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ZUSAMMENFASSUNG

1 Der Naturstoff Vibralacton

Die Schlusselkomponente des Ubiquitin-ProteasonteBys ist das 20S Proteasom, das die
Protein-HomdGostase der Zelle aufrecht erhéalt undl@nRegulation von vielen zellularen
Prozessen beteiligt ist. Dies geschieht lber emdeplytische Spaltung von intrazellularen
Proteinen. Deshalb spielt das Proteasom eine gRulle in der Behandlung von vielen
Krankheiten, wie zum Beispiel Krebs und Arthrifigoteasom-Ligand Komplexe sind bereits
gut erforscht und stellen ein sehr wichtiges Weukzelar um Inhibitoren gegen diese
Proteinabbau-Maschine und damit gegen Erkrankurzgeanalysieren und zu verbessern.
Trotzdem muss der molekulare Bindungsmechanismu@mdeasominhibitoren noch weiter
untersucht werden um die Effektivitat des sich dam Markt befindlichen Medikaments
gegen Tumore zu verbessern. In dieser Arbeit wisd Kristallstruktur des Naturstoffes,
Vibralacton, im Komplex mit dem Proteasom geze¥ibralacton ist in der Elektronendichte
der p5-Untereinheit gut definiert, obwohl mi vitro Aktivitatstest gezeigt werden konnte,
dass Vibralacton keine der drei Spezifititstasctiem Proteasoms inhibiert. Auch bei der
Zugabe von 1 mM Vibralacton konnte noch volle Aké&v aller aktiven Zentren des 20S
Proteasoms beobachtet werden. Obwohl es keinemitotischen Effekt auf das 20S
Proteasom ausibt, ist Vibralacton trotzdem gutniefi in der Elektronendichte des
Chymotrypsin-ahnlichen aktiven Zentrums zu sehamrch diese einmalige Gelegenheit ein
nicht-inhibierende$-Lacton im Chymotrypsin-ahnlichen aktiven Zentrumsehen, konnten
besondere Erkenntnisse aus der Struktur gewonnetemeSo konnte bewiesen werden, dass
die gesamt Architektur des Inhibitors entscheiddiid seine Selektivitat fur dig35-
Untereinheit ist und mehr als eine funktiongiidacton Gruppe fir seine Wirksamkeit als
Proteasom-Inhibitor nétig ist. Jeder einzelnen fiomellen Gruppe des Inhibitors konnte
zugeordnet werden, ob sie entscheidend oder ungidiit die Bindung an das 20S
Proteasom ist und wie genau der Bindungsmechanisfunktioniert. Anhand dieser
Ergebnisse kénneprLacton Inhibitoren nun verbessert werden um ogitei Medikamente
gegen Krebserkrankungen, wie das Multiple Myeloneatwickeln.
Ahnliche Strukturen von B-Lacton-Naturstoffen, wie Vibralacton, Omuralid und
Salinosporamid A, existieren entweder in Bakterggter in Pilzen. Dort haben sie aber
aufgrund ihres biologischen Hintergrunds verschied&arget-Spezifitaten. In dieser Arbeit
wird gezeigt, worauf diese Target-Spezifitaten Badet sind und warum es sie gibt.
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit kann der Bindumgshanismus der auf-Lacton
basierenden Inhibitoren an das eukaryotische 20fe&som besser verstanden werden.
3



ZUSAMMENFASSUNG

Zusatzlich kann anhand der Proteasom-Vibralactoististruktur die Unreaktivitdt von
Vibralacton gegeniber dem eukaryotischem 20S Fsoteaerklart werden und erlautert
werden, was einen Proteasominhibitor auszeichndobperation mit Evelyn Zeiler aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Sieber konnten dukctivity based protein profilingABPP)
die Targets von Vibralacton in eukaryotischen Zelidentifiziert werden. Es stellte sich
heraus, dass Vibralacton die Carboxypeptidase ($TPEdas Abhydrolase domain
containing proteinl0 (ABHD10) und die Acyl-Protein Thiosterease Hduh(APT1, APT2)
inhibiert, wohingegen Omuralid nur die SCPEP und @9S Proteasom hemmt. Die
strukturell &hnlichen Verbindungen zeigen auch bierschiedliche Inhibitionsmuster. Die
ICs0-Werte-Messung von Vibralacton gegen APT1 und APdi2, in Kooperation mit C.
Hedberg durchgefuhrt wurden, bestéatigen das Ergetes ABPPs und zeigensiSNerte im
nM-Bereich. Basierend auf der Vibralacton-Strukkimnen zukinftig Inhibitoren gegen
Krebs entwickelt werden, da APT1/2 eine wichtigdl®on Ras-Signalweg spielen.
Zusatzlich konnte in Zelltoxizitdtsassays gezeigirden, dass die Behandlung von HelLa
Zellen mit Omuralid zum Tod fihrt, wohingegen beaigabe von Vibralacton 100% der
metabolischen Aktivitat beibehalten wird. Die H#Renaturierung von rekombinanten
APT1/2 zeigte keine Markierung fur das modifizieMéralacton, was bedeutet, dass nur
aktive Enzyme mit Vibralacton reagieren und wastdigge, dass die Bindung von
Vibralacton an APT1/2 vor allem im aktiven Zentrgeschieht.

Die Proteasominhibition ist noch immer ein Haugdtaeder Entwicklung von anti-Krebs-
Medikamenten und eine gut-definierte Strukturaralges Bindungsmechanismus vpn
Lactonen ist relevant fir ein grundlegendes phaotogsches Verstdndnis der
Proteasominhibitoren und eréffnet neue Wege furBbandlung des Multiplem Myeloms,

von Leukamie, Lymphknotenerkrankung und anderendrem
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2 Ein Belactosin A Derivat

Der Abbau von Zellzyklus regulatorischen Proteinete Cycline und Cyclin-abhangigen
Kinase-Inhibitoren, durch das Ubiquitin-Proteasoyst®m ist essentiell fur das
Zellwachstum und die Protein-Homoostase. Es spiglRerdem eine sehr wichtige Rolle in
der Zellproliferation in Tumorzellél und seine Inhibition fiihrt zu der Ansammlung von
fehlgefalteten Proteinen und dadurch zur Apopt&sher ist die Inhibition des Proteasoms
ein attraktives therapeutisches Ziel in der Krebgi@otherapié€-?

Belactosin A, ein natirlich vorkommendes Tripeptidus L-Alanin, 34fans2-
aminocyclopropyl)-L-Alanin ffans3,4-Methan-L-Ornithin) und einem chiralen CarboRyl
Lacton, ausStreptomyces spwurde von Asai und Mitarbeitern als Proteasomiibib
identifiziert. Es verhindert das Ablaufen des Zgllus in menschlichen Tumorzellen im
G2/M Stadium aufgrund der Proteasom-Inhibition usdeine neue Leitstruktur fur die
Entwicklung von potenten Antikrebs-Medikament&nAufgrund seiner starren strukturellen
Eigenschaften schrankt das Cyclopropan in Belattdseffektiv die Konformation des L-
Alanins und de$-Lacton-Restes ein. Diese Reste bilden entscheglkridraktionen mit dem
Proteasom aus. Daher wurde in Kooperation mit dé&eiksgruppe von Prof. Dr. S. Shuto
eine Reihe an Belactosin A Analoga mit unterscicedr Stereochemie synthetisiert, bei
denen das zentrale Aminocyclopropyl-L-Alanin (Metbd -Ornithin) durch eine
korrespondierende stereo- oder regioisomerischéo@ypan Aminosaure ersetzt wurde. Es
zeigte sich, dass die Verbindurdgein sehr potenter Proteasom-Inhibitor ist, derni)-
wirksamer als der urspriingliche Naturstoff Belaictds ist. Um den Bindemechanismus von
3 an das Chymotrypsin-ahnliche aktive Zentrum zwstedren, wurde die Kristallstruktur des
20S ProteasorB:Komplexes aufgeklart. Es konnte gezeigt werdess 8aaufgrund seiner
starren Cyclopropangruppe und der begrenzten GiéRgestrichenen Seite in dph- und
B2-Untereinheit selektiv fur das Chymotrypsin-ahiniaktive Zentrum ist. Aul3erdem konnte
eine neue Bindungsweise v8ran die gestrichene Seite @&-Untereinheit entdeckt werden.
Basierend auf diesen Ergebnissen kénnen hoch poterdteasom-Inhibitoren entwickelt
werden, indem die Beziehung zwischen Struktur uktvA&t von dem Belactosin Analoga
mit seiner unnaturlichecis-Cyclopropan Struktur untersucht wird.

Die Summe dieser Ergebnisse bereitet einen Ubkrkilier 20S Proteasominhibition und
liefert neue Erkenntnisse in diesem herausforderndel wissenschaftlich anspruchsvollen

Forschungsfeld.
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3 Die caseinolytische Protease P

Die caseinolytische Protease P (ClpP) stellt eiméchtigen Regulator der Virulenz in
multiresistentenStaphylococcus aureuStammen dar. Sie setzt sich aus zwei heptameren
Ringen zusammen, die ein Homotetradecamer bilddreure innere Kammer mit 14 aktiven
Zentren besitzt. Erst kirzlich wurde die inaktimbgeknickte Konformation von ClpP a8s
aureus verdffentlicht!” In dieser Arbeit wurde die Struktur voBeCIpP in seiner
geschlossenen, aktiven Struktur mit einer Aufloswmom 2.3 A, sowie die Struktur der
Mutanten S98A mit einer Auflésung von 2.8 A geldédte erhaltene Wildtyp-Struktur ist
aufschlussreich, da sie die vermutete, ausgestréabmformation denE-Helix zeigt. Somit
ist das ClpP-Protein vofs. aureusdas erste Beispiel, fir das zwei Konformationen de
Handle-Region kristallisiert werden konnten. Der rulturvergleich zeigt die
unterschiedlichen Ausrichtungen deff Helix, wie auch des parallelen Faltbla3. Bei
ausgestreckter Helix verstarkt ein antiparalleledtbfatt zwischen zwei Monomeren die
Stabilitat der heptameren Ringe. In der Konformatder nach innen abgeknickten Helix
andert sich ebenso die Anordnung der vorangeheb8ekminoséauren, die nun den inneren
Rand des Heptamers bilden und weniger Interaktiongh dem gegentberliegenden
Monomer eingehen. Zugleich wird durch diese Konfation die katalytische Triade
verandert, die bei ausgestreckter Helix ein katadit aktives Zentrum bildet. Ob das
Tetradecamer mit ausgestreckter Helix auch in Lsuamliegt und ob die dadurch gebildeten
seitlichen Poren grof3 genug sind, um ein Entweiathen durch Proteolyse entstehenden
Polypeptide zu ermdglichen, muss experimentell igezeerden. Die erhaltene Struktur der
Mutanten S98A gibt jedoch Aufschluss dartber, abaltive Konformation mit gestreckter
Helix aufgrund der veranderten Position von Ktgder Sef im aktiven Zentrum entsteht.
Die Wildtyp- und S98A-Mutanten-Strukturen zeigeninke® signifikanten Unterschied.
Interessanterweise nimmt Hfid die gleiche Position in beiden Strukturen ein, Wwasveist,
dass das Ausbilden des aktiven Zentrums unabh&ogigler Position des Serins erfolgt und
somit von der Konformation des Arg abhangt.

Weiterhin konnten durch umfangreiche Mutationsasalyder aktiven und inaktiven
Konformation, die in Kooperation mit Malte Gersalisader Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S.
Sieber durchgefuhrt wurden, fur die Proteolyse mgsée Aminosaure-Reste identifiziert
werden. Diese sind sowohl an der katalytischen &onétionsveranderung als auch an der
Heptamer-Heptamer-Interaktion beteiligt. Hierzulzdlas Wasserstoffbriicken-Netzwerk von

170

Asp'”® Arg"* und GIt* am Innenringkontakt, das firr die TetradecamerBitgl und

6
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Aktivitat notwendig ist. Zusétzlich formiert Gif eine Wasserstoffbriicke mit Gfj das an
der Spitze der E-Helix lokalisiert ist. L¥d stabilisiert dagegen die abgeknickte
Konformation und somit die heptamere Konformatiamcti eine Interaktion mit Gld,
weshalb seine Mutation meistens zur Dissoziatiomaktive Heptamere fiihrt. GI¥f steht
zudem in Wechselwirkung mit THF und Sef’, wodurch die abgeknickte Konformation
weiter stabilisiert wird.

Es konnte gezeigt werden, dass die Bildung desadetamers essentiell fur die richtige und
aktive Ausbildung des aktiven Zentrums ist. Die wagung der Strukturdaten weisen darauf
hin, dass ein hoch konserviertes Wasserstoffbrimkdnngs-Netzwerk die Oligomerisierung
und Aktivitat reguliert. Der Vergleich von ClpP Glturen aus verschiedenen Organismen
vermittelt den Eindruck, dass es einen universéllechanismus gibt, der die ClpP Aktivitéat
reguliert. Die Bindung von einer Untereinheit are diorrespondierende Untereinheit des
anderen Rings wird fur die funktionelle Anordnurgsdatalytischen Zentrums bendtigt und
damit auch fur die Proteaseaktivitat. Dieser Me@rans sichert den kontrollierten Zugang

zum aktiven Zentrum der unspezifischen Protease.
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MATERIAL UND METHODEN

1 Material

Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nichteaacgngegeben von den kommerziellen
Anbietern AppliChem (Darmstadt, DE), Biomol (HamgumDE), Fluka (Neu-Ulm, DE),
Merck (Darmstadt, DE), Sigma-Aldrich (Steinheim, DEerva (Heidelberg, DE), Roth
(Karlsruhe, DE) und VWR (Darmstadt, DE) bezogen wnelerhalten eingesetzt.

Enzyme

Phusion DNA-Polymerase (inkl. Puffer) Finnzymes 1fiéa, Finnland)

Restriktionsendonuklease (inkl. Puffer) New Engl&nalabs (Ipswich, USA)
TEV-Protease selber hergestellt

T4-DNA-Ligase Invitrogen (Carlsbad, USA)

DNAse | Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Gel Filtration LMW/HMW Calibration Kit GE Healthcar(Chalfont St. Giles, GB)

Chromatographisches Material

HisTrap™ FF Ni-NTA Saule (1 mL, 5mL) GE Healthcare (Chalf&t. Giles, GB)

HiLoad 26/60 Superdex 75/200 pg GE Healthcare @habt. Giles, GB)
HiLoad 26/60 Superose 6 pg GE Healthcare (ChaBonGiles, GB)
StrepTag-HP (5 mL) GE Healthcare (Chalfont St. §if6B)
Medien

LB-Medium 10g Caseinhydrolysat

509 Hefeextrakt

50 NacCl
TB-Medium 12 g Caseinhydrolysat

249 Hefeextrakt

12.5¢g Ko,HPO,

23¢9 KH.PO,

4 mL Glycerin

11
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SOC-Medium

Niedrigsalz-LB-Medium

Puffer und Loésungen
Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (50x)

Agarosegel (1%)

Ethidiumbromid-L&sung
TE-Puffer (10x)

Probenauftragspuffer

SDS-Gelelektrophorese

Acrylamid-LAsung

Trenngelpuffer (15%)

209
59
20 mM
10 mM
10 mM
10 mM
2.5 mM
10 g/L
5g/L
5g/L

2M
100 mM
05¢
50 mL
1 mg/L
100 mM
10 mM
50% (VIV)
0.25% (G/V)
0.25% (G/V)

39% (G/V)
1.2% (GIV)

1.5M
0.4% (G/V)

12

Caseinhydrolysat
Hefeextrakt
Glucose

MgSOy

NacCl

MgCl,

KCI

Pepton
Natriumchlorid
Hefeextrakt pH 7.5

Tris/Ac, pH 8.2
EDTA
Agarose
TAE-Puffer (1x)
Ethidiumbromid
Tris/HCI, pH 8.2
NaEDTA
Glycerin
Xylencyanol
Bromphenolblau
in TE-Puffer (1x)

Acrylamid

Bisacrylamid

Tris/HCI, pH 8.9
Natriumdodecylsulfat (SDS)
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Sammelgelpuffer (4%)
APS-L0Osung

TEMED-LGOsung
Probenauftragspuffer

Elektrophoresepuffer

Coomassie Farbelésung

Entfarbelésung

Reinigungspuffer

Puffer 1

Puffer 2

Puffer 3
Puffer 4

Puffer 5

Puffer 6

05M

0.4% (G/V)
10%
1%

30% (VIV)
10% (G/V)
5% (G/V)
3% (VIV)
0.02% (G/V)
60 mM

25 mM
192 mM
0.1% (G/V)

Tris/HCI, pH 6.9

SDS
Ammoniumperoxodisulfat
Tetramethylethylendiamid

Glycerin

Saccharose

SDS

[B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Tris/HCI, pH 6.8

Tris/HCI, pH 8.3

Glycerin

SDS

0.05% (G/V) Coomassie Brillantblau R250

25% (VIV)
10% (V/V)
10% (VIV)

100 mM
150 mM
1mM
100 mM
200 mM
20 mM
200 mM
100 mM
20 mM
1M

20 mM
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Isopropanol
Eisessig

Eisessig

Tris, pH 8.0
NaCl
EDTA
NacCl
Tris/HCI, pH 7.0
Tris, pH 7.5
KCI
MES, pH 7.0
Kaliumphosphat, pH 7.5
Ammoniumsulfat

Kaliumphosphat, pH 7.5
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Protease-Aktivitatstest mit FITC-Casein als Sulistra

Assaypuffer 500 mM Tris, pH 8.5
Inkubationspuffer 20 mM NaPhosphat, pH 7.6
150 mM NaCl
FITC-Casein Product Code FFITC-Casein
0554
Trypsin 0.5ug/mL Trypsin
TCA 0.6 M TCA

DNA- und Proteinmarker

Tabelle 1: DNA-Marker, die in dieser Arbeit verwendet wurden

Markerbanden [kBp] Hersteller
10.0; 8.0; 6.0; 5.0; 4.0; 3.5; 3.0; 2.5; 2.0; 1.2; Carl Roth, Deutschland
1.0; 0.9; 0.8;0.7; 0.6; 0.5: 0.4: 0.3; 0.2; 0.1

Tabelle 2: Protein-Marker, die in dieser Arbeit verwendet waemd

Markerbanden [kDa] Hersteller
200; 119; 66; 43; 29; 20; 14.3 Carl Roth, Deutsatila
Stamme

Tabelle 3:1n dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme mitdadgmund Referenz.

Stamm Genotyp Referenz

E. coli BL21 DE3 F ompT hsd&rg mg ) gal decm Novagen/Merck
(DE3) (Darmstadt, DE)

E. coliXL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1, Bullock et al ™

hsdR17supE44relAl, lac, [F,
proAB, lacfz4am15, Tn10 (tel)]

14
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Primer

Tabelle 4: Primer, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Primer Sequenz (5> 3Y)

SaClpP for. GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAAGGAGATAG
AACCATGAATTTAATTCCTACAGTTATTGAAAC

SaClpP rev. GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGITATTTTTCGAA
CTGCGGGTGGCTCCATTTTGTTTCAGGTACCATCACTTC

Q35A-for AGACCGTATTATTATGTTAGGTTCAGCAATTGATGACAACG
TAGCAAATTCA

Q35A-rev TGAATTTGCTACGTTGTCATCAATTGCTGAACCTAACATAA
TAATACGGTCT

S98A-for ATTTGTATCGGTATGGCTGCACAATGGGATCATTCTTATT
AG

S98A-rev CTAATAAGAATGATCCCATTGCTGCAGCCATACCGATACAA
AT

S98C-for ACAATTTGTATCGGTATGGCTGCAGCATGGGATCATTCTT
ATTAGC

S98C-rev GCTAATAAGAATGATCCCATGCATCAGCCATACCGATAC
AAATTGT

S98T-for AATTTGTATCGGTATGGCTGCACGATGGGATCATTCTTAT
TAGCAG

S98T-rev CTGCTAATAAGAATGATCCCATLGITGCAGCCATACCGATA
CAAATT

G127AG128 GTAATGATTCACCAACCATTAGCTGCTGCTCAAGCACAAG

AG131A-for CAACTGAAATCGAAATTGCT

G127AG128 AGCAATTTCGATTTCAGTTGCTTGTGCTTGAGCAGCAGCTA

AG131A-rev ATGGTTGGTGAATCATTAC

Q130A-for CACCAACCATTAGGTGGTGCGCAGGACAAGCAACTG

Q130A-rev CAGTTGCTTGTCCGECAGCACCACCTAATGGTTGGTG

Q132A-for CCAACCATTAGGTGGTGCTCAAGGACAGCAACTGAAATC
G

Q132A-rev CGATTTCAGTTGCGCTCCTTGAGCACCACCTAATGGTTGG

E135A-for GCTCAAGGACAAGCAACTGEAATCGAAATTGCTGCAAAT

E135A-rev ATTTGCAGCAATTTCGATIGCAGTTGCTTGTCCTTGAGC

E135R-for GGTGCTCAAGGACAAGCAACAGAATCGAAATTGCTGCAA
ATCA

E135R-rev TGATTTGCAGCAATTTCGATCTAGTTGCTTGTCCTTGAGC

E137A-for

ACC
CAAGGACAAGCAACTGAAATCCCAATTGCTGCAAATCACA
15
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E137A-rev

L144E-for

L144E-rev

L144G-for

L144G-rev

L144M-for

L144M-rev

L144R-for

L144R-rev

D170A-for

D170A-rev

R171A-for

R171A-rev

R171K-for

R171K-rev

TTTTA

TAAAATGTGATTTGCAGCAATIGCGATTTCAGTTGCTTGTC
CTTG

CAACTGAAATCGAAATTGCTGCAAATCACATTGAGAAAAC
ACGTGAAAAATTAAACCGCATTTTATC

GATAAAATGCGGTTTAATTTTTCACGTGTTTETCAATGTG
ATTTGCAGCAATTTCGATTTCAGTTG

GAAATCGAAATTGCTGCAAATCACATTGGAAAAACACGTG
AAAAATTAAACCGCAT

ATGCGGTTTAATTTTTCACGTGTTTTCCAATGTGATTTGCA
GCAATTTCGATTTC

GAAATCGAAATTGCTGCAAATCACATTATGAAAACACGTG
AAAAATTAAACCGCATT

AATGCGGTTTAATTTTTCACGTGTTTICATAATGTGATTTGC
AGCAATTTCGATTTC

GAAATCGAAATTGCTGCAAATCACATTAGAAAAACACGTG
AAAAATTAAACCGCAT

ATGCGGTTTAATTTTTCACGTGTTTTCTAATGTGATTTGCA
GCAATTTCGATTTC

TGAAAAAATACAAAAAGACACAG CTCGTGATAACTTCTTA
ACTGCAG

CTGCAGTTAAGAAGTTATCACGASCTGTGTCTTTTTGTATTI
TTTCA

GTATTGAAAAAATACAAAAAGACACAGAT GCTGATAACTT
CTTAACTGCAGAAGA

TCTTCTGCAGTTAAGAAGTTATCASCATCTGTGTCTTTTTGT
ATTTTTTCAATAC

CAAAGTATTGAAAAAATACAAAAAGACACAGAT AAGGATA
ACTTCTTAACTGCAGAAGAAGCTAAAGAA

TTCTTTAGCTTCTTCTGCAGTTAAGAAGTTATCTTATCTGT
GTCTTTTTGTATTTTTTCAATACTTTG

16
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Plasmide

Tabelle 5:In dieser Arbeit verwendete Plasmide und Vektommis ihre Charakteristika und Referenzen

beziehungsweise Hersteller.

