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Einleitung

1 Das Proteasom - eine nicht-lysosomale Proteinase

In eukaryontischen Zellen wird die Mehrzahl der Proteine sowohl im Cytosol als auch im Nuk-
leus iiber einen Adenosintriphosphat (ATP) abhingigen Reaktionsmechanismus abgebaut ',
Bevor die Proteolyse einsetzen kann, werden die Proteine kovalent an ein in der Zelle ebenfalls
vorkommendes Polypeptid (Ubiquitin) unter ATP-Verbrauch gebunden ™. Dieses Addukt re-
présentiert eine Verbindung, die schnell von einen 26S Komplex (M,, = 2000 kDa) hydrolysiert
wird P Die proteolytische Schliisselkomponente dieses multifunktionellen Enzyms ist das 20S-

Proteasom (Abbildung I).

Ubiquitin Conjugation Proteolysis

Antigen
o- presentation

& Ubiquitin f:

N\
gATP ATP ) if2\01
» Peptides
Ubiquitination I S
Substrate €nzymes ; E .
Amino acids

26S Proteasome

AlF 208 Proteasome ?
Eukaryotic Thermoplasma 195 Particle

Abbildung 1:  Abbau von Proteinsubstraten durch das Proteasom[4].

Dieser nicht-lysosomale Abbauweg konnte erstmals 1976 anhand der sehr schnellen Eliminie-
rung von fehlgefalteten Proteinen, welche aufgrund von Mutationen oder posttranslationalen
Beschidigungen in der Zelle auftreten, nachgewiesen werden ™.

Heute ist bekannt, daB die Zelle iiber obigen Reaktionsmechanismus in kurzer Zeit viele Regu-
latorproteine inaktiviert, sodaB ein normales Zellwachstum sowie ein geregelter Metabolismus
in der Zelle gewihrleistet ist.

Eine weitere Aufgabe des 20S-Proteasoms ist die Spaltung von Fremdproteinen in spezifische
Oligopeptide, welche das Immunsystem aktivieren, indem sie die Synthese von Antikérpern

induzieren ',
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1.1 Das Proteasom - Steuerkomponente fiir eine geregelte Zellteilung

Die Regulation des Zellwachstums gehort zu den wichtigsten physiologischen Vorgidngen aller
Lebewesen. Im ausgewachsenen Organismus behalten bestimmte Organe ihre unverinderte
GroBe, indem ebenso viele Zellen entstehen wie absterben.

Cycline sind Proteine, die den Beginn der Zellteilung und den Ubergang der G- in die S-Phase
einleiten. Appliziert man diese Regulatorproteine in Form einer nicht abbaubaren Mutante, so
findet keine Mitose in den Zellen statt. Damit ist deren Abbau ein entscheidender Vorgang fiir
einen geregelten Zellzyklus B,

Ghislain et al. konnten in Hefen zeigen, daB3 eine Funktion des Proteasoms die Hydrolyse die-
ser Regulatorproteine ist. Durch Isolation und Verwendung von Mutanten der 20S-proteasom-
spezifischen Untereinheiten ) wird die auf die Interphase folgende M-Phase nicht eingeleitet,
sodaB kein Zellwachstum stattfinden kann. Der Abbau der Cycline erfolgt iiber den bereits be-

schriebenen ATP gesteuerten ubiquitinabhingigen Abbauweg ' (siehe Abbildung I).

Kominami et al. bewiesen, da} das 26S-Proteasom ebenso fiir eine Chromosomensegregation
in der M-Phase erforderlich ist. Sie isolierten in Saccharomyces cerevisiae ein NIN1-Gen
(nuclear integrity) und zeigten, daB das translatierte NIN1 Protein eine Komponente des 26S-
Proteasoms ist. So entstehen durch Mutationen dieses Gens bei den darauffolgenden Zelltei-
lungen Symptome wie Chromosomeninstabilitit oder eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber
UV-Bestrahlung ",

Uber die eigentliche Aufgabe des 26S-Komplexes in der Anapahase ist bis jetzt nur wenig be-

kannt.

Wie gezeigt mufl der Abbau der Regulatorproteine sowie eine Chromosomensegregation zeit-
lich festgelegt sein. Ein Fehlverhalten des Steuerungssystems bewirkt, daB kein kontrollierter
Ablauf der Zellteilung stattfindet und infolgedessen eine Tumorbildung einsetzen konnte ™,

Damit bildet das Proteasom eine Schliisselkomponente fiir eine geregelte Steuerung der Zelltei-

lung.
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1.2 Antigen-Prisentation {iber das Proteasom

1982 beschrieben Monaco und McDevitt einen Proteinkomplex, den sie LMP (low molekular
weight proteins) nannten """, Sie erkannten, da der LMP-Komplex eine wesentliche Rolle in
der Antigenprozessierung spielt ", indem er Oligopeptide dem MHC I (major histocompati-
bility complex) zur Verfiigung stellt. Weitere Studien am LMP ergaben sehr viele Ahnlichkei-
ten mit dem Proteasom. So ist das Molekulargewicht ca. 700 kDa und die Anzahl der 14 nicht
identischen Untereinheiten liegt im Bereich von 20 bis 30 kDa. 1991 zeigten Brown et al. mit
Hilfe von spezifischen Antikorpern, da3 die Proteasom- und die LMP-Polypeptiduntereinheiten
identisch sind; beispielsweise konnen LMP2 und LMP7 Komponenten des 20S-Proteasoms
sein (1.

Goldberg et al. bewiesen, dafl das Proteasom fiir die Erzeugung von antigenen Peptiden, die
dem Immunsystem iiber den MHC I-Komplex zur Verfiigung stehen, verantwortlich ist . Die
Immunantwort wird eingeleitet, indem endogene oder extrazelluldre Proteine in kleine Frag-
mente, die 8 bis 9 Aminosiurereste enthalten, gespalten werden. Den Prozef8 bezeichnet man

[15]

als antigen processing ™. Die durch das Proteasom erzeugten kleinen Oligopeptidstiicke wer-

den in das endoplasmatische Retikulum transportiert, wo sie mit den MHC Molekiilen assozi-

ieren "' (Abbildung 2 '™).

Abbildung 2:  Antigenoberfliche von einem Oktapeptid (orange) und MHC-Atomen (blau, konserviert;
rot, polymorph,; hellblau nicht konserviert oder polymorph) "7,
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Der MHC I-Peptidkomplex wird iiber das trans-Golgi-Netzwerk an die Zelloberfliche ge-
bracht. Wenn das Peptid vom Immunsystem nicht toleriert wird (z.B. eine virale oder mutierte
Sequenz (orange Atome in Abbildung 2)), findet eine Zellyse durch cytolytische CD8™-T-Lym-
phozyten statt '”. Somit kann es einerseits zum Tod virusbefallener Zellen und damit zur

Krankheitsheilung, andererseits aber auch zur Abstoung von Organtransplantaten kommen.

Yang et al. zeigten, daB die Behandlung von Zellen mit y-Interferon (Y-IFN) einen Einfluf} auf
die Proteasomuntereinheiten besitzt "**”. So bewirkt dieses Cytokin, das von T-Lymphozyten
sezerniert wird, einen multiplen Austausch der Untereinheiten im Proteasom. Als Beispiel kon-
nen hier die Untereinheiten LMP2 und LMP7 aufgefiihrt werden. Sie bewirken die Hydrolyse
von Prdteinen in Oligopeptiden deren terminale Reste mit den MHC I Molekiilen wechselwir-
ken konnen. Damit haben sowohl das 26S- als auch das 20S-Proteasom die Fihigkeit, Peptide

fiir eine Prisentation an MHC I-Molekiilen zu produzieren.

In Miusemutanten, in denen die y-IFN-Gene oder die y-IFN-Rezeptorgene inaktiviert sind,

zeigt sich eine Vielfalt an Defekten in der Imunantwort "

. v-IFN besitzt die Eigenschaft, die
Konzentration von LMP2 und LMP7 in der Zelle zu erhohen und diese Polypeptide durch Aus-
tausch der Untereinheiten Y und X in den 20S-Proteasomkomplex einzubauen. y-IFN dndert
hingegen weder die Konzentration des Proteasoms in der Zelle, die Abbaugeschwindigkeit von

Proteinsubstraten noch die Hydrolyse von lang- oder kurzlebigen Zellproteinen.
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2 Charakterisierung des Proteasoms

2.1 Entdeckung einer hochmolekularen multikatalytischen Proteinase

Proteasomen (EC 3.4.99.46) sind hochmolekulare, multikatalytische nicht-lysosomale Pro-

teinasekomplexe. Die hochsten Proteasomkonzentrationen (bis zu ein Prozent der loslichen

Zellproteine) werden in der Leber und in der Niere gefunden. Das Molekulargewicht (M) der

eukaryontischen 20S-Proteasome betrigt ungefahr 700 kDa ***. Das Protein setzt sich dabei

aus einer Vielzahl von verschiedenen Untereinheiten im Bereich von 22 - 34 kDa zusammen

und ist seit 1968 aus vielen Eukaryonten unter verschiedenen Bezeichnungen isoliert worden

[24]

Tabelle 1

Cylindrin

High Molecular Weight Enzzyme

Low Molecular Weight Polypeptides (LMP)
Prosome

Ingensin

Multifunctional Protease

20S Particle

Multicatalytic Proteinase

Multicatalytic Proteinase Complex

Proteasome

Harris, 1968.

Hardy et al., 1981.

Monaco & McDevitt, 1982.
Schmid et al., 1984.

Ishiura er al., 1985.

Tanaka et al., 1986.

Arrigo et al., 1987.
Dahlmann et al., 1988.
Orlowski & Wilk, 1988.
Arrigo et al., 1988.

Tabelle 1: Unterschiedliche Bezeichnungen fiir das Proteasom.

Erstmals wurde der Komplex bei einer elektronenmikroskopischen Untersuchung von lysierten,

humanen Erythrozyten als ein zylinderformiges Molekiil beschrieben. Dieses ist aus vier einzel-

nen, libereinanderliegenden Ringen aufgebaut, und es wurde aufgrund seiner charakteristischen

Struktur 1968 von Harris als Cylindrin bezeichnet **'. In Abbildung 3a,b sind elektronenmi-

kroskopische Aufnahmen von Thermoplasma acidophilum-20S-Proteasomen gezeigt ),
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[29]

Abbildung 3a,b: Elektronenmikroskopie von 205-Proteasomen aus Thermoplasma acidophilum

1988 stellten drei unabhingig durchgefiihrte Untersuchungen fest, da all diese verschiedenen
Namen den gleichen Proteinkomplex beschreiben, und es wurde die heute gebriuchliche Be-
zeichnung Proteasom als neuer gemeinsamer Name vorgeschlagen 7,

Spéter wurden Proteasomen auch aus Kernen von Rattenleber und Dictyostehlium isoliert. Die
ubiquitdre Verbreitung des Proteasoms in eukaryontischen Zellen wurde durch Isolation des
Proteins aus verschiedenen Pflanzen, wie Tabak, Weizen, Kartoffel und Bohné, sowie aus He-

fe, Xenopus und Drosophila belegt **%%,
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2.2 Aufbau und Funktionsweise des Proteasoms

Das 20S-Proteasom bildet den katalytischen Kern des 26S-Proteasoms, einer Protease mit ei-
nem Molekulargewicht von 2000 kDa. Wihrend das 20S Partikel nicht-ubiquitinierte, falsch
gefaltete oder teileise entfaltete Proteine ATP-unabhingig abbaut, degradiert das 26S-Pro-
teasom ubiquitinierte Proteine in einer ATP-abhingigen Reaktion 37 Wie Abbildung 4 zeigt,
wird das 26S-Proteasom von dem 20S Zylinder und zwei an beiden Enden des katalytischen

Kerns sehr schwach bindenden, sogenannten /9S-Cap-Komplexen aufgebaut.

