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1 EINLEITUNG

1.1 Hydrophobe Wechselwirkungen in biologischen Systemen

Hydrophobe Wechselwirkungen spielen bei vielen Prozessen in biologischen Systemen eine
zentrale Rolle. Thre Wirkung zeigt sich bei der Proteinfaltung, der Selbstorganisation von
Lipiden zu den biologischen Membranen und bei molekularen Erkennungsprozessen. Eine
Vielzahl hydrophober Liganden stellen Agonisten oder Antagonisten rezeptorvermittelter
Prozesse dar und in den Lipidstoffwechselwegen werden hydrophobe Substrate von
Stoffwechselenzymen umgesetzt. Dabei bezeichnet der Begriff der ,hydrophoben
Wechselwirkungen zundchst die Tendenz von unpolaren Molekiilen in wéssrigem Medium
zu aggregieren. Eng verkniipft mit diesem Begriff ist die ,,hydrophobe Hydratation, die das
Loslichkeitsverhalten solcher Verbindungen in Wasser beschreibt. Beide Begriffe werden

unter dem Namen der ,,hydrophoben Effekte zusammengefasst.'

Diese Definitionen der hydrophoben Effekte klingen im Hinblick auf molekulare
Erkennungsprozesse ungewohnt, da sie nicht wie bei den elektrostatischen oder polaren
Wechselwirkungen die Kraft zwischen den Bindungspartnern, sondern das Verhalten in
wassriger Losung in den Vordergrund stellen. Die hydrophoben Effekte beruhen zwar auf den
van-der-Waals-Kriften, diese stellen aber nur schwache Wechselwirkungen dar. Ein
Vergleich der Bindungsenergien im Vakuum verdeutlicht das Verhéltnis der bei den

verschiedenen Bindungstypen auftretenden Krifte (Tabelle 1).*

Tabelle 1: Vergleich der Bindungsenergien kovalenter und nichtkovalenter Wechselwirkungen
im Vakuum. Die angegebenen Werte sind Richtwerte und héingen von den wechselwirkenden
Partnern ab.

Bindungstyp Liange [nm] Bindungsenergie im
Vakuum [kJ/mol]
Kovalente Bindung 0.15 -350
Ionenpaar-Bindung 0.25 -250
Wasserstoftfbriickenbindung 0.30 -15
van-der-Waals-Wechselwirkung 0.35 -1

Um die Bedeutung der hydrophoben Wechselwirkungen in biologischen Systemen zu

verstehen, muss die Tatsache beriicksichtigt werden, dass alle Prozesse in wissriger Losung
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ablaufen. Ferner beruhen die molekularen Wechselwirkungen nicht nur auf den
Bindungsenergien, sondern die gesamte freie Enthalpie des Bindungsprozesses muss
beriicksichtigt werden. Diese setzt sich aus den verschiedenen Beitrdgen der Enthalpie und

Entropie des Prozesses zusammen.’

Die hydrophobe Hydratation bezeichnet den Effekt, dass sich in Wasser eine Art Kifig um
ein hydrophobes Molekiil bildet, der aus mehreren Schichten von Wassermolekiilen bestehen
kann. Die resultierende Entropieerniedrigung des Systems ist verantwortlich fiir die geringe
Loslichkeit solcher Substanzen. Bindet ein hydrophobes Molekiil an ein Protein, treten zwei
Effekte auf. Erstens muss Wasser aus der Bindungsstelle im Protein verdringt werden,
zweitens muss die Kafigstruktur des Wassers um das hydrophobe Molekiil aufgebrochen
werden. Beides fiihrt zu einer Erhohung der Entropie, da sich die Anzahl der Freiheitsgrade
der vorher gebundenen Wassermolekiile erhoht. Die Stirke von hydrophoben
Wechselwirkungen liegt somit nicht in einem hohen Beitrag zur Bindungsenergie begriindet,
sondern ist von entropischer Natur. Der Gewinn an freier Bildungsenthalpie ist quantitativ

schwer vorhersagbar und Gegenstand vieler experimenteller und theoretischer Arbeiten.”>” I

n
erster Nidherung hédngt der energetische Gewinn von der Zahl der freigesetzten
Wassermolekiile ab. Die Anzahl ist ndherungsweise proportional zu der hydrophoben
Oberflache, die dem Wasser nach der Bindung des hydrophoben Liganden nicht mehr
zuganglich ist. Dem steht eine Erniedrigung der Freiheitsgrade des Liganden bei der Bindung
an das Protein gegeniiber. Der Entropieterm hydrophober Wechselwirkungen kann je nach
Ligand-Protein-System einen ebenso grofen Beitrag zur freien Enthalpie liefern, wie die

Bindungsenergien der elektrostatischen oder polaren Wechselwirkungen.’

Nicht nur die Beschreibung der hydrophoben Effekte und deren Quantifizierung stellen
wissenschaftlich eine grofle Herausforderung dar. So ist die Zahl potentieller lipophiler
Wirkstoffkandidaten in den letzten Jahren angestiegen, woraus sich ein Bedarf fiir Methoden
ergibt, mit denen zuverldssige Daten iiber solche Wechselwirkungen erhalten werden
konnen.® Die Probleme liegen bei solchen Studien aber nur bedingt auf der Seite der
Methoden. Es gibt eine Reihe von verschiedenen Ansdtzen, mit denen Daten iiber die
Wechselwirkung von kleinen organischen Molekiillen mit biologischen targets erhalten
werden konnen. Je nach Ansatz sind Daten iiber die Bindungsart, Bindungsstirke, iiber
molekulare Details auf Seiten des Liganden sowie auf der des Makromolekiils zugénglich.
Somit resultieren Probleme zunidchst aus der Handhabung hydrophober Substanzen. Liegen

die Bindungskonstanten bei der Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen in
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einem Bereich, in dem eine vollstindige Loslichkeit der zu untersuchenden Liganden nicht
mehr gewihrleistet ist, kann die Bestimmung solcher Daten unmdglich werden. Die
Notwendigkeit Proteinstrukturen durch physiologische Elektrolytkonzentrationen stabilisieren
zu missen, kann sich zusitzlich negativ auf das Loslichkeitsverhalten hydrophober
Substanzen auswirken. Hydrophobe und vor allem amphiphile Verbindungen zeigen ein
ausgeprigtes Aggregationsverhalten. Dieses kann sich stérend auf biologische
Aktivititsassays auswirken und die Messergebnisse beeinflussen, da die Proteinbindung in
Konkurrenz zu Bindungsereignissen mit den Aggregaten steht. Aufgrund der vorrangig
entropischen Natur der Bindung des Liganden an das Protein, kann die Tendenz unspezifische
Wechselwirkungen mit der Proteinoberfliche einzugehen im Vergleich zu hydrophilen

Substanzen deutlich erhoht sein.

1.2 Isoprenoide

A %L VLY.
= = )\/\ - P - P . )\/\ - P -~ P .
Z o~ Yo" o o~ Yo~ o

Isopren IDP DMADP

Abbildung 1: Das Isopren stellt rein formal die monomere Einheit der Isoprenoide dar. In der
Biosynthese der Isoprenoide existieren zwei zellulire Formen des Isoprens, das
Isopentenyldiphosphat (IDP) und das Dimethylallyldiphosphat (DMADP).

Die Terpene bilden mit den Steroiden und Carotinoiden die groBBe Gruppe der Isoprenoide,
von denen heute mehrere zehntausend Verbindungen bekannt sind.”'® Rein formal bildet das
2-Methyl-1,3-butadien (Isopren) den Grundkdrper der Isoprenoide, die als dessen Oligomere
aufgefasst werden konnen. Die Identifizierung der zelluldren Isopren-Aquivalente in ihrer
phosphorylierten Form, das Isopentenyldiphosphat (IDP) und das
Dimethylallyldiphosphat (DMADP), gehen auf Arbeiten von Lynen und Bloch zuriick.'"'?
Vom IDP und DMADP leiten sich einige hohermolekulare Diphosphate ab. Die wichtigsten
sind das Geranyldiphosphat (GDP, 2 X Cs), das Farnesyldiphosphat (FDP, 3 x Cs) und das
Geranylgeranyldiphosphat (GGDP, 4 x Cs). Nahezu alle Terpene lassen sich auf eine dieser
Vorstufen zuriickfiihren (Abbildung 2).

Grundsitzlich werden die Terpene nach der Anzahl der Isoprenreste, aus denen sie aufgebaut

sind, in Hemi- (1 x Cs), Mono- (2 x Cs), Sesqui- (3 x Cs), Di- (4 x Cs), Sester- (5 x Cs),
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Tri- (6 x Cs), Tetra- (8 x Cs) und hochmolekulare Polyterpene eingeteilt. Verbindungen, die
sich von einer der Terpenklassen durch Abbau von Alkylgruppen ableiten, werden Norterpene
genannt. Beispiele hierfiir sind die Steroide. Sie spielen als Hormone bei interzelluldren
Regulationsprozessen im tierischen Organismus sowie bei der Stabilisierung von Membranen
eine wichtige Rolle. Die Carotenoide (Tetraterpene) bilden die groBte Gruppe natiirlicher
Farbpigmente und kommen in allen Lebewesen vor. Ferner gibt es gemischte Isoprenoide,
wie die Chlorophylle und Ubichinone, die neben dem isoprenoiden Teil zusétzliche Bausteine
enthalten.” Prenylierte Proteine, z.B. Ras und andere kleine G-Proteine, sind an wichtigen

Zellregulationsprozessen beteiligt."*

Gruppe Beispiel Funktion
IDP ——> Prenylgruppe Cytokinin Wachstumsregulator
v
Aroma, Geschmacksstoff,
GDP ? Monoterpene Menthol Wechselwirkungen Pflanzen-Insekten
Sesquiterpene Capsidiol Wechselwirkungen Pflanzen-Pathogene
\ 2 /7 9 P
Cholesterol Membranstruktur

Steroide Cortison Hormone

—>
l prenylierte Proteine Ras Zellregulation
E—

GGDP Diterpene Gibberillinsédure Wachstumsregulator
\ Casben Wechselwirkungen Pflanzen-Pathogene
Polyterpene Dolichole Glycosylierung
Ubiquinone Elektronentransport
Chlorophyll Photosynthese
Carotenoide Photoprotektion

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Isoprenoide und ihrer biosynthetischen Vorstufen. Fiir jede
Klasse sind Beispiele fiir Vertreter sowie deren biologische Funktion aufgefiihrt. Einige der
Stoffwechselprodukte stellen essentielle biologisch aktive Substanzen dar, die mehr oder weniger
ubiquitiar in allen Organismen vorkommen (Steroide, Polyterpene). Vertreter der Mono-,
Sesqui- und Diterpene sind dagegen oft auf wenige Arten beschrinkt und zihlen zu den
typischen Produkten des Sekundiirstoffwechsels. Die Prenyldiphosphate, Isopentenyldiphosphat
(IDP), Geranyldiphosphat (GDP), Farnesyldiphosphat (FDP) und Geranylgeranyldiphosphat
(GGDP) bilden die Vorstufen der einzelnen Terpenklassen und Isoprenoide. Letztlich lassen sich
alle isoprenoiden Verbindungen auf das IDP als kleinste Grundeinheit zuriickfiihren."

Uber die biologische Funktion der niederen Terpene ist noch immer vergleichsweise wenig
bekannt. Thr Vorkommen kann auf wenige Arten oder auf nur eine Gattung beschrinkt sein.

Pflanzen nutzen Terpene sowohl als Lockstoffe (Duft- und Farbstoffe) als auch zum Schutz
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vor Fressfeinden (Duft- und Geschmacksstoffe, Toxine). Einigen Terpenen konnte eine
wichtige Rolle als Phytohormone und Wachstumsregulatoren nachgewiesen werden. Insekten
nutzen Terpene als Pheromone, zur chemischen Kommunikation sowie als Regulatoren

wihrend ihrer Entwicklung.'®!”

1.2.1 Biosynthese von Terpenen in Pflanzen

Die Abbildung 3 zeigt eine vereinfachte Ubersicht der Biosynthese pflanzlicher Terpene.
Diese verlduft in unterschiedlichen Kompartimenten auf unterschiedlichem Wege. Im Cytosol
entstehen das IDP und das DMADP auf dem Mevalonatbiosyntheseweg, welcher zunichst
von der Kondensation zweier Acetyl-CoA Einheiten zum Acetoacetyl-CoA ausgeht. Durch
Kondensation einer weiteren Acetyl-CoA Einheit und anschlieBender Reduktion entsteht das
(R)-Mevalonat mit sechs Kohlenstoffatomen. Durch zweimalige Phosphorylierung und
anschlieende Decarboxylierung wird das IDP als Endprodukt erhalten. Dieses kann durch
Einwirken der IDP-Isomerase in das DMADP umgewandelt werden. In den Plastiden
(Chloroplasten, Chromoplasten, etc.) dagegen verlduft die Biosynthese auf dem 2-C-Methyl-
D-erythritol-4-phosphat (MEP)-Weg. Dieser geht von Glycerinaldehyd-3-phosphat und
Pyruvat aus, das im ersten Schritt decarboxyliert wird. Kondensation fiihrt zu der Pentose
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat und durch Umlagerung und anschlieBende Reduktion zum
2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat. Durch die Einwirkung mehrerer Enzyme entsteht
schlieBlich ein cyclisches Diphosphat, das durch zweimalige Reduktion in die beiden

Produkte IDP und DMADP umgewandelt wird.'®

Die Biosynthese der acyclischen Vorstufen der einzelnen Terpenklassen durch Kondensation
von IDP und DMADP hingt ebenfalls von der Lokalisation in der Zelle ab. Das FDP wird
hauptsichlich im Cytosol produziert, GDP und GGDP in den Plastiden. Zu den cytosolischen
Isoprenoiden zdhlen somit die Triterpene, Steroide und die meisten Sesquiterpene. Aus dem
MEP-Weg gehen die plastiddren Isoprenoide hervor, die Mono- und Diterpene, einige
Sesquiterpene, die Carotinoide sowie die Prenylseitenketten des Chlorophylls und der
Plastochinone. Es gibt Beispiele fiir eine Kooperation zwischen beiden Wegen, insbesondere

bei der Biosynthese von Stressmetaboliten.'*2°

AuBer in Pflanzen findet man die kompartimentierte Biosynthese iiber den Mevalonat- und
den MEP-Weg auch in Rotalgen. In Sidugetieren wurde bislang nur der Mevalonat-

Biosyntheseweg nachgewiesen. Die meisten Bakterien sind nur zu einem der Wege befihigt,
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der Mevalonat-Weg ist charakteristisch fiir Archaebakterien, der MEP-Weg fiir Eu- und
Cyanobakterien. In Griinalgen wird nur der MEP-Weg realisiert.”'

