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3 Einleitung

3.1 Proteinstrukturen

Proteine bilden eine molekulare Architektur aus, die auf globuldren und kompakten
Substrukturen (Doménen) beruht. Diese, auch als Atome eines Proteins bezeichnet [2],
sind autonom faltende Einheiten und tragen oft eine biologische Funktion. Sie defi-
nieren sich auf einer Ebene zwischen Sekundarstrukturelementen und dem gesamten
Protein. Domé&nen bestehen aus einem kompakten, strukturellen Kern (Motiv), der al-
len Mitgliedern der Doméanenfamilie (Superfamilie) gemein ist. Die einzelnen Domé-
nen besitzen nur wenige zuséatzliche Sekundarstrukturelemente, die aus diesem Kern
herausfallen [3]. Sekundérstrukturelemente entstehen durch Faltung (rdumliche An-
ordnung) aus der Primérstruktur (AS-Sequenz des Proteins) und treten in drei Formen
auf: a-Helix, 8-Turn und (-Faltblatt.

Die a-Helix als Sekundérstrukturelement ist iiberwiegend rechtsgéngig gewunden und
stabilisiert sich tiber intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen, die jede (i+4)-te
AS miteinander verbinden. Die Seitenketten zeigen dabei nach aufien. Der -Turn
(Schleife) kehrt die Laufrichtung der Peptidkette um. Die Stabilisierung erfolgt z.B.
tiber eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen AS; und AS;.3. Es gibt verschiede-
ne Typen von Schleifen, abhidngig von der Anzahl der involvierten AS, der Positi-
on der stabilisierenden Wasserstoffbriickenbindungen und der Diederwinkel [4, 5]. 3-
Faltblatter stabilisieren sich vorwiegend tiber Wasserstoffbriickenbindungen des Riick-
grates zwischen benachbarten Peptidstrangen. Dies kann in paralleler und antiparal-
leler Ausrichtung geschehen. Die Peptidebene dhnelt einem gefalteten Blatt und die
Seitenketten weisen aus der Ebene heraus. Im Gegenstatz zur a-Helix ist die Struk-
tur in (3-Faltblattern nicht ausschliefilich von den Wasserstoffbriickenbindungen im
Riickgrat, sondern zusédtzlich von weitreichenden Wechselwirkungen zwischen AS-
Resten und Nachbarstriangen [6, 7, 5, 8] abhdngig. Es spielen Wechselwirkungen wie
Salzbriicken [9], sterische Faktoren [10], benachbarte Seitenketten [11, 12], Kationen-
Aromat-Wechselwirkungen [13] und hydrophobe Wechselwirkungen [14] eine Rolle.
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Die antiparallele Form der -Faltbldtter ist in Proteinen hdaufiger zu beobachten, da fiir

parallele 5-Faltblitter grofie, thermodynamisch ungiinstigere Schleifen nétig sind.

Eine sich dhnelnde topologische Gesamtanordnung von Sekundarstrukturelementen
charakterisiert einen Domé&nenfaltungstyp. In der Arbeit von Holm et al. [3] werden
die 20 haufigsten Doménenfaltungstypen, zum Beispiel «/3-Doménen, Coiled Coils,
Actinfaltung oder o/ 3-Meander gezeigt. Die relative Stellung von Sekundéarelemen-
ten in Doménen bildet die Tertidrstruktur. Diese wird durch nichtkovalente Wechel-
wirkungen, wie Van-der-Waals-Krifte, hydrophobe Wechselwirkungen, Salzbriicken,
Stabilisierung tiber Metallionen oder kovalente Bindungen wie Disulfidbriicken gebil-
det. Damit ist die rdumliche Struktur des Proteins (bestehend aus mehreren Domé-
nen) definiert. Die dreidimensionale Struktur fithrt dann zu einer festgelegten Funk-
tion. Neuere Untersuchungen [15, 16] ergaben, dass in Proteinen lange Bereiche auch
unstrukturiert und isoliert erscheinen, was zu einer partiellen Variabilitdt der Funk-
tion fiihrt. Erst durch die Bindung ergibt sich die Struktur (induced fit) [2, 17]. Die
Protein-Protein-Wechselwirkungen (ein Ligand bindet an eine Doméne) bilden dann
die Quatérstruktur aus [18].

In dieser Arbeit soll die Faltung, Stabilitdat und das Bindungsverhalten kleiner 3-Faltblat-
tern untersucht werden. Die kleinste, in der Natur vorkommende, stabile, antiparallele
(B-Faltblattstruktur ist eine Proteininteraktionsdomine (PID): die WW-Domine. Diese
eignen sich durch ihre Stabilitit und geringe Grofie ideal zur Untersuchung von Bil-

dung, Stabilitat, Funktion und Faltungsmechanismen von 3-Faltblattern [19, 20].

