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1 Einleitung

1 Einleitung

Biochemie ist die Lehre von chemischen Vorgangen in Lebewesen und deren Stoffwechsel.
Eine wesentliche Rolle innerhalb dieser Vorgange haben Proteine beispielsweise in

Stoffwechselprozessen, der Stabilitat von Zellen und der Immunabwehr [Voet et al, 2018].

1.1 L- und D-Aminosduren

Proteine in lebenden Organismen werden aus kanonischen a-Aminoséuren gebildet, von
denen 20 bekannt sind. a-Aminoséduren, die durch Peptidbindungen verbunden sind, bilden
Peptide, die Strukturen aufbauen kdnnen, um groRere Makromolekile, die Proteine, zu bilden
[Voet et al, 2018]. Die Klassifizierung basiert auf den Substituenten am Ca-Atom
[Voet et al, 2018]. Alle Aminosduren, mit Ausnahme von Glycin, weisen Chiralitdt am
Ca-Atom auf. Die Konfiguration der vier Substituenten am Co-Atom fihrt zu zwei
verschiedenen raumlichen Anordnungen, die in L- und D-Aminosauren unterteilt werden.
[Neuberger 1948], [Voet et al, 2018]. L- und D-Enantiomere sind in ihren physikochemischen
Eigenschaften identisch, aber die entsprechenden Enzyme sind in der Lage, zwischen beiden
Konformeren zu unterscheiden. [Bentley, 2009]. Proteine werden in ihrer Biosynthese
ausschlieBlich durch L-Aminosduren gebildet, obwohl der genaue Grund dafur nicht
vollstandig geklart ist. So lagen bei einer Untersuchung von Proteindatenbanken gerade
einmal 837 wvon 188 Millionen untersuchten Aminosduren in D-Konfiguration vor
[Baliban et al, 2011]. Dennoch kénnen einzelne D-Aminosdauren in Proteinen vorkommen,

meist als posttranslationale Modifikationen. [D"Aniello et al, 1992].

1.1.1 Bedeutung von D-Aminosauren

In den 1920er Jahren wurden D-Aminosduren zum ersten Mal in lebenden Organismen
nachgewiesen [Ollivaux et al, 2014]. Im Jahr 1949 wurde eine erhdhte Konzentration von
D-Aminosauren in Tumoren von Saugetieren beschrieben [Kogl, 1949]. Zu dieser Zeit erwies
sich der Nachweis dieser Aminosauren aufgrund ihrer identischen Eigenschaften als
schwierig [Konno et al, 2009]. Erst in den 1980er Jahren konnten durch verbesserte Analytik
vermehrt D-Aminosduren nachgewiesen werden, was erstmals die Beschreibung ihrer
physiologischen Wirkungen ermdglichte [Ollivaux et al, 2014;], [Yoshimura et al, 2016]. In
der Medizin spielen D-Aminosduren schon seit langem eine wichtige Rolle, da sie in
Antibiotika wie Bacitracin, Tyrosidin und Gramicidin vorkommen [Asano et al, 1996].
Krankheiten wie Arteriosklerose und Alzheimer wurden mit dem Auftreten von

D-Aminosauren in Verbindung gebracht [Piubelli et al, 2021]. Trotz der medizinischen
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1 Einleitung

Bedeutung ist der Nachweis von D-Aminosiduren bis heute, aufgrund ihrer
physikochemischen Ahnlichkeit zu L-Aminosauren, &uRerst aufwendig. Analytische
Methoden zur Diagnostik von D-Aminosauren sind fiir die funktionelle Aufklarung ihrer

Funktion und Wirkung unerlasslich.

1.1.2 Vorkommen von D-Aminosauren in Polypetiden

In hoheren Organismen wurden D-Aminoséuren erstmals in bakteriellen Zellwénden
nachgewiesen. Zundchst konnten diesen keine biologischen Funktionen nachgewiesen werden
[Corrigan, 1969]. In den folgenden Jahren wurde jedoch ihre physiologische Bedeutung
erkannt. D-Aminosauren kommen in vivo sowohl als freie Aminoséuren, als auch in Peptiden
und Proteinen vor. Hauptsachlich treten D-Alanin, D-Aspartat und D-Serin als freie
Aminosauren in Organismen auf. D-Serin kommt zum Beispiel im Gehirn von Séugetieren
vor. Es dient als Ligand flr den N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor) [Schell et
al, 1995], [Wolosker et al, 1999]. Eine Beeintrachtigung dieses Rezeptors fihrt zum
Absterben von Nervenzellen und damit zu Psychosen, Gedéchtnisstérungen und
Lernbeeintréchtigungen [Choi et al, 1988], [Newcomer et al, 2000], [Hardingham et al, 2003],
[Dong et al, 2009]. Andere D-Aminosauren lassen sich in wesentlich geringeren
Konzentrationen nachweisen. Fir diese ist noch keine Funktion bekannt [Hamase et al, 2007],
[ Han et al, 2011]. Peptide, die D-Aminoséuren enthalten, kommen nachweislich in Lurchen,
Molusken, Spinnen und Krustentieren vor [Ollivaux et al, 2014]. Bei Mollusken haben sie
beispielsweise hormonelle Eigenschaften und beeinflussen die Muskelkontraktion
[Morishita et al, 1997]. Im Vergleich dazu ist bei all-L-Peptiden keine oder eine verminderte
Aktivitat festzustellen. In Proteinstrukturen besitzen D-Aminosduren keine entsprechenden
Funktionen. Proteogenetisch werden D-Aminosduren durch spontane Isomerisierung bei
posttranslationalen Modifikationen gebildet. Dies fuhrt zu strukturellen und damit
funktionellen Veranderungen der Proteine. Diese Anderung kann mit Pathogenese und
diversen Proteinfaltungserkrankungen assoziiert werden [Fujii, 2002]. So sollten in
regenerativen Proteinen von hoheren Organismen keine D-Aminosauren vorkommen. Bei
Alzheimer wurde eine erhdhte Konzentration an D-Alanin in den metabolischen stabilen
Proteinen des Nervensystems aufgefunden. Die daraus resultierende Bedeutung fir die
Krankheit ist bislang nicht hinreichend geklart. Der Befund selbst deutet jedoch auf eine
pathologische L-D-Isomerisierung dieser Proteine hin. Diese bildet sich durch
Posttranslationale Modifikationen [D Aniello et al, 1992]. Das Prinzip der spontanen

Isomerisierung von D-Aminosauren in Peptiden oder Proteinen ist nicht zufallig. Genauere
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1 Einleitung

Mechanismen  wurden jedoch bisher nicht ermittelt. Es existieren bereits
Erkennungsmethoden auf der Basis von Antikorpern, die jedoch komplex und kostspielig sind
[Thanzeel, 2017]. Eine allgemeingiltige Methode und Prinzipien zur Detektion sind fur
D-Aminosauren bisher nicht bekannt. In der Natur existiert ein spezifischer Nachweis von
D-Aminosauren aufgrund ihrer Funktion in Peptiden. So gibt es beispielsweise Enzyme, die
D-Aminoséuren in Peptiden erkennen und nach lhnen spalten kénnen. Dies wurde am
Beispiel von D-Aspartat nachgewiesen, dass in den Proteinen der Augenlinse bei Katarakten
vorkommt. Dort bewirkt D-Aspartat eine Fehlfaltung der Proteine und damit deren
Ausféllung. Dadurch entsteht die typische Tribung der Augenlinse. Im Jahr 2015 gelang die
erste Hydrolyse dieses Proteins mit D-Aspartat durch ein Enzym namens Paenidase
[Maeda et al, 2015], [Takahashi et al, 2006]. Paenidase ist bisher das einzige Enzym, das
D-Aminosauren spezifisch erkennen und hydrolysieren kann. Auf der Grundlage dieser
Forschung ist es moglich, dass andere D-stereospezifische Enzyme existieren, die ebenfalls

mit D-Aminoséuren interagieren.
1.2 D-Hydrolasen

1.2.1 D-Aminosaure-erkennende Proteine

Die Existenz natirlicher Peptide und Proteine mit D-Aminosauren bedeutet, dass es auch
Enzyme geben muss, welche diese umsetzen kdnnen. Es existieren in Eukaryoten zwei
solcher Enzymgruppen, die Untergruppen der Isomerasen darstellen [Genchi, 2017].
Epimerasen und Racemasen katalysieren die Konfiguration von Aminosauren und veréndern
so die biologische Akzeptanz solcher Substrate [Genchi, 2017]. Beispielsweise oxidiert
D-Aminoséureoxidase (DAAQO) D-Aminoséduren zu a-Ketosauren und macht sie so flr den
Stoffwechsel verfugbar [Krebs, 1935], [D"Aniello et al, 1993]. In vielen eukaryotischen
Organismen kommt DAAO vor [Pollegioni et al, 2007]. Die analoge Oxidation von
D-Aminosauren in Bakterien erfolgt durch D-Aminosaurehydrogenase
[Pollegioni et. al, 2007].

1.2.2 D-Peptidasen und D-Hydrolasen

Hydrolasen und Peptidasen katalysieren die hydrolytische Spaltung von Peptidbindungen.
Dabei erfolgt in wassriger Umgebung ein nukleophiler Angriff auf die Peptidbindung. Die
alkalische D-Peptidase (ADP) war die erste D-stereospezifische Protease, die 1996 entdeckt
wurde und Endopeptidase-Aktivitat besitzt [Asano et al, 1996]. Auf Basis der
ADP-Primérsequenz wurde die D-stereospezifische Hydrolase 1 aus Bacillus thuringensis
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1 Einleitung

isoliert und charakterisiert [Simon, 2021]. Sie besitzt eine hohe Spezifitat fir aromatische
D-Aminosdauren, wie z.B. D-Phenylalanin, dem gegeniber ist ihre Aktivitat fir
L-Aminoséuren stark reduziert [Lossl, 2010]. Auf Grundlage der ADP und DHy1 wurde drei
weitere D-stereospezifische Hydrolasen, die DHys2-4, isoliert und charakterisiert
[Simon, Liebscher, 2019], [Jahnert, 2015], [Simon, 2021], [Becker, 2013]. Diese DHys sind
Serinpeptidasen. Der namensgebende katalytische Rest, Serin, befindet sich im aktiven
Zentrum. DHys konnten fur den diagnostischen Einsatz bei D-Aminosaure-haltigen Proteinen
geeignet sein, was jedoch einen Modellversuch erfordert [Hartig, 2018], [Pottgen, 2019].
Aufgrund des ungewollten Einbaus von D-Aminosauren in Peptide oder Proteine ist eine
schnelle Diagnostik dieser erstrebenswert. Um die Grenzen und den Einsatz von DHys zu
testen, sollte ein Modellsystem geschaffen werden, das definierte D-Aminosauren enthalt. Bei
diesem Modell sollte es sich vorzugsweise um ein nahezu natirliches Protein handeln, so die

in vivo-Verwendung von DHys simuliert werden kann.
1.3 Parvulin 10 als Modellsystem

1.3.1 PPlasenfamilie — Parvuline

Als Modell fur die Validierung von DHys diente Parvulin 10, eine cis/trans-Isomerase aus der
Gruppe der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen). Diese Kkatalysieren die
cis/trans-Isomerisierung von prolinhaltigen Peptidbindungen. [Hennig et al, 1998]. Parvuline
sind an vielen Stoffwechsel- und Signalwegen beteiligt und regulieren Phosphoproteine im
Zellzyklus, indem sie cis/trans-lsomerisierungen von pSer-Pro- und pThr-Pro-haltigen
Verbindungen Katalysieren [Rahfeld et al, 1994], [Ryo et al, 2003]. Die
Reaktionsmechanismen der Parvulin-katalysierten PPlasereaktion sind weitestgehend
unbekannt. Bisherige Forschungen mithilfe von Mutationen, Spektroskopie und Inhibitoren
deuten darauf hin, dass bestimmte Aminosdureseitenketten fur die Katalyse wesentlich sind.
Ein allgemeiner Reaktionsmechanismus ist nicht formulierbar [Fischer et al, 1984],
[Diessner, 2016]. Es wird vermutet, dass ein Serin oder Cystein des Parvulins das
Carbonylkohlenstoffatom der Peptidyl-Prolyl-Bindung nukleophil angreift, was zur Bildung
von tetraedrischen Zwischenprodukten fiihrt. Solche Annahmen wurden bisher nicht bestatigt
[Yaffe et al, 1997], [Landrieu et al, 2002].

1.3.2 Parvulin 10

Zur Parvulin-Familie gehort das prokaryotische Parvulin 10 aus E. coli, das als Modell fir die

Validierung der DHys verwendet wird. Dieses Enzym ist mit 92 Aminoséduren und einer
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1 Einleitung

GroRe von 10,1 kDa ein kleines Protein [URL1] [Rahfeld et al, 1994]. Das kleinste Enzym
(2-Hydroxymucoonat-Tautomerase) besitzt eine GroRe von 6,8 kDa oder 62 Aminosauren
[Chen et al, 1992]. Dagegen ist das grofite bekannte Enzym mit 273,3 kDa oder 2510
Aminosauren die humane Fettsaure-Synthase [Jayakumar et al, 1995]. Parvulin 10 agiert als
aktives Monomer [Rahfeld, Ricknagel et al, 1994]. Es stabilisiert Proteine und induziert bei
Stress deren Faltung im Zellplasma von E.coli [Rahfeld et al, 1994]. Es dient nicht nur bei
prolylhaltigen Proteinen als Faltungshelfer, sondern katalysiert auch seine eigene Faltung.
Dennoch erfolgte 1984 die Entwicklung eines Aktivitats-Assays [Fischer et al, 1984]. Ein
Aktivitats-Assay fur das Enzym wurde 1984 entwickelt. Parvulin 10 hat eine einzige
katalytische Doméne und benétigt keine Cofaktoren fiir die Substratumwandlung; es ist in
allen Parvulinen konserviert und stellt somit einen Archetyp der gesamten Parvulinfamilie dar
[Kuhlewein et al, 2004], [Scholz et al, 1997],

1.3.3 Modellsystem Parvulin 10 der AG Naturstoffbiochemie

Modifiziertes Parvulin wurde aufgrund seiner geringen Grofe, die die Synthese erleichtert
und eine Selbstfaltung ermdglicht (siehe 1.3.2), als Modellsystem verwendet. Seine Aktivitat
kann durch den Aktivitatsnachweis nach FISCHER Uberprift werden [Fischer, 1984]. Fur die
Evaluierung der stereospezifischen D-Hydrolasen wurden verschiedene Parvulinderivate
hergestellt, die sich durch die Substitution einer D-Aminosdure unterscheiden. Aufgrund der
Verwendung nicht-kanonischer Aminosduren war es nicht moglich, Parvulin 10 in
biologischen Expressionssystemen zu synthetisieren. Aufgrund der L&ngenlimitation der
Festphasenpeptidsynthese (Solid-Phase Peptide Synthesis) (siehe 1.5) kann dieses nicht
vollsynthetisiert werden. Daher wird das Derivat in zwei Fragmenten synthetisiert und mittels

nativer chemischer Ligation (NCL) das vollstdndige Enzym generiert.

N-terminales Thioester-Fragment (1-67)

Das N-terminale Fragment von Parvulin 10 weist keine Aminoséduresubstitutionen auf. Das
All-L-Peptid wird an einer Intein-Chitin-Bindungsdoméne von E. coli exprimiert und
anschlieBend durch modifiziertes Proteinspleilien in einen Thioester umgebaut. Durch das
SpleiRen in wéssriger Losung kann es zu Hydrolyse des Thioesters und dem entstehen freier

Séaure kommen (Tab. A).
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Tabelle A: N-terminale Fragment Sequenzen (1-67) mit Molekularen Massen

N-terminales Sequenz Molekulare
Fragment Masse [Da]
Freie Saure AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF 7222
GKLAKKHSIC PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS
Thioester AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF 7347
+Na* + H,0 GKLAKKHSIC PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS +
Na*® + H20

C-terminales Peptid-Fragment (68-92)

In das C-terminale Fragment des Proteins werden D-Aminosduren durch Substitution
eingeflgt. Es entstehen drei Derivate, die sich jeweils um eine D-Aminosédure unterscheiden
(Tab. B). Das Peptid wird per SPPS generiert und anschlieBend mit DHys hydrolysiert, um die
prinzipielle Zugénglichkeit der D-Aminosauren zu bestatigen.

Tabelle B: C-terminale Peptidsequenzen mit markierter Substitutionsstelle

C-terminales  Sequenz Substitutionsstelle  Theoretische
Fragment Molekulare
Massen
[M +H]"
Wildtyp CP VLEPTGPLHT QFGYHIIKVL YRN Keine —all-L 2897
Pf CP VLEPTGPLHT QfGYHIIKVL YRN F14f 2897
Py CP VLEPTGPLHT QFGYHIIKVL YRN Y16y 2897
Pv CP VLEPTGPLHT QFGVHIIKVL YRN Y14v 2833

Nach Hydrolyse der Peptide per D-Hydrolasen, sollten sich die Fragmente in der UPLC-MS
detektieren lassen (Anhang B). Nach Generierung beider Peptidfragmente werden diese
mittels NCL miteinander ligiert (1-67 + 68-92) um abschlieBend verschiedene artifizielle
Parvulin 10-Derivate zu erhalten. Diese sollen als Modell fir die Validierung des
diagnostischen Einsatzes von D-stereospezifischen Hydrolasen und Varianten an Proteinen

verwendet werden.