Plasmid Charakteristika Referenz/Hersteller

pDONR 201  ccdB-Gen, kan Invitrogen

pDest 007 ccdB-Gen, ampN-terminaler Strep- Carsten Piek, AK Carell, LMU
Tag Il Minchen

pET301 amp In dieser Arbeit hergestellt

pDonr207 ger In dieser Arbeit hergestellt

Gerate

Zentrifugen

SIGMA1-14 (Rotor 12094) SIGMA laboratory centrifigg@sterode am Harz, DE)
SIGMA 3-30K (Rotor 12150- SIGMA laboratory centrifuges (Osterode am Harz, DE)
H/ 12154-H)

SIGMA 4K15 (Rotor 11150/ SIGMA laboratory centrifuges (Osterode am Harz, DE)
13350)

SIGMA 6-16K (Rotor 12500)  SIGMA laboratory centmfess (Osterode am Harz, DE)
SIGMA 8K (Rotor 11805/ SIGMA laboratory centrifuges (Osterode am Harz, DE)
13850)

Autoklav
Laboklav 25/195 SHP Steriltechnik (Magdeburg, DE)

Chromatographie

AKTA prime plus GE Healthcare
(Chalfont St. Giles, GB)
AKTA purifier GE Healthcare

(Chalfont St. Giles, GB)
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Elekrophorese

Kammern und Geltrager fir Agarosegele

Glasplatten und Halterungen

Mini PROTEAN® Zelle

PowerPac Basic Stromquelle
G:Box fur Gelphotographie
Digitaler Graphikdrucker UP-D897

Elektroporation

2 mm-Elektroporationskivette
Gene Pulser mit Pulse Controller

Kristallographie

MRC Sitting Drop 96-Well
Crystal Clear Sealing Tape
X8 PROTEUM in-house beamline

Appligenetfuvd, UK)
BioRad (Hercules, USA)
BioRad (Hercules, USA)
BioRad (Hercules, USA)
Syngene (Cambridge, UK)
Sony (Minato, JP)

PeqglLab (Erlangen, DE)
BioRad (HerculksA)

SWISSCI (Neuheim, CH)
Hampton (Aliso Viejo,A)S
Bruker (Karlsruhe, DE)

Zoom Stereomikroskop SZX10/KL1500LCD  Olympus (Tqki®)

Gekuhlte Inkubatoren Serie 3000

CryoLoop™

CrystalCap HT" fir CryoLoopg™
CrystalCap HT" Vial
CrystalWand Magneti¢/

Magnetische Caps, Pins und Vials
Zange

Mikro-Werkzeugkiste
Schaumstoffdewar

Taylor-Wharton CX100/HC20

Transportdewar
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RUMERubarth Apparate
(Laatzen, DE)
Hampton (Aliso Viejo, USA)
Hampton (Aliso Viejo, USA)
Hampton (Aliso Viejo, USA)
Hampton (Aliso Viejo, USA)
Molecular Dimamsio
(Newmarket, UK)
Molecular Dimensions
(Newmarket, UK)
Molecular Dimensions
(Newmarket, UK)
Spearlab (San Francisco, USA)
tec-lab (Idstein, DE)
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NMR-Spektrometer

DRX 500
AVANCE 500CR

pH-Meter

inoLab® pH 720 pH-Meter
SenTixX 81 pH-Elektrode

Photometer

NanoPhotometé} Pearl
Ultraspec 2000 UV/Visible

Spectrophotometer

Bruker (Karlsruhe, DE)
Bruker (Karlsruhe, DE)

WTW (Weilheim, DE)
WTW (Weilheim, DE)

Implen (Minchen, DE)

Amersham Pharmacia Biotech

(Freiburg, DE)

Cary 50 Scan UV-Visible Spectrophotometer  VariaaldFAlto, USA)

Thermocycler
MyCycler™
Waagen

Prazisionswaage BP 3100 P
Analytische Waage TE 124S

Zellaufschluss

Branson Digital Sonifier 250

Constant Cell Disruption System E1061
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BioRad (Hercules, USA)

Sartorius (Gottingen, DE)
Sartorius (Gottingen, DE)

G. Heinemann (Schwébissmiind,
DE)
Constante®yst(Northants, UK)
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Software

Adobe Acrobat 9 Pro
ARP/WARP

CCP4 Software Suite
ChemDraw

CoreIDRAW X5

COOT

EndNote X4

Gimp 2.0

Microsoft Office 2007, 2010
PHASER

PROCHECK

PyMOL Molecular Graphics System
REFMAC

SKETCHER

SYBYL

XDS Program Package
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Adobe (San Jose, USA)
EMBL (Hamburg, DEY
www.ccp4.actik
Perkin ElImer (Cambridge, USA)
Corel (Ottawa, KAN)
Emsley?
Adept Scientific (Frankfurt, DE)
www.gimp.org
Microsoft (Redmond, USA
www.ccp4.ac. i
www.ccp4.ac. i
Schrodinger, FHC
www.ccp4.ac.uk?
www.ccp4.ac. k!
Tripos (St. Luis, USA)
MPI (Heidelberg, Bt)
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2  Molekularbiologische Methoden

2.1 Polymerase Kettenreaktion

Die PCR-Methode nach Mullis et &¥ ist eine Methode, die zur selektiven und schnellen
Amplifizierung von Zielsequenzen innerhalb einesAMolekils verwendet wird.
Der Standard-Reaktionsansatz fiur eine PCR enthéihem Gesamtvolumen von 100:

20 uL Phusion HF-Puffer (5x)

2 uL dNTPs

1 pL Primer 1 (10Qumol/uL)

1 pL Primer 2 (10Qumol/uL)

0.5uL genomische DNA bzw. hL Plasmid-DNA

1 uL Phusion-DNA-Polymerase

Der PCR-Ansatz wird mit sterilem bidest,® auf 100uL aufgefullt. Die PCR wird im
Thermocycler nach folgendem Programm durchgefuhrt:

Der Reaktionsansatz wird nach Zugabe der Polymenaden Thermoblock gegeben und 4
min auf 95°C erhitzt, um alle vorhandenen DNA-Ddpprénge voneinander zu trennen und
um die DNA-Polymerase zu aktivieren. Die PCR windmehreren aufeinanderfolgenden
Thermo-Zyklen durchgefihrt, die aus je drei Scantbestehen:

1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 9BRC30 sec

2. Hybridisierung (Annealing) der Primer an die DiNAatrix bei 55°C fur 30 sec

3. Synthese der DNA bei 72°C fir 45 sec (PolymeResaktion)

Die DNA-Polymerase verlangert die an den Matrizemgj angelagerten Primer zu einem
komplementdren Strang mit Hilfe der in der Realdnischung vorhandenen
Desoxiribonukleosidtriphosphate (dNTPs). Der Zykhisd 35mal durchlaufen um einé“2
fache Vervielfaltigung der DNA-Vorlage zu erreiche@ur Vervollstandigung der
Syntheseprodukte wird der Ansatz schliel3lich fimivi auf 72°C erhitzt. Abschlielend wird
der Reaktionsansatz auf 4°C herunter gekihlt unddieser Temperatur bis zur weiteren

Verarbeitung gelagert.
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Tabelle 6: Standard-PCR-Programm

Vorgang Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95°C 4 min 1
Denaturierung 95°C 30 sec

Annealing 55°C 30 sec 35

Polymerisierung 72°C 45 sec
Polymerisierung 72°C 7 min 1

Die PCR-Fragmente werden anschlielRend mit Hilfe El@SN.A. Cycle-Pure Kit (PeqLab,
Deutschland) gereinigt. Um den Erfolg der PCR zerfhifen, werden die PCR-Produkte auf
ein Agarosegel aufgetragen (sierd1l Agarose-Gelelektrophorgse aus dem die
entsprechende Bande ausgeschnitten und mitteldNFAZGel Extraktion Kit (PeglLab,
Deutschland) gereinigt wird. Die isolierten Fragmteewerden bis zur weiteren Verwendung

bei -20°C gelagert

2.2 Restriktionsverdau

Der Verdau der DNA wird durchgefuhrt, um das Inserer multiple cloning site (MCS) zu
entfernen und die entsprechenden Uberhange fiamrdiehlieRende Ligation zu erhalten. Die
einzusetzende DNA-Menge ist von ihrer Konzentratadihdngig. Die sequenzspezifische
Spaltung doppelstrangiger DNA mit Restriktionsengynmwird unter Beachtung der vom
jeweiligen Hersteller empfohlenen Pufferbedingungen und optimalen
Inkubationstemperaturen durchgefihrt. Das Gesammwveh von 70uL wird durch HO-
Zugabe erreicht. Der Verdau wird fur 3 h bei 37Akubiert. Muss ein Restriktionsverdau mit
zwei verschiedenen Restriktionsenzymen durchgefivetden fir die kein geeigneter
gemeinsamer Reaktionspuffer existiert, wird die DINitereinander in zwei je 3 h lang
dauernden Arbeitsschritten verdaut. Reaktionspuiiier Restriktionsenzym werden nach dem
ersten Einzelverdau durch Aufreinigung der DNA rdgm ,E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit"
(PegLab, Deutschland) entfernt.
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Der Ansatz fur den DNA-Verdau mit Restriktionsendklieasen enthalt 70uL
Gesamtvolumen. Die folgende Auflistung beschreibtas d Pipettierschema des
Restriktionsverdaus:

7 ul 10fach konzentrierter Enzympuffer

3 ul der jeweiligen Enzyme

40 uL DNA

10 uL H,0 bidest.

Im Anschluss wird die DNA mit dem ,E.Z.N.A. Cyclaife Kit* (PeglLab, Deutschland)

gereinigt.

2.3 Ligation

Um Restriktionsfragmente in einen Vektor zu kloarerwird eine Ligation durchgefuhrt.
Hierbei werden Inserts, die durch den Verdau dimpementéren, tUberlappenden Enden
zum Plasmid haben, in das Plasmid eingebaut. Deextlmuss hierfir in einem molaren
Verhéltnis von 1:1 bis 1:3 eingesetzt werden. Daed die LAngen der DNA-Fragmente
ausschlaggebend. Sind Vektor und Insert in etwelgleol3, so wird ein Verhéltnis von 1:1
verwendet. Es wird die T4-DNA-Ligase benutzt, drgem ATP-Verbrauch die Ausbildung
einer Phosphodiesterbindung zwischen einer freidPdhbsphatgruppe und einer freien 3'-
OH-Gruppe inter- oder intramolekular katalysiert.
Fur die Ligation wird eine Reaktionsldsung mit @mgolumen von 7.5L angesetzt:

3.5uL bidest. H20

3.0ulL Insert-DNA (verdaut)

1.0puL Vektor-DNA (verdaut)

Der Reaktionsansatz wird 10 min bei einer Tempenatn 55°C inkubiert und 5 min auf 0°C
abgekuhlt. Die Hitzebehandlung dient dem Decoilileg DNA. Danach werden 2 T4-
Ligationspuffer und 0.5uL T4-Ligase zugegeben und der Ligationsansatz 2eh b
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend in koemget Zellen transformiert und auf
Agarplatten mit der jeweils entsprechenden Resistrsplattiert. Die Agarplatten werden
uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.4 Transformation

Die Transformation von Vektoren in elektrokompeg¢e@ellen wird mittels Elektroporation
nach Dower et al. durchgefilift. Dabei erhalten die Zellen einen starken elekigscPuls,
wodurch eine kurzzeitige Bildung von Poren in deliidembran auftritt. Die DNA beschreibt
eine beschleunigte Bewegung in Richtung Pluspdffén beide Ereignisse zusammen, bildet
sich eine mit Vektor transformierte Zelle.

Fur die Transformation werden 4Q elektrokompetente BL21(DE3)-Zellen undull Vektor

in 2 mm-Elektroporations-Kuvetten (PeqlLab, DeutaoH) vorgelegt und einem starken
elektrischen Puls ausgesetzt. AnschlieBend werdenZdllen in 1 mL SOC-Medium
aufgenommen und in ein steriles 1.5 mL-EppendodkRensgefald tberfuhrt. Die Zellen
werden 1 h bei 37°C unter Schutteln inkubiert.

Der Transformationsansatz wird Uber Nacht bei 3&8€ LB-Platten, mit fir die Selektion
geeignetem Antibiotikum, ausgestrichen oder in 50 InB-Medium mit entsprechendem

Antibiotikum kultiviert

2.5 Plasmidisolierung

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA ais coli wird der E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit |
(Peglab, Erlangen) verwendet. Zuerst werden 5 nmrlLBakterienkultur abzentrifugiert und
das Sediment resuspendiert. Hierauf folgt eine lisltee Lyse der Bakterienzellen.
Anschlie3end wird die Bakterienlosung mittels eimedsprechenden Puffers neutralisiert.
Das Plasmid kann somit auf einem Tragermateridicé§el) immobilisiert werden. Nach
mehreren Waschschritten wird die DNA vom Tragermalteluiert. Die erhaltene Plasmid-
DNA wird bei -20°C gelagert.

2.6 Sequenzierung

Die im Rahmen der Arbeit hergestellten rekombinarfdédasmide werden sequenziert, um
eventuelle Mutationen auszuschliel3en. Dazu wirdS#guenzier-Service nach der Methode
von Sanger et al. im Didesoxy-Verfahféhder Firma GATC Biotech AG, Deutschland in
Anspruch genommen. Bei diesem Verfahren werden BiNA-Proben auf vier

Reaktionsansatze fur Sequenzierungs-PCRs mit 8aaremarkierten Nukleotiden aufgeteilt.

In jedem der Ansatze ist ein anderes 3’-Desoxymikledurch das entsprechende 2’,3'-

24



MATERIAL UND METHODEN

Didesoxynukleotid ersetzt. Da der Einbau eines Shadgnukleotids zum PCR-Abbruch fuhrt,
entstehen in jedem Reaktionsansatz unterschietdiche DNA-Fragmente, die mit dem
gleichen Nukleotid enden. Durch anschliel3ende, &gitisende Gelelektrophorese kann die

Sequenz des Ursprungsfragments ermittelt werden.

2.7 Punktmutation

S. aureusClpP-Proteine mit Punktmutation wurden mit dem cRGhange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) eingefuihrt und vont&l&@ersch aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. S. Sieber durchgefuhrt. Die dazu nétigemmer wurden unter Angabe der
Gensequenz sowie der gewiinschten Aminosaureandeuwsmglem Quick-Change Primer
Design Programm unter http://stratagene.com erhakgir eine solche Vollplasmid-PCR
wurde der pDONR 201-Vektor mit einkloniertem ClpB d&emplat (1ul, 25 nglL)
verwendet.
Ferner enthielt ein PCR-Ansatz mit einem Gesamtaeluvon 5QuL:

34 uL ddH,O

5 uL 10x-Puffer

4 uL 50 mM MgSQ

2 uL forward-Primer-LAsung (1:10 verdinnt, 10 plgy

2 uL reverse-Primer-Losung (1:10 verdinnt, 10uwhg/

1 uL 10 mM dNTP-L6sung

1 uL Pfu Ultra HF Polymerase

Die PCR-Reaktion bestand aus einem initialen Lys#sdei 95°C fir 2 min, gefolgt von 30
dreischrittigen Zyklen bestehend aus 95°C fur 30 86°C fir 1 min und 72°C fir 3 min und
einem finalen Elongationsschritt bei 72°C fur 10hndie PCR wurde durch ein analytisches
DNA-Gel Uberpruft und danach das methylierte OagiirRlasmid mit Dpnl verdaut. Dazu
wurden 15uL eines PCR-Ansatzes mitdl Dpnl fir 1 h bei 37°C inkubiert. pL dieser

Lésung wurden in chemisch kompetente XL1-Blue-Zettansformiert.
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3  Proteinchemische Methoden

3.1 Stammhaltung

Die Stammhaltung dient der Kultivierung von Mikrganismen Uber kurzfristige bzw.
langerfristige Zeitraume. Stdmme vdEscherichia coliwerden auf LB-Agarplatten mit
entsprechendem Antibiotikum bei 37°C Uber Nachub&rt und bei Bedarf Gberimpft. Nach
der Uberprifung eines Klons wird dieser als Daukukwgelagert. Hierfir werden 1 mL
Ubernachtkultur durch einminiitige Zentrifugationi b800 Umdrehungen pro Minute
(U/min) pelletiert und in 50QL 30%igem LB-Glycerin-Medium resuspendiert. In @es
Medium werden die Zellen in Cryo Tubes in flussi@titkstoff eingefroren.

3.2 Expressionstests

Nach der Klonierung wurde zunachst die Expressienhergestellten Klone Uberprift um
den Klon mit dem hdchsten Anteil an loslichem Zietpin zu ermittelt sowie um die
Parameter fur die Proteinanzucht zu optimierenwksden 20 mL Medium, welches die
entsprechenden Antibiotika enthielt, mit einer D&utur oder einer Zellkolonie von der
Agarplatte Uberimpft und Gber Nacht bei 37°C inlubi Bei ausreichendem Wachstum
wurde diese Kultur in 50 mL Medium im Verhaltni$Q:eingeimpft und tber Nacht bei 30°C
kultiviert. AnschlielRend wird die Zellsuspensioni@th bei 5000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Das Pellet wird in 1 mL Puffeis 50 mM Tris, 20 mM Imidazol und
500 mM Natriumchlorid resuspendiert. Hiervon wer@&®puL mittels Ultraschall bei einer
Amplitude von 20% und einer Gesamtpulsdauer vonimaie20 sec aufgeschlossen. Nach
zehnminiitiger Zentrifugation des Zelllysats bei00®. U/min wird der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefald tberfuhrt, wahrend das Reltetorfen wird. Der Rohextrakt und die
verbleibenden 100 pL Zellsuspension werden mi8&S-PAGE analysiert. Durch Vergleich
der entsprechenden Proteinbanden in den ganzeenZafid im Rohextrakt kann der Antell

der I6slich exprimierten Proteine ermittelt werden.
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3.3 Anzucht von Expressionsklonen

Fir die Vorkulturen werden 10L E. coli Zellen aus einer Stickstoffkultur in 50 mL LB-
Medium mit entsprechendem Antibiotika Gberfuhrt urmbr Nacht im Schuttelinkubator bei
150 rpm und 37°C kultiviert. Um eine Hauptkulturzaesetzen erfolgte eine 1:50 (V/V)-
Verdiinnung der Ubernacht-Kultur in LB-Medium mit tggrechenden Antibiotika. Die
Anzucht der Hauptkultur erfolgte in 1 L-Erlenmeyeitlen im Schiittelinkubator bei 37°C bis
eine OQo von 0,5-0,7 erreicht ist. Anschliel3end wird mi @amol IPTG Endkonzentration
induziert. Die Expression des Proteins erfolgt ambiin fir 4 h bei 37°C unter Schiutteln.
Nach der Anzucht werden die Zellen mittels Zengi#tion (5000 U/min, 30 min, bei 4°C)
geerntet und im entsprechenden Puffer resuspendiert

3.4 Zellaufschluss von Bakterienzellen

Der Zellaufschluss erfolgte entweder in einer FreReess (Constant Systems LTD, GB) oder
mit einem Ultraschall-Sonifier (Branson UltrasonlcED, Shanghai). Hierfir werden die im
Puffer resuspendierten Zellen mit je einer Spaiis@Pefabloc und DNAse | versetzt. Die
Zellen werden dann in der French Press durch grbiBeck (1.8 kbar) oder im Sonifier durch
Ultraschall aufgeschlossen. Die Proteinsuspensioth durch Zentrifugation (13000 rpm, 15
min bei 4°C) von den Zellriickstdanden abgetrennt.

3.5 LysevonS. cerevisiae Zellen

120 g Hefe wurde in 150 mL Puffer aus 50 mM Kalilnagphat pH 7.5 gelost. DNAse |
wurde hinzugefugt und fir 5 min gerthrt. Die Hefeze wurden mit einer French Press
(Constant Systems LTD, GB) bei 2.5 kbar aufgesseliosDie Proteinsuspension wird durch
Zentrifugation (13000 rpm, 30 min bei 4°C) von déellrickstanden abgetrennt. Zu dem
Uberstand wurde 30% gesattigter Ammoniumsulfat-bgsunter standigem Riihren gegeben.
Die Mischung wurde anschlieRend gefiltert um diggaaire- und Lipid-Kontaminationen zu

entfernen.
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3.6 Native 20S Proteasom Reinigung

Die native 20S Proteasom-Reinigung wurde zusammieRichard Feicht durchgefihrt. Als
erstes wurde das$. cerevisiaeLysat auf eine Hand-gepackte Phenyl-SepharoseeSaul
(100 mL, Durchmesser 4 cm, H6he 10-15 cm) gegebtienzuvor mit Puffer 5 (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7.5, 1 M Ammoniumsulfat) mit @inFlussrate von 5 mL/min
equilibriert wurde. Fur die Proteinelution wurden dinearer Gradient von 1 M auf 0 M
Ammoniumsulfat in einem Volumen von 4 Saulenvolunvenwendet. Das 20S Proteasom
wird in etwa bei 0.8 — 0.5 M Ammoniumsulfat eluiditie gesammelten Fraktionen wurden
auf Proteasomaktivitat mithilfe des fluorogenen &ssgetestet. Hierfir wurden 30 von
jeder Fraktion in eine 96 Well Platte pipettierdubul von 10 mM Y-Substrat LLVY-AMC
zugegeben. Die Reaktion wurde bei RT fur 1 h in&tbiund anschlieRend die Fluoreszenz
bei hexc = 360 NM e =460 Nm gemessen. Die Fraktionen, die das 20&d&%oin enthalten,
werden vereint und auf eine Hand-gepackte HydroatjapSaule (Volumen 6 mL,
Durchmesser 3 cm, H6he 2-3 cm) gegeben. Die Hydwmatyt-Saule wurde zuvor mit Puffer
6 (20 mM Kaliumphosphat, pH 7.5) bei einer Flussrabn 4 mL/min equlibriert. Fur die
Proteinelution wurde ein linearer Gradient von 2@ auf 500 mM Kaliumphosphat in einem
Volumen von 20 S&aulenvolumen verwendet. Das 20&&som eluiert in etwa bei 130 mM
Kaliumphosphat. Fraktionen wurden analog zur Ph8&myharose-Saule gesammelt, auf
Aktivitat getestet und vereint. Als néchstes wurdme Resource Q Saule (6 mL
Séaulenvolumen, Durchmesser 1.6 cm, Héhe 3 cm) thim&1 Tris/HCI, pH 7.5 bei einer
Flussrate von 2 mL/min equilibriert. Die positivigsteten Fraktionen wurden aufgetragen.
Fur die Proteinelution wurde ein linearer Gradieah 0 mM auf 500 mM NacCl in einem
Volumen von 10 Saulenvolumen verwendet. Das 20&&som eluiert in etwa bei 500 mM
NaCl. Fraktionen wurden analog zur Phenyl-SephaB@sde gesammelt, auf Aktivitat
getestet und vereint. Danach wurde eine HiPtep6/10 Entsalzungssaule (Saulenvolumen
50 mL, Durchmesser 2.6 cm, H6he 10 cm) mit 20 mh/RCI, pH 7.5 bei einer Flussrate
von 2 mL/min equilibriert. Die durch die ResourceéSQule ausgewahlten Fraktionen wurden
aufgetragen. Das Eluat wurde aufgefangen und diktibnen analog zur Phenyl-Sepharose-
Saule auf Aktivitat getestet.

Eine SDS-Gel-Analyse, wie unter 4.2 SDS-PAGE baesbbn, wurde nach jeder Saule fur
die positiv getesteten Fraktionen durchgefthrt,
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3.7 Proteinreinigung von ClpP

Die Proteinreinigung voiseClpP wurde zusammen mit Malte Gersch aus der Astpeippe
von Prof. Dr. S. Sieber durchgefuhrt. Die aufgessééne Kultur wird bei 13.000 rpm, 15
min abzentrifugiert und auf eine StrepTrap-Saule, als Medium StrepTactin Sepharose
besitzt und sich zur Aufreinigung von Proteinen mimem Streptavidin-Tag (Strep-Tag)
eignet, aufgetragen. Der Strep-Tag ist ein syrghleéis Peptid, das aus acht Aminosauren
besteht (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys) und amej®Iactin bindet. Fur 9 L-Ansatze
wurden hierzu StrepTrap-HP 5 mL-Saulen, an einemTAKPurifier-System mit UV-
Detektor verwendet. Die Saule wurde zunachst mitmhOPuffer 1 (100 mM Tris/HCI, pH
8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) bei 5 mL/min gespidtpraufhin das Lysat mit 4 mL/min
aufgetragen wurde. Der Abfall des UV-Signals wunddirend des Waschens mit mindestens
50 mL bei einer Flussrate von 4 mL/min verfolgt. M das Basislevel erreicht, wurde mit 4
mL/min Flussrate Elutionspuffer (Puffer 1 + 2.5 nidsthiobiotin) auf die Saule gegeben.
Das Eluat wurde in 2.5 mL-Fraktionen aufgefangerts@echend des UV-Peaks vereinigt
und per Gelelektrophorese auf die Reinheit GUbetpRie Saule wurde nach Benutzung mit
jeweils 5 mL/min mit 10 mL Wasser, 10 mL 0.5 M Na@Hd 0 mL Wasser gewaschen und
mit 25 mL 20% Ethanol gespdlt.

3.8 Gelfiltration

Zur Kalibrierung der Gelfiltrations-Saule wurde eBet aus Standardproteinen verwendet:
Ferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa), Conalbum(if5 kDa), Ovalbumin (54 kDa),
Carbonanhydrase (29 kDa), Ribonuclease A (13.7 kia Aprotinin (6.5 kDa). Die
Gelfiltrationsséule wurde mit Puffer 2 equilibriemhd anschlieend das Protein aufgetragen.
Die Proteinmassen wurden anhand ihrer Retentiondmeth lineare Regression, die durch
die Anleitung des Herstellers gegeben war, berdchDerch eine Gelfiltration kann
herausgefunden werden, welchen Oligomerisierunggzdsias Protein einnimmt. Bei ClpP
kann zwischen einem Heptamer und Tetradecamerseghieden werden.
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4  Physikalische Methoden

4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragiteein Abhéngigkeit von ihrer GroRRe
wird die Agarose-Gelelektrophorese in Gegenwart vBthidiumbromid eingesetzt.
Ethidiumbromid, ein Phenanthridin-Farbstoff, bes#tarke Absorption bei 210, 316 und 480
nm. Einzelne Ethidiumbromid-Molekile interkalierezwischen den Basen der DNA,
wodurch sich ihr Anregungsspektrum stark veranded die Fluoreszenz bei Anregung
durch UV-Licht verstarkt wird. Mit dieser Methodé&rhnen DNA-Banden sichtbar gemacht
werden.