3.2 Biophysikalische Methoden zur Analyse von
(G-Faltblattstrukturen

Die biophysikalische Untersuchung von (3-Faltblattstrukturen soll bei der Beurteilung
von Stabilitdat, Faltungsstatus und Bindung zum Liganden helfen. Dazu dienen ver-
schiedene Methoden.

CD-Spektroskopie (circular dichroism (Zitrkulardichroismus))

Bei der CD-Spektroskopie wird links- und rechtspolarisiertes Licht durch ein chirales
Medium geschickt. Die Absorption ist an chiralen Zentren unterschiedlich und ergibt
ein Signal. Die Spektren zeigen fiir Sekundéarstrukturen in Peptiden und Proteinen spe-
zifische Kurven, so dass es moglich ist, eine Aussage tiber den Faltungszustand des

Peptids zu treffen.
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Abbildung 3.1: Beispiele fiir typische CD-Spektren von Sekundérstrukturen von Pepti-
den

Mittels eines Temperaturgradienten ldsst sich der Schmelzpunkt eines Oligopeptids
(die Temperatur, bei der die Hélfte des Peptids denaturiert ist) bestimmen. Damit kann
man die Stablitédt eines Peptids definieren.

NMR-Spekroskopie
(nuclear magnetic resonace (Kernspinresonanz))

Der Faltungszustand eines Peptides lédsst sich auch mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
bestimmen. Eine Faltung erkennt man im 1D-NMR-Spektrum an diskreten, scharfen
Signalen. Sind Signale beispielsweise von Aromaten nicht vorhanden, so kann das ein
Zeichen dafiir sein, dass diese Seitenketten frei beweglich sind. In einem solchen Fall

liegt keine Faltung vor.

SPR-Spektroskopie
(surface plasmon resonance (Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie))

Die Bindung eines Peptides an einen Liganden kann mittels SPR-Spektroskopie un-
tersucht werden. Bei dieser Methode wird eine Komponente (hier ein Peptid) immo-
bilisiert und die an andere, bindende Komponente (hier eine Doméne) gelost in einem
Puffer dartiber geleitet. Bindet eine Doméne an den auf dem Chip immobilisierten Pep-
tid, dndert sich die Masse und damit auch der Brechungsindex am Chip. Dieser kann
gemessen werden. Durch eine Konzentrationsreihe wird dann die Bindungskonstante

bestimmt.
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ITC
(isothermal titrations calolimetry (Isothemische Titrationskalorimetrie))

Bei dieser Methode wird die Warme gemessen, die bei einer Reaktion abgegeben oder
aufgenommen wird. Zum Beispiel kann damit die Bindungskonstante einer Doméne
beziiglich eines Liganden bestimmt werden. Gleichzeitig erhilt man die enthalpischen
und entropischen Beitrdge zu dieser Reaktion.

3.3 Proteinfaltung und Fehlfaltung

Einige Krankheiten, wie zum Beispiel Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) [21,
22], Alzheimer [23, 24], Typ 2 Diabetes Mellitus [25] oder Chorea Huntington [26] wer-
den als sogenannte Faltungskrankheiten bezeichnet. Allen diesen Krankheiten ist eines
gemein: Ein bestimmtes Protein wird aus seiner nativen Struktur in eine -Faltblatt-
struktur umgewandelt, die dann oft unloslichen Amyloide bildet [27]. Diese Umwand-
lung ist zumeist irreversibel und verursacht zum Beispiel neuronale Schadigungen. Bis-
her sind die Ursachen fiir die spontane Fehlfaltung von Proteinen nicht bekannt. Gut
untersucht sind dagegen Punktmutationen [28, 29], zu hohe oder zu niedrige Konzen-
tationen von Metallionen in der Umgebung der Proteine [23], Anderungen des pH-
Wertes [30, 31] oder der Temperatur [32], oxidativer Stress [25] oder kleine chemische
Verbindungen, wie Aldehyde, die fahig sind, unerwiinschte Querverbindungen in Pro-
teinen zu induzieren [33]. Es wird auch angenommen, dass ein fehlgefaltetes Protein als
Kristallisationskeim fungiert und so die Amyloidbildung ausgeltst wird [34]. Die Fra-
ge dabei ist: Welcher Vorgang ist nun entscheidend fiir die Aggregation, oder sind die
Amyloide vielleicht doch nicht die Ursache fiir Faltungskankheiten? Neueste Untersu-
chungen zur Alzheimer-Krankheit zeigen, dass schon Vorldufer-Aggregate und nicht
die amyloiden Ablagerungen selbst zu Nervenschidigungen fiihren [35, 36].

