativen Konfiguration von Peptidyl-Prolyl-Bindungen ist bei der
Proteinfaltung oft ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt, da deren Isomerisierung eine
hohe Aktivierungsenergie erfordert (Schmid, 1993). Die Aminoséduresequenzen von Cy2 und
Cu3 sind reich an Prolinen (9,1 % bzw. 8,3 %). Am N-Terminus beider befindet sich eine
Anhéufung von drei Prolinresten in unmittelbarer Nachbarschaft (Abb. 3.1.1.). Eine Analyse
der Proteinsequenzen im Hinblick auf die den Prolinresten vorangehenden Aminoséduren lédsst
Riickschliisse auf die Konfiguration der entsprechenden Xaa-Pro-Bindung im nativen Zustand
des Proteins zu (Abb 3.1.2.). Dabei zeigt sich, dass die Wahrscheinlichkeit fiir eine cis-
Konfiguration bei Prolinen und Phenylalaninen mit 9,3 % bzw. 7,2 % am grof3ten ist (Reimer
et al., 1998). Berlicksichtigt man Analysen bei Modellpeptiden, ergeben sich Werte von 6,0 %
und 23,0 % (Reimer et al., 1998). Dieses zeigt, dass lokale Wechselwirkungen im Protein
einen grofen Einfluss auf die cis/trans-Verteilung von Xaa-Pro-Bindungen haben. Bei Cy2
sind mit ¢F-7P und ¢;F-9,P zwei Xaa-Pro-Bindungen mit groBen Wahrscheinlichkeiten fiir die

cis-Konfiguration zu finden. Allerdings liegen diese nahe des N- und des C-Terminus des
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Proteins in relativ flexiblen Regionen. In der Cy3-Sequenz gibt es neben der am N-Terminus
liegenden Prolinanhdufung nur den Prolinrest an Position 35, dem besondere Aufmerksamkeit
geschenkt werden muss. Wie spéter beschrieben wird, ist der Konfigurationswechsel der 34F-
3sP-Bindung der limitierende Faktor in der Faltung des Proteins. An der entsprechenden

Position in der Cy2-Doméne befindet sich kein Prolin.

cis 7.2 % cis 4,0 % cis 2.9 % a
SSVFIFPPKPKDVLTITLTPK VT
cis 9,3% CV
\%
\
D
S¢ ]ﬂngFSWFVDDVEVHTA
cis 3,1 % cis 4,7 %

SVSRFTSNFQEE
g}\/[ cis 7,2 %

HQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTI
cis 5,0 %

cis 4.9 % cis 1.8 % cis 1.2 % b

KGRPAAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDHE PEDITVEWQW N
cis 4,7 %

cis 5.0 % cis 93 %

K SYV FYSGDTDMIPQTNKYNEZ
NL cis 4.7 %
'
KSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEK SLSHSPIGK
cis 4.7 %

Abb. 3.1.2.: Xaa-Pro-Bindungen in den Antikérperdoménen Cy2 (a) und Cyx3 (b). Die wichtigen
Bereiche sind durch eine groBere Schrift und eine Umrahmung hervorgehoben. Proline
sind fett gedruckt und die Wahrscheinlichkeit, dass die entsprechende Bindung in der cis-

Konfiguration vorkommt, in Prozent angegeben (Reimer ef al., 1998).

Die Sequenz von Cy2 enthdlt 2 Tryptophane und 8 Phenylalanine, aber keine Tyrosine.
Dieses hat groBen Einfluss auf die spektroskopischen Eigenschaften des Proteins. Das
UV/VIS-Spektrum weist bei 257 nm — dem Absorptionsmaximum von Phenylalanin (Schmid,
1989) — und nachfolgend eine hohe Absorption im Vergleich zu der bei 280 nm auf (Pirkl,
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1996; Thies, 1997). Dariiber hinaus ruft die im Verhiltnis zur Gesamtanzahl der Reste von
Cy2 groBe Anzahl von Phenylalaninen im Fern-UV-CD-Spektrum ein Maximum bei 222 nm
hervor, was filir B-Faltblattproteine vollig untypisch ist (Pirkl, 1996; Thies, 1997). Diese
besitzen bei 218 nm ein definiertes Minimum. Mit einer Gesamtzahl von 14 negativ
geladenen (D und E) und 12 positiv geladenen Resten (R, K und H) ist das Protein insgesamt
leicht negativ geladen und weist infolge dessen einen sauren isoelektrischen Punkt (pI) auf
(Tab. 3.1.1.). Der Anteil an hydrophoben Aminosduren (A, I, L, M, F, P, W, V) ist mit 45,5 %
relativ gro3. Demgegeniiber besitzt Cy3 3 Tryptophane, 4 Tyrosine und 4 Phenylalanine.
Dieses driickt sich in dem hohen Extinktionskoeffizienten des Proteins aus (Tab. 3.1.1.). Der
grole Anteil aromatischer Aminosduren (10 %) bewirkt im Fern-UV-CD-Spektrum eine
Verschiebung des fiir B-Faltblattproteine charakteristischen Minimums von 218 nm auf
222 nm (Mayer, 1993). Wie bei Cy2 iiberwiegen leicht die sauren Aminosduren gegeniiber
den basischen (11,1 % zu 9,3 %). Der pI-Wert liegt infolge des groBeren Verhéltnisses von
negativ geladenen Resten zur Gesamtanzahl der Aminosduren etwas hoher als bei Cy2 (Tab.

3.1.1.). Mit 40 % ist der Anteil hydrophober Aminoséduren etwas geringer als bei Cy2.

Mit Hilfe sogenannter Hydropathieplots ldsst sich die Verteilung von hydrophoben und
hydrophilen Resten in einer Proteinsequenz genauer analysieren. In dieser Arbeit wurde die
Methode nach Kyle & Doolittle gewidhlt, die den Aminosduren entsprechend ihrer
chemischen Eigenschaften feste Werte in einem Bereich von -4,5 bis 4,5 zuweist (Kyle &
Doolittle, 1982). Dabei ist Arginin mit -4,5 der hydrophilste, Isoleucin mit 4,5 der
hydrophobste Rest. Der Vergleich der Cy2- und der Cy3-Doméne bestitigte fiir Cy2 eine im
ganzen leicht hohere Hydrophobie (siche oben und Abb. 3.1.3.). Wihrend zwischen Position
10 und 30 bei beiden Proteinen viele hydrophobe Aminosiduren vorkommen, ergeben sich
nachfolgend nur wenige Gemeinsamkeiten. Cpy2 weist um Position 40 zusétzlich einen

hydrophoben Bereich auf. Das sich anschlieBende Muster ist bei Cy3 leicht nach links
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verschoben. Dieses mag daran liegen, dass Cpy3 einige

gegeniiber Cy2 aufweist (Abb. 3.1.1.).

Deletionen in

3. Ergebnisse

seiner Sequenz

Hydrophilie/Hydrophobie [1]
(e

20

40

60

Sequenzposition [1]

Abb. 3.1.3.: Hydropathie-Plot der Cyx2 (—) und der Cx3-Doméne (----). Es wurde mit Hilfe eines

Rasters von 9 Aminosiuren die Hydrophilie (negative Werte) bzw. Hydrophobie (positive

Werte) in diesem Bereich bestimmt. Als Minimum ergab sich ein Wert von -2,23, als

Maximum 2,08 (Kyle & Doolittle, 1982).

Einige Eigenschaften, die sich aus der Aminosduresequenz der beiden Proteine ergeben,

sind in Tab. 3.1.1. aufgelistet.

Cu2 Cu3 Fc
Anzahl der Aminoséiuren |99 108 (Monomer) 210 (Monomer)
relative Molekiilmasse 11279,7 12251,6 (Monomer) |23885,0 (Monomer)
Isoelektrischer Punkt 5,02 6,20 6,37
Extinktionskoeffizient 1,020 (red.) [ 1,831 (red.) 1,416 (red.)
(280 nm, 0,1 %, 1 cm) 1,009 (ox.) [ 1,811 (ox.) 1,405 (ox.)

Tab. 3.1.1.: Gegeniiberstellung einiger Eigenschaften von Cy2 und Cyx3. Zum Vergleich sind die

Daten des Fc-Fragmentes (Cy2 + Cy3) aufgefiihrt. Der Extinktionskoeffizient ist fiir das

jeweilige Protein mit und ohne intakter Disulfidbriicke angegeben.
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Bedingt durch die unterschiedlichen Eigenschaften wie pl oder Hydrophobie waren
verschiedene Ansitze fiir Cy2 und Cy3 notwendig, um in E.coli eine zufriedenstellende
Expression zu erzielen und das gewonnene Protein anschlieend bis zur Homogenitit zu
reinigen. Da die Antikdrperdominen Cy2 und Cyx3 jeweils eine intramolekulare
Disulfidbriicke enthalten (Amzel & Poljak, 1979), sind oxidierende Bedingungen die
Voraussetzung dafiir, dass natives Protein mit intakter Disulfidbriicke erhalten wird. Deshalb
wurde fiir die Cy3-Domine eine Expression mit anschlieBender Sekretion in das Periplasma
von E.coli erprobt und etabliert. Ein oxidierendes Redoxpotential im Periplasma konnte durch
Zugabe von oxidiertem Glutathion (GSSG) eingestellt werden. Die Reinigung danach war in

guten Ausbeuten moglich (Mayer, 1993; Bell, 1997; Mayer, 1998).

Demgegeniiber gestaltete sich die Gewinnung von Cy2 auf analogem Wege schwierig.
Aufgrund einer geringen Expression des Proteins (Pirkl, 1996; Thies, 1997) wurde
entschieden, ein anderes Expressionssystem zu wéahlen. Durch den Wechsel zur
cytoplasmatischen Expression konnte die Ausbeute um ein Vielfaches gesteigert werden.
Allerdings lag das Protein in Form von unldslichen inclusion bodies vor und musste deshalb

oxidativ zuriickgefaltet werden (Thies, 1997; Thies & Pirkl, 2000).

3.1.2.  Sequenz und Struktur

Die Sequenzen der Immunoglobulin-Domédnen Cp2 und Cy3 wurden dahingehend
untersucht, wie grof3 die Tendenz einzelner Bereiche ist, B-Faltblattstrukturen auszubilden. Es
wurde nach der Methode von Chou & Fasman (1978) verfahren, die jeder Aminosiure einen
bestimmten Zahlenwert zuordnet, je nachdem, ob die Tendenz, Faltblattstrukturen
auszubilden, kleiner oder grofler ist. Fiir Glutamat ist die Wahrscheinlichkeit, in Faltblittern
vorzukommen, am kleinsten (0,370), fiir Valin am groften (1,700). In Abb. 3.1.4. ist das

Ergebnis dieser Analyse dargestellt. Cy2 weist im ganzen vier Maxima / Faltblattbereiche auf,
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3. Ergebnisse

wihrend es bei Cy3 sechs sind. Auffallend ist, dass die Maxima bei Cy2 sehr zerkliiftet sind.
In diesen Bereichen kommen neben ,,Faltblattbildnern™ (z. B. Valin) auch solche Reste vor,
die diesen Prozess eher behindern (Aspartat, Glutamat; siche Abb. 3.1.1.). Somit diirften die
Faltblattstringe sehr unregelméBig geformt sein, da sie durch andere Strukturen unterbrochen
werden. Im Fall von Cy2 und Cy3 stimmt die Anzahl der mit dieser Methode gefundenen
Bereiche der Faltblattstrainge mit der sonst gefundenen nicht {iberein (Amzel & Poljak, 1979).
Da hierbei jedoch Tertidrkontakte und Quartarstruktur auler Acht gelassen werden, kann nur
die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur endgiiltig Aufschluss iiber die

Sekundarstruktur des Proteins geben.

1.4 I I I I I I I I I I
13 F + -

12 + -
1.1 + -
1.0 - + -
0.9 + -
0.8 + -
0.7 + -

0.6 1 1 1 1 1 I I I I I
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

B-Faltblatt [1]

Sequenzposition [1] Sequenzposition [1]

Abb. 3.1.4.: B-Faltblattbereiche in Cy2 (a) und Cyx3 (b). Dargestellt ist die Tendenz einzelner
Sequenzbereiche, B-Faltblattkonformation anzunehmen (bei Verwendung eines Rasters
von 9 Aminosduren). Nach Chou & Fasman (1978) hat Glutamat die geringste (0,370),
Valin die grofte Neigung (1,700), in Faltblattstrukturen vorzukommen.
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3.1.2.1. Die dreidimensionale Struktur von Cy3

Die dreidimensionale Struktur des rekombinanten Cyx3-Dimers wurde mit Hilfe von
Rontgen-Kristallographie gelost. Dabei wurde zur Strukturbestimmung die Methode des
molekularen Ersatzes (molecular replacement) genutzt. Die gewonnenen Daten sowie Werte

aus der Strukturverfeinerung (refinement) sind in Tab. 3.1.2. aufgefiihrt.

A. Streuungsdaten

Raumgruppe P21
Dimensionen der Einheitszelle 48,74, 42,78,
in [A]: (a, b, ¢) 50,46
B [°] 105,93
Auflosungsbereich [A] 50,0 -2,2
Einzelreflektionen 10 340
Redundanz 5,58
Completeness [%] 93,4 (83,6)
Ruerge [%]° 10,4 (27,3)
I/s 10,1 (3,2)
B. Strukturverfeinerung
Anzahl der Atome im Protein 1622
Anzahl an Wassermolekiilen 88
Auflosungsbereich [A] 8,0-22
Einzelreflektionen 9338
Completeness | %] 92,5
R-Faktor [%]" 20,5
Freier R-Faktor [%]¢ 25,7

rmsd von idealen z-Werten: Bindungslingen [A]" | 0,006
rmsd von idealen z-Werten: Bindungswinkel [°]* [1.15

Temperatur-Faktor: alle Atome 32,25
Temperatur-Faktor: Hauptkettenatome 30,84
Temperatur-Faktor: Seitenkettenatome 38,07
Temperatur-Faktor: Wasser 43,30

Tab. 3.1.2.: Rontgenstreuungsdaten eines Cgy3-Kristalls und Werte aus der Strukturverfei-
nerung. Die Werte in runden Klammern gehoren zur hochsten erzielten Aufldsung (2,20-
2,26 A). Riperge = S | 1 - <I> | S <I>. °R-Faktor =S | F, - F. |/ S | F, |. “Der freie R-Faktor
wird wie der R-Faktor berechnet aber nur fiir einen Test-Satz von 5% der
Reflektionsdaten, die nicht fiir die Strukturverfeinerung benutzt wurden. “Root-mean-

squared deviations (rmsd) wurden von idealen Werten berechnet (Thies et al., 1999).

Das Protein kommt im Kristall als Dimer vor. Die Gesamtstruktur ist in Abb. 3.1.5.

gezeigt. Das Cy3-Monomer besteht aus zwei B-Faltbléttern, die aus vier (A, B, E, D) bzw.
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3. Ergebnisse

drei Strangen (G, F, C) aufgebaut sind. Die beiden Faltblitter sind durch eine senkrecht dazu
stehende Disulfidbriicke miteinander verbunden. Sie wird von den Resten Cys28 im Strang B
und Cys86 in Strang F gebildet und ist wie bei anderen Immunoglobulin-Molekiilen im
hydrophoben Inneren des Proteins verborgen. Um die Disulfidbriicke herum sind zahlreiche
hydrophobe Aminoséduren angeordnet (Val9, Ile30, Val40, Trp42, Val88). Der Tryptophanrest
42 liegt innerhalb des van der Waals-Kontakt-Abstandes (< 4,5 A) zur Disulfidbriicke (Abb.
3.1.5. und 3.1.6.). Dadurch wird dessen Fluoreszenz unter nativen Bedingungen unterdriickt.
Bei VergroBerung des Abstandes zwischen Trp42 und der Disulfidbriicke z. B. durch

Entfaltung des Proteins wird dieser Effekt aufgehoben (siehe unten).

Abb. 3.1.5.: Kristallstruktur der rekombinanten Cy3-Doméne. Die Tryptophane sowie der cis-
Prolinrest sind in der ball and stick-Darstellung gezeigt. Die Disulfidbriicke zwischen den

B-Faltblittern ist gelb eingefirbt. Die Auflosung betriigt 2,2 A.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.1.6.: Die molekulare Umgebung der Disulfidbriicke in Cy3. Die die beiden B-Faltblitter
verbindende Schwefelbriicke (gelb) ist umgeben von zahlreichen hydrophoben Resten,
deren Abstand zur Disulfidbriicke weniger als 4,5 A betriigt. Dadurch wird unter anderem

die Fluorezenz von Trp42 (griin) unterdriickt.

Die meisten Proteine der Immunoglobulin-Superfamilie zeichnen sich dadurch aus, dass
sie wenigstens einen cis-Prolinrest im nativen Zustand besitzen (Deisenhofer, 1981). Wie
schon oben erwihnt, ist die Isomerisierung von der frans- zur cis-Konfiguration einer Xaa-
Pro-Bindung oft ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt in der Proteinfaltung (Isenman et
al., 1979; Schmid, 1993). In der dreidimensionalen Struktur von Cyx3 nimmt das Prolin an
Position 35 die cis-Konfiguration an (Abb. 3.1.5. und 3.1.7.). Es befindet sich in einem, von
aullen her gut zugénglichen loop, der die Stringe B und C verbindet. Zwei groe hydrophobe
Reste im Abstand von 3,2 A (Phe34 und His90) sowie die Seitenkette von Glu91 bilden eine

Barriere, die eine Isomerisierung in trans verhindert (Abb. 3.1.7.).
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Abb. 3.1.7.: Umgebung des cis-Prolinrestes 35 in der Cy3-Domiine. Die Phe34-Pro35-Bindung
befindet sich im loop, der die B-Faltblattstringe B und C verbindet. His90 und Glu91

(Darstellung der van der Waals-Radien) gehdren zu einem anderen loop.

Sequenzvergleiche mit mehr als 75 anderen Immunoglobulin-Doménen haben ergeben,
dass nur eine davon, gc3 aus Maus, kein Prolin an der entsprechenden Cy3-Position hat (Wels
et al., 1984). Dabei wurde bei sechs Doménen die dazugehorige Peptidbindung in der cis-
Konfiguration gefunden. Der vorausgehende Rest ist in diesen Féllen immer ein Phenylalanin

oder Tyrosin (siche oben; Reimer et al., 1998).

Die Cy3-Monomere dimerisieren iiber hydrophobe Wechselwirkungen miteinander. Die
konservierten Reste dafiir liegen auf den Faltblattstringen A, B, E und D (Abb. 3.1.8.). Diese
werden flankiert von sauren Aminosduren in /oop DE und basischen in /oop AB. Durch

Ausbildung von Salzbriicken zwischen den Monomeren wird das Cy3-Dimer stabilisiert.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.1.8.: Die Dimerisationskontaktfliche von Cyx3. (a) Oberflichendarstellung eines Cy3-
Monomers mit Dimerisationsfliche in weiB}. In (b) sind die an der Dimerisation
beteiligten Reste hinsichtlich ihrer Ladung gekennzeichnet: Positiv geladene in blau,

negative in rot und ungeladene Seitenketten in weil3.

3.1.2.2. Die dreidimensionale Struktur von Cy2

Von der Cy2-Domédne des monoklonalen Antikdrpers MAK33 ist bislang keine
dreidimensionale Struktur mittels Rontgenkristallographie oder NMR gelost worden.
Dennoch war es moglich, relativ prizise Strukturvorhersagen zu treffen. Dazu wurde ein
sogenanntes Homologie-Modelling auf Basis der Strukturdaten von MAK33-Cy3 sowie eines
Fc-Fragmentes, das 93 % Sequenzidentitit zu MAK33-Fc aufweist, durchgefiihrt. Die Cy2-
Doménen sind dabei zu 97 % homolog bzw. 90 % identisch. Benutzt wurde dazu das
Programm SwissModel 3.5 (www.expasy.ch/swissmod/). Das Ergebnis ist in Abb. 3.1.9. zu

sehen.

70



3. Ergebnisse

Abb. 3.1.9.: Berechnete Struktur der Cy2-Doméne. Die intramolekulare Disulfidbriicke ist gelb,
Tryptophane griin und Proline rot gefirbt. Rekombinant, in E.coli hergestelltes Cy2
besitzt keinen Kohlenhydratrest. Dieser ist sonst iiber Asn60 (orange) mit der

Polypeptidkette verbunden.

Cy2 bildet wie Cy3 eine sogenannte [-sandwich-Struktur aus, die iiber eine
intramolekulare Disulfidbriicke stabilisiert ist (Cys24-Cys84). Die Sequenzbereiche, die die
Faltblattstringe bilden, stimmen gut mit den zuvor, aus der Primérstruktur abgeleiteten
Bereichen iiberein (Abb. 3.1.4.). Allerdings ist zu sehen, dass beide P-Faltblétter grof3e
Fluktuationen aufweisen. Dieses mag seine Ursache in Modelling-Artefakten haben.
Andererseits finden sich in der Sequenz von Cy2 Aminosduren, die eine korrekte Ausbildung
der Faltblétter storen konnten (Abb. 3.1.4.). Dariiber hinaus ist der stabilisierende Zuckerrest
(Deisenhofer, 1981) im Fall der rekombinant, in E.coli erzeugten Cy2-Doméne nicht

vorhanden. Dieses kann ebenfalls Einfluss auf deren Struktur haben.

71



3. Ergebnisse

Wie bei Cy3 liegt auch in der Cy2-Domine ein Tryptophanrest (Trp40) in unmittelbarer
Néhe zur Disulfidbriicke. Das zweite Tryptophan, Trp76, befindet sich in einem loop, der
teilweise 10sungsmittelexponiert ist (Abb. 3.1.9.). Dariiber hinaus zeigte eine genauere
Analyse der Struktur, das eine groBere Anzahl hydrophober Reste dem Ldsungsmittel

zugewandet ist.

Die Struktur von Cy2 zeigt zahlreiche, von aulen gut zugiangliche Prolinreste. Zwei davon
(Pro7 und Pro92) kénnen in cis-Konfiguration zur Seitenkette der vorangehenden Aminosédure
vorliegen (Abb. 3.1.2.). Prolin 7 befindet sich im Ubergang zwischen einem Faltblattstrang
und einem helikalen Bereich, wéhrend Prolin 92 in einer loop-Struktur zu finden ist (Abb.

3.1.9.).

Der authentische Antikorper MAK33 ist iiber die Cy2-Domédne mit einem Zuckerrest
verkniipft (Deisenhofer, 1981). Dabei wird eine N-glykosidische Bindung zwischen dem
Amidstickstoff der Asparaginseitenkette von Asn60 (entspricht Asn297 in der schweren
Kette) und der Oligosaccharideinheit ausgebildet. Asparagin 60 befindet sich in einer gut
zuginglichen loop-Region der Doméne (Abb. 3.1.9.). Mit Threonin 62 findet man die
Erkennungssequenz Asn-X-Thr fiir die N-Glykosylierung wieder (Kornfeld & Kornfeld,

1985).

3.1.3.  Quartirstruktur

Zur Analyse des oligomeren Zustandes wurden bisher hauptsdchlich analytische
Gelfiltrationsexperimente durchgefiihrt. Es wurde gefunden, dass Cy2 als Monomer von der
Sdule eluiert. Der fiir die molekulare Masse des Proteins ermittelte Wert wich allerdings um
20 % von dem aus der Aminosduresequenz errechneten Wert (11 279,7) ab (Pirkl, 1996). Aus
diesem Grund wurden diese Experimente wiederholt (Abb. 3.1.10.) und zusétzlich analytische

Ultrazentrifugationsldufe unternommen, um die fritheren Ergebnisse zu bestitigen. Bei
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Verwendung einer anderen Gelfiltrationssdule sowie leicht verdnderter Flussrate lieferte der
analytische HPLC-Lauf mit einer molekularen Masse von rund 12 000 einen genaueren Wert
als zuvor (6 % Abweichung). In freier Losung konnte mittels Ultrazentrifugation das Protein

eindeutig als Monomer klassifiziert werden (M; = 11 677).

100 LI I rrri I rrria I rrri I rrrra I rrri I rrria I LI I_
— _\ BSA (67 000) _
o B Fc (52 000) .
3 - -
= Ovalbumi
5) — valbumin -
Lj (43 000) \
f; B \ C,3/C,3,., (25 000)"]
g &
4 — Chymotrypsinogen N =
ks C,2
©
= Cytochrom C (12 000)

(15 000)
10IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlI

14 15 16 17 18 19 20 21

Elutionszeit [min]

Abb. 3.1.10.: Analytischer HPLC-Gelfiltrationslauf von unterschiedlichen Fragmenten des
Antikérpers MAK33. Benutzt wurde eine BioSep SEC S2000-Sdule: 0,6 ml min™,
0,1 M Tris/HCI, 0,3 M NaCl, 2 mM EDTA, pH 8, 20 °C. (O) Eichproteine.

Von der Cy3-Domine war bereits bekannt, dass sie als Dimer auftritt (Mayer, 1993). Der
Vollstidndigkeit halber wurde der analytische Gelfitrationslauf unter identischen Bedingungen
wie bei den anderen MAK33-Fragmente durchgefiihrt (Abb. 3.1.10.). Interessanterweise
wirkte sich eine Reduktion der intramolekularen Disulfidbriicke nicht auf die Quartarstruktur
des Proteins aus. Trotz der Aggregationsempfindlichkeit konnte Cy3,eq als Dimer identifiziert
werden (siche auch 3.2.2.; Bell, 1997). Zusitzlich durchgefiihrte analytische

Ultrazentrifugationsldufe bestitigten dieses Resultat.
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In Abb. 3.1.10. ist ergdnzend das rekombinant hergestellte Fc-Fragment aufgefiihrt. Dieses
Protein, ebenfalls nicht glykosyliert wie Cy2, lief als Dimer, wobei der gefundene Wert fiir
die molekulare Masse mit 52 000 um 9 % von der berechneten abwich (Tab. 3.1.1.). Wegen
der unerwartet grofen Aggregationsempfindlichkeit konnten keine Ultrazentrifugations-

experimente durchgefiihrt werden.

Unter sauren Losungsmittelbedingungen wurde in der Vergangenheit das Umfalten von
einigen Proteinen in eine andere Konformation beobachtet, mit der Folge, dass oft eine
Zusammenlagerung zu grofleren Komplexen erfolgte (Sunde & Blake, 1998; Damaschun et
al., 1999). Das Uberfiihren von Cy3 in den sogenannten alternatively folded state (siehe dazu

3.2.3.2.) bewirkte eine langsame Oligomerisierung des Proteins (Abb. 3.1.11.).
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Abb. 3.1.11.: Oligomerisierung von alternatively folded Cy3. Der Vorgang wurde mit Hilfe von
dynamischer Lichtstreuung gemessen. Aufgetragen ist der hydrodynamische Radius der
detektierten  Partikel.  Proteinkonzentration: 471 pg/ml (19,2 uM  Dimer).
(@) Oligomerisierung in 50 mM  NaH,PO40-H;PO,, 60 mM NaCl, pH?2.
(O) Dissoziation nach pH-Sprung auf pH 8 durch Zugabe von 1 M Tris/HCI.

Die Oligomeren bildeten sich in einer Reaktion zweiter Ordnung mit einer

Geschwindigkeitskonstanten von k, = 2,77x10° M s™ (o steht fiir Oligomerisierung). Nach
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drei Stunden war der Vorgang beendet. Eine genaue Analyse ergab, dass 90 % des Proteins in
der Losung in einem Komplex mit einer relativen molekularen Masse von 172 000 vorlag.
Gleichgewichtsldufe mit der analytischen Ultrazentrifuge lieferten eine Masse von 142 000.
Die Oligomere miissen folglich aus 12-14 Untereinheiten bestehen. Die restlichen 10 % waren
dimeres Cy3. Interessanterwiese lieBen sich die groBBen Komplexe durch die Anhebung des
pH-Wertes auf pH 8 wieder auflosen (Abb. 3.1.11.). Dieser Prozess war schneller als die
Oligomerisationsreaktion. Die Zwei-Schritt-Reaktion konnte durch eine schnelle Phase mit
einer Geschwindigkeitskonstanten von kq; = 8,33 gt (d fiir Dissoziation) und eine langsame

mit einer Geschwindigkeitskonstanten von kg, = 9,48><10'4 s beschrieben werden.

3.2 Stabilitit

3.2.1.  Stabilitit der Doménen Cy2 und Cyx3 im Vergleich

3.2.1.1. Stabilitit der nicht glykosylierten Cy2-Domdine

Grofle hydrophobe Bereiche an der Oberfiche des Proteins, sowie instabile, durch
ungeordnete Sequenzbereiche unterbrochene p-Faltblatter lieBen vermuten, dass die
intrinsische ~ Stabilitit der monomeren Cyx2-Doméne gering ist. Der Einfluss von
Denaturierungsmittel auf die Tertidr- und die Sekundérstrukur wurde mit Fluoreszenz und
Fern-UV-CD verfolgt. GdmCl-induzierte Entfaltungs- und Riickfaltungsgleichgewichtsiiber-
génge ergaben, dass die Tertidrstrukur von Cy2 bei 0,6 M GdmCl aufzufalten beginnt. Der
Mittelpunkt des Ubergangs (Ci,) befand sich bei 1,1 M GdmCl. Bei 2 M war das Protein

vollstindig denaturiert (Abb. 3.2.1.). Die Entfaltung war vollstindig reversibel (Pirkl, 1996).

Eine Konzentrationsabhingigkeit konnte nicht festgestellt werden. Aus den Ubergiingen

wurde eine freie Stabilisierungsenthalpie AG°_n von -11,2 kJ mol™ und eine Kooperativitét
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m von -10,8 kJ mol' M"' GdmCI unter der Annahme eines Zwei-Zustand-Modells berechnet

(GI. 2.8.1.). CD-Messungen lieferten dasselbe Ergebnis wie die Fluoreszenz.

y/
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Abb. 3.2.1: Gleichgewichtsdenaturierungs- und -renaturierungsiibergang von MAK33 Cy2.
Gemessen wurde bei einer Proteinkonzentration von 5,0 pg/ml ( = 0,4 uM) nach 24 h
Inkubation in 0,1 M Tris/HCI, pH 8 mit unterschiedlichen GdmCl-Konzentrationen bei
20 °C. Die Fluoreszenzspektren wurden bei 353 nm hinsichtlich der Intensitit
ausgewertet und die gewonnenen Werte auf 100 % Signal des denaturierten Proteins

normiert. @ Denaturierungsiibergang, O Renaturierungsiibergang (Pirkl, 1996).

