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1 Zusammenfassung

Das periplasmatische Hitzeschockprotein DegP sm&ie entscheidende Rolle in der
bakteriellen Proteinqualitatskontrolle und besigihe Doppelfunktion als Protease und
Chaperon. Es gehdort zu der konservierten FamilieH#ied-Proteasen, deren Mitglieder eine
katalytische Serinproteasedomane mit mindestensr eéfDZ-Doméne kombinieren und
wichtige physiologische Funktionen in lebenden e&eleinnehmen. DegP wird in seiner
Proteaseaktivitdt temperaturabhangig und allosterisaktiviert. Der allosterische
Mechanismus dominiert dabei die temperaturabhangjigeierung und geht einher mit einer
Verschiebung des oligomeren Zustandes vom hexamBrdrezustand zu proteolytisch
aktiven 12 und 24meren Partikeln. Wahrend dieseeifitfitnisse primar auf strukturellen
Daten basieren, ist der zugrunde liegende Mecharsidsisher nicht vollstandig geklart. Ziel
dieser Arbeit war es daher, neue mechanistischeli€ke in die DegP-Aktivierung und
Oligomerisierung zu gewinnen. Dazu wurden Mutatmadysen mit Enzymtests vivo
Komplementationstests, Oligomerisierungs- und Bimgbstudien sowie massenspektro-
metrischen Untersuchungen kombiniert. Der Fokusdeatabei insbesondere auf die PDZ1-
Domane gerichtet. Dariiber hinaus wurden die Lodpsnd L2 der Proteasedomane genauer
untersucht.

Die Ergebnisse der Analysen bestatigten den pesteii Zusammenhang der Aktivierung
und Oligomerisierung und resultierten in einem redgin mechanistischen Modell der
DegP-Regulation. Es wurde gezeigt, dass 7mere umerde Peptide im Zuge der
Aktivierung spezifisch an die PDZ1-Domane bindem wtrukturelle Umorientierungen in
der Proteasedomane induzieren. Dabei findet eimarKanikation zwischen den Elementen
PDZ1, Loop L3, Loop LD und Loop L2 statt, die lemtlich zu der Ausbildung eines
intakten aktiven Zentrums fuhrt. Die aktive Forns dRroteins assembliert zu 12 und 24meren
Homooligomeren, die einen Innenraum fur die hocHiziehte Degradation des
Proteinsubstrats zur Verfugung stellen.

Mittels Bindungsstudien wurde in diesem Zusammeghane direkte Korrelation zwischen
der Starke der Peptidbindung und dem Grad der Ddgiierung und Oligomerisierung
gezeigt. AulBerdem wurde gezeigt, dass die PDZ1-Dengine essentielle Rolle fur die
enzymatische Aktivitat, die Aktivierung und die @merisierung einnimmt. Im Weiteren
konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass BilFDomane und das aktive Zentrum
ahnliche Sequenzspezifitaten besitzen, was eineepsive Hydrolyse der DegP-Substrate

ermoglicht, bei der die PDZ1- und Proteasedoméaneimander kooperieren. Dartber hinaus
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gaben die Analysen der Loops L3 und L2 Aufschlubsridie bedeutsame Rolle dieser
Elemente flr die proteolytische Aktivitat, die AkBrung und die Oligomerisierung.

Mit dem in dieser Arbeit aufgestellten mechanistest Modell wurde ebenfalls zu der
Klarung der Frage beigetragen, wie DegP zwischeuarierbaren und degradierbaren
Substraten unterscheidet. Demnach bestimmen StégtraSchicksal selbst mit, indem sie
die Faltung des Hexamers und der hoheren aktivego@ere selbst initiieren und DegP auf
diese Weise allosterisch aktivieren. Wahrend urtptéa Proteine prozessiv degradiert
werden, werden gefaltete Molekile vermutlich im dnraum des aktiven DegP vor der
Proteolyse geschutzt und reparierbare ProteineriiRéckfaltung unterstitzt.

In einem weiteren Schritt dieser Arbeit wurden n@®egP-Aktivatoren identifiziert. Dabeli
handelte es sich zum einen um den Aktivator DPMFKH¥r im Verlauf der Arbeit bereits
erfolgreich fur die Aufklarung des Aktivierungsmaciismus eingesetzt wurdeDas
Screening eineE. coli Peptidbibliothek fiihrte zum anderen zu der Idenéfung der zwei
Aktivatorpeptide CHHSAFPVFL und DYFGSALLRYV, die di€-Termini zweierE. coli
Zellhillproteine darstellen.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit kbnnen zukinfig zer dufklarung der Regulations-
mechanismen anderer HtrA-Proteasen beitragen. Meashzinischem Interesse ist in diesem
Zusammenhang zum Beispiel das humane HtrAl, dem Roile in der Tumorentstehung
und Progression sowie in ProteinfaltungskrankheitenArthritis, Morbus Parkinson und der

Alzheimerschen Krankheit zugesprochen wird.
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2 Einleitung
2.1 Escherichia coli

2.1.1 E. colials Modellorganismus

Escherichia coli ist ein fakultativ anaerobes Bakterium, das zu d&amilie der
Enterobacteriaceaegehort. Diese Familie lasst sich in die Klasse détroteobacteria
einordnen, dessen Vertreter ausschlie3lich Gramativegind. WéahrendGram positive
Bakterien eine durchgehende Zellwand besitzen,ene&ram negative Bakterien eine Innen- und
eine AuRenmembran mit einem Zwischenraum, dem sarggen Periplasma, auf (Gram, 1884;
Brocket al, 2000).Erstmals entdeckt und auch beschrieben wardeoli im Jahr 1886 von
dem Kinderarzt Theodor Escherich (Oberbauer, 198B2). dem natlrlichen Habitat des
Bakteriums handelt es sich um den Darm des Mensehdnvarmblitiger Tiere, in dem es
eine wichtige Rolle bei der Synthese von Vitaminer der Verwertung von Sauerstoff
spielt. DaE. coli auch auf3erhalb des Darms gut Uberleben kann it leachzuweisen ist,
wird es heute als Indikator fur fakale Trinkwassgmnreinigungen genutzt. Im Gegensatz zu
friheren Ansichten, es gdbe nur wenige pathogeneolirStamme, konnten in neueren
Studien vermehrt pathogene Stadmme identifiziert deer Diese kdnnen Harnwegs-
infektionen, ruhréhnliche Infektionen, Fieber oBearrhée hervorrufen.

Aufgrund der einfachen Kultivierung, des schneN#achstums und der enormen Kenntnisse
Uber E. coli gilt es heute als Modellorganismus fur die Forschwnd wird in diesem
Zusammenhang haufig als Werkzeug fir biochemisgjemetische und physiologische

Untersuchungen eingesetzt.

2.1.2 Die Morphologie vonE. coli

E. coli weist eine stdbchenformige Morphologie auf unditbegeritriche Flagellen zur
Fortbewegung. Eine schematische Darstellung derktsir von E. coli ist in Abb. 2-1 zu
sehen. Das Zellinnere des Bakteriums besteht ansjg@oplasma, in dem sich das Nucleoid
und die Ribosomen befinden. Wahrend das Nucleogl gknetische Material der Zelle
darstellt, werden an den Ribosomen Zellproteineth®tisiert. Weiterhin beinhaltet das
Cytoplasma Vitamine, lonen, Zucker, Kohlenhydré&ett-, Nuklein- und Aminoséuren sowie

Proteine.
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Nucleoid
Ribosomen
Cytosol

Cytoplasmamembrar
Periplasma

Flagelle

Abb. 2-1: Schematische Darstellung vok. coli (Nelson und Cox, 2000, modifiziert)

Die Zellhille des Gram negativen Bakteriums seitzt aus der Cytoplasmamembran, dem
Periplasma und der AuRenmembran zusammen (siehe2Ahb

Die Cytoplasmamembran, auch innere Membran gendmagrenzt das Cytoplasma zum
Periplasma hin und ist 8 nm dick. Sie besteht amsr @hospholipiddoppelschicht, in die
zahlreiche Proteine eingebettet sind, und stelie enechanische und eine hochselektive
Barriere dar (Sateet al, 1977; Nou und Kadner, 1998). Wahrend sie furgdhplz und
ungeladene Substanzen eher permeabel ist, konnadege hydrophile Substanzen nicht
passieren und missen von selektiven Transportpesteim- bzw. exportiert werden
(Boydet al, 1987; Boydet al, 1998; Leeet al, 2006; Driessen und Nouwen, 2008). Des
Weiteren dient die innere Membran der Energiesgeiloly und -erzeugung, da in ihr
Strukturen der Atmungskette sowie der elektrocheh@s Gradientenpumpe verankert sind.
Der periplasmatische Raum, der zwischen der auf@bemfliche der Cytoplasmamembran
und der inneren Oberflache der auf3eren Membran, lisg unter normalen osmotischen
Bedingungen etwa 50 nm dick und macht circa 30%Zaédlsolumens aus (van Wielink und
Duine, 1990; Wiilfing und Pluckthun, 1994). In diesBereich befindet sich unter anderem
das Peptidoglykan, das eine quervernetzte SchichZackerderivaten (N-Acetylglucosamin
und N-Acetylmuraminséure) und Aminosauren darst8éi E. coli macht diese Schicht in
etwa zehn Prozent der Trockenmasse der Zellwandirzaisragt hauptsachlich zur Stabilitat
sowie zur Rigiditdt gegen osmotischen Stress bei.

Neben dem Peptidoglykan befinden sich auRerdem db@ verschiedene Proteine im
Periplasma. Die hohe Konzentration dieser Prot&ihe zu einer eher viskosen Konsistenz

des Periplasmas (Brasst al, 1986). Dazu gehoren Proteasen, Chaperone, Balun
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katalysatoren, Bestandteile von ABC-Transportengyie fur die Biosynthese der Zellwand
und den Metabolismus der Zelle und Proteine, diel@nZellteilung und Virulenz beteiligt
sind. Im Gegensatz zu den Proteinen des Cytoplasindssie aufgrund des Fehlens von
Nukleotiden im Periplasma ATP-unabhéngig. Da Pnateder Zellhille im Cytoplasma
synthetisiert werden und nicht passiv Uber die @lgggmamembran zum Zielort gelangen
konnen, bedarf es eines Translokationssystems dieeMembran. Wahrend die meisten
Proteine ungefaltet Uber die klassische Sekretiasshinerie $ec-Pathway transportiert
werden, gelangt nur ein kleiner Teil der Zellhiti@mine gefaltet Gber den TAT-Wetnwin
arginine pathway in das Periplasma (van Webt al, 2001; Danese und Silhavy, 1998;
Palmer und Berks, 2003; Le¢al, 2006; Driessen und Nouwen, 2008).

Lipopolysaccharid{ ‘ ‘
IZE I[

gramnegative
aufllere Membran

Lipoprotein

Peptidoglykan
Periplasmay

@D —

i

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der Zellwand des Gramegativen BakteriumsE. coli

Phospholipid

Cytoplasmamembr: Protein

Cytoplasma

Gram negative Bakterien enthalten eine zusatzlidghBere Membran. Diese setzt sich
asymmetrisch aus nach innen gerichteten Phosptetfipiund nach auf3en gerichteten
Lipopolysacchariden zusammen und grenzt die ZeHlehnaulRen hin ab (Muhlradt und
Golecki, 1975). Im Gegensatz zur inneren Membrarsies permeabel fur kleine Molektle
(bis ca. 600 Da), da in ihr die so genannten Pogingelagert sind. Es handelt sich dabei
meist um trimere Porine, die eine R-Fassstruktsitzen und so Kanéle bilden, durch die
kleine hydrophile Substanzen passieren konnen.pkdgs solcher Aul3enmembranproteine
sind OmpC, OmpF sowie OmpA (Gorden al, 1984; Barbagt al, 1985; Koebnik, 2000;



2. Einleitung 17

Kleinschmidt, 2003; Baslét al, 2006; Smitket al, 2007; Yamashitat al, 2008). Neben den
Porinen enthalt die aul3ere Membran auch andereiReptvie zum Beispiel Rezeptoren und
Lipoproteine. Wahrend die hochaffinen Rezeptoremeri substratspezifischen Transport
vermitteln (Nikaido, 1996), bilden die Lipoprotein&erbindungsglieder zwischen
AulRenmembran und Peptidoglykan und vermitteln sd@iderungen des Umgebungsdrucks,
um eine Beschadigung der Zelle zu verhindern (K&@&88). Insgesamt konnten bisher um

die 320 Proteine in der AuRenmembran #orroliidentifiziert werden (Ehrmann, 2005).

2.2 Proteinqualtitatskontrolle

Die fir die Faltung eines Proteins notwendigen nm@tionen sind in seiner
Aminosauresequenz enthalten (Afinsen und Haber,1;19%finsen, 1973). Trotzdem
kontrollieren und unterstitzen Faltungskatalysator&€haperone und Proteasen den
Proteinfaltungsprozess vivo (Ellis und Hartl, 1999; Youngt al, 2004; Miot und Betton,
2004). Sind Zellen Stress wie zum Beispiel Hitzerodyperosmolaritat ausgesetzt, so kann
dies zu Fehlfaltungen von Proteinen und zur ansBbhden Akkumulation von
Proteinaggregaten fuihren (Goff und Goldberg, 1988nzalez-Montalbaet al, 2005). Da
das Anhaufen von Aggregaten zum Zelltod fihren kdmdarf es einer ausreichenden
Stressantwort, die in diesem Fall Uber die Degradabder Reparatur der fehlgefalteten
Proteine stattfindet. Im Cytoplasma v&ncoli erfolgt die Stressantwort hauptsachlich tber
die so genannten Hitzeschockproteine, zu denen tdo@baperone als auch Proteasen
gehdren. Wahrend Chaperone fehlgefaltete Proteirleeneen und die Ruckfaltung
unterstitzen, degradieren Proteasen Proteine, idie mehr rickgefaltet werden konnen
(Goff und Goldberg, 1985; Wickneat al, 1999; Houry, 2001; Gonzalez-Montalbénal,
2005). Im Vergleich zum Cytoplasma ist das Peripa¥/eranderungen des externen Milieus
direkter ausgesetzt, da es nur Uber die portse rh€mbran von diesem getrennt ist.
AuBBerdem unterscheidet sich das Periplasma in ennighemischen Gegebenheiten
wesentlich vom Cytoplasma. Dazu gehéren die Abwesievon ATP (Rosen, 1987) sowie
die oxidierenden Bedingungen im Periplasma (Oli\g&96). Aufgrund dieser Tatsachen

bedarf es im Periplasma einer eigenen Protein@isiibntrolle.

2.2.1 Chaperone

Molekulare Chaperone erkennen hydrophobe Oberftétheturen falsch oder ungefalteter
Proteine. Sie unterstitzen die Faltung neu sysiketer Proteine sowie die Rickfaltung
denaturierter Proteine und verhindern auf diese s#eidie Assemblierung von

Proteinaggregaten (Wulfing and Pluckthun 1994; BuK®99; Saibil, 2008). Dabei lassen sie
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sich in ATP-abhéngige und ATP-unabhangige Chaperonerteilen. (Beissinger and
Buchner, 1998). Viele der heute bekannten Chaperangden urspriinglich als
Hitzeschockproteine identifiziert, da sie bei erf@dhTemperatur vermehrt in der Zelle
exprimiert werden. Hitzeschockproteine (Hdpat shock proteinswerden anhand ihrer
Molekilmasse in sechs verschiedene Familien uiiteiDabei kann zwischen den Familien
Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90, HspllO0 und der Fandke so genannten Kkleinen
Hitzeschockproteine (z.B. Hsp27 mit einer Masse bkDa) unterschieden werden.

Das bakterielle ATP-abhangige Chaperon GroEL gehdrtler Gruppe der Hsp60-Proteine
(Zeilstra-Ryallset al, 1991; Braiget al, 1994; Hartl, 1996; Ranford und Hernderson, 2002;
Georgopoulos, 2006; Let al, 2009). Zusammen mit dem Cochaperon GroES iéiiredie
korrekte Faltung einer Vielzahl von zellularen Bmén verantwortlich. Es besteht aus zwei
heptameren Ringen, die eine Kafig-ahnliche Strukhilden und deren Innenraum
hauptsachlich durch hydrophobe Aminosaureresteeieiget wird.

Das Hsp70-Protein DnaK stellt ein weiteres klasssc ATP-abhéangiges bakterielles
Chaperon dar, das an der korrekten Faltung und fRliichkg vieler Proteine beteiligt ist
(Tavariaet al, 1996; Georgopoulos, 2006; Genevaex al, 2007). Wie GroEL ist es im
Cytoplasma lokalisiert und bei Zellstress in seispression hochreguliert. Es liegt als
Monomer vor und besitzt eine nur schwache ATPadie/fdt, so dass es auf Cochaperone
angewiesen ist. Wahrend das Chaperon DnaJ die AfdPelyse vermittelt, ist das Protein
GrpE fiur die Substitution des ADP durch ATP veramtlich (Beissinger und Buchner,
1998).

Auch in der bakteriellen Zellhille ist die Existenon molekularen Chaperonen und
Faltungskatalysatoren notwendig. Proteine der Aééh/onE. coli werden mit N-terminaler
Signalsequenz im Cytoplasma synthetisiert und gelaniber verschiedene Wege in den
periplasmatischen Raum (sieB€l.2). Da die Translokation tUber die Membran maist
ungefaltet erfolgt, ist eine Faltung im Periplasmowvenig. Zu den in diesem Zusammenhang
gut untersuchten Proteinfaltungskatalysatoren gehdie Disulfidisomerasen DsbA, DsbC,
und DsbG der Dsbh-Familie (Bardwell al, 1991; Peek und Taylor, 1992; Prietzal, 1997,
Berkmenet al, 2007) sowie die Prolinisomerasen FkpA, SurA[Ppnd PpiA (Go6thel und
Marahiel, 1999; Fischer und Aumdiller, 2003). Dakainte FkpA und SurA eine zusatzliche
Chaperonaktivitat nachgewiesen werden (Aetéal, 2001; Rizzitelloet al, 2001). Auch
bezuglich der zwei Disulfidisomerasen DsbC und Dsh(de eine Chaperonaktivitat gezeigt
(Chenet al, 1999; Shaet al., 2000).
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Wahrend die Chaperone des Cytoplasmas Eowoli gut untersucht sind (Bukau und
Horwich, 1998), konnten bisher nur wenige ,echteSlekulare Chaperone im Periplasma
identifiziert und charakterisiert werden. Das amstbe untersuchte periplasmatische
Chaperon ink. coli ist Skp. Es handelt sich dabei um ein 17 kDa gdRetein, das als
Homotetramer vorliegt und das Falten von AuRenmandmproteinen und rekombinanten
Antikorperfragmenten untersttitzt (Thome und MUIE91; Wilfing und Plickthun, 1994).
So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Skp aes synthetisierte
Aullenmembranprotein  PhoE  unmittelbar nach der Tokason Uber die
Cytoplasmamembran bindet (Harmisal, 2001). Wéahrend deskpKnockout inE. coli nicht
lethal ist und lediglich zu einer reduzierten Prkichn von AuflRenmembranproteinen fuhrt
(Chen und Henning, 1996), fuhrt der Doppel-Knockeah skp und degP (siehe 2.5) zu
einem lethalen Phanotyp (Schaétial, 1999).

2.2.2 Proteasen

Proteasen sind Enzyme, die Peptidbindungen hydeogys und anhand des Aufbaus des
aktiven Zentrums bzw. des an der Katalyse beteiigfletallions in sieben Klassen eingeteilt
werden konnen. Dabei handelt es sich um die Klagtan Serin-, Cystein-, Aspartat-,
Threonin-, Glutamat-, Metalloproteasen und der soagnten unbekannten Proteasen, die
zusammengenommen in 52 Clans mit 205 Familien geifgeverden. Proteasen sind an
vielen zellularen Prozessen beteiligt, wobei sidaalend, schitzend oder regulatorisch
wirken kénnen. Wéahrend sie in ihrer digestiven Riomk Nahrstoffe zur Energiegewinnung
degradieren, sind sie in ihrer protektiven Funk@mndem Abbau falsch gefalteter oder falsch
lokalisierter Proteine beteiligt, die andernfaliggeegieren und eventuell zum Zelltod fiihren
wirden. Regulatorische Proteasen aktivieren odaktiwvieren andere Proteine, die an
Signaltransduktionskaskaden beteiligt sind (Goteesm 2003; Barre¢t al, 2004; Ehrmann
und Clausen, 2004). Die vielseitigen Funktionen Aadfgaben von Proteasen verdeutlichen,
dass jede Zelle eine Vielzahl an Proteasen bendtmtei jedes zellulare Kompartiment sein
eigenes Repertoire enthalten muss.Elncoli konnten bereits 74 Proteasen nachgewiesen
werden. Im Periplasma wurden bisher 20 Proteasemtifiziert, wobei davon neun zu der
Klasse der Serinproteasen, sechs zu der Klasskletatloproteasen, drei zu der Klasse der
Cysteinproteasen und zwei zu der unbekannten Redtlsse gehoren.
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2.3 Serinproteasen

Etwa 35% der unter der MEROPS DatenHadkkumentierten Proteasen gehéren zu der
Klasse der Serinproteasen (Rawlings und Barre@4;18awlingset al, 2004). Sie wurden
nach dem nukleophilen Serinrest im aktiven Zenthanannt und konnten in Eukaryoten,
Viren und Bakterien identifiziert werden. Dabei k@&m Serinproteasen in 50 Familien
unterteilt und diese wiederum in neun Clans eingien werden (Rawling und Barrett,
2004). An dem katalytischen Mechanismus, der Hydmlvon Peptidbindungen, ist neben
dem Serin eine weitere Aminosaure beteiligt, dse Ridotonendonor fungiert und bei der es
sich in den meisten Clans um ein Histidin handgll. der richtigen Orientierung des
Imidazolrings des Histidins tragt meist ein Aspaltai (Perona und Craik, 1995; Hedstrom,
2002; Rawlings und Barrett, 2004). Eine detailderDarstellung des katalytischen
Mechanismus ist in Abl2-3 dargestellt. Wahrend sich diese Darstellungdeuf klassischen
generell akzeptierten Reaktionsmechanismus bezidét, auf dem der Serinprotease
Chymotrypsin basiert, findet die Hydrolyse der Réiphdungen bei neu entdeckten Clans in
leicht modifizierter Form statt (Polgar, 2004).

Zu den am besten untersuchten Serinproteasen bge®ézahlen Chymotrypsin und Trypsin
(Kraut, 1977; Steitz und Shulman, 1982; Hedstrod®22 Rawlings und Barrett, 2004; Wang
et al, 2008; Wanget al, 2009). Sie nehmen eine wichtige Rolle im Verdegsasytem von
Saugern ein und lassen sich in die Familie S1 dassCPA einordnen. Bei dieser Familie
handelt es sich um die grofite aller Proteasefamilizobei all ihre Mitglieder
Endopeptidasen sind. Alle Vertreter dieser Fanbksitzen eine hoch konservierte Struktur
mit der in Abb.2-3 klassischen katalytischen Triade. Eine weingppe von Serinproteasen
der Familie S1 bilden die HtrAhigh temperature requiremer®roteasen, die sowohl in

Eukaryoten als auch in Prokaryoten vorkommen (skehe

! http://www.bi.bbsrc.ac.uk/Merops/Merops.htm
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Abb. 2-3: Hydrolyse einer Peptidbindung durch eine Seriprotease

In der Abbildung ist der klassische katalytische chenismus bei der Hydrolyse von Peptidbindungenchdugine
Serinprotease dargestellt (Quelle: Grau, 2004; finbelit).

Serin, Histidin und Aspartat bilden eine katalytiscTriade. Ohne Substrat liegt das Histidin nictdgtgniert vor. Die
Hydrolyse beginnt mit dem Angriff des Sauerstofisr dydroxylgruppe des Serins auf den Carbonylkohdéhsler
Peptidbindung. Die Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungsdir Carbonylgruppe wird zur Einfachbindung und®taserstoffatom
bekommt eine negative Nettoladung. In dieser Phiagg ein tetraedisches Zwischenprodukt vor. DiedBilg dieses
Zwischenprodukts wird durch die Wasserstoffbrickanschen dem negativ geladenen Carbonylsauerstaffdem zwei
NH-Gruppen ermdglicht. Diese Stelle wird als Oxyemasche bezeichnet. AuRerdem wird ein Proton venn&wuf das
Histidin Gbertragen und das Aspartat bringt derdbmolring des Histidins in die richtige Positionduneutralisiert dessen
positive Ladung. Das Proton des Histidins wird dauf das Stickstoffatom der Peptidbindung Ubertmaged diese
gespalten. Nachdem die Aminokomponente abdiffubdigrnimmt ein Wassermolekil den Platz der Amimokonente des
Substrats ein. Das Histidin zieht ein Proton voms¥éa ab, das verbleibende Qldn greift das Carbonylkohlenstoffatom
der an dem Serin gebundenen Acylgruppe an und tstebhein tetraedrisches Zwischenprodukt. AnsBklnel gibt das

Histidin ein Proton an das Sauerstoffatom des Setin Dadurch wird der gebundene C-Terminus dest@ues freigesetzt.
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2.4 HtrA-Proteasen

HtrA-Proteasen reprasentieren eine neue Klasse ¢layomerer Serinproteasen der Familie
S1. Das charakteristische Merkmal dieser Famitieliss Kombination einer Proteasedoméane
mit mindestens einer PDZ-Doméne (siek®). Bei PDZ-Domé&nen handelt es sich um
Proteinmodule, die Protein-Protein-Interaktionemmiételn, indem sie die C-Termini der
Zielproteine binden (Pallen und Wren, 1997). Alstes Mitglied der HtrA-Familie ifc. coli
wurde DegP identifiziert. Es wurde festgestelltsglaie Deletionsmutante die Fahigkeiten
verliert, bei hoheren Temperaturen zu wachsen iickaet al, 1988; Strauclet al, 1989)
und fehlgefaltete periplasmatische Proteine zuatkgren (Strauch und Beckwith, 1988). Bis
heute konnten Uber 180 Mitglieder der HtrA-Famiire RNA-Viren, Prokaryonten und
Eukaryoten identifiziert werden. Abl2-4 zeigt die Domé&nenorganisation einiger HtrA-
Proteasen aus verschiedenen Spezies. Dabei vatiertange der jeweiligen Sequenzen
meist zwischen 350 und 450 Aminosauren und nuinigen Ausnahmen konnten langere

Sequenzen von bis zu 1100 Aminoséauren identifizverden.

Protein Species Size SSTM IGF KI Trypsin
(aa) BP
DegS E. coli 355 Ml
DegP E. coli 48
DegQ E. coli 428
HtrA  Synechocys 452 I
HhoA Synechocys 360
HhoB Synechocys 391
HtrA1 H. sapiens 458
HtrA2 H.sapiens 458 1
HtrA3 H. sapiens 436
HtrA4 H. sapiens 445
HtrA2 D. rerero 429
YNM3 S. cerevis. 997
Q9P7S1 S. pombe 996
YNM3-I C. albicans 851
Q8RY22 A. thaliana 1097
DegP1 A. thaliana 437 o
QSVFJ3 D. melano. 422 p

oono
d

=]
ddd
000 | ¢

Abb. 2-4: Aufbau der HtrA-Proteasen (Clauseret al.,2002)

Dargestellt ist die Domanenorganisation einiger tiééer der HtrA-Familie verschiedener Spezies. Bi®Re der hier
gezeigten Proteine variiert zwischen 355 und 109minAsauren. aa: Aminoséuren; SS: Signalsequenz; TM:
Transmembransegment; IGFBP: Insulinwachstumsfakiodemde Domaneir(sulin growth factor binding domain Ki:
Kazalproteaseinhibitordoméne; Trypsin: ChymotrypEippsin-ahnliche Protease-Doméne; PDZ: PDZ-Domane.
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Bereits viele Funktionen in verschiedenen bioldggst Prozessen konnten den
HtrA-Proteasen zugesprochen werden. Sie spielenRalle in der Stressantwort von Zellen
und sind differenziell reguliert bei KrankheitenewKrebs, Arthritis und der Alzheimerschen
Krankheit. Fir das Mitglied DegP wurde neben demotdasefunktion auch eine
Chaperonfunktion nachgewiesen (sieh&).

Humane HtrA-Proteasen koénnen bezlglich der Domé&gendsation in zwei Klassen
eingeteilt werden (siehe Abb2-4). Dabei besitzt das mitochondriale HtrA2 einen
Transmembrananker sowie einen N-terminalen Beraiehn, durch Prozessierung entfernt
werden kann. Zu der zweiten Klasse gehdren HtrAtAB und HtrA4. Bei ihnen konnten
zusatzliche Signalpeptide an den N-Termini idengfit werden, die als IGF-Bindedoméanen
und Proteaseinhibitordomanen beschrieben sind $€Etaat al, 2002).

Im Jahr 2002 I6sten lat al. die Struktur von HtrA2 und zeigten, dass sich tddenomere zu
einer Pyramidenartigen Struktur zusammenlegen, edgentiell ist fir die proteolytische
Aktivitat (Li et al, 2002). Der Funktionsverlust von HitrA2 oder diesl@®ion der
Serinprotease fuhrt in Mausen zu einer mitochohehi®dysfunktion, die eine Bewegungs-
storung verursacht (Jonesal, 1993; Jonest al, 2003; Martinset al, 2004). Im Menschen
steht ein Funktionsverlust von HtrA2 in Verbindumg der neurodegenerativen Erkrankung
Morbus Parkinson (Straust al, 2005; Plun-Favreast al, 2007; Bogaertgt al, 2008).
Moisoi et al belegten aul3erdem, dass die HtrA2-Deletion insoigithen Neuronen zu einer
Akkumulation ungefalteter mitochondrialer Proteira,einem Defekt in der mitochondrialen
Respiration und zu einer erhdhten Konzentration Saunerstoffradikalen fuhrt (Moiset al,
2009). Neuere Studien postulieren ebenfalls eileeRoder Entstehung der Alzheimerschen
Krankheit (Parket al, 2004; Huttunenet al, 2007; Kooistraet al, 2009) und in der
Krebsentstehung (Narkiewiez al, 2009).

Von sehr groRem medizinischem Interesse ist dasahariitrAl. Urspringlich wurde es als
Gen isoliert, dessen Expression nach der Transtoomaon Fibroblasten mit SV40 herunter
reguliert war (Zumbrunn und Trueb, 1996). Es wugdeeigt, dass die Protease sowohl im
Ovarialkarzinom als auch in malignen Melanomen htu reguliert ist (Shirdhaet al.,
2002) und die Uberexpression von HtrAl in invasiselanomen zu einer Suppression der
Proliferation und Migration der Tumorzellen fuhBaldi et al., 2002). Auch neuere Studien
belegen eine Korrelation der HtrAl-Expression net dumorentstehung und -progression
und deuten auf HtrAl als ein potentielles Targeden Krebstherapie hin (Chiest al, 2004,
Espositoet al, 2006; Bowderet al, 2006; Baldiet al, 2008; Chienet al, 2009). Eine

weitere Rolle konnte HtrAl in dem Krankheitsbildr d&rthritis zugesprochen werden. Es
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wurde festgestellt, dass die HtrAl-Expression inohiozyten von Patienten mit
Osteoarthritis erheblich hochreguliert ist (idtual., 1998; Tsuchiyaet al, 2005; Wuet al,
2007b). Haraet al zeigten eine direkte Assoziation der Krankheit hiitationen im HtrA1-
Gen (Haraet al, 2009). Einen weiteren medizinisch relevanten Ausanhang von HtrAl
stellte man mit der Alzheimerschen Krankheit f€stauet al. zeigten, dass die Abwesenheit
von HtrAl zu der erhéhten Aggregation des Amyloi@A ) fuhrt (Grauet al, 2005). A
akkumuliert im Zuge der Alzheimerschen Krankheitlan Zellwdnden von Blutgefal3en und
in senilen Plaques im Gehirn (Selkoe, 2001).

Neben den humanen HtrA-Proteasen konnten bishelrdié/ertreter DegP, DegS und DegQ
in E. coli identifiziert werden, die alle im Periplasma akthind. Wahrend DegS im
Unterschied zu DegP und DegQ einen N-terminalemsimembrananker aufweist und nur
eine PDZ-Domane besitzt, habBegP und DegQ zwei PDZ-Domanen. Dabei weisen letzte
eine Sequenzhomologie von knapp 60% auf und habemutlich eine &hnliche
Substratspezifitat. Des Weiteren wurde gezeigt, sdader Phénotyp derdegR
Deletionsmutante teilweise durch die Uberexpression degQ aufgehoben werden kann
(Kolmaret al, 1996, Waller und Sauer, 1996).

Bei DegS handelt es sich um einen membrangebundefgrsssensor in der
periplasmatischen Proteinqualitatskontrolle (Wadshal, 2003). Abbildung Abb2-5 zeigt

die Kristallstruktur von DegS, das in der Zelle aisner vorliegt.

Protease

Cytoplasma

Abb. 2-5:Trimere Struktur von DegS (Wilken et al.,, 2004, modifiziert)

A: Dargestellt ist die Aufsicht auf das DegS-Trimeie einzelnen Monomere sind in verschiedenen Fadaggestellt. Die
Aminosaurereste der katalytischen Triade sind rartkiart.

B: Dargestellt ist die Seitenansicht auf das inMembran verankerte DegS-Trimer. Die Aminosaurerdstekatalytischen

Triade sind rot markiert. CM = Cytoplasmamembran.
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Wahrend die Proteasedomanen im Zentrum des Trilieggen, ragen die PDZ-Doméanen
nach aulen heraus und binden hydrophobe C-Termimaischf gefalteter
AulRenmembranproteine. Diese Bindung fuhrt zu elderorientierung einzelner Elemente
von DegS, so dass das Protein allosterisch aktivind. Die Aktivierung fuhrt zu der
Initiierung einer proteolytischen Signalkaskade™-®ignalweg), die zu der Expression
verschiedener Stressgene fuhrt (si2lel) (Walshet al, 2003; Ehrmann und Clausen, 2004;
Wilken et al, 2004; Hasselblatt al.,2007).

2.5 Die periplasmische Serinprotease DegP

E. coli DegP wurde erstmals im Jahr 1983 identifiziert whdrakterisiert (Swamet al,
1983). Es gehort zu der S1-Familie des Clans PASdenproteasen und enthalt die fur diese
Familie typische katalytische Triade (His-105, Ak, Ser-210) in einer konservierten
N-terminalen chymotrypsinahnlichen Proteasedomafamirfosduren 1-259). AulRerdem
besitzt das Monomer zwei C-terminale PDZ-DomanddZP. Aminosauren 260-358; PDZ2:
Aminosauren 359-448) (siehe Alb-4; Abb.2-8), die der Vermittlung von Protein-Protein-
Interaktionen dienen (siet&6) (Rawlings und Barret, 1994; Songyaat@l, 1997; Krojeret

al., 2002).

Es handelt sich bei DegP um eine periplasmatisohie&se, die als 51 kDa grol3es Vorlaufer-
Protein mit einer N-terminalen Signalsequenz, dis 26 Aminosauren besteht, synthetisert
wird und nach Abspaltung der Sequenz ein Moleketarght von 48 kDa aufweist. Lipinska
et al belegten, dassegPein Hitzeschockgen ist, das tiber zwei Signaltraktonswege (;
CpxAR; siehe?2.5.1) reguliert wird (Lipinsk&t al, 1988). In der bakteriellen Zellhille spielt
es eine zentrale Rolle in der Proteinqualitatsiadietr Neben der Proteasefunktion, die bei
hoheren Temperaturen ausgepragter ist, konnte Dagéh eine Chaperonfunktion
zugeschrieben werden (Spietsal, 1999; Misreet al, 2000; CastilloKeller und Misra, 2003;
Krojer et al, 2008a; Sheat al, 2009).

2.5.1 Die Regulation derdegRExpression in der Zelle

Die degRExpression ist unter Stressbedingungen, die mibteifrfaltungsproblemen
assoziiert sind, hochreguliert. Dabei findet digg&ation Uber ein komplexes System statt,
das aus dem F -Transkriprionsregulon und dem CpxA/CpxR Zweikomg@otensystem
besteht (Clauseet al, 2002; Alba und Gross, 2004; Raivio, 2005). Besignalwege werden
durch die Prasenz von fehlgefalteten periplasnmatiscProteinen aktiviert, leiten diese
Signale Uber die Cytoplasmamembran weiter und $&nem anschliel3end die Transkription
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von Genen der Stressantwort im Cytoplasma (Daeésad., 1995; Poglianeet al, 1997;
Dartigalongueet al, 2001; Rhodiusgt al, 2006).

In Abb. 2-6 ist der E-Signalweg, tiber den mehr als 100 Gene reguliertieve schematisch
dargestellt (Chab&t al, 2007). Er besteht aus dem alternativen SigmafaRipoE, den
Regulatoren RseA und RseB sowie aus den Proteasg8,RseP, ClpXP und Lon (Ades,
2004; Alba und Gross, 2004; Ehrmann und Clause®4;2Duguay und Silhavy, 2004; Ruiz
und Silhavy, 2005).

Periplasma

Innere Membran

Cytoplasma

cytoplasmatische
Proteasen

Abb. 2-6: E-Signaltransduktionskaskade (Chabaet al., 2007, modifiziert)

Dargestellt ist das E-Transkriptionsregulon. Das aktivierte DegS scheeijgrimar den Antisigmafaktors RseA in seiner
periplasmatischen Region (1). AnschlieRend wird Riseéeiner Transmembranregion von RseP geschnittedureh die
N-terminale Doméane von RseA mit dem gebundenen Rpatas Cytoplasma entlassen wird (2). Weitere pigtische
Schritte durch cytoplasmatischen Proteasen fuhverFeeisetzung von RpoE, so dass dieser als alteengigmafaktor
aktiv wird (3).

Unter stressfreien Bedingungen wird RpoE von dertisigmafaktor RseA, einem integralen
cytoplasmatischen Membranprotein, gebunden und liegktiv an der Innenmembran vor
(Campbellet al, 2003). Wéahrend die cytoplasmatische Domane ve@ARan RpoE bindet,
bindet die periplasmatische Domane an RseB (De Resasetal, 1997; Missiakas
etal, 1997). Unter Stressbedingungen binden fehlgaéalt Proteine an die
membrangebundene HtrA-Protease DegS und aktividiese (Walshet al, 2003; Wilken
et al, 2004). Das aktivierte DegS fuhrt den Geschwikeltgbestimmenden ersten Schritt in
der Signalkaskade durch, indem es RseA in seindplaematischen Region schneidet.
Anschlie3end wird RseA in seiner Transmembranregmm RseP geschnitten, wodurch die

N-terminale Domane von RseA mit dem gebundenen Ripalas Cytoplasma entlassen wird
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(Adeset al, 1999; Albaet al, 2002; Kaneharat al, 2002; Walstet al, 2003; Akiyamaet
al., 2004). Weitere proteolytische Schritte durch dioplasmatischen Proteasen ClpXP und
Lon fuhren zur Freisetzung von RpoE, so dass dialseSigmafaktor aktiv werden und an
Promotoren der Stressantwort binden kann (Fitnal, 2004; Rhodiut al, 2006; Chabat
al., 2007). Zu den in diesem Zusammenhang hochretgri€enen gehéretegP, rseAund

rpoE selbst. Zusatzlich fuhrt dieE Transkriptionsregulation zu einer Herabregulaticar d
Expression von AuRenmembranproteinen (Claeser, 2002).

Abb. 2-7 zeigt schematisch den Signaltransduktionsmesimaus Uber das CpxA/CpxR
Zweikomponentensystem. Dieses setzt sich primar das Membran lokalisierten
Sensorkinase CpxA und aus dem Responseregulatd® @pgammen (Raivio und Silhavy,
1999; Raivio, 2005).

falsch gefaltetes Protein Abbau durch DegP

Innere Membran

Cytoplasma

“U) i
ﬂz

®-pe

degP

Abb. 2-7: Signaltransduktion Uber das CpxA/CpxR Zweikommnentensystem

Dargestellt ist die Transkriptionsregulation Ubas €pxA/CpxR Zweikomponentensystem. Unter Stressbedgen binden
falsch gefaltete Proteine an CpxP (1). Die Inhibigrovon CpxA wird aufgehoben es wird als Proteingeaktiv (2),
phosphoryliert CpxR (3) und CpxR aktiviert die Tramgkon spezifischer Gene, unter anderem degP (4).

Unter stressfreien Bedingungen bindet und inhibiex¢ periplasmatische Protein CpxP die
Kinase CpxA. Wird die Zelle Stressbedingungen assig¢, binden falsch gefaltete Proteine
des Periplasmas an CpxP und der Komplex wird vogPDebgebaut (Isaat al, 2005). Die

Inhibierung von CpxA wird aufgehoben, so dass ssPabteinkinase aktiv wird (Nakayama
und Watanabe, 1995; Snydet al, 1995; Jone®t al, 1997; Danese und Silhavy, 1998;
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Danese et al, 1998). CpxR wird phosphoryliert und kann so seiRenktion als
Transkriptionsaktivator, der spezifisch an Prometofir Gene der Stressantwort bindet,
einnehmen (Poglianet al, 1997). Eines dieser Gene d&gP, dessen Expression durch den
beschriebenen Mechanismus erhoht wird (Costra, 1995; Daneset al, 1995; Pogliano
et al, 1997; Ruizet al, 2006).

2.5.2 Die Struktur von DegP

Der funktionelle Baustein von DegP ist das Trimeégs durch die Interaktion der
Proteasedoménen von drei Monomeren gebildet wirdhés Abb. 2-8). Wahrend die
Proteasedoménen das eher starre Zentrum des Tiiiges, ragen die PDZ-Domanen nach
auf3en heraus. In ihrer Orientierung sind die PDamBaen sehr flexibel und kénnen so ihre
Funktion als Substratfanger erfillen (Clauséal, 2002).

Abb. 2-8: Monomere und trimere Struktur von DegP
A: Dargestellt ist die Kristallstruktur des DegP-Mamers. Die Doménen sind in verschiedenen Farbegesdtsllt. Blau: N-

Terminus; grun: Protease; orange: PDZ1; rot: PDZi2 Nomenklatur der Elemente der Sekundarstrulgtirebenfalls
dargestellt (Krojeet al, 2002)
B: Dargestellt ist die molekulare Oberflache des B&gimers. Die Doméanen sind in verschiedenen Fadsegestellt.