Grundlegende Fragen nach den beeinflussenden Faktoren der Proteinstabilitdt in Zu-
sammenhang mit deren Funktion sind weiterhin von hohem wissenschaftlichen aber
auch anwendungsbezogenem Reiz. Die Sekundérstruktur der a-Helix ist, da sie auch
in isolierten Strukturen stabil vorliegt (lokale i und i+4 Intrakettenwechselwirkung),
gut untersucht. Zudem ldsst sich eine gut 16sliche, und damit einfach zu untersuchen-
de a-Helix mit geringem Aufwand entwerfen [37, 38]. In 3-Faltblattern dagegen ist die
Struktur, neben den Wasserstoffbriickenbindungen des Riickgrates, von weitreichen-
den Wechselwirkungen zwischen AS-Resten der Nachbarstrange [6, 7, 5, 8] abhdngig.
Verschiedene Wechselwirkungen, wie Salzbriicken [9], sterische Faktoren [10], benach-
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barte Seitenketten [11, 12], Kationen-Aromat-Wechselwirkungen [13] und hydrophobe
Wechelwirkungen [14] spielen dabei eine Rolle. Um (-Faltblattstrukturen untersuchen
zu konnen, wiirden sich kleine de novo-(3-Peptide anbieten, die jedoch oft zur Fibrillen-
bildung neigen [39]. Dies ist aber nur fiir spezielle Amyloidbildungsuntersuchungen
erwiinscht [40, 41]. Fiir eine allgemeine Untersuchung von 3-Peptiden ist eine gute Los-
lichkeit jedoch unabdingbar. Gut 16sliche de novo-Peptide [42] haben aber den Nachteil,
dass sie die Funktionalitdt in biochemischen Prozessen schlecht wiedergeben. So eig-
nen sich kleine Proteindoménen, wie zum Beispiel die dreistrangigen WW-Doménen
besser fiir Untersuchungen von Stabilitat und Funktionalitit.

3.4 WW-Domanen

Im speziellen Fall der Signaltransduktion spielen Protein-Protein-Wechselwirkungen,
wie sie durch die Proteininteraktionsdoménen (PID) vermittelt werden, eine tragende
Rolle. Eine ganze Reihe von PIDs sind inzwischen bekannt und charakterisiert, darun-
ter die SH2-, SH3-, PDZ- und WW-Domainen [43, 44, 45]. Diese PIDs erkennen kurze
lineare Sequenzen ihrer Bindungspartner in ihrer Bindungstasche als Rezeptor. Einer
dieser Typen von PIDs ist die etwa 30-40 AS lange WW-Doméne.

WW-Dominen sind sogenannte Protein-Protein-Interaktionsmodule, die in vielen Si-
gnalproteinen zu finden sind. Sie kommen in einer grofsen Menge an Eukaryonten (al-
lerdings nicht in Prokaryonten) vor, von der Hefe tiber die Maus bis zum Menschen [46]
(Tabelle 3.1). Oft sind zwei oder mehr WW-Doménen in einem Protein zu finden. Wird
die Funktion durch Zusammenwirken zweier WW-Domaénen ausgeldst (beispielsweise
durch eine Indunktion der Faltung einer Doméane durch die rdumliche Ndhe der ande-
ren), spricht man von einer Tandem-WW-Doméne [47, 48].

] Spezies \ Anzahl der WW-Doménen im Lebewesen \ verteilt auf Anzahl der Proteine ‘

Hefe 9 6
Maus 143 78
Mensch 175 96

Tabelle 3.1: Verteilung der WW-Doménen

Die WW-Domane ist das kleinste, stabile, in der Natur vorkommende dreistrangige,
antiparallele 3-Faltblatt (Abbildung 3.2). Sie benoétigt keine Cysteinbriicken oder Me-
tallionen zur Stablilisierung. Namensgebend sind die beiden hochkonservierten Tryto-
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phane, die 20 - 22 AS-Reste voneinander entfert liegen [49, 50, 51, 52, 19]. Bisher gut
untersuchte Beispiele fiir WW-Domaénen sind die #/YAP65 [51], Nedd4 [53], PIN1 [54]
und FBP28 (aus dem Protein CA150) [55].