Zur Herstellung des 1%igen Gels wird in Gegenwags dODNA-Fluoreszenzfarbstoffs
Ethidiumbromid 0.5 g Agarose mit 50 mL 1 x TAE-Rarfiverwendet. Nach dem Erhitzen
wird das Gel in eine Gelkammer gegossen und geiaidedas Gel erstarrt ist. Die Proben
mit einem Gesamtvolumen von 10 sind aus 2uL DNA-Auftragspuffer (6x), der
entsprechenden DNA und bidest:GHzusammengesetzt. Das Volumen der DNA sowie des
H,O werden der DNA-Konzentration angepasst und in @ieltaschen gegeben. Die
durchschnittliche Laufzeit bei einer Gleichspannwoeg 100 bis 150 V betragt ca. 45 min.
Die Stromstarke liegt abhé&ngig von der lonenstat&e Laufpuffers bei 60 bis 200 mA.
Durch die PorengroRe der Agarosematrix werden gedRBNA-Molekile starker
zurtickgehalten als kleine. Diese Tatsache beruhtenen auf dem Ogston-Siebeffekt, nach
dem DNA eine globulare Form annimmt und von Poreringerer Grof3e zurtickgehalten
wird, zum anderen auf der ReputationsthebfleDie GroRe der aufgetragenen DNA wird
mittels eines Langenmarkers abgeschétzt.

Fur die Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragnem aus Agarosegelen wird das Gel
Extraktion Kit (PegLab, Deutschland) verwendet. Pagszip der Aufreinigung besteht darin,
dass die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung are élika-Membran bindet und nach
einem Waschschritt wieder von der Saule eluiertdeerkann. Die Durchfihrung erfolgte

nach Angaben des Herstellers.
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4.2 SDS-PAGE

Um eine Aussage Uber die Grolie eines denaturiertenomeren Proteins treffen zu kdnnen,
wird eine SDS-PAGE nach Laemmli et al. durchgeftiffrDie zu untersuchende Probe wird
10 min bei 100°C mit SDS-haltigem Probenauftraggpujekocht. Dadurch wird die native
Konformation der Proteine aufgehoben. Das Natriuledglsulfat bindet als anionisches
Detergenz an die Proteinoberflache und Uberdealkndgigenladung, so dass Micellen mit
konstanter negativer Ladung pro Masseneinheite&mst Das im Auftragspuffer vorhandene
B-Mercaptoethanol reduziert Disulfidbriicken. Die 8DS beladenen Proteine bewegen sich
im elektrischen Feld zur Anode und werden dabeiaably von ihrer GroRe von der
Polyacrylamid-Matrix zurtickgehalten.

Es wird ein diskontinuierliches System aus Samnhalgd Trenngel verwendet. Gereinigte
Proteinfraktionen und andere Proteinldsungen werdirAuftragspuffer geeignet verdinnt.
Maximal 15uL finden in den Geltaschen Platz. Die Elektropheresrd fir 1 h mit 25 mA
pro Gel betrieben. Zum Farben der Proteinbanded das Gel eine 30 min mit Coomassie-
Brillantblau gefarbt. AnschlieBend wird es in demtfarbeldsung entwickelt. Ein

Proteinstandard diente zur Bestimmung der GroR3@ddyenbanden.
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5 Kinetik-Messungen

5.1 ClIpP Aktivitatsassay mit fluoreszierendem Substrat

Der Aktivitatsassay mit fluoreszierendem Substratde zusammen mit Malte Gersch aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Sieber durchgefuibreé Bestimmung der Aktivitat von ClpP
erfolgte Uber einen Kinetik-Assay, in dem ein flogenes Substrat (Z-LY-AMC) umgesetzt
und die Fluoreszenz des entstehenden Aminocoumgeimessen wird (Anregung: 340 nm,
Emission: 450 nm). Hierfur wurden 26 des jeweiligen Puffers, @l H,O, 3ul ClpP-Lésung

(2 mg/mL) und 15u verdinnte AMC-L6sung (100 mM Losung in DMSO 1:1i80ddH,O
verdinnt) in einem Well einer schwarzen Microtitatfe zusammengegeben. Jede
Bedingung wurde dreimal Uberprift, als Kontrollerdeaieine Lésung ohne ClpP verwendet.
Die finale Konzentration des ClpP-Monomers betru§62uM, die Konzentration des
fluorogenen Substrats 66iM. Nach der Temperierung der Platte (Standard: B0A@de die
Fluoreszenz in jedem Well tber 30 min jede Minutecd 20 Integrationen gemessen. Die
Steigung wurde durch lineare Regressionsrechnurigrogramm Micrcal Origin 6.0 erhalten
und durch die negative Steigung einer Kontrolll@sworrigiert. Damit wurde auch das
Bleichen des freien Aminocoumarins einbezogen.daenit erhaltene Wert diente als relative
Angabe der Aktivitat der ClpP-Probe. Sofern nichders erwahnt, wurde Puffer 4 (200 mM
KCI, 100 mM MES pH 7.0) verwendet.

5.2 Aktivitatsbasiertes Markierungsexperiment

Das Aktivitatsbasierte Markierungsexperiment wurdsammen mit Malte Gersch aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Sieber durchgefulbie Proteinproben wurden auf
0.25 mg/mL mit Puffer 2 (100 mM NaCl, 200 mM Trig&ZHpH 7.) auf ein Volumen von
43 uL verdunnt und JuL von dem ClpP spezifischen Lacton D3-Ligand wuhniezugefigt
(5 mM in Dimethyl-Sulfoxid, 10uM Endkonzentration). Nach 60 min Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) wurdepl. 5 mM Rhodaminazid (100M Endkonzentration), gefolgt
von 1uL 50 mM TCEP in ddHO (1 mM Endkonzentration) undd. TBTA (1.67 mM in
Dimethylsulfoxid, 100uM Endkonzentration) zugegeben. Die Proben wurdemigeht und
die Cycloaddition durch die Zugabe von CuSQ@ pL, 50 mM in ddHO, 1 mM
Endkonzentration) initiiert. Die Reaktion wurde flirh bei RT inkubiert. Fir das SDS-Gel
wurden 50uL des 2fach SDS Ladepuffers zugegeben undulb0son der resultierenden
Losung auf das Gel aufgetragen. Die Fluoreszenzeavumittels eines Fujifilm Las-4000
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lumineszent Bild-Analyzers, einer Fujinon VRF43LMD&se und einem 575DF20 Filters
beobachtet.

5.3 Thermal Shift Assay

Der Thermal Shift Assayurde zusammen mit Malte Gersch aus der Arbeipggrwon Prof.
Dr. S. Sieber durchgefihrt. pL von 45 x SYPRO Orange, 15L Puffer 2 und 5uL
Proteinprobe (0.25 mg/mL) wurden auf Eis in eineif3n 96 Well PCR-Platte gemischt. Die
Fluoreszenz wurde von 20°C bis 80°C in 0.5°C Swhritdurchgefihrt (Anregung 450-
490 nm, Detektion 560-580 nm). Alle Messungen waordeesifach Gberpruft. Die Auswertung
und Schmelzpunkt Bestimmung wurde mit Bio-Rad CFXnlslger Software gemacht.

5.4 Protease-Aktivitatstest mit FITC-Casein

In jeden Ansatz werden 20L Inkubationspuffer, 2QuL FITC-Casein und 1QiL der zu
testenden Probe pipettiert. Als Positivkontrollerdvderselbe Ansatz mit 1AL Trypsin
angesetzt. Als Blank wird Wasser anstatt der Pxaperendet. Die Probe wird gemischt und
anschlieBend bei 37°C im Dunkeln fir 24 h inkubi@am Stoppen der Reaktion werden
150uL einer 0.6 M TCA-LOsung zugegeben und fir 30 nim Dunkeln inkubiert. Nach
10 min Zentrifugation bei 10.000 rpm werdeml2 des Ansatzes mit 200L Assaypuffer in
eine weilRe 96 Well Mikrotiterplatte pipettiert udie Fluoreszenz gemessen (Extinktion =

485 nm, Emission = 535 nm).

5.5 Punktmessung der 20S Proteasom-Aktivitat

Um eine anfangliche Tendenz fir die Inhibitor-Binduan das 20S Proteasom zu erlangen,
wurden Endpunktbestimmungen aller drei Aktivitat rahgefihrt. Unterschiedliche
Konzentrationen des 20S Proteasoms wurden abh&ogigler zu untersuchenden Aktivitat
verwendet. Fur die Chymotrypsin- und Caspase-dmlidktivitatsbestimmung wurden
0.01 mg/mL und fir die Trypsin-ahnlich 0.075 mg/mkrwendet. Die Trypsin-ahnliche
Aktivitat nimmt bei Lagerung schnell ab und wurdehdr nur mit frischem Proteasom
bestimmt. Die Inhibition der Enzymaktivitdt wurdeirdh die Hydrolyse von fluorogenen

Substraten ermittelt. Fur die Bestimmung der Chygpstin-&hnlichen Aktivitat wurde Suc-
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LLVY-AMC, fur die Trypsin-ahnliche Z-LLR-AMC und fiidie Caspase-artige das Z-LLE-
AMC als Substrat unter folgenden Pufferbedingurig@mM Tris, pH 7.5, 0.01 % (w/v) SDS
verwendet. Die Inhibitoren wurden mit einer Endkemization von 20QuM mit dem 20S
Proteasom ausS. cerevisiaefir 15 min inkubiert bevor das Substrat mit einer
Endkonzentration von 250M zugegeben wurde. Die Reaktion wurde bei RT fuh 1
inkubiert und anschliel3end die Fluoreszenzibgi= 360 nm Ay, =460 nm gemessen. Der
Prozentteil der Restaktivitdt wurde berechnet, imd@ne Kontrolllésung ohne Inhibitor als
100% Aktivitat eingesetzt wurde. Alle Inhibitoreraren in DMSO gel6ést und wurden bei
-20°C gelagert. Aufgrund der Aktivitatsabnahme @&S Proteasoms durch Zugabe von
DMSO, wurde immer eine gleiche Menge an DMSO iaralfraktionen benutzt.

5.6 ICsoBestimmung der 20S Proteasom Aktivitat

Um den IGy-Wert zu bestimmen wurde die Methode vbBrb Punktmessung der 20S
Proteasom-Aktivitdvverwendet, wobei eine Reihe an verschiedenen itohidonzentrationen
eingesetzt wurde. Die unterschiedliche ProzentaahVerbleibender Aktivitat wurde gegen
die log Konzentration des entsprechenden Inhibaoafgetragen. Die Werte wurden durch die
Analyse der Inhibitionsprozent gegen die Verbindikomzentration erhalten und die
experimentellen Daten wurden anhand des Vergletéhshibition = [llo / (ICso + [l]o)

angepasst.
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6 ROntgenstrukturanalytische Methoden

6.1 Probenpraparation vom 20S Proteasom

Die Fraktionen, die nach der HiPf&p26/10 Entsalzungssaule erhalten wurden, befinibén s
in 20 mM Tris/HCI, pH 7.5. Zum Aufkonzentrieren adD mg/mL wurden Amicon

Ultrazentrifugal-Filter mit einem Mass-cut-off voi00 kDa verwendet. Vor jedem
Kristallisationsansatz wurde die Reinheit des Fmstenit einem Coomassie-Gel Uberprift

und die Aktivitat sichergestellt.

6.2 Probenpraparation von SaClpP
Zum Umpuffern in Puffer 3 (20 mM Tris pH 7.5) undufkonzentrieren auf 13 mg/mL

(5.8 uM/mL Monomer) wurden Amicon 15 Ultrazentrifugalféit mit einem Mass-cut-off
von 10 kDa verwendet. Vor jedem Kristallisationsgnsvurde die Reinheit des Proteinstocks

mit einem Coomassie-Gel Uberprift und die Aktivitit einem Kinetik-Assay sichergestellt.

6.3 Kiristallisation

Kristallisationsansatze der gereinigten Proteine rdere bei 20°C mit der
Dampfdiffusionsmethode durchgefiifff. Bei dieser Methode wird die Proteinldsung mit
dem Puffer im gewilnschten Verhaltnis gemischt umdveder als hangenddrgnging drop
oder als sitzender Tropfensiiting drog oberhalb eines Reservoirs aus reinem
Kristallisationspuffer angebracht. Voraussetzung dén Vorgang der Dampfdiffusion im
Kristallisationsansatz ist, dass es sich dabei umgeschlossenes System handelt. Der
Konzentrationsunterschied in den beiden Losungért fiazu, dass Wasser durch Diffusion
aus dem Proteinldsungstropfen durch die Gasphas#uich in das hoher konzentrierte
Reservoir Ubertritt, so dass schliel3lich die Pntanzentration im Tropfen langsam zunimmt
bis die Kristallisation eintritt.
Sitting-drop Platten mit 96 Reservoirs werden natsehiedenen Puffersystemen mit einem
Gesamtvolumen von 40uL befiullt. Fur die Kiristallisationsansatze werden
Proteinkonzentrationen von 10 mg/mL eingesetzt.wiesden je 0.2uL oder 0.1uL der
Proteine in die Kiristallisationsschalchen gegeber umit 0.2 uL oder 0.1 uL der
Reservoirlésung verdiinnt. Die Kristallisationsamsatverden bei 20°C oder 4°C gelagert.
Das Kristallwachstum wird taglich Gberprift. Beiobachteter Kristallisationstendenz wird
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ein Feinscreen mit den vielversprechenden Pufféngedgen durchgefihrt um das

Kristallwachstum und deren Ordnung zu optimieren.

6.4 Feinscreen-Ansatze firiSaClpP

Feinscreens wurden mit der Hanging-Drop-Vapor-Bitns-Methode angesetzt. Hierzu
wurden die entsprechenden KristallisationspuffedianWells einer 24-Well-Platte pipettiert.
Auf einem runden Glasplattchen wurdepnllder Protein-Lésung sowie (L des Reservoirs

vermischt, auf das Well gesetzt und luftdicht vielsssen. Die Kristallisation erfolgte bei
20°C unter temperierten Bedingungen. Bei erhalte@rstallen wurden diese auf
Polarisation geprift und gegebenenfalls kryokoneerv wozu der Kristall in L

Protektivum gegeben wurde.

6.5 Soaking der Proteasom-Kristalle mit Inhibitor

Kristalle des 20S Proteasoms vBncerevisiaavuchsen irHanging Dropsbei 20°C??Y Die
Proteinkonzentration war 40 mg/mL in 10 mM Tris/HPH 7.5) und 1 mM EDTA bei der
Kristallisation. Die Tropfen bestanden ausu3Protein und 2ul Reservoirlésung (30 mM
Mg(OAc),;, 100 mM MES (pH 7.2), 12% 2-Methyl-2,4-pentand{MPD)). Die Kristalle
entstanden innerhalb von zwei Tagen und hattenfeiake GroRe von ca. 50x200x50M°.
Es wurden 5uL Reservoirlosung auf den Tropfen gegeben, bevbrul. des Inhibitors
(20 mM - 100 mM anfangliche Konzentration) zugegebead fur mindestens 24 h mit den
Inhibitoren bei 20°C inkubiert wurde. Danach wumleden Kristallen Kryoprotektant-Puffer
(30% MPD, 20 mM MgOAc, 100 mM MES, pH 6.9) gegehen die Kristalle in flissigen
Stickstoff bei 100 K gelagert.

6.6 Datensammlung und Auswertung

Datensatze von Proteinen wurden sowohl an dem @emeades Lehrstuhls als auch an zwei
verschiedenen Synchrotrons aufgenommen. Tabelleib? @nen Uberblick tber den
experimentellen Aufbau der verschiedenen Messsetioan denen die Datensammlung
stattfand. Alle Messungen erfolgten unter einenssitjstickstoffstrom bei einer Temperatur
von 100 K.
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Tabelle 7: Ubersicht tber die Institute und den experimentefafbau an denen die Datenséatze aufgenommen

wurden.

Institut Rontgenstrahlen- Art der Strahlen- Detektor
quelle quelle

Lehrstuhl far X8 PROTEUM Cu-K,-Drehanode PLATINUM
Biochemie, TUM Generator CCD
Swiss Light Beamline PXI Synchrotron Pilatus 6M
Source (SLS),
Paul-Scherer-
Institut
SLS Beamline PXIII Synchrotron MAR CCD
European Beamline 1D29 Synchrotron Pilatus 6M
Synchrotron

Radiation Facility

Die am eigenen Generator gemessenen Datensatzesrwinel einer Wellenlange von
1.5418 A gemessen, entsprechend der Emission dé¢,Quehanode. Fir die Datensatze
wurde dabei eine 360°-Messung mit Winkelinkrementam 2.5° und einer Belichtungsdauer
von 30 s durchgefuhrt. Die Messstationen am Syridmosind mit Area-Detektoren
ausgestattet, wodurch sich die Parameter fur diesiteg veranderten. Nativen Datensatze
wurden bei einer Wellenldange von 1.0 A gemessere Datensammlung erfolgte mit
Winkelinkrementen von 0.5° bzw. 0.25° und Beliclgszeiten von 0.5 s bzw. 0.25 s. Der

insgesamt gemessene Winkel fuir einen kompletteari3atz umfasste generell 180°.

6.7 Strukturlésung, Modellbau und Verfeinerung

Die Reflexintensitditen und Datenreduktion wurdent mdem XDS Programmpaket
ausgelbt® Das Phasenproblem wurde mit Hilfe des Molekulaesatzes geldst, wobei
hierfir zun&chst die Koordinaten von bereits geldsdtrukturen als Ausgangsmodell (PDB
1RYP fur das 20S Proteastfh PDB 3QWD fiurSeClpP) benutzt wurden. Alle Phasierungen
erfolgten mit dem Programm PHASERmittels der Maximum-Likelihood-Methode und die
Verfeinerungen der Atomkoordinaten wurden mit REFBAA oder mit dem CNS
Programrt® durchgefiihrt. Um ein chemisch korrektes Modellezhalten wurden bereits

bekannte Parameter (Bindungslangen, -winkel, GewenetPlanaritat, Chiralitat) in die
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Verfeinerung einbezogen. Bei der Verfeinerung dateD wurden systematische Fehler in
dem Modell ausgeschlossen, indem besondere Soagfadten freien R-Faktor (&), der frei
von jeglichem Bias ist, gelegt. Hierfur wurden 5% &eflexe willkirlich ausgewahlt und als
Testsatz von der Verfeinerung ausgeschlo®éebie Betrachtung des freien R-Faktors im
Vergleich zu dem kristallographischen R-Faktors, R gibt einen Hinweis fir die
Uberanpassung der Daten. Wenn nach einem Verfeigsschritt beide Werte, sR und
Rwork, Sinken wurde das Modell weiter verbessert. StRjgt im Gegensatz zu B« wurde
ein Bias in das Modell eingefuhrt, indem beispiels& zu viele Wassermolekile in das
Hintergrundrauschen der Elektronendichte eingepassten® Fiir CIpP und das Proteasom
wurde die Elektonendichte entsprechend der nidstatlographischen zyklischen Mittelung
und Rucktransformation der Reflexe verbessert, wafds Programm MAIN benutzt
wurde!®® Der Einbau der Wassermolekiile in das Atommodédigte mit dem Programm
ARP/WAPR® und die anschlieRende Validierung mit CO®T.Die Berechnung des
Ramachandran-Plots wurde mit dem Programm PROCHE@Kirchgefiihrt.

6.8 Einbau von Liganden

Topologie- und Parameter-Files fur den Ligandendiér Komplexstrukturen wurden durch
Powell-Minimierung des erhaltenen pdb-Files mit deragramm SYBY {?®! erhalten und die
notwendigen Bibliotheken mit den geometrischen imiationen mit SKETCHER erstellt.
Der Einbau und die Optimierung der Ligandenkoorginan das atomare Modell wurden mit
dem Programm COOT durchgefififf. Die TLS-Verfeinerung wurde mit dem Programm
REFMACS5 des CCP4 Pakets bzw. eine Bulk-Solvensédar mit CNS durchgefiihff: >

6.9 Graphische Darstellung

Die graphische Darstellung von Molekilmodellen kgt mit dem Programm PyMOt,
BOBSCRIPTY oder MOLSCRIP¥?. Wenn Elektronendichten gezeigt sind wurde eine
2Fo-Fc-Karte mit einer Konturierung von & verwendet. Die beschrifteten Abbildungen der

Kristallstrukturen wurden mit CorelDRAW erstellt.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist das zentratehtdysosomale Proteinabbau-System der
Zelle. ¥¥ Es ist sowohl fiir den Abbau funktionsloser oddrndefalteter Proteine im Sinne
einer Qualitatskontrolle, als auch fir die konieste Degradation regulatorischer Proteine
verantwortlich. Somit muss dieser Stoffwechselwe@hrend des Zellzyklus streng
kontrolliert werden. Alle zum Abbau vorgesehenewt&ine werden posttranslational mit
einer Polyubiquitin-Kette markiert und anschlieRendch das Proteasom in Peptide mit einer
Lange von 8-25 Aminosauren abgebdttUbiquitin ist in alle Eukaryoten konserviert. Dées
Polyubiquitin-Markierung wird von den drei Enzymgf, E2 und E3 katalysiétt. Im ersten
enzymatischen Schritt der Ubiquitinierung wird ddsquitin-Monomer durch das Ubiquitin-
aktivierende Enzym E1 unter ATP-Verbrauch aktivi&tDie Selektivitat kommt dadurch
zustande, dass es fUr jedes Protein genau ein BlrEmibt, das spezifisch fir dessen
Aktivierung ist. Es entsteht ein Ubiquitinadeny({atb-AMP), das mit seiner C-terminalen
Carboxylgruppe tiber eine kovalente Thioesterbincamgin Cystein des E1 gebunderf*t.
Im né&chsten Schritt wird Ubiquitin auf ein Ubiguikonjugierendes Enzym E2 Ubertragen.
Es entsteht wiederrum eine Thioesterbindung zwiscdem Cystein des E2 und dem
Ubiquitin.  SchlieBlich Ubertragt die E3-Ligase dagdbiquitin aus dieser zweiten
Thioesterbindung auf das Substratprot&nHierbei entsteht eine Isopeptidbindung zwischen
der e-Aminogruppe eines Lysins im Zielprotein und demte@ninalen Glycinrest des
Ubiquitins®® Die Energie fiir die Bildung dieser Isopeptidbingommt aus der Hydrolyse
von ATP. Nachfolgend werden weitere Ubiquitin-Morene an dies-Aminogruppe des
Lysinrestes eines bereits gebundenen Ubiquitinelampt, bevorzugt an Lys48, um eine
Ubiquitin-Kette zu bilden. Die Polyubiquitin-Ketten Substrat wird vom 26S-Proteasom, der
Hauptkomponenten dieses Proteinabbauweges, erkaenn sie aus mindestens vier
Ubiquitin-Monomeren besteht. Das eukaryotische P6@easom besteht aus dem 20S
Proteasom und zwei 19S-Untereinheiten, die ihreyseaus mehreren Proteinen
zusammengesetzt sind. Dem prokaryotischem 26Sdate fehlen die 19S-Untereinheiten.
Die beim Abbau durch das Proteasom entstehendego-®Bkptide werden durch weitere
Peptidasen zerkleinert oder von der Zelle fur amdetlulare Prozesse, wie z.B. der Antigen-

Prasentation verwendet (siehe Abbildung®).

41



EINLEITUNG

ubiquitin-
conjugation cytosol extracellular
ATP ubiquitin Spacn
E1 -ub El
ub
gb 26S proteasome
Uub P’ antigen
E2 ub ub B o g i presentation
; ATP 1 Q‘;, ._; 2 A
S | Ve
- MHC |
protein -ER .
substrates / .
/ Golgi
—>
— > antlgenlc
peptides
denatured .
proteins 20S proteasome ® 4%

amino acids outer membrane

Abbildung 1: Proteasomaler Abbau von Polyubiquitin-markierteot@nsubstraten. Ubiquitin wird unter ATP-
Verbrauch aktiviert und an das abzubauende Prdteém eine Kaskade von E1-E3 Enzymen angehangt. Das
26S Proteasom erkennt die ubiquitinierten Protein#faltet diese und zerschneidet sie in Pepti@efid andere
Zellfunktionen genutzt werden kdnnen oder genedelfch weitere Proteasen in Aminosauren abgebaut

werden?