Protease: grin; PDZ1: gelb; PDZ2: orange. Die itisghen Zentren sind in blau dargestellt (Clausesl, 2002).

Neben der trimeren Struktur konnten drei weiteigoshere Zustdnde von DegP identifiziert
werden, wobei es sich dabei um das Hexamer, dasdaatkr und das 24mer handelt.

Das Hexamer besteht aus zwei Ubereinander gestapé@limeren und bildet so einen
molekularen Kafig mit den Proteasedomanen als Bodet Deckel sowie den PDZ-
Doméanen als Seitenwanden (Krojetr al, 2002). Abb.2-9 zeigt die Kristallstruktur des

Hexamers, wobei zwei verschiedene Zustande ideietifiwerden konnten. Es handelt sich
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dabei um die so genannte offene und die so gengesiehlossene Konformation. Wéahrend
der Zugang zum Inneren des Molekils in der gesshltmn Konformation vollstandig
blockiert ist, verandert sich die Lage der PDZ-Daeré des Molekuls in der offenen

Konformation so, dass ein lateraler Zugang zumriemeles Molekuls entsteht.

Molekil A

Molekiil B

Abb. 2-9: Hexamere Struktur von DegP (Krojeret al., 2002)

Dargestellt ist die hexamere Struktur von DegPAals und Seitenansicht. Bei Molekil A handelt eshsiom die offene
Konformation, bei Molekil B um die geschlossene Komfation. Beide Molekiile haben dieselbe Hohe vora €t@b A und
einen Durchmesser von 120 A. Die Nomenklatur dendfoere ist gegeben. Die Doméanen sind in verschad&arben
dargestellt. Blau: N-Terminus; griin: Protease; oeaRipZ1; rot: PDZ2.

Wahrend die Struktur der PDZ1-Domane in beiden Konationen aufgeklart werden
konnte, wurde die Struktur der PDZ2-Domane aufgrded hohen Flexibilitdt nur in der
geschlossenen Konformation entschlisselt. Die sciezdliche Anordnung der PDZ1-
Domaéne in beiden Konformation ist deutlich zu erl@mund zeigt, dass die hohe Flexibilitat
der PDZ-Doméanen von grof3er mechanistischer BedgutiimDegP ist. Zur Stabilitat des
Hexamers tragen die Loops LA, L1 und L2 bei. Dabegt Loop LA, der sich am N-Terminus
des Proteins befindet, in das aktive Zentrum egeggeniberliegenden Monomers hinein und
interagiert dort mit den Loops L1 und L2. Diesebdisierende Loop-Triade blockiert sowohl

das aktive Zentrum als auch die korrekte Ausrichtder S1 Bindetasche des Oligomers.
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Sowohl Kolmaret al als auch Kimet al postulierten, dass DegP neben der hexameren
Struktur eine dodecamere Struktur ausbilden kamm,adls zwei Ubereinander liegenden
Hexameren besteht (Kolmat al, 1996; Kimet al, 1999). In neueren Arbeiten von Krogr

al. konnte die Existenz des DegP 12mers und des 24mastatigt und die Kristallstruktur des
24mers gelost werden (siehe Al10) (Krojeret al, 2008a). Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die héheren Oligomere eine erhthte protedhgisAktivitat aufweisen (sieh2.5.3;
Krojer et al, 2008a; Jiangt al, 2008). AulRerdem wurde vorgeschlagen, dass diduBig

von DegP an Lipidmembranen die Assemblierung zwergih Oligomeren unabh&ngig von
der Substratbindung initiiert (Shetal, 2009).

Abb. 2-10: Struktur des DegP 24mer (Krojeret al, 2008a)

A: Dargestellt ist die Kristallstruktur des DegP 24nfaie Trimere sind in verschiedenen Farben daegjest

B: Dargestellt ist der Querschnitt des DegP 24meis.J2hnittstelle ist dabei dunkelgrau markiert. Deirchmesser des
Partikels betragt 110 A; die Héhe 195 A.

Auch im 24mer bildet das Trimer die Grundeinheits déomplexes. Dabei bilden acht

Trimere einen Kafig mit einer Hoéhe von 195 A, ein®urchmesser von 110 A und einer
Wanddicke von 31 A. Es existieren verschieden gi@en (Durchmesser: 14 A bis 35 A),

die den Zugang zum Innenraum und somit zum akt&esmtrum ermdglichen. Aufgrund der

PorengroRe kdnnen nur Proteine bis zu einer besemi@roRe in das Innere gelangen, die
folglich mindestens partiell ungefaltet sein misd2er Innenraum des 24mers birgt Platz fur
Proteine bis zu einer Grol3e von 300 kDa.

Die Assemblierung zum 24mer fuhrt zu der Auflosenger im Hexamer bestehenden Loop-

Triade, so dass ein funktionelles proteolytischestdim ausgebildet werden kann.
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2.5.3 Die Doppelfunktion von DegP als Protease und Chapen

Das periplasmatische DegP zeichnet sich durch sBiogpelfunktion als Protease und
Chaperon aus und spielt eine zentrale Rolle in lkteriellen Proteinqualitatskontrolle
(Spiess et al, 1999). Dabei weist es bei htheren Temperatui@n4%°C) die fir
Hitzeschockproteine typische erhdhte Protease#étivauf und eliminiert ungefaltete und
fehlgefaltete Proteine (Strauet al, 1989). Im Gegensatz zu anderen Hitzeschockpertei
ist DegP in seiner proteolytischen Aktivitat ATPalrangig, was aufgrund des Fehlens von
ATP im Periplasma essentiell ist (Swamy al, 1983). Bekannte DegP-Substrate sind
fehlgefaltete periplasmatische Proteine wie MBPti@eet al, 1998), PhoA (Sonet al,
1997) und MalS (Spiesst al, 1999) sowie falsch lokalisierte Proteine wie H(®&hlandet
al., 2000) und OmpF (Misrat al, 2000). Auch unstrukturierte Proteine wie Casaml
Hitze-denaturierte Proteine wie Citratsynthase Mualatdehydrogenase konnen von DegP
hydrolysiert werden (Kinet al, 1999). Native stabil gefaltete Proteine wie B&#d Insulin
dienen hingegen nicht als Substrate fur DegP (Kimal, 1999; Swamet al, 1983). Erste
para-Nitroanilin basierte Substrate, die zum quatnten Nachweis der Proteaseaktivitat von
DegP dienen, konnten kirzlich entwickelt werden I{k&, 2008; Hausket al., 2009).
Bindungsstudien haben gezeigt, dass DegP mit exhdtahrscheinlichkeit nach den
Aminosauren Valin, Alanin, Threonin und Isoleucidiolisiert und somit eine Praferenz fir
hydrophobe Aminosauren an der PositignaBfweist (Kolmaret al, 1996; Krojeret al,
2008b). Wahrend die proteolytische Aktivitat ungpeeh durch Diisopropylfluorophosphat
(DFP), einen allgemeinen Serinproteaseinhibitonjbiert werden kann, inhibieren andere
Serinproteaseinhibitoren wie Phenylmethylsulfowdfid (PMSF) nicht (Lipinskeaet al,
1990).

Neue Studien stellen das Modell der ProzessiviiatCfegP auf (Krojeret al, 2008b). In
diesem Zusammenhang wurde postuliert, dass Subgttatessiv hydrolisiert werden, indem
die PDZ1- und Proteasedoméanen eines Trimers mitderekooperieren (siehe Abb.11).
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Protease Protease

Abb. 2-11: Prozessive Hydrolyse von Substraten durch DBgKrojer et al, 2008b, modifiziert)

A: Kooperation zwischen PDZ1-Doméne und proteolygschZentrum. Dargestellt ist das DegP-Trimer mit izwe
modelierten Peptidliganden (griin), die an die &tiwZentren binden. Die Proteasedoméane und PDZ1-Dereiner
Untereinheit sind in rot, die Proteaseeinheit dedesen Untereinheit in blau dargestellt. Der Abdtawischen den
Domanen bestimmt die Lange des Peptidliganden 8demndurch DegP hydrolysierten Fragmente.

B: Dargestellt ist ein Modell der prozessiven Hydselyeines Substrats. Gezeigt ist die schematisdten&esicht auf ein
DegP-Trimer, so dass zwei Untereinheiten zu seleh (Protease: hellgrau; PDZ-Doméne: dunkelgraas Bubstrat mit
den potentiellen Schnittstellen (farbige Kugelnjdazuerst von einer Untereinheit gebunden und Hysliert. Aufgrund der
ahnlichen Substratspezifitat des proteolytischemtiZiens und der PDZ1-Doméane erzeugt der Schnitheires Substrat, das

wiederum von einer in der N&he befindenden PDZ1-Buarfixiert und einer Proteasedoméne prasentiedemekann.

Die PDZ1-Domane eines Monomers fixiert dabei deme@minus des Substrates und
prasentiert es der Proteasedomane, so dass dieolis@rerfolgen kann. Aufgrund der
vermuteten &hnlichen Substratspezifitat des prgiisohen Zentrums und der PDZ1-Domaéane
erzeugt der Schnitt ein neues Substrat, das wigdean einer PDZ1-Domane fixiert und
einer Proteasedoméane prasentiert werden kann. Duefwrmaliges Wiederholen dieses
Prozesses entstehen letztendlich Oligopeptidegidee&hnliche Lange aufweisen.
Urspriinglich wurde beschrieben, dass DegP tempatdténgig aktiviert wird, wobei die
Proteasefunktion bei hoheren Temperaturen Uberviiggesset al, 1999). Neuere Studien
zeigen dariber hinaus, dass DegP einem allostenséktivierungsmechanismus unterliegt,
der die temperaturabhéngige Aktivierung dominikrbjer et al, 2008a, Krojeet al, 2008b;
Meltzer, 2008). Die Inkubation mit fehlgefalteteroteinen wie MalS oder OmpC aktiviert
dabei die Proteaseaktivitdt schon bei niedrigen peraturen. Diese Aktivierung geht einher

mit einer Verschiebung des oligomeren Zustandes ttaxamer zum 12mer und 24mer.
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Dabei weisen das 24mer und das 12mer eine héheteoptische Aktivitat auf als das
Hexamer (Krojeet al, 2008a; Jiangt al, 2008).

Neben der substratabhangigen Aktivierung wurdeliaiirebenfalls ein substratunabhangiger
Mechanismus beschrieben, bei dem die Bindung vogPDan Lipidmembranen zu der
Ausbildung héherer Oligomere fuhrt. Das an Liposnrgebundene DegP weist dabei eine
hohere proteolytische Aktivitat auf als ungebundeDegP (Sheet al, 2009).

Einhergehend mit der Aufdeckung des allosteriscAd&tivierungsmechanismus und der
Aufklarung der Kiristallstruktur des 24mer zeigterrojer et al, dass Chaperon- und
Proteaseaktivitat im gleichen Molekll auftreten kén (Krojeret al, 2008a). Es wurde
beschrieben, dass das 24mer korrekt gefaltete OnmeMere stabil bindet und umschlief3t.
Als Chaperon vermittelt DegP so das Rickfalten dfmkapseln von falsch gefalteten
Proteinen und verhindert auf diese Weise die Bidduan Proteinaggregaten (Spiextsal,
1999; Skorko-Glonelet al, 2007). Auch in frheren Studien konnte die Chapaktivitat
von DegP bereits nachgewiesen werden. In diesenanZmgnhang wurdén vitro eine
erhohte Ruckfaltung der chemisch denaturierten eifvet MalS und Citratsynthase in
Gegenwart von DegP gezeigh Vivowurde belegt, dass sowohl dlegP Deletionsmutante
als auch der lethale Phanotyp der DoppeldeletiotemeidegP surAdurch die Expression
der proteolytisch inaktiven Form von DegP kompletiegh wird (Spies®t al, 1999;
Rizzitelloet al, 2001). Weitere Studien zeigtenvivo, dass der lethale Phanotyp von Omp-
Mutanten imdegP -Hintergrund durch die Expression der proteolytigwiktiven Form von
DegP komplementiert wird (Misret al, 2000; CastilloKeller und Misra, 2003).

Eine weitere postulierte DegP-Funktion ist die eikkakropore zwischen cytoplasmatischer
und periplasmatischer Membran, die die Diffusiom ¥@mp-Monomeren durch sie hindurch
ermdoglicht. Unterstitzt wird diese Hypothese dudad bereits beschriebene hohe Affinitat
des DegP 24mer zu Liposomen, die der von anderanbvé assoziierten PDZ-Proteinen
ahnelt (Wuet al, 2007a; Krojeet al, 2008a), sowie durch die Tatsache, dass die Gié8e
DegP Multimers in etwa der Distanz zwischen Innend AuRenmembran (150-330A)
entspricht (Dubochedt al, 1983; Leduet al, 1985; Krojeret al, 2008a).

2.6 PDZ-Doméanen

PDZ-Domanen sind globuldre Protein-Interaktionsm@dudie an vielen zellularen

Funktionen beteiligt sind und dort eine wichtigellRan der Signaltransduktion einnehmen
(van Ham und Hendriks, 2003; Jelénal, 2003; Jemth und Gianni, 2007). Urspriinglich
wurden PDZ-Domanen in drei Proteinen identifizieie den Modulen auch ihren heutigen
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Namen gaben. Dabei handelt es sich um massynaptic density proteiRSD-95/SAP90
(Tsunodeet al, 1998), daProsophila septate junction protediscs-large und daspithelial
tight junction proteinZO-1 (Kennedy, 1995). Ebenfalls bekannt sind PDZ-Boemn als
Discs-large  Homologieregionen (DHRs) oder GLGFs,swsich auf ein in ihnen
vorkommendes hoch konserviertes Motiv bezieht. PMmanen sind 80 bis 100
Aminosauren lang und binden meist C-Termini von emad Proteinen wie
Transmembranrezeptoren und Kanalproteinen oder vamderen PDZ-Domanen
(Kornauet al, 1995). So unterstitzen sie die Bildung suprakubéeer Komplexe und
dirigieren Proteine zu ihrem Zielort. In ihrer Fdiok als Protein-Protein-Interaktionsmodule
sind sie haufig membranassoziiert, da sie dort €&wode in der Signaltransduktion, im
lonentransport und in der Ausbildung vaght junctionsspielen (Fanning und Anderson,
1999). Wahrend PDZ tragende Proteine haufig eindles PDZ-Domanen besitzen, gibt es
auch Proteine, die wesentlich mehr PDZ-Domé&nen @isém. So besitzt das Protein MUPP1
13 PDZ-Doméanen und ist so in der Lage, viele Pnetezu einem grof3en Komplex
zusammenzufuhren (Schultal, 1998; Schultet al, 2000).

Wahrend PDZ-Doméanen in Metazoen weit verbreitetl,skonnten bisher nur einige PDZ-
Domanen irk. coliund S cerevisiaebeschrieben werden (Schudizal,, 1998; Schultzt al,
2000). Dies lasst sich aus der Funktion der Moaibleiten, die hauptséachlich fur Zell-Zell-
Kontakte in mehrzelligen Organismen wichtig ist. &mnten bis heute bereits Uber 1000
PDZ-Domanen in weit Uber 400 Proteinen im Mensatentifiziert werden.

Trotz grol3er Unterschiede in der Primarstrukturseleledener PDZ-Doméanen weist die
Tertiarstruktur einen meist dhnlichen Aufbau aufbBi bilden sechs-Faltblattstrange A-

F) und zwei -Helices (A, B) ein sechsstrangigesSandwich. Der N- und C-Terminus
der Doméne liegen dicht beieinander und erleichserrdie Eingliederung in verschiedene
Multidomanenproteine (Harris und Lim, 2001). DefT€Aminus eines Liganden bindet meist
in einer Furche zwischenB und B, bildet einen zuséatzlichen antiparallelefstrang und
verandert die Struktur der PDZ-Domane nicht wesdnilHarrison, 1996). Abb2-12 zeigt
die Struktur der PDZ3-Domane von PSD95, bei dersieb um eine der am besten
untersuchten PDZ-Domanen handelt. Neben den fur B2Z-Domé&nen typischen
Strukturelementen ist die Bindung eines LiganderAKHQTSV-COOH) in verschiedener
Ausrichtung und Darstellung zu sehen. Dabei sireh&iis die fir die Bindung des Liganden
notwendigen Bindetaschen, die den C-Terminus saeie B und den B Aminoséaurerest
binden, dargestellt. Es konnte gezeigt werden, B&&Domanen Liganden favorisieren, die

ein Valin, Isoleucin oder Leucin am C-Terminus bemn (Doyleet al, 1996). Auch die



2. Einleitung 35

Position des GLGF-Motivs ist in AblR-12 dargestellt. Es handelt sich dabei um einen

hochkonservierten Carboxylatbindeloop zwischen $igangen A und B.

Carboxylat-
A O GLGF B Bindetasche P,-Bindetasche

P_,-Bindetasche

Abb. 2-12: Struktur der PDZ3 von PSD-95 und Peptidbindug

A: Dargestellt ist die PDZ-Doméane 3 von PSD-95 (blait)dem Peptid NHKQTSV-COOH (rot). Die Nomenklatur der

Sekundarstrukturelemente ist angegeben. Der Ligélddt einen zusatzlichen-Strang. Das GLGF-Moativ ist rot markiert
(Jelénet al, 2003).

B: Gezeigt ist die PDZ-Domane 3 von PSD-95 (rot) datm Peptid NEFKQTSV-COOH (blau) in zwei verschiedenen

Darstellungen. Dabei ist der Carboxylatbindeloop, RliBindetasche sowie die Bindetasche dargestellt (Harris und Lim,
2001)

Neben den C-Termini kdnnen PDZ-Doméanen auch int@&egtidsequenzen der Liganden
binden, die in ihrer tertidren Struktur einen Cshgrus imitieren (Geet al, 1998). Eines der
in diesem Zusammenhang am besten charakterisidtaspiele ist die Bindung der

Syntrophin PDZ-Domane an die nNOS PDZ-Domane. Wib.2-13 zeigt, bindet die PDZ-
Doméane von Syntrophin dabei ein internes Bindemotiv der nNO®Zfomane
(Christophersoret al, 1999). Dabei imitiert die nNOS PDZ-Domane eir@fTerminus,
indem sie eine verlangerterHaarnadelschleife, derFinger, bildet. Dimerisierungen dieser
Art konnten bereits zwischen verschiedenen PDZ-Dmnéeobachtet werden (Marfaga
al., 2000; Linet al, 2000; Utepbergenoet al, 2006; Fanninget al, 2007). Auch PDZ-
Doménen eines Proteins kénnen auf diese Weisenaitder interagieren (Fouassgdral.,
2000; Lau und Hall, 2001). Xat al zeigten zum Beispiel, dass die PDZ-Doméanen 34und
des Proteins INAD auBrosophilamiteinander dimerisieren (Xet al, 1998).
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A B -Finger

Internes
Peptidmotiv

Abb. 2-13: Die Bindung interner Peptidmotive an PDZ-Doméen (Harris und Lim, 2001)

A: Dargestellt ist die Bindung des Liganden AWKESLV-COOH (rot) an die 1-Syntrophin PDZ-Doméane (grau) (Schultz
et al, 1998).

B: Dargestellt ist die Bindung der nNOS PDZ-Doméarm) (an die 1-Syntrophin PDZ-Doméne (Hilliest al, 1999). Dabei

imitiert die NNOS PDZ-Doméne einen C-Terminus, émdsie einen-Finger ausbildet.

Anhand der Konsensussequenz des Liganden konnenDebiéanen in drei Klassen
eingeteilt werden (Jeléet al, 2003). Die entsprechenden Konsensussequenzee smige

Beispiele sind in Tal2-1 dargestellt.

Tab. 2-1: Klassifizierung von PDZ-Doméanen anhand der Kosensussequenz des Liganden

Klasse/ Beispiele/ Referenz

Konsensusseqenz des Liganden PDZ-Proteine

Klasse I: PSD-95, DIg, ZO-1 Songyargj al, 1997; Doyleet al, 1996
-X-[S/T]-X-

Klasse II: CASK, Erbin Songyanet al, 1997

-X- -X-

Klasse IlI: nNOS Strickneet al, 1997; Tochieet al, 1999
-X-[DIE/K/R]-X-

Andere: SITAC Schneideet al, 1999

-X- -[DIE)/-XXC

: hydrophobe Aminosaurereste wie V,I,L,A,G,W,C,M¥;unspezifisch;
basisch hydrophile Aminoséaurereste wie H,R,K

Eine andere Mdoglichkeit zur Klassifizierung bietie Einteilung nach strukturellen und
funktionellen Merkmalen der PDZ-Proteine. Dabei dvizwischen PDZ-Proteinen ohne
enzymatische Aktivitat, die wiederum in zwei Uniedsen eingeteilt werden kdnnen, PDZ-
Proteinen mit enzymatischer Aktivitat und nicht kentionllen PDZ-Proteinen unterschieden
(Ponting, 1997; Fan und Zhang, 2002). Die PDZ-Doenéater dritten Klasse liegen haufig in
Koexistenz mit einer Proteasedomane vor. Dabei kansich um C-terminale, N-terminale

oder interne PDZ-Domanen handeln. Wahrend DegP Zv&trminale PDZ-Domanen



2. Einleitung 37

besitzt, handelt es sich bei den Proteasen RsePsmdim Proteasen mit zwei bzw. einer
internen PDZ-Domane (Beele¢ al, 2000; Spieret al, 2002; Clausest al, 2002; Krojeret
al., 2002; Inabeet al, 2008). Beispiele zu den drei Klassen sowie desgmematischer
Aufbau sind in Abb2-14 dargestellt.

Klasse I PDZ Proteine ohne enzymatische Aktivitét
Klasse I-1 nur PDZ-Doménen
Syntenin — o o
Klasse |-2 PDZ-Domé&nen und andere Module SH3
PSD-95 — oo e —<—Ww
Klasse IlI: PDZ Proteine mit enzymatische Aktivitét
nNOS —@ ———_____Nos __——
Klasse lIll: unkonventionelle PDZ Proteine
DegP —aEEEEe- -

Abb. 2-14: Klassifizierung der PDZ-Proteine nach Struktu und Funktion

Gezeigt ist die Klassifizierung der PDZ-Proteineemastrukturellen und funktionellen EigenschafteimeEschematische
Darstellung eines jeweiligen Beispiels ist ebenfallsgebildet. Dabei sind die PDZ-Doménen als rotedeuModule
dargestellt. SH3= Src Homologie 3 Doméane; GK= Glatriinase-ahnliche Doméne; NOSsitric oxide synthase

protease= Proteasedoméane (Quelle: Fan und Zha83, 2mdifiziert).

2.6.1 Die Rolle von PDZ-Domaéanen in HtrA-Proteasen

Das charakteristische Merkmal von HtrA-Proteasert ©ie Kombination einer
Proteasedomane mit ein bis zwei PDZ-Domanen (shdltie 2-4; 2.4). Bisher konnten einige
Erkenntnisse Uber die PDZ-Domanen von HtrA-Proteagewonnen werden, wobei
Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede im Vergleicklen klassischen PDZ-Doménen
(siehe2.6) festzustellen sind.

Die HtrA-Protease HtrA2 (Omi) ist eine trimere nukmndriale Serinprotease (Suzekial,
2001; Verhageret al, 2002; van Locet al, 2002). Sie besitzt eine PDZ-Domane, die trotz
ahnlichem Aufbaus im Vergleich zu den klassisch&Z®omanen zirkular permutiert ist
(siehe Abb.2-15). Dabei entspricht der N-terminale Faltblagisg 1 der klassischen PDZ-
Doméanen dem C-terminalen Strartgyder HtrA2-PDZ (Liet al, 2002). Des Weiteren besitzt
HtrA2-PDZ eine zusatzliche -Helix ( 1), die klassische PDZ-Doméanen nicht besitzen
(Zhang et al, 2007). Li et al postulierten, dass die PDZ-Doméane unter strassfre
Bedingungen das aktive Zentrum des Proteins bldciie et al, 2002). Sie zeigten in ihrer
Kristallstruktur, dass die PDZ-Domé&ne zum einenrubmen flexiblen Linker an die
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Proteasedoméne gebunden ist, zum anderen eng aRraieasedoméne anliegt. Dabei
wurden bestehende van der Waals Wechselwirkungésclaen den Strangerll und 12
der Proteasedoméne un8 und 14 der PDZ-Doméne gezeigt. Die Vermutung, dass die
PDZ-Domane die Proteaseaktivitat inhibiert, wurdectl die Charakterisierung der PDZ-
Deletionsmutante gestarkt, die eine erhdhte Pre#atdivitat als der Wildtyp aufweist
(Martinset al, 2003; Guptat al, 2004).

Zhanget al stellten die These auf, dass sich die PDZ-Birsi#ta zwischen den Strangeh
und 3, die aquivalent sind zu den Bereichéhund 2 klassischer Serinproteasen, befindet
(Zhanget al, 2007). Sie beschrieben, dass HtrA2-PDZ prinflipiestrukturierte hydrophobe
Aminosaurebereiche Uber van der Waals Kréfte birkdem, wobei sowohl C-terminale als
auch interne Aminosaurebereiche erkannt werdeneDkdinn HtrA2-PDZ zu der Klasse Il
der PDZ-Domé&nen gezéhlt werden. Auch in andereduigsstudien konnte gezeigt werden,
dass HtrA2-PDZ meist hydrophobe Aminosaureresteddijnwobei etwas voneinander
abweichende Konsensussequenzen ermittelt wurdenti@lat al, 2002; Junqueirat al.,
2003). Abb.2-15 zeigt die Struktur von HtrA2-PDZ im Vergleieki den klassischen PDZ-
Doméanen Erbin-PDZ und ZO1-PDZ1 (Zhangt al, 2007). Unterschiede und
Gemeinsamkeiten in der Struktur sind deutlich xeenen.

Abb. 2-15: Kristallstruktur von HtrA2-PDZ (Zhang et al,, 2007)
Dargestellt ist die Kristallstruktur von HtrA2-PDh Vergleich zu den Strukturen der PDZ-Doméanen Eoin und ZO-1.

Die Nomenklatur der Sekundarstruktur ist aufgefll@ebundene Substrate sind ebenfalls eingezeicktisd2 ist im

Vergleich zu den beiden anderen Strukturen zirkpgdmutiert.

Eine ahnliche Funktion konnte auch fiur die PDZ-Damdler bakteriellen HtrA-Protease
DegS postuliert. Unter stressfreien Bedingungembiaht die PDZ-Doméane DegS in seiner
Proteasefunktion, in dem sie Strukturen der Preg@a®mane im inaktiven Zustand fixiert. Bei

Faltungsstress binden allosterische Aktivatorenden PDZ-Domane (Walslet al, 2003;
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Wilken et al, 2004; Sohret al, 2007, Hasselbladt al, 2007), was zu einer Umorientierung
der PDZ-Domane fiuhrt (siehe Abb2-1). Initiiert durch diesen Prozess finden
Umstrukturierungen in der Proteasedomane stattletiéendlich dazu fuhren, dass DegS in
seiner aktiven Form vorliegt. Wilkegt al. zeigten au3erdem, dass die PositigrdBs PDZ-
Liganden zusétzlich an einen Loop (L3) der Protéaseine bindet (Wilkert al, 2004).

Die PDZ-Domane von DegS besteht aus siebdraltblattstangen (n- s) sowie zwei
-Helices (5 und 6). Der Strang n, sein N-terminaler Loop (der so genannte
Carboxylatbindeloop) und die Helix 6 bilden die Swhtbindetasche. Dabei wird der
Carboxylatbindeloop durch das Motiv YIGI gebildedlas homolog ist zu dem hoch
konservierten GLGF Motiv klassischer PDZ-Domaneehs2.6; Wilkenet al, 2004).

Aktivator

Aktivator

Abb. 2-16: Peptidbindung an die PDZ-Doméne von DegS (W#n et al, 2004)

Dargestellt ist die Bindung eines Aktivators (magégrin das DegS-Trimer. Bei dem aktivierenden Péyatidielt es sich um
den C-Terminus von OmpC, der an die PDZ-DoméaneddbirDabei bildet der Aktivator einen additivesfraltblattstrang zu

n. In dieser Darstellung ist die Bindung an zwei diesi PDZ-Doménen gezeigt. Die aktiven Zentren ag$S sind in rot
angedeutet.

Bei einer weiteren Protease der HtrA-Familie haneglsich um HtrA1l (sieh2.4). Uber die

Funktion und den Funktionsmechanismus der PDZ-Demit bisher wenig bekannt.
Runyonet al postulierten, dass die HtrA1-PDZ &hnlich wie HieA2-PDZ C-terminale und
interne hydrophobe Peptide bindet (Runyral, 2007). Abb.2-17 zeigt die Struktur von
HtrA1-PDZ, gebunden an das Peptid DSRIWWV-COOH.



2. Einleitung 40

Wahrend die beschriebenen Proteasen HtrA2, Deg$itmdd. jeweils nur eine PDZ-Doméne
besitzen, handelt es sich bei dem bakteriellen DagReine HtrA-Protease mit zwei PDZ-

Domanen.

Abb. 2-17: Struktur von HtrA1-PDZ (Runyon et al, 2007)
Dargestellt ist die Struktur der PDZ-Doméane von Adtr(grau) gebunden zum Peptid BHSRIWWV-COOH. Die

Nomenklatur der Sekundérstrukturen ist ebenfaligektellt.

2.6.2 Die PDZ-Domanen von DegP

E. coli DegP besitzt neben der N-terminalen Proteasedonziwve? C-terminale PDZ-
Doméanen (PDZ1: Aminosauren 260-358; PDZ2: Aminosaw59-448). Die Verbindungen
dieser drei Bereiche werden durch zwei flexible p®@Aminosauren 258-263 und 354-366)
gebildet (Clausest al, 2002; Krojeret al, 2002).
Die Struktur der DegP PDZ-Domé&nen ahnelt der Struklassischer PDZ-Domanen (siehe
2.6). Wie andere HtrA-PDZs sind sie allerdings ui#ik permutiert und weisen eine héhere
Flexibilitdt auf (siehe2.6.1). DegP-PDZ1 besitzt zudem die zuséatzlichenk&tren 13 und

F (Krojer et al, 2002). Der Substratbindebereich der PDZ1 bestehtdem Strangl4,
seinem N-terminalen Loop und der HeliK (siehe Abb2-18). Bei dem N-terminalen Loop
von Strang 14 handelt es sich dabei um den so genannten Gaalioxdeloop, der das
Bindemotiv ELGI, das dem Bindemotiv GLGF klassigci®bZ-Doméanen ahnelt, enthalt
(Krojer et al, 2002; Jelért al, 2003). Hydrophobe Aminosaurereste in der PDZthém die
Bindetaschen fur die Positioneg thd P, des Substrates.
Die Substratbindetasche der PDZ2-Doméne wird in gkschlossenen Konformation des
Hexamers blockiert (siehe AbB:18). Dabei imitieren die Aminosaurereste 355389 des
Loops zwischen der PDZ1 und der PDZ2 den C-Termeiwnss potentiellen Substrats. Die

Aminosaurereste 358-362 binden dabei antiparalleih zStrang 21 und interagieren
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zusatzlich mit der Helix J. Es wird vermutet, dass eine Umorientierung des
Carboxylatbindeloops dazu fuhrt, dass dieser flrs8ate zuganglich wird.

Wahrend der PDZ1-Doméne eine wesentliche RolleemSiibstratbindung und Aktivierung
von DegP zugesprochen wird, wird vermutet, dassRIlZ2-Doméane vor allen Dingen
wichtig ist fur die Oligomerisierung von DegP (Sgsest al, 1999; Sassoost al, 1999;
Clauseret al, 2002; Iwanczylet al, 2007).

Ein neu aufgestellte Modell der Prozessivitat flegP belegt eine erweiterte Funktion der
PDZ1-Domane (Krojeret al, 2008b). In diesem Zusammenhang wird postulidass
Substrate prozessiv von DegP hydrolysiert werddermdie PDZ1- und die Proteasedoméne

eines Trimers miteinander kooperieren (si2le3).

Abb. 2-18: Strukturen der PDZ-Domaéanen von DegP (lwanczylet al, 2007)

A: Gezeigt ist die Struktur der PDZ1-Doméane von DagPwei verschiedenen Darstellungen. Hervorgehatied die fir
die Substratbindung relevanten Strukturen, unteleeem der Carboxylatbindeloop (CBL). Die hydrophobeschen der
Bindetasche sind in der Oberflachendarstellung eraiggezeichnet.

B: Gezeigt ist die Struktur der PDZ2-Doméane von DagPwei verschiedenen Darstellungen. Hervorgehctied die flr
die Substratbindung relevanten Strukturen. Der Cathtbindeloop (CBL) konnte nicht in der Kristallsktur der PDZ2-
Doméne identifiziert werden, so dass er als géutlie Linie eingezeichnet ist. Die hydrophoben hascder Bindetasche
sind in der Oberflachendarstellung orange eingéreic Die Aminosaurereste 355 bis 358, die sichdawp zwischen PDZ1
und PDZ2 befinden, fullen die Bindetasche der PDi2aBne aus.

Anders als im Hexamer von DegP konnten im 24merSdiakturen beider PDZ-Domanen
aufgelost werden (Krojezt al, 2008a) Im 24mer stehen die PDZ-Domanen eingséerd im
engen Kontakt mit den PDZ-Doméanen von zwei angnetee trimeren Ringen. Durch diese
Interaktionen ordnen sich vier Trimere um eine faiehe Symmetrieachse an und formen so
Poren, die aus einem Ring aus vier PDZ1/PDZ2*-Rafstammen von zwei benachbarten
Molekulen) bestehen. Speziell die Riuckseiten deZ-Bldmanen sind in dieser Anordnung
grof3tenteils positiv geladen und stellen so patdatiStellen fur die Bindung an zellulare
Membranen dar (Krojeet al, 2008a; Shert al., 2009). Wahrend die Struktur der PDZ-
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Doméanen weitestgehend aufgeklart ist, ist der Mecmaus der Substratbindung und

Aktivierung von DegP Uber die PDZ-Domé&nen noch muhistandig geklart.

2.7 Die allosterische Aktivierung der HtrA-Protease De®

Bei der bakteriellen HtrA-Protease DegS handeltsiee um einen membrangebundenen
Stresssensor der periplasmatischen Proteinquibtétitelle, der den Geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt in deF-Signalkaskade katalysiert (sieBe5.1; Walshet al, 2003;
Young und Hartl, 2003; Chab&t al, 2007). Die Serinprotease besteht aus einer
Proteasedoméne und einer C-terminalen PDZ-Doméaddiemt in der Zelle als Trimer vor
(siehe 2.4). Ein besonderes Merkmal ist, dass die rela@réentierung der PDZ- und
Proteasedomane durch einen verlangerten C-Termides, zusétzliche Interaktionen
zwischen diesen Domanen ermdéglicht, stabilisiertwbDie genaue Positionierung der PDZ-
Domaéne ist dabei entscheidend fur die RegulationegsS.

Unter stressfreien Bedingungen inhibiert die PDZx¥idoe DegS in seiner Proteasefunktion,
in dem sie Strukturen der Proteasedoméne im inakt&ustand fixiert (Walsket al, 2003;
Sohnet al, 2007; Cezairliyan und Sauer, 2007). Dabei liedenkatalytische Triade, die
Oxyaniontasche und spezifische Substratbindetasghgeordnet vor (Wilkemt al, 2004).

Bei Faltungsstress binden C-Termini von falsch agwegefalteten Au3enmembranproteinen
an die PDZ-Domane und aktivieren DegS allosteri@bfalsh et al, 2003; Wilkenet al,
2004; Sohret al, 2007, Hasselbladt al, 2007). Dabei fuhrt die Bindung der Aktivatoran z
einer Umorientierung von Elementen der PDZ- undRteteasedomane. In mehreren Studien
wurde beschrieben, dass es sich bei der C-terminklEnsensussequenz der an DegS
bindenden Peptide um das Motiv YXF handelt (Strugtval, 1991; Walslet al, 2003; Sohn

et al, 2007).

Die Cokristallisation von DegS mit aktivierendenpBeen hat gezeigt, dass der gebundene
Aktivator einen zusatzlichen -Faltblattstrang zu den in der PDZ-Doméane von DegS
vorkommenden -Stréangen ausbildet (Wilkeat al, 2004; Hasselblatt al, 2007). Dabei
wird das konservierte Phenylalanin (Position 0) Alkvators durch eine hydrophobe Tasche
gebunden, die aus den Aminosauren 1259, T318, M3b@ V322 besteht. Der
Aminosaurerest -1 des Aktivators interagiert mit deninosaure T184 des Loops L3 der
Proteasedomaéne (siehe Al2b19). Dies fuhrt zu einer konformationellen Veréandchg dieses
Loops, was in einer Umorientierung der Loops L1,ur? LD resultiert. Die Veranderungen
fuhren dazu, dass die Substratbindetasche, didykistde und die Aktivierungsdomane

funktionsfahig vorliegen (siehe AbB-19).
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A Inaktives DegS Aktives DegS

B Protease
Loop L3

Abb. 2-19: Die allosterische Aktivierung von DegS

A: Dargestellt ist Vergleich zwischen inatkiver urdiver Struktur des DegS-Monomer. In Abwesenheit ¥#altungsstress
liegt DegS in der inaktiven Konformation vor (linkBinden bei Faltungsstress C-Termini von falscleroangefalteten
AuRenmembranproteinen an die PDZ-Doméne von De@8,die Protease allosterisch aktiviert. Der alboisiche Aktivator
(blaugriin) bindet an die PDZ-Domane (hellblau) udst eine Konformationsanderung der Loops L 1-3 Wi aus.
Dadurch bilden sich eine funktionsfahige Substratbtasche, katalytische Doméne (farbig hervorgemohbend
Aktivierungsdomane (rechts) aus. Die Proteasedorisirie grau, LD in magenta, L1 in griin, L2 in natd L3 in orange
dargestellt (Meltzeet al., 2009).

B: Schematische Bindung des allosterischen Aktivaaar®egS. Die Aminosaure an der Position 0, beiedesich um ein
Phenylalanin handelt sowie die Aminoséaure an RwsH2 binden an die PDZ-Domane. Die Aminosaure emPabsition -1
bindet an den Loop L3 der Proteasedoméane (Hastaibkl, 2007).

Hasselblattet al identifizierten einzelne Aminosauren, die sich Zmge der allosterischen
Aktivierung in DegS umorientieren und wichtig sifisk die Proteaseaktivitat (siehe Abb.
2-20; Hasselblattt al, 2007). Im inaktiven Zustand wird der Loop L3 vier PDZ-Doméane
fixiert, so dass die Aminoséauren Q187 und D221 imateder interagieren. Diese Interaktion
unterbricht den hydrophoben Kern der Aktivierungedoe von DegS. Die Umorientierung
des Loops L3 bei der Aktivierung unterbindet diegeraktion, so dass sich eine funktionelle
Aktivierungsdomane Uber hydrophobe und polare #kigsnen (gebildet aus Y162 (LD),
L164 (LD), 1179 (L3), F220 (L2) und 1232 (L2)) gétbet wird. Bei der Umorientierung des
Loops L3 spielt die Aminosaure R178 eine entschldeRolle, da sie im inaktiven Zustand
direkt mit der PDZ-Domane, im aktiven Zustand direkt der Aktivierungsdoméane (Uber
Q166 und L164) interagiert. Die Aminosaure Y162 ist aktiven Zustand frei um

Interaktionen mit der Aminosaure H198 einzugehensgehend von diesen Interaktionen
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finden weitere Umorientierungen statt, die in eirfanktionellen Oxyaniontasche und
katalytischen Triade (S201/H96/D12@sultieren (siehe Abi2-20).

Inaktives DegS Aktiviertes DegS

Aktivator
Loop L3/
PDZ-gebunden
Loop L3/
Aktivator-gebunden

~ Aktivierungs- )
nein domane ja
(hydrophober
Kern)

Oxyanion- ja
tasche

nein

katalytische ja
Triade

nein

Abb. 2-20: Ubergang vom inaktiven zum aktiven DegS (Hastblatt et al, 2007, modifiziert)

Dargestellt ist das Modell der allosterischen Aiiung von DegS. Die fiir die Aktivierung wichtiggiminoséuren von
DegS sind hervorgehoben. Im inaktiven Zustand @b L3 rot dargestellt. Im aktiven Zustand ist Ldop in griin zu
sehen. Die Bindung des allosterischen Aktivatorstfih der Umorientierung der PDZ- und Proteased@mén aktiven

Zustand sind Aktivierungsdomane, Oxyaniontaschd,katalytische Triade korrekt ausgebildet.

Der allosterische Aktivierungsmechanismus von Deg8ist Ahnlichkeiten zu dem
Mechanismus der klassischen Trypsinaktivierung @&uwfch die Aktivierung von Trypsin
findet durch die Umorientierung der Aktivierungsdame statt, die durch durch die Loops L1,
L2 und LD gebildet wird (Huber und Bode, 1978; ZetR004). Sowohl die
Aktivierungsdomane von DegS als auch die von Trypiggen im inaktiven Zustand eher
flexibel, in der aktiven Struktur strukturell defent vor.

Im Gegensatz zu der Trypsinaktivierung ist die sibosche DegS-Aktivierung allerdings
reversibel, was eine schnelle flexible Zellantwwat Faltungsstress erlaubt.
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2.8 Zielsetzung der Arbeit

Das Hitzeschockprotein DegP ist ein entscheideriggktor in der periplasmatischen
Proteinqualitatskontrolle vork. coli. Es besitzt eine Doppelfunktion als Protease und
Chaperon und kann in seiner Proteaseaktivitat talissh aktiviert werden (Spiess al,
1999; Meltzer, 2008; Krojeet al, 2008a, Krojeet al, 2008b). Die allosterische Aktivierung
ist reversibel und geht einher mit einer Verandgrdes oligomeren Zustandes vom Hexamer
zum 12mer und 24mer. Wahrend die Strukturen deschdenen Oligomere von DegP
aufgeklart sind, ist der Mechanismus der Aktivigywmd der Oligomerisierung von DegP
bisher nicht vollstandig entschlisselt worden.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, neue Einblicke im ddechanismus der DegP-Aktivierung und
Oligomerisierung zu gewinnen und die Rolle der seiesdenen DegP-Domanen in diesem
Zusammenhang herauszuarbeiten. Ein besonderes wedensoll dabei auf die PDZ-
Doménen sowie auf die Loops L3 und L2 der Proteasé@the gerichtet werden.