Mevalonat-Weqg MEP-Weq
3 Acetyl-CoA Pyruvat + GA3P

Isopren
l (Cs) l

AL IDP (Cs)

IDP (Cs) DMADP DMADP
l 2 x IDP + DMADP IDP + DMAD% \3 x IDP + DMADP
FDP (C1s) GDP (C1o) GGDP (Cy)

Terpen Terpen Terpen
Synthase 2 x FDP Synthase Synthase 2 x GGDP
Typ | Typl Typl

Sesquiterpene Squalen Monoterpene Diterpene Phytoen

(C15) (Cs0) (C10) (C20) (Ca0)
l Terpen l
Synthase
Typ i
Triterpene . Tetraterpene
(Cao) Plastiden (Ca0)
Cytosol

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Biosynthesewege der Isoprenoide in Pflanzen. Der
klassische bzw. Mevalonat-Weg liduft im Cytosol ab. Das IDP und DMADP werden aus drei
Acetyl-CoA-Einheiten gebildet. Durch Kondensation von zwei Molekiilen IDP und einem
DMADP entsteht das FDP als Vorlidufer der Sesqui- und Triterpene. Auf dem 2-C-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat (MEP)-Weg, der in den Plastiden abliuft, geht die Biosynthese des IDP
und des DMADP von Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GA3P) aus. Die Kondensation
der entsprechenden monomeren Bausteine fithrt zum GDP, Vorstufe der Monoterpene und zum
GGDP, Vorstufe der Di- und Tetraterpene. An der Biosynthese der Mono-, Sesqui-, Di- und
Triterpenene sind die Terpensynthasen (Abschnitt 1.3) beteiligt.
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1 69

Guaiane Bicyclogermacrane

1.3 Terpensynthasen

Eudesmane \ \ f / Germacrane

% )? ?
o S —_—
P4 N
OPP
FDP

\ Humulane

Pentalane

PPO | Cadinane
Bisabolane

Cuparane

Abbildung 4: Vielfalt der durch die Terpensynthasen katalysierten Reaktionen, gezeigt am
Beispiel der Sesquiterpene. Farnesyldiphosphat stellt das Substrat aller Sesquiterpensynthasen
dar. Durch Cyclisierungs- und Umlagerungsreaktionen werden unterschiedliche mono-, di- und
tricyclische Kohlenwasserstoffe erhalten. Die Bildung einiger Terpengeriiste erfordert eine der
Cyclisierungsreaktion vorgelagerte Isomerisierung zum Nerolidyldiphosphat (NDP).

Die Terpensynthasen, die auch Terpencyclasen genannt werden, gehdren zu einer Klasse von
Enzymen, die die Bildung der Mono-, Sesqui-, Di- und Triterpene katalysieren. Sie sind in der
Lage aus den Substraten GDP, FDP und GGDP sowie dem Squalen, dem Vorldufermolekiil
der Tritepene, mehrere hundert Kohlenstoffgeriiste herzustellen. Alleine fiir die
Sesquiterpene, die mit mehreren tausend Vertretern die vielfdltigste Stoftklasse unter den
Terpenen darstellen, sind mehr als 300 Grundkorper bekannt. Die von den Terpensynthasen
katalysierten Reaktionen verlaufen fast immer hochspezifisch und stets hochstereoselektiv.

Beziiglich der Spezifitét gibt es einige exotische Enzyme, wie die 6-Cadinen Synthase und die



EINLEITUNG 8

y-Humulen Synthase, die das Farnesyldiphosphat in 34 bzw. 52 Produkte umsetzen. Die
Lanosterol Synthase dagegen cyclisiert das (S)-2,3-Oxidosqualen zu genau einem von 128

moglichen Stereoisomeren des Lanosterols.”?

Abhédngig vom Mechanismus und der Tertidrstruktur unterscheidet man zwei Arten von
Terpensynthasen. Die ionisierungsabhingigen Terpensynthasen (Typ I) beginnen die
katalysierte Reaktion mit der metallinduzierten Abspaltung der Diphosphatgruppe. Hierzu
zahlen die Mono-, Sesqui-, Diterpensynthasen. Die protonierungsabhingigen
Terpensynthasen (Typ II) protonieren im ersten Schritt eine Epoxidgruppe oder eine
C=C-Doppelbindung. Ein Beispiel stellt die Lanosterol Synthase dar. Beide
Initiierungsreaktionen erzeugen im ersten Schritt ein hochreaktives Carbeniumion, das dann
weitere Reaktionsschritte durchlduft. Die den Folgereaktionen zugrunde liegenden Prinzipien
sind fiir alle Enzyme gleich. Zunéchst findet eine Cyclisierung statt, an die sich mehrere
Umlagerungsschritte, wie Methyl- und Hydridverschiebungen, Wagner-Meerwein-
Umlagerungen sowie  weitere  Cyclisierungsschritte  anschlieBen  konnen.  Die
Reaktionskaskade wird in der Regel durch eine Deprotonierung abgeschlossen.” Manche
Reaktionen erfordern vor Abspaltung der Diphosphatgruppe eine Isomerisierung, wie die des
Farnesyldiphosphats zum Nerolidyldiphosphat. Im Gegensatz zum FDP besitzt das

Nerolidyldiphosphat die notige Flexibilitit um auch Sechs- oder Siebenringe auszubilden.”*’

Alle Terpensynthasen, von den bakteriellen bis zu den pflanzlichen, besitzen eine dhnliche
Tertidrstruktur (Abbildung 5). Fiir den Typ I ist eine hauptsichlich a-helikale Struktur
charakteristisch, der Typ II besitzt ein mit dem Typ I nicht verwandtes o-barrel Motiv.
Pflanzliche ionisierungsabhingige Terpensynthasen zeichnen sich durch zwei Doménen aus,
eine vom Typ I und eine vom Typ II Faltungsmotiv. Katalytisch aktiv ist dabei nur die Typ I

Domine, fiir die Typ II Doméne konnte bislang keine Aktivitdt nachgewiesen werden.

Das aktive Zentrum der Typ I Terpensynthasen ist der amphiphilen Struktur der Substrate
angepasst. Die Kohlenwasserstoffketten werden in einem mit hydrophoben Resten
angereicherten Teil des aktiven Zentrums gebunden. Dessen Tertidrstruktur dient als template
und bestimmt die bioaktive Konformation des gebundenen Substrats. Die
Substratkonformation ~wiederum besitzt einen entscheidenden Einfluss auf die
Produktspezifitit. Die Diphosphatgruppe wird in einem polaren Teil des aktiven Zentrums
gebunden. Zwei Strukturmotive bilden die Bindungsstelle flir drei zweiwertige Metallionen.

Generell fungieren Magnesium und/oder Mangan als Cofaktor. Welche Spezies unter
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physiologischen Bedingungen beteiligt ist, konnte bislang nicht eindeutig nachgewiesen
werden. Die erste bindende Peptidsequenz, das DDXXD/E-Motiv, koordiniert zwei der
Metallionen, das so genannte NSE/DTE-Motiv. mit der Consensussequenz
(LV)Y(V,LLAYN,D)D(L,,V)X(S,T)XXXE das dritte Metallion (die an der Koordination
beteiligten Aminosduren sind durch Markierung hervorgehoben). Der Vergleich
verschiedener Rontgenstrukturen von Terpensynthasen mit Diphosphat-enthaltenden
Substratanaloga deutet darauf hin, dass Variationen in den beiden Motiven zu leichten
Verdnderungen in den Bindungsmodi der Metallionen fithren konnen. Moglicherweise
spiegeln  diese Abweichungen eine zusitzliche Strategie zur Erhohung der

evolutionsbedingten Diversitit von Terpensynthasen wieder.”

Aristolochen Synthase 5-epi-Aristolochen Synthase

Abbildung 5: Tertidrstrukturen der Aristolochen Synthase aus dem Mikroorganismus
Penicillium roqueforti und der 5-epi-Aristolochen Synthase aus der Tabakpflanze (Nicotiana
tabacum). In rot dargestellt ist das Typ I Faltungsmotiv der Terpensynthasen. Dieser Bereich
liegt strukturell hochkonserviert vor. So betrigt fiir die hier gezeigten Strukturen der RMSD
der C-a. Atome 3.1 A, die Zahl dhnlicher Aminosiuren 222.%*

Abbildung 6 zeigt das aktive Zentrum der 5-epi-Aristolochen Synthase aus einer
Rontgenstruktur ~ (PDB-ID:  SEAT).  Gebunden im  aktiven  Zentrum  ist
Farnesylhydroxyphosphonat (FHP), ein Substratanalogon des Farnesyldiphosphats. Man
erkennt deutlich die chelatartige Bindung von zwei Magnesiumionen durch das DDXXD-

Motiv. Das dritte Magnesiumion wird durch die Reste D444, T448 und E452 koordiniert.
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Einige Wassermolekiile sind an der Koordination der Magnesiumionen beteiligt. Der
Farnesylrest ist in einem mit unpolaren und aromatischen Aminosduren angereicherten Teil
des aktiven Zentrums gebunden. Er nimmt eine Konformation ein, die nach Abspaltung der
Diphosphateinheit im nativen Substrat, die Reaktionszentren fiir eine Cyclisierung

zusammenbringt.”

Famesylhydroxyphosphonat Farnesylhydroxyphosphonat
C440 C440
Y5200~y \ [ R441e® Y520 g 5’ R4410-2

’ D444
g Da45 23 w273 ‘§ .

! o
e ‘,.53 ¢ y5‘5"525

& . 2+
a-Mg B

' D444
3 D445 ?&’

T448 ‘P.*Mg B

el ‘i?'. A ﬁ
N § 2+ €. o ”'O 2
J .3 4 y Jn'l!ﬁg A b J.‘Z ol ** .
nzﬁé% 'Tszi!ﬁnsoﬁf--. . E452 o #1528 ﬁ'; (} IS
S8 ' 5 R26G( o D319 "9
fe / 2] \i.
R.2‘64 Wasser 20305 o Wasser D305
+ R264 2+
Mg C Mg C

Abbildung 6: Stereodarstellung von Farnesylhydroxyphosphonat gebunden im aktiven Zentrum
der S-epi-Aristolochen Synthase (N. tabacum). Das aktive Zentrum besteht aus einem polaren
phosphatbindenden Teil und einer mit hydrophoben Aminosiduren angereicherten Tasche,
welche die Farnesyleinheit in einer gefalteten Konformation bindet und das Reaktionszentrum
vor Wasser abschirmt. Blaue gestrichelte Linien zeigen Wasserstoffbriicken, griin gestrichelte
metallkoordinierende Bindungen.25

1.4 (+)-Germacren D Synthase

Bei der (+)-Germacren D Synthase handelt es sich um eine Sesquiterpensynthase, die die
Bildung von (+)-Germacren D aus Farnesyldiphosphat katalysiert. (+)-Germacren D ist einer
der Hauptbestandteile des #therischen Ols der kanadischen Goldrute (Solidago canadensis;
Asteraceae). S. canadensis ist vom wissenschaftlichen Standpunkt insofern interessant, da die
Pflanze beide Enantiomere des Sesquiterpens Germacren D produziert. Da die Natur
beziiglich biokatalytischer Reaktionen hochstereoselektiv ist, wurde vermutet dass beide
Enantiomere durch jeweils eine spezifische Synthase synthetisiert werden. Der Nachweis
wurde durch C.O. Schmidt im Rahmen seiner Dissertation erbracht, dem es gelang beide
Synthasen zu isolieren.”® Mit Hilfe verschiedener deuteriummarkierter Farnesyldiphosphate

konnte der Reaktionsmechanismus auf der Substratseite aufgeklart werden. Beide Enzyme
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bilden zunéchst dasselbe cyclische Zwischenprodukt, das (R)-Germacradienylkation. In der
Biosynthese des (—)-Germacren D findet dann eine 1,3-Hydridverschiebung von der C-6
Position auf die C-11 Position statt. Die Konfiguration des (R)-Germacradienylkations an C-7
bleibt dabei erhalten. Die Synthese des (+)-Germacren D verlduft dagegen iiber zwei
1,2-Hydridverschiebungen, erst von C-7 nach C-11, dann von C-6 nach C-7. Durch diese

sequentiellen Umlagerungsschritte findet eine Inversion der Konfiguration an C-7 statt.