Abbildung 3.2: Prototyp [55] der WW-Doméne (Protein Datenbank (PDB) 1EOM ). Das
fiir WW-Doménen typische dreistrangige §-Faltblatt ist hier grau dar-
gestellt. Die hervorgehobenen Reste zeigen die hydrophoben Cluster.
Rote Reste = wichtig fiir die Ligandenbindung (konkave Seite)

Blaue Reste = wichtig fiir die Stabilitdt (konvexe Seite)

WW-Dominen binden, wie auch SH3-Doméanen, EVH1-Doméanen, GYF-Doménen oder
UEV-Doménen [56, 57, 58, 43] an prolinreichen Motiven. Prolinreiche Sequenzabschnit-
te bilden in der Regel L-Polyprolinhelices aus, die in zwei Formen auftreten [59, 60].
Die Polyprolinhelix vom Typ I ist rechtsgéngig, hat 3,3 Prolylreste pro Windung und
ist cis-amidisch verkntipft. Die Polyprolinhelix vom Typ II ist linksgédngig, hat 3 Pro-
lylreste pro Windung und ist trans-amidisch verkniipft (Abbildung 3.3). Gewdhnlich
findet man in Proteinen den Typ II. Wenn nicht geniigend Proline vorhanden sind, bil-
den auch Polyglycine, Polylysine, Polyglutamate oder Polyaspartate die Struktur einer
PPII-Helix [60].
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung einer Polyprolin-II-Helix (PPII-Helix)
A) Seitenansicht einer PPII-Helix
B) Draufsicht auf die imagindre Achse, um die sich die Helix windet

Die WW-Domine erkennt Polyprolinhelices vom Typ II. Die Bindung des Liganden
findet auf der konkaven Seite der Doméne statt (Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4: Komplex-NMR-Struktur der hYAP65 WW-Doméne mit Polyprolin-
ligandmotiv PPPY (PDB: 1JMQ). Das fiir WW-Doménen typische
dreistrangige $-Faltblatt ist grau dargestellt. Die roten Reste stellen die
Bindungstasche dar und die griinen Reste die Bindungsstellen des Po-
lyprolinliganden.
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Die Bindungspezifititen der WW-Domaénen sind unterschiedlich und wurden von Otte
et al. [61] in fiinf Gruppen eingeteilt, die Y-Gruppe, R,- und Ry,-Gruppe, L-Gruppe,
Poly-P-Gruppe und Phophor-S/T-Gruppe. Oft stabilisiert oder induziert der Ligand
die Faltung einer isolierten WW-Domaéne. Dies ist vor allem fiir die h'YAP65 bekannt
[62].

WW-Dominen sind in einer Vielzahl von biochemischen Vorgiangen involviert, wie
zum Bespiel Regulierung des Zellzyklus [63, 64, 65], Spleifsfen von RNA [66, 67, 47],
Transkription [68, 69, 70, 71, 72], Vermittlung von Zytoskelett-Membran-Interaktionen
[73, 74] und den Ubiquitin-vermittelten Abbau von Proteinen [75, 32]. Zudem wird an-
genommen, dass die WW-Dominen an diversen Krankheiten [45] beteiligt sind, wie
zum Beispiel Liddle Syndrom[75, 76], Duchenne Muskeldystrophie [73], Alzheimer
[77, 78], Chorea Huntington [79], Krebs [80, 81] und Golabi-Ito-Hall-Syndrom [82].

3.5 Untersuchung der Faltung, Stabilitat und des
Bindungsverhaltens

Zur Untersuchung der Faltung, Stabilitdt und des Bindungsverhaltes bietet die Inser-
tion von verschieden natiirlichen AS [83, 84] in eine Proteindoméne die Moglichkeit,
die Faltung [19], die Stabilitat [20] und/oder Bindungseigenschaften beziiglich des Li-
ganden [85, 86, 87, 88] zu verdndern. Dies geschieht zum Beispiel durch gegenseitigen
Austausch von Aromaten (Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan), aliphatischen Alkoho-
len (Serin, Threonin) oder basischen Resten (Arginin, Lysin). Die Unterschiede in den
physikochemischen Eigenschaften sind gering, konnen aber die Empfindlichkeit einer
bestimmten Position im Protein aufzeigen. Es konnen aber auch intensivere Mutatio-
nen durchgefiihrt werden, indem man physikochemische Eigenschaften stark veran-
dert (z.B. Austausch von Tyrosin gegen Alanin). Diese Verdnderung kann dazu fiihren,
dass die Ligandbindungsstelle so abgedndert wird, dass der Ligand nicht mehr bin-
den kann. Eine andere mogliche Verdnderung ist die Storung der Gesamtstabilitdt der
Domine, die einen Verlust der urspriinglichen Faltung zur Folge haben kann. Die Ge-
samtheit dieser Mutationen gibt dann tiber den Einflufy der einzelnen Positionen auf
das Faltungsverhalten, die Stabilitit und das Bindungsverhalten Auskunft. Der Ein-
satz von unnatiirlichen AS ist genauso aufschlussreich [89, 90, 19, 91, 92, 93]. Hier
erdffnet sich die Moglichkeit, natiirliche AS minimal zu verdndern, zum Beispiel ei-
ne Seitenkette um eine CH; zu verldngern oder zu verkiirzen (Lysin und Ornithin)