Im ersten Schritt sollen dazu Bindungsstudien isittgothermaler Titrationskalorimetrie mit
DegP und verschiedenen putativen Aktivatoren dwefiligt werden. AnschlieRend soll der
Effekt dieser Aktivatoren auf den oligomeren Zustaron DegP untersucht werden. In
Zusammenarbeit mit der Kooperationsgruppe an deritéhBerlin sollen auf3erdem neue
Aktivatorepeptide Uber das Screening von Peptiditiéken identifiziert werden. Die
Wirkung dieser neu identifizierten Peptide auf Deg8ll mit Hilfe von Enzymtests,
Bindungsstudien und Oligomerisierungsanalysen satdit werden. In einem weiteren
Schritt soll die Rolle der beiden PDZ-Doménen flire dAktivierung von DegP
herausgearbeitet werden. Dazu sollen Bindungsstudigt einzeln gereinigten PDZ-
Doméanen und DegP-Aktivatoren durchgefuhrt werdenRe&dem soll ermittelt werden, ob
einzelne PDZ-Domanen PDZ-Deletionsmutanten in idfenktion komplementieren. Die
anschlieRende Charakterisierung von PDZ-Deletiotamen und PDZ1-Punktmutanten soll
Aufschluss uber die Rolle der PDZ-Domanen und émezeAminosauren der PDZ1-Doméne
fur die Funktion und Regulation von DegP geben.Damnd Enzymtests mit und ohne
Aktivatoren, massenspektrometrische Untersuchungemungsstudien, Oligomerisierungs-
analysen undn vivo Komplementationstests geplant. AbschlieRend sdfenktmutationen
in die Loops L3 und L2 der Proteasedoméane eingefilerden. Um die Rolle einzelner
Aminosauren dieser Elemente fur die Funktion untividrung von DegP aufzuklaren, sollen

diese Mutanten ebenfalls mit Hilfe der genanntenhdéen charakterisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeines

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besglsoweit nicht anders vermerkt, den
Reinheitsgrad ,pro analysis”. Zum Ansetzen der Ing@n wurde hochreines Milli-Q-Wasser
(Hausanlage mit nachgeschaltetem ,water purificatsystem EPA Esta. 41237-MA-1°,
Millipore GmbH, Neu Isenberg) verwendet, nachfoldeals ,A. dest.“ bezeichnet. Das

A. dest. wurde regelméafig im Bezug auf pH-Wert Kodduktivitat Gberpruft.

3.2 Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurde ausschlieRliéscherichia coliverwendet. Die Charakteristika der

entsprechenden Stamme sind in der Bab.zusammengestellt

Tab. 3-1: VerwendeteE. coli-Stdmme

Stamm relevanter Genotyp Herkunft
BL21 (DE3) F* ompT hsdSb r mg) gal dcm (DE3) Novagen
CLC198 MC410QlegP::tet Department of Molecular

Biology, Princeton
University, New Jersey, USA

DH5 F, supE44, lacU169, [ 80lacZ M15], hsdR17, Hanahan, 1983
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, (res”, myddeoR
DHB4 MC1000 malF3 phoA (Pvii) phoR is araD139 Boydet al, 1987
(ara-leu)7697 lacX74 galE galK thi rps L Flac'Q
pro
KU98 DHB4degP::kan treA::spec Laborsammlung
MAOQO1 CLC198degP::tet ompC::kan Meltzer, 2008
MC4100 F- araD139 (araF-leu)U169 rpsL150 deoC1 relAl Casadaban, 1976

ptsF25 flbB5301 rbsR

3.3 Vektoren und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren und Pidemmit ihren Charakteristika sind in der

Tab.3-2 zusammengefasst.

Tab. 3-2: Verwendete Vektoren und Plasmide

Vektor/Plasmid Relevanter Genotyp Resistenz  Herkunf
pAB22 pCS20 midegPogs-105 amp Beil, 2002
pBR322 Klonierungsvektor, mit ColE1l amp Bolivar et al., 1977

Replikationsursprung
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Vektor/Plasmid Relevanter Genotyp Resistenz  Herkunf
pCS19 Expressionsvektor, mit C-terminalem amp Spiess, 1999
His-Tag undacl9-Gen
pCS20 pCS19 midlegP amp Spiess, 1999
pCS21 pCS19 midegR:10a amp Spiess, 1999
pDegPF240A pCS20 mitegR:240a amp Merdanovic, 2007
pDegPI228A pCS20 mdegR;2sa amp Merdanovic, 2007
pDegPI236A pCS20 mdegR,3sa amp Merdanovic, 2007
pDegPI238A pCS20 mdegR,3sa amp Merdanovic, 2007
pDegPL229A pCS20 mdegR 220 amp Merdanovic, 2007
pDegPL229ASA pCS20 mitegRaz0a, s210a amp Merdanovic, 2007
pDegS pPET21b mit DegSM amp Beil, 2005
pET21d Expressionsvektor, N-terminal T7-Tagamp Novagen/Merck,
C-terminal Deutschland
His-Tag
pET26b Expressionsvektor, N-terminpa|B kan Novagen/Merck,
Signal Sequenz, C-terminal His-Tag Deutschland
pNK11 pPET21d mit PDZ1 aus DegP amp Diese Arbeit
pNK12 pET21d mit PDZ2 aus DegP amp Diese Arbeit
pNK13 pPET21d mit PDZ1+2 aus DegP amp Diese Arbeit
pNK14 pET21d mit PDZ aus DegS amp Diese Arbeit
pNK15 pCS20 midegR:321n, s210a amp Diese Arbeit
pNK16 pCS20 mitdegR 324n, s2104 amp Diese Arbeit
pNK17 pCS20 midegRzs7n, s210a amp Diese Arbeit
pNK18 pCS20 mitdegR 2658, s210A amp Diese Arbeit
pNK19 pCS20 midegRkos2a, s210a amp Diese Arbeit
pNK20 pCS20 midegRzz8s. s210a amp Diese Arbeit
pNK21 pPET26b midegPrpz2 s210a amp Diese Arbeit
pNK22 pET26b midegPrpz. amp IMP Wien
pNK23 pCS20 midegRkas2a, vazss amp Diese Arbeit
pNK24 pCSZO mi’degquezA' V328S, S210A amp Diese Arbeit
pNK25 pCS20 mitdegR 265 amp Diese Arbeit
pNM1 pCS20 midegRzss0 amp Diese Arbeit
pNM10 pCS20 midegR:10sa amp Diese Arbeit
pNM11 pCS20 mitdegRazes0, s210a amp Diese Arbeit
pNM12 pCS20 midegRkis7a, s210a amp Diese Arbeit
pNM13 pCS20 midegRissa, s210a amp Diese Arbeit
pNM14 pCS20 midegRs1890a, s210a amp Diese Arbeit
pNM15 pCS20 midegR 1904, s210a amp Diese Arbeit
pNM16 pCS20 midegRy191a, s210a amp Diese Arbeit
pNM17 pCS20 midegR:193a s2104 amp Diese Arbeit
pNM18 pCS20 midegR:196a, s210a amp Diese Arbeit
pNM19 pCS20 midegRi197a, s210a amp Diese Arbeit
pNM2 pCS20 mideghkig7a amp Diese Arbeit
pNM20 pCS20 midegR:1esa, s210a amp Diese Arbeit
pNM3 pCS20 midegRi1gsa amp Diese Arbeit
pNM4 pCS20 midegRsigoa amp Diese Arbeit
pNM5 pCS20 midegR 190a amp Diese Arbeit
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Vektor/Plasmid Relevanter Genotyp Resistenz  Herkunf
pNM6 pCS20 midegR101a amp Diese Arbeit
pNM7 pCS20 midegR:io3a amp Diese Arbeit
pNM8 pCS20 midegRi06a amp Diese Arbeit
pNM9 pCS20 midegR197a amp Diese Arbeit
pRS1 pCS20 milegPrpz1+2 amp Soerensen, 2005
pSG39 pCS20 mdegR-3.1n amp Grau, 2005
pSG40 pCS20 mdegR 32ss amp Grau, 2005
pSG4l pCS20 midegR 265 amp Diese Arbeit
pSG42 pCS20 midegR 324n amp Grau, 2005
pXC2 pCS20 mitlegRkze2a amp Cai, 2007
pXC3 pCS20 mitlegRae7n amp Cai, 2007

3.4 Oligonukleotide

Als Startermolekule fur die PCR (siel3e14.6) wurden die in der Tal3-3 aufgeflhrten
Oligonukleotide verwendet, die von der Firma Sigitdrich bezogen wurden.

Tab. 3-3: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Nucleotidsequenz ® 3°) Schnittstelle
csDegPNcol tcccatggcgaaaaccacattagcac Ncd
DegP PDZ1up taaccatgggccaggtgaaacgcggtgag Ncad
DegP PDZ2low aatgaagcttctgcattaacaggtagatggtgc Hindlll
DegP PDZ2up cgatccatgggacagaatcaggttgattc Ncd
DegPPDZ1low aataaaagcttctggctgctctgctgcagttce Hindlll
DegPS210A NgoMIV caaccgtggtaacgccggceggtgcgcetggttaac Ngavlv
DegPS210A NgoMIVrev gttaaccagcgcaccgccggcgttacttrgg NgavIVv
DegS PDZlow ggcgaagcttattggttgccggatattcctg Hindlll
DegS PDZup tgaattttccatgggtcgcgtgatccgeggcet Ncd
E193A for gggcgtagcggcctgaatgcggccaactacgaaaac Ead
E193A rev gttttcgtagttggccgcattcaggccgctacgecc Ead
E196Afor gaatgccgaaaactacgcaaacttcatccagacc -
E196Arev Ggtctggatgaagtttgcgtagttticggcattc -
F198A for gccgaaaactacgaaaacgcgattcagaccgatgceaagat Hinfl
F198A rev ggttgatcgctgcatcggtctgaatcgcgttttcotagiiic Hinfl
G189A for new gcgctggggcgtagcgegcetgaatgccgaaaac Afd
G189A rev new gttttcggcattcagcgcgctacgccccagcgce Afd
L190A for ctggggcgtagcggcgcecaatgccgaaaactac Narl
L190A rev gtagttttcggcattggcgccgctacgcecccag Narl
L265NKpnl ccaggtgaaacgcggtgagaatggtattatgggtacogmartccgaactgg Kpnl
L265Nkpnlrc ccagttcggagttcagctcggtacccataataccatcgcgtttcacctgg Kpnl
M268QStyl gtgaaacgcggtgagctgggtatccaagggactgagitgaaac Sty
M268QStylrc gttcggagttcagctcagtcccttggatacccagcetagtticac Sty
N191A for new gggcgtagcggcectggctgcagaaaactacgdeaact Pst

N191A rev new gaagttttcgtagttttctgcagccaggccgcrgce Pst
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Bezeichnung Nucleotidsequenz ® 3°) Schnittstelle
N197A for cctgaatgccgaaaactacgaagctttcatccagaacgatg Hindlll
N197A rev gcatcggtctggatgaaagcttcgtagttttcggcattcag Hindlll
noncsDPDZ2Bglll tccagatctctgattctggcetgcetctgetge Bglll

R187A rev cggcattcaggccgctagcccctagggcagagacaatcc Sty
R187Afor ggattgtctctgccctaggggctagcggcctgaatgcecg Sty

S188A for ggattgtctctgccctagggegtgecggcectgaatgec Sty

S188A rev ggcattcaggccggcacgccctagggcagagacaatcc Sty
T7promoter primer taatacgactcactataggg -
T7termprimer gctagttattgctcagcgg -

3.5 Antiseren

Alle in dieser Arbeit verwendeten Antiseren sindrab.3-4 aufgefuhrt.

Tab. 3-4: Verwendete Antiseren

Antikorper/Antiserum Herkunft

Anti-Mouse-lgG-AP Sigma-Aldrich, Minchen

Anti-Rabbit IgG-HRP Sigma-Aldrich, Minchen
Mouse-anti-OmpC Laborsammlung

Penta His Antibody Qiagen, Crawley, West Sussex, UK
Polyclonal Goat-Anti Rabbit Immunoglobulins/AP  Dakgomation, Glostrup, Dédnemark
Rabbit-anti-DegP-MBP Laborsammlung

3.6 Proteine und Enzyme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Proteine und Breind in den TalB3-5 und Tab.3-6
aufgeflhrt.

Tab. 3-5: Verwendete Enzyme

Enzym Herkunft

DNA Restriktionsenzyme New England Biolabs, BevelMy, USA

Pfu Ultra High-Fidelity DNA Polymerase Stratageba,Jolla, CA, USA

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes, N&ngland Biolabs, Beverly, MA,
USA

T4 DNA Ligase Promega, Madison, WI, USA

Tag DNA Polymerase New England Biolabs, BeverlyAUS
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Tab. 3-6: Verwendete Proteine

Protein Herkunft
b-Casein Sigma-Aldrich, Miinchen
BSA (Rinderserumalbumin) New England Biolabs, BeydySA
Casein, Resorufin markiert Roche, Lewes, East Sukh¢
Casein-Hydrolysat Sigma-Aldrich, Miinchen
DegP Diese Arbeit
DegRisg 105 Diese Arbeit
DegRppzi+2 Diese Arbeit
DegRrpz2 Diese Arbeit
DegRwrpz2,s210a Diese Arbeit
DegR:193a Diese Arbeit
DegR193a, s210a Diese Arbeit
DegR:196a Diese Arbeit
DegR 196, s210a Diese Arbeit
DegR-19sa Diese Arbeit
DegR198a, s210A Diese Arbeit
DegR-240a Diese Arbeit
DegRsain Diese Arbeit
DegRs2in, s210a Diese Arbeit
DegRsis0a Diese Arbeit
DegRs1s9a, s210A Diese Arbeit
DegR22sa Diese Arbeit
DegR220n Diese Arbeit
DegR>204, s2104 Diese Arbeit
DegR2ssa Diese Arbeit
DegRzzsa Diese Arbeit
DegRze7n Diese Arbeit
DegRze7n, s210A Diese Arbeit
DegR190a Diese Arbeit
DegR 190a, s210A Diese Arbeit
DegR z6sn Diese Arbeit
DegRzesn Diese Arbeit
DegR 6sn, s210a Diese Arbeit
DegRz24n Diese Arbeit
DegR 324w, s210A Diese Arbeit
DegRuzesq Diese Arbeit
DegR26s0, s210a Diese Arbeit
DegRuis1a Diese Arbeit
DegRu1914, s210A Diese Arbeit
DegRuig7a Diese Arbeit
DegRi197a, s210a Diese Arbeit
DegRis7a Diese Arbeit
DegRkisra, s210a Diese Arbeit
DegRkz62a Diese Arbeit
DegRkos2a, s210a Diese Arbeit
DegRkae2a, vazss Diese Arbeit
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Protein Herkunft
DegRkae2a, vazss, s210a Diese Arbeit
DegRissa Diese Arbeit
DegR1ssa, s210a Diese Arbeit
DegR210a Diese Arbeit
DegRiz28s Diese Arbeit
DegRi38s s210a Diese Arbeit
DegS Hasenbein
MalS Merdanovic
PDZ aus DegS Diese Arbeit
PDZ1 aus DegP Diese Arbeit
PDZ1+2 aus DegP Diese Arbeit
PDZ2 aus DegP Diese Arbeit

3.7 Peptide

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Peptide sindat.3-7 aufgefuhrt.

Tab. 3-7: Verwendete Peptide

Peptid Herkunft
DNRDGNVYFF Kaiser, CGC Dortmund
DNRDGNVYLF Kaiser, CGC Dortmund
DNRDGNVYQF Clausen, IMP Wien
DNRDGNVYSF Kaiser, CGC Dortmund
DNRDGNVYWF Kaiser, CGC Dortmund
DNRDGNVYYF Kaiser, CGC Dortmund
DPMFKLV Kaiser, CGC Dortmund

DPMFKLV-pNA

Kaiser, CGC Dortmund

SPMFKGV-pNA

Clausen, IMP Wien

SPMFKGV

Kaiser, CGC Dortmund

3.8 DNA- und Proteinstandards

FPLC Gelfiltrations MW Standard
NuPAGE Novex Proteinmarker
Preciosion Plus Protein Standards
Quick-Load 2-Log DNA Ladder
SDS-PAGE Molecular Weight Standards,
Broad Range

BioRad, Munchen
Invitrogen, Karlsruhe
BioRad, Munchen
New England BiolabsyvBdy, MA, USA
BioRad, Miunchen
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3.9 Reaktions- und Nachweis-Kits

Nucleobond PC 100 Macherey & Nagel, Diren
Protino Ni-TED 2000 Macherey-Nagel, Duren
Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Super Signal West Pico Chemi- Pierce Biotechnology, IL, USA

luminescence Substrate-Kit

3.10 Chemikalien

Die fur die Puffer und Lésungen verwendeten Chel@kawurden von den Firmen
Sigma-Aldrich (Midnchen), Merck (Darmstadt), Sentdeidelberg) und Roth (Karlsruhe)
bezogen.

3.11 Gerate

Autoklav BeliMed, Muhldorf am Inn
Elektrophoreseapparaturen BioRad, Miinchen
Elektroporation Micropulser BioRad, Miunchen

FPLC-Akta GE Healthcare, Miinchen
French Press Thermo, Schwerte
Geldokumentation Intas, Gottingen
Horizontalschittler Grant Bockler, Cambridge, UK
Inkubationsschiuittler Innova 44 New Brunswick, Neksgy, USA
ITC VP-ITC Calorimeter Microcal, Wolverton Mill, UK
Magnetrtihrer RH basic 2 IKA, Staufen

Mini Trans-Blot Cell BioRad, Munchen

PCR Tpersonal Cycler Biometra, Gottingen

pH-Meter Schott, Mainz

Qstar Elite Massensprktrometer Applied Biosysteraster City, CA, USA
Scanner UMAX, Astra 4000U, Willich
Spannungsgerat Power Pac 200 BioRad, Miinchen
Speed-Vac Concentrator 5301-R Eppendorf, Hamburg
Spektrometer Genios Pro Tecan, Crailsheim

Spektrometer Smart Spec Plus BioRad, Miunchen
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Standzentrifuge Avanti J-E Beckman Coulter, Krefeld
Thermomixer Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg

UltimateTM Nano-HPLC-System Dionex/LC Packings, Aendam, NL
Waagen Kern, Balingen-Frommern

Alle hier nicht aufgefihrten Gerate entsprechenigldithen Laborstandards.

3.12 Diverses

Deoxynucleotide Solution Mix New England BiolaBgverly, USA

Dialysemembranen Zellu TransT1 Roth, Karlsruhe

Elektroporationskivetten, 2mm PegLab, Erlangen

Gelfiltrationskalibrierungskit LMW & HMW  GE Healtlare, Minchen

HPLC-Séaule Synergi HydroRP Phenomenex, Aschaffenbur

NuPAGE Novex Midi 3-8% Tris Acetate Invitrogen, Karlsruhe

gradient Gele

PD10 Columns GE Healthcare, Miinchen

PVDF Membran Amersham Hybond P GE Healthcare, Mé&nc

SFCA bottle top filters 500 ml, 0,2V Nalgene Labware, Thermo Fisher Scientific,
NY, USA

Sterilfilter 0,45 pm Supor Membrane PALL, East BliINY, USA

Vivaspin 15R, 5 kDa-100 kDa Vivascience, Stonehpudé

Zellulosemembran, Whatman, 19x 29 cm GE Healthddtmchen
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3.13 Mikrobiologische Methoden

3.13.1Sterilisation

Alle verwendeten Medien und Losungen wurden zuril&t&tion fir 20 min bei einem Druck
von 2 bar und einer Temperatur von 120°C autokiavi@ie Sterilisation von hitzelabilen
Losungen erfolgte durch Filtration (0,2 um MembrarGlasgerate wurden fir 4 h
hitzesterilisiert.

3.13.2Bakterienanzucht

3.13.2.1Herstellung von Nahrmedien

Fur die Herstellung von Flussigmedien und Nahrbédemrden die entsprechenden
Substanzen eingewogen, mit A. dest. aufgefullt andchlielend autoklaviert. Bei Bedarf

wurden die Medien nach dem Autoklavieren und Abkiihhit Zusatzen versetzt.

NZA-Medium
Hefeextrakt 50
NZ-amin A 109
NacCl 549
A. dest. ad 1000 ml
NZA-Agar
Agar 15¢g
NZA-Medium ad 1000 ml

3.13.2.2Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika wurdenA.dest. geldst und steril filitriert. Es
wurden konzentrierte Stammlésungen angesetzt undviizlien die entsprechende Menge

nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf mindes&9t€ zugefigt.

Antibiotikum  Endkonzentration Stammlésung

Ampicillin 200 pg/ml 200 mg/ml
Kanamycin 100 pg/ml 100 mg/ml
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3.13.2.3Andere Medienzuséatze

IPTG (Isopropyl- -D-thiogalactosid) wurde als 1 M Stammldsung irndAst. gelést und steril
filtriert. Je nach Versuchsbedingung wurden indidoaee Stamme mit einer Endkonzentration
von 10 uM bis 1 mM IPTG induziert.

3.13.2.4Anzucht von E. coli

E. coli wurde auf Festmedium (NZA-Agarplatten) oder indsigkultur kultiviert. Je nach
Versuchsbedingungen betrug die Temperatur zur Anz@© bis 43°C. Flussigkulturen
wurden von Stammplatten mit Einzelkolonien beimpgflturvolumina bis 5 ml wurden auf
einem Brutroller, grol3ere Volumina auf einem Rumhdgiter bei 180 rpm inkubiert. Nach
einer Anzucht von mindestens 12 h wurden die Kahuals Ubernachtkultur (UN-Kultur)

bezeichnet.

3.13.2.5Bestimmung der Zelldichte in Flussigkulturen

Die Zellzahl inE. coliFlussigkulturen wurde durch das Messen der opisdbichte (OD)
bei einer Wellenlange von 600 nm in einem Bio-RadtBmeter bestimmt. Nach Miller
entspricht eine OB von 1 etwa 107 ug/ml Protein und einer Zellzahh wa. 18 Zellen
pro ml (Miller, 1972).

3.14 Molekularbiologische Methoden

3.14.1Pr&paration von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfees Qiaprep Spin Miniprep Kit der
Firma Qiagen. Fur Klonierungen wurde die DNA Ubas #idi-Kit Nucleo Bond PC 100 der
Firma Macherey-Nagel isoliert.

3.14.2Methoden zur Charakterisierung von DNA

3.14.2.1Restriktionshydrolysen von Plasmid-DNA

Restriktionshydrolysen wurden zur Uberprifung deenaypischen Korrektheit von
Plasmiden und zur DNA-Klonierung durchgefuhrt. Eg@en Restriktionsendonukleasen des
Typs Il (Zabeau und Roberts, 1979) der Firma Newl&rd Biolabs verwendet.

Die Wahl des Restriktionspuffers, der Inkubationgteratur sowie der Inkubationsdauer

richtete sich nach den Herstellerangaben.
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3.14.2.2Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von doppelstrangiger DNA erfolgte nach Gréf3e der aufzutrennenden
Fragmente in 0,8-3%igen horizontalen Agarosegated X TAE-Puffer (Maniatiset al,
1982). Die angelegte Spannung bzw. Stromstarke died Laufzeit waren von den
gewinschten Trenneffekten abhangig. Vor dem Auétnager DNA-Proben wurde diese mit
DNA-Probenpuffer versetzt. Das Anfarben der DNAolgte in einem Ethidiumbromidbad
(0,5 pg/ml in TAE-Puffer). Die DNA wurde mittels Beahlung mit langwelligem UV-Licht
(302 nm) auf einem UV-Transilluminator sichtbar get. Die Dokumentation erfolgte mit

Hilfe eines Videodokumentationssystems.

6 x DNA-Probenpuffer

Glycerol 30 ml

0,5 M EDTA,; pH 8,0 30 ml
Bromphenolblau 30 mg

A. dest. ad 100 ml

50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA)

Tris-Base 242 ¢
Acetat 57,1 ml
0,5M EDTA; pH 8,0 100 ml

A. dest. ad 1000 ml

3.14.2.3DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelosangwurde mittels UV/VIS-
Spektroskopie durchgefiihrt. Dazu wurde die Absomptier Lésung bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt (Smart Spec Plus Photometeo-RBid). Zur Berechnung der
Konzentration wurden folgende Beziehungen verwendet

A260=1,0 entsprechen 37 g einzelstrangiger Nucleiesgr

A260=1,0 etsprechen 50 pg doppelstrangiger Nucleingaure

3.14.2.4Sequenzierung

Die Sequenzierung von rekombinanten Plasmiden walsléAuftragsarbeit von der Firma
GATC Biotech (Konstanz) durchgefihrt.
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3.14.3Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Klonierung wurden DNA-Fragmente nach der elgiioretischen Auftrennung (siehe
3.14.2.2) aus dem Agarosegel eluiert.

Dazu wurde das gewlnschte Fragment mit einem sawlekalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und anschlieRend die DNA mit dengueé Gel Extraction Kit der Firma

Qiagen eluiert.

3.14.4Ligierung von DNA-Fragmenten

Fur die Ligierung von DNA-Fragmenten wurde die TAMD Ligase der Firma Promega
verwendet. Nachdem Vektor und Insert aus einem dsgayel eluiert wurden (siel$el4.3),
wurden diese im Verhdltnis 1:3 und 1:1 in einemkReasansatz mit einer Weiss Unit der T4
DNA Ligase und 1 pl des 10-fach konzentrierten tigespuffers vermischt. Der Ansatz
wurde mit A. dest. Wasser auf 10 ul eingestellt eadolgte eine Inkubation im Wasserbad
bei 4°C Uber Nacht. Nach der Hitzeinaktivierung 20r min bei 70°C wurden 1 bis 4 ul des
Reaktionsansatzes in der Elektrotransformation laierger Zellen eingesetzt. Zur Kontrolle
wurde ein Ligationsansatz ohne Insert durchgefihd dieser ebenfalls zur Transformation

eingesetzt.

3.14.5Transformation

3.14.5.1Herstellung elektrokompetenter Zellen

Um eine hohe Transformationseffizienz zu erreichemurde die Methode der
Elektrotransformation nach Sambro@t al. gewéhlt (Sambrooket al., 1989). Fur die
Herstellung elektrokompententEr coliZellen wurden dazu 500 ml NZA-Medium mit 5 ml
einer UN-Kultur angeimpft und bei 37°C bis zu ei@dgo von 0,6-0,8 kultiviert. Nach einer
Inkubation fir 20 min auf Eis wurden die Zellen fib min bei 4000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 ml kafteA. dest. resuspendiert und erneut
zentrifugiert. AnschlielBend wurde das Pellet in 2B0kaltem A. dest. aufgenommen und
wiederholt zentrifugiert. Das Sediment wurde danauin 20 ml 10% Glycerol resuspendiert,
zentrifugiert und schlie3lich in 0,5 ml 10% Glycermufgenommen. Die Zellen wurden

aliquotiert, schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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3.14.5.2Elektrotransformation

Die Elektrotransformation erfolgte nach Sambragikal (Sambrooket al, 1989). Dazu
wurden 40 pl kompetente.coli-Zellen langsam auf Eis aufgetaut und mit 1 bid dbger ca.
5-7 ng) Plasmid-DNA vermischt. Die Zellen wurdename kalte Elektroporationskivette
Uberfuhrt und die Transformation durch Elektroséhon Micro Pulser (Bio Rad) (25 mF;
2,5 kV; 200 ) induziert. AnschlieRend wurde der Ansatz mit QQONZA-Medium (siehe
3.13.2) vermischt und zur phanotypischen Expresdidm bei 37°C inkubiert. Die Zellen
wurden auf Selektivmedium ausplattiert und tberhtdei 37°C bebritet.

3.14.5.3Herstellung transformationskompetenter Zellen fir de Transformation durch

Hitzeschock

FUr Transformationen, die eine weniger hohe Effizierforderten, wurde die Transformation
durch Hitzeschock nach Sambrook und Russell dufihge(Sambrook und Russell, 2001).
Der zu transformierendeE. colrStamm wurde dber Nacht bis zu einer stationaren
Wuchsphase angezogen. Es wurden 250 ml NZA-Medsieh¢ 3.13.2) mit 2,5 ml der
UN-Kultur beimpft und die Kultur bei 37°C bis zurittteren logarithmischen Wuchsphase
(ODe0o= 0,5 - 0,7) inkubiert. Im Anschluss wurde die gasgskultur 10 min auf Eis gelagert
und anschlieBend 10 min bei 4.000 rpm in einer kKeémrifuge (4°C) sedimentiert. Das
Sediment wurde in 80 ml kaltem Transformationspuffesuspendiert und 10 min auf Eis
gelagert. Nach einer weiteren Zentrifugation vonndi@ bei 4.000 rpm bei 4°C wurden die
E. coli-Zellen in 20 ml Transformationspuffer aufgenomnigie kompetenten Zellen wurden
nach Zugabe von DMSO (Endkonzentration 7 %) 10 auh Eis gestellt, anschlieRend
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Transformationspuffer

CaCl, 15 mM
KCI 250 mM
PIPES 10 mM
MnCl, 55 mM

pH 6,7
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3.14.5.4Transformation der kompetenten Bakterienzellen mit Plasmid-DNA mittels

Hitzeschock

Jeweils 200 pl kompetente Zellen wurden mit DNA-L®g (Ligationsanséatze oder isolierte
Plasmid-DNA, 1-10 pl) vermischt und 20 min auf Ejslagert. Nach einem 1-minttigen
Hitzeschock bei 42°C wurden 800 pl NZA-Medium (€8h13.2) zu den Zellen gegeben und
der Ansatz fur 1h bei 37°C inkubiert. AnschlieRewdrden je 50 und 100 pl des
Transformationsansatzes auf dem entsprechendekti@@ledium ausplattiert. Der restliche
Ansatz wurde zentrifugiert (1 min, 14.000 rpm, Rdie Zellen im Rucklauf resuspendiert

und anschlieBend ebenfalls auf der entsprechenelektisagarplatte ausplattiert.

3.14.6Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifiati von DNA-Fragmenten fur
Klonierungen sowie fiir die genotypische Uberprifuogm DNA-Konstrukten (Mullis und
Faloona, 1987). Dabei wird eine spezifische DNA##g durch wiederholte
Synthesezyklen mit spezifischen Startermolekileig@@ukleotiden) und einer hitzestabilen
DNA-Polymerasean vitro vervielfaltigt. In dieser Arbeit wurden als Polyrasen die Tag-,
die Phusion- sowie die PfuUltra-Polymerase (si@lé¢ eingesetzt. Die Auswahl der Sequenz
der bei der PCR verwendeten Oligonukleotide soweeBerechnung der Schmelztemperatur
erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms ,Amplify 3:0.1". Fur Klonierungen wurden
ausschlief3lich Oligonukleotide verwendet, die ndeh Synthese Uber die HPLC gereinigt
wurden (sieh&.4). Als Anlagerungstemperatur wurden von der mgeden Schmelz-
temperatur der beiden Oligonukleotide fiinf Gradstlsl abgezogen. Die PCR-Reaktionen
wurden mit dem Biometra T Personal Cycler durchigegfiiDas Protokoll wurde je nach
verwendeten Oligomeren, DNA-Polymerase und Lange ze amplifizierenden DNA-
Fragments angepasst.

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten fur die anseRBende Klonierung wurde die
Phusion High Fidelity Polymerase eingesetzt. Di@kensansatze setzten sich wie folgt

Zusammen:
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Matrizen-DNA 2,5 ug Plasmid-DNA
10 uM Oligonukleotid 1 1,25 ul

10 uM igonukleotid 2 1,25 pl

dNTPs (10 mM stock) 0,5 ul

5 x Reaktionspuffer 5ul
DNA-Polymerase (2,5 U/ul) 0,25 pl

DMSO (optional) 0,75 ul

A. dest. ad 25 pl

Folgendes Protokoll wurde angewendet:

1x 30sec 98°C
10 sec 98°C

30x < 20 sec 5°C unter Schmelztemperatur
15 sec/kb 72°C

1x 5min 72°C

Anschlieend wurden die Anatze fur die weiteren rfgeh der Klonierung aufgereinigt
(siehe3.14.7).

3.14.6.1Kolonie-PCR

Zur Uberpriufung von Bakterien-Kolonien auf einereste Plasmid-Insertion wurde die PCR
direkt von den Bakterien-Kolonien mit Plasmid- bzwnsertspezifischen Primern
durchgefuhrt werden (Dallas-Yargg al, 1998). Hierzu wurde eine Einzelkolonie mit einem
sterilen Zahnstocher in 10l H,O udberfihrt, 5 min bei 99°C inkubiert und 10 min
zentrifugiert (Tischzentrifuge, 13000 rpm, RT).

AnschlieBend wurden 2 pl des Uberstandes mit falgerKomponenten vermischt und ein

PCR-Standardprogramm durchgefuhrt:

10 uM Oligonukleotid 1 1,25 ul
10 uM Oligonukleotid 2 1,25 ul
dNTPs (10 mM stock) 0,5 ul
10 x Reaktionspuffer 2,5 ul
Tagq DNA-Polymerase 0,1 pl
DMSO (optional) 0,75 pl

A. dest. ad 25 pl
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Es wurde folgendes Protokoll angewendet:

1x 2min 94°C
15 sec 94°C

25x < 15 sec 5°C unter Schmelztemperatur
1 min/kb 72°C

1x 5min 72°C

Anschlie3end wurden die Ansatze auf ein Agarosaggletragen (sien&14.2.2).

3.14.6.20ligomutagenese

Um einzelne Aminosduren an einer bestimmten Positioeinem Protein auszutauschen,
wurden vorerst zwei komplementare Oligonukleotidenggiert, die fir die gewinschte
Aminosauresequenz kodieren. Wenn moglich wurde fabereine Restriktionsschnittstelle
eingefligt, so dass nach der Oligomutagenese eie&ti®a durch Restriktion mdglich war.
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidedsin Tab.3-3 dargestellt. Anschlie3end
wurde eine PCR mit der Pfu Ultra Polymerase, denegerten Oligonukleotiden und

entsprechenden Ausgangsplasmiden durchgeflhrt.

PCR-Ansatz:

Plasmid 5ng

10 uM Oligonukleotid 1 1l

10 uM Oligonukleotid 2 1l
dNTPs (10 mM stock) 0,625 ul
10 x Reaktionspuffer 2,5 ul
Pfu Ultra Polymerase 0,5 ul
DMSO (optional) 0,75 pl
A. dest. ad 25 pl

Es wurde folgendes Protokoll angewendet:

1x 2min 95°C
30 sec 95°C
25x < 30 sec 5°C unter Schmelztemperatur

1 min/kb 72°C
1x 10 min 72°C
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Nach der PCR-Reaktion wurden dem Ansatz 2 ul detriRéonsenzym®dpnl zugefihrt um
die methylierte Plasmid-DNA zu verdauen. Es folgite Inkubationsschritt fur 2 h bei 37°C.
Anschlie3end folgte eine Transformation kompeteBt@kterien mittels Hitzeschock (siehe
3.14.5.4).

3.14.7Aufreinigung von PCR-Produkten

Dienten die in der PCR amplifizierten DNA-Fragmemi@er Klonierung, so wurde der
Reaktionspuffer Uber das Qiaquick PCR PurificatiGh (Qiagen) entfernt und die DNA
umgepuffert. Nach der Restriktionshydrolyse (si8hit.2.1) wurde das gewilnschte DNA-

Fragment Uber Agarosegelelektrophorese (steh4.2.2) aufgetrennt und isoliert.

3.14.8Plasmidkonstruktionen

Die Tab.3-2 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit kanistten Plasmide.

3.14.8.1Konstruktion der Plasmide pNK11, pNK12, pNK13 und pNK14
Die Plasmide pNK11, pNK12, pNK13 und pNK14 wurdem Reinigung der einzelnen PDZ-

Doméanen von DegP und DegS verwendet. Dabei sollten Doménen Uber einem
C-terminalen His-Tag gereinigt werden. Im ersterhriic wurden dazu Oligonukleotide
generiert, die als Startermolektle fur jeweils ePER dienten. In diese Oligonukleotide
wurden SchnittstellenNlcd und Hindlll) fir die anschlielRende Klonierung eingeflugele
Tab. 3-3). AnschlieRend wurde eine PCR mit der PhusiaghHFidelity DNA Polymerase
und dem Ausgangsplasmid pCS20 (fur die PDZ-DoménenDegP) bzw. pDegS (fur die
PDZ-Domane aus DegS) durchgefiihrt (si@l4.6). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden
mit den Restriktionsenzymeicd und Hindlll hydrolysiert.

Als Zielvektor wurde der Expressionsvektor pET21lggewahlt und auch dieser mit den
Restriktionsenzymenlcd und Hindlll geschnitten. Es folgte eine Agarosegelelekiaese
(siehe 3.14.2.2) mit anschlieRender Isolierung der DNAgfRnante aus dem Agarosegel
(siehe 3.14.3). Der geoffnete Vektor wurde mit dem PCReRka ligiert und der
Ligationsansatz anschlie3end in den Stamm Dtnsformiert.

Tab. 3-8 zeigt zusammenfassend die Charakteristika destkuierten Plasmide bzw. der

PDZ-Domaéanen.
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Tab. 3-8: Konstruktion der Plasmide pNK11, pNK12, pNK13und pNK14

Plasmid  Oligonukleotide zum Doméne Lange des Gens Molekulargewicht

Hersellen des Plasmids [bp] der PDZ-Doméne
[kDa]

pNK11 DegP PDZ1up PDZ1 aus DegP 325 10,49
DegP PDZ1low

pNK12 DegP PDZ2up PDZ2 aus DegP 292 9,54
DegP PDZ2low

pNK13 DegP PDZ1up PDZ1+2 aus DegP 590 19,88
DegP PDZ2low

pNK14 DegS PDZup PDZ aus DegS 335 10,87
DegS PDZlow

3.14.8.2Konstruktion der Plasmide zur Expression der DegP-Bnktmutanten

Zur Konstruktion der fur die Expression der DegRiRmutanten verwendeten Plasmide
wurden gezielt Oligomutagenesen mittels PCR duiitinge (siehe 3.14.6.2). Die

verwendeten Oligonukleotide sind in T&s3 dargestellt.

3.15 Biochemische Methoden

3.15.1Gesamtproteinisolierung ausk. coli

Die E. coliTestkultur wurde auf eine Qg von 0,5 eingestellt und 1 ml der Kultur
entnommen. Nach einer 3 minutigen Zentrifugatic830(0 rpm, RT) wurde das Zellsediment
in 80 pl SDS Probenpuffer und 30 mM DTT aufgenomrmoad die Probe 5 min bei 95°C
erhitzt. Im Anschluf3 konnte die gelelektrophordtes@uftrennung folgen (siet&15.5).

3.15.2Acetonfallung von Proteinen

Die Fallung von Proteinen erfolgte durch Zugabe vYoiWolumenanteilen Aceton zu den
entsprechenden Proben. Nach einer Inkubation UlaahtiNbei -20°C wurde der Ansatz
20 min in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (1800pm, 4°C) und der Uberstand
abgenommen. Das Sediment wurde 5 min in dem Speaedkénzentrator getrocknet. Die
Proteine wurden in 20 pul SDS-Probenpuffer aufgenemnmund 15 pul des Ansatzes

gelelektrophoretisch aufgetrennt (si€h&5.5).
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3.15.3Proteinreinigung

Die Proteinreinigungen wurden mit Hilfe des Kit®#1o Ni-TED 2000 der Firma Macherey-
Nagel durchgefthrt.

Die in der Tab.3-6 aufgefuhrten PDZ-Doméanen wurden aus dem Stanu2l EDE3)
gereinigt. Alle anderen in dieser Arbeit gereinigieegP-Derivate wurden aus dem Stamm
MAOQO1 gereinigt, der jeweils das entsprechenderfhenthielt. Der Stamm MAOO1 enthéalt
kein funktionelles chromosomaletegP, so dass ausgeschlossen werden kann, dass sich
Oligomere aus chromosomalen und plasmidkodiertegPMonomeren bilden.

Die Anzuchtbedingungen des jeweiligen Stammes uadRdinigungsschritte waren fur alle
Proteine identisch. Zur Anzucht wurde NZA-Medium0@2ug/ml Ampicillin) mit einer
Einzelkultur beimpft und Gber Nacht bei 37°C auimdRundschiittler bebritet. Anschliel3end
wurde eine Kultur mit einer Qdg, von 0,05 beimpft und die Zellen bei 37°C bis zneei
ODsoo Von 0,8 geschuttelt. Die Proteinexpression wungielt die Zugabe von IPTG in einer
Endkonzentration von 100 pM induziert und erfolgteer Nacht bei 20°C. Durch eine
Zentrifugation (20 min, 5000 rpm, 4°C) wurden diell&n sedimentiert und in Lysepuffer
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte im Miaidizer (M-110L Microfluidizer
Processor, Microfluidicis) bei einem Druck von 1arb Nach der Sedimentation der
Zelltritmmer (30 min, 20000 rpm, 4°C) wurde der Uib@nd auf eine zuvor mit Lysepuffer
aquilibrierte Saule geladen. Nicht bindende Preteiurden mit Lysepuffer (2 x 4 ml) und
Lysepuffer+1 M NaCl (2 x 4 ml) eliminiert. Im Ansktss wurde das gebundene Protein mit
Elutionspuffer (3 x 3 ml) abgel6st und aufgefangBei Bedarf wurden die Proben Uber
Vivaspin-Rohrchen (Vivaspin 15R, 5-100 kDa, Vivaswe, Stonehouse, UK)
aufkonzentriert und anschliel3end tUber PD10 SauBd+Healthcare) in den gewiinschten
Reaktionspuffer umgepuffert. Je nach Protein unskele Verwendung erfolgte zusatzlich
eine Dialyse (3 x 30 min) in Dialyseschlauchen Zédltans der Firma Roth.