1,3-[H]-shift

-

H (R)-Germacradienylkation \ 1,2-[H]-shift

JETT
H
-

/,,,/(

(+)-Germacren D

(-)-Germacren D

Abbildung 7: Mechanismus der durch die Germacren D Synthasen katalysierten Reaktionen.
Beide Enzyme bilden zunichst dasselbe cyclische Zwischenprodukt, das
(R)-Germacradienylkation. In der Biosynthese des (-)-Germacren D findet anschlielend eine
1,3-Hydridverschiebung statt, wobei die Konfiguration des (R)-Germacradienylkations an C-7
erhalten bleibt. Die Synthese des (+)-Germacren D verliuft dagegen iiber zwei
1,2-Hydridverschiebungen unter Inversion der Konfiguration an C-7.%
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Im Rahmen ihrer Dissertation gelang es Dr. Iris Fransson (geb. Altug) die cDNA beider
Enzyme zu isolieren, in Escherichia coli funktionell zu exprimieren und zu charakterisieren.”’
Die Sequenz der (+)-Germacren D Synthase umfasst 551 Aminosduren. Das
Molekulargewicht betrigt etwa 65 kDa und das pH-Optimum liegt bei 7.6. Zur Bestimmung
der kinetischen Parameter des Enzyms wurde ein radiochemisches Aktivitdtsassay mit
trittummarkierten ~ Farnesyldiphosphat  durchgefiihrt, ein  Standardverfahren  fiir

28;29

Aktivitditsmessungen an Terpensynthasen. Unter den Bedingungen des Assays ergab sich

eine Michaelis-Menten-Konstante Kj, von 3 uM und ein k., von 0.02 s Das Enzym besitzt
zwei ungewoOhnliche Mutationen, die beide die metallbindenden Peptidsequenzen betreffen.
Das DDXXD/E-Motiv hat die Sequenz **NDTYD?”, also den Austausch D303N eines der
Aspartatreste, das an der Koordination der bivalenten Kationen direkt beteiligt ist. Diese
Mutation wurde erstmalig fiir eine funktionell charakterisierte Terpensynthase beschrieben.
Die zweite Mutation betrifft das NSE/DTE-Motiv mit der Sequenz ***ILNDIVGHKEE™®®.
Mit der natiirlichen Mutation S452G ist hier ebenfalls eine direkt an der Metallkoordination
beteiligte Aminosdure verdndert. Es ldsst sich dariiber mutmaBen inwiefern sich diese
Mutationen auf die Bindung der Metallionen auswirken. Insbesondere der Austausch D303N

einer negativ geladenen gegen eine neutrale Aminosédure ldsst vermuten, dass bei der (+)-GDS

nur ein binuclearer Metallcluster an der Reaktion beteiligt ist.

Die Sequenzen beider Germacren D Synthasen aus S. canadensis besitzen 85% Identitdt und
89% Homologie. Die Mutation des NSE/DTE-Motivs findet sich auch in der Sequenz der
(-)-Germacren D Synthase, allerdings fehlt die Mutation an der Position 303. An beiden
Enzymen durchgefiihrte Punktmutationen zeigten, dass der Austausch N303D fiir die
(+)-GDS und D303N fiir die (—)-GDS keinen Einfluss auf die Produktspezifitit hat. Wéahrend
sich der Austausch bei der (+)-GDS nicht auf die Aktivitidt auswirkte, verringerte sich die
Aktivitit der (—)-GDS um den Faktor 10. Die Mutation D/N303E fiihrte bei beiden Enzymen

zu einem nahezu vollstindigen Aktivitdtsverlust.

Zu den Sequenzen von Sesquiterpensynthasen anderer nicht artverwandter Pflanzen besitzt
die (+)-Germacren D Synthase etwa eine 40-60%ige Homologie, was auch fiir andere
Sesquiterpensynthasen  phytogenetischen = Ursprungs  gefunden wurde. Zu  der
S-epi-Aristolochen Synthase, die einzige Sesquiterpensynthase pflanzlicher Herkunft fiir die

Strukturdaten vorliegen, liegt die Homologie bei 38%.
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1.5 Protein-Prenyltransferasen

Die Gruppe der Protein-Prenyltransferasen umfasst drei Proteine, die Farnesyltransferase
(FTase) die Geranylgeranyltransferase 1 (GGTase-I) und Rab-Geranylgeranyltransferase
(RabGGTase oder GGTase-II). Der Zusatz ,,Protein® in dem Namen soll sie von den
Prenyltransferasen unterscheiden, die fiir die Biosynthese der Isoprenoiddiphosphate
verantwortlich sind. FTase und GGTase-I katalysieren die Ubertragung einer Cis- (FDP) bzw.
Cyo-Prenyleinheit (GGDP) auf Cysteinreste von Proteinen, die ein terminales CAAX-Motiv
enthalten (C = Cystein, A = eine aliphatische AS, X = eine beliebige AS, die zur
Substratspezifitit beitrdgt). Die Prenylierung dient der Verankerung der Zielproteine in der
Membran (Lipidanker). Die fargets dieser posttranslationalen Modifikation sind Proteine der
Superfamilie der kleinen G-Proteine (Ras, Rho, Rap, Rac), die y-Untereinheit vieler
heterotrimerer G-Proteine, Centromeren-Proteine (CNAP-E und CNAP-F) und Andere. Die
meisten dieser Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion fiir
Zellproliferation und Apoptose. Im Gegensatz zu FTase und GGTase-I libertragt RabGGTase

zwei Geranylgeranylreste und diese ausschlieBlich auf Proteine der Rab-Familie.'*"!

Die Protein-Prenyltransferasen sind fiir eukariotische Zellen essentiell. Sie wurden in vielen
Organismen nachgewiesen, darunter S&dugetiere, Pilze, Pflanzen und Protisten. Eine
Eliminierung dieser Proteine fiihrt zu schweren Zellschdadigungen oder zum Zelltod. Eine
Liste mit bekannten und hypothetisch prenylierten CAAX Substraten des humanen Genoms
umfasst 120 Proteine. Fiir iiber 50 der Proteine liegen signifikante Hinweise auf eine
Prenylierung vor. Etwa die Hilfte der 120 Proteine sind Substrate der FTase, die andere der

GGTase-1.2

Tabelle 2 fasst einige der Eigenschaften und Unterschiede der FTase und der GGTase-I
zusammen. Beide Enzyme besitzen eine identische o-Untereinheit von 48 kDa und
unterscheiden sich in der B-Untereinheit. Die a-Untereinheit ist sichelformig um die
alpha/alpha barrel formige B-Untereinheit assoziiert und hélt diese durch sieben aufeinander
folgende helicale hairpin Paare. Fiir die Bindung der Peptid-(Protein-)Komponente sowie fiir
die Aktivierung der Thiolfunktion des Cysteins und die Ubertragung der Prenylgruppe ist
Zn*" als Cofaktor essentiell. Das Zinkion wird durch einen Cystein-, Histidin- und
Aspartatrest der jeweiligen B-Untereinheit koordiniert.> Bei der FTase hingt die
Geschwindigkeit der Farnesylierungsreaktion zusétzlich von der Anwesenheit von

Magnesium ab. Konzentrationen im millimolaren Bereich erhéhen die Umsatzrate um das
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700fache.’** Die Rolle, die das Magnesium bei der Farnesylierung spielt, konnte bislang

36-39

nicht genau aufgeklédrt werden und gibt Anlass zu wissenschaftlichen Diskussionen. Eine

Komplexierung der Diphosphatgruppe, wie bei den Terpensynthasen und anderen
Prenyltransferasen, liegt nahe. Die Diphosphatgruppe wird allerdings durch ein Netzwerk von
Wasserstoftbriicken zwischen Sauerstoffatomen der Diphosphatgruppe und Protonen
iiberwiegend positiv geladener Aminosduren (K164a, R291p, K294 und Y300p) stabilisiert.
In diesem Bereich finden sich keine potentiell komplexbildenden Aminosduren fiir das

Magnesiumion. Dieses gelangt daher vermutlich an das FDP gebunden in das Epitop.*®

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Eigenschaften und Unterschiede der beiden wichtigen Protein-
Prenyltransferasen FTase wund GGTase-I. Die CAAX-Box stellt das C-terminale
Proteinerkennungsmotiv dar (C = Cystein, A = eine aliphatische AS, X = eine beliebige AS, die
zur Substratspezifitiit beitrigt).’"

Farnesyltransferase Geranylgeranyltransferase I
(FTase) (GGTase-I)
Farnesyldiphosphat Geranylgeranyldiphosphat
Lipid-Komponente (FDP) (GGDP)
(Substrat) 0 50 o 0 50 o
X N X 0) 10)\10- X N X x OQFQO)FQO—
Protein- CAAX CAAX
Erkennungsmotiv X = Ala, Gln, Ser, Met, Phe X = Leu, Phe, selten Met
Ausgewdhlte Ras, Laml‘ne, y—Unterqlnhqlt von Rho, Rap, Rac, y-Untereinheiten
. Transducin, Rhodopsin Kinase, . .
Proteinsubstrate . von heterotrimeren G-Proteinen
Centromeren-Proteine
Zusammensetzung 48 kDa (o) identisch 48 kDa (o)
der Untereinheiten )
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Bei der GGTase-I erfolgt die Komplexierung der Diphosphatgruppe des GGDP ausschliefSlich
durch positiv geladene Aminosduren, die Magnesiumkonzentration besitzt keinen Einfluss auf
die Umsatzrate.”' Die Spezifitit der FTase und GGTase-I fiir ein bestimmtes farget liegt auf
der Seite des Proteinsubstrats. Hier bestimmt die terminale Aminosdure des CAAX-Motivs
durch welches Enzym die Prenylierung vorgenommen wird. Alanin, Glutamin und Serin
werden spezifisch durch die FTase erkannt, Leucin durch die GGTase-I. Phenylalanin wird
von beiden Enzymen akzeptiert, Methionin normalerweise durch die FTase, in einigen Féllen

aber auch durch die GGTase-1.***#!

FTls GGTIs

A 3 O
o ©H
\—NH N_N
¥ oyl SR, Ayt L,
)

Lonafarnib Tipifarnib GGTI-2418
; \ ©
N N~ é:O
BMS214662 GGTI-DU40

.

1
P N W

PRL-3 Rheb H-Ras K-Ras4b RalA/B RhoC

Abbildung 8: Einige Beispiele von Inhibitoren der FTase und der GGTase-I (FTIs und GGTIs)
als potentielle Zytostatika. Die drei gezeigten FTIs befinden sich aktuell in klinischen Studien
der Phasen I-I11.*

Defekte, die bei den Zielproteinen der Protein-Prenyltransferasen auftreten, werden mit einer
Reihe von Krankheiten in Verbindung gebracht. Dazu zdhlen insbesondere verschiedene

Arten von Krebs. Die am intensivsten untersuchte Klasse der CAAX-Proteine sind die
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Mitglieder der Ras-Familie (K-Ras, H-Ras und N-Ras). Sie werden durch die FTase
modifiziert. Mutierte Formen von mindestens einem Vertreter findet man bei ca. 20-30% aller
Tumore. Die Mutationen fithren zu einem Verlust ihrer GTPase-Aktivitit, die den
G-Proteinen als Inaktivierungsmechanismus dient. Dadurch befindet sich die mutierte Form
dauerhaft im aktivierten Zustand und sendet kontinuierlich ein Signal an den Zellkern. Als
Folge wird unkontrolliertes Zellwachstum ausgeldst. Da die Prenylierung und die damit
verbundene Lokalisierung der kleinen G-Proteine in der Zellmembran eine Voraussetzung fiir
die Signaltransduktion ist, konnen Ras-Proteine durch Inhibitoren der FTase indirekt
deaktiviert werden.'*** Inzwischen befinden sich einige Farnesyltransferase-Inhibitoren
(FTIs) in klinischen Studien der Phasen I-III. Viel versprechende Beispiele sind Tipifarnib
und Lonafarnib. Leider zeigen sich beim Menschen, im Gegensatz zu Versuchen am
Tiermodell, deutliche Unterschiede in der Wirksamkeit. Obwohl fiir die FTIs eine Inhibition
des Tumorwachstums nachgewiesen werden konnte, scheinen diese Substanzen nicht an der
gewlinschten Stelle zu wirken. Die Wirksamkeit von Tipifarnib bei einigen Leukdmie-
Varianten korreliert nicht mit dem Auftreten von mutierten Ras-Proteinen. Zudem fillt die
Wirksamkeit deutlich geringer aus als erwartet. K-Ras4B, eine Ras-Variante die hdufig von
Mutationen betroffen ist, kann alternativ durch die GGTase-I prenyliert werden. Ein Grund
fiir die Inhibition des Tumorwachstums bei Abwesenheit maligner Ras-Formen ldsst sich
moglicherweise auf die Inhibition der Prenylierung anderer Proteine zuriickfiihren. Diese

Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit weiterer Studien.***%*7

1.6 STD-NMR-Experimente an Enzymsystemen

Die saturation transfer difference (STD) NMR-Spektroskopie ist eine Methode, um die
Bindungseigenschaften eines niedermolekularen Liganden an ein Protein zu untersuchen.
Erstmals wurde das Verfahren von Mayer und Meyer 1999 fiir das screening von
Substanzbibliotheken eingesetzt.*>° AuBerdem ermoglicht das STD-NMR-Experiment
Aussagen zur Bindungsaktivitit (Dissoziationskonstante, Kp) und erdffnet einen Einblick in
die molekularen Details der Bindung auf Seite des Liganden (Bindungsepitop).”' Seit ihrer

Einfiihrung hat sich die Methode durch ihre hohe Anwendungsbreite schnell weiterentwickelt.