1.4 Proteinspleifen

Das N-terminale Fragment (1-67) des Proteins wird durch Expression in E. coli hergestellt
und ist an eine Intein-Chitin-Bindungsdoméne gebunden. Der Thioester wird anschlieRend
durch Affinitdtschromatographie mittels ProteinspleiRen erzeugt, einer posttranslationalen
Modifikation, bei der Peptidfragmente durch heraustrennen eines Inteins zwischen zwei
Exteinen verbunden werden. [Perler et al, 1997]. Der Reaktionsmechanismus verlauft sehr
schnell in vier Schritten ab [Perler, 2005]. Durch eine S-N-Acyl-Umlagerung des
N-terminalen Nukleophils Cystein, Threonin oder Serin wird ein lineares Thioesterintermediat

gebildet, dass die Peptidbindung an der N-terminalen Spaltstelle in eine Esterbindung
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umwandelt [Saleh et al, 2006], [Perler, 2005]. Im zweiten Schritt erfolgt eine Spaltung vom
Intein und die Ubertragung des N-Exteins zum C-Extein, es entsteht ein verzweigtes
Thioesterintermediat. Das C-terminale Asparagin wird zyklisiert und l6st den verzweigten
Thioester vom Intein. Im letzten Schritt hydrolysiert das Aminosuccinimid und es erfolgt eine
weitere S-N-Acyl-Umlagerung, die eine Peptidbindung zwischen den Exteinen ausbildet
[Saleh et al, 2006], [Perler, 2005]. Wahrend der Bildung des Thioesters wird das C-terminale
Asparagin durch Alanin ersetzt, um einen Komplex aus Intein und Chitinbindungsdoméne zu
bilden, der die automatische Spleifaktivitat verhindert. Dennoch bleibt die S-N-Umlagerung
des N-terminalen Nukleophils des Inteins, und damit die Bildung des Thioesters, erhalten.
Dies ermdglicht die Zugabe definierter Thiole fir eine rekombinante Herstellung von
Peptid-Thioestern. Der Prozess findet in wassriger Losung statt, so dass durch Hydrolyse freie

Peptide entstehen kdnnen.

1.5 Festphasenpeptidsynthese (SPPS)

Das C-terminale Fragment des Parvulin-Derivates wird durch SPPS generiert. Die
Peptidbindung wird durch einen nucleophilen Angriff der Aminogruppe der ersten
Aminosdure auf die Carboxylatgruppe der zweiten Aminosdure gebildet. Aufgrund der
geringen Eigenaktivitat der Carboxylatgruppe muss diese aktiviert werden. Unbeteiligte
funktionelle Gruppen mussen voriibergehend blockiert werden, um einen Mangel an Regio-
und Stereoselektivitait wahrend der Reaktion zu vermeiden. [Kent, 1988]. Die zweite
Aminosaure wird N-terminal durch eine Schutzgruppe blockiert, um unerwinschte lineare
oder zyklische Peptide zu vermeiden [Sewald et al, 2009]. Die reaktiven Seitenketten einiger
Aminoséuren miissen ebenfalls blockiert werden, um unerwiinschte Nebenreaktionen zu
vermeiden. [Rentzsch, 2008]. 1963 flihrte Merrifield die Peptidsynthese auf Polymertrégern
ein, die eine automatisierte Synthese von Peptiden vom C- zum N-Terminus ermdglicht.
[Merrifield, 1963]. Eine Aminosaure wird C-terminal per Linker kovalent an eine polymere
Matrix gebunden. Danach erfolgt die eigentliche Peptidsynthese. Diese erfolgt schrittweise
durch Anknlpfung der geschiltzten Aminoséure und der nachfolgenden Abspaltung der
Schutzgruppe (Anhang Al). Mit SPPS kdnnen nicht-kanonische und kanonische sowie
artifizielle Aminosaurederivate in Peptide eingebaut werden [Sewald et al, 2009],
[Merrifield, 1963]. Es ist moglich, ganze Peptide aus artifiziellen Aminosduren zu generieren,
aber auch einzelne D-Aminoséuren konnen eingebaut werden. Die maximale L&nge von
Peptiden, die vollsynthetisch generiert werden konnen, betrdgt 60 Aminosduren, was die

Verwendung der Methode fiir Proteinsynthesen einschrénkt [Baca et al, 1995].
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1.6 Natiirlich chemische Ligation (NCL)

Nachdem beide Fragmente durch Proteinspleif3en und SPPS generiert wurden, sollen diese per
chemoselektivem Ligationsverfahren miteinander verknlpft werden. Dabei bietet sich die
NCL und die Staudinger-Ligation an [Dawson et al, 1994], [Kohn et al, 2004]. Die am
haufigsten verwendete Methode ist die NCL. lhre Vorteile liegen bei den milden
Reaktionsbedingungen, hohen  Ausbeuten und den einfachen Eduktanspriichen
[Dawson et al, 1994]. Herausfordernd ist die Synthese des Thioesters und die gezwungene
Anwendung des N-terminalen Cysteins. Mechanistisch besteht die NCL aus einer Kupplung
des N-terminalen Thioesters mit der C-terminalen freien Cysteinseitenkette des zweiten
Peptides in wassriger Lésung [Dawson et al, 1994]. Dabei laufen zwei Vorgange ab. Im ersten
Schritt wird das Carbonyl-C-Atom des Thioesters nukleophil von der Thiolgruppe des
Cysteins angegriffen und bildet durch Umesterung ein Intermediat. AnschlieRend erfolgt ein
Angriff der Aminogruppe des Cysteins auf das Carbonyl-C-Atom. Durch diese
S-N-Umlagerung des Thioesterintermediates bildet sich eine stabile Peptidbindung zwischen
den beiden Edukten (Anhang A2) [Dawson et al, 2000]. Limitiert ist dieser Prozess durch die
essentielle Rickfaltung des Ligationsproduktes um aktive Proteine zu erhalten
[Liebscher, 2008]. Da an jeder freien Sulfhydrylgruppe der Reaktanten eine Umesterung

stattfinden kann, flihrt dies zu unerwiinschten Nebenprodukten.

Tabelle C: Sequenz ligierten Parvulin-Derivate mit Substitutionstelle

Protein  Sequenz Substitutionstelle
Wildtyp AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAKKHSIC Keine — all-L-
PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFSCP VLEPTGPLHT Peptid

QFGYHIIKVL YRN
Pf AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAKKHSIC F81f
PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS
£
Py AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAKKHSIC Y83y
PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS
Y
Pv AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAKKHSIC Y83v
PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFS
\'4

Substitutionsstellen: rot; Peptid-Thioester: schwarz; per SPPS synthetisierte Peptid: grin.

Nach der NCL sollen folgende Parvulin 10-Derivate entstanden sein (Tab. C). Diese
Modell-Parvuline sollen auf ihre Funktionalitdt untersucht werden. Diese Arbeit soll die
prinzipielle Generierung eines D-Aminosaure-haltigen Proteins zeigen und die entsprechende

Methode zu weiterfiihrenden Arbeiten fur die Hydrolyse durch DHys zur Verfligung stellen.
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Proteinfaltungserkrankungen werden in der neueren Literatur haufig mit dem Vorkommen
von D-Aminosauren in Verbindung gebracht. Dies steht im Wiederspruch zur natirlichen
Proteinbiosynthese, in welcher ausschlieRlich L-Aminosiuren verwendet werden. Uber
Ursache und Auswirkung ist in diesem Zusammenhang wenig bekannt und deren
Untersuchung schwierig. Dies resultiert aus der Herausforderung, D-Aminosauren in
Gegenwart der physikochemisch ann&hernd identischen L-Aminoséuren zu detektieren. Als
Losung hierfur konnten sich D-Aminoséure-spezifische Hydrolasen herausstellen. Der Einsatz
dieser Enzyme muss jedoch vorher validiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit soll daher ein Modellsystem zur Evaluierung dieser DHys
entwickelt werden. Als Modellprotein sollen hier drei Parvulin 10-Derivate generiert werden.
Diese enthalten jeweils eine L-Aminosdure zur D-Aminoséure substituiert. Die Darstellung
erfolgt halbsynthetisch durch zwei Fragmente. Das N-terminale Fragment des Parvulines wird
mittels Expression aus E. coli und anschlieBendem Proteinspleiflens (1-67 — Thioester),
sowie das C-terminale Fragment per SPPS (68-92 — Peptide Pf, Py, Pv) hergestellt.
Anschlielend soll eine generelle Verfligbarkeit der Peptide als Substrat fur die DHys1-4 in
einer initialen Hydrolysestudie Uberpruft werden. Die Fragmente werden nachfolgend per
natlrlich chemischer Ligation zu Parvulin-Derivaten verkniipft. Das entstandene Derivat wird
mittels Reinigungsstrategien gesaubert und soll auf Aktivitdt Uberprift werden. Die
artifiziellen Parvuline, beziehungsweise die Methode der Generierung, sollten abschliel3end
fir weitere Arbeiten als Modell zur Evaluierung fiir D-stereospezifische Hydrolasen zur

Verfligung stehen.
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3.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren, wenn nicht anders angegeben, kommerziell erhéltlich

und von hochstem Reinheitsgrad.

Material I: Chemikalien

Name Abktrzung Hersteller
Dimethylformamid DMF Iris Biotech GmbH
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth GmbH + Co. KG
Dithiothreitol DTT Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Dimethylsulfoxid DMSO Merck KGaA
Trifluoressigsaure TFA LGC Standards GmbH
Trichloressigséure TCA Carl Roth GmbH + Co. KG
Acetonitril ACN Th. Geyer GmbH + Co. KG
Aceton Merck KGaA

Formaldehyd Carl Roth GmbH + Co. KG
Silbernitrat AppliChem GmbH
Isopropanol Th. Geyer GmbH + Co. KG
Natriumthiosulfat AppliChem GmbH
Natriumdihydrogenphosphat KMF Laborchemie Handels GmbH
Natriumhydroxid Merck KGaA

Harnstoff/ Urea AppliChem GmbH
Tetramethylethylendiamid TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG
Acrylamid AA Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Ammoniumpersulfat APS Carl Roth GmbH + Co. KG
Tricine SERVA Electrophoresis GmbH
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Tris AppliChem GmbH
Ethylendiamintetraessigséure EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG
Natriumchlorid AppliChem GmbH
Natrium-2-Mercaptoethansulfonat MESNA Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Tris(2-carboxyethyl) phosphin TCEP Carl Roth GmbH + Co. KG
Natriumdodecylsulfat SDS SERVA Electrophoresis GmbH
Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid  IPTG NeoBiotech Co., Ltd.
Guanidinhydrochlorid Carl Roth GmbH + Co. KG
R-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH + Co. KG
Bromphenolblau Carl Roth GmbH + Co. KG
4-Mercaptophenylacetic acid MPAA Sigma-Aldrich Chemie GmbH
3.2 Puffer

Material 11: allgemeine Puffer

Puffer Reagenzien pH-Wert Temperatur

NaHCOs 0,5 M NaHCO3 8,0 22 °C
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NaHPO4 0,2 M NaHPOg4 8,0 22 °C Sterilfiltration
NCL 0,05 M NaHPO4 8,2 22 °C Sterilfiltrationentgast
3 M Harnstoff
0,002 M TCEP
2x NCL 0,2 NaHPO4 7,5 22 °C
0,4 M MPAA
0,4 M TCEP
B2 0,02 M Tris 7,2 4°C
0,001 M EDTA
0,5 M NaCl
B4 0,02 M Tris 8,2 4°C
0,001 M EDTA
0,2 M NaCl
0,06 M MESNA
Regeneration 0,3 M NaOH
PPlase-Puffer 0,035 M HEPES 7,8 10 °C Sterilfiltration
(entgasen)
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Material 111: Puffer fir SDS-Pages
Puffer Reagenzien pH-Wert Temperatur
10x SDS-PAGE- 1,9 M Glycin 8,3 22 °C
Laufpuffer 0,25 M Tris
0,25 M HCI
3,468 M SDS
Trenngelpuffer 1,5 M Tris 8,8 22 °C
1,5 M HCI
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris 6,8 22 °C
0,5 M HCI
3x LAEMMLI- 0,07 M Tris 6,8 22 °C
Probenpuffer 0,7 MHCI
1,09 M Glycerin
0,17 M SDS

Coomassie-Brilliant-

Blau-Ldsung

Entfarbelésung

0,64 M 3-Mercapto-ethanol
0,05 % Bromphenolblau

9,36 M Methanol

3,80 M Ethanol

1,67 M Essigsdure

0,20 % (w/v) Coomassie R250
0,05 % (w/v) Coomasssie G250

Essigsaure / Methanol / Wasser
1/45/45

Die 17,5% SDS-Gele wurden nach LAEMMLI [Laemmli, 1970] hergestellt. Proben wurden
vor gelelektrophoretischer Trennung mit 3x LAEMMLI-Probenpuffer versetzt und bei 95°C
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aufgekocht, ~ wenn  nicht  anders  beschrieben. Durchgefuhrt ~ wurde  die
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE) bei 30 mA. Die
Einfarbung der Gele erfolgte mittels Coomassie-Brilliant-Blau-Lésung. Entfarbt wurde
anschlieBend mit Entfarbeldsung. Alternativ wurde eine Silberfarbung, veréndert nach

Nesterenko, durchgefiihrt [Nesterenko et al, 1994].

3.3 Medien

Material 1V: Medien

Medium Konzentration Reagenzien
LB-Medium 5% (w/v) Hefeextrakt
10 % (w/v) NaCl
10 % (w/v) Pepton
(in H20)
Autoklaviert
Ampicilin-Stammldsung 0,286 M (in H20) Ampicilin
IPTG-Stammlésung 1 M (in H20) IPTG

3.4 Molekularbiologische Reagenzien

Material V: Molekularbiologische Reagenzien

Name Hersteller

Ampicilin C16H18N3NaO4S

Pepton aus Casein Th. Geyer GmbH + Co. KG

Hefeextrakt SERVA Electrophoresis Saccharomyces ceresvisiae
GmbH

Page Ruler™ — Unstained ThermoFisher Scientific 3,4—100 kDa

Low Range Protein Ladder

Page Ruler™ — Prestained ThermoFisher Scientific 10 — 180 kDa

Protein Ladder

3.5 Verbrauchsmaterialien

Material VI: Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

Chitinbeads (acetyliertes New England Biolabs 50 ml

Chitosan)

Sterilfilter Whatman FP30/0.2 CA-S PorengroRe: 0,2 um
Druck: max. 7 bar

Ultrafiltration ~ Products — Sartorius Stedim  Biotech MWCO 5.000

Vivaspin 6 GmbH Volumen: 6 mi

Strata™ -X-C 33 um phenomenex Volumen: 30mg /1 ml

Polymeric Strong Cation

AmiconR-Ultra 4 Merck Millipore Ltd. MWCO 3.000; 10.000

SP  HP cation exchange HiTrap 5ml

chromatography column

12
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3.6 Gerate

Material VII: Gerate

Abkulrzung

Geratenamen

HPLC (praparativ)

RP-HPLC (analytisch)

UV/Vis-Spektrophotometer

UPLC-MS

Autoklav
Thermomixer

Inkubator

Optische Dichtemessung

Zentrifuge

GroRe Zentrifuge

Waters

2545 Binary Gradient Module
2489 UV7Visible Detector
Programm: Mass Lynx 4.1
Saule: x select Peptide CSH
C18 Prep Column

Agilent 1100 Series
Degasser

BinPump

ALS

DAD

Programm: Agilent

Saulen:

Grace VYDAC — Reverse
Phase C8

Macherey-Nagel —
Nuceleodur 100-5 C18ec
Jasco - PTC-423S/15
Julabo - F250

SCINO - S-3100
Programm: LabPro Plus
Waters Acquity UPLC -
Column Manager

Saule: Waters Acquity UPLC
- @BEH C8

Sample Manager — FTN
Quaternary Solvent Manager
PDA e\ Detector

Waters — Micromass
Technologies — Q-Tof Premier
Programm: Mass Lynx 4.1
Systec - VX-150

Eppendorf - ThermoMixer C

Uniequip - Unichromat 1500
Infors - HT Minitron

Fisher Scientific — Cell
densitiy meter model 40

Eppendorf - Centrifuge
5424R

Beckman Coulter Life

ACN/ddH20 (0,1 % TFA)
5-100 in 60 min

130 A

Sum

19 x 250 mm

ACN/ddH,0 (0,1 % TFA)

mit Stickstoffbegasung

ACN/ddH20 (0,05 % FA)
1,7 um
2,1 x50 mm

121°C

15 min

25 -30°C

300 - 550 rpm
16°C

37°C

110 rpm

30s
11000 rpm
20°C
20 min
13
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Sciences - Avanti J-26 XP 4°C
Centrifuge 6000 rpm
Rotor: JLA 8100
Ultraschallsonde G. Heinemann Ultraschall
und Labortechnik —
Ultrachall Sonfier W-250D
Ultrazentrifuge Beckman Coulter Life 30 min
Sciences - Optima™ L-90K 35000 rpm
Ultrazentrifuge 8°C
Rotor: 70Ti
Kihlschrank Thermo Scientific — Forma -80°C
900 Series
Sterilbank Labogene — Scanlaf Mars
Lyophilisation Christ — Alpha 2-4 LDPIus -40°C
0,12 mbar
Zentrifuge Beckman Coulter Life 6-8 °C
(Peptidkonzentration) Sciences — Allegra X-30 R- 6000-7000 rpm
Centrifuge Acell / Decell: 9
3.7 Enzyme
Material VIII: Enzyme
Enzym Herkunft Plasmid Resistenz ~ Klonierung  Biosynthese/
(Wildtypen) Reinigung
DHy1 B. thr. pET 30a+ Kan A. Simon A. Simon
DHy2 B. thr. PET 30a+ Kan L. Hartig L. Hartig
DHy3 B. thr. pET 30a+ Kan K. Becker F. Jahnert
DHy4 B. thr. pET 30a+ Kan K. Becker L. Hartig
pbp5 B. thr. pET 30a+ Kan J. Muller J. Muller
3.8 E. coli - Stamm
Material IX: E. coli-Stamm
Plasmid Genname Schnittstellen E. coli- Erhaltenes Herkunft
des Inserts Stamm Protein
pTWIN2!  ppiC Ndel, Sapl ER2566'? E. coli Parl0 hauseigene

1-67-Intein Stammsammlung

!New England Biolabs
2Genotyp ER2566

F—A—fhuA2 [Ion] ompT lacZ::T7 genel gal sulA11 A(mcrC-mrr) 114::1510 R(mcr-73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-

210::Tn10)(TetS) endAl [decm]
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Wenn nicht anders angegeben, wurden die nachfolgenden Methoden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt.

