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Zusammenfassung

Die Mitglieder der Ena/VASP-Proteinfamilie sind an der Modulation des Zytoskeletts eukaroy-
tischer Zellen beteiligt und wirken in verschiedenen Prozessen wie der Zellbeweglichkeit und der
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten mit und gelten zudem als einflussreiche Faktoren bei der
Ausbildung invasiver Tumorzellen. Uber eine Protein-Protein-Interaktion vermitteln die in allen
Ena/VASP-Proteinen enthaltene N-terminal gelegene EVHI1- und C-terminal gelegene EVH2-
Doméne einen Kontakt zwischen membranassoziierten Proteinen, wie Lamellopodin, Zyxin oder
Vinculin (EVH1) und dem (+)-Ende eines Aktinfilaments (EVH2). Eine Stérung der EVH1-
Interaktion durch einen Inhibitor sollte daher einen modulierenden Effekt auf auf die Mikrofi-
lamentsynthese erzielen und so bpsw. die Aggressivitiat invasiver Tumorzellen giinstig beeinflus-
sen. Wir entwickelten dazu erfolgreich verschiedene Peptidomimetika zur Inhibition der EVH1-
Doméne, speziell fiir das Vasodilatator-Stimulierte Phosphoprotein (VASP). Es zeigte sich, dass
diese Liganden auch die anderen Mitglieder der Ena/VASP-Familie erreichten. Einige der von
uns erzeugten Liganden banden mit einer Dissoziationskonstante im hohen nanomolaren Bereich,
wobei wir auch Liganden mit einem Molekulargewicht von ca. 750 Dalton erzeugen konnten und
dabei immer noch eine Affinitét wie fiir die bestbindenden bekannten Peptidliganden der EVH1-
Doménen der Ena/VASP-Familie erhielten.

Abstract

The members of the Ena/VASP protein family are involved in modulation of the cytoskeleton
of eukaryotic cells and participate in different processes like cell motility and cell-cell junctions.
They are also known as important factors in development of invasive tumor cells. All Ena/VASP
proteins contains a N-terminal EVH1 domain and a C-terminal EVH2 domain, which are both
involved in protein-protein interactions with membrane associated proteins like lamellopodin,
zyxin and vinculin (EVH1) and the barbed end of actin filaments (EVH2). Interference of the
EVHI1-protein interaction with an inhibitor could have a modulating effect on the microfilament
synthesis and a positive effect on invasiv tumor cells. We have successfully developed several
peptiodmimetics especially for the inhibition of the EVH1 domain of vasodilator-stimulated phos-
phoprotein (VASP), which could also be used against the other members of the Ena/VASP family.
Our best ligands showed a high affinity with a dissociation constant in the high nanomolar range.
We were also able to reduce the molecular weight of our ligands to 750 Dalton and still get the
same affinity as best binding peptids kown for the EVH1 domain of the Ena/VASP family.
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Einleitung

Die Ena/VASP-Familie Die zur Ena/VASP-Familie gehérenden und im Menschen auf-
tretenden drei Proteine Vasodilatator-Stimuliertes Phosphoprotein (VASP) [97,08], Ena-
bled human Protein (Enall) [44] und Ena-VASP-like Protein (EVL) [44], spielen ei-
ne entscheidene Rolle bei der Bewegung und Forménderung verschiedener Zelltypen
[17, 113, 42, B0]. So regeln diese Proteine direkt das Actinfilament-Netzwerk [16], mo-
dulieren die Morphologie und das Verhalten von Pseudopodien, wie Filopodien und La-
mellipodien [97, [44], [74, [73], und beeinflussen die Zellbeweglichkeit [18], aber auch die
Zell-Zell-Kontakte [113], [42]. Die Mitglieder dieser Familie konzentrieren sich in den fo-
kalen Adhésionen und haben dort eine Schliisselrolle bei der Verdnderung des Aktin-
Zytoskeletts bei der Zellantwort auf Migrationsreize [I8, 120]. Aufgrund dessen ist die
Ena/VASP-Familie ein einflussreicher Faktor fiir invasive Tumorzellen [92], 57, 50} 112],
und es besteht die Hoffnung, durch geeignete Inhibitoren gegen die Ena/VASP-Familie,

diesen invasiven Tumorzellen wenigstens einen Teil ihrer Gefiahrlichkeit zu nehmen [66].

Genereller Aufbau und Funktion der Mitglieder der Ena/VASP-Familie Die Mit-
glieder der Ena/VASP-Familie zeigen eine Reihe an strukturellen und funktionellen Ge-
meinsamkeiten. So befindet sich N-terminal eine etwa 110 Aminoséuren lange Drosophila
enabled (Ena)/Vasodilatator-Stimuliertes Phosphoprotein (VASP) Homologie 1 (EVH1)
Doméne, mittig liegt eine prolinreiche Region, und C-terminal eine Ena/VASP Homolo-
gie 2 (EVH2) Doméne, wobei die letzteren beiden Abschnitte eine variable Lénge fiir die
jeweiligen Famlienmitglieder besitzen [100] (siehe auch Abb. [0.1).

Die EVH1-Doméne stellt eine Protein-Protein-Erkennungsdoméne dar, deren Bindung-
partner unter anderem Lamellipodin [30], Vinculin und Zyxin [99] sind. Die zentrale
prolinreiche Region der Proteine bindet nicht die EVH1-Doméne, sondern sie vermittelt
Interaktionen zu anderen prolinreiche Sequenzen erkennenden Proteinen, wie Profilin
[96], [44], SH3-Doménen — wie z.B. die der Abl-Tyrosin-Kinase [73] —, und die WW-
Doméne von FE65 [35]. Die EVH2-Doméne multimerisiert je vier Proteine eines Mit-
glieds der Ena/VASP-Familie iiber eine coiled-coil zu einem Homotetramer und kann
mit monomerem G- und filamentosen F-Aktin interagieren [0, [14]. Dabei wirken die
Ena/VASP-Proteine dann als ein Anticapping, d.h. sie verhindern die Anlagerung von
Capping Proteinen, die eine Verlingerung des Actinfilaments inhibieren [16].

Die Proteine der Ena/VASP-Familie besitzen eine konservierte Phosphorylierungsstelle
fiir die Protein Kinase A (PKA) und C (PKC) |24} 30, [51], die die Aktivitét der Proteine
regulieren [56], 30) 67]. Enah/Mena und VASP haben zusétzlich eine zweite Phosphory-
lierungsstelle, die ein Substrat fiir die Protein Kinase G (PKQG) ist |24} 56, [511 130].

tauch bekannt als Mammalian enabled (Mena) Protein
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Einleitung

EVH1 Prolinreich EVH2
PKA/PKC PKG

T EGE IO

I T

(F/W)PxgP SH3 Rekrutier- Lade- GAB FAB Coiled Coil

i Ww ungsitelle sfflle \L l l

Lamellipodin, Profilin G-Aktin F-Aktin Tetrameri-
Robo, Zyxin, Bindung Bindung sierung
Vinculin l
Lokalisierung Biindelung,
(+)-Aktin-
Bindung

Abbildung 0.1.: Genereller Aufbau der Ena/VASP-Proteine nach Dress et al. [30] und
Ferron et al. [38].

Die EVHI1- und die coiled-coil-Doménen der Ena/VASP-Familie haben stabil gefaltete
Strukturen [36, 93] 9] [71]. Der prolinreiche Bereich dagegen wird als grofstenteils ungeord-
net angesehen, er kann aber in drei Teilbereiche eingeteilt werden: Einer regulatorischen
Bindungsstelle, an die SH3- und WW-Doménen binden kénnen, einer Rekrutierungsstelle

fiir Profilin und einem sogenannten Ladungsbereich, ebenfalls fiir Profilin [38], [16].

Die Mitglieder der Ena/VASP-Familie binden also mittels der EVH2-Doméne an F-
Aktin und mittels der EVH1-Doméne an Proteine, die selbst wieder an Membranproteine
binden, wodurch es zu einer lokalen Verkniipfung des (+)-Endes eines Aktin-Filamentes
mit der Membran des Ahésionspunktes kommt (siehe Abb. . Durch die Bindung von,
mit monomeren Aktin beladenen, Profilin an die prolinreiche Sequenz wird die lokale
Konzentration von Aktinmonomeren um das (+)-Ende des F-Aktin erhéht und so die
Verldngerung des Filamentes beschleunigt [105]. Der Gedanke ist nun, die Verbindung
der EVH1-Doméne mit ihrem Bindungpartner zu unterbrechen, wodurch das F-Aktin-
Filament die Verkniipfung zum Ahésionspunkt verliert. So zeigte Kang et al., dass in
Myofibroblastdren Tumorvorlduferzellen, in denen EVH2 iiberexpremiert wurde, sich das

Tumorwachstum verringerte [66].
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Abbildung 0.2.: Generelle Funktion der Ena/VASP-Familie nach Bear et al. [16] und Fer-

ron et al. [38]. Je vier Proteine eines Mitglieds der Ena/VASP-Familie
werden iiber die EVH2-Doméne tetramerisiert und dieses Tetramer bin-
det dann ebenfalls {iber die EVH2-Doméne an das (+)-Ende eines Aktin-
filamentes. Das verhindert auch gleichzeitig die Anlagerung von Cap-
ping Protein, welches die Verldngerung des Aktinfilamentes unterbindet.
Die EVH1-Doméne erkennt ihre Bindungspartner iiber ein (F/W)Px¢P-
Konsensusmotiv, wobei diese Bindungspartner selbst wieder an Mem-
branproteine binden, wie bpsw. Integrine. Uber die prolinreiche Region
des Ena/VASP-Proteins wird mit monomeren G-Aktin beladenes Profi-
lin am (+)-Ende des Aktinfilaments angereichert, wobei die Ena/VASP-
Proteine die Assoziation des monomeren G-Aktins an das filamentose
F-Aktin unterstiitzen.
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Die Bindung der EVH1-Domaéne an ihren Bindungspartner Die EVHI1-Doméne der
Ena/VASP-Familie erkennt ihre Bindungspartner iiber eine von ihnen exponierte Peptid-
sequenz, die das Konsensusmotiv (F/W)Px¢P aufweist, wobei x fast jede beliebige und
¢ eine aliphatische proteinogene Aminosiaure darstellt [8, [10]. Kénnten wir einen kleinen
Liganden so entwickeln, dass er besser als die exponierten Peptidsequenzen an die EVH1-
Doméne bindet, konnten wir die Bindungspartner der Proteine der Ena/VASP-Familie
von der EVH1-Doméne verdréangen und so die Verkniipfung zwischen dem Actin-Filament
und dem Adhé&sionspunkt storen.

Die bekannten Strukturen der Mitglieder der Ena/VASP-Familie [93, 36, O] zeigen
ein kompaktes rechtwinkliges 8-Sandwich mit einer angeschlossenen langen a-Helix, und
weisen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zur Pleckstrin Homologie (PH) und Phospho-
tyrosin Bindung (PTB) Homologie auf [106] (siche Abb. [0.3). Fiir die Mena- und EVL-

Abbildung 0.3.: Die Struktur 1evh der Mena-EVH1 [93].

EVHI sind zusétzlich die Strukturen des Protein-Ligand-Komplexes bekannt [93] [36].
Diese zeigen, dass das Konsensusmotiv durch einen Cluster von drei hochkonservier-
ten Aminosdureresten an der Oberfliche der Doméne erkannt werden (siche Abb. [0.4)).
In der Kristallstruktur des Protein-Ligand-Komplexes aus Mena und dem Peptidligan-
den Ac-FPPPPT-NH, sind diese Seitenkette Tyrl6, Trp23 ud Phe77. Fiir die anderen
Ena/VASP-EVHI1-Doménen sind diese Seitenketten die selben, allein die Nummerierung

lautet anders.
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Die Polyprolinhelix des Peptidliganden bildet eine Polyprolin-Helix II (PPII) [10] aus,
wobei die Proteinoberfliche der EVH1-Doméne so gestaltet ist, dass die PPII fast per-
fekt gebunden wird. Die N- und C-terminal liegenden bindungsrelevanten Proline des
Peptidliganden passen in zwei hydrophobe Bindungstaschen, die durch die Seitenketten
des Tyrl6 und Trp23 (N-terminales Prolin) und durch Trp23 und Phe77 (C-terminales
Prolin) flankiert werden. Das dritte Proline hat dabei auch Kontakt zum Phe77, wohin-
gegen das zweite Prolin keinen direkten Kontakt zur Oberfliche des Proteins besitzt.
Der Ligand wird zusétzlich durch zwei Wasserstoffbriicken stabilisiert, die durch den
Carbonylsauerstoff zwischen dem ersten und dem zweiten Prolin und dem GIn79, und
durch den Carbonylsauerstoff zwischen dem zweiten und dritten Prolin und dem Trp23,
gebildet werden (siehe Abb. [0.4)).

GIn79

Trp23
Tyrl6

Abbildung 0.4.: Bindung des Ac-FPPPP-Kernmotivs an Mena-EVH1. Dargestellt ist die
Kristallstruktur 1evh [93]. Weif ist die Sequenz Ac-FPPPP des Ligan-
den, griin sind die Wasserbriicken, die Proteinoberfliche ist als trans-
parente Hydrophobizitdsmap dagestellt (ocker: stark hydrophob, blau:
stark hydrophil). Das N-terminal und das C-terminale Prolin des Pep-
tidliganden liegen in einer hydrophoben Tasche des Proteins.

Die Polyprolinsequenz allein geniigt fiir die Bindung nicht, auch die N-terminal gelege-
ne, aromatische Aminoséure ist bindungsentscheidend [8,[9]. Die aromatische Seitenkette
des Peptidliganden wird in einer Tasche gebunden, die durch das Arg81, GIn79, Asn71,
Val86 und das Lys69 gebildet wird (so auch analog in VASP- und EVL-EVHI, siehe
Abb. . Aber auch der Peptidligand Ac-FPPPPT-NH, allein bindet nur schwach an
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die Ena/VASP-EVH1-Doménen [93, [9].

Asn71

GIn79

Lys69

Abbildung 0.5.: Das bindungsrelevante Phenylalanin wird in einer Tasche gebunden. Dar-
gestellt ist die Kristallstruktur 1evh [93].

Eigenschaften von Polyprolinsequenzen Polyprolinsequenzen haben, im Vergleich zu
Sequenzen anderer Aminoséuren, eine geringere Anzahl an Freiheitsgraden, da die Cycli-
sierung den Torsionswinkel ® der Hauptkette festlegt und auch der Fiinfring des Prolins
weniger flexibel ist, als die Seitenkette der meisten anderen proteinogenen Aminoséuren.

Aufgrund der Peptidbindung kann der Torsionswinkel €2 der Hauptkette nur zwei Werte
annehmen: 0° (cis) und 180° (trans). Damit lassen sich zwei Extrema der Polyprolinse-
quenz bezeichnen: Eine all-cis und eine all-trans Polyprolinsequenz (siche Abb. . Die
all-cis Polyprolinsequenz wird auch als (rechtshéndige) Polyprolinhelix I (PPI, ideale
Torsionswinkel der Hauptkette (®, ¥, ) = (-75°, 160°, 0°)) und die all-trans Polyprolin-
Sequenz als (linkshédndige) Polyprolinhelix IT (PPII, ideale Torsionswinkel der Hauptket-
te (@, ¥, Q) = (-75°, 145°, 180°)) bezeichnet [55]. Die PPI-Helix wird in organischen
Loésungsmitteln, wie 1-Propanol, bevorzugt, wohingegen die PPII-Helix in wéssrigen Lo-
sungen dominiert [65, [I10]. Daher sind PPI-Helices in biologischen System selten, die
PPII-Helices dagegen héufig in gefalteten Proteinen [109] und ungefalteten Polypeptiden
[108] zu finden, so auch bei den Liganden der Ena/VASP-EVHI1-Doménen [10].

Die PPII-Helix hat genau drei Prolin-Reste je Drehung und der Anstieg der Helix ist
9,3A je Drehung, withrend die PPI-Helix mit 5,6 A je Drehung kompakter ist und fiir
eine Drehung etwa 3,3 Proline benétigt [55] (siehe auch Abb. . Im Gegensatz zu
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M g
Abbildung 0.6.: Vergleich zwischen den PPI (oben) und der PPII (unten), in einer Sei-
tenansicht (links) und einer Draufsicht (rechts). Beide Sequenzen haben

die gleiche Anzahl an Resten, dabei ist die PPI ist kompakter, als die
PPII.
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den Sekundérstrukturen a-Helix und -Faltblatt zeigen Polyprolinhelices keine intramo-
lekularen Wasserstoffbriicken der Hauptkette. In der PPII scheint jedoch die (n — p*)-
Interaktion zwischen dem Carbonylsauerstoff O;_; und dem Carbonylkohlenstoff C; die
Hauptkette der PPII zu stabilisieren [55], 53]. Anders als in der PPI-Helix zeigen in der
PPII-Helix die Carbonylsauerstoffe etwa im 90 °-Winkel von der Helix weg, und sind
so fiir Interaktion mit Bindungspartnern leichter zugénglich. Die Carbonylsauerstoffe der
Polyprolinsequenz sind zusétzlich basischer, damit elektronenreicher und bessere Wasser-
stoffbriickenakzeptoren als andere proteinogene Aminoséuren [I14]. Die eingeschrénkte
Flexibilitdt von Polyprolinsequenzen bedeutet einen energetischen Vorteil fiir die Bin-
dung solcher Sequenzen gegeniiber anderen Sequenzen, die sich erst in eine bindungsak-
tive Konformation falten miissen [63].

Die PPII-Helix ist achsensymmetrisch (pseudo C2 Rotationssymmetrie [10]), weshalb
fiir die Bindung zwei grundsétzliche Modi fiir eine PPPP-Sequenz denkbar sind: Das
erste und das vierte Prolin zeigen in Richtung Oberfliche des Bindungspartners (PxxP
bzw. Modus 1; die als x bezeichneten Proline zeigen Richtung Losungsmittel), oder das
zweite und dritte Prolin zeigen in Richtung Bindungspartner (xPPx bzw. Modus 2) [10].
Die Ena/VASP-EVH1-Doménen erkennen die PPII-Helix im Modus 1, was sich auch im
Konsensusmotiv (F/W)Px¢P niederschligt (vergleiche Abb. [0.4).

Bisherige Versuche der Ligandenentwicklung Bei der Entwicklung von Inhibitoren
gegen die Ena/VASP-Familie gab es bisher drei Ansétze: (i) Abwandlung eines bereits
existierenden Peptidliganden [121], (ii) Entwicklung von kleinen synthetischen Proteinen
[54, [46] und (iii) von assemblierten synthetischen Peptiden [60)].

Im ersteren Fall wurden von Zimmermann et al. die bindungsrelevanten Proline durch
Sarkosin ersetzt (entweder beide oder nur das N-terminale) und dessen sekundéres Amin
wurde mit einer, ein priméres Amin enthaltenen, Komponente umgesetzt [121]. Die sich
daraus ergebenen N-substituierten Peptoide wiesen jedoch alle eine geringere Affinitét
als das verwendete Ausgangspeptid auf.

Im zweiten Fall wurden von Golemi-Kotra et al. [46] bzw. Holtzman et al. [54] zwei
synthetische Miniproteine erzeugt, pGolemi bzw. pGol-2, wobei pGolemi mit ca. 700 nM
an Mena-EVH1 band. Diese Proteine haben allerdings ein Molekulargewicht von ca.
3,5kDa und sind daher als Wirkstoffe nicht nur zu grof, sondern auch ihrer peptidschen
Natur wegen als Wirkstoff ungeeignet.

Im dritten Fall wurden durch Hunke et al. assemblierte Peptide, bestehend aus einem
linearen und einem cyclischen Anteil, fiir Mena-EVH1 untersucht, wobei sie auch Ligan-

den fanden, die im einstelligen mikromolaren Bereich an Mena-EVH1 banden [60]. Diese
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Inhibitoren besaflen jedoch mit 26 Resten und ihrer peptidischen Struktur wie pGolemi

und pGol-2 eine ungiinstig hohes Molekulargewicht und weiterhin eine peptidische Natur.

Ersetzungen von Prolinen und PPII-Mimetika Bei der Enwicklung von Peptidomime-
tika fiir die Ena/VASP-EVH1-Domaénen stellt die Ersetzung der PPII-Helix im Allgemei-
nen ein Problem dar, da der Bindungsmodus des Protein-Ligand-Komplexes sehr stark
an dieses Strukturmerkmal angepasst ist. Es gibt eine Reihe an Versuchen zur Erzeugung
von PPII-Mimetika bzw. Ersetzungen von Prolinen in PPII-Helices, jedoch mit gemisch-
tem Erfolg und — bis auf die Arbeit von Zimmermann et al. [I2I] — hauptséchlich mit
SH3-Doménen als Target: So war zwar Ngyen et al. erfolgreich [84], die meisten anderen
bekannten Versuche lieferten jedoch Liganden, die mit geringerer Affinitdt als ihre Aus-
gangspeptide banden [103] [121] 117, [83], 26]. Dabei scheint es haufig so zu sein, dass die
PPII-Mimetika zwar die Konformation der PPII aufweisen, die gemachten Anderungen
jedoch zu einer Stérung der Bindung fiithrten.

Wir haben fiir diese Arbeit zwei Diprolin-PPII-Mimetika — den Baustein X [119] [118]
61] und Spir2 [101] — zur Verfiigung, die exklusiv als PPII-Mimetika fiir die Ena/VASP-
EVHI1-Doménen konzipiert wurden (siche Abb. , auch wenn sie — mit geringer Ver-
schlechterung der Affinitdt — bei Fyn-SH3 eingesetzt werden konnten [119] E] Bei beiden
PPII-Mimetika wurden zwei Proline iiber eine Vinylbriicke verkniipft, wobei fiir den
X-Baustein die Vinylbriicke den dritten Kohlenstoff des C-terminalen Prolins mit dem
ersten Kohlenstoff des N-terminalen Prolins verbindet, und fiir den Spir2-Baustein den
dritten Kohlenstoff des C-terminalen Prolins mit dem C,-Kohlenstoff des N-terminalen
Prolins verbriickt. Beide Bausteine sind dabei enantiomerenrein und haben die Konfigu-
ration der PPII.

Ziel der Arbeit: Ligandenentwicklung zur Inhibibtion der Ena/VASP-EVH1-Domanen
Peptide und Proteine konnen zwar sehr hochaffine Inhibitoren von Protein-Protein-
Interaktionen darstellen, wegen ihres peptidischen Charakters sind sie allerdings als Wirk-
stoffe denkbar ungeeignet: Sie konnen durch den Stoffwechsel schnell inaktiviert werden
und sind schlecht bioverfiighar [69]. Daher suchen wir organische Molekiile, die einer-
seits zur kompetitiven Inhibition der Protein-Protein-Interaktionen fahig sind und zum
anderen ihren peptidischen Charakter weitestgehend verloren haben und eine bessere

Bioverfiigbarkeit besitzen.

2Zusétzlich zeigte sich in der Arbeit von Zaminer et al. [119], dass die von Li et al. als erfolgreich bewer-
tete Entwicklung eines nanomolar bindenden selektiven Liganden fiir Fyn-SH3 [75] nicht reproduziert
werden konnte und der entsprechende Ligand nur im einstelligen mikromolaren Bereich band.
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Fiir diesen Zweck verwenden wir das struktur- und ligandbasierte rationelle Design
von Peptidomimetika, wie es in Klebes Buch Wirkstoffdesign beschrieben wurde [69].
Wir gehen also von einem bereits bekannten Peptidliganden aus, der iiber verschiedene
Schritte sukzessiv abgewandelt wird. Dazu verwenden wir die gut untersuchte Peptidse-
quenz SFEFPPPPTEDEL aus dem Protein ActA des phatogenen Bakteriums Listeria
monocytogenes [49] [78, 85 [8, 9]. Mit dem Konsensusmotiv (F/W)Px¢P wurden bereits
die relevanten Aminoséuren in diesem Peptid bestimmt [8, 9], auferdem wurde erkannt,
dass das Kernmotiv FPPPP des ActA-Peptids fiir die Bindung allein nicht ausreichend
ist, sondern dass die das Kernmotiv flankierenden Sequenzen SFE und TEDEL auf die
Affinitat der Bindung einen modulierenden Einfluss haben [9].

Fiir die Ligandenentwicklung ist die Bestimmung der Dissoziationskonstante K1 bzw.
freien Enthalpie AG®° zentral, da es sich hierbei eine Optimierungsaufgabe handelt: Finde
einen Inhibitor so, dass dessen Kp (bzw. AG®) und sein Molekulargewicht gegen null
(bzw. minus unendlich) lduft, oder wenigstens eine zu setzende Marke unterschreitet.
Fiir die Losung der Optimierungsaufgabe wollen wir den chemischen Raum um einen zu
setzenden Startpunkt — der in diesem Falle das ActA-Peptid ist — auf die freie Enthalpie
hin untersuchen, wobei uns hier prinzipiell nur die Anderung in der freien Enthalpie
AAG gegeniiber dem Startpunkt interessiert. Analog zu den Lésungen von nichtlinearen
Regressionsproblemen ist AAG der Gradient der freien Enthalpie des chemischen Raumes
um den Startpunkt herum, den wir verwenden, um uns das globale Minimum an freier
Enthalpie heranzutasten.

Als ersten Schritt wandeln wir dazu die Seitenketten der relevanten Aminoséuren des
ActA-Peptids ab, wobei wir mit den zur Verfiigung stehenden PPII-Mimetika X und
Spir2 zusétzlich eine Versteifung der Konformation vornehmen. Dabei sollen auch die
beiden PPII-Mimetika validiert werden. Wir wollen dann die flankierenden Sequenzen
abwandeln bzw. auch verkiirzen, um so weitere Affinitdtsgewinne zu erzielen, aber auch

um das Molekulargewicht zu verringern.
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1. Scaffoldsynthese

Die in dieser Arbeit verwendeten (Fmoc-geschiitzten) Diprolinbausteine X und Spir2 (sie-
he Abb. wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. H.-G. Schmalz an der Organischen
Chemie der Universitiat zu Koln von Jan Zaminer, Peter Huy und Cédric Reuter synthe-

tisiert [L19} (I8, 61, 101].

X-Baustein Spir2-Baustein

g
s
N

Abbildung 1.1.: Die verwendeten Diprolinbausteine. Fiir die Peptidsynthese war das se-
kundire Amin Fmoc-geschiitzt.

2. Peptidsynthese und

Peptidstammlosungen

Die Peptide wurden nach dem Standard N%-9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) Fest-
phasen-Protokoll mit einem ABI 433A Automaten (Applied Biosystems) im Batchwise
Mode synthetisiert [I9]. Die fiir die Synthese benétigten Fmoc-geschiitzten Aminosauren

wurden — sofern es sich nicht um die beiden Diprolinbausteine handelte — iiber RIS

Biotech bezogen.
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Die Peptide wurden mittels praparativer Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie an einem LC-10AD System (Shimadzu) gereinigt, wobei bei 220 nm detek-
tiert wurde. Die Reinheit der Endprodukte wurde mittels analytischer Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie bestimmt und war > 95 %. Die erwarteten molaren Massen der
Peptide wurden mittels des Matrix-unterstiitzten Laser-Desorption/Ionisation Flugzeit-

massenspektrometer Voyager-DE STR (Applied Biosystems) bestéatigt.

Die Synthese, Aufreinigung und Massenbestimmung der Peptide wurde im Arbeitskreis

von Dr. Michael Beyermann am FMP Berlin durchgefiihrt.

Fiir die Stammlosungen wurden die Peptide mit der Mikrofeinwaage AT21 Comparator
(Mettler Toledo) in Protein LoBind Reaktionsgefiafe (Eppendorf) eingewogen. Der pH
der Losungen wurde mittels der Mikro-pH-Elektrode InLab®Micro (Mettler Toledo)
bestimmt, und wenn notwendig wurde der pH-Wert mit von den Puffern abgeleiteten
basischen oder sauren Losung eingestellt. Die Peptide wurden dann bei —20°C oder —25°C

gelagert.

3. Spotarrays

Die an Whatman-50-Zellulose gebundenen Peptide wurden mittels einer automatisierten
Spotsynthese synthetisiert [52], wobei die Synthese und Qulitatskontrolle der Spotmem-

branen im Arbeitskreis von Dr. Michael Beyermann am FMP Berlin durchgefiihrt wurde.

Die Membran mit den Peptiden wurde mit Ethanol und Phosphatpuffer (40 mM Na-
trium-Phosphat, pH 7,3, 100mM NaCl, 1mM DTT) gewaschen und mit Milchpuffer
in Phosphatpuffer geblockt. Nach Waschen mit Phosphatpuffer wurde 10 pg/mL GST-
VASP-EVHI1 Fusionsprotein in Milchpuffer in Phosphatpuffer iiber Nacht bei 4°C inku-
biert. Nach Waschen mit Phosphatpuffer wurde mit einem Meerrettichperoxidase konju-
gierten Anti-GST-Antikorper (GE Healthcare) inkubiert und danach wurde die Membran
wieder mit Phosphatapuffer gewaschen. Die Bindung wurde nach Zugabe des chemilumi-
neszenten Substrats Peroxid /Luminol (Amersham ECL Prime Western Blotting detecti-

on reagent) mit einem Lumilmager™ (Boehringer Ingelheim) detektiert.
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4. Proteinexpression und -lagerung

VASP-, EVL- und Enah-EVHI wurden als Glutathion S-Transferase (GST) Fusionspro-
tein in E. coli BL21(DE3) exprimiert und nach Sonifizierung mittels einer Glutathion
Sepharose 4B Sdule (GE Healthcare) aufgereinigt. Der GST-Tag wurde mit Thrombin
(GE Healthcare) abgespalten und das Gemisch mittels Gelfiltration an einer Superdex
75 Séule (GE Healthcare) aufgereinigt [9)].

Alle *N-markierten Proteine wurden in E. coli BL21(DE3) in Minimalmedium mit

15NH,4Cl wie oben beschrieben exprimiert und aufgereinigt [9] 40].

Die Proben wurden dann mit Amicon Centriplus-10 concentrators (Millipore, Billerica,
USA) aufkonzentriert [9]. Gegebenfalls wurden die Proteine aliquotiert und in fliissigen
Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Zum schnellen Auftauen wurden die
Aliquots in einem Thermoschiittler bei 25°C geschiittelt und danach fiir 5min bei 4°C
und 16100 rcf zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.

Die Konzentration wurde mittels UV-Adsorption bei 280 nm bestimmt, wobei wir die
Extinktionskoeffizienten eyasp-gvii = 20970 (Mxcm) ™!, egnan-pvar = 16960 (M xcm) ™t

und egvr-gvar = 18450 (M x cm)~! verwendeten.

5. Verwendete Gerate und

Versuchdurchfiihrung

Alle Experimente wurden in Phosphatpuffer (40 mM Natrium-Phosphatpuffer, pH 7,3,
100 mM NaCl, 1mM DTT) und bei 25°C durchgefiihrt, soweit nicht anders angegeben.
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5.1. Fluoreszensspektrometer

Zum Einsatz kamen das FP-6500 (Jasco) fiir die FT und die CVM, und das Cary Eclipse
(Varian) nur fir die CVM. Fiir die FT wurde eine 3x10mm Halbmikrokiivette mit
Riihrfeld aus dem Quarzglas Suprasil (Hellma) mit Magnetriihrer verwendet, und fiir die
CVM eine 3x3mm Ultramikrokiivette aus Quarzglas Suprasil (Hellma).

Fiir das FP-6500 verwendeten wir eine Anregungswellenldnge von 298 nm, Spaltbreite
Inm (FT) bzw. 3nm (CVM) und Emissionswellenléinge von 340 nm, Spaltbreite 3nm.
Fiir die Titration der Trp-haltigen Liganden setzten wir die Anregungswellenlédnge auf
300 nm. Fiir jeden Messpunkt wurde 0,5sec (FT) bzw. 4sec (CVM) die Intensitdt ge-
messen und gemittelt.

Fiir das Cary Eclipse verwendeten wir eine Anregungswellenldnge von 298 nm, Spalt-
breite 5nm, und eine Emissionswellenlange von 340 nmm Spaltbreite 5nm. Fiir jeden
Messpunkt wurde 4 sec (CVM) die Intensitit gemessen und gemittelt.

Zur Pipettierung und Bereitung der Protein- und Ligandlésung und zur Injektion der
Ligandlosung wurde Plastikmaterial mit geringer Adsorptionsfahigkeit verwendet (Ep-
pendorf, Biozym, G.Kisker).

Die Auswertung der Daten wird im Abschnitt Theorie dieser Arbeit beschrieben, wobei
die Auswertung selbst mittels R [95] oder modernen Fortran und dem Paket ODRPack [21]
durchgefiihrt wurde.

Durchfiihrung FT Es wurden 800 pL einer 5 bis 10 pM Proteinlosung in die Halbmikro-
kiivette vorgelegt und fiir 5 min temperiert. Fiir die Titration wurden 5 pL Ligandlésung
mit einer variablen 10 pL-Pipette (Eppendorf) in die Kiivette injiziert, dabei wurde die Pi-
pettenspitze fiir die gesamte Titration nicht gewechselt. Zwischen zwei Injektionen wurde
ca. eine Minute gewartet. Insgesamt wurden 20 Injektionen durchgefiihrt (entsprechend
100 pL an injiziertem Ligandvolumen). Die Losung in der Kiivette wurde gleichméssige
geriihrt und es wurde darauf geachtet, dass das gesamte Volumen der Losung in der

Kiivette stets homogen durchmischt war.

Durchfiihrung CVM  Der Volumenanteil d)L der Ligandlésung wurde in 0,1-Schrit-
ten von 0 bis 1 variiert, wobei das Gesamtvolumen aus Protein- und Ligandlésung kon-
stant bei 70 uLL lag. Die Losungen der einzelnen Messpunkte wurden vorgelegt. Die ma-
ximale Konzentration des Proteins war 10 pM und die maximale Konzentration des Li-
ganden wurde so variiert, dass das Maximum des CVM-Plots den Wert ¢1, = 0,2 nicht
unterschritt. Die Ligandlosung wurde in der 3x3 mm Kiivette fiir 5 min temperiert und

dann vermessen.
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5.2. Isotherme Titrationskalometrie

Zum Einsatz kam die VP-ITC und ITC200 (MicroCal, GE). Die Proteinkonzentration in
der ITC-Zelle war 20 pM (VP-ITC) bzw. 100 pM (ITC200) und die Ligandkonzentration
in der Injektionsspritze wurde so gewéhlt, dass eine sinnvolle Titrationskurve entstand. Es
wurde darauf geachtet, das kein pH-Diskrepanz grosser als 0,05 pH-Einheiten auftrat. Die
Anwesenheit von 1 mM DTT im Puffer hatte generell keinen Einfluss auf die Messungen,
da das DT'T nie frisch zu gesetzt wurde.

Die Injektionsvolumina waren 10 uL. (VP-ITC) bzw. 3,8 pL. (ITC200), wobei die erste
Injektion ein Volumen von 5pL (VP-ITC) bzw. 1nL (ITC200) hatte. Die Anzahl an
Injektionen waren 28 (VP-ITC) und 11 (ITC200), die Referenzpower 18 pcal/sec (VP-
ITC) bzw. 11 pcal/sec (ITC200), die Riihrgeschwindigkeit war 307 sec™! (VP-ITC) bzw.
1000sec™! (ITC200). Die Filter Period war fiir beide Geriite 2 sec.

Zur Auswertung wurde das Origin-basierte Programm von MicroCal [82] und die
Skriptsprache R [95] verwendet, wobei die Auswertung selbst im Abschnitt Theorie dieser
Arbeit beschrieben wird. Die integrierten Warmen je Injektion wurden fiir die Datenaus-

wertung von Kalorie in Joule umgerechnet (Internationale Tafelkalorie: 1 cal = 4,1868 J).

5.3. NMR-Titration

Die N-HSQC NMR-Spektren wurden mit einem DRX600 Spektrometer (Bruker) in
der Standardkonfiguration mit einem Triple-Resonanz-Probenkopf mit Drei-Achsen ab-
geschirmten Gradientenspulen aufgenommen. Die Konzentration des Proteins war min-
destens 200 pM, wobei die Losung 10 % D2O enthielt. Die Peptide wurden schrittweise
zugegeben und dann wieder ’N-HSQC NMR-Spektren aufgenommen.

Die Daten wurden mit XNMR prozessiert und mit Sparky (T. D. Goddard and D. G.
Kneller, SPARKY 3, University of California, San Francisco) ausgewertet. Die chemische
Verschiebung eines Peaks Ad wurde aus den chemischen Verschiebungen der Protonen-
Adny und der Stickstoffachse Adyn berechnet:

/ AH2
A =\ A%y + 1—5N (5.1)

5.4. CD-Schmelzkurven

Es wurde das Gerét J-720 (Jasco) mit der Temperatureinheit PTC-4235/15 (Jasco) ver-
wendet. Die Kiivette (Hellma) hatte eine Schichtdicke von 1 mm.
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Fiir die Schmelzkurven wurde bei einer Wellenlédnge von 208 nm (1 nm Spalt) gemessen.
Der Temperatur wurde von 4°C auf 90°C mit 60°C/h erhoht und mit einer Auflésung
von 0,1°C gemessen. Es wurde fiir jeden Punkt iiber 4 sec gemessen und dann gemittelt.

Die Empfindlichkeit des Gerétes war auf 100 mdeg eingestellt.

5.5. Differentialkalorimetrie (DSC)

Es wurde das Gerdt VP-DSC (MicroCal, GE) verwendet. Die Messung fand iiber einen
Temperaturbereich von 30°C bis 60 °C statt, wobei eine Scan-Rate von 60°C/h mit einer

Response-Time von 6,59 sec verwendet wurde.

6. Verwendete Programme

Die Modellierungen wurden mit Sybyl X (Tripos) erstellt. Die molekularen Graphiken
wurden mittels des UCSF Chimera Paketsﬂ erstellt [91]. Chimera wurde von der Resource
for Biocomputing, Visualization, and Informatics an der University of California, San
Francisco entwickelt, mit Unterstiitzung des National Institutes of Health, USA. Die
Skripte zur Auswertung wurden in R [95] geschrieben, ausser fiir die implizite CVM, wel-
ches in modernem Fortran — unter Verwendung des Programmpakets ODRPack [2I] — ge-
schrieben wurde. Zur Untersuchung der Kristallstruktur eines Protein-Ligand-Komplexes
auf die Existenz von Kation-m-Wechselwirkungen wurde das Programm CaptureE] [43]

verwendet.

"http://www.cgl.ucsf.edu/chimera
2http://capture.caltech.edu/
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7. Die thermodynamischen Parameter

Die Gleichgewichtskonstante Allgemein gehen wir bei der Interaktion von einem Pro-
tein mit einem Liganden davon aus, dass eine einfache eins-zu-eins Reaktion vorliegt.
Aus Griinden der Allgemeinheit wird dies aber meist so formuliert, dass das Protein P

n identische und unabhéngige Bindungsstellen fiir den Ligand L beséfe [63]:

kon
P+nL = PL, (7.1)

koﬂ
Wichtig an der Reaktion ist, dass es dabei zu keiner Umsetzung der Edukte kommt.
Daher ist die totale Konzentration an Protein bzw. Ligand konstant und setzt sich aus
der Menge an ungebundenen (freien) Protein bzw. Ligand und der Menge an Protein-

Ligand-Komplex zusammen:

Py =P+ PL,

(7.2)
Li =L+ nPL,

Fiir die Vorlage eines Gleichgewichtes erhalten wir iiber das Massenwirkungsgesetz
fir die Reaktion (7.1)) die dazugehorige Kp, wobei wir annehmen, dass eine ideal ver-
diinnte Losung vorliegt und die Aktivitdten fiir P, L und PL,, durch die entsprechenden
Gleichgewichtskonzentrationen [P], [L] und [PL,,| ersetzt werden kénnen:

[ap] [ar]" _ [P]IL]"

KD = [aPLn} ~ [PLn] (73)

Der Vorzug der Kp gegeniiber der Assoziationskonstante Kn = 1/Kp motiviert sich da-
durch, dass Kp weniger anschaulich ist, als die Kp. So ist die Einheit der Kp [M] (mol je
Liter) die einer Konzentration und sie wird um so kleiner, je stirker das Gleichgewicht auf
der Seite des Komplexes liegt. Demgegeniiber hat die Assoziationskonstante die Einheit
[1/M] und wird um so grofer, je mehr das Gleichgewicht auf der Seite des Komplexes
liegt.

Die Kp ldsst sich auch dynamisch als das Gleichgewicht deuten, dass sich zwischen
der Zerfalls- und Bildungsreaktion des Protein-Ligand-Komplexes der Reaktion mit
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n = 1 einstellt:

@:konXPXL—kOHXPLZO
dt
kot (7.4)
Kp = 222
- Fon

Hierbei sind ko und ko, die Reaktionsgeschwindigkeiten der Zerfalls- und Bildungsre-
aktion. Wir verringern die Kp wenn wir kog verringern und/oder ko, erhéhen. Letztere

wird aber nach oben durch Diffusion der beiden Edukte begrenzt.

Die freie molare Reaktionsenthalpie Die AG® fiir die Reaktion ([7.1)) ist definiert als
die Anderung der freien Enthalpie eines mols an Protein-Ligand-Komplex gegeniiber den

freien Enthalpien eines mol an freiem Protein und n mol freiem Ligand:
AG° = —-Gp —nGL + GpL, (7.5)

Verkniipft mit der Dissoziations- bzw. Assoziationskonstante lautet AG® fiir die Reaktion

-1):
AG°=RT In (ﬁ@) = —RT In(1M x Ky) (7.6)

Dabei ist R die universelle Gaskonstante und 7' die absolute Temperatur. Der Term 1 M
bedeutet ein mol je Liter und normiert die Dissoziations- bzw. Assoziationskonstante.

Héaufig wird zwischen der freien Enthalpie fiir die Dissoziation und Assoziation unter-
schieden, wobei der Unterschied lediglich im Vorzeichen besteht, entsprechend dem Zerfall
oder der Bildung von PL,,. Die freie Bildungsenthalpie hat ein negatives Vorzeichen, wenn
die Reaktion freiwillig von links nach rechts ablauft. Die freie Zerfallsenthalpie hatte
dann entsprechend ein positives Vorzeichen. In dieser Arbeit beziehen wir uns stets nur
auf die freie Bildungsenthalpie, wie sie in angegeben ist.