oder aus einem Aromaten einen Nichtaromaten unter Erhalt der zyklischen Struktur
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zu generieren (Phenylalanin und Zyclohexylalanin). Damit kann man die Auswirkung
kleinster Verdnderungen untersuchen. Eine dritte Moglichkeit zur Untersuchung der
Faltung, der Stabilitit und des Bindungsverhaltens einer Doméne ist die Verdnderung
des Riickgrates [94, 19, 95]. Es ist bekannt, dass in 3-Faltbldttern zwei Kréfte zur Stabi-
litat und Funktion beitragen: Seitenkettenwechselwirkungen und Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen den Riickgraten der einzelnen 3-Strange. Bei den ersten beiden
Methoden wurden nur die Auswirkungen beziiglich der Seitenketten betrachtet. Die
Moglichkeit der Verdnderung des Riickgrates heifst Verdnderung im Bereich der Was-
serstoffbriicken. Je nach Mutation der Amidbindung des Riickgrates entfallt eine oder
beide Wasserstoffbriickenbindungen (siehe Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Moglichkeiten der Riickgrat-Mutationen
in einem Dipeptid.
Bezeichnung der Bindung zwischen den AS: Mitte (Amid-Bindung),
links beginnend, gegen den Uhrzeigersinn (Ester-, Methylenthioether-,
Methylenamin-, E-Alkenbindung
R = beliebiger AS-Rest

Ferguson et al. [94] untersuchten zum Beispiel die Auswirkungen des Einbaus eines
Methylenthioether-Isosters in die erste Schleife der h"'YAP65 WW-Doméne. Die allge-
meine Struktur des 3-Faltblattes blieb erhalten, mit einer durch die geringe Starrheit der
Methylenthioetherbindung erhohten Flexibilitdt in diesem Bereich. Ein anderes Beispiel
fir Riickgratmutationen wurden von Deechonkit et al. [95, 96, 97, 98] durchgefiihrt.
Dabei wurde an jeder Position der PIN1 WW-Doméne statt einer Amid-Bindung eine
Ester-Bindung eingefiihrt und so fiir jede Einzelmutante an der entsprechenden Stel-
le die Moglichkeit, eine Wasserstoffbriickenbindung auszubilden, ausgeschaltet. Der
Stickstoff der Amid-Bindung wurde von einem Wasserstoffbriicken-Donor zu einem
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Ester-Sauerstoff und damit zu einem schwachen Wasserstoffbriicken-Akzeptor. Dabei
waren alle Ester-Varianten monomer und dhnlich zum Wildtyp gefaltet. Auch die Af-
finitat zum Liganden war dhnlich. Generell wird aber die Struktur destabilisiert. Dabei
ist der Effekt der entfernten Wasserstoffbriicke in der Ndhe des hydrophoben Kerns
grofier als an den Termini [96].

3.6 Peptidsynthese als Werkzeug flir die Analyse der
Faltung, Stabilitat und des Bindungsverhaltens

Die Funktion einer Proteindoméne ist immer an ihre Struktur gebunden, welche wie-
derum von der Reihenfolge der AS (Primérstruktur) abhédngig ist. Einige Untersuchun-
gen zu Proteininteraktionen nutzten die Methode des Alanin-Scans (Mutagenese) [99].
Diese Methode ergibt jedoch nur eine kleine Zahl von Doménenanaloga, so dass die
Alaninsubstitutionen nicht besonders aussagekriftig fiir eine vollstaindige Charakteri-
sierung der Doméanenstruktur sind [100]. Der entscheidende Nachteil des Austauschs
der einzelnen Positionen durch Alanin ist das Einfithren von nur einer Methylgruppe,
die zwar verschiedene nichtkovalente Wechselwirkungen storen, aber die Gesamtsta-
bilitdt nicht beeinflussen kann [101]. Mehr Informationen iiber die strukturellen An-
forderungen fiir Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen konnen mittels des Ansatzes der
Substitutionanalyse ermittelt werden (siehe auch Abschnitt 2.2). Hierbei wird jede Posi-
tion der Sequenz gegen jede gencodierte AS ausgetauscht. Die dabei entstehende grofse
Menge an Doménenanaloga erfordert eine Methode der hoch parallelen Peptidsynth-
sese. In den letzten zwanzig Jahren erwies sich die SPOT-Synthese als hierfiir brauch-
bares und erfolgreiches Konzept [102, 103, 104, 105] und ist fiir eine komplette Substi-
tutionsanalyse gut geeignet [106, 107, 108]. Der grofse Vorteil der SPOT-Technologie ist
die grofle Anzahl der Peptide, die in kurzer Zeit und ausreichender Qualitit als mem-
brangebundene Peptidfelder (Arrays) [103] generiert und direkt auf der Membran auf
Proteininteraktionen untersucht werden kénnen [104, 105].
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Abbildung 3.6: FlieSsschema der SPOT-Synthese.