Die Stabilitdit der Cy2-Doméne gegeniiber Temperaturdnderungen wurde schon frither
untersucht (Pirkl, 1996; Thies, 1997). In dieser Arbeit wurden diese Messungen jedoch bei
einem anderen pH-Wert wiederholt (pH 8), um die Ergebnisse daraus fiir den Vergleich mit
der Cy3-Domiéne auf eine gemeinsame Grundlage zu stellen. Der Temperaturiibergang von
Cu2 war ein hoch kooperativer Prozess (Abb. 3.2.2.). Das Protein begann bereits bei 30 °C zu
entfalten. Der Mittelpunkt der Ubergangs (T;,) war bei 39 °C erreicht, die Entfaltung bei
50 °C abgeschlossen. Nach dem Riickkiihlen lag Cy2 wieder in seiner nativen Konformation
vor. Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Pirkl (1996). Wie bei der Stabilitét

gegeniiber GdmCI konnte auch in diesem Fall keine Abhiingigkeit des Ubergangs von der
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Proteinkonzentration festgestellt werden. Die freie Stabilisierungsenthalpie wurde mit Hilfe

von Gl. 2.8.2. berechnet: AG’y_n = -7,36 kJ mol ..
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Abb. 3.2.2.: Temperaturiibergang der Cy2-Domine. Anderungen im CD-Signal bei der jeweiligen
Temperatur wurden bei einer Wellenlinge von 220 nm aufgenommen. Die
Proteinkonzentration betrug 300 pg/ml ( = 26,6 uM Cyx2) in 40 mM K,HPO,/KH,PO,,
pH 8 bzw. 50 mM NaH,PO,/0-H;PO,, pH 2. Der Ubergang wurde bei pH 8 (@) und bei

pH 2 (O) gemessen. Aufheizen auf 85 °C bei einer Heizrate von 1 °C/min

Die Messungen bestitigten die geringe Stabilitit der Cy2-Doméne. Das Fehlen des

Zuckerrestes und die Instabilitit der B-Faltblétter scheinen der Grund dafiir zu sein.

3.2.1.2. Stabilitiit der Cy3-Domiine

Das Verhalten der rekombinanten Cp3-Doméne gegeniiber chemischer Denaturierung
unterscheidet sich in vielen Punkten von dem von Cyx2 (Abb. 3.2.1.). Cy3 ist ein Homodimer.
Somit beinhaltet der beobachtete Vorgang der Denaturierung Dissoziation und Entfaltung der
Monomere. Bis zu einer GdmCl-Konzentration von 0,4 M war das Protein stabil. Abhéngig
von der Proteinkonzentration durchlief Cy3 einen unterschiedlich kooperativen Ubergang.

Die m-Werte schwankten zwischen -43,2 kJ mol” M GdmCl und -28,9kJ mol™” M GdmCl.
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3. Ergebnisse

Eine Folge des dimeren Zustandes war die Verschiebung des Ubergangsmittelpunktes (Cp,)

von 0,75 M zu 1 M GdmCl bei Erhohung der Cy3-Konzentration um das 20-fache. Ab 1,4 M

GdmCl war Cy3 vollstidndig denaturiert (Abb. 3.2.3.).
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Abb. 3.2.3.: GdmCl-abhiéngiger Entfaltungs- und Riickfaltungsiibergang von Cgy3. Die Proben

wurden nach sechstigiger Inkubation in 0,1 M Tris/HCIL, pH 8 mit unterschiedlichen
Konzentrationen von GdmCl bei 20 °C vermessen. Die Analyse der Fluoreszenzspektren
erfolgte bei 355 nm, die der CD-Spektren bei 213 nm. Die Cy3-Konzentration betrug
5 pug/ml (0,2 uM Dimer)(O), 40 pg/ml (1,6 uM Dimer)(d) und 100 pg/ml (4,1 uM
Dimer)(A). CD wurde ebenfalls bei 100 pg/ml gemessen (A)(Mayer, 1998).

Auch hier stimmten die Ergebnisse aus den Fluoreszenz- und den CD-Messungen gut

uberein.

Die Ubergiinge lieferten keinen Hinweis auf das Vorkommen von

Gleichgewichtsintermediaten, so dass von einem Zwei-Zustands-Ubergang ausgegangen

wurde:

Gl 3.2.1.:

N, —— 2U

Gleichgewichtsiibergang von Cyx3 nach dem Zwei-Zustands-Modell. N, steht fiir das
native, dimere Protein und U fiir den denaturierten Zustand. K ist die

Gleichgewichtskonstante.
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3. Ergebnisse

Die freie Stabilisierungsenthalpie von Cy3 wurde nach der Methode von Neet & Tim
(1994) durch lineare Extrapolation bestimmt. Es ergab sich ein Wert fiir AG’y_n von

-66,5 (£1,5) kJ mol™ (Mayer, 1998).
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Abb. 3.2.4.: Temperaturiibergang von Cy3 bei pH 8. Verfolgung des Fern-UV-CD-Signals bei
215nm. Die Proteinkonzentration betrug 200 pg/ml (8,2 uM Dimer) in 40 mM
K,;HPO4/KH,PO,, pH 8. Aufheizen auf 85 °C bei einer Heizrate von 1 °C/min.

Die Cy3-Domine erwies sich als dufBerst stabil gegeniiber Temperaturdnderungen (Abb.
3.2.4.). Das Protein behielt iiber weite Temperaturbereiche seine native Struktur. Bei 60 °C
begann es zu entfalten. Am Ubergangsmittelpunkt 7,, von 70°C waren natives und
denaturiertes Cy3 im Gleichgewicht, die Entfaltung bei 78 °C abgeschlossen. Im Gegensatz
zum GdmCl-Ubergang war die thermische Denaturierung nur zu 79 % reversibel (Mayer,

1998).

Der Stabilititsunterschied von Cy3 zu Cy2 scheint vorwiegend an der Dimerisierung des
Proteins zu liegen. Dadurch werden grofle hydrophobe Bereiche dem Losungsmittel entzogen

und konnen so das Protein entropisch stabilisieren.
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3.2.2.  Der Beitrag der intramolekularen Disulfidbriicke zur Stabilitiat von

Antikorperdomiinen

Die Cy3-Domine von MAK33, deren Disulfidbriicke reduziert wurde, wurde bereits frither
eingehend charakterisiert (Bell, 1997). Dieses Protein wies eine gegeniiber der oxidierten
Domine erheblich herabgesetzte Stabilitdt auf. Ergdnzende Untersuchungen ergaben, dass
beim GdmCl-Entfaltungsiibergang nur noch eine minimale Abhéingigkeit von der
Proteinkonzentration zu beobachten war (Abb. 3.2.5.). Reduziertes Cy3 beginnt bei 0,1 M
GdmCl seine Struktur zu verlieren. Der Ubergangsmittelpunkt (C,) lag je nach
Proteinkonzentration zwischen 0,3 M und 0,4 M GdmCl. Die Denaturierung war ab 0,6 M
GdmCl abgeschlossen. Da die Entfaltung nicht vollstdndig reversibel war (Reversibilitét

zwischen 50 % und 60 %; Bell, 1997), konnte die freie Stabilisierungsenthalpie AGy_,n nur

abgeschétzt werden.
y
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Abb. 3.2.5.: Stabilitit der reduzierten Cy3-Domiine gegeniiber GAmCI. Die Proteinkonzentration
betrug 5 ug/ml (0,2 uM Dimer, O), 50 ug/ml (1,6 uM Dimer, A) und 100 pg/ml (4,1 uM
Dimer, ). Ausgewertet wurde die Fluoreszenzintensitit bei 353 nm sowie das Fern-UV-
CD-Signal bei 220 nm (nur die beiden hoheren Konzentrationen) und anschlieend auf
100 % Signal des denaturierten Proteins normiert. Als Puffer wurde 0,1 M Tris/HCI,
pH 7, 1 mM EDTA verwendet. Gemessen wurde bei 20 °C.
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3. Ergebnisse

Fiir Cy2 bedeutet die Reduktion der Disulfidbriicke den kompletten Strukturverlust. Mit
den hier angewandten spektroskopischen Methoden waren weder Reste von Tertidr- noch

Sekundarstruktur nachweisbar.

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Disulfidbriicke der konstanten
Dominen Cy2 und Cy3 einen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitidt dieser Proteine hat.
Wihrend im Fall von Cyx3 die Dimerisierung einen wesentlichen stabilisierenden Beitrag
leistet und dadurch eine vollstindige Entfaltung verhindert (siche auch 3.2.1.2.), hingt die

strukturelle Integritdt von Cy2 von dem Vorhandensein der Disulfidbriicke ab.

3.2.3. Die Cy2- und die Cy3-Domiine im sauren pH-Bereich

Bedingt durch die Protonierung von Seitenketten und der daraus resultierenden
elektrostatischen AbstoBung konnen Proteine im sauren pH-Bereich entfalten, aber auch dem
molten globule dhnliche Intermediate bilden. So wurde neben anderen Antikdrpern (Vlasov et
al., 1996; Welfle et al., 1999) auch beim Antikérper MAK33 ein molten globule dhnlicher
Zustand - im weiteren als alternatively folded state bezeichnet - gefunden (Buchner et al.,
1991; Lilie & Buchner, 1995). Wie sich die Antikérperdoménen Cy2 und Cy3 unter diesen

Bedingungen verhalten, sollten die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen zeigen.

3.23.1. Cy2beipH?2

Die Inkubation der Cy2-Domidne in Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten ergab
folgendes Bild: Bei pH 8 zeigte das Protein sein charakteristisches Fern-UV-CD-Spektrum
mit einem ausgeprigten Maximum bei 222 nm (1050 deg cm® dmol™) und zwei Minima bei
232 nm (-1506 deg cm” dmol™) und 210 nm (-3061 deg cm? dmol™), wie es auch schon friiher

beobachtet wurde (Abb. 3.2.6.) (Pirkl, 1996; Thies, 1997). Die Gesamtintensitdt war, wie flr

ein -Faltblattprotein iiblich, gering.
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Abb. 3.2.6.: Fern-UV-CD-Spektren der Cy2-Doméne bei verschiedenen pH-Werten. Fern-UV-
CD-Spektren des Proteins bei unterschiedlichen pH-Werten: pH 8 (@), pH 4,8 (1) und
pH 2 (V¥). Zu den entsprechenden Puffern siche Abb. 3.2.9. Die Proteinkonzentration
betrug 300 pg/ml (26,6 uM).

Wurde nun der pH-Wert gesenkt, so war zu beobachten, dass die Intensitdt auf das
dreifache zunahm und das Maximum verschwand. Bei pH 2 war an dieser Stelle im Spektrum
noch eine leichte Schulter zu beobachten (Abb. 3.2.6.). Ein Minimum bei 209 nm
(-9123 deg cm” dmol™) konnte nur vermutet werden, da das Rauschen des Signals in diesem
Bereich des Spektrums zunahm. Das Spektrum schien jedoch iiberwiegend dem eines

denaturierten Proteins zu entsprechen.

Die Analyse der Tertidrstruktur von Cy2 bei pH 2 (Abb. 3.2.7.b) mittels Nah-UV-CD
ergab ein Spektrum, dessen Intensitét etwas iiber der des nativen Proteins bei pH 8 lag (Abb.
3.2.7.a). Das fir Immunoglobulin-Doménen charakteristische Minimum bei 292 nm
(-27 deg cm? dmol'l) (Pirkl, 1996; Thies, 1997; Buchner et al., 1991; Lilie & Buchner, 1995)
fand sich bei pH 2 nicht wieder. Das Cy2-Spektrum bei pH 2 unterschied sich jedoch deutlich
vom Spektrum des denaturierten Proteins bei pH 8, wihrend ein Unterschied zum Spektrum

des entsprechenden Zustandes bei pH 2 nur im kurzwelligen Bereich auszumachen war (Abb.
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3.2.7.b). Laut der Spektren waren die denaturierten Zustinde bei pH 8 und pH 2 nicht

dieselben.
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Abb. 3.2.7.: Nah-UV-CD-Spektren der Cy2-Doméne bei verschiedenen pH-Werten. (a) Cy2 bei
pH 8, denaturiert in 4 M GdmCl, 0,1 M Tris/HCI (----) und nativ in 0,1 M Tris/HCI (—).
(b) Cy2 bei pH 2, mit 4 M GdmCl (----) und ohne in 50 mM NaH,PO./0-H;PO,, 60 mM
NaCl (—).

Die Fluoreszenzmessungen lieferten dhnliche Resultate. Der pH 2-Zustand von Cy2 war
nach der Lage seines Intensititsmaximums (349 nm) kein vollstindig entfaltetes Protein
(Abb. 3.2.8.). Die Tryptophane waren etwas stirker 16sungsmittelexponiert als im nativen
Zustand, der sein Fluoreszenzmaximum bei 343 nm hat. Fiir das denaturierte Protein liegt er

bei 355 nm (Pirkl, 1996; Thies, 1997). Nach Zugabe von 4 M GdmCl zur Proteinldsung
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verschob sich das Maximum nach 353 nm, was ein Hinweis dafiir war, dass noch vorhandene
Strukturelemente denaturiert werden konnten. Im Vergleich zum nativen Protein bei pH 8 war
die Intensitdt bei pH 2 um 50 % hoher (Abb. 3.2.8.). Die beiden Ansdtze — mit und ohne
GdmCl — wiesen in dieser Hinsicht keinen Unterschied auf. Dass die Fluoreszenzintensitdt des
denaturierten Zustandes bei pH 2 um die Hilfte geringer war als des entsprechenden
Zustandes bei pH 8, konnte auf einem sogenannten Quench-Effekt im sauren pH-Bereich
zuriickzufilhren sein (Mayer, 1998; Kammermeier, 1999). Dabei wird der Stickstoff der
Tryptophan-Seitenkette  protoniert, wodurch die Aromatizitit und damit die

Fluoreszenzeigenschaften verloren gehen.
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Abb. 3.2.8.: Fluoreszenzspektren der Cy2-Doméne bei verschiedenen pH-Werten. Cy2 in 0,1 M
Tris/HCL, pH 8 (---) und in 4 M GdmCl, 0,1 M Tris/HCI, pH 8 (----). C42 bei pH 2, mit
4 M GdmCI (----) und ohne GdmCl in 50 mM NaH,PO4/0-H;PO,, 60 mM NaCl (—).
Gemessen wurde bei einer Cy2-Konzentration von 7 pg/ml (0,6 uM), die Fluoreszenz

wurde auf 100 % Signal des denaturierten Proteins bei pH 8 normiert.
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Abb. 3.2.9.: pH-Ubergang von Cy2. Der pH-Ubergang nach Auswertung der verschiedenen CD-
Spektren bei 220 nm und Normierung auf 100 % Nativsignal: Denaturierung (@),
Renaturierung (O). Puffer: pH 10 — pH 8: 50 mM H;BO;/NaOH, 50 mM NaCl; pH 8 —
pH 5: 50 mM NaH,PO,/Citrat, 50 mM NaCl; pH 5 — pH 4,5: 50 mM HAc¢/NaOH, 56 mM
NaCl; pH4,5 — pH4: 50 mM HAc/NaOH, 70 mM NaCl; pH4 — pH3: 50 mM
Ameisensdure/NaOH, 56 mM NaCl; pH 3 — pH 2: 50 mM NaH,PO./0-H;PO,, 56 mM
NaCl; pH2 — pH 1: HCl, 50 mM NaCl. Die Proteinkonzentration betrug 300 pg/ml
(26,6 uM).

Um herauszufinden, bei welchem pH-Wert sich der Konformationswechsel bei Cy2
vollzieht, wurde ein pH-Ubergang gemessen. Die Auswertung von Fern-UV-CD-Spektren
von Cy2, gemessen bei verschiedenen pH-Werten, ergab einen kooperativen Ubergang (Abb.
3.2.9.). Im Bereich von pH 10 bis pH 6 blieb die Sekundérstruktur von Cy2 unbeeinflusst.
Zwischen pH 6 und pH 4 fanden die groBten Strukturdnderungen statt, wie in Abb. 3.2.6.
exemplarisch gezeigt. Der Mittelpunkt des Uberganges befand sich bei pH 4,8. Ab pH 4
blieben die Spektren unverdndert. Das Protein war hinterher durch Erh6hung des pH-Wertes
nicht wieder renaturierbar (Abb. 3.2.9.). Die obigen Messungen wurden bereits in Puffern mit
erhohter Salzkonzentration gemacht. Anionen koénnen eine Strukturbildung im sauren

induzieren (Goto et al., 1990; Fink et al., 1994), was im Fall von Cy2 aber nicht die
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Denaturierung verhinderte. Auch eine weitere Erhohung der Salzkonzentration half nicht, die
Sekundéarstruktur  zuriickzubilden. Infolgedessen zeigten chemische und thermische
Denaturierungsiiberginge, ausgehend von Cy2 bei pH 2, keine Anderung im CD-Signal (Abb.
3.2.1. und 3.2.2.). Fluoreszenzmessungen ergaben nur eine leichte Verschiebung in der

Wellenldnge des Intensitdtsmaximums (siche oben).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass Cy2 unter sauren Bedingungen fast vollstindig
entfaltet. Das Vorhandensein von Resten an Tertidrstruktur bei gleichzeitigem vdlligen
Verlust der Sekundérstruktur ist zwar ungewdhnlich, zeigt aber, dass im denaturierten

Zustand die Polypeptidkette keineswegs in einem strukturlosen Zustand vorkommen muss.

3.2.3.2. Cy3 beipH 2

Die Cy3-Domédne nahm im Gegensatz zu Cy2 unter sauren Bedingungen eine
wohldefinierte Struktur an (Abb. 3.2.10.) (Kammermeier, 1999). Entgegen fritheren Arbeiten
an IgG und Fab-Fragment war diese jedoch nur vorhanden, wenn zusétzlich Salz in der

Losung war.

Wihrend das Fern-UV-CD-Spektrum (Abb. 3.2.10.a) von Cy3 bei pH 8 ein Minimum bei
222 nm (-3000 deg cm” dmol™) zeigte (Mayer, 1993), war dieses unter pH 2-Bedingungen mit
Salz deutlich zu 213 nm verschoben (Kammermeier, 1999). Das lokale Maximum bei 235 nm
war verschwunden. Die Intensitdt des Signals hatte sich auf das dreifache erhoht. Im
Gegensatz zu Cy2 unterschied sich das Spektrum eindeutig von dem des denaturierten

Proteins.

Die Analyse der Tertidrstruktur bei pH 8 mit Hilfe von Nah-UV-CD-Spektroskopie (Abb.
3.2.10.b), ergab zwei globale Minima bei 275 nm (-225 deg cm® dmol™) und bei 292 nm
(-120 deg cm® dmol™) (Mayer, 1993). Letzteres wurde auch fiir Cy2 gefunden (siehe oben;

Pirkl, 1996; Thies, 1997). Unter pH 2-Bedingungen mit Salz nahm die Intensitit des Signals
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deutlich ab. Das Minimum bei 275 nm verschwand ganz, wihrend es bei 292 nm in Ansétzen
erhalten blieb (Abb. 3.2.10.b). Das Spektrum &hnelte dem des denaturierten Cp3. Die
fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen lieferten Spektren, wie sie fiir Cy2 unter
denselben Bedingungen gemessen wurden (siche 3.2.3.1.). Natives Cy3 hatte eine niedrige
Fluoreszenzintensitdt mit einem Maximum bei 345 nm (Abb. 3.2.10.c). Durch die Entfaltung
stieg die Tryptophanfluoreszenzintensitit, da sich die Chromophore nicht mehr im
Einflussbereich der Disulfidbriicke befanden (Mayer, 1993; Mayer, 1998). Das Maximum
verschob sich zu einer Wellenldnge von 352 nm. Cy3 unter sauren Bedingungen zeigte ein
Intensititsmaximum bei 347 nm, das zwischen denen des nativen und des denaturierten
Proteins lag (Mayer, 1998; Kammermeier, 1999). Zudem war die Intensitdt doppelt so hoch

wie bei Cy3 bei pH 8 (Abb. 3.2.10.c).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Cy3 unter sauren Bedingungen in Abhédngigkeit
von der lonenstirke einen Faltungszustand annimmt, der sich durch den Verlust fast der
gesamten Tertidrstruktur, aber durch eine wohldefinierte Sekundarstruktur auszeichnet. Dieser
Zustand wird im Allgemeinen als molten globule bezeichnet. Wie aber die weiteren
Untersuchungen zeigten, handelte es sich hier um einen sogenannten alternatively folded state

(Buchner et al., 1991; Lilie & Buchner, 1995; Mayer, 1998; Kammermeier, 1999).
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Abb. 3.2.10.: Die Cx3-Domiine bei pH 2. Legende niichste Seite.
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Abb. 3.2.10.: Die Cy3-Domiine bei pH 2. Abbildung auf vorangehender Seite. (a) Fern-UV-CD-
Spektren, (b) Nah-UV-CD-Spektren und (c) Fluoreszenzspektren von Cy3. Gemessen
wurde in 0,1 M Tris/HCI, pH 8 (—), 50 mM NaH,PO,/0-H;PO,, 60 mM NaCl, pH 2
(---) und das denaturierte Protein in 0,1 M Tris/HCI, 6 M GdmCl, pH 8 (----). Die Cy3-
Konzentration betrug bei den CD-Messungen 200 pg/ml (8,2 uM Dimer) und bei den
Fluoreszenzmessungen 7,5 pg/ml (0,3 uM Dimer).

Cu3 nahm die alternatively folded-Konformation nur dann an, wenn die lonenstérke einen
bestimmten Wert {iberschritt. Der Wechsel von der sduredenaturierten Form zur alternatively
folded-Konformation konnte mit einem Salziibergang verfolgt werden (Kammermeier, 1999).
Dabei wurde Cy3 im pH 2-Puffer mit unterschiedlichen Mengen verschiedener Salze
inkubiert. Die Auswertung der entsprechenden Fern-UV-CD-Spektren ergab die in Abb.

3.2.11. dargestellten Uberginge.
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Abb. 3.2.11.: Einfluss von Anionen auf den siuredenaturierten Zustand von Cyz3. Die
Proteinkonzentration betrug 200 pg/ml (8,2 pM Dimer) in 50 mM NaH,PO./0-H;PO.,
pH 2 mit unterschiedlichen Konzentrationen an NaCl (@), KC1 (Q) und KCI1O4 (A).

Gemessen wurde bei 20 °C (Kammermeier, 1999).

Dabei zeigten sich deutlich die schon beschriebenen Unterschiede in der Effektivitdt der

Anionen, bei sduredenaturierten Proteinen Sekundérstruktur zu induzieren (Goto et al., 1990;
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Fink et al, 1994). Wihrend die Zugabe von kleinsten Mengen an KClO4 bereits die
Riickfaltung bewirkte, blieb Cy3 bei pH 2 durch die Zugabe des entsprechenden Chlorids
zunichst entfaltet (Abb. 3.2.11.). Der Ubergangsmittelpunkt verschob sich beim Wechsel des
Salzes von 5 mM (KClO4) nach 50 mM (KCI). Die Verwendung von NaCl anstatt KCI
beeinflusste den Ubergang kaum. Somit ergab sich hinsichtlich der Effektivitit der Salze, die

Riickfaltung von Cy3 bei pH 2 zu bewirken, folgende Reihenfolge:
KClO4 > KC1 > NaCl

Gl. 3.2.2.: Effektivitit der Salze, die Riickfaltung von siduredenaturiertem Cg3 zu induzieren.
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Abb. 3.2.12.: pH-Ubergang der Cy3-Domiine. Ausgewertet wurde das Fern-UV-CD-Signal bei
213 nm und anschlieBend auf 100 % Nativsignal normiert. Die Proteinkonzentration
betrug 200 pg/ml (8,2 uM Dimer). Die Puffer entsprechen denen beim pH-Ubergang
von Cy2 (Abb. 3.2.9.). Gemessen wurde bei 20 °C. Denaturierung (@), Renaturierung
).

Um den Konformationswechsel von Cy3 bei Absenkung des pH-Wertes zu beobachten,
wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei Cy2 (siehe 3.2.3.1.) ein pH-Ubergang

gemessen, (Abb. 3.2.12.) (Kammermeier, 1999). Das Protein befand sich bis pH 4,4 in seiner
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nativen Konformation. Zwischen pH 4,2 und 3,5 durchlief es einen kooperativen Ubergang.
Der Mittelpunkt des Ubergangs erst bei pH4 (Cy2: pH4,8). Ab pH3,5 lag Cu3 im

alternatively folded state vor.

Cu3 lieB sich im Gegensatz zu Cy2 durch pH-Erhéhung wieder in seine native
Konformation iiberfithren (Abb. 3.2.12.). Allerdings war eine Hysterese zu beobachten. Die
Riickfaltung setzte erst bei pH 5 wieder ein. Der Mittelpunkt des Ubergangs befand sich bei

pH 5,8. Ab pH 7 konnte die native Konformation wieder detektiert werden.
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Abb. 3.2.13.: Stabilitiit von Cy3 bei einem pH-Wert von 2 gegeniiber GdmCIl. Der Ubergang
wurde bei verschiedenen Cy3-Konzentrationen bei 20 °C gemessen: 20 pg/ml (0,8 pM
Dimer; A), 100 pg/ml (4,1 pM Dimer; O) und 200 pg/ml (8,2 uM Dimer; ®). Als
Puffer wurde 50 mM NaH,PO,/0-H;PO,4, pH 2 mit unterschiedlichen Konzentrationen

GdmCl verwendet. Es wurde auf 100 % des denaturierten Signals normiert.

Wie bereits frither fiir den Antikorper MAK33 und dessen Fab-Fragment gezeigt werden
konnte (Buchner et al., 1991; Lilie & Buchner, 1995), zeichnete sich auch der alternatively
folded state der Cy3-Domine durch eine hohe, dem nativen Protein &dhnliche Stabilitét
gegeniiber Denaturierung aus. Gleichgewichtsentfaltungsiiberginge von Cy3 bei pH 2 in der

Gegenwart von GdmCl waren hoch kooperativ und abhédngig von der Proteinkonzentration
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(Abb. 3.2.13.). Die Entfaltung des alternatively folded state begann bei 1,4 M GdmCl ([Cy3]
=200 pg/ml = 8,2 uM Dimer) und war bei 2,2 M GdmCl abgeschlossen. Der Mittelpunkt des
Ubergangs (Cy,) wurde bei 1,7 M GdmCl festgestellt. Im Vergleich dazu denaturierte natives
Cy3 zwischen 0,6 M und 1,4 M GdmCl (C,, = 1,0 M; siehe 3.2.1.2.). Die Entfaltung von

alternatively folded Cy3 war jedoch nicht vollig reversibel.
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Abb. 3.2.14.: Temperaturiibergang von Cyx3 bei pH 2. Gemessen mit Differential Scanning
Calorimetry (DSC) bei einer Proteinkonzentration von 1,76 mg/ml (71,8 uM Dimer).
(---) Cg3 in 40 mM Na,HPO,/NaH,PO,, 100 mM NaCl, pH 8. (—) Cg3 in 50 mM
NaH,PO4/0-H;P0O,, 100 mM NaCl, pH 2 (Kammermeier, 1999).

Auch gegeniiber thermischer Denaturierung erwies sich der alternatively folded state von
Cy3 als duBerst stabil (Kammermeier, 1999) (Abb. 3.2.14.). Kalorimetrisch gemessene
Temperaturiibergdnge ergaben einen um 5 °C héheren Schmelzpunkt (75, = 80 °C) als bei
nativem Cy3 (T, = 75 °C). Die Asymmetrie der Peaks verhinderte eine Analyse der Daten
nach einem Zwei-Zustands-Modell. Dariliber hinaus war der Temperaturiibergang nicht

vollstidndig reversibel (Kammermeier, 1999).

92



3. Ergebnisse

3.3. Vergleichende Faltungsuntersuchungen von Cy2 und Cyx3

Die konstanten Doménen Cy2 und Cy3 des Antikdrpers MAK33 falten trotz der
betrachtlichen Unterschiede der Primérstrukturen in die gleiche Doménenstruktur, den
immunoglobulin fold. Ob auch die Faltung und Entfaltung bei beiden Proteinen gleich abliuft,

sollten die nachfolgenden Untersuchungen klédren helfen.

3.3.1. Entfaltung

3.3.1.1. GdmCl-induzierte Entfaltung

Wie Entfaltungskinetiken der rekombinanten Cp2-Domédne zeigten, ist Cy2 nicht nur
thermodynamisch (siehe 3.2.), sondern auch kinetisch ein instabiles Protein. Cy2 entfaltet
nach dem Verdiinnen in Denaturierungspuffer in kiirzester Zeit (Abb. 3.3.1.).
Entfaltungskinetiken — gemessen mittels stopped flow Fern-UV-CD- und Fluoreszenz-
spektroskopie — erfassten nur 40 % bzw. 45 % der Signaldnderung. Diese konnte mit einer
einfachen exponentiellen Funktion (GIl. 2.8.3.) analysiert werden und lieferte eine
Geschwindigkeitskonstante von k. = 0,12's™ (e steht fiir Entfaltung). Der restliche Teil der

Signaldnderung ging in der Totzeit von 2 ms verloren.
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Abb. 3.3.1.: Entfaltung der Cyz2-Doméne in 3 M GdmCl. (a) Fern-UV-CD-Signal bei 220 nm. Die
Proteinkonzentration betrug 300 ug/ml (26,6 uM) in 40 mM K,HPO,/KH,PO,, pH 8.
(b) Fluoreszenzsignal bei 353 nm (Anregung 280 nm). Die Cy2-Konzentration war
7 ug/ml (0,6 uM) in 0,1 M Tris/HCI, pH 8. Gemessen wurde bei 4 °C. (----) Gemessenes

Signal, (—) Fit und (---) Signal des nativen Proteins.