Die freie molare Reaktionsenthalpie AG® kann als Summe iiber alle freien molaren
Reaktionsenthalpien AG; aller m Teilprozesse der Reaktion geschrieben werden:

AG® =Y AG; (7.7)
=1

Die Art der Aufteilung AG® hingt von der jeweils gewiinschten Betrachtung bzw. jeweils
verwendete Messmethode ab. So kann nach Froloff et al. [41] die freie molare Reaktions-
enthalpie in elektrostatische, unpolare und konformationelle Anteile zerlegt werden. Fiir

das Verfahren der isothermen Titrationskalorimetrie kann AG®, analog zur Darstellung
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in [7, [89], in Anteile der intrinsichen Bindung, der konformationellen Anderungen von
Protein und Ligand bei der Bindung, Austausch von Protonen bei der Bindung, Solvati-

sierungen usw. aufgeteilt werden, d. h. in jeden an der Reaktion (7.1)) beteiligten Prozess.

Auch die gemessene Dissoziationskonstante ist ein Wert {iber alle beobachteten Teil-
prozesse der Reaktion (7.1). Wegen der Verkniipfung ((7.6)) der Dissoziationkonstante mit

der freien molaren Reaktionsenthalpie, erhalten wir fiir die Gesamt-Kp:

O AG? " (Kp
KDleHexp[ ’]:1MH< ) (7.8)
P RT 1M

=1

Der Wert der ermittelten Kp héngt damit auch — wie AG°— davon ab, welche Teilreak-

tionen von ([7.1)) mit den jeweils verwendeten Methoden gemessen werden.

In dieser Arbeit ist die reine Angabe der Kp bzw. AG® zwar interessant, wirklichen
Nutzen im Sinne der Entwicklung hoher affiner Liganden bringt allerdings erst der Ver-
gleich der Affinitét des zu untersuchenden Liganden mit der einer niitzlichen Referenz.
Wegen der Additividt von AG° verwenden wir die Differenz AAG:

AAG = AGY, — AGY (7.9)

Die molare Reaktionsenthalpie und -entropie Die fiir uns so wichtige freie molare
Reaktionsnenthalpie AG® ist ein thermodynamisches Potential mit den unabhéngigen
Parametern der Temperatur 7" und des Druckes p, wobei die Temperatur und der Druck
wahrend unserer Messungen konstant bleiben. Per definitionem setzt sich AG® aus der
molaren Reaktionsenthalpie pro Formelumsatz (A H) und molaren Reaktionsentropie pro

Formelumsatz (AS) zusammen [70]:

AG° = AH —TAS (7.10)

Innerhalb dieser Arbeit werden wir uns statt auf AS, auf die entropische molare Re-
aktionsenergie pro Formelumsatz (—T AS) beziehen. Der Vorteil liegt in der besseren
Vergleichbarkeit von Enthalpie und entropischer Energie und deren Anteil an der freien
Enthalpie AG® begriindet, da die freie Enthalpie dann einfach die Summe aus Enthalpie

und entropischer Energie ist.

Ersetzen wir jedes AGY in ([7.7) mit der Definition der freien Enthalpie, so folgt, dass
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auch AH und AS bzw. —T AS additiv sind:

AH = f: AH;
= (7.11)
—TAS=-T Z AS;

=1

Die Druckabhéngigkeit von AG® ist fiir unsere Belange vernachléssigbar, jedoch wollen
wir hier kurz auf die fiir uns wichtigere Temperaturabhéngigkeit von AG® eingehen. Dabei
sind AH und AS mit der Temperatur iiber die AC}, verbunden [70]:

AH(Ty) = AH(TY) + | AC,dT
T

Ty A
AS(Ty) :AS(T1)+/ gp
T

(7.12)
dT

Hierbei ist T} die Ausgangstemperatur und 75 die Endtemperatur. Aufgrund der Defi-
nition von AG® (siehe (7.5))) und den davon abgeleiteten Definitionen fiir AH und AS
ist AC}, die Differenz der Wéarmekapazitit eines mols an Protein-Ligand-Komplex gegen-
iiber den Warmekapazitiaten eines mols an freiem Protein und n mol an freiem Ligand.
Wegen der Additivitédt von AH und AS ist auch AC}, additiv.

ACY, reflektiert die Anderung in der Dispersion der Enthalpie bzw. Entropie und damit
auch die Anderung an mdoglichen Zusténden fiir den Protein-Ligand-Komplex gegeniiber
den freien Komponenten. Sie wird negativ, wenn der Komplex weniger freie Zustén-
de besitzt, als die freien Komponenten und positiv, wenn die moglichen Zustédnde des
Protein-Ligand-Komplexes gegeniiber den freien Komponenten zunimmt. Allgemein geht
man davon aus, dass ein negativer Wert fiir AC,, eine hydrophobe und eine positiver
Wert eine hydrophile Interaktion zwischen Protein und Ligand bedeutet [47, 90, 27]. Ist
der Wert fiir AC,, nahe null kann daher von einer Kompensation von hydrophober und

hydrophiler Interaktion gesprochen werden.

Zusammenhang zwischen Dissoziationskonstante und molarer Reaktionsenthalpie
und -entropie Wir kénnen mit der Definition der freien Enthalpie (7.10) und der Be-
ziehung zwischen der freien Enthalpie und der Dissoziationskonstante Kp (7.6]) fiir die

Dissoziationskonstante eine Beziehung zur Enthalpie und Entropie der Reaktion herstel-

Kp = M exp {—A}f] exp [}Azl;[} (7.13)

len:
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Mit dieser Gleichung ist wiederum eine Verbindung zur kinetischen Definition ((7.4)) der
Dissoziationskonstante moglich. Dazu betrachten wir die Arrhenius-Gleichung [2], die eine

Verkniipfung zwischen der Temperatur und der Reaktionsgeschwindigkeit k& herstellt:

E,
k= A exp [_RT] (7.14)
Hierbei ist E, die Aktivierungsenergie, d. h. die Energie, die notwendig ist, um vom einem
Zustand Z; nach Z3 zu gelangen. Der Faktor A ist die maximale Reaktionsgeschwindig-
keit, die wir beobachten wiirden, wenn die Temperatur unendlich hoch oder die Aktivie-
rungsenergie null ware. Fiir die Reaktion haben wir nun zwei Reaktionskonstanten
kon und ko, jeweils fiir die Hin- und die Riickreaktion, mit entsprechend F, o, und Fq of
den Aktivierungsenergien und A, und A.g den maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten
der Hin- und Riickreaktion. Mit der kinetischen Definition der Dissoziationskonstante
und der Arrhenius-Gleichung erhalten wir:

o Aoff EJa7 on — E’a7 off
Kp = exp [RT] (7.15)
Durch Vergleich mit ([7.18]) kénnen wir fiir die Enthalpie AH ableiten:
AH = Eq on — Eq of = AE, (7.16)

D.h. die molare Reaktionsenthalpie ist die Nettoenergie AF,, die bei der Reaktion frei
wird bzw. aufgewendet werden muss, um den Protein-Ligand-Komplex zu bilden. Wir
werden diese Nettoenergie kalorimetrisch als Warme bestimmen. Wird bei der Reaktion
dabei Wirme frei (exotherme Reaktion), ist der Protein-Ligand-Komplex energetisch

stabiler als die freien Komponeneten.

Durch Vergleich von (7.18)) mit (7.15]) erhalten wir fiir die molare Reaktionsentropie:

_ Aoff _ K]%nt
AS=—-RIn |:MAon:| =—-R ln[ % } (7.17)

Diese Gleichung ist dquivalent zur Boltzmann-Formulierung der Entropie S = kg In (2,
wobei dort kg die Boltzmannkonstante und €2 die Anzahl von Mikrozustinden ist. In
unserem Fall haben wir es nicht mit der Entropie S, sondern mit der Differenz der molaren
Entropien der gebundenen und der freien Komponenten zu tun (d.h. Na (Sgebunden —
Strei) ), daher verwenden wir die Gaskonstante R. Die molare Reaktionsentropie beschreibt

also die Anderung der méglichen Mikrozusténde eines mol an Komplexes gegeniiber den
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freien Komponeneten. Es ist dabei zu beriicksichtigen, dass die Einheit von A.g [1/s]
und fiir Aoy [1/(sM)] betrdgt. Analog zur Definition der Kp iiber kog und kop in ,
lafst sich hier eine entropische Dissoziationskonstante Kf)nt definieren: K" = Aog/Aon.
Dieser Parameter beschreibt die Lage des Gleichgewichtes fiir die Reaktion unter
expliziten Ausschluss enthalpischer Effekte, d. h. fir AE, = 0. Die Kp kann damit auch

geschrieben werden als:

Kp = K& exp [ (7.18)

AH
RT
Ist die Bildung des Protein-Ligand-Komplexes eher unwahrscheinlich, d. h. K™ ist gross,
so muss bei der Bindung ein hoher Betrag an Energie frei werden, soll die Kp dennoch

klein werden.

Stellen wir uns ein Protein und einen Liganden in einem Losungsmitteltropfen im
Gleichgewicht vor, so kénnen wir prinzipiell die (verallgemeinerten) Koordinaten ¢ und
Impluse p des Systems in einem Phasenraum darstellen [48]. Das System entwicklet sich
in der Zeit entlang einer Trajektorie durch diesen Phasenraum, wobei jeder Punkt der
Trajektorie die Konfiguration des Systems zu einem bestimmten Zeitpunkt ist. Die Tra-
jektorie des Systems im Gleichgewicht wird auch fiir einen unendlichen langen Zeitrum
ein bestimmtes Gebiet des Phasenraums nicht verlassen, wobei wir dieses Gebiet in zwei
Bereiche zerlegen koénnen, in dem im ersteren das Protein und der Ligadn dissoziert
und im zweiteren assoziert vorliegen. Wenn wir von enthalpischen Effekten absehen, so
ist jeder Punkt des Gebietes gleichwertig. Die Wahrschheinlichkeit, dass die Trajektorie
vom nicht-bindenden in den bindenden Bereich wechselt (Aoy,) bzw. verlidsst (Aog) hdngt
damit vom Verhiltnis der Grésse beider Bereich ab (siehe Abb. [7.1]). Ist der bindende
Bereich klein gegeniiber dem nichtbindenden, so ist Ao, klein, Ayg gross und damit Kle)nt
klein (siche Abb. A). Umgekehrt ist dann Aoy, gross, Aog klein und damit K2 klein

(siche Abb. [7.1]B).

Fiihren wir die Enthalpieinderung AH ein, so sind nun nicht mehr alle Punkte des
Gleichgewichtgebiets des Systems gleichwertig. So kann sich die Trajektorie im bindenden
Bereich durch enthalpische Effekte langer oder kiirzer aufhalten, so dass die Kp fiir den
Fall in Abb. [ZI]A kleiner als fiir den Fall in Abb. [.1IB sein kann.

Im Wirkstoffdesign wird héufig eine Erhéhung der Affinitdt durch Erhéhung der hy-
drophoben Wechselwirkung von Protein und Ligand erreicht [69]. Wegen der Wechsel-
wirkung mit den Wassermolekiilen sind die moglichen Konfigurationen des dissozierten
Systems gegeniiber dem assozierten System eingeschrénkt, so dass sich hier — {iber einer

Verringerung von K]%nt — eine Verringerung in der Kp ergibt.
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p A P B

Y
Y

Abbildung 7.1.: Deutung der molaren Reaktionsentropie fiir die Bindung: Stellt man sich
ein Protein und seinen Liganden in einem abgeschlossenen Losungsmit-
teltropfen im Gleichgewicht vor, so kann die Verédnderung des Systems als
eine Trajektorie im Phasenraum dargestellt werden (graue Linien). Da
sich das System im Gleichgewicht befindet, kann sich die Trajektorie nur
in einem Teil des Phasenraums aufhalten, der hier griin und rot dargstellt
ist, wobei der griine Bereich den ungebundenen und der rote Bereich den
gebundenen Zustand des Protein-Ligand-Komplexes meint. Die Trajek-
torie, deren Punkte die jeweils aktuellen Konfigurationen des Systems
sind, bewegt sich nun zuféllig in der Zeit durch das dem System mogli-
che Gebiet des Phasenraums und kann dabei den Bereich des gebundenen
Zustandes durchqueren. Dabei ist leicht ersichtlich, dass die Grosse des
Bereichs der Bindung, die Affinitét des Protein-Ligand-Komplexes beein-
flusst, entsprechned also Ayg und Agy, sofern von enthalpischen Prozes-
sen abgesehen wird. Je grosser der Bereich der Bindung gegeniiber dem
ungebundenen Bereich ist, desto stirker positiv wird AS bzw. stirker
negativ wird =T AS, d. h. Ayg wird klein und A,, grosser. Enthalpische
Prozesse kénnen die Affinitdt giinstig beeinflussen, in dem sie die Auf-
enthaltsdauer bzw. den Verlauf der Trajektorie im bindenden Bereich
erhdhen.
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Zusammensetzung von AH und AS Wir sind in der Lage die gemessenen Gesamtent-
halpie bzw. -entropie in jeden an der Bindung beteiligten Teilprozess zu zerlegen, genau
wie AG°. So setzt sich bpsw. nach O’Brien et al. [87] die Enthalpie wie folgt zusammen:

AH = AHiy + AHiont + myge (AHS™ + AHEIT) (7.19)

on on

Dabei ist A Hj,¢ die intrinsische Reaktionsenthalpie, die beobachtet werden wiirde, wenn
Ligand und Protein im gebundenen und im freien Zustand die gleiche Konformation beséa-

fe. A Hyopt ist die konformationelle Reaktionsenthalpie, die die notwendigen Konformati-
HKomplex

onsénderungen widerspiegeln, die bei der Bindung auftreten. Die Enthalpien AH;
und AHilngfer sind die Ionisierungsenthalpien, die entstehen, wenn es bei der Bindung

zum Austausch von Protonen kommt. Der Faktor ny+ ist die Anzahl an ausgetauschten
g Pufer

on

Protonen. Die Ionisierungsenthalpie A héngt auch von der Art des Puffers ab und
kann durch entsprechende Auswahl des Puffers verstiarkt oder abgeschwécht werden [47]
(Der von uns verwendete Phosphatpuffer hat eine kleine Ionisierungsenthalpie [47]). Es
sei darauf hingewiesen, dass die Einzelterme in selbst wieder als eine Summe von

Einzelenthalpien aufgefasst werden konnen.

Die in gemachten Zerlegung lisst sich natiirlich auf die Reaktionsentropie, die
freie Enthalpie und damit auf die beobachtete Kp iibertragen. Eine Konsequenz dar-
aus ist, dass die mit verschiedenen Messmethoden bestimmte Dissoziatonskonstante fir
gleiche Protein—Ligand Kombinationen unter den gleichen Puffer- und Temperaturbe-
dingungen durchaus unterschiedliche Werte annehmen kann. In dieser Arbeit verwenden
wir bpsw. die Anderung der Fluoreszenzintensitiit des Tryptophans bei Bindung des Li-
ganden und die Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) zur Bestimmung der Kp. Da-
bei messen wir fiir die Fluoreszenz nur die Anderungen um das Fluorophor, und damit
moglicherweise nur einen Teil der Bindungsereignisse, wie sie in dargelegt sind.
Demgegeniiber ist die ITC in der Lage die Geamtenthalpie AH zu bestimmen, was aber
nicht bedeuten muss, dass die ITC immer die Gesamtreaktion abbildet: Teilprozesse der
Bindung, die nicht enthalpisch wirksam sind, sind fiir die ITC unsichtbar. Es ist daher
nun die Ansicht des Autors, dass es keinen Sinn macht bei statistisch relevanten Diffe-
renzen fiir die Kp fiir verschiedenen Messmethoden nach der richtigen Kp zu fragen. Die
Dissoziationskonstante beschreibt die Lage des Gleichgewichtes der jeweiligen beobach-
teten Reaktion oder deren Teilschritte. Statt also nach der richtigen Kp (entsprechend:
nach der richtigen Reaktion), wére es besser eher nach der relevanten Reaktion und der
dazugehorenden Kp zu fragen, z. B. nach der intrinsischen Kp. Das bedeutet allerdings

einen gesteigerten Messaufwand. Und letztlich sind wir auch gar nicht an der Kp der
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Reaktion interessiert, sondern an der Stérke der Inhibition des interessierenden
Protein-Protein-Komplex durch den Liganden (unter physiologischen Bedingungen). Das
bedeutet aber meist einen sehr gesteigerten Messaufwand. Ausserdem ist die Kp von
(7.1) im allgemeinen ein ausreichender Anhaltspunkt fiir die zu erwartenden Inhibitions-
leistung des Liganden. Wie auch immer: statistisch signifikante Unterschiede fiir die Kp
gleicher Protein—Ligand-Titrationen liefern uns wertvolle Informationen iiber den Ablauf
der Bindung, da sie uns — quasi gratis — eine Zerlegung der freien Enthalpie AG® im
Sinne von liefern konnen. Dabei liefert die ITC eine Kp bzw. AG®° iiber alle ent-
halpisch wirksamen Reaktionen, wahrend die Fluoreszenz alle Reaktionen abbildet, die
zu Anderung der Intensitét aller beobachteten Fluorophore fiihrt (d.h. auch Reaktionen

die rein entropisch wirksam sind).
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8. Gleichungen fiir Konzentration des

Protein-Ligand-Komplexes [PL]

Nachfolgend werden die Modelle zur Schatzung der Dissoziationskonstante der Reaktion
(7.1)) hergeleitet bzw. dargestellt.

8.1. Stochiometrie gleich eins

Fiir n = 1 wird (7.2) in (7.3) eingesetzt und so umgestellt, dass wir eine quadratische

Gleichung in ihrer Normalform erhalten:
0 = [PL]* — [PL] (P, + Li + Kp) + Py Ly (8.1)

Die allgemeine Losung fiir diese quadratische Gleichung lautet natiirlich:

D P2
_p. (,) _
x1,2 5 D) q

Dabei ist x = [PL], p = —(Py + Ly + Kp) und ¢ = Py L.

Die allgemeine Losung besteht aus zwei verschiedenen Werten fiir [PL], wovon nur einer
physikalisch sinnvoll ist. Die Konzentration von [PL] kann wegen der angenommenen
Reaktion im Extremfall (Kp= 0) nur genauso grof sein, wie die totale Konzentration
des Bindungspartners mit der niedrigeren Konzentration: [PL] = min(Py, Lt). Fiir jede
reale Kp (d.h. Kp > 0) ist [PL] aber stets kleiner: [PL] < min(P¢, Lt). Nehmen wir nun
an, dass die physikalisch sinnvolle Losung diejenige sei, bei der die Summe aus der Wurzel
mit —p/2 gebildet wird. Dann wiirde fiir jede reale Kp gelten: [PL] > min(P¢, Ly), da fiir
jede Kp —p/2 > min(Py, Ly) und die Wurzel nicht negativ werden kann. Daher lautet

die physikalisch sinnvolle Losung;:

1
[PL] =5 (Pt + L + Kp — \/(Pt + Ly + Kp)® — 4PtLt) (8.2)
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8.2. Stochiometrie ungleich eins

Fiir n # 1, insbesondere bei der Annahme n € R, kénnen wir keine explizite Gleichung
fiir [PL] wie in (8.2]) angeben. Beim Einsetzen von (7.2) in (7.3 erhalten wir statt dessen

nach Umstellen die implizite Funktion:

Pt
0= —1) (Ly = n[PL,))" - K 8.3
(s =1) = nlPL)" - Ko (8.3

Um dennoch eine explizite Losung fiir den Fall n # 1 zu erzwingen, findet man auch
folgenden Ansatz [82] [116], bei dem die totale Proteinkonzentration Py mit einem Kor-
rekturfaktor IV belegt wird:

1
PL] = 2 <N P+ L + Kp — \/(N Py + Ly + Kp)? — 4NPtLt> (8.4)

Fiir diese Herangehensweise wird ausgenutzt, dass fiir n = 1 ein Mol Protein-Ligand-
Komplex ein Mol Protein ein Mol Ligand bindet. Entsprechend ist N dann eins. Fiir
n = 2 bindet ein Mol Protein zwei Mol Ligand. Beschreiben wir das wie eine eins-zu-eins
Bindung, so erscheint die totale Konzentration des Proteins verdoppelt, entsprechend ist
N dann zwei. Binden stattdessen zwei Mol Ligand ein Mol Protein, so erscheint bei einer
eins-zu-eins Beschreibung die totale Konzentration des Proteins halbiert, entsprechend
ist N =0,5.

Analog zu kann auch die totale Konzentration den Liganden mit einem Kor-
rekturfaktor M belegt werden, was sich anbietet wenn der Ligand iiber identische und

unabhéngige Bindungsstellen verfiigt:

1
[PL] = 5 (pt + ML+ Kp — \/(Pt + ML+ Kp)* — 4MPtLt> (8.5)

Zwischen N und M besteht die Beziechung N = 1/M.

Es sei hier aber darauf hingewiesen, dass die Korrekturfaktoren N bzw. M ihre Bedeu-
tung als stochiometrische Koeffizienten nur dann erhalten, wenn die totale Konzentration
P und L; genau genug bekannt sind. Besteht zwischen der angesetzten Konzentration
und der realen Konzentration fiir Protein oder Ligand ein Unterscheid, so wirkt IV oder M
als Korrekturfaktor der totalen Konzentration von Protein oder Ligand und sagt nichts

iber die Stochiometrie der Reaktion aus.
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9. Methoden zur Bestimmung der
Dissoziationskonstante iiber Messung
der Fluoreszenzintsitat von

Tryptophan

Gliicklicherweise enthalten alle EVH1-Doménen der Ena/VASP-Familie ein direkt an der
Bindung beteiligtes Tryptophan [I0]. Die speziellen fluoreszenten Eigenschaften dieser
Aminosédure kénnen wir als Reporter fiir die Bindung nutzen und so die Dissoziations-
konstante bestimmen [72].

Wir gehen nun davon aus, dass die gemessene Gesamtintensitit F' eine Summe der Ein-
zelintensititen F; der iten Fluorophorpopulation sei: F' =), F;. Wir haben in unserem
Falle nach prinzipiell vier Einzelpopulationen:

F=Fp+ I+ Fpr, + FB (9.1)

Dabei ist Fp die Intensitat des freien Proteins, F1, des freien Liganden, Fpr, des Protein-
Ligand-Komplexes und Fp ist die akkumulierte Intensitdt von allem, was nicht den drei
vorher genannten entspricht}

Bei ausreichender Verdiinnung der Fluorophore und bei Abwesenheit von Filtereffekten

sind die drei Intensitdten Fp, Fi, und Fpy, direkt proportional zur jeweiligen Konzentra-

tion:
Fp =aP
F, =0L (9.2)
FpL =~PL,

'Es sei daran erinnert, dass mit einem Fluoreszenzspektrometer mehr als nur die Fluoreszenz gemessen
werden kann und auch andere Effekte, wie die Raman-Streuung oder triibe Lésungen, einen Einfluss
auf das gemessene Signal haben [72]. Wir sprechen eben daher von F; als gemessener Intensitit und
subsummieren damit alle Effekte, die zum Signal beitragen, in einen Wert.
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Einsetzen von (9.2) und (7.2)) in (9.1), liefert nach Umstellen fiir die gemessene Ge-
samtintensitdt F' beim Vorliegen eines Gleichgewichtszustandes fiir (7.1)):

=4
F=aPy+ 0L+ (y—a—np) [PL,] + Fp (9.3)

Es kann nur dann eine Fluoresenz-Titration durchgefithrt werden kann, wenn v # a+n
bzw. § # 0ist. D. h. die Bindung muss zu einem Unterschied in der Intensitdt des Protein-
Ligand-Komplexes gegeniiber den freien Komponenten fiithren.

Die Gleichung ist der Ausgangspunkt fiir die Schétzung der Kp iiber die Messung
der Anderung der Intensitéit des Tryptophans. Alle weiteren Ausfiithrungen betreffen vor
allem die Variation von Ly und P¢. Dabei haben wir prinzipiell zwei Herangehensweisen:
(i) den klassischen Ansatz, bei dem zu einer vorgelegten Proteinlosung schrittweise Li-
gandlosung gegeben wird, auch Fluoreszenztitration genannt (bzw. kurz FT), und (ii) die
kontinuierliche und gegenldufige Variation der Konzentration von Protein- und Ligand-

16sung, im englischen Continuous Variation Method bzw. kurz CVM.

9.1. Fluoreszenztitration

Im allgemeinen wird bei der Fluoreszenztitration so gearbeitet, dass sich das Anfangs-
volumen Vj durch die Zugabe der Ligandlésung nicht dndert. Dies erfordert das Vg grofs
und das zugegebene Gesamtvolumen an Ligandlésungen vernachléssigbar ist. Da wir aber
sparsam arbeiten mochten, wollen wir das Anfangsvolumen Vj klein halten und damit die
bendtigte Menge an Protein und Ligand. Wiirden wir nun eine Volumenkonstanz wéah-
rend der Messung anstreben, so miisste nun die Konzentration des Liganden sehr hoch
und die Injektionsvolumina sehr klein gewahlt werden. Das mochten wir vermeiden, da
die Loslichkeit der Liganden zum einen eingeschrankt ist, zum anderen die Verwendung
sehr kleiner Injektionsvolumina den Fehler fiir Ly sehr grofs werden lassen kann.

Statt den Verdiinnungseffekt umstédndlich umgehen zu wollen, ist es wesentlich einfa-
cher die Verdiinnung mit in das Titrationsmodell aufzunehmen. Dabei wird dann nicht
mehr, wie sonst tiblich, die Ligandkonzentration Ly als erkldrende Variable gefiihrt, son-

dern die kumulierte Summe AV der Einzelinjektionsvolumina dV; des Liganden:
AV =) dV; (9.4)
=1

Dabei ist « die Anzahl der hinzu gefiigten Teilvolumina.
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Bei der Zugabe der Titrationsvolumina soll es zu einer vollstdndigen Vermischung kom-
men und sich das Gesamtvolumina entsprechen Vgesamt = Vo+AV erhohen. Die Verringe-
rung der Protein- und die Erhéhung der Ligand-Konzentration kann dann entsprechend

iiber den Dreisatz gebildet werden, wobei wir das Vorliegen einer idealen Losung anneh-

men:
Vo
P,=pP°— "
TN+ AV ©5)
L2V '
TNV + AV

Dabei sind P{ und L{ die initiale Protein-Konzentration in der Kiivette bzw. die Kon-
zentration der zu titrierenden Ligandlosung. Die Konzentrationen Py und L sind dann
die jeweils aktuellen totalen Konzentrationen in der Kiivette nach der iten Zugabe von

Ligandlosung. Ersetzen wir nun Py und Ly in (9.3)), so erhalten wir fiir die gemessene

Gesamtintensitat:
=Fpp =
1 o) [e]
F=—r-——(aP{ Vo + L AV)+0[PL,] + Fs (9.6)

(Vo + AV)

Dabei ist Fpo die Intensitdt der unverdiinnten Proteinlosung in der Kiivette und Fe ist
die Intensitédt der unverdiinnte Ligandenlosung. Wir stellen diese Gleichung nun so um,

dass wir folgende Gleichung erhalten:

=Fy =IB
AV —_—— AV AV —"——
F <1+V> — (Fpg +FB) =0 <1+V) [PLn}‘i'? (FLtO +FB) (9'7)
0 0 0

=AF

Bei dieser Gleichung sind auf der linken Seite alle bekannten, weil gemessenen Werte
vorhanden: Die Gesamtintensitdt F', die Intensitét Fy (die Anfangsintensitét der Pro-
teinlosung vor der Zugabe von Ligand inklusive eines konstanten Hintergrundes), das
Anfangsvolumen V) und die kumulierte Summe AV der Einzelinjektionsvolumina. Auf
der rechten Seite sind die unbekannten Parameter: der Proportionalitatsfaktor §, die
Konzentration an Protein-Ligand-Komplex [PL,,] und die Hintergrundintensitit F1p des

Liganden.

Die Hintergrundintensitit F1,g kann am sparsamsten bestimmt werden, indem die Puf-
ferlosung mit der Ligandlosung titriert wird. Aus (9.7) folgt dann mit Fpe = 0 und
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PL,, = 0 fiir die Hintergundintensitit Fip:

A A
F <1 + V> —Fg = 7‘/ FiB (98)
0

Dieses Modell erlaubt die Bestimmung von Fyp/Vp aus den gemessenen Daten fiir den
Hintergrund tber einen linearen Fit.

Die Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes im Gleichgewicht fiir n = 1 bei
Beriicksichtigung der Verdiinnung erhalten wir durch Einsetzen von in und

umstellen:

1

PU=sw+an

(AV (L{ + Kp) + Vo (P¢ + Kp)

- \/(AV (L 4 Kp) + Vo (P2 + Kp))? — 4P LSV, AV) (9.9)

Wir setzen dies in ein und subtrahieren von AF den separat bestimmten Hinter-
grund Fi1p/Vy. Wir erhalten letztendlich das Modell zur Bestimmung der Dissoziations-

konstante fiir n = 1:

FiB o [ AV
AF — — AV =—-| — (L + K PP+ K
AV 2 AV
_\/<V(L§+KD)+P§+KD> —4P§L§7 (9.10)
0 0

Analog zu bzw. kann in dieser Gleichung ein zuséatzlicher Parameter aufgenom-
men werden, der die Protein- oder Ligand-Konzentration als anzupassenden Parameter
kennzeichnet (als N x Pg oder M x L), um entweder die Stochiometrie der Reaktion
(7.1)) zu erhalten oder um die Konzentration von P{ oder L als anzupassenden Parameter

auszuweisen.

9.2. Kontinuierliche Variation

Bei der Methode der kontinuierlichen Variation (auch bekannt unter der Bezeichnung Job-
Plot) werden die Protein- und die Ligandenkonzentration gegenldufig und linear variiert,
wobei die Summe der Konzetrationen aus Protein und Ligand konstant bleibt C' = Py+L¢
[88, 64, [5, [4, [62], 58, 59]. Der Einsatz dieser Methode beschréankt sich fast ausschliesslich

auf die Bestimmung der Stochimetrie einer Reaktion. Dabei wird ausgenutzt, dass die
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Lage des Maximums der Titrationskurve mit der Stéchiometrie korreliert.

Die Vorteile der Methode fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante sind: (i) die
Information zum Hintergrund, die in der FT separat bestimmt werden muss, ist in der
Messung implizit enthalten, (ii) der Verbrauch des Liganden kann mit dieser Methode

weiter minimiert werden.

9.2.1. CVM fiir die Stochiometrie gleich eins — die explizite CVM

Wir erweitern die Methode der kontinuierlichen Variation, in dem wir von der erklé-
renden Variable des Stoffmengenanteils X1, des Liganden auf den Volumenanteil ¢, der
Ligandenlésung umstellen. D. h. statt C = Py + L fordern wir nun, dass die Summe der

Volumenanteile ¢p bzw. ¢1, der Protein- bzw. der Ligandlésung eins betrage: 1 = ¢, + ¢p.

Der Zweck ist die Aufhebung der Forderung nach Konstanz der Summe aus Protein-
und Ligandkonzentration. Das uns interessierende Signal ist die Anderung der Konzen-
tration des Protein-Ligand-Komplexes, d. h. das Signal héngt von der Kp, P; und L ab
(siehe (8.2))). Da die zu erwartende Kp im mikromolaren Bereich liegt, bedeutet die Forde-
rung nach Equimolaritit eine Erhohung des Verbrauchs von Protein und Ligand, um ein
ausreichend messbares Signal zu erhalten. Nach konnen wir aber die Konzentration
des Protein-Ligand-Komplexes aber auch erhéhen, wenn wir einseitig die Konzentration
des Liganden gegeniiber der des Proteins erhéhen. Dann kénnen wir aus der Stelle fiir
das Maximums der Kurve aber nicht mehr direkt auf die Stochiometrie schliessen, da
diese Stelle von Kp, Py und Lt abhéngt.

Der Volumenanteil ¢r, der Ligandenlosung am Gesamtvolumen Vy = Vi, 4+ Vp lautet:

VL

LTV

(9.11)

Dabei ist V1, das Volumen der Ligandlosung und Vp ist das Volumen der Proteinlésung.
Mischen wir nun den Volumenanteil ¢, der Stammlosung des Liganden mit der Kon-
zentration L{ mit dem Volumenanteil (1 — ¢r,) der Stammlosung des Proteins mit der

Konzentration P¢, so lauten die totalen Konzentrationen fiir Ly und Py:

Ly = L{ oL

9.12
Py =P} (1 61) o

Einsetzen von (9.12) und (9.2) in (9.3) liefert nach Umstellen mit Fpo = a Py (die

Intensitit des unverdiinnten Proteins) und Fre = BL¢ (die Intensitit des unverdiinnten
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Liganden) fiir die gemessene Gesamtintensitit F:

=Fin
N

F = qu (FLS — Fpg) + FP:O + Fg+9 [PLR] (9.13)
~———

=Fpo
Pt

Die Intensitdten FLe und Fpe sind im allgemeinen nicht direkt messbar, statt dessen
wird die Summe Fpg = Fpg + Fg bzw. FLE’ = FL? + Fg bestimmt, mit einer unbekannten
Hintergrundintensitat Fp. Wegen Fpo — Fro = Fpo — F1o stellt dies jedoch kein Problem
dar.

Der Term Fj;y ist der Hintergrund, der an den Stellen ¢, = 0 und ¢r, = 1 die Werte
Fpg bzw. FL‘; annimmt. D.h. dass der Hintergrund der Messung nicht separat bestimmt
werden muss, sondern implizit iiber die Messung der Intensitidten bei ¢, = 0 und ¢, = 1

bestimmt werden kann.

Die Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes fiir n = 1 erhalten wir, wenn wir

(9.12)) in (8.2) einsetzen und umstellen:

1
[PL] = 5 (61 (Lf = PY) + P} + Ko

— \/(¢L (Lo —P?) + PP 4+ Kp)? —4P2 L2 ¢, (1 — ¢L)) (9.14)
Wird der Hintergrund Fj;, von F' subtrahiert, so erhalten wir mit (9.14) nach Umstellen:

AF =F — Fiin =

[NCRS)

(v (L7 = P§) +P§ + Kp

-W%M—WHW+&N—@%WMPQ0(M®

Das ist unser Modell zur Ermittlung der Kp iiber die Methode der kontinuierlichen

Variation fir n = 1.

9.2.2. Gleichzeitige Bestimmung der Dissoziationskonstante und des
stochiometrischen Koeffizienten — die implizite CVM

Wollen wir nicht nur die Dissoziationkonstante, sondern auch den stéchiometrischen Ko-
effizienten n ermitteln — was ja der urspriingliche Zweck der Methode der kontinuierlichen

Variation war —, so konnen wir nicht auf den Trick aus (8.4) bzw. (8.5)) zuriick greifen.
Hier miissen wir die implizite Funktion (8.3) nutzen. Setzen wir (9.12)) in (8.3)) ein, so
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erhalten wir: 5
0= (Pt (1—¢v)
[PL,,]

Wir nutzen nun aus das AF = §[PL,] ist und ersetzen [PL,,]:

SP (1 — AF\"
0:<t(AF¢L)—1> <L§¢L—"5 > ~ Kp (9.17)

~1) (oL - nlPL)" - Ko (9.16)

Zur Schitzung der Dissoziationskonstante Kp, des Proportionalitdtsfaktors ¢ und des
stochiometrsichen Faktors n mittels dieses Modells bendtigen wir ein spezielles Regres-

sionsverfahren das als Orthogonale Distanzregression bekannt ist [86] 21].

9.2.3. Normierung der CVM-Fluoreszenzintensitat

Da wir keine absoluten Intensitdten mit der Fluoreszenz messen kénnen, wollen wir die In-
tensitéten einer CVM-Titration normieren, um spéter eine Mittelung wiederholter CVM-

Messungen berechnen zu kénnen. Dazu verwenden wir folgenden Formel:

(9.18)

Flomm = 100 < F(oL) — F(¢L = 1) )

F(¢L =0) - F(¢r, =1)
Die Intensitdten F(¢r, = 1) bzw. F(¢r, = 0) sind die Intensitdten bei ¢r, = 1 bzw. 0.
F(¢r,) ist die Intensitéit und Fyorm die normierte Intensitét. Aus der normierten Intensitit

Florm wird dann die reduzierte Intensitat A Fyorm gebildet, die dann fiir die Gleichungen
(9.15) bzw. (9.17)) verwendet wird:

AI_?norm = Fnorm — 100 (1 - ¢L) (919)

Diese Art der Normierung funktioniert nur dann gut, wenn die Differenz zwischen
F(¢r, = 1) und F(¢r, = 0) grok ist. Sollte dies nicht der Fall sein, so bilden wir den
aus den gemessenen Intensitidten den Median und nehmen an, dass sich die Mediane
wiederholter CVM-Titrationen nur zufillig unterscheiden wiirden. Wir normieren dann

die Rohdaten so, dass fiir alle Datensétze der Median gleich grofs wird.

9.2.4. Adsorption von Protein

Fiir die CVM wird die Konzentration des Proteins linear iiber einen grofen Bereich va-
rilert (in dieser Arbeit von 10uM bis auf 1pM). Diese Linearitdt wird gestort, wenn

Proteinadsorptionseffekte eine Rolle spielen. Dabei wird die aktuelle Proteinkonzentrati-
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on Py um die adsorbierte Proteinkonzentration P,45 reduziert:
Pt - Pf (1 - (bL) - Pads (920)

Hierbei kann P,4s auch selbst wieder von ¢, abhéngen. Gehen wir davon aus, dass
sich zwischen freiem und adsorbierten Protein und dem Adsorbens A ein Gleichgewicht
P + A = P,qs einstellt, so kann P,qs analog zur Langmuir’schen Adsorptionsisotherme
berechnet werden [2]. Wir kennen allerdings nicht die Stérke der Bindung des Proteins an
das Adsorbens, noch die Geschwindigkeit der Einstellung des Gleichgewichtszustandes.
Daher gehen wir vereinfachend davon aus, dass die Affinitédt bzw. die Geschwindigkeit
der Gleichgewichtseinstellung unendlich hoch sei. Da wir Plastikmaterial mit explizit an-
gegebener geringer Adsorbtionsfahigkeit verwenden, konnen wir auch annehmen, dass die
adsorbierte Proteinkonzentration P,qs klein sei.

Wegen der angenommenen unendlich hohe Affinitdt bzw. unendlich schnellen Einstel-
lung des Gleichgewichtszustandes fiir die Adsorption, ist die adsorbierte Proteinkonzen-
tration fir die CVM konstant, sobald Py > P,qs ist. Ist Py < P,4s wird das Protein

komplett adsorbiert. Der Umschlag findet bei ¢r1, o = (1 — Paqs/P¢) statt. Die aktuelle

totale Proteinkonzentration berechnet sich dann als:

P (1 — @) — Pags fiir ¢p, < (1 — Pads
P, = e ( ) < P? ) (0.21)

0 fﬁr¢Lz<1—%)

t

9.3. Fluoreszenzloschung

Die Loschung der Fluoreszenzintensitéit (Quenching) bedeutet die Verringerung der ge-
messenen Intensitét durch die Zugabe von speziellen Molekiilen (Quenchern). Es werden
dabei zwei grundlegende Mechanismen fiir das Quenching angenommen [72]: (i) das dy-
namische Quenching, bei dem die Energie des angeregten Fluorophors quasi durch Stofs
strahlungslos auf den Quencher iibergeht, (ii) das statische Quenching, bei dem das Fluo-
rophor und der Quencher einen Komplex bilden, der entweder nicht mehr fluoresziert
oder bei dem die Emission so stark rotverschoben ist, dass sie bei der urspriinglichen
Wellenlénge nicht mehr detektiert werden kann.

Zwischen dem Quenching der Fluoreszenz und der Konzentration des Quenchers ()
stellt die Stern-Volmer-Gleichung folgendenden Zusammenhang her [72), T11]:

Fo

= —1=KsvQ (9.22)
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Dabei ist F' die Fluoreszenzintensitét, Fy die anfangliche gemessene Fluoreszenzintensitét
in Abwesenheit des Quenchers, ) die Konzentration des Quenchers und Kgy ist die
Stern-Volmer-Konstante. Fiir den Fall des dynamischen Quenchings kann die Kgy eine
Auskunft iiber die Zugénglichkeit des Fluorophors zum umgebenen Medium liefern. In
unserem Fall ist dies die Zugénglichkeit des an der Bindung mit beteiligten Tryptophans
der EVH1-Doméne, was uns Auskunft iiber die Bindung gibt.

Da wir sparsam mit dem Protein umgehen wollen, d. h. mit einem kleinen Volumen ar-
beiten, und die Konzentration der Quencherlosung nicht beliebig hoch sein kann, miissen
wir den Verdiinnungseffekt mit in die Stern-Volmer-Gleichung einbeziehen. Dabei lauten

die Abhéingigkeit der totalen Konzentration des Fluorophors F' und des Quenchers Q:

Ve
Fi =F ———

T+ AV (0.23)
Q=02 |
CT Y AV

Hier ist V das Anfangsvolumen in der Kiivette und AV das kumulierte titrierte Vo-
lumen nach (9.4). Die Konzentrationen Fy und @ sind die Anfangskonzentration des
Fluorophors in der Kiivette bzw. der zu titrierenden Quencherlésung.

Wir stellen die Stern-Volmer-Gleichung nach F' um und erhalten die Darstellung fiir
die gemessene Fluorezenzintensitét, wobei in umserem Fall Fp, als auch Q¢ von AV

abhangen:
1

Kgv Q¢(AV) 4+ 1
Die Intensitat Fjy des ungestorten Fluorophors ist proportional zu seiner Konzentration
(siehe auch (9.2))), wobei die Konzentration des Fluorophors mit ({9.23)) ersetzt wird:

F = Fy(AV) (9.24)

=Fopo
Vo

F():aFt:OéF: m

(9.25)
Die Intensitét Fyp = a Fy entspricht der unverdiinnten Fluoreszenzintensitit, wenn noch
kein Quencher zur Losung gegeben wurde. Wir ersetzen nun Fy bzw. Q¢ in (9.24) mit
(9.25) bzw. (9.23)) und erhalten nach umstellen:

— — 1= (KsvQ{ +1) (9.26)
Auftragen des linken Terms gegen AV ergibt dann den Stern-Volmer-Plot unter Be-

riicksichtigung der Verdiinnung des Fluorophors. Unter Verwendung des Regressionsmo-

dels y = max + n kann dann der Anstieg m und damit — und unter Verwendung von
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Kgyv = (mVy —1)/Qf — die Stern-Volmer-Konstante Kgy berechnet werden.