Desweiteren ist diese Methode auch fiir Proteomics-Untersuchungen geeignet [109,
110]. Substitutionsanalysen wurden iiberwiegend fiir kurze Peptide durchgefiihrt und
es konnte gezeigt werden, dass ihre Resultate eine semiquantitative Auswertung zu-
lassen [108, 111]. In den Arbeiten von Toepert et al. [62] und Bhargava et al. [112]
wurden komplette Substitutionsanalysen einer Proteindoméne (h'YAP65 WW-Domaéne)

bzw. eines langen bioaktiven Peptides mittels der SPOT-Technologie beschrieben.

Mit der Durchfithrung von Studien auf der Basis der SPOT-Technologie kénnen Hin-
weise auf Peptidsequenzen gewonnen werden, fiir die sich ausfiihrliche biophysika-
lische Untersuchungen lohnen konnten. Zu diesem Zweck mdiissen sie allerdings in
ausreichender Menge synthetisiert werden. Hierfiir steht die Festphasenpeptidsynthe-
se (SPPS) nach Merryfield (ausfiihrlich beschrieben in [113, 114]) zur Verfiigung. Da-
bei wird mit der Fmoc/tBu-Methode (Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, tBu = tert-
Butyl) gearbeitet [115]. Da in dieser Arbeit neben natiirlichen AS auch unnatiirliche
AS eingebaut werden sollen, wird hier die SPPS der rekombinanten Methode, die eine
Alternative zur Herstellung von Peptiden ist, vorgezogen.
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3.7 Die FBP28 WW-Domane

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die FBP28 WW-Domine (mFBP28, PDB-Nr. 1EOL, “For-
min-bindendes Protein”) untersucht werden. Sie ist die zweite (WW2) von drei N-
terminalen WW-Doménen im nuklearen Protein CA150, welches sowohl in der Maus
als auch im Menschen vorkommt (Abbildung 3.7). Der Name leitet sich von “Coaktiva-
tor” mit einer Masse von 150 kDa ab [116]. Dieses Protein besitzt aufserdem noch sechs
FF-Doménen. Es ist ein Transkriptions-Elongations-Faktor und assoziiert mit dem RNA
Polymerase II Holoenzym. Zudem ist es in Elongations- und Splicingprozessen invol-
viert [117, 118]. Die 1. und 3. WW-Doméne des CA150-Proteins wurden in der Arbeits-
gruppe “Molekulare Bibliotheken” von Livia Otte in ihrer Dissertation beziiglich ihres
Bindungs- und Faltungsverhaltens untersucht [119]. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die WW1-Doméne ohne Ligand gefaltet ist, dagegen die WW3-Domine nicht. Der
WW3-Doméne konnte zudem auch keine Bindungsklasse nach Otte et al. [61] zugeord-
net werden. Die WW1-Domaéne bindet schwach an GPPPPBG (mit B =R, Q, E, I und
poT ( = Phosphorthreonin)).
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Abbildung 3.7: Modularer Aufbau des Proteins CA150 (Swiss-Prot-Datenbank-
Nr.:. Q8CGF7 (Maus), 014776 (Mensch), Schema aus der SMART-
Datenbank). In diesem Protein sind drei WW-Doménen und sechs

FF-Domédnen vorhanden. Die zweite WW-Doméne entspricht der
FBP28 WW-Doméne.