- 18— —————— ) S——— = —w—— 19 5—

i 26§ -

Abbildung 4: Konturzeichnung des 265-Proteasoms und dessen Aufgaben in den einzeln Regionen =

Die 19S-Caps bestehen jeweils aus 15 verschiedenen Proteinuntereinheiten (M; von 30 - 110
kDa), von denen einige ATPase-Aktivitit besitzen und in vitro unter ATP-Verbrauch mit dem
20S-Proteasom zum funktionellen 26S-Proteasom assemblieren konnen. Die 19S-Caps weisen
dabei Konsensussequenzen fiir ATP-Bindungsstellen auf und gehdren einer ubiquitiir verbreite-
ten Familie von ATPasen an. Es wird vermutet, daB die 19S-Caps des 26S Komplexes unter

ATP-Spaltung die Substratproteine entfalten ©%,

Das 20S-Proteasom des eukaryontischen 26S Komplexes setzt sich aus 14 verschiedenen Un-
tereinheiten zusammen. Die Proteinsequenzen der einzelnen Untereinheiten besitzen keine Se-

quenzverwandtschaft zu anderen bekannten Proteinen. Sie bilden eine neue Protein-Superfami-

lie B




?——*—

Einleitung 12

Die Aufgabe des Proteasoms ist es Proteine abzubauen. Dem Komplex wurden nach Charak-

terisierung der proteolytischen Aktivitit mit synthetischen Peptidsubstraten und Proteinasein-

hibitoren fiinf verschiedene proteolytische Aktivititen zugeschrieben 7.

Tabelle 2
Aktivitit Aminosdurespaltstellen
Chymotrypsin-like (CL) spaltet nach aromatischen AS-Resten (Y, F)
Trypsin-like (TL) spalten nach geladenen AS-Resten (K, R)

Peptidylglutamyl peptide hydrolase (PGPH) | spaltet nur nach E

Branched chain aminoacid-prefering (BrAAP) | spaltet nach verzweigten AS-Resten (L, I)

Small neutral aminoacid-prefering (SNAAP) | spaltet nach kleinen AS-Resten (A, G)
[40]

Tabelle 2: Unterschiedliche Proteaseaktivititen im Proteasom

Die hohe Anzahl an unterschiedlichen Proteinaseaktivitdten und die Untersuchung von Protein-
abbauprodukten zeigt, dal3 das Proteasom eine breite Spezifitéit besitzt und die Peptidbindung
in Proteinen nach fast jeder Aminosiure gespalten werden kann. Da die Vielzahl der entstan-
denen Fragmente trotzdem in einen engen GréBenbereich fallen (6 bis 9 Aminosiuren) gibt es

im Proteasom einen molekularen MaBstab, der die Linge der Abbauprodukte vorgibt *" 1,

Durch eine Beeinflussung der proteolytisch spaltenden aktiven Zentren treten fiir die Zelle le-
benswichtige Verinderungen ein. Beispielsweise erhéhen langkettige alifatischen Carbon- bzw.
Sulfonsiuren die PGPH- und BrAAP -Aktivitit um das zwanzigfache, wihrend sie die CL-
und die TL-Aktivitit vollstindig inhibieren “*'. Durch Zugabe von Leupeptin kann selektiv die
TL-Aktivitit gestoppt werden, wihrend der Einsatz von N-Ethylmaleinimid sowohl die TL- als
auch die CL-Aktivitit blocl%iert. Der bisher am stirksten wirksame Proteasominhibitor ist 3,4-

Dichloroisocoumarin, womit simtliche katalytischen Aktivititen im Molekiil gestoppt werden
[43]

Corey et al. konnten erstmals den natiirlich vorkommenden Streptomyces-Metaboliten, Lacta-
cystin, isolieren . Sie zeigten, daB diese Verbindung in Saccharomyces cerevisiae unter-

schiedlich starken Inhibitoreinfluf auf die CL-, TL- und PGPH-AKktivitit besitzt. Die Aufgabe
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von Lactacystin ist es, einerseits den fortschreitenden Zellzyklus durch die Inhibierung der Pro-

teasomaktivitit zu blockieren, andererseits die Neuritenausbildung in Neuroblasten zu indu-
ziern'**.

Hauptanwendungsgebiet der synthetischen Inhibitoren ist der medizinischen Bereich.
Beispielsweise konnten Wilk et al. zeigen, dal} die TL-Aktivitit des 20S-Proteasoms fiir die
Spaltung der GIn-His-Bindung in der oxidierten Insulin B-Kette verantwortlich ist B,
Goldberg et al. wiesen an Méusen nach, da wihrend des Hungerstadiums das Proteasom fiir
die Energieaufrechterhaltung der Zellen durch Abbau von Muskelfasern sorgt “. Aufgrund
dieses Ergebnisses wird vermutet, dal das Proteasom einen wesentlichen Einflufl auf Muskel-
schwund hat. Durch die Bestimmung der Lage und der Umgebung der katalytisch aktiven Zen-
tren im 20S-Proteasom konnten in der medizinischen Forschung wertvolle Mimetika gegen
Diabetes und Muskeldystrophie entwickelt werden.

Synthetische Inhibitoren des Multikatalytischen Proteinasekomplexes ermdglichen ebenso Aus-
sagen iiber die funktionelle Bedeutung der aktiven Zentren sowie iiber den katalytischen Me-
chanismus.

So blockieren Peptidaldehydinhibitoren wie LLnL (Acetyl-Leu-Leu-Norleucinal) die Pro-
teasomaktivitdt. Der 265 Komplex ist unter diesen Voraussetzungen nicht mehr in der Lage,

eine Vielzahl an zelluldren Proteinen abzubauen und eine Peptidgenerierung fiir MHC-Klasse I-

Molekiile findet ebenfalls nicht statt ",
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Aufgabenstellung

Vor kurzem konnten Lowe et al. die Kristallstruktur des 20S Proteasoms aus dem Archebakte-
rium Thermoplasma acidophilum bestimmen -,

Das 20S Proteasom aus Thermoplasma acidophilum hat in Bezug auf Geometrie, Symmetrie
sowie Anzahl der Untereinheiten groBe Ahnlichkeiten mit dem eukaryontischen Proteasom.
Dies konnten verschiedene elektronenmikroskopische Studien in Verbindung mit digitaler

Bildverarbeitung verdeutlichen (511,

In Hefe kennt man zur Zeit 14 Gene der Komponenten des 20S-Proteasoms, entsprechend den
14 a4f;-Untereinheiten. Der Austausch von Untereinheiten in Hefezellen konnte bislang nicht
nachgewiesen werden.

Durch eine Isolierung des Proteins erhielte man somit einheitlich aufgebaute Proteasommole-
kiile. Fiir eine anschlieBende Kristallisation und Strukturbestimmung gibe es keine Inhomo-

genitétsprobleme.

Ziel dieser Arbeit ist die Isolierung des 20S Proteasoms aus Saccharomyces cerevisiae sowie
dessen Kristallisation. Mit den Kristallen kdnnte die Struktur des eukaryontischen 20S-Protea-

soms bestimmt werden.

In eukaryontischen Systemen herrscht zwischen den 20S Proteasomen nahezu Sequenzhomo-
logie . Mit der Kristallstruktur des 20S Proteasoms aus Saccharomyces cerevisiae wird die
Lage der Untereinheiten mit den katalytischen aktiven Zentren fiir eukaryontische Systeme
festgelegt. Dadurch gewinnt man einen Einblick in die rdumlichen Umgebungen der aktiven
Zentren und man konnte versuchen, neue Inhibitoren zu finden.
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Materialien und Methoden

1 Materialien

1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, Fluka, Merck, Roth, Serva
und Sigma bezogen und im Reinheitsgrad zur Analyse eingesetzt. Der Molekulargewichts-
marker fiir 12.4-700 kDa (Cytochrom ¢, Carboanhydrase, Albumin, Alkohol Dehydrogenase,
B-Amylase, Apoferritin, Thyroglobulin, Blue Dextran) wurde bei der Firma Sigma gekauft. Die
Aminomethylcoumarin- (AMC) und B-Naphthylamid-Peptidsubstrate (3NA) wurden von der
Firma Bachem bezogen. Die Sdulenmaterialien Q-Sepharose und Hydroxylapatit wurden von
den Firmen Sigma und Biorad, MonoQ- und Superose 6-Siulen fiir die FPLC-Anlage von

Pharmacia gekauft.

1.2 Gerite

Fluorimeter (Kontron Instruments), FPLC LCC-500 (Pharmacia), Fraktionssammler 211 Mul-
tirack (Pharmacia), Schreiber REC 1 (Pharmacia), SmartTMSystem (Pharmacia), Heizblock
Techne Dri-Block DB 2A, peristaltische Pumpe Miniplus 2 (Abimed/Gilson), Spannungsquelle
Elektrophoresis Power Supply EPS 500/400 (Pharmacia), UV-VIS-Spektralphotometer Lam-
da 17 (Perkin Elmer), Ultrazentrifuge L7-55 Ultracentrifuge, (Beckman), Tischzentrifuge
2K15 (Sigma), Zentrifuge J2-21 M, J6 ME (Beckman), Zentrifuge RC5C (Sorvall), Zentrifuge
5403 (Eppendorf), Zentrifuge Biometik™1000 Automatical Work Station (Beckman), UV-
Detektor Variable Wavelength Monitor (Knauer), Desintegrator S (Biomatik).

1.3 _Sonstige Materialien

Amicon-Riihrzelleinheit (Amicon), Centricon 10 Mikrokonzentratoren (Amicon), Centriprep
Mikrokonzentratoren (Amicon), Glaskugeln, mit & 0.5-0.7 mm (Biomatik), Image Plate-Sy-
stem (MarResearch), RTP300 RC-Generator (Rigaku), Linbro Plates (ICN), MonoQ (5/5) fiir
FPLC (Pharmacia), MonoQ fiir Smart (Pharmacia), Partikelfilter Millex HA, 22 um-Filter
(Millipore), Partikelfilter Millex HA, 45 um-Filter (Millipore), PH-Meter PHM 62 Standard
PH Meter (Radiometer), Quarzglaskiivette Suprasil QS 1000 (Hellma), Rotor JA-10
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Losung A:
48% (w/v) Acrylamid (48 g), 1.5% (w/v) Bisacrylamid (1.5 g), bidest. Wasser ad 100 ml.