Die Bindung von Ubiquitin an Proteine erfolgt resibel. Deubiquitinierende Enzyme
zerschneiden spezifisch die Isopeptidbindung zveisatlem C-Terminus des Ubiquitins und
des konjugierten Proteins, sobald die Ubiquitirketbom 19S Cap des 26S Proteasoms

erkannt wurde. Die einzelnen Ubiquitin-Molekiile den dann wiederverwend&t: 3!
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1.2 Das 26S und 20S Proteasom

Das Proteasom-System (siehe Abbildung 2) ist diehtigste Komponente des Ubiquitin-
Proteasom-Systems zum Abbau von Proteinen in diée, Ze sowohl bei Eukaryoten als
auch bei Prokaryoten vorkommt. Es besitzt eine ®eion Aufgaben, zu denen die
Proteinqualitatskontrolle, Antigen-Prozessierunggn8ltransduktion, Zellzykluskontrolle,
Zelldifferenzierung und Apoptose zahléH. Eine Fehlfunktion des proteasomalen Protein-
Abbaus hat gravierende Auswirkungen auf die Zelle, zum Beispiel eine Akkumulation
fehlgefalteter Proteine und steht in engem Zusarh@meg mit der Entstehung von
Krankheiten wie Alzheimer, Asthma, Krebs und Diasetyp 2.

Das eukaryotische Proteasom ist ein 26S-Proteasomplex mit einem Molekulargewicht
von 2.5 MDa, das aus einer 20S- und einer 19S-Hinieeit besteFf® “*. Die 19S-
Untereinheit ist fur die Erkennung, Bindung und feiing Ubiquitin markierter Proteine
verantwortlich** Die 19S Untereinheit ist ein Komplex aus mehregertereinheiten, der in
zwei Hauptstrukturen eingeteilt werden kann: Basisl Deckel*® Die Basis besteht aus
sechs verschiedenen AAA-ATPase Untereinheiten, alte RPT1-6 Regulatory Particle
ATPase proteifsbekannt sind, und aus drei nicht ATPase Unteesiah, den RPN1-2
(Regulatory Particle Non-ATPase proteinsnd RPN13!® Der Deckel besteht aus neun
Untereinheiten RPN3, RPN5-9, RPN11-12 und RPN1%isBand Deckel sind lber den
Linker RPN10 miteinander verbundéfl. Die genaue Organisation und die Rolle der 19S
Untereinheit im gesamten 26S Komplex sind bishemkaerstanden. Dagegen konnten die
Kristallstrukturen sowohl des prokaryotischen alshades eukaryotischen 20S Proteasoms

bis auf atomare Auflésung gelost werden?>® 48l
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Abbildung 2: a) Cartoon-Darstellung des 26S Proteasorhs. Seitenansicht des 20S Proteasoms aus

S. cerevisia@indc) Draufansicht? *°!

Die 20S-Untereinheit ist zylinderformig und enthdie katalytisch aktiven Zentren. Sie
bestent aus vier Ringen, die ihrerseits wiederuns g@weils sieben Untereinheiten
zusammengesetzt sindl(bisa7, bzw.B1 bisp7). Die beiden inneren Ringe bestehen [&us
Untereinheiten, die beiden &aufReren aubtntereinheiten. Einfachere Organismen, wie
Archaeabakterien haben sieben identischend 3-Untereinheiten. Wohingegen komplexere
Organismen, wie z.B. Eukaryoten, sieben verschiedenndp- Untereinheiten haben (siehe
Abbildung 2)!?? %% An der Innenwand ddi-Ringe ist die proteolytische Aktivitat lokalisiert
Nur die Untereinheite@1, B2 undp5 zeigen im eukaryotischen Proteasom Proteaseaktivita
die tbrigen nicht. Entfaltete Proteine kdnnen is damen der 20S- Untereinheit transloziert
werden und in kleine Fragmente abgebaut wétlemie erzeugten Oligopeptide werden
durch weiterte zellulare Peptidasen zu einzelnenndsduren abgebaut. Es kdnnen finf
verschiedene Spaltungspraferenzen unterschiedetemeChymotrypsin (CT-), Trypsin (T-),
Caspaseéhnliche (C-hranched chain amino acid preferring (BrAARhd small neutral
amino acid preferring (SNAAPAKktivitat.®? Die Bl-Untereinheit des Proteasoms zeigt
Caspase-artige und teilweise auch eine BrAAP Spgdaktivitdt, diep2 eine Trypsin-
ahnliche und35 eine Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat und teilweiauch eine BrAAP und
SNAAP Spaltungsaktivitdt. Bei dem Proteasom haneglsich um eine Threoninprotease.
Alle aktiven Zentren tragen ein N-terminales Thieprdas als Nukleophil dient. Beim
Spaltungsmechanismus wird das N-terminale Thre@tin katalytischer Rest verwendet.

Dabei greift die Hydroxylgruppe des Threonins diarlidnyl-Gruppe der Peptidbindung
[42a, 53]
an.
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1.3 Funktion und Mechanismus des 20S Proteasoms

Das N-terminale Threonin der aktiv@rAUntereinheiten des 20S Proteasoms hydrolysiert die
Peptidbindung der zu spaltenden ProtétheDurch die Kristallstruktur des 20S Proteasoms
und die Charakterisierung von mehreren Mutantemtewler proteolytische Mechanismus

aufgeklart werden (siehe Abbildung 55!
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Abbildung 3: a) Schematische Darstellung der nicht-gestrichenenst@atbindungstaschen S1, S2,...Sn
(schwarz, im 20S Proteasom fehlende Position Saufyrund der gestrichenen Seiten S1°, S2°,...Sn"; die
Benennung ist abhangig von der Position zur Pejpiitling. Proteasom-spezifische Ligandenseitenkeé®ten
P2,...Pn und P1°, P2%,...Pnb) Spaltungsmechanismus der Peptidbindung durch Teil aktiven p-
Untereinheiten des 20S Proteasoffis.

Zuerst bildet das ThrIOmit der Carbonylgruppe der Peptidbindung des Satsstein
Acylester-Intermedidf?® Das Thr1N Atom fungiert dabei als Protonenakzeptadurch die
Spaltung des Intermediats beglnstigt wird. Wahreieber Katalyse befindet sich ein
nukleophiles Wassermolekil (NUK) in der Nahe deglThwvas dem Protonen-Shuttle
zwischen ThrOund ThrN dient und in der Spaltung des Acyl-Estatermediats involviert

ist/?2 " Neben dem katalytischen Zentrum befinden sichchéeslene Substratbindekanale,
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die nicht-gestrichenen S1, S2, S3 ...Sn oder gesmmmh S1°, S2°, S3'... Sn
Spezifitatstaschen, die abhéngig von ihrer Positionhydrolysierenden Peptidbindung ihren
Namen erhalten. Dem 20S Proteasom fehlt aber ime@&edz zu anderen Proteasen eine
definierte S2 Spezifitdtstasche. Angepasst an geziftatstaschen des Proteasoms werden
die Seitenketten des Liganden P1, P2, P3... Pn oflerA2’, P3'... Pn" genannt (siehe
Abbildung 3a)??

Interessanterweise besitzen die meisten ArchaeeinarArt anB-Untereinheiten, so dass 14
gleich aktive Zentren entstehBH. Bei eukaryotischen 20S Proteasomen sind dagegen nu
drei der sieben verschiedenghUntereinheiten proteolytisch aktiv. Daher besitas
eukaryotische 20S Proteasom verschiedene Subsizditjien, die durch die Anordnung der
inaktiven und aktiverf-Untereinheiten entstehen, und wodurch drei eimigg Substrat-
Bindungskanale entsteh&f. Aufgrund von Hydrolyse-Experimenten mit chromopgror
Substraten wurden diese verschiedenen Spaltungspnden, wie oben bereits erwéhnt,
Caspase-, Chymotrypsin- und Trypsin-ahnliche Akéilgn genannt, wobei das aktive Thrl in
den Untereinheiter1, 2 und p5 lokalisiert ist®? Strukturelle und Mutations-Analysen
zeigten, dass die Spaltungspraferenz vor allemhdudlie S1 Tasche und den Rest 45
festgelegt wird>*? Hierbei ist der Aminoséurerest 45 in ¢dr-Untereinheit ein Arg, 2

ein Gly und inp5 ein Met, was den entsprechenden aktiven Untesédarh eine saure,
basische bzw. hydrophobe Eigenschaft verféthAuRerdem verursacht die Aminosaure 45
abhangig von ihrer Orientierung entweder eine gfie eine verengte S1 Tasche, wodurch
verzweigte (BrAAP branched chain amino agiedder kleine, neutrale Aminosauren (SnAPP,
small neutral amino ac)dals Substrate bevorzugt werdeh.Im Gegensatz zu den P1
Seitenketten des Substrats und des Inhibitors,adiedas Trypsin- und Caspase-ahnliche
aktive Zentrum binden, kann die Bindung an d&s aktive Zentrum eine konzertierte
strukturelle Umlagerung der Aminosaurereste b des Proteasoms induzieren um die
unterschiedlichen Anforderung der Substrate zulerfliDieser hohe Grad an Verformbarkeit
des Proteasom-Bindungskanals kann nur in @BrUntereinheit beobachtet werden.
AulRerdem besitzen hohere Organismen, wie Saugetreigitzliche Isoformen des 20S
Proteasoms, die Immuno-, konstitutives und Thymatdasom genannt werden, sich
strukturell in ihren aktiven Zentren unterscheidsml andere spezifische Funktionen in der

Zelle iibernehmel{3" 302 €01
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1.4 Biologische Auswirkungen der Inhibition des 20S Prieasoms

Die Kristallstruktur des 20S Proteasoms dauscidophilumim Komplex mit dem Aldehyd
Calpain Inhibitor | (Acetyl-Leu-Leu-Norleucin) in d¢fbination mit Mutationsanalysen
zeigten, dass das N-terminale Thrl @ddntereinheiten als proteolytisch aktives Zentrum
dient!**® ! Djeser Inhibitor bewies auRerdem die unterschibdliSpezifitat der Taschen in
eukaryotischen Proteasomé&f.Proteasominhibitoren wurden zum einen als Werkediig
die Untersuchung der Regulation des Ubiquitin-Rrebden-Systems genutzt. Zum anderen
dienen sie als Ausgangsstrukturen bessere Proteladoitoren zu entwickeln, die dann zur
Medikamentenentwicklung optimiert werden konféhDamit konnten viele biologische
Effekte der Proteasominhibition in verschiedenealisarten entdeckt und untersucht werden.
Auch wenn bisher nicht alle Auswirkungen verstang@md, konnten trotzdem gewollte
zellulare Antworten, wie die Apoptosezunahme odeanrivigerung der Proliferation in
bestimmten Zelllinien, gefunden werden. Dievivo Experimente und klinische Erprobung
des Inhibitors Bortezomib (siehe Abbildung 4) destderte anfanglich, dass die
Proteasominhibition diese zellularen Antworten (beie Verdnderung des NEB

Stoffwechselwegs ausloéf!
I/§N o
S AN M o
- N B”
i H |
(o) B OH
Bortezomib

Abbildung 4: Bortezomib, ein bekannter Proteasom-Inhibitor.

Der Transkriptionsfaktor, der in mehreren Tumoreberéxprimiert ist, reguliert die
Genexpression, welche die Zellapoptose und Pratifar steuert. Normalerweise ist MB-

im Cytosol an #Ba gebunden und somit inaktiv. Dieflo. Phosphorylierung leitet jedoch die
Ubiquitinierung und den darauffolgenden proteasemalhbbau ein. NkB wird in den
Zellkern transportiert, wo es die Zellproliferatiand Angiogenese hoch reguliert. Es wurde
erst kirzlich gezeigt, dass einige Proteine, wig de@morsuppressor p53 und die

proapoptotischen Proteine Bid und Bax, die in dpopgtose und Zellproliferation involviert
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sind, auch die Proteasominhibition stark beeinas&benso wird die c-Jun-NHKinase, die
bei Stress den Zelltod auslost,bei Proteasomindibitoch reguliert und I6st Apoptose aus
(siehe Abbildung 5

| Proliferation TApo_ptose_
A, S | Proliferation
p21, p27 H | Angiogenese

Stabilisierung w ‘ ’l NFkB

p53, Bid, Bax

T Apoptose <= Stabilisierung

Abbildung 5: Auswirkungen der 20S Proteasom Inhibition durchtéasominhibitoren auf verschiedene

zellulare Stoffwechselwege in Krebszellen.

Seit Entstehung der ersten Proteasominhibitorenmdevieine Vielzahl von verschiedenen
Naturstoffen und synthetischen chemischen Verbigdaon identifiziert, die alle
unterschiedliche proteolytische Proteasom-Aktieitdt und Bindungsweisen am Thrl
besitzer®® Von diesen Inhibitoren wurde bislang ausschli¢BBortezomib fir den Markt
zugelassen, das eiite vivo Aktivitat in hamatologischen Patienten-Tumorzéfi@rund eine
vielversprechende anti-Tumor Aktivitdin vivo im Mausmodell zeigt. Auch im
Heterotransplantat-Modell des Multiplem Myeloms destrierte Bortezomib eine
signifikante Inhibition des Tumor-Wachstums, einghére Uberlebenswahrscheinlichkeit,
sowie eine Abnahme der Tumor-Angiogen@@eDies fuhrte zu einer Zulassung von
Bortezomib fur Patienten mit einem schweren MudtiplMyelom oder mit einem Ruckfall,
wobei bei 28% der Patienten eine komplette oderindest fast vollstdndige Verbesserung
beobachtet wurde und bei 35% der Patienten einaekleeilende Reaktion erfasst wurde.
Diese Ergebnisse fihrten dazu, dass Bortezomib ién ktinische Phase |, Il und Il
angenommen wurde und letztendlich von der FDAS.Food and Drug Administratignm
Jahr 2003 zugelassen wuftfe. Trotz seines klinischen Erfolgs stellen die toRisc

Auswirkungen, wie schmerzhafte Neuropathie, unddRaszbildungen weiterhin ein grof3es
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Problem in der Therapie d4f! Diese Nebeneffekte verdeutlichen die Notwendigkein
Inhibitoren mit neuen Strukturen und Bindungsmedraen, sowie einer zweiten Generation
von 20S Proteasom Inhibitor&f.

1.5 Ubiquitin-Proteasom-System Inhibitoren und deren Ensatz in der
klinischen Forschung

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist in eine Reihe zellularen Prozessen involviert, wie
der Zellzyklus-Regulation, der Reparatur der DN#&; 8ignaltransduktion, der Transkription,
der Apoptose und der Entwicklung des Nervensyst&fasschiedene Proteine, die an diesen
Prozessen beteiligt sind, wie zum Beispiel p53, EZhyc, c-junc und NEB, werden durch
das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut. DieseeiRmtspielen eine grol3e Rolle bei
verschiedenen menschlichen Krankheiten. Daher isne e Veranderung der
Proteinkonzentration durch Inhibition des UbiquiRmteasom-Systems von grof3em
Interesse, weil dadurch in viele biologische Fumkéin eingegriffen werden kann. Inhibitoren
des Ubiquitin-Proteasom-Systems induzieren ApoptoseZellen und sind somit interessant
fur die Behandlung von Krebs, Kardiomyopathie undninsystem-Erkrankungen, wie
Alzheimer oder Parkinson. Aul3erdem spielt das Ubm&roteasom-System auch bei der
Immunantwort eine wichtige Roll€! Beim Immunoproteasom sind die aktivgh, 2, und

B5 Untereinheiten gegen sogenanpté $2i, undp5i Untereinheiten ausgetaus&fi! Dieser
Austausch wird Uber das Interfergnein von T-Lymphozyten sekretiertes Zytokin iratti
und hat den Vorteil, dass Peptidfragmente, die Bempiel von einem intrazellularen Erreger
abstammen, effizienter erzeugt werdéh.Diese werden dann auf MHC-I Molekilen
prasentiert. MHC-I Molekile werden von cytotoxisochE-Zellen erkannt und eine infizierte
Zelle kann somit eliminiert werddff?

Wie oben ausgefuhrt, gibt es bisher nur einen \@amRDA zugelassenen Proteasominhibitor
als Medikament zur Therapie des Multiplen Myelonss Bortezomib (Velcade®). Es wurde
von Millenium Pharmaceuticalentwickelt und brachte im Jahr 2009 1000 Milliorgeain!™!
Die Kristallstruktur des 20S Proteasoms im Kompiak Bortezomib enthllte die Spezifitat
und die Bindungsweise von Bortezomib an die veestdmen katalytisch aktiven Zentren des
Proteasoms, wobei die Boronsaure-Kopfgruppe vonteBomib kovalent an das ThtrO
bindet!*?® ¢4 Trotzdem hat dieser Inhibitor starke Nebenwirkumgeeil er als Inhaltsstoff
die extrem toxische Boronsaure besitzt und aucher@ndProteasen inhibiert. Dieses
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Medikament beweist, dass sich die Inhibierung deseBsom-Systems zur Behandlung des
Multiplen Myeloms und anderen Krebsarten eidffét.

Das Proteasom ist aufgrund seiner gut definierkgiven Zentren und seiner starren inneren
Kernstruktur ein vielversprechendes Enzym das UbigRroteasom-System gezielt zu
beeinflussen und es gibt bereits mehrere Klassen Rooteasominhibitore® Die
Klassifizierung von Proteasominhibitoren beruht daf Art und der Spezifitdt der Bindung
an das Proteasom. Als erste Inhibitoren des 20&#&soms wurden Aldehyde identifizi€f.
Weitere Klassen sind Vinyl-Sulfone und Peptid-Baten Zu den natirlichen
Proteasominhibitoren gehdren Epoxyketofid,actone und TMC-95° Es besteht groRes
Interesse daran, die Kristallstruktur vom ProteasonmKomplex mit seinen Inhibitoren zu
verstehen, um den Wirkmechanismus der Ligandenubldfen. Das Verstandnis des
Bindungsmechanismus von Inhibitoren an das Proteassmdoglicht es, effizientere
Verbindungen zu entwickeln um diese als Medikamegegen zum Beispiel Krebs
einzusetzeff®. Die Wirkung von Proteasominhibitoren hangt vontemschiedlichen
Faktoren, wie Zelltyp und Proliferationsstatus, w@id viele Proteasominhibitoren wirken
nicht selektiv und hemmen somit auch andere zeduRroteasen, die einen &hnlichen

Substratspaltungsmechanismus aufweisen.

1.6 p-Lactone als Proteasom-Inhibitoren

Seitdem die strukturelle und biologische Signifikales 20S Proteasoms bekannt ist, wurde
in der Literatur eine Vielzahl an verschiedenenbditbren beschrieben, die bereits optimiert
und durch Rontgenkristallographie analysiert wurd&me unterscheiden sich in ihrer
Bindungsweise und Effektivitat gegeniber dem 2G8dasom.

Eine Gruppe von Proteasom-Inhibitoren zeichnet sialch einf-Lacton als funktionelle
Gruppe aus. Diese Inhibitoren reagieren mit deni®hund bilden eine kovalente Acylester-
Bindung®® “ Omuralid (clasto-LactacystifHacton) war der erste natirlicheLacton-
Proteasominhibitor gegen das 20S Proteasom, deeririteratur beschrieben wurti®. Es
ist einStreptomyces sp. OM-65Metabolit, defin vivo hauptsachlich an digb Untereinheit
selektiv, spezifisch und irreversibel bindet unangodie Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat
inhibiert (siehe Abbildung 6% Die Kristallstruktur des Omuralid-Proteasom-Konxgs
zeigte, dass dieseB-Lacton spezifisch und kovalent an das aktive Zentrder g5-
Untereinheit bindet. Die freie Hydroxylgruppe degdxminalen Thrl greift nukleophil die

Carbonylgruppe def-Lactons an, wodurch der gespanfiteactonring gedffnet wird. Dies
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resultiert in einer Acylester-Bindung zwischen itor und Thri’”! Die Komplexstruktur
zeigte zusatzlich, dass das nukleophile Wassermibl@{UK), das normalerweise das
Acylester-Intermediat hydrolysiert und fur die Betizung des Peptidprodukts verantwortlich
ist, an einer anderen Stelle positioniert ist, wiasFreisetzung des Liganden verhind@rt®!
Bei der Inhibitor-Bindung wird die Position des N§Kon der nach der Spaltung dgs
Lactons neu generierten Hydroxylgruppe eingenommes, die Freisetzung des Inhibitors
verhindert. Diese C3-OH Hydroxylgruppe ist daherdie Proteasominhibition essentiell. Sie
kann ihre Position aufgrund der freien Rotationsbgmkung um die C-3/C-4 Bindung nicht
verandern. Die Rotationsbeschrankung ist durch Hantamring gegeben, der durch
Wasserstoffbriickenbindungen im Substratkanal sadoil ist. Neben der kovalenten
Bindung von Omuralid an Thrl, werden zusétzlich @ahd viele Wasserstoffbriicken und
hydrophobe Interaktionen mit der S1 Tasche ausdgthilwas die Inhibitor-Bindung
zusétzlich stabilisiert und die Untereinheiten-Siitéiz erklart!®!

Zwei weitere Naturstoffe, das Belactosin A und G &treptomyces spzeigen ebenfalls, die
Wirkung gegen Tumore, wie z.B. KreBY. Diese Naturstoffe inhibieren spezifisch ¢ig
Untereinheit und besitzen eflaLacton als funktionelle Gruppe. Davon konnten zgtairke
Proteasom-Inhibitoren abgeleitet werden, das Hoiaotmsin A und C (Abbildung 6). Die
Kristallstruktur von Dibenzyl-geschitztem Homobétsin C im Komplex mit dem 20S
Proteasom zeigte analog zum Omuralid eine idergi&hdung an das ThfQind erklart die
Spezifitat fur diep5-Untereinheit?® Die 3-Aminocarbonyl-Seitenkette passt perfekt ia d
S1-Spezifitats-Tasche dgb Untereinheit, wohingegen es sterisch und vonRidaritat her
zu eingeschrankt fiir digl undp2 Untereinheit is€" Bei Omuralid verhindert derLactam-
Ring die freie Rotation um die C3/C4-Bindung une deu gebildete Hydroxylgruppe am C4-
Atom formiert eine Wasserstoffbriickenbindung zu Aevinogruppe von Thrl. Im Gegensatz
dazu zeigt die neu gebildete Hydroxylgruppe am @dnA des Dibenzyl-geschitztem
Homobelactosin Cs in genau die andere Richtung emdugt eine Wasserstoffbriicke zu
Arg190. Eine &hnliche Rolle tbernimmt im OmuraliasdC8-OH. Die Position von C4-OH
im Omuralid wird im Dibenzyl-geschitztem Homobetsth C von dem Stickstoff (NH-6)
der 4-Aminocarbonyl-Seitenkette eingenommen. Eiigriat, dass die restliche Seitenkette in
die gestrichene Seite des Proteasoms biffietuch wenn beide Inhibitoren identisch an
Thrl binden, unterscheidet sie sich stark, wie Sjgltungsmechanismus der neu gebildeten
Esterbindung verhindert wird. Bei Omuralid nimme dieu entstandene Hydroxylgruppe am

C4-Atom die Position des NUK, das im Proteasom dligand gebunden ist, ein, womit der
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Angriff der Thrl0-CO-Esterbindung verhindert #f Im Dibenzyl-geschiitztem
Homobelactosin C wird diese Rolle von der 4-Aminboayl-Seitenkette tibernommE&#.

Zum ersten Mal bekam man strukturelle Einblickelig Bindungsweise von Homobelactosin
C an die gestrichene Seite des Proteas8mBurch diese Informationen entstanden neue
Erkenntnisse Uber die gestrichenen und nicht-géstnen Taschen des aktiven Zentrums in
der B5 Untereinheit und aufRerdem ein nutzliches Modeli Broteasom-Inhibitoren zu

entwickeln.
/\ST-Tasche S1-Tasche S1-Tasche
Ho\)_ /‘\ /\
] O % o
HN— HO \
(o] fo) H 0o H H
N ? /'ﬁ(N\/\/\/N 0
CbzNH Y
0 i
=0 o CO,Bn 0
% 2
gestrichene Seite
cl
Omuralid Salinosporamid A Homobelactosin C

Abbildung 6: Strukturformeln def-Lactone Omuralid, Salinosporamid A und Homobelsict&.