Die Methode basiert auf einem Séttigungstransfer, der vom Protein auf den Liganden
tibertragen wird. Nach der Dissoziation vom Protein wird die Sittigung in der Losung am
freien Liganden detektiert (Eine ausfiihrliche Beschreibung der Methode folgt in Abschnitt
2.1.1, S. 21). Die Vorteile, die sich aus dieser Messtechnik ergeben, liegen hauptséchlich in
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der ligandbasierten Detektion begriindet. Fiir das STD-NMR-Experiment ist keine
Isotopenmarkierung des Proteins erforderlich und es werden nur geringe Proteinmengen
benotigt (> 0.1 uM). Beziiglich des Molekulargewichtes gibt es auf der Seite des Proteins
keine Obergrenze. Meistens sind fiir die Charakterisierung der Bindungseigenschaften
1D '"H-NMR basierte Pulssequenzen ausreichend. Bei hoher Signaliiberlagerung auf der
Ligandseite ldsst sich die STD-Methode aber auch auf andere NMR-Pulsprogramme wie z.B.
TOCSY oder HSQC anwenden.>

Fiir die Entwicklung von Inhibitoren enzymkatalysierter Reaktionen sind in der Regel nicht
nur Informationen iiber die an der Katalyse beteiligten Aminosduren notwendig, sondern auch
Details liber den Bindungsmodus der Substrate und/oder Produkte. StandardméBig werden
enzymkatalysierte Reaktionen in Assays nach der Kinetik von Michaelis-Menten
charakterisiert, um so Hinweise auf den Mechanismus und die katalytische Effizienz zu
erhalten. Strukturdaten von Enzymen konnen mittels Rontgenstrukturanalyse oder durch
mehrdimensionale NMR-Experimente gewonnen werden. Um Strukturdaten von Enzym-
Substrat-Komplexen zu erhalten muss hdufig ein hoher Aufwand betrieben werden, um einen
Umsatz der Substrate zu verhindern. Bei Mehrsubstrat-Enzym-Systemen kdnnen mehrere
Ansitze mit den jeweiligen Teilsubstraten die erforderlichen Daten liefern. Bei Einsubstrat-
Enzym-Systemen verkompliziert sich der Sachverhalt zusitzlich. Liegt kein Inhibitor fiir das
zu untersuchende Enzym-Substrat-System vor, wird es schwierig Strukturdaten iiber die
Bindung zu erhalten. Es gelingt in einigen Fillen Kristalle fiir die Rontgenstrukturanalyse
nachtréglich mit dem Substrat zu behandeln, so dass das Substrat in das aktive Zentrum
diffundiert und von dem kristallisierten Enzym nicht oder nur extrem langsam umgesetzt
wird. Allerdings kann ein solches Vorgehen zu artifiziellen Bindungen fiihren, da kein
Umsatz stattfindet und es kann schwierig sein eine solche Bindung von der bioaktiven zu

unterscheiden.

Viele der gingigen Affinitdtsassays, die auf biochemischen Methoden beruhen, erfordern
einen Liganden, der kovalent mit einem Protein/Peptid bzw. einer Fluoreszenzmarkierung
verknlipft ist, oder eine radioaktive Isotopenmarkierung. Eine solche Modifikation kann zeit-
und kostenaufwendig sein oder die Messresultate beeinflussen. Andere Methoden, wie z.B.
die surface plasmone resonace (SPR), erfordern eine Immobilisierung der Protein- oder der
Ligandkomponente. NMR-basierte Methoden arbeiten in Losung und erfordern in der Regel
keine modifizierten Liganden oder Proteine. Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass mit Hilfe

der NMR-Spektroskopie, je nach Messtechnik, neben den bindungsspezifischen Daten
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weitere Informationen zugénglich sind, z.B. iiber Dynamik, Konformation, Orientierung und
Bindungsepitop des Liganden. Die Informationen werden dabei mit atomarer Aufldsung

erhalten und konnen wertvolle Hinweise fiir die Entwicklung von Inhibitoren liefern.

Alle Vorteile der STD-Methode, die fiir die Untersuchung von Rezeptor-Ligand-Systemen
giiltig sind, gelten generell auch fiir die Untersuchung von Enzym-Substrat-Systemen.
Andererseits gelten bei der Durchfiihrung von STD-Experimenten auch die Limitierungen des
Substratumsatzes. Die erste Enzym-Substrat-Wechselwirkung, die mittels STD-NMR-
Spektroskopie untersucht wurde, ist die Bindung von Uridindiphosphat-D-galactose an die
B-1,4-Galactosyltransferase T1.> Das Enzym katalysiert —die Ubertragung  der
Galactoseeinheit aus dem Nucleotid-aktivierten Donor auf N-Acetylglucosamin-Einheiten
von Glycoproteinen und Glycosphingolipiden. Die Experimente lieferten erstmalig einen
Einblick in den Bindungsmodus von Uridindiphosphat-D-galactose an das Enzym. Da die
Versuche in Abwesenheit des Akzeptorsubstrats durchgefiihrt wurden, spielte der

enzymatische Umsatz keine Rolle.

Brecker et al. berichteten 2006 von der Charakterisierung der Substratbindung zweier
Glycosidhydrolasen mittels STD-NMR-Spektroskopie.” Eines der untersuchten Enzyme,
Clostridium thermocellum Endoglucanase B (CelB), weist ein Aktivitditsmaximum bei einer
Temperatur von >90°C auf. Durch eine Spektrenakquisition bei 30°C war die
Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms soweit herabgesetzt, dass der Umsatz nur eine
untergeordnete Rolle spielte. Die Bindung verschiedener Substrate konnte hinsichtlich der
Epitope untersucht und verglichen werden. Fiir das zweite Enzym, Aspergillus fumigatus BG1
(AfBGly), wurden Spektren bei 10 °C und bei 30 °C aufgenommen, welche substrat- und
produktspezifische STD-Signale je nach Temperatur lieferten. Durch eine geeignete Wahl der
experimentellen Parameter lassen sich somit auch Ein-Substrat-Enzyme mittels STD-NMR-

Spektroskopie untersuchen.

1.7 Micellen

Amphiphile Molekiile tendieren in wéssriger Umgebung zur Selbstorganisation, wobei sich
bimolekulare Schichten (Membranen) oder geschlossene Strukturen bilden kdnnen. Letztere
werden je nach Aufbau in Micellen und Liposomen unterteilt. Die Priferenz zur Ausbildung
eines bestimmten Typs hingt von der Struktur des Lipids ab. Wihrend sogenannte double

chain amphiphiles (z.B. Phosphoglycerolipide, Sphingolipide) Membranen und Liposomen
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mit bilayer-Struktur ausbilden, flihrt die Aggregation von single chain amphiphiles in der

Regel zur Bildung von monolayer-Strukturen.>

Die spontane Selbstorganisation amphiphiler Molekiile beruht auf dem kooperativen
Zusammenspiel hydrophiler und hydrophober Wechselwirkungen. Als charakteristische
GroBBe fiir micellbildende Verbindungen wird die kritische Micellkonzentration (CMC,
critical micelle concentration) definiert. Typische Werte liegen zwischen 102 — 10~ M fiir
ionische Amphiphile und zwischen 10° — 10* M fiir nicht-ionische. Fiir Lésungen eines
Amphiphils unterhalb der CMC idndern sich konzentrationsabhingig die physikalischen
Eigenschaften der Losung, z.B. der osmotische Druck, die Oberflichenspannung, die
elektrische Leitfdhigkeit. Bei Erreichen der CMC tritt eine Anderung der
Konzentrationsabhédngigkeit ein, die sich bei weiter ansteigender Konzentration fortsetzt. Die
sprunghafte Anderung der Konzentrationsabhiingkeit l4sst sich darauf zuriickfiihren, dass das
Amphiphil unterhalb der CMC monomolekular in Losung geht, oberhalb der CMC assoziiert
es zu den micellaren Molekiilverbdnden (Abbildung 9). Die Konzentration der Monomere
bleibt oberhalb der CMC konstant. Dieses Verhalten wird thermodynamisch durch das
Phasenseparationsmodell beschrieben, bei der die Micellen als Pseudophase behandelt
werden. Die CMC stellt in dem Modell die Séattigungskonzentration an der monomeren

Spezies in der Losung dar.”

Um die Konzentrationsabhidngigkeit der molekularen Eigenschaften eines Amphiphils in
wassriger Losung zu beschreiben ist das Phasenseparationsmodell ausreichend. Eine bessere
Beschreibung liefert allerdings das Gleichgewichtsmodell, bei dem die Micellbildung analog
zum chemischen Gleichgewicht behandelt wird. Eine Gleichgewichtskonstante beschreibt das
dynamische Gleichgewicht zwischen den Amphiphilen in Losung und in den Micellen. Die
CMC verliert hierbei ihre strikte Bedeutung, da die Bildung der Micellen eher in einem engen
Konzentrationsbereich stattfindet. Vom praktischen Standpunkt aus gesehen behélt die CMC
ihre Bedeutung als Ndherung fiir den Konzentrationsbereich. Die Konzentrationsabhingigkeit
der Micellbildung aus Abbildung 9 bleibt fiir das Gleichgewichtsmodell weitgehend erhalten,
nur dass der Ubergang von der rein monomeren Losung zur Micelle nicht so abrupt verliuft.
Der Ubergangsbereich ldsst sich am besten dadurch deuten, dass eine Aggregation der

Amphiphilmonomere bereits vor der CMC beginnt.”

Hill und andere erweiterten die obigen Konzepte zu einer Thermodynamik der kleinen

Systeme, bei der die Bildung von Aggregaten unterschiedlicher Grof3e und die dynamischen
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Gleichgewichte von Aggregaten untereinander beriicksichtigt werden. Variablen wie
Temperatur, Druck und das chemische Potential der Monomere in wiéssriger Losung
bestimmen Eigenschaften wie die Verteilungsbreite und den Medianwert der Micellgrofe.
Der Ansatz fiihrt allerdings zu einer groen Anzahl formaler thermodynamischer
Beziehungen, deren Komplexizitit von geringem praktischem Nutzen sind. Eine der
wichtigen Schlussfolgerungen aus dem Ansatz ist, dass die MicellgroBe mit steigender
Gesamtkonzentration des Amphiphils ansteigt, was sich auch experimentell belegen ldsst.
Dabei konnen neben den typisch sphérischen Micellformen auch weitere stabformige
entstehen. Bei hoheren Konzentrationen lagern sich diese zusammen und bilden Mesophasen
(nematische Phasen, Fliissigkristalle), deren Zustand zwischen dem von isotropen

Fliissigkeiten und dem von festen Kristallen liegt.>®

CMC
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\\P/ \\P/
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monomer in Lésun
I ung [single chain amphiphile]

[single chain amphiphile] /
i in Micellen

Menge des zur Losung zugefiigten single chain amphiphiles

Abbildung 9: Mechanismus der Micellbildung nach dem Phasenseparationsmodell. Die CMC
stellt die Siattigungskonzentration an Monomeren eines single chain amphiphiles in wissriger
Losung dar. Erhoht man die Konzentration des Amphiphils iiber die CMC hinaus, assoziieren
dessen Monomere zu micellaren Molekiilverbiinden. Im Phasenseparationsmodell werden die
Micellen als Pseudophase behandelt.

Fiir die Bestimmung der CMC lassen sich generell alle physiko-chemischen Eigenschaften
verwenden, die eine Anderung in der Konzentrationsabhéngigkeit bei Micellbildung zeigen.
Typische Methoden basieren auf Lichtstreuung, Viskositdtsmessungen oder potentio- und
calorimetrischen Messungen. Besonders die NMR-Spektroskopie hat sich als eine geeignete
Methode hervorgetan, mit der micellare Systeme vielfiltig untersucht werden konnen.
Niitzliche NMR-Parameter sind u.a. die chemische Verschiebung, sowohl von 'H als auch
von 13C, YF oder * 1P-Kernen, T1- und T>-Relaxationszeiten sowie Diffusionskoeffizienten, die

sich mittels pulsed field gradient (PFG)-Techniken bestimmen lassen.’® %
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2 METHODEN

2.1 NMR-Spektroskopie

2.1.1 Saturation Transfer Difference (STD) NMR-Spektroskopie

Die STD-NMR-Methode ist bereits kurz im Abschnitt 1.6 (S. 16) eingefiihrt worden. Mit ihr
konnen die Bindungseigenschaften eines niedermolekularen Liganden an ein Protein
untersucht werden. Voraussetzung fiir das STD-Experiment ist ein schneller Austausch des
Liganden an der Bindungsstelle des Proteins in Relation zur Sittigungszeit. In diesem Fall
lasst sich intermolekular Séttigung vom Protein auf das bindende Molekiil iibertragen. Bei
Dissoziation des Komplexes wird die Sattigung anschlieBend in Losung transferiert und dort
detektiert. Die Séttigung des Proteins erfolgt durch eine Kaskade von selektiven GauBBpulsen
fiir eine Dauer von einer bis vier Sekunden. Sie ist mdglich, da Proteine hohe Linienbreiten
aufgrund ihrer kurzen T7>-Realxationszeiten besitzen, und somit Einstrahlpunkte fiir einen
Sattigungspuls auBerhalb der spektralen Breite des Liganden gefunden werden konnen. Als
Einstrahlpunkt werden typischerweise Resonanzen im Bereich von 0 bis -1 ppm gewahlt, aber
auch Resonanzen im aromatischen Bereich sind bei geeigneten Liganden mdglich. Durch die
Spindiffusion, einem indirekten Magnetisierungstransfer zwischen zwei Kernen iiber einen
dritten, iibertrégt sich die Séttigung auf das gesamte Protein. Dieser Effekt tritt auf, wenn die
Kreuzrelaxationsrate gro3 gegeniiber der 7}-Relaxationszeit ist, was ab einer Molekiilgrof3e
von ca. 10 kDa der Fall ist. Fiir Proteine mit kleineren Molekulargewichten eignet sich die
STD-NMR-Spektroskopie  deshalb nicht. Da die Spindiffusion mit steigendem
Molekulargewicht immer effektiver wird, gibt es keine Obergrenze beziiglich der

ProteingroBe.”