Die Untersuchung der Entfaltung von Cy2 bei verschiedenen Denaturierungsmittelkonzen-
trationen ergab, dass mit sinkender GdmCl-Konzentration eine zweite Entfaltungsphase
beobachtet werden konnte, deren Amplitude stetig zunahm (Pirkl, 1996). Diese Phase ist auf
ein Phidnomen zuriickzufiihren, das als kinetic coupling bezeichnet wird (Kiethaber, 1995).
Hierbei ist im Bereich niedriger GAmCI-Konzentrationen neben der Entfaltungsreaktion auch
die Prolinisomerisierung ein geschwindigkeitsbestimmender Vorgang (natives Cy2 besitzt

zwei cis-Xaa-Pro-Bindungen; siehe Abb. 3.1.2. und 3.1.9.).

Demgegeniiber zeigte die Cy3-Domine iiber den gesamten GdmCl-Konzentrationsbereich
eine monophasische Entfaltung (Abb. 3.3.2.) (Mayer, 1993; Mayer, 1998). Diese war mit
einer Geschwindigkeitskonstanten von k. = 2,5x10* s wesentlich langsamer als die von Cy2.

Zudem konnten 98 % der Amplitude der Entfaltung erfasst werden.
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Abb. 3.3.2.: Entfaltung von Cgx3 in 3 M GdmCl. Die Cy3-Konzentration war 7,5 pg/ml (0,6 uM) in

0,1 M Tris/HCI, pH 8. Gemessen wurde die Fluoreszenz bei 355 nm (Anregung 295 nm;

4 °C). (----) Gemessenes Signal, (—) Fit und (---) Signal des nativen Proteins.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die unterschiedliche thermodynamische Stabilitit

von Cy2 und Cy3 auch in der Entfaltung des jeweiligen Proteins zum Ausdruck kommt. Die

instabile Cy2-Domiéne verliert einen Grofteil ithrer Struktur bereits unmittelbar nach dem

Kontakt mit dem Denaturierungsmittel, wihrend die Entfaltung von Cy3 deutlich lédnger

davert. In Tab. 3.3.1. sind die aus den Entfaltungskinetiken gewonnenen Daten

zusammengestellt:
Cu2 Cu3
Art der Entfaltung bis 2 M GdmCI: biphasisch monophasisch
ab 2 M GdmCl: monophasisch
Geschwindigkeitskonstanten |k.; =0,12s" (3 M GdmCl) ke=2,5x10"¢"
ke =7,9x107 s (1,6 M GdmCl) (3 M GdmCl)
Auflésbare Amplitude 40 % (CD) / 45 % (Fluoreszenz) 98 %

Tab. 3.3.1.: Parameter der Entfaltungskinetiken von Cy2 und Cyg3. Alle Kinetiken wurden in
0,1 M Tris/HCI, pH 8 bei 4 °C gemessen.
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3.3.1.2. Entfaltung bei pH 2

Wie bereits oben erwihnt (siehe 3.2.3.1.) entfaltet Cy2 beim Einbringen in pH 2-Puffer
nahezu vollstindig. Dieser Vorgang lieB sich mit Hilfe von stopped flow-Fern-UV-CD
verfolgen (Abb. 3.3.3.). Die schnelle Kinetik konnte mit einer Exponentialfunktion nach GI.
2.8.3. ausgewertet werden und lieferte eine Geschwindigkeitskonstante von k™ = 1,657
Auffillig war auch hier ein grofer Signalverlust von 40 % in der Totzeit der Messung (2 ms).

Die Entfaltung war irreversibel.

O I 1 LI} 1 I LI} LI} I LI 1 I 1 LI I LI} LI} I
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Abb. 3.3.3.: Entfaltung von Cy2 unter sauren pH-Bedingungen. Cy2 wurde 1:11 in 50 mM
NaH,PO,/0-H;PO,4, 60 mM NaCl, pH 2 bei 4 °C verdiinnt. Der Vorgang der Entfaltung
wurde mit Hilfe von Fern-UV-CD bei 220 nm verfolgt. (---) Messsignal, (—) Fit und

Signal des nativen Proteins (---).

Cu3 war ebenfalls anféllig gegeniiber der Absenkung des pH-Wertes auf pH 2. Allerdings
fand diese Reaktion vollstindig in der Totzeit der Messung (< 2 ms) statt und war deshalb
nicht beobachtbar. Im Gegensatz zu Cy2 entfaltete die Cy3-Doméne nicht, sondern nahm die
Konformation des alternatively folded state an (siehe 3.2.3.2.; Mayer, 1998; Kammermeier,
1999). Alternatively folded Cu3 konnte durch Anheben des pH-Wertes auf pH 8 in den

nativen Zustand zuriickgefaltet werden (Abb. 3.3.4.). Die Riickfaltung setzt sich aus einer /ag-
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Phase von 115s, in der zuvor gebildete Oligomere (siche dazu 3.1.3.) zu dissoziieren
scheinen, und einer Faltungsreaktion mit einer Geschwindigkeitskonstanten von kP =

3,6x107 s zusammen (Gl. 2.8.3.).

CD-Signal [mdeg]

0 100 200 300 400 500
Zeit [s]

Abb. 3.3.4.: Riickfaltung von alternatively folded Cy3 zum nativen Zustand. Cy3 wurde flir 24
Stunden in 50 mM NaH,PO4/0-H;PO,, 60 mM NaCl, pH 2 inkubiert. Durch 1:11-
Verdiinnung wurde die Faltung gestartet und mittels Fern-UV-CD bei 220 nm beobachtet.

Die Proteinkonzentration betrug 200 pg/ml (8,2 uM Dimer).

3.3.2. Faltung

3.3.2.1. Die Faltung der Cy2-Domdine

Der Faltungsweg der Cy2-Doméne war bis auf erste Vorversuche (Pirkl, 1996) noch nicht
untersucht. Fiir die Faltungsexperimente wurde die Cy2-Domine in 4 M GdmCl vollstindig
denaturiert. Nach Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden wurde durch Verdiinnen in
den Renaturierungspufter (0,1 M Tris/HCI, pH 8, 4 °C) die Riickfaltung induziert. Cy2 faltete
sehr langsam in die native Konformation zuriick (Abb. 3.3.5.). Wurde die Kinetik mit zwei
Exponentialfunktionen nach Gl. 2.8.4. ausgewertet, so ergaben sich Geschwindigkeits-

konstanten von kg = 2,0x107 s und kp = 5,2x10™* s (f steht fiir Faltung). Allerdings trat

97



3. Ergebnisse

eine geringe systematische Abweichung des Fits zu den gemessenen Daten auf. Diese
Beobachtung deckt sich mit der von Pirkl (1996). Da durch die handgemischte Messung nur
50 % der Gesamtamplitude der Reaktion erfasst wurden, muss mindestens eine weitere
kinetische Phase in der Totzeit dieses Experimentes ablaufen, die zudem fiir die obengenannte

Abweichung des Fits verantwortlich ist.
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Abb. 3.3.5.: Riickfaltung von Cy2. Gemessen wurde die Anderung der Fluoreszenz bei 353 nm
(Anregung 280 nm). Die Proteinkonzentration betrug 7,0 pg/ml (0,6 uM) in 0,1 M
Tris/HCI, pH 8 bei 4 °C. Die Restkonzentration an GdmCI war 11 mM. (----) Messdaten,
(—) Fit.

Stopped flow-Kinetiken der Riickfaltung von Cy2 waren nicht mehr mit zwei, sondern nur
noch mit drei Exponentialfunkionen auswertbar (Gl. 2.8.5.). Die gemessene Gesamtamplitude
entsprach 71 % der Signaldifferenz zwischen denaturiertem und nativem Cpy2. Bei der

niedrigsten, erzielbaren GdmCI-Restkonzentration von 200 mM hatten die Geschwindigkeits-

konstanten folgende Werte: k¢ = 0,66 s'l, kp = 7,95><10'3 stund ki = 6,21><10'4 s,
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Abb. 3.3.6.: Logarithmus der Geschwindigkeitskonstanten in Abéngigkeit von der GdmCl-
Konzentration. Geschwindigkeitskonstanten k¢, kp und ks der Renaturierung
(O)(A)@Q). Geschwindigkeitskonstanten ky; und kg, der Denaturierung (H)(@).
Fluoreszenzmessungen bei 353 nm (Anregeung 280 nm) bei einer Proteinkonzentration

von 7,0 pg/ml (0,6 uM). Puffer: 0,1 M Tris/HCL, pH 8, 4 °C.

Die Faltung von Cy2 wurde in Abhéngigkeit von der Denaturierungsmittelkonzentration
gemessen, um deren Einfluss auf die einzelnen kinetischen Phasen zu untersuchen (Abb.
3.3.6.). Die langsamste Phase ks wurde nicht von der GdmCl-Konzentration beeinflusst,
wihrend &y um eine Zehnerpotenz variierte. Auflerdem war bei dieser Phase ein leichtes
Abflachen unterhalb von 600 mM GdmCl zu beobachten, wie es auch schon fir Cy3

beobachtet wurde (F. Pirkl, pers. Mitteilung; Mayer, 1998).

Der Versuch, mit Hilfe von Fern-UV-CD-Kinetiken die Entstehung der Sekundérstruktur
der Cy2-Doméne zu beobachten, war nicht erfolgreich. Erstaunlicherweise wurde sowohl

nach Handmischung als auch bei stopped flow-Experimenten keine Kinetik der
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Signaldnderung beobachtet. Die Messung eines Fern-UV-CD-Spektrums kurz nach dem Start
der Riickfaltung zeigte bereits das Spektrum des nativen Cy2 (siche Abb. 3.2.6.). Die Bildung
der Sekundirstruktur scheint mit einer Geschwindigkeitskonstanten von k<> > 2000 s
abzulaufen. Das wiirde bedeuten, dass zu Beginn der Faltung ein Intermediat mit nativer
Sekundérstruktur gebildet wird, das im weiteren Verlauf durch Ausbildung der Tertidrstruktur

zum nativen Zustand faltet.

3.3.2.2. Die Faltung von Cy3

Die Aufklarung des Faltungsweges der Cp3-Domine war bereits frither Thema
eingehender Arbeiten (Mayer, 1998). Jedoch blieben einige wesentliche Fragen ungeklirt, so

dass weitere Analysen notig waren.

Wie bei Cy2 wurden die Untersuchungen bei 4 °C durchgefiihrt, um eine hdhere
Auflésung hinsichtlich der Unterscheidung einzelner Faltungsphasen zu erreichen. Es war
sichergestellt, dass sich der Faltungsmechanismus in diesem Temperaturbereich nicht von
demjenigen in fritheren Experimenten ermittelten unterschied (Mayer, 1998). Fiir die
Faltungsstudien wurde Cp3 zundchst vollstindig fir zwei Stunden in 6 M GdmCl bei
Raumtemperatur entfaltet. Durch 240-fache Verdiinnung des Denaturierungsmittels in
Nativpuffer wurde die Riickfaltung gestartet. Wie die Entfaltung war auch die Faltung von
Cy3 langsam (Abb. 3.3.7.a und b). Die Bildung der nativen Sekundir- und Tertidrstruktur
konnte mit drei Exponentialfunktionen nach Gl. 2.8.5. ausgewertet werden. Die erste, sich
daraus ergebene Phase (14 % der Gesamtamplitude der Reaktion) hatte eine apparente
Geschwindigkeitskonstante von kg = 1,1><10'2 gt (f steht fiir Faltung). Die verbleibenden
86 % der Signalidnderung konnten durch zwel Faltungsphasen mit
Geschwindigkeitskonstanten von kg = 5,2><10'4 s und k= 1,6><10'4 s beschrieben werden.

Die handgemischten Experimente erfassten jedoch nur 82 % (Fluoreszenz) bzw. 80 % (CD)
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der Signaldifferenz zwischen denaturiertem und nativem Cy3. Bei stopped flow-Messungen
(Totzeit 2 ms) blieben immer noch 10 % nicht detektierbar (Mayer, 1998). Ob dieser Verlust
an Signal auf die Faltung von Cy3-Molekiilen auf parallelen Wegen zum nativen Zustand
oder auf die Bildung eines frithen Faltungsintermediates zuriickzufiihren ist, lie sich mit

diesen Experimenten nicht bestimmen.

Da die Cyu3-Domine schon bei Konzentration von 10" M als dimeres Protein vorliegt
(Isenman et al., 1979), konnte man vermuten, dass die Faltungskinetiken von der Cy3-
Konzentration abhingig sind. Es wurde jedoch keine Konzentrationsabhéngigkeit festgestellt
(Mayer, 1998). Wie sich spiter =zeigte, stellt die Dimerisierung keinen
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Cy3-Faltung dar und schldgt sich folglich auch

nicht in den Faltungskinetiken nieder.

Cyu2 Cu3
Art der Faltung triphasisch triphasisch
Konzentrationsabhéangigkeit |0 0
Geschwindigkeitskonstanten |kp = 0,66 g! ke = 1,1><10"2 !
ke = 7,95%x107 5! ki =5,2x10" s
ks = 6,21x107 5! ks =1,6x10"s™!
Auflosbare Amplitude 71 % 90 %
Einfluss von PPI 0 + (ke3)

Tab. 3.3.2.: Parameter der Faltungskinetiken von Cyx2 und Cyx3. Alle Kinetiken wurden in 0,1 M
Tris/HCI, pH 8 bei 4 °C gemessen.
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Faltungskinetiken von Cy3. (a) Die Anderung der Fluoreszenzintensitit wurde bei einer
Wellenldnge von 355 nm (Anregung 295 nm) bei 4 °C verfolgt. Die Proteinkonzentration
war 7,5 pg/ml (0,3 uM Dimer) in 0,1 M Tris/HCI, 25 mM GdmCl, pH 8. Die Faltung von
Cy3 konnte durch Zugabe von PPI in einem 5-fachen molaren Uberschuss beschleunigt
werden. (b) CD-Kinetik, gemessen wurde die Elliptizitdt bei 213 nm und 4 °C. Die Cy3-
Konzentration betrug 200 ug/ml (8,2 uM Dimer).
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3.3.3. Prolinisomerisierung

Die Beteiligung von Prolin-cis/trans-Isomerisierungen an der Faltung der Cy2-Doméne
war bisher nicht eindeutig gekldrt worden, obwohl Cy2 zwei Prolinreste besitzt (Pro7 und
Pro92), die aufgrund ihres Umfeldes in der Sequenz und laut der berechneten
dreidimensionalen Struktur in der cis-Konfiguration vorliegen miissten (Abschnitt 3.1.). Die
Zugabe des Faltungskatalysators PPI wie auch double jump-Experimente hatten keinen oder
nur unwesentlichen Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstanten der Faltung von Cy2.

Vielmehr fiel das spektroskopisch detektierbare Signal um einiges geringer aus (Pirkl, 1996).

Um die Bildung von nativem Cy2 zu verfolgen und eventuelle Einfliisse von Prolin-
Isomerisierungen zu untersuchen, wurde eine Methode verwendet, die urspriinglich fiir RNase
A entwickelt worden ist (Schmid, 1986) und auch als N-Test bezeichnet wird. Diese nutzt die
Eigenschaft von nativen Proteinen aus, unter bestimmten Bedingungen (hohen GdmClI-
Konzentrationen) viel langsamer zu entfalten als instabilere Faltungsintermediate. Damit ist
die gemessene Signaldnderung nur der Entfaltung des nativen Zustandes zuzuschreiben, da
die Intermediate in der Totzeit der Messung denaturieren (Schmid, 1983; Schmid, 1986). Bei
diesem Assay wird das Protein zuerst vollstindig entfaltet, um anschlieBend die Riickfaltung
zu starten. Nach verschiedenen Zeiten wird ein Aliquot vom Riickfaltungsansatz entnommen
und durch erneute Denaturierung der Anteil an nativem Protein bestimmt. Im Fall von Cy2
wurde die GdmCl-Konzentration hierfiir so gewéhlt, dass die Domdne mit einer Kinetik,
beschreibbar durch eine Exponentialfunktion nach Gl. 2.8.3., entfaltet (3 M GdmCl). Die
Amplitude der einzelnen Kinetiken ist proportional zum Anteil an nativem Protein in der
Losung. Der Anstieg dieser Amplitude mit der Riickfaltungszeit gibt die Kinetik der
Entstehung von nativ gefaltetem Cy2 wieder. Anhand des Verlaufes der Kinetik kdnnen

Aussagen dariiber gemacht werden, ob das Protein iiber einen sequentiellen Zwei-Schritt-
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Mechanismus faltet oder ob ausgehend von unterschiedlich denaturierten Zustinden zwei

parallele Faltungswege angenommen werden konnen (Gl. 3.3.1.; Kiethaber et al., 1990).

@ U—-A51—-L5N b)) UL N

U—%23N

Gl 3.3.1: Mogliche Faltungswege von Cy2. (a) Sequentieller Weg, ausgehend von einem
denaturierten Zustand (siche auch Abb. 3.3.8.). (b) Zwei verschiedene denaturierte

Zustinde, die jeweils Ausgabgspunkt eines Faltungsweges sind.
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Abb. 3.3.8.: Kinetik der Entstehung von nativem Cy2. Amplitudenauswertung der
Entfaltungskinetiken des N-Testes (siehe oben). (a) Gesamtkinetik: (O) Messwerte, (—)
Fit, (---) exemplarisch berechnete Kinetik nach einem sequentiellen Faltungsmecha-

nismus (GI. 3.3.1.a). (b) Ausschnittsvergrof3erung von (a).
Die Auswertung war nur mit zwei Exponentialfunktionen nach Gl. 2.8.4. moglich (Abb.
3.3.8.a). Es wurden zwei Geschwindigkeitskonstanten mit den Werten kg™ = 1,9x107 s
und k™' = 2,0x10* s erhalten, die 90 % der Gesamtamplitude beschreiben. Davon

entfallen 27 % auf ;™ und 73 % auf kp" . In der Totzeit der Messung wurden 10 %

natives Protein gebildet (Abb. 3.3.8.b). Die Form der Kinetik deutet darauf hin, dass es sich
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bei der Bildung von nativem Cpy2 nicht um einen sequentiellen Mechanismus handeln kann.
Vielmehr muss natives Cy2 auf mindestens zwei parallelen Wegen (kg™ und k™),
ausgehend von unterschiedlich denaturierten Konformationen, gebildet werden (Gl. 3.3.1.b).
Dariiber hinaus deutet alles darauf hin, dass zusétzlich eine Population schnellfaltender
Spezies im denaturierten Zustand von Cy2 vorkommt (10 %). Erkldrt werden konnte diese
Heterogenitit des denaturierten Zustandes durch die Kombination verschiedener Prolin-

Konfigurationen (Brandts ef al., 1975; Schmid & Baldwin, 1978).

Die Cy3-Doméne des monoklonalen Antikorpers besitzt eine Xaa-Pro-Bindung, die im
nativen Zustand in der cis-Konfiguration vorliegt (siche dazu Abb. 3.1.7.). Zudem war
bekannt, das die Prolin-Isomerisierung ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt in der
Faltung von Cy3 ist (Isenman et al., 1979). Um herauszufinden, welche Phase der
Riickfaltung (siehe 3.3.2.2.) dem Isomerisierungsprozess zugeordnet werden kann, wurden
Faltungsanalysen bei Anwesenheit eines 5-fachen Uberschusses PPI (Typ: Cyclophilin;
keat/ Ky = 6,9x10° M s) durchgefiihrt (Lilie et al., 1993). Das Ergebnis ist in Abb. 3.3.7.a
gezeigt. PPI hatte einen groflen Einfluss auf die Faltung von Cy3. Eine der beiden langsamen
Phasen (kp, ki) wurde stark beschleunigt (k¢ = 1,7x10%s"), wihrend die andere
unverdndert blieb. Die Katalyse war auch dann noch moéglich, wenn der Faltungsvorgang
bereits gestartet worden war und PPI nachtriglich zugegeben wurde (Abb. 3.3.9.). Dieses
kann damit erklart werden, dass die entsprechende Peptidbindung (F34-P3s) auch im gefalteten

Zustand noch gut von auflen, vom Ldsungmittel her fiir das Enzym zuginglich ist (Abb.

3.1.7.).
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Abb. 3.3.9.: Zugabe von PPI nach Beginn der Faltung von Cyx3. Die Riickfaltungsbedingungen
waren die gleichen wie bei Abb. 3.3.7.a. Jedoch wurde ein 5-facher molarer Uberschuss

an PPI erst nach 10 min zum Riickfaltungsansatz hinzugegeben.

Sogenannte double jump-Experimente konnten die Beteiligung von Prolin-Isomerisierung
an der Faltung von Cy3 bestitigen (Mayer, 1998). Die kinetische Phase, die der
Isomerisierungsreaktion zuzuordnen ist, war von der GdmCl-Konzentration im Riickfaltungs-
ansatz abhingig. Dieses ldsst darauf schlieBen, dass mit der Transformation der Xaa-Pro-
Bindung von der trans- in die cis-Konfiguration eine weitergehende Konformationsanderung

im Protein verbunden ist (Mayer, 1998).

3.3.4. Intermediate in der Faltung von Antikoérperdomiinen

Der Hauptfaltungsweg der Cy3-Doméne fiihrt iiber mindestens ein Faltungsintermediat
(Mayer, 1998). Um die zeitliche Verteilung dieser kinetisch gefangenen Proteinkonformation
zu untersuchen, wurden sogenannte triple jump-Experimente durchgefiihrt. Die Prozedur
hierfiir gleicht der des N-Testes, mit dem Unterschied, dass die GdmCl-Konzentration fiir die
Entfaltung niedriger liegt. Dadurch konnen sowohl das native Protein als auch

Faltungsintermediate kinetisch nachgewiesen werden. Mit Hilfe dieses Verfahrens ldsst sich
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der Anteil von nativem Protein und Faltungsintermediat, die beide wiahrend der
vorangegangenen Renaturierung gebildet worden sind, bestimmen. Natives Cy3 denaturiert
mit einer monoexponentiellen Kinetik (siche 3.3.1.). Ist dagegen ein Intermediat vorhanden,
dann tritt eine weitere Phase in der Kinetik auf (Abb. 3.3.10.). Die gemessenen
Geschwindigkeitskonstanten waren kN = 2,5><10'4 s'und k! = 3,4><10'3 g! (N steht fiir das
native Protein, I fiir das Intermediat). Erstere entspricht der Konstanten aus der Entfaltung von
nativem Cyx3. Die zweite ist dem Intermediat zuzuordnen, das somit 13-mal schneller
denaturiert als N. Der Anteil der Intermediatsamplitude an der Gesamtamplitude der Reaktion

entspricht dem Anteil an Intermediat am Gesamtprotein in der Losung.
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Abb. 3.3.10.: Exemplarische Kinetik eines triple jump-Experimentes mit Cy3. Nach Riickfaltung
fir 38 min wurde das Protein in 2,5 M GdmCI denaturiert. Die Kinetik wurde mittels
Fluoreszenzmessung bei 355 nm (Anregung 295 nm) verfolgt. Puffer: 0,1 M Tris/HCI,
pH 8, 4 °C. Cy3-Konzentration bei der Faltung: 7,5 pg/ml (0,3 uM Dimer); bei der
Entfaltung: 5 pg/ml (0,2 uM Dimer).

Abb. 3.3.11.a zeigt den zeitlichen Verlauf der Intermediatsamplitude und der des nativen
Proteins. Natives Cy3 wird bereits zu Anfang des Faltungsprozesses gebildet, und zwar

schneller als das Intermediat. Als Erkldrung konnte hierfiir ein paralleler Faltungsweg

107



3. Ergebnisse

angefiihrt werden, auf dem Cyx3 unter Umgehung des Intermediates direkt zum nativen

Zustand faltet.
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Abb. 3.3.11.: Zeitlicher Verlauf der Entstehung und des Verschwindens des Cy3
Faltungsintermediates. Aus der Auswertung der Denaturierungskinetiken zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Faltung wurden die Amplituden der beiden Phasen
gewonnen. (a) Natives Cy3 (1) und Intermediat (@). (b) AusschnittsvergroBerung von
(a). (¢) Intermediatsverteilung ohne (@) und mit PPI (O). Zu den experimentellen
Bedingungen siehe oben Abb. 3.3.10..
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Mit Hilfe eines Modells mit drei Exponentialfunktionen (Gl. 2.8.5.) konnten fiir die
Bildung des nativen Cy3 drei Geschwindigkeitskonstanten berechnet werden, die denen aus
den Faltungskinetiken (kf1, kp, kr3) sehr nahe kommen: ke' = 1,0><10'2 s'l, kp' = 1,2><10'3 !
und kg' = 5,1x10™ s™! (t steht fiir triple jump). Dariiber hinaus war zu beobachten, dass natives

Protein bereits in der Totzeit der Messung gebildet wurde (Abb. 3.3.11.a; vgl. 3.3.2.2.).

Das Faltungsintermediat von Cyx3 wurde mit einer Geschwindigkeitskonstanten von kbi =
4,9x10*s' (b steht fir Bildung des Intermediates) gebildet und verschwand mit einer
Reaktion, deren Konstante mit &, = 5,6x10” s war (v fiir das Verschwinden; Gl. 2.8.6.).
Beide erhaltenen Konstanten konnen aufgrund ihrer Werte den beiden langsamen Phasen der

Renaturierung von Cy3 (kp, ks3) zugeordnet werden (Abb. 3.3.11.a; vgl. 3.3.2.2.).

Um nidher einzugrenzen, welche der langsamen Faltungsphasen von Cy3 der Prolin-
Isomerisierung zuzuordnen ist, wurden die triple jump-Experimente in Anwesenheit von PPI
wiederholt (Abb. 3.3.11.c). Es zeigte sich, dass unter dem Einfluss dieses Enzyms nur ein
geringer Anteil des Intermediates nachgewiesen werden konnte. Zudem war die maximale
Anreicherung bereits nach 5 min erreicht (ohne PPI: 60 min). Es erfolgte also die
Beschleunigung des Prozesses, der fiir das Verschwinden des Intermediates und die

Weiterreaktion zum nativen Zustand verantwortlich zeigt.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass der Hauptfaltungsweg von Cy3 ein Intermediat
beinhaltet, das aufgrund der nachfolgenden langsamen Isomerisierung der F34-P3s-
Peptidbindung in die native cis-Konfiguration populiert wird. Daneben existiert aber auch ein
schneller Faltungsweg (kr; bzw. ks") der nicht iiber das oben beschriebene Faltungsintermediat

verlauft.
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Im Fall von Cy2 lieB sich kein Intermediat mit der oben beschriebenen Methode finden.
Die schnelle Entfaltung sowie der hohe Signalverlust bei diesem Vorgang (siche 3.3.1.)

erschwerten die Untersuchung zusétzlich.

3.3.5. Assoziation

Bei der Cy2-Domine spielen Assoziationsvorginge wéhrend der Faltung wegen ihres
monomeren Zustandes keine Rolle. Deswegen konzentriert sich dieser Abschnitt ganz auf

Cu3.

Da die Cy3-Doméne des monoklonalen Antikdrpers MAK33 im nativen Zustand als Dimer
vorliegt, stellte sich die Frage, wann wéhrend der Faltung die Assoziation der Monomere
stattfindet. Wie oben schon erwéhnt (3.3.2.2.), konnte eine Konzentrationsabhédngigkeit der
Faltungskinetiken mittels Fluoreszenzspektroskopie nicht nachgewiesen werden (Mayer,
1998). Der Grund dafiir konnte einerseits darin liegen, dass die Dimerisierung in der Faltung
von Cp3 kein geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist. Andererseits ist es moglich, dass
dieser Vorgang mit den zuvor benutzten Techniken iiberhaupt nicht nachweisbar ist. Aus
diesen Uberlegungen heraus wurde versucht, die Assoziation von Cy3 mittels chemischer
Quervernetzung zu untersuchen. Die quervernetzten Proben wurden anschliefend mit Hilfe
von SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 3.3.12.a). Die Analyse der Gelbanden -erfolgte
densitometrisch. Fiir die Bildung des Cgyx3-Dimers wurde mit &k, = 2,5><10'4 s! eine
Geschwindigkeitskonstante ermittelt, mit der auch das Verschwinden des Monomers
beschrieben werden konnte (Abb. 3.3.12.b). Diese Konstante war ebenfalls wie die

spektroskopisch fiir die Renaturierung ermittelten von der Proteinkonzentration unabhéngig.
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Abb. 3.3.12.: Dimerisierung von Cy3 wihrend der Riickfaltung. Die Riickfaltung fand in 50 mM
Hepes, pH 8 bei 4 °C statt. Die Proteinkonzentration war 7,5 pg/ml (0,3 uM Dimer).
Wihrend der Faltung wurden 5 ug Protein entnommen, mit Glutaraldehyd quervernetzt
und gefallt. (a) SDS-Gel, gefarbt nach Fairbanks. (b) Zeitlicher Verlauf der Bildung von
dimerem Cy3 (O) und des Verschwindens des Monomers (@). (¢) Einfluss von PPI auf
die Dimerisierung von Cy3: ohne PPI (O) und mit PPI (A).
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PPI beschleunigt bei Cy3 die Weiterreaktion eines sich durch die sonst langsame Prolin-
Isomerisierung anhdufenden Intermediates (sieche 3.3.3. und 3.3.4.). Diese Prolin-
Isomerisierung ist mit einer Faltungsreaktion gekoppelt (Mayer, 1998). Deshalb war es von
Interesse zu untersuchen, ob sich diese auf den Dimerisierungsprozess von Cy3 auswirkt. Aus
diesen Uberlegungen heraus wurde das Quervernetzungsexperiment bei Anwesenheit eines 5-
fachen molaren Uberschusses an PPI wiederholt. Es wurde gefunden, dass die Dimerisierung
unter dem Einfluss von PPI enorm beschleunigt wird (Abb. 3.3.12.c). Wegen der geringen
Anzahl an Datenpunkten am Anfang der Reaktion war eine genaue mathematische
Auswertung nicht moglich. Eine Abschétzung jedoch ergab, dass die Monomere 20-mal
schneller zum Dimer assoziieren als in Abwesenheit von PPI. Somit ist die Prolin-
Isomerisierung als Voraussetzung fiir die Dimerisierung von Cy3 geschwindigkeits-
bestimmend. Dariiber hinaus konnte der Isomerisierung die Geschwindigkeitskonstante ki3

zugeordnet werden (siehe 3.3.2. und 3.3.3.).