Bei dem Garvorgang der Bakteri&alinispora tropica,die in Meeresablagerung auf den
Bahamas vorkommen, entsteht das Naturprodukt Sgoramid A (NPI-0052) (Abbildung
6). Uberraschenderweise besitzt dieses Naturproduiktstrukturellen Ahnlichkeiten zu
Omuralid eine inhibitorische Wirkung auf das Preta mit neuen und einzigartigen
Eigenschaften: obwohl der Cyclohexenring von Salimoamid A die gleiche Position wie
die P1-Isopropylgruppe von Omuralid einnimmt, finda der Chlorethyl-Seitenkette in der
S2-Seite eine Folgereaktion statt.So wird die Wirksamkeit von Salinosporamidirvitro
undin vivo signifikant erhdht und die Substrat-Spezifitataretert. Salinosporamid A bindet
an alle aktiven Zentren des 20S Proteasoms irrgetrsotz ahnlicher Bindungsweise des
funktionellen Lactonrings. Uberraschenderweise teefgalinosporamid A aber ein anderes
Inhibitionsprinzip als Omuralid, da die Chlorett8gitenkette von Salinosporamid A ein
zyklisches Tetrahydrofuran mit der C3-O Gruppe wabrder Lactonring-Offnung bild&f!
Salinosporamid A zeigt Wirkung gegen Bortezomilisteste multiple Myelom Zellen und
hat eine hohe Wirksamkeit in Tiermodellen gegen d&dtiple Myelom, Dickdarm-,

Pankreas- und Lungen-Kre@@.Salinosporamid A wird daher seit 2006 in klinischieests
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als Einzel-Medikament oder in Kombination mit aretertherapeutischen Medikamenten
eingesetzt. Mittlerweile befindet es sich in deriniskchen Phase Il. Fur die
naturwissenschaftliche Forschung, und vor allemdiérklinische Therapie ist es vor allem
aufgrund seines einzigartigem inhibitorischen HMsofials Bortezomib fur die

Medikamentenentwicklung sehr interessat.
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2 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit war zum einen die Charakterigsig und Optimierung von reversiblen
Proteasominhibitoren und zum anderen des Natusst¥ibralacton, das an das 20S
Proteasom bindet. Hierfir wurden verschiedene Tikehnam Lehrstuhl fir Biochemie an
der TU Minchen etabliert und verwendet. Dazu gahdrenzymatische in-vitro
Aktivitatsassays und die Rontgenkristallographie filie Strukturaufklarung des 20S
Proteasoms im Komplex mit verschiedenen Ligandea.Hdntgenkristallographie wurde zur
Gewinnung von strukturellen Informationen Uber diBindungsweise und den
Bindungsmechanismus genutzt. So konnte der Bingoegsanismus der Liganden detailliert
verstanden werden und die entsprechenden Ligandeinie zielgerichtete Inhibition des 20S
Proteasoms optimiert werden. Wahrend der Doktortarbalte der p-Lacton Naturstoff
Vibralacton charakterisiert und eine Kristallstuktvon Vibralacton im Komplex mit dem
20S Proteasom aus cerevisiaeerhalten werden. Dies soll einen wesentlichenr8gizum
detaillierten und generellen Verstandnis der Birgduveise vorp-Lacton Inhibitoren an das
B5 aktive Zentrum des 20S Proteasoms leisten uné asublicke in strukturell wichtige
funktionelle Gruppen de-Lacton Inhibitoren ergeben. Hierbei stand im Fokies Arbeit
den Beitrag der Seitenketten getLacton Inhibitoren fur die Bindung an das 20S Pasbm
zu charakterisieren um ein tieferes Verstandnis fdie Grundprinzipien der
Proteasominhibition zu erlangen.
Des Weiteren sollte ein auf Bortezomib basieren2@® Proteasom Inhibitor optimiert
werden. Ausrichtung der Forschungsexperimente veareieen fur diep5 Untereinheit
spezifischen Liganden zu entwickeln, der zudemreisignifikant besseren inhibitorischen
Effekt als Bortezomib besitzt und eine einzigartg@dung an die gestrichene Seite des
Chymotrypsin-dhnlichem Zentrums aufweist. Hierflollte die Kristallstruktur dieses
Inhibitors im Komplex mit dem 20S Proteasom gelMstden um den Liganden besser zu
charakterisieren und zu optimieren. Die Kristallkturanalyse soll die neue Bindungsweise
an die gestrichene Seite d@i5 Untereinheit atomar beschreiben um einen neuen
Ausgangspunkt fur weitere Proteasominhibitorenrmubglichen.
Zielsetzungen der Arbeit sind neue Einblicke in2d& Proteasom Inhibition zu erhalten und
einen Uberblick in diesem anspruchsvollen Forschtigna zu erlangen. Im speziellen
sollen die Ergebnisse dieser Dissertation zusétziie Wichtigkeit der Kombination von
Kristallographie und in-vitro/ vivo Techniken in der Medikamenten-Entwicklung
demonstrieren. Dieser Schnittpunkt an verschiedévietinoden soll wahrend der gesamten
Forschungszeit wiedergespiegelt werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Vibralacton

Das Naturprodukt Vibralacton (siehe Abbildung 7ydwonBoreostereum vibrangroduziert

und enthalt eiff-Lacton als zentrales Strukturmotiv.

HO 7 B

Vibralacton Omuralid

Abbildung 7: Chemische Strukturformel von Vibralacton und Omidtral

Obwohl es eine &hnliche chemische Struktur wie @idi(siehe Abbildung 7) hat, zeigte es
bei einem Einsatz von 1 mM Konzentration keine itfon in in vitro Aktivitatstests (siehe
Abbildung 8). Bei den Aktivitatstests werden fluszeerende Tetrapeptide, die spezifisch fur
eines der drei aktiven Zentren sind, als Substmagiesetzt. Um die Aktivitat def1-
Untereinheit zu bestimmen wird Z-LLE-AMC als Substrverwendet, fur diep2-
Aktivitatsbestimmung Z-LLR-AMC und fi5 Suc-LLVY-AMC.
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a Punktmessung (1mM): 5 b Punktmessung (1mM): B5, B2, B1
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Abbildung 8:Punktmessungen der Aktivitat von Vibralacton (lila)d Omuralid (griin) gegen die aktiven
Zentren des Proteasoma) Restaktivitdt in Prozent des Chymotrypsin-ahnlichektiven Zentrums nach
Behandlung mit 1 mM Vibralacton bzw. Omuralid; uriwederte Aktivitat fir Vibralacton, vollstandige
Inhibition fir Omuralid.b) keine Inhibition der Chymotrypsin-, Trypsin- od8aspase-ahnlichen Aktivitat fur
Vibralacton (1 mM).c) Omuralid zeigte eine starke vitro Inhibition des 20S Proteasoms mit einengyl@n
47 uM, wahrend Vibralacton keine Inhibition aufweist.

Aufgrund der ahnlichen Struktur der beiden Inhitgto und der Anwesenheit eings
Lactonrings wurden aufgrund der negativen Aktigitdéssungen 20S Proteasom-Kristalle
von S. cerevisiaanit einem Vibralacton-Uberschuss gesoaked, unmuekularen Ursache
dieses uberraschenden Ergebnisses nachzugehemall&rides 20S Proteasoms v@&h
cerevisiaewuchsen irHanging Dropsbei 20°C?* Die Proteinkonzentration war 40 mg/mL
in 10 mM Tris/HCI (pH 7.5) und 1 mM EDTA bei der iKrallisation. Die Tropfen bestanden
aus 3ul Protein und 2ul Reservoirldsung (30 mM MgOAc, 100 mM MES (pH 7.20% 2-
Methyl-2,4-pentandiol (MPD)). Die Kristalle entstiem innerhalb von zwei Tagen und hatten
eine finale GroRe von ca. 50x200x50M°. Sie wurden mindestens 48 h mit Vibralacton
inkubiert. Danach wurde zu den Kristallen Kryopkbéat-Puffer (30% MPD, 20 mM
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Mg(OAc),, 100 mM MES, pH 7.0) gegeben und die Kristall8liissigen Stickstoff bei 100 K
gekunhlt. Die Struktur wurde an der XO6SA-Beamlime 8LS/ Villigen/ Schweiz mik = 1.0
gemessen und hatte eine Auflésung von 2.7 A (Sialhelle 8).

Die Roéntgenstrahlenintensitat und die Datenreduaktiairden mit dem XDS Prograntifl
durchgefuhrt und resultierte in der Raumgruppe P& den Zell-Parametern a = 136 A,
b=299 A, ¢ = 145 A ung = 113°. Die Anisotropie der Strahlenbeugung wuthéer
Berucksichtigung von beobachteten und berechnetenktGramplituden mithilfe des
Programms CN& korrigiert. Die Elektronendichte wurde verbessertiem der Mittelwert
berechnet und die Reflexe zehnmal Uber die zwetfaaticht-kristallographische
Symmetrieachse mithilfe des Programms MEfNrticktransformiert wurden. Konventionelle
kristallographischerigid body, positionelle und Temperaturfaktor Verfeinerung raan
ebenfalls mit CNS durchgefuhrt. Hierflir wurden Hi@ordinaten der 20S Proteasom Struktur
aus S. cerevisiaeals Startmodell verwend&® Fur die Anfertigung des Strukturmodells
wurde das Programm MAIN benutzt. Die Struktur wubile auf einen kristallographischen
R-Faktor von 20.5 % (freier R-Faktor = 23.1 %) RMS Abweichung von 0.007 A in den
Bindungslangen und 1.33° in den Winkel verfeinsittje Tabelle 8).
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Tabelle 8: Statistiken zur Datensammlung und Verfeinerung Hemplexstruktur des Proteasoms mit

Vibralacton

ProteasomVibralacton

Kristallparameter

Raumgruppe P2

Zellparameter a=136 A, b=299 A, c=145
A, p=133°

Molekiile in AE 1

Datensammlung

Beamline SLS, PX06SA
Wellenléange (A) 1.0
Auflésungsbereich (&) 40-2.7 (2.8-2.7)
Anzahl der beobachteten Reflexe 971498
Anzahl der Einzelreflexe 289175
Vollstandigkeit (%} 99.4 (99.7)
Rmerge (%) ° 11.3 (58.3)

/s ()b 7.05 (1.52)

Verfeinerung (CNS)

Auflosungsbereich (A) 15-2.7
Anzahl der Reflexe des Arbeitssets 273228
Anzahl der Reflexe des Testsets 14276
Anzahl der nicht-Wasseratome 49608
Anzahl der Wasseratome 1334
Anzahl der Inhibitoratome 60

Rwork/ Rfree (%) 0.205/ 0.231
RMS Abweichung der Bindungslange/ Winkel (A)/ (°) 0.0067/ 1.33
Ramachandran Plot (%) 95.7/3.7/ 0.6

& Asymmetrische Einheit.

Die Werte in Klammern bei Vollstandigkeit,Bseund 1o () entsprechen der letzten Auflésungsschale.
Friedel Paare wurden als identische Reflexe betiand

Rumergd!) = ZnwXj [[I(hKI); - I(hKD] /[Zhu Ihi » wobei I(hkl) die j-ste Messung der Intensitat der Reflexe $ikuind
<I(hkl)> Durchschnittsintensitat ist.

R =X | [Fbd - [Rad 1Zrk [Fond, Wobei Ree 0hne Sigma Cutoff fur zufallig ausgewéhlte 5 % Reflexe, die
nicht in die Struktur-Verfeinerung einbezogen wurdg, .« wird von den verbleibenden Reflexen berechnet.
Abweichung von den idealen Bindungslangen und &igdwinkeln.

9 Anzahl der Aminosaurereste in favorisierten Regigrerlaubten Regionen/ verbotenen Regionen

b
c
d

Anhand der Kristallstruktur des 20S Proteasoms iomilex mit Vibralacton soll erklart
werden, warum Vibralacton das Proteasom nicht iehilund welche funktionellen Gruppen
notig sind um das Proteasom zu hemmen.

Die 2Fky>-Fc-Elektronendichte zeigt, trotz fehlenden inhibisohen in-vitro Effekts,
Vibralacton gut definiert in dem Chymotrypsin-alchien aktiven Zentrum def5-
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Untereinheit (siehe Abbildung 9). Der Naturstoff kbvalent als Acyl-Enzym mit dem N-
terminalen nukleophilen Threonin des Proteasomsrg#dn (siehe Abbildung 9a), analog der

konventionellerB-Lacton Inhibitoren.

Abbildung 9: a) Kristallstruktur des Chymotrypsin-ahnlichen aktiveentrums des 20S Proteasoms im
Komplex mit Vibralacton (grin); Ruckgrat der pratemalenf5-Untereinheit (braun) und icoil Darstellung;
Ligand in ball-and-stick Darstellung (grun); Elektronendichte-Umriss (grawm Thrl (schwarz);
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Vibralactod wien g5 Hauptkettenatomen Gly47N, ThriN und
Serl290 sind als gestrichelte Linien eingezeichit.Oberflache des Chymotrypsin-ahnlichen aktiven

Zentrums des 20S Proteasoms im Komplex mit Vibtata¢griin) ist als elektrostatisches Potential dsirglt.

Die Strukturanalyse des Vibralacton:20S Proteasoramlexes bewies, dass das
Vorhandensein einer elektrophilen Kopfgruppe keimrdichendes Kriterium fur die
Proteasominhibition ist, sondern dass die gesamthi&ktur des Inhibitors fir die selektive
Bindung derp-Lacton-Inhibitoren an das 20S Proteasom entschdidst. Mithilfe dieser
Struktur konnte aufRerdem die Erklarung fur die dktitat von Vibralacton gegeniiber dem
20S Proteasom gefunden werden.

Die Bindung an die verschiedenen aktiven Zentren2@S Proteasoms geschieht zuerst durch
die Positionierung der P1 Seitenkette des Inhipjtdann durch seine Interaktion mit Thrl
und die Ubliche antiparallefgFaltblatt Formierung zwischen dem Inhibitor undnd@rotein-
Ruckgrat®® Aufgrund des Fehlens dieses Peptid-Riickgrats im fdeacton Inhibitoren
muss die Bindung in diesem Fall durch einen eimigen Bindungsmechanismus an die S1
Tasche und durch Wasserstoffbriicken zu Thrl gsted#h. -Lacton Inhibitoren reagieren

somit Uber eine hoch optimierte Bindungsweise ramhdktiven Zentrum, bei der es auf jede
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Wasserstoffbriicke im Unterschied zu konventione#gtid-Inhibitoren ankommt. Vergleicht
man die Bindung von Vibralacton und Omuralid (siéktbildung 10), wird deutlich, dass

das Amid NH deg-Lactamrings, abwesend in Vibralacton wichtig fie &tabilisierung des

Inhibitors ist und nicht, wie bisher geglaubt, fhiessig ist. Diese NH-Gruppe positioniert
den Inhibitor durch die Bildung einer starken Wastsdfbriickenbindung zu Gly470,

welches fur die Substrathydrolyse die antiparallgig-altblatt Konformation des

Peptidrickrats koordiniert. An der Stelle der Kotsimffhauptkette im Substrat hat Omuralid
das Carbonylsauerstoffatom des Lactamrings. Gly@iltet das Oxyanion Loch und formt
eine Wasserstoffbrickenbindung mit dem Carbonyistoi des gedffneten Lactons,
wodurch der Ligand weiter stabilisiert wird. Durdie Wasserstoffbrickenbindungen verleiht
die NH-Gruppe von Gly47 dem Naturstoff Omuralid eeiBindungsstarke ahnlich einer
Peptidbindung. Im Fall von Vibralacton gibt es eiDeppelbindung im Cyclopentanring

anstelle der Amid/ Lacton-Gruppe, die zu dem pletie Doppelbindungscharakter der
Peptidbindung in Omuralid und Salinosporamid A &glant ist. Somit besitzt das
Ringsystem von Vibralacton eine ahnlich rigide Btuma und eine entropisch begunstigte
Bindungspraferenz wie Omuralid und SalinosporamidJA@doch ist das Fehlen der NH-
Gruppe von Vibralacton der Grund, warum dieser hdyaine zu kurze Verweilzeit im

aktiven Zentrum des Proteasoms hat, da keine WasHbrickenbindungen zu Gly470
ausgebildet werden koénnen (siehe Abbildung 10). Gegensatz dazu spielt die
Carbonylgruppe von Omuralid, die in Vibralacton cureine CHOH Gruppe ersetzt ist,

keine signifikante Rolle bei der Bindung (siehe Aditng 10).
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Abbildung 10: Bindungsweise des 20S ProteasomsapNibralactonb) Omuralid ¢) Salinosporamid A; Die
Spezifitatstaschen S1 und S3 des Chymotrypsin-éiferli Substratbindungskanals und ihre korrespondiere
Aminosauren sind in schwarz dargestellt. Hydrophloberaktionen zwischen Ligand und S1 Tasche sinda

und Wasserstoffbriicken als schwarz gestrichelteehiringezeichnet.

Die P1 Seitenkette (2-Methyl-pent-2-Enyl) von Vilaon, die in die S1-Tasche des
Proteasoms bindet, destabilisiert die Bindung &% Rroteasom zusatzlich. Im Vergleich zu
Omuralid ist diese Seitenkette verlangert, woduliehproteasomale Seitenkette von Met45 in
der S1-Spezifitdtstasche von seiner ursprungli¢dhesition Richtung lle35 verschoben wird.
Auch wenn diese Verschiebung bereits bei der Bigduaon Salinosporamid A an das
Proteasom erfolgt, reicht die Bindungsstarke vonbralacton nicht aus um den
Entropieverlust auszugleichen. Bei Salinosporamidwid die entropisch unginstige

Verdrangung von Met45 ber einen Enthalpiegewinsgaglichen, der durch zuséatzliche
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hydrophobe Interaktionen zwischen dem Cyclohexenylund den Resten der S1-Tasche
entsteht. Bei Vibralacton konnen keine hydrophoWéchselwirkungen ausgebildet werden,
weil die P1 Seitenkette aufgrund der Doppelbinddeg Isopentenyls unflexibel ist. Somit
entsteht durch die lange P1 Seitenkette ein strelktn Konflikt mit Met45, gefolgt von
einem Entropieverlust und eine Destabilisierung Vaoralacton (siehe Abbildung 11 a und
c). Omuralid bewirkt durch den kirzeren P1-PseuimRest keine Umordnung der S1-
Spezifitatstasche und begunstigt die Inhibitionsesgghaft (siehe Abbildung 10 b).

Abbildung 11: Strukturelle Uberlagerung der Bindung an Chymotirygdhnlichem aktiven Zentrum voa)

Vibralacton (griin) und Omuralid (gelb) Vibralacton, Omuralid und Salinosporamid A (braun)

Zusatzlich werden durch die P1 Position der Hydigeappe in Omuralid und
Salinosporamid A die beiden Verbindungen ideal pmsert und stabilisiert. Verantwortlich
daflr ist die Ausbildung weiterer Wasserstoffbrimdkedung zu Thr21N, was zu weiterem
Enthalpiegewinn fuhrt. Vibralacton fehlt diese OHu@pe, so dass der Entropieverlust auch
nicht durch eine zusatzliche Wasserstoffbrickenlgdzwischen Thr21N und der OH-
Gruppe wiedergewonnen werden kann. Dieses Ergebaigeist die Wichtigkeit der
Gesamtstruktur derp-Lacton-Inhibitoren, die nicht durch eine funktitiee reaktive
Kopfgruppe ausgeglichen werden kann.

Ebenso besitzt das 20S Proteasom keine spezif&2heasche, so dass alle P2 Seitenketten
generell akzeptiert werden und das Fehlen der m2rRette kein Grund fur die fehlende
inhibitorische Aktivitat von Vibralacton gegentbdgm 20S Proteasom darstellt. Unterstitzt
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wird dies durch die Tatsache, dass verschiedented&aminhibitoren in ihrer Lange und
Sequenz beziglich der P2 Seitenkette stark variiere

Omuralid wird nur von Bakterien exprimiert, die ke20S Proteasom besitzen, wohingegen
Vibralacton von Pilzen produziert wird, deren Ukbgn von einem funktionierendem 20S
Proteasom abhangt. Somit erleiden Bakterien keBwraden durch die Produktion eines 20S
Proteasom Inhibitors, wohingegen die Pilze in Areméit eines 20S Proteasom Inhibitors
stark in Mitleidenschaft gezogen wirden. Dieser edsthied unterstreicht das
unterschiedliche Inhibitionsmuster der beiden iedbingen.

In Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. ®rSieber und Dr. C. Hedberg wurden
die Targets von Vibralacton in eukaryotischen Zelkirchactivity-based protein profiling
(ABPPY® analysiert um die verschiedenen Inhibitionsprofibe Vibralacton und Omuralid
zu untersuchen. Vibralacton wurde dafir mit einertkyAe-Tag modifiziert. Dieses
modifizierte Vibralacton (VLP) wurde zu Hela Zellegegeben und fiir eine Stunde
inkubiert®™ Die HeLa Zellen wurden lysiert und das ProteomRfibdaminazid unter Click-
Chemie-Bedingungéil’ behandelt. Es wurden vier Targets, die von Vilmtala inhibiert
werden, identifiziert (siehe Abbildung 12a): Carbppeptidase (SCPEP1)Abhydrolase
domain containing proteiril0 (ABHD10) und Acyl-Protein Thiosterease 1 undAPT1,
APT?2). Omuralid inhibiert das 20S Proteasom und S€P
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Abbildung 12: a) Target-ldentifizierung fur Vibralacton (VL), modiiertes Vibralacton (VLP) und Omuralid
(Omu) durch die Zugabe von Rhodaminazid unter GGtlemie Bedingungen; Visualisierung durch die
Verwendung einer fluoreszierenden SDS-Gel-Analysel Massenspektrometrie; fur Vibralacton wurden
SCPEP-1, ABHD10 und APT1/2 als Targets identifizi€@muralid inhibiert das 20S Proteasom und SCPEP1.
b) Zelltoxizitatstest, bei Omuralid-Behandlung Tod thela Zellen; bei Zugabe von Vibralacton bleibt 400

der metabolischen Aktivitat erhalten

Diese Ergebnisse bestéatigen die unterschiedlichieibitionsprofile dieser beiden strukturell
ahnlichen Verbindungen. Aul3erdem konnte in Zelltbditsassays gezeigt werden, dass die
Behandlung von HelLa Zellen mit Omuralid zum Tod rfiitvohingegen bei Zugabe von
Vibralacton die metabolische Aktivitat vollstandigibehalten wird (siehe Abbildung 12b).
Die nahere Betrachtung der APT1/2 Inhibition dur®fibralacton zeigte interessante
Ergebnisse. APT1/2 sind im RAS Signalweg involviantd daher interessante Targets in der
Krebs-Forschunff” Die Hitze-Denaturierung von rekombinanten APT1/ige keine
Markierung fur das modifizierte Vibralacton (sieAbbildung 13a), was bedeutet, dass nur
aktive Enzyme mit VLP reagieren und was bestatigéss die Bindung von Vibralacton an

APT1/2 vor allem im aktiven Zentrum geschieht.
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Abbildung 13: a) Hitze-Denaturierung der rekombinanten APT1- und 2fEhzyme, die keine Markierung fir
modifiziertes Vibralacton (VLP) zeigt, was beweidgss nur aktive Enzyme mit VLP reagieren und Via® i
aktive Zentrum bindetb) Der Graph zeigt die 1§ Werte fur Vibralacton (VL), VLP und Omuralid (Omu)
gegeniiber APT1/2; VL und VLP inhibieren APT1 undT/2bei Omu ist volle Aktivitat zu sehen.

In Kooperation mit Dr. C. Hedberg wurden diesd@erte von Vibralacton und VLP
gegenuber APT1 und APT2 bestimmt. Degyl@on Vibralacton ist §M fur APT1 und 2uM

fur APT2. Uberraschenderweise hat das modifizidfiteralacton einen Ig von 400 nM
gegenuber APT1 und 160 nM gegentiber APT2 (siehdéld\bigy 13b).

B-Lacton Proteasom-Inhibitoren wurden als wichtigeldgische Werkzeuge entdeckt und
befinden sich nun in der klinischen Phase | ungull Behandlung von Multiplem Myelom,
Leukdmie, Lymphomen und Tumoren. Einer der ersidribitoren war Omuralid, der eine
zentrale Rolle in der Identifizierung von katalgtisaktiven Resten des Proteasoms spielte
und das generelle Verstandnis der Proteasombiolegiéhte. Mit der Entdeckung des
Naturprodukts Vibralacton und der Kombination deethbden Kristallographie, Target-
Identifizierung undin-vitro bzw. in-vivo Zelltoxizitatsassays kann mit dieser Arbeit ein
besseres Verstandnis in dem Inhibitor-Bindungspesfangt werden. Es konnten die exakten
Komponenten, die fur eine 20S Proteasom Inhibiticih einem p-Lacton notwendig sind,
bestimmt werden, die bislang noch nicht bekanntewabDiese neuen Einblicke in dge
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Lacton-Bindungsweise ertffnen neue Wege fur die ik@dentenentwicklung gegen z.B.
Krebs.

3.2 Ein Belactosin A-Derivat

3.2.1 Kristalle des Belactosin A-Derivats

Belactosin A 1) (siehe Abbildung 14) ist ein natirlich vorkommensdTripeptid aus L-
Alanin, 3-trans-2-aminocyclopropyl)-L-Alanin tfans-3,4-Methan-L-Ornithin) und einem
chiralen CarboxyB-Lacton. Es ist eine neue Leitstruktur fur die Eoklung von potenten
Antikrebs-Medikamenten, weil es das Proteasom éber Acylierung des Thrl des aktiven
Zentrums Uber die Ringdffnung des gespanfiteactons inhibiert® Aufgrund seiner starren
strukturellen Eigenschaften schrankt ein Cyclopnopetfektiv die Konformation von
Molekiilen ein, die oft die biologische Aktivitat éiaflusst®™® Beim Belactosin grenzt das
Cyclopropan die Orientierung des L-Alanins und fdsacton-Restes ein, die entscheidende
Interaktionen mit dem Proteasom ausbilden kénnerkKdoperation mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. S. Shuto wurde daher eine Reihe dadBasin A Analoga mit unterschiedlicher
Stereochemie synthetisiert, bei denen das zemdmmi@ocyclopropyl-L-Alanin (Methano-L-
Ornithin) durch eine korrespondierende stereo- odegioisomerische Cyclopropan
Aminosaure ersetzt wurde. Es zeigte sich, das¥elieindung3 ein sehr potenter Proteasom-
Inhibitor ist, der 20-mal wirksamer als der ursgiiche Naturstoff Belactosin A ist (siehe
Abbildung 14).
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Abbildung 14: Auf Belactosin A-Basis entwickelter Proteasom-bitar 3; neu modifizierte Reste sind in pink

dargestellt

Um den Bindungsmechanismus v@an das Chymotrypsin-&hnliche aktive Zentrum des 20
Proteasoms aus. cerevisiaebesser zu verstehen wurde die Kiristallstruktur @8$
Proteason8-Komplexes gelost.