Das Protein CA150 beginnt mit einer Polyprolinsequenz [120]. Da WW-Doménen an
solche binden, eroffnet sich sowohl die Moglichkeit der Selbstassoziation als auch die
der Funktion als Ligand fiir andere WW-Domaénen. Weiterhin wechselwirkt CA150
mit dem Huntingtin-Protein [121], da dieses ebenfalls eine Polyprolinsequenz enthilt.
Auflerdem wurde CA150 in hoher Konzentration in Gehirngewebe von Huntington-
Patienten gefunden [122]. Neueste Untersuchungen deuten darauf hin, dass die FBP28
WW-Doméne bei hoheren Konzentrationen Aggregate bilden kann [123]. Dies alles
sind Indizien, die fiir einen Zusammenhang des Proteins CA150 mit der Faltungskrank-
heit Huntington sprechen.
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Fiir diese Arbeit wurde die FBP28 WW-Domine ausgewdhlt (Abbildung 3.8), weil sie
mit 37 AS beispielsweise im Vergleich zu PDZ-Domaénen (etwa 90 AS [124]) oder SH3-
Doménen (60-70 AS [125]) recht klein und mit einem Schmelzpunkt von 61,8 °C [55]
sehr stabil ist. Fiir aussagekriftige Ergebnisse der biophysikalischen Untersuchungen
instabilerer Mutanten ist ein hoher Ausgangsschmelzpunkt fiir die allgemeinen Stabi-
litaitsuntersuchungen von Vorteil. Im Gegensatz zur FBP28 WW-Doméne hat beispiels-
weise die h'YAP65 WW-Domaéne einen Schmelzpunkt von 50,3 °C und der Prototyp der
WW-Domine von nur 44,2 °C. Der Prototyp der WW-Doméne wurde, basierend auf
einem Netzwerk von hoch konservierten, weitreichenden Interaktionen, die sich iiber
die g-Faltblattstruktur erstrecken, entwickelt [55].
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Abbildung 3.8: Darstellung der mFBP28 WW-Domaéne
A) NMR-Struktur (PDB: 1EOL, [55]), 8-Faltblatt dargestellt in grau,
blaue AS-Reste zeigen den hydrophoben Cluster auf der konvexen Sei-
te, wesentlich fiir die Stabilitidt der Domine, rote AS-Reste bilden den
hydrophoben Cluster auf der konkaven Seite, gleichzeitig auch die Li-
gandenbindungsseite
B) schematische Darstellung der Sequenz, unterstrichene AS stellen den
Bereich des Faltblattes der Doméne dar
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Die FBP28 WW-Domaine faltet autonom ohne Ligandeninduzierung und Cofaktoren.
Dies verhindert eine Verfidlschung der biophysikalischen Mefidaten durch Gleichge-
wichtsreaktionen, wie Binden von Liganden oder Cofaktoren oder Ausbilden von Di-
sulfidbriicken und anschlieflendes Falten. Die FBP28 WW-Doméne hat aufierdem die
Eigenschaft in méafiig konzentrierten Losungen (>10 M und >50 ;M unter 24 h) nicht
zu aggregieren [126]. Damit eignet sie sich gut fiir Untersuchungen von Faltung und
Stabilitdt in kleinen S-Faltbliattern. Wie alle WW-Doménen besteht sie aus einem drei-
strangigen (-Faltblatt. Die Lange betrdgt, wie bereits erwédhnt, 37 AS und wie bei allen
WW-Domaénen spielen hydrophobe AS-Rest, die Cluster ausbilden, eine wichtige Rolle
fiir Stabilitat und Funktion.

3.8 Festphasensynthese der FBP28 WW-Domane

Alle 42 WW-Dominen aus der Arbeit von Otte et al. [61] liefSen sich problemlos mittels
SPPS herstellen. Bei der FBP28 WW-Domine hingegen war das iiberraschenderweise
nicht der Fall. Es gab zwei wesentliche Probleme. Zum einen bildete sich warend der
Synthese aufgrund der basischen Synthesebedingungen zwischen Asp15 und Gly16 ein
Aspartimid [1, 127, 83]. Wahrend der Fmoc-Abspaltung mit Piperidin entsteht daraus
ein 3-Piperidid [128] (siehe Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Aspartimid-Bildung
Durch die basischen Bedingungen der Peptidsynthese ist es moglich,
dass das freie Elektronenpaar des Stickstoffs des Glycins intramolekular
am Carbonylkohlenstoff der benachbarten Aspartatseitenkette angreift.
OtBu fungiert als Abgangsgruppe und es bildet sich ein Ring. Mit Pipe-
ridin entsteht durch Ringoffnung ein Piperidid [128].

In der Dissertation von Sandra Tremmel (FMP-Berlin, [1]) wurden zahlreiche Ande-

rungen der Synthesebedingungen, wie zum Beispiel verschiedene Kupplungsreagenzi-
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en (DIC/HOBT, TBTU/DIPA), diverse Reaktionszeiten, Losungsmittel, stirkere Basen
(DBU) oder Na-geschiitzte AS getestet. Diese konnten die Aspartimidbildung jedoch
nicht vollstandig verhindern, so dass alternativ anstelle eines Aspartats ein Asparagin
an der Position 15 eingesetzt wurde. Damit wurde der gewiinschte Effekt erzielt.

Ein Vergleich des wt mit der D15N-Variante der FBP28 WW-Doméne mittels NMR-
Spektroskopie (durchgefiihrt von Henrik Holtmann, FMP-Berlin) ergab keine wesent-
lichen Veranderungen im zu untersuchenden Faltblatt (siehe Abbildung 3.10). Somit ist
es moglich, aus Analysen zu Faltung, Stabilitdat und Bindungsverhalten an der Mutante
direkte Riickschliisse auf die Eigenschaften des wt zu ziehen.