Losung B:
3M Tris (36.3 g), 0.3 % (w/v) SDS (0.3 g), bidest. Wasser ad 100 ml/ pH 8.9 mit HCI.

Anodenpuffer 10x:
200 mM Tris (48 g), bidest. Wasser ad 200 ml. / pH 8.9 mit HCI.

Kathodenpuffer 10x:
100 mM Tris (24 g), 100 mM Tricine (36 g), 1 (w/v) % SDS (2 g), bidest. Wasser ad 200 ml.

Probenpuffer 1:1:
100 mM Natriumcarbonat (0.11 g), 100 mM Dithiothreitol (0.15 g), 4 % (w/v) SDS (0.40 g),

20 % (w/v) Saccharose (2.0 g), 5 mM EDTA (0.02 g), Bromphenolblau (0.01 g),
bidest. Wasser ad 10 ml / pH 6.8 mit CO;*/HCO;".

Man verwendet 8 cm x 10 cm Glasplatten, die mit Ethanol gereinigt werden. Nach dem Trock-
nen werden diese mit den Spacern zusammen in einen Giefblock eingespannt.

Trenngel 16 % fiir 8 Minigele:
30 ml Losung A, 30 ml Losung B, 15 ml bidest. Wasser, 15 ml Glycerin,
entgasen,
60 1 TEMED, 200 ul 10 % (w/v) APS (0.1g APS/ 1 ml bidest. Wasser),
iiberschichten mit Butanol/Wasser 1:1 (2 ml pro Gel).

Trenngel 12 % fiir 8 Minigele:
22.5 ml Losung A, 30 ml Losung B, 22.5 ml bidest. Wasser, 15 ml Glycerin,
entgasen,
60 11 TEMED, 200 1 10 % (w/v) APS (0.1g APS/ 1 ml bidest. Wasser),
liberschichten mit Butanol/Wasser 1:1 (2 ml pro Gel).

Nach ca. 2 h wird das Butanol/Wasser-Gemisch abgeschiittet und das darunterliegende Trenn-
gel mit Filterpapier getrocknet. Darauf gibt man das Sammelgel und fiigt im Anschluf die
Kémme ein.

Sammelgel fiir 8 Minigele:
8 ml Losung A, 16 ml Losung B, mit bidest. Wasser ad 48 ml,
entgasen,

20 #1 TEMED, 150 ul 10 % APS (0.1g APS/ 1 ml bidest. Wasser).
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2.1.2 Proteinféllun

Befindet sich das Protein in einem kaliumhaltigen Puffer, miissen die Kaliumionen abgetrennt
werden, da diese sonst mit dem SDS aus dem Gel und dem Probenpuffer als Kaliumdodecyl-
sulfat prizipitieren. Dadurch wird das Protein durch SDS nicht denaturiert. Ebenso findet keine
Proteinkomplexierung iiber SDS statt, sodaBl bei Anlegen einer Spannung das Protein nicht
durch das Gel laufen kann.

Um die Kaliumionen abzutrennen fiigt man zu der Proteinlésung 60 % (w/v) Trichloressig-
saure (TCA), stellt anschlieBend die Polypeptid-Losung fiir eine vollstindige Fillung fiir 10
min auf Eis und zentrifugiert den ungeldsten Riickstand ab. Die Endkonzentration des Uber-
standes soll ca. 12 % (w/v) an TCA betragen. Man wischt nun das Pellet so lange mit einer
durch Bromphenolblau angefirbten 25 % Ethanol-Wasser-Mischung, bis der Indikator nicht

mehr nach gelb umschligt, fiigt ca. 10 pl Probenpuffer hinzu und verfahrt wie unter 2./ be-

schrieben.

2.1.3  Firbemethoden

2.1.3.1 Coomassiefirbung *"

Nachdem der Bromphenolfarbstoff als Frontmarker das Gel durchlaufen hat, werden die
Glasplatten und Spacer entfernt und das Trenngel in eine Coomassie brilliant Blue G-250-Fir-
belosung eingelegt. Fiir eine optimale Anfirbung erhitzt man die Lésung mit dem Gel kurzzei-
tig auf ca. 80 °C und schiittelt bei RT ca. 15 min. AnschlieBend ersetzt man die Firbelosung
durch eine Entwicklerlosung. Nachdem das Gel weitere 4 h auf dem Schiittler mit der Ent-
farbelosung behandelt worden ist, kann man die einzelnen Banden auf dem Gel erkennen. Die
Coomassiebanden geben nur ein grobes Bild des Reinheitsgrades wieder, da nur Banden mit
Proteinkonzentrationen in g g-Bereich sichtbar werden.

Coomassie brilliant Blue Féirbelosung:
0.1 % Coomassie Blue R250, 25 % Ethanol, 8 % Eisessig, 67 % Wasser.

Entwicklerlésung:
10 % Ethanol, 40 % Eisessig, 50 % Wasser.
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2.1.3.2 Silberfirbung

Durch diese Methode lassen sich Peptidkonzentrationen in ng nachweisen™. Es werden je-
weils 50 ml der folgenden Losungen eingesetzt:

300 ml Ethanol, 150 ml Eisessig, bidest. Wasser ad 1000 ml.

Inkubationslosung 1-3 h:
41 g Natriumacetat in wenig bidest. Wasser 19sen, 250 ml Ethanol, bidest. Wasser ad 1000 ml.

Kurz vor Gebrauch:
0.1 g Natriumthiosulfat, 250 ul Glutaraldehyd.

Firbeldsung 30 min:
1 g Silbernitrat, bidest. Wasser ad 1000 ml.
Kurz vor Gebrauch:
15 pl Formaldehyd.

Entwicklerlosung  1-10 min:
25 g Natriumcarbonat, bidest. Wasser ad 1000 ml, pH 11.5 mit Carbonat/Hydrogencarbonat.

Kurz vor Gebrauch:
15 pul Formaldehyd.

Stoppldsung:
18.6 g EDTA, bidest. Wasser ad 1000 ml.

Das SDS-Schiggergel wird 1 h in die Fixier- und danach 1-3 h in die Inkubationslésung gege-
ben. Daraufhin wiascht man dreimal 10 min mit 50 ml bidestillierten Wasser nach und behandelt
das Gel 30 min mit der Firbelosung. AnschlieBend gieBt man diese ab, wischt kurz mit bide-
stillierten Wasser (entfernt iiberfliissige Farbelosung) und entwickelt. Sobald die gewiinschte
Farbungsintensitit erreicht ist, wird der Entwickler abgeschiittet und die Stopplosung hinzuge-
geben. Das Gel ist in dieser Losung lingere Zeit lagerfihig.
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2.2 Smart-System

Mit dem Smart™System von Pharmacia wurde eine abschlieBende Kontrolle der Proteinrein-
neit durchgefiihrt. Dieses System ermoglicht durch den eindeutigen Nachweis von g-Konzen-
(rationen eine Bestimmung von Probenverunreinigungen. Als Sdulen wurden Mono Q und Su-
perose 0 verwendet. Um neben der Proteinreinheit auch etwas iiber die Assoziationsbildung
auszusagen, wurde die Superose 6- Séule mit unterschiedlichen Molekulargewichtsmarkern

kalibriert.

Superose 6: (Material: Monobeats: Siulenvolumen: 2.4 ml)
Eingesetztes Probenvolumen: ca. 20 i, Puffer: TEN, Konz.: 1 mg/ml; FluBgeschw.: 40 pl/min.

Mono O:  (Material: Monobeats: Saulenvolumen: 100 pi)

Proteinmenge: 20 [g; Puffer: TEN; FluBgeschw.: 100 pl/min; Konzgrad.: 1.2 Séulenvolumen
fiir eine Erhohung der Natriumchloridkonz. um 10 mM.

3 Methoden zur Bestimmung der Proteinkonzeniration

3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration iiber die Extinktion

Mit dem UV-Spektrometer von Perkin Elmer, Lamda 17 wird in einer Quarzkiivette die Ex-
tinktion (E) der Proteinlésung bei 280 nm gemessen. Bei dieser Wellenlénge absorbieren die
Aminosiurereste Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin besonders gut, sodaB mit dem Lam-
bert Beer'schen Gesetz die Proteinkonzentration ermittelt werden kann.

es gilt:

I=I e (mit I = Intensitit des durchgehenden Strahls, I, = Anfangsintensitiit,
¢ = Extinktionskoeffizient, d = Kiivettendicke und ¢ = Konzentration)

Eine Vereinfachung obiger Gleichung ergibt folgende Néherung:

Konzenratation [mg/ml] an 20S-Proteasom= Ej3 x 0.66
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3.2 _Bestimmung der Proteinkonzentration mit der Methode nach Lowry

s

361 - i
B9 jedesmal eine neue

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wird bei dieser Methode
Standardgerade erstellt. Das eingesetzte Protein ist Rinder-Serum-Albumin (BSA) und die zu
verwendenden Mengen fiir die Kalibrierung betragen 0, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50 pg. Man legt BSA sowie das zu bestimmende Protein in 300 pl bidestillierten Wasser vor
fiigt 1 ml Lowry C hinzu und 146t 15 min inkubieren. Anschliefend fiigt man 100 pl der Lo-
sung D hinzu und beendet nach 3 min die Férbereaktion mit 100 ul der Losung E. Die Konzen-
tration der Losung wird in Einmal-Plastikkiivetten mit dem Perkin Elmer Lamda 17 Spektro-
meter bei 740 nm bestimmt. Grundlage hierfiir ist das bereits in 3./ erwéhnte Lambert
Beer'sche Gesetz. Um die auftretenden Fehler moglichst gering zu halten werden drei unter-
schiedliche Proteinkonzentrationen eingesetzt und iiber die erhaltenen Werte gemittelt. Der

Lowry-Test ermoglicht eine Proteinkonzentrationsbestimmung im Bereich von 30 - 120 pg/ml

zu bestimmen.

Lowry A Losung:
2 (w/v) % Natriumcarbonat, 0.1 M Natriumhydroxid, 0.16 % (w/v) Natriumtatrat, 87.84 %

(w/v) bidest. Wasser.

Lowry B Lisung:
0.5 % (w/v) Kupfersulfat, 99.5 % bidest. Wasser.

Lowry C Lisung:
98 % (v/v) Lowry A - und 2 % (v/v) Lowry B-Losung.

Lowry D Losung:
50 % (v/v) Fiolin Ciocalteons Reagenz Reagenz, 50 % bidest. Wasser.