9.4. Filtereffekte

Der angenommene lineare Zusammenhang fiir die Einzelintensitdten in gilt nur
fiir ausreichend verdiinnte Losungen. Die dahinter steckende Annahme ist die, dass die
Absorption von Anregungs- und Emissionslicht vernachldssigt werden kann. Mit zuneh-
mender Konzentration der Fluorophore verringert die Absorption von Anregungs- und
Emissionslicht das gemessene Fluoreszenzsignal und der lineare Zusammenhang zwischen
Konzentration und gemessener Fluoreszenzintensitét ist nicht mehr giiltig. Dieser Effekt
heifst Filtereffekt (auch inner filter effect), wobei zwischen dem ersten (Absorption des
Anregungslichtes) und zweiten (Absorption des Emissionslichtes) Filtereffekt unterschie-
den wird [72].

Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz — A = dey ¢ — kann der Filtereffekt durch fol-
gende drei Mafnahmen minimiert werden: (i) Verringerung der Schichtdicke d, (ii) Aus-
wahl einer Anregungs- bzw. Emissionswellenlénge mit kleinem Extinktionskoeffizienten
€x (z. B. durch Verlegung der Anregung in den roten Bereich des Absorptionsspektrums),
(iii) Verringerung der Konzentration der Fluorophore. Aber gerade letzteres ist bei einer

Titration nicht immer moglich.

Ein anderer Zugang ist die Riickrechnung auf einen linearen Verlauf der Intensitét Fiiy,

aus der gemessenen Intensitit F,ps unter Einbeziehung eines Korrekturfaktors C:
Fiin =C Fobs (927)

Fiir den Korrekturfaktor sind verschiedene Ansétze bekannt, je nach dem wie stark der
Filtereffekt ist [72, [34] [77, 23] 20]. Da die Herleitung von C' sehr umfangreich ist und
der Korrektur des Filtereffektes in dieser Arbeit nur ein kleiner Raum eingerdumt wird,
wollen wir hier darauf verzichten und verweisen besonders auf die sehr detailierte Arbeit
von MacDonald et al. [77].

Fiir kleine Absorptionen Aey und Ay fiir das Extinktions- und Emissionslicht kann

fiir den Korrekturfaktor folgende Gleichung verwendet werden [20] [77]:

2,303 Aex 2,303 Aem

C= :
1—10Aex 1 — 10~ Aem

(9.28)

Fiir den Fall, dass die Absorption A, des Emissionslichts vernachlissigt werden kann,
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vereinfacht sich diese Gleichung auf:

2,303 Aex

= oA (9.29)
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10. Isotherme Titrationskalorimetrie

Ein isothermes Titrationskalorimeter ist ein isobares Kalorimeter mit dem die Reaktions-
enthalpie, die Dissoziationskonstante (sofern es sich um eine reversible Reaktion handelt),
als auch die Stochiometrie einer Reaktion bei einer festen Temperatur bestimmt werden
kann. Dabei wird in eine Messzelle mit dem Reaktanten der Titrant iiber eine Spritze
injiziert und vermischt, und dabei die Warmeabagabe oder -aufnahme gemessen. In un-
serem Fall ist der Reaktant im allgemeinen ein Protein und der Titrant ein peptidischer
Ligand. Die bei jeder iten Injektion abgegebene oder aufgenommene Warmemenge Q;
ist proportional zur Menge an gebildetem Protein-Ligand-Komplex je iter Injektion. Da
das isotherme Titrationskalorimeter bei konstanten Druck arbeitet und keine Volumen-
arbeit geleistet wird, ist die gemessene Warmemenge @); gleich der Reaktionsenthalpie.
Verwenden wir die molare Reaktionsenthalpie AH zur Angabe der Wérmemenge der
Enstehung von einem Mol Protein-Ligand-Komplex, so kann die Warmemenge @); fiir die

ite Injektion geschrieben werden als:
Q; = Vo AH A[PL], = Vo AH ([PL]Z. - [PL](H)) (10.1)

Dabei ist A[PL]; die Anderung in der Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes von
der (i — 1)ten zur iten Injektion, und Vj ist das Volumen der Messzelle.

Bei der Injektion von Ligandenvolumen in die Messzelle kommt es zur Verdiinnung
der totalen Konzentration von Protein und Ligand, wobei sich das Verdiinnungsproblem
hier komplexer als bei der FT darstellt. So kommt es bei der Injektion von Ligand in
die Messzelle zu keiner homogenen Durchmischung des gesamten Losungsmittelvolumens.
Gleichzeitig ist nur der Teil der Losung messbar, der sich in der Messkammer befindet. Im
Titrationskalorimeter ist die Messzelle mit einer diinnen Verbindungsréhre versehen, iiber
die die Messzelle befiillt und der Ligand injiziert wird. Die Injektion von Ligandlésung
driickt einen Teil der Losung aus der Messzelle in die Verbindungsrohre, wo es weder mit
der restlichen Losung in der Messzelle vermischt wird, noch zum Messsignal beitrégt. Die
Behandlung dieses Problems ist in der Literatur uneinheitlich gelést. So ist dem Autor
die Darstellung nach MicroCal [82] und die nach Velazquez-Campoy et al. [116, [115]

bekannt. Wir wollen nachfolgend aber nur die Darstellung von MicroCal zeigen, da wir
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sie zur Auswertung in den von uns geschriebenen R-Skripten verwenden werden.

10.1. Die Losung des Verdiinnungsproblem nach MicroCal

Die Messlosung steht in der Messzelle und in der Verbindungsrohre, iiber die die Zelle
befiillt und die Injektionen durchgefiihrt werden. In die Messzelle wird langsam die Li-
gandlésung injiziert, wobei gleichzeitig geriihrt und ein Teil des Messzellvolumens in die
Verbindungsrohre gedriickt wird. Dabei wirkt das Gerat wie ein linearer Gradientenmi-
scher. Die Menge an Protein in der Messzelle und in der Verbindungsréhre bleibt natiir-
lich konstant. Es interessiert aber nur die Verdiinnung der anfénglichen Menge Vj x P¢
an Protein in der Messzelle, da die Proteinlésung in der Verbindungsrohre nicht zum
Messsignal beitragt. Wegen der Erhaltung der Masse l&ft sich folgender Zusammenhang
aufstellen:

VP{=Vo Py + % (Py +Py) AV (10.2)

Der Term auf der linken Seite der Gleichung ist die anfangliche Menge an Protein in der
Messzelle, mit Py der anfanglichen Konzentration des Proteins. Der erste Summand des
Terms auf der rechten Seite der Gleichung ist die aktuelle Menge an Protein in der Mess-
zelle, der zweite Summand ist die aktuelle Menge an Protein in der Verbindungsrdhre,
wobei Py ist die aktuelle Proteinkonzentration und AV das kumulierte Ligandenvolumen
wie in ist. Da das Gerét wie ein linearer Gradientemischer wirkt, nimmt die Konzen-
tration an Protein innerhalb der Réhre von P{ nach Py linear ab. D. h. die Konzentration
an Protein in der Verbindungsrohre ist das Mittel von P{ und P, und mithin auch die
Menge an Protein. Umstellen von nach P fithrt zu:

(1 ~ 2%
Pt - P;) A;) (103)
L+ 5w

Die Herleitung der Verdiinnung des Liganden verlauft analog zur Verdiinnung des Pro-
teins. Auch hier wirkt das Gerét bei der Injektion von Ligand wieder als linearer Gradi-
entenmischer. Da anfénglich natiirlich kein Ligand in der Zelle vorhanden ist, steigt die
Konzentration des Liganden mit der Injektion von Ligandenvolumen in der Verbindungs-
rohre linear an. Die Menge an Ligand in Messzelle und Verbindungsrchre entspricht der-
selben Menge an Ligand, wenn die injizierte Ligandlésung nur im Volumen der Messzelle
vorhanden wire. Anlich zu (10.3)) kann fiir den Liganden dann folgender Zusammenhang

geschrieben werden:

_ L
VoLo = VoL + ?tAV (10.4)
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Dabei ist LY = LY AV/V; die Konzentration des injizierten Liganden in der Messzelle,
wiirde die Injektion das Gesamtvolumen in Messzelle und Réhre nicht erhéhen. Umstellen
von (10.4) nach L; und Ersetzen von LY ergibt dann:

LAV AV
Lo=17 5 <1 - 2%) (10.5)

Die Gleichungen (|10.3)) und (10.5)) kénnen nun in (8.2) eingesetzt werden um die Kon-
zentration des Protein-Ligand-Komplexes zu berechnen. Jedoch wird meist die Gleichung
(8.4) (oder (8.5)) bevorzugt, so dass wir mit der ITC prinzipiell den stéchiometrischen

Koeffizienten ermitteln konnen. Es sei aber noch einmal daran erinnert, dass die Er-

mittlung des stochiometrischen Koeffizienten voraussetzt, dass die anfénglichen totalen
Konzentration des Proteins Py und des Liganden L{ genau genug bekannt sind.

Da wir nun die Konzentration von [PL] berechen konnen, kénnen wir mit die
Wiérmemenge @); der iten Injektion berechnen. Allerdings sind dabei zwei Dinge zu be-
riicksichtigen: (i) die Konzentration [PL];_;) verdiinnt sich durch die ite Injektion ver-
gleichbar zur Verdiinnung von Py wie in dargelegt, (ii) geht MicroCal davon aus,
dass die Reaktion und die Vermischung der Reaktionspartner schnell ablauft, und da-
her ein Teil des injizierten Volumens (etwa die Halfte) zur gemessenen Wirmemenge
beitragt, bevor das entsprechende Volumen in der Verbindungsrohre verschwindet. Die
gemessene Warmemenge @); erhoht sich deswegen um einen Faktor von [1 + dV;/(2 Vp)].

Zusammengefasst errechnet sich die Warmemenge (); der iten Injektion nach MicroCal:

Qi =AH <[PL]Z- (Vo + d;) ~[PL];_y <Vo - d;)) (10.6)

10.2. Verdiinnungswarme

Bisher wurde davon ausgegangen, dass die gemessene Warmemenge (J; allein durch die
Bindung von Ligand an das Protein bestimmt wiirde. Es sind aber natiirlich noch andere
Prozesse denkbar, die zur gemessenen Wérmemenge @); beitragen. Im einfachsten Fall
ist Q; eine Summe aus der Warmemenge der Bindung des Liganden Qpr),; und einer
konstanten Verdiinnungswiarme Qq;, die bei der Injektion des Liganden in die Losung
der Messzelle entsteht:

Qi = Qpr),i + Qai (10.7)

Selbstversténdlich sind noch andere weit komplexere Situationen denkbar. So kann die
Verdiinnungswérme nicht konstant iiber die Injektionen des Liganden sein, wenn bpsw.

ein Unterschied in der Ionenstéirke oder im pH zwischen der Protein- und der Ligand-
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16sung auftritt, oder der Ligand in assozierter Form vorliegt [116]. Allerdings bediirfen
alle nicht konstanten Wérmemengen, die nicht zur Bindungswirme ()[pr},; gehoren, einer
separaten Bestimmung, um sie dann von @); zu subtrahieren. Die konstante Verdiinnungs-
warme QQg; dagegen kann direkt in der nichtlinearen Regression ermittelt werden, mit
der auch die Reaktionsenthalpie AH, die Dissoziationskonstante Kp und der stochiome-
trische Koeffizient N oder M geschéatzt werden.

Da die Injektionsvolumina dV; nicht konstant sein miissen, beschreiben wir die Verdiin-
nungswirme jeder iten Injektion als die ,Verdiinnung* einer hypothetisch in der Spritze
enthaltenen Gesamtverdiinnungswérme sz bzw. pro Volumeneinheit enthaltenen Ver-

diinnungswirme Qg; (quasi eine Wiirmekonzentration):

o d‘/’b 2
Qail = Qai Vo Qai dV; (10.8)

10.3. Normierung der Einzelwarmen

Obwohl fiir den Datenfit nicht notwendig, werden die Einzelwdrmen (); mit der Menge

an injiziertem Liganden normiert dargestellt [82]:

Qi
dv; L?

Qi,norm - (109)
Die normierten Warmen entsprechen dann einer Warmemenge pro Mol (meist als kJ /mol),
ebenso wie die Reaktionsenthalpie A H, die freie Reaktionsenthalpie AG® und die entro-
pische Energie —T' AS.

Wird als Regressionmodell (8.5)) verwendet, so muss die Konzentration L{ mit dem, in

der Regression bestimmten Wert von M, multipliziert werden:

Qi

Qi,norm = dV;MLtO

(10.10)

Die Verdiinnungswérme wird ebenso wie (); normiert, jedoch wird bei Verwendung von
Qa1 aus (10.8) die Normierung unabhingig von den Injektionsvolumina dV;:
Qaii _ Qai

il, norm = - 10.11
Qail, FATIRT ( )

Bei Verwendung des Regressionsmodells (8.5) wird die Konzentration des Liganden in
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der Spritze L{ mit dem Wert fiir M mulitpliziert:

Qai _ Qail
AV MLy~ ML

Qdil,norm = (1012)

10.4. Bestimmung der freien Enthalpie und der entropischen

Energie

Mittels isothermer Titrationskalorimetrie kann die Reaktionsenthalpie AH, die Dissozia-
tionskonstante Kp der Reaktion und, iiber die Beziehung , ausserdem die freie
Reaktionsenthalpie AG® bestimmt werden. Mit AG° und der Reaktionsenthalpie AH
kann dann mit die entropische Energie —T' AS, bzw. die Reaktionsentropie AS

berechnet werden:
o Kp
—TAS=AG°—-—AH=RTIn <1M> — AH (10.13)

Damit sind die Werte fiir AG®, AS bzw. —T'AS aus den freibestimmbaren Regressions-

parametern abgeleitete Werte.

10.5. Ermittlung der Umwandlungsgeschwindigkeit des
Liganden einer nichtbindenden zu einer bindenen

Konformation mittels ITC

Der Ligand liege in zwei Populationen vor: einer bindenden nativen Population L™ und
einer nichtbindenden Population L". Nur die bindende Komponente bildet mit dem Pro-

tein einen Komplex. Die dazugehohrende Reaktionsgleichung lautet dann:
L"=L1L"4+P=PL" (10.14)

Wir nehmen nun an, dass L™ vollstdndig an das Protein binde. D. h. die Dissoziations-
konstante des Protein-Ligand-Komplexes sei sehr klein und/oder das Protein liege im sehr
hohen Uberschuf vor. Zusitzlich nehmen wir an, dass die Einstellung des Gleichgewichtes
flir den Protein-Ligand-Komplex sehr viel schneller, als die Einstellung des Gleichgewich-
tes der Ligandkonformation ablaufe. Die Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes

entspreche also zu jedem Zeitpunkt der Gleichgewichtskonzentration. Die Reaktionsglei-
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chung (|10.14]) vereinfacht sich dann zu:

LA (10.15)
Hierbei ist k£ die Umfaltungsgeschwindigkeit von der nichtbindenden zur bindenden Kon-
formation. Da L" stets vollstédndig und instantan an das Protein bindet, ist seine freie

Konzentration stets null und es gilt zusétzlich fiir die totale Konzentration des Liganden:

L, = L" + PL" (10.16)

Die Zeitabhéangigkeit der Konzentration von L" fiir die Reaktion (|10.15) entnehmen

wir [2], wobei Ljj die Konzentration von L" zum Zeitpunkt ¢ = 0 ist:

L%(t) = Ly exp [~k ] (10.17)

In der ITC wird die aktuelle Warmemenge ) durch Integration der zeitabhédngigen
Heizleistung q abziiglich eines ebenfalls zeitabhéngigen Hintergrundes gy (d. h. der unge-
storten Heizleistung) tiber ein Zeitintervall At = to — t; gebildet:

1)
Q= [ (¢—q)dt (10.18)
t1
Die Ableitung dieses Integrals nach der Zeit fiir infinitismal kleine Zeitintervalle At — dt
ergibt nach umstellen fiir die Heizleistung q:
dq
= 10.19
1= + 4o ( )
Die Anderung der Warmemenge bzw. der Enthalpie mit der Zeit lisst sich entsprechend
nach (10.1]) proportional zur Anderung der Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes
und des nichtbindenen Liganden mit der Zeit darstellen. Hierbei nutzen wir die Additi-

vitdt der Enthalpie aus.:

dpPL" dL"

Dabei sind AHpp» und AHyu die molaren Reaktionsenthalpien pro Formelumsatz fiir die

Bildung des Protein-Ligand-Komplex und die Umwandlung des Liganden von L" nach
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L™ Mit (10.16)) kénnen wir die Protein-Ligand-Konzentration ersetzen:

d(Ly — L" aL*

q=Vo ( AHpr» d(L —L%) + AHpu +qo (10.21)
dt dt

Wir ersetzen L" mit (10.17)), differenzieren und erhalten letztlich fiir die zeitliche Ande-

rung der Heizleistung nach Injektion und vollstindiger Vermischung des Liganden mit

der Proteinlésung:

q= VbLB k (AHPL“ — AHLu) exp [—kt] + qo

(10.22)
= A exp[-kt] + qo

Wir konnen damit aus einem entsprechenden Datensatz iiber nichtlineare Regression die
Umwandlungsgeschwindigkeit k¥ vom nichtbindenen zum bindenden Liganden bestimmen.
Dabei ist der Hintergrund gg nicht notwendigerweise zeitlich konstant. Aus k& kénnen wir
dann auch die Halbwertszeit berechnen:

In(2
tije = ]E: ) (10.23)
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11. Statistik

In diesem Kapitel werden die verwendeten Mittel und Formeln zur Behandlung der in
dieser Arbeit auftretenden statistischen Probleme vorgestellt. Diese ergeben sich grofs-
tenteils aus der notwendigen Regression der Daten mit den entsprechenden Modellen, um
daraus dann die interessierenden Parameter zu berechnen. Da wir aber auch an der statis-
tisch signifikanten Anderung in der Affinitit unserer Liganden gegeniiber einer Referenz
interessiert sind, wird ebenfalls der dazugehoérende Test vorgestellt.

Ein Datenfit sollte nach dem Kapitel 15 Modeling of Data der Numerical Recipes von
Press et al. [94] folgende drei Dinge liefern:

(i) Die angepassten Parameter,
(ii) Schétzungen fiir die Messunsicherheit dieser Parameter und
(iii) eine statistische Angabe iiber die Giite des Datenfits.

Von Press et al. wird eine Warnung ausgesprochenﬂ sollte sich nicht an diese Regel
gehalten werden. Wir horen diese Warnung sehr wohl und nehmen sie ernst. Daher wird
im Nachfolgenden die Behandlung dieser drei Punkte innerhalb dieser Arbeit dargestellt,
d. h. die verwendeten Regressionstypen, die Art der Bestimmung der Messunsicherheiten
bzw. Konfidenzintervalle und die verwendeten Mafe fiir die Giite des Datenfits. Fiir
die Auswertungen wurden Skripte in R [95] und in modernem Fortran (> Fortran90)

geschrieben.

11.1. Regressionen

Die Regressionen fiir die Fluoreszenztitration, die Methode der kontinuierlichen Variation
und der isothermen Titrationskalorimetrie wurden mit den in dieser Arbeit dargestellten
Modellen und der Funktion nls der Sprache R (FT, explizite CVM, ITC) [95] bzw. dem
Paket ODRPack (implizite CVM) [21] durchgefiihrt.

Y Unfortunately, many practitioners of parameter estimation never proceed beyond item (i). They deem
a fit acceptable if a graph of data and model “looks good”. This approach is known as chi-by-eye.
Luckily, its practitioners get what they deserve. [94)
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Wir werden zuerst auf den Unterschied zwischen der gew6hnlichen Methode der kleins-
te Quadrate (ordinary least square; OLS) zur orthogonalen Distanzregression (ODR)
eingehen, dann auf den Unterschied der ungewichteten zur gewichteten Regression, die
Bestimmung von Ausreifsern und die verwendeten Regressiontypen zur simultanen Aus-

wertung multipler Datesétze fiir die I'TC.

11.1.1. OLS vs. ODR

Im allgemeinen wird davon ausgegangen, dass die Fehler bzw. Unterschiede zwischen der
modellierten Funktion und den tatsédchlichen Daten allein fiir die abhéngige Variable y
(auch Antwortvariable genannt) auftritt. D.h. der Fehler der unabhéngigen Variable x
(auch erkldrende Variable oder Regressor genannt) sei vernachlissigbar. Dieses Modell

wird auch als fized-regressor model bezeichnet [86]. Es lasst sich allgemein schreiben als:
yi = f(2i,0) + € (11.1)

Dabei ist die Funktion f(z;,0) die Modellfunktion (auch Erwartungsfunktion genannt),
0 der Vektor der zu fittenden Parameter und ¢; ist der ite Storungsterm zwischen Mo-
dellfunktion und dem gemessenen Wert ;. Das mit dem Regressionsmodell verbundene

Minimierungsproblem wird meist formuliert als [86] 21]:

(11.2)

Regressionsmodell und Minimierungsproblem werden fiir den nichtlinearen Fall — d. h. die
Modellfunktion f(x;,#) ist keine lineare Kombination der Parameter § — auch als Ordina-

ry Least Square-Regression bezeichnet. Diese Regression kommt mit gewissen Annahmen
daher [15], [86]:

(i) die Modellfunktion ist korrekt oder zumindest plausibel,
(ii) die Annahme eines fized-regressor model ist plausibel,
(iii) der Storungsterm e; ist unabhéngig von der Modellfunktion (siehe (1)),

(iv) der Storungsterm ist normalverteilt (das ergibt sich aus der Art des gestellten Mi-
nimierungsproblems; andere Minimierungsprobleme stellen andere Anforderungen

an die Verteilung des Storungsterms),

(v) die Verteilung des Stérungsterms hat einen Mittelwert von null (das geht Hand in
Hand mit der Annahme (i)),
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(vi) alle Storungsterme haben die gleiche Varianz und
(vii) die Stérungsterme sind unabhéngig verteilt.

Die Vorausetzungen (iii) bis (vii) untersuchen wir mittels einer Auftragung der studen-
tisierten Reste gegen die erklarende Variable (siche auch den Abschnitt Ausreifler auf
Seite und speziell die Anforderung (iv) mittels des Anderson-Darling-Test [104].
Sind die Fehler in der erklarenden Variable x nicht vernachléssigbar, dann haben wir
es mit einem errors-in-variables model zu tun [86], welches sich allgemein schreiben lisst
als:
yi = f(xi +0i,0) + € (11.3)

Im Prinzip sind alle in dieser Arbeit verwendeten Titrationsmodelle errors-in-variables
models, da durch die Injektion des Ligandvolumens fiir die FT und fiir die ITC, bzw.
durch die Vermischung von Protein- und Ligandlésung fiir die CVM, Fehler fiir das
akkumulierte Volumen AV, bzw. das Injektionsvolumen dV;, oder den Volumenanteil
¢1, der Ligandlésung auftreten. Wir nehmen jedoch an, dass der Stérungsterm §; stets
vernachlassigbar sei E| Das mit dem Regressionsmodell verbundene Minimierungsproblem

wird meist formuliert als [86], 21]:

(€2 +62) (11.4)
1

min
6,¢,0 4

=
Regressionsmodell und Minimierungsproblem werden fiir den nichtlinearen Fall auch als
Orthogonal Distance Regression bzw. orthogonale Distanzregression (ODR) bezeichnet
[86]. Fiir die ODR gelten die gleichen Bedingungen wie fiir die OLS, dabei gelten zusétz-
lich die gleichen Bedingungen fiir die Storungsterme d; wie fiir e;.

Der Vorteil der ODR ist die Moglichkeit implizite Funktionen wie zu fitten:
Bei der OLS sind fiir den impliziten Fall der Definition nach keine Stérungsterme e;
mehr vorhanden. Dies gilt zwar auch fiir die (explizite) ODR, jedoch verbleiben die
Storungsterme 9;:

OZf(ZEZ'—I—(Si,O) (11.5)

Diese Art der Regression wird auch als implizite ODR bezeichnet [21]. Das Minimie-

rungsproblem stellt sich analog zur OLS, jedoch ist zu beachten, dass wir jetzt zwei

2Man beachte dabei, dass bspw. fiir die FT der Fehler fiir das kumulierte Ligandvolmen lautet:
uc(AV) = /n X uc(dV;). D.h. die Messunsicherheit des kumulierten Ligandvolumens u.(AV) fiir
die nte Injektion nimmt mit der Wurzel aus n zu. Dabei ist u.(dV;) die Messunsicherheit des (kon-
stanten) Volumens einer Einzelinjektion.
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unabhéngige Variablen haben und sich entsprechend die Menge an Resten ¢§; verdoppelt:

2n
i 52 11.6
min Z; z (11.6)

11.1.2. Gewichtete vs. ungewichtete Regression OLS

Fiir den Fall, dass die Stérungsterme nicht die gleiche Varianz haben, ist die Verwen-
dung von nicht mehr zuldssig bzw. ihre Verwendung liefert verzerrte Schatzer der
Parameter 8. Man 16st das Problem, indem fiir jeden Rest ¢; eine Gewichtung w; so
eingefiihrt wird, dass die Bedingungen der gleichen Varianz der Storungsterme der unge-
wichteten OLS wieder gelten. Das Minimierungsproblem fiir die gewichtete OLS lautet
dann [86, 21]:

min Zwi €2 (11.7)

Fiir eine ausreichende Zahl an durchgefiihrten Replikaten kénne wir w; = 1/ s% verwen-

den, wobei s; die Standardabweichung fiir des iten Wertes y; der Antwortvariable ist.

11.1.3. AusreilRer

Um Ausreifler in den Datenfits bestimmen zu kénnen, verwenden wir einfache studenti-

sierte Reste (auch als unit normal deviate form bezeichnet [29])

(i — f(2i,0)
€S, — 3 =

(11.8)

%>‘Q

und plotten diese gegen x;. § ist die geschétzte residuale Standardabweichung, die wir
aus dem Datenfit erhalten. Mit der Verwendung der OLS nehmen wir bereits an, dass
die Reste ¢; aus einer Normalverteilung mit einer Standardabweichung ¢ und einem Er-
wartungswert von null stammen, und die geschatzte residuale Standardabweichung s ein
Schétzer fiir o sei. Daher sollten die studentisierten Reste es ; aus einer Standardnor-
malverteilung stammen und sich 95 % aller Reste in einem Band mit den Grenzen von
etwa (—2,2) befinden. Zur Festlegung des 95 %-Intervalls benutzen wir statt der Stan-
dardnormalverteilung jedoch die entsprechende ¢-Verteilung. Ausreifer befinden sich nun

mindestens dreimal (besser: viermal) der Standardabweichung von null entfernt.
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11.1.4. ITC-Regression

Fiir die Regression multipler ITC-Daten verwenden wir Modelle, in denen wir zwischen
global (auf alle Datensétze bezogen) und lokal (auf den einzelnen Datensatz bezogen) an-
zupassende Parametern unterscheiden. Fiir die ITC haben wir vier Parameter (Kp, AH,
N bzw. M und die Verdiinnungswérme), wobei wir N bzw. M und die Verdiinnungs-
warme in einer Gruppe zusammenfassen. Der Regressionstyp ist in der Zahl zxx kodiert,
deren drei Nummern entweder den Wert null (globaler Parameter) oder eins (lokaler Pa-
remeter) annehmen konnen. Die erste Ziffer bezieht sich auf die Kp, die zweite auf AH,
und die dritte auf N (bzw. M) und die Verdiinngswirme. Wichtige Regressionstypen

sind:
000 — Alle Parameter sind globale Parameter

001 — Der Parameter N (bzw. M) und die Verdiinnungsparameter sind lokale, Kp und
AH globale Parameter.

011 - Die Parameter AH, N (bzw. M) und die Verdiinnungswirme sind lokale und die
Kp ist der globale Parameter.

111 — Alle Parameter sind lokale Parameter: Jeder Datensatz wird separat gefittet. Die
Werte fiir die Kp und AH werden gemittelt. Dabei werden die einzelnen Kp-
Werte mit in die freie Enthalpie AG° umgerechnet, dann deren arithmetischer
Mittelwert gebildet und dann wieder von AG®° nach Kp zuriickgerechnet.

11.2. Bestimmung der Messunsicherheiten und der

Konfidenzintervalle

Die Messunsicherheiten der zu bestimmenden Parameter werden als Standardfehler iiber
die Varianz-Kovarianzmatrix aus dem Datenfit bestimmt. Fiir die abgeleiteten Grofen
berechnen wir die Messunsicherheiten iiber das Fehlerfortpflanzungsgesetz [81]. Die Mess-
unsicherheiten werden in Klammern hinter die Zahl des Messwertes angegeben, bpws.
20 (3) pM. Die Messunsicherheit wird auf eine bedeutsame Ziffer gerundet und der dazu-
gehorende Messwert nicht genauer angegeben, als es die Messunsicherheit zulésst.

Die wichtigste Frage, die wir in dieser Arbeit behandeln, ist, ob sich die Kp bzw. AG®
unserer Peptidchiméren von der eines Referenzliganden unterscheiden. Wir beantworten

diese Frage auf zwei Wegen:
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e Uber die Aufstellung der 95 %-Konfidenzintervalle fiir K1y bzw. AG°. Uberlappen
sich die Konfidenzintervalle nicht, so kénnen wir die Nullhypothese Hy : Kp 1 =
Kp, 2 bzw. AGS = AGS auf dem 5 %-Niveau ablehnen, sofern die Anzahl der Mess-
punkte fiir jeden Kp bzw. AG® groker als 10 ist [I04]. Uberlappen sich die Konfi-
denzintervalle teilweise, so darf nicht ohne weiteres gefolgert werden, die Parameter

wiirden sich nicht signifikant unterscheiden [104].

e Wir testen die Signifikanz der Differenz AAG?® iiber die Bildung des dazugehéren-
den 95 %-Konfidenzintervalls. Schliesst das Konfidenzintervall den Wert null nicht
ein, so kann die Nullhypothese Hy : Kp 1 = Kp,2 bzw. AG] = AG5 auf dem
5 %-Niveau abgelehnt werden.

Nachfolgend sind die Berechnung der Standardfehler der abgeleiteten Grofen AG®,
—T AS, Kgvy, und die Verfahren zur Berechnung der Konfidenzintervalle fiir Kp, AG°
und AAG® dargestellt.

11.2.1. Berechnung der Messunsicherheiten abgeleiteter Grossen iiber das
Fehlerfortpflanzungsgesetz

Der Fehler einer Grofe y, die durch die Gleichung y = f(2) mit den fehlerbehafteten
Groken & = (x1,...,zN) gegeben ist, berechnet sich nach dem Fehlerfortpflanzungsge-
setz, wie es mit der Gleichung 13 im Paragraph 5.2.2 des Guide to the Fxpression of

Uncertainty in Measurement [81] gegeben ist, zu:

N N af
ﬁ(y):;(ai”i) w2 (1) +2Zl > ai 832 u (24, 7;) (11.9)
1= 1 j=i+1

Dabei ist u?(z;) die Varianz des fehlerbehafteten Parameters z; und u(z;, ;) ist die
Kovarianz der zwischen den fehlerbehafteten Parametern z; und z;.
Wir verwenden statt der Varianz u2(y) deren Wurzel und erhalten die ensprechende

Standardabweichung, die in unserem Fall gleichzeitig der Standardfehler von y ist.

Messunsicherheit fiir den Mittelwert fehlerbehafteter Grolen Die Messunsicherheit
eines Mittelwertes & wird durch den Standardfehler SE = SD/y/n angegeben, wobei SD
die Standardabweichung und n der Umfang der Stichprobe ist. Wird jedoch der Mittel-
wert liber fehlerbehaftete Werte gebildet, so miissen die Messunsicherheiten der Einzel-

werte fiir die Bestimmung der Messunsicherheit des Mittelwertes berticksichtigt werden.

Der erweiterte Standardfehler ist dann \/ ui/ﬁttelwert + SE?, wobei sich die Messunsicher-
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heit upnfigtelwert Uber die Definition des Mittelwertes und dem Fehlerfortpflanzungsgesetz
(11.9)) ergibt. Wir kénnen den erweiterten Standardfehler dann schreiben als:

1 n
SE(r) = — > w2, +nSD? (11.10)
=1

Dabei ist u,, die Messunsicherheit des iten Wertes der Stichprobe, aus dem der Mittelwert
gebildet wird.

Die erweiterte Standardabweichung lasst sich dann analog bilden als:

1 n
SD(7) = , | > w2, +SD? (11.11)
=1

Messunsicherheit fiir AG°, —T AS und Kgy Fiir die Bestimmung der Messunsicher-
heit der freien Enthalpie AG°® wird angenommen, dass die Varianz der Gaskonstante
R und der Temperatur vernachlassigbar sei. Damit sind dann auch die entsprechenden
Kovarianzen vernachlédssigbar. Die Messunsicherheit fiir AG® lautet dann mit und
(11.9):
e AG®) = ];;,f w(Kp) (11.12)
Dabei ist u(Kp) der Standardfehler der K, wie er iiber den Datenfit ermittelt wurde.
Auch fiir die Berechnung der Messunsicherheit der entropischen Energie —T AS wird
davon ausgegangen, dass die Varianz fiir die Gaskonstante und der Temperatur 17" ver-

nachléssigbar sei. Die Messunsicherheit lautet dann mit (10.13]) und (11.9):

uc(—=T AS) = \/(RT u(KD)>2 +u?(AH) -2 RT u(Kp, AH) (11.13)
Kp Kp
Hierbei ist u(AH) der Standardfehler der Enthalpie, und w(Kp, AH) die Kovarianz
zwischen der Kp und AH, wie sie iiber den Datenfit ermittelt wurden.
Die Messunsicherheit der Stern-Volmer-Konstante berechnet sich iiber und ,
bei Vernachlassigung der Varianz fiir das Ausgangsvolumens V{ und der Konzentration

des Quenchers der Stammlosung Q7, zu:

u(Kgy) = C‘;% u(m) (11.14)

Hierbei ist u(m) der Standardfehler des Anstieges, wie er aus dem Datenfit berechnet
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wurde.

11.2.2. Bestimmung der Konfidenzintervalle unter Annahme der
Normalverteilung von AG®

Da die Dissoziationskonstante zum einen stets grofer als null ist (Kp > 0), und zum
anderen die Dissoziationskonstante wegen logarithmisch mit der freien molaren
Reaktionsenthalpie AG® verkniipft ist, ist die Annahme der Normalverteilung fiir die
Dissoziationskonstante fraglich: (i) als symmetrische Verteilung kann die Normalvertei-
lung auch Werte umschlieften, die kleiner als null sind, (ii) wegen kann nicht sowohl
die Kp als auch AG° normalverteilt sein. Dariiber hinaus kann AG® prinzipiell auch
Werte grofer als null annehmen, auferdem sind die Zufallsgrofen fiir die AG® additiv
(siehe (7.7)) und fiir die Kp multiplikativ (siehe (7.8)) verkniipft. Nach [104] kénnen
diese Hinweise so gewertet werden, dass AG° normal- und Kp lognormalverteilt sei.
Die Konfidenzintervalle fiir AG® und Kp lassen sich fiir die Annahme der Normalver-

teilung von AG® wie folgt bestimmen:
1. Berechne die Standardfehler SEago fiir AG® mit (11.12)).

2. Berechne die untere und die obere Grenze des Konfidenzintervalls fiir AG° mit
AG?{I = AGO :l: t(n—m—p; 1—a/2) X SEAGO (1115)

Dabei ist t der Wert der t-Verteilung fiir das 97,5 %- bzw. 2,5 %-Quantil (« = 5 %)
fiir den Freiheitsgrad (n —m —p) des Datenfittes (n ist die Anzahl der Messpunkte,
m die Anzahl der fiir Umrechnungen und Normierungen benotigten Punkte |diese

enthalten keine Information| und p ist die Anzahl der anzupassenden Parameter).

3. Rechne die untere und die obere Grenze des Konfidenzintervalls fiir AG® mit ([7.6])

in die untere und obere Grenze des Konfidenzintervalls fiir die Kp um.

11.2.3. Bestimmung der Konfidenzintervalle iiber die R-Funktion confint

Da wir nicht genau wissen, ob AG® einer Normalverteilung und die Kp einer Lognormal-
verteilung gehorcht — so hiangt z. B. die konkrete Verteilung von Kp und AG° vom Grad
der Nichtlinearitét der Modellfunktion und vom aktuellen Datensatz ab [I5] —, wollen wir
ein Verfahren verwenden, das die Kenntnis der Verteilungsform nicht voraussetzt. Wir
benutzen dazu die R-Funktion confint, die fiir die nicht-lineare Regression die profile-

Funktion verwendet. Dabei wird der Konfidenzbereich fiir die zu fittenden Parameter
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nach Bates et al. [15] iiber die sogenannte Profil-t-Funktion bestimmt:

7(0;) = sign(6; —

o) /S50 - 55(0) (11.16)
s

Dabei ist 6; der Wert des iten angepassten Parameters, 6 der Vektor aller angepassten
Parameter, $5(8) die minimale Summe-der-Quadrate mit den gefundenen Parametern 6,
und s der residuale Standardfehler fiir die gefundenen Parameter 6. Der Wert fiir ; wird
um den Wert von 6; herum variiert. $5(6;) ist die minimale Summe-der-Quadrate ((11.2)
fiir die ungewichtete und fiir die gewichtete Regression) fiir die anzupassenden
Parameter @ ohne 6; als anzupassenden Parameter, da 6; als fester Wert gesetzt wird. Die
Teststatistik 7(6;) ist anndhernd t-verteilt, daher kann aus den entsprechenden Werten
fiir 7(0;) und dem bekannten Freiheitsgrad (n —m — p) das gesuchte Konfidenzintervall
berechnet werden [I5]. Fiir die abgeleitete Grosse AG® wird das Konfidenzintervall aus
dem Konfidenzintervall fiir die Kp {iber Gleichung [7.6] berechnet.

11.2.4. Bestimmung der Messunsicherheit und Konfidenzintervalle iiber
das Bootstrap-Verfahren

Die Profil-t-Funktion geniigt fiir die meisten Fille innerhalb dieser Arbeit zur Berechnung
der Konfidenzintervalle, jedoch kann mit ihr nicht der Fall der Fluoreszenztitration mit
relevanter Hintergundintensitét behandelt werden: Das Rauschen des Hintergrundes, und
damit die Messunsicherheit fiir den Anstieg Fip, muss fiir die Messunsicherheit der Kp
und AG° mit berticksichtigt werden (siehe (9.10])). Das ist aber mit der Profil-t-Funktion
nicht moglich, da der Fehler des Anstieges F1,g gar nicht in die reduzierte Intensitdt AF
mit eingeht.

Ein anderes Problem stellt die Berechnung der Messunsicherheiten dar. So setzt die
Berechnung der Standardfehler aus der Varianz-Kovarianz-Matrix voraus, dass das nicht-
lineare Regressionsproblem nicht all zu sehr von einem linearen Regressionsproblem ab-
weicht. Die Berechnung der Messunsicherheiten der abgeleiteten Messgrossen wie der
AG® nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz ((11.9)) setzt die Normalverteilung der Fehler
voraus, was bpws. flir die Kp nicht gegeben sein muss. Die berechneten Messunsicherhei-
ten werden daher von den wirklichen, d. h. unverzerrten, Messunsicherheiten abweichen,
wobei unklar bleibt, ob diese Abweichung tiberhaupt signifikant sei.

Diese Fragen lassen sich mittels der Bootstrap-Methode behandeln [25, 221 [33] [79].
Der Vorteil ist, dass diese Methode keine Annahme iiber die Art der Verteilung des

Datensatzes oder der interessierenden Parameter braucht und auch fiir komplexe Regres-
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sionsprobleme anwendbar ist.

Die Grundannahme der Bootstrap-Methode lautet: Sofern keine besseren Informatio-
nen vorliegen, ist der aktuelle Datensatz die beste Schitzung fiir die Verteilung der
Grundgesamtheit, aus der dieser Datensatz gezogen wurde [22) 33]. Wir ersetzen da-
her diese unbekannte Verteilung durch die des Datensatzes, was auch als Plug-in-Prinzip
bezeichnet wird [22, 33]. Aus dem bekannten Datensatz werden, iiber verschiedene An-
satze, neue kiinstliche Datensétze erzeugt, und daraus werden die interessierenden Pa-
rameter berechnet. Das wird oft genug wiederholt und so die Verteilung der interessie-
renden Parameter erzeugt. Ansétze zur Erzeugung der kiinstlichen Datensétze sind: (i)
nichtparametrisches Resampling (Ziehen mit Zuriicklegen von (z;, y;)-Datenpaaren), (ii)
semi-parametrisches Resampling (Ziehen mit Zuriicklegen des Rests ¢; und Verrechnung
mit dem angepassten Modell), und (iii) parametrisches Resampling [25]. Fiir die ex-
plizite CVM (ohne Bestimmung des stochiometrischen Koeffizienten n), die FT und den
Hintergrund der FT bei mehr als einem Datensatz, wird das nichtparametrische Resamp-
ling verwendet. Fiir die ITC und den Hintergrund der FT wird das semiparametrische
Resampling verwendet, wenn nur ein Datensatz vorliegt.

Aus der Bootstrap-Verteilung miissen dann die Konfidenzintervalle oder Standardab-
weichungen berechnet werden, wobei es speziell fiir die Konstruktion der Konfidenzin-
tervalle eine Vielzahl an Methoden gibt [25], [79]. Wir verwenden hier die Bias-corrected
and accerlareted percentile method (BCa) [32, 25, [79] und implementieren sie in R fiir
die FT, die explizite CVM und die ITC.