4.1 Synthese der Par10-Derivate

4.1.1 Intein-vermittelte Synthese des N-terminalen-Fragmentes als Thioester

Begleitende Analytik

Einzelne Proben wurden in der UPLC-MS analysiert. Hierfir wurden Proben in 30 %
Essigsaure gelost. Als Laufmittelsystem wurde ACN/ddH20 (0,05 % FA) verwendet. Fir die
Auswertung wurde MassLynx 4.1 genutzt. Um eine erfolgreiche Reinigung zu bestétigen,
wurden Proben von verschiedenen Chromatographieschritten gesammelt und mit 3x
LAEMMLI-Puffer versetzt und fur 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Analyse dieser Proben
erfolgte mittels SDS-Page [Laemmli, 1970].

Expression Par10 (1-67) als Intein

Die Expression des Parl0-Fragmentes als Intein erfolgte im E. coli Zellstamm ER2566.
Hierfir wurde eine Vorkultur (50 ml LB-Medium; 50 ul Ampicillin (0,286 M); E. coli
(ER2566) angefertigt. Diese wurde jeweils 24 Stunden bei 16 °C und 37 °C inkubiert. Das
LB-Medium wurde mit der Vorkultur (11 LB-Medium; 1 ml Ampicilin (0,286 M); 20 ml
Vorkultur) angesetzt. Es wurde bei 37 °C und 110 rpm inkubiert bis eine ODeoo von 0,9
erreicht war. Es erfolgte die Induktion mit 500 uM IPTG fiir 16 Stunden bei 16 °C.

Zellernte und Zellaufschluss

Die E. coli-Kultur wurde 20 Minuten bei 6000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Das Zellsediment wurde bei 4 °C in 160 ml B2-Puffer resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte der Zellaufschluss mithilfe von Sonifikation (Schallzeit: 1 min;
Amplitude: 40,00 %; Puls: 15s; Pause: 40 s; Anzahl Pulswiederholungen: 6x). Unldsliche
Bestandteile wurden sedimentiert (90000 x g; 30 min; 8 °C). Der Uberstand wurde vereinigt
und affinitdtschromatographisch gereinigt.

Reinigung des Par10-Inteins durch Affinitatschromatographie

Die Reinigung des Par10-Inteins und das Uberfiihren in den Thioester erfolgte bei 8 °C mit

einer S&ule aus Chitinbeads (acetyliertes Chitosan) anhand der Tabelle D.
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Tabelle D: Schema der Durchfiihrung der Affinitatschromatographie fur die Generierung des Thioester

Schritt Name Puffer / L6sung Durchfluss in mi
1 Aquilibrierung B2-Puffer 200

2 Beladung Uberstand ~ 160
3 Waschen B2-Puffer 500
4 Eluieren B4-Puffer 100
5 Wartezeit ~ 12 Stunden

6 B4-Puffer 100

7 Regeneration 0,3 M NaOH 150
8 30 Minuten Wartezeit

9 0,3 M NaOH 350
10 dd H20 1000
11 B2-Puffer 250
pH 7,2

Reinigung Thioester

Die Reinigung des Thioesters erfolgte mithilfe einer praparativen
Hochleistungsflissigkeitschromatogrgaphie (HPLC). Das Laufmittelsystem bestand aus
ACN/ddH20 (0,1 % TFA) (Gradient: 5-100 in 5 min). Ausgewertet wurde mit der Software
MassLynx 4.1.

4.1.2 Synthese der C-terminalen Par10-Fragmente (68-92)

Die mittels Festphasenpeptidsynthese hergestellten Par10-Fragmente (68-92) wurden von Dr.,
rer. nat. Lars Franke zur Verfligung gestellt.

4.1.3 Reinigung der C-terminalen Par10-Fragmente per praparativer HPLC

Reduktionsansatze

Fur die Reinigung des Par10-Fragmentes (68-92) wurden etwa 100 mg lyophilisiertes Peptid
in 1:1 DMF und NaHCOs-Puffer gelést. Dazu wurden 4-5 Aquivalente 1M DTT
hinzugegeben. Die Ldsung wurde, bis eine homogene Lésung entstand, durchmischt und auf

pH 8 eingestellt.

praparative HPLC

Die Reinigung des Reduktionsansatzes erfolgte an der préparativen HPLC (siehe 3.6). Als
Laufmittelsystem wurden ACN/ddH20 (0,1 % TFA) (Gradient: 5-100 in 60 min) verwendet.
Die Auswertung erfolgte mit MassLynx 4.1. Die Kontrolle der Aufreinigung erfolgte per
UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Hierflr wurden die Peptidldsungen in 30 %
Essigsdure geldst. Als Laufmittelsystem wurde ACN/ddH.O (0,1 % TFA) verwendet. Das

16



4 Methoden

Molekulargewicht jeder Peptidvariante wurde theoretisch bestimmt und mit den ermittelten
Werten der UPLC-MS abgeglichen. Eventuelle Abweichungen der ermittelten

Molekulargewichte wurden berlicksichtigt. Das gereinigte Peptid wurde lyophilisiert.

4.2 Initiale Hydrolysestudie

Um eine generelle Spaltungsféhigkeit der D-Hydrolasen an den D-Aminoséuren der Peptide
nachzuweisen, wurde ein Testverdau durchgefihrt. Hierzu wurden die Massen der
theoretischen Spaltprodukte berechnet. Es wurde jeweils fir die Peptide und Enzyme ein
Hydrolyseansatz (0,1 M NaHPOs; 100 pM Peptid; 1 uM Enzym) angefertigt. Diese wurden
bei pH 8, 30 °C und 550 rpm inkubiert. Referenzwerte wurden vor Enzymzugabe und direkt
nach Enzymzugaben genommen. Proben wurden im Zeitraum von 30 bis 150 Minuten nach
Enzymzugabe entnommen. Die Analytik erfolgte mittels UPLC-MS (siehe 3.6). Hierfur
wurden die Peptidlosungen in 30 % Essigsdure geltst. Als Laufmittelsystem wurde
ACN/ddH20 (0,05 % FA) verwendet (Gradient: 5-100 in 5 min).

4.3 Natiirlich chemische Ligation (NCL)

Die NCL wurde verwendet, um den Peptid-a-Thioester (Parl0 1-67) mit dem N-terminal
Cystein-enthaltenden Peptid (Par10 68-92) unter Ausbildung einer nativen Peptidbindung zu
verknupfen. Hierflr wurden die Ligationsanséatze bei 25 °C und 300 rpm durchgefihrt. Der
pH-Wert der Ansdtze befand sich zwischen 7,0-8,0. Die Zusammensetzung der
Ligationsansatze befindet sich in Tabelle E.

Tabelle E: Zusammensetzung der Ligationsansétze

Peptid Thioester Thiol

1mM 1mM Thiophenol 0,5 % in NCL-Puffer
1 mM 2mM

1 mM 3mM

1mM 5 mM

1 mM 1 mM

2 mM 1 mM

3mM 1 mM

5mM 1 mM

1mM 1mM Thiophenol 0,5 % in NCL-Puffer
2 mM 1 mM

3 mM 1 mM

1 mM 1 mM in Guanidin (6 M)
2 mM 1 mM

3 mM 1 mM

1mM 1mM in Urea (10 M)

2 mM 1mM
17
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3mM 1mM

1 mM 3 mM Thiophenol 0,5 % DMF

3 mM 1 mM

1 mM 3mM MPAA (Spatelspitze)

3 mM 1mM

1mM 3 mM Thiophenol 0,5 % TFE

3 mM 1mM

1mM 3mM MPAA (Spatelspitze)

3 mM 1 mM

1mM 3 mM Thiophenol 0,5 % 1:0,6 DMF und NCL- Puffer
1 mM 3mM 2,5:1 DMSO und NCL-Puffer

Ansatzgrofe: 100 pl.
Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen, mit 3x LAEMMLI-Puffer

[Laemmli, 1970] versetzt und fur 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Analyse dieser Proben

erfolgte mittels SDS-Page nach LAEMMLI.

4.4 Reinigungsstrategien der Ligationsansatze

Die Analytik der Reinigungsversuche erfolgte mittels SDS-Page (Siehe 3.2)

4.4.1 Trennung nach Molekulargewicht / Molekularvolumen

Der Ligationsansatz wurde bei 4000 x g mit einer AmiconR-Filtereinheit (Cut off: 3000 MW)

mit schrittweiser Zugabe von 10 ml NCL-Puffer fiir 90 min zentrifugiert.

4.4.2 Trennung nach Polaren Wechselwirkungen

Der Ligationansatz wurde 1:20 mit 5mM HEPES (pH 8,2) verdinnt. Die Sdule des
Kationenaustauscher wurde nach den Schritten in Tabelle F behandelt.

Tabelle F: Ablauf der Kationenaustauschchromatographie

Schritt  Name Losung Volumen
1 Aquilibrieren 10 mM HEPES 200 pl
2 Waschen 10 mM HEPES 600 pl
3 Probe auftragen Probe: 1/20 verdinnt mit 5 mM HEPES
4 Waschen 10 mM HEPES 600 pl
5 Elutionsschritte 10 mM HEPES
50 mM NacCl 1000 pl
100 mM NacCl 1000 pl
200 mM NacCl 1000 pl
300 mM NacCl 1000 pl
400 mM NacCl 1000 pl
500 mM NaCl 1000 pl

Saule: Polymer 33 pm; 30 mg/ ml.
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4.4.3 Trennung nach Hydrophobizitaten

Die Trennung an der RP-HPLC erfolgte mithilfe von zwei verschiedenen Sdulen. Es wurden
von den Ligationsansatzen 90 pl entnommen und 10 pl 30 % Essigséaure hinzugeftigt. Davon
wurden 90 pl in die HPLC injiziert. Der Gradient der C-18-Sdule betrug 0-100 % ACN in
60 Minuten. Bei der C-8-Sdule betrug dieser 0 % ACN fiir 10 min, anschliefend 0-70 % ACN

in 50 min.

4.5 Aktivitdtstestung per PPlase-Assay

Die Messungen erfolgten bei 10 °C. Die Auswertung wurde mittels LabPro Plus und Sigma
Plot 14.0 durchgefihrt. Es erfolgte jeweils eine Referenzmessung ohne Parvulin. Die Ansétze
besalRen eine Grofe von 1.500 pl. Die Endkonzentrationen im Messansatz betrugen 8 uM
a-Chymotrypsin und 25 puM Substrat (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA). Die Konzentration an
Parvulin 10 (Wildtyp) wurde schrittweise von 0 bis 6 nM erhoht. Fir das Parvulin-Derviat
waren die a-Chymotrypsin- und Substratkonzentrationen zur Wildtypmessung identisch. Von

dem Parvulin-Derivat wurden schrittweise 0-6 pl eingesetzt.
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5 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollen drei verschiedene Parvulin 10 Varianten hergestellt werden. Bei jeder
dieser Varianten war jeweils exakt eine D-Aminosaure substituiert, um eine enzymatische

Spaltung durch D-Hydrolasen feststellen zu kénnen (siehe 1.3).

5.1 Synthese der Par10- Varianten

Es wurden drei Peptidvarianten fur das C-terminale Fragment (68-92), (Pf (F81f); Py (Y83y)
und Pv (Y81v)), mittels SPPS hergestellt und anschlieRend gereinigt.

Das N-terminale Fragment (1-67) konnte in E.coli (Stamm: ER2556) exprimiert werden und
wurde mit Hilfe einer Kombination aus Affinitatschromatographie und Proteinspleifiens zum

fertigen Produkt umgebaut.

5.1.1 Generierung des N-terminalen Par10-Fragmentes (1-67) als Thioester

Das N-terminale Parl0-Fragment wurde in dem E. coli (Stamm: ER2566) als Thioester
fusioniert an eine Intein-Chitin-Bindedomane exprimiert. Den Erfolg der Expression ist durch
den Vergleich der Anwesenheit einer Bande fur die Intein-Chitin-Bindedoméne vor Induktion
(0.IPTG) und nach Zellaufschluss (n.Z.) zu erkennen (Abb. 1). Hier zeigt sich die erfolgreiche
Expression des Peptidfragmentes (1-67). Die Intein-Chitin-Bindedémane mit Thioester (1-67)
besitzt eine GroRe von circa 32 kDa. Diese ist in der Probe ,,0.IPTG* nicht als eindeutige
Bande zu sehen. Im Vergleich hierzu erscheint nach Zellaufschluss (Bande n.Z.) eine
eindeutige scharfe Bande bei etwa 32 kDa. In der Zellkultur war nach Induktion also
Thioester + Intein vorhanden. Somit konnte die Biosynthese Uber IPTG erfolgreich eingeleitet
werden. AnschlieBend erfolgte die Umsetzung des Thioesters durch Thiol-vermitteltes
(MESNA) Proteinspleiflen. Diese Umsetzung wurde mittels UPLC-MS (Anhang 1) bestatigt.
Die Elution des Thioesters erfolgte nach Tabelle D. Dabei wurden die Elutionschritte
gesammelt und auf ihren Gehalt an Thioester untersucht. Fir die qualitative Einschatzung
wurde eine SDS-Page angefertigt (Abb. 1). Alle Elutionsschritte zeigen durch die
Anwesenheit einer Bande bei etwa 7 kDa an, dass sich Thioester in der Probe befindet. Bei
den Elutionen 6a und 6b ist die Konzentration am Hochsten (Abb. 1). Dies ist an der Starke
der Banden zu erkennen. In allen Ansdtzen lassen sich unspezifische Nebenprodukte
nachweisen. Die Probe, in der nur die Beads aufgetragen wurden, zeigt nur eine Bande.
Daraus  kann  geschlussfolgert ~ werden, dass dort kein  Thioester — mit
Intein-Chitin-Bindedoméane mehr gebunden war. Somit war die Elution des Thioesters

vollstandig moglich.
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Abbildung 1: SDS-Gel der Synthese des Par10 (1-67).

Das Elektropherogramm (17,5 %-ige SDS-Page geférbt mit Coomassie) zeigt die Aufreinigung des
Par10-Fragmentes mittels Affinitdtschromatographie. Protein Ladder (PL): Page RulerTM — Prestained Protein
Ladder (Anhang 5). (LL): Page RulerTM — Unstained Low Range Protein Ladder. (0. IPTG): E. coli-Kultur vor
Zugabe von IPTG. (n. Z): Nach Zellaufschluss. (E4-E6): Elutionschritt 4-6.

5.1.2 Synthese und Reinigung der C-terminalen Par10-Fragmente (68-92)

Die Peptide wurden mittels SPPS (siehe 1.5) von Dr. rer. nat. Lars Franke erzeugt und vor der
Reinigung mittels UPLC-MS auf ihre Richtigkeit kontrolliert. Somit konnte der Erfolg der
Synthese nachgewiesen und auf der Grundlage des Laufmittelverhéltnisses eine Abschatzung
der Bedingungen fir eine Reinigung bestimmt werden. Die Detektionsgrenze liegt bei
2000 m/z, wahrend das Peptid Pf eine berechnete Masse von 2897 m/z besitzt Dadurch erfolgt
im Spektrum eine Auswertung von mehrfach geladenen Spezies. Die theoretisch bestimmten
Massen und ihre Ladungen sind in Anhang Bl zu finden. Nach der Durchfiihrung des
UPLC-MS des Peptides Pf (F81f) ist festzustellen, dass A) das Peptid in der Lésung vorliegt
(Abb. 2). Es kdnnen im Chromatogramm und Massenspektrum die berechneten Peptidmassen
und unspezifische Nebenprodukte nachgewiesen werden (Abb. 2) (Anhang B1, B2). Diese
sind nach der Synthese durch ein Doppelsignal mit kleineren Nebensignalen und einer weiten
Streuung zu erkennen (Abb. 2 A)). Auch andere, nicht dem Peptid zugeordnete Signale sind
enthalten. Das Doppelsignal liegt bei einer Retentionszeit von 2,33 Minuten (44,27 % ACN)
und 2,64 Minuten (50,16 % ACN). Der Erfolg der Reinigung des Peptides mittels praparativer
HPLC kann durch UPLC-MS bestétigt werden. Nach der Reinigung erkennt man, dass ein
einzelnes Signal im Chromatogramm auftritt. Die UPLC-MS Auswertung (Abb 2 B)) B)
ergibt, dass das Peptid nach 53 % ACN (Retentionszeit: 2,64 Minuten) durch das
Massenspektrometer detektiert wird (Abb. 2 C)). Das Auftreten eines einzelnen Signals zeigt,
dass eine erfolgreiche Aufreinigung mdoglich ist. Im Massenspektrum C) sind zwei Signale

mit einer Intensitat Gber 50 % zu finden. Das Signal bei einem m/z von 724 besitzt eine
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Intensitat von 100 %. Es kann als [M + 4 H]**-Signal von Pf zugeordnet werden. Mit einer
geringeren Intensitat bei etwa 80 % ist das Signal bei einem m/z von 966, welches dem
[M + 3 H]**-Signal entspricht. Der Anteil des m/z von 1448, dem [M + 2 H]**-Signal
zuzuordnen, betragt etwa 15 %. Es kdnnen unspezifische Substanzen im Chromatogramm und
Spektrum festgestellt werden. Aufgrund der Detektionsgrenze von 2000 Da, ist die einfach
geladenen Spezies (2897 [M + H]") im Massenspektrum nicht vorzufinden. Die Spektren der
Peptide Py und Pv wurden analog zu Pf ausgewertet (Anhang B1; B2). Die zuvor berechneten
Massen sind in den Spektren zu finden. Somit war die Synthese und Aufreinigung der Peptide

Py mit einer Grof3e von 2897 Da und Pv mit einer Grof3e von 2833 Da erfolgreich.
A) B)

2,64 2,60

N ;\
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-
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5 5
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Abbildung 2 UPLC-MS Analyse und Reinigung des synthetisierten Peptides Pf.