Das eigentliche STD-Experiment besteht in der Aufnahme von zwei Teilspektren, einem on-
resonance und einem off-resonance Spektrum (Abbildung 10). Im on-resonance Spektrum
erfolgt die selektive Sittigung des Proteins. Aufgrund der Ubertragung der Séttigung auf den
Liganden sind dessen Signalintensititen abgeschwicht. Im off-resonance Spektrum erfolgt
eine Einstrahlung der Sattigungs-Puls-Kaskade off-resonance aller Signalintensititen, z.B. bei
40 ppm. Dieses Spektrum entspricht einem normalen 'H-NMR-Spektrum. Die Einstrahlung
des off-resonance Pulses ist wichtig, um Differenzartefakte durch Temperaturschwankungen
in der Probe oder der Geriteelektronik zu vermeiden. Aus der Differenz von off- und on-

resonance Spektrum ergibt sich das STD-Spektrum mit Signalintensititen nur fiir bindende
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Molekiile. Im Gegensatz zu friiheren STD-Pulsprogrammen, bei denen die on- und off-
resonance Spektren intern iiber einen Phasenzyklus abgezogen wurden, lassen sich mit einer
moderneren Pseudo-2D-Variante beide Spektren getrennt aufzeichnen.” Dadurch kann das
off-resonace Spektrum direkt als Referenzspektrum verwendet werden. Die Intensitit der
Signale hingt mit der 1//°-Abhingigkeit der Kreuzrelaxationsrate vom Bindungsabstand der
entsprechenden Protonen von Ligand und Protein ab.®* Hieraus eroffnet sich die Moglichkeit
eines group epitope mappings. Zur Unterdriickung storender Proteinsignale wird ein 71,-Filter
verwendet. Das HDO-Signal deuterierter Puffer kann mit Hilfe von Standard-Pulssequenzen

unterdriickt werden (WATERGATE, excitation sculpting).®>

Nichtbinder selektive
Sattigung

ngandmolekut

»
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Off resonance-Spektrum
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A

'H

On resonance-Spektrum

. == ¥

Differenz-Spektrum (STD)

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Prinzips eines STD-Experiments. Im on-resonance-
Spektrum wird ein zu untersuchendes Protein-target selektiv gesittigt. Die Sittigung iibertrigt
sich durch den Effekt der Spindiffusion auf das gesamte Protein und auf einen bindenden
Liganden. Nach der Dissoziation wird die Sittigung vom Liganden in Losung nur langsam
abgebaut und kann dort durch eine Intensititsabnahme der Protonenresonanzen detektiert
werden. Die Stirke der Intensititsabnahme hingt von der Néhe der Ligandprotonen zu
Protonen in der Bindungstasche des Proteins ab und ermdglicht ein epitope mapping.
Nichtbindende Molekiile erfahren keinen Sittigungstransfer und somit auch keine Abnahme der
Signalintensititen. Durch Aufnahme eines Referenzspektrums (off-resonance-Spektrum) und
Differenzbildung wird das STD-Spektrum erhalten, das nur Signale bindender Molekiile
enthilt. Die Methode eignet sich fiir das screening von Substanzbibliotheken.
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Neben den intermolekularen Kernabstinden ist die Bindungskinetik fiir die Intensitdt der

STD-Signale entscheidend. Fiir das Dissoziationsgleichgewicht gilt:

3
P+ L PL
k.
k, <[PIL]_ Ky
[PL] K,

Gleichung 1: Bestimmung der Dissoziationskonstante Kj; [P] = Konzentration des Proteins;
[L]= Ligandkonzentration; [PL] = Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes; k; =
Assoziationsrate; k_; = Dissoziationsrate.

Ist die Dissoziationsrate klein gegeniiber der Sattigungszeit, dann ist der Durchsatz an
Ligandmolekiilen, die die Bindungstasche erreichen, gering. Ist die Dissoziationsrate dagegen
sehr grof3, findet wihrend der Residenzzeit in der Bindungstasche kein ausreichender
Sattigungstransfer statt. Fiir STD-Messungen sollte k.; mindestens in der Gréf3enordnung um

0.01 s liegen.

Fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante K, miissen Titrationskurven aufgezeichnet
werden. Dabei wird fiir verschiedene Ligandkonzentrationen der STD-Effekt durch Vergleich
mit dem off-resonance Spektrum bestimmt und der STD-Amplifikationsfaktor nach
Gleichung 2 berechnet. Der STD-Amplifikationsfaktor dient der Quantifizierung des
Durchsatzes an Ligandmolekiilen und beriicksichtigt, neben den absoluten STD-Intensitéten,

die Ligandiiberschiisse.

_To—1w Lo
Ampl. —
Y I, [Pl

STD

Gleichung 2: Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors STD . ; Iy = Signalintensitit im off-
resonance Spektrum; I, = Signalintensitit im on-resonance Spektrum; [L], =
Gesamtligandkonzentration; [P]) = Gesamtproteinkonzentration.

Durch Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die Ligandkonzentration erhélt
man im Falle einer spezifischen Bindung eine Séattigungskurve. Lésst sich das one-site

binding Modell anwenden, ergibt sich der K nach fit an die Gleichung 3:
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STDAmpl.(max)
Kp+[L]

[L]

STDAmpl. =

Gleichung 3: Auswertung einer Titrationsreihe nach dem one-site binding Modell. STD 4pi.anax) =
Sittigungswert der Bindungskurve; K, = Dissoziationskonstante; [L] = Ligandkonzentration.

Bei einer Bestimmung der relativen Grofe der STD-Intensitédten innerhalb des Liganden muss
der Sattigungsaufbau und -abbau beriicksichtigt werden. Protonen mit langen
T1-Relaxationszeiten bauen die Sittigung nur langsam ab und es werden zu kurze
intermolekulare Bindungsabstinde vorgetduscht. Ist die 7>-Relaxationszeit des gebundenen
Liganden im Verhiltnis zur Verweildauer in der Bindungstasche sehr klein, dann verteilt sich
die Sattigung moglicherweise zu schnell liber das Molekiil und die STD-Signale gleichen sich
einander an. In beiden Fillen wiirde das Epitop falsche Bindungsabstinde wiedergegeben.
Das Gleichgewicht von Sittigungsfluss und Relaxation wird durch Gleichung 4 reprisentiert,
die durch einen rekursiven Ansatz erhalten werden kann.®” Sie beschreibt die Abhingigkeit

des STD-Effektes von den kinetischen Grofen der Bindungsreaktion und den

Relaxationsparametern.
—[_[PL]SE‘”[L]ORel " [PL]sat + [L],(Rel - 1)
[L]sat — 1 _ [L]O
[L], —[PL]Sat +[L],(Rel 1)

mit [PL], Sat und Rel, die durch die folgenden Zusammenhéange beschrieben sind:

PLI=(Kp +[PL + 1) - &G + 2K, [P+ 26, L], + [LE - 2[PL[LL + [P )

-1

R _1In2
Satzl-exp(-ﬂj

Rel = exp(- leln 2}

-1

Gleichung 4: Gleichung zur Beschreibung der Abhiingigkeit des STD-Effektes [L],./[L], von den
kinetischen Groflen der Bindungsreaktion und den NMR-Relaxationsparametern. [L],,: Anteil
gesittigter Ligandmolekiile; [L]o: Ausgangskonzentration des Liganden; [P],: Ausgangs-
konzentration des Proteins; #,: Sittigungszeit; Sat: Term fiir den Sittigungsfluss; Rel: Term
fiir die Relaxation; R, Sittigungsrate; R,: longitudinale Relaxationsrate.
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Das STD-Verfahren ldsst sich nicht nur auf Idsliche Protein-Ligand-Systeme anwenden.
Unter anderem gelang eine Anwendung der STD-Technik auch fiir immobilisierte Proteine
mittels HRMAS-STD-Spektroskopie sowie fiir in Liposomen eingebettete membransténdige
Rezeptorproteine.”®” Durch Anwendung einer neuen double difference Methode war die

Untersuchung von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen an intakten Zellen moglich.”

2.1.2 T;-Relaxationsmessungen

Unter Relaxation versteht man allgemein die Riickkehr eines Systems in den Grundzustand,
dass durch eine Stérung aus dem Gleichgewicht gebracht wurde. In der NMR-Spektroskopie
unterscheidet man zwei Arten, die longitudinale und die transversale Relaxation. Nach einem
90°-Impuls rotiert der Magnetisierungsvektor um die z-Achse in die xy-Ebene. Die
longitudinale bzw. T1-Relaxation beschreibt, wie schnell sich die
Gleichgewichtsmagnetisierung wieder einstellt, der Magnetisierungsvektor also auf die
z-Achse zuriickkehrt. Da es sich in diesem Fall um eine Ubertragung der Energie vom
Spinsystem auf die Umgebung handelt, wurde urspriinglich auch der Name Spin-Gitter-
Relaxation verwendet. Die transversale bzw. 7>-Relaxation dagegen beschreibt, wie schnell
die durch den 90°-Puls in der xy-Ebene erzeugte Phasenkohédrenz wieder verloren geht. Sie ist
vor allem von den Spin-Spin-Wechselwirkungen abhdngig, die ein Auffichern der
Phasenkohédrenz bewirken. Das Auffichern kommt dadurch zustande, dass die einzelnen
magnetische Dipole, die zu der Gesamtmagnetisierung beitragen, mit leicht unterschiedlichen
Frequenzen prizedieren. Da iiber die transversale Relaxation keine z-Magnetisierung wieder

hergestellt wird, kann 7> maximal so lang sein wie 7}.”'

Die GroBe beider Relaxationszeiten hédngt von der Resonanzfrequenz @y und der
Korrelationszeit 7. ab, die als ein MaB fiir die Beweglichkeit eines Molekiils gedeutet werden
kann (Abbildung 11). Kleine Molekiile besitzen lange 7)}-Realaxationszeiten, aufgrund ihrer
schnellen Umorientierung spielen Spin-Spin-Relaxationsmechanismen kaum eine Rolle. Die
kiirzesten T;-Relaxationszeiten findet man fiir Molekille mit wyz. = 1, dh. der
Energicaustausch mit der Umgebung verlduft am effektivsten. Fiir groBe Molekiile oder
Molekiilverbinde, wie Proteine oder Micellen, oder auch kleine Molekiile in viskosen
Flissigkeiten werden die 7)-Relaxationszeiten wieder lidnger. Aufgrund der hohen
Korrelationszeiten spielen Spin-Spin-Wechselwirkungen eine wichtige Rolle, woraus kurze

. . . 1
T>-Relaxationszeiten resultieren.’
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Abbildung 11: Logarithmische Darstellung fiir die Abhéngigkeit der 7;- und 7,-Relaxationszeit
von der Korrelationszeit 7. Molekiile mit kurzen Korrelationszeiten relaxieren langsam. Die
Ti-Relaxationszeit durchliuft bei ez, = 1 ein Minimum und steigt dann wieder an. Die
T>-Relaxationszeit ist niherungsweise umgekehrt proportional zu z.
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Abbildung 12: Prinzip des T, inversion recovery Experiments. Auf einen 180° Inversionspuls

U

folgt ein Relaxationsdelay 7, an den sich ein 90°-Auslesepuls anschlief3t. Fiir 7= 0 erhéilt man ein
Spektrum mit voller Signalintensitit aber negativer Amplitude. Mit zunehmender Zeit des
delays relaxiert der Magnetisierungsverktor fortschreitend, bis fiir 7> 57, ein Spektrum mit
voller Signalintensitit und positiver Amplitude aufgezeichnet wird. Durch die Aufzeichnung
einer Serie von Spektren lisst sich der Nulldurchgang bestimmen, aus dem 77 nach Gleichung 5
berechnet werden kann.”
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Die iibliche Methode zur Bestimmung von longitudinalen Relaxationszeiten ist das inversion
recovery Experiment (Abbildung 12). Die Pulssequenz sieht zundchst einen 180°-Puls vor,
der die z-Magnetisierung invertiert. Nach einer gewissen Zeit, dem Relaxationsdelay 7, folgt
ein 90°-Auslesepuls. Durch die Aufnahme einer Serie von Spektren mit variablen 7 zwischen
0 und 57 sowie Auftragung der Signalintensitdten gegen 7, kann durch fit an Gleichung 5 die

Zeitkonstante 77 ermittelt werden.”!
1(7) = I, (1-2¢77'7)

Gleichung 5: Funktion zur Bestimmung von 7;; I(7) = Signalintensitit zum Zeitpunkt z;
7= Relaxationsdelay. Der Faktor 2 des Exponentialterms folgt, da dass inversion recovery
Experiment mit invertierter z-Magnetisierung beginnt.

2.2 Surface Plasmon Resonance (SPR)

Optische
Detektions-
einheit

Intensitat

Lichtquelle

E_—prc&larisiertes Winkel
icl
Prisma 1 Resonanz
Signal
Gas .
Gold Zeit

Sensorgram
FluRzelle
Pufferfluf —» !

Ligand Immobilisiertes

Molekl (z.B. ein Protein)

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Messprinzips der SPR. Planar polarisiertes Licht
wird an der Grenzfliche zwischen einem optisch diinneren und optisch dichteren Medium
reflektiert. Durch den Effekt der Oberflichenplasmonenresonanz kommt es in einem
bestimmten Winkel zu einer Reduktion der Intensitit des Lichtes, der Winkel hing dabei von
dem Brechungsindex an der Grenzfliche ab. Findet in der Flusszelle ein Bindungsereignis statt,
dann indert sich der Brechungsindex. Die Anderung des Winkels fiir das Intensititsminimum
des totalreflektierten Lichts wird als SPR-Signal aufgezeichnet.