3.3.6. Faltung und Oxidation

Cu2 und Cy3 sind Proteine, die im nativen Zustand jeweils eine Disulfidbriicke aufweisen.
Diese, die beiden B-Faltblitter verkniipfende kovalente Verbindung hat nicht nur einen
entscheidenden Einfluss auf die Proteinstabilitit, sondern beeinflusst auch die Faltung

nachhaltig.

Die rekombinante Cy2-Domine, die sich im oxidierten Zustand schon durch eine geringe
Stabilitdt auszeichnet, entfaltet bei Reduktion der Disulfidbriicke vollstindig (siche 3.2.2.).
Eine Reaktivierung aus diesem Zustand war selbst unter oxidierenden Bedingungen mit den

hier angewandten Methoden nicht moglich.

Dagegen gelang es, Cy3 aus dem denaturierten und reduzierten Zustand wieder in die

oxidierte native Form zu iiberfilhren. Nach dem Verdiinnen in Nativpuffer wurde die
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Ausbildung der Disulfidbriicke durch ein Redoxsystem, bestehend aus reduziertem und
oxidiertem Glutathion, gefordert. Auffillig war, dass die Reaktion erst nach 12 Stunden
beendet schien. Der nachfolgende Signalverlust ist dem auftretenden photobleaching der

Chromophore zuzuschreiben.
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Abb. 3.3.13.: Fluoreszenzkinetik der Oxidation und Faltung von Cy3. Gemessen wurde bei
355 nm (Anregung 280 nm). Die Proteinkonzentration war 7,5 pg/ml (0,3 uM Dimer) in
0,1 M Tris/HCI, pH 8, 3 mM GSSG, 6 mM GSH, 4 °C. Kleines Bild: Die Abhingigkeit
der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten vom pH-Wert: kg, (@), ke (H), kio3 (A).

Die Kinetik konnte mit drei Exponentialfunktionen nach Gl. 2.8.5. analysiert werden (Abb.
3.3.13.). Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten hatten die Werte kg = 2,310 57, kg2
=3,1x10" s und kg3 = 5,6x107 s (fo steht fiir Faltung und Oxidation). Da der gemessene
Signalverlauf zum einen durch den zunehmenden gquenching-Effekt der sich ausbildenden
Disulfidbriicke, zum anderen durch die Anderung der molekularen Umgebung der
Tryptophane verursacht wird, sind die Konstanten nicht mit denen aus der Faltung von Cy3
vergleichbar. Um eine der Geschwindigkeitskonstanten der Oxidation von Cyx3 zuordnen zu
konnen, wurden die Kinetiken bei unterschiedlichen pH-Werten gemessen (Abb. 3.3.13.,

kleines Bild). Eindrucksvoll zeigte sich, dass kg bei Erhohung des pH-Wertes stetig zunahm,
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wiahrend die anderen Geschwindigkeitskonstanten kaum beeinflusst wurden. Unterhalb von
pH 8 wurde keine Oxidation beobachtet. Dagegen beeinflusste die Variation des GSH/GSSG-

Verhiltnisses die Geschwindigkeit der Kinetik nicht (Abb. 3.3.14.).
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Abb. 3.3.14.: Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten vom Verhiltnis GSSG / GSH. Die
Bedingungen der einzelnen Messungen sind oben beschrieben (Abb. 3.3.13.). k¢, (@),

ktoz (O) und ko3 (V).

Die Ausbildung der Disulfidbriicke in Cy3 wurde direkt mittels Massenspektrometrie
verfolgt (Abb. 3.3.15.). Die Riickfaltung und Oxidation fand unter den gleichen Bedingungen
wie bei den Fluoreszenzmessungen statt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots
entnommen und die zu diesem Zeitpunkt freien Cysteine mit lodacetamid derivatisiert.
Anhand theoretischer Uberlegungen stehen die verschiedenen Oxidationstufen der Cp3-
Domine, die sich nun hinsichtlich ihrer Masse unterscheiden, in folgender Beziehung

zueinander, wie in Gl. 3.3.2. dargestellt.
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Gl. 3.3.2.: Modell der Oxidation von Cyx3. Reduziertes Cy3 (2H), gemischtes Disulfid (1G1H) mit
oxidiertem Glutathion (GSSG), Addukt mit zwei Molekiilen GSSG (2G) und vollstindig
oxidiertes Cy3 (1S). GSH steht fiir die reduzierte Form von Glutathion. Die Werte in
Klammern sind die massenspektrometrisch bestimmten Massen. M, (GSH) = 307,3;

M, (IAA) = 184,96.

Ausgehend vom reduzierten Protein (2H, beide Cysteine in der Thiol-/Thiolatform) wird
ein gemischtes Disulfid mit oxidiertem Glutathion (GSSG) gebildet (1G1H), das anschlieend
auf zwei Arten weiterreagieren kann. Zum einen kann ein zweites Molekiil GSSG an das
verbliebene freie Cystein binden und die Spezies 2G bilden. Der andere Weg stellt jedoch den
produkiven Weg zur Bildung von oxidiertem Cyx3 (1S) dar. Hier reagiert das gemischte
Disulfid des einen Cysteins mit dem freien zweiten Cystein unter Freisetzung von reduziertem
Glutathion (GSH). Die reaktive Gruppe ist bei diesem Vorgang das Thiolat-Anion, weshalb
auch verstdndlich ist, warum unterhalb von pH 8 keine Oxidation mehr stattfindet (Abb.
3.3.13.; der pk,-Wert der Thiol-Gruppe in Cystein hingt von der molekularen Umgebung im
Protein ab. Gewdhnlich ist er zwischen 9 und 9,5). Acyliert werden die frei vorliegenden

Cysteine.
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Abb. 3.3.15.: Oxidation und Faltung von Cy3. Die Pufferbedingungen waren 0,1 M Tris/HCI, pH 8§,
3 mM GSSG, 6 mM GSH, 3 mM DTT,, 4 °C. Die Proteinkonzentration war 7,5 pug/ml
(0,6 uM). Nach Derivatisierung der freien Cysteine mit lodacetamid wurde die
Zusammensetzung des Proteingemisches mittels ESIMS analysiert: (O) 2H-Spezies, (A)
1G1H, (¥) 2G und (M) 1S.

Die Analyse der Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zu unterschiedlichen
Zeitpunkten lieferte folgendes Resultat (Abb. 3.3.15.): Der Anteil des reduzierten Cpy3
veringerte sich zu Anfang gegeniiber der Enstehung der oxidierten Form (k = 1,3x107s™)
relativ schnell (k = 2,8 s™). Dieses ist auch nachzuvollziehen, da zuerst das Intermediat 1G1H
gebildet wird. Die Spezies 2G und 1S wurden nach einer kurzen /ag-Phase zundchst gleich
schnell gebildet. Die Intermediate waren nach 5 min (1G1H) bzw. 20 min (2G) maximal

populiert. Die Oxidation von Cyx3 dauerte insgesamt drei Stunden (100 % 1S).

Fiir die Oxidation der reduzierten Cy3-Doméne ist es glinstig, wenn die die Disulfidbriicke
bildenden Cysteinreste in der Proteinstruktur nahe beieinander sind. Auf der anderen Seite
kann das Vorhandensein von Sekundir- und Tertidrstruktur fiir die Oxidation auch hinderlich
sein, da der Zugang des Losungs- und damit des Oxidationsmittels zum Reaktionsort

eingeschrinkt ist (Wedemeyer et al., 2000).

116



3. Ergebnisse

Um dieses zu untersuchen, wurde denaturiertes, reduziertes Cy3 unter Bedingungen, die
die Ausbildung der Disulfidbriicke verhindern, zuriickgefaltet. AnschlieBend wurde die

Oxidation durch Zugabe von GSSG gestartet.
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Abb. 3.3.16.: Oxidation von Cyx3 nach der Riickfaltung. Das Protein wurde zundchst unter
reduzierenden Bedingungen fiir drei Stunden zuriickgefaltet. AnschlieBend wurde durch
Zugabe von GSH/GSSG die Oxidation gestartet. Zu den genauen Bedingungen siche
oben Abb. 3.3.15.. (O) 2H-Spezies, (A) 1G1H, (¥) 2G und (M) 1S.

Abb. 3.3.16. zeigt deutlich, dass die Ausbildung bzw. das Vorhandensein von Sekundér-
und Tertidrstruktur groBen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Oxidation von Cy3 hat.
Wurde die Oxidation des Proteins eingeleitet, nachdem der Strukturbildungsprozess
abgeschlossen war, vollzog sich dieser Vorgang wesentlich langsamer. Andererseits war die
rdumliche Nédhe der Cysteine eine Voraussetzung fiir die effiziente Ausbildung der
Disulfidbriicke der Cy3-Domine. Wurde das Experiment in Anwesenheit von 1 M GdmCl
durchgefiihrt, stellte sich ein Gleichgewicht zwischen den vier Oxidationstufen des Proteins
ein. Der Anteil von nativem, oxidiertem Cyx3 iiberstieg nie 40 % (F. Talamo, pers.

Mitteilung).
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4. Diskussion

4.1. Struktur

Antikorper sind eine Familie von Plasmaproteinen, deren grundlegender Baustein — die
Immunoglobulin-Doméne — in unterschiedlichen Formen in vielen weiteren Proteinen des
Immunsystems wie auch anderer biologischer Erkennungssysteme vorkommt (Janeway &
Travers, 1997). Antikorper selbst sind aus zwei verschiedenen Arten von Immunoglobulin-
Dominen aufgebaut. Diese erfiillen unterschiedliche Funktionen: Uber die variablen
Dominen (V-Doménen) erfolgt die Antigenerkennung und -bindung. Die konstanten
Dominen (C-Dominen) erfiillen eine Effektorfunktion, die andere Molekiile und Zellen des
Immunsystems mobilisiert, wenn der Antikorper an das Pathogen gebunden hat (Janeway &
Travers, 1997). Darliber hinaus stabilisieren sie den Antikorper durch nicht-kovalente

Wechselwirkungen zwischen den Doménen.

Die konstanten Doménen sind evolutiondr eng verwandte Proteine, die durch
Genduplikation entstanden sind (Davies & Metzger, 1983). Trotzdem weisen die Dominen
Cu2 und Cy3 nur noch 39,4 % Homologie bzw. 24,2 % Identitit zueinander auf. Es erfolgten
aber vorwiegend konservative Aminosdurenaustausche, die das Verhiltnis von hydrophilen zu
hydrophoben bzw. basischen zu sauren Resten weitgehend unangetastet lassen. Auch die
Tryptophane sind konserviert und verlethen beiden Proteinen durch ihre Nihe zur
Disulfidbriicke bzw. ihre Losungsmittelzugénglichkeit die charakteristischen spektrosko-
pischen Eigenschaften. Die Position der die Disulfidbriicke bildenden Cysteine ist identisch.
Dieses weist auf die Wichtigkeit dieser kovalenten Verbindung fiir die Stabilitit dieser
Faltungseinheit (Janeway & Travers, 1997; Goto & Hamaguchi, 1979; Rudikoff & Pumphrey,

1986; Frisch et al., 1996; Bell, 1997; Proba et al., 1997; Worn & Pliickthun, 1998).
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Das Erlangen der nativen Konfiguration von Peptidyl-Prolyl-Bindungen ist bei der
Proteinfaltung oft ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt, da deren Isomerisierung eine
hohe Aktivierungsenergie erfordert (Schmid, 1993). Die Aminosiuresequenzen von Cy2 und
Cu3 sind reich an Prolinen (9,1 % bzw. 8,3 %), wobei einige aufgrund des vorangehenden
Restes im nativen Protein in der cis-Konfiguration vorliegen konnen (Reimer et al., 1998).
Bei Cy2 liegen diese jedoch in relativ flexiblen Bereichen in N- und C-terminalen Regionen
des Proteins. Es ist also unwahrscheinlich, dass die frans—cis-Isomerisierung der entspre-
chenden Peptidbindung einen entscheidenden Einfluss auf die Geschwindigkeit der Cy2-
Faltung hat. Dagegen weist Cy3 in seiner nativen Konformation - die Kristallstruktur von Cy3
konnte mit einer Auflosung von 2,2 A gelost werden (Thies et al., 1999) - ein cis-Prolin
(Pro35) auf, dessen Isomerisierung ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt in der Faltung
von Cyx3 ist (Mayer, 1998). Dieser ist aufgrund seiner Sequenzposition in einem /oop
zwischen den beiden [-Faltblittern ein integraler Bestandteil der Proteinstruktur und
beeinflusst die Bildung des immunoglobulin fold in besonderem Mal3e. Pro35 bildet in cis-
Position eine Wasserstoffbriicke mit dem Rest His90 aus und stabilisiert so das B-Faltblatt. In

der trans-Konfiguration besteht diese Verbindung nicht.

Der immunoglobulin fold ist bei Cy2 und Cyx3 unterschiedlich kompakt ausgebildet. Die
Kristallstruktur zeigt, dass Cy3 ein globuldres Protein ist, dessen hydrophobe Reste im
Inneren des Proteins verborgen sind. Besonders die Assoziation der Cy3-Monomere zu einem
Dimer trdgt hierzu bei. Dagegen sind bei rekombinantem Cp2 hydrophobe Reste dem
Losungsmittel zugewandt. Die Form des Proteins scheint gestreckter als das Cy3-Monomer.
Hier macht sich der Verlust des Zuckerrestes gegeniiber authentischem MAK33-Cy2
bemerkbar, der hydrophobe Bereiche abzuschirmen vermag und die Interaktion zwischen den
beiden schweren Ketten des Antikorpers im Bereich dieser Domiéne sicherstellt (Deisenhofer,

1981).
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4.2. Stabilitit

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten deutlich, dass die Stabilitit der
Antikorperdoménen stark von der Assoziation abhdngig ist. Im Antikdrper werden die
Untereinheiten und damit das gesamte Immunoglobulin-Molekiil dadurch stabilisiert, dass
Heterodimere (im Fall des Fv- bzw. des Fab-Fragmentes) sowie Homodimere (Cy3 bzw. Fc)
ausgebildet werden. Unterstiitzt wird die Assoziation durch intermolekulare Disulfidbriicken
(Alzari et al., 1988). So ergaben Untersuchungen an dem scFv-Fragment des Antikorpers
hu4D5-8, dass die Aggregation verhindert wird, wenn die instabilen, disulfidfreien Domédnen
soweit gefaltet sind, dass iliber die ausgebildete Kontaktfliche die beiden Untereinheiten
miteinander interagieren konnen (Ramm et al.,, 1999). FEine zusitzlich, zwischen
konservierten framework-Positionen der Vi- und Vy-Doméne eingefiihrte Disulfidbriicke
kann das Heterodimer weiter stabilisieren (Reiter et al., 1995). Aus dem obengenannten
Grund unterscheiden sich monomeres Cy2 und dimeres Cyx3 deutlich in ihrer Stabilitét
gegeniiber chemischer und thermischer Denaturierung. Beide zeigen einen kooperativen
GdmCl-Denaturierungsiibergang, der keine Gleichgewichtsintermediate erkennen ldsst und
deshalb nach dem Zwei-Zustands-Modell ausgewertet werden kann. Die Entfaltung von Cy3
ist, wie erwartet, konzentrationsabhingig. Untersuchungen an einer humanen Cy3-Domiéne
ergaben das gleiche Ergebnis (Isenman ef al., 1979; Sumi & Hamaguchi, 1982). Fiir die Cy3-
Domine des Antikdrpers MAK33 wurde ein freie Stabilisierungsenthalpie von AGy_ N =
-66,5 (+1,5) kJ mol berechnet (Mayer, 1998). Damit liegt der Wert im Bereich von -42 und
-113 kI mol™, der typisch fiir dimere Proteine ist (Neet & Tim, 1994). Die Stabilitit von
MAK33-Cy2 liegt dagegen bei einem Wert von AG’y_,x = -11,2 kI mol™. Auch im Vergleich
zu Cr- und Vi -Doménen, die ebenfalls als Monomer auftreten, ist Cy2 ein instabiles Protein
(Sumi & Hamaguchi, 1982; Rowe & Tanford, 1973) (Tab. 4.2.1.). Rekombinantes Cy2 zeigt

hydrophobe Bereiche, die sonst von dem verkniipften Oligosaccharidrest verdeckt werden
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(Edelmann & Gall, 1969; Deisenhofer, 1981), und nun 16sungsmittelexponiert vorliegen. Das
Abschirmen einer groflen hydrophoben Oberfliche durch die Assoziation der beiden Cy3-
Monomere bringt einen zusétzlichen entropischen Beitrag zur freien Stabilisierungsenthalpie.
Wird die Dimerisierung durch Mutationen in der Dimerkontaktfliche gestort, wirkt sich

dieses negativ auf die Stabilitdt des Proteins aus (Dall" Acqua et al., 1998).

Ch2rea | Cu20x Cu3red™™ Cu3ox’* Clred CLo

Cn [MGdmCl] | - 1,1 0,3 (0,2 uM) | 0,75 (02 uM)| 0,4 1,2
0,31 (1,6 uM) | 0,9 (1,6 uM)
0,35 (4,1 uM) | 1 (4,1 uM)

AGyosn 0 11,2 - -66,5 7,1 23,8
[kJ mol™]

Reversibilitit - 100 50-60 100 - -

[Yo]

Assoziations- - Monomer Dimer Dimer Monomer | Monomer
zustand

Tab. 4.2.1.: Stabilititsdaten verschiedener Antikérperdoméinen, gewonnen aus GdmCl-induzier-
ten Gleichgewichtsdenaturierungsiibergingen. * Bell, 1997; ® Mayer, 1993; ¢ Goto &

Hamaguchi, 1979. * Konzentrationsangaben gelten fiir das Dimer.

Die Stabilitit von teilgefalteten Proteinstrukturen, wie des molten globule und des
alternatively folded state, spielt eine wichtige Rolle bei dem Versuch, Modelle zur
Beschreibung des Faltungsweges von Proteinen aufzustellen. Diese Konformationen sind
sowohl in thermodynamischen als auch in kinetischen Experimenten zur Proteinfaltung
gefunden worden (Mann & Matthews, 1993; Ptitsyn & Uversky, 1994; Oliveberg & Fersht,
1996). Entsprechend dieser vom denaturierten Zustand ausgehenden Faltungsmodelle stellt
der molten globule das erste Faltungsintermediat dar, das aufgrund von Sekundéir-
strukturbildung und Kompaktierung der Polypeptidkette gebildet wird (Ikeguchi et al., 1986;

Roder et al., 1988; Kuwajima, 1989). Es steht im Gleichgewicht mit dem denaturierten
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Zustand. Der molten globule wie auch der a state (eine Sdure-induzierte molten globule-
Struktur) sind jedoch instabile Proteinkonformationen. Anders verhdlt es sich bei
Antikdrpern, die bei pH-Werten unter pH 3 eine nicht-native, aber stabile Struktur annehmen
konnen (Buchner et al., 1991; Vlasov et al., 1996; Welfle et al., 1999). Diese wird oft als
alternatively folded state bezeichnet (Buchner et al., 1991; Lilie & Buchner, 1995; Mayer,
1998; Kammermeier, 1999). Der Zustand des alternatively folded state ist durch Sekundir-
strukturelemente sowie den Verlust an Tertidrstruktur gekennzeichnet. Nichtsdestotrotz zeigt
diese Proteinkonformation hochkooperative thermische und chemische Entfaltungsiibergénge.

Fiir den a state wird dieses Verhalten dagegen nicht beobachtet.

Ein interessanter Aspekt in diesem Zusammenhang ist, dass oligomeres, unter sauren
Losungsmittelbedingungen gebildetes Cy3 eine Stabilitidt aufweist, die mit der des nativen
Proteins vergleichbar ist, ja sie sogar Ubersteigt (Tab. 4.2.2.). So entfaltet sogenanntes
alternatively folded Cy3 bei 80 °C, wihrend Cy3 bei pH 8 seinen 7,-Wert bei 75 °C hat
(Kammermeier, 1999). Hier scheint die Oligomerisierung, vermittelt iiber hydrophobe
Wechselwirkungen, stabilisierend zu wirken. Das Fab-Fragment von MAK33 hélt bei pH 2
seine alternativ-gefaltete Struktur nur aufrecht, wenn aufgrund von Doménenkontakten
zwischen der schweren und der leichten Kette die Assoziation zum Heterodimer mdglich ist.
Dieses wird hier durch die intermolekulare Disulfidbriicke gewéhrleistet (Lilie & Buchner,
1995). Monomeres Cy2 hingegen liegt unter vergleichbaren Bedingungen vollstindig entfaltet
vor. Es zeigt sich, dass die Ausbildung einer Quartirstruktur eine Voraussetzung fiir die
Stabilitdt des alternatively folded state ist. Im Fall von Cy3 reichen die starken hydrophoben
Wechselwirkungen aus, um eine Quartarstruktur aufrecht zu erhalten. Das Fab-Fragment ist

auf eine zusitzliche kovalente Verkniipfung angewiesen.

Cu2 entfaltet unter alternatively folded state-Bedingungen. Fiir die leichte Kette des

Antikorpers MAK33 wurde ebenfalls berichtet, dass das Protein unter diesen Bedingungen
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denaturiert. Die Ausbildung der alternativen Konformation war jedoch moglich, nachdem
entweder die Ionenstirke der Losung erhoht oder die intramolekularen Disulfidbriicken
reduziert worden waren (H. Lilie, pers. Mitteilung). Durch die Reduktion der Disulfidbriicke
wird die konformationelle Freiheit der Polypeptidkette erweitert, wodurch ein Umfalten
erleichtert wird. Sduredenaturiertes Cy2 konnte auf diesem Weg aber nicht in eine gefaltete
Konformation iiberfiihrt werden. Um unter diesen Losungsmittelbedingungen eine gefaltete
Struktur aufrecht zu erhalten, darf die Stabilitit des nativen Proteins anscheinend einen

bestimmten Wert nicht unterschreiten.

Cu3ox™™ Cu34s*

Cw [M GdmCl] 0,75 (0,2 uM) | 1,0 (0,8 pM)

0,9 (1,6 uM) | 1,7 (4,1 uM)
1 (4,1 uM) | 1,7 (8,2 uM)

AG" N [kJ mol™] -66,5 -
Reversibilitit [%] 100 70
Assoziationszustand Dimer 12-14

Tab. 4.2.2.: Ein Vergleich der Stabilititsdaten von nativem Cg3 (Cyxg3ox) und Cy3 im
alternatively folded state (Cy3,:). " Mayer, 1993. Berechnet wurden die Daten aus

GdmCl-induzierten Gleichgewichtsdenaturierungsiibergéngen. * Dimerkonzentrationen.

Die intramolekulare Disulfidbriicke der Antikorperdomédnen kann ein einschrinkender
Faktor beim Umfalten eines Proteins von der einen Konformation in die andere sein. Auf der
anderen Seite ist diese kovalente Verbindung ein Garant fiir die Stabilitdt dieser
Faltungseinheiten (Goto & Hamaguchi, 1979; Rudikoff & Pumphrey, 1986; Frisch et al.,
1996; Bell, 1997; Proba et al., 1997; Worn & Pliickthun, 1998). Cy3 toleriert die Reduktion
der Disulfidbriicke. Das reduzierte Protein besitzt dann allerdings eine leicht verdnderte
Sekundérstruktur, bildet jedoch nach wie vor Dimere (Bell, 1997). Im Vergleich zur

oxidierten Form von Cy3 ist die Stabilitidt gegeniiber GdmCIl deutlich herabgesetzt (Tab.
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4.2.1.). Auch ging die Konzentrationsabhédngigkeit der Entfaltung weitgehend verloren, was
darauf hindeutet, dass der Beitrag der Dimerisierung zur Stabilitdt von reduziertem Cy3
wesentlich geringer ist. Womdglich bewirkt die abgewandelte Sekundirstruktur eine
Verdnderung der Dimerkontaktfliche, so dass die Wechselwirkungen zwischen den Cpy3-
Monomeren nicht mehr so intensiv sind wie bei intakter Disulfidbriicke. Bei der monomeren
Cy2-Doméne, die im oxidierten Zustand geringe thermodynamische Stabilitdt aufweist, fithrt
die Reduktion der intramolekularen Disulfidbriicke zum totalen Strukturverlust. Die ebenfalls
monomere Cp-Doméne zeigt dagegen in ihrer reduzierten Form eine unverdnderte
Sekundérstruktur. Allerdings ist dieses Protein im oxidierten Zustand wesentlich stabiler als
Cu2, so dass der Stabilititsverlust durch die Reduktion der Disulfidbriicke kompensiert

werden kann (Goto & Hamaguchi, 1979) (Tab. 4.2.1.).

Der Stabilitdtsvergleich der beiden strukturell homologen Antikérperdomédnen Cy2 und
Cu3 zeigt, wie sehr die konformationelle Stabilitit von der Minimierung hydrophober
Oberflichen und damit dem Entropiegewinn abhédngt. Zum einen wird dieses durch die
Ausbildung einer Quartérstruktur erreicht, zum anderen durch das Verbergen hydrophober
Reste im Inneren des Proteins. Fehlt wie im Fall von Cy2 mit dem Zuckerrest ein integraler
Bestandteil der Struktur, zieht dieses einen betriachtlichen Stabilitdtsverlust nach sich. Ein
Vergleich mit authentischem Cp2 ist deshalb in Zukunft noch vorzunehmen, um aus dem
Vergleich mit rekombinantem Cpy2 aus E.coli den Stabilititsbeitrag des Zuckerrestes zu

gewinnen.
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4.3. Faltung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Faltungsprozess der Cy2 und der Cy3-Doméne des
Antikorpers MAK33 untersucht. Diese kleinen Proteine stellen interessante Modelle fiir die
B-Faltblattfaltung und — im Fall von Cy3 — Assoziation dar. Aber auch die Entfaltung von Cy2

und Cy3 birgt interessante Aspekte.

Die Denaturierung der beiden Proteine verlduft unterschiedlich. Der Entfaltungsvorgang
von Cpy2 gleicht einem ,,Sprengen® der nativen Konformation. Bei Kontakt mit dem
Denaturierungsmittel (GdmCI) verliert das Protein schlagartig iiber 50 % seiner Struktur mit
einer Geschwindigkeitskonstante von k > 2000 s'. Der gesamte Prozess ist innerhalb von 50 s
abgeschlossen, was die kinetische Instabilitit der Cy2-Doméne aufzeigt. Dieses Verhalten
gleicht dem des C;-Fragmentes des Bence-Jones-Proteins Nag (leichte Immunoglobulinkette
vom Typ A) (Goto & Hamaguchi, 1982a). Allerdings sind hier 100 % der Signaldnderung mit
spektroskopischen Mitteln erfassbar. Wie bei Cp ist die Entfaltung von Cu2 bei geringen
GdmCl-Konzentrationen nur mit einer zweiphasigen Kinetik beschreibbar (Pirkl, 1996). Mit
steigender Konzentration des Denaturierungsmittels nimmt die Amplitude der langsamen
Phase kontinuierlich ab. Oberhalb von 1,8 M GdmCl ist sie nicht mehr nachweisbar. Die
apparenten Geschwindigkeitskonstanten der beiden Phasen sind abhédngig von der GdmClI-
Konzentration. Nach einem theoretischen Modell, das bereits bei RNase A Anwendung fand
(Hagerman & Baldwin, 1976), ldsst sich dieses Verhalten damit erklidren, dass Cy2 in
denaturierter Form in zwei verschiedenen Zustinden vorliegt, die sich hinsichtlich der
Konfiguration von Xaa-Pro-Peptidbindungen unterscheiden. Somit tritt im Bereich niedriger
GdmCl-Konzentrationen neben der Entfaltungsreaktion auch eine mit einer Faltungsreaktion
gekoppelten Prolinisomerisierung als geschwindigkeitsbestimmender Vorgang in Erscheinung
(auch als kinetic coupling bezeichnet (Kiefhaber, 1995); Cy2 besitzt zwei potentielle cis-

Proline).
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k12 k23
N ————— UC B GE— Ut
k21 k32

Gl. 4.3.1.: Mechanismus der Entfaltung von Cyx2. N steht fiir das native Protein (Proline in cis),
U, fiir das entfaltete Protein mit den Prolinen in nativer Konfiguration und U; fiir den
entfalteten Zustand mit den Prolinen in trans. Mit k,, sind die einzelnen

Geschwindigkeitskonstanten bezeichnet.

Die Entfaltung von Cy3 hingegen ist ein einphasiger Prozess (Mayer, 1993; Mayer, 1998),
der mit einer Geschwindigkeitskonstante von k. = 2,5x10™ s™ wesentlich langsamer ablauft.
Hier ist zu vermuten, dass die hohe Stabilitit aufgrund der starken Wechselwirkungen
zwischen den Cy3-Monomeren (Isenman et al, 1979), ausschlaggebend ist. Ein
Faltungsintermediat von Cy3, das vermutlich weitgehend nativ gefaltet, aber monomer ist,

entfaltet schneller (k' = 3,4x107 s™).

Gl. 4.3.2.: Mechanismus der Entfaltung von Cgx3. N steht fiir das native Protein, U fiir den
entfalteten Zustand. Der Einfluss der Prolin-Isomerisierung auf die Entfaltung ist nicht

sichtbar.

B-Faltblattfaltung ist ein entropisch hochst anspruchsvoller Vorgang. Aminosdurereste,
weit entfernt in der Primérstruktur, miissen miteinander in Kontakt treten, um stabilisierende
Wechselwirkungen eingehen zu konnen (Clark et al., 1997). Abhédngig von der Lénge der
Polypeptidkette zwischen den entsprechenden Resten und somit von den Freiheitsgraden, die
zur Verfligung stehen, konnen mehrere Versuche notig sein, die native Konformation zu

erlangen. Die Faltung von komplexen -Faltblattstrukturen, wie dem immunoglobulin fold der

Cu2 und Cy3-Doméne, ist darum viel langsamer als die Bildung von a-Helices.