Zur Aufbewahrung wurden die Proteine aliquotiechackgefroren und bei -80°C gelagert.
Wahrend die Reinheit der eluierten Proteine Ubene eCoomassie-Farbung eines
Acrylamidgels (siehe8.15.7) ermittelt wurde, gab eine Proteinbestimmuagh Bradford

(siehe3.15.4) Aufschluss Uber die Konzentration des Rrste

Lysepuffer
NaH,POy 50 mM
NacCl 300 mM

pH 8,0
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Lysepuffer+1 M NaCl

NaH,POy 50 mM
NaCl 1M
pH 8,0

Elutionspuffer

NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
pH 8,0

3.15.4Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Proteinproben wurde mit Hilffes Reagenz Roti-Nanoquant (Roth)
durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um eine madifie Proteinbestimmung nach Bradford
(Bradford, 1976). Dazu wurden 50 ul einer verdiunrReoteinprobe mit 200 pl des Reagenz
vermischt und der Quotient aus der £ound der ORxsy bestimmt. Die Bestimmung der

Proteinkonzentration erfolgte durch den Vergleiclt miner vorher angefertigten BSA-

Eichgerade (0,1 bis 1,6 mg/ml).

3.15.5Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektropd®i§&SDS-PAGE) wurde nach Laemmli
(Laemmli, 1970) in einer Mini-Protean Il Apparat(BioRad, Minchen) durchgefuhrt. Im
2,5%igen Sammelgel wurden die Proteine auf eineegesame Laufhohe gebracht und
anschlieBend im Trenngel nach ihrem Molekulargetvigetrennt. Dazu wurden die
entsprechenden Proben zunéachst in Probenpuffe@0mitM DTT aufgenommen. Die Proben
wurden fur 5 min auf 95°C erhitzt und anschlie3&0dbis 15 pl auf das Polyacrylamidgel
aufgetragen. Je nach GroRe der aufzutrennendemrimotvurden 10 bis 15%ige Gele
verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in SDS-Laidiép fir etwa 1 h bei einer konstanten

Spannung von 150 V durchgefuhrt.
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Trenngel Sammel

Komponente 10% | 12% | 15% -gel
Puffer A 25ml|25ml|25ml|-
Puffer B - - - 2,5 ml
Acrylamid/Bisacrylamid-Fertiglsg Rotiphorese Gel 88,3 ml| 4,0 ml|50ml| 1,1 ml
A. dest. 42ml|35ml|25ml|6,5ml
TEMED 10l | 20 ul | 25ul| 20 ul
10 % APS 25ul [ 25ul | 20l | 40 pl
Puffer A

Tris-HCI 1,5M, pH 8,8

SDS 0,4% (w/v)
Puffer B

Tris-HCI 0,5M, pH 6,8

SDS 0,4% (w/v)

SDS-Probenpuffer 4 x
Tris-HCI; pH 6,8
SDS
Glycerol

Bromphenolblau

10 x SDS-Laufpuffer
Glycine
Tris-HCI; pH 8,3
SDS

0,2M

8% (w/v)
40% (viv)
0,004% (w/v)

1,92 M
333 mM
1% (w/v)

3.15.6Tris-Tricin Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinem Molekulargewichtsbereich von
1-100 kDa unter denaturierenden Bedingungen wuieldds-Tricin Gelelektrophorese nach
Schagger und Jagow durchgefuhrt (Schagger und Ja$©®7). Daflir wurden die zu
untersuchenden Proteinproben in Probenpuffer mmBDTT aufgenommen und fir 5 min
bei 95°C erhitzt. Das Gel bestand aus den dreii@®e Trenn-, Spacer- und Sammelgel, die

in einem Verhdltnis 2:1:1 angefertigt wurden. Diekgrophoretische Auftrennung erfolgte fur

1 h bei 30 V, fur eine weitere Stunde bei 70 V abdchlieRend bei 150 V und 4°C.
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Komponente

12,5% Trenngel

10% Spacergel

6% Sammelge

37,5% Acrylamid/
1% Bisacrylamid
Gelpuffer
Glycerol (14%)
A. dest.

10% APS
TEMED

3,3 ml

3,5mil
1,44 ml
1,7 ml
50 pl
10 pl

1,33 ml

1,75 ml
1,89 ml
25 pl
10 pl

0,8 ml

1,25 ml
2,92 ml
25 pl
10 pl

Gelpuffer
Tris-HCI; pH 8,45 4 M
SDS 0,3%

Kathodenpuffer
Tris Base 0,1 M
Tricin 0,1M
SDS 0,1%

Anodenpuffer
Tris-HCI; pH 8,9 0,2M

4x Probenpuffer
0,5 M Tris-HCI; pH 6,8 4 ml

Glycerol 4,8 mi
SDS 169
Coomassie Brilliant Blau 4 mg
G250

A. dest. ad 10 ml

3.15.7Coomassie-Farbung

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurBeosteine mit Coomassie-Blau gefarbt.
Dazu wurde die Farbemethode nach Fairbaeksal. leicht modifiziert durchgefihrt
(Fairbankset al.,1971). Das Gel wurde dazu fir 1 min in der LosungqAler Mikrowelle
aufgekocht, 5 min leicht geschittelt und schligieweils in der Lé6sung B und Lésung C
kurz aufgekocht. Die Entfarbung des Hintergrundésigte durch Schiitteln in Lésung D bei

Raumtemperatur fir mindestens 1 h.
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LOsung A
Isopropanol

Acetat

Coomassie R250

LOosung B
Isopropanol

Acetat

Coomassie R250

Losung C
Acetat

Coomassie R250

LGsung D
Acetat

3.15.8Silberfarbung

25% (v/v)
10% (v/v)
0,05% (wi/v)

10% (v/v)
10% (v/v)
0,005% (w/v)

10% (v/v)
0,002% (w/v)

10% (v/v)

Zum sensitiven Nachweis von Proteinen nach elektvogtischer Auftrennung wurde die
Methode der Silberfarbung nach Beidétral. durchgefuhrt (Beidleet al, 1982). Auf diese

Weise konnten Proteine in ng-Mengen nachgewiesedeme Dazu wurden die Gele vorerst

in Fixierer | unter leichtem Schutteln fur 10 minxiért und anschlieRend in der

Silbernitratlésung 20 min gefarbt. Es folgten dvéaschschritte (je 60 sec) in A. dest. und

eine anschliel3ende Inkubation in Entwicklerlosung,die Proteinbanden gut sichtbar waren.

Abschlie3end fand eine 10 minutige Fixierung iniétiar 11 statt.

Fixierer |
Ethanol
Essigséaure

Silbernitratlésung
Silbernitrat

10% (v/v)
0,5% (v/v)

0,19% (v/v)
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Entwickler
NaOH 15 g/l
Natriumborhydrid 0,08 g/l
Formaldehyd 0,148% (v/v)
Eixierer Il

Natriumcarbonat 0,75% (w/v)

3.15.9Western Immunoblotanalyse

FUr einen spezifischen immunologischen Nachweis demr die mittels SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine mit einer Mini Trans-Bloafisfer Zelle (BioRad) auf eine PVDF-
(Polyvinylidendifluorid) Membran (Hybond-P Membrd&h45 um, Amersham Biosciences)
Ubertragen. Der Transfer in Transferpuffer erfoliiel h bei einer Spannung von 100 V.
Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran ¥ih bei RT auf dem
Horizontalschittler in Blockierungslosung inkubiefinschlie3end erfolgte eine einstiindige
Inkubation der PVDF-Membran mit dem primaren Antpg&r. Durch dreimaliges Waschen
(je 5 min) der Membran in TBST wurde der ungeburdAntikdrper von der Membran
entfernt. Der Nachweis erfolgte anschliel3end Uloee tkubation (30 min) mit einem AP-
gekoppelten sekundaren Antikorper. Nach zwei weita/aschschritten (je 5 min in TBST)
folgte die Detektion. Dazu wurde die Membran fumin in AP-Puffer &quilibriert und
anschliel3end in einer Farbeldsung entwickelt. Rsvendeten Antikdrper sowie die genauen

Bedingungen fir die jeweiligen Western Immunoblatgsen sind in der Tal3-9 aufgefuhrt.

Tab. 3-9: Verwendete Antikérper und Versuchsbedingungen

Priméarer Konzentration/ Blockierungsldosung Sekundarer Antikorper

Antikorper Bedingung

Anti-DegP 1:20.000 in TBST + 2% (w/v) Anti-rabbit AP 1:20.000 in
TBST+2% (w/v) BSA, 1h, RT TBST + 2% (w/v) Milch,
BSA 1h, RT 30 min, RT

Anti- OmpC | 1:20.000 in TBST + 2% (w/v) Anti-rabbit AP 1:20.000 in
TBST+2% (w/v) BSA, 1h, RT TBST + 2% (w/v) Milch,
BSA, 1h, RT 30 min, RT

Penta His 1: 2.500 in TBST + | TBST + 2% (w/v) Anti-mouse IGG (Fc-

Antibody 2% (w/iv) BSA,1h, |BSA, 1h, RT Fragment) AP 1:20.000 in
RT TBST + 2% (w/v) Milch,

1h,RT
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Transferpuffer

Tris-HCI; pH 8,3 15 mM
Glycin 120 mM
SDS 0,2% (w/v)
Methanol 20% (v/v)
TBST
Tris-HCI; pH 7,5 30 mM
NacCl 150 mM
Tween-20 0,05% (v/v)
AP-Puffer
Tris-HCI; pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 5mM

Farbeldsung

AP-Puffer 10 ml
NBT 66 pl
(50 mg/ml in 70% DMF)

BCIP 33 ul

(50 mg/ml in 70% DMF)

3.15.10 Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von DegP und

DegP-Derivaten

3.15.10.1 Gelfiltration

Die multimere Organisation von DegP und DegP-Deewanit und ohne Aktivatoren kann
durch die Gelfiltration bestimmt werden. In dies@rbeit wurde daftr je nach dem
gewinschten Auftrennungsbereich eine Superdex2@®Q0GL (Auftrennung im Bereich
10-600 kD) oder eine Superdex75 10/300 GL (Aufttergnim Bereich 3-70 kD) der Firma
GE Healthcare eingesetzt. Es wurde die automatsi@?LC-Anlage Akta von GE Healthcare
verwendet. Die Saulen wurden vor der Gelfiltratioit Laufpuffer aquilibriert, wobei die

Flussrate 0,5 ml/min betrug. Das Auftragsvolumen Ri@ben betrug 250 pl und es wurden
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Proteinkonzentrationen zwischen 1 und 3 mg/ml esat. Die Eichung der Saulen erfolgte
nach Anleitung des GelfiltrationskalibrierungskMW & HMW von GE Healthcare.

Laufpuffer
NaHPOy 50 mM
NaCl 150 mM
pH 8,0

3.15.10.2 Cross-Link Methode

Fur die Bestimmung der oligomeren Zustande von Dagf® DegP-Derivaten mit und ohne
Aktivatoren wurde die Methode des Cross-Links eseget. Dabei wurden 2 uM des
entsprechenden Proteins mit und ohne Aktivator ieakRonspuffer fir 10 min bei 37°C

inkubiert. Nach Zugabe des Cross-Linkreagenz Glidahyd in einer Endkonzentration von
0,1% (v/v) erfolgte die Probenentnahme nach 2 mia.Reaktion wurde anschlie3end durch
die Zugabe von Stopplésung unterbrochen und digit&asfir 10 min in dieser inkubiert.

Nach einer 10 mindtigen Inkubation bei 40°C wurddie Proben elektrophoretisch

aufgetrennt (NUPAGE Novex Midi Gel, Invitrogen). InAnschluss erfolgte eine

Silberfarbung (sieh8.15.8).

Reaktionspuffer
NaHPOy 62,5 mM
pH8,0

Stopplésung (10x)
Tris-HCI; pH 8,0 500 mM

Elektrophoresepuffer

Tricin 89,59
Tris Base 60,6 g
SDS 109

A. dest. ad 500 ml



3. Material und Methoden 72

3.15.11 Nano-HPLC mit MS-Kopplung (Nano-LC-MS/MS)

Bei der Nano-LC-MS/MS handelt es sich um eine Md&obei der zwei verschiedene
Techniken hintereinander geschaltet werden. Dalieidl wine Nano-HPLC (Nano-High
Performance Liquid Chromatographie) mit einem Maspektrometer (MS) gekoppelt. Die
Methode ist gut geeignet zur Peptidsequenzieruct enem Verdau von Proteinen. Durch
die Nano-HPLC lasst sich die Nachweisempfindlichkgegeniber der konventionellen
HPLC um ein Vielfaches steigern. AuRerdem ermogkoh eine bessere Handhabung fir die
Kopplung an die MS, da das Splitten des Eluatsfiilssig wird.

In dieser Arbeit wurden die Nano-LC-MS/MS-Analysemit dem Qstar Elite
Massenspektrometer der Firma Applied Biosystemshfjefiihrt, das an ein UltimateTM
Nano-HPLC-System (Dionex/LC Packings) gekoppelt.war

Die zu identifizierenden Peptide wurden zuersteanér Umkehrphase (Reversed Phase; RP)-
Anreicherungssaule (Synergi HydroRP, 4 um Partik@g, 80 A PorengréRe, Phenomenex)
mit einem Innendurchmesser von 100 pm in 0,1%TFAmazentriert. AnschlielRend wurden
die Peptide auf einer RP-Saule (Synergi HydroRRN® PartikelgroRe, 80 A PorengroRe,
Phenomenex) mit einem Innendurchmesser von 75 pmenge. Dazu wurde eine 41
minutige binare Gradienteneluierung (Losungsmated,1% FA, Losungsmittel B: 0,1% FA,
84% Acetonitril) angewandt, wobei das Losungsmiteliber 40 min von 5% bis 50% und
tber 1 min von 50% bis 95% eingesetzt wurde. Dusstiate betrug 270 nl/min.

Anschliel3end wurden die Proben in einem Massengpraekter (350-2000 m/z) vermessen
und die drei starksten Signale unterlagen der MS/M&bei der dynamische Ausschluss
aktiviert wurde. Fur die LTQ-XL Orbitrap-Messungemurden die MS-Messungen im
Orbitrap bei einer Auflosung von 60000 durchgefiinnd die finf starksten Signale der
MS/MS in Verbindung mit der Funktion des dynamisctheisschlusses unterzogen.

Die Auswertung der Spektren erfolgte Uber das RmgMascot 2.2.2 (Peptidmasse und
Fragmenttoleranz betrugen 0,2 Da fur Qstar EMS-Toleranz betrug +0,02 Da und
MS/MS-Toleranz +0,5 Da fur die LTQ-XL Orbitrap-Dale Nur Peptide mit einem Score

von Uber 35 wurden in die weitere Auswertung eiolgen.
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3.15.12 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von DegP und

DegP-Derivaten

3.15.12.1  Spaltung von pNA-Peptiden

Die proteolytische Aktivitdt von Proteasen kann aturPeptide, die eine C-terminal
gekoppelte p-Nitroanilin-Gruppe (pNA) tragen, bestit werden. Wird eine solches Peptid
zwischen der pNA-Gruppe und der damit verknupftemifosdure gespalten, so ist die
Menge des freigesetzten p-Nitroanilin ein Mald flie dProteaseaktivitat und kann
photometrisch quantifiziert werden. Fir die proygisthe Aktivitat von DegP wurden die
Peptide SPMFKGV-pNA sowie DPMFKLV-pNA in einer Ematkzentration von 0,5 mM
eingesetzt und mit 1 uM bzw. 0,1 uM Protein vermisde nach Versuchsanordnung wurden
ebenfalls aktivierende oder inhibierende Substardasu zugegeben und mit dem Protein
vorinkubiert.

Der Ansatz wurde mit Reaktionspuffer auf 100 ulgaddllt und die Absorption bei einer
Wellenlange von 405 nm kontinuierlich bei entspesater Temperatur fir 1 h gemessen. Die
angegebenen spezifischen Aktivitaten beruhten aWeijs mindestens dreimaligen
Doppelbestimmungen und ergaben sich aus folgermtendt:

Asos X V
Spezifische Aktivitat [nmol x mgx min?] = 4

cx Xt

Ayos Absorptionsanderung ber405 nm tber den Messzeitraum
V: Endvolumen des Reaktionsansatzes [ml]
C: Proteinkonzentration [mg/ml]
molarer Extinktionskoeffizient des pNA [8.800'm cmi’]

t: Messzeit [min]
Reaktionspuffer
NaHPO, 50 mM

pH 8,0
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3.15.12.2 Abbau von -Casein

Zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitat vongbeund DegP-Derivaten wurde 1 uM
Protein mit 4 uM -Casein im Reaktionspuffer vermischt. Der Ansatzdeufir 24 min bei
37°C inkubiert, wobei in Abstdnden von 3 min Probam 20 pl entnommen wurden und
mittels Acetonfallung gefallt wurden.

Anschlie3end wurden die Proben mittels SDS-Geladpkiorese analysiert (sieBel5.5).

3.15.12.3  Zymogramm

Um den Abbau von Casein durch DegP nachzuweisemdevgine weitere Methode
angewendet, bei der das zu testende Protein aufigm denaturierendes Zymogramm-Gel
aufgetragen wurde, das Casein (0,1% w/v) enthiBér Abbau von Casein wurde
anschlieBend durch eine Caseinanfarbung sichtbawag®. Dazu wurde das zu testende
Protein mit Z-Probenpuffer versetzt und auf das dgramm-Gel aufgetragen. Das Gel
wurde im TG-Laufpuffer fir 100 min einer Spannuragn\100 V ausgesetzt und anschliel3end
30 min bei Raumtemperatur in Renaturierungs-Puffeubiert. Anschlie3ende folgte eine
Inkubation in Entwicklungspuffer Giber Nacht bei @7°

Nach der Entwicklung erfolgte die Farbung durcreesimstindige Inkubation in Farbelésung

und durch eine abschlie3ende Entfarbung fur 3@®isin in Entfarbeldsung.

Z-Probenpuffer (1x)

Tris-HCI; pH 6,8 62,5 mM
SDS 4% (wiv)
Glycerin 25% (v/v)
Bromophenolblau 0,01% (w/v)

TG-Laufpuffer (1x)

Tris-Base; pH 8,3 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1% (w/v)
A. dest. ad 500 mi

Renaturierungs-Puffer
Triton X-100 2,5% (V/Iv)
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Entwicklungspuffer

Tris-HCI; pH 7,5 50 mM
NaCl 200 mM
CaCl 5mM
Brij-35 0,02% (v/v)

Farbelbsung
Methanol 40% (v/Iv)
Essigsaure 10% (v/v)
Coomassie-Blau R-250 0,5% (w/v)

Entfarbelésung
Methanol 40% (v/v)

Essigsaure 10% (v/v)

3.15.13 Komplementation der Hitzesensitivitat eines degPStammes durch

DegP und DegP-Derivate

degP -Stamme sind hitzesensitiv und kénnen bei Temperatiiber 42°C nicht mehr
wachsen, da die Zellen lysieren. Um Hinweise aa&firdivivo Funktion von DegP und den in
dieser Arbeit erzeugten DegP-Derivaten zu erhaltemgde untersucht, ob die entsprechenden
Proteine den temperatursensitiven Phanotyp komplgemen. Dazu wurde der
E. coliStamm KU98 degP) mit dem entsprechenden Plasmid, dagPbzw.degRDerivate
enthielt, Gber Nacht in Selektivmedium angezogeth am n&chsten Morgen auf eine £§
von 0,1 eingestellt. Ausgehend davon wurden 1:1fd#eungen bis I0angelegt und je

2 ul auf NZA-Agarplatten mit einer IPTG-Konzentmativon 1 uM aufgetropft. Es folgte eine
Inkubation fur 16 h bei 43°C.

3.15.14 Herstellung und Inkubation von Peptidbibliotheken

Fur die Selektion von an PDZ-Doménen bindendeni®aptdie freie C-Termini voraussetzt,
konnte nicht die standardisierte SPOT-SynthesedetitC-terminalen Fixierung der Peptide
durchgefuhrt werden (Frank, 2002). Daher wurdeMighode der invertierten Peptide nach
Boisguerinet al angewendet, die Peptide mit freien C-Termini egtgBoisguerinet al.,
2007). Dazu wurde eine Zellulosemembran (Whatm@rx 29 cm) verwendet, die nach der
Peptidsynthese mit A. dest., Ethanol, TBS und dleddnd mit Ethanol gewaschen wurde.
Anschlie3end wurde die Membran getrocknet und tnidrikubation bei -20°C gelagert.
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Nach dem Auftauen wurde die Membran mit Ethanolr{i@) und anschliel3end mit Puffer (3
X 10 min mit 50 mM NakPQO,, pH 8,0) gewaschen. Danach wurde die Membranr3eg-
Blockingreagenz (Sigma-Aldrich, Minchen) mit 50 nNAH,PO, ,pH 8,0 und anschliel3end
Uber Nacht bei 4°C in Deg-Blockingreagenz mit 10/npigDegP inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Membran in 50 mM Nz£O, ,pH 8,0(3 x 10 min) gewaschen, 20
Minuten mit dem Erstantikorper (Rabbit-anti-DegP-RiBpolyklonal 1:20000) inkubiert,
erneut gewaschen (3 x 10 min mit 50 mM NBBy ,pH 8,0), mit dem Zweitkdrper inkubiert
(Anti-rabbit 1IgG-HRP, Sigma, 1:4000) und abschlie®gewaschen (3 x 10 min mit 50 mM
NaHPO, ,pH 8,0). Zur Detektion wurde das West Pico Chemihescence Substrat-Kit
(Pierce Biotechnology) benutzt.

TBS
Tris-HCI; pH 7,5 30 mM
NacCl 150 mM
3.15.15 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Zur Bestimmung thermodynamischer Charakteristika Bmdung zwischen DegP bzw.
DegP-Derivaten und verschiedenen Peptiden wurdelstdiermale Titrationskalorimetrie
(ITC) durchgefuhrt. Bei der ITC wird der Ligand kowierlich dem Protein hinzutitriert und
die Warmeentstehung gemessen. Anhand dieser Grofteelk Enthalpie, Entropie und
Dissoziationskonstante einer Bindung bestimmt werde

In dieser Arbeit wurde ein VP-ITC Microkalorimet@er Firma MicroCal verwendet. Das
Protein (20 bis 40 uM) und das jeweilige Pepti® (@is 1,5 mM) wurden fir die Messungen
im identischen Puffer gel6st und fir 15 min entddbermovac sample dagasser, Microcal).
Es wurden 1,4 ml Protein- und 0,3 ml Peptidlésunge&setzt. Die Reaktionstemperatur
betrug 37°C. Jeweils 5 pl Peptid wurden in 7,1zaedem Protein titriert, wobei eine
Equilibrierungszeit von 240 sec und eine Rihrgesutigykeit von 394 rpm gewahlt wurde.
Zur Herstellung einer Referenzkurve wurde die RifsuNng zu dem verwendeten Puffer
ohne Protein titriert. Die Daten wurden anschliel3emt der Origin Software ausgewertet und

gegen die Warmeentstehung der Referenzkurve kertigi
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4 Ergebnisse

4.1 Die allosterischen Aktivierung der Protease DegP &kE. coli

DegP kann in seiner Proteaseaktivitat allosterigktiviert werden (Krojeret al, 2008a;
Krojer et al, 2008b, Meltzeet al, 2008; Meltzer, 2008). Dabei ist die Aktivierureyersibel
und geht einher mit einer Veranderung des oligomegstandes vom Hexamer zum 12mer
und 24mer. Um neue Einblicke in den Mechanismus Aldivierung zu erhalten, wurde

DegP in diesem Zusammenhang genauer untersucht.

4.1.1 Reinigung von DegP und Deg§1oa

DegP ist an der Assemblierung des Auzenmembrampso@mpC beteiligt und liegt bei der
Reinigung aus einerdegP E. colrStamm mit OmpC verunreinigt vor (Sklat al, 2007;
Meltzer, 2008). Um dies zu umgehen wurde DegP aums daegP/ompC -Stamm MAO0O1
gereinigt. Die Uberexpression des Proteins erfolgte dem Plasmid pCS20. Nach der
Reinigung wurde eine Gelelektrophorese durchgefiNegben einer Bande, die einem
Molekulargewicht von 48 kDa und somit DegP entdpri&onnte eine weitere Proteinbande
detektiert werden, die einem Molekulargewicht vinwae40 kDa entsprach. Dabei handelt es
sich um eine Doppelbande, die Produkte der Autapyde von DegP darstellt (Lipinshet

al., 1990; Skorko-Glonekt al, 1995). Der Reinheitsgrad des Proteins betrug >868ocdie
Ausbeute lag bei etwa 5 mg pro Liter FlUssigkultur.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollten Bindunigsien und Oligomerisierungsanalysen
mit DegP durchgefuhrt werden. Da die Autoproteolyse DegP bei diesen Analysen zu
Storsignalen fihren kann, wurde auch die protesigti inaktive Mutante DegPRioa
ausgehend von dem Plasmid pCS21, gereinigt. Von @erelnen Reinigungsschritten
wurden Proben entnommen und auf einem Polyacrylgehidmit anschlie3ender
Coomassieblau-Farbung analysiert (siehe Abll). Nach abgeschlossener Reinigung lag
DegRs210a ZU >95% rein vor und die Ausbeute betrug 10 mg biter Flissigkultur.
AulRerdem wurde die Reinigung durch eine Westert-Bialyse mit dem Antikdrper Anti-
DegP verifiziert (siehe Abll-1).
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Abb. 4-1: Reinigung des Proteins Degioa

Die Reinigung von Degf;o, Wwurde unter nativen Konditionen Uber Ni-TED-Sautknmchgefihrt. Der Nachweis erfolgte
Uber eine SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Bialoung und Uber eine Western ImmunoblotanalyseAmii-
DegP als primarem Antikorper.

M: Proteinmarker, 1-9: Coomassie-Blau-Farbung; 1:cbfluss der nicht gebundenen Proteine; 2: erstescéhritt mit
Lysepuffer; 3: zweiter Waschschritt mit Lysepuffet; erster Waschschritt mit Lysepuffer + 1 M NaCl; Aveiter
Waschschritt mit Lysepuffer + 1 M NaCl; 6: ersterutitinsschritt mit Elutionspuffer; 7: zweiter Elutisschritt mit
Elutionspuffer; 8: dritter Elutionsschritt mit Elahspuffer; 9: DegE,0a Nach dem Aufkonzentrieren und Umpuffern in
100 mM NaHPQ,, pH 8,0; 10: Western Blot: DegRa nach dem Aufkonzentrieren und Umpuffern in 100 iN&H,PO,,
pH 8,0.

4.1.2 Die allosterische Aktivierung von DegP im pNA-Enzyrtest

In vorangegangenen Arbeiten wurden erste para-ditia (pNA) basierte Substrate, die
dem quantitativen Nachweis der Proteaseaktivitdt fegP dienen, entwickelt (Meltzer,
2008; Hauskeet al, 2009). Dabei handelt es sich zum einen um déast&a SPMFKGV-
pNA und zum anderen um das optimierte Substrat DRIMNFpNA. Aul3erdem wurde
gezeigt, dass Peptide mit der Konsensussequenz [ENRIYXF DegP allosterisch
aktivieren und dass diese Aktivierung reversibet {#eltzer, 2008). Das Peptid
DNRDGNVYFF stellte mit einem hochstmdglichen Akewingsfaktor von 2,5 das beste
Aktivatorpeptid dar. Des Weiteren wurde beschrielmlss die proteolytische Aktivitat von
DegP auch durch die Inkubation miCaseinfragmenten (vCasein) oder mit intaktem-
Casein erhoht wird (Meltzer, 2008). Auffallig wan idiesem Zusammenhang, dass die
Aktivierung im pNA-Enzymtest mit dem Substrat SPMBEYX-pNA, verglichen zu Tests mit
dem optimierten Substrat DPMFKLV-pNA, wesentliclrker war. Dieses Ergebnis deutete
darauf hin, dass das Substrat DPMFKLV-pNA nach Alispg der para-Nitroanilingruppe
selbst als Aktivatorpeptid dient (Meltzer, 2008).

Um die allosterische Aktivierung der Proteaseatdiwon DegP in dieser Arbeit genauer zu
untersuchen, wurden pNA-Enzymtests mit dem Subs8BMFKGV-pNA und dem
optimierten Substrat DPMFKLV-pNA durchgefuhrt. Untacht aktivierenden Bedingungen
wies DegP eine spezifische Aktivitat von 15 nmaing® x min® (SPMFKGV-pNA) bzw.
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1400 nmol x mg x min* (DPMFKLV-pNA) auf. Um DPMFKLV als putativen DegP-
Aktivator zu untersuchen, wurden Aktivitatstestst meém Substrat SPMFKGV-pNA und
diesem Peptid durchgefihrt. Vergleichend dazu wuwde Peptid SPMFKGV sowie die
bereits bekannten allosterischen Aktivatoren DNRDINF, -Casein und v-Casein im

Enzymtest eingesetzt. Die Enzymtests wurden quzetif und auf die Probe ohne

Aktivatorpeptid normiert (siehe AbH@-2).

ohne Aktiv. 3-Casein verdautes - DNRDGNVYFF  SPMFKGV DPMFKLV
Casein

=
[ee)

=
(o2}

=
£

[N
N

=
o

Aktivierungsfaktor [Normiert]

o N B~ OO @

Abb. 4-2: Aktivierung von DegP im Enzymtest mit SPMFKGVpNA als Substrat

Dargestellt ist die Aktivierung von DegP Uber véiisdene Peptide und Proteine im pNA-Enzymtest raih dSubstrat
SPMFKGV-pNA. Fiir die Enzymtests wurde jeweils M DegP mit einem der putativen Aktivatoren (10M
DNRDGNVYFF, 6 M (10 g) B-Casein, 5¢g v3-Casein, 100 pM SPMFKGV oder 100 uM DPMFKLV) fimin im
Reaktionspuffer (50 mM NajRO,, pH 8,0) bei 37°C vorinkubiert. AnschlieRend wurdeh mM des Substrats zugegeben
und die Absorption bei 405 nm fiir 1 h bei 37°C gesaas Aus den ermittelten Werten wurde die spehifisaktivitat
berechnet und diese auf die Aktivitat der Protesbpr ohne Aktivator normiert. Eine Aktivierung vonehtspricht einer
spezifischen Aktivitat von 15 nmol x rig« min™. Die Standardabweichung lag unter 20%.

Wahrend die Zugabe des Peptids DNRDGNVYFF in el@nzentration von 100 uM zu
einer DegP-Aktivierung um einen Faktor von 4,5 féhresultierte die Zugabe vorCasein
bzw. v -Casein in einer 10 bzw. 16 fachen Aktivierung. Paptid SPMFKGV aktivierte
DegP hingegen nicht. Wie in AbB-2 dargestellt, fihrte die Inkubation von DegP detn
Peptid DPMFKLV in einer Konzentration von 100 uM =ainer 8-fachen Aktivierung.
DPMFKLYV stellt somit einen DegP-Aktivator dar, dem einer starkeren Aktivierung fihrt
als die bereits bekannten Aktivatorpeptide mitldensensussequenz DNRDGNVYXF.
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4.1.3 Validierung der Bindung von Aktivatoren an DegP mitels ITC

Um die Bindung der identifizierten Aktivatoren anedP zu validieren, wurden
Bindungsstudien mittels isothermaler Titrationskiahetrie (ITC) durchgefiihrt. Dabei
handelt es sich um eine biophysikalische Messt&chniie Aufschluss Uber
thermodynamische Charakteristika der Bindung zvaachigand und Makromolekul gibt
(siehe 3.15.15). In dieser Arbeit war die Ermitguder Bindungsaffinitaten (& zwischen
DegP und seinen Aktivatoren von besonderem Interd3gese sollten Aufschluss dartber
geben, ob die Starke der Aktivierung mit der Stadex Bindung der Peptide an DegP
korreliert.

Da die Autoproteolyse von DegP als chemische Remaktu Storsignalen in der ITC flhrt,
wurde mit der proteolytisch inaktiven Mutante Degla gearbeitet. Neben-Casein wurden
die bekannten Aktivatorpeptide mit der Konsensuseeg DNRDGNVYXF und den C-
Termini -YFF, -YLF, -YSF, -YWF und -YQF getestet.uBerdem wurden die Peptide
SPMFKGV und DPMFKLV eingesetzt. Es wurden keine #asen mit v-Casein
durchgefuhrt, da dieses ein Gemisch aus verschead®eptiden darstellt, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit mit verschiedenen Affinitdten@gR2104 binden.

In den ITC-Messungen wurden 20 uM Degla eingesetzt und die Konzentrationen der
Liganden je nach L6slichkeit und Starke der Binduagiert. Die erhaltenen Daten konnten
nach dem Modell gne set of sitésausgewertet werden. AnschlieRend wurden die saded
Weise ermittelten Bindungsaffinititen mit den im AsEnzymtest (mit dem Substrat
SPMFKGV-pNA) ermittelten Aktivierungsfaktoren veigien (siehe Tab4-1) Abb. 4-3
zeigt beispielhaft die ITC-Kurven von DegP miCasein, DNRDGNVYFF, DPMFKLV und
SPMFKGV.

Es wurden DissoziationskonstanterygKvon 4,98 bis 32,68 uM ermittelt (siehe T4kl).
Der schwache Aktivator DNRDGNVYSF mit einem Aktivumgsfaktor von 1,4 zeigte keine
signifikante Bindung an DegRioa Signifikante Bindungen kénnen in der ITC bis mee Ky
von etwa 150 uM detektiert werden. Auch das PepBdIFKGV, das DegP nicht aktiviert,
bindet nicht signifikant an DegRos Die Kgs der Aktivatorpeptide mit der
Konsensussequenz DNRDGNVYXF und den C-Termini —YFA,F, -YWF und -YQF
variierten und lagen zwischen 7,75 und 32,68 uMffallig war, dass der schwache
Aktivator DNRDGNVYWF mit einer K von 7,75 uM relativ stark an DegP gebunden hatte.
Der neu identifizierte Aktivator DPMFKLV zeigte méiner Ky von 4,98 uM eine starke
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Bindung an Degioa Diese war vergleichbar mit der Bindung voi€Casein an Degfioa
(Kg= 3,75 uM).

A Time (min) B Time (min)
50 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
T T T T T 0.4 T T T T T
0.5 - 0.2 3
0.0 - 0.0 1
9 0.2 ]
B 054 ] 3-044 3 1
§ -1.0 . Tg-o.s B ]
= S.08] h
1.5 b 1.0 E
2.0+ i 1.2 ]
1.4 4
2,5 B e d— : r T T T
I i % 0+ T
S °©
£ o B @
g - L 24 .r"'/__- i
= 5] i = o
s sl F :
o -10] ° -
- £69 = 7
£ 5 S u
o} 1 < 84 m 4
S 0]
] -10 T T T T T T
2] ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 2 4 6 8 10 12
0 2 4 | 6 8 10 12 Molar Ratio
Molar Ratio
-Casein (1 mM) DNRDGNVYFF (1 mM)
K4=3,75 uM K= 16,37 yM
C Time (min) D Time (min)
-50 0 50 100 150 200 250 01 0 50 100 150 200 250
0.50 T T T T T - T T T T T
0.04 &
0.25 E
©-0.14 &
8 1| £
= i i ®-0.2 4 -
5000 WWVT%TWWWWWWWWWW s
=1 1 0.3 o &
0,25 1 0.4 4
05
= § 00+ i
€ 054 B 3]
% 205 i
L2007 a = ] '5-1.0 - 7
S s 'l-_'-_ S Ssey ralal Lesmrray P
© -0.57 . S-1.5 B
® £
© - - ®-2.0 o B
g -10 §
r_g 154 i 2.5 - i
X 3.0
-2.0 13 (’) zl ‘; (’5 é 110 112 1!4 1’6 T8 -0.50.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0 5.5 6.0
) Molar Ratio Molar Ratio
SPMFKGV (1,5 mM) DPMFKLV (0,5 mM)
Keine signifikante Bindung K4=2,47 uM

Abb. 4-3: ITC mit DegPszmA

Die Bestimmung der Bindekonstanten von verschiedéiganden an Degfo, Wurde mittels ITC bei 37°C durchgefiuhrt.
Dazu wurden Ligand und DegRoa in 100 mM NaHPQ,, pH 8,0 geldst. Wahrend Degios 20 UM eingesetzt wurde,
variierte die Konzentration des Liganden je nacirk&t der Bindung. Die eingesetzten Konzentratioremnldganden sowie
die ermittelten Bindekonstanten{isind in der Abbildung dargestellt. Die Daten wamchach dem Modellone set of sités
gefittet. A: DegR,10a (20 pM) mit  -Casein (1mM); B: DegBioa (20 uM) mit DNRDGNVYFF (1mM); C: DegBioa
(20 pM) mit SPMFKGV (1,5 mM); D: Deg3;0a (20 uM) mit DPMFKLV (0,5 mM).
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Tab. 4-1: Bindungsaffinitaten zwischen putativen Liganda und DegRz10a

Die Bestimmung der Bindekonstanten von verschiedéiganden an Degfo, Wurde mittels ITC bei 37°C durchgefiuhrt.
Dazu wurden Ligand und DegRga in 100 mM NaHPQO,, pH 8 geldst. Wahrend DegRoa 20 UM eingesetzt wurde,
variierte die Konzentration des Liganden je nacirkat der Bindung. Die Daten wurden nach dem Modwik,set of sités
gefittet und die ermittelten Bindekonstanten g)(Ksind in der Tabelle dargestellt. Zuséatzlich iser djeweilige
Aktivierungsfaktor der Liganden im pNA-Enzymtestprmiert auf den DegP-Wildtyp4(1.2), aufgefiihrt. -: keine
signifikante Bindung bzw. keine Aktivierung;1 entspricht einer spezifischen Aktivitat von 1%l x mg* x min; ® Die
Werte wurden von Dr. Michael Meltzer bestimmt.

Ligand Kd [UM] x-fache-Aktivierung
[Normiert] &
-Casein 3,75 10,0
DPMFKLV 4,98 8,0
DNRDGNVYWF 7,75 1,9%
DNRDGNVYFF 16,37 4,5
DNRDGNVYQF 25,64 1,3
DNRDGNVYLF 32,68 1,6
DNRDGNVYSF - 1,4
SPMFKGV - -

DegP ist in der Zelle an der Assemblierung von AufRembranproteinen beteiligt. Es ist
daher nicht ausgeschlossen, dass diese trotz relitemigungsschritte an DegP gebunden
vorliegen (Sklaret al, 2007; Krojeret al, 2008a). Um auszuschlieRen, dass an BegP
gebundene Liganden die ITC-Ergebnisse verfalsolwanjen Messungen mit riickgefaltetem
DegRs210a durchgefiihrt. Dazu wurde DegP chemisch in 8 M Blafi denaturiert und
anschlie3end durch Verdinnung riickgefaltet. Evdingebundene Liganden sollten dadurch
von DegP entfernt werden.

Das ruckgefaltete DegRioaWurde in Messungen mitCasein, SPMFKGV und DPMFKLV
eingesetzt und die erhaltenen Daten mit denen ausvdrherigen Versuchen mit nicht
ruckgefaltetem DegRioaVverglichen (siehe Tald-2).

Zwischen dem ruckgefalteten Degha und dem Peptid SPMFKGV konnte keine
signifikante Bindung detektiert werden. SowohCasein als auch DPMFKLV zeigten eine
im Vergleich zur Bindung an nicht rickgefaltetesotein etwas starkere Bindung an
rickgefaltetes DegPioa Allerdings lagen die ks mit Werten von 1,75 uM im Vergleich zu
3,75 uM und 2,47 uM im Vergleich zu 4,98 uM nahélmander. Da sich die Werte durch
das Ruckfalten von DegRoain der Tendenz nicht veranderten, wurde in weitdfersuchen

mit nicht rickgefaltetem DegPkioa Weitergearbeitet.
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Tab. 4-2: Bindungsaffinitaten zwischen Liganden und Deg§10a Und rickgefaltetem DegRyioa

Die Bestimmung der Bindekonstanten von verschiedémggnden an Degf;oa Und an rickgefaltetes Degiya wurde
mittels ITC bei 37°C durchgefiihrt. Dazu wurden Ligamd Protein in 100 mM NaRQ,, pH 8 gelést. Wahrend das
Protein 20 uM eingesetzt wurde, variierte die Kariztion des Liganden je nach Starke der Bindung. Daten wurden
nach dem Modellgne set of sitégefittet und die ermittelten BindekonstantenyXiKind in der Tabelle dargestellt. -: keine
signifikante Bindung.

Protein Ligand Kg [UM]
DegRsz10a -Casein 3.75
DegRsz10a riickgefaltet -Casein 1.75
DegR210a SPMFEGKV "
DegRs210ariickgefaltet SPMFEGKV -
DegR2100 DPMFKLV 4.98
DegRi0ariickgefaltet DPMFKLV 247

Um den Einfluss der Temperatur auf die Bindung \wganden an DegP zu untersuchen,
wurden reprasentativ ITC-Messungen mit DggfA und -Casein bei 28, 37 und 43°C
durchgefuhrt. Es wurden & von 2,43 pM bei 28°C, 1,75 uM bei 37°C und 1,22 pei
43°C bestimmt. Die Werte zeigen, dassCasein mit steigender Temperatur starker an
DegRs2104 bindet, wobei sich die Werte nicht um ein Vielfashvoneinander unterscheiden.
Weitere ITC-Messungen im Verlauf dieser Arbeit wemddaher ausschlief3lich bei 37°C
durchgeflhrt.

4.1.4 Die Oligomerisierung von DegP

4.1.4.1 Der Effekt von Aktivatoren auf den oligomeren Zustand von DegP

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass DegP UlkeBididung von Aktivatoren in seiner

Proteaseaktivitat aktiviert wird. Die Starke dertikierung hangt dabei mit der Starke der
Bindung der Aktivatoren an DegP zusammen. Voranggg@e Studien haben beschrieben,
dass die DegP-Aktivierung einhergeht mit einer ¥eisbung des oligomeren Zustandes vom
Hexamer zum 12mer und 24mer, wobei die hohereno®lgge eine erhdhte proteolytische
Atkivitat aufweisen (Meltzer, 2008; Krojeet al, 2008a). Um den Mechanismus der
Aktivierung im Hinblick auf die Veranderung desgameren Zustandes mit verschiedenen
Aktivatoren genauer zu untersuchen, wurden Crosk-Untersuchungen durchgefiihrt. Die
Cross-Link Methode gibt Aufschluss tber den oligoeneZustand eines Proteins, wobei
verschiedene Oligomere gleichzeitig detektiert wardkbénnen (siehe 3.15.10.2). Zur
Etablierung der Methode wurden verschiedene Crassel, Pufferbedingungen,

Inkubationszeiten und Proteinkonzentrationen geté€Btaten nicht gezeigt). Dabei wurde die

proteolytisch inaktive Mutante DegRoa verwendet, um die Autoproteolyse von DegP und
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die damit eventuell auftretende Interferenz von @&ldbagmenten und Veranderungen im
oligomeren Zustand zu verhindern. Die optimale Kammtion von Degfioa betrug
0,6 uM. Das Protein wurde fir 5 min mit verschiegterKonzentrationen des zu testenden
Aktivators bei 37°C inkubiert, der Cross-Linker @taldehyd in einer Endkonzentration von
0,1% (v/v) dazugegeben und die Reaktion nach 2 gastoppt (siehe Abb4-4). In
Abwesenheit von Aktivatoren lag Deghba hauptsachlich als Hexamer, Trimer und
Monomer vor. Die Zugabe von 3-5% DMSO, das in diéganzentration als Losungsmittel
einiger Aktivatoren eingesetzt wurde, fiihrte zunkei signifikanten Verédnderung. Als
Aktivatoren wurden v-Casein, DNRDGNVYFF, SPMFKGV und DPMFKLV in
verschiedenen Konzentrationen getestet (siehe 4.