11.2.5. Bestimmung der Konfidenzintervalle fiir AAG

Wenn wir annehmen, dass die freie Enthalpie normalverteilt sei, konnen wir zur Beant-
wortung der Frage nach der statistischen Signifikanz des Unterschiedes in der Affinidt des
interessierenden Liganden zu einer Referenz die Differenz in der freien Enthalpie AAG
und den t-Test verwenden.

Da wir im allgemeinen nicht im voraus wissen, ob die Varianzen und die Stichprobe-
numfinge (das sind in unserem Fall die Freiheitsgrade der Datenfits) der beiden zu ver-
gleichenden AG°-Werte gleich oder ungleich sind, verwenden wir die ,Behrens-Fischer-
Priifgrosse [104]:

|AGT — AGs| |AAG]|
\/SEQAG<13 +SE3 ¢ \/SEQAG? +SE3 s

Hierbei ist SEage der iiber (I1.12) berechnete Standardfehler fiir AG°. Uberschreitet

t die Signifikanzschranke, so ist AAG ungleich null, wobei wir zweiseitig und mit einer

i\:

(11.17)
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Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 5% priifen. Den fiir die Berechnung des kritischen

t-Wertes benotigten Freiheitsgrad FG berechnen wir nach [104] zu:

(SE2 + SE2 )2
AGS AGS

4 4
SExge | SFacs

(n1i—1) ' (n2—1)

FG =

(11.18)

Hierbei ist n der Freiheitsgrad des Datenfits.

Aus Griinden der Anschaulichkeit berechnen wir fiir AAG das 95 %-Konfidenzintervall,
welches den gleichen Informationsgehalt wie der t-Test enthélt, wobei wir die Vermutung

der Normalverteilung von AAG ausnutzen [104]:

AAGY; = (AGS = AGS) + tra;1-a/2) \/SFAcs + SFAc (11.19)

Fiir den Fall, dass das 95 %-Konfidenzintervall den Wert Null nicht umschlieRt, ist die
Differenz AAG® auf dem 5 %-Niveau signifikant.

Einfluss von zufilligen Fehlern fiir die Protein- und Ligandkonzentration auf AAG
Wir kénnen die Messunsicherheiten fiir die Protein- und die Ligandkonzentration P{ und
L? nur grob schétzen. Um den Einfluss dieser Messunsicherheiten auf den Unterschied
AAG° zu untersuchen, fithren wir eine Monte-Carlo-Simulation durch. Wir nehmen dabei
eine bestimmte noch zu benennende Verteilung fiir die Protein- bzw. Ligandkonzentration
an, und simulieren damit und dem entsprechenden Datensatz sowie der dazugehorenden
Auswertungsmethode eine moglichst grofse Stichprobe fiir die Kp und den dazugehoren-
den Standardfehler SEg,,. Damit berechnen wir nach und die Werte fiir
AG® und SEAge, und mit und die Werte fiir ¢ und den Freiheitsgrad FG.
Wir fragen dann, ob der Betrag jedes einzelnen Wertes fiir ¢ den, mit zu ¢ gehérenden
Freiheitsgrad FG bestimmten, kritischen Wert tiit. = t(rq;1-a/2) Uberschreitet. Dabei
setzen wir die Irrtumswahrscheinlichkeit auf o = 5%. Wir zédhlen dann alle Werte die
tikrit. Uberschreiten und dividieren diese Zahl durch die Anzahl der durchgefiihrten Ver-
gleiche. Wir erhalten damit die Wahrscheinlichkeit, mit der ty.;. iiberschritten wurde.
Diese sollte grofer gleich 95 % sein, dann ist die beobachtete Differenz AAG auch un-
ter der Annahme der entsprechenden Fehler fiir die Protein- und Ligandkonzentration

signifikant.

81



Einleitung

11.3. Giite des Fits

Um die Giite des Fits angeben zu kénnen, verwenden wir in dieser Arbeit die Make R?
1291, @ [94] und P [104]. Zusitzlich definieren wir uns ein neues Maf RZ .. . welches
besser an die Situation fiir F'T und die ITC angepasst ist.

11.3.1. Das MaR R?

Das Maf R? )
S'Serror —1_ Zz (yl - fZ)

a SStotal B Ez (yl - g)Q

gibt an, inwieweit sich der verwendete Datenfit von einer horizontalen Geraden unter-

R2=1

(11.20)

scheidet, d.h. R? sagt etwas iiber die Korreliertheit von x; mit y; aus [29]. Zum Datenfit
gehort die minimale Summe-der-Quadrate S Sepror, Wie sie sich mit den im Datenfit ange-
passten Parametern ergibt, und zur horizontalen Gerade die totale Summe-der-Quadrate
SStotal, mit g dem Mittelwert iiber alle gemessenen y; (siche auch Abb. .

Der Vorteil von R? ist seine allgemeine Anwend- und leichte Berechenbarkeit. Nachtei-
lig wirkt sich jedoch die relative Unempfindlichkeit des Mafses fiir die F'T und die ITC aus:
Der Datenfit muss schon sehr schlecht sein, damit R? kleiner als 0,9 wird. Wir verwen-
den dieses Mafs daher nur fiir die CVM, da hier eine schlechte Verteilung der Messpunkte
diese nur wenig von einer horizontalen Geraden unterscheidbar macht. Da wir allerdings

fiir die CVM eine gewichtete Regression durchfiihren, definieren wir R? abweichend mit:

Ei (yzsifz)
Yi=y 2

= (1)

Hierbei ist s; die zum iten Datenpunkt gehorende Standardabweichung.

R*=1- (11.21)

11.3.2. Das MaR R?

linear

Wegen der Unempfindlichkeit von R? fiir die FT und ITC wollen wir uns ein empfindli-
cheres und damit auch aussagekriftigeres Maf definieren. So ist es fiir Titrationen mit
einem prinzipiell hyperbolischen oder sigmoiden Verlauf wichtig, dass sich der Kurven-
verlauf hinreichend von einem reinen linearen, d.h. geraden, Verlauf unterscheidet, da
sonst die geschitzten Parameter nur sehr ungenaue bis vollig abwegige Werte annehmen.
In solchen Fillen kann R? dennoch nahe eins sein. Daher soll SSiota) durch die Sum-

me der Abstandsquadrate einer linearen Funktion ersetzt werden. Die lineare Funktion
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Abbildung 11.1.: Unterschiede in der Berechnung von SSiota fiir R? (links) und RE ...
(rechts).

fi,linear = @ x; + b stellt den besten Fit der Anpassung einer Geraden an die entsprechen-
den Daten dar (siehe auch Abb.[11.1)). Das neue Maf heisst RZ und ist analog zu R?

linear
definiert: )
Rlzinear =1- ZZ (yl — fZ) D) (1122)
Ei (yl - fi, linear)

Das Maf Rﬁnear gibt also Auskunft dariiber, wie stark sich die Daten von einem rein

linearen Modell unterscheiden. Es nimmt einen Wert zwischen null (kein Unterschied zu

einem linearen Modell) und eins (vélliger Unterschied zum linearen Modell) an.
Fiir die ITC muss die die Abhingigkeit der Warmeentwicklung vom Injektionsvolumen

dV; berticksichtigt werden. Analog zu ([10.8]) definieren wir fiir fiinear = Qlinear filr die ITC:

Q inear
/—1’%
Qlinear = d‘/z (a AV + b) (1123)

11.3.3. Die Malle Q und P

Wihrend R? bzw. Rﬁnear die Abweichung des Datenfits von einer vorgegebenen Konfigu-
ration angeben, kann mit dem Q-Wert die Ubereinstimmung des Datenfits mit den Daten
bestimmt werden [94]. Allerdings sind dazu Replikate der jeweiligen Messung notig, um

die individuellen Standardabweichungen jedes einzelnen Datenpunktes zu bestimmen.
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Die gewichtete minimale Summe-der-Quadrate

2 = (T 5N = (5= 5

. i —Ji\ i — Ji

e () Ao () (120
entspringt einer x2-Verteilung mit dem Freiheitsgrad 7 — p, wobei ¢; der Mittelwert der
Replikate, 7 die Anzahl der gemittelten Datenpunkte und p die Anzahl der anzupas-
senden Parameter ist. Der Wert von @ ist dann die rechtsseitige Uberschreitungswahr-
scheinlichkeit von x? fiir eine y2-Verteilung mit dem Freiheitsgrad 7 — p. Der Wert von
(@ kann natiirlich nur zwischen null und eins liegen, wobei mindestens ein Wert von 0,05
— entsprechend 5 % — erreicht werden sollten, damit der Datenfit bedeutsam ist.

Wir nehmen an, dass die Terme der x?-Summe normalverteilt seien, was aber auch die
Annahme fiir die Durchfiihrung des Datenfits ist (siche auch (11.2)). Da wir die Stan-
dardabweichung o; fiir jeden Datenpunkt (g;, z;) nicht kennen, ersetzen wir sie durch die
empirische Standardabweichung s;. Die Ersetzung von o; mit s; fiihrt aber meist zu dem
klassischen Einwand, dass fiir die Berechnung von s; sehr viele Replikate notwendig seien,
da sonst s; zu stark fehlerbehaftet sei. Wir sind der Ansicht, dass das die Verwendung
von () nicht notwendig unsicher macht.

Wir wollen zusatzlich zu ) auch noch den lack-of-fit berechen. Nach Sachs et al. [104]E|
bilden wir die Priifgrofe

%ﬂ) Sy ma (i — fi)?

F= - _ _
N it g (Wi — i)?

(11.25)

die einer F-Verteilung mit (7 — p, N — n)-Freiheitsgraden entspringt. Hierbei ist N die
Gesamtanzahl aller Datenpunkten, n; die Anzahl an Replikaten fiir den gemittelten Da-
tenpunkt (7;, «;) und y;; der Wert des jten Replikats fiir g;. Der P-Wert ist die rechtssei-
tige Ubertretungswahrscheinlichkeit von F fiir eine F -Verteilung mit dem Freiheitsgrad
(n —p, N —n). Wie der Wert von ) kann natiirlich auch der P-Wert nur zwischen null
und eins liegen, wobei mindestens ein Wert von 0,05 — entsprechend 5 % — erreicht werden
sollte, damit der Datenfit bedeutsam ist.

Ein Vorteil von P gegeniiber ) ist die Moglichkeit, P-Werte auch fiir Datensétze zu
berechnen, in denen nicht jeder Datenpunkt als Replikat vorliegt. Fiir x? lisst sich dann
namlich s; nicht berechnen und somit auch nicht @, es sei denn solche Datenpunkte

werden fiir die Berechnung von () nicht mit betrachtet, was dann den Freiheitsgrad

3dort unter dem Abschnitt Prifung der Linearitit einer Regression gefithrt. Der lack-of-fit lasst sich
aber auch fiir nichtlineare Regressionen einsetzen. Bei Sachs et al. wurde p entsprechend einer einfa-
chen linearen Funktion gleich zwei gesetzt. Wir geben hier den allgemeinen Fall an.
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weiter reduziert. Als ein weiterer Vorteil von P gegeniiber () brauchen wir fiir P nicht
die Standardabweichungen s; berechen und setzen uns damit nicht der selben Kritik wie

an (Q aus.

11.3.4. Verwendung der vier Male

Sind fiir eine Messung Replikate vorhanden, so werden R? (CVM) bzw. das hier neu defi-
nierte Maf RZ _ (FT, ITC) und die beiden Werte @ und P angegeben. Der Grund liegt
darin, dass diese Mafe gegensétzlich agieren: ist der Datensatz sehr verrauscht, dann wird
der Wert von R? bzw. R% _ im Allgemeinen klein (d.h. er wird schlechter), wihrend
@ und P im allgemeinen ihrem maximalen Wert von eins zustreben. Ist umgekehrt der
Datensatz sehr rauscharm, kann das verwendete Modell aber den Datensatz nicht ausrei-
chend beschreiben, so strebt R? bzw. R% _  im allgemeinen seinem Maximum entegegen
(d.h. sie nehmen ihren ,besten Wert von eins an), wihrend die Werte fiir Q und P sehr
klein werden und damit schlechter. Fiir die FT und die ITC hat die Verwendung von
Rﬁnear und () und P den zusatzlichen Vorteil, eine nicht ausreichende Titrationskurve
zu belegen, die dennoch rauscharm ist. In einem solchen Fall kénnen ¢) und P maximal
werden (guter Datenfit), RZ . wird dagegen klein (geringe Abweichung von einem rein
linearen Modell).

Liegen fiir eine Titration keine Replikate vor, so wird nur das Mak R? (CVM) bzw.
R . (FT, ITC) angeben.

11.3.5. Hypothesentest zur Priifung der einzelnen Koeffizienten im Modell

Nachdem wir die Signifikanz des Datenfits iiberpriift haben, folgt die Priifung der Signi-
fikanz der einzelnen Koeffizienten im Modell iiber die Teststatistik [104]:

(11.26)

Hierbei ist 6; der geschétze Wert des entsprechenden Koeffizienten, und SEy, der dazu-
gehohrende Standardfehler.

Der Wert £ entstammt einer ¢-Verteilung mit dem Freiheitsgrad (n—m—p), wobei n die
Anzahl der Messpunkte, m die Anzahl der fiir Umrechnungen und Normierungen beno-
tigten Punkte und p die Anzahl der anzupassenden Parameter ist. Der zu ¢ gehdhrende
p-Wert sollte 0,05 (entsprechend 5 %) nicht iiberschreiten. Andernfalls ist der entspre-
chende Koeffizient als nicht signifikant fiir das Modell zu betrachten, was bedeutet, dass

das Modell geéndert werden muss.
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12. Einleitung zum Ergebnisteil

Um das Ziel der Entwicklung eines hoheraffinen Liganden zu erreichen, miissen wir ein
geeignetes Mafs fiir die Affinitdt definieren. Klassischerweise ist dies die Dissoziations-
konstante Kp , fiir unsere Zwecke ist jedoch die freie Enthalpie AG° besser
geeignet. Der Grund ist eben der Wunsch der Entwicklung hoheraffiner Liganden: Wir
sind an der Anderung der Affinitéit interessiert, wobei wir uns einen geeigneten Referenz-
punkt fiir die Beobachtung dieser Anderung festlegen.

Wegen der Additivitdt der freien Enthalpie ldsst sich die Differenz AAG zwischen
der freien Enthalpie der Referenz und des interessierenden Liganden als Mafs fiir die
Anderung in der Affinitéit verwenden . Wiirden wir die Dissoziationskonstante statt
der freien Enthalpie verwenden wollen, so miissten wir — wegen der Multiplikativitat der
Kp — das Verhéltnis aus der Kp der Referenz und des interessierenden Liganden
bilden. Wegen nachfolgender Uberlegungen ist dies jedoch ungiinstig.

Mit der Definition eines geeigneten Mafes fiir die Anderung der Affiniét ist unsere Ar-
beit noch nicht getan. Von ausserordentlicher Wichtigkeit ist der Beleg der statistischen
Signifikanz der beobachteten Affinitdtsdnderung, d.h. wir miissen die Frage beantwor-
ten, ob die beobachtete Anderung sich signifikant von null unterscheidet. Ohne diese
Betrachtung ist eine Bewertung der Ergebnisse — ausser fiir offensichtliche Félle — prin-
zipiell nicht moéglich. Wir miissen uns hierbei vor Augen halten, dass die ermittelten
Werte fiir die Kp bzw. AG° nur die wahrscheinlichsten Werte einer ganzen Verteilung
der Kp bzw. AG® darstellen: Punktgenaues, fehlerfreies Messen ist praktisch unméglich.
Entsprechend erhalten wir dann auch fiir die Anderung der Affinitéit eine Verteilung, die
wiederum von der Verteilung der Kp bzw. AG® der Referenz und des interessierenden
Liganden abhiingt. Aus grundsitzlichen Uberlegungen heraus ist AG° eher normalver-
teilt als die Kp (siche Abschnitt Bestimmung der Konfidenzintervalle unter Annahme der
Normalverteilung von AG® auf Seite |76)). Damit ist dann aber auch die Verteilung der
Differenz AAG selbst wieder eher normalverteilt. Wir konnen daher die Signifikanz von
AAG mittels eines t-Test bestimmen, wobei wir hier aus Griinden der Anschaulichkeit
das 95 %-Konfidenzintervall der AAG-Verteilung angeben (siehe Abschnitt Bestimmung
der Konfidenzintervalle fir AAG auf Seite : Schliesst Konfidenzintervall den Wert
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null nicht ein, so ist die beobachtete Differenz AAG mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5 % signifikant. Dann ist auch das Vorzeichen und der Betrag von AAG signifikant.

Zur Bestimmung des Konfidenzintervalls von AAG ist die Kenntnis der Standardabwei-
chungen von AG° der Referenz und des interessierenden Liganden notwendig (siehe Seite
78). Diese bestimmten wir entweder iiber aus dem Datenfit der jeweiligen Titra-
tionen iiber die Varianz-Kovarianz-Matrix, oder aber iiber die Bootstrap-Methode (siehe
Abschnitt Bestimmung der Messunsicherheit und Konfidenzintervalle iiber das Bootstrap-
Verfahren auf Seite [77)). Dabei nahmen wir an, dass diese Standardabweichungen gute
Schétzer fiir die entsprechenden AG°-Verteilungen seien. Dabei ist problematisch, dass
die Fehler der Protein- und der Ligandkonzentration aus praktischen Griinden nicht mit
in die ermittelten Standardabweichungen einfliesen konnten. Um dennoch eine Abschét-
zung fiir den Einfluls dieser Messunsicherheiten auf die Signifikanz von AAG zu erhalten,
fithrten wir eine Monte-Carlo-Simulation durch (siehe Abschnitt Einfluss von zufilligen
Fehlern fir die Protein- und Ligandkonzentration auf AAG auf Seite .

12.1. Fliessdiagramme der Auswerteskripte

Im nachfolgenden wird der Aufbau der Auswerteskripte dargelegt. Die Skripte wurden in
R [95] geschrieben, ausser fiir die implizite CVM, welches in Fortran — unter Verwendung

des Programmpakets 0DRPack [2I] — geschrieben wurde.

12.1.1. FT

Das Flussdiagramm fiir das Auswerteskript fiir die F'T ist in Abb. angegeben.

Zuerst wurden die Eingabedaten als Datei eingelesen und dann, wenn nétig, die Fluo-
reszenzintensitéit korrigiert (siehe dazu Seite [58). Dazu wurde mit den Eingabedaten die
Absorption der initialen Protein- und der zu titrierenden Ligandlosung fiir das aktuel-
le Setup des Fluoreszenzspektrometers und der Kiivette angegeben. Aus der bekannten
Verdiinnung konnte dann die aktuelle Gesamtabsorption berechnet werden. Es war dabei
glinstiger die Absorption der Ligandstammlésung zu bestimmen und dann daraus die
Absorption der zu titrierenden Ligandlosung zu berechnen, aus der dann schliesslich die
aktuelle Ligandabsorption in der Kiivette ermittelt wurde.

Es wurden dann die Rohdaten entsprechend (Titrationsdaten) bzw. (Hinter-
grund, sofern vorhanden) verrechnet. Falls nétig wurde der Hintergrund von den Titrati-
onsdaten abgezogen. Dazu wurde der Hintergrund mit einem einfachen linearen Modell
gefittet und der Anstieg dieses Modells wurde als Schétzer fir den Wert von Fip/Vj
verwendet, der dann in von den Titrationsdaten abgezogen wurde.
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Abbildung 12.1.: Flussdiagramm des Skriptes zur Auswertung der FT.
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Danach waren die Daten bereit fiir den eigentlichen Datenfit. Hierbei wird als (grund-
legendes) Modell entweder , oder verwendet, wie es in den Eingabedaten
festgelegt wurde. Wir hatten dann also entweder zwei anzupassende Parameter (den Pro-
portionalitatsfaktor § und die Kp fiir (8.2)) oder drei anzupassende Parameter (zusétzlich
den Faktor M bzw. N fiir bzw. ) Es wurden dann die Messunsicherheiten fiir
die angepassten Parameter {iber die Varianz-Kovarianz-Matrix berechnet, und fiir die
freie Enthalpie tiber . Aus den ermittelten Parametern und den dazugehohren-
den Messunsicherheiten wurde die Signifikanz der einzelnen Parameter fiir den Datenfit
gepriift (sieche Seite und die Qualitit des Datenfits mittels RZ .. und — so-
fern Replikate der Messungen vorlagen — die Werte fiir () bzw. P mittels bzw.
berechnet. Die Konfidenzintervalle wurden entsprechend fiir die inter-
essierenden Parameter iiber die Profil-¢-Funktion bestimmt. Sollte die Profil-¢-Funktion
versagt haben, so wurde speziell fiir die Kp das Konfidenzintervall unter Annahme der
Normalverteilung der AG® bestimmt (siehe Seite [76]). Aus dem Konfidenzintervall fiir die
Kp wurde das Konfidenzintervall fiir AG®° entsprechend berechnet.

An den Datenfit liess sich ein Bootstrapping anschliessen (siehe auch Seite [77)), mit
dem sich die ermittelten Messunsicherheiten und Konfidenzintervalle tiberpriifen liessen
und — falls ein Hintergrund vorhanden war — sich die um die Messunsicherheit des Hin-
tergrundes erweiterten Messunsicherheiten und die Konfidenzintervalle ermitteln liessen.
Danach konnte eine Monte-Carlo-Simulation durchgefiihrt werden, mit der der Einfluss
der (unbekannten) Messunsicherheit der Protein- und Ligandkonzentration auf die Kp
bzw. AG° untersucht werden konnte. In diesem Abschnitt wurde in erster Linie die
Monte-Carlo-Verteilung der Kp fiir den entsprechenden Datensatz der jeweiligen Protein-
Ligand-Titration erzeugt, die dann mit einer anderen Monte-Carlo-Verteilung eines ande-
ren Datensatzes einer anderen Protein-Ligand-Titration verglichen werden konnte (siche
auch Seite [79)).

12.1.2. CVM

Da wir fiir die Auswertung von CVM-Daten zwei grundlegend verschiedene Modelle hat-
ten (explizite CVM und implizite CVM ([9.17))), und sich die implizite CVM mit
den gegenwértigen Mitteln der Skriptsprache R nicht auswerten liess, wurde fiir die Aus-
wertung der impliziten CVM ein Programm in Fortran unter Verwendung des Pakets
ODRPack geschrieben [21]. Dieses Programm konnte nicht alle geforderten Parameter zur
Bewertung des Datenfits liefern, insbesondere fehlte eine Bewertung der Qualitit des
Fits. Da wir jedoch die gleichen Daten bereits mit der expliziten CVM ausgewertet hat-

ten, nahmen wir an, dass die, fiir die explizite CVM bestimmte, Qualitdt des Fits auch
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flir die implizite CVM gelte.

Explizite CVM

Das Flussdiagramm fiir das Auswerteskript fiir die explizite CVM ist in Abb. ange-
geben.

Nachdem die Daten aus einer Datei eingelesen wurden, wurden sie entsprechend
normiert und die Restintensitidt AF,orm nach gebildet. Sollte eine Normierung
anhand von (9.18) nicht moglich gewesen sein, so verwenden wir die Median-Methode,
wie im Abschnitt Normierung der CVM-Fluoreszenzintensitdt auf Seite [55] beschrieben.

Die aufbereiteten Daten konnten nun gefittet werden, wobei uns zwei Modelle zur Ver-
fligung standen. Das eine Modell hatte zwei Parametern (Proportionalitatsfaktor
0 und die Kp), und das zweite drei Parameter (zusétzlich noch die Proteinadsorption
P.4s, siehe auch Abschnitt Adsorption von Protein auf Seite . Fiir die Regression wur-
de die ungewichtete oder die gewichtete OLS verwendet. Es wurden dann
die Messunsicherheiten fiir die angepassten Parameter iiber die Varianz-Kovarianz-Matrix
berechnet, und fiir die freie Enthalpie iiber . Aus den ermittelten Parametern und
den dazugehchrenden Messunsicherheiten wurde die Signifikanz der einzelnen Parameter
fiir den Datenfit gepriift (siehe Seite und die Qualitiit des Datenfits mittels B2 (11.20)
fiir die ungewichtete oder fiir die gewichtete OLS bestimmt, und die Werte fiir
Q@ bzw. P mittels bzw. berechnet. Die Konfidenzintervalle wurden ent-
sprechend fiir die interessierenden Parameter iiber die Profil-t-Funktion ermittelt.
Sollte die Profil-t-Funktion versagt haben, so wurde speziell fiir die Kp das Konfidenz-
intervall unter Annahme der Normalverteilung der AG® bestimmt (siehe Seite [76). Aus
dem Konfidenzintervall fiir die Kp wurde das Konfidenzintervall fiir AG® entsprechend
berechnet.

Optional konnte dann der Einfluss der Protein- und Ligandkonzentration auf die Mes-
sunsicherheit der Kp bzw. AG° mittels Monte-Carlo-Simulation untersucht werden. Das
Ergbnis der Monte-Carlo-Simualtion konnte dann verwendet werden, um das Ergebnis

der CVM mit anderen Protein-Ligand-Titrationen zu vergleichen (siehe auch Seite [79)).

Implizite CVM

Das Flussdiagramm fiir das Auswerteskript fiir die implizite CVM ist in Abb. ange-
geben.

Nach dem Einlesen der Eingabedaten wurden die Rohdaten verrechnet, insbesondere
wurde A Fyorm wie fiir die explizite CVM gebildet. Es wurde dann der Datenfit mittels der
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Abbildung 12.2.: Flussdiagramm des Skriptes zur Auswertung der expliziten CVM.
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Abbildung 12.3.: Flussdiagramm des Skriptes zur Auswertung der impliziten CVM.
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impliziten ODR und dem Modell durchgefiihrt. Das Packet ODRPack war zwar in
der Lage eine gewichtete implizite orthogonale Distanzregression durchzufiihren, jedoch
fehlen uns konkrekte Fehlerangaben fiir die erkldrende Variable. Daher verwendeten wir
eine ungewichtete Regression.

Es wurden dann die Messunsicherheiten fiir die angepassten Parameter iiber die Varianz-
Kovarianz-Matrix berechnet, und fiir die freie Enthalpie tiber . Aus den ermittel-
ten Parametern und den dazugehéhrenden Messunsicherheiten wurde die Signifikanz der
einzelnen Parameter auf den Datenfit gepriift (siche Seite [83)). Die Konfidenzintervalle
wurden fiir die Kp unter der Annahme der Normalverteilung von AG® gebildet (siehe
Seite [76), fiir den stéchiometrischen Koeffizient n wurde ebenfalls eine Normalverteilung

angenommen.

12.1.3. ITC

Das Flussdiagramm fiir das Auswerteskript fiir die ITC ist in Abb. angegeben.
Fiir die Auswertung wurde mittels des MicroCal-Auswerteprogramms [82] die Basisli-
nie gebildet, von den Titrationskurve abgezogen und die Titrationspeaks integriert. Die
ITC-Datensétze wurden dann mit den anderen notwendigen Daten in einer Datei zusam-
mengefasst, die vom Auswerteskript eingelesen wurde. Das Skript bereitete die Eingabe-
daten als erstes fiir die weitere Verwendung auf. Mit den Eingabedaten wurde auch die
Regressionsnummer iibergeben, mit der die Art der Stratifikation der zu ermittelnden Pa-
rameter festgelegt wurde (siehe Abschnitt ITC-Regression auf Seite . Dann wurde der
entsprechende Datenfit durchgefiihrt, wobei hier noch entschieden werden konnte, wel-
ches Modell verwendet wurde (entsprechend (8.2)), oder (8.4)). Danach wurden die
Messunsicherheiten fiir die angepassten Parameter {iber die Varianz-Kovarianz-Matrix
berechnet, und fiir die freie Enthalpie iiber . Wurde ein Paramter als lokaler Pa-
rameter deklariert, so wurde ein globaler Parameter iiber den arithmetischen Mittelwert
aus den lokalen Werten gebildet und die dazugehohrende Messunsicherheit iiber ((11.10))
aus den einzelnen Messunsicherheiten der einzelnen lokalen Parameter und der Varianz
der lokalen Paramter berechnet. Aus den ermittelten Parametern und den dazugehShren-
den Messunsicherheiten wurde die Signifikanz der einzelnen Parameter auf den Datenfit
gepriift (siche Seite und die Qualitit des Datenfits mittels Rﬁnear und — sofern
die Datenpunkte als Replikate vorlagen — die Werte fiir () bzw. P mittels bzw.
berechnet. Die Konfidenzintervalle wurden entsprechend fiir die inter-
essierenden Parameter iiber die Profil-t-Funktion bestimmt. Sollte die Profil-t-Funktion
versagt haben oder sollte der entsprechende Parameter nicht global gwesen sein, so wurde

speziell fiir die Kp das Konfidenzintervall unter Annahme der Normalverteilung der AG®
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Abbildung 12.4.: Flussdiagramm des Skriptes zur Auswertung der ITC.
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bestimmt (siehe Seite [76). Aus dem Konfidenzintervall fiir die Kp wurde das Konfiden-
zintervall fiir AG° entsprechend berechnet.

An den Datenfit liess sich ein Bootstrapping anschliessen (siehe auch Seite [77)), mit
dem sich die ermittelten Messunsicherheiten und Konfidenzintervalle tiberpriifen lies-
sen. Danach konnte eine Monte-Carlo-Simulation durchgefiihrt werden, mit der der Ein-
fluss der (unbekannten) Messunsicherheit der Protein- und Ligandkonzentration auf die
Kp bzw. AG° untersucht werden konnte. In diesem Abschnitt wird in erster Linie die
Monte-Carlo-Verteilung der Kp fiir den entsprechenden Datensatz der jeweiligen Protein-
Ligand-Titration erzeugt, die dann mit einer anderen Monte-Carlo-Verteilung eines ande-

ren Datensatzes einer anderen Protein-Ligand-Titration verglichen werden konnte (siehe

auch Seite .
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13. Ersetzung der Proline des
ActA-Peptides mit dem X- und den
Spir2-Baustein

Als Ausgangspeptid verwendeten wir die Sequenz SFEFPPPPTEDEL aus dem Repeat
3 des ActA-Proteins aus dem Bakterium Listeria monocytogenes [85, 0], wobei der N-

bzw. der C-Terminus des Peptids und seiner Chiméren acetyliert bzw. amidiert war.

13.1. Bindungsdaten fiir die Ersetzungen mit X

Wir ersetzten sukzessiv je zwei Proline des ActA-Peptids mit dem X-Baustein (siehe auch
Abb. , bis schliesslich alle Proline mit X ausgetauscht waren. Dabei beobachteten
wir eine Zunahme der Affinitat fiir die Ersetzung der letzten beiden, aber auch fiir die
Ersetzung aller Proline mit dem Diprolinmimetikum.

Die mittels CVM und ITC gewonnenen Bindungsdaten fiir das Referenzpeptid Ac—
SFEFPPPPTEDEL-NH; und die Peptidchiméren sind in Tabelle [20.2] zusammengefasst.
Die beobachteten Differenzen in der freien molaren Reaktionsenthalpie AAG zwischen
dem Referenzpeptid und den Peptidchiméren sind in Tabelle dargestellt. Die Ergeb-
nisse der um die Protein- und Ligandkonzentration erweiterten Fehlerbetrachtung sind
in Tabelle abgebildet.

13.1.1. Bindungsdaten CVM

Die Varianz der einzelnen Messpunkte fiir die CVM waren nicht konstant, daher fiihrten
wir eine gewichtete Regression durch. Fiir die Modellfunktion fiihrte dies jedoch
zu verzerrten Ergebnissen, gerade auch im Vergleich zur ungewichteten Regression unter
Verwendung der ungemittelten Datenpunkte (siehe auch Abb. . Bei der ungewich-
tete Regression mussten wir aber fiir die PPX-Chimére den Datenpunkt fir ¢, = 0,9
entfernen, da sonst der Datenfit ebenfalls verzerrt war. Ausserdem war der Q- bzw. P-

Wert fiir die Chiméren PPX und XX fiir die gewichtete Regression null bzw. nahe null,
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wenn wir die Modellfunktion (9.15]) verwendeten (siche auch Abb. |13.1)). Wir benutzten

CVM ohne P,qs: CVM mit Pgs:
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Abbildung 13.1.: CVM ohne (links) und mit Beriicksichtigung (rechts) der Proteinad-
sorption nach fiir VASP-EVHI titriert mit dem PPX-Liganden.
Oben sind die Plots der gefitteten Datenpunkte, unten die der gewich-
teten Reste dargestellt. Fiir den Plot der gewichteten Reste wurde jeder
Rest mit seiner Standardabweichung dividiert. Der @) und der P-Wert
ohne Beriicksichtung der Proteinadsorption ist null bzw. kleiner als 5 %.
Mit Berticksichtigung der Proteinadsorption werden ) und P eins bzw.

fast eins.

daher fiir die Proteinkonzentration Py, nahmen also an, dass die Proteinadsorption
einen signifikanten Einfluss hatte. Wir erhielten somit drei anzupassende Parameter fiir
Regression: Kp, 0 und P,qs. Letztere entspricht dem Betrag, um den die aktuelle totale
Proteinkonzentration P aufgrund von Adsorption reduziert werden muss. Der Wert fiir
P.ds ist nicht in der Tabelle [20.2] angefiihrt, da wir ihn — wie auch den Proportionalitéts-

faktor 6 — als Nuisance-Parameter betrachten. Der gemittelte Wert der Proteinadsorption
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iiber alle Titrationen ist P,qs = 0,36 (SD = 0,12; SE = 0,06) pM und die gemittelte Wert
des Proportionalitéatsfaktors 6 = 6,5 (SD = 0,9; SE = 0,4) a.u./pM.

Die bei der Regression geschitzten Parameter hatten ein ¢-Verhéltnis t = §/SEy mit
einem p-Wert der kleiner als 1 % fiir alle angepassten Datensétze war. Nur fiir die Kp fiir
die XX-Chimére war der p-Wert 2 %. Fiir die XX-Chimére ist sowohl der Standardfehler,
als auch das Konfidenzintervall recht grofs und die Werte fiir @ und P sind klein. Die
ermittelte Kp bzw. AG° hat daher leider nicht die Genauigkeit, wie fiir die anderen
Chiméren.

Nach den geschitzten Werten fiir die Dissoziationskonstante Kp und die molare freie
Reaktionsenthalpie AG®, unterscheiden sich die Affinitdten der Chiméren PXP und XX
nicht von der Affinitdt des Referenzpetides PPPP, innerhalb der ermittelten Messunsi-
cherheiten. Im Vergleich zum Referenzpeptid bindet die Chimére XPP dagegen schwécher
und die Chimére PPX stiarker an VASP-EVHI (ebenfalls im Rahmen der bestimmten
Messunsicherheiten). Dabei gewinnen wir mit AAG = —3,0(0,3) kJ/mol mehr an Affi-
nitat fir PPX, als wir mit AAG = 41,8 (0,4) kJ/mol fiir XPP verlieren. Es zeigt, dass
diese Differenzen AAG und ihre Vorzeichen statistisch signifikant sind.

Bestimmung des stéchiometrischen Koeffzienten mittels impliziter CVMs Um den
stochiometrischen Koeffizienten n aus (7.1) mittels CVM zu bestimmen, verwendeten
wir und fiihrten ein ungewichtete implizite orthogonale Distanzregression durch
[86, 21]. Dabei zeigt sich, dass nur fiir das Referenzpeptid PPPP und die Chimére PPX
ein sinnvoller Datenfit durchgefiihrt werden konnte. Fiir alle anderen Liganden wurde
die Messunsicherheit fiir die Kp und AG® so grofs, dass der Datenfit fiir diese Ligan-
den bedeutungslos ist. Daher sind in Tabelle [20.5] nur die Ergebnisse fiir PPPP und PPX
dargestellt. Zur Bestimmung der Konfidenzintervalle wurde angenommen, dass AG® nor-
malverteilt, und entsprechend die Kp logarithmisch normalverteilt sei. Fiir den stéchio-
metrischen Koeffizienten n wurde eine Normalverteilung angenommen. Da die Konfidenz-
intervalle fiir n den Wert eins einschliefsen, lésst sich fiir die Bindung der Liganden PPPP
und PPX an VASP-EVHI eine Stéchiometrie von eins feststellen.

Dass der Datenfit fiir die XPP, PXP und XX Liganden keine statistisch bedeutsamen
Schitzungen der gesuchten Parameter lieferte, fiihren wir darauf zuriick, dass die totale
Protein- und Ligandkonzentration, P{ und L¢, fiir die entsprechende Kp nicht im richti-
gen Verhiltnis waren. So war das Verhéltnis L /P¢ fiir die Liganden 10 (PPPP), 5 (PPX)
bzw. 25 (XPP), 15 (PXP) und 15 (XX). Fiir alle Liganden, bei denen der Datenfit nicht
funktionierte, ist das Verhéltnis grofer als 10. Das Verhaltnis sollte also kleiner als 10

sein. Dazu kann aber nicht einfach die Ligandkonzentration L{ verringert werden, da
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dann die nichtlineare Intensitdt Al nur schlecht bestimmbar ist (siche auch ) Viel-
mehr muss dazu die Proteinkonzentration Py erhoht werden. Diese Forderung lauft dann
konform mit den Forderungen, die von Ingham fiir die Bestimmung des stéchiometrischen
Koeffizienten mittels Job Plot gestellt wurde [62].

13.1.2. Bindungsdaten ITC

Verwendete Regressionsmodelle fiir die ITC Fiir die Auswertung der ITC-Daten ver-
wendeten wir : Da wir mittels der "®’N-HSQC Spektren und der implicziten CVM
zeigen konnten, dass wir eine eins-zu-eins Bindung vorliegen haben, bedeutet die Verwen-
dung dieser Gleichung, dass wir die Konzentration L{ des Liganden in der Injektionss-
pritze als anzupassenden Parameter fiir die Regression verwendeten. Dass ist deswegen
sinnvoll, da wir die Konzentration des Proteins mittels UV/Vis recht genau und re-
produzierbar bestimmbar ist. Die Bestimmung der Konzentration der Liganden erfolgte
allein iiber die Einwaage. Zusatzlich war bekannt, dass das Lyophilisat etwa 80 % Pep-
tid enthielt, der Rest waren andere Stoffe, wie z. B. Restwasser. Die Standardprozedur
der MicroCal-Auswertung wiirde dagegen nutzen und damit die anfdngliche Pro-
teinkonzentration P{ in der Messzelle als anzupassenden Parameter verwenden. Da wir
aber bereits eine eins-zu-eins Bindung annehmen und wir die Proteinkonzentration besser
schétzen konnen, als die Peptidkonzentration, kann die Verwendung von zZu einer
Verzerrung der zu bestimmenden Werte fiir die Kp und AH fiihren.

Zusammengefasst haben wir fiir die ITC-Auswertung vier zu bestimmende Parameter
verwendet: die Dissoziationskonstante Kp, die molare Reaktionsenthalpie AH, der An-
passungsfaktor fiir die Ligandenkonzentration M und die Verdiinnungswirme Qq;. Da
wir die Verdiinungswérme als Nuisance-Parameter betrachten, haben wir ihn nicht in den
Tabellen angegeben.

Eigentlich sollten sich die doppelt bestimmten I'TC-Titrationen mit dem Regressions-
typ 000 oder 001 fitten lassen, d. h. alle Paremeter sind global oder die Dissoziazionskon-
stante Kp und AH sind global, und die Anpassung fiir die Ligandenkonzentration M und
die Verdiinnungdwéarme Qq; erfolgt fiir jede Titration separat. Das entspringt der Vor-
stellung, dass die Kp und AH fiir die gleiche Reaktion, die gleichen Pufferbedingungen
und fiir die gleiche Temperatur Konstanten sind, wohingegen M und (qj fiir verschiedene
Titrationen variieren diirfen, da hier Verdiinnungsfehler und Diskrepanzen in der Zusam-
mensetzung der Protein- und Ligandenlosung vorliegen konnten. Allerdings bot sich der
Regressionstyp 001 deswegen nicht an, weil dann die Messunsicherheit fiir die Kp zunahm
(z. B. fir den Liganden XPP wird dann Kp = 41 (11) pM) und die Qualitit des Datenfits
stark litt (siehe auch Abb. . Dabei fiel auf, dass die eingesetzten Konzentrationen
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fiir das Protein und den Liganden fiir die Liganden PPPP, PPX und XX die gleichen wa-
ren. Nur fiir XPP war die eingesetzten Ligandkonzentrationen unterschiedlich, was aber
eigentlich fiir die Schitzung von Kp und AH unerheblich sein sollte. Die doppeltbe-
stimmten Messungen wurden allerdings stets an zwei unterschiedlichen I'TC-Maschinen
durchgefiihrt: Wahrend dieser Arbeit gab es an FMP und MDC drei verschiedene VP-1TC
Maschinen, die auch alle fiir die Messserien in dieser Arbeit verwendet wurden. Nach Ba-
ranauskiené et al. [13] ist die Bestimmung der molaren Reaktionsenthalpie AH keinesfalls
gut reproduzierbar, wenn verschiedene I'TC-Maschinen verwendet werden. So berichtet
Baranauskiené et al. beispielsweise, dass die molare Reaktionsenthalpie der Bindung von
4-Carboxybenzenesulfonamide an Carbonat-Dehydratase IT mit 14 verschiedenen ITC-
Maschinen bestimmt wurde, wobei ein Wert von AH = (—43,5 + 10,5) kJ /mol ermittelt
werden konnte. Die Varianz ist erstaunlich hoch und bedeutet fiir unsere Arbeit, dass wir
die Annahme fallen lassen miissen, dass AH fiir die gleiche Reaktion, die gleichen Puf-
ferbedingungen, die gleiche Temperatur, aber unterschiedliche ITC-Maschinen identisch
und nur durch zufillige und nicht durch systematische Fehler belastet sei. Baranauskiené
et al. empfehlen eine Kalibrierung von ITC-Maschinen mit bekannten chemischen Reak-
tionen wie Tris-Base mit HNO3 oder Silbernitrat mit NaCl-Losung, da sie die elektrische
Kalibrierung der Geréte, wie von den Herstellern empfohlen, fiir unzureichend erachten.
Solche Kalibrierungen waren aber wihrend dieser Arbeit mit den verwendeten VP-ITC
Maschinen nicht durchgefiihrt worden, noch waren sie zu jenem Zeitpunkt dem Autor
bekannt.