Lowry E Lisung:
6.2 mg Dithiothreitol in 2 ml bidest. Wasser (mufl vor Gebrauch frisch angesetzt werden).
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4 Proteinreinigung

4.1 AufschluB der Hefezellen

Die eingesetzte Hefe wurde von Hefe-Mayr, RiesenfeldstraBe 78, 80809 Miinchen bezogen.
Bei den Hefezellen handelte es sich um Saccharomyces cerevisiae. Es wurde 1 1 einer 40 %
(w/v) Zellsuspension in TEN-Puffer hergestellt, der 100 mg PMSF, gelost in wenig Ethanol,
gugesetzt wurde. Der Aufschluf der Hefezellen erfolgte mit einer Glasperlenmiihle
(Zelldesintegrator). Die eingesetzte Menge an Zellsuspension betrug 50 ml pro Lauf. Die opti-
male GroBe der verwendeten Glasperlen richtet sich nach der Zellart und der ideale Durchmes-
ser fiir Hefen liegt bei 0.5 - 0.7 mm. Das spezifische Gewicht der Glasperlen war 2.7 glem’.
Hier wurde ein Verhiltnis von Glasperlen- zu Zellsuspensionsvolumen von 1.5 zu 1 verwendet.
Fiir die Hefezellen wurde eine Glasperlengeschwindigkeit von 10 m/s (entspricht einer Dreh-
zahl von 3500 min™') eingesetzt und die AufschluBdauer betrug ca. 10 min.

Das Zellysat wurde in Ultrazentrifugenrshrchen gefiillt und diese in einem Ti-55,2 Rotor zen-
trifugiert (35000 min™, 2 h, 4 °C). Der stark gelbe, triibe Uberstand wird dekantiert und bei 4

°C einer Ionenaustauschchromatographie unterworfen.

4.2  Siulenchromatographie

421  Q-Sepharose (Sdulenvolumen: 11)

Es werden 400g Trockenzellen aufgeschlossen und im Kiihlraum bei 4 °C auf eine mit TEN-
Puffer vordqulibrierte Q-Sepharosesdule aufgetragen. Die DurchfluBgeschwindigkeit betrug
1.0 ml/min. Die Empindlichkeit des UV-Detektors wurde auf 2.56/100 mV und die Schreiber-
geschwindigkeit auf 0.2 mm/min eingestellt. Nach dem Auftragen des gesamten Zellysats wur-
de bis zum Erreichen der Anfangsextinktion mit TEN-Puffer gespiilt (ca. 15 h). AnschlieBend
wurden die noch gebundenen Proteine mit einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Das dabei
verwendete Gradientenvolumen betrug 1 1, die Konzentration belief sich auf 0-1M NaCl in
TEN-Puffer. Es wurden 15 ml Fraktionen gesammelt, die auf die unterschiedlichen 20S-Pro-
teasomaktivitdten untersucht wurden.

4.2.2  Hydroxylapatit (Sdulenvolumen: 100 ml)

Die Fraktionen, in denen man das 20S-Proteasom durch Aktivititstest und Elektrophorese
nachwies, wurden vereinigt und mittels einer Amicon-Zelle (Membran 40 kDa) bei 4 °C ent-
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salzt. Die Endkonzentration an NaCl betrug ca. 50 mM in TEN. Die Empfindlichkeit des UV-
Detektors wird auf 1.28/100 mV und die Schreibergeschwindigkeit auf 0.2 mm/min eingestellt.
Nach Auftrag wurde mit 10 mM Phosphatpuffer, pH 7.5 bis zum Erreichen der Anfangsextink-
tion gewaschen. Die DurchfluBgeschwindigkeit war 0.8 ml/min. AnschlieBend wurden die noch
gebundenen Proteine mit einem linearen Phosphat-Gradienten eluiert. Das dabei verwendete
Gradientenvolumen betrug 1 1, die Konzentration belief sich auf 0-400 M Phosphat-Puffer. Es
wurden 16 ml Fraktionen aufgefangen und in diesen der Aktivititstest durchgefiihrt. Des wei-
teren wurde das Protein liber Schéggergelelektrophorese in den Fraktionen charakterisiert.

423 Mono (Saulenvolumen: 1 ml)

Die Fraktionen, in denen man das 20S-Proteasom durch Aktivitiitstest und Elektrophorese
nachwies, wurden vereinigt und mittels einer Amicon-Zelle auf ca. 30 ml eingeengt. Mit dem
Lowry-Test wurde die Proteinkonzentration ermittelt, und anschlieBend trug man das Gemisch
an der FPLC-Anlage bei Raumtemperatur mit ca. 5-8 mg pro Lauf auf. Die verwendeten Lo-
sungen wurden vor Gebrauch steril filtriert und entgast. Die FluBgeschwindigkeit durch die
Saule betrug 0.5 ml/min. Die Empfindlichkeit des UV-Detektors (Pharmacia) wurde auf 2.0,
die Schreibergeschwindigkeit auf 0.3 mm/min eingestellt. Nach Auftrag des Proteingemisches
wusch man mit 5ml 150 mM NaCl in TEN und eluierte das 20S-Proteasom. Das hierfiir ver-
wendete Gradientenvolumen belief sich auf 15 ml. Anhand des Schéggergels konnte eine ver-
einigte Fraktion als 20S-Proteasom charakterisiert werden.

4.2.4  Superose 6  (Sidulenvolumen: 24 ml)

Die vereinigten 20S-Proteasomenfraktionen wurden mit Hilfe von Centripreps (10 kDa Mem-
bran, Endvolumen: 3 ml) und Centricons (10 kDa Membran) auf ca 1 ml eingeengt. Die Pro-
teinendkonzentration betrug hierbei ca. 20 mg/ml (siche Lowry-Test 2.2). Es wurden jeweils
300 pl auf die Superose 6-Sidule aufgetragen. Die verwendeten Losungen wurden vor Ge-
brauch steril filtriert und entgast. Die FluBgeschwindigkeit mit der die Sdule betrieben wurde
war 0.3 ml/min. Die Empfindlichkeit des UV-Detektors (Pharmacia) wurde auf 2.0 und die
Schreibergeschwindigkeit auf 0.3 mm/min eingestellt. Die Reinheit des erhaltenen Protea-
somenpeaks wurde anhand der Schiggergelelektrophorese (2.7) und dem Smartsystem (2.2)
liberpriift und die 20S-Proteasomendkonzentration iiber den Lowry-Test (3.2) bestimmt.
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5 Aktivitiitstest

Der Aktivititstest ist eine Methode zur Bestimmung der Enzymaktivitit. Durch Uberschnei-
dung der CL-, TL- und PGPH-AKktivitit konnten die Fraktionen, in denen sich das 20S-Protea-

som befand, ermittelt werden.

5.1 Nachweis der CL- und TL-Aktivitiit

Es wurden 10 pl einer 10 mM Substratlosung (Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC fiir CL-Aktivitét
und Z-Val-Gly-Arg-AMC fiir TL-Aktivitit) in DMSO mit 5 ml TEN-Puffer verdiinnt. 50 pl
davon wurden mit 50 pul der zu untersuchenden Enzymlsung vermischt und in einen Heizblock
(37 °C) gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h fiigte man 1 ml Stoppuffer A hinzu und
beendete damit die Reaktion.

Das 20S-Proteasom spaltete nach den Tyr- bzw. Arg-Resten spezifisch die AMC-Gruppe ab.
Das Coumarinderivat wurde mit Licht der Wellenléinge 360 nm angeregt und fluoreszierte bei
einer Wellenliinge von 460 nm, die detektiert wurde. Die Kalibrierung des Fluorimeters auf 100
% erfolgte mit 10 pl 0.2 mM AMC in DMSO, 200 pl TEN-Puffer und 1 ml Stoppuffer. 0 %
Aktivitit erhielt man durch Zugabe von 50 [l Substratlgsung zu 150 pl TEN und 1 ml Stopp-

puffer in Abwesenheit einer Enzyml&sung.

5.2 Nachweis der PGPH-Aktivitiit

10 pl der 1 mM Substratldsung (Z-Leu-Leu-Glu-BNA, gelost in DMSO) wurden mit 50p En-
zymlésung vermischt und in einen Heizblock (60 °C) fiir 2 h gegeben. AnschlieBend beendete
man die Reaktion durch Zugabe von 1 ml Stoppuffer B.

Das 20S-Proteasom spaltete nach dem Glu-Rest spezifisch die BNA-Gruppe ab. Das -Naph-
tylamid wurde mit einem Fluoreszenzlicht von 355 nm angeregt und emittierte eine Wellen-
linge von 410 nm, die detektiert wurde. Die Kalibrierung des Flurimeters auf 100 % erfolgte
mit 10 pul einer 10 mM B-Naphtylamidlosung in DMSO, 200 pl TEN-Puffer und 1 ml Stoppuf-
fer B. 0 % Aktivitit erhielt man, in dem man statt Enzymlosung 150 pl TEN-Puffer zu 50 pl
Substratlosung und 1ml Stoppuffer B zugab.

5.3 Inhibierung der Proteasomaktivitiit

Durch Zugabe von Lactacystin Y wurde selektiv die 20S-Proteasomaktivitit inhibiert. Die er-
neute Durchfiihrung des Aktivitétstests (5.2) unter Zusatz von 1 pl Lactacystin liel einen deut-
lichen Aktivititsverlust in den 20S-Proteasomfraktionen erkennen.
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6 Kristallisation

7ur Kristallisation wurde die Methode der Dampf-Diffusion im hiingenden Tropfen verwendet.
Alle Kristallisationsexperimente wurden in Linbro Plates (ICN) durchgefiihrt. Um ein Aus-
trocknen des Tropfens zu verhindern, wurden die Rénder der 24 Vertiefungen plangeschliffen
und 6lte diese mit einer Abdichtungsmasse (Rotitherm H 250). Fiir ein optimales Kristall-
wachstum wurden die Deckgliiser siliconisiert (Silikonimprignierer (Roth) in Wasser in einem
Mischungsverhiltnis von 1 zu 50, zehnminiitige Inkubation und Trocknung bei 110 °C) einge-
taucht. Nach zehnminiitiger Inkubation wusch man die Glaser mit Wasser und trocknete diese
bei 110 °C. Auf das hydrophobisierte Deckglas wurden 2 il Proteinldsung mit 2 pl Fillungslo-
sung vermischt und iiber 1 ml Reservoirlosung plaziert. Die eingesetzten Pufferldsungen wur-
den nach Kim / Jancaric ®” hergestellt. Die Proteinkonzentration betrug 15 mg/ml in TEN-Puf-
fer. Die Kristallisationsexperimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

7 _Bestimmung der Kristallgittermetrik

Die erhaltenen Kristalle wurden an der Strahlfithrung BW-6 der MPG-Aufenstelle am Deut-
schen Elektronensynchrotron (DESY), Hamburg vermessen. Die Belichtungszeit der Kristalle
mit Synchrotronstrahlung betrug 5000 Counts und die eingestellte Wellenlinge betrug 1.2 A.
Der Abstand zwischen Image Plate-Detektor und Kristall betrug 1400 mm. An dem Kristall
wurden Rotationsaufnahmen durchgefiihrt.
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Ergebnisse

1 Reinigung des 20S-Proteasoms

Das 20S-Proteasom wurde aus dem Mikroorganismus Saccharomyces cerevisiae isoliert und
charakterisiert.