126



4. Diskussion

Nichtsdestotrotz werden auch hier sehr schnelle Faltungsphasen gefunden, die zum Teil in
der Totzeit zeitlich hochauflosender Messmethoden stattfinden konnen. Diese als burst phase
bezeichneten Faltungsphasen sind bei der Renaturierung der Cy2- und der Cy3-Domine zu
beobachten. Der Signalverlust betrdgt im Fall von Cy3 10 % (Mayer, 1998). Ein hydrophober
Kollaps als Grund dafiir kann ausgeschlossen werden, da keine Bindung bzw. Freisetzung von
ANS gemessen wurde. Die kleinen B-Faltblattproteine Tendamistat und CspB zeigen wihrend
der Faltung ebenfalls keinen Verlust an Signal, der auf einen solchen Kollaps schlielen lief3e
(Schonbrunner et al., 1997a; Jacob et al., 1997). Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert
werden, dass ein hydrophober Kollaps nicht essentiell fiir die Proteinfaltung sein muss, was
gegen das sogenannte hydrophobic collapse model sprechen wiirde (Dill, 1990; Jaenicke,
1996). Dartiber hinaus ist vielfach die Signaldifferenz zwischen denaturiertem Protein und
den ersten Messpunkten auf die Verdnderung der Losungsmittelbedingungen beim Verdiinnen
des denaturierten Proteins in den Riickfaltungspuffer zuriickzufiihren (Qi et al., 1998). Im Fall
der Cy3-Domine kann der Signalverlust zu Anfang der Riickfaltung aber auch anders erklart
werden. So zeigt die Analyse der triple jump-Experimente, dass nach der Totzeit der Messung
bereits 4 % des Proteins nativ sind. Schnellfaltende Cy3-Molekiile gelangen also auf einem

parallelen Faltungsweg zum nativen Zustand.

Bei Cy2 macht dieser Signalverlust 29 % der Differenz zwischen denaturiertem und
nativem Zustand aus. Dieses entspricht dem hdufig in der Literatur zitierten Wert fiir eine
burst phase (Matthews, 1993). Die Auswertung der Renaturierungskinetiken deutet darauf
hin, dass der mathematische Fit im Anfangsbereich der Kinetik leichte Abweichung von den
Messdaten zeigt. Die schnelle Phase der Kinetik wird also wohl nicht voll erfasst, so dass ein
Teil in der Totzeit der Messung ablduft. Zudem ergaben die N-Test-Experimente, dass zu
Anfang der Messung bereits 10 % des Cy2 in der nativen Konformation vorliegt und somit fiir

einen Teil des Signalverlustes verantwortlich sein kann. Im Gegensatz zu Cy3, wo die
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Faltungskinetiken, gemessen mit Fluoreszenz und CD, iibereinstimmende Ergebnisse liefern,
ist die Ausbildung der Sekundirstruktur bei Cy2 nach der Totzeit der Messung bereits
abgeschlossen (k > 2000 s™). Fluoreszenzkinetiken dauern im Vergleich dazu iiber zwei
Stunden. Eine Erkldrung fiir diese Diskrepanz wire, dass bei Cy2 im ersten Schritt der
Faltung die Sekundirstruktur bei gleichzeitiger Kompaktierung gebildet wird. AnschlieBend
erfolgt die ,,evolutiondre” Ausbildung der Tertidrstruktur (Nath & Udgaonkar, 1997). Die
Bildung dieses Intermediates mit nativ-dhnlicher Sekundirstruktur konnte somit ebenfalls
zum Signalverlust zu Beginn der Kinetik beitragen. Die Annahme eines frithen
Faltungsintermediates wird auch durch das Abflachen der schnellen Faltungsphase von Cy2
bei niedrigen GdmCI-Konzentrationen untermauert (Ikai & Tanford, 1973; Tanford et al.,
1973; Khorasanizadeh et al., 1996; Wildegger & Kiethaber, 1997; Schonbrunner et al., 1997).
Ein dhnliches Szenario wird auch fiir RNase T; angenommen. Wie im Fall von Cy2 belegen
Fern-UV-CD-Messungen, dass ein Intermediat mit Sekundérstruktur sehr schnell am Anfang

der Faltung erzeugt wird (Kiethaber et al., 1990b).

Die Analyse der detektierbaren Faltungskinetiken von kleinen B-Faltblattproteinen ergab,
dass diese den nativen Zustand in einer Ein-Schritt-Reaktion innerhalb von Millisekunden
erreichen konnen, wenn keine cis/trans-Isomerisierungen von Peptidyl-Prolyl-Bindungen
oder Assoziationsreaktionen den Faltungsprozess beeinflussen (Schonbrunner et al., 1997a;
Jacob et al., 1997). Ab einer bestimmten Lédnge der Polypeptidkette scheint der
Strukturbildungsprozess jedoch nicht mehr nach diesem einfachen Mechanismus ablaufen zu
konnen. Die Faltung von Immunoglobulin-Doménen ist ein wesentlich zeitaufwéndigerer
Prozess. So benétigt die Cr-Doméne unter Bedingungen, bei denen die Prolinisomerisierung
keine Rolle spielt, bereits einige Sekunden zur Faltung (Goto & Hamaguchi, 1982a). Im
Gegensatz dazu faltet Cy3 nach Kurzzeitdenaturierung bei Raumtemperatur innerhalb von

200 Sekunden in den nativen Zustand (Mayer, 1998), die Faltung von Cu2 beansprucht das
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20-fache der Zeit (Pirkl, 1996). Dieses zeigt, dass die Bildung des immunoglobulin fold in

strukturell hoch homologen Proteinen mit sehr unterschiedlichen Kinetiken ablaufen kann.

Cu2 und Cy3 besitzen cis-Peptidyl-Prolyl-Bindungen im nativen Zustand (Deisenhofer,
1981). Der Isomerisierungsvorgang iibt jedoch einen unterschiedlich starken Einfluss auf den
Faltungsprozess aus. Die Prolin-Isomerisierung ist der geschwindigkeitsbestimmende Faktor
bei der Faltung von Cy3. Der Hauptfaltungsweg zum nativen Zustand — zu ithm gehoren die
Geschwindigkeitskonstanten kg, und kg — fiihrt iiber ein Faltungsintermediat, das sich durch
die langsame trans—cis-Isomerisierung der Phe34-Pro35-Bindung (ks;) anhauft. Die Mehrheit
der Cy3-Molekiile (96 % liegen mit dem Pro35-Rest in der trams-Konfiguration im
denaturierten Zustand vor, 4 % falten direkt zur nativen Konformation (Mayer, 1998)) braucht
nun 60 Minuten bei 20 °C bzw. fiinf Stunden bei 4 °C, um den nativen Zustand zu erreichen.
Die Prolin-Isomerisierung ist mit ihrer hohen Aktivierungsenergie von 80 kJ mol™ (Schmid,
1993) besonders temperaturabhédngig und verlangsamt sich entsprechend. Die Reaktion lésst
sich jedoch erheblich beschleunigen, indem das Enzym Peptidy-Prolyl-Isomerase (PPI) zum
Reaktionsansatz hinzugegeben wird. Das Faltungsintermediat verschwindet bei Anwesenheit
von PPI fast vollstindig. Die Katalyse durch PPI ist sehr effektiv, da der entsprechende
Prolinrest gut zugdnglich fiir das Enzym an der Oberfliche von Cy3 zu finden ist. Die
Abhingigkeit der Prolin-Phase in der Faltung von Cy3 deutet darauf hin, dass mit der
Isomerisierung eine Anderung der Sekundir- bzw. Tertidrstruktur des Proteins verbunden ist.
Ein Vergleich mit C;-Domine zeigt, dass das bei der Faltung von Antikérperdoménen nicht
immer der Fall sein muss (Goto & Hamaguchi, 1982a). Im Fall von Cy3 sind diese
strukturellen Anderungen aber die Voraussetzung fiir die Assoziation der beiden Monomere.
Das Dimer bildet sich also erst, wenn die Phe34-Pro35-Peptidbindung in der cis-
Konfiguration ist. Ein Blick in die Kristallstruktur zeigt deutlich, dass Pro35 nur in der cis-

Konfiguration eine Wasserstoffbriicke mit dem Rest His90 ausbilden und dadurch die
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Dimerkontaktflache stabilisieren kann. Bestétigung findet dieses eindrucksvoll darin, dass die
Dimerisierung durch Zugabe von PPI beschleunigt wird. Die Faltung der Cy3-Doméne ldsst

sich nach diesen Uberlegungen mit folgendem Modell beschreiben:

kﬂ kfj Assoziation
@ 20— A ——= 2 —= N,
kfl
(b) 20, —= N,

in der Totzeit

N,

Gl. 4.3.3.: Faltungswege von Cyx3. (a) Langsamer Faltungsweg, auf dem 96 % der Molekiile den
native Zustand erreichen. (b) Schnelle Faltungswege, ausgehend vom denaturierten
Protein mit Pro35 in nativer Konfiguration. U, steht fiir das entfaltete Cy3 mit Pro35 in
trans-Konfiguration, U, fiir den entfalteten Zustand mit Pro35 in cis. I ist ein
Faltungsintermediat, N, das native, dimere Protein. Angegeben ist die zu jedem Schritt
dazugehodrige Geschwindigkeitskonstante. Aagsozation 1St die schnelle, kinetisch nicht

messbare Assoziation zum Cyx3-Dimer.

Der Hauptteil des Proteins — mit Pro35 in ¢rans — bildet tiber eine schnelle Faltungsreaktion
(kr,) ein Faltungsintermediat, das sich aufgrund der nachfolgend langsamen Prolin-
Isomerisierung (k¢3) anhduft. Diese Reaktion ist die Voraussetzung dafiir, dass die Assoziation
zum Cy3-Dimer stattfinden kann. Daneben existieren noch mindestens zwei parallele,
schnelle Faltungswege, die von denaturierten Zustinden mit Pro35 in cis-Konfiguration
ausgehen. Der eine wird durch die Geschwindigkeitskonstante kf beschrieben, der andere

wird in der Totzeit der Messung durchlaufen.

Obwohl Cy2 cis-Prolinreste in seiner nativen Struktur hat, scheint deren frans—cis-
Isomerisierung nicht geschwindigkeitsbestimmend in der Faltung zu sein. Experimente in

Anwesenheit von PPI zeigen keine Anderung der Geschwindigkeitskonstanten. Bei double
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jump-Versuchen wird nur kp leicht beschleunigt. Auffallend ist jedoch, dass die
Gesamtamplitude der messbaren Faltungsreaktion in Anwesenheit von PPI auf 40 %, bei
double jumps sogar auf 16 % des Ausgangswertes abnimmt (Pirkl, 1996). Somit befdnde sich
eine Prolin-Faltungsphase in der Totzeit der Messung, die aber keinen Einfluss auf den
nachfolgenden Faltungsprozess von Cpy2 hat. Dass Prolin-Isomerisierung nicht die
Faltungskinetik selbst, wohl aber den Faltungsweg des Proteins priagen kann, zeigen
Experimente, die die Entstechung von nativem Cpy2 verfolgen konnen (N-Test). Die
Konfiguration von Peptidy-Prolyl-Bindungen bestimmt in diesem Fall die Struktur des
denaturierten Zustandes. Dadurch enstehen verschieden entfaltete Konformationen des
Proteins, die unterschiedliche Faltungswege beschreiten konnen (Brandts ef al., 1975; Schmid
& Baldwin, 1978). Bei Annahme von zwei in der nativen Konformation von Cy2
vorkommenden cis-Prolinen — Strukturuntersuchungen deuten darauf hin — ergeben sich vier

verschiedene Ausgangspunkte fiir die Faltung (Gl. 4.3.4.).

. e
cis trans
Ucis - Ucis

- e
C1s trans
Utrans — Utrans

Gl. 4.3.4.: Modell fiir die Heterogenitiit des denaturiertes Zustandes von Cy2. U steht fiir den
entfalteten Zustand. Die tief- und hochgestellten Indizes geben die Prolin-Konfiguration

des entsprechenden Restes an. cis ist das native Isomer.

Dieses Modell der Cy2-Riickfaltung auf parallen Faltungswegen ist anhand der Ergebnisse
eindeutig von einem strikt sequentiellen Faltungsmechanismus zu unterscheiden, der iiber ein
teilgefaltetes Intermediat verlauft. Bei diesem Mechanismus miisste eine Phase in der N-Test-
Kinetik auftreten, in der die Menge an nativem Protein zu Beginn konstant bleibt. Die Kinetik

sollte also einen sigmoidalen Verlauf zeigen. Dieses ist bei der Enstehung von nativem Cy2
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nicht zu beobachten. Allerdings ist bei Cy2 wie im Fall von RNase T, bereits nach der Totzeit
natives Protein zu finden (Cy2: 10 %) (Kiethaber ef al., 1990). Dieser Wert entspricht dem
Anteil an schnellfaltenden Spezies in der Population von denaturiertem Cyx2. Somit kann
angenommen werden, dass fiir Cy2 mindestens drei verschiedene Faltungswege existieren:
Ein langsamer, auf dem 66 % des Proteins den nativen Zustand erreichen, einer mit einer
mittleren Geschwingkeitskonstanten (24 %) und ein schneller Faltungsweg (10 %). Die
Faltung zu nativem Cy2 lduft allem Anschein nach tber ein frithes Faltungsintermediat, das
sich durch nativ-dhnliche Sekundéir-, aber kaum vorhandene Tertidrstruktur auszeichnet. Je
nachdem, ob die Prolin-Isomerisierung gleichzeitig mit der Bildung dieses Intermediates
stattfindet oder erst danach erfolgt, filhren die oben postulierten Faltungswege iiber ein

gemeinsames oder mehrere getrennte Zwischenstufen (Gl. 4.3.5.).

trans trans g trans
Ucis Ucis Icis

N \

trans ——— S CiS ———— trans ——— cls ———— o
Utrans Icis N Utrans Ims N
cis cis 5 cis
(a) Utrans (b) Utrans Itrans

Gl. 4.3.5.: Cpy2-Faltungsmodell. (a) Faltung iiber ein gemeinsames Intermediat mit nativer Prolin-
Konfiguration. (b) Getrennte Intermediate. Die trans—cis-Isomerisierung der Proline
erfolgt erst nach der Bildung der Intermediate. Nicht dargestellt ist der direkte
Faltungsweg von Ug™ zu N. N ist das native Protein, U der entfaltete Zustand. I steht fiir
das frilhe Faltungsintermediat. Die tief- und hochgestellten Indizes geben die Prolin-

Konfiguration des entsprechenden Restes an. cis ist das native Isomer.

Nur Faltungsmodell b wiirde die Anzahl der Geschwindigkeitskonstanten aus den Cy2-
Riickfaltungskinetiken erkldren. Die verschiedenen Intermediate falten aufgrund ihrer
voneinander abweichenden Konformationen unterschiedlich schnell, aber Prolin-unabhéngig

zum nativen Zustand. Obwohl eine Prolin-Isomerisierung erfolgt, ist diese nicht
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geschwindigkeitsbestimmend, da die entsprechenden Reste nicht integraler Bestandteil der
gefalteten Struktur von Cy2 sind. Anhand des Faltungsmodells a lieBe sich aber besser die
Abnahme der detektierbaren Amplitude in Anwesenheit von PPI oder bei double jump-
Experimenten erkldren. Die Prolin-Isomerisierung wiirde hier in der Totzeit der Messung
stattfinden. Das gebildete Intermediat wiirde anschlieBend Prolin-unabhingig zum nativen
Zustand falten. Allerdings entspriche dieser Schritt der in der Totzeit der Messung
ablaufenden, parallelen Faltungsreaktion und wére somit nicht messbar. Um die beiden
Modelle zu vervollstindigen, miisste diese noch zusétzlich formuliert werden. Zur

Unterscheidung beider Faltungsmodelle bedarf es aber noch weitergehender Studien.

Die Mehrheit der Protein-Faltungsuntersuchungen hat sich bis heute entweder mit
disulfidfreien oder mit Proteinen beschéftigt, deren Disulfidbriicken wéhrend der
Renaturierung intakt gelassen wurden (Kim & Baldwin, 1990; Radford et al., 1992; Sosnick
et al., 1992). Dagegen wurden nur bei wenigen Proteinen, wie BPTI, RNase T, a-
Lactalbumin und RNase A, Studien iiber die oxidative Faltung durchgefiihrt (Creighton, 1974;
Weissman & Kim, 1991; Ruoppolo & Freedman, 1994; van den Berg et al., 1999a,b; Frech &
Schmidt, 1995; Creighton & Ewbank, 1994; Peng et al., 1995; Wu & Kim, 1998; Rothwarf &
Scheraga, 1993; Xu ef al., 1996). Auch im Fall der Cy3-Domine von MAK33 sind solche
Untersuchungen von Bedeutung. So basiert die Stabilitit des immunoglobulin fold zu einem
Grofteil auf der die beiden B-Faltbitter verkniipfenden Disulfidbriicke (Goto & Hamaguchi,
1979; Rudikoff & Pumphrey, 1986; Frisch et al., 1996; Bell, 1997; Proba et al., 1997, Worn
& Pliickthun, 1998). Diese scheint aber auch einen Einfluss auf den Faltungsprozess zu
haben. Die Oxidation von Cyx3 unter denaturierenden Bedingungen fiihrt zu einem
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Oxidationsstufen des Proteins. Vollstindig
oxidiertes Cy3 wird nur zu 40 % gebildet. Werden bei der Cy3-Domédne Oxidation und

Faltung jedoch gleichzeitig initiiert, so werden am Ende der Reaktion 100 % natives,
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oxidiertes Protein erhalten. Allerdings ist der gleichzeitig zur Faltung ablaufende
Oxidationsprozess bei Cy3 mit drei Stunden Dauer sehr langsam. Weist Cy3 bereits vor der
Oxidation Sekundér- und Tertidrstruktur auf, so wird die oxidative Verkniipftung der beiden
Cysteine weiter gechemmt. Die Bildung der nativen Proteinkonformation und damit das
Verbergen der beteiligten Cysteine im Proteininneren behindert eine rasche Oxidation (Lilie
et al., 1994; Wedemeyer et al., 2000). Die Proteinstruktur schiitzt dariiber hinaus die
Disulfidbriicke jedoch auch vor der destabilisierenden Reduktion. Dieses liegt einerseits an
den sterischen Verhéltnissen, die ein Vordringen des Oxidations- bzw. Reduktionsmittels zum
Wirkungsort verlangsamen, zum anderen am hydrophoberen Umfeld, so dass die Bildung der
reaktiven Thiolat-Anionen erschwert ist. Andererseits wiederum begiinstigt die rdumliche

Nahe der Cysteine zueinander den Oxidationsprozess.

Die Simulation der Faltung von Modell-Proteinen mit und ohne Disulfidbriicken zeigte,
dass der Effekt einer stabilisierenden Disulfidbriicke auf die Faltungskinetik abhéngig ist von
deren Position in der Proteinstruktur (Abkevich & Shakhnovich, 2000). Cy3-
Fluoreszenzkinetiken zeigen, dass das Vorhandensein der Disulfidbriicke den Faltungsprozess
entscheidend beeinflusst. Die Faltung, ausgehend vom denaturierten, reduzierten Cy3, ist viel
langsamer als die des Proteins mit intakter Disulfidbriicke. Der gesamte Prozess der Faltung
und Oxidation dauert mehr als 12 Stunden (die Faltung des oxidierten Cy3 braucht fiinf
Stunden). Ist die Disulfidbriicke jedoch bereits ausgebildet, wird der konformationelle Raum
der Polypeptidkette eingeschriankt und die Faltung zum nativen Protein verlduft gezielter
(Creighton, 1997; Abkevich & Shakhnovich, 2000). AuBlerdem wird die native Cy3-Struktur
am Ende der Faltung stabilisiert (siche oben). Eine Entfaltung ist dann nicht mehr so leicht

moglich.
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5. Zusammenfassung

Nicht nur in biotechnologischer Hinsicht, auch fiir das grundsétzliche Verstindnis der
Faltung komplexer Faltblattproteine ist die Untersuchung der Strukturbildung von
Antikorpern, deren Fragmenten und Doménen wichtig. Im Mittelpunkt dieser Arbeit lag der
Vergleich der beiden konstanten Domédnen Cp2 und Cy3 des monoklonalen Antikorpers
MAK33. Dazu wurden eingehende Struktur-, Stabilitdts- und Faltungsuntersuchungen an den
beiden Proteinen durchgefiihrt. Trotz einer nicht sehr groBen Ubereinstimmung auf
Aminosédurenebene falten Cy2 und Cyx3 in das gleiche Faltungsmotiv, den immunoglobulin
fold. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Proteine sind weitgehend gleich. Jedoch
fihrt bei Cp2 die Losungsmittel-Exponiertheit groBer hydrophober Oberflichen zu
StabilitdtseinbuBen. Im Fall von Cy3 werden diese durch die Assoziation der Monomere
verborgen und sorgen somit fiir eine zusitzliche entropische Stabilisierung des Proteins. Cy3
besitzt eine freie Stabilisierungsenthalpie von —66,5 kJ mol™, die 6-mal groBer ist als die von
monomerem Cy2. Das Dimer besitzt einen Schmelzpunkt von 75 °C, wihrend Cy2 schon bei
physiologischen Temperaturen zu entfalten beginnt. Die Reduktion der intramolekularen
Disulfidbriicke fiihrt bei beiden Proteinen zu einer Veringerung der Stabilitdt. Jedoch kann
nur Cy3 dieses durch den Stabilitétsbeitrag, den die Dimerisierung liefert, kompensieren. Cy2
entfaltet nach der Reduktion der Disulfidbriicke vollstindig. Gegeniiber extremen
Losungsmittelbedingungen, wie pH 2, erweist sich Cy3 ebenfalls resistenter. Es nimmt unter
diesen Bedingungen bei erhohter Ionenstirke eine Konformation an, die als alternatively
folded state bezeichnet wird. Dieses umgefaltete Protein besitzt kaum noch Tertidr-, aber
Sekundérstruktur, die vermutlich einen hoheren helikalen Anteil als das Protein bei pH 8
aufweist. Zudem assoziieren diese Molekiille zu hoheren Oligomeren, die aus 12-14

Untereinheiten bestehen konnen. Diese Oligomerisierung ist bei Anhebung des pH-Wertes
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umkehrbar. Alternatively folded Cy3 zeichnet sich durch eine Stabilitdt gegeniiber Denatu-

rierung aus, die mit dem des nativen Proteins vergleichbar ist.

Hinsichtlich der Kinetik der Faltung unterscheiden sich Cy2 und Cy3 ebenfalls. Ein
GroBteil der Renaturierung von Cy2 lduft in der Totzeit der Messungen ab. Dariiber hinaus
erfolgt die Ausbildung von Sekundér- und Tertidrstruktur nicht gleichzeitig, wie dieses bei
Cu3 beobachtet wurde. Dieses flihrt zu der Vermutung, dass am Anfang der Riickfaltung ein
Intermediat mit nativ-dhnlicher Sekundarstruktur entsteht, das erst im weiteren Verlauf der
Faltung die Tertidrstruktur des nativen Proteins ausbildet. Demgegentiber wird im Verlauf der
Faltung von Cy3 ein Faltungsintermediat populiert, dessen Anhdufung aufgrund der
langsamen frans—cis-Isomerisierung des Restes Pro35 stattfindet. Diese Isomerisierung ist
auch die Voraussetzung dafiir, dass zwei Cy3-Monomere zum Dimer assoziieren kdnnen. Fiir
Cu3 existieren mindestens drei verschiedene Faltungswege. Ein langsamer Weg fiihrt {iber
das Faltungsintermediat. Ein zweiter paraller Weg kommt ohne die Prolinisomerisierung aus.
Ein dritter Pfad wird in der Totzeit der Messungen durchlaufen. Cy2 besitzt zwar auch cis-
Proline in der nativen Konformation. Jedoch scheint deren frans—cis-Transformation nicht
geschwindigkeitsbestimmend in der Cy2-Faltung zu sein. Unterschiedliche Konfigurationen
dieser Reste im denaturierten Zustand fiihren dazu, dass verschiedene parallele Faltungswege
zum nativen Cy2 beschritten werden. Jedoch ist die Natur dieser Faltungswege und deren

Verhiltnis zueinander noch nicht ganz aufgeklért.

Die Faltung und Oxidation der reduzierten Cy3-Doméne zeigten, dass die Geschwindigkeit
der Disulfidbriickenbildung den Faltungsprozess stark beeinflusst. Ist die Disulfidbriicke
bereits ausgebildet, wird der konformationelle Raum der Polypeptidkette eingeschriankt und
die Faltung zum nativen Protein verlduft gezielter. Der Vorgang der Oxidation selbst wird
durch die rdumliche Nidhe der beteiligten Cysteine beglinstigt. Auf der anderen Seite ist eine

ausgeprigte Proteinstruktur fiir die Oxidation hinderlich, da dadurch durch die Flexibilitit und
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die Zuginglichkeit der Cysteine fiir Redoxreagenzien ins hydrophobe Innere des Proteins

eingeschriankt wird.

Die wiahrend dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen ergénzen frithere Studien am
MAK33 Fab-Fragment. Die Kristallstruktur der Cy3-Doméne wurde geldst, wihrend fiir Cy2
eine erste Struktursimulation vorliegt. Der alternatively folded state konnte im Fall von Cy3
nachgewiesen werden. Ferner wurde die auerordentliche Stabilitdt dieses Faltungszustandes
bestitigt, was zum Teil auch auf einen neu entdeckten oligomeren Zustand der Cy3-Doméne
zuriickzufiihren ist. Es existiert nun eine genauere Vorstellung der Faltung und Assoziation
der Cp3-Domédne. Im Bereich der Aufklirung der Cy2-Faltung konnten substanzielle
Fortschritte erzielt werden. Stabilitdtsuntersuchungen unter verschiedenen Bedingungen
wurden durchgefiihrt. Allerdings sind in diesem Bereich noch weiterfilhrende Unter-
suchungen noétig, um den komplexen Cy2-Faltungsmechanismus zu verstehen. Die hier
gesammelten Ergebnisse liber Faltung und Oxidation der beiden Doménen Cy2 und Cy3
werden in hoffentlich nicht allzu ferner Zukunft zur Aufkldrung der Faltung von Antikorpern

beitragen konnen.
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7. Abkiirzungen

Amp
ANS
APS
BSA
CD
Cu2
Cu3/Cu3red
DNA
DTNB
DTT
E.coli
EDTA
ER
Fab
(Fab),’
Fc
GdmCl
GSH/GSSG
Hepes
HPLC
IAA

Ig
IPTG
Kana

K-PO4

mM
MS

7. Abkiirzungen

Ampicillin

8-Anilino-1-Naphthalensulfonsédure
Ammoniumperoxodisulfat

Rinderserumalbumin

Circulardichroismus

Cy2-Doméne, oxidiert

Cu3-Domine, oxidiert/reduziert
Desoxiribonukleinsdure
5,5’-Dithio-bis-Nitrobenzoesaure

Dithiothreit

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsidure
Endoplasmatisches Retikulum
Antikorperfragment, enthélt die variablen Démanen
Dimer von Fg, disulfidverbriickt
Antikorperfragment, dimer, enthélt Cy2 und Cy3
Guanidiniumhydochlorid

Glutathion, reduziert/oxidiert
N-(2-Hydroxyethyl-)piperazin-N’-2-ethansulfonséure
High Performance Liquid Chromatography
Iodacetamid

Immunoglobulin
Isopropyl-p-D-thio-galactopyranosid
Kanamycin

Kaliumphosphat

molar

Milliampere

millimolar

Massenspektrometrie:

ESI: Elektrospray-lonisation

MALDI: Matrix-assistierte Laser-Desorptions-lonisation
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Nadoc
OD

PDI

PPI

p-A.
PCR

pl

RNA
rpm

RT
SDS-PAGE
TCA
TEMED
Tris/HCI
U

uv

v/iv

VIS

w/v

w/wW

relative molekulare Masse
Natriumdesoxycholat

optische Dichte
Proteindisulfidisomerase
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase
pro Analysis
Polymerasekettenreaktion
isoelektrischer Punkt
Ribonukleinsédure

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

7. Abkiirzungen

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trichloressigsdure

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin

Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Units (Enzymaktivitit)
ultraviolett

Volumen pro Volumen

sichtbar

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht
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The simplest naturally occuring model system for studying immunoglo-
bulin folding and assembly is the non-covalent homodimer formed by
the C-terminal domains (Cy3) of the heavy chains of IgG. Here, we
describe the structure of recombinant Cy;3 dimer as determined by X-ray
crystallography and an analysis of the folding pathway of this protein.
Under conditions where prolyl isomerization does not contribute to the
folding kinetics, formation of the f-sandwich structure is the rate-limiting
step. B-Sheet formation of Cy3 is a slow process, even compared to other
antibody domains, while the subsequent association of the folded mono-
mers is fast. After long-time denaturation, the majority of the unfolded
Cy3 molecules reaches the native state in two serial reactions, involving
the re-isomerization of the Pro35-peptide bond to the cis configuration.
The species with the wrong isomer accumulate as a monomeric inter-
mediate. Importantly, the isomerization to the correct cis configuration is
the prerequisite for dimerization of the Cy3 domain. In contrast, in the
Fab fragment of the same antibody, prolyl isomerization occurs after
dimerization demonstrating that within one protein, comprised of highly
homologous domains, both the kinetics of B-sandwich formation and the
stage at which prolyl isomerization occurs during the folding process can
be completely different.
© 1999 Academic Press
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Introduction

tures originate from interactions of residues far
apart in the amino acid sequence. For these pro-

Folding can be viewed as a hierarchical process
starting with local, non-covalent interactions of
amino acid residues to form elements of secondary
structure, followed by the merging of these
elements which finally leads to a unique tertiary
structure (Jaenicke, 1987; Baldwin & Rose, 1999).
This sequential pathway is especially evident for
o-helical proteins where units of secondary struc-
ture are defined by interactions of amino acid side-
chains close in sequence. In contrast, -sheet struc-
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sulfonic acid; C3, third constant domain of the
antibody heavy chain; Fab, fragment of MAK33,
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subtype x/IgG1; NCS, non-crystallographic symmetry.
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teins, the smallest stable unit of secondary struc-
ture seems to be a PB-hairpin, ie. two B-strands
connected by a loop (Mufioz et al, 1997;
Schonbrunner et al., 1997b; Ramirez-Alvarado et al.,
1999). In some proteins, however, the complete ter-
tiary P-sheet structure is required to stabilize the
individual B-strands (Goto & Hamaguchi, 1982a;
Pham et al., 1998). This implies that the formation
of individual regions of secondary structure must
be closely coupled to that of native, tertiary struc-
ture. Consistent with these varied requirements,
the kinetics of formation of B-sheet structures have
been shown to cover a wide range, from hours to
milliseconds, indicating that, despite the complex-
ity of the reaction, B-sheet formation is not intrinsi-
cally slow. Examples of fast-folding [-sheet
proteins include interleukin 1B which acquires
90% of its native conformation within 25 ms
(Varley et al., 1993) and cold shock proteins the

© 1999 Academic Press



68

Folding and Association of C.;3

folding process of which is diffusion-controlled
(Jacob et. al., 1997).