Fiir alle doppelt bestimmten ITC-Titrationen verwendeten wir den Regressionstyp 011,
d. h. die Dissoziationskonstante Kp wurde als globaler, die Reaktionsenthalpie AH, die
Anpassung der Ligandenkonzentration M und die Verdiinnungswéarme (q;1 als lokal anzu-
passende Paremeter verwendet (siehe fiir die ITC-Regression auch Seite [73)). Der Grund
ist unser Wunsch der Verringerung der Messunsicherheit fiir die Kp, durchaus auf Kosten
der anderen zu bestimmenden Parameter: Werden alle Parameter als lokale Parameter
verwendet, und danach gemittelt und die Messunsicherheit berechnet, so ist letztere fiir
die Kp fiir unsere Belange zu grofs. So betrigt die Standardabweichung fiir das Referenz-
peptid PPPP und die Peptidchimédren XPP, PPX und XX fiir den Regressionstyp 011:
1,3uM; 2,2puM; 0,5 pM und 0,9 pM. Fiir vollstédndige lokale Parameter (Regressionstyp
111) steigt die Standardabweichung fiir die gleichen Liganden auf 3,2 pM; 5,6 nM; 3,6 pM
und 3,8pM an. Damit wiirden unsere Aussagen zwecks Unterschiede in den Kp- bzw.

AG°-Werten vollig im Unsicheren verschwinden.

In den Regressionsmodellen fiir die ITC wirkt AH als Proportionalitatsfaktor, wie auch
der Faktor § in (9.10) und (9.15). D.h. das AH nicht die Form der Titrationskurve, und
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damit auch nicht die Kp beeinflusst: Der Regressionstyp 011 erhoht, gegeniiber dem Typ
001, die mogliche Varianz fiir AH und damit die Anpassbarkeit des Fittes (Verbesserung
der Qualitdt des Fittes und damit Verringerung des Standardfehlers der Regression),

ohne die Varianzméglichkeit der Kp zu erhohen.

ITC-Bindungsdaten Die — beinahe obligatorischen — Ausreifser in der ITC wurden tiber

einen Plot der studentisierten Reste aufgefunden (siehe dafiir auch den Abschnitt Aus-

reiffer auf Seite .

Fiir die gemittelte molare Reaktionsenthalpie A Hypjtte] und molare entropische Energie
—T AShittel 18sst sich flir alle Chiméren statistisch kein Unterschied zum Referenzpep-
tid feststellen, aufser fiir PPX. Fiir diese Chimére ist die Differenz fiir die gemittelte
molare Reaktionsenthalpie und die gemittelte molare entropische Energie zum Referenz-
peptid mit AAH = —10(5) kJ/mol und —T'AAS = +7(5) kJ/mol sehr grofs. Die 95 %-
Konfidenzintervalle lauten fiir die molare Reaktionenthalpie [-18,6; —0,6] kJ/mol und fiir
die molare entropische Energie [-1,8; +16,2] kJ/mol. D. h. wir finden nur fiir AAH einen
signifikanten Unterschied, aber nicht fiir —7 AAS. Die ITC wurde fiir den PPPP und
den PPX-Liganden an zwei ITC-Maschinen durchgefiihrt, wobei fiir jeden Liganden die
Datensétze an den beiden Maschinen gemessen wurden. Bilden wir die Differenzen fiir
AAH und —T AAS jeweils separat fiir die beiden Datensétze so erhalten wir fiir AAH =
—8,6 (0,5) kJ/mol mit dem 95 %-Konfidenzinterval [-9,7; —7,5]kJ/mol bzw. AAH =
—10,6 (0,8) kJ/mol und [-12,2; -9,0] kJ/mol, und fiir —7"AAS = +6,2(0,7) kJ/mol mit
[+4,8; +7,6] kJ/mol bzw. =T AAS = 48 (1) kJ/mol mit [+6,2; +10,0| kJ/mol. Die ge-
fundenen Differenzen sind dann in allen Féllen signifikant. Stratifikation der Daten nach
verwendeter ITC-Maschine scheint daher fiir die Bildung von Differenzen sinnvoll, will
man die auftretenden Varianzen verringern. Aktzeptieren wir dies, so lisst sich ein Un-
terschied in AH und —7T AS fiir den PPX-Liganden gegeniiber dem Referenzpeptid fest-
stellen. Die Anzahl der Datensétze sollte jedoch erhoht werden, wenn diese Aussage
gefestigt werden soll. Innerhalb dieser Arbeit sind wir aber eher an AG®, als an AH oder
—T AS interessiert, und deren Varianz ist klein, weshalb wir keine weiteren Datensétze

aufnahmen.

Mittelten wir iiber alle M-Werte, so erhielten wir M = 0,80 (SD = 0,09; SE = 0,05).
Der Gehalt an Ligand entsprach also gemittelt nur etwa 80 % der nominellen Konzentra-

tion.
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Abbildung 13.2.: Die verschiedenen Regressionstypen fiir die Regression multipler I'TC-

Datensétze am Beispiel von VASP-EVH1 + Ac-SFEFPPPPTEDEL-
NH; (siehe auch den Abschnitt ITC-Regression auf Seite [73)). Durch-
kreuzte Symbole stellen Ausreifier dar, die iiber die studentisierten Res-
te fiir den Regressions-Typ 011 ermittelt wurden (siehe auch den Ab-
schnitt Ausreiffer auf Seite . Die Konzentrationen an Protein und
Ligand sind fiir beide Datensétze gleich, jedoch wurden sie an zwei
verschiedenen I'TC-Maschinen aufgenommen.
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13.1.3. Vergleich der Bindungsdaten fiir CVM und ITC

Fiir die Affinitdten der Liganden PPPP, XPP, PXP und XX konnte kein statistisch signifi-
kanter Unterschied zwischen der CVM und der ITC gefunden, jedoch gab es einen signifi-
kanten Unterschied in der Affinitét fiir den PPX-Liganden mit AAG® = —0,9 (0,2) kJ/mol
Gewinn fiir die CVM-AG® gegeniiber der ITC-AG® (sieh auch Tab. .
Interessanterweise ist der Wert fiir die Affinitét des PPX-Liganden fiir die CVM hdéher
als fiir die ITC. Es wére eher zu erwarten gewesen, dass die CVM-Kp grofer gleich der
ITC-Kp sei. Der Grund ist die Verwendung des anzupassenden Faktors M fiir die ITC,
was fiir die CVM so nicht moglich war, da dies in der R-Funktion nls zu einem singuléren
Gradienten fiihrte. Der Faktor M passt uns die Ligandenkonzentration Ly in der Injek-
tionsspritze an, wobei M kleiner als eins war (gemittelt ca. 0,8, siehe auch Tab. .
Das erhoht uns die ermittelte Affinitdt in der ITC. Da wir mit der ITC den Kp-Wert
tiber alle bei der Reaktion beteiligten wirmeédndernden Prozesse bilden (wie Konformati-
onsénderungen inklusive Umfaltungen des Proteins, Umprotonierungen deprotonierbarer
Reste, etc.) und bei der CVM ,nur* die Anderungen in der Umgebung der drei in VASP-
EVHI enthaltenen Tryptophane beobachten (wobei eines, das Tryptophan W23. direkt
in der Mitte der vier Proline sitzt), vermuten wir, dass die Affinitdt der PPX-Chimére,

im Vergleich zum Referenzpeptid, speziell um W23 zunimmt.

13.1.4. Einfluss der Messunsicherheiten fiir Py und Lg auf den Unterschied
in AAG

Bei der Auswertung wurde angenommen, dass die Messunsicherheiten fiir die Protein-
und Ligandkonzentration vernachléssigbar seien. Dass ist wahrscheinlich nicht der Fall.
Allerdings standen uns keine Angaben iiber diese Messunsicherheiten zur Verfiigung.
Wir geben hier daher eine Abschitzung zum Einfluss dieser Messunsicherheiten auf die
ermittelte Differenz AAG zwischen den Referenzpetid und den Peptidchimére an. Wir
nahmen dabei an, dass systematische Fehler fiir die Protein- und die Ligandkonzentration
vernachléssigbar seien.

Fiir die Abschétzung fiihrten wir eine Monte-Carlo Simulation durch. Wir nahmen
dabei eine Gaufs-Verteilung fiir die Verteilung der Protein- und Ligandkonzentration an.
Der Erwartungswert der Verteilung sei die angenommene Konzentration fiir P{ bzw. L
und die Standardabweichung seien 10 % oder 20 % der angesetzten Proteinkonzentration
P?, bzw. fiir die angesetzte Ligandkonzentration L{. Fiir die Datensétze aus der CVM
und der ITC wurden dann Stichproben im Umfang von 50000 (CVM) bzw. 10000 (ITC)

Elementen genommen, wobei jedes Element aus der Kp und dem dazugehtrenden Stan-
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Abbildung 13.3.: Die Verteilungen fiir freien molaren Reaktionsenthalpie AG® (oben) und der dazuge-
hérenden Standardfehler (unten) fiir die Monte-Carlo Simulation iiber den Einfluss
der Messunsicherheiten der Protein- und der Ligandkonzentration. Es sind die Ver-
teilungen der ITC-Datensétze fiir das Peptid Ac-SFEFPPPPTEDEL-NH; und die
Peptidchimére Ac-SFEFPPXTEDEL-NH, dargestellt. Die Streuungen der Vertei-
lungen fiir die Standardfehler sind praktisch vernachldssigbar. Die AG°-Verteilungen
der Monte-Carlo-Simualtion miissen nicht normalverteilt sein. Fiir den ¢-Test ist nur
notwendig, dass jeder Einzelwert von AG°® der Monte-Carlo-Simualtion normal ver-
teilt sei.
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dardfehler SEx,, bestand. In Abb. @ ist beispielhaft das Ergebnis der Monte-Carlo
Simulation fiir das Referenzpeptid und die PPX-Chimére fiir die I'TC-Datensétze dar-
gestellt. Dort wurde die Kp und der dazugehorende Standardfehler bereits in AG° und
SEAge umgerechnet. Dabei zeigte sich, dass die Streuung der Standardfehler SEaAge prak-
tisch vernachléssigbar ist. Dies liegt daran, dass fiir SEAge mit das Verhaltnis aus
SEk,, /Kp gebildet wird und zwischen der Kp und dem dazugehérenden Standardfehler
eine lineare Beziehung besteht. Die Kp ist fiir die Monte-Carlo Simualtion normalverteilt,
daher ist die Verteilung fiir AG® schief. Fiir den ¢-Test ist dies jedoch ohne Belang, da
wir dafiir die Annahme verwenden, dass jede einzelne AGY;~ normalverteilt sei. In die-
sem Sinne ist die Verteilung der Monte-Carlo Simulation zweidimensional: in der ersten
Dimension die Verteilung der Monte-Carlo Simulation und in der zweiten die Verteilung
der einzelnen AGjY;~-Werte. Die MC ldsst sich mit diesen Erkenntnissen vereinfachen,
da es nur die Standardabweichung SDj/c—k,, der normalverteilten MC-Kp bestimmt
werden. Den Wert fiir SEAge muss nicht noch einmal bestimmt werden, da wir den
Wert aus dem Datenfit verwenden kénnen. Das reduziert den notwendigen Simulations-
aufwand erheblich, da wir fiir die Bestimmung der SD ysc— k, nur noch 500 Stichproben
baruchen, wie es fiir die Bestimmung der SD bei normalverteilten Parametern durch die
Bootstrap-Methode der Fall ist |79, 25].

Damit wurde, wie auf Seite [79] beschrieben, bestimmt, wie oft der Betrag des berech-
neten ]ﬂ—Wert den kritischen ty,i; -Wert {iberschreitet. Die Ergebnisse sind in Tab.
zusammengefasst.

Die Differenz AAG des PPX-Chimére zum Referenzpeptid war fiir alle getesteten
Konditionen stets in mehr als 95 % der Félle signifikant. D.h. das auch ein Fehler von
20 % fiir P? und Lg nichts an der gefundenen Signifikanz der Differenz von AAG éndert.
Aktzeptieren wir den 20 %-Fehler als maximal auftretenden zufélligen Fehler, so ist die
Erhohung der Affinitét des ActA-Peptids fiir die VASP-EVH1 Doméne durch den Ersatz
der letzten zwei Proline mit dem X-Baustein wahrscheinlich echt.

Die Differenz AAG der XX-Chimére zum Referenzpeptid war fiir die CVM natiirlich
nicht signifikant. Dagegen ist fiir die [ITC AAG fiir alle getesteten Kombinationen in mehr
als 95% der Falle signifikant. Aktzeptieren wir auch hier den 20 %-Fehler als maximal
auftretenden Fehler, dann ist die Erhéhung der Affinitdt des ActA-Peptids fiir die VASP-
EVH1-Doméne durch den Ersatz aller Proline mit dem X-Baustein wahrscheinlich echt.

Fiir die XPP-Chimére ist das Bild weniger eindeutig. So bleibt die Verringerung der
Affinitdt nur dann fiir die CVM und die ITC signifikant, wenn der Fehler fiir P{ und
L¢ 10 % nicht tiberschreitet. Der Einfluss des Fehlers fiir die Ligandenkonzentration L
ist fiir die I'TC unerheblich, da wir ja die Ligandkonzentration iiber den Faktor M als
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anzupassenden Parameter ausweisen. Das war so fiir die CVM nicht moglich. So ist fiir
die ITC der Fehler fiir die Proteinkonzentration entscheidend, wiahrend fiir die CVM der
Fehler fiir die Ligandkonzentration einen héheren Einfluss hat.

Fiir die Differenz in den Affinitdten fiir den PPX-Liganden fiir die CVM und die
ITC war fiir alle getesteten Konditionen stets kleiner als 95 %. Es also moglich, dass die
beobachtete Signifikanz von AAG zufélliger Natur ist.

13.2. HSQC-Spektren fiir den Protein—Liogand Komplex
aus VASP-EVH1 und dem ActA-Peptid und den

X-Baustein enthaltenen Chimaren

Die 1N-HSQC Assignments fiir VASP-EVH1 wurden von Dr. Linda Ball erstellt [9]. Die
NMR-Spektren fiir VASP-EVH1 und den PPPP- und PXP-Liganden wurden von Dr.
Christoph Brockmann aufgenommen.

In Abb. und sind die chemischen Verschiebungen auf das theoretische Mo-
dell (PDB-Eintrag: 1jng) der Bindung des Acta-Peptids Ac-SFEFPPPPTEDEL-NH; an
VASP-EVHI1 geplottet [9]. Die Farben der chemischen Verschiebungen kodieren deren
Stéarke: griin (1,0 ppm bis <2,0 ppm), gelb (2,0 ppm bis <3,0 ppm), orange (3,0 ppm bis
<4,0ppm) und rot ( > 4,0ppm). Wir haben starke Verschiebungen fiir die Backbone-
NH fiir Lysin 71 und Alanin 75. Aber auch fiir das an der Bindung der Proline direkt
beteiligte Tryptophan 23 ist stets erkennbar.

Die Verschiebungen des Indol-NH der drei Tryptophane des VASP-EVHI1 sind in
Abb. dargestellt. Interessant fiir uns ist aber nur das Indol-NH vom Tryptophan
23, da dieses direkt an der Bindung der vier Proline beteiligt ist. Fiir die Chiméren PXP
und PPX ist die Verschiebung Indol-NH von Trp23 &hnlich zu der des Referenzpetides,
jedoch nicht fiir die Chiméren XPP und XX. Dies kann bedeuten, das die Wasserstoff-
briicke zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff des Peptid-Backbones und dem Indol-NH fiir
die Chiméren XPP und XX gestort ist.

13.3. Der Spir2-Baustein zur Ersetzung der ersten beiden
Proline des ActA-Peptids

Nach der Untersuchung der Ersetzungen der Proline mit dem X-Baustein, wendeten wir
auch den Spir2-Baustein (siehe Abb. als Diprolinersatz an. Da der Spir2-Bausein

aber erst sehr spét bei dieser Arbeit zur Anwendung kommen konnte, wurde nur ein
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Abbildung 13.4.: Chemische Verschiebungen fiir VASP-EVH1 + Ac-SFEFPPPPTEDEL-
NHs, ermittelt aus den '>N-HSQC-Spektren (Mapping auf 1jng [9]).
Als graue Schlange im Vordergrund ist der Backbone des modellierten
Peptids erkennbar.
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Abbildung 13.5.: Chemische Verschiebung ermittelt aus den "N-HSQC-Spektren fiir
VASP EVH1 + X-Liganden.
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Abbildung 13.6.: Chemische Verschiebung der NE1-HE1 Wechselwirkung der drei Trp des VASP EVHI1 bei den verschiedenen
X entahltenen Liganden und dem ActA-Peptid.
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Ligand untersucht, der die beste Ersetzung der Proline mit dem X-Baustein und des
bindungsentscheidenden Phenylalanins mit 2Cl-Phe enthielt (siehe Tab. . Wir
fanden dabei fiir die FT keinen Unterschied in der Affinidt zum bestbindenden Ligan-
den aus Tab. [20.11] jedoch fanden wir einen Unterschied in der ITC. Dabei zeigte sich,
dass der Unterschied in der Affiniat zwischen der FT und der ITC nivelliert wurde,
im Gegensatz zum bestbindenden Liganden aus Tab. 20.11] Allerdings konnten wir nur
einen ITC-Datensatz mit der ITC200 aufnehmen, die bestimmte Messunsicherheit ist da-
her wahrscheinlich eine zu optimistische Schatzung. Sollte sich die beobachtete Differenz
aber auch nach weiteren Messungen als statistisch signifikant erweisen, dann wiirde der
Spir2-Baustein die ITC-Kp und die FT-Kp wieder annidhern, was sich so interpretieren
liesse, dass die beobachteten Prozesse in der ITC sich eher um das Trp23 abspielen, wie

wir es ja exklusiv in der F'T beobachten.
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14. Ersetzungen des
bindungsentscheidenen
Phenylalanins des ActA-Peptids

Bisher haben wir nur die Proline zu ersetzen gesucht und wollen nun das bindungsent-
scheidende Phenylalanin des ActA-Liganden mit unnatiirliche Aminosduren austauschen,
in der Hoffnung die Affinitdt weiter zu erhéhen.

Nachfolgend zeigen wir, das die unnatiirliche Aminoséure 2-Chlor-L-Phenylalanin (2-
Chlor-Phenylalanin; 2Cl-Phe) als Ersatz fiir das zweite Phenylalanin die Affinitdt am
starksten erhoht. In Kombination mit dem X-Baustein erhalten wir damit erstmalig einen
Liganden der im nanomolaren Bereich an VASP-EVH1, Enah- und EVL-EVHI1 bindet.

14.1. Spotarrays zur Ersetzung des bindungsrelevanten

Phenylalanins

Aus der Arbeit von Ball et al. [9] ist bereits bekannt, dass das zweite Phenylalanin des
ActA-Petids praktisch nur durch Tryptophan ersetzt werden kann. Um weitere unnatiir-
liche Aminosduren als mogliche Ersetzung dieses Phenylalanins zu finden, verwendeten
wir einen Spotarray mit folgende Sequenzen: (P1) SFE-Z-PPPPTEDEL-((3-Ala) und
(P2) Z-PPPPTEDEL-IMR~(3-Ala). Der Rest Z bedeutet hierbei eine natiirliche oder
unnatiirliche Aminosdure. Unsere Auswahl an unnatiirlichen Aminosduren deckt Deriva-
te des Phenylalalnins, des Trypthophans und des Leucins ab. Aus technischen Griinden
miissen alle Peptide die gleiche Lange haben, deswegen wurden die Verkiirzungen um die
entsprechenden Aminosiduren aus der ActA-Sequenz verlangert. Die N-terminale Verkiir-
zung des ActA-Peptids fiir die P2-Sequenz bedeutet einen Verlust an Affinitdt und damit
eine Verschirfung der Selektionsbedingungen fiir die unnatiirlichen Aminoséuren.

Die Ergebnisse sind in Abb. dargestellt. Fiir P1 lassen sich ein ganze Reihe an
unnatiirlichen Aminoséuren finden, die zu einer Bindung an VASP-EVHI1-GST fiihren.

Verkiirzen wir N-terminal und verringern so die Affinitét, bleiben fiir P2 zwei unna-
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tiirliche Aminoséuren iibrig: 2-Chlor-L-Phenylalanin und L-(1-Naphthyl)alanin (kurz: 1-
Naphtylalanin; 1-Nal).

14.2. Ohne Ersetzungen der Proline mit X

In Tab. sind die Ergebnisse der Bindungsstudien zur Ersetzungen fiir das zweite
Phenylalanin zusammengefasst. Wir kénnen das Phenylalanin mit Tryptophan, 2-Chlor-
Phenylalanin und 1-Naphtylalanin austauschen und erhalten hohere Affinitdten, im Ver-
gleich zum Referenzpeptid. Fiir Tryptophan, 1-Napthyl- und 2-Naphtylalanin erhielten
wir in der I'TC nach jeder Injektion von Ligand eine sehr langsame Riickkehr ins Gleich-

gewicht.

Bindungsdaten Fluoreszenz Fiir den Trp enthaltenen Liganden (Trp-ActA-Peptid)
wurde Acrylamid zur Quenchung des Ligandensignals verwendet. Da die Zugénglich-
keit des Trp des Liganden fiir Acrylamid weit hoher ist, als fiir die Trp des VASP-EVH1,
bzw. als fiir die Trp im Protein-Ligand-Komplex, reduzieren wir damit den gemessenen
Hintergrund (siehe auch Abb. und [72]). Allerdings konnten wir dann die Normie-
rung der Intensitét fiir die CVM anhand von (9.18]) nicht durchfiihren, da die Differenz
[F(¢p =1)—F(¢ = 0)] sehr klein war und damit der Fehler in der Normierung stark stieg.
Wir bildeten stattdessen den Median iiber alle Werte der reduzierten Intensitdt AF fiir
jede einzelne CVM-Titration des Trp-ActA-Peptids und verwendeten diesen Wert fiir zur
Normierung.

Die Regression fiir den Trp-ActA-Liganden war bei der Verwendung aller Datenpunkte
und nicht durchfithrbar. Ohne den Datenpunkt bei ¢ = 0,9 und mit war
der p-Wert fiir den Parameter P,qs 25 %, d.h. dieser Parameter war vernachlassigbar.
Daher fiihrten wir die Regression des Trp enthaltenen Liganden ohne P,qs und ohne den
Datenpunkt bei ¢ = 0,9 durch.

Wie wir in der ITC fiir den Trp-ActA-Liganden feststellen mussten, kehrt die Reaktion
nach der Injektion des Liganden nur langsam in das Gleichgewicht zuriick. In dieser
Hinsicht war es ein gliicklicher Umstand, dass wir fiir die CVM die Messlosung fiir jeden
Datenpunkt bereits mindestens 10 min vor der Messung vorzuliegen hatten, so dass sich
das Gleichgewicht einstellen konnte.

Fiir die anderen beiden Liganden (2Cl-Phe)- und (L-Cha)-ActA-Peptid wurde statt
der CVM eine FT durchgefiihrt. Der Hintergrund, den die Liganden (2Cl-Phe)- und
(L-Cha)-ActA-Peptid in der FT liefern, konnten vernachléssigt werden. Fiir den (2Cl-
Phe)-ActA-Ligand konnten wir verwenden und hatten daher drei anzupassende
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Abbildung 14.1.: Ersetzungen fiir Acta-Peptid. Es wurden L-Aminosiuren verwendet,
wenn nicht anders angegeben.
WT: SFEFPPPPTEDEL-(3-Ala)-Membran,
P1: SFE-Z-PPPPTEDEL—(3-Ala)-Membran,
P2: Z-PPPPTEDELIMR(3-Ala)-Membran,
P3: SFEFPPPPTEDE-Z—(3-Ala)-Membran,
P4: SEPSSFEFPPPP-Z-(3-Ala)-Membran
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® VASP-EVH1
O VASP-EVH1 + Ac-SFEFPPPPTEDEL-NH2

0 20 40 60 80 100 120 140 160
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Stern-Volmer-Plot fiir das freie VASP-EVH1 und fiir VASP-EVH1 und
das ActA-Peptid, unter Beriisichtigung des Verdiinnungseffekts (siehe
Gleichung). Durch die Zugabe des Liganden nimmt die Stern-
Volmer-Konstante ab. Das weist zum einen auf eine Bindung des Ligan-
den hin, zum anderen das ein Grofiteil der beobachteten Fluorezenzin-
tensitdt vom Trp23 getragen wird, welches an der Bindung beteiligt
ist.
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Abbildung 14.3.: LC-Daten aus der LCMS fiir Derivate des ActA-Peptids fiir VASP-
EVHI1. Die Massen der Peaks sind gleich, d. h. es liegen cis-trans Isomere
der Peptide vor.

Parameter: Kp, § und M. Die Werte fiir () und P stiegen durch die Verwendung von
M von 0,177 bzw. 0,115 auf 0,999 bzw. 0,980. Ausserdem blieben der p-Wert fiir die

anzupassenden Parameter deutlich unter 0,001 %, wenn M verwendet wird.

Bindungsdaten ITC Fiir den (2-Nal)-ActA-Ligand mussten wir feststellen, dass das
Protein ausfiel und die Losung teilweise gelb wurde. Die gelbe Losung liefs sich durch
Zentrifugierung trennen und das ausgefallene Protein war weifs.

Fiir die Datenfits wurden verwendet. Die Titration fur Trp-, (1-Nal)-, (2-Nal)-
und (L-Cha)-ActA-Ligand zeigte eine sehr langsame Riickkehr zum Gleichgewicht. So

war der Abstand zwischen zwei Titrationen bis zu 25 min lang.

Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Umfaltung der nichtbindenden
in die bindende Konformation des Trp-ActA Liganden mittels ITC Zur Ermittlung
der Reaktionsgeschwindigkeit bzw. der Zeitkonstante der Umfaltung in die bindende
Konformation des Trp-ActA Liganden injizierten wir eine gewisse Menge Ligand in die
ITC-Zelle, die die VASP-EVH1 Losung enthielt (siehe Abb. . Nach der Injektion
war die Konzentration des Liganden ca. 30 pM und des Proteins ca. 100 pM. Mit der
ermittelten Kp von ca. 4pM (siehe Tab. sollten daher ca. 95% aller Liganden

im Protein-Ligand-Komplex vorliegen. Da der Anteil an bindunsgfihigem Ligand an der
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Abbildung 14.4.: Ausschnitt aus dem Thermogramm nach der Injektion des Liganden
Ac-SFEF-W-PPPPTEDEL-NHs zur VASP-EVH1 Lésung. Die Heiz-
leistung ¢ kehrt nur langsam in das Gleichgewicht zuriick. Das Rauschen
ist auf eine Stérung der I'TC-Baseline durch ein niederfrequentes Signal
zuriickzufihren.

Gesamtmenge nicht 100 % betragen wird, wire dass aber auch nur eine untere Grenze.

Der Zeitverlauf nach der Injektion wurde so lange verfolgt, bis ein Plateau erreicht
wurde (siehe Abb. [14.4)). Fiir den anzupassenden Datensatz verwendeten wir den g¢-
Verlauf ab der Injektion, wobei wir die ersten 206 sec verwarfen, da hier zum einem die

Injektion und zum anderen die Einstellung des Mischungsgleichgewichtes stattfinden.

Als Modell verwendeten wir , wobei wir fiir ¢g eine einfache lineare Abhéngigkeit
annahmen: ¢y = mt + n. Die Anpassung des Modells an die Daten zeigte, dass wir mit
582 sec mehr als die anfinglichen 206 sec verwerfen mussten, um eine zufillig Verteilung
der Reste des Datenfits zu erreichen (siehe Abb. . Dabei muss berticksichtigt werden,
dass auch ohne die konformationelle Umfaltung des Liganden eine gewisse Zeit vergeht,
bis das thermische Gleichgewicht nach einer Injektion erreicht ist. In dem Zusammen-
hang sei darauf hingewiesen, dass bei einer Injektion von 10 pL min. 360sec bis zum
Erreichen des thermischen Gleichgewichtes vergehen, wie z. B. fiir das ActA-Peptid. Bei
dieser Messung wurde aber ein Injektionsvolumen von 35 pl. verwendet, die Einstellung
des thermischen Gleichgewichtes der Protein-Ligand-Mischung vor der Sichtbarwerdung

der Umfaltungskintek des Liganden sollte daher natiirlich langer dauern.

Der vier verwendeten Parameter A, k, m und n des Modells ((10.22)) waren alle fiir
die Regression signifikant. Die uns interessierenden Umfaltungsgeschwindigkeit wurde
zu k = 9,7(0,3) x 107%1/sec bestimmt. Die Halbwertszeit (10.23) der Umwandlung
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Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Umfaltung der nicht-
bindenden in die bindende Konformation des Trp-ActA Liganden. Oben
ist die angepasste Kurve (rot) und die verwendeten Daten (schwarz)
abgebildet. Fiir den Datenfit wurden nur die Daten ab der vertikale
Linie verwendet. Unten ist die Anpassung der Daten an das Modell
abgebildet.
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des Liganden von der nichtbindenden in die bindende Konformation lag also bei ca.
710 (20) sec.

Einfluss der Messunsicherheiten fiir P{ und L{ auf den Unterschied in AAG Die
Betrachtung des Einflusses der unbekannten Messunsicherheiten fiir die Protein- und
die Ligandenkonzentration auf die beobachtete Differenz AAG fiir die Ersetzungen des
bindungsentscheidenden Phenylalanins sind in Tab. zusammengefasst. Hierbei fallt
auf, dass der Unterschied in der Affinitét fiir Trp und (2C1-Phe) weder fiir die FT, noch fiir
die I'TC signifikant war. Der Grund ist vermutlich die nicht ausreichende Messgenauigkeit

in der Bestimmung der freien Enthalpie.

Kation-m Wechselwirkung Wir untersuchten die Kristallstruktur levh des Komple-
xes von Enah-EVHI mit Ac-FPPPPT-NH, [93] mittels des Programms Capturd!| [43]
auf mogliche Kation-m-Wechselwirkungen. Es wurden zwei Wechselwirkungen gefunden:
Eine intramolekulare fiir die Enah-EVH1-Doméne, und eine intermolekulare zwischen
dem bindungsentscheidenden Phenylalanin des Peptids und dem Arg81 der Doméne. Die
Ergebnisse sind in Tab. zusammengefasst.

14.3. Mit Ersetzungen der Proline mit X

In Tab. [20.1]] sind die Ergebnisse der Bindungsstudien zur Ersetzungen fiir das zweite
Phenylalanin und die Ersetzungen fiir Pro—Pro Motive mit dem Diprolinbaustein zusam-
mengefasst. Ersetzen wir das zweite Phenylalanin mit 2-Cl-Phe und die letzten beiden

Proline mit dem Diprolinbaustein erhalten wir einen nanomolaren Binder.

Bindungsdaten Fluoreszenz Fiir die Titration des Liganden Ac-SFE(2Cl-Phe)PPX-
TEDEL-NH; ((2Cl-Phe)PPX) ist der Q- und P-Wert fiir das Modell 8.2 null. Auch zeigte
die Verteilung der Reste an, dass das Regressionsmodell nicht ausreichend war (siehe
Abb. . Es wurde daher das Modell verwendet, d.h. die Ligandenkonzentration
flof als anzupassender Parameter in die Regression mit ein. Wir gingen dabei davon
aus, dass wir die Proteinkonzentration mittels UV /Vis-Absorption hinreichend genau
bestimmen konnten. Durch die Verwendung des Modells verringerte sich die Kp von
ca. 2,8 pM (Modell auf ca. 0,3pM (Modell [8.5)). Der Hintergrund der FT-Messung

konnte vernachlassigt werden.

'http://capture.caltech.edu/
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Abbildung 14.6.: M oder nicht M: Auf der linken Seite befinden sich die Plots der ge-
fitteten Kurve und der Messdaten. Auf der rechten Seite sind die Stu-
dentisierten Reste ¢;/s gegen das kumulierte Titrationsvolumen AV
aufgetragen. Oben befinden sich die Ergebnisse des Datenfits ohne M
nach Modell Die Werte @ und P, die die Qualitdt des Fits anzei-
gen, waren null. Auch zeigen die studentisierten Reste (oben rechts),
dass das Modell die Daten nicht vollstdndig beschreiben kann. Un-
ten sind die Ergebnisse des Datenfits mit M (Modell dargestellt.
Sowohl die Werte Q = 0,993 und P = 0,937, als auch die studentisierten
Reste, zeigen, dass das Modell die Daten hinreichend beschreiben
kann. Die ermittelte Kp verringert sich von 2,8 uM (Modell ohne M)
auf 0,3 pM (Modell mit M).
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Der WPPX- und (2Cl-Phe)PPX-Ligand banden besser an VASP-EVH1, als der FPPX-
Ligand (siehe Tab. [20.11und [20.12). Wegen der hohen Messunsicherheit der AG® fiir den
Trp-Liganden konnten wir keinen Unterschied in der Affinitdt zwischem dem Trp- und
(2Cl-Phe)PPX-Liganden feststellen. Der (2Cl-Phe)PPX-Ligand band jedoch statistisch
signifikant im nanomolaren Bereich an VASP-EVH1, die anderen verwendeten Liganden
nicht.

Bindungsdaten ITC Fiir den WPPX-Liganden war in der ITC nach der Injektion des
Liganden zum Protein wieder eine sehr langsame Riickkehr ins Gleichgewicht beoachtbar.

Alle anderen verwendeten Liganden zeigten dieses Verhalten nicht.

In der ITC bestétigte sich das Ergebnis der fluoreszenzbasierten Titrationen, dass der
WPPX- und der (2Cl-Phe)PPX-Ligand besser an VASP-EVHI1 banden, als der FPPX-
Ligand (siehe Tab. [20.11] und [20.12). Nach den Ergebnissen der ITC band der (2Cl-
Phe)PPX-Ligand mit hoherer Affinitat, als der Trp-Ligand. Zusétzlich band auch der
(2Cl-Phe)XX-Ligand mit der vollstdndigen Ersetzung der Proline mit dem X-Baustein

mit einer knapp im nanomolaren Bereich liegenden Kp.

Vergleich der Bindungsdaten fiir FT und ITC Analog zur beobachteten Differenz
AAG fiir die CVM und ITC fiir die FPPX-Chimére (siche Tab. [20.3), konnten wir
auch fiir die FT und die ITC der (2Cl-Phe)PPX-Chimére eine Differenz entdecken (siehe
Tab. 20.12). Dabei bindet auch die (2C1)PPX-Chimére fiir die fluoreszenzbasierten Me-
thode besser als fiir die I'TC, wie wir es bereits fiir die FPPX-Chimére beobachtet hatten

(siehe Tab. und [20.3)).

Einfluss der Messunsicherheiten fiir P{ und L auf den Unterschied in AAG  Fiir den
Trp-haltigen Liganden WPPX wurde fiir die fluoreszenzbasierten Titrationsmethoden nur
eine geringe bis keine Signifikanz fiir die gefundene Differenz AAG zur die FPPX- und
(2C1-Phe)PPX-Chmiéire gefunden, im Gegensatz zu den ITC-Daten (siehe Tab. [20.13).
Der Grund liegt hier wahrscheinlich in der héhren Messungenauigkeit fir die Schiatzung
der freien Enthalpie des WPPX-Liganden fiir die CVM-Daten.

Der (2Cl-Phe)PPX- und (2CIl-Phe)XX-Ligand banden auch noch bei einem Fehler von
20 % fiir die Protein- und die Ligand konzentration besser an VASP-EVHI, als der FPPX-
Ligand. Auch konnte der Affinitatsunterschied des (2Cl-Phe)PPX-Liganden fiir die FT
und I'TC bestatigt werden.
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Schmelzkurven Wir untersuchten den Einfluss des ActA-Peptids und des (2C1-Phe)PPX-
Liganden auf die Stabilitdt des VASP-EVHI1 mittels CD und DSC. Die DSC-Schmelzkur-
ven wurden im Labor von Prof. Dr. Sandro Keller aufgenommen. Die Ergebnisse fiir die
CD und DSC sind in Abb. wiedergegeben. Die Konzentration der beiden Liganden
war gleich.

Der beobachtete Unterschied in der Schmelztemperatur fiir die CD und DSC ist wohl
auf einen systematischen Fehler in der CD zuriickzufiihren: Der Temperaturmessfiihler
zeigte die Temperatur des Kiivettenhalters, aber nicht die Temperatur der Losung in der
Kiivette an.

Fiir beide Experimente zeigte sich das gleiche Bild: Das ActA-Peptid und der (2Cl-
Phe)PPX-Ligand erhohten die Schmelztemperatur des VASP-EVHI1, wobei der (2Cl-
Phe)PPX-Ligand mit ca. 8°C einen hoheren Einfluss hatte, als das ActA-Peptid (4°C
Erhéhung).

Vergleich fiir den bestbindenden Liganden zwischen VASP-EVH1, Enah-EVH1, EVL-
EVH1 Fiir den bestbindenden Liganden (2Cl-Phe)PPX wurden auch die Affinitéten
fir die Enah- und die EVL-EVH1-Doméne bestimmt, und er band an diese Domé&nen
ebenfalls mit nanomolarer Affinitét (siche Tab. [20.14)).

Der Q- und P-Wert fiir Enah-EVH1 und EVL-EVHI fiir die FT mit dem Modell
war null und die Verteilung der Studentisierten Reste zeigte eindeutig keine gleichmassige
Verteilung, sondern eine Tendenz, so wir es auch fiir VASP-EVH1 beobachtet hatten (sie-
he Abb. . Ebenfalls wie fiir VASP-EVH1 konnte durch die Verwendung des Modells
[R.5 das Problem behoben werden.

Der Hintergund hatte keinen Einfluss auf die Messung fiir alle drei getesteten Protein.
Fiir die FT war kein Unterschied in der Affinitdt zwischen den Doménen erkennbar,
jedoch fiir die ITC. So scheint der (2Cl-Phe)PPX-Ligand an Enah- und EVL-EVHI1
mit hoherer Affinitdt zu binden, als an VASP-EVH1 (Vergleiche Konfidenzintervalle in
Tab. . Da wir aber fiir Enah- und EVL-EVH1 nur einen Datensatz aufnehmen
konnten und der Unterschied klein war, verzichteten wir auf eine Angabe von AAG und

der Durchfithrung der MC fiir die erweiterten Messunsicherheiten.
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Abbildung 14.7.:

45 50 55 60
Temperatur [°C]

—— VASP-EVH1 (fur Ac-SFEFPPPPTEDEL-NH2)
VASP-EVH1 + Ac-SFEFPPPPTEDEL-NH2
VASP-EVH1 (far Ac-SFE-(Phe-2Cl)-PPX-TEDEL-NH2)

—— VASP-EVH1 + Ac-SFE-)Phe-2Cl)-PPX-TEDEL-NH2

Erste Ableitung des CD-Signals nach der Temperatur (oben) und DSC-

Ergebnis (unten).
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15. Behandlung der flankierenden
Epitope des ActA-Peptids

Nach dem wir die Proline und das bindungsentscheidende Phenylalanin mit einem Affi-
nitdtsgewinn ersetzen konnten, wenden wir uns nun den flankierenden Epitopen zu, d. h.
den Teilen des ActA-Peptids, die sich um das Kernmotiv FPPPP befinden. N-terminal
ist das der Ac-SFE- und C-terminal der TEDEL-NHs-Rest. Wir haben versucht diese
beiden Epitope zu verkiirzen und/oder zu modifizieren. Die Verkiirzungen fiihrten zu
Affinidtsverlusten, die Modifizierungen jedoch nur zu moderaten Affinitdsgewinnen. Wir
konnten jedoch den Liganden auf das (modifizierte) Kernmotiv verkiirzen und erhielten
dabei immer noch eine Affinitat, wie fiir das ActA-Peptid. Das ist wesentlich besser, als
die hohe dreistellige Kp des Peptids Ac-FPPPPT-NHy an VASP- und Mena-EVHI, so

wie sie von Ball et al. [9] und Prehoda et al. [93] bestimmt wurde.

15.1. Behandlung des N-terminales Epitops

15.1.1. Verkiirzungen des N-terminalen Epitops

Das N-terminale Epitope Ac—SFE wurde sukzessiv verkiirzt, bis nur noch der frei N-
Terminus des bindungsentscheidenen Phenylalanins vorlag (siehe Tab. und
[20.17). Das N-terminale Epitop hatte einen Einfluss auf die Affinitét, wobei besonders
die Affiniéisbverlust des freie gegeniiber dem acetylierten N-Terminus — des um Ac-SFE

verkiirzten Peptides — aufiel.

Bindungsdaten Fluoreszenz Die CVM ohne Beriicksichtigung der Proteinadsorption
P.qs lieferte fiir das amidierte und nichtamidierte, und um die ersten drei Aminosduren
SFE verkiirzte Peptid P-Werte unter 5% . Erst mit der Verwendung von P,4s war die
Qualitat des Datenfits ausreichend.

Es fiel besonders der starke Affinitétsverlust fiir das um Ac-SFE verkiirzte Peptid mit
dem freien N-Terminus auf, da wir hier ca. 6 kJ/mol fiir AG® verloren. Aber auch das
um Ac-SFE verkiirzte und actelyierte Peptid band schlechter als das ActA-Peptid.
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Bindungsadten ITC Wir konnten die, iber die CVM ermittelte, Verringerung der Affi-
nitét durch die Reduktion um das Ac—SFE-Epitop bestétigen. Allerdings ist die Verrin-
gerung in AG® hier kleiner als fiir die CVM.

Einfluss der Messunsicherheiten fiir Py und Ly auf den Unterschied in AAG Die
Ergebnisse der Monte-Carlo-Simualtion sind in Tab. zusammengefasst.

Die Erhohung der Affinitdt des um Ac-SFE verkiirzten und acetylierten Peptids ge-
geniiber dem ActA-Peptid war auch noch bei einem Fehler von 20 % fiir die Protein- und
Ligandkonzentration sowohl fiir die CVM als auch die ITC signifikant.

Der Unterschied in der Affinitét zwischen den beiden um Ac—SFE verkiirzten Peptiden,
die entweder acetyliert oder einen freiem N-Terminus hatten, bleibt nur dann signifikant,

wenn der Fehler der Ligandkonzentration unter 20 % bleibt.