Abbildung 3.10: Vergleich der NMR-Spektren des wt der FBP28 WW-Domaéne (hell-
blau)mit der D15N-Mutante (griin)

Das zweite Problem bestand im Auftreten von Abbruchsequenzen an der Position
Asn?22. Dies deutete auf die Ausbildung von storenden Sekundarstrukturen (3-Faltblatt)
wihrend der Synthese hin. Diese vorzeitige Faltung erschwert den Zugang der AS-
Bausteine in folgenden Kopplungsschritten und fithrt damit zur Entstehung von Ab-
bruch- bzw. Fehlsequenzen. Als Folge reduziert sich die Ausbeute auf ein Minimum.

Um dies zu verhindern, wurde die Methode der Pseudoproline angewandt [129]. Hier-
bei wird die Eigenschaft der Proline als Faltblattbrecher genutzt. Eine AS, wie Serin,
Threonin oder Cystein wird so modifiziert, dass sie die Gestalt eines Prolins annimmt
(siehe Abbildung 3.11) und auch dessen spezielle Eigenschaft des Brechen von [-Falt-
blattstrukturen tibernimmt. Diese modifizierte AS wird als Dipeptid eingesetzt, um die
Kopplungsneigung zu verbessern, da diese bei Prolinen und somit auch bei Pseudo-

prolinen (sekundédres Amin) schlechter ist, als bei den anderen AS. Nach dem Einbau
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und kompletter Fertigstellung der Domédne wird mit der Abspaltung der sdurelabilen
Schutzgruppen durch TFA auch das Pseudoprolin gespalten und die urspriingliche AS
erscheint wieder (siehe Abbildung 3.11). Somit wurde die Faltung wéhrend der Syn-
these verhindert.

[o] [o]
“ “ Katalysator “ “
H2N N OH E—— H;N N OH
| HJ 9 . )
R RR
HO . )kRZ e °
SV VIS NSRS N
H ’ H ) Einbau des Pseudoprolinbausteins in ein
R Peptid

Abbildung 3.11: Prinzip der Pseudoproline

Ein Serin (oder Threonin bzw. Cystein) reagiert katalysatorunterstiitzt
mit einem Keton zu einem Ring, dem Pseudoprolin. Dieses fungiert,
wie das Prolin, als 3 -Faltblattbrecher. Als Dipeptid ldfit es sich besser
mittels SPPS einbauen und verhindert durch die starre Ringstruktur
die Bildung von Sekundarstrukturen wahrend der Synthese. Mit der
Abspaltung der sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen offnet sich
auch das Pseudoprolin. Die urspriingliche Seitenkette (Serin, Threo-
nin oder Cystein) erscheint wieder.

Der Einbau der Pseudoprolinbausteine sollte giinstigerweise in der Ndhe einer Schleife
erfolgen. An diesen Stellen ist die Wirkung der Faltblattbrechung am grofsten. Sandra
Tremmel [1] setzte daher zwei Pseudoprolinbausteine ein: in Position Glu27-Ser28 und
Lys17-Thr18. Die Pseudoproline werden als Fmoc-Glu(OtBu)-Ser(¥M¢¢pro)-OH und
(Fmoc—Lys(Boc)—Thr(\lJM e:Mepr0)-OH bezeichnet. Dabei kennzeichnet UWM¢Mepro den
Pseudoprolinring mit den beiden Methylgruppen R; und R; (siehe Abbildung 3.11).

Bis auf die letzten drei Kopplungsschritte konnte die Synthese der FBP28-D15N WW-
Domaine auf diese Weise gut durchgefiihrt werden. Die Kopplungen wurden mit TBTU/
HOBt bzw. HBTU/HOBt durchgefiihrt. Fiir die Kopplung der AS Thr3, Ala2 und Gly1
wurde auf HATU/DIPA zuriickgegriffen (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der Sequenz der FBP28 WW-Doméne mit
den notigen synthetischen Modifikationen.
A) Kopplung dieser drei AS mit HATU/DIPA (sonst Kopplung mit
TBTU/HOBt bzw. HBTU /HOBt)
B) Austauschen der AS Aspl5 gegen Asnl5 zur Vermeidung der As-
partimidbildung
C) Einsatz von Pseudoprolin-Dipeptidbausteinen an Postion Lys17-
Thr18 (Fmoc-Lys(Boc)-Thr(¥M&Me¢pro)-OH und Glu27-Ser28 Fmoc-
Glu(OtBu)-Ser(¥MeMepr0)-OH