Die Addition von v-Casein fihrte zu einer starken Abnahme des Hexarnieimers und
Monomers und zum vermehrten Auftreten des 12mers 2dmers. Das Aktivatorpeptid
DPMFKLV induzierte schon bei einer eingesetzten f§gewon 100 UM einen kompletten
Switch zum 24mer. Dahingegen fiihrte das Peptid SRBAF bis zu einer eingesetzten
Konzentration von 2,5 mM nicht zu der Ausbildunghaier Oligomere. Bei zunehmenden
Aktivatorkonzentrationen konnte allerdings einectée¢ Abnahme trimerer und dimerer
Strukturen und eine leichte Zunahme hexamerer ttrelk beobachtet werden. Der schwache
DegP-Aktivator DNRDGNVYFF induzierte einen nur mias@en Switch vom Hexamer zum
12 mer bei einer eingesetzten Konzentration vordestens 0,6 mM. Auffallig war, dass die
schrittweise Zunahme der Aktivatorkonzentration thieglu zu einer Abnahme der Trimere,
Dimere und Monomere und zu einer Zunahme des Hesditnerte.

Die ermittelten Daten korrelieren mit den Ergebaissder Bindungs- und der
Aktivierungsstudien und untermauern die Hypothelses die allosterische Aktivierung von
DegP einhergeht mit der Veranderung des oligométestandes hin zum 12 und 24mer.
Unter den Aktivatorpeptiden konnte das Peptid DPMW¥Kals starkster Aktivator
identifiziert werden. Es bindet mit eineg Kon 4,98 uM an DegPioa aktiviert DegP 8 fach
in der Proteaseaktivitat und induziert einen vahsligen Shift vom Hexamer zum 24mer
bereits bei einer geringen eingesetzten Konzeatratton 100 pM. Aufgrund dieser
Ergebnisse und der relativ guten Lo6slichkeit wudieses Peptid vorrangig in weiteren
Oligomerisierungsanalysen und vergleichenden Bigdsitudien eingesetzt.
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Abb. 4-4: Cross-Links von DegR»104 Mit verschiedenen Aktivatoren

DegRy,10a Wurde chemisch denaturiert und riickgefaltet. AlisBend wurden 0,6 M des Proteins mit verschiedenen
Konzentrationen des jeweiligen Aktivators (von-@asein wurden 5 pg eingesetzt) fur 5 Minuten befC37m
Reaktionspuffer (100 mM NaiRO, pH 8,0) inkubiert. Der Cross-Linker Glutaraldehydrde in einer Endkonzentration von
0,1% (v/v) dazugegeben und die Reaktion nach weit2renin durch die Zugabe von Tris-HCI pH 7,5 (Endiemtration
200 mM) gestoppt. Die Proben wurden in SDS-Probffepaufgenommen und etwa 133 ng/Spur auf ein Adstat-Gel
(3-8%) aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese evaide Silberfarbung durchgefihrt. M: NUPAGE NoRerteinmarker.

4.1.4.2 Der Effekt der Temperatur auf den oligomeren Zustam von DegP

DegP ist ein Hitzeschockprotein, das temperatuti@gust und dessen Proteaseaktivitat bei
héheren Temperaturen ausgepragter ist (Spiess, €19819). Um den Effekt verschiedener
Temperaturen auf den oligomeren Zustand von DegRntersuchen, wurden Cross-Link
Experimente nach dem Ruckfalten von denaturiertegF 104 mit und ohne v-Casein bei
28, 37 und 43°C durchgefihrt. Nach der Rickfaltwogde der Crosslinker Glutaraldehyd zu
verschiedenen Zeitpunkten von 10 sec bis 10 minggeben (siehgbb. 4-5). Als Kontrolle
wurde v -Casein ohne Degpioa betrachtet (sieh&bb. 4-5).

In Abwesenheit von w+Casein lag Degioa bei 28°C nach 10 sec hauptsachlich als
Monomer vor. Bereits nach 10 min lag ein Grof3tisilHexamer vor. Die Untersuchungen bei
37°C zeigten ahnliche Ergebnisse, wobei DggR bereits nach 10 sec Inkubationszeit
vermehrt als Hexamer vorlag. Bei 43°C konnten imrgieech zu den Versuchen bei
niedrigeren Temperaturen vermehrt DegRxTrimere detektiert werden. Dies korreliert mit
der Beobachtung, dass DegP-Hexamere bei hdhererpefFataren destabilisiert werden

(Daten nicht gezeigt).
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Die Zugabe von wCasein bei der Ruckfaltung von DegRa flhrte bei allen getesteten
Temperaturen zu einem schnelleren Switch der Momem®imere und Trimere zu
Hexameren. Bei 37°C und 43°C lag Degla bereits nach 10 sec vollstandig als Hexamer
und nach 5 min bzw. 2,5 min vollstandig als 24mer. \Bei 28°C konnte zwar ein Switch
zum 24mer beobachtet werden, allerdings lag IdggPauch nach 10 min noch zu einem
kleinen Teil als Hexamer vor. Die Daten zeigen,sddar Switch vom Hexamer zu hdheren
proteolytisch aktiveren Oligomeren temperaturabigingt. Die Daten aus den ITC-
Experimenten zeigen, dass die Unterschiede in deduBgsaffinitaten von -Casein an
DegRs2104 bei verschiedenen Temperaturen sehr gering siddvarmutlich nicht der Grund
fur den hier detektierten Temperatureffekt sindl{s4.1.3).

287;C 37?2;C 43?,C
ohne v @fRsein mit v @&Rsein chne v @fsein mit v @8Rsein ohne v @fifsein mit v @fsein
kDa M 10 30* 1' 25' 5 10° 10 30 I 25 5 10' dbc 10" 30" 1' 25 5 10' 10° 30" 1 25 & 100 10 30" 1' 25 & 10' 10" 30" 1' 25 5 10
2%

12
460 -
268 -
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117-

71-

55-
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Abb. 4-5: Der Effekt der Temperatur auf den oligomeren Zistand von DegR210a

DegPRy,10a Wurde chemisch denaturiert und mit und ohr@asein riickgefaltet. Der Cross-Linker Glutaraldelydde in
einer Endkonzentration von 0,2% (v/v) fir 1 minvarschiedenen Zeitpunkten dazugegeben und die Reakdich weiteren
2 min durch die Zugabe von Tris-HCI pH 7,5 (Endkarization 200 mM) gestoppt. Die Experimente wurden 28°C,
37°C und 43°C durchgefiihrt. Die Proben wurden in $&enpuffer aufgenommen und etwa 133 ng/Spur iauT rés-
Acetat-Gel (3-8%) aufgetragen. Nach der Gelelektoopse wurde eine Silberfarbung durchgefiihrt.
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4.1.5 Identifizierung neuer DegP-Aktivatoren

Neben der Charakterisierung des Effekts bereitameter Aktivatoren auf DegP war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, neue DegP-Aktivatoren identifizieren. Diese kdnnen
Aufschluss geben Uber die vivo Funktion von DegP oder als Grundlage fir die Eckiing

spezifischer Inhibitoren dienen.

4.1.5.1 Screening einer DegP-Peptidbibliothek

Zur Identifizierung neuer Aktivatoren von DegP wereéine DegP-Peptidbibliothek in
Kooperation mit Prof. Volkmer der Charité in Berlivergestellt und diese anschlieRend
gescreerit Da erwartet wurde, dass DegP iiber seine PDZ-Deriadie C-Termini seiner
Aktivatoren bindet, wurde die Methode der invetger Peptide, bei der es sich um eine
modifizierte SPOT-Synthese handelt, zur Herstelluieg Peptidbibliothek gewahlt (siehe
3.15.14). Auf diese Weise wurden Peptide mit freleermini auf einer Zellulosemembran
synthetisiert (Boisgueriet al, 2007). Bei der so hergestellten Peptidbibliothekdelte es
sich um eine nicht redundante Bibliothek, die ad® &-Termini (10mere) vork. coli
Zellhillproteinen bestand (EcoBib). Fir das Scregnvurde die EcoBib mit DegP inkubiert
und an Peptid gebundenes DegP Uber Antikorper tietekeEs konnten 30 positive Signale
identifiziert werden (siehe Abll-6). Das starkste Signal (48,266 BLU) wurde fun d&
Terminus des AufRenmembranproteins OmpP mit der eqUT TAGLKYTF bestimmit.
Wahrend ein mittel starkes Signal (29,434 BLU)dig periplasmatische-Glucosidase BgIX
mit der C-terminalen Sequenz RVKGEFELL bestimmt dajrzeigte die Bindung von DegP
an das uncharakterisierte Protein YecR mit dem @aireis CHHSAFPVL ein eher
schwaches Signal (19,492 BLU). Eine Auflistung rab@ DegP bindenden Peptide ist im
Anhang dargestellt (siehe TaB-1). Aus den Sequenzen der 30 positiv getestetgrice
wurde ein Bindemotiv ermittelt, das die Prafereriz #erschiedene Aminosauren an
verschiedenen Positionen der gebundenen Peptideelita(siehe Abb4-6). Es konnte eine
Praferenz fur hydrophobe (L/A/V/1) und aromatiscAminosauren (F) an der Position 0
festgestellt werden. An der Position -1 konnte eRv@ferenz fur Leucin, Arginin und
Threonin detektiert werden. Sowohl Tyrosin als aGthtamat und Leucin kamen haufig an
Position -2 vor. Eine signifikante Praferenz konrge den anderen Positionen nicht
festgestellt werden.

? Die Herstellung der Peptidbibliothek sowie daseBaing wurden von Eike Wolter, Institut fir Medisiche

Immunologie, AG Volkmer ,Molekulare Bibliotheken‘hader Charité Berlin durchgefihrt.



4. Ergebnisse 88

Abb. 4-6: Screening defE. coli Peptidbibliothek mit DegP?

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse des Screening=deBib mit DegP (links). Die EcoBib-Membran wurdeeii Nacht mit
DegP (10 mg/ml) inkubiert und anschlieBend die Birgdan die Peptide detektiert. Dazu fand eine Inkabanit dem anti-
DegP-AK (1:20000) und anschlieBend mit dem Zweikénper goat anti-rabbit IgG-HRP (1:4000) statt. Di¢ensitat der
Signale wurde in Béhringer light units (BLU) mit delbumi Imager gemessen (Exposition 1 min, Lumi-Eillstegen
208/720). AnschlieBend wurde auf www.weblogo.bexkeadu ein Profil der Sequenz von an DegP gebumndBeetiden
erstellt (rechts)Die GroRe der dargestellten Buchstaben korreliesttipamit der Frequenz der Aminosdure. Wéahrend die
Farbe gelb auf aromatische Aminoséuren deutett gtéh fir hydrophobe Aminoséauren. Saure Aminoséwerden durch
blaue und rote Buchstaben dargestellt.

Zur Verifizierung der aus dem Screening der Pepildithek erhobenen Daten wurden sechs
putative Aktivatoren gewahlt, die im weiteren Verfladieser Arbeit genauer untersucht
wurden (siehe Tab4-3). Es wurden sowohl sehr gut als auch schwébimelende Peptide
ausgewahlt, um die Korrelation zwischen Bindung Aktivierung zu prufen.

Neben den sechs ausgewahlten Peptiden wurden auBlgS und HtrAl bindende Pepfide
getestet. Die bakterielle HtrA-Protease DegS unsl ldamane HtrAl sind Homologe von
DegP. Es wurden drei an DegS bindende und zwei @Altbindende Peptide fir eine
weitere Charakterisierung mit DegP ausgewahlt ésikdb.4-3).
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Tab. 4-3: Identifizierte an HtrA-Proteine bindende Peptde

Peptid Protein Bindung an Sequenz Bindung
an DegP
[BLU]
OMPP  AuRenmembranproteiB.(coli) DegS/DegP  ITTAGLKYTF 48,3
YDHR Putative Monooxygenase&.(col) DegP LSQINQAKLA 42,2
YCDB PeroxidaseH. col) DegP DYFGSALLRV 40,5
FHUA Ferrichrom-Eisen -Rezeptde (coli) DegS/DegP  QVVATATFRF 40,3
BGLX periplasmatische 3-Glucosidage ol DegP RVKKGEFELL 29,4
BTUB Vitamin B12 Transporterd. coli) DegP EYTLSGSYTF 28,6
YECR uncharakterisier| coli) DegS/DegP ~ CHHSAFPVFL 19,4
YAIO uncharakterisierti. coli) DegS QLAARLTWKF -
FECA Eisen(lll)-Dicitrat-Transprort-Proteir( DegS TLYMQGSLKF -
coli)
MCM7 DNA-Replikation-Lizenzierungs-Faktor HtrA1 VNASRTRITFV -
(H. sapien}
REL C-Rel Proto-Onkogen-ProteiH (sapieny HtrAl DSFPYEFFQV -

4.1.5.2 Aktivierung von DegP durch neu identifizierte Peptde

Um zu testen, ob die an DegP bindenden Peptide Zegh aktivieren, wurden pNA-
Enzymtests mit dem Substrat SPMFKGV-pNA mit und eldie putativen Aktivatoren
durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Enzymtestantifiziert und auf die Probe ohne
Aktivator normiert. Als Kontrolle dienten die bekd#en Aktivatoren -Casein und
DNRDGNVYFF (YFF). Die ermittelten Aktivierungsfakten fir die insgesamt 11 zu
testenden Peptide lagen zwischen 1,6 (BGLX) und #¥CDB) (siehe Tab4-4). Dabei
konnten die Peptide YECR und YCDB mit Aktivierungjgioren von 10,2 bzw. 14,1 als sehr
starke Aktivatoren von DegP identifiziert werden.abT 4-4 zeigt neben den
Aktivierungsfaktoren der einzelnen Peptide auchStégke der Bindung im Peptidbibliothek-
Screening. Interessanterweise korrelierte die 8tatkr Bindung nicht absolut mit den
Aktivierungsfaktoren. So aktivierte das Peptid YECRegP im pNA-Enzymtest
Uberdurchschnittlich gut, zeigte aber im Screerenge sehr schwache Bindung an DegP.
Dahingegen handelt es sich bei dem Peptid YDHR umanesehr guten Binder, der DegP
aber nur mit einem Faktor von 3,2 aktiviert. Auati Bnderen Peptiden wie zum Beispiel
OMPP oder YAIO konnte die Korrelation zwischen Btder Aktivierung und Starke der
Bindung nicht absolut bestatigt werden. Eine magli&rklarung dafir kdnnte eine etwas
voneinander abweichende Konformation der Peptide da diese zum einen frei in Losung,

zum anderen gebunden an eine Membran vorliegen.
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Tab. 4-4: Aktivierungsfaktoren putativer Aktivatoren von DegP
Dargestellt sind die Aktivierungsfaktoren verscleiedr Peptide und-Casein, die im pNA-Enzymtest mit dem Substrat

SPMFKGV-pNA ermittelt wurden. Fiir die Enzymtestsrdai jeweils 1 M DegP mit einem der putativen Aktivatoren
(100 M DNRDGNVYFF (YFF), 6 M (10 g) B-Casein, 100 uM putative Aktivatoren aus dentiBleibliothek-Screening)
fur 5 min im Reaktionspuffer (50 mM NaPQ,, pH 8,0) bei 37°C vorinkubiert. AnschlieBend wurde mM des Substrats
zugegeben und die Absorption bei 405 nm fur 2 h378C gemessen. Aus den ermittelten Werten wurdespkeifische
Aktivitat berechnet und diese auf die Aktivitat d&noteinprobe ohne Aktivator normiert. Die Stan@désdeichung lag unter
17%. Vergleichend sind die in dem Screening dettifgpliothek ermittelten Boehringer Light Units (B)Wler Bindung
zwischen Peptid und DegP dargestellt (sile5.1).2 1 entspricht einer spezifischen Aktivitat von ¥8al x mg* x min™.

Peptid  Sequenz Bindung an DegP Aktivierungsfaktor
[BLU] [Normiert] 2
OMPP  ITTAGLKYTF 48,3 55
YDHR  LSQINQAKLA 42,2 3,2
YCDB DYFGSALLRV 40,5 14,1
FHUA  QVVATATFRF 40,3 4,4
BGLX RVKKGEFELL 29,4 1,6
BTUB EYTLSGSYTF 28,6 1,9
YECR  CHHSAFPVFL 19,4 10,2
YAIO QLAARLTWKF - 4,8
FECA TLYMQGSLKF - 2,4
MCM7  VNASRTRITFV - 2,8
REL DSFPYEFFQV - 1,9
YFF DNRDGNVYFF - 4,5
-Casein - - 10,5

4.1.5.3 Validierung der Bindung der neu identifizierten an DegP bindenden Peptide

mittels ITC

Bei dem Screening einer Peptidbibliothek mit ansff@nder Detektion Uber Antikdrper
handelt es sich um eine semiquantitative Methoden Wie Bindung der in4.1.5.1
identifizierten Peptide an DegP quantitativ zu &sémn, sollten Bindungsstudien mittels ITC
durchgefuhrt werden. Dazu wurde Degiga 20 UM eingesetzt und die Konzentrationen der
zu testenden Peptide je nach Loéslichkeit und Stéakle Bindung variiert. Da sich die
Mehrzahl der Peptide nicht in den erforderten Kotrationen im Reaktionspuffer [6sen liel3,
wurden die Messungen auf die zwei besten Aktivatdf€DB und YECR sowie auf die zwei
schlechteren Aktivatoren BTUB und BGLX beschrankab. 4-5 zeigt die ermittelten §§
und vergleichend die im pNA-Enzymtest ermitteltektiierungsfaktoren. Aul3erdem sind
zum Vergleich die Werte der bekannten AktivatorefCasein und DNRDGNVYFF
aufgelistet. Die ermittelten Bindekonstanten fle dieu identifizierten Aktivatoren lagen
zwischen 4,61 uM und 75,76 puM. Dabei zeigte dagi®efCDB, das als bester Aktivator
identifiziert wurde, mit einer Kvon 4,61 uM die starkste Bindungsaffinitat zu DeyEDB

bindet somit wesentlich starker an Degis als das bereits bekannte Aktivatorpeptid
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DNRDGNVYFF. Zwischen dem Peptid YECR, das als ziester Aktivator identifiziert
wurde, und Deg§i0a Wurde eine K von 8,31 uM bestimmt. Bezlglich des eher schlechte
Aktivators BGLX wurde eine schwache Bindungsaffihitmit einer K von 75,76 uM
gemessen. Die Bindungsaffinitat von BTUB mit eikgrvon 8,47 uM korrelierte hingegen

nicht mit dem Aktivierungsfaktor, der mit 1,9 relagjering war.

Tab. 4-5: Dissoziationskonstanten neu identifizierter DgP-bindender Peptide

Die Bestimmung der Bindekonstanten der neu idergifien PDZ-bindenden Peptide an Degghy wurde mittels ITC bei
37°C durchgefuhrt. Dazu wurden Ligand und Proteimel@0 mM NaHPGQ,, pH 8 geldst. Wahrend DegRoa 20 uM
eingesetzt wurde, variierte die Konzentration deptiRle je nach deren Loslichkeit und Starke der &mgd Die Daten
wurden nach dem Modellbope set of sitégefittet. Die ermittelten Bindekonstantendfkund die in den pNA-Enzymtests
ermittelten Aktivierungswerte sind in der Tabellrgestellt? 1 entspricht einer spezifischen Aktivitat von Ifial x mg* x

mint.

Ligand Aminoséuresequenz x-fache Aktivierung Kg [UM]
[Normiert] &

-Casein - 10,0 3,75
YCDB DYFGSALLRV 14,5 4,61
YECR  CHHSAFPVFL 10,2 8,31
BTUB EYTLSGSYTF 2,0 8,47
-YFF DNRDGNVYFF 4,5 16,37
BGLX RVKKGEFELL 2,0 75,76

Mit den in dieser Arbeit identifizierten an DegP ntbenden Peptiden YCDB
(DYFGSALLRYV) und YECR (CHHSAFPVFL) konnten neue r&& Aktivatoren von DegP
identifiziert werden. Eine Korrelation zwischen ddbegP-Aktivierung und der

Bindungsaffinitat zu DegP wurde nicht bei allen iktoren festgestellt.

4.1.5.4 Der Einfluss der neu identifizierten Aktivatoren auf den oligomeren Zustand
von DegP

Um den Einfluss der neu identifizierten Aktivatoré@DB und YECR auf den oligomeren
Zustand von DegP zu untersuchen, wurden Cross-Uimtersuchungen (vergleichel.4.1)
durchgefithit Wahrend die proteolytisch inaktive Mutante DegPxin einer Konzentration
von 0,6 UM eingesetzt wurde, wurden verschiedenezBotrationen der Aktivatoren getestet
(Daten nicht gezeigt). Wie bereits #11.4.1 gezeigt, liegt DegRoa in Abwesenheit von
Aktivatoren hauptsachlich als Hexamer, Trimer un@ni@mer vor. Die Zugabe bereits
niedriger Konzentrationen (10 uM) des Aktivators GfE fihrte zum vermehrten Auftreten

des 12mers und 24mers und zu einer Abnahme demleeza, trimeren und monomeren

% Die Cross-Link Untersuchungen wurden von Lina Spdarchgefiihrt.
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Molekule. Bei einer Konzentration von 250 uM wardits eine vollstandige Umlagerung zu
héheren Oligomeren zu beobachten. Dahingegen iedazilas Aktivatorpeptid YCDB einen

nur marginalen Switch vom Hexamer zum 12mer und e€t4fpei einer eingesetzten

Konzentration von mindestens 100 uM. Die Ergebnisgermauern die Erkenntnis, dass die
DegP-Aktivierung einhergeht mit einer Verschiebudgs oligomeren Zustandes vom
Hexamer zum 12mer und 24mer. Allerdings konnte kéne absolute Korrelation zwischen

Starke der Aktivierung und Ausbildung héherer Otigire belegt werden.

Der Aktivator YECR mit der Sequenz CHHSAFPVFL dtedbmit einen neuen starken

Aktivator von DegP dar, der mit hoher Affinitat &egP bindet, es 10,2 fach aktiviert und
schon in niedrigen Konzentrationen zu der Umlaggraom Hexamer zu 12mer und 24mer
fuhrt.

4.2 Charakterisierung der PDZ-Doméanen von DegP

Ein besonderes Augenmerk sollte in dieser ArbdidaiRolle der beiden PDZ-Domanen fiur
den Mechanismus der allosterischen DegP-Aktiviegerichtet werden. Wahrend der PDZ1-
Domane von DegP eine wesentliche Rolle in der Sattstdung und Aktivierung von DegP
zugesprochen wird, wird postuliert, dass die PDZ#£2dane wichtig ist fuar die
Oligomerisierung von DegP (Spiessal, 1999; Sassooet al, 1999; Clausemet al, 2002;
Iwanczyket al, 2007; Krojeret al, 2008b).

Fur die HtrA-Protease DegS konnte bereits die éeidende Rolle der PDZ-Domane fir den
Aktivierungsmechanismus herausgearbeitet werdeterltressfreien Bedingungen inhibiert
diese DegS in seiner Proteasefunktion, in dem srektBren der Proteasedomane im
inaktiven Zustand fixiert. Bei Faltungsstress bimadlosterische Aktivatoren an die PDZ-
Doméne, was zu einer Umorientierung der PDZ-Donféheg (Walshet al, 2003; Wilkenet
al., 2004; Sohret al, 2007, Hasselblagt al, 2007). Initiiert durch diesen Prozess finden
Umstrukturierungen in der Proteasedomane stattletigendlich dazu fuhren, dass DegS in

seiner aktiven Form vorliegt.

4.2.1 Analyse der PDZ-Domanen von DegP

Um die Rolle der PDZ-Domanen fur die Regulation dagP genauer zu untersuchen,
sollten die PDZ-Doméanen in einem ersten Schritzedim gereinigt werden. Dazu wurden die
Plasmide pNK11, pNK12 und pNK13 konstruiert, die flie DegP-PDZ-Doméanen einzeln
und in Kombination kodieren. Aufl3erdem wurde dasiiRld pNK14 konstruiert, das fir die

DegS-PDZ-Domane kodiert. Alle Doméanen wurden am e@xinus mit einem His-Tag
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fusioniert. Nach einer Ni-Affinitatsreinigung sah die Proteine anschlieBend in
Bindungsstudien mit DegP-Aktivatoren charakterisierden. In einem weiteren Schritt
sollte ermittelt werden, ob die einzeln gereinigfidZ-Doménen PDZ-Deletionsmutanten in

ihrer Proteaseaktivitdt komplementieren.

4.2.1.1 Reinigung der PDZ-Domanen von DegP und von DegS

Ausgehend von den Plasmiden pNK11, pNK12, pNK13 ymK14 wurden die zu
untersuchenden PDZ-Doméanen (PDZ1 (DegP), PDZ2 (D&iPZ1+2 (DegP), PDZ (DegS))
aus dem Stamnk. coli BL21 (DE3) gereinigt. Dazu wurden vorerst Induk8enund
Expressionstests bei verschiedenen TemperaturenRI@-Konzentrationen durchgefihrt
(Daten nicht gezeigt). Die beste Ausbeute konnteeiper Induktion mit 200 uM IPTG und
einer Expression Uber Nacht bei 20°C erreicht werfi@gehe Abb.4-7A). Unter diesen
Bedingungen wurden die Domé&nen anschliel3end ggtaimd die Proteinproben auf dem
Polyacrylamidgel mit anschlieender Coomassiebkming analysiert (siehe AbB:7B).
Es wurde Hauptbanden detektiert, die bei 10,5 kBBZ1l (DegP)), 11,5 kDa (PDZ2
(DegP)), 20 kDa (PDZ1+2 (DegP)) und 11 kDa (PDzZd®p lagen. Dabei entsprach die
Laufh6he der Proteinbande der PDZ2-Doméne nichedearteten Grof3e von 9,5 kDa. Die
Westernblot-Analyse und die Plasmidsequenzieruistibgen allerdings die Korrektheit des
Konstrukts und des Proteins, so dass ein verarddrgaifverhalten im SDS-Gel die
Begriindung sein kann. Der Reinheitsgrad der geteiniDoméanen betrug >95% und die

Ausbeute lag zwischen 2 und 10 mg pro Liter Kultur.
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Abb. 4-7: Expression und Reinigung der PDZ-Domanen von &P und DegS

Gezeigt ist der Induktionstest zu der ExpressionRi2Z-Doméanen von DegP und DegS, der bei 20°C undrdPTG-
Konzentration von 100 uM durchgefiihrt wurde. Natteelnkubation Gber Nacht wurden Proben entnomomahin SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Der Nachweis erfolgter idi@en Western-Blot mit dem Penta His Antikorpes al
Erstantikérper (A). Die Reinigung der PDZ-Doménetiolgte unter nativen Konditionen Uber Ni-TED-Sauleber
Nachweis nach dem Aufkonzentrieren erfolgte mitt8&I®S-PAGE mit anschlie@ender Coomassie-Féarbung (B). M

Proteinmarker.
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4.2.1.2 Validierung der Bindung von Liganden an die PDZ-Doné&nen von DegP und
DegS mittels ITC

Um zu untersuchen, ob allosterische DegP-Aktivatonae in zahlreichen Studien vermutet,
an die PDZ1-Domane von DegP binden, wurden ITC-Megsn mit den beiden PDZ-
Doménen von DegP und den allosterischen DegP Aktiea -Casein und DNRDGNVYFF
durchgefuhrt. Fur die PDZ1-Doméne von DegP undRigstid DNRDGNVYFF ergab die
Messung eine Kvon 31,45 uM (siehe Tall-6). Dahingegen konnte keine signifikante
Bindung zu -Casein detektiert werden. Die PDZ2-Doméne zeigtekeinem der beiden
Aktivatoren eine signifikante Bindung. Des Weiterearden ITC-Messungen mit den beiden
PDZ-Domanen in Kombination (PDZ1+2 (DegP)) und derden Aktivatoren durchgefuhrt.
Auch in diesen Messungen konnte keine signifik@itelung detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Die Tatsache, dass die PDZ1-Domane elldas Peptid DNRDGNVYFF bindet,
die beiden PDZ-Doméanen in Kombination allerdingshiilasst die Vermutung aufkommen,
dass die Bindestellen fur Liganden der PDZ-Doméaeemtuell nicht frei zugéanglich sind.
Auch die eher schlechteqkron 31,45 uM zwischen PDZ1 (DegP) und DNRDGNVYRf i
Vergleich zu der K von 16,37 pM zwischen DegRoa und dem Peptid kann ein Hinweis
darauf sein. Das Peptid DNRDGNVYFF, das als Aktivaton DegS bekannt ist, zeigte mit
einer Ky von 4,12 uM eine starke Bindung an die PDZ-DoméeDegsS.

Tab. 4-6: Bindungsaffinititen zwischen -Casein sowie DNRDGNVYFF und den PDZ-Domanen
von DegP und von DegS

Die Bestimmung der Bindekonstanten zwische@asein bzw. DNRDGNVYFF und den PDZ-Doménen von Dagg

DegS wurde mittels ITC bei 37°C durchgefiihrt. Dazirden Ligand und PDZ-Doméane in 100 mM NRIg,, pH 8 geldst.

Wahrend die PDZ-Doménen 20 uM eingesetzt wurdetiievi@ die Konzentration des Liganden je nach k&téler Bindung.

Die Daten wurden nach dem Modebing set of sitésgefittet. Die ermittelten Bindekonstanten gjksind in der Tabelle

dargestellt. -: keine signifikante Bindung.

Mutante Ligand Kg [UM]
PDZ1 (DegP) -Casein -
PDZ2 (DegP) -Casein -
PDZ1 (DegP) DNRDGNVYFF 31,45
PDZ2 (DegP) DNRDGNVYFF -
PDZ (DegS) DNRDGNVYFF 4,12
DegRs210n -Casein 3,75
DegR210a DNRDGNVYFF 16,37

Die Tatsache, dassCasein nicht an die PDZ-Doméanen von DegP bindaited darauf hin,
dass eine Bindung an die Proteasedoméne stattfihdetveiteren Verlauf dieser Arbeit

sollten daher Bindungsstudien mit den DegP-Delstimtanten DegRBpz; und DegPppzi+2
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durchgefuhrt werden, um in diesem Zusammenhangeetiger Aufschluss zu geben (siehe
4.2.2.6).

4.2.1.3 Oligomerisierung der PDZ-Domanen von DegP und DegS

Die Daten augl.2.1.2 lassen vermuten, dass die Bindestellerideeln und in Kombination
gereinigten PDZ-Domanen eventuell nicht frei zudi@hgsind. Eine Ursache dafiir kann die
Ausbildung von Multimeren sein, die zu einer Oriening der PDZ-Domanen zueinander
fuhrt, die die Bindestelle fur allosterische Aktioeen blockiert. Um dies aufzuklaren, wurden
Oligomerisierungsanalysen der gereinigten PDZ-Dananittels Gelfiltrationsexperimenten
durchgefuhrt. Dazu wurden je 2 mg der gereinigteomBnen auf einer Superdex 75
analysiert. Wahrend die Domanen PDZ1 (DegP), PDAD€gP) und PDZ (DegS) als Dimer
vorlagen, handelte es sich bei der PDZ2 (DegP) imnMenomer. Abb4-8 zeigt beispielhaft
die Gelfiltrationsanalyse der PDZ1+2 von DegP.

Das Ausbilden von Dimeren kénnte je nach Orientigrder Doménen zueinander zu einer
Blockierung der Substratbindetaschen der PDZ-Domdineren. Dies konnte eine Erklarung

fur die in4.2.1.2 ermittelten Ergebnisse sein.

411

Abb. 4-8: Gelfiltration von DegP-PDZ1+2

Zur Bestimmung des oligomeren Zustandes der PDZ-Demévurden je 2 mg der Doménen mittels Gelfiltnatsuf einer

Superdex 75 analysiert. Zuvor wurde eine Kalibmgrder Saule durchgefuhrt. Aufgrund des Elutionsi@ns und anhand
der Kalibrierung konnte das Molekulargewicht deoli&m bestimmt und somit deren oligomerer Zustandhtet werden.

Die Umrechnung des Elutionspeaks bezlglich deril@ation von DegP-PDZ1+2 ergab ein Molekulargewigbn 41182

Da. Somit liegt DegP-PDZ1+2 als Dimer vor.
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4.2.1.4 Komplementieren einzelne PDZ-Doméanen DegP-Deletiomaitanten in ihrer
proteolytischen Aktivtat?

Untersuchungen zu DegS haben gezeigt, dass digeefalentierung der PDZ-Domane in
diesem Protein essentiell ist fur den Mechanismeis allosterischen Aktivierung durch
Stresspeptide (Walsét al, 2003; Wilkenet al, 2004; Sohret al, 2007, Hasselblatt al,
2007).

Um zu ermitteln, ob die exakte Orientierung der FDain&dnen und die Fixierung dieser
Domanen an DegP ebenfalls fir den Aktivierungsmeishaus essentiell ist, sollte die Frage
beantwortet werden, ob einzelne PDZ-Domanen sichaso DegP-Deletionsmutanten
anlagern, dass sie zu einer gesteigerten Protdasgikoeitragen. Dazu wurden die PDZ-
Deletionsmutanten DegFhz2 und DegPppzi+2 ausgehend von den Plasmiden pNK22 und
pRS1 aus dem Stamm MAOO1l gereinigt (siehe ABHL1). AnschlieBend wurde die
Proteaseaktivitat dieser Deletionsmutanten in Enegta mit den Substraten SPMFKGV-
pNA und -Casein untersucht. Im pNA-Enzymtest wurde die ifisehe Aktivitat der
Deletionsmutanten ermittelt und in Relation gesetztder Aktivitat des Wildtyp-DegP.
Wahrend die spezifische Aktivitat von DegB;. bei 35% lag, zeigte Degkbzi+2 €ine im
Vergleich zum Wildtyp 5%ige Aktivitat. Auch im-Casein Enzymtest zeigten die beiden
Deletionsmutanten eine im Vergleich zum Wildtyp nregerte Aktivitat. Zur Durchfihrung
dieses Enzymtests wurde das zu untersuchende rProiei -Casein inkubiert und alle drei
Minuten eine Probe entnommen, die auf dem Polyacrggel analysiert wurde. Wahrend
das Wildtyp-DegP das-Casein in 18 min nahezu abbaut (siehe AbB), konnte kein -
Caseinabbau durch Degfzi .+, festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Deglk: baute
das Substrat nach etwa 45 min vollstandig ab (sfEbie. 4-9). Dies gibt einen Hinweis
darauf, dass die PDZ2-Doméane keine essentielleeRall die Hydrolyse von -Casein
einnimmt.

Um zu untersuchen, ob die einzeln gereinigten P@@/mBnen die Deletionsmutanten in ihrer
Proteaseaktivitdt komplementieren, wurde Degh+> mit der Doppeldoméane PDZ1+2 und
DegP ppz2 mit der Domane PDZ2 vorinkubiert und die Protemgehe anschlielend in die
Enzymtests eingesetzt. Als Kontrolle dienten Enagts, die nur mit der PDZ2 bzw.
PDZ1+2-Doméane angesetzt wurden. Sowohl ifCasein Enzymtest als auch im pNA-
Enzymtest ergab sich durch die Zugabe der einzelwmmanen zu den Deletionsmutanten
keine Steigerung der proteolytischen Aktivitat.dan Kontrollexperimenten war ebenfalls
keine Proteaseaktivitat zu verzeichnen. ABED zeigt beispielhaft die Ergebnisse des
Casein Enzymtests mit Degi3z, und PDZ2.
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Abb. 4-9: Komplementation der proteolytischen Aktivitatim Abbau von -Casein von DegPopz»
durch PDZz2
Dargestellt ist der Abbau vonCasein Uber die Zeit, unter dem Aspekt, ob dieedire PDZ2-Doméane die DegP PDZ2-
Deletionsmutante in ihrer proteolytischen Aktivikimplementiert. Dazu wurde sowohl die Deletionsmtg als auch die
PDZ-Domane einzeln und beide Kombination getebtg€ombination wurden DegRpz, und PDZ2 1:1; 1:6; 1:10 und 1:25
eingesetzt. Dargestellt ist hier das Verhaltni$1Rie Proteine (1 UM DegPRpz, und 25 uM PDZ2) wurden dazu fur 10 min
in 100 mM NaHPQ,, pH 8 vorinkubiert und anschlieend da€asein (20 uM) dazu gegeben. Alle 3 min wurden RO u
entnommen und eine Acetonféllung durchgefiihrt. Bieben wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen wideia
15%iges SDS-Gel aufgetragen. Nach der Gelelektmgsieoerfolgte der Proteinnachweis mittels einer Gissie-Blau
Farbung. Zum Vergleich ist derCaseinabbau durch das Wildtyp-DegP dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die einzelnen BP@#anen in Losung nicht so an die
Proteasedoméne anlagern, dass sie die Protea#@aktier Deletionsmutanten wesentlich
erhohen. Eine exakte Orientierung relativ zur Rrs¢elomane von DegP ist mit hoher

Wabhrscheinlichkeit fur die proteolytische Aktivitdbtwendig.

4.2.2 Mutationsanalyse der PDZ-Doméanen von DegP

Vorangegangene Studien deuten darauf hin, dag3RiteDomanen von DegP eine wichtige
Rolle in der proteolytischen Aktivitat, der Aktivieng und der Oligomersierung spielen
(Krojer et al, 2002; Murwantokeet al, 2004 Krojeret al, 2008a; Krojeet al, 2008b, Jiang

et al, 2008). Um die Rolle der PDZ-Domanen fir die Raton von DegP genauer zu
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untersuchen, wurden PDZ1-Punktmutanten und Deketomanten konstruiert, gereinigt und
charakterisiert. Der primare Fokus wurde dabeida@fPDZ1-Domane gerichtet, da es bereits
Hinweise darauf gibt, dass diese Domane entscheidén die Substratbindung und
Aktivierung von DegP ist (Spiest al, 1999; Sassooat al, 1999; Clausert al, 2002;
Iwanczyk et al, 2007; Krojeret al, 2008b). Zur Auswahl der Punktmutationen wurde die
Rontgenkristallstruktur des hexameren DegP zureHjEnommen (Krojeet al, 2002). Abb.
4-10 zeigt die Peptidbindetasche der PDZ1-Domanejea ein Ligand des gut untersuchten
PDZ-Proteins PSD95 modeliert wurde. Sie bestehtlans -Strang 14, seinem N-terminalen
Loop und der Helix H. Der Carboxylatbindeloop dddZA wird durch das Motiv ELGI
gebildet. Eine wichtige Aminoséure ist R262, da$ $n Richtung der Carboxylatgruppe des
Substrats orientiert und die Proteasedoméne mitP@et-Doméne verbindet. Wie in Abb.
4-10 zu erkennen, wird die PDZ1-Bindetaschen hagptech durch hydrophobe
Aminosauren gebildet. Ausgehend von dieser Struktinden die sechs Aminosauren R262,
L265, 1267, M268, L324 und V328 gewahlt, die gepgdrophile Aminosduren ausgetauscht
werden sollten. Bei den so entstandenen Punktrnartahandelte es sich um Degka
DegR2esn, DegRos7n, DegRuzeso, DegRsz2an und DegRszss Des Weiteren wurden die
Doppelmutante DegiBs2avszss und die Deletionmutanten Degi3z; und DegPepzi+2
konstruiert, gereinigt und in weiteren Analysen eusticht. Fir die geplanten
Oligomerisierungsanalysen und Bindungsstudien wuedeenfalls die proteolytisch inaktiven
Varianten (S210A) der PDZ-Mutanten kloniert undejeigt.

Abb. 4-10: Peptidbindetasche der PDZ1-Doméne von DegP i(gjer et al,. 2002)

Dargestellt ist die Peptidbindetasche der PDZ1DegP, die aus demStrang 14, seinem N-terminalen Loop und der Helix
H gebildet wird. Der Carboxylatbindeloop wird durdhs Motiv ELGI gebildet. Nach Uberlagerung der Bire¢ DegP und
PSD95 wurde ein Peptidligand von PSD95 in die PBidtieliert (dargestellt in blau).
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4.2.2.1 Reinigung der PDZ-Mutanten von DegP

Die Mutanten Degkbs2a DegR26sn, DegRe7n, DegRizesq DegR324n, DEGR/3285 DEGP ppz2
und DegPppz1+2 SOWie die proteolytisch inaktiven Varianten diebfrtanten (SA-Mutante)
wurden aus dem Stamm MAOO1 gereinigt (siehe Abbl). Die Ausbeuten lagen zwischen 5
und 15 mg pro Liter Flussigkultur und die Reinhle@ti >95%. Die proteolytisch aktiven
Mutanten zeigten eine maximale Autoproteolyse vét Ba bereits bekannt war, dass die
proteolytische Aktivitdit der Deletionsmutante Degf2:+» bei maximal 5% der
Wildtypaktivitat liegt (siehet.2.1.4), wurde hier auf die Reinigung der protésth inaktiven
SA-Mutante verzichtet.
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Abb. 4-11: Reinigung der PDZ-Mutanten von DegP

Die Expression der PDZ-Mutanten von DegP erfoldteriNacht bei 20°C und wurde mit 0,1 mM IPTG induzi®ie
Reinigungen wurden analog zu der Reinigung von DeglP DegR,;oa (4.1.1) unter nativen Bedingungen Uber Ni-TED-
Saulen durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte Ubere eBDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Blau Farbihg;
Proteinmarker.