Der Aufschluss der Hefezellen erfolgte mit einer Glasperlenmiihle und der Aufschlufigrad wur-
de lichtmikroskopisch ermittelt. Von den eingesetzten Zellen wurden ca. 70 % aufgeschlossen.
In der Ultrazentrifuge trennte man die groben Zellfragmente ab und bestimmte iiber die Ex-
tinktion die ungefiihre Proteinmenge im Extrakt zu 8.5 g. Im ersten Trennschritt trug man den
triiben, gelben Uberstand auf eine Q-Sepharosesiule auf. Es entstand folgendes Elutionsprofil
(Abbildung 5a):

Extinktionsverlauf bei 280 nm (range: 1.28)
—— NaCl-Gradient (0-1 M; Y-Achse mal 10 mM)
—— CL-Aktivitiit (0-100 %, Standard: AMC)
——— TL-Aktivitit (0-100 %, Standard: AMC)
—— PGPH-Aktivitdt (0-100%, Standard 2-NA)

= = = yereinigte Fraktionen (PF 60 u. PF 100)

0 R 7 I [P e I

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
[Fraktionen]

Abbildung 5a:  Q-Sepharose-Chromatogramm mit CL-, TL- und PGPH-Aktivitit,

Die verschiedenfarbigen Kurven zeigen dabei die CL-, TL- und PGPH-Aktivititen in den ein-
zelnen Fraktionen. Da jedoch Uberlagerungen der Aktivititen in allen Bereichen des Chroma-
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togramms entstanden, wurde durch Zugabe des proteasomspezifischen Inhibitors Lactacystin
die CL-Aktivitdt erneut vermessen.

Die unterbrochene Kurve in Abbildung 5b zeigt eine Abnahme der Intensitiit in der CL-Protea-
seaktivitit um Fraktion 60 sowie 100, sodaBB um diesen Bereich die Fraktionen vereinigt wur-
den (VP 60 [54-70] und VP 100 [90-115]).

Extinktionsverlauf bei 280 nm (range: 1.28)

—— CL-Aktivitit (0-100 %, Standard: AMC)

— — CL-Aktivitit mit Lactacystin (0-100 %, Standard: AMC)
----- Vereinigte Fraktionen

—— NaCl-Gradient (0-1 M, Y-Achse mal 10 mM)

0 I I : I ; I : I : [ : I 7 T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
[Fraktionen]

Abbildung 5b:  Q-Sepharose-Chromatogramm mit CL-Aktivitit unter Zusatz von Lactacystin,

Von VP60 und VP 100 wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt (Abbildung 5c¢).

100 kDa 100 kDa

55 kDa 55 kDa

30 kDa 30 kDa

18 kDa 18 kDa

e 10 kDa A——H : 10 kDa

Abbildung 5¢: 12 % Schﬁggergel von VP 60 (links) und VP 100 (rechts).
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Aufgrund der hohen Anzahl an unterschiedlichen Proteinen auf dem Gel konnte nach dem er-

sten Reinigungsschritt noch keine Auswahl getroffen werden, in welchen Fraktionen sich das
208-Proteasom befand.

Fiir den niichsten Trennschritt wurden die vereinigten Fraktionen VP60 und VP100 jeweils ge-
gen TEN dialysiert und anschliefend bei 4 °C auf eine Hydroxylapatitsidule aufgetragen. Als
Elutionspuffer wurde Kaliumphosphat verwendet. Abbildung 6a und 6b zeigen die jeweiligen
Chromatogramme mit den Aktivitidtskurven.

Extinktionsverlauf bei 280 nm (PF 60)
—— PGPH-Aktivitit (0-100 %, Standard: 2-NA)
—— NaCl-Gradient (0-0.3 M, Y-Achse mal 10 mM)

g\ES‘ 100 —
~ 90
80 —
70 —
60 —
50 —
40
30
20 —
10
0 T T I I T I |
0] 20 40 60 80 100 120 140
[Fraktionen]
Abbildung 6a: VP 60-Hydroxylapatit-Chromatogramm mit PGPH-Aktivitit.
Extinktionsverlauf bei 280 nm (range: 0.32)
—— Phosphat-Gradient (50-300 mM, Y-Achse mal 10 mM)
—— CL-Aktivitat (0-100 %, Standard: AMC)
~ 100 - - —— TL-Akzivitit (0-100 %, Standard: AMC)
3® . —— PGPH-Aktivitiit (0-100 %, Standard: 2-NA)
~ 90 : = = = vereinigte Fraktionen
80 — i
70 — |
60 —
50
40 —
30
20 —
10 S ;
0 T T iy T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
[Fraktionen]

Abbildung 6b: VP 100-Hydroxylapatit-Chromatogramm mit den Aktivitétstests.

Durch diesen weiteren Reinigungsschritt konnte eine Vielzahl an Fremdproteinen abgetrennt
werden.

Die Schiggergelelektrophorese identifizierte das 20S-Proteasom in VP 100. VP 60 hingegen
wies keine proteasomtypischen Banden auf (Abbildung 6¢).
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80 kDa

50 kDa

30 kDa

Abbildung 6c: 12 % Schiggergel von VP 60 (links) und VP 100 (rechts) nach der zweiten Trennsiule.

Damit betrug die Natriumchloridkonzentration, mit der das 20S-Proteasom von der Q-Sepha-
rosesdule eluiert wurde, ca. 350 mM, die Phosphatkonzentration, mit der man das Protein von

der Hydroxylapatitsidule erhielt, 140 mM.

Der Lowry-Test ergab nach der Ionenaustauschsiule eine Proteinmenge fiir die vereinigten
205-Proteasomfraktionen von 500 mg, nach der Hydroxylapatitreinigung eine Proteinmenge
von 80 mg. Damit konnte durch diese beiden Schritte die Hauptmenge an Zellbestandteilen be-

reits abgetrennt werden.

Die von der Hydroxylapatitchromatographie erhaltenen Fraktionen 31-37 wurden mit der Ami-
con-Zelle auf ca. 10 ml eingeengt und auf die MonoQ-Séule an der FPLC-Anlage aufgetragen.
Das dabei entstehende Chromatogramm, sowie das dazugehorige Schiggergel zeigen Abbil-

dung 7a und 7b.

a) b)

Extinktionsverlauf bei 280 nm (range:1.0)
—— NaCl-Gradient (0-1 M,Y-Achse mal 10 mM)
----- Vereinigte Fraktionen

0O 5 10 15 20 25 30 35 40
[Zeit in min.]

Abbildung 7a,b:  MonoQ-Chromatogramm an der FPLC-Anlage / SDS-Gel des 20S-Proteasoms.

80 kDa

50 kDa

30 kDa

20 kDa
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Nach diesem Trennverfahren betrug die Proteinmenge 29 mg. Neben dem als 20S-Proteasom
identifizierten Peak (445 mM Natriumchlorid) konnte noch ein weiteres Protein in hohen Men-
ge (10 mg) isoliert werden. Das Schéggergel zeigte (Abbildung 8b(3)), daB es sich dabei um

ein dem Proteasom nichtverwandtes Protein handelte.

Der letzte Reinigungsschritt wurde mit einer Superose 6-Saule an der FPLC-Anlage durchge-
fithrt. Hier konnten alle restlichen Verunreinigungen abgetrennt und das 20S-Proteasom zu-
sitzlich entsalzt werden. Dafiir wurde das Proteingemisch auf ca. 20 mg/ml aufkonzentriert
und in Proteinmengen bis zu 10 mg auf die Siule aufgetragen. Das hierbei erhaltene Chroma-

togramm, sowie das Schiiggergel zeigen Abbildung 8a und 8b(Spur 2).

Von dem zweiten gereinigten Protein konnte man anhand des Chromatogramms und des

Schiiggergels keine weitere Erhéhung der Reinheit feststellen (Abbildung 8 b(3)).

100
90
80 —
70
60
50
40 —
30
20 -
10 —

<
&

Extinktionsverlauf
bei 280 nm (range: 1.0)

----- Vereinigte Fraktionen

0
0

10 20 30 40 50 60 70 80
[Zeit in min.]

Abbildung Ba:  Chromatogramm von Superose 6 an der FPLC-Anlage.

66 kDa —
45kDa ———
36 kDa ——
29kDa —
24 kDa ————~
20kDa ——

14 kDa

Abbildung 8b:  Schiggergel von (1) Marker mit 66, 45, 36, 29, 24, 20 und 14.2 kDa,

Die Ausbeute des 20S-Proteasoms belief sich auf 14 mg, die des unbekannten Proteins auf 10

mg.

- S ..-..3

(2) 20S-Proteasom und (3) unbekanntes Protein




Ergebnisse 31

2  Charakterisierung des 20S-Proteasoms

2.1 Nachweis der verschiedenen Untereinheiten im Hefeproteasom

Die Schiggergelelektrophorese bestimmte den Molekulargewichtsbereich der verschiedenen
Untereinheiten des aufgereinigten 20S-Proteasoms zwischen 20 und 35 kDa (Abbildung
8b(1)und (2)). Anhand des Gels kann man ferner erkennen, dal das gereinigte Protein keine
Verunreinigungen im Hoch- (>40 kDa) bzw. Niedermolekularbereich (<20) besal3.

Die Durchfiihrung der zweidimensionalen SDS-Gelelektrophorese und die anschliefende Sil-
berfirbung ergab mehr als 14 Proteinbanden. Dies bedeutete, daf die Anzahl der verschiedenen
Untereinheiten im aufgereinigten Protein von den Literaturwerten abwich. (Abbildung 9).

4 (£ : ?

I i,

1. Dimension: pE-Bereich
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abnehmend s BIW

Abbildung 9:  Zweidimensionales SDS-Gel (14 %) von 20S-Proteasom.

2.2 Molekulargewichtsbestimmung des Proteasoms

Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit Hilfe des Smart"™Systems von Pharmacia
durchgefiirt. Dabei wurde die verwendete Superose 6 Siule zuvor kalibriert. Als Molekular-
gewichtsmarker wurden Dextran Blue (2000 kDa), Thyroglobulin (669 kDa), Apoferritin (443
kDa), B-Amylase (200 kDa), Albumin (66 kDa), Carboanhydrase (29 kDa) und Cytochrom c
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(12.4 kDa) eingesetzt (Abbildung 10a). Das daraus ermittelte Molekulargewicht des Pro-
teasoms belief sich auf ca. 700 kDa. Das Chromatogramm des 20S-Proteasoms wies einen ein-
zelnen, symmetrischen Peak mit einem Retentionsmaximum von 33.33 min auf (Abbildung
10b). Damit lieferte dieser analytische Nachweis zusitzlich eine gute Proteinreinheitskontrolle.