Abgebildet sind die Chromatogramme des Peptides Pf vor und nach der Reinigung der HPLC. Zusétzlich sind
die Massen des Peptides nach der Reinigung im Massenspektrum aufgezeigt. A) Chromatogramm: Auftragung
der relativen Haufigkeit der Massen (%) gegen die Zeit (min) von Peptid Pf vor der préaparativen HPLC. B)
Chromatogramm: Auftragung der relativen Haufigkeit der Massen (%) gegen die Zeit (min) von Peptid Pf nach
der préaparativen HPLC. C) Massenspektrum: Auftragung der relativen Haufigkeit (%) der Massen gegen das
Ladungsmasseverhéltnis (m/z) des Peptides Pf nach der Reinigung mittels préparativer HPLC.
Messbedingungen: UPLC-MS — Sdule: Waters Acquity UPLC-@BEH C8; 220nm, 420 nm;
Ldsungsmittelgradienten 5-100 % ACN/H0 (0,1 % TFA); 5 min; 0,3 ml/min; 30 °C.

5.2 Initiale Hydrolysestudie

Die Auswertung der Hydrolysestudie erfolgte tber UPLC-MS. Vorhersagen uber die
Hydrolyse der Peptide konnten tendenziell bestétigt werden (Tab. G), (Anhang B3). Die

22



5 Ergebnisse

Hydrolase PbP5 wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt. Pf wurde durch DHyl, 3 und 4
hydrolysiert. Das zeigen der verringerte Gehalt an Edukten und das Auffinden von
Hydrolyseprodukten mit geringeren m/z als das Edukt (689 [M + 2 H]?*; 770 [M + 2 H]?**;
1539 [M + HJ]") in den Massenspektren. Beim Enzymverdau mit DHy2 wurden keine
zusétzlichen Signale durch die UPLC-MS nachgewiesen. Dies gilt ebenso fur die Hydrolase
PbP5. AulRerdem war der Gehalt an Edukten nach Enzymverdau identisch, mit denen vor der
Reaktion (Anhang B3). Somit kann fiir das Peptid Pf durch DHy1, 3 und 4 eine Hydrolyse
stattfinden. Nicht mdglich ist dies fir die Enzyme DHy2 und PbP5. Nach der Reaktion von Py
mit DHy2, 3 und DHy4 kann Produkt (880 und 579 [M + 2 H]**) nachgewiesen werden, somit
findet hier eine Hydrolyse statt. Gleichermal3en zu den Ergebnissen fiir Pf, findet auch bei Py
keine Hydrolyse durch DHy1 und die Negativkontrolle PbP5 statt. Bei der Verdauung von Pv
kam es nur bei DHy1 und 4 zur Hydrolyse. Fur DHy4 kann nach Verdau sowohl Edukt (708
[M + 4 HJ*; 944 [M + 3 HJ*), als auch in geringerer Konzentration Produkt
(848 [M + 2 H]*") nachgewiesen werden. Alle anderen getesteten Hydrolasen spalten Pv

nicht. Der Peptidgehalt vor und nach der Reaktion ist identisch (Anhang B3).

Tabelle G: Hydrolyse der synthetisierten Peptide durch D-Hydrolasen.
dargestellt sind die D-Hydrolasen und ihre Féhigkeit die Peptide Pf, Py und Pv zu hydrolysieren (s. Anhang 2).

Enzym Hydrolyse
Peptid Pf (F81f) Peptid Py (Y83y) Peptid Pv (Y83v)
Dhy1l + - +
Dhy2 - + -
Dhy3 + + -
Dhy4 + + +
pbp5 - - -

30 °C; pH 8; 550 rpm; 1 uM Enzym; 100 pM Peptid
5.3 Natiirlich chemische Ligation (NCL)

Zur Evaluierung der idealen Reaktionsbedingungen wurden mit Peptid Pf verschiedene
Ligationsansatze durchgefiihrt. Hierbei erfolgte eine Variation in der Parvulin- und der
Thioesterkonzentration, sowie die Verwendung verschiedener Puffer und Zusétze. Alle
Reaktionen wurden bei 25°C und 300 rpm durchgefuhrt. Keine Ligationsreaktion war

vollstandig. Dies beeinflusst die Produktkonzentration.

5.3.1 Vergleich Parvulin- und Thioesterkonzentration

Um die maximal mogliche Ausbeute der NCL bestimmen zu konnen, wurde die
Konzentration des Thioesters erfasst. Diese ist fir die Reaktion der NCL der limitierende
Faktor. Um die Konzentration des Thioesters zu berechnen, wurden definierte

Konzentrationen Parvulin gegen verschiedene Mengen des Thioesters auf einer SDS-Page
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verglichen (Anhang B5). Die Intensitat der Banden von 2 uM Parvulin und 8 ul einer 2:1
Thioester-Puffer-Verdunnung sind ubereinstimmend. Das Verhaltnis von Thioestern zur
freien Sdure wurde per UPLC-MS bestimmt (Abb. 3), da diese nicht auf einer SDS-Page
unterschieden werden konnte. Die Grof3e des Thioesters ist mit 7347 Da zu &hnlich zu seiner
freien Sdure mit 7222 Da. Dabei betragt das Verhaltnis Thioester/ freie S&ure circa 1:0,57.
Auf Grundlage dieser Ergebnisse liel? sich eine Konzentration an Thioester in der Stocklésung

von 2 uM ermitteln.

Abbildung 3 Masse des Thioester- freie Sdure Verhaltnis

Das Massenspektrum zeigt das Verhaltnis von Thioester (7347 Da) zu freier Saure (7222 Da), welche durch
Hydrolyse des Esters entsteht. Messbedingungen: UPLC-MS — Sdule: Waters Acquity UPLC-@BEH C8;
220 nm, 420 nm; Losungsmittelgradienten 5-100 % ACN/H-0 (0,1 % TFA); 5 min; 0,3 ml/min; 30 °C.

5.3.2 Ligation in NCL-Puffer mit verschiedenen Peptidkonzentrationen

In dieser Ligation wurden die Peptid-Thioesterverhdltnisse variiert. Die Auswertung des
Ligationsversuches erfolgte mittels SDS-Page (Abb. 4). Die Reaktanten der Ligation kann
man auf den Banden 10 kDa (Parvulin-Derivat), 7 kDa (Thioester bzw. dessen freie Sdure)
und bei circa 3 kDa (Peptid) sehen. Es zeigt sich, dass die Ligation bei Peptid- und
Thioestertiberschuss (3 mM) am besten funktionierte, da hier die Bandenstarke bei 10 kDa
zunahm. (Abb. 4). Jedoch wird bei zu hohem Uberschuss an Thioester oder Peptid (5 mM)
kein Parvulin mehr gebildet, die Bandenintensitat nimmt ab. Es wurde festgestellt, dass in
allen Ansétzen kurz nach Reaktionsbeginn Edukte oder Produkte ausfielen, deshalb ist die
Bandenstarke bei 3 und 7 kDa noch stark zu sehen. In allen Ansétzen lassen sich
unspezifische Nebenprodukte auf der Hohe von 14,5 kDa nachweisen (Abb. 4). In Thioester
enthaltenen Proben ist eine Bande auf 25kDa zu sehen. Dies ist anscheinend die
Intein-Chitin-Bindedomane, welche durch die Elution der S&ule mit heruntergetragen wurde.

Dieselbe Bande ist auch bei der Auswertung der Synthese des Thioesters zu finden (Abb. 1).
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Abbildung 4 SDS-Gel der Ligation des Par10 in NCL-Puffer.

Das Elektropherogramm (17,5 %-ige SDS-Page gefarbt mit Coomassie) zeigt die Ligation der Parl0 Fragmente
mittels verschiedener Konzentrationen an Peptid und Thioester. Low Ladder (LL): Low Range Protein Ladder
(Anhang 5). (WT): Wildtyp Parvulin 10. (P): Peptid Pf (D-Phenylalanin). (TE): Thioester. TE 1-5: Peptid 1 mM,
Thioester 1-5 mM. P 1-5: Peptid 1-5 mM, Thioester 1 mM

5.3.3 NCL mit verschiedenen Peptidzusdtzen und Thiolen

Im Rahmen der Ligation wurden verschiedene Lésungsmittel als Alternative zu NCL-Puffern
untersucht. Dabei wurden unter anderem DMF und TFE verwendet. Gleichzeitig wurden auch
zwei verschiedene Ester auf ihre Effektivitat untersucht. Zum einem Thiophenol, andererseits
MPAA (Abb. 5 — T, M). Die Auswertung der Ligation erfolgt mittels SDS-Page (Abb. 5).
Ansétze, die sich nur in Losungsmitteln unterscheiden, zeigen gleiche Bandenintensitaten.
Unterschiede werden in F1T und F1M sichtbar. In F1T bildete sich Parvulin, dies erkennt
man am Erscheinen bei 10 kDa. Diese beiden Ansatze unterscheiden sich nur in der Zugabe
des Thiols. Daher wird die Produktbildung durch die Thiole beeinflusst. Aufgrund der

Bandenintensitaten im Gel ist Thiophenol, das bessere Thiol fur die Ligation (F1T).

25



5 Ergebnisse

Abbildung 5 SDS-Page der Ligation des Par10 mit NCL-Puffer.

Das Elektropherogramm (Tris/Tricine SDS-Page gefarbt mit Coomassie) zeigt die Ligation der Par10 Fragmente
mittels verschiedener Losungsmittel an. Low Ladder (LL): Page Ruler™ — Unstained Low Range Protein Ladder
(Anhang 5). D — DMF; F — TFE; 1 — Pf:TE/1:3; 3 — Pf:TE/3:1; T — Thiophenol; M — MPAA

5.3.4 Ligation mit chaotropen Salzen

Fur diese Ligation wurden verschiedene Puffer verwendet (Anhang B6). Die Auswertung
erfolgte sowohl per SDS-Page, als auch mit UPLC-MS (Anhang B6). Die SDS-Page zeigte
bei keiner Migrationsbande Produkt an. Ausnahme ist die Probe P, welche nur das Peptid
selbst beinhaltet. Diese zeigt eine leichte Konzentration von Produkt an. In allen Ansétzen
lassen sich unspezifische Nebenprodukte nachweisen. Fir die UPLC-MS wurden Proben der
2 mM Peptid Pf Ansdtze genommen. Die Auswertung der UPLC-MS (Anhang B6) ergab,
dass in keinem der Ligationsansatze Parvulinl0 vorhanden war. Thioester wurde nicht
aufgefunden. Dimere des Peptides (68-92) (5792-5795 [M + H]*) sind in den Spektren

erkennbar. In allen Ansétzen lassen sich unspezifische Nebenprodukte nachweisen.

5.3.5 NCL mit organischen Ldsungsmitteln

Um die Loslichkeit der Edukte der NCL zu erhdhen, wurden verschiedene organische
Losungsmittel zugesetzt. Mithilfe einer SDS-Page wurden die Ergebnisse uberprift (Abb. 6).
Da sich Reaktanten abgesetzt haben, wurden auch Proben des Uberstandes bzw. der
abgesetzten Pellets entnommen. Die NCL mit DMF zeigt keine sichtbare Ligationsprodukte
an. In der Ligation mit DMSO wird durch eine Bande bei 10 kDa sichtbar, dass sich ein
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Parvulin-Derivat gebildet hat. Dieses setzte sich nach einiger Zeit ab und war im Pellet
(DMSO-DL) zu finden. In den anderen beiden Fraktionen war kein Produkt auffindbar.

Abbildung 6 SDS-Gel der Ligation des Par10 mit NCL-Puffer.

Das Elektropherogramm (Tris/Tricine SDS-Page, gefarbt mit Coomassie) zeigt die Ligation der ParlO-
Fragmente mittels verschiedener organischer Losungsmittel an. Low Ladder (LL): Page Ruler™ — Unstained
Low Range Protein Ladder (Anhang 5). All — Ansatz; US — Uberstand; DL - Pellet

In Tabelle H werden die Ligationen miteinander verglichen und subjektiv bewertet.

Tabelle H: Vergleiche und Bewertung der Ligationsoptimierungen
dargestellt sind auszugsweise untersuchte NCLs, sowie verschiedene Optimierungsversuche. Diese wurden nach
ihrem subjektiven Erfolg bewertet. Weitere NCLs sind in Anhang 1 zu finden.

Optimierung Untersuchte Bedingungen Bewertung Verweis
Verhéltnis Ester- «1:1 ++ Abb. 4
Peptid «1:2 +++
In NCL-Puffer «1:3 ++++

«1:5 +

«1:1 ++

e2:1 +++

«3:1 ++++

51 +
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Verschiedene « DMF und Thiophenol Abb. 5
Peptidzusatze  und . Ester-Peptid Verhaltnis > 1:3 +
Thiole -2 31 -
« DMF und MPAA
« Ester-Peptid Verhéltnis > 1:3 +
2> 31 -
« TFE und Thiophenol
« Ester-Peptid Verhaltnis > 1:3 ++
2> 31 -
« TFE und MPAA
« Ester-Peptid Verhéltnis > 1:3 +
2> 31 -
Ligation mit « NCL-Puffer Anhang B6
chaotropen Salzen « Ester-Peptid Verhéltnis > 1:1 -
2> 21 -
2> 31 +

« Guanidin (6 M)
« Ester-Peptid Verhéltnis > 1:1 -
221 -
2> 31 +
« Urea (10 M)
« Ester-Peptid Verhéltnis > 1:1 -
221 -
2> 31 +
NCL mit organischen «Ester-Peptid (H20) Verhéltnis > - Abb. 6
Losungsmitteln 1:3
in NCL- Puffer
Zusatz: 100 pl DMF
++
« Ester-Peptid (H20) Verhaltnis >
1:3
in NCL- Puffer
Zusatz: 150 ul DMSO

Die Ausbeute an Parvulin-Derivat konnte durch mehrere Optimierungsprozesse etwas
gesteigert werden. Der Umsatz der Ligation war jedoch nicht quantitativ, da sich stets Anteile
der Edukte im Ansatz befanden. Um das Parvulin auf Aktivitdt untersuchen zu kénnen
mussen die Edukte aus den Ansétzen entfernt werden.

Fur die Untersuchung der Aktivitdt von Parvulin wurden verschiedene Ansatzstrategien
getestet. Beim besten Ansatz wurde ein Peptid-Thioester-Verhéltnis von 1:3 verwendet. Die
Umesterung sollte bei pH 7,5 mittels Thiophenol erfolgen. Fur eine Ansatzgrél3e eigen sich
100 pl zuziglich DMSO als Losungsmittel. Mit einem Ansatz dieser Parameter wurde die

grofte Ausbeute erreicht und verschiedene Reinigungsstrategien getestet.
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5.4 Reinigungsstrategien

Um vom synthetisierten Parvulin-Derivat die Aktivitat zu bestimmen, wurden verschiedene
Reinigungsschritte ausgefuhrt. Diese sollten zum einen die Edukte von dem Produkt trennen,
zum anderen das Parvulin in eine stabilere Umgebung bringen. Dabei wurden die
verschiedenen physikochemischen Eigenschaften der Reaktanten ausgenutzt. So konnte eine
Trennung nach molekularem Volumen bzw. Radius erfolgen. Beide Edukte sind deutlich
Kleiner als das Produkt und eine Separation nach dem Molekulargewicht ist moglich. Diese
Trennung erfolgte durch eine AmiconR-Filtereinheit und Zentrifugation. Eine zweite
Madglichkeit ist, die unterschiedlichen ionischen Wechselwirkungen des Peptides (pl = 8,19)
und des Parvulins (pl = 9,28) bzw. des Thioesters (pl = 9,26) zu nutzen. Hierbei wurden
Kationenaustauscher verwendet, um das Peptid abzutrennen. Auflerdem besitzen die
Ligationsreaktanten unterschiedliche Hydrophobizitaten. Dies wurde fir eine Trennung
mittels RP-HPLC ausgenutzt. Dabei wurden verschiedene Sdulen getestet. Diese

unterscheiden dich in ihren hydrophoben Eigenschaften.

5.4.1 Molekulargewicht / Molekularvolumen

Um die Edukte zu entfernen, wurde der NCL-Ansatz mittels einer AmiconR-Filtereinheit
(MWCO: 10.000 MW) zentrifugiert. Der Erfolg dieser Methode wurde anschliefend per
SDS-Page uberprift (Anhang B7). In Probe ,,Konz*. sieht man sowohl Produkt (11001 Da)
als auch beide Edukte (7347 Da; 2897 Da).

5.4.2 Polare Wechselwirkungen

Die Trennung Uber ionische Wechselwirkungen erfolgt aufgrund verschiedener pl-Werte der
einzelnen Komponenten der NCL. Es wurde mit einem starken polymeren
Kationenaustauscher gearbeitet. Das Ergebnis der Trennung wurde per SDS-Page (Abb. 7)
visualisiert. In allen Probenfraktionen (P1-4) befinden sich sowohl Peptidfragment als auch
Thioester. Das Peptid wurde auch im Waschschritt (W) heruntergeldst. Bereits bei einer
Salzkonzentration von 50 mM (50) wurde das Produkt eluiert. In den nachfolgenden

Fraktionen (100 — 500) wurde kein Peptid mit heruntergespilt.
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Abbildung 7 SDS-Gel NCL nach Kationenaustauscher.