4.2.2.2 In vivo Komplementation einesdegP - Stammes durch DegP PDZ-Mutanten

Die Funktion von DegP kanm vivo Uber die Komplementation einekegP -Stammes
untersucht werdendegP -Stamme besitzen einen temperatursensitiven Py@natobeli
DegP bei Temperaturen tber 42°C essentiell ist. igischriebene Temperatursensitivitat
kann durch Plasmid kodierteegP (auf dem Plasmid pCS20) komplementiert werden. Die
Expression des GerkegR,i0a(auf dem Plasmid pCS21), das fur die proteolytisatktive
Mutante von DegP kodiert, fuhrt zu einer sehr sahea Komplementation des Phanotyps
(Spiess, 1999), die durch die verbleibende Chapdtontat von DegR»i0a erklart werden
kann. Die in vivo Komplementation gibt somit vorrangig Aufschluss etibdie
Proteaseaktivitdt von DegP. Eingeschrankt kannedié€sxperiment ebenfalls Hinweise auf
die Chaperonaktivitat von DegP geben. Zur Durchiiijrdesn vivo Komplementationstests

wurde der Stamm KU98dégP), der das Plasmid von Interesse enthielt, GberhiNac
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angezogen und am nachsten Morgen auf eingodn 0,1 eingestellt. Ausgehend von
dieser Kultur wurden Verdiinnungen von'1bis 10" angefertigt und je 2 pl dieser Proben
auf NZA-Agarplatten mit 1 uM IPTG aufgetropft. Eddte eine Inkubation fir 16 h bei 43°C
und das Wachstum wurde semiquantitativ bewerteh¢sAbb4-12).

Als Positivkontrolle wurde deE. coliStamm DHB4 angezogen, der unter den genannten
Bedingungen ein sehr gutes Wachstum aufwies (Siabe4-7). Wie einleitend beschrieben,
zeigte der Stamm KU98 (pCS20) ein im Vergleich Rasitivkontrolle nur leicht verringertes
Wachstum, wohingegen das Protein Dggfa kodiert durch das Plasmid pCS21, die
Temperatursensitivitdatt nur sehr schwach kompleredgnti (siehe Tab.4-7). Als
Negativkontrolle diente der Stamm KU98 (pCS19), deter den genannten Bedingungen

nicht wuchs.
Verd. - 101 102 103 -- 101 102 103
Verd. 104 10 106 107 104 105 106 107
Verd. -- 101 102 103 - 101 102 103
[-]
Verd. 104 10° 106 107 104 10° 106 107
Verd. - 101 102 103
Verd. 104 105 106 107

Abb. 4-12:In vivo Komplementation der Hitzesensibilitat

Zum Testen dein vivo Komplementation der Hitzesensibilitit eirdegP - Stammes wurden, ausgehend von einer Kultur
mit einer OQyo von 0,1, verschiedene Verdiinnungen{107) des zu untersuchenden Stammes angefertigt. Dauoten

je 2ul auf Agarplatten mit 1uM IPTG getropft und hiéei 43°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Washsbewertet.
+++: sehr gutes Wachstum / vollstandige Komplentarta++: gutes Wachstum / leicht verringerte Koeméntation;

+: maRiges Wachstum / moderate Komplementatiogeringes Wachstum / schlechte Komplementation;

0: kein Wachstum / keine Komplementation.

Wahrend die Mutanten Degksgo und DegRszss eine dem Wildtyp vergleichbare
Komplementation der Temperatursensitivitat zeigtémrte die Expression der Mutanten
DegRze7n, DegR324n, UNd DegPepzi+2 nicht zum Wachstum der Zellen. Die Proteine
DegRk2e2a DegR2esn, Deghkasa Und DegRszss komplementierten die Temperatursensitivitat

nur schwach. Dabei war das Wachstum der entsprdeheStdmme vergleichbar zu dem
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Wachstum des Stamms KU98 (pCS21). Die DeletionsmeitBegPppz, zeigte ein maliges
Wachstum bei den genannten Bedingungen.

Die Daten zeigen zusammengenommen, dass bestimuamtetnfutationen in der PDZ1-
Doméne zu einem vollstdndigen Funktionsverlustanim vivo Komplementation einedegP
-Stammes fihren kénnen. Die Deletion der PDZ2-Daméithrt hingegen nicht zum
vollstandigen Funktionsverlust von DegP.

Tab. 4-7: Komplementation der Hitzesensibilitat durch DgP PDZ-Mutanten

Zum Testen dem vivo Komplementation der Hitzesensibilitdt wurde dearin KU98 ¢(legP) mit den entsprechenden
Plasmiden auf Agarplatten mit 1uM IPTG getropft R verschiedener Verdiinnungen) und 16 h bei 43°Qhistt.
AnschlieBend wurde das Wachstum bewertet.

+++: sehr gutes Wachstum / vollstédndige Komplentanta++: gutes Wachstum / leicht verringerte Koerpentation;

+: maRiges Wachstum / moderate Komplementatiogeringes Wachstum / schlechte Komplementation;

0: kein Wachstum / keine Komplementation

Stamm Protein Komplementation
DHB4 - +++
KU98 (pCS19) - 0
KU98 (pCS20) DegP ++
KU98 (pCS21) Degiion -
KU98 (pXCZ) DegBZ(;zA -
KU98 (pSG41) DegBesn

KU98 (pXC3) DegResm 0
KU98 (pNM1) DegRizes0 ++
KU98 (pSG40) Degioss t
KU98 (pNK23) DegR2e2a, va2ss -
KU98 (pNK22) DegBroz2 +
KU98 (pRSl) DegBDD21+2 0

4.2.2.3 Die proteolytische Aktivitdt von DegP PDZ-Mutanten

Um die PDZ-Mutanten im Hinblick auf ihre proteobthe Aktivitat zu untersuchen, wurden
sie in pNA-Enzymtests und Enzymtests m#iCasein untersucht. Zusatzlich wurde der

Caseinabbau auf Zymogramm-Gelen betrachtet.

4.2.2.3.1 Bestimmung der spezifischen Aktivitat von DegP PD2Mutanten im pNA-
Enzymtest

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der PDZuisihten wurden diese in pNA-
Enzymtests untersucht. Unter nicht aktivierendendiBgungen wurden die Substrate
SPMFKGV-pNA und DPMFKLV-pNA eingesetzt und die Akitéten mit der wildtypischen
Aktivitat verglichen. Abb.4-13 zeigt die Ergebnisse des Enzymtests mit detst&ai
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SPMFKGV-pNA. Wahrend die Mutanten Deglgsg und DegRszss eine dem Wildtyp
vergleichbare Aktivitat (88% und 110%) zeigten, @adie Mutanten Degkssn, DegR 267
und DegRas2a va2ss proteolytisch inaktiv. Eine eingeschrankte Prote&sivitat zeigte mit
50% der wildtypischen Aktivitat die Mutante Degkys Wahrend die Aktivitat der Proteine
DegR3s24n und DegPppzi+2 unter 10% lag, wies die Deletionsmutante Degh eine
Restaktivitat von 35% auf.
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Abb. 4-13: Bestimmung der spezifischen Aktivitat der Del§ PDZ-Mutanten mit dem Substrat

SPMFKGV-pNA
Dargestellt ist die spezifische Aktivitat von De§®Z-Mutanten, die im Enzymtest mit dem Substrat SREAV-pNA
ermittelt wurde. Dazu wurden 0,5 mM des SubstratsilmM DegP in 50 mM NakPQ,, pH 8 fiir 1 h bei 37°C inkubiert
und die Absorption bei 405 nm Uber die Zeit gemesAus den ermittelten Werten wurde die speziéisétktivitat
ermittelt. Die Standardabweichung lag unter 20%.

Im Vergleich zu den Ergebnissen des Enzymtestslemt Substrat SPMFKGV-pNA zeigten
die getesteten Mutanten im Test mit dem Substra¥lEKLV-pNA relativ zum Wildtyp
wesentlich geringere Aktivitaten (siehe Abb.l4). Dabei war das Protein Degis mit
einer Restaktivitdt von 25% das proteolytisch altgv Die Aktivitdten der anderen Mutanten
lagen unter 10%.

Interessanterweise fiihrten die Mutationen in deZRDoméne im Aktivitatstest mit dem
optimierten Substrat DPMFKLV-pNA zu einer Restaktiv von etwa 20 nmol x migx
min?, was der wildtypischen Aktivitat im Enzymtest niiem Substrat SPMFKGV-pNA
entspricht.

Dies deutet darauf hin, dass das Substrat SPMFKSA-picht spezifisch an DegP und
somit an die PDZ1-Domane bindet. Gelangt es inNibe des aktiven Zentrums, wird es
ohne die spezifische Bindung hydrolysiert. Dahiregegcheint das Substrat DPMFKLV-pNA
spezifisch an DegP und somit an seine PDZ1-Doméanaraen, so dass Mutationen in der

Bindetasche zu einer Restaktivitat fihren, dieuwhspezifischen Bindung entspricht.
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Abb. 4-14: Bestimmung der spezifischen Aktivitat der PDAMutanten von DegP mit dem
Substrat DPMFKLV-pNA

Dargestellt ist die spezifische Aktivitat von De§®Z-Mutanten, die im Enzymtest mit dem Substrat BRUV-pNA

ermittelt wurde. Dazu wurden 0,5 mM des Substratr M DegP in 50 mM NakPQ,, pH 8 fiir 1 h bei 37°C inkubiert

und die Absorption bei 405 nm lber die Zeit gemesées den ermittelten Werten wurde die spezifistkivitat ermittelt.

Die Standardabweichung lag unter 20%.

Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse die Ubeséctgige Rolle der PDZ1-Domane und
bestimmter einzelner Aminosauren dieser Domaneligiproteolytische Aktivitat von DegP.

Auch der Verlust der PDZ2-Domaéne fuhrt zu einerriviederung der Proteaseaktivitat.

4.2.2.3.2 Die Hydrolyse von Casein im Zymogramm durch DegP PB-Mutanten

Um zu ermitteln, ob die PDZ-Mutanten das Proteirséda proteolytisch spalten, wurden
diese im Zymogramm analysiert. Dazu wurden die dmptoben auf ein nicht
denaturierendes Zymogramm-Gel, das Casein entlaafgetragen und dieses nach der
Entwicklung bei 37°C in Coomassieblau gefarbt. Bebau von Casein zeigte sich als heller
Hof um die entsprechende Proteinbande, der sentitptan bewertet werden konnte.
Wahrend die proteolytisch inaktive Mutante Degba als Negativkontrolle diente, wurde
DegP als Positivkontrolle aufgetragen. Der wildsghie Caseinabbau wurde mit dem Symbol
+++ bewertet (siehe Abl-15).

Waéhrend die Mutanten Deghss und DegPppz, Casein vergleichbar zum Wildtyp abbauten,
waren die Mutanten DegRsn, DegRos7n, DegR 3248, DegRRo62a va2ssund DegPppzi+2 Nicht

in der Lage Casein abzubauen. Das Protein Reg® zeigte einen im Vergleich zum
Wildtyp leicht reduzierten, Degfs.a einen stark reduzierten Caseinabbau. Insgesamt
verdeutlichen die Ergebnisse die wichtige Rolle debZl-Domane und einzelner
Aminosauren fur den proteolytischen Abbau von QGas8iie PDZ2-Doméne scheint in
diesem Zusammenhang keine essentielle Bedeutuhglban.
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R262A,
kDa M WT S210A R262A L265N 267N M268Q L324N V328Sy3pgs PDZ2 PDZ1+2

100—
75 —

50 —

35 —

25 —

Caseinabbau  +++ 0 - 0 0 ++ 0 +++ 0 +++ 0

Abb. 4-15: Zymogramm von DegP PDZ-Mutanten

Dargestellt ist ein Zymogramm-Gel nach Anfarbung Baseins mit Coomassie-Blau. Dazu wurden 10 pg desstenden
Proteine au ein nicht denaturierendes, Casein-Zyamogr-Gel aufgetragen. Nach der Gelelektrophoresedemurdie
Proteine renaturiert. Die Entwicklung erfolgte Gib&cht bei 37°C. Der Caseinabbau wurde anschlieRewertet. 0: kein
Caseinabbau; - sehr geringer Caseinabbau im VergteichWildtyp; + geringer Caseinabbau im VergleicimzZwildtyp;

++ leicht reduzierter Caseinabbau im Vergleich zuitdiyp; +++ wildtypischer Caseinabbau.

4.2.2.3.3 Die Hydrolyse von -Casein durch DegP PDZ-Mutanten

Als weiteres Modellsubstrat fir DegP wurdeCasein eingesetzt. Dazu wurden die zu
untersuchenden Mutanten bei 37°C mitasein inkubiert und anschlieBend wurden Uber die
Zeit Proben entnommen. Diese wurden auf einem PBoli@midgel mit anschlieRender
Coomassie-Farbung analysiert (siehe ABA6).

Als Positivkontrolle wurde DegP untersucht, das diagesetzte Menge desCaseins
innerhalb von 18 min vollstdndig abbaut (siehe AB6). Wahrend die Mutanten Degk,a
und DegRizesq das -Casein in einer dem Wildtyp vergleichbaren Zeibaliten, zeigten die
Mutanten DegBesn, DegRaern, DegRz2an, DegRkoeaavazss und DegPepzi+2 keinen -
Caseinabbau. Auch nach mehreren Stunden war keideolise zu beobachten (Daten nicht
gezeigt). Wahrend Degfhz, das -Casein etwas langsamer als der Wildtyp abbaut(#h,
konnte bei Degi.ss eine Hyperaktivitat festgestellt werden.

Die Daten verdeutlichen die entscheidende Rolle B&Z1-Domane und einzelner
Aminosauren dieser Domane fir die proteolytischéivitéit von DegP. Die PDZ2-Doméne
spielt nur eingeschrankt eine Rolle, da die Defeticeser Domane die Proteolyse lediglich
verlangsamt. Die Ergebnisse stimmen in der Tenddem Erkenntnissen aus den

Zymogrammen (sieh4.2.2.3.2) Uberein.
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Abb. 4-16: R-Casein Verdau durch DegP PDZ-Mutanten

Dargestellt ist der Abbau vonCasein durch DegP und DegP PDZ-Mutanten Uber die Bazu wurde 1 M DegP mit
20 M R-Casein in 50 mM NajQ,, pH 8 bei 37°C inkubiert. Alle drei Minuten wurden 20 entnommen und eine
Acetonfallung durchgefiihrt. Die Proben wurden in SSProbenpuffer aufgenommen und auf ein 15% iges-GBIS

aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese erfolgt®deteinnachweis mittels einer Coomassie-Blau Fagbun

4.2.2.3.4 Massenspektrometrische Untersuchung der Hydrolyse on Citratsynthase
durch DegP PDZ-Mutanten

Neue Studien stellen das Modell der ProzessivitdbegP auf (Krojeet al, 2008b). Es wird
postuliert, dass Substrate prozessiv von DegP hygleot werden, indem die PDZ1- und
Proteasedoménen eines Trimers miteinander koopari@abei fixiert die PDZ1-Doméane
eines Monomers den C-Terminus des Substrates sgmiert es der Proteasedoméne, so
dass die Hydrolyse erfolgen kann. Aufgrund der igheh Substratspezifitat des
proteolytischen Zentrums und der PDZ1-Domane etzeéegSchnitt ein neues Substrat, das
wiederum von einer PDZ1-Doméne fixiert und eineotPasedoméne prasentiert werden
kann. Durch mehrmaliges Wiederholen dieses Progesststehen Oligopeptide, die eine
ahnliche Lange aufweisen.

Um die Rolle einzelner Aminosauren der PDZ1 in Eevzessivitt zu ermitteln, sollten die
Proteine -Casein und Citratsynthase durch DegP und PDZ14Rwriknten verdaut werden
und die entstandenen Fragmente mittels Massenspedtiie identifiziert werden. Die C-
Termini der entstandenen Fragmente sollten Aufsshtlariiber geben, ob Punktmutationen

in der PDZ1-Domane zu einem veranderten Musteedtstehenden Fragmente fuhren. Das
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postulierte Modell der Prozessivitat lasst erwartgass sich die Fragmentlange aufgrund
einzelner Aminosaureaustausche nicht andert. Dadaysen mit -Casein aufgrund einer
hohen Frequenz der Aminosaure Prolin nicht optimswertbar waren, wurde ausschlie3lich
die Citratsynthase des Schweins (EC 2.3.3.1) albstfat verwendet. Aus den drei
Punktmutanten mit proteolytischer Aktivitat wurdelie beiden Mutanten Degk.a und
DegR/328sausgewahlt und die Ergebnisse mit denen von Degffiehen.

Zur Analyse wurde das entsprechende Protein mit Glgatsynthase inkubiert und die
entstandenen Fragmente massenspektrometrisch ucttfrsAnschlieRend wurden die
identifizierten Fragmente mit der Sequenz des Anggaroteins abgestimmt. Da Fragmente
mit der gleichen Aminosdure an der Position P1,r alierschiedlich langer Sequenz
identifiziert wurden, wurden nur die jeweils kiriass Fragmente in die weitere Auswertung
einbezogen. Diese bestand aus der Herstellung déinefls mit Hilfe des Programms
~-weblogo“ (www.weblogo.berkeley.edu). AuRerdem wemddie Fragmentlangen und die
durchschnittliche Fragmentlange ermittelt.

Abb. 4-17 zeigt das Profil des CitratsynthaseverdaushdixegP. Wahrend an der Position -1
(P1) eine Praferenz fur die hydrophoben Aminosaéanin, Valin und Isoleucin festgestellt
werden konnte, zeigten sich keine signifikanten fdPelazen fur die nachfolgenden
Positionen. An Position -15 wurde eine erhdhte &eeq der Aminosauren Phenylalanin
(aromatisch), Glutamat (negativ geladen) und Meiinigpolar ungeladen) detektiert. Diese
Praferenz ist aufgrund der geringen Anzahl derfaeage mit mehr als 14 Aminoséuren nicht
signifikant.

Die Profile der beiden Mutanten Degkba und DegRs2ss unterscheiden sich nicht
wesentlich von dem Profil des Wildtyps (siehe ABL7). Auch bei diesen beiden Analysen
konnte eine Praferenz fir die hydrophoben Aminasé@wfalin, Alanin und Isoleucin an der
Position -1 (P1) festgestellt werden. Die Prafer@mPosition -15 wurde nicht detektiert.

Die Auszéahlung der Langen der identifizierten Fragte ergab fir DegP einen Mittelwert
von 11,6 Aminosauren (siehe Abb.18). Die Mittelwerte der Punktmutanten lagen i3
Aminosauren (Degke24) und 10,7 Aminosauren (DegRsg dicht an diesem Wert. Sowohl
die Mittelwerte als auch die Verteilungen der Fragte verschiedener Langen wichen nicht
signifikant voneinander ab (siehe Abb.18). Die hier untersuchten Aminosaureaustausche

fuhren somit nicht zu einer Verdnderung des Sahnisters von DegP.

* Die massenspektrometrischen Analysen mittels NaRd4S/MS wurden von Dr. René Zahedi, Department

for Proteomics am ISAS Dortmund durchgefihrt.
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DegPR262A

Position (-1=P1)
DegR 3265

Position (-1=P1)

Abb. 4-17: Profil des Komplettverdaus von Citratsynthasedurch DegP, DegRze24 Und DegR/z28s

Es wurde ein Komplettverdau von Citratsynthase dilregP, DegR,s.4 Und DegRs.ss durchgefiihrt und die entstandenen
Fragmente mittels Massenspektrometrie identifizi&rschlieend wurde auf www.weblogo.berkeley.edu Rrofil des
Verdaus angefertigt, das hier dargestellt ist. An@nosauresequenz der Fragmente wurde von derrhiftalen Aminosaure
P, bis zur C-terminalen Aminoséure Bufgetragen.

Haufigkeit [%]

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Fragmentlange [Anzahl AS]
BWT mV32ES R262A

Abb. 4-18: Langen der Fragmente des Komplettverdaus vo@itratsynthase durch DegP,
DegPkas2a Und DegR/szss

Es wurde ein Komplettverdau von Citratsynthase dilregP, DegR,s.4 Und DegRs0s5 durchgefiihrt und die entstandenen

Fragmente mittels Massenspektrometrie identifizidie Fragmentlangen wurden ausgezahlt und dererfighait ermittelt.

Die Mittelwerte ergaben 11,6 fur DegP, 11,3 fiir Bgg,,und 10,7 fur Degi,ss.
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4.2.2.4 Aktivierung von DegP PDZ-Mutanten im pNA-Enzymtest

In dieser Arbeit wurde bestatigt, dass DegP altestie aktiviert wird. Die Inkubation mit
kleinen Peptiden wie DNRDGNVYFF oderCaseinfragmenten (vCasein), aber auch die
Inkubation mit -Casein fiihrt zu einer erhdhten proteolytischen\Atiét von DegP.

Um die Rolle der PDZ-Doménen und einzelner Aminosduder PDZ1-Domane fiur die
Aktivierung von DegP aufzuklaren, wurden die PDZikhien in pNA-Enzymtests mit
verschiedenen Aktivatoren eingesetzt. Ausgehend wdem Ergebnissen wurden die
spezifischen Aktivitaten ermittelt und diese in &&n gesetzt mit der Aktivitat unter nicht
aktivierenden Bedingungen. Die so erhaltenen A&tiwgsfaktoren wurden mit den
Aktivierungsfaktoren von DegP, das als Positivkolhr eingesetzt wurde, verglichen (siehe
Tab.4-8).

Im Enzymtest mit dem Substrat SPMFKGV-pNA ergabéh Sir wt-DegP unter den
eingesetzten Bedingungen Aktivierungsfaktoren vgn (ONRDGVVYFF), 10 (-Casein)
und 15,9 (v-Casein) (siehe Tab4-8). Wahrend die Aktivierungsfaktoren der Mutante
DegRuzesq in der Tendenz mit denen des Wildtyps Ubereinstiemmkonnten die Mutanten
Deghkosoa DegR2esn, DegRoern Und DegRoesza vazss Mit keinem der DegP-Aktivatoren
aktiviert werden. Im Gegensatz zu Degh\, das nur noch mit dem Peptid DNRDGNVYFF
aktiviert werden konnten, flhrte nur die Inkubatimon DegRs.ss DegPppzz oder
DegP ppz1+2mit  -Casein oder wCasein zu einer im Vergleich zum Wildtyp vermirtéer
Aktivierung.

Bei dem Substrat DPMFKLV-pNA handelt es sich um eptimiertes pNA-Substrat, das
nach Abspaltung des para-Nitroanilins selbst alsvakor von DegP dient (siele1.2,4.1.3)
Die Inkubation mit dem schwachen Aktivator DNRDGNWF fihrt daher in diesem Fall
nicht zu einer Aktivierung von DegP im pNA-EnzynitéPaten nicht gezeigt). Aus diesen
Grinden wurden in diesem Zusammenhang ausschhel3li€asein und wCasein
eingesetzt. Dabei ergaben sich fur DegP unter démgesetzten Bedingungen
Aktivierungsfaktoren von 2,2 {Casein) und 2,4 (+Casein) (siehe Tab4-8). Wahrend
Deghkoson, DegRoesn, DegRaern, DegRszan Und  DegRaszavaass hicht durch diese
Aktivatoren aktiviert wurden, zeigten die anderenDZPMutanten eher erhohte
Aktivierungsfaktoren. Dabei wurden Deglso DegRizss und DegPepze durch beide
Aktivatoren aktiviert, DegRpzi1+2 hingegen nur durch-Casein.
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Tab. 4-8: Aktivierung der DegP PDZ-Mutanten im pNA-Enzymtest

Fir den Enzymtest mit dem Substrat SPMFKGV-pNA veard pM des zu testenden Proteins, fir den Tegdenit Substrat
DPMFKLV-pNA 0,1 uM des zu testenden Proteins eieggs Das Substrat wurde in einer Konzentration O¢sh mM
eingesetzt. Von den Aktivatoren wurden folgende #@rrationen/Mengen eingesetzt: 5M DNRLGLVYFF, 3 M
(entspricht 5 g) B-Casein und 5g verdautes R-Casein (vR3-Casein).

Die zu testenden Mutanten wurde zur Bestimmung deiwidrungsfaktors 5 min bei 37°C mit dem putativ&ktivator im
Reaktionspuffer vorinkubiert (50 mM NaPlO,, pH 8,0). AnschlieBend wurde das pNA-Substrat gagen und die
Absorption fur 1 h bei 37°C bestimmt. Aus den Welie sich die spezifische Aktivitdt und somit detivierungsfaktor
errechnen. Dabei wurde auf die Proteinprobe ohrtevétlor normiert. -: keine Aktivierund.1 entspricht einer spezifischen
Aktivitat von 15 nmol x mg x mint (SPMFKGV-pNA) bzw. 1400 nmol x migx mint (DPMFKLV-pNA). Die
Standardabweichung lag unter 20%.

x fache Aktivierung [Normiert]

SPMFKGV-pNA + DPMFKLV-pNA +
Mutante DNRDGNVYFF -Casein v -Casein| -Casein v -Casein
DegP 2,5 10 15,9 2,2 2,4
DegRkos2a - - - - -
DegR 265y - - - - -
DegRze7n - - - - -
DegRuzss0 2,5 7,6 11 20 4.4
DegR 324n 2,2 - - - -
DegR32ss - - 19 3 4,2
DegRkoe2a, vazss - - - - -
DegRwpz2 - 2,6 4 9 2,4
DegRepz1+2 - 3 1,6 4 -

Die Ergebnisse verdeutlichen die wichtige Rolle BBZ1-Doméne fir die Aktivierung von
DegP. Dabei fuhren bestimmte Punktmutationen zweneirvollstandigen Defekt in der
Aktivierbarkeit. Die Deletionsmutante Degi3z, wird in beiden Enzymtests durchCasein
und v -Casein aktiviert. Dies untermauert die Erkennmiskass -Casein nicht an die PDZ2-
Doméne bindet und diese nicht essentiell ist fér mhoteolytische Aktivitat und auch nicht
fur die Aktivierung von DegP. Interessanterweises lisich auch die Deletionsmutante
DegP ppz1+21in beiden Tests durch-Casein aktivieren. Da die Grundaktivitat diesertdtie
allerdings sehr gering und kaum messbar ist, stlesisich hierbei um einen unspezifischen
Effekt zu handeln.

4.2.2.5 Oligomerisierung von DegP PDZ-Mutanten

Um die Rolle der PDZ-Domanen fur die Oligomerisiggwvon DegP zu ermitteln, sollten die
PDZ-Mutanten in Cross-Link Analysen eingesetzt weard Um die Interferenz von
Abbaufragmenten der Autoproteolyse von DegP undoeedenen Oligomeren zu umgehen,
wurden die proteolytisch inaktiven Varianten (S2)0fetestet. Da DegPBoz1+2 keinerlei

Autoproteolyse zeigte, wurde in diesem Fall nicle groteolytisch inaktive Variante
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eingesetzt. Zum Vergleich wurde DegRa ebenfalls untersucht. Aufgrund der guten
Loslichkeit und der Ergebnisse adsl.4.1 wurde DPMFKLV als aktivierendes Peptid
gewabhilt.

In Abwesenheit des Aktivators lag DeghRa hauptsachlich als Trimer und Hexamer vor
(siehe Abb4-19). Die Addition des Aktivators in steigendenrkentrationen fiihrte zu einer
vermehrten Ausbildung des 12mer und 24mer und éibeahme der Menge an Trimer und
Hexamer. Schon bei einer eingesetzten Menge voruM@ag ein Grol3teil des Proteins als
24mer vor. Wahrend sich Deg@Rsos2i0a Wie DegRai0a Verhielt, lag die Mutante
DegR267n s210a @usschliel3lich als Monomer und Trimer vor (Datéchingezeigt). Wie in
Abb. 4-19 zu sehen, zeigten Degka s210a DegR 265N, 210 DEJR 324n,52108 DEGR/3285 52104
und DegRae2a va2ss,s210£iN iIM Vergleich zu Degf3ioa verandertes Verhalten im Cross-Link
Experiment. Wahrend die Zugabe des Aktivators zugHR®&2avszsss210a in keiner
Konzentration zu einem Switch in hohere Oligomesultierte, waren bezlglich der anderen
Mutanten hohere Konzentrationen fur eine Umlagemurg 12mer und 24mer notwendig.
Des Weiteren wurde mittels Cross-Link Analysen @elfiltrationsexperimenten gezeigt,
dass DegRpz2 s210aUnd DegPppzi+2 hauptsachlich als Monomer und Trimer vorliegen und
kein Switch in héhere Oligomere durch die Inkubatmit Aktivatoren hervorgerufen wird
(Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der Oligomerisierungsanalysen zeiienvichtige Rolle der PDZ-Domanen
fur die Oligomerisierung von DegP. Wahrend die Dete der PDZ-Doméanen auch die
Bildung des hexameren Zustandes verhindert, fubnerelne Aminosaureaustausche in der
PDZ1-Doméane dazu, dass die Ausbildung hoherer @®lege erst durch hdhere
Aktivatorkonzentrationen ausgelost wird. Der gersame Austausch der beiden
Aminosauren R262 und V328 sowie der Austausch A&7 lfuhrt sogar dazu, dass keine

hoheren Oligomere (12mer und 24mer) gebildet werden
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Abb. 4-19: Cross-Link von DegP PDZ-Mutanten in Anwesenliedes Peptids DPMFKLV

Die zu testenden Proteine wurden chemisch denetunia riickgefaltet. AnschlieRend wurden 0)@ des Proteins mit
verschiedenen Konzentrationen des Peptids DPMFKJ&I6ét in 100%DMSO) fur 5 min bei 37°C im Reaktiom$er (500
mM NaH,PO, pH 8,0) inkubiert. Der Cross-Linker Glutaraldehydirde in einer Endkonzentration von 0,1% (v/v)
dazugegeben und die Reaktion wurde nach 2 min ddietzugabe von Tris-HCI pH 7,5 (Endkonzentration 20M1)
gestoppt. Die Proben wurden in SDS-Probenpuffegendmmen und etwa 133 ng/Spur auf ein Tris-Ace&dt{3-8%)
aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese wurdeSilberfarbung durchgefiihrt.

4.2.2.6 Validierung der Bindung von Liganden an DegP PDZ-Mudanten mittels ITC
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hins @ PDZ-Doméanen, priméar die PDZ1,

eine wichtige Rolle fur die Aktivierung von DegPdudie damit verbundene Umlagerung zu
hoheren Oligomeren spielen. Um zu untersuchen eoldfekt in der Aktivierbarkeit an der
fehlenden Bindung der Aktivatoren an die PDZ-Mutaniiegt, wurden Bindungsstudien
durchgefuhrt. Dazu wurden die Mutanten und ausgbev@ktivatoren in der ITC eingesetzt
und die Kgs bestimmt. Als Aktivatoren wurden die Peptide DNRIVYFF und DPMFKLV
gewahlt. Trotz der Ergebnisse ati2.1.2, die darauf hinweisen, das€asein nicht an die
PDZ-Domanen von DegP bindet, wurde auch dieservAtdr eingesetzt. Die Ergebnisse in
diesem Zusammenhang sollten die Daten 42s1.2 Uberprifen, da diese aufgrund der
Oligomerisierungsanalysen i4.2.1.3 nicht eindeutig waren. Um Stdrsignale dudié
Autoproteolyse von DegP zu verhindern, wurden d@gwlytisch inaktiven Varianten der
Mutanten (S210A) eingesetzt. Das Protein DegR .+ konnte in der ITC untersucht werden,
da es keine signifikante proteolytische Aktivitaifaeist und daher keine Stoérsignale
hervorruft.

Tab. 4-9 zeigt die ermittelten Dissoziationskonstant&ps] zwischen -Casein und den

getesteten Mutanten, die zwischen den Werten OMlupd 3,75 pM liegen und somit auf
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eine starke Bindung hindeuten. Im Vergleich dazndigg die ky zwischen Deggbioaund -
Casein 3,75 pM. Sogar zwischen der DeletionmutBeigP ppz1+2 Und -Casein wurde eine
starke Bindung mit einer Kvon 1,97 uM gemessen. Die Ergebnisse zeigen, d&sein
ausschlieBlich an die Proteasedomane von DegP thifdie -Casein neben einem
hydrophoben C-Terminus eine geladene N-terminalen®e@ mit vier phosphorylierten
Serinen besitzt, die dem Protein amphiphile Eigeaften verleiht (Livney et al., 2004), sind
andere Wechselwirkungen zu DegP in diesem BeredoRklzhr. Ein Defekt in der Aktivierung
durch den Aktivator -Casein kann somit nicht tber die fehlende Binddeg Aktivators an
die PDZ-Mutanten erklart werden. Die leichten Absteingen der Bindekonstanten
voneinander kommen mit hoher Wahrscheinlichkeitdieine Unterschiede in der Reinheit

der Proteinproben zustande.

Tab. 4-9: Bindungsaffinitaten zwischen -Casein und DegP PDZ-Mutanten

Die Bestimmung der Bindekonstanten voi€asein an DegR;q, und andere proteolytisch inaktive DegP PDZ- Mwant
wurde mittels ITC bei 37°C durchgefihrt. Dazu wurddégand und Protein in 100 mM NaPQ,, pH 8,0 gelést. Wahrend
das Protein 20 uM eingesetzt wurde, variierte di@zéntration des Liganden je nach Starke der BindDiggDaten wurden
nach dem Modell einer Bindestelle gefittet und draittelten Bindekonstanten (Ksind in der Tabelle dargestellt.

Mutante Kq [uM]
DegRs210a 3,75
DegRk2624,52104 1,00
DegR 26sn,s210A 1,82
DegR2e7n,s5210A 2,00
DegRu26s0,5210A 3,75
DegR 324n,5210A 0,71
DegR/328s s210a 2,59
DegRko62a,v328s s210a 1,49
Deghppz2,s210a 3,53
Deghyppzi+2 1,97

Abb. 4-20 zeigt beispielhaft die ITC-Kurven von Degbyi+> und -Casein sowie von der
Punktmutante DegPssn s210aund -Casein.

Anders als bei dem Aktivator-Casein ergaben sich keine signifikanten Bindungeischen
dem Peptid DNRDGNVYFF und den PDZ-Mutanten (siela®.®-10). Lediglich zwischen
DegPppz2 und DNRDGNVYFF konnte eine sehr schwache Bindungy emer Ky von
119,05 uM gemessen werden. Im Vergleich dazu bettigy Ky von DegRzi0a und
DNRDGNVYFF 16,37 uM. Die Ergebnisse zeigen, dasgane Punktmutantionen in der
PDZ1-Domane die Bindung zu dem Aktivatorpeptid DNRIWVYFF verhindern. Dieses
Peptid bindet somit eindeutig an die PDZ1-Doméne 2egP. Die Deletion der Doméane
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PDZ2 fuhrt zu einer Schwachung der Bindung. Diesnkan einer stabilisierenden Funktion
der PDZ2-Domaéane auf das Protein oder auf die Bigdizgen.
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Abb. 4-20: ITC mit -Casein und DegP PDZ-Mutanten

Die Bestimmung der Bindekonstanten voi€asein an DegR;, und andere proteolytisch inaktive DegP PDZ- Mwgant
wurde mittels ITC bei 37°C durchgefiihrt. Dazu wurdléggand und Protein in 2100 mM NaPlQ,, pH 8 gelést. Wahrend das
Protein 20 uM eingesetzt wurde, variierte die Kanzaion des Liganden je nach Stérke der BindungenAbbildung sind
beispielhaft zwei Bindekurven gezeigt (Fibnge set of sités Dabei handelt es sich zum einen um die Bindunischen
DegP ppzi+2und -Casein, zum anderen um die Bindung zwischen DggPs10nund -Casein. Das-Casein wurde 1 mM
eingesetzt.

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich aus den ITC-Mggsumit dem Aktivator DPMFKLV.
Auch hier konnte keine signifikante Bindung zwischdem Aktivatorpeptid und den PDZ-
Mutanten bestimmt werden (siehe T4HLO0). Lediglich zwischen Degkbz, und DPMFKLV
konnte eine sehr schwache Bindung mit eingivén 82,64 UM gemessen werden. Dig K
zwischen Deggbi0n und dem Aktivator betrug hingegen 4,98 uM. Diesmebnisse
untermauern die Daten aus den ITC-Messungen mit Aktivator DNRDGNVYFF und
zeigen, dass auch DPMFKLYV eindeutig an die PDZ1-Boewvon DegP bindet.
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Tab. 4-10: Bindungsaffinitaten zwischen DNRDGNVYFF odeDPMFKLV und den DegP PDZ-
Mutanten

Die Bestimmung der Bindekonstanten von DNRDGNVYFF DRRMFKLV an DegR,;0. und andere proteolytisch inaktive

DegP PDZ- Mutanten wurde mittels ITC bei 37°C dugftigrt. Dazu wurden Ligand und Protein in 100 mMHRO,, pH

8 geldst. Wahrend das Protein 20 uM eingesetzt eywariierte die Konzentration des Liganden je natirke der Bindung.

Die Daten wurden nach dem Modell einer Bindestedifittgt und die ermittelten Bindekonstanteny)Kind in der Tabelle

dargestellt. -: keine signifikante Bindung.

Mutante DNRDGNVYFF DPMKKLV
Kq [UM] Kq [UM]

Deg%zlo/.\ 16,37 4,98

DegRkos2a s2104 - -

DegR 26sn,s210A - -

DegR267n,s210a - -

DegRu26s0,5210A - -

DegR 324n,s210A - -

DegRis28s s210a - -

DegRkos2a va2ss, s210A

DegRppz2,s210a 119,05 82,64
DegRppzi+2 - -

4.3 Mutationsanalyse des Loop 3 von DegP

Studien an der HtrA-Protease DegS haben gezeigs, dizr Loop L3 eine wichtige Rolle bei
der allosterischen Aktivierung des Proteins spféfalsh et al, 2003; Wilkenet al, 2004;
Sohnet al, 2007, Hasselblatet al, 2007). Diese wird initiiert durch die Bindungno
Aktivatorpeptiden an die PDZ-Domaéane. Die zusatdidlWechselwirkung des Aktivators
(Aminosaure an Position -1) mit dem Loop L3 l6steeKonformationsdnderung des Loops
aus, die weitere Umstrukturierungen in der Prow@seine initiiert. Das Resultat ist ein
funktionsfahiges proteolytisches Zentrum.

Die Homologie zu DegS und die Tatsache, dass aed® @llosterisch tber die Bindung von
Aktivatoren an der PDZ1-Domane aktiviert werdenrkdegen nahe, dass der Loop L3 auch
in DegP eine wichtige Rolle fiir den Aktivierungsrhanismus spielt. Um diese Hypothese zu
untersuchen, wurden L3-Punktmutanten konstruieig dnschlieRend gereinigt und
charakterisiert wurden. Aul3erdem wurde ebenfalls ldB-Deletionsmutante DegRg-195
analysiert. Wahrend die Aminosduren an den Positioh89-195 den eigentlichen Loop
darstellen, handelt es sich bei R187, S188, E1987Nuind F198 um die Aminosauren, die
den eher stabilen Stamm des Loops L3 in DegP hilders beiden Regionen wurden
insgesamt neun Aminosauren ausgewahlt und dieseng&iganin ausgetauscht. Bei den so
entstandenen Punktmutanten handelte es sich um rRegP DegRissa DegRsisoa

DegR1g0a, DegRiig1a DegRigsn, DegRisen, DegRusza und DegRigsa FUr folgende
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Oligomerisierungsanalysen und Bindungsstudien wueteenfalls die proteolytisch inaktiven
Varianten dieser Mutanten (S210A-Mutanten) konsttugereinigt und charakterisiert.

4.3.1 Reinigung der L3-Mutanten von DegP

Die L3-Mutanten DegRigra DegRissa DegRsison DegRigoa, DegRiigia DegRigsa
DegR:106a DegRi1s7a DegRigsa Und DegPigg.195und die proteolytisch inaktiven Varianten
wurden aus dem Stamm MAOQO1 gereinigt und anschig(zaif dem Polyacrylamidgel mit
anschlieRender Coomassie-Farbung analysiert (fiebe 4-21). Auf die Konstruktion der
proteolytisch inaktiven Variante der Deletionsmigawurde vorerst verzichtet. Es wurden
moderate Ausbeuten von 7 bis 15 mg pro Liter Fjkestur erreicht. Die Reinheit betrug bei

allen Proteinen >95% und die Autoproteolyse beztigtler proteolytisch aktiven Mutanten

lag bei <5%.
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Abb. 4-21: Reinigungen der Loop3-Mutanten von DegP

Die Expression der L3-Mutanten von DegP erfolgterilacht bei 20°C und wurde mit 0,1 mM IPTG induzi&ie
Reinigungen erfolgten analog zu der Reinigung vonfegd Degk,ioa (4.1.1) unter nativen Konditionen tiber Ni-TED-
Saulen. Der Nachweis erfolgte Uber eine SDS-PAGEanschlieRender Coomassie-Blau Farbung; M: Protaiken.

4.3.2 In vivo Komplementation einesdegP - Stammes durch DegP L3-Mutanten

Zur Untersuchung der Funktion der L3-Mutant@nvivo wurden Komplementationsstest
durchgefuhrt und die Ergebnisse semiquantitatigewsrtet (vergleiché.2.2.2).

Die Expression der Mutanten Degka DegRii01an DegRigza und DegRiorn flhrte zu
einem mit dem DegP-Wildtyp vergleichbaren Wachst(siehe Tab.4-11). Dahingegen
komplementierten Degi?s;a, DegRigsa Und DegPisg.195 die Temperatursensitivitat nicht.
Wahrend die Expression von Deghkya und DegPig0a zU einem maligen Wachstum fuhrte,
komplementierte DegRosa €her schlecht.

Die Daten zeigen, dass bestimmte PunktmutationerLoop L3 zu einem vollstandigen
Funktionsverlust in dein vivo Komplementation einedegP -Stamms fuhren. Dabei liegen
diese Mutationen im Stamm des Loop 3. Zu eineksargeschrankten Funktion von DegP
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fuhrt aul3erdem der Austausch der Aminosaure E186ich im eigentlichen Loop befindet.
Die Deletion des Loops L3 fuhrt zum vollstandigamktionsverlust.

Tab. 4-11: Komplementation der Hitzesensibilitat durch BegP L3-Mutanten

Zum Testen dein vivo Komplementation der Hitzesensibilitdt wurde dear@in KU98 (egP)mit den entsprechenden
Plasmiden auf Agarplatten mit 1uM IPTG getropft R verschiedener Verdinnungen) und 16 h bei 43°Qhistt.
AnschlieBend wurde das Wachstum bewertet.