=
a - s
= extran Blue (2000 kDa, 23.25 minj Regressionskurve fiir Trennbereich
(&}
= von Superose 6 (200-2000 kDa
£1000 P ( )
z ]
& ] Thyroglobulin (669 kDa, 33.65 min)
2 1208-Prote
= 120S-Proteasont Apoferritin (443 kDa, 37.33 min)
= 4 (700 kDa, 33.33 min)

] se (200 kDa, 39.31 min)

100 =
] a, 41.49 min)
T (29 kDa, 45.71 min)
10 - Cytochrom ¢ (12,4 kDa, 48.75 min)
| I T [ [ I |

20 25 30 35 40 45 50 55

Rententionszeit [min]

Abbildung 10a: Bestimmung des 20S-Proteasom-Molekulargewichts mit dem Smart™System.

t=33.33 min

—— Chromatogramm bei 280 nm
—— Chromatogramm bei 254 nm

| | | | | |
0O 10 20 30 40 50

Retentionszeit [min]

Abbildung 10b: Chromatogramm des 20S-Proteasoms an dem Smart ™System.
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2.3 Elektronenmikroskopische Aufnahmen des 20S-Proteasoms

Das gereinigte 20S-Proteasom wurde mit Uranylacetat negativ stained und unter dem Elek-
tronenmikroskop bei einer 49.000-fachen VergroBerung untersucht. Abbildung 11 zeigt die |
zylindrische Struktur des 20S-Proteasoms, die sich aus den a-8-8,a,-Scheiben zusammensetzt.

Abbildung 11:  Elektronenmikroskopische Aufnahme des 20S-Proteasoms bei 49.000-facher VergroBerung.

Die Charakterisierung des 20S-Proteasoms zeigte eine hohe Proteinreinheit, soda8 dlcses fiir
Kristallisationsversuche eingesetzt werden konnte.
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3 Kristallisation des 20S-Proteasoms

Fiir die Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen des 20S-Proteasoms aus Saccha-
romyces cerevisiae wurden ca. 200 Losungen getestet. Als Grundlage fiir die eingesetzten Re-
servoirlosungen dienten die von Jancarik und Kim entwickelten Stammlosungen %, Dabei
entstanden bei einer MPD-Konzentration von 50 % sehr feine, diinne Nadeln. Um diese Bedin-
gungen wurden weitere Kristallisatinsansitze durchgefiihrt und es zeigte sich, daB bei Raum-
temperatur in einer Reservoirlosung von 31 % MPD, 0.1 M MES / pH 6.2 und 0.15 M Ma-
gnesiumacetat hexagonale Kristalle in Plattenform wuchsen. Die Dauer der Kristallisation be-
lief sich auf 4-6 Tage. Die Kristallabmessungen waren 0.4 x 0.4 x 0.2 mm’ (Abbildung 12).

Unter dhnlichen Bedingungen konnten bereits Kristalle des 20S-Proteasoms aus Rinderleber

erhalten werden 7,

Abbildung 12:  Kristallbildaufnahme eines eukaryontischen 20S Hefeproteasoms.

Die MPD-Konzentration hatte auf die Kristallisation einen entscheidenden EinfluB. So entstan-
den bei MPD-Konzentrationen bis 29 % keine, bei MPD-Konzentrationen ab 33 % nur sehr
kleine Kristalle. Der pH-Wert hatte keinen wesentlichen EinfluB auf die Kristallmorphologie.
Bei einer Abweichung der Magnesiumacetat-Konzentration von 0.15 M enstanden verwach-
sene Kristalle.
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4 Bestimmung der Elementarzelle des 20S-Proteasoms

Die 20S-Proteasomkristalle wurden an der Strahlfiihrung BW-6 der MPG-AuBenstelle am
Deutschen Elektronensynchrotron, Hamburg Synchrotronstrahlung ausgesetzt. Durch den
groBien Abstand des Image Plate-Detektors zum Kristall (1400 mm) entstanden Beugungsbil-
der mit maximalen Auflosungen von 11 A. Anhand der Reflexmuster konnten die unterschied-
lichen Achsen in der Elementarzelle berechnet werden. Nach ca. 12 Bildern nahm die Streu-
kraft des Kristalls auf ca. 20 A ab und es wurde ein neuer Kristall eingesetzt.

Abbildung 13a zeigt Beugungsaufnahmen der beiden kleineren Achsen die zu 120 A bestimmt
wurden. Zusitzlich konnte eine hexagonale Anordnung der Reflexpunkte erkannt werden und

die Winkel in der Elementarzelle ergaben oo = 3 = 90° und y = 120°.

Abbildung 13a: Rotationsaufnahme: Ay = 0.5° t = 5000 Counts, d = 120 A, maximale Auflésung = 11 A.

Fiir die Reflexauswertung der langen Achse betrug die Entfernung der Image Plate zum Kri-
stallzentrum 1400 mm (Abbildung 13b und c).
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Abbildung 13b: Rotationsaufnahme: Ay = 0.5° t = 5000 Counts, d = 1944 A, maximale Auflosung = 11 A.

Abbildung 13c: VergroBerter Ausschnitt von Abbildung 13b.
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Das Beugungsbild aus Abbildung 13c ermdglicht die Berechnung der langen Achse zu:

Abstand der Image Plate : 1400 mm.
Anzahl der Reflexe in der Markierung 247,
Wellenlinge 1.2 A
Lénge der 36 Spots :31.11 cm.
. 31.11 cm o
Bestimmung von ®: tan (2®) 400 o ? D =1.2733

Bestimmung der Achse : 4= _r , d=1944 A

2 sin (@) -
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5 Identifizierung des zweiten isolierten Proteins als f~Elongationsfaktor

Mit der Gelelektrophorese konnte das Molekulargewicht der beiden Untereinheiten des zu-
sdtzlich isolierten Proteins zu 25 und 50 kDa bestimmt werden (Abbildung 14(Spur 1) und
14(Spur 3)). Das Gel zeigte keine Verunreinigungen im Hoch- (>40 kDa) bzw. Niedermole-
kularbereich (<20).

Die Banden des Gel wurden N-Terminal ansequenziert. Es zeigte sich bei beiden Untereinhei-
ten eine Blockierung des N-Terminus. Ein tryptischer Verdau lieferte Peptidfragmente deren
Sequenz folgende Zusammensetzung aufwiesen:

50 kDa-Protein:
Fragment A: VVTPDAAAEQFARD
Fragment B: LTEAMAINYYLV
Fragment C:  IVDIFENRLK

Ein Sequenzvergleich mit der Proteindatenbank identifizierte das unbekannte Protein als y-
Elongationsfaktor aus Saccharomyces cerevisiae:415 AS, M,, = 47 kDa

Sequenz:
MSQGTLYANFRIRTWVPRGLVKALKLDVKVVTPTDAAAEQFARDPLKKVPAFVGPKGYKLTE

AMAINYYLVKLSQDDKMKTQLLGADDDLNAQATIRWQLSANSDLCIQIANTIVPLKGGAYPNKKSVDS
AMDAVDKIVDIFENRLKNYTYLATENISLADLVAASIFTRYFESLFGTEWRAQHPAIVRCENTVRASPFL
KDEYKDFKFADKPLSPPQKKKEKAPAAAPAASKKKEAKPAATETSKPKKHPLELLGKSTFVLDDWKRK
YSNEDTRPVALPWFWEHYNPEEYSLWKVTYKYNDELTLTFMDNNLVGGFFNRLSASTKYMFGCLVVY
GENNNNGIVGAVMVRGQDYVPAFDVADPWESYDYAKLDPTNDDDKEFINNMWAWAWDKPVSVNGE
PKEIVDGKVLK

25 kDa-Protein:
Fragment A: AIEMEGLTWGAHQFIPIGFGIK

Ein Sequenzvergleich mit der Proteindatenbank identifizierte das unbekannte Protein als -
Elongationsfaktor aus Saccaromyces cerevisiae: 205 AS, My, = 22.69 kDa

Sequenz:

ASTDFSKIETLKQLNASLADKSYIEGTAVSQADVTVFKAFQSAYPEFFRWFNHIAFKADEFDSFPA
ASAAAAFFEEDDDVDLFGSDDEEADAEAKWKAERIAAYNGROLLKPAKPAAKSIVTLDVKPWDETNL
EEMVANVKAIEMEGLTWGAHQFIPIGFGIKKLQINCVVEDDKVSLDDLQQSIEEDEDHVQSTDIAAM
QKL

Das Moekulargewicht des By-Elongationsfaktors belief sich auf ca. 420 kDa und wurde wie
beim 20S-Proteasom mit dem Smart " System bestimmt.
Das bedeutete, dall es sich bei dem Protein um einen hexameren Komplex aus § und y-Unter-

einheiten handelt.
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Das Chromatogramm des Proteins wies einen einzelnen, symmetrischen Peak mit einem Re-
tentionsmaximum von 37.8 min auf. Damit lieferte dieser analytische Nachweis zusitzlich eine
gute Reinheitskontrolle iiber das erhaltene Protein.

Durch die Elektronenmikroskopie erhielt man eine 49000-fache VergroBierung einer mit
Uranylacetat negativ gestainten fy-Elongationsfaktorprobe.
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Diskussion

1I__Das 20S-Proteasom aus Saccharomyces cerevisiae

Das 20S-Priperativ aus Saccharomyces cerevisiae ist mit dem im Ergebnisteil beschriebenen
Verfahren zugénglich. Es ist moglich, das Protein innerhalb einer Woche zu isolieren und zu

charakterisieren.

Hefezellen besitzen eine stabile Zellwand und lassen sich deshalb nur schwer aufschlieBen. Mit
dem Desintegrator konnte dieses Problem gel6st werden. Durch die hohe Geschwindigkeit der
Glasperlen, verbunden mit einem stindigen Richtungswechsel, treten in der Zellsuspension
starke Scherkrifte auf, welche zur Zellyse fiihren. Da das eukaryontische 20S-Proteasom ein
multimerer Komplex verschiedener Untereinheiten ist, war die Geschwindigkeit der Glasperlen
nicht hoher als 10 m/s. Damit wurde eine Proteindenaturierung vermieden. Da Hefezellen einen
hohen Anteil an Proteasen besitzen, die im Lysat schnell andere Proteine abbauen koénnen,
wurde der Zellsuspension PMSF als Proteaseinhibitor zugesetzt. Aus dem durch Ultrazentrifu-
gation abgetrennten Hefeextrakt wurde das 20S-Proteasom erhalten.