Protein folding has been studied predominantly
with small monomeric, one-domain proteins, the
unfolding of which is completely reversible (Kim &
Baldwin, 1992). In comparison, the quantitative
kinetic analysis of the folding reaction of larger
and multimeric proteins is often hampered by
aggregation as the major irreversible side reaction
(Jaenicke, 1987). The mechanism of protein associ-
ation is far from clear and remains an area of
conflicting viewpoints with suggestions ranging
from “induced fit” to “lock-and-key” reactions
(Shakhnovich, 1999).

Antibodies and their constituent domains which
consist of two antiparallel B-sheets linked by a bur-
ied disulfide bond (Huber et al., 1976, Deisenhofer,
1981), provide an excellent system to study the
folding and assembly of an all B-sheet protein. The
folding process of the C; domain, i.e. the constant
part of the immunoglobulin light chain, has been
studied extensively by Goto & Hamaguchi
(1982a,b). In the intact antibody, this domain
associates with the Cy;1 domain of the heavy chain.
Structure formation of the isolated C; domain is
fast in principle, however slow folding phases
occur due to the isomerization of proline-peptide
bonds which are in the cis configuration in the
native state (Goto et al., 1979). This reaction has a
high energy barrier and has been identifed as a
rate-limiting reaction in the folding of a number of
proteins (Garel & Baldwin, 1973; Schmid, 1998).
Lateron is a class of enzymes that catalyze this iso-
merization reaction during protein folding (Fischer
et al., 1984; Lang et al., 1987; Schmid, 1998).

To further analyze antibody folding we have
embarked on studying the structure formation pro-
cess of the murine monoclonal antibody MAK33.
The antibody is directed against the muscle-specific
isoform of human creatine kinase (E.C.2.7.3.2.: CK-
MM) (Buckel et al., 1987). Using the Fab fragment
of MAK 33 (which consists of the entire light chain
and the two N-terminal domains of the heavy
chain) we wished to know how folding and associ-
ation are coupled in this system (Lilie et al., 1995).
We found that the two chains of the Fab can
associate at different stages of folding depending
on the isomerization state of the cis proline resi-
dues and the disulfide bonds between the chains.
Specifically, association could preceed prolyl iso-
merization. However, a more detailed analysis was
not possible due to the complex pairwise inter-
actions of the four different domains. Furthermore,
unfolding is not completely reversible, thus hinder-
ing spectroscopic analyses.

In order to further address the relationship
between folding and association of antibody
domains, we decided to use the C;3 dimer, the
most simple natural model system available. While
the domain interactions in the Fab fragment
involve two different pairs of domains (V;-Vy and
C;-Cyl, respectively), the C-terminal domains of
the heavy chains (Cy3) associate non-covalently to

form a homodimer. Previously, it had been shown
that the C;3 dimer can be isolated by limited pro-
teolysis (Isenman et al., 1979). Refolding of the
unfolded dimer is completely reversible and
involves a step which is limited by the isomeriza-
tion of a proline-peptide bond (Isenman et al.,
1979) which is in the cis configuration in the native
state

To further investigate f-sheet folding and associ-
ation in this model system, we cloned the Cy3
fragment of the antibody MAK33 and expressed it
recombinantly in Escherichia coli. The three-dimen-
sional structure of the recombinant C3 dimer was
solved by X-ray crystallography. The structure pro-
vides an additional means of analyzing the sol-
ution data with respect to the protein environment
of key residues involved in the folding process of
immunoglobulin domains. The kinetic analysis of
the folding process allowed us to ask whether
intermediates are involved in the folding process
and at which stage prolyl isomerization occurs.

Results

The three-dimensional structure of the C3
domain of the antibody MAK33

The three-dimensional structure of the
Cy3 domain was determined using the molecular
replacement method. Crystallographic data and
refinement statistics are listed in Table 1. The pro-
tein exists in the crystal as a dimer, the overall
structure of which is shown in Figure 1(a). Each
monomer is crystallographically independent and
exhibits the tertiary structure found in the C1 sub-
set of constant domains as defined by Williams &
Barclay (1988). The root-mean-square (rms) devi-
ation for the superposition of the two monomers of
the dimer, using only all C* atoms or all atoms of
the two monomers, is 0.14 A and 0.34 A, respect-
ively (the first three residues are excluded in both
cases). The C;3 monomer consists of two B-sheets
composed of strands A, B, E, D and strands G, F,
C, C, respectively. The two sheets are connected
by a canonical intradomain disulfide linkage
between Cys28 of strand B and Cys86 of strand F.
As in other immunoglobulin domains, the disulfide
bond is buried within the protein molecule and is
surrounded by numerous hydrophobic residues, in
particular, Val9, 11e30, Val40, Trp42, and Val88, all
of which lie within van der Waals contact distance
(<4.5 A) to either of the cysteine residues. The flu-
orescence of Trp42 is quenched as a consequence
of its proximity to this intramolecular disulfide
bridge under native conditions. From the structure
it is clear that displacement of Trp42 from the
immediate environment of the disulfide linkage,
resulting in a marked increase in the fluorescence
intensity, destabilizes the protein and thus pro-
vides a marker for the unfolded state in solution
studies.
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Table 1. Data collection and refinement statistics

A. Data collection

Space group . P21

Unit-cell dimensions: (g, b, ¢) (A) 48.74, 42.78, 50.46
B (deg.) 105.93

Resolution range A) 50.0 - 2.2

Unique reflections 10,340

Redundancy 5.58

Completeness (%) 93.4 (83.6)
Roerge (%)? 10.4 (27.3)
I/s 10.1 (3.2)
B. Refinement
No. of protein atoms 1622
No. of water molecules 88
Resolution range A) 8.0-22
Unique reflections 9338
Completeness (%) 92.5
R-factor (%)® 20.5
Free R-factor (%)¢ 25.7
rmsd from ideal values®: bond

length (A) 0.006
rmsd from ideal values®: bond

angles (deg.) 1.15
Temperature factor: all atoms 32.25
Temperature factor: main-chain atoms 30.84
Temperature factor: side-chain atoms 38.07
Temperature factor: water molecules 43.30

Values in parenthesis correspond to the highest resolution
shell (2.20-2.26A).

: Rmcrgc =S|I — (DIS(D).

b R-factor = S|F, — F.|/S|F,|.

¢ Free R is as for R-factor but calculated for a test set of 5%
comprising reflections not used in the refinement.

4 Root-mean-squared deviations (rmsd) are given from ideal
values.

Another hallmark of immunoglobulin domains
is the presence of at least one cis-proline residue.
As mentioned above, the isomerization of this pro-
line-peptide bond from a trans to a cis configur-
ation is a rate-limiting step in the folding of Ig
domains (Isenman ef al., 1979). It has recently been
shown that the immediate environment surround-
ing the proline residue in the antibody domains
influences the rate of isomerization catalyzed by
prolyl peptidyl cis/trans isomerase (Lilie et al.,
1995). In Cy3, a cis-proline peptide bond is found
at residue 35 located in the loop connecting strands
B and C (Figure 1(a)). This residue is located in a
small pocket on the surface of the protein, and
within a 3.2 A radius there are two bulky hydro-
phobic side-chain residues, Phe34 and His90. Also,
the side-chain of Glu91 lies over the main-chain of
the proline residue, forming an additional barrier
to isomerization.

Based on the sequence alignment of more than
75 different immunoglobulin domains only one of
them, gc3 from mouse, does not have a proline
residue (it has a serine residue instead) at the cor-
responding Cy3 cis-proline position (Wels et al.,
1984). A survey of six immunoglobulin structures
indicates that, like in the Cy3 structure, this proline
residue is always found in the cis configuration in
the intact heavy chain. The cis-proline in all cases
stacks on the proceeding hydrophobic residue,
which is usually a Phe or Tyr.

The dimeric interface (Figure 1(b), (c) and (d))
between the two monomers is composed of con-
served residues found within the A, B, E, D
B-sheet. Salt bridges at the ends of the dimeric
interface are formed between the acidic residues of
loop DE of each monomer and basic residues of
loop AB of the opposing monomer (Figure 1(d)).
Highly conserved hydrophobic residues found on
strand F of each monomer stack in the middle of
the interface. These include the three bulky hydro-
phobic residues Phe66, Tyr68 and Lys70.

The stability of recombinant C;3

The stability of the recombinant Cy3 domain
was analyzed by guanidine hydrochloride
(GdmCl)-induced unfolding/refolding transitions.
The shift of the equilibrium between native and
denatured states was monitored both by fluor-
escence and CD spectroscopy. Because the Cy3
domain is a homo-dimer under native conditions,
the denaturation process of Cy3 comprises both
dissociation and unfolding reactions.

We studied the denaturation process at different
Cy3 concentrations. Upon unfolding, the fluor-
escence emission wavelength of C;3 was red-
shifted (343 nm — 353 nm) and the fluorescence
intensity increased threefold. As shown in Figure 2,
at a Cy3 dimer concentration of 0.3 pM or higher,
no significant change in signal occured at GdmCl
concentrations lower than 0.4 M GdmCl. The com-
plete loss of tertiary structure was reached at
GdmCl concentrations higher than 1.4 M GdmCl.
Between 0.4 and 1.3 M GdmCl, the protein under-
goes a cooperative conformational transition with
the respective midpoints depending on the protein
concentration. A 20-fold increase in protein concen-
tration (6.1 uM Cp3 dimer) caused a shift of the
transition midpoint from 0.75 M to 1.0 M GdmClL
In addition to tertiary structure, we monitored the
loss of secondary structure during unfolding by
CD measurements. The transition from the native
to the unfolded protein was again cooperative,
with a midpoint at 1.0 M GdmCl at 4.1 uM dimeric
Cy3 (Figure 2). This agrees well with the results
from the fluorescence measurements performed at
the same protein concentration. The identical
results obtained from the transitions measured by
fluorescence and CD are an indication of a two-
state equilibrium unfolding transition. An isoemis-
sive point observed for the fluorescence spectra of
the native and the denatured protein confirms this
two-state behavior (data not shown). Since it is
very unlikely that more than two species exhibit
the same fluorescence intensity at this wavelength,
the denaturation equilibrium of Cy3 can be
described by a two state transition, according to
equation (1):

K
N, =2U 1)
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Figure 1 (legend opposite)

with N, representing the native, dimeric Cy3, and
U the unfolded monomer.

Taken together, the results show that the unfold-
ing of Cy3 is completely reversible. It was not
possible to detect any intermediates at equilibrium
conditions due to the highly cooperative nature of
the transitions. Calculating the stability for C3 by
linear extrapolation according to Neet & Tim
(1994) from the data shown in Figure 2 resulted in
a value for AGy _, y of —66.5(%£1.5) k] mol*.

Folding of C,;3 is not concentration-dependent

To investigate the folding process of Cy;3, the pro-
tein was first completely denatured in 6 M Gdm(l
at room temperature for two hours. Then, folding
and reassociation were initiated by a 240-fold
dilution of the denaturant at 4 °C. The acquisition of
the native conformation, as monitored by fluor-
escence and CD, is slow and can be described ade-
quately only by three exponential phases
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Figure 1. Diagram and GRASP model of the Cy3 domain. (a) Overall dimeric model of Cy3. The tryptophan and
cis-proline residues are in ball-and-stick representation. The disulfide bridge connecting the sheets of each monomer
is highlighted in yellow. This Figure was generated in SETOR (Evans, 1993). (b) Interface of the Cy;3 dimer. The resi-
dues interacting within the dimeric interface are indicated in stick representation. This Figure was generated in
SETOR (Evans, 1993). (c) A representation of a C;3 monomer with the dimerization interface in white. (d) A surface
representation of the dimeric interface of a C;3 monomer showing positive (in blue), negative (in red) and neutral (in
white) charged surfaces. This model was made using GRASP (Nicholls & Honig, 1991).

(Figure 3(a) and (b)). The first exponential phase
had an apparent rate constant of k; = 1.1 x 102 s™*
and accounted for 14 % of the fluorescence signal.
The rates of the other folding Ehases were
k,=52x10*s"'and k;=1.6 x 107* s with an
amplitude of reaction of 86%. The folding steps
characterized by k, and k; are consecutive and the
reaction with the rate of k; occurs in parallel (see
below).

In Figure 3, the signal of the refolding kinetics is
compared to the signal of the native and the
denatured protein. These data show that 82% of
the total change in signal could be detected by
fluorescence and 80% by CD. Since the manual
mixing experiments have a dead time of about five
seconds, these results imply that the lacking signal
represents changes in secondary or tertiary struc-
ture which occur during this time span. To further
analyze the initial folding reactions, stopped-flow
fluorescence experiments with a dead time of 2 ms
were performed. Here, 10 % of the change in signal
occured in the dead time of the measurement
suggesting that there may be some rapid structural
changes upon initiation of refolding. Whether

some C3 molecules reach the native state in a fast
folding reaction or whether a common intermedi-
ate is formed is not resolved by these experiments.

Since C43 is a dimer even at a concentration as
low as 107" M (Isenman et al., 1979), the protein
concentration could have an effect on the folding
kinetics if association of Cy3 is rate limiting. The
analysis of refolding kinetics performed at different
Ci3 concentrations showed that none of the three
phases were influenced, suggesting that either
dimerization is not rate limiting during refolding,
or that this process did not cause any change in
signal. Since we know from the crystal structure
that there is no tryptophane residue in the dimer
interface, a direct influence of association on the
fluorescence properties of Cy3 was not expected
(Figure 1(a) and (b)).

Taken together, the folding kinetics of Cy3 can
be described by three rate constants (k, k, and k).
Additionally, part of the change in signal (10 % in
stopped-flow measurements) could be either attrib-
uted to rapid reactions on one folding pathway or
to the general formation of a fast folding species of
Ci3.
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Figure 2. GdmCl-dependent unfolding and refolding
transitions of Cy3. Samples were incubated for six days
at 20°C in 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) and varying GdmCl
concentrations. For the fluorescence measurements the
excitation wavelength was set to 280 nm. Spectra were
recorded from 290 to 400 nm and analyzed at 355 nm.
The Cy3 dimer concentration was 0.2 uM (O), 1.6 uM
(O) and 4.1 uM (A), respectively. For the CD exper-
iment, the ellipticity was recorded at 213 nm (A) at a
protein concentration of 4.1 uM. All measurements were
carried out at 20°C.

Prolyl isomerization is a rate-limiting step in
C,3 folding

The isomerization of the Xaa-Pro peptide bond is
a rate-limiting step in C;3 folding (Isenman et al.,
1979). To analyze which phase of the folding reac-
tion is affected by prolyl isomerization, we decided
to use a peptidyl-prolyl isomerase (PPlase) of the
cyclophilin type (k../K,=69 x10°® M™! s7') to
catalyze this step (Lilie et al., 1993). In its native
structure, Cy3 contains one cis proline residue
(Pro35) which is part of an exposed loop
(Figure 1(a)). Therefore, this residue should be
accessible to the folding catalyst. To determine the
contribution of proline cis-trans isomerization
during folding of Cy;3, refolding experiments were
performed in the presence of a fivefold molar
excess of PPlase. As shown in Figure 3(a), addition
of PPlase strongly accelerated the folding process.
A further increase of the PPlase concentration had
no additional effect on the refolding kinetics. Ana-
lyzing the rate constants of the folding kinetics
showed that one of the slow reactions was acceler-
ated markedly in the presence of PPlase. This
result was confirmed by doublejump experiments
(data not shown). In these experiments, Cy;3 was
unfolded for only a few seconds. This is sufficient
to completely dissolve secondary and tertiary
structure, but the isomeric state of the Pro-peptide
bond remains unchanged (Schmid, 1986). Further-
more, the slow phase depended on prolyl isomeri-
zation as well as the GdAmCI concentration (data
not shown), suggesting that the isomerization is
linked to a change in the conformation of the pro-
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Figure 3. Refolding kinetics of Cy3.(a) The regain of
native fluorescence were monitored at a Cy3 dimer
concentration of 0.3 uM by tryptophane fluorescence in
0.1 M Tris-HCl, 25 mM GdmCl (pH 8.0), at 4°C. The
excitation wavelength was set to 295 nm. Emission was
detected at 355 nm. C3 was denatured for two hours
in 6 M GdmCl at room temperature. Acceleration of the
folding reaction was achieved by addition of fivefold
molar excess of PPlase. (b) CD kinetics were performed
in the same buffer at the same temperature. Ellipticity
was recorded at 213 nm. The concentration of dimeric
Cy3 was 8.2 M.

tein. The other two phases are not influenced by
prolyl isomerization. Since the two slow reactions
are very similar in their rate constants, it was not
possible to assign the prolyl isomerization to one
of these reactions based on this experiment only.
Therefore, a more detailed analysis, directly
measuring the population of a proline-determined
folding intermediate, was performed.

Refolding of denatured C,;3 is decelerated by
an intermediate

The major folding pathway of Cy3 involves at
least one kinetically trapped folding intermediate.
To investigate the appearance of this intermediate,
we carried out triplejump experiments. In these
experiments, the C;3 domain was first completely
unfolded. Then the protein was allowed to refold
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Figure 4. Population of a Cy3 folding intermediate.
For the triplejump experiments, refolding was carried
out in 0.1 M Tris-HCI, 25 mM GdmCl (pH 8.0), at 4°C.
The dimer concentration of C;3 was 0.3 uM. At diffe-
rent points of time, the unfolding reaction was initiated
by adding GdmCl to a final concentration of 2.5 M. The
final protein concentration was 0.2 pM. Fluorescence
kinetics were monitored at 355 nm. The excitation wave-
length was 295 nm. (a) Amplitude distribution of the
formation of native Cy3 ([J) and of the population of
the folding intermediate (@). (b) Population of the inter-
mediate in the presence (O) and absence (@) of a five-
fold molar excess of PPlase.

and, after different times (0 - 1440 minutes), GAmCl
was added to initiate unfolding. This procedure
allows us to measure the amount of native Cy;3 and
the folding intermediate by their stability as deter-
mined by GdmCl-induced unfolding (Schmid,
1986). Whereas unfolding of native Cy3 can be
described by a mono-exponential fit, unfolding of
refolded Cy3 in triple-jump experiments yielded
denaturation kinetics which consist of two phases
(data not shown). The rate constant for the slow
phase (k7 =25x10"* s') corresponds to the
unfolding of native Cy;3, whereas the fast one
(ki, = 3.4 x 10% s~ ') represents the denaturation of
a folding intermediate. Figure 4(a) shows the ampli-
tude distribution for the formation of native Cy3
and the population of the intermediate during
refolding. Importantly, there is no lag phase in the
formation of native protein (represented by open
squares) as would be expected for a serial mechan-
ism. Instead, at the beginning of the folding process

native Cy3 is formed more rapidly than the inter-
mediate, clearly indicating a parallel folding path-
way. Compared with the rate constants obtained
from the renaturation kinetics (k;, k,, ks), the for-
mation of the native C;;3 domain as determined
from the amplitude distribution can be described
adequately by the same mechanism with the same
rate constants ki =1.0x 1072 s7!, k=12 x 103
s 'and k§ =5.1 x 107* s! (the exponent t indicates
that these values were obtained from triple-jump
experiments). Furthermore, this experiment con-
firmed that some C;;3 molecules reach the native
state in a fast reaction (Figure 4(a); compare also
Figure 3(a) and (b)). The second curve in Figure 4(a)
(described by the filled circles) represents the popu-
lation of the intermediate during folding. The inter-
mediate appeared with the rate constant 4.9 x 10~*
s ! (k,) and subsequently disappeared with the rate
constant 5.6 x 107*s7! (ky). These results imply that
the slow rate constants (k,, k;) obtained from the
refolding experiments are due to the formation and
disappearance of this folding intermediate, because
they are very similar to the values of k, and kg,
respectively.

To test whether prolyl isomerization is
involved in the formation of the intermediate,
we performed triplejump experiments in the
presence of PPlase. In Figure 4(b), the amplitude
distributions of the intermediate in the presence
and absence of PPlase are compared. In the pre-
sence of PPlase, only a small amount of inter-
mediate could be detected in the early beginning
of the refolding process. Moreover, the time
course of formation and disappearance is altered
markedly. The maximum accumulation of the
intermediate is shifted to about two minutes
compared to 60 minutes in the absence of
PPlase. This implies that mainly the reaction
which is responsible for the disappearance of the
intermediate must be accelerated by PPlase caus-
ing the low accumulation of the intermediate.

Based on these data, simulations were per-
formed supposing that the folding process can be
described by a sequence of reactions which starts
from the denatured state, comprises the formation
of the intermediate (with the respective rate con-
stant k,) and the subsequent regain of the native
state. A mechanism consisting of two serial folding
reactions (U — I — N) failed to describe the kin-
etics of Cy3 formation and intermediate population
adequately. However, a fit considering an
additional parallel pathway gave excellent agree-
ment with the experimentally determined rate con-
stants (see Materials & Methods). Additionally,
extrapolation of the amplitude of the native Cy3
to 0 minute refolding resulted in a small fraction
of an additional folding species (about 5 %).
This might indicate a fast-folding species which
reached the native state within the dead time of
the experiment.

Notably, these results show that the majority of
C;;3 molecule folds via an intermediate to the
native state (equation (2a)). This intermediate is
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separated from the native state by a prolyl isomeri-
zation-coupled folding reaction. Aside from this
proline-determined folding pathway, two fast-fold-
ing reactions lead directly to the native state, one
occuring in the dead time of the reaction (as deter-
mined by stopped flow experiments, called k),
and the other with the rate constant k
(1.1 x 10257 "), respectively (equation (2b)):

2U ka I ks 5 N,
\/
(2a)
PPI
ky
2U — > N,
ky
(2b)
N,

where I stands for the folding intermediate.

Prolyl isomerization occurs before association
of C,;3

Lastly, we were interested in defining at which
stage of the folding process association to form the
dimer takes place. As described above, a concen-
tration-dependent folding reaction could not be
observed by fluorescence spectroscopy. This result
may be explained either by the assumption that
dimerization is not rate limiting in the overall rena-
turation kinetics, or that association is the last step
of folding and does not change the environment of
the aromatic side-chains. To discriminate between
the two possibilities, we decided to analyze the
time course of association by chemical crosslinking
and subsequent SDS-PAGE. The time course of
dimerization was quantified by densitometry of
the monomer and dimer bands (Figure 5(a)). The
crosslinking experiments yielded a rate constant of
k=25x10"* s' for the formation of the dimer
and disappearance of the monomer, respectively.
As in the case of spectroscopic measurements, the
rate of dimerization did not depend on the protein
concentration.

From the fluorescence measurements, we knew
already that PPlase influences the two slow phases
k, and k; of the folding reaction (see also equation
(2a)). Now, we examined whether PPlase had any
effect on dimerization by crosslinking. In
Figure 5(b), the time courses of the formation of
Cy3 dimers in the presence and in the absence of
PPlase are compared. Addition of PPlase acceler-
ated the dimerization of C;;3. We were not able to

fit this curve because of the low number of resolva-
ble data points. However, a reasonable estimate of
the rate would be that the formation of the dimer
is at least 20-fold faster than in the absence of
PPlase.

Thus, the experimentally determined apparent
rate constants for the association reaction clearly
indicate that prolyl isomerization is necessary and
rate limiting for the association reaction of C3.
Additionally, this experiment showed that the
reaction with the rate constant k; represents the
trans — cis prolyl isomerization.

The results can be summarized as follows:

k kﬂSSOC.
2U, -2 21, 2% 21. % N, (3a)

where U, stands for the unfolded Cy;3 domain with
Pro35 in the trans position, I is the folding inter-
mediate with frans Pro35, 1. with cis Pro35. ke
represents the fast association step which could not
be resolved kinetically.

Additionally, a fast-folding reaction leads to the
native state, presumably starting from a denatured
state with all proline residues in their native con-
figuration:

k

2U, ;) N;

(3b)
N,

with U, as the fast-folding species.

Discussion

In the present study we have analyzed the fold-
ing process of the C;;3 domain of the monoclonal
antibody MAK33. This small protein represents an
interesting model for B-sheet folding and associ-
ation. Since native Cy3 is a dimer, the protein
concentration affects the apparent stability as
determined by equilibrium unfolding transitions.
A similar result was obtained previously for the
human Cy3 domain (Sumi & Hamaguchi, 1982).
Because of the high degree of cooperativity of the
unfolding transition, it is not possible to detect
intermediates in the transition region by fluor-
escence and CD measurements (Privalov & Khechi-
nashvili, 1974). Therefore, the denaturation
equilibrium of C3 can be described by a two-state
transition. The calculated intrinsic stability of
—66.5(+1.5) k] mol~* for C;;3 is in the range of —42
to —113 kJ mol ! typically found for dimeric pro-
teins (Neet & Tim, 1994). In contrast, the stability
of the human Cy3 domain was previously deter-
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Figure 5. Dimerization of Cy3 during refolding.
Crosslinking experiments were carried out in 50 mM
Hepes (pH 8.0), at 4°C. The Cy3 dimer concentration
was 0.3 pM. During refolding, samples of 5 ug protein
were taken, crosslinked with glutaraldehyde and preci-
pitated. (a) Coomassie-stained SDS gel. (b) Time course
for the formation of the Cy3 dimer (O) and for the dis-
appearance of the monomer (@). (c) Influence of PPlase
on the time course of association of Cy3. Dimer for-
mation without PPlase (O) is compared to the associ-
ation in the presence of PPlase (A ).

mined to be only —23 kJ mol~! which is compar-
able to the stabilities of the C; (Sumi &
Hamaguchi, 1982) and the V; domain (Rowe &
Tanford, 1973). This value was obtained from a cal-
culation using the binding model for denaturants
according to Tanford (1970) and Pace & Vander-
burg (1979). This model was developed for mono-
meric proteins. Therefore the calculation may have
yielded an underestimated AG° value for human
Cy3. Calculating AG for Cy;3 from MAK33 in the
same way as for human Cy3 resulted in a lower
stability of —30 kJ mol~'. Thus, the suggestion that
antibody domains exhibit similar thermodynamic
stabilities (Sumi & Hamaguchi, 1982), may be true
only for monomeric domains. Since the C;3 dimer
clearly deviates from this behavior, association
seems to contribute significantly to the stabilization
by additional non-covalent intermolecular inter-
actions (Figure 1(b)). In agreement with this sug-

gestion, amino acid side-chains forming a patch at
the center of the dimerization interface of C;3
have been shown to be the energetic key residues
in domain dissociation and unfolding (Dall’Acqua
et al., 1998). These well-defined interactions
between the two monomers may be responsible for
the slow denaturation of the domain compared
to other proteins of the same size (Sumi &
Hamaguchi, 1982; Isenman et al., 1979).

The B-sheet folding is an entropically ambitious
event. Amino acid residues, which are far apart in
the polypeptide chain, must interact correctly in
the three-dimensional space to form stabilizing
interactions (Clark et al., 1997). Dependent on the
length of the polypeptide chain between the corre-
sponding residues, several trials may be necessary
to achieve a stable “native’ interaction. Therefore,
the overall folding process of complex B-sheets,
such as the B-barrel of C;3, is much slower than
a-helix formation. Nevertheless, in addition to the
spectroscopically accessible folding phases, a fast
“burst phase” reaction which could not be
resolved even by stopped-flow techniques is also
part of the folding pathway of Cy3. In contrast to
the literature, in which burst phase values of about
30% of the entire amplitude (Matthews, 1993)
were reported, we could only detect a small burst
phase (10%) for the folding of Cy3. This burst
phase during Cy3 folding was not caused by a
hydrophobic collapse, since no ANS binding could
be observed. Interestingly, the small B-sheet pro-
teins tendamistat and Csp showed no loss in signal
due to a hydrophobic collapse (Schénbrunner et al.,
1997a; Jacob et al., 1997). These results indicate that
rapid chain collapse is not an essential step in pro-
tein folding. In the case of Cy3, it might be that the
loss of signal represents a fast-folding species
reaching the native state in the dead time of the
measurement. Also, a contribution to this change
in signal could be the dilution of the denaturant
and therefore the altered solvent environment (Qi
et al., 1998). We suggest that a minority of fast-fold-
ing molecules reach the native state during the
dead time of the measurement on an additional,
parallel folding pathway in agreement with the
finding that about 5% of the C_3 molecules
become native in the dead time of the triple-jump
experiment.

Analyzing the accessible kinetics of B-sheet pro-
tein folding revealed that small B-sheet proteins, in
which folding is not influenced by prolyl isomeri-
zation and association reactions, reaches the native
state in an apparent one-step reaction within milli-
seconds (Schonbrunner ef al., 1997a; Jacob et al.,
1997). In contrast, folding of immunoglobulin
domains seems to be a more time-consuming pro-
cess than folding of simple B-sheet proteins. The
refolding kinetics of the monomeric C; domain
take a few seconds after short-time denaturation
where the cis/trans prolyl isomerization does not
contribute to the folding kinetics (Goto &
Hamaguchi, 1982a). In contrast, folding of short-
time denatured Cy3 is completed within about 200
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seconds at room temperature. Thus, even in the
absence of prolyl isomerization, folding of Cy3 is
much slower than that of the C; domain. Since
dimerization is not rate limiting under these con-
ditions, the results imply that the kinetics of B-bar-
rel formation is significantly different in the two
highly homologous antibody domains.