Das Elektropherogramm (Tris/Tricine SDS-Page; Silberfarbung) die Fraktionen der NCL nach einem
Kationenaustauscher (LL): Page Ruler™ — Unstained Low Range Protein Ladder; P — Probe; W — Waschschritt;
50 — 500 — Konzentration von NaCl in mM

5.4.3 Hydrophobizititen

Die Trennung der Ansétze erfolgte aufgrund der Hydrophobizitat der Reaktanten. Peptide,
welche hydrophober sind, werden langer zurlickgehalten. Dabei ist der pH-Wert aufgrund des

Laufmittelsystems (0,1% TFA) sehr sauer.

C18-Saule

Der Erfolg der Trennung mittels C18-S&ule wurde per SDS-Page und Chromatogramm
(Anhang B8) dokumentiert. Dabei wurden zwei verschiedene NCL-Ansatze verwendet, um
mdoglicherweise Vergleichswerte der NCLs zu erhalten. Im TFE enthaltenen Ansatz sind
weder Edukte noch Produkt auf dem Gel sichtbar. Bei der Ligation in NCL-Puffer konnten
Edukte und Produkt aufgefangen werden. Dabei ist ersichtlich, dass zwischen 49 und 55 %
ACN sowohl Peptid und Thioester als auch Parvulin von der Saule gel6st werden. In Probe

N49 erscheinen alle Edukte in einem Peak.

C8-Saule

Mithilfe einer SDS-Page und Chromatogramm wurde die Trennung mittels C8-Sé&ule
ausgewertet (Abb. 8) (Anhang B8). Dabei ist zu sehen, dass die Trennung des Thioesters von

den anderen Reaktanten gelang. In den Proben 41,6 bis 43,0 ist reiner Thioester ohne Parvulin
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zu erkennen. Die Banden 43,6 bis 47,6 zeigen Parvulin sowie ein Teil des Peptides. Das
Peptid erstreckt sich durch alle aufgefangenen Peaks, die im Zusammenhang mit der Ligation
stehen. Kleinste Mengen des Thioesters kdnnen in Bande 43,6 detektiert werden, jedoch ist

die zugehdrige Bande in Probe 47,6 verschwunden.

Abbildung 8 SDS-Gel NCL nach hydrophober Trennung per HPLC (C8).

Das Elektropherogramm (Tris/Tricine SDS-Page gefarbt mit Coomassie) zeigt aufgefangenen Peaks nach der
HPLC-Trennung (LL): Page Ruler™ — Unstained Low Range Protein Ladder; TE — Thioester; WT - Parvulin 10
(Wildtyp) [Zahl] - % ACN bei welchem der Peak erschien.

Die Reinigungsstrategien werden in Tabelle | miteinander verglichen und hinsichtlich ihrer
Effektivitat miteinander verglichen.

Tabelle I: Vergleiche der Reinigungsstrategien

Reinigungsstrategie Erfolg Verweis
Molekularvolumen/  Amicon® Anhang B7
Molekulargewicht MWCO - 3000 -

- 5000 -

- 10.000 -
Polare Strata X-CS starker Polymerer | + Abb. 7

Wechselwirkungen Kationenaustauscher

SP Sepharose HP Kunstharz | -
Kationenaustauscher

Hydrophobizitét Nucleodur 100-5 C18ec - Anhang B8
Reverse Phase C8 ++ Abb. 8

Dargestellt sind die getesteten Reinigungsstrategien sowie deren Erfolg im Vergleich.
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Ligations-Upscaling

Die Ausbeute des Parvulin-Derivates liel} sich mit mehreren Optimierungsprozessen etwas
steigern. Da die Aktivitat des Parvulins untersucht werden sollte, gab es zwei Ansétze, die
verwendet werden konnten, um eine ausreichende Menge an Parvulin zu erhalten. Einerseits
wurde versucht, die Edukte durch verschiedene Verfahren aus dem Ansatz zu entfernen, um
reines Parvulin zu generieren. Dieser Erfolg der Reinigungsstrategien lie sich nur bedingt
feststellen, da in der NCL durch die geringe und schwer einzuschatzende
Thioesterkonzentration, kein quantitativer Umsatz stattfand. Der zweite Gedanke, die
AnsatzgroBe zu  vergroBern  resultierte  weiterhin  in  einer  unzureichenden

Parvulinkonzentration.

5.5 Bestimmung der Aktivitat

Von dem mittels Kationenaustauscher gereinigten Parvulin-Derivat aus (Abb. 6) wurde die
Aktivitat der generierten Variante bestimmt. Die Messung der Parvulin-Aktivitat erfolgt tGber
einen Protease-gekoppelten PPlase-Assay nach FISCHER. Durch eine Variation der
Konzentrationen an Parvulin zwischen 1 und 6 nM konnte eine Abhédngigkeit mit der
Reaktionsgeschwindigkeit festgestellt werden. Dartiber hinaus liel sich ein Kca/km von 4,70
fur das Parvulin-Derivat bestimmen (Tab. J). Diese Messungen wurden sowohl fur
Wildtyp-Parvulin 10, als auch flr die generierte Variante Parvulin 10 — Pf, durchgeftuhrt und
anschlieBend mit den Literaturwert verglichen. Die Werte befinden sich in der gleichen
GroRenordnung. Der Vergleich mit dem Parvulin-Derivat zeigt mit einem Verhatlnis von
1/0,53 eine stark verminderte Aktivitat an.

Tabelle J: Parvulinaktivitaten im Vergleich.
Die einzelnen Kea/Km - Werte der Parvuline im Vergleich mit dem Literaturwert. Zusétzlich sind die umgesetzten
Substrate aufgelistet.

Substrate Keat/Km X 108 [M/s]
Fischer! Glt-Ala-Ala-Pro-Phe-NHNp 14,60
Parvulin 10 Wildtyp Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 8,95
Parvulin 10 - Pf Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 4,70

![Fischer, 1984]

Der cis-Anteil an Substrat (Glt-Ala-Ala-Pro-Phe-NHNp) liegt laut FISCHER bei 10,0 £ 1,5 %
[Fischer, 1985]. Bei Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA liegt der ermittelte cis-Anteil bei
17,53 £ 3,3 %.
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6 Diskussion

In Kapitel 5 wurden die Ergebnisse dieser Arbeit vorgestellt. Im folgenden Kapitel sollen die
Erfolge aufgezeigt, kritisch hinterfragt und auf Herausforderungen hingewiesen, sowie an
gegebener Stelle Ldsungsvorschldage und Perspektiven fir folgende Arbeiten dargestellt

werden.

6.1 Synthese Par10 (1-67) als Thioester

Die Synthese des Thioesters wurde erfolgreich Intein-vermittelt durchgefiihrt und konnte
sowohl in SDS-Pages als auch massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Abb. 1; 3). Die
Expression in E. coli, der Zellaufschluss und die Thioestergenerierung mittels Proteinspleif3en
waren erfolgreich. Die Reinigung des Parl10-Fragmentes wurde mittels SDS-Page mit Proben
von verschiedenen Reinigungsschritten der Affinitatschromatographie, sowie der Expression
und des Zellaufschlusses ausgewertet (siehe 5.1.1). In den beiden Migrationsbanden ,,0.IPTG*
und ,n.Z werden Proben gezeigt, welche kurz nach der Induzierung mit IPTG,
beziehungsweise nach Zellaufschluss der E. coli-Kultur (Stamm: ER2566), entnommen
wurden. Die Probe ,,n.Z.“ enthalt das Par10-Fragement (1-67) mit Intein (32 kDa). GroRere
Proteinstrukturen stammen vermutlich aus E. coli-Zellen. Die Proben ,,E5*“ und ,,E6 weisen
eine erhohte Konzentration des Parvulinfragmentes (1-67) auf (Abb. 1). Die Elutionsproben
(E4-E6) wurden (ber einen Zeitraum von 12 Stunden genommen. Mit fortschreitender Zeit
wird der Erfolg des ProteinspleiBens sichtbarer, die Bildung und Elution des Thioesters von
den Chitinbeads nimmt zu. Bei der erneuten Elution mit B4-Puffer nach Tab. D war der
Thioester enthalten (Abb. 1; Anhang B5, B6). Die Migrationsbande ,,Beads* zeigt eine Bande
bei 25 kDa, was der GroRe des Inteins mit der Chitinbindedoméne entspricht. Es zeigt den
Erfolg des Thiol-induzierten ProteinspleiRens, da der Inteinkomplex mit Par10-Fragment eine
GroRe von 32 kDa besitzt. Die Differenz von 7 kDa ware auf der SDS-Page erkennbar. Die
Abwesenheit der Bande bei 32kDa zeigt, dass die Aufreinigung mittels
Affinitatschromatographie sehr gut funktionierte. E6 weist eine hohe Konzentration an
Thioester auf (Abb. 1). Innerhalb der Inkubationszeit konnte das ProteinspleilRen
abgeschlossen werden und ein Maximum an Thioester erhalten werden (Tab. D). In wassrigen
Losungen kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Thioester hydrolysiert und freie Sdure
gebildet wird. Aufgrund des ahnlichen Molekulargewichtes der freien Saure (7222 [M + H]")
ist es nicht moglich, zwischen dem Thioester und der freien S&ure in dem Gel der SDS-Page
zu unterscheiden (Abb. 1). Daher wurde versucht, mit Hilfe der Massenspektrometrie
(Abb. 3), das Verhéltnis beider Massen zueinander zu bestimmen. Es konnte ein Verhéltnis
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von 1:0,57 ermittelt werden. Da die freie Saure nicht vom Thioester getrennt werden kann,
wird in folgenden Erwahnungen nur von Thioester gesprochen. Nach Auswertung der
SDS-Page (Anhang B5), betragt die Konzentration des Thioesters in der Stammldsung circa
2 UM,

6.2 Synthese und Aufreinigung der Par10-Fragmente (68-92)

Die von Dr. rer. nat. Lars Franke mittels SPPS synthetisierten Par10-Fragmente lagen als
Rohprodukte vor und mussten gereinigt werden. Diese Aufreinigung konnte erfolgreich
durchgefuhrt werden (siehe 5.1.2). Hierfiir wurden etablierte Reinigungsverfahren der AG
Bordusa verwendet (siehe 4.1.2; 4.1.3). Die an den gereinigten Peptiden durchgefihrten
UPLC-MS-Analysen zeigten jeweils Einzelpeaks mit den erwarteten Molekulargewichten
(= 1) (siehe 5.1.2; Anhang B1). Pf und Py zeigen gut erkennbare Einzelpeaks in den
Chromatogrammen (Anhang B2). Nach der HPLC-Reinigung ist bei Peptid Pv ein
Doppelpeak zu sehen. Die N&he der beiden Peaks lasst darauf vermuten, dass es sich um
Analoge des Peptides Pv handelt (Anhang B2). In den Massenspektren aller Peptide nach der
Reinigung sind zusétzliche, unspezifische Massen zu erkennen. Da diese im selben Signal wie
die Peptidmassen liegen, konnen sie dem Peptid zugeordnet werden. Vermutlich handelt es

sich hierbei um Fragmentierungen, die bei der lonisierung im Massenspektrometer entstehen.

6.3 Initiale Hydrolysestudie

Die Vergleichswerte fur die Auswertung des enzymatischen Peptidverdaus stammen aus der
Vorarbeit von Lennart Hartig mit D-Phe, D-Tyr, D-Val und den D-stereospezifischen
Hydrolasen [Hartig, 2018]. Seine Arbeit bezog sich auf initiale Versuche zur Bestimmung der
Selektivitat der D-Aminosdurespezifischen Hydrolasen und wurde vereinfacht an einem
Modellpeptidsystem  durchgefiihrt. Das  Modellsystem  wurde hier durch ein
Alanin-Screening-Systems innerhalb einer Peptidbibliothek vom Typ
Abz-AAXFAA-K(DNP)-OH dargestellt. Im Gegensatz dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit
langere Peptide (25 AS) verwendet, die eine breitere Auswahl an Aminoséduren enthalten. Ein
so langes Modellpeptid bedingt allein aufgrund seiner Grofie eine Struktur, welches es
Enzymen erschweren konnte, Zugang zur D-Aminosdure zu erhalten. Doch auch die
sekundaren Wechselwirkungen der Aminosdure-Seitenketten verdndern den Zugang und die
Wirkung der Enzyme auf das Peptid. Somit unterscheiden sich beide Substratmodelle stark in
ihrer Art und Komplexitat. Vergleiche mit HARTIG lassen sich nur bedingt anstellen. Dennoch
geben die Vorarbeiten von HARTIG ein Indiz auf die prinzipielle Hydrolyse der Peptide durch

die verwendeten Enzyme. Analoges gilt fur die Forschung von MULLER, welcher die
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Substratspezifititen von PBP5 ermittelte [Mduller, 2021]. Dieses Enzym hydrolysiert die
Umsetzung von D-Alanin, und kann so als Negativkontrolle fir die Hydrolysestudie dieser
Arbeit verwendet werden. Die unterschiedliche Lange der Substrate (Hartig: 7 Aminoséuren;
eigene Arbeit: 25 Aminosduren) kann zu einer unterschiedlichen Akzeptanz gegeniber den
Hydrolasen fiihren. So kann beispielsweise eine Langenlimitation auftreten. Dies bedeutet,
dass durch die Struktur oder L&nge der Aminosaurenkette, diese nicht in die Bindetasche der
Hydrolasen einfligen ldasst. Somit ware prinzipiell eine Hydrolyse moglich, aber die
Substratakzeptanz reicht nicht aus, um dies zu Uberprifen. Dies wirde die Enzyme fur den
diagnostischen Einsatz ungeeignet machen. Die DHyl ist vermutlich l&ngenlimitiert. Drei
zusétzliche Aminoséuren N-terminal der D-Aminosdure sind das Maximum fur einen
erkennbaren Umsatz der Substrate. C-terminal hingegen ist kein Limit der Aminoséureanzahl
erkennbar. Alle weiteren DHys haben bis zu vier Aminosduren N- und C-terminal der
Spaltstelle keine nachweisbare Beschrankung hinsichtlich der L&nge des Peptids
[persdnliche Korrespondenz mit Dr. Andreas Simon].

6.3.1 Hydrolysestudie Peptid Pf (F83f)

Die erhaltenen Daten aus der Hydrolysestudie mit dem Peptid Pf kdnnen eine Hydrolyse
durch die DHys1, 3 und 4 nachweisen. Es l&sst sich eine Abnahme der Eduktkonzentration
durch verschobene Peaks und Spaltprodukte im Chromatogramm und den zugehorigen
Massenspektren (Tab. G; Anhang B3) nachweisen. Dies entspricht den Erwartungswerten auf
Basis der Vorarbeiten von HARTIG [Hartig, 2018]. HARTIG zeigt, dass aromatische
D-Aminosauren wie Phenylalanin durch D-Hydrolasen umgesetzt werden. Ausnahme davon
ist DHy1, welche laut HARTIG den schlechtesten Umsatz im Vergleich aller DHys besitzt. Es
ist unklar, ob dies auf eine Langenbeschréankung des Peptids zurlickzufuhren ist. DHy1 besitzt
gegenuber Peptid Pf jedoch eine unerwartete gute Substratspezifitat. Eine Strukturbildung des
Peptides konnte die Limitation umgangen haben. Die Negativkontrolle mittels PbP5 zeigt
keinen Umsatz. Diese soll nur D-Alanin umsetzen konnen [Miller, 2021]. Interessanterweise
ist DHy2, welche nach HARTIG einen relativ schnellen Umsatz von D-Phenylalanin haben
sollte, nicht in der Lage, das Peptid Pf zu hydrolysieren [Hartig, 2018]. In Vorversuchen
konnte ein Prézipitieren der Edukte beobachtet werden. Dies deutet auf eine rdumlich
strukturelle Anderung des Peptides durch den Einbau von D-Phenylalanin hin. Die
Substitution der L- zur D-Aminosdure konnte das Phenylalanin fur das Enzym unzugénglich
gemacht haben. Eine eventuelle Strukturdnderung koénnte durch CD-Spektren oder optische

Rotationsdispersion (ORD) nachgewiesen werden. Weitere Ursachen flr die verhinderte
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Hydrolyse kann eine Grolien- bzw. Langenabhéngigkeit des Enzymes sein, die bisher noch
nicht nachgewiesen wurde. Dies wiirde bedeuten, das Enzym DHy2 ware fir einen moglichen
diagnostischen Einsatz ungeeignet. Das Peptid ist das bisher grofite Substrat (25 AS), mit
welchem die DHys getestet wurden. Es ist also moglich, dass das Peptid zu viele
Aminosduren besitzt, um in das aktive Zentrum des Enzymes zu binden. Die Akzeptanz als
Substrat wére damit, trotz des D-Phenylalanins, nicht gegeben.

Alle Ansétze zur Hydrolyse des Peptids Pf sind aufgrund von Herausforderungen mit der
Loslichkeit des Peptids kritisch zu betrachten, da die Konzentration des geldsten Peptides
abweichen kann. (Tab. G; Anhang B3).