15.1.2. Ersetzungen fiir das N-terminale Epitops

Wir modifizierten das N-terminale Epitop durch Ersetzung des Acetyl-Restes mit einem
Dansyl-Rest und gleichzeitiger Verkiirzung des Epitops. Es zeigte sich, dass die dansy-
lierten verkiirzten ActA-Peptide, im Gegensatz zu den undansylierten Verkiirzungen, mit
etwa der gleichen Affinitat, wie das ActA-Peptid selbst banden (siehe Tab. . Die
Erhéhung war aber nur moderat.

Wir konnten mit den dansylierten Peptiden die Trp-Fluoreszenz des VASP-EVH1 sehr
gut 16schen, wodurch wir ein sehr gut messbares System fiir die FT erhielten: Wir konnten
prinzipiell als messbaren Signalbereich die Differenz zwischen maximaler Fluoreszenz
(Protein ohne Quencher, Einstellung des Fluoreszenzspektrometers so, dass das hochste
sinnvoll nutzbare Signal erreicht wurde) und der Intensitdt des vollstindig gequenchten
Proteins (faktisch null) ausnutzen, was das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auf den praktisch
kleinstmoglichen Wert des Messproblems verringerte. Dabei kam allerdings bereits der
Filtereffekt zu tragen (siehe Seite . Positiv war auch die Mdéglichkeit die Konzentration
der dansylierten Peptide mittels UV /Vis bestimmen zu kénnen

Wir variierten den Dansylrest durch die Verwendung eines 1-, bzw. 2-Naphtylsulfon-
yl-, Benzoylsulfonyl- und eines Fmoc-Restes (siche Tab. . Dabei zeigte sich, dass
der Fmoc-Rest die Affinitdt von allen Modifizierungen am stérksten verbesserte. Da der
Fmoc-Rest ist sehr grofs, deshalb verfolgten wir diesen Weg nicht weiter, da wir das
Molekulargewicht des Liganden verringern wollten.

Wir verwendeten den Benzoylsulfonyl-Rest und 2Cl-Phe als Ersetzung des bindungs-
netscheidenden Phenylalanins und verglichen ihn mit einem 2Cl-Phe-haltigen aber sonst
nur acetylierten Liganden (siehe Tab. . Die beiden 2Cl-Phe enthaltenen Liganden
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liessen sich zwar auch mit dem Modell 8.5 fitten, wodurch sich die K halbierte. Gleich-
zeitig vergrosserten sich aber auch die dazugehohrenden Konfidenzintervalle so, das es
keinen statistisch signifikanten Unterschied zu den Ergebnissen gab, wie sie in Tab. [20.2]]
mit dem Modell ermittelt wurden. Letzlich hatte der Benzoylsulfonyl-Rest keinen
Einfluf auf die Affinitdt. Es stellt sich die Frage, ob der Unterschied der Messmetho-
den fiir die Benzoylsulfonyl-Liganden in Tab. (ITC) und Tab. (FT) fur den
unerwarteten fehlenden Unterschied in der Affinitdt des des 2Cl-Phe und Benzoylsul-
fonyl enthaltenen Liganden verantwortlich scheint. Diese Frage muss hier unbeantwortet
bleiben.

15.2. Behandlung des C-terminales Epitops

15.2.1. Einfluss der Ladung am C-terminalen Leucin

Wir untersuchten den Einfluss der Amidierung des C-Terminus auf die Bindung des ActA-
Peptids, wobei wir einen schwachen Einfluss der Amidierung auf due Affinitéat feststellen
konnten (siche Tab. [20.22] [20.23] [20.24)). Interessant ist dies im Zusammenhang mit den
von Zimmermann et al. [I21] ermittelten Kp fiir das ActA-Peptid und das Trp-ActA-

Peptid mittels Biacore und einer NMR-Titration. Dort waren die ermittelten Affinitdten

stets grosser als die hier ermittelten, was wir auf fehlende Acetylierung/Amidierung (vor

allem durch letztere) der von Zimmermann et al. verwendeten Peptide zuriick fithren.

15.2.2. Ersetzungen fiir das C-terminale Epitop

Die von Ball et al. [9] durchgefithrte Substitutionsspotarray und die Verkiirzungen des
ActA-Peptids machen klar, dass das C-terminale Epitop zur Affinitét beitrégt, wobei
das C-terminale Leucin womogliche eine besondere Bedeutung haben kénnte. Wir such-
ten nun das Epitop durch natiirliche und unnatiirliche Aminosduren zu ersetzen, um
einerseits die Affinitdt des Liganden zu erhéhen, und andererseits den Liganden zu ver-
kiirzen. Dazu wurde, wie schon fiir das bindungsentscheidene Phenylalanin, ein Spotarray
durchgefiihrt, wobei wir zwei Sequenzen verwendeten, (P3) SFEFPPPPTEDE-Z—(8-Ala)
und (P4) SEPSSFEFPPPP-Z-(3-Ala), wobei Z die zu ersetzende Aminosdure markiert
(siehe Abb. aus technische Griinden mussten alle Sequenzen des Spotarrays die
gleiche Lange haben, deswegen ist die P4-Sequenz um weitere Aminoséuren aus dem
ActA-Protein verliangert). Dabei zeigte sich, dass wir fast jede eingesetzte Aminodure
verwenden konnten. Allerdings war wenigstens die Ausgangssequenz P3 ungiinstig ge-

wahlt, da zum einen die Affinitdt der P3-Sequenz bereits kleiner als die Cut-off-Kp
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des Spotarrays war, d.h. die Spots der Ausgangssequenz fiihrten bereits zu schwarzen
Spots. Jede weiterer Erh6hung der Affinitat lasst daher das Signal unverdndert. Gleich-
zeitig erzeugen Ersetzungen, die eine Verringerungen der Affinitét zur Folge haben, nicht
notwendigerweise weife Spots, da sich dafiir die Affinitdt massiv verschlechtern miiss-
te, um die Cut-off-Kp des Spotarrays zu iiberschreiten. Wir wéahlten dennoch aus dem
Spotarray fiir die P4-Sequenz eine Reihe von Aminosduren als Ersetzung des gesamten
C-terminalen Epitops aus. Um den zu erwartenden Affinitdtsverlust auszugleichen, wéahl-
ten wir Trp als Ersetzung des bindungsnetscheidenden Phenylalanins, da wir bereits zu
diesem Zeitpunkt wussten, dass Trp die Affinitét erhoht (Die Affinitdtserhdhung durch
2Cl-Phe war zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt). Die Ergebnisse sind in Tab.
dargestellt. Dabei zeigte sich, dass die eingesetzten Variationen gegeniiber dem Threonin

nur einen moderaten Effekt auf die Affinitat hatten.

Bindungsdaten FT Um das Fluoreszenzsignal des Trp-haltigen Liganden zu verringern,
wurde bei den Messungen Acrylamid als Quencher verwendet, was den Hintergund mini-
mierte. Wegen der Absorption des Trp des Liganden, aber auch wegen 1-Nal, 2-Nal und
Bpa wurde die Emissionswellenldnge auf 300 nm gesetzt, um den Filtereffekt zu verrin-
gern. Dennoch musst der Filtereffekt bei der Titration mit beriicksichtigt werden. Die
Trp-haltigen Liganden zeigten in der FT im Allgemeinen bemerkenswert hohe Werte fiir
den Proportionalitésfaktor 0 (siehe Gleichung, was darauf hinweist, dass das Trp des
Liganden in seiner Bindetasche an VASP-EVHI1 womdglich vom Quencher abgeschirmt
wird.

Das Trp als Ersetzung des bindungsentscheidenden Phenylalanins erhéhte zwar die
Affinitat, gleichzeitig verringerte es die Geschwindigkeit mit der das Gleichgewicht der
Reaktion erreicht wurde. Fiir die F'T war die Zeit zwischen zwei Injektionen eine Minute
lang, fiir die I'TC dagegen etwas mehr als 21 Minuten. Daher ist fiir die F'T die Reaktion
sicher nicht im Gleichgewicht und die ermittelten Kp-Werte sind zu grofs geschétzt. Aus-
serdem ist Bpa photoreaktiv [68], daher ist die ermittelte Kd fiir die F'T zu optimistisch.
Wir verzichteten daher fiir alle Liganden auf die Ermittlung von AAG.

Bindungsdaten ITC Die Titrationen fiir L-Cha, 1-Nal und 2-Nal wurden mit der ITC200
aufgenommen. Die Auswertung der Titrationen fiir L-Cha und 2-Nal mit dem Regressi-
onstyp 000 fiihrte zu sehr grossen Standardfehler fiir die Kp, weswegen mit dem Regres-
sionstyp 011 gefittet wurde. Die Routine confint versagte dabei fiir die obere Grenze
des Konfidenzintervalls. Daher wurden Bootstrap-Konfidenzintervalle angegeben.

Da wir aufgrund der Automatisierung in der ITC, im Gegensatz zur FT, zwischen
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zwei Injektionen fast beliebig viel Zeit lassen konnen, konnten wir die Reaktion bis ins
Gleichgewicht verfolgen. Daher sind die ermittelten Affinitdten hier hoher, als mit die
mit der F'T bestimmten Werte.

Bis auf die Ersetzung mit D-Cha fiihrten alle Ersetzungen zu keiner statistisch signi-
fikanten Anderung der Affinitit gegeniiber dem Threonin, auch wenn man eine gerin-
ge Erhohung fiir 2Cl-Phe ausmachen konnte. Diese Erhchung ist zum einen nur gering
(ca. 1kJ/mol), zum anderen iiberlappen sich die Konfidenzintervalle fiir 2Cl-Phe und
Thr, wenn auch gering. Wir verzichten daher hier auf die Ermittlung von AAG und die
Untersuchung des Einflusses der Protein- und Ligandkonzentration auf die statistische
Signifikanz von AAG.

15.3. Kombination N- und C-terminalen Ersetzungen

Mit unserem Wissen iiber die Variationen der flankierenden Epitope, der Ersetzungen
fiir das bindungsentscheidende Phenylalanin und die besten Ersetzungen der Proline mit
dem X-Baustein, konnten wir nun unsere kleinsten Liganden aufbauen (siehe Tab. [20.26

und [20.27]).

Ac—(2CI-Phe)-PPPP—(2CI-Phe)-NH; Es zeigte sich, dass allein die Flankierung des
Polyprolinsequenz mit zwei 2CIl-Phe zu einer dramatischen Verbesserung der Affinitét
gegeniiber dem Ac-FPPPPT-NH; fiihrte, da letzteres mit einer sehr hohe Kp im drei-
stelligen pM-Bereich an VASP-EVH1 und Mena-EVHI1 bindet [93] 9]. Der zweimal 2Cl-
Phe-Ligand bindet faktisch genauso gut, wie das ActA-Peptid, was an sich schon bemer-
kenswert ist. Der Q-Wert fiir die FT war fiir diesen Liganden null, jedoch war der P-Wert
in Ordnung. Es wird angenommen, dass die Anzahl der Replikate mit 3 zu gering war

und die Standardabweichung jedes Messpunktes unterschétzt wurde.

(2CI-Phe)-PPPP—(2CI-Phe)-NH; Lag der freie N-Terminus des zweimal 2Cl-Phe-
Liganden vor, dann verschlechterte sich die Affinidt rapide, wie auch fiir andere verkiirzte
Liganden mit freiem N-Terminus (vergleiche Tab. , ist aber immer noch besser als
von Ac-FPPPPT-NHjy. Die Affinidt des Liganden war bei bei 25°C zwar mittels FT,
aber nicht mit der ITC bestimmbar. Das gelang fiir die ITC erst bei 8°C, und dann
war die Enthalpiednderung positiv. Der Ligand band also bei 25°C rein entropisch an
VASP-EVHI. Wir kénnen mit der Annahme von AH = 0 bei 25°C die Warmereaktions-
kapazitdt grob mit AC, ~ +300J/(mol K) bestimmen, der den hydrophobe Charakter
der Bindung des Liganden an VASP-EVHI1 anzeigt [47].
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Ac—(2CI-Phe)-PPX—(2CI-Phe)-NH; Ersetzten wir zusétzlich die letzten beiden Pro-
line mit dem X-Baustein, so verbesserte sich die Affinitdt des Ac—(2Cl-Phe)-PPX-(2Cl-
Phe)-NHy in der ITC gegeniiber dem ActA-Peptid, fiir die FT band der Ligand genauso
gut an VASP-EVH1 wie das ActA-Peptid.

Der Rﬁnear—Wert der ITC-Daten ist mit 0,532 fiir diesen Liganden der drittkleinste
Wert dieser Arbeit. Der Grund liegt hier wahrscheinlich in der Verwendung der ITC200,
die zwar die Verwendung von sehr kleinen Volumen an Protein und Ligand ermdglich-
te, dies jedoch auf Kosten der Messempfindlichkeit und der Anzahl an Datenpunkten je
Titration, was den statistischen Freiheitsgrad einschrinkte. Es zeigte sich auch, dass die
Reproduzierbarkeit der Messungen (an ein und der selben Maschine) nicht die Prézesi-
on der VP-ITC erreichte. Durch die Aufnahme von drei Wiederholungen versuchten wir
(generell) eine bessere Schiatzung der residualen Varianz und eine Erhohung der statisti-
schen Freiheitsgrade zu erreichen und damit eine bessere (und realistischere) Schétzung
der Messunsicherheit der Kp und AG® zu erreichen.

Die Daten liessen sich nicht einer Monte-Carlo-Simulation unterwerfen, da wahrend
der Simulation zu viele Fehler auftraten. Daher miissen wir hier auf eine Betrachtung des
Einflusses der Fehler der Protein- und Ligandkonzentration auf AG® verzichten.

Mit der Verkiirzung setzten auch Loslichkeitsprobleme ein, da der Ligand keine gela-
denen Reste mehr hat. So war der Ligand schlechter als 2,6 mM 16slich. Ausserdem blieb
ein sehr klebriges Pellet iibrig, dass sich nicht auflésen liess. Daher wich die reale Kon-
zentration von der nomienellen sehr stark ab, so dass die F'T — bei der wir leider nicht
das Modell B.5] anwenden konnten — tendenziell die K zu hoch schitzte. Mit der ITC
wurde die reale Konzentration auf etwa 60 % der nominellen geschétzt, so dass sich die
Kp der FT mit diesem Wert der realen Ligandkonzentration zu Kp = 10 (1) pM ergibt,
und damit den gleichen Wert wie die ITC-Kp annimmt. Es ist daher wohl so, dass der
Ligand auch in der FT besser an VASP-EVH1 als das ActA-Peptid binden.

Ac—(2CI-Phe)-PPX-NH; Da der Ligand Ac—(2Cl-Phe)-PPX—(2Cl-Phe)-NH, besser
als das ActA-Peptid band, versuchten wir einen Liganden ohne das zweite 2Cl-Phe. Dies
bedeutete eine Reduktion des Liganden auf das Kernmotiv FPPPP.

Die Verkiirzung um das C-terminale 2Cl-Phe bewirkte einen Verlust von ca. 2kJ/mol
an Affinitéat (siche Tab. . Der Ligand band in der ITC aber immer noch genauso
gut wie das ActA-Peptid an VASP-EVHI, in der FT jedoch mit einer doppelt so grofien
Kp, und damit immer noch wesentlich besser als das Peptid Ac-FPPPPT-NH,, mit der
von Ball et al. ermittelten Affinitdt fiir diesen Liganden [9].

Die Stammlésung des Ac—(2Cl-Phe)-PPX-NHy war mit einem fluoreszenten Farbstoff
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,verunreinigt”, vermutlich Fmoc-Reste aus der Synthese, wodurch sich der Hintergrund
der FT stark erhohte. Daher wurden hier die Anregungs- und Emmsionswellenlaneg auf
296 und 350 nm und die Spaltebreiten fiir beide Wellenldngen auf 1nm gesetzt. Das er-
hohte das Rauschen, die residuale Varianz und damit die Messunsicherheit fiir die Kp
bzw. AG°. Daher war auch der Rﬁnear—Wert mit 0,163 der kleinste Wert, der in dieser
Arbeit bestimmt wurde. Wir versuchten dieser ungiinstigen Ausgangslage des Regressi-
onsproblems durch eine massive Erhéhung der statistischen Freiheitsgrade auf 98 fiir die
Hintergrundmessung und die eigentliche Titration entgegen zu wirken.

Genau wie fiir Ac—(2Cl-Phe)-PPX—(2Cl-Phe)-NH; hatten wir Loslichkeitsprobleme,
da auch dieser Ligand kleiner als 2,6 mM 16slich war. Es bildete sich nach Zentrifugation
ein Pellet, das jedoch {iber Vortexen auflésbar war, aber nach Zentrifugation wieder er-
schien. Wir verwendeten den 16slichen Uberstand fiir die Titration. Da auch hier die reale
Konzentration von der nominellen Konzentration stark abwich, ist die Kp der FT gegen-
tiber der ITC tendenziell zu hoch geschétzt. Wir konnten zwar das Modell B.5] fiir den
Datenfit verwenden und erhielten einen Kp-Wert vergleichbar der aus der ITC, jedoch
war die Signifikanz der Kp fiir die F'T unter diesen Bedingungen nicht gegeben. Benut-
zen wir jedoch den M-Wert der ITC, so erhielten wir fiir die FT eine Kp = 20 (6) pM,
so dass der Ligand auch fiir die FT mit der gleichen Affinitdt wie das ActA-Peptid an
VASP-EVHI1 band.
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16. Einleitung zur Diskussion

Wir konnten erstmals alle Proline des ActA-Peptids durch die unnatiirlichen Diprolin-
bausteine X und Spir2 (sieche Abb. ersetzen und gewannen damit an Affinitét (siehe
Tab. und . Das ist nach unserem Wissen das erste Mal, dass eine vollstdndige
Ersetzung aller Proline des ActA-Peptids zu einer Verbesserung der Affinitét fiihrte. Es
ist auch ein Beleg fiir die Vorziige und Stérken des rationellen Ligandendesigns gegeniiber
einem Design des Versuch-und-Irrtums: Wenn strukturelle und biophysikalische Daten in
ausreichender Giite fir den interessierenden Protein-Ligand-Komplex vorliegen, kann das
rationelle Design auch bei scheinbar ausichtslosen Féllen iiberraschende Losungen finden.

Aber auch die Ersetzungen der letzten beiden Proline des ActA-Peptids mit dem X-
Baustein allein fiithrte zu einer Erhhung der Affinitét gegeniiber dem ActA-Peptid (siehe
Tab. und . Mittels "N-HSQC-Spektren konnten wir auch zeigen, dass wenigs-
tens die Peptidchiméiren mit dem X-Baustein das gleiche Bindungsmotiv wie das ActA-
Peptid an VASP-EVHI1 aufwiesen (sieche Abb. und [13.5)). Zusitzlich war es uns
moglich, die Stochiometrie der Bindung des ActA-Peptids und der PPX-Chimére als 1:1
zu bestimmen, so dass unsere Interpretation der Bindungsdaten unterstiitzt wurde (siehe
Tab. .

Wir waren in der Lage, das bindungsrelevante Phenylalanin des ActA-Peptids zu erset-
zen und gewannen mit 2-Chlor-Phenylalanin wesentlich an Affinitdt dazu (siche Tab.
und . Kombinierten wir unsere besten Ersetzungen fiir die Proline und das bin-
dungsentscheidende Phenylalanin, so erhielten wir nanomolar bindende Liganden (siehe
Tab. und ). Auch dies ist ein Novum und belegt, dass die als ,undruggable*
bezeichneten Protein—Protein-Interaktionen eben dieses Stigma mit neuen Methoden und
Ansétzen (weiter) verlieren diirften.

Unsere bindungsstérksten Liganden waren promisk und banden, aufer an VASP-EVHI1,
mit fast gleicher Affinitidt an Enah-EVHI und EVL-EVHI (siehe Tab. [20.14)). Jedoch ist
dies ein bekanntes Verhalten des ActA-Peptids, wobei es nach Holtzman et al. zumin-
dest theoretisch moglich erscheint, spezifischere Liganden fiir die drei EVH1-Doménen
zu erzeugen [54].

Wir konnten mit unseren Ersetzungen auch das ActA-Peptid auf ein Aquivalent von
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vier Aminosduren verkiirzen (Ac—(2Cl-Phe)-PPX-NHy), veringerten so das Molekular-
gewicht von 1630 Da auf 750 Da und erhielten immer noch eine Affinitdt wie fiir das
unverkiirzte und unveréinderte ActA-Peptid (siehe Tab. [20.26). Ohne unsere Ersetzun-
gen ware die Affinitat des verkiirzten ActA-Peptids Ac-FPPPP-NH; sehr gering bis gar
nicht mehr vorhanden [9] 03].

Die Analyse unserer Daten zeigte eine ganze Reihe an Moglichkeiten fiir diese verkiirz-
ten Peptide auf, um deren Affinitdt und/oder Loslichkeit zu verbessern. Das bedeutet
auch, dass noch viel Raum fiir weitere Entwicklung gegeben ist und wir bisher in kei-
ner Sackgasse gelandet sind, wobei wir immer noch in den Vorzug des Genusses des
rationellen Ligandendesigns kommen: wir miissen nicht raten. Oder besser: wir kénnen
gezielt raten, da unsere Verbesserungsvorschliage auf unserem (nun mehr verbesserten)

empirischen Wissenstand aufbauen kénnen.
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17. Ersetzung der Proline des
ActA-Peptids mit dem X- und dem
Spir2-Baustein

17.1. Der X-Baustein

Wir tauschten jeweils zwei Proline des ActA-Peptids Ac-SFEF PPPP TEDEL-NH3 mit
unserem X-Baustein aus, bis letzlich alle Proline ausgetauscht waren. Dabei zeigte sich,
dass die Vinylbriicke des X-Bausteins eine positionsabhéngigen Einfluss auf die Affini-
tat der Peptidchiméren hatte. Jedoch banden alle Chiméren an das gleiche Epitop des
VASP-EVHI1 wie das ActA-Peptid (siehe Abb. und [13.5). Interessante Unterschiede
fanden wir jedoch fiir die Interaktion mit dem e-NH des Trp23 des VASP-EVH1 (siche

Abb. [[3.9).

XPP: Verringerung der Affinitdt Der Austausch der ersten beiden Proline mit X fiithr-
te zu einer Verringerung in der Affinitit gegeniiber dem Referenzpeptid (siehe Tab.
und . Diese Verringerung, ausgedriickt als die Differenz AAG, war fiir die Annahme
der unbekannten Fehler der Protein- und Ligandkonzetration von ¢ = 10% noch fiir
beide Messmethoden (CVM und ITC) statistisch signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit
a =5%). Wurde der angenommene Fehler fiir die Protein- oder die Ligandkonzentration
allerdings 20 %, wurde das Bild uneinheitlich, und fiir einen gemeinsamen Fehler von 20 %
ist die Verringerung der Affiniéit sogar nicht signifikant (siche Tab. [20.4). Statt der (opti-
mistischen) Annahme, dass die Affinitét der XPP-Chimére sich nicht signifikant von der
des Referenzpeptids unterscheide, wihlen wir die gegenteilige (pessimistische) Annahme.
So oder so ist der X-Baustein zwar eine mogliche, aber keine optimale Ersetzung der
ersten beiden Proline des ActA-Peptids.

Die Interaktion des mittleren Carbonylsauerstoffs mit dem e-NH des Trp23 des VASP-
EVH1 unterscheidet sich von der des Referenzpetides, was ein zusétzliches Indiz fiir den

Einfluss der Vinylbriicke und unsere pessimistische Einschétzung der Verringerung der
Affinitét ist (sieche Abb. [13.6]).
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Wir interpretieren unsere Daten nun folgendermafen: (i) Die Vinylbriicke des X-
Bausteins wechselwirkt mit der Proteinoberfliche und hebelt den Carbonylsauerstoff des
dritten Prolins ein wenig aus seiner urspriinglichen Position. Dass stort dann vermutlich
die wichtige Wasserstoffbriicke zum e-NH des Trp23 (sieche auch Abb. [17.1)). (ii) Nach
der Kristallstruktur des verwandten Mena-EVH1 im Komplex mit Ac-FPPPPT-NH,
[93] interagiert ein Wassermolekiil mit dem Carbonylsauerstoff des dritten Prolins und
konkurriert so mit dem e-NH des Trp23. Diese Konkurrenz konnte sich fiir die XPP-
Chimare verstiarken, da der Carbonylsauerstoff nicht mehr optimal zum e-NH steht und

so die Wasserstoffbriicke des Carbonylsauerstoffs mit dem e-NH weiter schwéchen (siehe

auch Abb. .

PXP: Kein Einfluss der Vinylbriicke Die Ersetzung der mittleren beiden Proline mit X
fithrte zu keiner signifikanten Anderung der Affinitét, der Enthalpie und der entropischen
Energie gegeniiber dem Referenzpeptid (siehe Tab. und . Auch die Interakti-
on des mittleren Carbonylsauerstoffs mit dem e-NH des Trp23 scheint sich kaum vom
Referenzpeptid zu unterscheiden (siehe Abb. . Daraus ist zu schlussfolgern, dass
die Vinylbriicke keinen signifikanten Einfluss auf die Bindung dieser Chimére hat. Das
scheint versténdlich, da die Vinylbriicke in das Medium zeigt und keinen Kontakt zur
Proteinoberfléiche hat (siehe Abb. [17.2)).

Der X-Baustein besitzt eine fixierte PPII-Konformation, diese bringt hier aber keine
Verbesserung in der Affinitidt, woraus wir schlussfolgern kénnen, dass die Polyprolin-
sequenz des ActA-Peptids wahrscheinlich selbst schon als PPII vorliegt. Eine weitere
Préferierung der PPII durch den X-Baustein bringt dann hier natiirlich keinen weiteren
Vorteil.

PPX: Erh6hung der Affinitdit Der Austausch der letzten beiden Proline erbrachte nun
eine statistisch signifikante Erhohung der Affinitat (sieche Tab. . Dabei war
die Erhohung sogar dann noch signifikant (fiir « = 5%), wenn der angenommene Fehler
fiir die Protein- und Ligandkonzentration 20 % war (siehe Tab. [20.4). Wir kénnen daher
davon ausgehen, dass die beobachtete Erhéhung echt sei.

Die Interaktion des mittleren Carbonylsauerstoffs mit dem e-NH des Trp23 entsprach
dem des Referenzpeptids (siche Abb. . Dariiber hinaus scheinen wir eine Anderung
in der Enthalpie und der entropischen Energie gegeniiber dem ActA-Peptid zu haben,
ganz in Gegensatz zu allen anderen getesteten Chiméren (siehe Tab. .

Wir interpretieren die Erhéhung der Affinitdt mit der Interaktion der Vinylbriicke mit
dem Ring des Phe79 des VASP-Evhl (siche auch Abb. [17.3). Dabei sei daran erinnert,
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Abbildung 17.1.: Modell der Bindung des XPP-Liganden. Die PPII-Helix ist in weifs und
die XPP-Sequenz ist in magenta gehalten. Die Proteinoberfliche ist
nach Hydrophobizitéit eingefarbt, wo dunkelblau stark hydrophil und
orange stark hydrophob darstellt. Die Vinylbriicke des X-Bausteins he-
belt die XPP-Sequenz aus der optimalen Position, wie sie fiir die PPPP-
Sequenz dargestellt ist. Das stért zum einen die Wasserstoffbriicke zum
Trp23 (griin fiir PPPP, grau fir XPP), zum anderen kann ein Was-
sermolekiil besser mit dem Carbonylsauerstoff eine Wasserstofbriicke
ausbilden und so die Wasserstoftbriicke zwischen dem Carbonylsauer-
stoff und dem e-NH des Trp23 zusétzlich schwéchen.
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Vinylbriicke

Trp23

Abbildung 17.2.: Die Vinylbriicke des X-Bausteins fiir die PXP-Chimaére zeigt in das Lo-
sungsmittel und hat keinen Kontakt zur Proteinoberfliche. In griin ist
die Wasserstoffbriicke zwischen dem e-NH und dem Carbonylsauerstoft
des dritten Prolins dargestellt.

dass die PPPP-Sequenz nur durch zwei Wasserstoffbriicken mit dem VASP-EVHI inter-
agiert, wobei sich diese zwischen dem ersten und dem zweiten (Carbonylsauerstoff mit
dem &-NH des GIn81) und dem zweiten und dritten Prolin (Carbonylsauerstoff mit e-
NH des Trp23) befinden. Das dritte und vierte Prolin interagieren nur iiber hydrophobe
Effekte mit der Proteinoberfliche, und diese Interaktion wird nun durch die Vinylbriicke
verstarkt. Daher ist anzunehmen, dass die PPX-Sequenz um das wichtige Trp23 herum

fester verankert ist, als die PPPP-Sequenz.
Die Anderung der Enthalpie und entropischen Energie gegeniiber der Bindung des

ActA-Peptids interpretieren wir als eine Anderung der Interaktion eines Wassermole-
kiils mit der PPX-Chimére gegeniiber der Referenz. So ist in der Kristallstruktur des
Enah-EVH1 mit Ac-FPPPPT-NH; ein Wassermolekiil zu finden, das zusammen mit
dem e-NH des Trp23 um das mittlere Carbonylsauerstoff konkurriert [93]. Fir die PPX-
Chimére scheint es nun méglich zu sein, dass die Vinylbriicke den X-Bausteins ein wenig
kippt, so dass sich der Winkel des Carbonylsauerstoffs des X-Bausteins gegeniiber dem
Referenzpetid so éndert, dass der Carbonylsauerstoff des X-Bausteins fiir das Wasser-
molekiil ein attraktiveres Ziel wird (siche Abb.[17.3)). Das konnte die Wasserstoffbriicke
des mittleren Carbonylsauerstoffs mit dem e-NH des Trp23 stédrken und zusétzlich die

Enthalpie erhéhen.
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Abbildung 17.3.: Modell der Bindung des PPX-Liganden. Die PPII-Helix ist in weifs und
die PPX-Sequenz ist in magenta gehalten. Die Wasserstoffbriicke zwi-
schen dem Wassermolekiil und der PPPP-Sequenz ist griin und fiir die
PPX-Sequenz grau dargestellt.

XX: Uberlagerung von PPX und XPP  Der Austausch aller Proline mit X erhoht unter
optimistischen Gesichtspunkten die Affinitat zu VASP-EVHI, unter pessimistischen Ge-
sichtspunktn &ndert sich die Affinitét der Chimére nicht. So erhalten wir fiir die I'TC eine
statistisch signifikante Erhohung der Affinitat (siche Tab. , die sogar signifi-
kant bleibt, wenn wir einen Fehler von 20 % fiir die Protein- und die Ligandkonzentration
annehmen (Tab. . Fiir die CVM ist die Messunsicherheit dagegen zu grof, so dass
sich die Affinitdt nicht von der des Referenzpeptids unterscheidet. Da aber das Konfi-
denzintervall der Differenz AAG fiir die CVM das Konfidenzintervall der AAG der ITC
umschliefst, widersprechen die Daten der CVM dem ITC-Befund aber auch nicht. Wir

konnen also vorsichtig optimistisch von einer (leichten) Erhohung der Affinitat ausgehen.

Die XX-Chimére zeigte, dhnlich wie die XPP-Chimaére, fiir die Interaktion des mittleren
Carbonylsauerstoffs mit dem e-NH des Trp23 praktisch keinen Shift, ganz im Unterschied
zum ActA-Peptid, dem PPX- und PXP-Liganden.

Wir interpretieren unsere Daten nun so, dass sich die Bindung des XX-Ligand wie eine
Uberlagerung von XPP- und PPX-Ligand verhélt. So kompensiert die Interaktion der
Vinylbriicke des zweiten X (Ersetzung des dritten und vierten Prolins) die Affinitatsein-

bufen durch das erste X (Ersetzung des ersten und zweiten Prolins). Dabei hebelt das
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Abbildung 17.4.: Modell der Bindung des XX-Liganden. Der Ligand verhalt sich wie eine
Kombination der Eigenschaften der XPP- und der PPX-Chimére. Bei
der Ersetzung der ersten beiden Proline fiihrt die Vinylbriicke des X-
Bausteins zu einer Stérung der Bindung, wohingegen die Vinylbriicke
des X-Bausteins fiir die Ersetzung der letzten beiden Proline die Bin-
dung verstérkt.

erste X womdglich etwas aus der Bindungsstelle, wobei sich die Interaktion des Wasser-
molekiils mit dem mittleren Carbonylsauerstoff verstirken kénnte und so die Konkurrenz
mit dem e-NH des Trp23 verschérft (sieche Abb. [17.4)).

17.2. Der Spir2-Baustein

Fiir den (Spir2)X-Ligand fanden wir fiir unsere ITC-Daten eine hohere Affinitét zu VASP-
EVHI als fiir den PPX-Liganden. Dagegen ergibt sich fiir die Fluo-Daten fiir die beiden
Liganden kein Unterschied (siehe Tab. und . Dariiber hinaus fanden wir fiir
den (Spir2)X-Liganden auch keinen Unterschied zwischen ITC- und Fluo-Daten, wie fiir
den PPX-Liganden. Leider war es im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich, mehr
als einen Datensatz fiir den Spir2 enthaltenen Liganden fiir die ITC aufzunehmen. Soll-
te sich dennoch in zukiinftigen Wiederholungen dieser Messung der Unterschied fiir die
beiden Liganden in der ITC manifestieren, so wiren Erklarungen des Unterschiedes fiir
die ITC-Daten: (i) Wihrend fiir den XPP-Liganden die Vinylbriicke storend wirkt, ist
die Vinylbriicke des Spir2-Bausteins anscheinend nicht hinderlich fiir die Bindung. Wir
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Abbildung 17.5.: Modell der Bindung des (Spir2)X-Liganden. Die Vinylbriicke des Spir2-
Baustein stort die Bindung nicht. Die Vinylbriicke des X-Bausteins fiir
die Ersetzung der letzten beiden Proline fiihrt zu einer Verstirkung der
Bindung. Insgesamt kommt der (Spir2)X-Ligand der PPII-Helix des
natiirlichen Liganden sehr nahe.

interpretieren dies so, dass die Vinylbriicke des Spir2-Bausteins den Liganden nicht mehr,
wie fiir den X-Baustein, aus der Bindungstelle hebelt (sieche Abb. . Die Bindung des
(Spir2)X-Motivs scheint vielmehr dem des PPPP-Motivs zu entsprechen. (ii) Die Vinyl-
briicke des Spir2 prikonformiert den Liganden in einer oder mehreren bindungsrelevanten
Konformationen (siche auch den Abschnitt Cis-Trans-Isomerie auf Seite [153),
Wir miissen allerdings darauf hinweisen, dass die Untersuchungen fiir den Spir2-Baustein

noch am Anfang stehen. So fehlt bspw. der (Spir2)PP Ligand. Auch fehlen die Fluores-
zenzdaten fiir das vom ActA-Peptid abgeleitete Ac-SFE—(2Cl-Phe)-XX-TEDEL-NHay,

um es mit dem entsprechenden (Spir2)X-Liganden vergleichen zu konnen.

17.3. Andere Ersetzungs- und Verbesserungsmoglichkeiten

fir die Diprolinbausteine

Das vierte Prolin konnte mit 1,3-Oxazolidin-4-Carboxylsdure oder (25,45)-Hydroxypro-
lin ersetzt werden, in der Hoffnung, dass der Ether-Sauerstoff, oder die Hydroxygrup-
pe mit dem Asparagin 92 (VASP-EVH1), 89 (Enah-EVHI) bzw. 86 (EVL-EVHI) eine
Wasserstoffbriicke ausbildet und so die Affinitét, aber auch die Loslichkeit erhoht (siehe
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j ‘)\ o “\Y/ A
Abbildung 17.6.: Mogliche Anderungen des vierten Prolins: (295,45)-4-Hydroxyprolin
(links) konnte eine Wasserstoffbriicke (griin) zum Asp92 ausbilden,

4-Methylen-L-Prolin (rechts) konnte die hydrophobe Wechselwirkung
erhohen.

Abb. . Vorzugsweise wire dies als Derivat des X-Bausteins denkbar. 4-Oxopyrrolidin-
2-Carboxylsdure konnte ebenfalls eine Alternative sein. Eine andere Ersetzung fiir das
vierte Prolin konnte das 4-Methylen-L-Prolin sein, in der Hoffnung, der Methylen-Rest
fiille die Tasche des vierten Prolins besser aus (siehe Abb. [I7.6). Dies kénnte die Affinitét
durch Erhéhung der hydrophoben Wechselwirkung verbessern. Sollte sich diese Anderung
als vorteilhaft erweisen, wére es auch hier von Vorteil, den X-Baustein entsprechend ab-
wandeln zu kénnen. Aber auch Homoprolin als Ersetzung des ersten und des vierten
Prolins konnte die Affinitdt aufgrund der Erhéhung der hydrophobewechselwirkung er-
hohen.

Da nach dem Substitutionsspotarray fiir das ActA-Peptid das dritte Prolin auch gegen
Leucin ausgetauscht werden kann [9], konnte auch ein Leu—Pro Mimetika interessant
sein. Aber auch Substitutionen der Wasserstoffe der Vinylbriicke, z. B. mit Methylresten,
konnte die Affinitdt erhohen.
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18. Ersetzung des
bindungsentscheidenden
Phenylalanins des ActA-Peptids und

unsere besten Binder

Es ist aus [9] bekannt, dass das Phenylalanin, welches dem ersten Prolin vorgeht, prak-
tisch nur durch Tryptophan ersetzt werden kann, es daher mit den Prolinen bindungsent-
scheidend ist. Um diese Aminoséure zu ersetzen, fithrten wir einen Spotarray durch, in
welchem das Phenylalanin durch verschiedene unnatiirliche, aber auch natiirliche Ami-
nosauren ausgetauscht wurde (siehe Abb. . Die Bindungssequenz P1 stellt die ActA-
Sequenz und P2 eine verkiirzte ActA-Sequenz dar. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
Verkiirzung um die ersten drei Aminoséuren SFE die Affinitét verringert [9] (siehe auch
Tab. [20.15)). Aus unseren eigenen Arbeiten wissen wir zusétzlich, dass sich die Affinitét
noch einmal verringert, wenn diese verkiirzte Sequenz zusétzlich einen freien N-Terminus
aufweist (siehe auch Tab. [20.15). Die Sequenz P2 stellt also eine verschirfte Bedingung

fiir die Auswahl der Ersetzungen des Phenylalanins dar.

18.1. Unnaturliche Aminosauren erhohen die Affinitat

Fiir die Bindungssequenz P1 konnten wir eine ganze Reihe an unnatiirlichen Aminoséu-
ren als Ersetzung fiir das Phenylalanin finden: 2-Chlor-Phenylalanin, Homophenylalanin,
Thienylalanin, 1- und 2-Naphtylalanin, 4-Benzoyl-Phenylalanin und L-Cyclohexylalanin.
Unter den verschérften Bedingungen der Bindungssequenz P2 blieben von diesen nur
zwei Aminosiuren iibrig: 2-Chlor-Phenylalanin und 1-Naphtylalanin (siehe Abb. .
In unseren Bindungsstudien fanden wir, dass das 2-Chlor-Phenylalanin mit AAG =
—6,3(0,3) kJ/mol die grofte Affinitdtserhohung gegeniiber dem Referenzpeptid erzeugt,
gefolgt von Tryptophan und 1-Naphtylalanin (siehe auch Tab. [20.8] [20.9] und [18.1)). Da-
bei war bereits aus der Literatur bekannt, dass Tryptophan gegeniiber Phenylalanin die
Affinitat des Liganden erhoht [121].
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Hydrophobe und Kation-m-Wechselwirkung bestimmen die Bindung der aromati-
schen Seitenkette Zur Bindung des Phenylalaninrestes konnte neben der hydrophoben
Wechselwirkung auch eine Kation-m Wechselwirkung [43] 28] zwischen dem aromatischen
Ring und dem Arg83 (VASP-EVHI), bzw. Arg81 (Enah-EVH1) und Arg82 (EVL-EVHI)
der Bindungstasche beitragen (siehe auch Abb. . So fanden wir fiir Enah-EVHI in
der Kristallstruktur 1evh [93] mittels des Programms CaptureF_-I [43] eine Kation-m Wech-
selwirkung fiir das Phenylalanin des Liganden und dem Arg81 von Enah-EVHI1 (siehe
auch Tab. [14.1)). In der Kristallstruktur 1qc6 [36] fiir EVL-EVH1 fanden wir dagegen kei-
ne Kation-m Wechselwirkung. Der Grund ist der, dass die Kontakte der Protein-Ligand-
Komplexe im Kristall fiir beide Strukturen um die Phenylalaninbindungsstelle wesentlich
die Strukturen beeinflussen. Das in Frage kommende Arginin befindet sich an der Ober-
flache des Proteins und ist damit flexibel. So befindet sich das Arg83 der NMR-Struktur
legx von VASP-EVHI [9] in einer vergleichbaren Position wie das Arg81 fiir den Enah-
EVH1 Komplexe 1evh [93]. Wir nehmen daher die gefundene Kation-m-Wechselwirkung
flir Enah-EVH1 als ein Indiz an, dass im nativen Protein-Ligand-Komplex eine solche
Kation-m-Wechselwirkung moglich wére.