Die SPR beruht auf dem Phidnomen der Oberflichenplasmonenresonanz, das auftritt, wenn
Licht von diinnen Metallfilmen reflektiert wird.”> Mit der Methode kénnen biospezifische

. .. 74 . .. . .
Bindungsereignisse untersucht werden.”” Je nach Gerdt kdnnen nicht nur Proteine, sondern
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auch Bakterien, Viren oder Zellen untersucht werden.”””’ Als Messsystem dient ein
Sensorchip, der mit einer diinnen Goldfolie beschichtet und mit einer Matrix belegt ist
(Abbildung 13). Auf der Matrix erfolgt die Immobilisierung eines der Bindungspartner, der
zweite wird in einem FlieBsystem iiber die Chipoberfliche geleitet. Der Bereich zwischen der
Metalloberfliche und der Flusszelle stellt die Grenzflache zwischen einem optisch dichteren
und einem optisch diinneren Medium dar. Bei Auftreffen eines planar polarisierten
Lichtstrahls auf den Metallfilm unter einem bestimmten Winkel kann ein Teil der
Lichtenergie mit den delokalisierten Elektronen auf der Oberfliche wechselwirken. Dabei
kommt es zu einer Reduktion der Intensitit des reflektierten Lichtes. Der genaue Winkel

hingt vom Brechungsindex zwischen dem optisch dichteren und diinneren Medium ab.

SPR-Signal
[RU

YYYYYYYY

YYYYYYYY

Dissoziation

Kinetik

YYYYYYVYY

Regeneration

Konzentration

J YYYYYYYY
YYYYYYYY ‘ ' YYYYYYYY

100 200 300 400 500 600
Zeit [s]

Abbildung 14: Sensorgramm einer SPR-Messung. Aus dem Verlauf der Assoziations- und
Dissoziationskurven konnen die kinetischen Parameter des Bindungsereignisses ermittelt
werden (k; und k_;). Durch Aufnahme der Sensorgramme fiir eine Konzentrationsreihe lisst sich
aus den jeweiligen Gleichgewichtswerten die Dissoziationskonstante K;, bestimmen.

2U - RUnslL]
Kp+[L]

Gleichung 6: Auswertung einer Konzentrationsreihe nach dem one-site binding Modell. RU,,,x =
Sittigungswert der Bindungskurve; K, = Dissoziationskonstante; [L] = Ligandkonzentration.
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Findet ein Bindungsereignis an der immobilisierten Komponente statt, fithrt das zu einer
Anderung des Brechungsindexes in dem optisch diinneren Medium. Hieraus resultiert eine
Anderung des Winkels bei dem Oberflichenplasmonenresonanz auftritt. Die Verschiebung
des Intensitdtsminimums wird in Echtzeit gemessen. Das Signal, das aufgezeichnet wird,
entspricht der Anderung des SPR-Winkels und wird in RU (response units) in Form eines
Differenzsensorgramms aus Messzelle und Referenzzelle ausgegeben (Abbildung 14). Durch
die Messung gegen die Referenzzelle, auf der sich keine immobilisierte Komponente
befindet, konnen unspezifische Bindungsereignisse an der Matrix ausgeschlossen werden. Im
Falle eines spezifischen Bindungsereignisses kommt es zu einem Gleichgewichtszustand
zwischen den Bindungspartnern. Die Bindung in Echtzeit ermdglicht eine Analyse der
Bindungskinetik. = Die  Dissoziationskonstante ~ kann  durch ~ Vermessen  einer
Konzentrationsreihe und durch fit an die Gleichung 6 erhalten werden - entsprechend der
Gleichung 1 fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante mittels STD-NMR. Dafiir
werden die Gleichgewichtswerte der SPR-Antworten gegen die Ligandkonzentration
aufgetragen. Die SPR-Methode kommt mit sehr geringen Substanzmengen aus, 1 RU
entspricht in etwa 1 pg gebundener Substanz. Anderungen von bis zu 0.1 RU konnen

detektiert werden.

2.3 Bestimmung der Enzymaktivititen von Terpensynthasen mittels

radiochemischer Methoden

Es gibt eine Vielzahl von Nachweisverfahren fiir die Aktivitit von Enzymen, bei denen
generell eine Substrat- oder Produktverfolgung durchgefiihrt werden kann. Fiir die Aktivitét
von Terpensynthasen hat sich ein radiochemisches Verfahren durchgesetzt.****7® Alle
Terpensynthasen gehen von Farnesyldiphosphat als gemeinsamem Substrat aus, das sich
somit fiir jedes beliebige Enzym einsetzen ldsst. Tritiummarkiertes [1-*H(n)]-
Farnesyldiphosphat kann kéuflich erworben werden. Tritium zerféllt unter Aussendung von
B-Strahlung, die mit Hilfe eines Szintillationszéhlers quantifiziert werden kann. Der Assay
wird in einem Zweiphasensystem durchgefiihrt. Nachdem das Enzym in einem wissrigen
Puffersystem mit dem markierten Substrat versetzt ist, wird die Losung mit einer organischen
Phase (z.B. Hexan) iiberschichtet und inkubiert. Zur Detektion des gebildeten Produktes wird
die wissrige Phase mit der organischen extrahiert und die organische Phase anschlieBend in
dem Szintillationszahler vermessen. Im Kopf des Messgerites befindet sich ein Szintillator, in

dem durch ionisierende Strahlung ein Lichtquant ausgeldst wird. Die erzeugten Lichtquanten
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werden in einen photomultiplier verstirkt und anschlieBend an einer Anode als elektrisches
Signal detektiert. Die Intensitét der ionisierenden Strahlung wird in cpm (counts per miunte)

oder in dpm (disintegrations per minute) angegeben.

2.4 Enzymkinetik von Progresskurven

Die Enzymkinetik liefert wertvolle Informationen iiber die Funktion und den Mechanismus
biokatalysierter Reaktionen. Die einfachste Form einer Enzymreaktion ist eine irreversible
Ein-Substrat-Reaktion, die durch das folgende Reaktionsschema beschrieben wird:

ky ky
ES —— E+ P

E+S

k.

Dieses Reaktionsschema wurde erstmals von Michaelis und Menten aufgestellt. Die
Geschwindigkeitsgesetze konnen bereits fiir diese einfachste Form nicht explizit geldst
werden. Michaelis und Menten postulierten eine Losung die auf der Annahme basiert, dass
k.1 » ky gilt und der Umsatz k, einer Kinetik 1. Ordnung folgt. Unter der Bedingung, dass das
Substrat im Uberschuss eingesetzt wird, stellt sich also ein Gleichgewicht fiir die Bildung des
Enzym-Substrat-Komplexes ein und die Umsetzung des Produktes stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Das der Michaelis-Menten-Kinetik zugrunde
liegende Konzept wurde spdter von Briggs und Haldane verallgemeinert, die darauf
hinwiesen, dass die Bedingung k; » k; nicht fiir alle Enzymreaktionen erfiillt ist. Sie
postulierten deshalb eine steady state Niherung in der sich die Konzentration des
Enzymsubstratkomplexes bei Substratsittigung nicht dndert.””*® Als Geschwindigkeitsgesetz

ergibt sich:

_dIS]__ VS]
dt K, +[S]

i k, +k
mit Vmax :kcgt[E]O und KM :g

1

Gleichung 7: Geschwindigkeitsgesetz fiir eine enzymkatalysierte Reaktion nach Michaelis-
Menten und Briggs-Haldane. V,,,., = maximale Umsetzungsgeschwindigkeit; K, = Michaelis-
Menten-Konstante; [S] = Substratkonzentration; k., = Geschwindigkeitskonstante der
Umsetzung pro Enzymmolekiil und pro Zeiteinheit unter der Bedingung der Substratsiittigung;
[E]o = Ausgangskonzentration des Enzyms.
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Fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter werden nur die Initialgeschwindigkeiten bei
unterschiedlichen  Substratkonzentrationen gemessen, da hier die Bedingung der
Substratséttigung erfiillt ist. Die Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die
Substratkonzentration ergibt eine Sittigungskurve, analog zur Bestimmung der
Bindungskonstanten, mit V. als Sattigungswert und K, als Substratkonzentration bei Viyay/2
(vgl. Gleichung 1 und Gleichung 6). Gilt die Michaelis-Menten-Bedingung &.; » k, entspricht
die Michaelis-Menten-Konstante der Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Komplexes
(Ky = Kp). Gleichung 7 kann auch auf kompliziertere Reaktionsschemata angewendet
werden. K, und k., gehen dann in K’ und k', TUber, die die apparente
Dissoziationskonstante und Geschwindigkeitskonstante iiber alle Teilschritte der Reaktion
darstellen. Der Quotient k.,/K), wird als katalytische Effizienz bezeichnet und gilt als MaB fiir
die Substratspezifitit.*

Die Analyse von Progresskurven stellt eine alternative Methode zur iiblichen Michaelis-
Menten-Kinetik dar, die den gesamten Verlauf einer Substrat-Zeit-Messung beriicksichtigt
und nicht nur die Initialgeschwindigkeiten. Dabei konnen weitere mechanistische Einblicke
gewonnen werden, wie z.B. Informationen iiber Produktinhibition. Der experimentelle
Aufwand kann sich insofern vereinfachen, dass alle kinetischen Parameter aus nur einem
einzigen Experiment gewonnen werden konnen. Progresskurven lassen sich allerdings nur
computergestiitzt analysieren, da es fiir die Michaelis-Menten-Gleichung keine explizite

Losung gibt.*'*

Eine Moglichkeit der Auswertung besteht darin, eine Funktion zu finden, mit
der die Daten gefittet werden konnen. Im Normalfall sollte es moglich sein den
Konzentrations-Zeit-Verlauf durch eine Exponentialfunktion fiir eine Reaktion 1. Ordnung
darzustellen. Durch Differentiation der Kurve an verschiedenen Stellen wird die jeweilige
Geschwindigkeit des Enzymumsatzes zu verschiedenen Zeitpunkten erhalten. Durch
Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit v gegen die Substratkonzentration lassen sich Kj,

und Viax bestimmen.®*

Goudar et al. schlagen einen alternativen Weg vor.*™ Sie gehen von der integrierten Form

der Michaelis-Menten-Gleichung aus:

S
Ky h{ﬁ} +[S] ~[S]= V!

Gleichung 8: Integrierte Form der Michaelis-Menten-Gleichung.
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Die integrierte Form der Michaelis-Menten-Gleichung ldsst sich nicht nach [S] auflésen, kann

aber umgeformt werden:
[S]+ K, In([S]) =[S] + Ky In([S]o) = Vinax?
Substitution von [S] durch ¢ K, gibt:
oK, + K, In(¢K,, ) =[S], + K,; In([S]y) = Vpax?

Nach Teilen durch K3, und Umformen erhilt man:

[ ]0 ([8]0] Vmaxt
+ Inl = —_— |
¢ (¢) M KM KM

Der linke Teil der Gleichung entspricht der Lambert-W-Funktion:
W(x)+In{lW(x)} = In(x)

Gleichung 9: Die Lambert-W-Funktion. Sie ist die inverse Funktion zu f(w) = we”, wobei w eine
beliebige komplexe Zahl darstellt.

W entspricht dabei der Lambert-W-Funktion, x ist das Argument von W. Somit gilt fiir ¢

¢ W{[ ]O [[S]O _Vmaxtj}
KM KM

Wird durch Einsetzten von ¢ = [S]/Kj, wieder zurilicksubstituiert, erhilt man einen Ausdruck

der die Substratkonzentration in Abhdngigkeit von der Zeit wiedergibt und [S] in Relation zu

[S] K w [ ]0 [S]O_Vmaxt
KM KM

Gleichung 10: Die Gleichung stellt einen Ausdruck fiir [S](¢) dar, mit Abhéingigkeiten von [S]o,
Ky, und Vi, als Argument von W.

[S]o, Kisund Vi setzt:

Abbildung 15 zeigt einen Plot der Lambert-W-Funktion fiir reale Werte von W. Es gibt drei
Funktionséste fiir Werte von x. Nur flir den 1. Ast gibt es eine eindeutige Losung fiir W, fiir

Werte -1/e <x < 0 gibt es zwei Losungen mit W > -1 und W < -1. Da [S]o, K und Vipax immer
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positiv sind, werden auch die Werte von x immer positiv sein. Somit sollte W fiir alle Werte
von x eindeutig sein, wenn diese Losung auf die Michaelis-Menten-Kinetik angewandt wird.

Experimentelle Daten konnen mit Hilfe numerischer Methoden an diese Gleichung gefittet

werden.’”8

1
N
—

Lambert-W-Funktion ()

-0 05 00 05 10 15 20 25 3.0

Argument von W {x = [Ii]o exp{[s]o ~Vinaxt }]

M KM

Abbildung 15: Die realen Aste der Lambert W Funktion. (0): 1. Ast fiir x > 0; (m): 2. Ast fiir
lle<x<0und-1<W<0;(A): 3. Ast fiir -1/e<x <0 und W<-1.

Die Losung von Funktionen durch numerische Ansdtze erfordert eine Abschédtzung von
Initialwerten. Diese konnen durch Linearisierungen der Gleichung 8 erhalten werden.® Durch

jeweils unterschiedliches Umformen erhélt man die drei folgenden Gleichungen:

: L ISh-IS] | Ky

ln([S]O /[S]) Vmax ln([S]O /[S]) Vmax

Gleichung 11: 1. linearisierte Form der Gleichung 8.