6.3.2 Hydrolysestudie Peptid Py
Das Peptid Py wurde erfolgreich durch DHy2, 3 und 4 hydrolysiert (Tab G). Nach Zugabe der

Enzyme ist in den Chromatogrammen eine Abnahme der Peaks der Edukte und eine Zunahme
der Spaltprodukte zu erkennen, was durch die korrekten Massen bestatigt wurde
(Anhang B3). Dies deckt sich mit friiheren Untersuchungen von HARTIG [Hartig, 2018], der
durchgehend gute Umsdtze von aromatischen Aminosduren wie D-Tyrosin durch die
DHys 2-4 fand. DHyl zeigt den schlechtesten D-Tyrosin-Umsatz mit < 10 kat/mol
[Hartig, 2018]. Das stimmt mit den Ergebnissen, dass Peptid Py durch DHyl nicht
hydrolysiert wurde, tUberein (Tab. G). Py konnte nicht als Substrat erkannt werden. Dies
konnte, wie schon bei Peptid Pf, an einer strukturellen Anderung des Peptides liegen
(siehe. 6.3.1). Jedoch ist auch das Gegenteil mdglich. Wenn das Peptid linear vorliegt, dann
kdnnte dieses flr das aktive Zentrum der DHy zu grof3 sein und es wird nicht als Substrat
akzeptiert. Der Umsatz durch DHy1 ist langsamer als andere DHys [Simon, 2021]. Daher ist
auch denkbar, dass der Umsatz an Peptid Py innerhalb von 120 Minuten zu gering war, um

detektiert zu werden. Die Negativkontrolle mit PbP5 zeigt wie erwartet keinen Umsatz.

6.3.3 Hydrolysestudie des Peptides Pv

Sowohl DHy1 als auch DHy4 hydrolysieren Peptid Pv (Tab. G). Nach dem Enzymverdau sind
Spaltprodukte im Massenspektrum auffindbar (Anhang B3). Der Umsatz des Peptides ist
jedoch nicht quantitativ. Dies stimmt mit der Literatur [Hartig, 2018] tberein. In der Arbeit
von HARTIG ist der Umsatz von D-Valin durch die DHys sehr langsam. Dies ist konsistent mit
den Erkenntnissen, dass DHys aromatische Aminosduren stark bevorzugen. Daher wird
D-Valin deutlich schlechter umgesetzt als D-Phe und D-Tyr. Dies deckt sich grundlegend mit
Vergleichen der anderen Peptide. Der Umsatz durch DHy1 widerlegt erneut die vermutete

Langenlimitation dieses Enzymes. DHy2 und 3 hydrolysieren das Peptid Pv nicht. Griinde
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hierfur sind wahrscheinlich die Bildung einer Struktur und der damit verhinderte Zugang der
Enzyme zu D-Valin. Laut den Ergebnissen von HARTIG sollten die Enzyme in der Lage sein,
das Peptid umsetzen [Hartig, 2018]. DHy2 zeigte in der Arbeit von HARTIG gute Aktivitdten
sowohl gegeniiber D-Valin als auch D-Leucin. Aufgrund der &hnlichen Struktur beider
Aminoséauren musste die Spaltung der Peptidbindung nach D-Valin funktionieren. Dies kann
anhand der Ergebnisse der Arbeit nicht bestétigt werden. Da die DHy?2 auch nicht in der Lage
ist, das Peptid Pf umzusetzen, ware auch hier eine Art La&ngenlimitation denkbar (siehe 6.3.1).
DHy3 bevorzugt aromatische Seitenketten, dies konnte die fehlende Hydrolyse des Peptids
mit D-Valin erklaren. Die Moglichkeiten fir fehlende Hydrolaseaktivitaten werden in 6.3.1
und 6.3.2 naher erldutert. PbP5 als Negativkontrolle zeigt erwartungsgemaR keine Umsatze.
[Miller, 2021].

6.4. Natiirlich Chemische Ligation (NCL)

Die erfolgreich generierten Parl0-Fragmente aus Abschnitt 5.1 sollten im Folgenden zu
vollstandigen Parvulin-Derivaten ligiert werden. Dies geschah nach dem Prinzip einer
natlrlich chemischen Ligation (NCL) (siehe 1.6). Die Ligation wurde nach Dawson
[Dawson et al; 1994] verandert und angewendet. Bei dem Gehalt des Thioesters handelt es
sich um den limitierenden Faktor fir die Ausbeute der NCL. Die ermittelte Konzentration des
Thioesters in der Stocklésung betragt 2 uM (siehe 5.3.1) und definiert dadurch die theoretisch
maximal erreichbare Ausbeute an Parvulin-Derivat nach der NCL. Fir die Ligation wurde
600 nM des Thioesters verwendet. Bei einem Vollumsatz des Thioesters, wiirde die Masse an
Parvulin 8,8 ng entsprechen, Dies liegt an der unteren Nachweisgrenze fir die Farbung von
SDS-Gelen mittels Coomassie-Blaus. Zum  Vergleich, Coomassie besitzt eine
Nachweisgrenze von 8-10ng [Neuhoff et al, 1985]. Selbst eine Silberfarbung nach
NESTERENKO brauch fiir einen Nachweis mindestens 3-5 ng [Nesterenko et al, 1994]. Der
Nachweis des Produktes war aufgrund der geringen Konzentration auf der SDS-Page also nur
schwer feststellbar. Mit fortschreitender Zeit wird der Thioester weiter zur freien S&ure
hydrolysiert und die zuvor ermittelte Konzentration nimmt ab und erreicht weniger als 2 pM.
Je langer der Thioester genutzt wird, desto geringer wird auch die Konzentration dessen. Dies
verschiebt dadurch auch das theoretisch erreichbare Maximum fur das durch die NCL
entstehende Parvulin-Derivat. Eine genaue Aussage, welche Ausbeute die NCL hatte, lasst
sich dadurch nicht treffen. Ein kritischer Punkt fur alle NCLs ist der pH-Wert. Je hoher dieser
ist, desto besser ist dies fur die Umesterung des Thioesters (1-67) mit Thiophenol. Dieses

estert idealerweise bei einem pH-Wert von etwa 9-10. Im basischen Bereich beginnt der
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Thioester jedoch zu hydrolysieren. Ein pH-Wert von 7-8 ist der geeignete Kompromiss fir die
Ligation. Die Umesterung verlauft langsamer, jedoch wird auch der Thioester entsprechend
langsamer hydrolysiert. Wahrend der Reaktionszeit konnte eine teilweise Veranderung des
pH-Wertes festgestellt werden. Die genauen Griinde daflr sind nicht ermittelbar. Jedoch ist
denkbar, dass sich Parvulin bildete und dieses dann prézipitierte. Dadurch entsteht ein
Ungleichgewicht von Peptid und freier Sdure welches zu einem Ansduern des Ansatzes und
somit der Anderung des pH-Wertes fiihrt. Auch die Loslichkeit der Reaktanten ist fur die
Ligation der Fragmente zu Parvulin-Derivat essenziell. Es konnte beobachtet werden, dass die
Loslichkeit im Laufe der Zeit angepasst werden musste. Durch Zugabe von organischen
Losungsmitteln wie DMF oder DMSO lasst sich dies zeitweise unterbinden. Eine bessere
Loslichkeit durch eine erhdhte Zugabe von Reduktionsmittel (TCEP) flhrt zu verstéarkter
Reduzierung des Cysteins. Jedoch resultiert das in einem starken Rickgang der
Ligationsausbeute. Fur zukinftige Ligationen sollte eine Kombination aus organischen
Losungsmitteln und dem Zusatz von Reduktionsmitteln sicherstellen, dass alle Reaktanten der

Ligation in Lésung bleiben.

6.4.1 Ligation mit NCL-Puffer und verschiedenen Peptidkonzentrationen

Bei diesen Ansétzen wurde die Umesterung mit Thiophenol durchgefiihrt. Die Thiolgruppe
stabilisiert die Carboxykomponente und stellt eine guinstige Abgangsgruppe dar, die aufgrund
ihrer geringen Loslichkeit in Wasser dem Reaktionsgleichgewicht entzogen wird. Der
Nachteil von Thiophenol ist, dass der Thioester durch die verringerte Loslichkeit ausfallen
kann und somit der Reaktion als Edukt entzogen wird. Bei den Préparationen wurde
NCL Puffer verwendet, der den pH-Wert stabilisieren und eine Ausfallung des Peptids oder
Thioesters verhindern soll. Die Auswertung per SDS-Page zeigt, fir jeden Thioester
enthaltenen Ansatz eine Bande bei circa 25 kDa (Abb. 4). Diese ist auch bei Elutionsschritt 6
zu sehen (Abb 1). Wahrscheinlich ist dies Intein mit Chitinbindedomane, welches mit von der
Séule eluiert wurde. In &hnlicher Weise sind die Banden bei 14-15 kDa auf Thioester
zuruckzufihren. Diese Banden wurden durch Dimerisierung des Thioesters aufgrund seiner
Cysteine gebildet. Das steht im Einklang, dass mit zunehmender Thioesterkonzentration die
Bandenstarke bei 14-15kDa zunimmt. Mit der Peptidkonzentration nimmt auch die
Konzentration des Thioesterdimers im Ligationsansatz zu (Abb. 4). Dies ist wahrscheinlich
auf oxidierte Peptide zurlckzufuhren. Diese sind nach der HPLC durch das TFA im
Laufmittel protoniert. Im Ligationsansatz sind die Cysteine durch die pH-Anderung reaktiv

und neigen somit zur Oxidation. Dies beglnstigt die Ausbildung von Dimeren. Die

38



6 Diskussion

Peptiddimere (5792 Da) werden jedoch durch die Thioestermonomere auf der SDS-Seite
verdeckt. Eine weitere Erklarung fir die Sichtbarkeit von Thioesterdimeren ist, dass diese
aufgrund ihrer Lange (2x 67 AS) und der damit verbundenen Struktur schlechter mit
R-Mercaptoethanol (3x Probenpuffer) zu reduzieren sind. Daher kdnnen Thioester nicht
vollstandig reduziert werden. Im Gegensatz dazu sind Peptiddimere (2x 25 AS) kiirzer und
somit besser reduzierbar. Die hochste Konzentration an Parvulin10 befindet sich in den
Proben ,,TE3* und ,,P3* (Abb. 4). Diese beide Ligationen funktionieren augenscheinlich am
besten. Dort sind jeweils Thioester oder Peptid im Uberschuss vorhanden. Die NCL ist eine
Reaktion 2. Ordnung. Ein Uberschuss an Peptiden oder Thioester verschiebt das
Gleichgewicht der Reaktionen in Richtung des Zwischenproduktes. Infolgedessen bildet sich
mehr Parvulin, wie an der Starke der eingefarbten Bande zu erkennen ist. Die scheinbar
konstante Konzentration des Thioesters (TE1-5) ist ein Trugschluss aufgrund der Farbung des
Gels. Der Thioester ist mit 67 AS deutlich gréRer als das Peptid (25 AS). Die Féarbung des
Gels erfolgt Uber das Peptidriickrad mit Coomassie-Blau. Durch die geringere GrofRe des
Peptides erzeugt das Peptid ber Coomassie eine geringere Farbung im Gel. Somit ist die
Nachweisgrenze bei Konzentrationsdnderungen geringer, als die des Thioesters. Die Reaktion
2. Ordnung erklart auch die geringere Konzentration an Produkt in den Proben ,P1%; ,,P2%;
, TE1“ | TE2“ da in diesen Proben der Uberschuss von Thioester oder Peptid ungiinstig fiir
die Reaktion ist. In den Proben ,,P5“ und ,,TE5“ wird kaum beziehungsweise kein Produkt
gebildet (Abb. 4). Es wurde hier die Loslichkeitsgrenze der Edukte Uberschritten, sodass die
Ligation nicht unter optimalen Bedingungen ablaufen konnte. Es kam wahrend der
Préparation der Ligation zum Prazipitieren von Substanzen. Zuzuordnen ist das sowohl dem
Thiophenol, welches fur eine geringere Loslichkeit der Thioester sorgte, als auch den
gereinigten Peptiden, welche den Ansatz oxidierten. Bei diesen Prazipitaten handelt es sich
vermutlich um gefaltete Peptide und Thioester, welche der NCL entzogen wurden. Somit
wurde diese ineffektiv. Folglich sollte die Ligation durch die Erhdhung reduzierender Zusatze

verbessert werden.

6.4.2 Ligation mit verschiedenen Peptidzusatzen und Thiolen

Nach der Bestimmung des Peptid-Thioesterverhéltnisses, wurde die Kombination an
verschiedenen Peptidzusdtzen und Thiolen getestet. Damit sollte einerseits das
Loslichkeitsproblem verbessert werden, als auch die Ausbeute der NCL. Hierfir wurden zwei
verschiedene Zusdtze (DMF, TFE) mit jeweils zwei verschiedenen Thiolen (Thiophenol,

MPAA) genutzt. Uber alle Ansitze hinweg wurde bei der Ligation das Peptid nicht
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vollstandig verbraucht (Abb. 5). Der Thioester ist in ,,D1IM*; ,,FIM* und ,,F3M* zu finden.
Dies stimmt mit der augenscheinlich fehlgeschlagenen Ligation dieser Banden Uberein. Die
einzige Produktbande in diesem Gel ist ,F1T“. Hier findet sich eine sichtbar schwache
Produktbande. Da sich dieser Ansatz nur im Thiol MPAA von ,,F1M* unterschied, bedeutet
dies, das Thiophenol als Thiol fur die NCL besser geeignet ist. Jedoch befindet sich ,,F1T*
direkt neben der Referenz-Parvulin10-Bande. Das Produkt konnte durch Préparationsfehler
entstanden sein. Peptidzusatze wie DMF und TFE scheinen keinen Einfluss auf den Erfolg der
Ligation zu haben. Sie erhdhen die Ldslichkeit der Ansétze jedoch erst nach der Ligation. In
allen Ansédtzen mit MPAA ist noch Thioester aufzufinden. Diese Ligationen haben wahrend
der NCL weniger Thioester verbraucht. Zwar ist in Ansatzen mit Thiophenol ebenso kein
Produkt ersichtlich, jedoch ist der Thioester nicht mehr als Bande zu sehen. Das Aufbrauchen
an Thioester in Thiophenol-Ansatzen zeigt die hohere NCL-Aktivitdt dieser. Da die
theoretische maximale Ausbeute nur 600 nM betragt (siehe 6.4), ist es mdglich, dass in jedem
Ansatz Parvulin-Derivat entstanden ist. Dieses wurde jedoch nicht durch die Farbung mit
Coomassie-Blau nachgewiesen. Eine Silberfarbung des Gels wiirde aufgrund seiner
geringeren Nachweisgrenze Gewissheit bringen. Aufgrund einer vorangestellten Trocknung

des Gels war dies nicht mehr moglich.

6.4.3 Ligation mit chaotropen Salzen

Bei dieser Ligation wurden als Zusatze chaotrope Salze verwendet um die Loslichkeit der
Ansatze wahrend der Ligation zu férdern. Die Umesterung erfolgte durch Thiophenol und die
Auswertung durch SDS-Page (Anhang B6). In keinem der Reaktionsansatze wurde
Parvulin-Derivat nachgewiesen. Durch die Praparation ist in Probe ,,P* Parvulin10 zu sehen.
Die Analyse zeigte auch, dass es sich bei den Banden bei 10, 20 und 30 kDa (Anhang B6) in
der Probe "WT" um Di- und Trimere von Parvulin 10 handelt, die wahrscheinlich durch
langere Lagerungszeitraume entstanden sind. Das Fehlen jeglicher Produkte ist vermutlich auf
zwei Ursachen zuriickzufthren. Einerseits konnten chaotrope Salze eine Verschlechterung des
NCL-Prozesses verursacht haben. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da nachfolgende
Ligationen mit Harnstoff und Guanidin die Ansétze nicht beeintrachtigten und die Loslichkeit
leicht erhdhten. Andererseits konnten jegliche Thioester in den Ligationsansédtzen fehlen und
nur freie S&ure vorhanden sein. Trotz &hnlicher Konzentrationen der 7,3 kDa Bande in allen
Ansatzen konnte es sein, dass der Umsatz (berall gleich gut war. Jedoch wurde in Abschnitt
5.3.2 festgestellt, dass das Peptid-Thioesterverhdltnis einen Einfluss auf die Ausbeute der

NCL besitzt. Wahrscheinlicher ist, dass kein Thioester in den Anséatzen enthalten war und nur
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freie Saure vorlag. Wie in 6.4 postuliert verandert sich die Zusammensetzung des Thioester
uber die Zeit durch Hydrolyse hin zu freier S&ure. Die fehlende Unterscheidung in der
SDS-Page zeigt, dass in den Ansdtzen nur freie Sdure vorhanden sein koénnte.
Massenspektrometrische Untersuchungen (Anhang B6) des Thioesters bestatigen diese
Hypothese. Dies bestatigt, dass der Thioester sowohl der limitierende als auch fragilste Faktor
der NCL ist. AuRerdem kann aufgrund dieser Ergebnisse der Zusatz von chaotropen Salzen

zur Verbesserung der Loslichkeit wahrend der Ligation als nicht effektiv eingeschatzt werden.

6.4.4 NCL mit organischen Losungsmitteln

Alternativ wurde den Ansétzen organische Losungsmittel zugegeben. Diese erhdhen die
Loslichkeit chemischer Verbindungen ohne diese zu verandern. Es wurden DMF und DMSO,
als polare organische Ldsungsmittel getestet. Beide NCL-Ansatze waren identisch bis auf die
Zugabe der Losungsmittel. Die Auswertung erfolgte per SDS-Page (Abb. 6). Die
DMF-Zugabe, wahrend der Ligation, fiihrte nicht zur Bildung von Parvulin. Im Gegensatz
dazu war die Verwendung von DMSO erfolgreicher. Allerdings ist DMSO nicht in der Lage,
alle Reaktanten endgultig in Losung zu halten. Sowohl das Produkt als auch die Reaktanten
kénnen im Prézipitat des Ansatzes nachgewiesen werden. Es konnte beobachtet werden, dass
trotz der Zugabe von DMSO die Loslichkeit des Ansatzes mit der Zeit abnimmt. Der
Thioester scheint starker auszufallen als das Peptid. Dies ist an den Proben ,, ALL* und ,,US*
zu sehen. Parvulin ist schlechter 16slich, da dieses ausschlieflich in ,,DL* zu finden ist. Diese
Beobachtung erklart sich mit der Bildung des Derivates. Das Parvulin-Derivat ist anscheinend
nicht 16slich und prazipitiert nach seiner Bildung. Somit verandert sich die Loslichkeit des
Ansatzes. Ungeachtet dieser unvollstandig loslichkeitsvermittelnden Wirkung ist DMSO
geeignet, die Reaktanten langer in Losung zu halten und damit die Ausbeute an Parvulin zu
erhohen.