Kristalle des 20S Proteasoms v8n cerevisiaeavuchsen unter den unt&1l Vibralacton
beschriebenen Bedingungen tanging Drops bei 20°C?Y Die Kristalle entstanden
innerhalb von zwei Tagen und hatten eine finale@@néon ca. 50x200x5Q0n>. Sie wurden
mindestens 24 h mit der Verbindung inkubiert. Auch das Einfrieren und die
Strukturmessung wurde analog 3ul Vibralactondurchgefiihrt. Die Struktur hatte eine
Auflésung von 2.8 A (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9: Statistiken zur Datensammlung und Verfeinerungkaemplexstruktur des 20S Proteasom 8us

cerevisiaegesoaked mis

o o T o

Die Daten-Auswertung geschah wie uri3et. Vibralactonbeschrieben und resultierte in der

Proteasond

Kristallparameter
Raumgruppe P2
Zellparameter a=137 A, b= 302 A, c=146p5 114°
Molekiile in AE 1
Datensammlung
Vorbestrahlung nein
Beamline SLS, XO6DA
Wellenlange (A) 1.0
Auflésungsbereich (&) 40-2.8 (2.9-2.8)
Anzahl der beobachteten Reflexe 875510
Anzahl der Einzelreflexe 262724
Vollstandigkeit (%6} 98.6 (92.0)
Rrmerge (%) ¢ 11.2 (47.4)
/o (1)° 9.97 (2.56)
Verfeinerung (REFMACS)
Auflésungsbereich (A) 49-2.8
Anzahl der Reflexe 249587
Atomanzahl

Protein 49548

Inhibitor 62

Wasser 1339
Ruwork/ Riree (%0)° 0.227/0.241
RMS Abweichun§
Bindungslange (A)/ Winkel (°) 0.004/ 0.815
Durchschnittlicher B-Faktor (3 48.154
Ramachandran Plot (%) 97.2/ 2.5/ 0.3

Asymmetrische Einheit.

Die Werte in Klammern bei Vollstandigkeit,Bseund 1o (I) entsprechen der letzten Auflésungsschale.
Friedel Paare wurden als identische Reflexe betiand
Rumergd!) = ZnwXj [[I(hKI); - 1(hKD] 1/[Zhi Ini » wWobei I(hkl) die j-ste Messung der Intensitat der Reflexe $ikuind

<I(hkl)> Durchschnittsintensitat ist.

R =2 | [Fobd - [Rad 1&hk [Fond, Wobei Ree 0hne Sigma Cutoff fur zufallig ausgewahlte 5 % Reflexe, die

nicht in die Struktur-Verfeinerung einbezogen wurdg, . wird von den verbleibenden Reflexen berechnet.
Abweichung von den idealen Bindungslangen und &igdwinkeln.

Anzahl der Aminoséaurereste in favorisierten Regidrerlaubten Regionen/ verbotenen Regionen

Raumgruppe B2mit den Zell-Parametern a = 137 A, b = 302 A, ©46 A undp = 114° und
einem kristallographischen R-Faktor von 22.7 % i¢freR-Faktor = 24.1 %) mit RMS
Abweichung von 0.004 A in den Bindungslange und.8°8n den Winkeln (siehe Tabelle 9).
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3.2.2 Rontgenstruktur Analyse der Verbindung 3e im Komplex mit dem

Proteasom

Um Einblicke in den Bindungsmechanismus der Venbngd3 mit dem Proteasom zu
erlangen, wurde das Belactosin A-Analo8amit Kristallen des 20S Proteasoms aus
S. cerevisiagesoaked. Die 20 fach gemittelteoPE-Elektronendichte-Mappe zeigt, dé&&sm

der gestrichenerSeite des Chymotrypsin-ahnlichektiven Zentrums lokalisiert ist. Die
begrenzte Grol3e der gestricheisaite in derl- undp2-Untereinheiten des 20S Proteasoms
ausS. cerevisiaaind die sterisch starre Cyclopropan-Gruppe dearldgn3 verhindern die
Bindung von 3 in diese Spezifitdtstaschen, weswegen der Inmibdelektiv die p5-
Untereinheit hemmf?® Das Isoleucin der Verbindurgyjist die einzige Seitenkette, die in die
ungestrichene Seite zeigt und perfekt in die SkAasineinragt und durch zahlreiche Van-
der-Waals-Wechselwirkungen mit den Resten diesegziStstasche stabilisiert wird.
AulRerdem zeigte die Komplexstruktur eine kovaléBitelung von3 an das katalytische, N-
terminale Thrl®Oderp5-Untereinheit. Dep-Lacton-Ring vor8 wird unter einer Esterbildung
mit ThrlO geoffnet, genauso wie es fur dieLactone Omuralid, Salinosporamid A und
Homobelactosin C beobachtet wifé. ) Bei Bindung von konventionellen Lacton-
Inhibitoren formiert sich wéahrend dep-Lactonring-Offnung am C4 eine sekundare
Hydroxylgruppe, die durch eine Wasserstoffbriickedbng mit Thrl stabilisiert ist und die
die Position des nukleophilen Wassermolekiils (Ngknimmt und somit die Esterspaltung
und Regenerierung des aktiven Zentrums unterdriidkirmalerweise greift NUK das
Carbonylkohlenstoff nukleophil nach der Burgi-Duniftrajektorie an. Bei der Inhibitor-
Bindung verschiebt die C4-Hydroxylgruppe das NUK etwa einen Angstrom und der
notwendige 108° Winkel ist nicht mehr gegeben. Deldwvird die Freisetzung des Inhibitors
verhindert, weil der nukleophile Angriff des NUKas die Thri3-CO Esterbindung blockiert
st 8 |m Falle der Verbindun@ bildet die neu gebildete Hydroxylgruppe am C4 jgdo
eine Wasserstoffbrickenbindung zu Arg190, was énetlitgegengesetzte Richtung zeigt, wie
es furp-Lactony-Lactam-Inhibitoren bekannt i8t: °% Der Cyclopropan Ring voB nimmt
trotzdem eine ahnliche Position wie das C4-OH vonu@lid (in Homobelactosin C durch
das Stickstoff-Amid (NH-6) der 4-Aminocarbonyl Smikette besetzt) ein, was auch die
Freisetzung des Inhibitors unterbindet. Diese Bnyposition, die Stereochemie v8rund
der Cyclopropanring zwingen den Rest des Belactosivats3 in die gestrichene Seite des
Proteasoms. Die strukturelle Uberlagerung des gidman Homobelactosins C und der

Verbindung3 zeigen eine analoge Bindung an das aktive Thrleimel &hnliche Bindung der
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S1 Seitenkette an den P1 Rest (siehe Abbildung Dig).Interaktion mit der gestrichenen
Seite hat eine vergleichbare Orientierung in beikidnbitoren, wobei jedoch keine wirklich

entscheidenden Interaktionen mit den Seitenketsmféitiven Zentrums beobachtet werden.

Abbildung 15: Verbindung 3 und seine Bindungsweise an dgb-Untereinheit.a) Kristallstruktur des
Chymotrypsin-ahnlichen aktiven Zentrums im Kompiait 3. Das Ruckgrat der proteasomafEnUntereinheit
ist in beige gefarbt, Untereinhgi® undp4 in grau, und alsoil Model dargestellt; der Ligand ist als grumstisk
Model abgebildet. Die Elektronendichte (blau) istm uThrl (schwarz) mit 1o konturiert. Die
Wasserstoffbriickenbindungen zwisct®&ond den Atomen Gly47N, ThriN, Thr210, Lys33N undy200 der
B5 Hauptkette sind als schwarze gestrichelte Limiargestelltb) Strukturelle Uberlagerung vah (grin) und
Homobelactosin ¢ (cyan), die an das Chymotrypsin-ahnlicti¢ive Zentrum gebunden sing). Strukturelle
Uberlagerung vor8 (griin), Homobelactosin € (cyan) und Omuralid (pink)l) Oberflachendarstellung der
Bindung von3 in die 5 Untereinheit
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Es konnte eine Verbindung synthetisiert werden, die sogar 20-mal wirksamier der
Naturstoff Belactosin A ist. Sie hat einen bemeskesrt niedrigen 16 von 5.7 nM und ist
damit vergleichbar mit dem Medikament BortezomiBs¢l= 4.5 nM). Die Ursache fir den
niedrigen 1Gy-Wert ist der Cyclopropanring, der die Entropieib#esst. Die Seitenkette ist
noch zu flexibel und kann weiter optimiert werd@udem befindet sich diese nicht in der
besten Bindeposition, so dass die Verbinduhignoch bezuglich ihrer Seitenketten-
Stabilisierung durch das 20S Proteasom und diegBaasigkeit in die gestrichene Seite
verbessert werden kann. Basierend auf diesen Begelmnkénnen hoch potente Proteasom-
Inhibitoren mit einer unnatirlicheais-Cyclopropan-Struktur entwickelt werden, die in der

Medikamenten-Entwicklung eine entscheidende Raqlielen.
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1 Einleitung

Durch die fortschreitende Verbreitung von multistsinten Bakterien kommt es zunehmend
zur Gefadhrdung insbesondere von immunsupprimieRatienten und Kleinkindern. Der
Staphylococcus aureuStamm spielt dabei eine besonders grof3e RolleindBeutschland
nach Angaben der Deutschen Gesellschaft fur Krarkeshygiene und dé&ursafety Health-
Nef® knapp 25% der vorkommenden Bakterienstamme ausrnadhfir viele nosokomiale
Infektionen verantwortlich ist. Seine leichte Ubagbarkeit macht in Krankenhausern,
Altenheimen und beim Krankentransport immer aufvige@ Isolations- und
DesinfektionsmaRnahmen notig. Konservative Schatzungen gehen fir Deutschland von
etwa 5000S. aureusNeuinfektionen pro Jahr aus, von denen etwa einfté&litodlich
verlaufen. In den USA wurde die Zahl der Todesfalech HIV/AIDS vonS. aureus
Infektionen in den letzten 10 Jahren das ersteiMatholt®!

Die caseinolytische Protease P (ClpP) stellt eiméchtigen Regulator der Virulenz in
multiresistentem Bakterien dar und spielt eine beslele Rolle in der Stress-Antwort, der
Protein-Qualitatskontrolle, sowie der Transkripskantrolle. Sie ist eine der
Hauptkomponenten im zellul&ren Proteinabbau. Dastedieses Enzym ein interessanter
Angriffspunkt fur die Entwicklung von neuartigen hibitoren gegen multiresistente,
pathogene Bakterien. Funktionelle und strukturkligersuchungen von ClpP kénnten neue
Erkenntnisse tber den ClpP-Mechanismus liefernctddie neue Wege zur Préavention und

Behandlung von Infektionskrankheiten eroffnet werde

1.1 Funktion und Vorkommen von ClpP

Eine wichtige Voraussetzung fir die Lebensfahigkeit Zellen ist der Erhalt der zellularen
Homoostase auf Proteinebene. Dazu mussen fehlgefadtler beschadigte Proteine, sowie
regulatorische Proteine abgebaut werden kénnelAtdkaryoten existieren hierflr eine Reihe
von ATP-abhangigen Proteasen, darunter ClpAP, ClpMBIVU, Lon und FtsH. lhre
Gemeinsamkeit ist, dass sie das abzubauende Plutelen und entfalten. Anschliel3end
wird dieses ins Proteininnere eingefadelt, wo eghbut und als Peptid freigesetzt wifdl.

Die Clp-Komplexe bestehen aus der teradecamererP-Bipteaseeinheit und einem
hexameren, ATP-abhangigen Chaperon der AAA+-Fani@ipA, ClpX) (siehe Abbildung

16). ClIpP ist eine stark konservierte Serin-Pra@geate in Eukaryoten und in fast allen
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Bakterien, mit Ausnahme vollollicutes Homologe besitzt. Wahrend Insekten, Saugetiere
und die meisten Prokaryoten nur eine Isoform besijtexistieren auch Stamme mit zwei bis
drei Isoformen, daruntévlycobacterium tuberculositisteria monocytogenamd bestimmte
Cyanobakterien. Auch viele Pflanzengattungen besitnehrere Isoformen. In Archaea und
einigen Pilzen ist bislang kein ClpP gefunden wordd

Bei ClpP handelt es sich um eine Carboxypeptidaseass der Proteinabbau vom C- zum N-
Terminus erfolgt. Gezeigt wurde das durch Fluoneszeessungen mittels grin-
fluoreszierendem Proteins (GFP) mit einem C-terlemaSsrA-Tag. Eine wichtige Aufgabe
des ClpXP-Komplexes besteht darin Proteine mit S&a§ abzubauen, weil dieser C-
terminale Tag unvollstandige oder nicht funktiomg@ Proteine kennzeichnet (siehe
Abbildung 16). So wurde mit diesem Experiment beere dass der Abbau bei Clp-
Komplexen vom C-Terminus her geschi€ftDiese Annahme wurde durch die Experimente
von Reid et al. 2008°7 bestatigt, die ein Fluoreszenz-markiertes ClpP aviei
Modellsubstrate, die an je einem Terminus einerp$taff trugen, nutzten. Durch Messung
des zeitlichen Verlaufs der Fluoreszenzanisotropi& des Resonanzenergietransfers konnte
gezeigt werden, dass zunachst die Anisotropie désrrmGinalen Farbstoffs zunimmt und
dieser auch friher einen Fluoreszenz-Resonanzetramgsfer (FRET) als die N-terminale

Markierung zeigt.

Protein Protease

4 nm

ATP-abhangige
Entfaltung
und Proteolyse

Erkennung
durch ClpX

L
A ssrATag
A

Abbildung 16: CIpPX Proteolyse Model. ClpX erkennt SsrA Tag desudauenden Proteins und entfaltet es.
ClpP zerschneidet das Protein in Peptide
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1.2 Aufbau des Protease-Komplexes

Unter physiologischen Bedingungen besteht ClpPzaugs ringformigen Heptameren, die ein
zylindrisch geformtes Homotetradecamer bilden. Be® kDa Komplex hat sowohl eine
Hohe als auch einen Durchmesser von 9 nm und besitinneren eine zentrale Kammer, in
dem auf zwei Ringen die aktiven Zentren angeordimet Der Innenraum wird seitlich durch
die Handle-Regionen nach aul3en hin abgeschlossdnwend auf der Ober- und Unterseite
axiale Poren vorliegen lber die der Zugang zu di€éaenmer erfolgt.

ClpP ist ein wichtiges Mitglied der Familie der ingrischen Proteasen, zu denen auch das
eukaryotische 20S-Proteasom und das bakteriell® lgehtren. Diese spielen durch den
gezielten und streng regulierten Abbau von Proteireene wichtige Rolle in der
Proteinhomoostade’)

ClpP alleine besitzt nur eine maRige und unspehi@sPeptidase-Aktivitat. Erst im Komplex
mit einem oder zwei ATP-abhangigen Chaperonen d&A+AFamilie, bei der ClpX und
ClpA die beiden Hauptvertreter darstellen, wird Eliptrazellular proteolytisch aktiv (siehe
Abbildung 16). Diese hexameren Chaperone bindesl axi ClpP und Gbernehmen dabei die
Erkennung, Bindung, und Entfaltung der abzubauenBesteine. Der Durchmesser der
axialen Poren betragt ca. 4 nm, wodurch diesenftielices odem-Faltblatter grol3 genug
sind, nicht aber fur native Proteine. ClpP alleerfugt nur Gber Peptidase-Aktivitat und ist
erst im Komplex mit diesen Chaperonen proteolytisk:liw.[%] Unbekannt ist, ob der Austritt
der Peptid-Fragmente Uber eine axiale oder eirnkckei Pore erfolgt, die durch konformative
Umordnung in den Handle-Regionen transient gebidet.

ClpP kann sowohl eine komprimierte, inaktive Komfation, die ~ 1 nm kleiner ist,
annehmen, als auch eine aktive Konformation, bei die E-Helix gestreckt ist. Beide
Konformationen spielen eine Rolle im katalytischi&yklus der ClpP Protease. Es ist aber
noch unklar, ob die beiden unterschiedlichen Kanfionen der Kopfdomane eine
Auswirkung auf den Oligomerisierungsstatus der é&e¢ haben. Bisher wurde noch nicht
herausgefunden, welche Reste an der Bildung degsigtems beteiligt sind.
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1.3 Chaperon-Protease-Wechselwirkung

Die Chaperon-Protease-Interaktion erfolgt tUber fiteale Schleifen von ClpP und Uber
hochkonservierte Motive der Chaperone (IGF in CIp&lL. in ClpA). Bisher konnten noch
keine Wechselwirkungen identifiziert werden, aber wird Uber eine ,loop-groove*-
Interaktiod®® spekuliert, die die Komplementaritat der beidendBingsstellen ausnutzt. Es
existiert bisher noch keine schliissige Begrinduimgdfe Symmetrieungleichheit zwischen
dem siebenfach symmetrischen ClpP und dem sechsfexmetrischem Chaperon. Es wird
spekuliert, dass die beiden Komplexe wahrend daenslokation rotierefi™

Ohne N-Terminus kann CIpA/ClpX nicht mehr an ClpRden und so kommt es zu einer
erhohten Peptidase-Aktivitat von ClpP. Dies ist digf groRere Porendffnung und die damit
verbesserte Zuganglichkeit zu den aktiven Zentrenickzufihren. Damit stimmt die
Beobachtung Uberein, dass sich die Kinetik des tgathbbaus nicht mit dem Standard-
Michaelis-Menten-Modell beschreiben |2k, Vielmehr scheint der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Bildung 8abstrat-Protease-Komplexes zu sein.
Folglich wird die Rate des Proteinabbaus durchAlBB-abhangige Entfalten und Einfadeln
des abzubauenden Proteins durch das Chaperon bstind nicht durch die von ClpP
durchgefiihrte Proteolyd®!

1.4 ClpP-Kristallstrukturen

Mit der ersten vertffentlichten Kristallstrukturnes ClpP-Komplexes ausscherichia coli

(EcCIpP) von Wang, Hartlingt al. im Jahr 1997% konnte gezeigt werden, dass ein ClpP
Monomer aus sechsHelices (A-G) und elp-Faltblattern (F1-F11) besteht (siehe Abbildung
17). Die Helices sind an der Aul3enseite des Pmteikalisiert, wohingegen die Faltblatter

im Inneren liegen.
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Abbildung 17: Sequenzalignment von ClpP aus verschiedenen OrganisNegativ geladene Aminoséurereste

positiv geladenen Reste in blau, sdbimaltige Reste in gelb und aromatische Resterim g

sind in rot

dargestellt. Die elf Faltblatter sind als gruneilefelargestellt (F1-F11) und die sieben Heliced simt A-G

abgekirzt.

Die Kristallstrukturen von mehreren ClpP Proteinere z.B. vonEscherichia coli Bacillus

subtilis und Plasmodium falciparupwurden bereits geloSE: 1°°! Die Strukturen zeigen alle

eine Faltung mit drei Eigenschaften (siehe Abbilglui8). Die erste ist ein flexibler N-

terminaler Loop, der aus dem axialen Ende des dgtm heraussteht und die Interaktion mit

den Chaperonen erleichtert. Die zweite ist ein®@grdopfdoméane mit auf der Innenseite des

Zylinders liegenden aktiven Zentren und mit eingdrophoben Oberflache, die fur den
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Untereinheiten-Kontakt in einem Ring verantwortlish Und die dritte Eigenschaft ist eine

Handle-Doméne (Helix E), die mit ihnrem Pendant giegeniiber liegenden Rings interagiert.
COOH

NH,

Abbildung 18: Cartoon-Darstellung einer ClpP Untereinheit &ssherichia coli die die typische/p-Faltung

zeigt. Diea-Helices sind in magenta, dieFaltblatter in cyan und die Loops in braunlichgkstellt.

Uberraschenderweise fiihrt das Entfernen dieser lgtdPaimane nicht zu einer Dissoziation
des Tetradecamers in Heptamere, aber zu protasiyirsaktiven Komplexen. Daher wird
vermutet, dass die zwei Ringe hauptsachlich duoctische Wechselwirkungen zwischen
Resten der Kopfdoméne stabilisiert werden. Bislestgvenig Uber die Chaperon-Protease-
Interaktion und die Funktion auf molekularer Ebd&e&annt. Allgemein wird angenommen,
dass die Kopfdomane fiir die Peptid-Freisetzung éMfimung an der aquatorialen Seite
bildet. NMR-Untersuchungen haben gezeigt, dass hddikale Teil der Kopfdoméane in
Losung sehr dynamisch ist und zwei verschiedenddforationen annehmen kann, die bei
hoherer Temperatur schnell ineinander tiberg€fién.
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1.5 Funktionen der Handle-Region

In den ClpP-Kristallstrukturen voR. falciparum M. tuberculosisund derS. pneumoniae
Mutanté®® liegen 13-15 Reste der Handle-Domane nicht definier, was auf groRRe
Flexibilitdt hinweist. In deiSaClpP Struktur, die mit Kristallisationsbedingungesi pH 4.5
erhalten wurde, knickt dieE-Helix in der Mitte ab, wodurch sich d@i8-Faltblatt in einer
anderen Konformation als bei den Strukturen befindee mit Kristallisationsbedingungen
bei pH-Werten zwischen 6.5 und 9.0 erhalten wur®sa katalytische Triade liegt dadurch in
einer inaktiven Form vor, weil es zu keiner Aktiwiag des Serins durch die noétige
Wasserstoffbriickenbindung kommen kann. Bei pH ikdgeh die Seitenketten von E138 und
D38 in protonierter Form vor und stabilisieren diktive Konformation durch ionische
Wechselwirkungen. Bei hoheren pH Werten liegen éesdurereste dagegen deprotoniert
vor. Die Existenz sowohl der abgeknickten als adeh gestreckten Konformationen der
Handle-Region konnte durch Protein-NMR-ExperiméiiteEcCIpP gezeigt werdeh®? Ob
die durch diese Struktur gebildeten Poren gro3 gesind, um den entstehenden
Peptidfragmenten als Ausgang zu dienen und die ugemaysiologische Relevanz der
abgeknickten Helix ist noch unklar.

Eine weitere Funktion der Handle-Region ist der ta&hder beiden Heptamere. Dabei ist ein
antiparallele$-Faltblatt von zentraler Bedeutung, das durch diei $9-Faltblatter von zwei
Monomeren aus dem oberen und unteren Ring gehiladdt Trotzdem fluhren Mutationen
und Deletionen in diesem Bereich nicht zur Trenndeg Tetradecamers, jedoch zum Verlust
der katalytischen Aktivitat. Neben den spezifischewechselwirkungen vom
Wasserstoffbriickennetzwerk werden die beiden hemRinge zudem durch hydrophobe
Interaktionen zusammengehalten, bei denen iiberdd%berflache beteiligt sifdf’
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1.6 ClpP ausStaphylococcus aureus

Das BakteriumStaphylococcus aureust in der Natur weit verbreitet und bei 25% der
deutschen Bevolkerung auf der Haut zu finden. Berséhen mit geschwachtem
Immunsystem konnen durcB. aureusBakterien topische oder systemische Infektionen
auftreten. Topische Infektionen fuhren im Regelfall lokal begrenzten Hautabszessen,
wahrend systemische Infektionen zu lebensbedraickrkrankungen, wie z.B. dem
Toxischem-Schock-Syndrom oder Sepsis filhren. Diedganitat bekomm$. aureusdurch
eine groRe Anzahl an Toxinen, darunter Enterotgxgeginnungshemmende Faktoren und
durch das Immunoglobulin bindende Protein A, das @psonierung der Makrophagen
verhindert. Bei multiresistenten Bakterien, wBe aureus muss in vielen Fallen auf teure
Reserveantibiotika, wie Vancomycin, Daptomycin odegecyclin zurtckgegriffen werden
und es besteht die Gefahr der erneuten Resistdonigtf-°*!

Einen neuen Ansat3. aureuszu bekampfen, fanden Béttcher und Sieber B8Banithilfe
von Affinity-based Protein Profiling ABPP) einer kleinen Bibliothek vof-Lactonen. Die
konzentrationsabhangige Inhibition von ClpP mitchkoleinem B-Lacton fiihrt zu einer
Expressionsabnahme von antikoagulanten und prdisdign Pathogenitatsfaktoren.
Mittlerweile wurde die Wirksamkeit der Lactone imalsmodell einer topische®. aureus
Infektion bestatigt.