After long-time denaturation, where proline re-
isomerization contributes to the refolding kinetics,
C,. folds much slower to the native state than after
short-time denaturation. The refolding kinetics con-
sisted of two phases and was completed after 150
seconds at 25°C (Goto & Hamaguchi, 1982a). In
contrast, folding of the Cy3 after long-time dena-
turation takes 60 minutes at 20°C and five hours at
4°C, respectively. Focussing on this slow pathway
(determined by the rate constants k, and k;), we
found that the majority of the Cy;3 molecules fold
via an intermediate to the native state. This
majority originates from the equilibrium between
C3 molecules with Pro35 in trans and molecules
with Pro35 in the native cis configuration in the
denatured state. We found that upon long-time
denaturation, about 95 % of the molecules contain
a trans Pro35-peptide bond. The reason for the
population of the folding intermediate and the
rate-limiting step of the entire folding reaction is
the isomerization of this Pro35-peptide bond from
the trans to the cis configuration (represented by
the rate constant k;). Altering the velocity of this
reaction by changing the temperature or by
addition of PPlase confirmed that this reaction is
responsible for the appearance and disappearance
of the intermediate. The subsequent dimerization is
a fast reaction, both in short-time denatured C;;3,
where Pro35 remains in the native configuration or
when prolyl isomerization is catalyzed by PPlase.
The activation energy of prolyl isomerization reac-
tions of about 80 k] mol™" (Schmid, 1998) is a high
barrier in protein folding which many proteins
must overcome to reach the native state. Especially
in antibodies, which contain many cis proline resi-
dues in the native structure (Huber et al., 1976;
Deisenhofer, 1981), the isomerization process is
often rate limiting in folding (Goto & Hamaguchi,
1982a; Lang et al., 1987; Lilie et al., 1993, 1995;
Freund et al., 1996; Jaeger & Pliickthun, 1997) and
the reason for the accumulation of folding inter-
mediates.

Prolyl isomerization can be accompanied by
changes of the secondary and tertiary structure of
the protein. This becomes evident when the rate of
isomerization is influenced by the presence of a
denaturant. In antibody domains this is not always
the case. For the C;, domain, the isomerization
reaction was not influenced by GdmCl (Goto &
Hamaguchi, 1982a). In agreement with this find-
ing, we had previously shown that in MAK33 Fab,
re-isomerization of the cis-proline-peptide bond is
not a perequisite for association of the monomers
during the folding process (Lilie et al., 1995).
Association occurred regardless of the isomeric
state. Interestingly, the isomerization reaction

could be efficiently catalyzed by PPlase even in the
dimeric folding intermediate (Lilie ef al., 1993). In
contrast, Cy3 can only dimerize when the Pro35-
peptide bond is in the cis configuration. Since this
isomerization reaction is GdmCl-dependent, it is
reasonable to assume that structural changes are
involved which are necessary to form the associ-
ation-competent domain interface. The crystal
structure suggests that Pro35 is engaged in a
hydrogen bond with His90 and may thus contrib-
ute to the stabilization of the f-sheet. In the
absence of this interaction (i.e. in the frans con-
figuration of the Pro35-peptide bond), His90 could
move around and disrupt the packing.

Taken together, our results imply that for highly
homologous antibody domains, both the kinetics
of B-sheet formation and the relationship between
prolyl isomerization and association are completely
different. The molecular basis for these differences
remains to be elucidated.

Materials and Methods
Reagents

PPIase (Cyclophilin A from human T-cells) was a kind
gift from Dr Kurt Lang (Roche Diagnostics). Polymyxin
B sulfate was from Sigma.

Protein expression and purification

The E. coli strain JM83 containing the plasmid pSM20
was used for the expression and periplasmic secretion of
Ci3. The cells were grown in SB medium at 26°C. A
1 mM sample of IPTG was added to start the expression
and 2 mM GSSG to create an oxidizing environment
required for disulfide bond formation. After 24 hours,
the cells were harvested and the pellet was resuspended
in 50 mM NaCl, 20 mM Mops (pH 7.5) followed by an
additional centrifugation step. The periplasmic protein
contents were extracted by treating the cells with 10 mM
Mops, 5 mM EDTA (pH 7.0) and 1 mg/ml polymyxin-B
sulfate (Storm et al., 1977). The solution was shifted
to pH 5.0 and loaded onto a SP Sepharose column
(Amersham Pharmacia). Bound protein was eluted with
a linear salt gradient (0 to 0.5 M NaCl) in 50 mM sodium
phosphate, 50 mM Tris-HCI (pH 5.0). After the pH was
shifted to 8.0 and the solution was dialyzed against
0.1 M Tris-HC1 (pH 8.0), the protein was loaded on a
Superdex 75 pg gel filtration column (Amersham Phar-
macia). The purity of the eluted protein was confirmed
by silver-stained SDS-Page.

Crystallization and data collection

Crystals were grown from sitting drops containing
equal volumes of 10 mg/ml Cy3 (0.4 mM dimer concen-
tration) and reservoir solution containing 0.1 M Tris-HCl
(pH 8.5) and 2.0 M ammonium sulfate at 18°C. Large
(0.15 mm x 0.04 mm x 0.08 mm), single crystals grew
within one week. Diffraction data were collected at room
temperature from CuKa radiation generated by a Rigaku
RTP500 RC rotating-anode generator using a Mar ima-
ging plate. The crystals belong to space group P21 with
cell dimensions a=4874 A, b=4278 A, ¢=50.46 A
and B =105.93°. The crystallographic asymmetric unit
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contains two monomers and approximately 41 % solvent
with a Matthews Coefficient of 2.1 A%°/Da and a cell
volume of 100,982 A3 (Collaborative Computational
Project, 1994). Reflection files were indexed using the
program DENZO (Otwinowski & Minor, 1997) and sub-
sequently scaled by the program SCALEPACK(2). A
summary of data collection statistics is shown in Table 1.

Structure determination and model refinement

The structure of the Ci;3 domain was solved by the
molecular replacement method using a monomeric sub-
unit of the human Fc2 immunoglobulin gamma-1 chain
(Deisenhofer, 1981), the amino acid sequence is 61 %
identical with that of Cy3, as a search model in the
AMoRe program (Navaza, 1994). The rotation function
calculation yielded one prominent peak with a corre-
lation coefficient of 9.6 as opposed to 7.2 for the next
highest peak. The first-body translation search found
two solution vectors with correlation coefficients of 29.8
and 27.3 as opposed to the next highest solution with a
correlation coefficient of 19.2. The rotation functions
found within the two highest translation peak solutions
correspond with the first and fifth rotation peaks,
respectively. A second-body translation search confirmed
these two solutions from the first-body translation. The
human Fc2 input model was then transformed using the
two rotation and translation vectors to yield the “Cy3
molecule” model. After an initial rigid body refinement
a 2F, — F. map was calculated yielding a strong electron
density and the molecular packing was checked showing
no conflicts between symmetry-related molecules. Side-
chains of the solution were then mutated and rebuilt into
the initial Cy3 molecule model with the program O
(Jones et al., 1991). In the subsequent position and B-fac-
tor refinements utilizing XPLOR (Briinger, 1992), non-
crystallographic symmetry (NCS) restraints and solvent
flattening were applied. After three rounds of refine-
ment, the NCS restraints were removed and water
molecules were finally added to the model using the
WARP program (Perrakis et al., 1997). The first three resi-
dues of each monomer gave no traceable electron den-
sity, so they were not included in the final refinement
and model. Of the non-glycine residues, 93.2% are in
the most favored regions, while no residues lie in the
energetically disallowed regions of the Ramachandran
plot. Overall refinement statistics are given in Table 1.

Guanidine hydrochloride denaturation
measurements

Guanidine hydrochloride (GdmCI) denaturation tran-
sitions were measured at different protein concentrations
in the case of the fluorescence experiments, and at a Cy;3
dimer concentration of 4.1 uM in the circular dichroism
(CD) experiments. All experiments were carried out in
0.1 M Tris-HCl (pH 8.0), at 20°C and different GdmCl
concentrations. The samples were incubated for six days
at room temperature to achieve equilibrium. The fluor-
escence excitation wavelength was set to 280 nm. The
emission spectra were recorded from 290 to 400 nm and
analyzed with regard to the shift of the fluorescence
maximum and the change in the intensity at 355 nm.
The ellipticity was detected at 213 nm. The exact GdmCl
concentration of the samples was calculated from the
respective refraction indices (Schmid, 1989). The free
energies of the unfolding transitions were fitted as

described by Neet & Tim (1994), Tanford (1970) and
Pace & Vandenburg (1979).

Spectroscopic techniques

Circular dichroism (CD) spectra and kinetics were
recorded in a Jasco ] 715 spectropolarimeter with a PTC
343 peltier unit. The experiments were carried out in
quartz cuvettes of 0.1 and 0.5 cm pathlength. Far-UV CD
spectra were recorded from 190 to 250 nm in 50 mM
KH,PO, (pH 8), at 20°C. All spectra were buffer-
corrected. Kinetics were measured at 213 nm in 0.1 M
Tris-HCI (pH 8), at 4°C.

The fluorescence of C;3 was determined using a Spex
FluoroMax-2 fluorimeter and a 1 cm stirred and thermo-
stated cell. The excitation wavelength was set to 280 or
295 nm. Spectra were recorded from 290 to 400 nm. For
kinetics, the fluorescence emission was detected at a
wavelength of 355 nm. The spectral bandwidths were
2 nm for excitation and 7 nm for emission, respectively.

Stopped-flow measurements

Stopped-flow experiments were performed in a SX-
18MV stopped-flow spectrofluorimeter (Applied Photo-
physics) with a thermostated cell. The conditions were
the same as described for the fluorescence measure-
ments.

Triple-jump experiments

This type of experiment is based on the different
stability of folding intermediates and the native state
of a protein against denaturation. First, C;3 was com-
pletely unfolded in 6 M GdmCl, 0.1 M Tris-HCI (pH 8)
for two hours at 20°C. Then, folding was initiated by
diluting the denaturant ([GdmCI]=25mM, [Cy3
dimer] = 0.3 pM). After different times (0 - 1440 minutes)
unfolding was initiated by increasing the GAmCl concen-
tration to 2.5 M ([Cy3] = 0.2 uM). Folding intermediates
which were formed during the time range of refolding,
unfold with different kinetics due to their intrinsic stab-
ility. Since unfolding of Cy3 is characterized by one rate
constant, folding intermediates can be detected by the
occurence of additional folding phases and rate con-
stants, respectively. The folding and unfolding reactions
were followed by the change in fluorescence (see above)
at4°C.

Chemical crosslinking and densitometry

Crosslinking was carried out as described by Jaenicke
& Rudolph (1989). During renaturation, crosslinking
experiments were performed in 50 mM Hepes (pH 8.0);
80 mM glutaraldehyde was added at different time
points and, after two minutes at 37 °C, the reaction was
stopped with 80 mM NaBH, in 0.1 M NaOH. The pro-
tein was precipitated with sodium desoxycholate
(NaDoc) and trichloric acid (TCA) (Bensadoun &
Weinstein, 1976), resolubilized in Laemmli-buffer and
separated on SDS-PAGE. Additionally, refolding and
crosslinking experiments were carried out in the pre-
sence of PPIase.

The amount of monomers and dimers of Cy3 present
in the crosslinked samples was quantified by densito-
metry of Coomassie-stained gels with a Sharp JX-330
scanner. The digitized protein bands were analyzed
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using the Image Master 1D Prime software (Amersham
Pharmacia Biotech).

Kinetic simulations and curve fits

Renaturation kinetics and triple jump results were
simulated and fitted by least-squares calculations with
the following equation system using the Sigma Plot soft-
ware (Jandel Scientific):

d[U)/dt = - k[U]
d[Ul/dt = — kz[U]
d[l]/dt = — kx[U] — ks|[I]
d[N]/dt = — ks[I]
with the unfolded Cy3 [U], =100, the intermediate
[Ily=0, the native protein [N],=0 and 0< k <1,

0<k,<1 and 0<k;<1 at the start of the reaction. The
underlying model was:

UXN and USTEN

Unfolding kinetics were fitted according to the following
model:

d[N]/dt = —ky[N]

with 0 <k, < 1.

Fitting the denaturation kinetics of the triplejump
experiments were achieved by using a fit including two
parallel unfolding reactions:

d[N]/dt = — k[N] (for the reaction N — U)

d[N]/dt = —K[I] (for the reaction I — U)

where 1 intermediate (0<k,<1, 0

<km<1).

represents an

Protein Data Bank accession number

The coordinates of the Ci;3 dimer have been deposited
in the Brookhaven Protein Data Bank with the accession
code 1CQK.
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Abstract

The Cy2 domain, one of the constant domains
of the murine monoclonal antibody MAK33
(immunoglobulin  subtype  k/IgGl), was
expressed in E.coli forming insoluble inclusion
bodies (IBs) and purified by a three step
process including a denaturation / renaturation
step, hydrophobic interaction and ge

permeation chromatography.

After disrupting the cells, the soluble
protein fraction was removed by severd
centrifugation steps. The isolation of the IBs
from the cell fragments was achieved by
solubilizing the IBs with 6 M guanidinium
hydrochloride (GdmCl) and 01 M 14-
dithioerythrit (DTE) to reduce all disulfide
bonds. After refolding the C,2 domain, 1.5 M
(NH,).SO, was added to the protein solution in
order to precipitate contaminations. Then the
protein was loaded on a butyl-Sepharose fast
flow column and eluted with a linear gradient
(1.5-0 M (NH,),SO,). As the last purification

step a gel permeation chromatography was run



on a Superdex 75 prep grade. Finaly, the
purity of the C,2 protein was determined by a
silver-stained  sodium  dodecyl sulfate
polyacrylamide gel (SDSPAGE). We
achieved atypical yield of 0.5 mg pure protein

per 1 g of wet cells.

1. Introduction

In contrast to the folding of a-helices, the
folding processes which lead to the formation
of B-sheet structures are still enigmatic. In this
context, an interesting subject of research are
al-B proteins such as immunoglobulins. The
members of the immunoglobulin superfamily
exhibit a modular structure. This alows to
dissect the immunoglobulins into heavy and
light chains and each of these chains into
homol ogous regions which independently fold
to single compact domains. These folding units
associate  specifically via  non-covalent
interactions of domain interfaces. Therefore,
this protein family represents an ideal model
system for anayzing the folding of [(-sheet
structures.

The domains of immunoglobulins
display a folding motif called B-barrel. It

consists of two antiparallel (3-sheets linked by

a buried disulfide bond forming a hydrophobic
core. Investigations on the structure formation
of several antibody domains have
demonstrated that in principle this process is
fast. However, during antibody folding the
isomerization of proline peptide bonds to the
native-state cis configuration [1] which is a
slow process is the rate-limiting step for the
entire folding reaction [2][3].

The most important perequisite for the
investigation of protein folding is the ability to
obtain sufficient quantities of highly pure and
native protein. The expression and subsequent
export of recombinant proteins into the
periplasm have proved to be a successful way
for getting soluble native proteins in large
amounts. Up to now, this method was used for
the production of severa antibodies and their
fragments in E.coli bacteria strains [4][5][6].
In contrast to the cytoplasm, the higher redox
potential in the periplasm favors the formation
of disulfide bridges stabilizing the domain
structure  of antibodies. Furthermore,
antibodies which are toxic for the E.coli cells
cannot be attacked by proteases [7][8][9], a
process which would diminish the yield.

As an dternative for proteins that do

not get expressed well in the periplasm the
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expression can be achieved in the cytoplasm of
E.coli by the production of inclusion bodies
(IBs) [8]. This method requires a subsequent
extraction removing cell debris and the in vitro
refolding of the protein aggregates [10]. In
general, the protein has to show a reversible
unfolding transition. Otherwise native protein
cannot be obtained. Moreover, severa
refolding conditions (temperature, buffer
mixture, redox system) have to be tested in
order to achieve the best result. If these
perequisites are fulfilled and if the expressed
IBs are very homogenous, only few
purification steps are necessary Yielding
soluble and pure protein [10]. The Fab
fragment of the monoclonal antibody MAK33
was successfully expressed in IBs and refolded
[11], whereas the attempt to obtain native Fv
fragment (a heterodimer composed of the V4
and the V| antibody domain) did not succeed
[5][(12].

In the most cases, solubilization and
refolding of IBs do not lead to the pure protein
of interest straight away because of severa
contaminants enclosed in the expressed protein
aggregates. Chromatography offers a number
of techniques which differ in the kind of

binding and separation of proteins. Most

proteins bind to hydrophobic interaction
chromatography (HIC) material. Because of
the high capacity of HIC adsorbents this way
of chromatography is suitable as a capture step
for use at an early stage in a purification
scheme [13]. Polishing of proteins can be
achieved with gel permeation chromatography,
a separation technique which was described as
early asin 1955 by L athe and Ruthven [14].

To further investigate (3-sheet folding
and association in this model system, we
cloned the C,;2 fragment (M, = 11279.7) of the
murine monoclonal antibody MAK33 and
recombinantly expressed it in the cytoplasm of
E.coli. MAK33 is directed against the muscle-
specific isoform of human creatine kinase
(E.C.2.7.3.2.: CK-MM). It was one of the first
antibodies to be cloned and expressed in E.coli
[15]. In vivo, the Cy2 domain contains a
carbohydrate moiety that interacts with the
carbohydrate of the other C,2 domain in the
antibody. Recombinantly produced C2 lacks
this feature resulting in monomeric state.
Therefore, this domain is an ideal model
system to investigate folding without
association processes.

In this study, we report on a method

for purification of recombinant C,2 applying
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inclusion body preparation and a two step
purification by hydrophobic and gel
permeation chromatography. Importantly, this
is the first time that this domain is available in
intensive

large amounts allowing

thermodynamic and kinetic investigations.

2. Experimental

2.1 Materials

Gene amplification and cloning were
performed by using enzymes and buffers from
Roche Diagnostics (Mannheim, Germany).
Super broth (SB) medium was composed of 20
g/l Bacto Trypton, 10 g/l Yeast Extract (both
from Difco Laboratories, Detroit, USA), 5 g/l
NaCl, 2.5 g/l K,;HPO, and 1 g/l MgSO,+7H.0,
pH 7.5. Ampicillin, canamycin and acrylamide
were obtained from Roth (Karlsruhe,
Germany). Lysozyme and DNAse | were from
Roche Diagnostics (Mannheim, Germany).
Triton X-100 was from Merck (Darmstadt,
Germany).

2.2. Construction of the Cuj2 expression
plasmid

The C42 gene was obtained by polymerase
chain reaction (PCR) amplification. The

reaction was performed in 0.5 ml PCR tubes

from Biozym (Oldendorf, Germany) in a
Primus thermo-cycler from MWG (Ebersberg,
Germany). We used the cDNA of the MAK33
y: chain [15] as a template. The primers
prCy2exp5 and prC2exp3 were designed by
working with the program PRIMER DESIGN
102 (Scientific & Educational Software,
1990). Thereafter, the C,2 gene was cloned
into a T5 expression vector via Ndel and Xbal
and transformed into the E.coli strain HB101
[16][17].

2.3. Expresson and isolation of inclusion
bodies containing C,2

The E.coli strain HB101 containing the
plasmid pAkF-T5/Cy2c+12 was used for the
expression of Cy2. The cells were grown in SB
medium additionally containing ampicillin and
canamycin a 37 °C. The expression was
started by the addition of 1 mM isopropyl B-D-
thio-galactopyranoside (IPTG). After 4 h, the
cellswere harvested by centrifugation (4000 g)
and an inclusion body preparation was
performed according to [10]. The cell pellet
was resuspended in 100 mM Tri/HCI, 1 mM
EDTA, pH 7 a 4 °C. Disruption of the cells
was carried out by incubation with lysozyme

(1.5 mg/g cells) for 30 min a 4 °C and



subsequent high pressure treatment. The DNA
was removed by the addition of 10 pg/ml
DNAse I, 3 mM MgCl, and incubation for 30
min a room temperature. Thereafter, 0.5
volume of 60 mM EDTA, 6 % Triton X-100,
1.5 M NaCl, pH 7 were added and the mixture
was incubated for further 30 min at 4 °C.
Finally, removal of the soluble protein fraction
was achieved by centrifugation (40,000 g).
Washing the IB pellet with 100 mM Tris/HCI,
20 mM EDTA, pH 7 yielded the C,2 IBs
together with the insoluble cell fragments.

2.4. Inclusion body solubilization [10]

The IB pellet was resuspended in a small
volume (1-2 mi/50 mg pellet) of 100 mM
TrigHCI, 6 M GdmClI, 100 DTE, pH 8. After 2
h of incubation at 25 °C, the pH was shifted to
avalue of 2 by the addition of 1 M HCI. The
removal of insoluble cell fragments was
carried out by a centrifugation step (40,000 g).
Then, the solution was dialyzed against 4 M
GdmCI, pH 2 a 4°C and the protein
concentration was determined.

2.5. Refolding of Cy2 inclusion bodies

The Cy2 doman was refolded in 0.7 M
TrigHCI, 2 mM EDTA, 5 mM oxidized
glutathione (GSSG), pH 8 a 10 °C. We

applied the pulse renaturation method which is

based on the stepwise increase of the protein
concentration after each hour. The final Cy2
concentration was 200 pg/ml. Fluorescence
(FluoroMax-2 fluorimeter with a 1 cm stirred
and thermostated cell; Spex, Edison, USA) and
circular dichroism (J 715 spectropolarimeter
with a PTC 343 Peltier unit; Jasco, Tokyo,
Japan) measurements were performed to check
whether refolding was successful and the
antibody domain had regained its native
conformation.
2.6. Chromatographic purification
As first column we chose a butyl-Sepharose
fast flow column (volume 15 ml, diameter
16cm, length 7.5cm) from Amersham
Pharmacia (Uppsala, Sweden). Therefore,
ammonium sulfate was added to the solution
containing refolded Cy2 wuntil a fina
concentration of 1.5 M was reached. The
column was equilibrated with 100 mM
TrisHCI, 2 mM EDTA, 1.5 M ammonium
sulfate, pH 7. Elution of bound Ch2 was
performed by alinear gradient from 1.5to O M
ammonium sulfate.

Pure C,2 was obtained after a gel
permeation chromatography run on a Superdex
75 prep grade column (volume 120 ml,

diameter 1.6 cm, length 60 cm) from
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Amersham Pharmacia (Uppsala, Sweden). The
buffer was 100 MM Tris/HCI, 2 mM EDTA,
300 mM NaCl, pH 7. All the column runs were
carried out on a HighLoad system from
Amersham Pharmacia (Uppsala, Sweden) at 4
°C.

2.7. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide

gel electrophoresis (SDS-PAGE)

To test the purity of the Cy2 domain SDS
PAGE was performed after each purification
step. We used a LKB 2050 Midget gel
electrophoresis unit connected to a EPS 600
power supply, both from Amersham
Pharmacia (Uppsala, Sweden). The size of the
gelswas 7 x 6 cm with athickness of 0.75 mm.
The acrylamide quotain the collecting gel was
5 % and in the separation gel 15 %. Gels were
run at a constant current of 25 mA and at room
temperature. The running buffer contained 25
mM Tris/HCI, 200 mM glycine and 0.1 % SDS
(pH 8.8). After the run the silver-staining

procedure was performed according to [18].

3. Resultsand discussion
3.1. Expression of C2 in Escherichia coli
For the preparative production of the antibody

domain C,2, the E.coli strain HB101 [16][17]

containing a plasmid with the C,2 gene under
the control of a T5 promoter was grown in 21
SB medium with additional amounts of
ampicillin and canamycin. This medium
proved to be better than normal Luria Broth
(LB) medium [19] since higher cell densities
and therefore higher yields of Cy2 could be
achieved. The domain was cloned with twelve
additional polar or charged amino acids at the
C-terminus to increase the solubility of the
protein. Expression was achieved by the
addition of 1 mM IPTG at 37 °C. Since the
temperature causes a high expression rate and
the cytosol of E.coli represents a reducing
environment, disulfide bonds cannot be
formed and the protein is produced as
inclusion bodies. Hence, proteases which
occur in the cytosol are not able to attack the
Ch2 domain. Moreover, the protein is not toxic
for the cells because of the fast aggregation
[71[8][9]. After 4 h the expression rate could
not be increased any more (Fig. 1A). The
amount of Cp2 was 25 % with respect to the
entire protein amount of the E.coli cell. This
value was even obtained for other proteins
produced in IBs [20]. Analyzing the soluble

and the insoluble protein fraction showed that



the Cy2 domain was present as insoluble IBs
(Fig. 1B).

3.2. Isolation and solubilization of inclusion

bodies

Since IBs have a relatively high density, it is
possible to separate them from the soluble
protein fraction and the cell fragments by
centrifugation. Maximum cell disruption can
avoid the co-sedimentation of IBs and cell
fragments. Therefore, cells were opened by
treatment with lysozyme, a subsequent high
pressure disruption and finally by the addition
of tensides such as Triton X-100. This
procedure proved to be very effective. Highly
homogenic C,2-1Bs could be obtained.

In gpite of the high amount of
secondary structure, 1Bs are not soluble under
physiological conditions. Therefore,
solubilization was performed in the presence
of a strong denaturing reagent as it is
represented by GdmCI [10]. Urea solutions are
not useful for denaturation in this context
because they contain small amount of
isocyanide which can react with lysine amino
acid side chains. Since Cy2 posesses one
disulfide bridge and thus the IB aggregates are

intermolecularly crosslinked via the cysteine

residues, 100 mM DTE was added to break

these linkages. This reducing reagent was
removed by dialysis afterwards. The yield of
solubilized C,2 was 183 mg/l liquid culture
(ODgoo(HB101) = 2.3).

3.3. Refolding of C2

The renaturing of unfolded proteins can be
achieved in two different ways. First, the
dilution into native buffer is practicable if the
protein does not tend to aggregate under
physiological conditions. Removal of the
denaturant by dialysis represents the other
possibility. However, here, the protein is under
denaturing conditions for a long time.
Therefore, protein might be lost due to instable
folding intermediates [10].

Refolding of the C,2 domain was
initiated by the dilution into native buffer.
Since the antibody domain contains one
intramolecular disulfide bond, no native
protein was obtained without any redox system
in the refolding buffer (data not shown). The
addition of 5 mM oxidized glutathione
(GSSG) markedly increased the yield of native
Chx2 (Fig. 2A). However, additiona amounts
of reduced glutathione (GSH) in the solution
did not have any effect (data not shown).
Increasing the concentration of C,2 in the

refolding buffer by the puls renaturation
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method resulted in no significant lost of
protein by aggregation (Fig. 2B). The best
yield of native Cy2 (25 %) was finaly
achieved by performing refolding at
200 pg/ml.

3.4. Purification of recombinant Cy2
Analyzing the amino acid composition of Cy2
vialooking at the DNA sequence demonstrated
that this antibody domain contains a large
number of hydrophobic residues. These amino
acids form a large hydrophobic patch on the
surface where the sugar moiety is supposed to
be in natura Cy2 [1]. Therefore, we chose a
butyl-Sepharose fast flow column for the first
purification step. This column proved to be
more effective than phenyl-Sepharose (data
not shown). During loading the column the
Ch2 domain completely bound to the column.
Cy2 was eluted by a linear salt gradient
between 0.3 and 0 M ammonium sulfate (Fig.
3A). Only one band of higher relative
molecular mass could be detected on a SDS-
PAGE (Fig. 3C). Additionally, we could use
this purification step for concentrating the
refolding solution. For separating the C,2
domain from this one major contaminant, we
performed gel permeation chromatography

runs on a Superdex 75 prep grade column

because of the great difference in the relative
molecular mass. Furthermore, changing the
buffer conditions for purification steps by
anion or cation exchange chromatography
(data not shown) could be avoided by using
this column. The identity of the C,2 domain
was verified by Edman degradation [21].
Taken together, C,2 could be purified
from inclusion bodies expressed in E.coli.
Refolding and simultaneous formation of the
intrachain disulfide bond was achieved with a
yield of 25 %. Hydrophobic interaction
chromatography, namely butyl-Sepharose,
proved to be the most efficient step in this
purification. This purification procedure
yielded enough protein of sufficiently high
purity to carry out the planned investigations
in protein folding concerning the behavior of
[B-sheet structures and disulfide bond

formation.
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Tablesand illustrations

Fig. 1. Expression of recombinant Cy2. A
Expression kinetic of C,;2 in E.coli HB101. (1)
low relative molecular mass standard; (2) cell
culture without the expression plasmid; (3) 1 h
after induction; (4) 2 h; (5) 3h; (6) 4 h; (7) 5
h; (8): 6 h; (9) 18 h; (10) cell culture without
the expression plasmid. B Protein distribution
after cell disruption: soluble (1) and insoluble
(2) proteins (15 % polyacrylamide gel, silver-
stained).

Fig. 2. Refolding yield of C,2 in dependence
on different parameters. A Variation of the
GSSG concentration. B Renaturation at
different protein concentrations.

Fig. 3. Purification of Cy2. A shows the
elution profile of the butyl-Sepharose fast flow
column. The buffer conditions were 100 mM
TrigHCI, 2 mM EDTA, pH 7. The column run

was carried out at a flow rate of 2 ml/min at

4 °C. B Elution profile of the gel permeation
chromatography run on a Superdex 75 prep
grade column. The flow rate of the buffer
containing 100 mM TrigHCI, 2mM EDTA
and 300 mM NaCl at pH 7 was 0.3 mi/min.
The elution of protein was monitored by
measuring the absorbance at 280 nm. C C,;2
purification gel (15 %, slver-stained). (1)
Protein content after cell disruption; (2) pool
from the butyl-Sepharose; (3) pure C,2 after

the gel permeation chromatography run.
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Abstract

The Cy3 domain of antibodies is characterized by two anti-parallel 3-sheets forming a disulfide-
linked sandwich-like structure. At acidic pH values and low ionic strength, Cy3 becomes
completely unfolded. The addition of sat transforms the acid-unfolded protein into an
aternatively folded state exhibiting a characteristic secondary structure. The transition from
native to alternatively folded Cy3 is a fast reaction. Interestingly, this reaction involves the
formation of a defined oligomer consisting of 12 — 14 subunits. Association is completely
reversible and the native dimer is quantitatively reformed at neutral pH. This alternatively folded
protein is remarkably stable against thermal and chemical denaturation and the unfolding
transitions are highly cooperative. With a Ty, of 80 °C, the stability of the alternatively folded

state is comparableto that of the native state of C3.