Fur das Verhaltnis von Peptid zu Thioester ist 1:3 von den getesteten Verhaltnissen am besten
geeignet. Die Umesterung sollte bei einem pH-Wert von 7,5 und unter Verwendung von
Thiophenol durchgefiihrt werden. Die ChargengroBe sollte 100 pl plus DMSO als
Lésungsmittel betragen. Mit diesem Ansatz wurde die verldsslichste Ausbeute erreicht und

die Reinigungsstrategien damit durchgeftihrt.

6.5 Reinigungsstrategien

Trotz aller Optimierungen der NCL (Tab. H) konnte die Ausbeute an Parvulin-Derivat nur
wenig erhoht werden. Um die Uberpriifung der Aktivitat durchzufiihren, mussten die Edukte

von dem Produkt getrennt werden. Im Zuge dieser Arbeit wurden hierbei mehrere
41



6 Diskussion

Reinigungsverfahren getestet. Diese beruhen auf verschiedenen physiochemischen
Eigenschaften der NCL-Reaktanten (siehe 5.4).

6.5.1 Molekulargewicht/ Molekularvolumen

Die Trennung nach Molekulargewicht wurde mit AmiconR-Filtereinheiten durchgefiihrt. Die
Membranen dieser Filter bestehen aus Matrizen, welche definierte Porengrofien definiert als
den sogenannten MWCO (Molecular Weight Cut Off) besitzen. Der MWCO gibt an, welche
Peptide aufgrund ihres héheren Molekulargewichtes den Filter nicht passieren sollen. Dabei
wird das Molekulargewicht und nicht das Volumen der Peptide angenommen. Jedoch wird
hierbei vorausgesetzt, dass diese im nativen bzw. gefalteten Zustand sind. Lineare Peptide
bzw. Proteine werden nicht berucksichtigt. Fir die Reinigung wurde eine Filtereinheit mit
einem Cut Off von 10.000 MW verwendet und die Losung zentrifugiert. Der Erfolg wurde per
SDS-Page festgestellt (Anhang B7). Im verwendeten Ansatz wurde DMSO hinzugegeben und
per Urea (10 M) umgepuffert. Die Trennung Gber den AmiconR-Filter war unwirksam. In
Probe ,,Konz* sind alle Reaktanten der NCL zu erkennen. Im Gegensatz dazu ist im
Durchlauf des Amicons®? kein Peptid/ Protein zu detektieren. Dies konnte daran liegen, dass
die Filtermembran durch Salze (Urea) zugesetzt wurde, sodass keine Peptide oder Proteine
durch die Membran gelangten. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da die Filtergeschwindigkeit
per Zentrifugation keine signifikante Anderung erfuhr. Eine weitere Moglichkeit ist, dass das
Peptid und der Thioester, die durch die Membran diffundieren sollten, Strukturen gebildet
haben, die der Grole eines 10 kDa grof3en Peptides entsprechen. Dies wére durch die Bildung
von Dimeren (vgl. Abb. 4) erklart. Produkt bildet sich in Probe ,,All*. Hier wurde der Ansatz
vor der Trennung aufgenommen. Die Reinigung tiber die Amicon®-Filtereinheiten ist somit
nicht erfolgreich. Eine Trennung per Molekulargewicht ist nicht mdglich, da das
Molekularvolumen zu ahnlich ist. Es missen andere physikochemische Eigenschaften der

Reaktanten fir die Reinigung verwendet werden.

6.5.2 Polare Wechselwirkungen

Diese Trennung erfolgt aufgrund der Wechselwirkungen der elektrisch geladenen
Seitenketten des Peptides. Ahnlich geladene Teilchen stoRen sich ab, ungleiche ziehen sich
an. Dies kann durch die Verwendung eines Kationenenaustauschers ausgenutzt werden
(siehe 5.4.2). Um die lonenstarke bei der Probenauftragung maoglichst gering zu halten, wurde
der Ansatz (Abb. 6 - DMSO) in 5 mM HEPES verdunnt. Die anschlieRende Elution erfolgte
durch Erhéhung der lonenstarke (NaCl). Der pH-Wert der Ldsungen betrug 8,2, was dem

theoretischen pl-Wert des Peptides entspricht. Dadurch sollte eine Elution schon bei der
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Auftragung stattfinden. Das Parvulin-Derivat und der Thioester besitzen ungeféhr denselben
pl-Wert. Diese konnen daher durch polare Wechselwirkungen nicht voneinander getrennt
werden. Die Auswertung der SDS-Page (Abb. 7) zeigt, dass Thioester in Realitat einen
anderen pl besitzen muss. Sowohl Peptid als auch Thioester eluieren wahrend der
Probenauftragung von der Sdule. Wéhrend des anschlieBenden Waschens wird zusatzlich
Peptid eluiert. Thioester war zu diesem Zeitpunkt nicht auf der Saule gebunden. Nach Zugabe
von 50 mM NaCl eluierte das Parvulin-Derivat. Da diese Bande direkt neben der
Parvulin-Referenz liegt, kann Sie auf Diffundierung der Referenz zurtickgefiihrt werden.
Unterstitzt wird dies dadurch, dass in Probe ,, TE“ eine Parvulinbande etwa gleicher Starke
erkennbar ist. Eine Diffusion von Parvulin wiirde gleichmaRig auf beiden Seiten stattfinden.
Der verwendete Ansatz wurde bereits in 5.3.5 (Abb. 6) ausgewertet. Dabei prazipitierte
Parvulin-Derivat. Gleiches kdnnte vor der Trennung mittels Kationenaustauscher geschehen
sein. Peptide, welche nicht in Loésung sind, kénnen nicht von der Sdule eluieren. Dennoch
birgt diese Reinigungsstrategie, aufgrund der genauen Anpassung der lonensarke, das
Potential, die Reaktanten der NCL zu trennen. Dazu musste die Methodik angepasst werden.
Hierfir muss die lonenstarke beim Auftragen der Probe reduziert werden. Dazu kann
beispielsweise eine geringere Konzentration an HEPES verwendet werdet. Unpolare
Losungen sollten ebenso einen geringeren Effekt auf die lonenstérke haben. Die Loslichkeit
der Peptide in der Losung misste genauer untersucht werden. Organische Losungsmittel wie
DMSO koénnen fir diesen Zweck nicht verwendet werden, da sie die Wechselwirkung der

Reaktanten mit der Saule verhindern.

6.5.3 Hydrophobizititen

Diese Reinigungsmethode beruht auf der Hydrophobizitat einzelner Peptide/ Proteine.
Aminosduren besitzen verschiedene Hydrophobizitaten [Rose, 1993] [Kyte et al, 1982]. Je
nach Zusammensetzung der Peptide, sowie deren Struktur, entstehen so verschiedene
Affinitaten fur wéssrige Losungen. Hydrophobe Aminoséuren sind in der Regel im Inneren
des Proteins, Hydrophile meist aulRen [Rose, 1993]. Diese physikalische Eigenschaft der
Peptide wird ausgenutzt, um die Reaktanten der NCL mittels RP-HPLC und unter
Verwendung verschiedener Sdulen voneinander zu trennen. Die Auswertung erfolgte mittels
SDS-Page (Abb. 8) (Anhang B8). Beide getesteten S&ulen bestehen aus Silicagel mit
unterschiedlich langen hydrophoben Alkylketten. Je kirrzer diese Ketten, desto langer werden
polare Analyten in der Phase zuriickgehalten. Umgekehrt verhélt es sich fiir unpolare

Analyten. Zundchst wurde eine C18-Sdule, welche geeigneter ist fur unpolare Analyten
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(-(CH2)17-CHa), getestet. Jedoch waren die Eigenschaften der Reaktanten zu &hnlich, um diese
voneinander zu trennen. Im Produktsignal erscheinen beide Edukte (Anhang B8). Diese
konnten in hohere ACN-Konzentration noch nachgewiesen werden. Mit einer C18-Saule ist
somit keine Trennung mdoglich. Als Alternative wurde eine C8-Sdule (-(CH.)7-CHa)
verwendet. Diese halt polare Analyten langer zurtick und ist somit fiir die Trennung der
Ligationsansatze besser geeignet. Der Thioester konnte von den restlichen Reaktanten
getrennt werden (Abb. 8). In ,,41,6* bis ,,43* ist reiner Thioester zu sehen. ,,43,6* enthélt alle
Reaktanten, wobei der Thioester nur ein geringes Signal besitzt. In ,,47,6 eluierte der
Thioester vollstandig. Mithilfe einer genaueren Fraktionierung kann die genaue Abgrenzung
von Thioester zu den restlichen Reaktanten ermittelt werden. Dies bedeutet, dass die
Trennung per RP-HPLC (C8) geeignet scheint, um das Parvulin-Derivat zu reinigen. Peptid
tritt zwischen ,,41,6“ bis ,,47,6 in allen Fraktionen auf. Alle Ligationspeaks sind sehr
schlecht auf dem Chromatogramm sichtbar. Jedoch zeigt die Auswertung per SDS-Page, dass
die Sdule mit Peptid und Thioester Uberladen wurde. Der scheinbare Verlust durch die
Reinigung liegt an der schlechten Detektion des Parvulins im UV/Vis-Bereich. Fur die
Optimierung dieser Methode gibt es mehrere Mdglichkeiten. Die Auftragungskonzentration
des Ansatzes kann verringert werden. Dadurch wiirden die Peaks scharfer, aber auch kleiner
werden. Die Detektionsgrenze und Signalstarke der Reaktanten ist bereits trotz einer
Uberladung mit Probe gering, deshalb ware von dieser Methode abzuraten. Eine Erhhung
der Temperatur sorgt fur schnelleres Eluieren der Analyten von der Saule. Auch dies resultiert
in scharferen Peaks. Eine Erniedrigung des Laufmittelgradienten kann zusétzlich erfolgen.
Dadurch wirden sich die Peaks verbreitern. Jedoch konnen somit mehr Fraktionen
aufgefangen werden, was wiederum flr einer genauere Trennung des Ligationsansatzes sorgt.
Um die geringe Detektion des Parvulins zu verbessern, ist es moglich dieses N-terminal mit
Fluoreszensfarbstoffe zu modifizieren, wie beispielsweise Anthranilsdure oder Cumarin-
Farbstoffe. Jedoch widerspricht dies dem Ziel, das Protein mdglichst in seinem nativen
Zustand zu halten und testen. Die Anwendung in der Diagnostik ist damit nicht vergleichbar.
Die Verwendung einer C4 oder C2- Sdule konnten durch ihre erhdhte Polaritat flr die
Trennung zutrdglich sein. Der Einsatz dieser Optimierungen sollte fiir eine verbesserte
Trennung der Reaktanten sorgen und konnte eventuell eine Reinigung von beiden Edukten
bewirken.

Von den getesteten Reinigungsmethoden ist die HPLC die Erfolgversprechendste fiir den
Thioester. Durch ihre vielen Parameter ist sie flexibel anpassbar. Die Reinigung des Peptides

sollte in einem Kationenaustauscher bzw. Anionenaustauscher erfolgen. Die sensitive
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Anpassung der lonenstérke sollte das Peptid von den restliche Reaktanten abtrennen kdnnen.

Dafur sind Folgeversuche notig.

6.6 Bestimmung der Aktivitat

Durch die NCL konnte Parvulin-Derivat aus 5.3.5 generiert werden. Nach der Reinigung per
Kationenaustauscher (Anhang C1) wurden geringe Mengen an Parvulin 10 gewonnen und auf
Ihre Funktionalitat Gberprift. Zur Bestimmung der Aktivitdt wurde der durch FISCHER
[Fischer et al, 1984] etablierte PPlase-Assay angewandt. Dieser erfordert sehr wenig PPlase
um eine eindeutige Funktion des Parvulins nachzuweisen. Der Nachweis einer solchen
Aktivitét zeigt, dass durch Struktur-Wirkungsbeziehung ein funktionelles Parvulin vorhanden
ist. Durch die Verwendung verschiedener Konzentrationen konnte eine lineare Abhangigkeit
und damit der Keat/km bestimmt werden. Dieser Assay wurde sowohl fir das Wildtyp-Parvulin,
als auch das Parvulin-Derivat Pf durchgefuhrt. Beide Werte wurden mit der Literatur
[Fischer et al, 1984] verglichen (Tab. J). Alle Werte liegen in der gleichen Grélienordnung.
Die Aktivitat von FISCHER von ist circa 1/3 hoher als der Wildtyp. Dies kénnte beispielsweise
an den verschiedenen Substraten liegen, in denen sich die Versuchsdurchfihrungen
unterscheiden. Das Parvulin-Derivat ist etwa halb so aktiv, wie der Wildtyp. Dies entspricht
den Erwartungen. In das Derivat ist eine D-stereospezifische Aminosaure eingebaut, welche
eine sterische Anderung des Proteins bewirkt haben kénnte. AuRerdem wére es maglich, dass
die Substitution der Aminoséaure die Bindungsspezifitat oder das katalytische Zentrum des
Parvulins beeinflusst. All dies wirde zu einer Verschlechterung der Aktivitat fihren. Dennoch
ist die Aktivitat im Parvulin-Derivat eindeutig nachweisbar. Somit ist die Faltung bzw. die
Struktur des Parvulin-Derivates soweit der des Wildtyps und somit dem nativen Zustand
entsprechend, dass eine Funktionsfahigkeit gegeben ist. Dies zeigt, dass eine D-Aminosédure
durch ein halbsynthetisches Verfahren in Parvulin 10 eingebaut werden konnte und ein
funktionelles Parvulin-Derivat erhalten wurde. Das somit erzeugte Substrat flr DHys besitzt
damit eine funktionelle Struktur. Daher sind weitere Versuche zur Validierung der
diagnostischen Verwendung der DHys, sinnvoll.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen der Arbeit sollte ein Modell zur Evaluierung des diagnostischen Einsatzes von
D-stereospezifischen Hydrolasen- und varianten generiert werden. Als Modell diente
artifizielles Parvulin 10 mit einer substituierten D-Aminosauren. Dadurch musste eine
halbysnthetische Synthese mit Fragmenten erfolgen. Das N-terminale Fragment (1-67), auch
Thioester genannt, wurde aus E. coli an einer fusionierten Intein-Chitinbindedoméne
exprimiert. Mithilfe einer Kombination aus Affinitdtschromatographie und verandertem
Proteinspleiens konnte das Fragment an einer Chitinsdule zu einem Thioester umgebaut
werden. Die erfolgreiche Expression und der Umbau mittels Proteinspleiflens konnten dabei
per SDS-Page erfolgreich nachgewiesen werden. In den C-terminalen Fragmenten (68-92),
auch Peptide (Pf, Py, Pv) genannt, wurde jeweils eine L-Aminoséure per SPPS in eine
D-Aminosaure substituiert. Diese Substitution ist fur die Validierung der DHys erforderlich.
Die Rohprodukte der SPPS konnten erfolgreich mittels préparativer HPLC gereinigt werden.
Der Nachweis erfolgte mittels UPLC-MS. Durch eine anschlieRende initiale Hydrolysestudie
der Peptide wurde die generelle Substratzuganglichkeit fur die DHys belegt. Die Auswertung
erfolgte per UPLC-MS. Nachfolgend wurden beide Substrate mittels naturlich chemischer
Ligation verkniipft um Parvulin-Derivate zu erhalten. Die Uberpriifung erfolgte per
SDS-Pages. Die Hydrolyse des Thioesters begrenzte die Ausbeute sehr stark. Die hochste
Ausbeute zeigten Ansdtze mit Peptid-Thioester-Verhéltnis von 1:3, Thiophenol und der
Zugabe von DMSO als Lésungsmittel. Es wurde kein quantitativer Umsatz erreicht. Deshalb
war eine Reinigung des Ansatzes notig. Diese erfolgte Aufgrund verschiedener
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Reaktanten, Molekulargewichten, polarer
Wechselwirkungen und Hydrophobizitaten. Die Auswertung der Reinigungen erfolgte per
SDS-Pages. Trennungen nach Hydrophobizitat erwies sich am erfolgreichsten. VVon dem
gereinigten Parvulin-Derivat wurde die Aktivitdt mittels etabliertem Assay Uberprift. Es
konnte die Generierung von aktivem artifiziellen Parvulin bestdtigt werden. Das
Modellprotein konnte erfolgreich dargestellt werden und steht fiir eine weiterfihrende