+++: sehr gutes Wachstum / vollstdndige Komplentemta++: gutes Wachstum / leicht verringerte Koerpentation; +:
maRiges Wachstum / moderate Komplementation; ringes Wachstum / schlechte Komplementation; 1 k#achstum /
keine Komplementation

Stamm Protein Komplementation
KU98 (pCS19) - 0
KU98 (pCS20) DegP ++
KU98 (pCS21) Degfioa -
KU98 (pNM2) DegRisza 0
KU98 (pNM3) DegRissa ++
KU98 (pNM4) DegBlggA +
KU98 (pNM5) DegPigoa +
KU98 (pNMB) DeglﬁlglA ++
KU98 (pNM7) Deg@lggA ++
KU98 (pNM8)  DegRigea -
KU98 (pNM9) DegR197a ++
KU98 (pNM10) DegR-i9sa 0
KU98 (pAB22) DegBisgg-195 0

4.3.3 Die proteolytische Aktivitat von DegP L3-Mutanten

Um die Proteasefunktion der L3-Mutanten zu untdreug sollten diese in Enzymtests mit
den Substraten SPMFKGV-pNA, DPMFKLV-pNA und-Casein untersucht werden.
AulBerdem sollte der Caseinabbau auf Zymogramm-Galalysiert werden.

4.3.3.1 Bestimmung der spezifischen Aktivitdit von DegP L3-Mtanten im pNA-

Enzymtest

Die spezifische Aktivitat der L3-Mutanten wurde piNA-Enzymtests ermittelt (vergleiche
4.2.2.3.1). Abb4-22 zeigt die Ergebnisse der Tests mit dem SUBSBMFKGV-pNA. Alle
L3-Mutanten zeigten eine im Vergleich zum Wildtypark eingeschrankte spezifische
Aktivitat. Wahrend die Aktivitat der Mutanten Degiia und DegRigsa 35% bzw. 17% der
Wildtypaktivitat betrug, lagen die Werte der anderglutanten unter 10%. DegRra
DegR:196a DegRti10sa Und DegPigg-105Sind proteolytisch inaktiv.
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Abb. 4-22: Bestimmung der spezifischen Aktivitat der Lop 3-Mutanten von DegP mit dem
Substrat SPMFKGV-pNA
Dargestellt ist die spezifische Aktivitat von DegBop 3-Mutanten, die im Enzymtest mit dem SubsEBMFKGV-pNA
ermittelt wurde. Dazu wurden 0,5 mM des SubstratsimM DegP in 50 mM NakPQ,, pH 8 flir 1 h bei 37°C inkubiert
und die Absorption bei 405 nm Uber die Zeit gemesgemessen. Aus den ermittelten Werten wurde dézifigche
Aktivitat ermittelt. Die Standardabweichung lag @m20%.
Auch im pNA-Enzymtest mit DPMFKLV-pNA zeigten sicimn der Tendenz &hnliche
Ergebnisse (siehe Abb4-23). Alle Mutanten waren in ihrer Proteasealditvitstark
eingeschrankt. Die starksten Aktivitdten wiesermiesem Fall die Mutanten DegRsa und
DegR:193a Mit Werten von 23% bzw. 50%, gemessen am Wildayf, Auch hier waren
DegRkis7a DegRigea DegRigsa Und DegPigo.195 proteolytisch inaktiv. Zusatzlich zeigte
auch die Mutante DegfPson keinerlei Proteaseaktivitat. Die Werte von Dggla, DegRi191a

und DegR197a lagen auch in diesem Test bei <10% relativ zudtygischen Aktivitat.
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Abb. 4-23: Bestimmung der spezifischen Aktivitat der Lop 3-Mutanten von DegP mit dem
Substrat DPMFKLV-pNA

Dargestellt ist die spezifische Aktivitdt von DegPop 3-Mutanten, die im Enzymtest mit dem SubsDBMFKLV-pNA

ermittelt wurde. Dazu wurden 0,5 mM des Substratr M DegP in 50 mM NakPQ,, pH 8 fiir 1 h bei 37°C inkubiert

und die Absorption bei 405 nm lber die Zeit gemesées den ermittelten Werten wurde die spezifistkivitat ermittelt.

Die Standardabweichung lag unter 20%.
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Die Ergebnisse verdeutlichen die wichtige Rolle Heeps L3 fur die Proteaseaktivitat von
DegP. Eine Deletion des Loops, aber auch der Asshabestimmter Aminosauren fuhrt zum
vollstandigen Verlust der Proteaseaktivitat. Andéminosaureaustausche verringern die

Aktivitdt enorm.

4.3.3.2 Die Hydrolyse von Casein im Zymogramm durch DegP LMutanten

Um den Abbau von Casein durch die L3-Mutanten zwbbehten wurden diese in
Zymogrammen untersucht und der Caseinabbau senti@tian bewertet (vergleiche
4.2.2.3.2). Ausschlie3lich DegRsa baute Casein vergleichbar zum Wildtyp ab (sieh&.Ab
4-24). DegRig7a, DegRigsa und DegPige.195 bauten Casein hingegen nicht ab. Die Ubrigen
L3-Mutanten zeigten einen im Vergleich zum Wildtgphr geringen bis leicht reduzierten
Caseinabbau (siehe AbH-24). Unterstiutzend zu den Ergebnissen der pNAxBbESts
verdeutlichen die Ergebnisse die wichtige Rolle desp L3 fur die proteolytische Aktivitat
von DegP. Sowohl die Deletion des Loop 3 als aunhindsdureaustausche im Stamm des

Loop 3 fuhren zum Verlust der Proteaseaktivitat.

kDa M WT S210A R187A S188A G189A L190A N191A E193A E196A NI197A F198A 189-195
100—
75 —

50 —

35 —

25 —

Caseinabbau +++ 0 0 ++ + - + +++ - ++ 0 0

Abb. 4-24: Zymogramm von DegP L3-Mutanten

Dargestellt ist ein Zymogramm-Gel nach Anfarbung @aseins mit Coomassie-Blau. Dazu wurden 10 ug derstenden
Proteine auf ein nicht denaturierendes Zymogramindbégetragen, das Casein enthielt. Nach der Gdlelekorese
wurden die Proteine renaturiert. Die Entwicklundokgte Uber Nacht bei 37°C. Der Caseinabbau wurdehdie€end
bewertet. 0: kein Caseinabbau; - sehr geringer Calsleéiu im Vergleich zum Wildtyp; + geringer Caselmabim Vergleich
zum Wildtyp; ++ leicht reduzierter Caseinabbau inrgfeich zum Wildtyp; +++ wildtypischer Caseinabbau.

4.3.3.3 Die Hydrolyse von -Casein durch DegP L3-Mutanten

Fur die Untersuchung der Proteaseaktivitat der LBaviten wurde des WeitererCasein in
Enzymtests eingesetzt (vergleich@.2.3.3). Die Ergebnisse sind in Algh25 dargestellt und
bestétigen die Daten aus den Zymogrammen (gi€h8.2). Auch in diesem Enzymtest zeigte
ausschlieBlich die Mutante Degksa einen -Caseinabbau, der dem des Wildtyps
vergleichbar (ca. 21 min) war. Wahrend DggPa DegRigsa und DegPigg-195 auch in
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diesem Test proteolytisch inaktiv waren, zeigtere dibrigen Mutanten eine stark
eingeschrankte Proteaseaktivitat, da sie das etmes-Casein erst nach langerer Zeit (24-
70 min) abbauten als der Wildtyp (siehe AB25).

0 3 6 9 12 51 18 21 min
WT

R187A

S188A

G189A

L190A

N191A

E193A

E196A

N197A

F198A

189-195

Abb. 4-25: 3-Casein Verdau durch DegP L3-Mutanten

Dargestellt ist der Abbau vonCasein durch DegP und DegP Loop 3-Mutanten ibeZ€lie Dazu wurde 1 M DegP mit
20 M R-Casein in 50 mM NajPQ,, pH 8 bei 37°C inkubiert. Alle drei Minuten wurd@® pl entnommen und eine
Acetonfallung durchgefuhrt. Die Proben wurden in SSBrobenpuffer aufgenommen und auf ein 15%iges GBIS-
aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese erfolgt®deteinnachweis mittels einer Coomassie-Blau Fagbun

4.3.4 Aktivierung von DegP L3-Mutanten im pNA-Assay

Um die Rolle des Loop 3 und einzelner Aminosaurises Loops fur die Aktivierung von
DegP zu entschlusseln, wurden pNA-Enzymtests mgcheedenen Aktivatoren durchgefihrt
(vergleiche4.2.2.4). Die Aktivierungsfaktoren wurden ermitteitd in Relation gesetzt zu
den Daten des Wildtyps (siehe Tdbl12).

Im pNA-Enzymtest mit dem Substrat SPMFKGV-pNA stitem die Aktivierungsfaktoren
der Mutanten Degflgsa, DegR190a, DegR193a UNd DegRig7a in der Tendenz mit denen des
Wildtyps dberein und zeigten mit -Casein und v-Casein sogar etwas hdhere
Aktivierungsfaktoren. Wahrend sich Dagkya und DegRi914 Nur noch mit -Casein und v-
Casein aktivieren lieBen, waren die Proteine Regk DegRicea DegRigsa und
DegP 150-105s Mit keinem der Aktivatoren aktivierbar. Auch im Zmtest mit dem Substrat
DPMFKLV-pNA zeigten die Mutanten DegRsa DegR190a, DegR193a und DegRig7a€ine
Aktivierbarkeit, die teilweise in hoheren Aktiviargsfaktoren resultierte als die Aktivierung
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des Wildtyp-DegP. In diesem Test wurde auch Regk besser als der Wildtyp aktiviert.
Sowohl DegRig7a als auch DegRsg-195 Wurden nicht aktiviert. Abweichende Daten zeigten
sich fur DeglPigsa, das durch v-Casein aktiviert werden konnte. Da die Grundatiivder
Mutante bei 0,5% der Wildtypaktivitat lag, war défert nach der Aktivierung allerdings
immer noch sehr gering. Aufgrund der Uberaus gennrundaktivitat von Degfson
konnte kein signifikanter Aktivierungsfaktor firediAktivierung durch -Casein ermittelt

werden.

Tab. 4-12: Aktivierung der DegP L3-Mutanten im pNA-Enzymtest

Fir den Enzymtest mit dem Substrat SPMFKGV-pNA veard uM des zu testenden Proteins, fir den Teddenit Substrat
DPMFKLV-pNA 0,1 uM des zu testenden Proteins eieggs Das Substrat wurde 0,5 mM eingesetzt. VonAldivatoren
wurden folgende Konzentrationen/Mengen eingesetiit50 M DNRLGLVYFF; 3 M (entspricht 5 g) B-Casein; 59
v3-Casein.Die zu testende Mutante wurde zur Bestimmung desvigkungsfaktors 5 min bei 37°C mit dem putativen
Aktivator im Reaktionspuffer vorinkubiert (50 mM NgPO,, pH 8,0). Dann wurde das pNA-Substrat zugegebehdia
Absorption fur 1 h bei 37°C bestimmt. Aus den Welie sich die spezifische Aktivitdt und somit dektivierungsfaktor
errechnen. Dabei wurde auf die Proteinprobe ohntivaétor normiert. *: Es gab einen Anstieg der Akét. Da die
Grundaktivitat allerdings bei 0 lag, war die Akgviing nicht auszuwerten. -: keine Aktivierurigl entspricht einer
spezifischen Aktivitat von 15 nmol x mg« min? (SPMFKGV-pNA) bzw. 1400 nmol x mgx min? (DPMFKLV-pNA).
Die Standardabweichung lag unter 20%.

x fache Aktivierung [Normiert]

SPMFKGV-pNA + DPMFKLV-pNA +
Mutante DNRDGNVYFF -Casein v -Casein| -Casein v -Casein
DegP 2,5 10 15,9 2,2 2,4
DegRkis7a - - - - -
DegRissa 1,5 15 17 5 3,6
DegRs1s0a - 17 11 * -
DegR 190a 1,2 19 13 6 8,3
DegRui91a - 15 6 30 5
DegR193a 3 12 10 2 3,3
DegRi06a - - - - -
DegRu197a 15 14 19 34 6
DegR-198a - - - - 3,5
DegRisg 105 - - - - -

Die hier erlauterten Daten verdeutlichen die wightRolle der Aminosauren R187, E196 und
F198 flr die allosterische Aktivierung von DegP auPeptide und Proteine. Der Austausch
dieser Aminosauren und die Deletion des Loop L3diilhzum Verlust der allosterischen

Aktivierbarkeit. Des Weiteren ist zu beachten, dassh die hohen Aktivierungsfaktoren bei

den Ubrigen Mutanten lediglich zu einer spezifiscAgtivitat flihren, die noch weit unter der

jeweiligen wildtypischen Aktivitat im nicht aktivieen Zustand liegt (vergleiche3.3.1).
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4.3.5 Oligomerisierung von DegP L3-Mutanten

Um die Rolle des Loop L3 fur die Ausbildung hohe@igomere von DegP aufzuklaren,
sollten Cross-Link Analysen mit steigenden Konzatmnen des Aktivators DPMFKLV
durchgefuhrt werden (vergleice2.2.5). Dazu wurden die proteolytisch inaktivearignten
der zu testenden Mutanten eingesetzt. Ra@Rs»104 DegR191a 52108 DEGR193A 52104 UNd
DegRu197a.s210a Verhielten sich wie Degfioa (Daten nicht gezeigt). Die Deletionsmutante
DegP 1s9-105 lag hingegen ausschliel3lich als Trimer und Hexamar und auch hohe
Aktivatorkonzentrationen I6sten die Ausbildung hémneOligomere nicht aus (siehe Abb.
4-26). Die Mutanten Degigras210a DegR190as210a DEJR196A 5210 UND DEgR198A s210A
zeigten ein im Vergleich zu Deghoaverandertes Verhalten in den Cross-Link Analysin,
erst die Zugabe sehr hoher Aktivatorkonzentratian etnem Switch vom Trimer und

Hexamer zum 12mer und 24mer fuhrte (siehe AbP6)

DegpSZlOA Degp 189-195 DegFI’RlS?A,SZlOA DegFI’_ZlQOA,SZlOA DegF:El%A,SZlOA DegPF198A,5210A

kba M - 20 50100250500 - 20 50100 25050020 50 100 250 500 - 20 50100250500 - 2QiED250500 - 2050100250500 uM DPMFKLV

<“—24mer

<«12mer
460~

<+—6mer
268
238~

171- <+3mer

17~
<«—2mer

-

% <«1mer

41 - .
Oligomer

Abb. 4-26: Cross-Link von DegP L3-Mutanten in Anwesenheides Peptids DPMFKLV

Die zu testenden Proteine wurden chemisch denetunia riickgefaltet. AnschlieRend wurden 0)@ des Proteins mit
verschiedenen Konzentrationen des Peptids DPMFKJaI6ét in 100% DMSO) fiir 5 Minuten bei 37°C im Reéakspuffer
(500 mM NaHPQ, pH 8,0) inkubiert. Der Cross-Linker Glutaraldehydrde in einer Endkonzentration von 0,1% (v/v)
dazugegeben und die Reaktion wurde nach 2 min ddietzugabe von Tris-HCI pH 7,5 (Endkonzentration 20M1)
gestoppt. Die Proben wurden in SDS-Probenpuffegendmmen und etwa 133 ng/Spur auf ein Tris-Ace&dt{3-8%)
aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese wurdeSiiberfarbung durchgefihrt.

Die Ergebnisse verdeutlichen die wichtige Rolle Hesp L3 von DegP fiur die Ausbildung
hoherer Oligomere. Wahrend die Deletion des Looda2u fuhrt, dass auch sehr hohe

Aktivatorkonzentrationen nicht zu der Umlagerunghbheren Oligomeren resultieren, fihren
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bestimmte Aminosdureaustausche im Loop 3 dazu, dasssentlich hohere
Aktivatorkonzentrationen fir die Ausbildung des E2rand 24mer notwendig sind.

4.3.6 Validierung der Bindung von Liganden an DegP L3-Mutainten mittels ITC

Die Charakterisierung des Loop L3 in dieser Arbdwt ergeben, dass dieser Loop eine
wichtige Rolle fur die Aktivierung von DegP und diamit verbundene Umlagerung zu
hoheren Oligomeren spielt. Um zu ermitteln, ob Defekt in der Aktivierbarkeit bei den
untersuchten Mutanten durch die fehlende BindungAttévatoren zustande kommt, wurden
Bindungsstudien via ITC durchgefiuhrt (vergleice2.2.6). Als Aktivatoren wurden
-Casein, DPMFKLV und DNRDGNVYFF gewahlt.

Wahrend die I von -Casein und DegP bei einem Wert von 3,75 uM lagideeine
Dissoziationskonstante von 1,61 pM fir DegRig9s und -Casein bestimmt. Da dieses
Ergebnis eindeutig zeigt, dassCasein nicht an den Loop 3 von DegP bindet, wuadke
weitere Messungen mit den L3-Punktmutanten w@hsein verzichtet.

Die Messungen mit dem Aktivator DPMFKLV resultierten Kgs von 21,79 uM bis
58,83 uM (siehe Tall-13). Im Vergleich dazu betrug dig Ku DegR21044,98 UM.

Tab. 4-13: Bindungsaffinitaten zwischen dem Peptid DPMFKV und DegP L3-Mutanten

Die Bestimmung der Bindekonstanten von DPMFKLV an Rgg, und andere proteolytisch inaktive DegP Loop 3-
Mutanten wurde mittels ITC bei 37°C durchgefiihrtzDavurden Ligand und Protein in 100 mM N&@,, pH 8 geltst.
Wahrend die Proteine 20 uM eingesetzt wurden, eragiidie Konzentration des Liganden je nach StdekeBindung. Die
Daten wurden nach dem Modelbne set of sitésgefittet und die ermittelten BindekonstantengXlsind in der Tabelle
dargestellt.

Mutante Kg [UM]
DegR210a 4,98

DegRkig7as2ion 46,30
DegRissas2i0a 20,38
DegRs1soa,s210n 57,35
DegRigoas210a 21,79
DegRi1o1a 5210 49,77
DegR193as210a 50,76
DegRio6as210a 45,05
DegRi197as210a 58,83

DegRigsas2i0n 55,25
Deghbigo.105 52,63

Es konnte somit fur alle Punktmutanten und ebenféll die Deletionsmutante eine Bindung
bestimmt werden, die allerdings wesentlich schwédsteals die an DegPion Die Daten

deuten darauf hin, dass der Aktivator nicht aussBhth an die PDZ1-Domé&ne bindet (siehe
4.2.2.6), sondern gleichzeitig auch sehr schwadh.atp 3 wechselwirkt oder dass Kontakte

zwischen der PDZ1-Doméne und dem Loop L3 notwenttid, um eine stabile Bindung des
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Liganden zu gewabhrleisten. Die primare Bindung a@ BDZ1-Domane ist allerdings
notwendig, damit der Ligand ebenfalls an Loop LAdet. Die PDZ1-Domane scheint den
Liganden somit in Position fir weitere Bindungenkzingen. Abb4-1 zeigt beispielhaft die

ITC-Kurven von DPMFKLV mit DegPigg.1950zwW. mit DegPg0a.

Time (min) Time (min)

50 0 50 100 150 200 250 -50 0 50 100 150 200 250
T T T T T T T T T T

0.125

0.0 E
0.000 m

-0.1254 1 -0.2 1

pcal/sec
ucal/sec

kcal/mole of injectant
kcal/mole of injectant

T T T T T T T
] 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Molar Ratio Molar Ratio
DPMFKLV (1 mM) DPMFKLV (1 mM)
Deg P 189-195 Deg PI_190A

Abb. 4-27: ITC des Peptids DPMFKLV mit DegP 1g9.19sund DegR 190

Die Bestimmung der Bindekonstante von DPMFKLV an DegPRgsund DegP;g0. Wurde mittels isothermaler
Titrationskalorimetrie bei 37°C durchgefiihrt. Dazurden Ligand und Protein in 100 mM N#&*0,, pH 8 gel6st. Wahrend
das Protein 20 pM eingesetzt wurde, wurde der ldgamM eingesetzt.

Das ITC-Experiment mit DNRDGNVYFF und Degks.195 resultierte in einer K von
74,07 uM. Vergleichbar dazu wurde eine eher staBmdungsaffinitat zwischen
DNRDGNVYFF und DegR,i0a mit einer Ky von 16,37 pM bestimmt. Die ermittelte
Bindungsaffinitat zwischen L3-Deletionsmutante ubekapeptid untermauert die Ergebnisse
aus den ITC-Messungen mit dem Aktivator DPMFKLYV .fAxeitere Messungen wurde daher

mit diesem Aktivator verzichtet.

4.4 Mutationsanalyse des Loop 2 von DegP

Fur die HtrA-Protease DegS wurde gezeigt, dassdseKonformation des Loop L2 im Zuge
der allosterischen Aktivierung stark verandert diese Umorientierung notwendig ist fur die
Ausbildung eines intakten proteolytischen Zentru(deth, 2004; Wilkenet al, 2004;
Hasselblatet al, 2007).

Der Loop L2 von DegP besteht aus den Aminosaur@238 und bildet einen Teil der S1

Bindetasche, die die Substratspezifitat klassis@mninproteasen bestimmt (Hubet al,
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1974; Krojeret al, 2002). Wahrend die Aminoséaure 1228 Teil diesérBsndetasche ist,

gehdren die Aminoséuren L229, 1236, 1238 und F240der Aktivierungsdomane und
interagieren mit F171 und L173 des Loop LD einesaobbarten DegP-Monomer. Um die
Rolle des Loop L2 fur die Regulation von DegP asthilisseln wurden L2-Punktmutanten
kloniert, gereinigt und charakterisiert. Dabei woll die Aminosauren 1228, L229, 1236, 1238

und F240 gegen Alanin ausgetauscht werden.

4.4.1 Reinigung der L2-Mutanten von DegP

Die Mutanten DegP:sa, DegR220a, DegRessa, DegRissa, und DegP40a konnten erfolgreich
aus dem Stamm MAOO1 gereinigt werden (Daten nichtemt). Dabei erfolgten die
Reinigungen analog zu der Reinigung von DegP ungdPBeoa (siehe4.1.1). Auch die
inaktiven Mutanten DegRoa s210a Und Degitags s2ioawurden erfolgreich aus dem Stamm
MAOO1 gereinigt (Daten nicht gezeigt). Bei allerofeinen wurde eine Reinheit von >95%

erzielt.

4.4.2 In vivo Komplementation einesdegP - Stammes durch DegP L2-Mutanten

Um die Rolle der einzelnen Aminoséuren des Loofirdlfe Fahigkeit der Komplementation
eines degP -Stammes zu ermitteln, wurdem vivo Komplementationstests mit den
gereinigten Mutanten durchgefuhrt (vergleieh2.2.2). Wahrend die Expression des Proteins
DegR236a zU einem mit dem Wildtyp vergleichbaren Wachstuimrte, komplementierten die
Mutanten DegP2oa, DegRussa und DegRo40a die Temperatursensitivitat nicht (siehe Tab.

4-14). Die Expression von Degha fuhrte zu einem maRigen Wachstum der Zellen.

Tab. 4-14: Komplementation der Hitzesensibilitéat durch de DegP L2-Mutanten

Zum Testen dem vivo Komplementation der Hitzesensibilitit wurde dear®in KU98 (legP) mit den entsprechenden
Plasmiden auf Agarplatten mit 1 puM IPTG getropft (R verschiedener Verdinnungen) und 16 h bei 43Khbiert.
AnschlieBend wurde das Wachstum bewertet. +++: geltes Wachstum / vollstandige Komplementation; gtites
Wachstum / leicht verringerte Komplementation; +afiges Wachstum / moderate Komplementation; -: inges
Wachstum / schlechte Komplementation; 0: kein Waohd keine Komplementation

Stamm Protein Komplementation
KU98 (pCS19) - 0

KU98 (pCS20) DegP ++
KU98 (pCSZl) Degﬁlo/_\ -

KU98 (pDegPI228A) Degksa +

KU98 (pDegPL229A) DegR »9a 0

KU98 (pDegPI236A) DegRsa ++

o

KU98 (pDegP1238A) DegRisa
KU98 (pDegPF240A) DegRion 0
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Die Daten verdeutlichen die essentielle Rolle demifoséuren L229, 1238 und F240 fir die
in vivo Funktion von DegP. Der Austausch der zur S1 Bastdte gehdrenden Aminosaure
1228 zu Alanin fuhrt lediglich zu einer Einschramkuder DegP Funktiom vivo.

4.4.3 Die proteolytische Aktivitat von DegP L2-Mutanten

Um zu ermitteln, ob die Aminosaureaustausche implL@dinfluss auf die Proteaseaktivitét
von DegP haben, wurden die L2-Mutanten in pNA-Enagts, Enzymtests mitCasein und

in Zymogrammen eingesetzt.

4.4.3.1 Bestimmung der spezifischen Aktivitdit von DegP L2-Mtanten im pNA-

Enzymtest

Die spezifische Aktivitat der L2-Mutanten wurde piNA-Enzymtests mit den Substraten
SPMFKGV-pNA und DPMFKLV-pNA bestimmt und jeweils trder Aktivitat des Wildtyps
verglichen (siehe4.2.2.3.1). Fur die Mutanten Degiga und Deghssa wurde in beiden
Enzymtests eine spezifische Aktivitat ermittele dinter 15% der wildtypischen Aktivitat lag
(siehe Abb.4-28). Die ubrigen Mutanten (Deghoa, DegR.ssa und Deglsos) waren

proteolytisch inaktiv.
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Abb. 4-28: Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der Lop 2-Mutanten von DegP im pNA-
Enzymtest

Dargestellt ist die spezifische Aktivitat von DegBie im Enzymtest mit dem Substrat SPMFKGV-pNA (&hd

DPMFKLV-pNA (B) ermittelt wurde. Dazu wurden 0,5 mies Substrats mit IM (A) oder 0,1 uM (B) DegP in 50 mM

NaH,PQ,, pH 8,0 flir 1 h bei 37°C inkubiert und die Absorptloei 405 nm gemessen. Aus den ermittelten Wertedewdie

spezifische Aktivitat ermittelt. Die Standardabweiog lag unter 20%.
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Die Ergebnisse zeigen die uberaus wichtige Rolle Alminosauren des Loop 2 fur die
Proteaseaktivitat von DegP. Wéahrend die hier eiitygén Aminoséureaustausche von L229,
1238 und F240 zu einem vollstédndigen Verlust dezdfschen Aktivitat fuhren, resultieren
die Austausche von 1228A und 1236A in einer proggsthen Restaktivitat von unter 15%.

4.4.3.2 Die Hydrolyse von Casein im Zymogramm durch DegP L-Mutanten

Um zu untersuchen, ob die L2-Mutanten die Fahigkesitzen, Casein zu hydrolysieren,
wurden diese im Zymogramm untersucht (vergleidtiz2.3.2). DegPssa und DegiPsoa
bauten Casein nicht ab. Dahingegen zeigten die mfena DegR.sa, DegR229a und
DegR.36a €ine Restaktivitat und bauten Casein schwachsahd Abb4-29).

kDa M WT S210A 1228A L229A 1236A 1238A F240A

100—
75 —

50 —

35 —

25 —

Caseinabbau +++ 0 - - + 0 O

Abb. 4-29: Zymogramm von DegP L2-Mutanten

Dargestellt ist ein Zymogramm-Gel nach Anfarbung @aseins mit Coomassie-Blau. Dazu wurden 10 ug derstenden
Proteine auf auf ein nicht denaturierendes Casemeagyamm-Gel aufgetragen. Nach der Gelelektrophonaseen die
Proteine renaturiert. Die Entwicklung erfolgte Uiacht bei 37°C. Der Caseinabbau wurde anschlieRewertet. 0: kein
Caseinabbau; -: sehr geringer Caseinabbau im Vengkeim Wildtyp; + geringer Caseinabbau im VergleiamzWildtyp;

+++ wildtypischer Caseinabbau.

Die Ergebnisse belegen die wichtige Rolle des Lb2pund einzelner Aminosauren dieser
Doméane flur den proteolytischen Abbau von Caseirlerdings weisen die Mutanten
DegR22sa Und DegRooga, anders als im pNA-Enzymtest (siede4.3.1), eine minimale

Restaktivitat auf.

4.4.3.3 Die Hydrolyse von -Casein durch DegP L2-Mutanten

Als weiteres Modellsubstrat zur Analyse der protesthen Aktivitdt der L2-Mutanten
wurde -Casein eingesetzt (vergleich®2.2.3.3). Bestatigend zu den Ergebnissen der
Zymogramme (siehet.4.3.2) waren auch hier die Mutanten Degglk und DegR.soa
proteolytisch inaktiv (siehe Talt-15). Interessanterweise waren Dggi? und DegRssa
hyperaktiv und bauten die eingesetzte Menge d@aseins drei bis sechsmal schneller ab als
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das wildtypische DegP. Das Protein Degh, das im Zymogramm eine stark reduzierte
Aktivitat aufwies, zeigte beim Abbau vorCasein eine dem Wildtyp vergleichbare Aktivitat.

Tab. 4-15: Hydrolyse von -Casein durch DegP L2-Mutanten

Dargestellt ist die Zeit bis zum vollstandigerCasein-Abbau durch DegP und DegP Loop 2. Dazu wilirdd DegP mit
20 M R-Casein in 50 mM NajfQ,, pH 8 bei 37°C inkubiert. Alle drei Minuten wurd@® pl entnommen und eine
Acetonfallung durchgefuhrt. Die Proben wurden in SSBrobenpuffer aufgenommen und auf ein 15%iges GBIS-
aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese erfolgt@dateinnachweis mittels einer Coomassie-Blau Fagbun

Protein Vollstandiger -Caseinverdau
[min]

DegP 18

DegPI228A 3

DegPL229A 21

DegPI236A 6

DegPI238A -

DegPF240A -

4.4.3.4 Massenspektrometrische Untersuchung der Hydrolyse on Citratsynthase
durch DegP L2-Mutanten

Um die Rolle einzelner Aminoséduren des Loop L2 @ie prozessive Hydrolyse von
Substraten zu untersuchen, wurden Citratsynthasepi@itverdaus angefertigt und die
entstandenen Fragmente mittels Massenspektromédeatifiziert (vergleiche4.2.2.3.4).
Anschlieend wurden die Fragmente mit die Ausgamsnz der Citratsynthase
abgestimmt. Traten verschiedene Fragmente mit dbers€C-Terminus auf, so wurde das
kirzeste Fragment fur die weitere Auswertung vedeenAus den drei Punktmutanten mit
proteolytischer Restaktivitdt wurden die beident@ire DegR.sa und Degh3ssa gewahlt
und die Ergebnisse mit denen von DegP verglicheie W Abb. 4-30 zu sehen, wich das
Profil von Deghsea nicht wesentlich von dem des wildtypischen DegP Alch hier war
eine Praferenz fur die hydrophoben Aminosauren iAlavialin und Isoleucin an der Position
-1 festzustellen. Dahingegen zeigte das Profil B®YR.2sa Abweichungen zu dem des
Wildtyps (siehe Abb4-30). An der Position -1 wurden ebenfalls hydrdph@minosauren
praferiert, allerdings handelte es sich dabei um Alininosauren Leucin, Methionin und
Valin. Dieses Ergebnis untermauert die wichtigel&der Aminosaure 1228 als Bestandteil
der S1 Bindetasche fir die Substratspezifitat vegl) Um weitere Erkenntnisse in diesem

Zusammenhang zu erlangen sollte 1228 in andere ésédumren ausgetauscht werden und

® Die massenspektrometrischen Analysen mittels NaBxd4S/MS wurden von Dr. René Zahedi, Department

for Proteomics am ISAS Dortmund durchgefihrt.
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zusatzlich weitere Substrate in der massenspektrizecigeen Untersuchung eingesetzt
werden.

DegP

Position (-1=P1)

DegRy.ea

Position (-1=P1)

DegR,z6a

Position (-1=P1)

Abb. 4-30: Profil des Komplettverdaus von Citratsynthaselurch DegP, Degi2ssa Und DegRasga

Es wurde ein Komplettverdau von Citratsynthase diregP, DegR.sa Und DegRssa durchgefithrt und die entstandenen
Fragmente mittels Massenspektrometrie identifizi&rnschlielRend wurde auf www.weblogo.berkeley.edu Rrofil des
Verdaus angefertigt, das hier dargestellt ist. Ai@nosauresequenz der Fragmente wurde von derrhistalen Aminoséaure
P,1bzw. B3 bis zur C-terminalen Aminosaure Bufgetragen.

25

20

Haufigkeit [%]

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Fragmentlange [Anzahl AS]

B WT W 1228A 17 1236A

Abb. 4-31: Langen der Fragmente des Citratsynthase-Kompttverdaus durch DegP, DegRsa
und DegRazsea

Es wurde ein Komplettverdau von Citratsynthase direhP, DegR.sa und Deglssa durchgefiihrt und die entstandenen

Fragmente mittels Massenspektrometrie identifizBi# Fragmentlangen wurden ausgezéhlt und derefigh@it ermittelt.

Die Mittelwerte ergaben 11,6 fur DegP, 11,1 fiir Bega und 11,6 flir DegPssa.
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Die Auszédhlung der Fragmentlangen ergab bezlgleidelb Mutanten keine signifikanten
Abweichungen zu DegP. Die Mittelwerte der Fragn#@gken betrugen 11,6 (DegP), 11,1
(DegR22sa) und 11,6 (Degkssa) (siehe Abb.4-31). Auch die Verteilungen wichen nicht

signifikant voneinander ab.

4.4.4 Aktivierung von DegP L2-Mutanten im pNA-Assay

Um aufzuklaren, welche Rolle die einzelnen Amineséaules Loops L2 fur die allosterische
Aktivierung von DegP spielen, wurden die L2-Mutanten pNA-Enzymtests mit
verschiedenen Aktivatoren eingesetzt und die eettett Aktivierungsfaktoren zu denen des
Wildtyps in Beziehung gesetzt (vergleicde2.2.4). Die im pNA-Enzymtest aktiven L2-
Mutanten DegR.sa und DegR3ssa Waren aktivierbar (siehe Ta#-16). Wahrend die Zugabe
des Peptids DNRDGNVYFF im pNA-Enzymtest mit dem Stdt SPMFKGV-pNA zu einer
dem Wildtyp ahnlichen Aktivierung fihrte, resulterdie Inkubation mit -Casein oder
Casein in einer im Vergleich zum Wildtyp verminaegrtAktivierung. Im pNA-Enzymtest mit
dem optimierten Substrat DPMFKLV-pNA und dem Aktma v -Casein waren
interessanterweise erhthte Aktivierungsfaktorennmssen. Die in den pNA-Enzymtests
inaktiven Mutanten Degboa, DegRbssa, und DegRaoa lieRen sich mit keinem der
Aktivatoren aktivieren. Die Ergebnisse verdeutlicitie essentielle Rolle der Aminosauren
L229, 1238 und F240 des Loop L2 flur die allostdresktivierung von DegP. Die in den
pNA-Enzymtests inaktiven Mutanten lassen sich etuvaysgemal nicht aktivieren.

Tab. 4-16: Aktivierung der DegP L2-Mutanten im pNA-Enzymtest

Fir den Enzymtest mit dem Substrat SPMFKGV-pNA veard pM des zu testenden Proteins, fir den Tesdenit Substrat
DPMFKLV-pNA 0,1 uM des zu testenden Proteins eieggs Das Substrat wurde 0,5 mM eingesetzt. VonAldivatoren
wurden folgende Konzentrationen/Mengen eingesetiit50 M DNRLGLVYFF; 3 M (entspricht 5 g) 3-Casein; 5¢g
verdautes R-Casein (v B-Caseije zu testende Mutante wurde zur Bestimmung desvigkingsfaktors 5 min bei 37°C
mit dem putativen Aktivator im Reaktionspuffer vddriert (50 mM NaHPQ,, pH 8,0). Dann wurde das pNA-Substrat
zugegeben und die Absorption fur 1 h bei 37°C bestirus den Werten lie3 sich die spezifische Akditvund somit der
Aktivierungsfaktor errechnen. Dabei wurde auf dietBinprobe ohne Aktivator normiert. -: keine Akéirung.? 1 entspricht
einer spezifischen Aktivitat von 15 nmol x thg min' (SPMFKGV-pNA) bzw. 1400 nmol x mgx min* (DPMFKLV-
pNA). Die Standardabweichung lag unter 20%.

x fache Aktivierung [Normiert]

SPMFKGV-pNA + DPMFKLV-pNA +

Mutante DNRDGNVYFF -Casein v -Casein v -Casein
DegP 2,5 10 15,9 2,4
DegPI228A 2,1 2,1 8,5 47
DegPL229A - - - -
DegPI236A 3,1 3,6 9,7 7,6
DegPI238A - - - -
DegPF240A - - - -
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4.4.5 Oligomerisierung von DegP L2-Mutanten

Um die Rolle des Loop L2 fur die OligomerisierungnvDegP zu ermitteln wurden die L2-
Mutanten in Cross-Link Experimenten mit steigend€anzentrationen des Aktivators
DPMFKLV analysiert (vergleiche4.2.2.5). Die Mutanten, die in vorangegangenen
Experimenten als proteolytisch aktiv identifizievtirden, wurden als proteolytisch inaktive
Varianten (S210A) eingesetzt um durch Autoprotemlyauftretende Interferenzen zu
vermeiden. Degksa s210aUnd Deg3ssas2i0a Verhielten sich wie der Wildtyp und lagen in
Abwesenheit des Aktivators hauptsachlich als Hexariemer und Monomer vor. Die
Zugabe des Aktivators DPMFKLV induzierte schon leémer eingesetzten Menge von
100 uM einen nahezu kompletten Switch zum 12mer Rdiher (Daten nicht gezeigt).
Abweichungen zum Wildtyp zeigten sich allerdingsi b#en getesteten Mutanten
DegR 2204 52108 DegRz3sa Und DegPz40a (Siehe Abb4-32).

DegRyzi0a DegR 5r0a 52108 DegRyzsa DegRyi0n

kba M - 20 50100 250500 - 20 50100 250 50020 50 100 250 500 - 20 50 100 250 500 uM DRMF
<—24mer
<«—12mer

460— <«—6mer

268

238~

171— <«—3mer

nr= <«—2mer

71—

55 — <«—I1mer

- Oligomer

Abb. 4-32: Cross-Link von DegP L2-Mutanten in Anwesenheides Peptids DPMFKLV

Die zu testenden Proteine wurden chemisch denetunia riickgefaltet. AnschlieRend wurden 0)@ des Proteins mit
verschiedenen Konzentrationen des Peptids DPMFIgaloét in 100%DMSO) fur 5 Minuten bei 37°C im Reakspuffer
(500 mM NaHPGQ, pH 8,0) inkubiert. Der Cross-Linker Glutaraldehydrde in einer Endkonzentration von 0,1% (v/v)
dazugegeben und die Reaktion wurde nach 2 min ddietzugabe von Tris-HCI pH 7,5 (Endkonzentration 20M1)
gestoppt. Die Proben wurden in SDS-Probenpuffegendmmen und etwa 133 ng/Spur auf ein Tris-Acetdt{3-8%)
aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese wurdeSilberfarbung durchgefiihrt.

Hier wurde die Umlagerung vom Hexamer zum 12mer BAcher erst durch wesentlich
hohere Konzentrationen des Aktivators erreicht. Wéath die Zugabe von 500 pM
DPMFKLVD zu DegR2294 s210a dazu fihrte, dass ein Grol3teil des Proteins afset2ind
24mer vorlag, lag bei den anderen beiden Proteinesi der eingesetzten
Aktivatorkonzentration von 500 pM nur ein kleineeilTdes Proteins als 12mer und 24mer

vor. Die Ergebnisse verdeutlichen die wichtige Raler Aminosauren L229, 1238 und F240
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fur die Aktivierung von DegP und die damit verbundéJmlagerung zu héheren Oligomeren
und untermauern die in den Aktivitatstest gewonndfkenntnisse.

4.4.6 Validierung der Bindung von Liganden an DegP L2-Mutainten mittels ITC

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass einzelne Amséiiwen des Loop L2 eine wichtige Rolle
fur die Aktivierung und die Oligomerisierung von @ spielen. Um zu untersuchen, ob der
Defekt in der Aktivierbarkeit von Degkboa, Degoszsa und DegR.s0a an der fehlenden
Bindung der Aktivatoren -Casein und DPMFKLV an die Mutanten liegt, wurden
Bindungsstudien mittels ITC durchgefuhrt (vergle@eh2.2.6). Da DegB.oa proteolytisch
aktiv ist, wurde die proteolytisch inaktive Variangingesetzt. Tald-17 zeigt die ermittelten
Bindekonstanten. Die Bindekonstanten zwisché€®asein und den untersuchten L2-Mutanten
lagen zwischen 1,52 und 4,19 uM und lagen somierahder Kk zu DegR210a (3,75 pUM).
Die Werte zeigen, dass die fehlende Aktivierbarkeser Mutanten durch-Casein nicht an
der fehlenden Bindung liegt, daCasein weiterhin stark an die Proteine bindet.sBse
Ergebnis bestétigt die Rolle des Loop L2 und daeeinen Aminoséuren dieses Loops als
wichtige Bestandteile der Aktivierungsdomane vorgPeDie Bindekonstanten zwischen den
untersuchten L2-Mutanten und dem Peptid DPMFKL\&élagwischen den Werten 42,92 und
48,54 uM. Im Vergleich zu der Bindung zu Degia handelt es sich somit um eine eher
schwache Bindung. Die Daten lassen vermuten, dasspezifische Aktivator primar an die
PDZ1-Domane bindet, aber auch Wechselwirkungerdent Loop L2 eingeht. Dabei ist die
Bindung an die PDZ1-Domane Voraussetzung fir di@irsgdre Wechselwirkung mit Loop
L2, was bedeuten kann, dass die PDZ1-Doméane desndlen in die notwendige Position
bringt. Eine weitere mogliche Erklarung ist, dassntakte zwischen dem Loop L2 und der
PDZ1-Domane notwendig sind um eine stabile Bindzungewahrleisten.