[Slo-[S] _,, Ky
ln([S]o /[S]) - Vmax P ln([S]O /[S])

Gleichung 12: 2. linearisierte Form der Gleichung 8.
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t Ky In(S},/MSh 1
[Slo =[S] Viax [Slo—[SI

max max

Gleichung 13: 3. linearisierte Form der Gleichung 8.

2.5 Molecular Modeling

Durch die rasanten Entwicklungen in der Molekularbiologie steigt die Zahl der verfiigbaren
Information iiber Proteine laufend an. Leider ist die Erzeugung von 3D-Strukturdaten mittels
Rontgenstrukturanalyse oder NMR-spektroskopischer Methoden ungleich aufwendiger als die
Gewinnung von reinen Sequenzdaten. So sind in UniProtKB/TREMBL, einer Datenbank fiir
Primérsequenzen von Proteinen, etwa 7 Mio. Eintrdge verzeichnet, wihrend die PDB-
Datenbank zum gegenwirtigen Zeitpunkt nur ca. 51 000 Strukturdaten von Proteinen und

55000 Strukturdaten insgesamt enthélt (Stand Januar 2009).%!

Fiir manche biologische
Systeme ist die Erzeugung von Strukturdaten besonders schwierig, hierzu zihlt z.B. die der
Klasse der transmembranen G-Protein gekoppelten Rezeptoren, die einen der wichtigsten

Angriffspunkte in der Wirkstoffentwicklung darstellen.

Die Evolution von Proteinen verlauft strukturkonservativ, da die Funktion an dessen Struktur
und nicht an die Primérsequenz gebunden ist. So konnen Proteine mit derselben Funktion aus
verschieden Organismen sehr unterschiedliche Primirsequenzen aufweisen. Dabei gibt es
aber bestimmte Sequenzbereiche, die fiir die Funktion des Proteins essentiell sind und deshalb
nur eine geringe oder iiberhaupt keine Varianz aufweisen.*® Die hohe Ahnlichkeit der Proteine
im strukturkonservativen Bereich eréffnet die Moglichkeit des homology modeling, also das
computergestiitzte Erstellen einer 3D-Struktur aus einer Primdrsequenz auf Grundlage der

experimentell erzeugten Strukturdaten eines verwandten Proteins.

Im ersten Schritt erfordert das homology modeling die Auswahl einer geeigneten template-
Struktur. Mit Hilfe eines alignment tools kann ein sogenanntes sequence alignment auf einem
Sequenzserver durchgefiihrt werden, ein Beispiel ist BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Das Tool vergibt nach bestimmten Kriterien Punkte. Das kann auf Grundlage einer
hohen Ubereinstimmung von Aminosiuren in den Sequenzen sein oder bei erfolgreicher
Identifizierung von Doménen denen eine bestimmte Funktion zugeordnet wurde. Anhand der
Bewertung, des scores, kann eine Auswahl der templates erfolgen. Das homology modeling
selbst erfolgt iiber eine Software oder ein Webinterface auf einem externen Server. Neben

weiteren Anbietern stellt das Biozentrum der Universitit Basel ein solches Webinterface zur
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Verfligung (Swiss Model). Fiir Sequenzen mit hoher Homologie zu anderen Proteinen kann
das modeling voll automatisch durchgefiihrt werden, d.h. es wird nur die Sequenz iibermittelt
und der Server iibernimmt das alignment, die Auswahl des femplates und das Erstellen der
Struktur. Alternativ steht eine Softwarelosung zur Verfligung, mit der die Randbedingungen
des modelings interaktiv manipuliert werden kénnen.””** Einen vergleichbaren Service bietet
das Programm Modeller (Departments of Biopharmaceutical Sciences and Pharmaceutical
Chemistry and California Institute for Quantitative Biomedical Research, University of

California San Francisco).

Die Strukturen, die aus dem homology modeling erhalten werden, sind zunichst noch sehr an
die template-Struktur angepasst. Durch Methoden des molecular modelings kann die Struktur
weiter optimiert werden. Eine Methode ist die Minimierung, die der Verringerung der
Molekiilenergie dient. Dabei wird die Geometrie beziiglich der Bindungsabstinde und
Bindungswinkel verdndert, so dass das gesamte System im Idealfall eine energetisch
giinstigere Struktur einnimmt. Die treibende Kraft ist eine Verringerung der Gesamtenergie
des Molekiils. Deshalb konnen keine Energiebarrieren {iiberschritten und nur lokale

Energieminima erreicht werden.

Mit Hilfe von molecular dynamic (MD)-Simulationen kann das dynamische Verhalten eines
Molekiils bei einer bestimmten Temperatur simuliert werden. Dabei wird der gesamte
Konformationsraum abgesucht. Im Gegensatz zu der Minimierung wird den Atomen bei der
MD-Simulation kinetische Energie zugeordnet (Temperatur des Systems). Dadurch kénnen
Energiebarrieren iiberschritten werden, so dass lokale Minima mit geringerer Energie oder im

Idealfall sogar das globale Minimum erreicht werden kann.

Da die Berechnung komplexer Systeme, wie z.B. Proteine, fiir quantenmechanische
Methoden zu aufwendig ist (ab initio), werden in der Regel kraftfeldbasierte Methoden
angewandt. Typische Kraftfelder im Bereich der Biopolymere sind z.B. CHARM, AMBER,
GROMOS und TRIPOS. Sie basieren auf den Gesetzten der klassischen Mechanik und der
Annahme, dass Bindungslingen und Bindungswinkel zwischen Atomen Standardwerte
einnehmen. Die Standardwerte konnen das Ergebnis quantenmechanischer Berechnungen sein

oder aus experimentellen Strukturdaten stammen.”
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3 AUFGABENSTELLUNG

Die hydrophoben Effekte stellen eine der fundamentalen Wechselwirkungen dar, welche die
Starke der Bindung von kleinen organischen Molekiilen an Proteine mitbestimmen. Im
Gegensatz zu den elektrostatischen und polaren Wechselwirkungen beruht ihr Anteil an der
Bindungsstérke nicht nur auf direkten intermolekularen Kréiften, sondern resultiert zu einem
groBen Teil aus entropischen Effekten, die in der wissrigen Umgebung, in denen biologische
Prozesse auftreten, begriindet liegen. Eine in den vergangenen Jahren gestiegene Zahl
potentieller hydrophober Wirkstoffkandidaten erfordert die Charakterisierung von Struktur-
Aktivitits-Beziehungen (SAR) solcher Verbindungen. Hieraus entsteht eine Notwendigkeit
die bestehenden Methoden fiir die Untersuchung von Bindungseigenschaften hydrophober
Ligand-Systeme zu erweitern. Die Probleme, die sich bei solchen Untersuchungen ergeben,
sind von individueller Natur. Aufgrund des Loslichkeits- und Aggregationsverhalten sind
bestimmte Konzentrationsbereiche moglicherweise nicht zugédnglich oder es finden
Bindungsereignisse in Konkurrenz zu der Proteinbindung in der Losung statt. Die
entropiegetriebene Natur der hydrophoben Wechselwirkung kann die Tendenz fiir

unspezifische Wechselwirkungen mit einem target-Protein deutlich erhdhen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die (+)-Germacren D Synthase, ein Enzym, das die Bildung
des Sesquiterpens (+)-Germacren D aus Farnesyldiphosphat (FDP) katalysiert, als ein
Modellsystem fiir die Untersuchung von hydrophoben Ligand-Protein-Wechselwirkungen
mittels STD-NMR ausgewihlt. Ziel war es die Bindung von Farnesylmonophosphat, einem
nicht umsetzbaren FDP-Substratanalogon, sowie das Bindungsereignis auf der Substrat- und
Produktseite zu untersuchen. Hierfiir war es zunichst notwendig ein geeignetes Puffersystem
fiir das Protein zu etablieren, das Loslichkeits- und Aggregationsverhalten der Liganden in
diesem Puffer zu charakterisieren und schlielich die Auswirkungen auf die eigentlichen
Bindungsstudien zu evaluieren. Anhand von SPR- und STD-Titrations-Experimenten sollte
gezeigt werden, dass die beobachteten Bindungsereignisse von spezifischer Natur sind und
somit eine Bindung an das aktive Zentrum représentieren. Weiterhin sollte eine Ausweitung

der STD-NMR-Methode auf die Untersuchung enzymatischer Reaktionen erprobt werden.

Um die Ergebnisse auf eine medizinisch relevante Fragestellung zu iibertragen, wurde die
Farnesylierungsreaktion der humanen Protein-Farnesyltransferase als ein zweites Enzym-

Substrat-System fiir weitere Untersuchungen ausgewihlt.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Voruntersuchungen an der (+)-Germacren D Synthase

Im Rahmen der Dissertation von Dr. Iris Fransson (geb. Altug) gelang die Isolierung der
cDNAs, die die (+)- und (-)-Germacren D Synthase codieren, sowie deren funktionelle
Expression in E. coli. Die ¢cDNAs wurden dazu in den pRSET A Vektor mit einem
T7-Promotor, einer Ampicillin-Resistenz und einem His-Tag kloniert und anschlieend in den
E. coli-Stamm BL21DE3 mittels Hitzeschock transformiert. Die transformierten Zellen
wurden auf ampicillinhaltigen LB-Medium selektiert. Nach Induktion mit IPTG und
Expression bei 16 °C iiber Nacht wurden die Germacren D Synthasen mittels
Affinitdtschromatographie an einer Ni-NTA-S&ule isoliert. Die Enzyme konnten hinsichtlich

ihrer kinetischen Parameter und des pH-Optimums charakterisiert werden.?”*°

Im Laufe dieser Arbeit wurden zum Teil zeitaufwendige NMR-Experimente an der
(+)-Germacren D Synthase durchgefiihrt.! Hierfir musste ein geeignetes Puffersystem
gefunden werden, in dem das Enzym eine ausreichende Stabilitit besitzt und seine Aktivitét
tiber den Zeitraum des Experiments nicht verliert. Die Evaluierung erfolgte mit Hilfe eines
radiochemischen Aktivititsassays in Tris-Puffern unterschiedlicher Zusammensetzung. Vor
der Durchfiihrung der Aktivitdtsassays erfolgte zunédchst eine Untersuchung beziiglich der
Enzymexpression und -isolierung, um die (+)-GDS moglichst effizient und in ausreichender

Reinheit erhalten zu kénnen.

4.1.1 Anpassung der Expressionsbedingungen

Die Expression der (+)-GDS sollte als eine grundlegende Methode dieser Arbeit zuverldssig
und effizient durchfilhrbar sein. Deshalb wurden mehrere Expressionsansidtze und
Proteinisolierungen durchgefiihrt und die Produkte mittels SDS-PAGE und Westernblot
untersucht. Mit Hilfe eines GC/MS detektierten Enzymassays wurde anschliefend die

Funktionalitét des isolierten Enzyms iiberpriift.

" Der Vektor pRSET A mit den klonierten ¢cDNAs der (+)- und (-)-Germacren D Synthasen wurden

freundlicherweise von Dr. Iris Fransson zur Verfiigung gestellt.
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Die Expressionsansitze wurden bei zwei unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt.
Zunichst wurde wie in der Arbeit von Dr. Iris Fransson beschrieben bei 16 °C exprimiert und
anschlieBend bei 18°C.”” Der zweite Ansatz fiihrte zu deutlich hdheren Enzym-
Rohausbeuten. Ein SDS-PAGE-Gel zeigte jedoch etliche Proteinverunreinigungen neben dem
Hauptprodukt. Deshalb wurden die Imidazol-Konzentrationen in den Reinigungspuffern fiir
die  Ni-NTA-Affinitdtschromatographie =~ erhoéht. ~ Weiterthin ~ wurden  fiir  die
Affinitdtschromatographie jeweils einmal eine spin column und eine gravity flow column
verwendet. Die Produkte der Enzymreinigung wurden dem Enzymaktivitdtsassay unterzogen.
Es zeigte sich, dass die bei 18 °C durchgefiihrte Expression zwar hohere Ausbeuten ergab
aber kein funktionelles Enzym lieferte. Wahrscheinlich fiihrte die erhohte Expressionsrate zur
Bildung von inclusion bodies und somit zu einer Fehlfaltung des Proteins. Anhand der
Ergebnisse wurde eine Arbeitsvorschrift fiir die Expression ausgearbeitet, mit der Ausbeuten

von ca. 4-6 mg/L pro Expressionsansatz erzielt wurden (vgl. Abschnitt 8.3, S. 136).

Tabelle 3: Anpassung der Expressionsbedingungen. Die Isolierung der (+)-Germacren D
Synthase aus dem Zelllysat erfolgte mittels Ni-NTA-Affinititschromatographie iiber eine spin
column (SC) oder eine gravity flow column (GFC). ++: sehr hoch; + hoch; o: durchschnittlich;
—: niedrig; — —: sehr niedrig.

Expressions- | T [°C] Enzym- Ausbeute Reinheit Enzymassay
ansatz reinigung  (SDS-PAGE)  (SDS-PAGE)

1 16 SC 0 0 nicht getestet
2 18 SC ++ —-— negativ

(prézipitiert)

3a 18 SC + 0 negativ

3b 18 GFC ++ — negativ

4 16 GFC + + positiv

Das Protein kann in Puffer-Glycerol-Losungen (30%) eingefroren werden, ohne seine
Aktivitit zu verlieren.”” Versuche, das Glycerol durch Umpufferung vollstindig zu entfernen,
gelangen nicht. Aufgrund von stérenden Restsignalen des Glycerols bei spiteren NMR-
Messungen wurde das Enzym fiir alle Experimente frisch hergestellt. Versuche, einmal
verwendete Enzymproben durch erneutes Umpuffern zuriickzugewinnen, fiihrten zu

erheblichen Ausbeuteverlusten (> 90%).
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Abbildung 16: 7.5%-iges, mit Coomassie angefiarbtes SDS-PAGE-Gel (a) und Western-Blot (b)
nach Isolierung der (+)-Germacren D Synthase. Auftragung: Bahn 2: Zell-Lysat; Bahn 3-4:
1.und 2. Waschschritt; Bahn 5: Protein Marker; Bahn 6-9: 1.-4. Elutionsfraktion. Die
Expression wurde bei 16 °C anhand der ausgearbeiteten Arbeitsvorschrift durchgefiihrt. Die
Enzymreinigung mittels Ni-NTA-Affinititschromatographie erfolgte unter Verwendung einer
gravity flow column.