Die vermutete Kation-m Wechselwirkung sollte speziell fiir Tryptophan einen groéfse-
ren Anteil zur Erhéhung der Bindungsstirke beitragen, als fiir Phenylalanin. So be-
richtet Gallivan et al. das Tryptophan/Arginin die stéirkste Kation-m Wechselwirkung
unter den proteinogenen Aminoséuren ausbilden konnen [43] 28]. Aber auch fiir den
1-Napthylalanin-Rest sollte die Kation-m-Wechselwirkung stéarker als fiir Phenylalanin,
aber geringer als fiir Tryptophan sein [80]. Der 2-Chlor-Phenylalaninrest hingegen sollte
eine geringere Kation-m-Wechselwirkung als der Phenylalaninrest zeigen [107) [80]. Den-
noch binden der 2-Chlor-Phenylalanin- und 1-Naphtylalanin-Ligand, nicht jedoch der
Tryptophan-Ligand, unter den verschéarften Bedingungen der P2-Sequenz. Dies zeigt,
dass die Kation-m-Wechselwirkung nur einen zusétzlichen Beitrag liefern wiirde, wo-
hingegen der Hauptbeitrag durch die hydrophoben Wechselwirkungen bewirkt wird. So
bindet der L-Cyclohexylalanin-Ligand im Spotarray und in den Bindungsstudien, ob-
wohl gerade der Cyclohexylring keine Kation-m Wechselwirkung ausbildet [43] [80]. Neh-
men wir nun an, dass die nicht-planaren Konformationen des Cyclohexylrestes keinen
Einfluss auf die Bindung habe, so kénnen wir aus dem Vergleich der Affinitdten des
L-Cyclohexylalanin-Liganden zum Referenzpeptid schliefsen, dass die Kation-m Wech-
selwirkung ca. 2,5kJ/mol zur Bindung beitragen wiirde. In diesem Zusammenhang sei
anzumerken, dass im Spotarray der 2- und der 3-Pyridylalanin-Ligand nicht oder nur
sehr schwach gebunden hatte (siche P1 in Abb [14.1)). Wir vermuten, dass die Mesomerie

'http://capture.caltech.edu/
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Abbildung 18.1.: Ersetzungen des an der Bindung beteiligten Phenylalanins des ActA-
Peptids. Oben, von links nach rechts: Phenylalanin, Tryptophan, 2-
Chlor-Phenylalanin. Unten, von links nach rechts: 1-Naphtylalanin, 2-
Naphtylalanin. Die Hydrophobizitét der Proteinoberflache ist wieder
farbkodiert wiedergegeben worden: Dunkelblau stellt die hochste Hy-
drophilie, orange die héchste Hydrophobizitdt dar. Das Arginin ist in
der Lage eine Kation-m Wechselwirkung mit dem aromatischen Ring
auszubilden.
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des Pyridins, welche auch geladene Grenzstrukturen enthélt, sich hier ungiinstig auf die
Bindung auswirkt: die Hydrophobizitat des Pyridylrestes ist bekanntlich geringer als die
des Phenylalaninrestes. Das gleiche gilt auch fiir die Kation-m-Wechselwirkung [80].
Das Chlor des 2-Chlor-Phenylalanin scheint eine verbleibende Stelle in der Phe-Bind-
ungstasche auszufiillen, was ausreicht die freie Enthalpie um mehr als 6 kJ /mol gegeniiber
dem Phenylalanin zu verringern (siche Abb . Die Kation-m Wechselwirkung fiir 2-
Chlor-Phenylalanin sollte kleiner als fiir Phenylalanin sein, da das Chlor wegen seiner
hoheren Elektronegativitat elektronenziehend ist und es durch den induktiven Effekt
zu einer anderen Ladungsverschiebung als fiir den Phenylrest kommt [80, [107]. D. h. die
Affinitét wird hier stiarker durch die hydrophobe Wechselwirkung bestimmt. Es stellt sich
die Frage, ob 2-Methyl-Phenylalanin eine bessere Ersetzung als 2-Chlor-Phenylalanin sei:
die Kation-m Wechselwirkung wiére hier stéarker als fiir 2-Chlor-Phenylalanin [107] und
gleichzeitig sollte die starke hydrophobe Wechselwirkung des Chlors durch den Methylrest

ersetzt werden konnen.

18.2. Weitere mogliche interessante Ersetzungen des

bindungsrelevanten Phenylalanins

Aus unserer Analyse der Bindungsverhéltnisse fiir das an der Bindung beteiligte Phe-

nylalanin leiten wir folgende, weitere interessante Ersetzungen fiir das Phenylalanin ab

(siehe auch Abb. und [18.2)):

e 2-Methyl-Phenylalanin — sollte die hydrophobe und die Kation-m-Wechselwirkung
gegeniiber Phenylalanin verstarken und konnte besser als 2-Chlor-Phenylalanin bin-

den [107].

e a-Methyl-Phenylalanin bzw. a-Methyl-2-Chlor-Phenylalanin — Die Ersetzung des
a-Wasserstoffs mit einem Methylrest konnte die hydrophobe Wechselwirkung erho-
hen, da der a-Wasserstoff in Richtung des Val88 des VASP-EVHI1 zeigt.

e (3-(1-Azulenyl)-L-Alanin [76] — konnte die gleich starke hydrophobe Wechselwirkung

und eine stérkere Kation-m-Wechselwirkung als 1-Naphtylalanin zeigen [80].

e 4-Methyl-Tryptophan — kénnte die hydrophoben und Kation-m-Wechselwirkung ge-

geniiber Tryptophan verstéarken.

e 4-Chlor-Tryptophan — kénnte die hydrophobe Wechselwirkung gegeniiber dem Tryp-

tophan verstarken.
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Abbildung 18.2.: Das Chlor des 2-Chlor-Phenylalanin fiillt eine Tasche aus. Moglicher-
weise lasst sich der selbe Effekt auch durch 2-Methyl-Phenylalanin er-
reichen. Zusétzlich konnte das die vermutetet Kation-m Wechselwirkung
zwischen dem aromatischen Ring und dem Arg81 des VASP-EVHI1
verstérken.
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e 2-Amino-5-Chloro-4-Oxopentanoic acid — Diese Ersetzung ist eine Reduktion auf
die hydrophobe Wechselwirkung des Chlors.

e Leucin-Derivate: 5,5,5-Tri-Chlor-Leucin und 2-Amino-6,6-Dichloro-4-Methylhex-5-
enoic acid [45] 3] — Auch diese Ersetzungen sollten die Bindung auf die hydrophobe

Wechselwirkung reduzieren.

o 7-Aza-Tryptophan — sollte wie 2- und 3-Pyridylalanin die Bindung verschlechtern

und wiare als ein Test der Bindungshypothese zu verstehen.

N N
CH N

R1
R1

Z/

Abbildung 18.3.: Mogliche andere Ersetzungen des bindungsrelevanten Phenylalan-
ins: a) 2-Methyl-Phenylalanin, b) 4-Methyl-Tryptophan, c¢) 4-
Chlor-Tryptophan, d) 7-Azatryptophan, e) (-(1-Azulenyl)-Alanin, f)
2-Amino-5-Chloro-4-Oxopentanoic acid, g) 2-Amino-6,6-Dichloro-4-
Methylhex-5-enoic acid, h) 5,5,5-Trichlor-Leucin. Dargestellt ist nur der
Seitenrest.
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Abbildung 18.4.: Beispiel fiir den Einfluss der cis-trans Isomerie von Trp-Pro auf die
Bindung. Links das trans- und rechts das cis-Isomer. Das cis-Isomer
sollte nicht besser binden, als wenn das Tryptophan durch Alanin er-
setzt wiirde.

18.3. Cis/Trans-Isomerie

Sowohl fiir den Trp-ActA, als auch den (1-Nal)-ActA Liganden fanden wir, im Gegensatz
bpsw. fiir den ActA und den (2CIl-Phe)-ActA Liganden, in der ITC ein sehr langsames
Zuriickkehren ins Gleichgewicht der Baseline nach der Injektion dieser Liganden (siehe
Abb. [14.4)). Zusétzlich fanden wir in der LC/MS fiir den ActA, Trp-ActA und verschiede-
ne X-enthaltene ActA-Chiméren eine Aufspaltung in zwei Peaks, die wiederum dieselbe
Masse besafen (siche Abb. . Wir interpretieren das als den Einfluss der cis/trans-
Isomerie von Xaa—Pro Paaren auf die Konformation des Liganden und damit auf die
Geschwindigkeit der Einstellung des Gleichgewichtes der Bindung und auf die Laufeigen-
schaften der Liganden in der LC/MS. Dabei ist das Prolin hier das erste Prolin des PRMs
und Xaa eine beliebige Aminoséure die das bindungsentscheidene Phenylalanin ersetzt.
Wir vermuten daher auch, dass das trans-Isomer mit einer weitaus hoheren Affinitat
an VASP-EVHI bindet, als das cis-Isomer (siche Abb. [18.4). Dazu passt die von uns
ermittelte Umfaltungsgeschwindigkeit des Trp-ActA Liganden in seine bindungsfihige
Konformation mit k = 9,7 (0,3) x 1074 1/sec (siche auch Seite dieser Arbeit). Dieser
Wert passt gut zur cis/trans Umwandlungsgeschwindigkeit von k. .; = 5 x 107* 1 /sec fiir
Trp—Pro, wie sie von Fischer berichtet wurde [39], wobei dort bei 4°C und wir bei 25°C

gemessen hatten.
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Die cis/trans Isomerie des ersten Prolins und der vorgelagerten Aminosidure hat ver-
mutlich einen wesentlich starkeren Effekt, als die cis/trans Isomerie der Polyprolinse-
quenz: Obwohl der Diprolinbaustein X eine fixierte PPII-Konformation aufweist, se-
hen wir keine Anderung in den thermodynamischen Daten fiir die PXP-Chimére (siche
Tab. und . Die niedrigere bzw. hohere Affinitdt der XPP- bzw. PPX-Chimére
beruht vermutlich auf der Interaktion der Vinylbriicke mit der Proteinoberfliche und
weniger auf der fixierten PPII-Konformation. Ausserdem wird von Fischer der cis-Anteil
von Pro—Pro als der kleinste von allen Xaa—Pro Paaren angegeben, wobei Xaa eine pro-
teinogene Aminosdure ist (siche auch Abb. 4 in [39] bzw. Abb. 20 in [3I]). D.h. die
PPII-Helix ist energetisch gegeniiber der PPI bevorzugt.

Besonders grofs und damit fiir uns ungiinstig wird der cis-Anteil fiir grofse aromatische
Seitenreste fiir die dem Prolin vorgelagerte Aminoséure, wobei dann auch gleichzeitig die
Umwandlungsgeschwindigkeit k.; klein wird. So hat Trp—Pro von allen proteinogenen
Aminoséuren den hochsten cis-Anteil, gefolgt von Tyr—Pro und Phe-Pro [39], und gleich-
zeitig die niedrigste Umwandlungsgeschwindigkeit. Es ist zu vermuten, dass der stérende
cis-Anteil fiir (1-Nal)-Pro sogar hoher und die Umwandlunsggeschwindigkeit niedriger
als fiir Trp—Pro ist. Dabei sind besonders grofte aromatische Reste als Ersetzung des bin-
dungsentscheidenen Phe des ActA-Peptids von Vorteil (siehe Tab. , aber gleichzeitig
kinetisch besonders ungiinstig. In dem Zusammenhang sind auch die grofsen Unterschiede
in der Kp zwischen FT und ITC fiir das Ac-SFEWPPPP-T-NH5 und seiner Derivate
zu sehen (siehe Tab. . So war fiir die F'T die Zeit zwischen zwei Injektionen eine
Minute, fiir die I'TC mindestens 20 Minuten lang. Fiir die FT lag daher kein Gleichge-
wicht vor, weswegen die Konzentration an bindungsfahigem Ligand geringer und die Kp

daher grofer als fiir die ITC war.

Nach [39) [31] ist der Anteil des cis-Isomers mit bis zu 25 % fiir Phe-Pro der drittgrof-
te, nach Trp—Pro und Tyr—Pro Paaren, was sich anscheinend auch in der LC/MS zeigt
(siehe Abb. . Dabei ist die Umwandlungsgeschwindigkeit fiir Phe—Pro von cis zu
trans grofer als fiir Trp—Pro und Tyr—Pro [39, 31]. D. h. auch fiir das Phenylalanin — und
sicher auch fiir das 2-Chlor-Phenylalanin — wird die cis/trans Isomerie eine Rolle spielen.
Die erste Konsequenz der Xaa—Pro cis/trans Isomerie ist, das die Reaktionsgleichung
(7.1) nur eine erste Naherung sein kann. Wobei wir aber davon ausgehen koénnen, dass
die Stéchiometrie n in gleich eins gesetzt werden kann (siche z. B. Tab. . Im
Nachfolgenden wollen wir den Einfluss der cis/trans Isomerie auf das beobachtete Gleich-
gewicht des Protein-Ligand-Komplexes und die Konsequenz fiir das Design hoheraffiner

und kinetisch giinstiger Liganden darlegen.

156



Diskussion — Ersetzung des Phenylalanins

Einfluss der cis/trans Isomerie auf die Lage des Gleichgewichtes und

Schlussfolgerungen

Eine bessere Annéherung fiir die Bindung der Liganden an VASP-EVH1 beriicksichtigt
das Vorliegen von zwei Populationen des freien Liganden: Die erste Population L' bindet,
und die zweite Population L€ bindet nicht an VASP-EVHI1. Das Reaktionsschema, fiir die
Bindung an VASP-EVHI1 lautet dann:

L°=L'+P=PL" (18.1)

Die (intrinsische) Dissoziationskonstante fiir den Protein-Ligand-Komplex PL" bestimmt
sich dann zu: .
[PT[L]

KD = [PLt]

(18.2)

Da bei der Reaktion keine der Edukte verbraucht wird, ist die totale Protein- bzw.

Ligandkonzentration gegeben als (mit L als der freien Ligandkonzentration):

P, =P +PL'
L, = L + L' +PL! (18.3)
—_——
=L

Im Gleichgewichtsfall kann mit dem cis-zu-trans Verhiltnis K. = [L¢/[L!] fiir die
cis/trans Umwandlung des Liganden, fiir die totale Ligankonzentration auch geschrie-

ben werden:

Li = [LY] (K¢ + 1) + [PLY] (18.4)
Die mit unseren Messmethoden beobachtete Kp ops lautet dann nach einsetzen von ([18.3)

und (|18.4)) in (18.2) und umstellen:

N LA TS

Die beobachtete Kp_ obs ist daher nie kleiner als die intrinische Kp, sondern eher grofer.
Liegt der Ligand z. B. zu gleichen Teilen als cis- und trans-Isomer vor, so ist die gemesse-
ne Kp obs doppelt so grofs wie die intrinsische Kp. Das Verhéltnis K der Tryptophan-
oder 1-Napthylalanin-Liganden ist wahrscheinlich grofter als das der Phenylalanin- oder
2-Chlor-Phenylalanin-Liganden. D.h. die niedrigere Affinitdt der Tryptophan- und 1-
Napthylalanin-Liganden gegeniiber den 2-Chlor-Phenylalanin-Liganden erklart sich we-

nigstens teilweise aus dem unterschiedlichen Grad der cis/trans-Isomerie von Xaa-Pro
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HN

OH

Abbildung 18.5.: Fixierung des Tryptophanrestes in der trans-Position durch Einfiihrung
eines Trp—Pro E-Alken Isoters.

Paaren.
Die beobachtete freie molare Reaktionsenthalpie ergibt sich, wenn wir Kp obs in ([7.6))

einsetzen und umstellen:

AGS,, = AGE

nt

int

+RT In(Kq + 1) (18.6)

Dabei ist AG?

int

Protein-Ligand-Komplexes in Zusammenhang steht, wohingegen AG?, die freie molare

die intrinsische freie molare Reaktionsenthalpie, die mit der Bildung des

Reaktionsenthalpie der cis/trans Umwandlung ist. Der Wert fiir AG, ist nie negativ,
da K¢ nie kleiner als null werden kann. D. h. analog zu Kp obs ist AGP,  nie grofer als

[e]

int» sondern ist eher kleiner. Liegt der

die intrinsische freie molare Reaktionsenthalpie AG
Ligand beispielsweise zu gleichen Teilen als cis- und trans-Isomer vor, so verringert sich
die beobachtete AG?,  gegeniiber der intrinsischen AGY; bei 25°C um 1,7kJ/mol.

Wiire es moglich, die trans-Konformation zu fixieren, sollte sich die gemessene Kp_ ohs
der intrinsichen Kp anndhern und daher kleiner werden. Eine, zumindestens sterisch
denkbare, Moglichkeit wire die Abwandlung des Trp—Pro, 1-Nal-Pro oder 2Cl-Phe-Pro
Dipetides in ein entsprechendes E-Alken Isoster, wie es z.B. schon fiir Pro-Pro und
Tyr-Tyr durchgefiihrt wurde [I1, 12] (siehe auch Abb [18.5)). Vorher sollte natiirlich das
Verhiltnis K. fiir diese Liganden bestimmt werden, da dies Auskunft iiber die Hohe der
zuerwartenden Reduzierung der freien Enthalpie liefert.

Es scheint auch die Moglichkeit zu existieren, dass die Spir2-Komponente, wenn sie
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die ersten beiden Proline des ActA-Peptids ersetzt, die Isomerie des Liganden mehr in
Richtung trans-Isomer verschiebt. So konnte die Wechselwirkung des Seitenrestes des
bindungsentscheidenden Phenylalanins oder seiner Ersetzungen mit der Vinylbriicke des
Spir2 eben das cis-Isomer energetisch ungiinstiger werden lassen. Diese Spekulation liefe
sich mit der Ermittlung von K¢ fiir diesen Liganden und das entsprechende Referenz-

peptid erhérten.

18.4. Kombination der besten Ersetzungen fiir die Proline

und das Phenylalanin — unsere besten Binder

Unsere affinsten Liganden Wir kombinierten unsere besten Ersetzungen fiir die Proline
und das bindungsentscheidende Phenylalanin und erhielten mit (a) Ac-SFE—-(2Cl-Phe)—
(Spir2) X-TEDEL-NH; und (b) Ac-SFE—(Phe-2C1)-PPX-TEDEL-NH; unsere bestbin-
denden Liganden mit einer nanomolaren Kpy (siche Tab [20.6). Der Ligand (b) bindet
auferdem mit nanomolarer Kp an Enah-EVHI (auch als Mena-EVH1 bekannt) und
EVL-EVHI (siehe Tab. 20.14), wobei er mit 210 (5) nM (FT) und 510 (6) nM (ITC) bes-
ser an Enah-EVHI1 zu binden scheint, als das Miniaturprotein pGolemi, welches mit
ca. 700nM an Enha-EVHI bindet [54] 46]. Dabei hatten unsere Ligand mit ca. 1,7kDa
natiirlich ein geringeres Molekulargewicht als pGolemi mit ca. 3,5 kDa. Nach den Supple-
mentary Information zur Arbeit von Holtzman et al. [54] bzw. Golemi-Kotra et al. [46]
braucht die Bindung von pGolemi an die Doméne etwa 40 min bzw. 30 min bis sie das
Gleichgewicht erreicht hat. Unsere bestbindenden Liganden erreichten das Gleichgewicht
wesentlich schneller: In der ITC lag der Abstand zwischen zwei Injektionen bei 7,5 min,
die Reaktion selbst war aber schon vorher abgeklungen ﬂ Fiir die FT war der Abstand

zwischen zwei Titrationen nur ca. eine Minute lang.

Gewinn an freier Enthalpie fiir die Ersetzungen Betrachten wir den Unterschied AAG
flir alle Liganden mit dem PPX-Motiv bzw. mit 2Cl-Phe gegeniiber dem PPPP-Motiv
bzw. dem Phenylalanin, so ist der Einfluss des Chlors des 2Cl-Phe auf die Erhchung der
Affinitdt wesentlich grofer, als der der Vinylbriicke des X-Bausteins (siche Tab. .
Da das gebundene ActA-Peptid und seine in Tab. aufgefiihrten Derivate keine intra-
molekularen Interaktionen aufweisen und diese ActA-Peptid-Derivate fast identisch wie
das ActA-Peptid binden, sind die aufgefithrten Anderungen auch praktisch unabhéingig
voneinander und konnen additiv betrachtet werden. Mitteln wir tiber alle Ersetzungen,

so erhalten wir die beste Schitzung fiir den Gewinn AAG an freier Enthalpie fiir das

?Die Mindestzeit zwischen zwei Titration liegt fiir die VP-ITC von MicroCal iiblicherweise bei 6 min.
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PPX-Motiv mit 2,7 (0,4) kJ/mol und das 2Cl-Phe mit 6,3 (0,3) kJ/mol (siche Tab. [18.1)).
So gewinnen wir insgesamt 9,2 (0,9) kJ/mol an freier Enthalpie fiir den besten Binder
(b) gegeniiber dem ActA-Peptid. Wir erhalten den gleichen Betrag, wenn wir die Mit-
telwerte in AAG fiir das PPX-Motiv und 2Cl-Phe addieren (siehe Tab. , was wir
als Beleg fiir die schon angefiithrte Additivitdt der Ersetzungen und die Abwesenheit von

intramolekularen Interaktionen der an VASP-EVH1 gebundenen Liganden sehen.

Der Ligand (b) stabilisiert die Konformation des VASP-EHV1 Unser bester Binder
(b) stabilisiert das VASP-EVHI in seiner nativen Konformation, wie wir mittels CD-
Schmelzkurven und DSC-Experimenten zeigen konnten (siche Abb. . Dabei scheint
unser bester Binder (b) die Schmelztemperatur des VASP-EVH]1 um ca. 8°C zu erhéhen,
und hat damit einen stirkeren Einfluss als das ActA-Peptid, welches die Schmelztempe-
ratur nur um ca. 4°C erhéht. Das begriindet sich vermutlich aus der hoheren Affinitét

des bestbindenden Liganden (b), und zeigt, dass er an das native Protein bindet.

Unterschiede in der Kp fiir die FT und ITC Fiir alle Liganden mit dem PPX-Motiv
fanden wir eine Differenz zwischen der mittels Fluoreszenz (CVM/FT) und mittels ITC
ermittelten Affinitét, unabhéngig von der verwendeten Aminosdure fiir das bindungsre-
levante Phenylalanin. Ebenso fanden wir fiir dieses Motiv eine Erhéhung der Enthalpie
und eine Verringerung der entropischen Energie im Vergleich zum ActA-Peptid (verglei-
che Tab. [20.2] und [20.11]). Den Affinitétsunterschied interpretierten wir damit, dass wir
fir die Fluo-Daten lediglich die Anderungen in der Umgebung des Trp23 beobachten,
wéahrend wir fiir die ITC alle Prozesse beobachten, die den Warmeinhalt der ITC-Zelle

andern. D. h. fiir die ITC beobachten wir eine Summe aus wesentlich mehr Prozessen, als

fir die Fluoreszenz.

Als wesentlich fiir die Erhohung der Affinitdt durch das PPX-Motiv sehen wir die
Fixierung des X-Bausteins iiber die Interaktion der Vinylbriicke mit dem aromatischen
Ring des Phe79 des VASP-EVH1 an. Dadurch wird das zentrale Kernmotiv stabilisiert,
das sonst als Polyprolinsequenz fiir die letzten beiden Proline schwécher gebunden wére
(siehe auch Abb. . Daher bindet das PPX-Motiv stérker an/um das Trp23, als das
PPPP-Motiv, was wir dann mittels Fluoreszenz exklusiv beobachten. Andere bei der
Bindung ablaufenden, und mittels ITC beobachteten, Prozesse, sind fiir die Fluoreszenz

unsichtbar.

Fiir die, um die flankierenden Epitope SFE und EDEL, verkiirzten Peptide, sollte sich

die mittels ITC bestimmte Affinitat der der Fluoreszenz annahern.
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Selektivitdt Unser bestbindender Ligand (b) ist promisk. Er scheint aber an Enah- und
EVL-EVHI etwas besser als an VASP-EVH1 zu binden (siehe Tab. [20.14)). Dieses Muster
fand Holtzman et al. auch fiir das ActA;;-Peptid DFPPPPTDEEL [54]. Es scheint nur
natiirlich zu sein, dass es dem Bakterium Listeria monocytogenes nicht darauf ankommt,
welche EVH1-Doméne konkret vom ActA-Protein rekrutiert wird, da VASP, Enah und
EVL dhnliche Funktionen erfiillen [78].

Jedoch fand Holtzman et al. Selektivitat fiir die EVH1-Doménen mit den dort verwen-
deten Miniproteinen pGolemi (Kp, Enah < Kp, vasp < Kp gvi,) und pGol-2 (Kp gvi, =
Kp,vasp < KD Enan)- Allerdings ist die hohe Affinitét auf das jeweilige Miniprotein be-
schrankt. So hat die Bindungssequenz von pGolemi (PFPPTPPGEEA) als freies Peptid
nur eine geringe Affinitat [46]. Die Affinitdt der Bindungssequenz von pGol-2 (EFPQP-
PYPGEDAP) als freies Peptid wurde von Holtzman et al. leider nicht untersucht. Wie
auch immer, die Arbeiten zeigen, dass es prinzipiell moglich ist, die EVH1-Doménen von
VASP, Enah und EVL selektiv zu adressieren. Fiir uns interessant ist der Austausch
der nicht direkt an der Bindung beteiligten mittleren Proline des Kernmotivs, wobei fiir
pGolemi das Kernmotiv FPPTP und pGol-2 FPQPP lautet. Unter Umstéanden werden
hier die wenigen Differenzen in den Sequenzen der drei Doménen ausgenutzt. So haben
bspw. VASP- und EVL-EVHI in ihren Strukturen an der Bindungsoberfliche des Ligan-
den an der selben Stelle ein Prolin (Pro77 bzw. Pro71), wohingegen Enah-EVH1 dort
ein Glutamin hat (GIn74). Das konnte die FPPTP-Sequenz des Kernmotivs von pGole-
mi erkldren und einer der Griinde der Selektivitdt dieses Miniproteins sein: Womoglich
kommt es zu einer Interaktion zwischen dem Threonin und dem GIn74 fiir Enha-EVH1,
wohingegen das Threonin fiir VASP- und EVL-EVHI diese Interaktion nicht macht und
dann eher storend fiir die Bindung wirkt.

Diese Spekulation zeigt einen der moglichen Wege zum Auffinden selektiver Liganden
fiir die drei EVH1-Domaénen, der sich dariiber hinaus im Rahmen des rationellen Desi-
gns abhandeln lassen konnte: (i) wir ermitteln AAG fiir die Varianten des Kernmotivs
von pGolemi bzw. pGol-2 zu einem entsprechendem Referenzpeptid fiir alle drei EVHI1-
Doménen, (ii) sollten sich signifikante Differenzen ermitteln lassen, werden Kristallstruk-
turen des Protein-Ligand-Komplexes erstellt, wie es bereit fiir Enah- und EVL-EVH1
geschehen ist [93], 36], (iii) aus dem Studium der Strukturen konnen sich dann weitere
Verbesserungsmoglichkeiten ergeben.

Alternativ oder ergénzend konnte auch ein Screen mittels eines Spotarrays analog zu
unserer Suche nach einer besseren Ersetzung fiir das bindungsentscheidene Phenylalanin
angesetzt werden. Dabei konnten die beiden mittleren Proline des Kernmotivs FPPPP

nacheinander mit allen natiirlichen und fiir den Spotarray verfiigbaren unnatiirlichen

162



Diskussion — Ersetzung des Phenylalanins

Aminosduren ersetzt und fiir die drei EVHI1-Doménen untersucht werden. Hierbei ist
von Vorteil, dass uns mit P1 und P2 wenigstens zwei verschiedene Sequenzvariationen zur
Verfiigung stehen, mit denen wir uns im Bereich der Cutoff-Kp des Spotarrays bewegen
kénnen (siehe auch Abb. [14.1)).
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19. Behandlung der flankierenden
Epitope des ActA-Peptds:

Verringerung des Molekulargewichtes

Wir haben bis hier nur nach Ersetzungen fiir die Proline und das bindungsentscheidene
Phenylalanin gesucht und auch gefunden. Die flankierenden Epitope des Kernmotivs
FPPPP des ActA-Peptids haben allerdings einen entscheidenen Einfluss auf die Affinitét,
wie bereits in der Literatur dargelegt wurde [93],[9]. In diesem Abschnitt beschéftigen wir
uns nun zum einen mit der Untersuchung von Ersetzungen des N- und des C-terminalen

flankierenden Epitopes, und stellen dann unsere verkiirzten Liganden vor.

19.1. N-Terminale Variationen

Die Verkiirzungen des ActA-Peptids um die ersten drei Aminoséuren Ser—Phe—Glu fiihrt
zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Affinitét (siehe Tab. [20.15] und
[20.17)), wie sie auch in [9] beobachtet wurde, sofern der N-Terminus der verbleibenden
Sequenz acetyliert war. Ist der N-Terminus dagegen frei, nimmt die Affinitdt noch ein-
mal stark ab (siehe Tabellen [20.16)). Dieses Verhalten ist erkldrlich, da der freie
N-Terminus positiv geladen ist und sich in der Nahe eines — ebenfalls positiv gelade-
nen — Arginins befindet (Arg83 in VASP-EVHI in 1jng, Arg81 in Enah-EVHI in levh,
Arg 82 in EVL-EVH1 in 1qc6; siehe auch Abb.. Dieses Arginin bildet, mit anderen
Aminoséureresten, die Tasche aus, in der der Phenylalaninrest eintaucht. Der Guani-
dylrest konnte dariiber hinaus mit dem aromatischen Rest des bindungsentscheidenden
Phenylalanins eine Kation-m-Wechselwirkung eingehen (siehe Tab. und Abschnitt
Ersetzungen fiir das bindungsentscheidenen Phenylalanins auf Seite dieser Arbeit).
Durch die elektrostatische Abstoffung wird die Bindung des wichtigen Phenylalanins na-
tiirlich gestort (siche Abb. [19.1)).

Statt eines positiven oder ungeladenen N-Terminus kénnte die Einfithrung einer nega-
tiven Ladung die verlorene Affinitdt des N-terminal verkiirzten Peptids gegeniiber dem

ActA-Peptid wiederherstellen, ohne das Molekulargewicht iiberméfig zu erhéhen. Dabei
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Abbildung 19.1.: Einfluss des acetylierten (links) und des freien (rechts) N-Terminus auf

166

die Bindung. Der freie N-Terminus des verkiirzten ActA-Peptids ist
negativ geladen und es kommt zu einer elektrostatischen Abstofsung
des Gunidylrestes des an der Bindung beteiligten Arginins der Doméne.
Dadurch kann sich die vermutete pi-Kation Wechselwirkung zwischen
dem aromatischen Ring des Liganden und der positiven Ladung des
Arginins nicht ausbilden, was die Affinitat verringert.
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konnte der N-Terminus mit einer difunktionellen Carbonsiure (Oxal-, Malon-, Bernstein-
séure usw.) umgesetzt werden (siche Abb. . Ein anderer Weg wére ein Phenylalanin-
Derivat zu erzeugen, bei dem die Aminofunktion durch einen entsprechenden Carbon-
saurerest ersetzt wird (sieche Abb. .

Wir setzten den N-Terminus des ActA-Peptids und seiner N-terminalen Verkiirzungen
mit Dansylchlorid um und stellten fest, dass der Dansylrest, in Abhéngigkeit seiner Posi-
tion, entweder keine Anderung der Affinitéit bewirkt (Dansyl ersetzt das Serin) oder aber
die Affinitdt gegeniiber den entsprechenden verkiirzten und acetylierten Peptiden erhoht
(sieche Tab. . Der Dansylrest gab uns zusétzlich die Mdéglichkeit die Kon-
zentration der entsprechenden Liganden spektroskopisch zu bestimmen, was ein Vorteil
gegeniiber der Konzentrationsbestimmung iiber die Einwaage ist. Zuséatzlich vorteilhaft
ist der Resonanzenergietransfer vom Tryptophan auf das Dansyl: fiir die beobachtete
Emissionswellenlédnge von 340 nm wirkt der dansylierte Ligand wie ein statischer Quen-
cher. Dadurch kénnen wir den effektiv zur Verfiigung stehenden Messbereich der Fluores-
zenzintensitéat voll ausschopfen und reduzieren so das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Das
konnte auch interessant fiir zukiinftige Bestimmungen der Kp eines Liganden anhand
der Verdrangung eines dansylierten Peptids werden, wobei wegen des besseren Signal-zu-
Rausch-Verhéltnisses eine Anwendung in einem Mikrotiterplatten-Spektrometer moglich
sein sollte.

Fiir das um Ser—Phe-Glu verkiirzte Peptid ersetzten wir das Dansyl dann durch
Napthyl- und Benzoylsulfonylreste, aber auch durch Fmoc. Wir fanden stets eine Er-
hohung der Affinitét, gegeniiber der Referenz, wobei Fmoc die stidrkste Erhohung er-
brachte (siehe Tab. . Die Ersetzung des bindungsentscheidenen Phenylalanins mit
2Cl-Phe und die Umsetzung des N-Terminus des verkiirzten Peptids mit Benzoylsul-
fonylchlorid ergab erstaunlicherweise keine Verbesserung gegeniiber einer Acetylierung
(siehe Tab. [20.21). Woméglich beruht die Erhéhung der Affinitét durch die aromatischen
Sulfonyl-Reste auf der stirkeren Verankerung des Phenylalanins an oder in der Néhe sei-
ner Bindungsstelle, was die Dissoziationsgeschwindigkeit des Protein-Ligand-Komplexes
verringert (oder auch die Assoziationsgeschwindigkeit erhoht), was wiederum fiir das Phe-
2Cl unerheblich wird, da es wesentlich stérker als Phe bindet. Letztlich ist diese Frage

ohne einer Analyse der Kinetik der Reaktion schwierig zu beantworten.

19.2. C-Terminale Variationen

Die Affinitdt des ActA-Peptids hdngt auch davon ab, ob der C-Terminus als freie Sdure
vorliegt oder amidiert ist (siche Tab. [20.22} [20.23| und [20.24)). Dabei ist die Affinitét
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Diskussion — Behandlung der flankierenden Epitope

Abbildung 19.2.: Mogliche Interaktion eines eines modifizierten negativ geladenen N-
Terminus eines EVH1-Inhibitors mit dem, fiir alle drei EVH1-Domé&nen
charakteristischen, Arginin- und Lysinrest. Links ist die Aminofunktion
mit der Dicarbonsédure Malonsdure umgesetzt, rechts wird das Phenyl-
alanin durch ein Derivat ersetzt, welches an Stelle der Aminofunkti-
on eine Carbonsdurefunktion enthélt. Dabei befinden sich am Rest R1
die Proline bzw. Prolin-Mimetika, und am Rest R2 befindet sich ein
Wasserstoff- oder Chloratom.
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Diskussion — Behandlung der flankierenden Epitope

fiir das amidierte Peptid hoher. Das korreliert mit den von Zimmermann et al. [121]
bestimmten Affinitédten fiir das ActA-Peptid, bzw. des Derivates SFEEWPPPPTEDEL,
wo Peptide ohne Acetylierung und Amidierung verwendet wurden. Aus der Arbeit von
Ball et al. ist auch bekannt, dass das Leucin auf die Bindung einen Einfluss hat [9] und

die Einfiihrung einer Ladung die Bindung dieses wichtigen Leucins offensichtlich stort.

Wir suchten nun dieses Leucin, aber auch das gesamte C-terminale Epitop, mit anderen
natiirlichen und unnatiirlichen Aminosiuren zu ersetzen (siehe Abb. [14.1)). Dabei kamen
zwei Sequenzen zum Einsatz: in der Sequenz P3 wird das Leucin ersetzt und in der
Sequenz P4 wird das gesamte C-terminale Epitop TEDEL-NHy durch eine Aminoséure
ersetzt. Dabei fanden wir, dass das Leucin, aber auch das gesamte Epitop durch praktisch
jede Aminosédure ersetzt werden kann (aufser 2-Pyridylalanin). Wir miissen allerdings
kritisch anmerken, dass die Referenzsequenzen ungliicklich gewdhlt waren. So bindet
bspw. bereits die orginale P3-Sequenz SFE-F-PPPPTEDEL mit einer geringeren Kp als
die Cutoff-Kp des Spotarrays. D. h. jede mogliche Erhohung, genauso wie jeder moderate
Verlust an Affinitét ist nicht sichtbar, da der Spot einfach nur schwarz bleibt. Fiir die P3-
Sequenz hétte stattdessen die Sequenz SFE-L-PPPPTEDEZ verwendet werden sollen,
da hier mit der Ersetzung Z=Leucin fast genau der Umschlagpunkt des Spotarrays von
schwarz nach weif getroffen wurde (siche auch P1 in Abb. aber auch [9]).

Wie auch immer, da die vollstdndige Ersetzung des C-terminalen Epitopes die Bindung
nur méfig zu beeinflussen scheint, wihlten wir verschiedene Aminsoduren als Ersetzung
dieses Epitopes aus (siehe Tab. . Da nach Ball et al. die Kp des Ac-SFEFPPPPT-
NHs bereits mit mehr als 200 tM angegeben war, verwendeten wir Trp als Ersetzung des
bindungsentscheidenen Phenylalanins, um die Affinitét der Liganden fiir die Messung
zu erhohen. Zu diesem Zeitpunkt war uns 2Cl-Phe als bessere Ersetzung leider noch
nicht bekannt. Die Folge daraus ist ein grofer Unterschied zwischen den Fluo- und den
ITC-Daten aufgrund der cis/trans Isomerie von Trp—Pro (siehe auch Abschnitt Cis/trans
Isomerie auf der Seite dieser Arbeit). Die Zeit zwischen zwei Injektionen war fiir die
FT etwa eine Minute und fiir die I'TC jedoch bis zu 30 Minuten lang. Fiir die FT-Daten
kénnen wir also nicht davon ausgehen, dass ein Gleichgewichtszustand vorliegt, daher ist
die (apparente) Kp hier weit grofer als fiir die ITC. Wie auch immer: durch den Verlust
des EDEL-NHj-Restes verlieren wir mit etwa 6kJ/mol sehr viel an Affinitit gegeniiber
dem Referenzpeptid Ac-SFEWPPPPTEDEL-NHs, wie es auch von Ball et al. fiir Ac—
SFEFPPPPT-NH;, gegeniiber Ac-SFEFPPPPTEDEL-NH; berichtet wurde [9]. Dabei
ist die Bindung des EDEL-NH,-Restes offensichtlich als unabhéngig von der Bindung
des bindungsentscheidenden aromatischen Rests des ActA-Peptids zu sehen. Wir vermu-

ten, dass die negativ geladenen Reste des EDEL-NHs Epitopes mit positiv geladenen
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Diskussion — Behandlung der flankierenden Epitope

Resten des Arg22 (VASP-EVH1) bzw. Lys21 (Enah-EVHI) und Lys22 (EVL-EVH1) in-
teragieren (siehe auch Abb. und . Das konnte erklaren, weshalb Glutamin- und
Asparaginsdure in den EVH1-Bindungsstellen des C-terminlaen flankierenden Epitopes
von ActA, human Vinculin, chicken Vinculin, aber auch human Zyxin enthalten sind
[99].

Die verwendeten Variation des Threonins hatten nun selbst nur eine modulierende
Wirkung auf die Bindung, aber keinen dramatischen Effekt (siche Tab. , wie wir
es flir die Variationen des bindungsentscheidenden Phenylalanins fanden. Aufgrund der
verfiigbaren Kristallstrukturen fiir Enah-EVH1 und EVL-EVH1 vermuten wir, dass das
Threonin von der Proteinoberfliche weg zeigt (sieche Abb. . Daher sollten die jewei-
ligen Seitenreste nur einen geringen Einfluss auf die Bindung haben. Dennoch scheint
2Cl-Phe, zumindest fiir die ITC-Daten, von allen Ersetzungen die stérkste Erh6hung in
der Affinitéit zu haben.

Da wir eine Interaktion zwischen den Seitenresten der Glutamin- und Asparaginséu-
re des EDEL-NHa-Restes des ActA-Peptids mit dem Arg22 (VASP-EVH1) bzw. Lys21
(Enah-EVHI) und Lys22 (EVL-EVH1) vermuten, kénnte die Einfiihrung eines freien C-
Terminus fiir das verkiirzte ActA-Peptid die Affinitdt erhdhen. Es ist in diesem Sinne in-
teressant anzumerken, dass bisher anscheinend nur verkiirzte ActA-Peptide mit amidier-
ten C-Terminus getestet wurden [93], 9], auch in dieser Arbeit. Es wére daher fiir zukiinfti-
ge Messungen interessant, die Affinitdten der Peptide Ac-SFE—(Phe-2C1)-PPPP-T-NH,
bzw. Ac-SFE-(Phe-2Cl)-PPPP-NHs mit den Affinitdten von Ac-SFE-(Phe-2Cl)-PP-
PP-T bzw. Ac-SFE—-(Phe-2Cl)-PPPP zu vergleichen. Sollte die freie Séure einen posi-
tiven Einfluss auf die Bindung haben, konnte bspw. 8-Alanin oder Taurin eine giinstige
Ersetzung fiir Threonin sein (siehe Abb. . So zeigt [B-Alanin zwar im Spotarray

nur eine schwache Farbung, jedoch liegt es dort auch nicht als freie Sdure vor (siehe

Abb. [[Z1).

19.3. Beidseitige Verkiirzungen

Durch Verwendung unserer besten Ersetzungen und Verkiirzung des ActA-Peptids auf
das Kernmotiv konnten wir das Molekulargewicht der Liganden reduzieren (von 1630 Da
fiir den besten Binder (b) auf 750 Da), ohne dabei die Kp in den hohen dreistelligen
mikromolaren Bereich zu treiben, wie sie fiir das Peptid Ac-FPPPPT-NH; fiir VASP-,
Enah- und EVL-EVHI1 gefunden wurden [93, [9]. Vielmehr konnten wir Liganden finden,
die genauso gut oder sogar besser als das ActA-Peptid banden (siehe Tab. und
20.27)). Hierbei sind vor allem die beiden Liganden Ac—(Phe-2Cl)-PPX—(Phe-2Cl)-NH,
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Diskussion — Behandlung der flankierenden Epitope

Abbildung 19.3.: Mogliche Verbesserung der Affinitdt des um TEDEL-NH verkiirzten C-
Terminus des ActA-Peptids durch Umsetzung mit §-Alanin (links) oder
Taurin (rechts). Die negative Ladung des abgednderten C-Terminus
kann mit dem positiven Rest des Lys21 der Enah-EVHI1-Doméne
interagieren.

und Ac—(Phe-2Cl)-PPX-NH; zu nennen: ersterer bindet besser als, und zweiterer ge-
nauso gut wie das ActA-Peptid Ac-SFEF-PPPP-TEDEL-NHy an VASP-EVH1, ganz
im Gegensatz zum nur sehr schwach bindenden Peptid Ac-FPPPPT-NHy [9, 93]. Der
Gewinn an freier Enthalpie durch die Vinylbriicke des X-Baustein und das Chlor des 2Cl-
Phe sind also fiir die Bindung der verkiirzten Liganden entscheidend (siehe Tab. .