Das Monomer von ClpP aw&taphylococcus aureSeClpP) besteht aus 195 Aminosauren
und hat ein Molekulargewicht von 22 kDa. Im Gegénsau ClpP ausk. coli oder
Plasmodium falciparumbesitzt es keine N-terminale Prosequenz, die atabkisch
abgetrennt wird. Die Sequenzidentitat zwiscBaBIpP undEcCIpP ist 85%, die fucaClpP
und PfCIpP 66%. Die Monomere zeigen eine groRe struk&ur@hnlichkeit, bei der die
konservierten Reste vor allem auf der hydrophobeerseite der Kammer liegen und die der

Losung zugewandten Aul3enseiten eine grol3e Vatgtalufweisen.
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin anhand vontg&irkristallographie Fragestellungen
zum molekularen Mechanismus und Ablauf der ClpPkR@&a zu untersuchen. Insbesondere
sollte die Rolle der zwei unterschiedlichen Konfoenen Ablauf des katalytischen Zyklus
der ClpP-Reaktion geklart werden. Die zentrale €stgjlung war, ob die abgeknickte Helix
von ClpP ausS. aureusein Konformationszustand ist oder eine spezifisEaéung einer
einzelnen Spezies. Daher war geplant neue Krsasiinsbedingungen fir das noch
unbekannte ClpP-Protein a® .aureusin der aktiven, ausgestreckten Konformation zu
finden. Anhand dieser Struktur sollten die Unklédre der beiden unterschiedlichen
Konformationen  der Kopfdoméane beziglich einer Aukwig auf den
Oligomerisierungsstatus der Protease untersuchdemeindem die zwei Zustande der ClpP
Protease innerhalb einer Spezies verglichen wersldien. Der Zusammenhang von
Oligomerisierung und Aktivitat wurde in der Litendt® kontrovers diskutiert. Dieses
Thema stand unter anderem im Fokus dieser Arbeit.

Des Weiteren sollte herausgefunden werden, wel@steRan der Bildung und Stabilisierung
des Tetradecamers beteiligt sind. Anhand der gefuer Struktur werden Aminoséure-Reste
ausgewahlt und durch eine strukturbasierte Mutaggendie Interaktionen der beiden
heptameren Ringe charakterisiert. Ziel hierbeidist Identifizierung der Aminosauren die
Wechselwirkungen am Innenringkontakt ausbilden fimddie Tetradecamer-Bildung sowie
die proteolytische Aktivitdt essentiell sind. Welte soll verglichen werden, ob diese
Aminosaurereste in den beiden unterschiedlichenf¢¢orationen andere Bindungspartner
haben. Ebenso sollte die Mutante S98A kristallisierden um herauszufinden, ob die aktive
Konformation mit ausgestreckter Helix aufgrund deranderten Positionen von Af§oder
Ser® des aktiven Zentrums entsteht.

Zuletzt ist angestrebt einen Einblick in die Clpf@tBase Funktion durch strukturelle Studien
und Mutationsanalysen zu erhalten. Auf Basis dewog@enen Ergebnisse und der
Literaturauswertung soll der Mechanismus fiur diekEwnsweise von ClpP auf molekularer
Ebene naher charakterisiert werden, der einen Zusgimang zwischen Aktivitat und
Oligomerisierung beschreibt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

In Kooperation mit Malte Gersch aus der Gruppe WRnof. Dr. S. Sieber wurde zur
heterologen Expression v&@eCIpP inE .coli ein pDest 007-Vektor verwendet. Das klonierte
Konstrukt umfasst 203 Aminoséauren, wobei die letzeht einen C-terminalen Strep-1l-Tag
bilden (WSHPQFEK). Das verwendete Aufreinigungspkotl orientierte sich an den
Angaben in Mauriziet al. 1994 und sah eine PEI-Fallung und eine Salzgradieatdes
vor. Die direkte Aufreinigung der abzentrifugierteytosolischen Fraktionen des Lysats uber
eine Strep-Saule ergab hinreichend sauberes PrditeirKristallisationsexperimente. Es
konnten durchschnittlich 10 mg hochreines ProtemlpKultur erhalten werden.

Es gelang, die von Boéttcher und Geltfét gefundenen Kristallisationsbedingungen von
S&CIpP zu reproduzieren (50 mM Natriumacetat pH 22 M Ammoniumsulfat). Die
Kristalle zeigten eine hexagonale Form, wuchseerimab von einer Woche auf die Grol3e
von 0.8 mm und beugten mit einer Auflésung von &.2m Synchrotron im Paul-Scherrer
Institut in Villigen.

Daraufhin wurde eine grof3e Anzahl an Kristallisasioedingungen im 0.LL-Mal3stab
getestet, um eine Kiristallisationsbedingung mit pkherhalb des Aktivitatsbereichs
(pH = 6.4- 8.5) von CIpP zu finden. Stdbchenformigelarisierende Kristalle wurden bei
0.16 M Natriumcacodylat pH 7.0, 20 mM Magnesiumacend 30% MPD erhalten. Davon

wurde ein Kristall mit einer Auflésung von 2.3 Ammeessen und die Kristallstruktur gelost.

3.1 SaClpP Kristallstruktur in aktiver Konformation

Um zu beweisen, dass die abgeknickte Helix 8aBlpP ein Konformationszustand ist und
nicht nur eine Spezies-spezifische Faltung, wurdehnderSaClpP Kristallstruktur in der
aktiven, ausgestreckten Konformation gesucht. Hltest der inaktiven, abgeknickten
Konformation wurden zunachst ausschlie3lich bedmgem pH von 4.5 erhalten, so dass im
folgendem in Kooperation mit Malte Gersch aus ddoeitsgruppe von Prof. Dr. S. Sieber
das pH Aktivitatsprofil vor8aClpP untersucht wurde um den physiologischen phgiisohen
Bereich der Protease festzustellen (siehe Abbildi#)g
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Abbildung 19: pH-Profil der Peptidase-Aktivitdit von ClpP, durchssay mit fluoreszierendem Substrat
gemessen

Der Aktivitdtsassay erfolgte mit fluorogenem Suéistin dem ein AMC-konjugiertes Peptid
durch eine Protease in ein 7-Amino-4-Methylcoumageschnitten wird. Der Anstieg wurde
durch Spektroskopie quantifizie®CIpP besitzt die hochste Aktivitat bei pH 7.0 uradbh

maximale Aktivitat zwischen pH 6.5 und 8.0 (siengbAdung 19). Deswegen wurde sich auf
Kristallisations-Bedingungen innerhalb dieses Bdrgikonzentriert um Kristallansatzen fur

die aktive und moglicherweise ausgestreckte Kon&ion zu finden.

Abbildung 20 Kristalle vonSeCIpP

Kristalle (siehe Abbildung 20) konnten nun ebewsfdlei pH 7.0 erhalten werden, die auf
2.3 A Auflésung gebeugt haben. Die Struktur wurdié der Molekularer-Ersatz-Methode
gelost, bei der die Koordinaten der abgeknicktemfionation vonSaClpP als Startmodell
benutzt wurdef®” Die Koordinaten erfillen alle geometrischen Anfaxthgen (siehe

Tabelle 10). Die Struktur zeigt zwei aufeinandegdiede Ringe mit der charakteristischen
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Topologie von ClpP mit einer zylindrischen FormeDReste der katalytischen Triade (Ser
His'?® Asp'’ sind in allen 14 Untereinheiten in der aktivennf@mation angeordnet und
durch zwei ausgebildete Wasserstoffbriicken stadiligsiehe Abbildung 21a, d). Die ersten
16 N-terminalen Aminosauren, die die axialen Lodplslen, konnten nicht positioniert
werden. Die hohe konformative Flexibilitat in dies®ereich wurde bereits bei einer Reihe
anderer ClpP-Strukturen festgesf%ﬁh Die Handle-Domane ist in der Elektronendichte gut
definiert und verbindet die zwei heptameren Ringergleicht man diese Struktur mit der
Struktur von Bottcher und Geiger bei pH 4.5 zeipperde Strukturen einen hohen Grad an
Ubereinstimmung im Kopfbereich. Sie unterscheidah gedoch in der Anordnung der
Handle-Domane. Wéhrend bei pH 4.5 di&-Helix abgeknickt vorliegt, wodurch die
katalytische Triade nicht aktiv angeordnet istgze€ie Struktur bei pH 7.0 eine ausgestreckte
aE-Helix und die katalytische Triade befindet siaheiner aktiven Konformation. Durch die
Rotation des Serin-Sauerstoffs lasst sich diesgeakatalytische Anordnung erreichen. Der
ClpP-Zylinder hat eine Hohe von 9.5 nm HOhe unceeiDurchmesser von 10.5 nm. Die
axialen Porendffnungen auf beiden Seiten sind guerkennen. Durch die ausgestreckte
Handle-Region wird der Zugang zur inneren Kammerdam Seiten geschlossen. Der
Zusammenhalt zweier gegenuberliegender Monomegkdurch ein antiparallelgsFaltblatt
bestimmt (siehe Abbildung 2"
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Tabelle 10: Statistiken zur Datensammlung und Verfeinerungwilgdtyp-Struktur vonSeCIpP und der

Mutantenstruktur S98A

SaClpP wt

SaClpP S98A

Kristallparameter
Raumgruppe
Zellparameter

Molekiile in AE®

Datensammlung

R2

a =117 A, b = 95 Aa= 9755 A, b = 109.73 A,

c=139 Ap=098°
1

P1

c=171.41 Ap=79°,y=71°
2

Vorbelichtung nein nein
Beamline SLS, X06DA SLS, X06DA
Wellenléange (A) 1.0 1.0
Auflésungsbereich (&) 40-2.3 (2.4-2.3) 20-2.8 (2.9-2.8)
Anzahl an Einzelreflexén 129058 150830
Vollstandigkeit (%} 96.1 (98.6) 95.6 (96.5)
Rimerge (%) € 6.5 (51.0) 9.1 (39.3)
/o (1)° 11.21 (2.23) 5.55 (1.67)
Verfeinerung (REFMACS)
Auflésungsbereich (A) 15-2.3 15-2.8
Anzahl an Atomen
Protein 19908 39789
Wasser 1119 676
Ruwork/ Riree (%6)° 20.1/23.1 21.6/24.0
RMS Abweichun§
Bindungslange (A) 0.005 0.012
Bindungswinkel®) 0.860 1.357
Durchschnittlicher B-Faktor (3  48.154 86.52
Ramachandran Plot (%) 98.7/1.3/0.0 97.8/ 2.2/ 0.0
PDB Code 3V5E 3V5I

& Asymmetrische Einheit.

Die Werte in Klammern bei Vollstandigkeit,,Bseund 1o (1) entsprechen der letzten Auflésungsschale.
Friedel Paare wurden als identische Reflexe betiand

b
C
d Rmergd!) = ZnwZj [[I(hKD; - 1(hKD] [/[Zhw Ina , wobei I(hkl) die j-ste Messung der Intensitat der Reflexe $ikiind
<lI(hkl)> Durchschnittsintensitat ist.

® R=Zu | |Rnd - |Rad 1Znk |Fobd, Wobei Ree 0hne Sigma Cutoff fir zufallig ausgewahlte 5 % Reflexe, die
nicht in die Struktur-Verfeinerung einbezogen wurdg, . wird von den verbleibenden Reflexen berechnet.
Abweichung von den idealen Bindungslangen und &aggdwinkeln.

9 Anzahl der Aminosaurereste in favorisierten Regigrerlaubten Regionen/ verbotenen Regionen
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Abbildung 21: Struktur vonSeClpP. a) SeCIpP Tetradecamer in seiner aktiven, gestrecktenfd¢mation;
Aminosaurereste der Handle-Doméne sind in blauedaedt. b) Kirzlich entdeckteSaClpP Struktur in ihrer
inaktiven, abgeknickten Konformation; Aminosaurézesier Handle-Doméane sind in rot gezeicHflet.
¢, d) Uberlagerung der verschiedenen Monomere (gestraaideabgeknickte Konformationg) Uberlagerung
der aktiven Zentren der inaktiven und aktiven Konfation.f) Interaktion zwischen zwei Handle-Doménen von
Untereinheiten auf verschiedenen Ringe). Die abgeknickte Konformation ist Gber Wechselwirgen
zwischen GIF*® und GIt*? der Handle Doméne und Ginder Kopfdomane stabilisierh) Auswirkung der
Konformation von Ard™ der beiden Konformationen auf die Orientierung dektiven Zentrums.

i) Uberlagerung des aktiven Zentrums der aktivenyeelsien Wildtyp-Konformation und der S98A Mutante.
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Durch die Kristallstruktur vors. aureugnit aktiver Konformation kénnen die zwei Zustande
der ClpP Protease innerhalb einer Spezies vergligtexrden (siehe Abbildung 21 a-e). Die
jeweilige Kopfdomanen (Reste 17-122 und 146-19rlagern nahezu perfekt mit einer
mittleren quadratischen Standardabweichungpt( mean square deviatiprRMSD) von
0.3 A. Der Hauptunterschied zwischen den beidentdngen besteht in der Handle-Doméne.
Strukturelle Unterschiede entstehen durch die Gagouppe des If% welches in
entgegengesetzte Richtungen zeigt. Diese Oriengsueranderung induziert gleichzeitig
eine neue Konformationen des Hsdes aktiven Zentrums. Die nachfolgenden Resté’6In
und GIn* der Handle-Domane zeigen aus der Kopfdomane hetmas bilden ein
antiparallelesp-Faltblatt. In diesem Motiv stehen drei hoch kowsste Glycine (GIy?’,
Gly*?® Gly'*Y im Kontakt mit den entsprechenden Resten des Men®vom anderen Ring
(siehe Abbildung 21f). Die Reste Afa bis Lys*° bilden einex-Helix, die den Proteinstrang
zuriick zur Kopfdomane fiihrt. Die Atome des Riickgrain Th#*®in beiden Zustéanden sind
gut aligniert. In der abgeknickten Konformationdbti die Helix genau an diesem Punkt ab
und die Aminosaure-Reste Hidund GIU* sind tiber einen Loop verbunden. Diese Faltung
ist durch ein Wasserstoffbriickennetzwerk stabiiisigas die konservierten Reste 8frund
GIn'* des Loops und das nicht konservierte *&lder Kopfdoméane beinhaltet (siehe
Abbildung 21g). Ein Vergleich des aktiven Zentrumos beiden Konformationen sieht man

in Abbildung 21e. Im ausgestreckten Zustand istAtestand zwischen den S&" und dem

His*?*Ne des aktiven Zentrums 3.2 A und zwischen'#it¢® und dem Carbonyl Sauerstoff

von Asp 2.6 A, was beweist, dass aktivierende Wasserstafien zwischen diesen Resten
existieren. Dagegen ist im abgeknickten Zustand'Aspufgrund der drastisch veranderten
Position der Seitenkette von Af§ nach auRRen orientiert und daher an der Ausbildierg
Wasserstoffbriicken nicht beteiligt (sieche Abbildut). Der Imidazol Ring von Hi& ist
gleichzeitig rotiert und um ~3.5 A verschoben.

Um herauszufinden, ob diese Konformationen aufgrded unterschiedlichen Position von
Arg'"* entsteht und nicht durch die verénderte Positiom Set® im aktiven Zentrum, wurde
die Mutante S98A kristallisiert und eine Kristaigttur mit 2.8 A und Ree = 24.0% erhalten.
Die Wildtyp- und S98A-Mutanten-Strukturen zeigennem signifikanten Unterschied und
kébnnen mit einem RMSD von 0.2 A (berlagert werdesiene Abbildung 21i).
Interessanterweise nimmt K3 die gleiche Position in beiden Strukturen ein, Wwaweist,
dass die Ausbildung des aktiven Zentrums unabhamgig Serin als Wasserstoffdonor

passiert und somit von der Konformation des*Argbhangt.
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Ein Vergleich der kristallographischen B-Faktoredie die strukturelle Flexibilitat
beschreiben, zeigt, dass die N-terminalen Loopst(R€0), sowie die benachbarten Loops
an der Spitze des Zylinders (Rest 55-60) in allérukBuren sehr flexibel sind (siehe
Abbildung 22a). Interessanterweise ist die Kopfdoendes abgeknickten Zustands, bei der
His'* eine alternative Konformation zeigt, am Ring-Rigntakt flexibel, wohingegen die
entsprechenden Reste im ausgestreckten Zustand sgtar Die sehr verschiedenen B-
Faktoren sind eine Eigenschaft der beiden Konfdaonah und entstehen nicht durch die
unterschiedliche Kristallpackung. Der Effekt ishgaso fir Reste der Helixspitze bis hin zur

Kammer des abgeknickten Zustands zu sehen, worgiakpackung keinen Einfluss hat.
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GIn132

Glu135

[

Abbildung 22: a) B-Faktoren der Hauptketten der beiden Konformatiosiad als Cartoon dargestelt) Vier
Untereinheiten von zwei Ringen sind iber Wasseftstiadken zwischen GI? Asp™ und Arg™ verlinkt.

c) Die Spitze der ausgestreckten E Helix ist tiber die Weletirkung zwischen GId° und GIrt*?stabilisiert.
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3.2 Das Salzbriicken Netzwerk von Asf® Arg*"* und GIn'*

Das Salzbriicken Netzwerk von ASp Arg'’* und GIrn* zwischen den Ringen ist fiir die
Tetradecamer-Bildung und die Aktivitat essentigil. ausgestreckten Zustand sind die zwei
heptameren Ringe durch zwei verschiedene Interadtioverkniipft. Die erste Interaktion ist
die Bildung eines antiparallelgitFaltblatts zwischen den Kopfdomé&nen beider Monemer
von unterschiedlichen Ringen. Die zweite Interaktémtsteht durch die Bindung von Afy
des einen Monomers an Adpdes anderen Rings Uber ein Salzbriicken-Netzwéekds
Abbildung 22b). Das zweite Stickstoffatom der Guaimiimgruppe von Ary* bindet an
GIn'* des vor ihm liegenden Monomers. Aty verlinkt dabei drei verschiedene
Untereinheiten und beide Ringe. Im abgeknicktemtahds nimmt Ard’’ eine andere
Konformation ein, bei der es eine Wasserstoffbriinkie dem konserviertem Giff der
gleichen Untereinheit bildet (siehe Abbildung 21A$p'"® ist nach innen gedreht und bildet
eine Wechselwirkung mit Af§’. Im Wesentlichen existieren mehrere Interaktioneischen
den Untereinheiten im gestreckten Zustand, die idal® Seitenwé&nde des Zylinders
verschlie3en und die es im abgeknickten Zustarta giot.

3.3 Mutationsstudien in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. S. Sieber

Die Mutationsstudien wurden von Malte Gersch ausAabeitsgruppe von Prof. Dr. Stephan
Sieber durchgefihrt und analysiert. Mutanten wurdeon ihm synthetisiert und

charakterisiert.

Um die Mitwirkung verschiedener Reste an der stmgdten Organisation von ClpP zu

entschliisseln, wurden Gf3, Asp'”® und Arg"* jeweils zu Alanin mutiert. AuRerdem wurde
Arg'™ zu Lysin ersetzt um herauszufinden, ob ein Akzegum Erfilllen der Aufgabe

ausreicht oder ob es speziell Arginin sein musserguwurde die Gesamtstruktur der
mutierten Proteine durch CD-Spektroskopie untersudke nur kleinere Veranderungen
zeigte. Als nachstes wurde der Oligomerisierungisstader mutierten Proteine durch
GroRRenausschluss-Chromatographie sowie durchddtatischtstreuung analysiert. Wahrend
D170A, R171A und R171K als Heptamere eluieren ¢sighabelle 11), zeigt Q132A ein

Gemisch aus Heptamer und einem geringeren Anteitadecamer. Daraufhin wurde

untersucht, ob der Ubergang vom Tetradecamer zymeker durch Temperaturveranderung
induziert werden kann. Proteinschmelzkurven wurdehand des hydrophoben Reporter-
Farbstoffs SYPRO Orange gemessen. Das Wildtyp-iArated bei einer Schmelztemperatur
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von 58.3 = 0.3°C entfaltet, welche &hnlich zu deeriéh der mutierten Proteine (D170A,
60.8 + 0.5°C; R171A, 58.5 £+ 0.4°C; R171K, 58.9 8°C) ist. Weil es keinen zweiten

Entfaltungszustand bei niedrigeren Temperaturerdigiheptameren Mutanten gibt, sondern
nur beim Wildtyp Protein, kann davon ausgegangerdeve dass die komplette Entfaltung
des Wildtyp Proteins nicht Uber ein heptameresiméeliat geschieht.

Tabelle 11: Analyse des Oligomerisierungs-Zustands der ClpPakten. Molekulare Masse wurde Uber die
Retentionszeit der kalibrierten Grof3enaustauscloi@htographie-Saule und Uber statistische Lichtatrgu
berechnet. Die Peakflache wurde Uber die Integradier UV-Absorption bei 280 nm bestimmt. Die erwset

molekulare Masse eines Tetramers ist 316 kDa.

Protein MW in MW inkDa  Peakflache Oligomerisierungszustand
kDa (SEC) (SLS)
Wildtyp 290 304 100% Tetradecamer
Q35A 303 304 88% Tetradecamer
69 50 12% Dimer?
S98A 302 325 100% Tetradecamer
S98C 308 319 100% Tetradecamer
S98T 317 nicht gemacht 35% Tetradecamer
173 nicht gemacht 65% Heptamer
G127AG128AG131A 295 287 20% Tetradecamer
170 167 80% Heptamer
Q130A 273 260 5% Tetradecamer
176 185 95% Heptamer
Q132A 283 316 7% Tetradecamer
82 63 93% Trimer?
E135A 148 176 100% Heptamer
E135R 281 317 100% Tetradecamer
E137A 289 292 100% Tetradecamer
L144E 168 142 47% Heptamer
68 22 53% Monomer
L144G 164 131 75% Heptamer
109 84 25% Tetramer?
L144M 300 316 100% Tetradecamer
L144R 260 319 100% Tetradecamer
D170A 170 163 100% Heptamer
R171A 168 151 100% Heptamer
R171K 162 146 100% Heptamer

93



ERGEBNISSE UNDDISKUSSION

Im Gegensatz z&cClpP zerschneideseCIpP keine Voll-Langenproteine wie Casein, was in
einem FITC-Casein Assay gezeigt wurde (siehe Abbi23).

Activitatstest mit FITC-Casein

100 +

90 -

80 -
70 -

- .
60 - 5 ng Tyrosin

H 44 pg ClpP

50 -

40 - 22 ug ClpP

30 - 4.4 pg ClpP

%Rest Aktivitat

20 -

10 -

0 -

Abbildung 23: Protease-Aktivitatstest vaBeCIlpP mit FITC-Casein als Substrat. Die Reaktiondeunach 24 h

durch die Zugabe von 0.6 M TCA gestoppt und ansBeind die Fluoreszenz gemessen.

Deswegen wurde die Peptidase Aktivitat von allertaviten beztglich der Wildtyp-Aktivitat
mithilfe eines fluoreszierenden Substrat Assaysegsen. D170A, R171A und R171K sind
inaktiv, wohingegen Q132A eine stark reduzierteiiiit besitzt (siehe Abbildung 24a).
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Abbildung 24: a) Peptidase Aktivitat von allen Mutanten gegenibem de/ildtyp-Protein. b) SaClpP-
spezifische Aktivitdt —basierend auf denClpP-Inhibitor Lacton D3.Fluoreszenz Gel(oben) - alle
Mutantenproteinen wurden mit D3 inkukt und anschlielRend mit Rhodamiid Uber Clic-Chemie markiert.
(unten) Die Beladungskontrollewurde mit Coomassie-Farbung gemessgnZoomin der Kontaktflache der
inneren Ringe der abgeknickten Konformation miteeinSulation im aktiven Zentru™®®. d) Kinetische

Studien mit dem fluoreszierendem Substrat Assag, alne lineare Zunahme der Aktivitdt zeigen, w

Natrium- oder KaliumSulfat zugefiigt werdef'*%

Um das aktive Zentrum genauer zu untersuchen, waded€lpf-spezifischeLacton-Inhibitor
D3 genutzt!® Das elektrophileB-Lacton wird durch das Serin des aktiven Zentr
nukleophil angegriffen, was zu einer Ringoffnungs B-Lactons und zu einer kovalent
Modifikation des Serins fuhrtDas rekombinante Protein wurdait dem Ligand D:
zusammengegeben, eine halbe Stunde bei Raumtempen&kubiert und dann eine
fluoreszierenden Farbstoff Uber eine Alkyne Behanglund Click Chemie an den Liganc
D3 angehangt (sieh@bbildung 24b). Die freie Verbindung D3vurde vom markierter
Protein Uber SDSAGE abgetrennt und das Gel auf Fluoreszgeprift (sieheAbbildung
24b).D170A, R171A und R171K zeigen kein FluoreszSignal, was den Ergebnissen
dem Assay mit fluoreszierendem Substrat entspridigt.fehlende Aktivitat dieser Mutantt
kann durch Febildung des aliven Zentrums erklart werden, wodurch der nuklelgc
Angriff des Serins verhindert wird. Q132A zeigt Mergleich dazu eine schwache Ban
was mit seiner reduzierten Peptidase Aktivitat almetimmt.
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AulRerdem wurde untersucht, ob die Mutation von &98 zu einem Threonin oder Cystein
trotzdem noch zu einem nukleophil aktiven Tetrademafihrt. Die S98C Mutante ist inaktiv,
was wahrscheinlich an der Grof3e des Schwefelatoews. IDie S98T Mutante wurde
einerseits von D3 acyliert, andererseits war se&r aloich inaktiv im Aktivitatsassay mit dem
fluoreszierenden Substrat. Das konnte an der dicd@a Methylgruppe liegen, die das
Enzym-Acyl-Intermediat abschirmt, wodurch die Fe¢zsing des Produkts verhindert wird.
Der Kontaktflache zwischen den Ringen des abgekenckustands fehlen, im Gegensatz
zum ausgestreckten Zustand, spezifische Wassdnsiokien, Salzbriicken und hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen der ,loop-groove“-Regiamdurch sich die Frage stellt, wie
die Heptamere zusammengehalten werden. Deswegelenvdie Kontaktflachen der beiden
Konformationen mit dem PDBePISA Webserver von EMBRBF untersucht® Die freie
Dissoziationsenergie AG™ des Tetradecamers der ausgestreckten Konformaton
81.8 kcal/mol und die des Heptamers 44 kcal/mole fiwartet isnG™ der abgeknickten
Konformation viel niedriger (54.3 kcal/mol), wohiegen AG"™* des Heptamers mit
106 kcal/mol stabiler ist.