4.1.2 Aktivititsmessungen an der (+)-Germacren D Synthase

Im Anschluss an die Expressionsversuche wurden mit Hilfe eines radiochemischen
Enzymassays die Aktivitdt und die Lebensdauer des Enzyms in verschiedenen Puffern
iiberpriift. Anhand dieser Experimente sollten geeignete Bedingungen fiir spitere NMR-
spektroskopische Untersuchungen ermittelt werden, fiir die ein Erhalt der Aktivitdt iiber

mehrere Tage gewéhrleistet sein muss.

In dem Assay wird trittummarkiertes [1-°H(n)]-Farnesyldiphosphat in einem
Zweiphasensystem umgesetzt (Hexan/Wasser). Damit das Enzym unter Substratsittigung
arbeitet, wird dem Assay zusétzlich unmarkiertes FDP zugefiigt. Die Enzymreaktion erfolgt
in der wissrigen Phase, das Produkt geht in die organische Phase iiber. Nach Abtrennung der

organischen Phase kann die Radioaktivitét in einem Szintillationszahler bestimmt werden.
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Im Laufe der Experimente zeigte sich eine sehr hohe Fehlervarianz des Enzymassays. Ein
Vergleich mit den Daten aus der Dissertation von Dr. Iris Frannson zeigte auch in den von ihr
durchgefiihrten Experimenten hohe Schwankungen. Diese konnen in einem Bereich von bis
zu 50% liegen, erlauben in ihrer Tendenz jedoch eine Interpretation der Daten.”” Um die
Fehler einschitzen zu konnen, wurden die Messungen zweifach durchgefiihrt, sofern nicht
anders angegeben. Bei der Auswertung der Daten wurde das Mittel der Doppelbestimmung
verwendet, die Fehlerbalken in den gezeigten Graphen spiegeln die beiden Werte der
Einzelbestimmung wider. Fiel ein Wert zu deutlich aus der Messreihe heraus, wurde er
verworfen. Eine Zusammenstellung der Messdaten findet sich ab S. 140. Es wurden nur
Messreihen gegeniibergestellt, bei denen das Enzym aus demselben Expressionsansatz

stammte und die parallel durchgefiihrt wurden.

Tabelle 4: Zusammensetzung der fiir die Enzymassays verwendeten Tris-Puffer. Die einzelnen
Pufferverdiinnungen wurden ausgehend von einem 10x konzentrierten Tris-Puffer hergestellt
(100 mM bezogen auf Tris-HCI, vgl. Tabelle 23, S. 132). Der pH-Wert aller Puffer betrug 7.8.

Verdliinnung | Zusammensetzung Bezeichnung
1.5% 15 mM Tris-HCI, 225 mM NaCl, 6 mM NaNj; 15 mM TBS
2.5% 25 mM Tris-HCI, 375 mM NaCl, 10 mM NaN; 25 mM TBS
3x 30 mM Tris-HCI, 450 mM NaCl, 12 mM NaNj; 30 mM TBS
5% 50 mM Tris-HCI, 750 mM NaCl, 20 mM NaNj; 50 mM TBS
7.5% 75 mM Tris-HCI, 1125 mM NaCl, 30 mM NaN; 75 mM TBS

Das pH-Optimum der (+)-Germacren D Synthase liegt im Bereich von 7.5-7.8, so dass als
Puffersystem ein Tris-Puffer gewdhlt wurde. Da das Enzym Magnesium als Cofaktor
benotigt, wurde die Verwendung eines Phosphat-Puffers ausgeschlossen, der sich ebenfalls
fir diesen pH-Bereich eignen wiirde (K; Mg3(POs); = 1.04 107" mol’/°).”° Fir die
Uberpriifung der Enzymstabilitit wurde die (+)-GDS in Tris-Puffern unterschiedlicher
Zusammensetzung und bei unterschiedlichen Enzymkonzentrationen gelagert. Im Abstand
von zweli bis drei Tagen wurde die Aktivitit der Enzymproben vermessen und Zeitrdume von
bis zu acht Tagen untersucht. Zusitzlich wurde der Einfluss von Dithiothreitol (DTT) als
Antioxidationsmittel auf die Enzymstabilitit tiberpriift. DTT war in deuterierter Form
verfligbar und eignet sich somit als Pufferzusatz bei NMR-Experimenten. Als Puffer wihrend

der Assays wurde zunichst ein MOPSO-Puffer eingesetzt, der auch fiir die Bestimmung der
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kinetischen Parameter in der Arbeit von Dr. Iris Fransson Verwendung fand (im Folgenden
als Enzymassaypuffer 1 bezeichnet). Spiter wurde der Enzymassaypuffer 1 durch einen der
evaluierten Tris-Puffer ersetzt (im Folgenden als Enzymassaypuffer 2 bezeichnet). Ferner
wurde untersucht, welchen Einfluss die Temperatur auf die Lebensdauer des Enzyms besitzt
und ob die katalytische Aktivitdt auch bei Temperaturen von unter 30 °C erhalten bleibt. Ein
weiterer Assay wurde durchgefiihrt, um die Toleranz der (+)-GDS gegeniiber den organischen

Losungsmitteln DMSO und TFE zu priifen.

In einer ersten Untersuchung wurde das Enzym nach der Reinigung bei 4 °C im His-Tag-
Elutionspuffer gelagert. Die Aktivitdt wurde direkt im Anschluss an die Enzymreinigung, am

darauf folgenden Tag, nach drei und nach sechs Tagen vermessen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Enzymassays, durchgefiihrt im Enzymassaypuffer 1 bei 30 °C
(Einfachbestimmung). Links: 5.2 pM Stammlésung der (+)-Germacren D Synthase im His-Tag-
Elutionspuffer, gelagert bei 4 °C. Bereits nach einem Tag war die Aktivitit auf etwa 40%
abgefallen, nach drei bzw. sechs Tagen war die Aktivitit nicht mehr nachweisbar. Rechts:
1.8 puM Stammlésungen der (+)-Germacren D Synthase in TBS verschiedener Konzentrationen
(15, 30, 50 und 75 mM). Durch das Umpuffern gelang es den Aktivititsverlust einzuschrinken.
Die Aktivitit der (+)-Germacren D Synthase ist in dem 50 mM Tris-Puffer am héchsten.

Bereits nach einem Tag war die Enzymaktivitdt um mehr als die Hilfte gesunken, nach drei
und nach sechs Tagen konnte keine nennenswerte Aktivitit mehr festgestellt werden. Um auf
den hohen Aktivitdtsverlust nach nur einem Tag zu reagieren, wurde ein Teil des Enzyms im
Anschluss an die Messung in TBS umgepuffert. Dabei wurden vier Enzym-Losungen in

unterschiedlich konzentrierten Puffern angefertigt und diese ebenfalls bei 4 °C gelagert (15,
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30, 50 und 75 mM TBS, Tabelle 4). Nach drei und nach sechs Tagen wurden die jeweiligen
Enzymaktivitdten vermessen. Im Gegensatz zu der Probe im His-Tag-Elutionspuffer konnte
fiir die Proben im Tris-Puffer auch nach sechs Tagen noch eindeutig eine Enzymaktivitét
festgestellt werden. Die Experimente zeigen, dass der Puffer fiir die Enzymreinigung
destabilisierend auf die (+)-GDS wirkt und deshalb ein Umpuffern direkt nach der Isolierung

notwendig ist.

I 25 mM TBS
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I 75 mM TBS
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Abbildung 18: Enzymassay, durchgefiihrt im Enzymassaypuffer 2 bei 30 °C. 2.6 puM
Stammlosungen der (+)-Germacren D Synthase in TBS verschiedener Konzentrationen (25, 50
und 75 mM), gelagert bei 4 °C. Die hochste Aktivitit besitzt das Enzym in dem 50 mM Tris-
Puffer. Verglichen wurden die Aktivititen am ersten und am vierten Tag nach der
Proteinreinigung. Fiir den 50 mM TBS wurde weiterhin iiberpriift, ob die Aktivitit auch am
sechsten und achten Tag nach der Expression erhalten blieb.

In der vorangegangenen Messreihe zeigte die (+)-Germacren D Synthase in dem 50 mM Tris-
Puffer die hochsten Aktivititen. Um diese Konzentration als geeignet zu verifizieren, wurden
drei 2.6 uM Proben der (+)-GDS in 25, 50 und 75 mM TBS angesetzt und bei 4 °C gelagert
(Abbildung 18). Weiterhin wurde der Enzym-Assay-Puffer 1 durch den 50 mM TBS (Enzym-
Assay-Puffer 2) ersetzt, um festzustellen, ob der Pufferwechsel zu verringerten Aktivitdten
innerhalb des Assays fiihrt. Eine solche Aktivitdtsminderung konnte nicht beobachtet werden.
Auch in dieser Reihe zeigten die in den 50 mM TBS gelagerten Proben die hochste Aktivitit.
Am sechsten und achten Tag nach der Expression blieb die Aktivitit relativ konstant, so dass

fiir alle tibrigen Experimente dieses Puffersystem verwendet wurde.
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Fiir eine weitere Messreihe wurden vier Proben der (+)-Germacren D Synthase mit
unterschiedlichen Konzentrationen angesetzt (2.3, 4.6, 7.7 und 10.2 uM). Die Proben wurden
entweder bei 4 °C oder bei 19 °C gelagert und die Enzymaktivitit {iber einen Zeitraum von
sechs Tagen beobachtet. Zundchst wurde das Enzymassay einmal bei 30 °C und bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, wobei nur die bei 4 °C gelagerten Proben untersucht wurden.
Dabei sollte festgestellt werden, ob die Reaktionstemperatur einen direkten Einfluss auf die
Aktivitit besitzt. Die Messungen wurden an zwei aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt,
eine Abhdngigkeit der Aktivitdit von der Temperatur wihrend des Assays war nicht
festzustellen (Abbildung 19, gezeigt nur fiir die 4.6 und 7.7 uM Probe). Da die Experimente
im Isotopenlabor durchgefiihrt werden mussten und keine Moglichkeit bestand das Assay
unterhalb von Raumtemperatur durchzufiihren, wurde auf eine entsprechende Messung

verzichtet.
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Abbildung 19: Enzymassay, durchgefiihrt im Enzymassaypuffer 2 bei 30 °C und bei
Raumtemperatur (Einfachbestimmung). Die Proben wurden in S0 mM TBS bei 4 °C gelagert.
Die Enzymaktivitiit liegt fiir beide Temperaturen in derselben Grofienordnung.

Jeweils am dritten, vierten und sechsten Tag nach der Expression wurde die Aktivitdt der bei
4 °C gelagerten Proben mit den bei 19 °C gelagerten verglichen (Abbildung 20). Die
Enzymaktivitdt bleibt iiber den Beobachtungszeitraum verhéltnisméfBig konstant, die
Lagerungstemperatur scheint dabei keinen Einfluss auf die Aktivitit auszuiiben. Trotzdem

konnte beobachtet werden, dass die (+)-GDS aus den bei 19 °C gelagerten Proben schneller
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prazipitiert. Dieser Effekt war bei den beiden hoher konzentrierten Proben deutlich starker
(7.7 und 10.2 uM).
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Abbildung 20: Enzymassay, durchgefiihrt im Enzymassaypuffer 2 bei 30 °C. Die Proben wurden
in 50 mM TBS bei 4 °C und bei 19 °C gelagert und die Aktivitiit der (+)-Germacren D Synthase
am dritten, vierten und sechsten Tag nach der Expression vermessen. Dabei scheint die
Lagerungstemperatur keinen Einfluss auf die Enzymaktivitiit zu haben.

In den beiden zuletzt durchgefiihrten Messreihen zeigte sich fiir die Enzymaktivitdt keine
Abhingigkeit von der Proteinkonzentration, was zu der Vermutung flihrte, dass das Assay
nicht unter Substratsittigung verlduft. Fir nachfolgende Experimente wurde deshalb die
zugefiigte Menge an unmarkierten Farnesyldiphosphat erhoht. Fiir die Durchfiihrung einer
weiteren Messreihe wurden fiinf verschieden konzentrierte Proben der (+)-GDS in TBS
(50 mM) angesetzt und diese bei 4 °C gelagert (0.9, 1.7, 2.6, 5.4, 9.7 uM). Die
Enzymaktivitdt wurde nach einem, vier, sechs und acht Tagen vermessen (Abbildung 21). Im
Vergleich zu vorhergehenden Messungen zeigte sich in dieser Reihe die erwartete
Abhidngigkeit der Aktivitdit von der Proteinkonzentration, so dass in den weiteren
Experimenten die erhdhte Menge an zugefiigtem Farnesyldiphosphat beibehalten wurde. Wie
die Abbildung 21 zeigt, sinkt fiir alle Proteinkonzentrationen die Aktivitit vom ersten auf den
vierten Tag um 30-50%. Eine Ausnahme bildet die Probe mit einer (+)-GDS-Konzentration
von 0.9 uM. Innerhalb der Fehlergrenzen bleibt die Aktivitit aber in der darauf folgenden Zeit

konstant.
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