Es begann allerdings auch die Loslichkeit der letzten beiden genannten Liganden ein
(erwartetes) Problem zu werden. So bildete der Ligand Ac—(Phe-2Cl)-PPX—(Phe-2Cl)—
NH; ein klebriges Pellet, wohingegen Ac—(Phe-2C1)-PPX-NHj ein zentrifugierbares, aber
nicht klebriges Pellet bildete. Der Effekt bewirkte einen Unterschied fiir die Fluo- und die
ITC-Kp: In der ITC konnten wir iiber den Faktor M des Modells die Ligandkon-
zentration als anzupassenden Parameter ausweisen, wir mussten also die aktive Konzen-
tration des Liganden nicht kennen. Fiir die Fluo-Daten war dagegen die Verwendung des
Modells nicht moéglich, und damit auch die Anpassung der Ligandenkonzentration
mittels des M —FaktorsEl Daher waren die angesetzten nominellen Ligandkonzentrationen
flir die FT zu hoch. Nach den M-Werten aus der ITC waren die aktiven Ligandkon-
zentrationen der beiden fraglichen Liganden nur etwa halb so grofs wie die nominelle
Konzentration. Entsprechend sind die Werte der Fluo-Kp auch etwa doppelt so grof,
wie die ITC-Kp, wobei die ITC-Kp hier die besseren Schéitzwerte darstellen.

Lag das verkiirzte Peptid mit einem freien N-Terminus vor, so verringerte sich nicht

nur die Affinitdt um etwa 4 kJ/mol, die Bindung war dariiber hinaus auch rein Entropie

'Entweder fithrte die Verwendung von M zu einem singulirem Gradienten (fiir den Liganden
Ac—(Phe-2Cl)-PPX—(Phe-2C1)-NHz) oder der Fehler fiir die Schatzung der Kp war so hoch, dass der
Datenfit nicht signifikant war (fiir den Liganden Ac—(Phe-2Cl)-PPX-NH;). Unter der Verwendung
des Modells lag die geschétzte Kp lag fiir letzteren Liganden bei ca. 20 pM.
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getrieben und bei 25 °C mittels I'TC nicht messbar. Bei 8 °C war die Reaktion messbar, wo-
bei allerdings Warme verbraucht — statt wie bisher — produziert wird (siehe Tab. .
Wir kénnen damit fiir diesen Liganden die molare Reaktionswirmekapazitit AC}, grob
auf etwa —300J/(mol K) schétzen. Das negative Vorzeichen von AC), fiir dieser Ligand
bedeutet, dass die Bindung dieses Ligand durch hydrophobe Effekte getrieben wird [47].

Die Storung der Bindung durch den freien N-Terminus scheint unsere These der Bin-
dung des Phenylalanins zu entsprechen: Der positiv geladene N-Terminus und der Gua-
nidylrest des Arg82 stofen sich ab und verringern die Bindungsenergie, gleichzeitig sollte
die vermutete Kation-m Wechselwirkung gestort werden (siehe Abb. . Da das Peptid
auch C-terminal keine negativ geladenen Aminosduren wie das ActA-peptid hat, kann
es nun ,nur noch“ iiber seine beiden Wasserstoffbriicken und durch die Verringerung der
hydrophoben Oberfliche an VASP-EVH1 binden.
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20. Schlussfolgerungen

Den Protein-Protein-Interaktionen haftet, in einem pharmakologischen Sinne, immer
noch das Stigma ,undruggable* an, wobei sich, auch im Lichte dieser Arbeit, die Frage
stellt, ob dies nicht einfach nur ein Mythos sei. So ist das Ergebnis der vorliegenden Arbeit
eben dieses, dass es nun sehr wohl moglich sei, hochaffine und relativ kleine Liganden fiir
Protein-Protein-Erkennungsdoménen zu erzeugen, wobei sogar die als schwierig geltende
Ersetzung von Polyprolinsequenzen mit einer Zunahme an Affinitat gelang. Mehr noch,
es scheint sich hier ein allgemeiner Weg zur Entwicklung von Liganden fiir die Inhibition
von Protein-Protein-Interaktionen abzuzeichnen.

Als grosser Vorteil darf die Vereinfachung der Protein-Protein-Interaktion auf eine
Protein-Peptid bzw. Proteindoméne—Peptid Interaktion gelten, wie sie bei den hier be-
handelten Proteindoménen mdglich war. Dabei bindet das Peptid hdufig als ein lang-
gestrecktes Molekiil auf das Zielprotein, wobei sich in den hier behandelten Féllen als
zweiter Vorteil eine vernachléssigbare intramolekulare Wechselwirkung des Peptides er-
wies. Dadurch kann jede Aminosdure des Peptides separat behandelt werden und die
Verdnderung in der beobachteten freien Enthalpie der Peptidchimére gegeniiber dem
Ausgangspeptid ergibt sich, wenigstens als erste Niaherung, additiv aus den Anderungen
in der freien Enthalpie der einzelnen abgednderten Aminoséuren.

Die Moglichkeit der Reduktion einer Protein-Protein-Interaktion auf eine Protein-
Peptid-Interaktion erdffnet gleichzeitig die Moglichkeit eines Computer unterstiitzten
Liganden und Struktur basierten rationellen Designs, sofern die Strukturbestimmung
des Protein-Peptid-Komplexes gelingt. Genau diese Kombination an Herangehensweisen
fiihrten zum X- und Spir2-Baustein und damit zu einem Erfolg insbesondere fiir die
EVHI1-Doménen von VASP, Enah und EVL. Dariiberhinaus lisst sich so der klassische
Weg der Erzeugung von Peptidomimetika, wie er bspw. in Klebes Lehrbuch ,Wirkstoffde-
sign“ beschrieben wurde [69], auch fiir die Inhibierung von Protein-Protein-Interaktionen
gewinnbringend einsetzen.

Wir wollen diese Erfahrung in einem Flussdiagramm zusammenfassen (siche Abb. :

1. Einer der beiden Partner einer Protein-Protein-Interaktion muss als ein Peptid

darstellbar sein. Vielfach kommt uns hier die Natur entgegen, da viele Protein-
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Protein-Interaktion asymmetrisch sind. D.h, es wird ein besonders strukturiertes
Protein, bzw. eine Doméne eines Proteins, benotigt, um eine spezielle und meist
recht kurze Sequenz eines anderen Proteins zu erkennen. Lésst sich eine derartige
Reduktion nicht durchfiithren, kann, bspw. mittels Phage-Display, versucht werden,
eine kompetitive Peptidsequenz zu finden, die eine solche Funktion erfiillt [102] 37,
27).

2. Das verwendete Modell der Protein-Protein-Interaktion sollte optimiert sein. So ist
bpws. hdufig nicht das gesamte Protein notwendig, sondern nur ein Teil dessen, wie
es ja auch fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Proteine der Fall war. Ausserdem
ist das Peptid in seiner Lange und seiner Affinitét zu optimieren [9]. Hilfreich kann
hierbei die Ligandeflizienz sein, bei der die freie Bindungsenthalpie durch die Anzahl
der Nicht-Wasserstoffatome geteilt wird [1].

3. Die Struktur des optimierten Protein-Ligand-Komplexes bietet eine hilfreiche Ana-
lyse der Bindung und vielfache Informationen zur Abédnderung des Peptids, wie
sie sich in dieser Arbeit bpsw. in den verwendeten Diprolinbausteinen X und Spir2
niederschlug. Lassen sich keine strukturellen Informationen gewinnen, so kann zwar
mit einem reinen Liganden basierten Design fortgefahren werden, jedoch kann dies

auch zu einem reinen Blindflug werden.

4. Die wichtigen Aminosaurereste des Peptides sollten bereits bei der Optimierung
des Peptides bestimmt worden sein [9]. Diese konnen nun, unter zu Hilfenahme
der Struktur des Komplexes, mit unnatiirlichen Aminoséduren ersetzt werden. Mit-
tels geeigneter Verfahren ist dann die freie Enthalpie zu bestimmen und die beste

Variation auszuwahlen.

5. Wurde die Affiniét erhoht, kann nun das Molekulargewicht reduziert werden um

die Ligandeneffizienz zu erhohen.

Dieser Zyklus kann natiirlich mit den erfolgreich gefundenen Liganden mehrfach durch-
laufen werden.

Solch ein Vorhaben lédsst sich nur interdisziplindr unter dem Dach der chemischen
Biologie durchfiihren, bendtigt also das Zusammenfassen von organischer Chemie, Mo-
lecular Modelling, Biophysik, Molekularbiologie und Zellbiologie. In dieser Arbeit sollte
auch die Notwendigkeit einer geeigneten und sauberen Behandlung des Messproblems der
Bestimmung der Affinitdten, bzw. der Differenzen in der Affinitidt zwischen Liganden ge-
zeigt werden. Angesichts des Aufwandes an Chemie sollte diese Aufgabe nicht als ,trivial®

abgetan werden: Als warnendes Beispiel diene hier die Arbeit von Li et al. [75] [119].
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Abbildung 20.1.: Flussdiagramm zur Entwicklung von Liganden zur Inhibition von
Protein-Protein-Interaktionen.
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Tabellen — Ersetzungen der Proline mit X

Ac-SFE-F-(?)-TEDEL-NH,
PPPP XPP PXP PPX XX
Fluo CVM CVM CVM CVM CVM
Anz. DS 6 3 3 3 4
Kp [1M] 19(2) 40 (4) 25 (2) 5,7(0,3) 19 (6)
95% KI Kp [uM] 15 bis 25 31 bis 50 22 bis 30 5,0 bis 6,4 9 bis 37
AG® [kJ/mol| -26,9 (0,3) ~25,1(0,2) -26,2(0,2) -29.,9(0,1) ~26,9 (0,8)
95% KI AG® [kJ/mol] 27,5 bis -26,2  ~25,7 bis —24,5  ~26,6 bis 25,8 30,2 bis -29,6  ~28,9 bis 25,2
R? 0,999 0,999 1,000 1,000 0,995
Q; P 1,000; 0,983 0,993; 0,820 0,994; 0,868 1,000; 0,999 0,018; 0,074
ITC
Anz. DS 2; 1 2; 2 1 2; 1 2
Reg.-Typ 011 011 - 011 011
Kp [1M] 23 (1) 34(2) 21 (1) 8,4(0,5) 12,0 (0,9)
95% KI Kp [uM] 20 bis 25 30 bis 39 18 bis 24 7,6 bis 9,5 10,4 bis 13,9
AG® [kJ/mol| ~26,5(0,2) ~25,5(0,2) ~26,7(0,2) ~29,0(0,1) ~28,1(0,2)
95% KI AG® [kJ/mol] 26,8 bis -26,2 258 bis -25,2  -27,0 bis 26,4 29,2, bis -28,7  ~28,5 bis ~27,7
AHmitter [kJ/mol] ~14(3) ~15(3) ~16,7(0,4) ~23(4) ~15(3)
—T ASumitter [kJ /mol| ~13(3) ~11(3) ~10,0(0,5) 6 (4) ~13(3)
u 0,74 (0,01) 0,83 (0,02) 0,66 (0,01) 0,99 (0,01) 0,81 (0,02)
0,84 (0,01) 0,72 (0,01) - 0,81 (0,01) 0,77 (0,01)
R oo 0,972; 0,995 0,997; 0,996 0,997 0,993; 0,982 0,991; 0,984

Tabelle 20.2.: Ergebnisse fiir die Bindung des ActA-Peptids und der davon abgeleiteten Chiméren an VASP-EVH1. X ist der
Diprolinbaustein und ersetzt je zwei Proline (siehe auch Abb. ! Ersetzte der X-Baustein die letzten beiden

Proline, so erhielten wir einen Affinitdtsgewinn.
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Tabellen — Ersetzungen der Proline mit X

AAG [kJ/mol]
95 % KI [kJ/mol]
CVM ITC CVM vs. ITC
+1,8(0,4 +1,0(0,3 -
Ref.peptid vs. XPP (0.4) (0.3)
+1,0 bis +2,6 +0,9 bis +1,7 -
. 077 (073) +O71 (072) -
Ref.peptid vs. PXP
0,0 bis +1,4 —-0,3 bis +0,5 -
. 7370 (073) 7275 (072) -
Ref.peptid vs. PPX
-3,7 bis 2,3 —2,6 bis —1,8 -
. 070 (078) 71,6 (073) B
Ref.peptid vs. XX
—2,0 bis +2,0 -1,8 bis 0,8 -
- - -0,9(0,2)
PPX vs. PPX
- - 1,3 bis 0,5
- - +1,2(0,8)
XX vs. XX
- - 0,8 bis 43,2

Tabelle 20.3.: Die Differenzen in der freien molaren Enthalpie AAG fiir die Peptidchi-

méren zum ActA-Peptid und die Differenz in der freien Enthalpie fiir die
PPX-Chimére zwischen den beiden Messmethoden CVM und ITC fiir die
Ergebnisse aus Tab. 20.2] Ersetzten wir die letzten beiden Proline mit
dem X-Baustein, so erhielten wir eine deutliche Zunahme in der freien

Enthalpie.
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Tabellen — Ersetzungen der Proline mit X

£ > tiri.
AAG® opo /Py ore/Ly | CVM  ITC  CVM vs. ITC
20 % 10% 99,7 % 100,0 % -
PPPP vs. PPX
20 % 20 % 95,1 % 99,9 % -
10 % 10 % 98,2 % 98,9 % -
10% 20 % 86,2 % 98,9 % -
PPPP vs. XPP
20 % 10% 97,4 % 871 % -
20% 20% 86,0 % 87.2% -
20 % 10% 0,14 % 97,6 % —
PPPP vs. XX
20% 20% 7.5% 97.8% -
10% 10% — — 82,1%
10 % 20% — — 73,8%
PPX vs. PPX
20 % 10% — — 75,4 %
20 % 20 % — — 73.2%

Tabelle 20.4.: Ergebnisse der Monte-Carlo Simulation iiber den Einfluss der angenomme-
nen Messunsicherheiten fiir die Protein- und die Ligandkonzentration ope
bzw. ore auf die Differenz der freien molaren Reaktionsenthalpie AAG der
Peptidchiaren zum Referenzpeitd aus Tab. Der Wert fiir || >t
sollte mindestens 95 % betragen, soll die beobachtete Differenz AAG si-
gnifikant bleiben. Ersetzten wir die letzten beiden Proline mit dem X-
Baustein, so blieb die beobachtete Differenz AAG auch bei einem Fehler
von 20 % fiir die Protein- und Ligandkonzentration signifikant.
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Tabellen — Ersetzungen der Proline mit X

Ac-SFE-F—(?)-TEDEL-NH,
PPPP PPX
Fluo CVM CVM
Anz. DS 6 3
Kp [nM] 26 (8) 4,4 (0,6)
95% KI Kp [nM] 12 bis 58 3,0 bis 6,4
AG° [kJ/mol| -26,1(0,8) -30,6 (0,3)
95% KI AG®° |kJ/mol]  —28,1 bis 24,2  —31,5 bis —29,7
n 1,2(0,2) 1,1(0,1)
95% Kl n 0,7 bis 1,7 0,9 bis 1,4

Tabelle 20.5.: Simultane Bestimmung der Kp, AG® und des stochiometrischen Faktors n
mittels der impliziten CVM unter Verwendung von . Beide Liganden
banden mit einer eins-zu-eins Stéchiometrie, gleichzeitig blieb die beob-
achtete Zunahme in der Affinitdt fiir die PPX-Chmidre gegeniiber dem
ActA-Peptid erhalten.
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Tabellen — Ersetzung der letzten beiden Proline mit Spir2

Ac-SFE-(2Cl-Phe)(?)-X-TEDEL-NH,

PP X Spir2
Fluo FT FT
Anz. DS 5 - 4
Kp [aM] 0,33 (0,06) = 0,28 (0,08)
95 % KI Kp [uM] 0,23 bis 0,46 - 0,15 bis 0,51
AG® [kJ/mol| -37,0(0,4) - -37,4(0,8)
95 % KI AG® [kJ/mol|  —37,9 bis —36,2 - 38,9 bis —35.,9
M 0,63 (0,01) - 0,74 (0,03)
2 ear 0,965 - 0,891
Q; P 0,996; 0,937 - 1,000; 1,000
ITC
Anz. DS 2; 1 1 1
Reg.-Typ 011 - -
Kp [nM] 0,77 (0,03) 0,86 (0,03) 0,37 (0,05)
95% KI Kp [pM] 0,70 bis 0,84 0,79 bis 0,93 0,27 bis 0,49
AG® [kJ/mol| -34,9(0,1) -34,6(0,1) -36,7(0,3)
95% KI AG° [kJ/mol]  —35,1 bis -34,7 34,8 bis -34,4 37,5 bis —36,0
AH [kJ /mol] ~29 (4) -23,3(0,2) -26,5 (0,5)
—T AS [kJ /mol] -5 (4) ~11,3(0,2) -10,3(0,8)
I 0,87 (0,004) 0,73 (0,002) 1,09 (0,01)
0,79 (0,003) = -
R .. 0,989; 0,994 0,997 0,988

Tabelle 20.6.: Ergebnisse fiir die Ersetzungen aller Proline mit dem Diprolinbaustein X
und Spir2 fiir VASP-EVH1. Der X- und der Spir2-Baustein ersetzen jeweils
zwei Proline (siche Abb. [I.I). Es konnten alle Proline des ActA-Peptid
durch unsere Diprolinbausteine ersetzt werden, gleichzeitig erhielten wir
nanomolar bindende Liganden. Dabei erhéhte die Ersetzung des bindungs-
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entscheidenen Phe durch 2Cl-Phe die Affinitét (siehe Tab. .




Tabellen — Ersetzung der letzten beiden Proline mit Spir2

AAG [kJ/mol|
95% KI [kJ /mol]
FT ITC
0,4 (0,8) 1,8(0,3)
PPX vs. (Spir2)X
2.1 bis +1,3 | 2,5 bis 1,1
- +0,3(0,1)
PPX vs. XX
- 0,0 bis 0,6
- -2,1(0,3)
XX vs. (Spir2)X
- 2.8 bis 1,4

Tabelle 20.7.: Der Unterschied in der freien Enthalpie AAG fiir die Spir2- und X-
enthaltenen Liganden aus Tab. Fiir die ITC-Daten schienen wir fiir
die (Spir2)X-Chimére einen Gewinn an freier Enthalpie gegeniiber der
PPX- und der XX-Chimére zu erhalten.
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Tabellen — Ersetzungen des Phenylalanins

Ac-SFE-(?)-PPPP-TEDEL-NH,
Phe Trp 2Cl-Phe 1-Nal 2-Nal L-Cha
Fluo CVM CVM FT FT
Anz. DS 6 5 4; 1 - - 4; 1
Kp [uM] 19 (2) 4,0(0,8) 1,5(0,3) - - 52 (2)
95% KI [uM] 15 bis 25 2,3 bis 6,7 1,0 bis 2,3 - - 48 bis 57
AG® [kJ/mol] -26,9(0,3) -30,8(0,5) -33,5(0,5) - — ~24,4(0,1)
95% KI [kJ /mol] ~27,5 bis —26,2 -32,2 bis 29,5 —34,2 bis —32,2 - - ~24,7 bis ~24,2
M - - 0,68 (0,03) - - -
R? baw. R, ... 0,999 0,985 0,949 - - 0,873
Q; P 1,000; 0,983 1,000; 0,972 0,999; 0,980 - - 1,000; 0,990
ITC

Anz. DS 2; 1 2;1 1 1; 1 1 1
Reg.-Typ 011 000 — - — -
Kp [aM] 23 (1) 4,0 (0,3) 1,6 (0,1) 5,7 (0,5) 50 (20) 50 (60)
95% KI [uM] 20 bis 25 3,4 bis 4,8 1,41 bis 1,75 4,9 bis 6,8 20 bis 130 -
AG® [kJ/mol]| -26,5(0,2) -30,8(0,2) -33,1(0,1) -29,9(0,2) -24(1) -24(3)
95 % KI [kJ /mol| ~26,8 bis 26,2 -31,2 bis 30,4 33,4 bis 32,9 30,3 bis 29,5 26 bis 22 -
AH [kJ/mol] ~14(4) ~18,5(0,3) ~19,0(0,4) ~15,1(0,4) ~15(5) -30(20)
—T AS [kJ/mol] ~13(4) ~12,4(0,4) ~11,8(0,6) ~14,8 (0,6) -9 (6) 0(30)
M 0,74 (0,01); 0,84 (0,01) 0,76 (0,01) 0,74 (0,01) 0,70 (0,01) - -
R ear 0,972; 0,995 0,960 0,993 0,966 0,727 0,456
P - 0,379 - - - -

Tabelle 20.8.: Ergebnisse fiir die Bindung der ActA-Varianten an VASP-EVH1, bei denen das bindungsentscheidende Phe-
nylalanin mit verschiedenen natiirlichen und unnatiirlichen Aminoséuren ersetzt wurde. Von allen untersuchten
Aminosduren schien 2Cl-Phe den héchsten Gewinn an freier Enthalpie gegentiiber dem ActA-Peptid zu erzeugen.
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Tabellen — Ersetzungen des Phenylalanins

AAG [kJ/mol]
95 % KI [kJ/mol]
CVM ITC
. 7379 (056) 7433 (0a3)
ActA-Peptid vs. Trp
—5,2 bis —2,5 —4,8 bis —3,8
) —6,4(0,6) —6,6 (0,2)
ActA-Peptid vs. 2Cl-Phe
7.5 bis 5,2 | -7,0 bis 6,2
- -3,4(0,3)
ActA-Peptid vs. 1-Nal
- 3,9 bis 2,9
+2,5 (0,7 -
ActA-Peptid vs. L-Cha 0.7)
+1,8 bis 43,2 -

Tabelle 20.9.: Die Differenzen in freien molaren Reaktionsenthalpie AAG fiir die Erset-
zungen des bindungsentscheidenden Phenylalanins des ActA-Peptids aus
Tab. Hier féllt besonders der 2Cl-Phe-Ligand auf, der von allen Er-
setzungen die Affinitdt am stérksten erhohte.
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Tabellen — Ersetzungen des Phenylalanins

|£| > tkrit.

AAG° ope /Py ope/Ly | CVM bzw. FT ITC

20 % 10% 100,0 % 100,0 %
Phe vs. 2Cl-Phe

20 % 20 % 99,8 % 100,0 %

10% 10% 100,0 % 97,4 %

10% 20 % 97.2% 86,2 %
Phe vs. Trp

20 % 10% 99,9 % 91,1%

20 % 20 % 96,3 % 83,1 %

20 % 10% - 100,0 %
Phe vs. 1-Nal

20 % 20 % - 100,0 %

10% 10% 82,3 % 93,4 %

10% 20 % 70,5 % 90,8 %
2Cl-Phe vs. Trp

20 % 10% 75,2 % 75,3 %

20 % 20 % 68,5 % 72,0 %

20 % 10% — 100,0%
2Cl-Phe vs. 1-Nal

20 % 20 % — 99,9 %

Tabelle 20.10.: Ergebnisse der Monte-Carlo Simulation iiber den Einfluss der angenom-

188

menen Messunsicherheiten fir die Protein- und die Ligandkonzentration
auf die Differenz in der freien Enthalpie AAG der Peptidchidren zum
jeweiligen Referenzpeptid aus Tab. 20.9] Der Affinitdtsgewinn der Erset-
zung des Phe mit 2Cl-Phe war auch noch fiir einen Fehler von 20 % fiir
Protein- und Ligandkonzentration signifikant.



‘Sunpurg arejowoueu sulo oIRWIY)-X Jd(PUJ-[DT) OIP INJ UPIYIS IIA\ "OPINM }Z)OSID
UI)SIRE-X WP W SUI[OI] USPIa( U9)ZId SIP [PDI[ZIBSNZ PUN USINRSOUTUTY SUDI[INIRUUN PUN SYDI[INIRU YOIND
O OPUSPIOYDSIUISFUNPUI] SR UUOD 10( ‘THAH-dSVA UR USIURLIBA-YIOY Iop Sunpurg oIp InJ osstuqesiy '11°0g [P,

189

Tabellen — Ersetzung des Phenylalanins und der letzten beiden Proline
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Tabelle 20.12.: Die Differenz in der freien Enthalpie AAG der Liganden aus Tab.
Sowohl fiir den (2Cl)PPX- als auch den (2Cl)XX-Ligand schien der Ge-
winn an freier Enthalpie am grofsten zu sein. Gleichzeitig schienen wir fiir
den (2C1)PPX-Liganden eine starke Differenz in der mittels FT und ITC
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Tabellen — Ersetzung des Phenylalanins und der letzten beiden Proline

AAG [kJ/mol]
95 % KI [kJ /mol]
CVM bzw. FT ITC FT vs. ITC
-5,8(0,9) -3,6(0,2) -
FPPX vs. WPPX
8,0 bis 3,6 | 4,0 bis 3,1 -
7,1(0,4) 5,9(0,2) -
FPPX vs. (2C1-Phe)PPX
8,0 bis 6,2 | 62 bis 55 -
- 5,6 (0,2) -
FPPX vs. (2C1-Phe)XX
- -5,9 bis 5,3 -
- 2,1 (0,4)
(2C1-Phe)PPX vs. (2C1-Phe)PPX
- 3,0 bis 1,2

bestimmten AG°-Werte zu erhalten.
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Tabellen — Ersetzung des Phenylalanins und der letzten beiden Proline

Ac-SFE-(2Cl-Phe)-PPX-TEDEL-NH,
VASP-EVH1 Enah-EVH1 EVL-EVH1
Fluo FT FT FT
Anz. DS 5 5; 2 4
Kp [nM] 0,33 (0,06) 0,21 (0,05) 0,23 (0,07)
95% KI Kp [uM] 0,23 bis 0,46 0,13 bis 0,32 0,12 bis 0,39
AG® [kJ/mol]| -37,0(0,4) -38,1(0,5) -37,9(0,7)
95 % KI AG® [kJ/mol] -37,9 bis —36,2 -39,3 bis -37,1 39,4 bis -36,6
M 0,63 (0,01) 0,66 (0,01) 0,94 (0,02)
RE ar 0,965 0,958 0,930
Q; P 0,996; 0,937 1,000; 0,977 0,996; 0,999
ITC
Anz. DS 2; 1 1 1
Reg.-Typ 011 - -
Kp [nM] 0,77 (0,03) 0,51 (0,06) 0,56 (0,04)
95% KI Kp [uM] 0,70 bis 0,84 0,39 bis 0,65 0,49 bis 0,64
AG® [kJ /mol] -34,9(0,1) -35,9(0,3) -35,7(0,2)
95 % KI AG® [kJ/mol] ~35,1 bis 34,7 ~36,6 bis -35,3 36,0 bis 35,4
AH [kJ/mol] -29 (4) -25,7(0,4) -22,1(0,2)
—T AS [kJ/mol| 6 (4) -10,3(0,7) ~13,6 (0,3)
M 0,87(0,01); 0,79 (0,01) 0,99 (0,01) 1,07 (0,01)
RZpcar 0,989; 0,994 0,980 0,994

Tabelle 20.14.: Ergebnisse fiir die Bindung unseres besten Liganden an VASP-, Enah-
und EVL-EVHI1. Es zeigte sich, dass der Ligand promisk war und mit
etwa gleicher Affinitdt und einer Kp im hohen nanomolaren Bereich an
die drei Doménen band.

192



Tabellen — N-termainale Verkiirzungen
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Tabellen — N-terminale Verkiirzungen

AAG [kJ/mol]
95 % KI [kJ/mol]
CVM ITC
+0,9 (0,4 -
ActA-Peptid vs. SFE (0.4)
0,0 bei +1,8 -
+3,2(0,4 +1,9(0,3
ActA-Peptid vs. Ac—F (0.4) (0.3)
+2,4 bis +4,0 +1,3 bis +2,4
+6,0 (0,7 -
ActA-Peptid vs. F (0.7)
+4,3 bei +7,7 -

Tabelle 20.16.: Die Differenz AAG in der freien molaren Reaktionsenthalpie fiir die N-
terminalen Verkiirzungen des ActA-Peptids aus Tab. [20.15 Fehlten so-
wohl die drei N-terminalen Aminoduren SFE; als auch die Acetylierung,
so verringerte sich die Affinitdt des Peptids sehr stark.
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Tabellen — N-termainale Verkiirzungen

|7§| > 75krit.

AAG® ope /Py ope/L¢ CVM ITC

20 % 10% 100,0% 96,6 %
ActA.Peptid vs. AccFPPPP

20 % 20% 992% 96,6 %

10% 10% 99,5 % -

10 % 20 % 90,0 % -
Ac-FPPPP vs. FPPPP

20 % 10% 99,4 % -

20 % 20 % 90,1 % -

Tabelle 20.17.: Ergebnisse der Monte-Carlo Simulation iiber den Einfluss der angenom-
menen Messunsicherheiten fiir die Protein- und die Ligandkonzentration
auf die Unterschiede AAG in der freien Enthalpie der Peptidchiméren
zum Referenzpeitd aus Tab. Die Signifikanz fiir die Verschlechte-
rung der Affinitét bei Verlust der Acetylierung des um die ersten drei Ami-
nosduren SFE verkiirzten ActA-Peptids war nur dann signifikant, wenn
der Fehler fir die Ligandkonzentration kleiner als 20 % war.
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Tabellen — N-Terminale Ersetzungen

(?)-F-PPPP-TEDEL-NH,
Ac-SFE Ac Dansyl-FE Dansyl-E Dansyl
Fluo CVM CVM FT FT FT
Anz. DS 6 5 1;1 1;1 1;1
Kp [uM] 19(2) 71(7) 23,0 (0,5) 24,8 (0,4) 29 (1)
95% KI Kp [uM] 15 bis 25 56 bis 91 22,7 bis 23,5 24,0 bis 25,4 26 bis 33
AG®° [kJ/mol| ~26,9 (0,3) -23,7(0,3) ~26,5 (0,05) ~26,4 (0,04) ~25,9(0,1)
95% KI AG® [kJ/mol]  —27,5 bis 26,2 24,2 bis -23,1 | 26,5 bis 26,5 26,4 bis 26,2  —26,2 bis —25,6
R? bzw. RZ . 0,999 0,998 0,999 0,998 0,965
Q; P 1,000; 0,983 0,948; 0,098 - - -
ITC

Anz. DS 2; 1 2 - - 1
Reg.-Typ 011 000 - - -
Kp [uM] 23 (1) 48 (4) = = 28 (1)
95% KI Kp [uM] 20 bis 25 38 bis 80 - - 26 bis 30
AG®° [kJ/mol| ~26,5 (0,2) ~24,6 (0,2) - = ~26,0(0,1)
95% KI AG® [kJ/mol]  —26,8 bis —26,2 25,1 bis —24,1 - - ~26,2 bis —25,8
AH [kJ/mol] -14(3) -15,3(0,5) - - -12,7(0,1)
—T AS [kJ/mol] -13(3) -9,3(0,7) - - -13,3(0,2)
v 0,74 (0,01) 0,73 (0,02) - - 0,99 (0,01)

0,84 (0,01) - - - -
RZ . 0,972; 0,995 0,995 - - 0,999
P - 0,085 - - -

Tabelle 20.18.: Ergebnisse fiir die Bindung der dansylierten und verschieden verkiirzten ActA-Peptide an VASP-EVHI1. Die

Einfithrung des Dansylrestes schien sich generell giinstig auf die Bindung auszuwirken.
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Tabellen — N-Terminale Ersetzungen

AAG [kJ/mol]
95% KI [kJ/mol]
CVM bzw. FT ITC
+1,0(0,3) +0,5(0,2)
ActA-Peptid vs. Dansyl-FPPPP
+0,3 bei +1,7 | +0,1 bis +0,8
-2,2(0,3) -1,4(0,2)
Ac-FPPPP vs. Dansyl-FPPPP
—2,8 bei -1,5 -1,9 bis -0,9

Tabelle 20.19.: Die Differenz AAG fiir das um die drei N-terminalen Aminoséuren SFE
verkiirzten und dansylierte Peptids aus Tab. im Vergleich zum
ActA-Peptid und dem um SFE verkiirzten und acetylierten ActA-Peptid.
Im Vergleich zum ActA-Peptid verloren wir geringfiigig an Affinitét, je-
doch gewannen wir gegeniiber dem verkiirzten ActA-Peptid.
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Tabellen — N-Terminale Ersetzungen

(?)-F-PPPP-TEDEL-NH,

Ac 1-NS 2-NS BS Fmoc
ITC

Anz. DS 2 1 1 1;1 1;1
Reg.-Typ 000 - - - -
Kp [nM] 48 (4) 23 (4) 18 (3) 25 (4) 9(2)
95% KI Kp [nM] 38 bis 80 17 bis 33 14 bis 26 17 bis 38 7 bis 13
AG° [kJ/mol] 24,6 (0,2) —26,5 (0,4) —-27,0(0,4) —26,3 (0,4) —-28,7(0,4)
95% KI AG° [kJ/mol]  —25,1 bis —24,1 27,2 bis -25,6  —27,8 bis —26,2 27,2 bis 25,2 29,5 bis 27,9
AH [kJ/mol] -15,3(0,5) -15,6 (0,7) -11,1(0,6) -13,9(0,7) -16 (1)
~T AS [kJ /mol| -9,3(0,7) ~11(1) -16/(1) ~12(1) ~12(1)
M 0,73 (0,02) 0,97 (0,03) 0,78 (0,02) 1,23 (0,05) 0,79 (0,02)
RE oo 0,995 0,990 0,975 0,987 0,948
P 0,085 - - - -

derivate, aber besonders fiir Fmoc, eine Erhéhung in der Affinitét zu erhalten.

Tabelle 20.20.: Ergebnisse fiir die Bindung der um die N-terminalen drei Aminosduren SFE verkiirzten und N-terminal mit
Dansylderivaten und Fmoc umgesetzten ActA-Peptide an VASP-EVH1. Wir schienen sowohl fiir die Dansyl-
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Tabellen — N-Terminale Ersetzungen

(7)-(2Cl1-Phe)-PPPP-TEDEL-NHy
Ac-SFE Ac BS
Fluo FT FT FT
Anz. DS 4;1 3; 1 4; 3
Kp [nM] 1,5(0,3) 5,2(0,3) 5,1(0,5)
95% KI Kp [M] 1,0 bis 2,3 4,7 bis 5,8 4,1 bis 6,1
AG° |[kJ/mol| -33,5 (0,5) -30,2(0,1) -30,2(0,2)
95% KI AG® |kJ/mol]  -34,2 bis -32,2 30,4 bis —29,9  -30,7 bis —29,7
M 0,68 (0,03) - -
RZ . 0,949 0,882 0,781
Q; P 0,999; 0,980 0,000; 0,978 0,973; 0,292

Tabelle 20.21.:

Ergebnisse fiir die Bindung der N-terminal um SFE verkiirzten ActA-
Peptide an VASP-EVHI1, bei denen das bindungsnetscheidende Phenyl-
alnin mit 2Cl-Phe ersetzt und der N-Terminus einmal acetyliert und ein-
mal mit Benzylsulfonyl umgesetzt wurde. Es zeigte sich erstaunlicherwei-
se kein Unterschied zwischen der Acetylierung und dem Benzylsulfonyl-
Restes auf die Bindung.
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(7)-SFEF-PPPP-TEDEL—(?)
Ac ; NHo —: NHy Ac ;- - -

Fluo CVM CVM CVM CVM

Anz. DS 6 3 4 3

Kp [nM] 19(2) 28 (3) 37(3) 44 (4)

95% KI Kp [pM] 15 bis 25 21 bis 38 31 bis 44 35 bis 55

AG® [kJ/mol| -26,9 (0,3) -26,0 (0,3) -25,3(0,2) -24,9(0,2)

95% KI AG® [kJ/mol]  —27,5 bis 26,2  —26,6 bis 25,3 25,8 bis —24,9  —25,4 bis —24,3

R? 0,999 0,999 1,000 0,999

Q; P 1,000; 0,983 0,986; 0,846 0,989; 0,757 0,999; 0,994

Tabellen — Variation des C- und N-Terminus des ActA-Peptids

Tabelle 20.22.: Ergebnisse fiir die Bindung der ActA-Peptide mit unterschiedlicher Acetylierung bzw. Amidierung an VASP-
EVHI1. Die Ladung des C-Terminus des ActA-Peptids hatte einen Einfluss auf die Affinitdt der Bindung, die
Ladung des N-Terminus dagegen nicht.
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Tabellen — Variation des C- und N-Terminus des ActA-Peptids

AAG [kJ/mol]
95% KI [kJ /mol]

+0,9(0,4)
0,0 bis +1,8

ActA-Peptid vs. —; NHs

+1,6 (0,3)
+0,8 bis +2,3
+2,0(0,3)
+1,2 bis +2,8
+1,1(0,4)
+0,3 bis +1,9
+0,7(0,3)
—0,1 bis +1,5

ActA-Peptid vs. Ac; —

ActA-Peptid vs. —; —

— NHs vs. — —

— NHs vs. Ac; —

40,4 (0,3)
0,2 bis +1,0

Ac; — vs. — —

Tabelle 20.23.: Die Differenz AAG fiir den Einfluss der Acetylierung und Amidierung des
ActA-Peptids auf die Bindung aus Tab. Die Ladung des C-Terminus
des ActA-Peptids hatte einen Einfluss auf die Affinitdt der Bindung. Die
Ladung des N-Terminus des ActA-Peptids hatte keinen Einfluft auf die
Bindung.
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Tabellen — Variation des C- und N-Terminus des ActA-Peptids

‘ﬂ > tkrit.

AAG° ope /Py ore /LY CVM

10% 10% 95,1 %

10% 20 % 82,4 %
ActA-Peptid vs. Ac ; —

20 % 10% 93,7 %

20 % 20 % 82,1 %

10% 10% 99,4 %

10 % 20 % 91,1%
ActA-Peptid vs. — ; —

20 % 10% 99,1 %

20 % 20 % 90,7 %

10% 10% 71,0 %

10% 20 % 65,1 %
—; NHg vs. — 5 —

20 % 10 % 69,5 %

20 % 20 % 64,3 %

Tabelle 20.24.: Ergebnisse der Monte-Carlo Simulation iiber den Einfluss der angenom-
menen Messunsicherheiten fiir die Protein- und die Ligandkonzentration
auf die Unterschiede der freien Enthalpie AG° der Peptidchidren zum

Referenzpeitd aus Tab. [20.23
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Tabellen — C-Terminale Ersetzungen
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Tabellen — Verkiirzungen des ActA-Peptids

(?)—(2C1-Phe)-PP—(?)-NH,

Ac; PP—(2Cl-Phe) —; PP—(2Cl-Phe) Ac; X—(2Cl-Phe) Ac; X

Fluo FT FT FT FT

Anz. DS 3;1 4; 1 4; 1 5; 5

Kp [pM] 25 (1) 130 (10) 18 (2) 40 (12)

95 % KI [pM] 23 bis 28 110 bis 150 15 bis 22 23 bis 69

AG® [kJ/mol] 26,2 (0,1) —22,2(0,2) —27,0(0,3) -25,2(0,7)

95 % KI [kJ/mol] 26,5 bis —26,0 —22,7 bis 21,8 —27,5 bis —26,5 26,5 bis 23,8

R car 0,896 0,718 0,613 0,163

Q; P 0,000; 0,481 0,999; 0,982 1,000; 1,000 1,000; 0,898
ITC

Anz. DS 1 1 3;1 3;1

Reg.-Typ - - 000 000

Kp [pM] 27 (2) 42 (7)* 9(2) 23(2)

95 % KI [uM] 23 bis 32 31 bis 61 6 bis 15 19 bis 27

AG® [kJ/mol] -26,1(0,2) —23,6 (0,4) * —28,7(0,6) —26,5(0,2)

95 % KI [kJ/mol| —26,4 bis —25,7 —24,3 bis —22,7 —29,8 bis 27,5 —-26,9 bis —26,1

AH [kJ/mol] -11,1(0,2) +5,1(0,2) * -14 (1) -18 (1)

—T AS [kJ/mol] -15,0(0,4) —28,7(0,2) * -14(2) -8(1)

M 1,17(0,02) 0,51 (0,03) * 0,62 (0,06) 0,56 (0,01)

R} car 0,998 0,995 0,532 0,903

Q; P - - - - 0,999; 0,994 1,000; 0,971

Tabelle 20.26.: Ergebnisse fiir die Bindung der kleinsten Liganden dieser Arbeit an VASP-EVHI.
die Linge des Konsensusmotivs verkiirzen, und erhielten immer noch eine Affinitdt, wie fiir das ActA-Peptid. Gleich-
zeitig bekamen wir Probleme mit der Loslichkeit der Liganden, weshalb die FT-Kp gegeniiber der ITC-Kp zu hoch
geschitzt ist. In der ITC konnten wir durch die Verwendung des Faktors M die Ligandkonzentration in der Regression

als anzupassenden Parameter verwenden.

* bei 8°C gemessen

Wir konnten die Chiméren bis auf
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Tabellen — Verkiirzungen des ActA-Peptids

AAG [kJ/mol|
95 % KI [kJ/mol]
CVM bzw. FT ITC
. -0,1(0,4) -2.2(0,6)
ActA-Peptid vs. Ac; X—(2Cl-Phe)
0,9 bei 40,7 -3,4 bis 1,0
. +1,7(0,7) 0,0 (0,3)
ActA-Peptid vs. Ac; X
+0,2 bis 43,1 -0,5 bis 0,5
+1,8(0,7) +2,2(0,6)
Ac; X—-(2Cl-Phe) vs. Ac; X
+0,4 bis +3,2 | +1,0 bis +3,4

Tabelle 20.27.: Die Anderung in der freien Bindungsenthalpie AAG fiir die verkiirzten
Peptide aus Tab. im Vergleich zum ActA-Peptid. Die ITC-Daten
zeigen, dass die beiden kurzen Liganden besser oder genauso gut an
VASP-EVHI1 banden wie das ActA-Peptid. Es zeigt sich, dass der Un-
terschied AAG in der FT fiir den kiirzesten Liganden zum ActA-Peptid
nur schwach war. Der Verlust des C-terminalen 2Cl-Phe bedeutete fiir
unseren kiirzesten Liganden einen Verlust von ca. 2kJ/mol an Affinitét.
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