Untersuchung zur Validierung mit D-stereospezifischen Hydrolasen zur Verfugung.
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Die Erstellung und Uberpriifung des Modellproteins zur Evaluierung der D-Hydrolasen wurde
im Rahmen der Arbeit erfolgreich durchgefiihrt. Die angewendeten Methoden sind geeignet,
um weitere variabel veranderte Modellproteine zu erstellen. Jedoch sind weiterhin
Optimierungen notwendig, um die Methoden erfolgreich anwenden zu kdnnen. Die NCL
wurde weitestgehend optimiert. Das Problem der Loslichkeit konnte mittels einer
Kombination aus Reduktion- und Ldsungsmitteln behoben werden. Dennoch wurden nur
geringe Ausbeuten erreicht. Das lag an der Limitation der Ausbeute durch die Konzentration
an Thioester. Die Generierung des Thioesters gestaltet sich als schwierig. Da die eigentliche
Thioestersynthese durch das Proteinspleien, in wassriger Losung erfolgt, hydrolysiert ein
Teil des Esters zu freier Saure und ist somit fiir die NCL nicht nutzbar. Eine Uberlegung
waére, statt des dafir bendtigten Esters direkt das Peptid, welches N-terminal mit Cystein ein
starkes Nukleophil besitzt, fur das Proteinspleif3en zu nehmen. Dadurch kénnte die Hydrolyse
des Thioesters verringert werden. Doch musste man, wie auch bei einer Standart-NCL, auf
Parameter wie Loslichkeit und pH-Wert achten, dennoch kdnnte dadurch die Ausbeute
drastisch erhoht werden. Wenn Kkein quantitativer Umsatz gegeben ist, muss die
Reinigungsstrategie angepasst werden. Die Trennung nach Hydrophobizitat war am
erfolgreichsten. Sie bietet mit der HPLC viele Anpassungsmdoglichkeiten, welche getestet
werden kdénnen. So sind Optimierungen der Lauftemperatur und des Laufmittelgradienten
empfehlenswert, um eine genauere Trennung der Reaktanten zu begunstigen. Nachdem das
Parvulin-Derivat erzeugt und auf Aktivitat untersucht wurde, sollte die Untersuchung mittels
D-Hydrolasen angeschlossen werden. So sollte eine Analyse der Zuganglichkeit von Parvulin
als Substrat fur die DHys erfolgen. Auch die Position der D-Aminosdaure in der Teritarstruktur
kann einen Einfluss auf die Substratspezifitat von den DHys haben. Die Auswirkung einer
Proteinstruktur auf die Zuganglichkeit der Enzyme ist bedeutend. Vor allem, da somit der
Einsatz als diagnostisches Mittel Uberprift wird. Erkenntnisse und Herausforderungen, die bei
der Generierung des Modellproteins Parvulin  10-Derivat auftreten, koénnten fur die
Ubertragung auf andere Modellproteine dienen. Eine erfolgreiche Priifung der DHys mit dem
Modellprotein wirde den diagnostischen Einsatz dieser Enzyme stark fordern.
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Anhang

Anhang

Anhang A
Al: Festphasenpeptidsynthese

A 1: schematischer Ablauf der SPPS

Die C-terminale Aminosdure wird Uber einen Linker an eine polymere Matrix gekoppelt. Anschlielend erfolgt
die N-terminale Abspaltung der Schutzgruppe. Die ndchste Aminosdure wird gekuppelt und N-Terminal
entschiitzt. Dies wird zyklisch wiederholt. Nach Synthese wird das Peptid von der Matrix abgespalten und die

Seitenkettengruppen kénnen freigegeben werden
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Anhang

A2: Naturlich Chemische Ligation (NCL)

SH R
N-terminales Fragment SR £
\”/ NH; C-terminales Fragment
o o}
Reversibel - HSR
N-terminales Fragment\ﬂ/s R
o] ]
NH, C-terminales Fragment
0]
Irreversibel
o}

C-terminales Fragment

H

N-terminales Fragment TN
o}

SH

A 2: Schematischer Verlauf der NCL [Chemdraw]

Dargestellt ist der Reaktionsverlauf der Nativen Chemischen Ligation. Zuerst kommt es zum nukleophilen
Angriff der Sulfhydylgruppe an das Carbonyl-C-Atom und damit zur Umesterung. Im zweiten Schritt kommt es
zur S-N-Umlagerung und damit zur Ausbildung einer Peptidbindung. X=S

R
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Anhang

Anhang B

B1: die theoretischen Massen der Peptide sowie ihre mehrfach geladenen
Spezies

B 1: theoretische Massen der Peptide und seine mehrfach geladenen Spezies

Ladung Fragmentgrof3e [M + nH]™ Peptid Pf
Ix [M+ H] * 2897,4
2x [M+2H] 14492
3 [M+3H] 3 966,5
4x [M+4H] * 725,1
Ladung FragmentgroRe [M + nH]™ Peptid Py
Ix [M+ H] * 2897,4
2x [M+2H] 14492
3 [M+3H] * 966,5
4x [M+4HJ 4 725,1
Ladung FragmentgrofRe [M + nH]™ Peptid Pv
Ix [M+ H] ° 2833,3
2x [M+2H] # 1417,2
3x [M+3H] 945,1
4 [M+4H] 709,1

B2: Chromatogramme und Massenspektren vor und nach der HPLC-Reinigung
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Abb. 5.1.1: UPLC-MS Analyse der synthetisierten Peptide

Abgebildet sind das Chromatogramme der mittels Festphasenpeptidsynthese synthetisierten Peptide, sowie die
massenspektrometrische Analyse dieser. A) Chromatogramm: Auftragung der relativen Haufigkeit der Massen
(%) gegen die Zeit (min). B) Spektrum: Auftragung der relativen Haufigkeit (%) der Massen gegen das
Ladungsmasseverhaltniss (m/z). Messbedingungen: Lésungsmittelgradienten 5-100 % ACN/H»0 (0,1 % TFA); 5

min; 0,3 ml/min; 30 °C

A
Pf (F81f)
1: TOF MS ES+
100+ 2 1 312%
o T RAdaxassznasay T Time
100 200 300 400 500 00
Py (Y83y)

B
100- 724.9
965
565.4 7251
se5.9 1254
BE_.
7257
| 566.4
725.9
\ 8971 7861
C Inn LJII L Lﬂl
600 800

966.2

1-966.5
9

1046.9

1047.6

1047.9

10483
1048.6

1000 1200

1: TOF MS ES+
7.17e3

14488

1400

XVII



Anhang

100+

0

1: TOF MS ES+
265 TIC
ﬁ 1.48e5

\

6

538
019 \ /j"
Z

W\[ W S
e :
100 200 = 300 = 400

T ) Time
5.00

Pv (Y81v)
1. TOF MS ES+
226 TIC
100 1.40e5
-
042 k /
w\“\__’____v-f s u_._/\-—”“/
o T e Time
100 200 300 400 500 600

1004

100+

0

1- TOF MS ES+
7247 966.2 1.06e4
965.9.)
.966.5
7252 1046.9
. 17254 1047.6
=
725.7
1047.9
542 3 725.9
7858
i 1448 8
5433 828.8 1048.6
e [Jlﬂ ¥ T T T i miz
600 800 1000 1200 1400
1- TOF MS ES+
708.6 9.26e3
708.9
567.1 i
944 5.-945.2
| 5675 |709:2
709.4 945.5 1416.7
567.7 14172
573.6 _— 1416.2
7645 14177
764.8
946.2 14183
765.1
l L 946.5 |-1418.8
NI :
T T 1 1 T T T T T miz
600 800 1000 1200 1400

Abb. 5.1.2: Chromatographische Reinigung und UPLC-MS-Analyse der synthestisierten Peptide
Abgebildet sind das Chromatogramme der gereinigten Peptide, sowie die massenspektrometrische Analyse
dieser. A) Chromatogramm: Auftragung der relativen Haufigkeit der Massen (%) gegen die Zeit (min). B)
Spektrum: Auftragung der relativen Haufigkeit (%) der Massen gegen das Ladungsmasseverhéltniss (m/z).
Messbedingungen: Lésungsmittelgradienten 5-100 % ACN/H,0 (0,1 % TFA); 5 min; 0,3 ml/min; 30 °C

B3: Theoretisch berechnete C-terminale Fragmentgrofen, nach der Hydrolyse

durch die DHys

Tab. B3: Spaltprodukte der Peptide nach enzymatischer Spaltung

Ladung Fragmentgrofie [Da]

Peptid Pf N-terminal; 14 AS; C-f C-terminal; 11 AS; G-N
1x 1539,8 1376,6
2X 770,4 688,8
3X 513,9 459,5
4x 385,7 344,9

Ladung FragmentgrolRe [Da]

Peptid Py N-terminal; 16 AS; C-y C-terminal; 9 AS; H-N
1x 1760,0 1156,4
2X 880,5 578,7
3X 587,3 386,1
4x 440,8 289,9

Ladung FragmentgroRRe [Da]
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Peptid Pv N-terminal; 16 AS; C-v C-terminal; 9 AS; H-N
1x 1696,0 1156,4
2X 848,5 578,7
3x 566,0 386,1
4x 4247 289,9

B4: Aufgefundene Spaltprodukte in den Signalen der Chromatogramme und

Massenspektren
Peptid Pf

Abb.: Hydrolyse Peptid Pf durch DHyl: Es lassen sich Spaltprodukte bei 688,4 und 771,9 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO4; 100 uM Peptid; 1puM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.
Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH.O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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Abb.: Hydrolyse Peptid Pf durch DHy2: Es lassen sich keine Spaltprodukte finden. Hydrolysebedingungen:
0,1 M NaHPO,; 100 pM Peptid; 1 pM Enzym pH 8, 30 °C 550 rpm. Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6)
(Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH,0 (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Abb.: Hydrolyse Peptid Pf durch DHy3: Es lassen sich Spaltprodukte bei 770,3 und 1538,5 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO4; 100 uM Peptid; 1uM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.

Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH.O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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Abb.: Hydrolyse Peptid Pf durch DHy4: Es lassen sich Spaltprodukte bei 770,4 und 1539,7 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO,; 100 uM Peptid; 1uM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.

Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH.O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Abb.: Hydrolyse Peptid Pf durch pbp5: Es lassen sich keine Spaltprodukte finden. Hydrolysebedingungen:
0,1 M NaHPO,; 100 uM Peptid; 1 uM Enzym pH 8, 30 °C 550 rpm. Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6)
(Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH,0 (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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Peptid Py

Abb.: Hydrolyse Peptid Py durch DHy1: Es lassen sich keine Spaltprodukte finden. Hydrolysebedingungen:
0,1 M NaHPOQO4; 100 uM Peptid; 1 uM Enzym pH 8, 30 °C 550 rpm. Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6)
(Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH20 (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Abb.: Hydrolyse Peptid Py durch DHy2: Es lassen sich Spaltprodukte bei 880,0 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO4; 100 uM Peptid; 1pM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.

Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH.O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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Abb.: Hydrolyse Peptid Py durch DHy3: Es lassen sich Spaltprodukte bei 578,9 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO,; 100 uM Peptid; 1uM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.

Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH.O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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Abb.: Hydrolyse Peptid Py durch DHy4: Es lassen sich Spaltprodukte bei 879,9 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO4; 100 uM Peptid; 1uM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.

Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH,O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Abb.: Hydrolyse Peptid Py durch pbp5: Es lassen sich keine Spaltprodukte finden. Hydrolysebedingungen:
0,1 M NaHPO,; 100 uM Peptid; 1 uM Enzym pH 8, 30 °C 550 rpm. Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6)
(Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH2O (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Peptid Pv

XXIV



Anhang

Abb.: Hydrolyse Peptid Pv durch DHyl: Es lassen sich Spaltprodukte bei 567,3 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO4; 100 uM Peptid; 1uM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.

Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH,O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Abb.: Hydrolyse Peptid Pv durch DHy2: Es lassen sich keine Spaltprodukte finden. Hydrolysebedingungen:
0,1 M NaHPO,; 100 uM Peptid; 1 uM Enzym pH 8, 30 °C 550 rpm. Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6)
(Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH20 (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Abb.: Hydrolyse Peptid Pv durch DHy3: Es lassen sich keine Spaltprodukte finden. Hydrolysebedingungen:
0,1 M NaHPOQOg4; 100 uM Peptid; 1 uM Enzym pH 8, 30 °C 550 rpm. Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6)
(Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH-0 (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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Abb.: Hydrolyse Peptid Pv durch DHy4: Es lassen sich Spaltprodukte bei 848,0 m/z finden.
Hydrolysebedingungen: 0,1 M NaHPO,; 100 uM Peptid; 1uM Enzym pH8, 30°C 550 rpm.

Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6) (Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH.O (0,05 %
FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).

Abb.: Hydrolyse Peptid Pv durch pbp5: Es lassen sich keine Spaltprodukte finden. Hydrolysebedingungen:
0,1 M NaHPO,; 100 uM Peptid; 1 uM Enzym pH 8, 30 °C 550 rpm. Messbedingungen:UPLC-MS (siehe 3.6)
(Software: MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH.0 (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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B5: Vergleich der Konzentrationen des Parvulins gegeniiber einem definierten
Volumen an Thioester auf einer SDS-Page

Abb.: Konzentrationsvergleich Parvulin mit Volumen an Thioester. Das Elektropherogramm (Tris/Tricine
SDS-Page gefarbt mit Coomassie) zeigt Vergleiche von Parvulinkonzentrationen gegeniiber Thioestervolumen.
p/n = Konzentration an Parvulin in uM bzw nM; pl = VVolumen an eingesetzten Thioester.

B6: Ligationen mit chaotropen Salzen: NCL/Gua/Urea

Abb.: Ligation Parvulin 10 mit verschiedenen chaotropen Salzen. Das Elektropherogramm (SDS-Page
gefarbt mit Coomassie) zeigt die Ligation der Parl0 Fragmente mit je 3 verschiedenen Puffern und
Peptidkonzentrationen an. Low Ladder (LL): Page Ruler™ — Unstained Low Range Protein Ladder. (WT):
Wildtyp Parvulin 10. (P): Peptid Pf. (N1-3): 1-3 mM Peptid Pf mit NCL-Puffer. (G1-3): 1-3 mM Peptid Pf in
Gua (6M). (U1-3): 1-3 mM Peptid 3 in Urea (10M).
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Abb.: Chromatogramme der Ligationen mit chaotropen Salzen im Vergleich

Abgebildet sind die Chromatogramme und Massenspektren der Ligationsversuche mit verschiedenen
chaotropen Salzen. Das erste Chromatogramm und Massenspektrum (von oben) zeigen die Analytik der
Ligation mit NCL-Puffer. Das zweite Chromatogramm und Massenspektrum (von oben) zeigen die
Analytik der Ligation mit Guanidin (6 M). Das dritte Chromatogramm und Massenspektrum (von oben)
zeigen die Analytik der Ligation mit Urea (10 M). Messbedingungen: UPLC-MS (siehe 3.6) (Software:
MassLynx 4.1). Laufmittelsystem: ACN/ddH-0 (0,05 % FA); (Gradient: 5-100 in 5 min).
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B7: Trennung der Ligation aufgrund von Molekularvolumen mit Hilfe von
AmiconR-Filtereinheiten

Abb.: SDS-Gel NCL nach Trennung mittels AmiconR-Filtration

Das Elektropherogramm (Tris/Tricine SDS-Page gefarbt mit Coomassie) zeigt die Ligation der Par10
Fragmente und nachfolgender Filtration. Low Ladder (LL): Page Ruler™ — Unstained Low Range Protein
Ladder. Konz — Aufkonzentrierte Losung; DL — Durchlauf; All- gesamter NCL-Ansatz; US — Uberstand;

PL - Pellet
B8: Trennung der Ligation aufgrund ihrer Hydrophoben Eigenschaften mittels

HPLC

Abb.: SDS-Gel NCL nach HPLC (C18)

Das Elektropherogramm (Tris/Tricine SDS-Page gefarbt mit Coomassie) zeigt aufgefangenen Signale
nach der HPLC-Trennung (LL): Page Ruler™ — Unstained Low Range Protein Ladder; N — Ansatz mit
NCL-Puffer; T — Ansatz mit TFE als Lésungsmittel; [Zahl] - % ACN bei welchem der Peak erschien.
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DAD1 B, Sig 254,10 Ref 600,50 (LARS\LF000005.D)
mAU
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Abb. C18: Chrommatogramm der hydrophoben Trennung per RP-HPLC mit C18-Saule

DADL B, Sig 254,16 Ref 600,10 (LARS\LFO00012.D)
mAU |

Abb. C8: Chrommatogramm der hydrophoben Trennung per RP-HPLC mit C8-Saule
Anhang C

C1: Parvulin 10- Derivat (f81F) nach der Trennung der Ligation aufgrund ihrer polaren

Wechselwirkungen durch einen Kationenaustauscher

Abb.: SDS-Gel NCL nach Kationenaustauschchromatographie

Das Elektropherogramm (Tris/Tricine SDS-Page, Silberfarbung) zeigt das Parvulin-Derivat, nach der
Reinigung mittels kationenaustauscher im Vergleich zum Parvulin- Wildtyp
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Anhang D

D1: Firmenverzweichnis

Iris Biotech GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
Merck KGaA

LGC Standards GmbH

Th. Geyer GmbH + Co. KG

KMF Laborchemie Handels GmbH
AppliChem GmbH

Acros Organics

SERVA Electrophoresis GmbH
NeoBiotech Co., Ltd.
ThermoFisher Scientific

New England Biolabs

Sartorius Stedim Biotech GmbH

Waters Corporation

Sys Tec Electronic AG

Eppendorf SE

Uniequip Laborgeréatebau- und Vertriebs
GmbH

Infors AG

Beckman Coulter Life Sciences

G. Heinemann Ultraschall und
Labortechnik

LaboGene

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen

GmbH

Marktredwitz, DE
Karlsruhe, DE

St. Louis, US
Darmstadt, DE
Teddington, UK
Renningen, DE
Lohmar, DE
Darmstadt, DE

Geel, BEL
Heidelberg, DE
Seoul, KOR
Waltham, US
Frankfurt (Main), DE
Gottingen, DE
Milford, US
Heinsdorfergrund, DE
Hamburg, DE
Planegg, DE

Bottmingen, CHE
Brea, US

Schwabisch Gmiind, DE

Lillergd, DNK
Osterode am Harz, DE
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