Introduction

Due to the cooperative nature of the folding process of proteins intermediates are normally not
populated. Low pH-induced, partialy folded conformations of proteins are seen as an equilibrium
representation of kinetic intermediates (Kuwajima, 1989; Christensen & Pain, 1991; Ptitsyn,
1992; Barrick & Baldwin, 1993; Dobson, 1994; Oliveberg & Fersht, 1996). For these
conformational states the term molten globule was coined (Ohgushi & Wada, 1983; Ptitsyn,
1992) suggesting that this state is representative for conformations formed during early steps of
folding. Classic molten globules which were found for several proteins are characterized by the
presence of secondary structure elements, fluctuating tertiary structure, solvent-accessible
hydrophobic residues and uncooperative unfolding (Kuwajima, 1989; Goto & Fink, 1989; Ptitsyn,
1992; Sanz et al., 1994; Redfield et al., 1999).

Antibody domains have been used extensively as model systems to analyze the folding of al-3
proteins (Goto et al., 1979; Goto & Hamaguchi, 1982a,b). More recently, we have embarked on
studying the structure and the folding process of the murine monoclona antibody MAK33
(Buchner et al., 1991; Lilie et al., 1993; Lilie et al., 1995; Thies et al., 1999). This
immunoglobulin of subclass IgG1 is directed against the muscle-specific isoform of human
creatine kinase (E.C.2.7.3.2.: CK-MM; Buckel et al., 1987). Under acidic conditions, MAK33
adopts a defined structure which differs significantly from the native state and shows severa
properties of the molten globule state (Buchner et al., 1991). In contrast, however, the
aternatively folded state exhibits an extraordinary stability against thermal unfolding with a Ty,
value of about 70 °C which is similar to values obtained for the native antibody at pH 7 (Buchner
et al., 1991). These findings were extended to the Fab fragment of MAK33. Here, the formation

of a stable alternatively folded state depends on the presence of a disulfide bond which covalently



links the two constituent polypeptide chains (Lilie & Buchner, 1995). The existence of
aternatively folded states was confirmed for other monoclonal antibodies with intact disulfide
bonds (Vlasov et al., 1996; Welfle et al., 1999).

To further define the perequisites for the formation of these remarkable structural rearrangements,
we decided to test whether a single immunoglobulin domain could adopt the aternatively folded
state. We choose to use the Cy3 domain of MAK33 because the three dimensional structure of the
recombinant Cy3 dimer was solved by X-ray crystallography and the folding process starting
from the completely unfolded oxidized protein was determined (Thies et al., 1999). We show that
Cu3 adopts an aternatively folded state similar to that of the complete antibody and the Fab
fragment. Interestingly, alternatively folded Cy3 forms a defined oligomeric complex with high

intrinsic stability in areversible folding reaction.



Results

Structural characterization of the Cy3 domain: native state vs. pH 2 state

The Cy3 domain of the antibody MAK 33 is a small protein consisting of 108 amino acids. Under
native conditions, this polypeptide chain folds into a 3-barrel consisting of a 3-stranded and a 4-
stranded [(3-sheet which are connected by an intramolecular disulfide bridge (Deisenhofer, 1981;
Thies et al., 1999). The far-UV CD spectra of Cy3 (Figure 1a) revealed a minimum at 222 nm
(-3000 deg cm? dmol™), which is normal characteristic for a-helical proteins. This shift of the
minimum to a longer wavelength compared to that for a [3-sheet protein (218 nm) may be due to
the high content of aromatic residues (10.2 %).

Near-UV CD spectra (Figure 1b), which are indicative of the tertiary structure of a protein,
showed a global minimum at 275 nm (-225 deg cm? dmol™) and an additional one at 292 nm
(-120 deg cm? dmol™), which is a characteristic property of antibodies and antibody fragments
(Buchner et al., 1991; Lilie & Buchner, 1995). Fluorescence spectroscopy was used to further
investigate tertiary interactions. Native Cy3 exhibited a low fluorescence intensity with a
maximum at 345 nm (Figure 1c). Upon unfolding, the tryptophan fluorescence intensity increased
because it is no longer quenched by the disulfide bridge in the neighbourhood of the tryptophans
(Thies et al., 1999). The fluorescence maximum was shifted to 352 nm indicating that the
fluorophors become solvent exposed.

It had been demonstrated that the monoclonal antibody MAK 33 and the respective Fab fragment
adopt a stably folded conformation under acidic conditions (Buchner et al., 1991; Lilie &
Buchner, 1995). Therefore, we were interested to analyze whether low pH conformations also
exist for the Cy3 domain. For Cy3, incubation in acidic buffer (pH 2) led to the loss of secondary

and tertiary structure (Figure 1a and b). The CD spectra of Cy3 a pH 2 are indicative of an



unfolded protein. Fluorescence measurements revealed a dlightly blue-shifted fluorescence
maximum (347 nm) and a two-fold higher fluorescence intensity at pH 2 (Figure 1c). From these

experiments we conclude that Cy3 globally unfolds at pH 2.

The salt dependence of the formation of alternatively folded Cy3

It had been shown previously that anions are able to induce partia refolding of acid-unfolded
small proteins (Uversky et al., 1998a,b; Fink et al., 1997; Fink, 1995; Goto et al., 1990). To test
whether thisis also the case for the Cy3 domain, we incubated the protein at pH 2 in the presence
of anions. The near-UV CD and fluorescence spectra remained unchanged in the presence of
anions indicating that no changes in tertiary structure occur. However, the far-UV CD spectra
changed significantly in the presence of salts (Figure 1a). In the absence of salt, the far-UV CD
spectrum of acid-unfolded Cn3 had a negative elipticity of -6000 deg cm™ dmol™ at 200 nm,
whereas the dternatively folded state (in the presence of salt) exhibited a two times higher
elipticity and a red-shifted minimum. Compared to the spectra of the native state of Cy3, the
ellipticity was four times higher (-12 000 deg cm® dmol™ at 213 nm). These findings suggest that
ions are required for the formation of the alternatively folded state of Cy3 which is characterized
by the breakdown of therigid tertiary structure and the presence of a defined secondary structure.
To further analyze the salt dependence of the alternatively folded state, we varied both the salt
concentration (0 mM up to 150 mM) and the anion. In the presence of increasing concentrations
of NaCl, KCI or KCIO, we measured highly cooperative transitions from the unfolded to the
aternatively folded state (Figure 2). The concentration range of salt required for the transition
varied for the different salts used. In the case of KCIQ,, the value of the midpoint concentration

of the transition (C,,) was 22 mM, whereas in the presence of KCl and NaCl the C,, value was



shifted to about 50 mM salt. Previoudly, it had been shown that the order of effectiveness of these
anions in stabilizing low-pH conformations is perchlorate > chloride (Goto et al., 1990). In the

case of the alternatively folded C3 domain these results could be confirmed.

The transition from native Cy3 to the alternatively folded state

Acid-induced unfolding of C43 is a fast process. The kinetics of this reaction could not be
resolved by stopped flow fluorescence or CD measurements with a dead time of 2 ms (k, > 2000
s%). Immediately after dilution into the pH 2 buffer, the protein exhibited all the characteristics of
the low pH conformation (data not shown). To determine at which pH value the transformation
from the native state to the alternatively folded state occurs we performed equilibrium transition
measurements (Figure 3). To exclude possible influences of different salt concentrations on the
conformation of Cy3 we performed these investigations at a constant ionic strength of 0.12 M.
We found that the pH transition of the antibody domain is a highly cooperative process with a
transition midpoint at pH 4.0. Within a range of 0.8 pH units, the molar ellipticity changed from
14000 to 0 deg cm™ dmol™ at 213 nm (Figure 3). Between pH 10 and pH 4.5 the far-UV CD
spectra were completely indentical (data not shown). At pH values below 3.8 the Cy3 domain
adopted the alternatively folded conformation.

An important aspect in this context is whether the formation of the alternatively folded state can
be reversed when the pH of the solution is shifted back to neutral values. To test this, we formed
the aternatively folded state of Cy3 at pH 2 and then changed the pH to pH 8. We found that both
the fluorescence and CD spectra of the refolded protein were identical to that of the native protein
(data not shown). Thus, the acid-induced structural rearragements are completely reversible.

However, refolding from the aternatively fold state of Cy3 to the native state exhibited a



hysteresis with atransition midpoint at pH 5.8 (Figure 3). Thisindicates that the refolding process

isdifferent from that of acid-induced unfolding.

Acid-induced unfolded Cux3 exhibits a significant thermodynamic stability

It had been shown previoudly, that the alternatively folded state of the antibody MAK33 and its
Fab fragment exhibits remarkable stability against unfolding with T, values corresponding to that
of the native state (Buchner et al., 1991; Lilie & Buchner, 1995). Therefore, we wanted to know,
whether the aternatively folded state of Cn3 is equally stable against thermal and chemical
unfolding. We carried out differential scanning calorimetry (DSC) experiments. These revealed a
T value of 80 °C for Cy3 at pH 2 with salt whereas native Cy3 melts at 75 °C (Figure 4Q). The
DSC transitions cannot be described by a two-state model because of the significant asymmetry
of the peaks. Since thermal unfolding of alternatively folded Cy3 is not completely reversible,
thermodynamical parameters could not be determined. Temperature transitions followed by far-
UV CD spectroscopy gave similar results (data not shown).

To further analyze the underlying principles of the conformational stability of C43 at pH 2 we
performed equilibrium unfolding experiments in the presence of guanidinium hydrochloride
(GdmCI; Figure 4b). At 200 pg/ml (8.2 uM dimer), aternatively folded Cy3 shows a highly
cooperative transition, which starts at 1.4 M GdmCI. At a concentration of 2.2 M of denaturant
the low-pH conformation of Cy3 is fully denatured. The midpoint of the transition (C) isat 1.7
M GdmCl (Table 2). Native C43 analyzed at the same protein concentration unfolds between 0.6
M and 1.4 M GdmCI (C,, = 1.0 M; Thies et al., 1999; Table 2). Denaturation of alternatively
folded Cy3 is not fully reversible preventing the calculation of the thermodynamic parameters for

this transition. Interestingly, at pH 2, Cy3 unfolds in a concentration-dependent way (Figure 4b;



Table 2). A small difference in the unfolding transition was detectable between 200 pg/ml (8.2
UM dimer; Cy, = 1.7 M) and 100 pg/ml (4.1 uM dimer; C, = 1.6 M). However, at a concentration
of 20 pg/ml (0.8 uM dimer), a significantly lower stability of alternatively folded Cy3 was
observed (C, = 1.0 M).

In summary, the alternatively folded state of Cy3 exhibits a remarkable stability against thermal
and chemical unfolding. Interestingly, at pH 2, Cy43 is more resistent against chemical unfolding

than Cy3 at pH 8.

Formation of the alternatively folded state of Cy3 leads to changes in the
quaternary structure

To investigate whether the structural rearrangements influence the quaternary structure of the Cy3
domain, we used analytica gelfiltration, analytical ultracentrifugation and dynamic light
scattering (DLS). All methods employed confirmed that C43 is a dimer under native conditions
(Table 1; Thieset al., 1999). In contrast, alternatively folded Cy3 formed higher oligomers (Table
1). When the dimeric protein was incubated at pH 2, DLS measurements showed that these
oligomers were formed in a second order reaction with a calculated rate constant of k, = 2.77 x
10° M s? (a stands for association). The reaction was completed after 3 hours (Figure 5a and
Table 1). After this period of time, two different species, the Cy3 dimer (~10 %) and an oligomer
with a relative molecular mass (M;) of about 172 000 (~90 %), were in equilibrium. Analytical
ultracentrifugation was used as an independent method to determine the mass of the higher
oligomeric species. The equilibrium runs showed that the main component in the low pH state

has a M, value of 142 000. Analytical gelfitration gave similar results (Table 1).



The native Cy3 dimer is mainly stabilized by hydrophobic interactions (Thies et al., 1999). To
investigate whether hydrophobic interactions could be involved in the oligomerization of
aternatively folded Cy3 we performed studies using 8-anilino-1-naphtalene sulfonic acid (ANS),
a compound with which solvent accessible hydrophobic surfaces of proteins can be detected. In
the native Cy3 dimer, hydrophobic surfaces are buried by association (Thies et al., 1999). As
expected the native state did not bind ANS (Figure 6). Under low pH conditions, however, ANS
bound specifically to Cy3 showing that in the aternatively folded state Cy3 exposes hydrophobic
side chainsto the solvent (Figure 6).

Interestingly, the oligomerization of Cy3 at low pH is completely reversible. After a 1:10 dilution
into pH 8 buffer or increasing the pH by adding 1 M Tris/HCI, the Cy3 dimer was quantitatively
reformed as determined by analytical ultracentrifugation and gelfiltration (Figure 5b). This
process is much faster than the oligomerization reaction (Figure 5a). Furthermore, dissociation
seems to be a two step reaction because the analysis was only possible with a two-exponential fit.
A fast step (kg1 = 8.33 s1) was followed by a slower one with a rate constant of 9.48 x 10 s*
(ke2)(d stands for dissociation). In contrast to the transition from the native state to the
dternatively folded state, we could resolve the regain of the native conformation of Cy3 by
stopped flow CD measurements (Figure 5¢). Here, a short lag phase of 115 sin which no change

in signal occured was followed by a folding step with arate constant of 3.61 x 10° s (k).

10



Discussion

Incubation of proteins at acidic pH can have a wide range of conformational consequences
(Tanford, 1968). yll-crystallin and RNase T1 for example retain their native conformation at
acidic pH (Rudolph et al., 1990; Kiefhaber et al., 1990). Some proteins can adopt a non-native
conformation, but enzymatic activity is still present (Jiang & London, 1990). In many cases,
however, the native structure is lost. This may lead to complete denaturation (Tanford, 1968) or
to partially folded structures. These partially folded structures are of interest since they can be
seen as equilibrium representations of kinetic intermediates. The term “molten globule” has been
coined to describe the common structural features of acid-induced conformations (Christensen &
Pain, 1991; Ptitsyn, 1992). Many of them exhibit a compact geometry and a significant amount of
secondary structure whereas tertiary structure is not present (Ohgushi & Wada, 1983; Goto et al.,
1990a,b; Kuwagjima, 1989; Sanz et al., 1994).

The molten globule state is an important concept in protein folding since it had been demonstated
that molten globules occur both in equilibrium and kinetic experiments (Mann & Matthews,
1993; Ptitsyn & Uversky, 1994; Oliveberg & Fersht, 1996). According to many models of protein
folding starting from the denatured state, the molten globule represents the first intermediate
formed by secondary structure arrangement and compaction (Ikeguchi et al., 1986; Roder et al.,
1988; Kuwajima, 1989). This state is labile and thus in an equilibrium with denatured states.

In contrast to the labile acid-induced molten globule conformations, it was found previoudly, that
antibodies can adopt a stable but non-native conformation at pH values below pH 3 (Buchner et
al., 1991; Vlasov et al., 1996; Welfle et al., 1999). Interestingly, the stability of this alternatively
folded state was in the range of that of the native protein. The Fab fragment of the MAK33

antibody also exhibits an aternatively folded state at low pH conditions, however, only when the
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interchain disulfide bond was intact (Lilie & Buchner, 1995). Since the Fab fragment consists of
four different domains organized in two different polypeptide chains, we were interested in
investigating the behaviour of a single immunoglobulin domain at acidic pH.

The Cy3 domain, which is localized at the C-terminal end of the antibody, is the only domain in
IgG1 forming a homodimer. In the native state, this domain is stabilized by numerous non-local
interactions within the domains and the dimerization of the monomers. In contrast to the entire
MAK33 antibody and the Fab fragment (Buchner et al., 1991; Lilie & Buchner, 1995), we show
here that acid-induced unfolding of Cy3 leads to a non-structured protein undistinguishable from
the chemically unfolded species. The addition of salt to the acidic solution leads to the formation
of a protein conformation with secondary structure but lacking stable tertiary interactions. Thisis
in agreement with previous reports showing, that increased ionic strength promotes partia
refolding of acid-unfolded proteins to the so-called A-state (Uversky et al., 1998a,b; Fink et al.,
1997; Fink, 1995; Goto et al., 1990a,b). Anions bind to positively charged amino acid side chains
thus shielding intramol ecular charge-charge repulsive forces of the acid unfolded state. In the case
of the Cy3 domain, far-UV CD spectra show that the formation of secondary structure is tightly
coupled to anion binding. Concentrations of 22 - 50 mM anion were required to induce the
formation of secondary structure. We found a significant increase in the negative ellipticity as
observed previoudly for the MAK33 antibody and its Fab fragment (Buchner et al., 1991, Lilie &
Buchner, 1995). This changein ellipticity could be due to atransition from the all-f3 conformation
of native Cy3 to an a-helical structure or to a change in the enviroment of aromatic amino acids
since tryptophan and tyrosine residues have strong positive far-UV CD peaks (Khan et al., 1989;
Brahms & Brahms, 1980). In the three-dimensional structure of native Cy3, two tryptophan

residues are in the neighbourhood of the internal disulfide bridge (Thies et al., 1999). Thisis a
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typical feature of immunoglobulin domains which leads to the quenching of the intrinsic
tryptophan fluorescence (Cowgill, 1967; Tsunegawa, 1987; Thies et al., 1999). The increase in
fluorescence intensity at low pH values is therefore indicative of the movement of tryptophan
residues away from the disulfide bond. Interestingly, the maximum of fluorescence emission of
aternatively folded Cy3 and native Cy3 are the same. This implies that the environment of the
tryptophansis different but the polarity is similar in the pH 8 and the pH 2 state.

Is the alternatively folded state representative of an early kinetic folding intermediate as it has
been suggested for the molten globule state? The folding pathway of denatured Cy3 has been
anayzed in detail before. At pH 8 one distinct intermediate was detectable which preceeds
dimerization to the native conformation (Thies et al., 1999). In contrast to the alternatively folded
state of Cy3, this intermediate exhibits native-like tertiary structure and therefore buries essential
hydrophobic partsin its interior. The formation of an alternatively folded state could be the result
of the hydrophobic collapse which is the initial step in Cy3 folding (Thies et al., 1999). In
agreement with conceptual folding models, which postulate a labile protein conformation with
secondary structure elements but without any tertiary interactions at the beginning of the folding
process (Ptitsyn & Rashin, 1975; Dill, 1990), aternatively folded Cy3 could represent such an
early equilibrium intermediate. However, investigations of the folding pathway of Cy3 have not
revealed evidence for this hypothesis until now.The subsequent oligomerization seems to be a
reaction requiring the protonation of amino acid side chains at low pH.

ANS binding reveaed that in the aternatively folded state, hydrophobic side chains are solvent-
exposed. These hydrophobic surfaces may participate in intermolecular interactions between
different C43 domains leading to oligomers consisting of 12 — 14 subunits. Interestingly, the

oligomerization of Cy3 at pH 2 isreversible. The efficient formation of native Cy3 after shifting

13



the pH back to pH 8 shows that the hydrophobic interactions between the subunits of the
oligomer can be easily weakened by electrostatic repulsions. It seems that after a short lag phase
in which the oligomer starts to dissociate, the protein refolds to the native state. This folding step
is much slower than the formation of the alternatively folded state, which occurs in the dead time
of the measurement. In summary, the formation of the alternatively folded state of C43 and the
subsequent oligomerization can be described as follows:

k,> 2000 st k,=2.77x10°M-1s?

ki=3.61x10%st k,=833s?
Ky =9.48 x 104 st

N [

n

where N, stands for the native C43 dimer, U for the unfolded protein and A for the alternatively
folded state, which is the starting point for the formation of the oligomeric alternatively folded
state of C3 (An). Cy3 unfolds completely after shifting the pH from pH 8 to pH 2. The addition
of salt induces the formation of the alternatively folded state, which subsequently undergoes an
oligomerization reaction (ka = 2.77 x 10° M s%). The rate constants kg; and kg, obtained from
DLS measurements describe the dissociation of the Cy3 oligomers leading to an alternatively
folded molecule. This species folds back to the native state of C3 with the rate constant k.

Both the formation of the A-state and the alternatively folded state comprise the rearrangement of
secondary structure elements and the loss of tertiary structure. The alternatively folded state,
however, shows a high cooperativity in thermal and denaturant-induced unfolding transitions,
which has not been observed for the A-state or the molten globule state in general. The high
intrinsic stability of Cy3 a pH 2 and the stability of the aternatively folded state in general may
be due to interchain interactions between different single 3-strands, potentialy those involved in

the association of the native dimer.
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Materials and Methods

Purification of native C43
The Cy3 domain was purified to homogeneity according to Thies et al. (1999). The protein was

dialyzed against 0.1 M Tris/HCI, pH 8. The Cy3 concentration was determined photometrically

(Alsien = 1.95).

Preparation of acid-unfolded Cu{3

Native Ci3 was diayzed against 50 mM NaH,PO4/0-HsPO, (pH 2), 60 mM NaCl or 50 mM
NaH,PO4/0-H3PO, (pH 2) without salt. For the pH equilibrium transition we used the following
buffers: 50 mM H3BOz/NaOH, 50 mM NaCl (pH 10 — 8); 50 mM Na,HPO,/citrate, 50 mM NaCl
(pH 8 — 5); 50 mM acetate/NaOH, 56 mM NaCl (pH 5 — 4.5); 50 mM acetate/NaOH, 70 mM
NaCl (pH 4.5 — 4); 50 mM formic acid/NaOH, 56 mM NaCl (pH 4 — 3); 50 mM NaH,PO4/0-

H3POy, 56 mM NaCl (pH 3—2).

Spectroscopic techniques

Circular dichroism (CD) spectra were recorded in a Jasco J-715 spectropolarimeter with a PTC
343 peltier unit. The experiments were carried out in quartz cuvettes of 0.1 and 0.5 cm
pathlength. Far-UV spectra were recorded from 190 to 250 nm in 50 mM NaHPO,/NaH,PO,
(pH 8), at 20 °C and 50 mM NaHPO4/0-H3PO,4 (pH 2), with or without salt, respectively, at
20 °C. Near-UV data were recorded from 250 to 350 nm in 0.1 M Tris/HCI, pH 8, at 20 °C and
50 mM NaH,PO40-H3zPO, (pH 2), with or without salt, at 20 °C. All spectra were buffer-
corrected. Kinetics were monitored at 220 nm using a 1-180 stopped flow CD-

spectropolarimeter from Applied Photophysics.
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Fluorescence spectra of Cy3 were determined using a Spex FluoroMax-2 fluorimeter and a 1 cm
stirred and thermostated cell (20 °C). The excitation wavelength was set to 280 nm or 295 nm.
Spectra were recorded from 290 to 400 nm. The spectral bandwidths were 2 nm for excitation and
7 nm for emission, respectively.

Thermal denaturations were measured by recording far-UV CD spectra in a 1 mm thermostated
cell and analyzing the ellipticity at 215 nm. The temperature was increased from 20 °C to 85 °C
at arate of 0.5 °C min’. The reversibility of the unfolding transitions was monitored by recording
spectra after cooling the solution to the starting temperature. In the case of chemical denaturation
by GdmCI, the elipticity was recorded at 213 nm. Additionally, the transition was followed by

measuring fluorescence spectra and determining the shift of the fluorescence maximum A pax.

Analytical gelfiltration

Runs were performed on a HPLC system with fluorescence detection (Jasco). We used a silica
based Biosep S-2000 gelfiltration column with a pre-column (Phenomenex). The flow rate was
0.3 ml min™. In the case of the native C43 domain, runs were performed in 0.1 M Tris’HCI, 0.3
M NaCl, pH 8 a 20 °C. The buffer system for aternatively folded Cy3 was 50 mM
KH2PO,/0-H3PO4, 0.3 M NaCl, pH 2 at 20 °C. Fluorescence was excited at 280 nm and detected
at 345 nm. The UV/Vis signal was followed at 280 nm. The runs were analyzed using the Borwin

software (Jasco).

Analytical ultracentrifugation

16



An Optima XL-I analytical ultracentrifuge with integrated optical systems (Beckman) was used.
The equilibrium runs were monitored by scanning UV/Vis absorbance and Rayleigh interference

at 20 °C. The buffers were the same as mentioned above. The protein concentration was 2 mg/ml.

Differential Scanning Calorimetry

Measurements were performed using a Nano Differential Scanning Calorimeter CSC5100
(Calorimetry Science Corporation). Samples of the Cy3 domain (2 mg/ml; 82 uM dimer) in two
different buffer systems (50 mM NaH,PO,/0-H3PO,; 100 mM NaCl, pH 2 or 50 mM
NaHPO4/NaH,PO,4, 100 mM NaCl, pH 8) were heated to 90 °C after equilibration of the system

over two days.

Dynamic light-scattering

The experiments were performed using a DynaPro MS200 DL S spectrometer with a temperature-
controlled microsampler (Protein Solutions). All experiments were done at 20 °C and a scattering
angle of 90 ° using quartz microcells with a sample volume of 12 ul. Solvents and protein
samples were filtered through 100 nm pore size Anodisc 13 filters (Whatman). The translational
diffusion coefficient D and the hydrodynamic radius were calculated from the autocorrelation
function using the program Dynamics (Protein Solutions). At different time points, the scattered

intensity Is was monitored.
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Figure and Table Legends

Figure 1. Spectroscopic characterization of native Cy3 and alternatively folded Cy3. a Far-
UV CD gpectra of native C43in 0.1 M Tris/HCI, pH 8 (solid line), acid-induced unfolded C3 in
50 mM NaH,PO4/0-H3sPO,, pH 2 (dotted line) and aternatively folded Cy3 in 50 mM
NaH,PO4/0-H3PO,, 60 mM NaCl, pH 2 (dashed line). The protein concentration was 200 pg/ml
(82 pM dimer). b Near-UV CD spectra of Cy3: native state (solid line), acid-unfolded
conformation (dotted line) and alternatively folded state (dashed line). The spectra were recorded
at a Cy3 concentration of 500 pg/ml (20.5 uM dimer). ¢ Fluorescence spectra of native Cy3 (solid
line), acid-unfolded/aternatively folded Cu3 (dashed line) and the unfolded antibody domain
(dotted line). The Cy3 concentration was 10 pg/ml (0.4 uM dimer). All measurements were

carried out at 20 °C.

Figure 2. Anion-induced refolding of Cy3. Titration of acid-unfolded Cy3 with NaCl (@), KCI
(Q) and KCIO4 (o). The protein concentration was 200 pg/ml (8.2 uM dimer). Structural changes
were monitored at different anion concentrations by far-UV CD spectraat 20 °C. The dlipticity at

213 nm is plotted versus salt concentration.

Figure 3. pH transition of the Cy3 domain. The protein was incubated in buffers with pH
values ranging from pH 2 to pH 10 at 20 °C for 24 hours (200 pg/ml, 8.2 uM dimer). After
collecting the far-UV CD spectra, the elipticity at 213 nm was plotted versus the respective pH

value: unfolding transition (®) and refolding transition (O).
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Figure 4. Stability of Cy3 against thermal and chemical denaturation.

a DSC curves of native (--+-) and alternatively folded Cy3 (—) at a concentration of 2 mg/ml (82
MM  dimer). The temperature transition of native Cy3 was measured in 50 mM
NaHPO4/NaH,PO,4, 100 mM NaCl, pH 8, the aternatively folded domain in 50 mM NaH,PO./o-
H3PO,, 100 mM NaCl, pH 2. b GdmCl-induced unfolding transition of aternatively folded Cy3
resulting from the analysis of the respective far-UV CD spectraat 213 nm. The Cy3 concentration
was 20 pg/ml (0.8 uM dimer; a), 100 pg/ml (4.1 uM dimer; Q) and 200 pg/ml (8.2 uM dimer;

@), respectively. Fits were calculated according to equation 2.

Figure 5. Oligomerization of alternatively folded Cy3. a Time-dependent change of the
hydrodynamic radius of Cy3 (400 pg/ml, 16.4 uM dimer) in 50 mM NaH,PO4/0-H3PO,4, 60 mM
NaCl, pH 2. The hydrodynamic radius was 2.44 (Cy3 dimer) at the beginning of the experiment
(®). Disappearance of the oligomer after shifting the pH to pH 8 (O). b Formation of native Cy3
after shifting the pH of the solution back to pH 8 followed by HPLC. c Kinetic of the formation

of native Cy3 monitored by CD at 220 nm.

Figure 6. Alternatively folded Cy3 has solvent-accessible hydrophobic surfaces.
Fluorescence spectra of ANS bound to the alternatively folded state of Cy3 (dashed line). The
signa of the native protein (solid line) is similar to that of the buffer control (dotted line). The

Cu3 concentration was 10 pg/ml (0.4 uM dimer). ANS was added in a 10-fold molar excess.
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Table 1. The relative molecular weight of the native state (pH 8) and the alternatively

folded state (pH 2) of Cy3 establisht by three different methods (20 °C).

Method M:, Cu3 (pH 8) | My, Cii3 (pH 2)

Gdfiltration 26400 + 175 -
Analytical ultracentrifugation 28548+ 893 | 142090 + 3312

Dynamic light scattering 23400+ 1087 | 172000 + 1854

Table 2. Concentration-dependence of the unfolding equilibrium transition of Cy3.

Concentration Midpoint of transition

Cm [M GdmCI]

Cu3(pH 8) | Cu3 (pH 2)
200 pg/ml (8.2 uM) - 1.7
100 pg/ml (4.1 uM) 1.0 1.6

20 pg/ml (0.8 uM) 0.8 1.0
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