Fiir die Suche nach den Fraktionen, welche das 20S-Proteasom enthalten, wurden die Gele ei-
ner Silberfarbung unterworfen. Diese Methode ist sehr empfindlich, da Proteinmengen im
Nanogramm-Bereich nachgewiesen werden konnen. Der Nachteil der Methode ist der hohe
Zeitaufwand fiir die Durchfiihrung (ca. 8h). Nachdem das Protein erstmals gereinigt werden
konnte, standen die Elutionsbedingungen fiir die Chromatographiesiulen fest. Fiir die nichsten
Isolierungen wurde die schneller durchzufiihrende, Coomassie brilliant Blue-Farbungsmethode
verwendet.

Problematisch bei der Reinigungsmethode ist die Hydroxylapatit-Chromatographie. Um mit
dem Hydroxylapatitmaterial Wechselwirkungen eingehen zu konnen, muB das Proteingemisch
nach der Ionenaustauschchromatographie mit einer 30 kDa-Membran dialysiert werden. Wie
Abbildung 11c¢ (rechits) zeigt, besitzen die vereinigten Fraktionen (VP 100) nach der Q-Sepha-
rose noch eine grole Anzahl an Proteinen, unter denen auch Proteasen zu finden sind. Da die
Dialyse viel Zeit in Anspruch nimmt, wird das 20S-Proteasom von den noch vorhandenen
Proteasen abgebaut, sodaB viel Protein verloren geht.

Ferner miissen fiir die Hydroxylapatitsiule die vereinigten Fraktionen stark eingeengt werden.
Der Grund hierfiir ist der Puffer, in dem das Protein nach der ersten Séulenchromatographie
vorliegt. Dieser enthdlt EDTA, das als Chelatbildner metallische Tonen in Proteasen kom-
plexiert und diese damit inaktiviert. Durch Auftragen groBer Volumina an EDTA auf die
Hydroxylapatitsdule wird das Ca®" aus dem Material geldst und die Trennwirkung geht verlo-
ren.
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Im Gegensatz zum Hydroxylapatit bindet das Phenylsepharosematerial Proteine bei einer hohen
Salzkonzentration (> 500 mM Natriumchlorid). Mit einem linear abnehmenden Natriumchlo-
ridgradienten kénnen die gebundenen Proteine eluiert werden.Vorversuche zeigten, da3 die
Hydrophobizitit des Phenylsepharosematerials fiir eine 20S-Proteasomdenaturierung nicht aus-
reicht, sodal die Hydroxylapatitsdule gegen die Phenylsepharosesiule ausgetauscht werden
konnte.

Der Vorteil hiervon wire, daf} die von der Q-Sepharose erhaltenen Fraktionen nicht mehr dia-
lysiert werden miifiten, was die Aufarbeitung erheblich verkiirzt und den Proteinverlust ver-
mindert. Ferner konnte man das Sdulenmaterial mehr als einmal verwenden, sodal die Kosten
fiir die Proteingewinnung gesenkt werden.

Die Proteinendreinigung erfolgt mit einer MonoQ und Superose 6-Siule an der FPLC. Ein
Versuch, das 20S-Proteasom bei hohen Salzkonzentration (450 mM Natriumchlorid in TEN-
Puffer) zu lagern, bewirkt dessen Inaktivierung. Somit eignet sich besonders als letzter Trenn-
schritt die Superose 6-Sdule, da diese neben der restlichen Abtrennung von Verunreinigungen
das Protein zusitzlich entsalzt. Die 20S-Proteasomfraktionen nach der Gelfiltrationssiule sind
in TEN-Puffer bei 4 °C fiir zwei Wochen lagerbar.

Das SDS-Schiggergel des gereinigten 20S-Proteasoms zeigt Banden der 14 verschiedenen
Untereinheiten in einem Bereich von 20-35 kDa. Der von der Literatur erhaltene Wert dieser
Polypeptide liegt zwischen 21 und 32 kDa und stimmt gut mit den Molekulargewichtsergeb-
nissen aus dem SDS-Schiggergel iiberein. Man erkennt, dafl Proteine im Hoch- bzw. Nieder-
molekularbereich fehlen. Damit steht fest, dal das Proteasom keine weiteren Peptidfragmente
gebunden hat und nach der Reinigung als 20S-Proteasom vorliegt. Da die Molekulargewichte
einiger Untereinheiten dhnlich sind erscheinen die Banden auf dem Gel verbreitert. Eine Erho-
hung der SDS-Konzentration im Gel und eine zusétzliche lingere Laufzeit fithrten nicht zur
Trennung der 14 verschiedenen Banden. In dem Bereich von 20 - 35 kDa kann auch keine
Aussage iiber eine Anwesenheit von Fremdprotein getroffen werden.

Das zweidimensionale Gel zeigt eine weitaus hohere Anzahl an Banden.

Man weiB}, daB unterschiedliche Hefearten Punktmutationen in den Proteasompeptidsequenzen
besitzen konnen. Beispielsweise findet durch Austausch von Asp gegen Ala in einer Unterein-
heit eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes statt.

Ferner ist bekannt, daB bei einer isoelektronischen Fokusierung einzelne Aminosiurereste einer
Hydrolyse ausgesetzt sind (beispieslseise Asn zu Asp) und damit besitzen viele gereinigte Pro-
teine mehr als eine Bande bei einer isoelektronischen Fokusierung.

Bei der 2D-SDS-Gelelektrophorese wird in der ersten Dimension eine isoelektrische Foku-
sierung durchgefiihrt. Die Silberfarbung ist eine genaue Nachweismethode, mit der kleinste
Mengen an Verunreinigung sichtbar werden.
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Die Gelfitrationschromatographie mit der Superose 6-Siule am Smart™"'System zeigte, daB das
20S-Proteasom sehr sauber isoliert werden konnte. Der optimale Trennbereich der Superose 6
Séule liegt zwischen 200 und 2000kDa, sodalB3 mit dieser analytischen Methode kleine Mengen
an Fremdprotein mit dhnlichen Molekulargewichten nachweisbar sind. Das aufgereinigte 20S-
Proteasom wies einen symmetrischen Peak mit einer Retentionszeit von 33.3 min auf. Das da-
zugehorige Molekulargewicht betriigt ca. 700 kDa und stimmt mit den in der Literatur gefun-
denen Werten sehr gut iiberein. Damit liegt das 20S-Proteasom nach der Reinigung als mono-
merer Komplex vor.

Seit langerer Zeit wird vermutet, dal das 20S-Proteasom mit RNA-Fragmenten Wechselwir-
kungen eingehen kann. Dies wurde bei dem aus Saccharomyces cerevisiae gereinigten Protein
nicht bestitigt. Hierfiir wurde dieses einem TEN Puffer mit hoher Natriumchlorid-Konzentra-
tionen (800 mM) ausgesetzt und auf die ebenfalls unter diesen Bedingungen vorequilibrierte
Superose 6-Siule gegeben. Die Wellenldnge des Detektors stellte man auf eine RNA-typische
Wellenlidnge von 218 und 254 nm ein. Das Chromatogramm enthielt hierbei neben dem Haupt-
peak bei 33.3 min zwei weitere Signale mit Retentionszeiten von 49 und 54 min. Die Signale
wurden iiber eine Sequenzanalyse als 20S-Proteasomabbauprodukte und nicht als RNA-Frag-

mente identifiziert.

Anhand der in Abbildung 11 dargestellten elektronenmikroskopischen Aufnahme konnte ge-
zeigt werden, daB} sich das Protein aus vier regelméBigen Scheiben zusammensetzt und damit
einen geordneten zylindrischen Komplex bildet. Bei genauerer Betrachtung der elektonenmi-
kroskopischen Aufnahme eines a-Rings erkennt man zusitzlich eine regelmifige Anordnung
der Untereinheiten unter Ausbildung des Eingangskanals zum aktiven Zentrum. Damit wird bei
dieser Reinigungsmethode das 20S-Proteasom nicht beschidigt und kann fiir Kristallisations-

versuche verwendet werden.

Die unter den Bedingungen 31 % MPD, 0.1 M MES / pH 6.2 und 0.15 M Magnesiumacetat
erhaltenen hexagonalen platienférmigen Kristalle streuten bis zu einer Auflésung von 3.4 A
unter Verwendung einer Kupferdrehanode mit einer monochromatischen Kupfer K,-Strahlung
von A = 1.5418 A und einer Image Plate (Daten nicht gezeigt). Bei Verwendung von Syn-
chrotronstrahlung konnte die Auflosung zunehmen, die Lebensdauer des Kristalls ist aber
durch die hohe Intensitit verkiirzt.

Die Elementarzelle des 20S-Proteasoms aus Saccharomyces cerevisiae wurde am Deutschen
Elektronensynchrotron in Hamburg mit Synchrotronstrahlung zu a = b = 120 A und ¢ = 1944
Amita =8 =90°und y = 120 ° bestimmt. Fiir eine ausreichende Trennung der Reflexe wurde
die Image Plate 1400 mm vom Kristallzentrum plaziert. Dadurch konnten Aufnahmen bis zu
einer Auflosung von 11 A erhalten werden. Fiir die Aufzeichnung von Reflexen bei hoherer
Auflésung miilte die Image Plate seitlich versetzt werden. Intensititen von Rotationsaufnah-
men wurden bislang nicht ausgewertet, soda nur Vermutungen iiber Packung und Raum-
gruppe gemacht werden konnen.
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Die hexagonale Kristallmorphologie (Abbildungl8) und die aus den Beugungsaufnahmen er-
haltenen Winkel legen eine hexagonale Elementarzelle nahe. Aus Abbildung 19b erkennt man
eine regelmifBige Reflexausloschung, was auf eine Schraubenachse hindeutet (x = 1-5).

Fiir eine hexagonale Elementarzelle, kommen als Raumgruppe P6, und P6,22 in Frage.
Fiir die Raumgruppe P6, besitzt der Matthews-Koeffizient in Abhiingigkeit von der Anzahl an
Proteasommolekiilen in der asymmetrischen Einheit folgende Werte:

Vu in [A¥/Da]:
5.8 fiir ein 20S-Proteasommolekiil in der asymmetrischen Einheit (1).
2.9 fiir zwei 20S-Proteasommolekiile in der asymmetrischen Einheit (2).
1.9 fiir drei 20S-Proteasommolekiile in der asymmetrischen Einheit (3).

Eine Packung mit zwei 20S-Proteasomen in der asymmetrischen Einheit ergibt bei einer Raum-
gruppe von P6, einen Matthews-Koeffizienten von 2.9. Damit wiirde der Solvensgehalt 57 %
betragen. Matthews-Koeffizienten kleiner 2 und groBer 4 sind eher unwahrscheinlich.

Dividiert man die 1944 A-Achse durch die Linge eines 20S-Proteasoms, so ergibt sich der
Wert 12. Der Durchmesser des Proteins ist ca. 120 A und entspricht damit den restlichen bei-
den Zellabmessungen. Somit wiirde eine Elementarzelle 12 Molekiile aufweisen.

Abbildung 21 zeigt ein mogliches Vorliegen der 20S-Proteasommolekiile in der Elementarzelle
PO, unter obigen Vorraussetzungen.