Die Betrachtung der Kontaktflache einer vor kurzeméffentlichten abgeknickte8ClpP
Struktuf®*® zeigte, dass die Ringe durch zwei Sulfat lonenbweden sind, die
Wasserstoffbriicken zu den Resten’#isind Aspg’® des aktiven Zentrums ausbilden (siehe
Abbildung 24c). Da die Kristallbedingung in molar&onzentration Ammoniumsulfat
enthalt, ist dieser Befund zu erwarten. Es wurds abgleich eine hohere Peptidase-Aktivitéat
durch das Sulfation beobacht@®? Daher wurde der Einfluss von verschiedenen Katione
und Anionen (200mM), wie von Natrium, Kalium, Calei, Magnesium, Nitrat, Chlorid,
Bromid, Hydrogencarbonat, Hydrogenphosphat und aSulduf die Peptidase-Aktivitat
untersucht. Die meisten Salze zeigen keinerlei |&ssf auf die Aktivitat, wohingegen
Natriumsulfat die Reaktionsgeschwindigkeit beschigie. Es wurde ein Konzentrations-
abhangiger, linearer Anstieg der Peptidase-Aktiviiid zu 480 mM Salzkonzentration, der
eine 4-fach hohere Aktivitat bewirkt, beobachtett Maliumsulfat wird der gleiche Effekt
erzielt, wohingegen Natriumchlorid keinen Einflussf die Aktivitat besitzt, was beweist,
dass Sulfat das ausschlaggebende lon fir den gndae Aktivitat ist. Weiterhin konnte
bewiesen werden, dass beide negativen LadungefBulietions notig sind, weil neutrale oder
einfach geladene Analoga, wie Methansulfonamid ddethansulfonat, keine Auswirkung

auf die Enzymaktivitat haben.
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3.4 Konformationelle Anderung induziert durch Struktur- basierte
Mutagenese

Eine weitere Fragestellung behandelte, ob beide fdorationen relevant fir den
katalytischen Zyklus sind. Basierend auf den stmeften Unterschieden wurden neue
Mutanten von Malte Gersch entworfen. Der Carbomgsstoff der Seitenkette von G
der an der Spitze der E-Helix lokalisiert ist, biladtine Wasserstoffbriicke mit dem Stickstoff
des Riickgrats von Glff, das den Loop am Anfang der E-Helix stabilisisielje Abbildung
22c). Daher filhrt die Mutation von Gfil zu Alanin zu einer inaktiven Mutanten, die ein
Hexamer bildet, was durch Grél3enaustausch-Chromagdbig und statistischer Lichtstreuung
gezeigt wurde (siehe Tabelle 11). Auch die Mutatimm Led** zu Aspatat bewirkt eine
Dissoziation in inaktive Heptamere und kleinereg®fhere, da keine Wechselwirkungen
mehr zwischen Léd* und GIU*" ausgebildet werden kénnen. L&l stabilisiert den
abgeknickten und somit heptameren Zustand. Eineafibut von Led™ zu hydrophoben
Methionin fihrt zu einem partiell aktiven EnzYf¥, wohingegen die L144R-Mutante
Uberraschenderweise ein stabiles, aktives Tetrat®ca bildet. Durch  weitere
Mutationsstudien (E137A, L144G, Q130A) wurde zunmeei gezeigt, dass Gfi die
abgeknickte Konformation durch eine Interaktion mém Stickstoff der Hauptkette von
Thr*® und Sef® stabilisiert. Zum anderen ist die Mutante L144@hniaktiv und bildet
Heptamere in Kombination mit kleineren Oligomenigiggs-Zustanden. E137A ist zwar ein
stabiles Tetradecamer, das aber komplett inaktivQ$30A bildet zu 95% Heptamere und zu
einem kleinen Prozentsatz Tetradecamere, mit gariAfgtivitat. Wenn alle drei Glycine 127,
128 und 131, die das antiparallelgeFaltblatt in der ausgestreckten Konformation
zusammenhalten, mutiert werden, kommt es zur Diagom in Heptamere (80%) und es
wurde Kkeine Aktivitdt festgestellt, was auf die l&fde Bildung desp-Faltblatts
zuriickzufilhren ist. Die Mutation von Ginzu Alanin reduziert nur leicht die Protease-
Aktivitat, obwohl GIr® eigentlich an der Stabilisierung der abgeknickéenformation durch
Wechselwirkungen mit GIi° und GIrt*, wie oben beschrieben, beteiligt ist.

Um weitere Einblicke in diese unerwarteten Ergedmiszu bekommen, wurden die
Schmelzpunkte der Mutanten bestimmt. Die meistenoteltre hatten &hnliche
Schmelztemperaturen wie das Wildtyp-Protein. Q1324d E137A besitzen aber eine
Schmelztemperatur, die in etwa 13°C unter der dekltyds liegt (44.6+ 1.1°C und

45.1+ 0.8°C; siehe Tabelle 12). Die Instabilitat der QAaMutante kann auf die wichtige
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Rolle von GIf* im Kontakt zwischen den Ringen zuriickgefiihrt wardgohingegen bei
E137A keine Information dafir bekannt sind.

Tabelle 12:Schmelztemperaturen des Wildtyps und der Mutantetefe

SaClpP Protein Schmelztemperatur®
Wildtyp (47.3 £0.8°C)
58.2+0.3°C
Q35A 58.1+0.3°C
S98A nicht gemacht
S98C 61.3+1.0°C
S98T nicht gemacht
G127AG128AG131A 60.6 + 0.3°C
Q130A 63.3+0.3°C
Q132A 446 +1.1°C
E135A 62.1 +0.3°C
E137A 45.1 + 0.8°C
L144E (44.3 £0.6°C)
58.8 £ 0.3°C
L144G (45.3£0.8°C)
56.6 + 0.3°C
L144M (46.4 £1.5°C)
56.3 £ 0.9°C
L144R 72.3+0.6°C
D170A (56.0 £0.7°C)
60.8 + 0.5°C
R171A 58.5+0.4°C
R171K 58.9 £+ 0.3°C

3.5 Physiologische Relevanz verschiedener Konformatioron SaClpP

ClpP ist ein vielversprechendes Target fur die ®néien und fur neue Therapiemdglichkeiten
von bakteriellen Infektionen und MalaHa® Ein grundlegendes Verstandnis des molekularen
Mechanismus kann daher den Weg fiir die Entwickiorgneuen und selektiven Inhibitoren
oder Aktivatoren ebnefi®? 104 1UEine Schiiisselfunktion von ClpP ist die hohe Fiditét

in der Handle-Doméane, die zwischen den beiden hegn Ringen liegt. Basierend auf dem
Vergleich von ausgestreckter und abgeknickter Kionétion, sowie der S98A-
Mutantenstruktur konnten weitere Mutationen eingetfiwerden, die Aufschluss Utber die
Konformationsanderung und die Ring-Ring-Interaktigaben konnten. Eine detaillierte
Charakterisierung dieser Mutantenproteine erlauliee Entwicklung eines Modells auf
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struktureller Basis, welches die Oligomerisierunigj der strukturellen Integritat des aktiven
Zentrums und der enzymatische Aktivitat verbindet.

In  Ubereinstimmung  mit  bisherigen  Beobachtud@en °°¥ wurde ein
Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen Ktg Asp’® und GIn*? gefunden, das die zwei
heptameren Ringe miteinander verkniUpft. Zum erstéal gelang eine Uubergreifende
Mutationsanalyse von allen Aminoséure-Resten, dielem Kontakt zwischen den Ringen
beteiligt sind*°Y Die Mutationen von Ary* und Aspg™ zu Alanin bewirken die Dissoziation
des Tetradecamers in Heptamere. Im Fall def®&Mutation dissoziiert der Proteinkomplex
in kleiner Oligomere mit einem kleinen Prozentsatz Tetradecamere, aufgrund seiner
Beteiligung an der Interaktion zwischen den Ringere Aktivitdt der mutierten Proteine
wurde mittels eines Fluoreszenz-Assays gemessda. Militanten waren inaktiv bis auf
Q132A, was eine grundlegende Aktivitdit, wegen deraringen Prozentsatz an
Tetradecameren, zeigte. Die strukturelle Integmtés aktiven Zentrums wurde mit einem
ClpP-spezifischenp-Lacton-Inhibitor untersucht, das keine Markierufig die Mutanten
R171A, R171K und D170A sowie eine schwache Markigrdir Q132A zeigte. Die
Auswertung all dieser Daten weist stark darauf Hass eine Tetradecameren-Bildung nétig
ist, damit sich die Reste des aktiven Zentrumsnewdmen, dass ClpP aktiv ist (siehe Tabelle
11 und Abbildung 21h}%!

Weiterhin wurde entdeckt, dass ASpund Arg’* eine zentrale Rolle bei der Bildung des
Oligomers spielen. Hierbei bewirkt die Bindung vArg'™* des einen Heptamers an A%p
des anderen Heptamers den Ubergang der abgeknioktée gestreckte Konformation. Das
hat direkte Auswirkungen auf das nahegelegene ’Asies aktiven Zentrums. Die Rotation
um 90° und die Verschiebung der Seitenkette von'Aspm 3 A initiiert, dass Hi$* im
aktiven Zentrum eine Wasserstoffbriicke mit Xépund Se¥® erzeugt, wodurch eine
katalytisch aktive Triade entsteht. Die Kristallgtiur der S98A-Mutante in gestreckter Form
zeigt, dass Hi® die gleiche Konformation wie in der Wildtyp-Strukteinnimmt. Somit ist
die Bildung des aktiven Zentrums unabhéangig von &#genschaft des Serins als
Wasserstoffbriicken-Donor.

Trotzdem ist die Tetradecameren-Bildung nicht aokend fur die Aktivitdt von ClpP, was
durch die Mutanten E137A und G127A/G128A/G131A ggzevurde. Die Bindung der
beiden heptameren Ringe l6st die Bildung einegardllelenp-Faltblatts der zwei Handle-
Doméanen aus, was wiederum zur Entspannung der E-fgirt. Genau diese Bewegung

ermdglicht dem Hi¥™ seine aktive Konformation einzunehmen. Ein Feldieser Helix oder
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der pB-Faltblatt Konformation bewirkt den kompletten Mest der Aktivitat, aufgrund der
falschen Orientierung der Reste im aktiven ZentrDas gleiche gilt fir die Zerstérung der
Interaktion zwischen G und Ard ",

Die Ladungswechselwirkungen zwischen der abgekanckielix und der Handle-Doméne,
welche in der Mutanten Q35A verhindert wurden, gimcht entscheidend fir die Aktivitat.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Analyse strukturellen B-Faktoren, die eine
hohe Flexibilitat der abgeknickten Handle-Doméange®e Zusammengefasst ist somit die
Scharnierbewegung der Handle-Domane von der ausgktn Konformation in die
abgeknickten Konformation essentiell fir die Clpihkion. Daraus lassen sich jedoch keine
Schlussfolgerungen tber die Bedeutung des abgdknickustands fir den katalytischen
ZykKlus treffen.

Basierend auf den hier gezeigten Struktur- und Narna-Daten, wird vermutet, dass nur
Tetradecamere die aktive Konformation bilden konrigie richtige Orientierung des aktiven
Zentrums unter physiologischen Bedingungen kansdulie3lich durch Wechselwirkungen
zwischen den Handle-Domanen von unterschiedlicheptadineren erreicht werden. Diese
Annahme wird durch weitere Studien an CIpP aus m@mdeOrganismen unterstitzt.
Menschliches ClpP bildet proteolytisch inaktive ktepere in Losung, die durch Bindung
von Chaperonen dimerisier€f*® Auch das Heterooligomer CIpP ausisteria
monocytogenelesitzt ausschlieRlich als Tetradecamer AktiVitaEolglich ist der Grund fiir
die Inaktivitat der GI&*® und Led* Mutanten nicht die verhinderte Produktfreisetzung,
sondern die Hemmung der Oligomerisierung, wie eglioh publiziert wurdd'*?
Interessanterweise bildet CIpP bei nicht-physidogen, hohen Sulfat-Konzentrationen
Heptamere und zeigt gleichzeitig hohere katalyssaktivitat!'® Dabei halten zwei Sulfat-
lonen die zwei heptameren Ringe in der abgeknicKiamformation durch Interaktionen mit
den Resten des aktiven Zentrums zusammen. Darass &ich schlieen, dass die
abgeknickte Konformation in Loésung Heptamere bildetd der Zusammenschluss von
Tetradecameren ein kristallographisches Artefaktrstdfit. Bei einer detaillierten
Untersuchung der Kontaktflachen zwischen den Ring®n Heptamer wurden keine
spezifischen Wechselwirkungen gefunden. Diese Foigewird durch Computer-Ergebnisse
des PDBePISA Webservers unterstitzt. Diese zeidass Heptamere des abgeknickten
Zustands stabiler sind als die in der gestrecktemfé¢mation.

Die physiologische Relevanz der abgeknickten Kanéiron ist noch ungeklart. Bisher
konnte kein Beweis flr diese strukturelle Anordnumd-6sung gefunden werden. Obwohl

die Kristalle von'S. aureusClpP in der abgeknickten Konformation'® bei nicht-
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physiologischem, niedrigen pH-Wert gewachsen ded,dem ClpP nicht aktiv ist, gibt es
Hinweise auf physiologische Relevanz dieser Kon&drom. Erstens liefern quantitative
NMR-Studien von Sprangeet al. Uberzeugende Beweise, das ClpP Busoli in Lésung
zwei verschiedene Konformationen aufwéi&f. Durch Mutationsanalyse konnten die Reste,
die an der Konformationsbewegung beteiligt sinénidiziert werden. Sie befinden sich alle
in der Handle-Domane. Genau genommen in der Domime,die Unterschiede der
gestreckten und abgeknickten Kristallstruktur zudén sind (siehe Abbildung 21). In dieser
Untersuchung wurde kein Beweis flr grol3e, strukieiéeranderungen in der Kopfdomane
gefunden, was mit den zwei Kristallstrukturen Ubegmmt. Zweitens konnte gezeigt
werden, dass CIpP auch aktiv ist, wenn zwei Chaygegebunden siné*®! Das schlieRt die
Peptidfreisetzung Uber die axialen Poren aus. Edevilberdies gezeigt, dass ClpP Substrate
fortsetzend schneid&t, was die Moglichkeit ausschlielt, dass die Peptisiétzung tber die
Dissoziation der Chaperone geschieht. Daher ist 8ehlussfolgerung, dass die
Substratfreisetzung aus der geschlossenen Kamnesr diben anderen Weg erfolgt. Im
Wesentlichen wurde die Bildung der &quatorialen ePeoprgeschlagen, weil nur ein
Konformationszustand nicht ausreichend ist um deatalitischen Mechanismus zu
beschreiben. Drittens ist die abgeknickte Konforamat definitiv. weder auf ein
speziesspezifisches Artefakt v8naureusioch auf den niedrigen pH-Werte zurtckzufuhren.
Es gibt ClpP-Strukturen in der abgeknickten Konfation vonM. tuberculosigpH = 8.0),P.
falciparum(pH = 7.0) undB. subtilis(pH = 5.6) (siehe Tabelle 13) die diese charadtisdhe

abgeknickte Konformation zeigé&r? 4
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Tabelle 13:Vergleich der PDB-Eintrage von ClpP-Struktutéh

Kode  Auflésung Organismus E-Helix Barrel Hohe Aktives Referenzen
Zentrum
3KTG 2.4 A Bacillus subtilis aus- 9 nm aligniert (100a]
gestreckt
3Q7H 25A Coxiella burnetii aus- 9 nm nicht -
gestreckt aligniert
1YG6 1.9A Escherichia coli aus- 9 nm aligniert (9]
gestreckt
3P2L 2.3A Francisella aus- 9nm aligniert -
tularensis gestreckt
2710 2.6 A Helicobacter aus- 9 nm aligniert (115]
pylori gestreckt
1TG6 2.1A Homo sapiens aus- 9 nm aligniert [105b]
gestreckt
3V5E 23A Staphylococcus aus- 9 nm aligniert diese Arbeit
aureus gestreckt
3QWD 2.1A Staphylococcus abgeknickt 8 nm nicht 14
aureus (H123- aligniert
K145)
2CBY 2.6 A Mycobacterium  nicht gelost 8 nm nicht [1140]
tuberculosis (P125- aligniert
1136)
2F6l 25A Plasmodium  nicht gelost 8 nm nicht (1142]
falciparum (P291- aligniert
1304)
1Y70 25A Streptococcus  nicht gelost 8 nm nicht (98]
pneumonia (P123- aligniert
(A153P) Al139)

Ferner wurden Kristalle vorB. subtilis sowohl in der abgeknickten als auch in der
ausgestreckten Konformation in ein und derselbeist&llisationsbedingung gefundére!
Dies deutet stark darauf hin, dass beide Konfoonat in Losung existieren. Ebenso
resultiert das Einfrieren der ausgestreckten Kaonédion vonEcCIpP Uber eine kinstlich
eingefithrte DisulfidbriickE® in katalytisch inaktiven Tetradecameren in derekiickte
Konformation. Viertens liefert die Molekulare-Dyn&aSimulatiod*®** ®! Hinweise auf
Konformationsflexibilitat der Handle-Doméane, waskistent mit der strukturellen Anderung
von der ausgestreckten in die abgeknickte Konfaonast.

Zusammengefasst weisen die hier vorgestellten Biged somit auf die physiologische
Relevanz der abgeknickten Konformation hin. Femerde diskutiert, das ein gemeinsames
Umschalten aller 14 Untereinheiten von der ausgelstien in die abgeknickte Konformation
wahrend der Substratprozessierung die Bildung €igaatorialen Pore oder eine kurzlebigen
Dissoziation in zwei Heptamere auslést um die gieléin Peptid-Produkte freizusetZ&n®

1053 112Ipahei stiitzt sich diese Theorie der Porenbildurfgeine Struktur, bei der in genau
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dieser Region mehrere Reste nicht gut definierfiagen™? Dieses Modell ist daher
zweifelhaft und konnte auch nicht experimentell lz=sen werden.

Basierend auf die im Rahmen dieser Arbeit geworktr&enntnisse wurde ein Modell fur die
Produktfreisetzung entwickelt. Hierbei wird die Kdpmé&ne von zwei interagierenden
Untereinheiten von verschiedenen Ringen der ausgistn SeClpP Struktur durch

Untereinheiten mit abgeknickter Helix ersetzt (siehbbildung 25). Man sieht nur einen
minimalen ZusammenstoR der abgeknickten Helix mhe'P der vorangehenden
Untereinheit, der durch kleinere strukturelle Vet&mngen umgangen werden kann.

Abbildung 25: a) Tetradecameres Model v@&ClIpP, das auf der ausgestreckten, aktiven Konfoomddasiert
(blau), bei der aber zwei Untereinheiten durch Moace mit inaktiver, abgeknickter Konformation (retsetzt
wurden. b) Oberflachen-Darstellung dieses Models mit groRquatorialer Pore, die fur die Freisetzung der
Produkt-Peptide Gber kurzlebige Bewegung zustaistlig

Es wurde bereits gezeigt, dass die ClpP-Proteasteife zu kleineren Peptiden von 6-8
Aminosauren abbalt!! Das Modell der schnellen Bewegung in der Kopfdoenggsultiert in

groRRen, aquatorialen Poren von ca. 12 A im Durckeresvodurch auch die Freisetzung von
grol3en Pepidfragmenten gewahrleistet wéare. Im Gagendazu haben die Poren der
abgeknickten Konformation nur einen Durchmesser 8o@. Die entstandenen Peptide
innerhalb der Kammer wirden die Konformationsandgrwdurch einen unbekannten

Mechanismus auslosen und dabei die FreisetzundealRrotease bewirken.
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Im Wesentlich wurde gezeigt, dass die Aktivitat @&pP Protease streng durch strukturelle
Umlagerung kontrolliert wird. Als erstes initiieder Kontakt von zwei Heptameren die
Bildung einer Wechselwirkung zwischen den beidenngBn, die durch die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen A8pund Ardg’* stabilisiert wird. Dadurch entsteht
als nachstes eine Interaktion, die zu einer Kon&dimnsanderung der Kopfdoméne fihrt,
wodurch letztendlich die Konformation des aktivestatytischen Zentrums eingenommen
wird. Angesichts der hohen Unspezifitit der Prateast dieser stark kontrollierte
Aktivierungsmechanismus biologisch sinnvoll. Die ti&kat ist nur in einem geordneten
Zylinder vorhanden, was wiederum den unkontrokierZugang zum unspezifischem aktiven
Zentrum der Protease verhindert. Fur die mensahl@ipP Protease ist dies auch sinnvoll,
denn wenn diese als Heptamer mit freiem Zugang altiven Zentrum vorliegt, wéare sie
inaktiv. Weitere Studien mussen sich mit der Friaggchéaftigen, wie die Chaperone an die N-
terminalen Loops binden und wie dadurch die Konftramsdnderung und Bildung der
aktiven Protease geschieht.

Mit den hier gewonnen Ergebnissen konnten neue liEkg in den molekularen
Mechanismus der Clp Protease gewonnen werdenudigrtwicklung von neuen Inhibitoren
oder Aktivatoren genutzt werden kdnnen um so eBamitt weiter im Kampf gegen Malaria

und bakteriellen Infektionen voran zu kommen.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1 Abkirzungsverzeichnis

A
Azso
Amp
amg
APS
AS
ATP
Bicine
bidest.
Bis-Tris
bp
BSA
°C
ClpA
ClpP
ClpX
Cm
cm'
Da
dest.
DNA
dNTP
DTT
E.c.
EDTA
ESI
GAP
GFP

HCI
Hepes
IPTG
kb

Angstrom
Absorption bei 280 nm
Ampicillindihydrat
Ampicillin-Resistenz
Ammoniumperoxodisulfat
Aminoséure
Adenosintriphosphat
N,N-bis-(2-Hydroxyethyl)glycin
bidestilliert
Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethmethan
Basenpaare
bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
Grad Celsius
Caseinolytische Protease A
Caseinolytische Protease P
Caseinolytische Protease X
Chloramphenicol
Chloramphenicol-Resistenz
Dalton
destilliert
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonucleotid
Dithiothreitol
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Elektrospray-lonisation
D-Glycerinaldehyd-3-phosphat
Grunfluoreszierendes Protein
Stunde
Salzsaure
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-etharisns&ure
Isopropyl-R3-D-thiogalactose
Kilobasenpaare
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kDa

LB

MALDI
min
MS
MW

NADP*
NADPH
Ni

nm
NMR
ODegoo
PAGE
PBS
PCR
PDB
PEG
pH

RE
RNA
rmsd
rpm
RT
S.a.
SDS
sec
SLS
SOC

Kilodalton

Liter

Luria Bertani

lambda

milli

micro

molar
matrix assisted laser desorption/ionisation
Minute

Massenspektrometrie
Molekulargewicht

nano
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, reduad-orm
Nickel

nano Meter

nuclear magnetic resonance
Optische Dichte bei 600 nm
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
protein data bank

Polyethylene glycol

potentia hydrogenii

Rohextrakt

ribonucleic acid

root mean square deviation
rotations per minute
Raumtemperatur
Staphylococcus aureus
Natriumdodecylsulfat
Sekunde(n)

Swiss Light Source

super optimal broth mit Glucose
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TAE Tris-Acetat-EDTA

TCA Trichloressigsaure

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N*-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tris/HCI Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochbbri
uv Ultraviolett

VIS Sichtbares Licht (engl visible)
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