= Proteasommolekiil

a=b=120A

= = Elementarzelle

Abbildung 21:  Packung des 20S-Proteasoms aus Saccharomyces cerevisiae in die Elementarzelle mit P6,.

Versuche von Brown et al. zeigten, dall der eukaryontische zylindrische 20S Komplex von
beiden Seiten mit Antikérpern Bindungen einging, sodal eine C,-Molekiilsymmetrie postuliert
wurde ',

Der Vorteil von zwei 20S-Proteasomen in der asymmetrischen Einheit (P6,) wire aufgrund der
zusitzlichen nichtkristallographischen Symmetrie ein vierfaches Mitteln der Elektronendichte
iber die Proteasomuntereinheiten. Damit konnte das Signal-Rauschverhiiltnis verbessert wer-
den, sodal} die Abweichungen der Untereinheiten bei einer niedrigen Auflésung von etwa 3.2

A leicht erkennbar wiren.
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Lowe et al. konnten vor kurzem die Kristallstruktur des 20S-Proteasoms aus Thermoplasma
acidophilum 16sen. Da zwischen der eukaryontischen und prokaryontischen 20S-Proteasom-
sequenz Homologie besteht, miiite die Phasenbestimmung iiber Pattersonsuchmethoden mog-

lich sein.

Anhand der Strenaufnahmen konnte keine Aussage iiber senkrecht zur sechszihlig-stehenden
zweizihligen Achsen gemacht werden. Neben P6, ist somit ebenso die Raumgruppe P6,22
moglich. Bei dieser Anordnung wiirde bei einem 20S-Proteasommolekiil in der asymmetri-
schen Einheit der Maithewskoeffizient zu 2.9 bestimmt. Durch die Reduzierung der asymme-
trischen Einheit auf ein Molekiil wiirde das vierfache Mitteln der Elektronendichte iiber die
20S-Proteasomuntereinheiten verloren gehen. Das Ergebnis wire eine Verschlechterung der
Elektronendichte und ein erschwertes Einbauen der Aminoséurereste.

Bislang zeigte sich, daB die Kristalle bei Raumtemperatur im Réntgenstrahl begrenzt haltbar
sind und nach kurzen Belichtungszeiten an Streukraft verlieren. Durch Schockfrieren des Kri-
stalls konnte ein hochaufgeloster kompletter Nativdatensatz des eukaryontischen 20S-Protea-
soms erhalten werden. Das Problem dieser Methode ist die Suche nach einem geeigneten Puf-
fer, der die Auskristallisation des Solvens im Kristall und damit dessen Zerstdrung verhindern
soll.

Fiir die 20S-Proteasomkristalle aus Thermoplasma acidophilum existiert bereits ein solcher
Puffer, der es ermoglicht, komplette Datensiitze aus einem einzigen Kristall zu erhalten.

Der Vorteil des Schockfrierens ist also die Erhéhung der Lebensdauer des Kristalls im Rént-
genstrahl. Als Nachteil konnte eine hohe Mosaizitit auftreten, die eine Datenauswertung er-
schwert.

Ohne das Schockfrieren miiBten die Daten von verschiedenen Kristallen gesammelt und kom-
biniert werden. Das mogliche Auftreten von Nichtisomorphie zwischen verschiedenen Kristal-
len wiirde die Datenqualitiit erniedrigen und die Strukturlosung erschweren.

Die sehr lange Achse in der Elementarzelle bedeutet einen hohen MeBaufwand fiir einen nati-
ven Datensatz am DESY-Zentrum. Eine Alternative wire eine Datensammlung in Grenoble an
der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF).
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2 Der fyr-Elongationsfaktor aus Saccaromyces cerevisiae

2.1 Eigenschaften des Sy-Elongationsfaktors

Neben dem 20S-Proteasom konnte aus Saccaromyces cerevisiae ein zweites Protein isoliert
und als By-Elongationsfaktor identifiziert werden.

Das Protein wurde lidngere Zeit in einer Natriumchloridkonzentration von 550 mM in TEN-
Puffer aufbewahrt und erst nach ca. zwei Wochen iiber eine Superose 6-Séule an der FPLC-
Anlage entsalzt. Anhand des Chromatogramms der Gelfiltrationssidule konnte man erkennen,
daB keine Abbaubanden entstanden waren. Damit kann aus dem Heferohextrakt innerhalb von
drei Trennsiulen das Protein isoliert werden. Dieses liegt nach der MonoQ-Séule in 550 mM
Natriumchlorid vor und kann in dieser Losung gelagert werden.

Das SDS-Schiggergel des Proteins zeigt zwei Banden. Die daraus gewonnene Sequenzanalyse
identifizierte diese als den 8- und den y-Elongationsfaktor und bestimmte das Molekularge-
wicht der Untereinheiten zu 23 (3-Untereinheit) und 47 kDa (y -Untereinheit).

Die Gelfitrationschromatographie mit der Superose 6-Séule an dem Smart™
es sich bei dem Protein um einen einzigen oligomeren Komplex handelt, der sich aus je sechs

System zeigte, dafl

- und y-Untereinheiten zusammensetzt. Das gereinigte Protein wies einen symmetrischer Peak
mit einer Retentionszeit von 37.8 min auf. Das dazugehétrige Molekulargewicht betrigt ca. 450
kDa. Die Literatur beschreibt lediglich, daB es Multimere der - und y-Untereinheiten mit ei-
nem Molekulargewicht bis zu 2000 kDa geben kann. Hier konnte eindeutig ein Komplex der
aus sechs 8- und sechs y-Untereinheiten besteht isoliert werden.

Die Elektronenmikroskopie zeigt einheitliche kugelférmige Partikel (Bild nicht gezeigt), sodall
davon ausgegangen werden kann, daB der gereinigte Sy-Elongationsfaktor durch die Trennme-

thode nicht beschadigt wurde.

Bislang konnten noch keine Kristallisationsbedingungen gefunden werden.

2.2 Funktionen von Elongationsfaktoren

Die Funktion des fy-Elongationsfaktors ist die Steuerung der Proteinbiosynthese®”. Die Zu-
sammensetzung von AS zu Polypeptidsequenzen findet an den Ribosomen unter Ablesen der
mRNA statt. Dieser ProzeB wird durch sogenannte Elongationsfaktoren unterstiizt. Man un-
terscheidet dabei den EF-Tu- vom EF-Ts-Komplex.
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Ein korrektes Binden der Aminoacyl tRNA zu den translatierenden Ribosomen wird iiber den
Elongationsfaktor EF-Tu geregelt. Dieses Protein besitzt die Fahigkeit einen tendren Komplex
mit der Aminoacyl tRNA und GTP zu bilden. Unter gleichzeitiger Hydrolyse von GTP in GDP
und P; wird die dazugehorige Aminoacyl tRNA an den mRNA-Komplex im Ribosom gebun-
den™. Das Ersetzen von GDP im EF-Tu GDP-Komplex wird iiber einen weiteren Seperations-
faktor, dem sogenannten Nukleotid- Austasch-Faktor EF-Ts eingeleitet.

Der a-Elongationsfaktor ersetzt nun den EF-Tu-Komplex und das Dimere aus den zwei Poly-
peptiduntereinheiten, EF-18 und EF-1y bildet den EF-Ts-Komplex. Die aktuelle Austauschge-
schwindigkeit héngt von der Phosphorylierung des Ser”-Restes im EF1-B-Faktor ab®™”. Uber
die Eigenschaft von EF-1y im Sy-Elongationskomplex ist bis heute nahezu nichts bekannt. Es
wird vermutet, daB die starke Hydrophobizitit des yElongationsfaktors Effekte auf die Stim-
mulation der Austauschaktivitit von EF-18 besitzt ©,
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Zusammenfassung

Eukaryontische 20S-Proteasome sind hochmolekulare, multikatalytische nicht-lysosomale
Proteinasekomplexe (M, = 700 kDa), die aus vier iibereinanderliegenden, siebenzihligen Rin-
gen (a;3,3,¢.7) aufgebaut sind. Thre Aufgabe ist der Abbau von Proteinen im Cytosol und im
Nukleus. Das 20S-Proteasom besitzt Steuerfunktionen fiir Zellzyklus und Immunsystem.

Das Molekiil hat mit Chymotrypsin-like (CL), Trypsin-like (TL), Peptidylglutamyl Peptide
Hydrolase (PGPH), Small Neutral Aminoacid-prefering (SnAAP) und Branched Chain Ami-
noacid-prefering (BrAAP) fiinf verschiedene Proteaseaktivititen. Die einzelnen aktiven Zen-
tren im 20S-Proteasom konnen unterschiedlich stark inhibiert oder aktiviert werden, sodal} die
Zelle auf duBere Umfeldverinderungen reagieren kann.

Das Protein konnte aus dem Organismus Saccharomyces cerevisiae isoliert werden. Der Auf-
schluB der Zellen gelang mit einer Glasperlenmiihle. Aus dem Zellysat konnte mit Séulenchro-
matographie (Q-Sepharose, Hydroxylapatit, MonoQ und Superose 6) das 20S-Proteasom iso-
liert werden.

Uber eine analytische Gelfiltrationschromatographie wurde das Molekulargewicht des 20S-
Proteasoms zu 700 kDa bestimmt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, daf das
Protein nach der Reinigung als a;3;3,a,-Komplex vorlag und fiir Kristallisationsexperimente
eingesetzt werden konnte.

Aus einer Losung von 31 % MPD, 0.1 M MES, pH 6.2, und 0.15 M Magnesiumacetat wurden
hexagonale plattenférmige Kristalle erhalten, die unter Verwendung einer Kupferdrehanode
mit einer monochromatischen Kupfer-K,-Strahlung von 4 = 1.5418 A bis zu einer Auflosung
von 3.4 A streuten.

Die Elementarzellenparameter wurden am Deutschen Elektronensynchrotron in Hamburg mit
Synchrotronstrahlung zu a=b = 120 A und ¢ = 1944 A mit @ =8 = 90° und y = 120° ermittelt.
Aufgrund der Kristallmorphologiec und der Winkel handelt es sich wahrscheinlich um eine
hexagonale Zelle. Als Raumgruppen kémen hierfiir P6, oder P6,22 in Frage (x = 1-5).

Die bekannte Struktur des 20S-Proteasoms aus Thermoplasma acidophilum konnte fiir das
20S-Proteasom aus Saccharomyces cerevisiae die Phasen mittels Patterson-Such-Methoden
liefern. Damit wird eine Kristallstrukturbestimmung méglich.

Neben dem 20S-Proteasom konnte noch ein weiteres Protein isoliert werden. Durch Sequenz-
analyse der Untereinheiten und Molekulargewichtsbestimmung konnte das Molekiil als hexa-
merer Komplex des Sy-Elongationsfaktor charakterisiert werden.

Die Aufgabe von Elongationsfaktoren ist es, die Reaktion von Aminoséduren zu Polypeptidse-
quenzen an den Ribosomen zu unterstiitzen.
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