Tab. 4-17: Bindungsaffinitaten zwischen -Casein und DegP L2-Mutanten

Die Bestimmung der Bindekonstanten voi€Caseinbzw. DPMFKLV an DegP Loop 2-Mutanten wurde mittels ITC bei
37°C durchgefiihrt. Dazu wurden Ligand und Protemd00 mM NaHPO,, pH 8 geldst. Wahrend die DegP-Mutanten
20 uM eingesetzt wurden, variierte die Konzentration -Caseinje nach Starke der Bindung. Die Daten wurden nach de
Modell einer Bindestelle gefittet und die ermittal@indekonstanten (K sind in der Tabelle dargestellt.

Mutante Ligand Kg [UM]
DegR210a -Casein 3,75
DegR 2294 52104 -Casein 4,19
DegR 23ss -Casein 1,52
DegR240a -Casein 2,83
DegR10a DPMFKLV 4,98

DegR 220a 52100 DPMFKLV 48,54
DegR23sa DPMFKLV 48,11

DegR:40a DPMFKLV 42,92
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5 Diskussion

5.1 Neue Einblicke in den Mechanismus der DegP-Aktiviarng und
Oligomerisierung

Die HtrA-Protease DegP spielt eine zentrale Rolldar bakteriellen Proteinqualitatskontrolle
und zeichnet sich durch ihre Doppelfunktion alst®ase und Chaperon aus (Spiessl,
1999). Wahrend lange Zeit nur die temperaturablg@ndiktivierung der Protease bekannt
war, deckten neuere Studien auf, dass DegP einesteslschen Aktivierungsmechanismus
unterliegt (Krojeret al, 2008a; Krojeeet al, 2008b; Meltzeet al, 2008; Meltzer, 2008). Es
wurde gezeigt, dass dieser Mechanismus Uber digetieturabhangige Aktivierung dominiert
und durch eine vorherige Peptidbindung initilerreen kann.

Allosterie, wie sie fur DegP bestimmt wurde, ist Beoteinen weit verbreitet. Beispiele fur
allosterisch regulierte Proteine sind Hamoglobier(®z, 1970; Perutz, 1972; Pergtal,
1998; Eatonet al, 1999) und GroEL (Yifrach und Horovitz, 1995). Darste Model zur
Allosterie, das MWC Model, wurde bereits 1965 vororidd, Wyman und Changeux
aufgestellt (Monodet al, 1965). Kernaussage dieser Theorie war, dass iReote zwei
unterschiedlichen, sich im Gleichgewicht befindend&ustanden vorliegen. Dabei kann
zwischen einer starren, ungebundenen (T-Struktod) einer flexiblen, substratgebundenen
(R-Struktur) Struktur unterschieden werden. Diedsimg eines Effektors an eine vom aktiven
Zentrum entfernte Untereinheit verschiebt das @Gbmevicht in Richtung R-Struktur. Die
spatere Erweiterung des Models um die Kooperativwsultierte in dem Koshland-Némethy-
Filmer (KNF) Model, das das bereits 1935 aufgesteModel fir die intramolekulare
Kontrolle des Hamoglobins von Pauling aufgriff (Pag, 1935; Koshlanet al, 1966). Auch
bei Serinproteasen wurde der Mechanismus der atlsshen Aktivierung bereits frih
identifiziert. Far Trypsin, eine Serinprotease d&amilie S1A, wurde gezeigt, dass das
Zymogen aus vier deformierten, flexiblen Segmertiesteht. Die distinkte Proteolyse des
Zymogens fuhrt zu einer Umorientierung des Enzyaies,in einer geordneten Konformation
resultiert (Huber und Bode, 1978; Pagé al, 2008). Dabei ist das Ausbilden des
funktionellen proteolytischen Zentrums gekoppelt mher Bindung des geschnittenen N-
Terminus der reifen Protease. Im Jahr 1976 bedmwmieBode und Huber erstmals die
allosterische Aktivierung von Trypsin durch ein Bghid, das dem aktivierenden N-Terminus
entspricht (Bode und Huber, 1976).

Ein alternativer allosterischer Regulationsmechans wurde fir die HtrA-Protease DegS

gezeigt, die ein Homolog von DegP ist. Der membedngdene Stresssensor der
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periplasmatischen Proteinqualitatskontrolle isteurgtressfreien Bedingungen inaktiv. Erst
die Bindung von Aktivatorpeptiden mit der C-termlera Konsensussequenz der
AulRenmembranproteine an die PDZ-Domane von Deg$ fiiheiner Umorientierung in die
aktive Konformation (Walslet al, 2003; Wilkenet al, 2004; Sohret al, 2007; Cezairliyan
und Sauer, 2007; Hasselblattal, 2007). Bindungsstudien belegen, dass Peptideanit C-
Terminus -YXF Uber die Aminosauren Phenylalanin Tiydosin an die PDZ-Doméane und
Uber die Aminosaure an Position -1 an Loop L3 detdasedoméne binden. Dabei ist sowohl
die Aktivierungs- als auch die Bindungsstarke aliginvon der vorletzten Aminoséaure
(Wilken et al, 2007).

Fur DegP wurde eine &ahnliche Regulation postulies.wurden Peptide mit der Sequenz
DNRDGNVYXF synthetisiert und die Aminosaure an Rosi -1 variiert (Meltzer, 2008). In
quantifizierbaren Enzymtests wurde gezeigt, das<zdad der Aktivierung abhéngig ist von
der vorletzten Aminosaure des Aktivatorpeptids. \JEmzsts mit weiteren putativen
Aktivatorpeptiden lie3en allerdings vermuten, dassh Aminosauren an anderen Positionen
eine wesentliche Rolle fur die Aktivierung von Degpielen. Oligomerisierungsanalysen
deuteten im Weiteren darauf hin, dass die DegPvigting einhergeht mit einer
Veranderung des oligomeren Zustandes. Dabei fidnetéhkubation mit Aktivatoren zu einer
Umlagerung vom hexameren Ruhezustand zum enzyinadiktven 12mer und 24mer
(Meltzer, 2008).

Die Identifizierung und Charakterisierung neuer id&toren sowie die ldentifizierung von
DegP-Bereichen, die an der Regulation von DegPiliggtsind, trugen in der vorliegenden
Arbeit zu der mechanistischen Aufklarung der Ded&Aerung und Oligomerisierung bei.

5.1.1 Die Stéarke der DegP-Aktivierung korreliert mit der Starke der Bindung

des Aktivators an DegP

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Aktivitatstested Bindungsstudien untermauern die
postulierte Hypothese, dass DegP uber die BindwmgReptiden allosterisch aktiviert wird.
Im Weiteren weisen die Ergebnisse darauf hin, des$Starke der DegP-Aktivierung mit der
Starke der Bindung verschiedener Aktivatoren anHD&grreliert (siehet.1.3). Wéahrend
keine signifikante Bindung zwischen dem schwachg&tivator DNRDGNVYSF sowie dem
nicht aktivierenden Peptid SPMFKGV und DegP dee&kti wurde, lagen die
Dissoziationskonstanten der uUbrigen, starker ad@nden, getesteten Peptide zwischen
4,98 uM und 32,68 uM. Starkere Aktivatoren zeigiieei hohere Affinitaten zu DegRoa

als schwache Aktivatoren. Eine Ausnahme stelltesdbawache Aktivator DNRDGNVYWF
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dar, der mit einer Kvon 7,75 uM sehr stark an DegP gebunden hatteVBegleich mit dem
Peptid DNRDGNVYFF, das DegP 4,5-fach aktiviert umit einer Ky von 16,37 uM an
DegRs,104 bindet, l&sst vermuten, dass die Aminosaure Tpfa an Position -1 positiv zur
Bindung des Peptids an DegP beitragt, aber die ttdigemg des Aktivierungssignals
behindert.

Die in dieser Arbeit ermittelten Dissoziationskamgen zwischen Aktivatorpeptiden und
DegR210a liegen im gewohnlich messbaren Bereich fir Pretégand-Interaktionen.
Wahrend die ks zwischen Transkriptionsfaktoren und DNA meistrisnomolaren Bereich
liegen (Maerkl und Quake, 2007), weisen viele EnSubstrat-Reaktionen Dissoziations-
konstanten im mikromolaren bis millimolaren Bereielf (Fersht, 1999). Dabei sind
Bindungen von Protein-Ligand-Interaktionen in Sygsta, bei denen es einer schnellen
Reaktion auf Veranderungen der Umwelt bedarf, meishwéacher (mikromolar bis
millimolar), um eine schnelle Dissoziation des ¢pdtien Komplex zu gewahrleisten. Die
Dissoziationskonstanten von PDZ-Proteinen und dehenini ihrer Liganden variieren
stark und liegen meist im niedrigen mikromolaremeBsh. Sarcet al untersuchten in diesem
Zusammenhang die Bindung von linearen Peptidenieagud untersuchte PDZ3-Doméne von
PSD95 mittels ITC (Saret al., 2007). Als Peptide wurden C-terminale Sequenzem aio
PDZ3-bindenden Proteinen wie CRIPT und Neuroligigelvahlt. Es wurden Dissoziations-
konstanten zwischen 0,47 uM und 152 uM ermitteféri®re Bindungsaffinitaten konnten
mittels ITC zwischen den beiden PDZ-Doménen vont&yn und ausgewahlten Peptiden
ermittelt werden. Die starkste Bindung wurde insdi® Zusammenhang mit eineg Kon
200 nM zu einem Peptid bestimmt, dass von dem @iihers des an Syntenin bindenden
Proteins Merlin abstammt (Kargg al, 2003).

Die in dieser Arbeit getesteten Aktivatoren bindenniedrigen mikromolaren Bereich an
DegRs2104 Was eine zigige Reaktion auf veranderte Umwelltigeoshgen ermdglicht und im
typischen Bereich fur PDZ-Peptid Interaktionen tiegur das DegP-Homolog DegS und
seine Liganden wurden ebenfalls Dissoziationskamstaim mittleren mikromolaren Bereich
bestimmt (Wilken, 2006; Wilkeet al, 2007).

Auch die Bindung des SubstratsCasein an DegP wurde in dieser Arbeit untersuicht.
vorangegangenen Studien wurde gezeigt, daSasein von DegP hydrolysiert wird und die
enzymatische Reaktion positiv autoreguliert wirdabBi aktivieren sowohl das intakte
-Casein als auch die entstehenden Proteolysefragni2egP allosterisch (Spiess al,
1999; Meltzeret al, 2008; Meltzer, 2008). In dieser Arbeit wurde thegt, dass -Casein
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gleichzeitig DegP-Substrat und Aktivator darstalitd mit einer Dissoziationskonstante von
3,75 uM relativ stark an DegRoabindet.

5.1.2 Der Mechanismus der Oligomerisierung von DegP

Die Arbeiten von Meltzer sowie Krojat al haben gezeigt, dass die DegP-Aktivierung mit
der Ausbildung héherer Oligomere einhergeht (Meleteal, 2008; Meltzer, 2008; Krojest

al., 2008a). Um diesen Zusammenhang in der vorliegemktbeit genauer zu untersuchen,
wurden Cross-Link Analysen in Anwesenheit verschnea Aktivatoren durchgefihrt (siehe
4.1.4). Da DegP temperaturreguliert ist (Spietsal, 1999), wurde auRerdem der Effekt der
Temperatur auf den oligomeren Zustand von DegPrsuntht.

Die Analysen ergaben, dass die Ruckfaltung von em denaturiertem DegP in
Abwesenheit von Aktivatoren bei allen getestetemperaturen zu der Ausbildung von
Monomeren, Dimeren, Trimeren und Hexameren fluhig.Zugabe von Aktivatoren flhrte zu
der Umlagerung vom Hexamer zum 12mer und 24meresawieiner vermehrten Ausbildung
des Hexamers und einem gleichzeitigen Rickgangdder Oligomere (siehe 4.1.4). Diese
Ergebnisse geben Hinweise auf eine sequenziellevé¢sion von DegP-Monomeren zu
Dimeren und Trimeren. Die trimeren Partikel bildene bereits in der Kristallstruktur des
Hexamers gezeigt, den funktionellen Baustein vomgDeind lagern sich zum Hexamer
zusammen (Krojeret al, 2002). Die Bindung der Aktivatoren initiiert mihoher
Wahrscheinlichkeit die Ausbildung der aktiven ha@reOligomere (12mer / 24mer). Bisher
wurde nicht eindeutig geklart, ob sich die hohe@igomere (12mer/24mer) direkt aus
Hexameren oder aus Trimeren bilden. Die Kristalldur des 24mers lasst vermuten, dass
hexamere Partikel zu Trimeren zerfallen und diesand zu hoheren Oligomeren
assemblieren, da das 24mer aus acht zusammen geagemeren aufgebaut ist (Krojet

al., 2008a).

Neben den hier erlauterten Ergebnissen zeigtennddeser Arbeit durchgefuhrten Cross-
Link Experimente aul3erdem, dass der initiale Fgitpnozess und die Konversion in héhere
oligomere Zustande unter aktivierenden Bedingungehr schnell, robust und stark
beschleunigt bei h6heren Temperaturen stattfindetse Eigenschaften erlauben DegP die
Funktion als Hitzeschockprotein, das eine wichtgle in der Proteinqualitatskontrolle der
Zelle einnimmit.

Die Aktivierung Uber die Veranderung des oligomergnstandes ist ein bekannter
Mechanismus vieler Proteinfamilien. Das aktive Zemt wird dabei meist durch mehrere

Untereinheiten gebildet und die Ausbildung einetakten aktiven Zentrums durch die
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Oligomerisierung kontrolliert. Ein Beispiel fir edurch Oligomerisierung reguliertes Enzym
ist die Rezeptortyrosinkinase, die erst durch dgahd-induzierte Dimerisierung aktiviert
wird (Shethet al, 2008). Weitere Beispiele stellen die Hsp100/Btpteine dar, die in der
bakteriellen Proteinqualitatskontrolle des Cytosaisolviert sind. Es handelt sich um
ATPasen der AAA+ Proteinfamilie, die meist mit aigeren Peptidasen assoziieren, um ihre
Funktion als ATP-abhangige Proteasen einzunehmamngef Mitgliedern dieser Familie
wurde aufRerdem eine zusatzliche Chaperonaktivaéihgewiesen (Weber-Bast al, 1999;
Wickneret al., 1994; Burtoret al, 2001). Vorausgegangene Studien zeigen eine ktioe
zwischen der ATPase-Aktivitat, der Chaperonakttvithad der Oligomerisierung dieser
Proteine. Wahrend sie im inaktiven Zustand als Mo@e vorliegen, lagern sich diese im
aktiven Zustand zu ringférmigen hoéheren Oligomereisammen (Schirmeet al, 1996;
Horwich et al, 1999; Neuwaldet al, 1999). Die Korrelation zwischen Aktivitat und
Oligomerisierung wurde in diesem Zusammenhang tsefér einige Mitglieder wie ClpC,
ClpA, ClpB, HsIVU und Hspl104 postuliert (Singh umdaurizi, 1994; Hattendorf und
Lindquist, 2002; Seongt al, 2002; Mogket al., 2003; Kirsteinet al, 2006). Fur CIpC, ein
bakterielles Hitzeschockprotein, wurde im Besondegezeigt, dass die Umlagerung zum
Hexamer in Anwesenheit von Nukleotiden durch dagpidrprotein MecA initiiert wird
(Schlothaueet al, 2003; Kirsteiret al, 2006).

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deutehesne zu ClpC vergleichbare Aktivierung
von DegP hin. Es findet ebenfalls eine Aktivieruiger die Verdnderung des oligomeren
Zustandes statt, die durch die Bindung von Sulestratusgelost wird. Im Unterschied zu
DegP wird die Bindung des Liganden an ClpC allegdimicht Gber eine PDZ-Domane
vermittelt. Ein weiterer Unterschied zwischen Clp@ DegP besteht darin, dass das aktive
Zentrum von DegP nicht erst durch die Zusammenlagemehrerer Untereinheiten gebildet
wird. Wie durch die Aufklarung der Kristallstrukem des Hexamers und des 24mers gezeigt
wurde, fuhrt die Aktivierung von DegP zu einer Kkturellen Umorientierung der
Proteasedoméne, so dass jedes Monomer im aktivestatli ein funktionsfahiges
strukturiertes aktives Zentrum besitzt (Krogtral, 2002; Krojeret al, 2008a).
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5.2 Die Bindeeigenschaften von DegP

5.2.1 Die Sequenzspezifitat der PDZ1-Domane

Zahlreiche Studien geben Hinweise darauf, das®Di#g1-Doméane von DegP eine wichtige
Rolle in der Bindung der Substrate und Aktivatoeemimmt (Spiesgt al, 1999; Sassooet
al., 1999; Clausert al, 2002; lwanczylet al, 2007; Krojeret al, 2008b). Zur Aufklarung
der Sequenzspezifitst dieser Doméane sollte die rsmtbung einer Peptidbibliothek
beitragen, die 649 C-terminale Sequenzenkoonoli Zellhillproteinen enthielt (sieh& 1.5).
Es wurde eine deutliche Praferenz fiur hydrophobenaséuren (L/A/V/I) sowie fur die
aromatische Aminosaure Phenylalanin an der Posilioes DegP-Liganden festgestellt.
Diese Ergebnisse decken sich mit Daten anderenestush denen ebenfalls eine Praferenz
fur hydrophobe Aminosauren an Position 0 benannmtdeviKrojeret al, 2008b; Hausket
al., 2009).

Auch fur andere PDZ-Proteine wie GRIP (glutamateepeor interacting protein), PSD-95
und das dendritische Protein Homer, die unterstbfeste Substrate binden, wurde eine
einheitliche Praferenz fur hydrophobe Aminosaurergbesondere Valin, Isoleucin und
Leucin, an Position 0 nachgewiesen (Dogteal, 1996; Brakemaset al, 1997; Donget al,
1997). Diese Praferenz lasst sich auf die konseevieydrophobe Bindetasche der PDZ-
Doménen zurickfihren.

Insgesamt ergab sich in dieser Arbeit mit dem Bmmolgv -x-(Y/E/L)-(L/R/T)-(F/L/IAN/N)-
COOH eine eher niedrige Sequenzspezifitat der PD@mane. Die Ergebnisse deuten daher
auf eine eher plastische Substratbindetasche dgdfIdméane hin, die Substrate mit stark
voneinander abweichenden C-Termini bindet und soHdiusecleaningfunktiowon DegP
ermdoglicht (Spiesst al, 1999).

Eine &hnlich niedrige Substratspezifitit wurde ndem Bindemotiv -x-(F/I/L/V)-
(FN/LIWIY)-(ANILIV) fur das humane DegP-HomologtiAl bestimmt (Wolter, 2009).

5.2.2 Die Sequenzspezifitat des aktiven Zentrums

Auch die Sequenzspezifitdt des aktiven ZentrumsDegP wurde in der vorliegenden Arbeit
genauer untersucht. Um diese abzuleiten, wurdenfattwerdaus der Citratsynthase durch
DegP durchgefuhrt und massenspektrometrisch apdaly$h diesem Zusammenhang wurde
eine Praferenz fur die hydrophoben Aminosauren iAlavialin und Isoleucin an der Position
P: detektiert (sieh®2.2.3.4). Dieses Ergebnis deckt sich mit Datehanderen Studien, die
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ebenfalls eine Spezifitat fir kleine hydrophobe Aasauren an dieser Position postulieren
(Kolmaret al, 1996; Meltzer, 2008).

Die Spezifitat fur die PositioniRles Substrats wird bei Proteasen durch die SleBisdhe
bestimmt. So wurde fiir die Serinprotease Trypsime éPraferenz fir die Aminosauren
Arginin oder Lysin an PositioniFpostuliert, die auf negativ geladene Aminosauren $il
Bindetasche zurickzufiihren ist (Hubetr al, 1974). Dahingegen zeigt die Serinprotease
Elastase eine Praferenz fiur eher kleine aliphatiganinosaurereste, die auf eine sehr kleine
S1 Bindetasche beruht (Shotton und Watson, 1970).

Die hydrophobe Substratbindetasche von DegP wirdutrert durch den Loop L1 und den
N-Terminus des Loop L2. Der Austausch der Aminosdsoleucin an Position 228, die zu
dem N-terminalen Bereich des Loop L2 gehort, fuhdther erwartungsgemafl zu einer
veranderten Spezifitat an Position Biehe4.4.3.4). Da Isoleucin in diesem Fall gegen die
ebenfalls hydrophobe Aminoséaure Alanin ausgetausantle, wurden weiterhin hydrophobe
Aminosauren an dieser Position (Leucin, MethioMalin) praferiert.

Fur die Postitionen #P;, wurde in der vorliegenden Arbeit keine signifikant
Sequenzspezifitdt detektiert. Auch fur die Aminasauauf der P’- Seite wurde bisher keine

eindeutige Praferenz fur bestimmte Aminosaurenmest

5.2.3 Das Aktive Zentrum und die PDZ1-Doméne von DegP bézgen eine

ahnliche Sequenzspezifitat

Die in 5.2.1 und5.2.2 diskutierten Ergebnisse deuten zusammengeeandgarauf hin, dass
die PDZ1-Doméne und das aktive Zentrum von DegPlidiien Sequenzspezifitdten
aufweisen. Diese Daten untermauern das von Krejeral aufgestellte Modell der
Prozessivitat, das besagt, dass Substrate prozesmsiDegP hydrolysiert werden, in dem
PDZ1- und Proteasedoméne miteinander kooperieremjgiet al., 2008b). Dabei bindet die
PDZ1-Doméane eines Monomers den C-Terminus des @&tdstund fixiert es fir die
Hydrolyse durch die Proteasedoméane. Der Schnigugtzeinen neuen C-Terminus, der
wiederum von der PDZ1-Doméane eines nahe liegendenoiers gebunden wird, so dass
eine erneute Hydrolyse durch die Proteasedomantiratan kann. Dieser Prozess bedarf
ahnlicher Sequenzspezifitditen der beteiligten D@nama sich das Substrat wahrend des
Prozesses bereits innerhalb des DegP-Partikelsdatfiist eine hohe Affinitat der einzelnen
Doméanen zu dem vorliegenden Substrat aufgrund dsgverh lokalen Konzentration

vermutlich nicht erforderlich.
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Auch die in dieser Arbeit definierten Fragmentlamgeler Proteolyseprodukte des
Citratsynthaseverdau durch DegP, die zwischen 62thdminosauren lagen, untermauern
das Modell der Prozessivitat. Die definierten Langesultieren vermutlich aus der Distanz
zwischen PDZ1-Domane und aktivem Zentrum, wobei Flexibilitdt der PDZ1-Doméne
wahrscheinlich zu der hier beobachteten Varianztf{ikrojer et al, 2002). Eine weitere
mogliche Erklarung ist, dass sich die Varianz deagkentlangen dadurch ergibt, dass
sowohl PDZ1- und Proteasedoméanen eines Monomessawdh benachbarter Monomere
miteinander interagieren konnen und sich so urtédbiche Entfernungen und somit
Fragmentlangen ergeben.

Einen ahnlichen Prozess der Proteolyse zeigteneBetedl. fiir die bakterielle Protease Tsp
(Beebeet al, 2000). Es wurde postuliert, dass Tsp eine intétbZ-Doméane besitzt, die
Substrate bindet und sie fur die Proteolyse fixiBie Substrate werden dabei durch eine 11
Aminosauren lange SsrA Signalsequenz markiert undeinem definierten Bereich
protolysiert.

Das Modell der prozessiven Hydrolyse und die in derliegenden Arbeit erzielten
Erkenntnisse tragen im Weiteren zu der Beantwortteig Frage bei, wie DegP zwischen
degradierbaren und reparierbaren Substraten uh&dst. In diesem Zusammenhang wurde
gezeigt, dass DegP un- und fehlgefaltete Proteawradliert, wahrend es korrekt gefaltete
Molekile wie OmpC-Monomere im Inneren des 24mers d®m proteolytischen Abbau
schitzt und reparierbare Proteine in der Ruckfglumerstitzt (Spiesst al, 1999; Misraet

al., 2000; CastilloKeller und Misra, 2003; Krojet al, 2008a; Sheret al, 2009). Die
prozessive Hydrolyse von DegP-Substraten, an der distanzierte Doméanen beteiligt sind,
ermoglicht ausschliel3lich die Proteolyse von unggten Substraten, deren C-Termini mit
beiden Domanen in Kontakt treten konnen. DegP-$atiestbestimmen daher ihr eigenes
Schicksal Uber ihren Faltungszustand mit.

Die hier beschriebene komplexe Regulation unteidehe DegP von klassischen
Serinproteasen wie Trypsin oder Chymotrypsin, di@sterisch aktiviert werden und
Substrate eher unabhangig von deren Faltungszustagdenzspezifisch hydrolysieren
(Hedstrom, 2002).

5.3 ldentifizierung neuer DegP-Aktivatoren

In dieser Arbeit wurden neue spezifische DegP-Adtoven identifiziert (siehd.1.2;4.1.5).
Unter anderem handelte es sich dabei um das PepfMFKLV, das im Verlauf der Arbeit

bereits erfolgreich fur die Aufklarung des Aktivielgsmechanismus eingesetzt wurde, sowie
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um die Peptide CHHSAFPVFL und DYFGSALLRYV, die dieT€rmini zweierE. coli
Zellhullproteine darstellen. Die Betrachtung dieskktivatoren verdeutlicht, dass die
Bindetasche der PDZ1-Domane sehr plastisch ist Reptide mit sehr unterschiedlichen
Sequenzen an diese Domane binden konnen. Die Aufgjealler in dieser Arbeit
untersuchten Peptide verdeutlicht diesen Sachwezrbséitzlich (siehe Tab-1).

Alle in dieser Arbeit identifizierten Aktivatoren ebal3en, entsprechend der 2.1
diskutierten Ergebnisse, die aliphatischen hydrbehoAminosauren Valin oder Leucin oder
die aromatische Aminoséure Phenylalanin an PosllioBer Vergleich der beiden Peptide
DPMFKLV und SPMFKGV zeigte zusatzlich, dass die Aosaure an Position -1 und
eventuell auch die Aminosaure an Position -6 eltlsnégne wichtige Rolle fir die Bindung
an die PDZ1-Doméane und somit fur die AktivierunghvbegP spielt. Insgesamt besaf3en
starke DegP Aktivatoren vermehrt hydrophobe Aminosd an den Positionen 0 bis -5.
Auffallig war, dass der Aktivator RVKKGEFELL mit eer Ky von 75,76 uM sehr schwach
an DegR.i0a gebunden hatte. Der Vergleich mit den Aminoséuy@sezen der anderen
Aktivatoren lasst die Vermutung aufkommen, dass depativ geladene Aminoséaure
Glutamat an den Positionen -2 und -4 die BindurgAldivators wesentlich schwacht. Auch
die Aminosduren Lysin an Position -6, Valin an Hori -8 oder Arginin an Position -9

konnten fur die Schwachung der Bindung verantwarttiein.

Tab. 5-1: DegP-Aktivatoren

Dargestellt sind die in dieser Arbeit untersucht&eptide und die in der ITC zu Degha, ermittelten
Dissoziationskonstanten sowie die in pNA-Enzymtestaittelten Aktivierungsfaktoren. Aminoséuren sifjel nach
Eigenschaft ihres Rests farbig hinterlegt: griin:atieggeladen; blau: polar, hydrophil; orange: hyahob; gelb: positiv
geladen? 1 entspricht einer spezifischen Aktivitat von Ifal x mg* x min™.

Aminsosauresequenz Kd x-fache Aktivierung
9 8 -7 6 5 -4 -3 -2 -10 [UM] [Normiert] &
DY F GS AL L R V 4,61 14,5
C HH S AF P V F L 8,31 10,2
- - - DIP M F KL V 4,98 8,0
D NRDGN VY F F 16,37 4,5
E Y T L S G S Y T F 8,47 2,0
R'V K K G EI/F E L L| 7576 2,0
D NRDGNV Y WF 7,75 1,95
DNRDGNV Y L F 32,68 1,6
D NR D GN VY Q F 25,64 1,5
D NRDGNV Y S F - 1,4
- - - S P MF KIG V - 1,0
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Die Identifizierung und Charakterisierung weite@egP-Aktivatoren ist notwendig um
weitere Einblicke in die Sequenzspezifitat der PIDtimane zu erhalten. Dazu kdnnen
weitere Peptide, bei denen ein positives Signaboreening der Peptidbibliothek gemessen
wurde, in Aktivitatstests, Bindungsstudien und Grbsk Analysen getestet werden.
Potentielle Kandidaten sind zum Beispiel die C-Tiarrder Proteine TrkA, AroM, YjfN und
PgaA (siehe Tal¥-1).

5.4 Die Rolle verschiedener DegP-Bereiche flr die Aktigrung und

Oligomerisierung

5.4.1 Die PDZ1-Domane ist von zentraler Bedeutung fur di€&unktion von DegP

Zahlreiche Studien sprechen der PDZ1-Domane eirsentiéiche Rolle fur die Substrat- und
Aktivatorbindung von DegP zu (Spiessal, 1999; Sassooet al, 1999; Clausest al, 2002;
Iwanczyket al, 2007; Krojeret al, 2008b).

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse uméelern die postulierte Rolle der PDZ1-
Doméne und verdeutlichen, dass diese Doméane vdrnalEmBedeutung ist fur die Funktion
von DegP (siehd.2). Dabei scheint sie eine wichtige Rolle fur dreteolytische Aktivitat
und die allosterische Aktivierung zu spielen. Daniibinaus wurde gezeigt, dass sie ebenfalls
eine bedeutsame Funktion fur die Oligomerisierurey Brotease einnimmt. In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass PunktmutationelerirPDZ1-Domane zu einer stark
eingeschrankten proteolytischen Aktivitat fiuhrennkén. Die Analyse der proteolytisch
aktiven Punktmutanten DegR.a und DegRazss zeigte aul3erdem, dass diese nicht mehr
aktivierbar waren. In Oligomerisierungsanalysendeutes Weiteren gezeigt, dass bestimmte
PDZ1-Punktmutanten ausschlief3lich als Monomere ebanTrimere und Hexamere vorlagen
und unter aktivierenden Bedingungen nicht zum 12mder 24mer assemblierten. In
weiterfuhrenden Bindungsstudien mittels ITC wurdB8erdem gezeigt, dass Aktivatorpeptide
spezifisch an die PDZ1-Doméne binden, da alle @seli Arbeit untersuchten Punktmutanten
keine signifikante Bindung zu den Aktivatorpeptid@NRDGNVYFF und DPMFKLV
Zeigten.

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse der vortiegefirbeit darauf hin, dass die PDZ1-
Doméane DegP Substrate bindet und diese fur dentAbech die Protease fixiert. Substrate
scheinen dabei gleichzeitig als Aktivatoren zu diendie die Bildung der héheren aktiven
Oligomere initieren. Die Kombination der PDZ1-Doned mit der Proteasedomane

ermoglicht somit die hier beschriebene, sehr korgRegulation und Funktion von DegP.
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Auch fur andere Proteasen wurde eine ahnlich kaxepRegulation Uber die Kombination
von Protease- und PDZ-Domaéanen beschrieben. Nelvan 8£.3 bereits erwahnten Protease
Tsp kann in diesem Zusammenhang ebenfalls die Rifeése RseP erwahnt werden. RseP
ist ein Regulator in der®-Signalkaskade und besitzt eine periplasmatisch&-B@mane, fir
die eine regulierende Funktion vermutet wird. Behral zeigten in diesem Zusammenhang,
al. postulierten kirzlich, dass RseP zwei PDZ-Domaresitzt (PDZ-N und PDZ-C), wobei
die proteolytische Funktion von RseP uber die Liiandung an die PDZ-N reguliert wird
(Inabaet al, 2008).

Eine inhibierende Rolle fir die proteolytische Adtiat konnte ebenfalls fur die PDZ-Doméane

des DegP-Homologs DegS gezeigt werden (stebe

5.4.2 Die Rolle des Loop L3 fiir die Funktion von DegP

Zur weiteren Aufklarung des Aktivierungsmechanismusn DegP wurden ebenfalls
Elemente der Proteasedomane genauer charakteriSierffokus wurde dabei auf den Loop
L3 gerichtet, da vermutet wird, dass dieser Looge df{ommunikation zwischen
Proteasedoméne und PDZ-Domanen vermittelt. SowiehSttuktur und Lage des Loops im
DegP 24mer als auch die konservierte regulatoriscimition dieses Loops in anderen HtrA-
Proteasen geben Hinweise darauf (siehe Abb) (Wilken et al, 2004; Hasselblatt al.,
2007; Krojeret al, 2008a; Meltzeet al, 2008).

Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern diese Hgse und verdeutlichen die wichtige
Rolle des Loop L3 fir die proteolytische Aktivitélie Aktivierung und die Oligomerisierung
von DegP (siehel.3). Fur den stabilen Stamm des Loops wurde eesorimers wichtige
Rolle verdeutlicht, da bestimmte Punktmutationedigser Region (R187A, E196A, F198A)
zu einem nahezu vollstandigen FunktionsverlustRletease fiihrten. Die Mutanten lie3en
sich nicht Uber DegP-Liganden aktivieren und as$iemén nur sehr eingeschrankt zu
hoheren Oligomeren (12mer / 24mer). Auch die Daretier Aminoséuren 189-195, die den
flexiblen Loop des Loop L3 bilden, flhrte zu eingoilstidndigen Verlust der proteolytischen
Aktivitat, zu einer fehlenden Aktivierbarkeit undghem Defekt in der Ausbildung héherer
aktiver Oligomere. Einzelne Aminosaureaustauschédi@ser Region resultierten hingegen
nicht in einer signifikanten Einschrankung der Déggulation und Funktion.

In weiterfihrenden Bindungsstudien wurde gezeigssdAktivatorpeptide lediglich mit einer
reduzierten Bindungsaffinitat an die getesteterMiBanten binden. Diese Ergebnisse weisen

darauf hin, dass eine Bindung der Aktivatoren am BIDZ1-Domane weiterhin stattfindet.
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Beim Wildtyp-DegP wird diese Bindung vermutlich darden Loop L3 stabilisiert und eine
Kommunikation zwischen den beiden Elementen ermiigliDie Folge ist die Weiterleitung
des Aktivierungssignals an die Proteasedomane.iBaheint die Orientierung des Loop L3,

die tber den stabilen Stamm gewahrleistet wird, ermischeidender Bedeutung zu sein.

Abb. 5-1: Mutationsanalyse der Proteasedoméane von DegP

Dargestllt ist ein Ausschnitt der Proteasedomére DiegP 24mer. Die verschiedenen Loops sind farbigdngehoben.

Griin: L1; rot: L2; orange: L3 und magenta: LD; blRDZ; gelb: katalytische Triade.

Die hier beschriebene Funktion des Loop L3 weishlishkeiten zu der Funktion des Loop
L3 von DegS auf. Wéahrend der allosterischen Aktiwig von DegS interagiert der Ligand
gleichzeitig mit der PDZ-Domé&ne und dem Loop L3,swau einer konformationellen

Veranderung des Loops und zu einer strukturellerotigntierung der Proteasedomane fuhrt.
Trotz der &hnlichen Funktion weisen die in diesabek erhaltenen Daten auf einen
wesentlichen Unterschied zwischen den beiden Fetehin. So scheinen DegP-Aktivatoren
nicht gleichzeitig an die PDZ1-Domane und den L&8pzu binden, da Mutationen im Loop

L3 in diesem Fall die Bindung des Aktivators vdlistig unterbinden wirden.
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5.4.3 Die Rolle des Loop L2 fiir die Funktion von DegP

Im Zusammenhang mit der Charakterisierung der Bsedomane wurde ein weiterer Fokus
der vorliegenden Arbeit auf den Loop L2 gerichtes. ist bekannt, dass dieser Loop an der
Bindung des Substrats und der DegP-Aktivierungiligttest. Wahrend dem N-terminalen
Bereich des Loops die Beteiligung an der S1 Bimgigta zugesprochen wird, die die
Spezifitat fir die Aminoséaure an Positiondes Substrates bestimmt, scheint der C-terminale
Bereich Bestandteil der Aktivierungsdoméne zu sdia, aus den Loops L1, L2 und LD*
(*eines benachbarten Monomers) besteht. Bei Beinaghder Kristallstrukturen des DegP-
Hexamers und 24mers wird auRerdem deutlich, das#éktlivierungsdomane im 24mer die
fur Serinproteasen klassische Konformation einniniss¢he Abb.5-1), wéahrend sie im
hexameren Partikel ungeordnet vorliegt (Perona@radk, 1997; Krojeret al, 2002; Krojer

et al, 2008a).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit verdehgh die wichtige Rolle des Loop L2
fur die Funktion und Regulation von DegP (siehd). Es wurde gezeigt, dass der C-
Terminus des Loops eine bedeutsame Rolle fir dieteplytische Aktivitat, die
Aktivierbarkeit und die Oligomerisierung von Degihremmt. Punktmutanten in diesem
Bereich (DegP2oa, DegRzzsa, DegR2404) zeigten eine stark eingeschrankte proteolytische
Aktivitat, einen Defekt in der Aktivierbarkeit uncerst der Einsatz sehr hoher
Aktivatorkonzentrationen filhrte zu der Ausbildunghbrer Oligomere (12mer/24mer). In
diesem Zusammenhang ist bekannt, dass die Amirasdua29, 1238 und F240 im Rahmen
der Aktivierung mit den Aminosauren F171 und L1&3 dloop LD* interagieren (siehe Abb.
5-1). Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgdagn Bindungsstudien lassen vermuten,
dass die Bindung des Aktivatorpeptids an die PDdicld den Loop L2 stabilisiert wird,
indem direkte oder indirekte Kontakte zwischen PIDtimane und dem C-Terminus des
Loop L2 zustande kommen. In diesem Zusammenhandengezeigt, dass Aktivatorpeptide
mit einer reduzierten Affinitat an die hier getéstelL2-Mutanten binden. Es wird vermutet,
dass Peptide trotz der Mutationen im C-TerminuslLaeps weiterhin an die PDZ1-Doméne
binden, allerdings keine Stabilisierung der Bindumgd somit eine nur eingeschrénkte
Aktivierung stattfindet.

Eine derartige Rolle fir den N-Terminus des Loop WwRrde in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen. Wie bereits 2.2 diskutiert, fuhrte die Mutation 1228A zu einleicht
veranderten Sequenzspezifitdit des aktiven Zentrudns, nicht zu dem Verlust der
proteolytischen Aktivitat fuhrte. Die intakte protgtische Aktivitat dieser Punktmutante lasst

sich durch die irb.2.3 bereits diskutierte prozessive Hydrolyse DiegP-Substrate erklaren.
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Trotz einer leicht veranderten Substratspezifitéid weiner eventuell damit verbunden
verminderten Bindungsaffinitat werden Substratetevhein aufgrund ihrer hohen lokalen

Konzentration innerhalb des DegP-Partikels hydietys

5.5 Allosterische Aktivierung und Oligomerisierung vonDegP-

Ein mechanistisches Modell

Die durch diese Arbeit erzielten Ergebnisse undyestkellten Hypothesen (vergleicbel -
5.4) sowie die Erkenntnisse aus den Kristallstmgauwles DegP-Hexamers und 24mers lassen
sich zu einem moglichen mechanistischen Modell DegP-Regulation zusammenfassen.
Dieses Modell beschreibt erstmals, wie die Bindamgps Effektors die Aktivierung und die
Veranderung des oligomeren Zustandes von DegP igrduz

Im hexameren Ruhezustand ragt der Loop LA einesavimms in das aktive Zentrum eines
gegenuberliegenden Monomers und interagiert dardem Loops L1 und L2 (Krojest al,
2002). Diese Interaktion blockiert das aktive Zentrund verzerrt die S1 Bindetasche der
Proteasedomane, so dass diese proteolytisch inakiiegt (siehe Abb5-2). Binden Peptide
im Zuge der Aktivierung an die PDZ1-Domane, verdhg diese eine Umorientierung
verschiedener Elemente von DegP. Dabei interagji@op L3 mit der PDZ1-Doméane und
Loop LD* (*eines benachbarten Monomers). Loop LOtdbt zusammen mit Loop L2 die
Aktivierungsdomane von DegP. Die beschriebene Komkation fihrt zu der Ausbildung
eines funktionsfahigen aktiven Zentrums (siehe AbB; Krojeret al, 2008a).

Die Bindung des Aktivators an die PDZ1-Domane induzn diesem Zusammenhang nicht
nur die strukturelle Umorientierung innerhalb eildsnomers, sondern initiiert ebenfalls die
mit der Aktivierung einhergehende Ausbildung derhdér@n oligomeren Strukturen
(12mer / 24mer). Mit hoher Wahrscheinlichkeit findiabei zuerst der Zerfall des Hexamers
zu trimeren Strukturen statt, bevor diese zum 24aseemblieren. Im Innenraum des 24mer
konnen fehlgefaltete Proteine anschlielend hoclziaft prozessiv degradiert werden.
Liegen Proteine gefaltet vor, werden sie aufgruhceri Struktur vor der Degradation
geschutzt.

Mit Bezug auf das klassische Monod-Wyman-Changewdéll (vergleiche5.1) kann die
allosterische Aktivierung von DegP als eine duratee Aktivator induzierte Umlagerung
zwischen der starren, ungebundenen T-Struktur werdfldxiblen, substratgebundenen R-
Struktur beschrieben werden. Die hexamere substvatglene R-Struktur zerfallt vermutlich

zu Trimeren, die anschlieend zu dem proteolytediven 24mer assemblieren (Krojer
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al., 2008a). Dabei ist die Proteasefunktion reversaiddivierbar, was bedeutet, dass DegP
nach der kompletten Proteolyse des Substrats vgengkals T-Struktur vorliegt.

Der Vergleich zu klassischen monomeren Serinpreteagrdeutlicht einen wesentlichen
Unterschied zu DegP. Klassische monomere Serimgsete wie Trypsin besitzen eine
Aktivierungsdomane, die aus den Loops L1, L2 und gébildet wird. (Huber und Bode,
1978; Hedstrom, 2002; Zeth, 2004), wohingegen diévierungsdoméane von DegP durch
den Loop L3 und die PDZ1-Domane erweitert wird l{gieAbb. 5-2). Die zusatzliche
Beteiligung dieser Elemente an der Aktivierung wimel zusatzliche Regulation der Protease
Uber die Oligomerisierung ermdéglicht die Uberaumplexe Regulation und Funktion von
DegP.

Hexamer 24mer

Abb. 5-2: Position der relevanten Doméanen von DegP im amer und 24mer

Dargestellt ist der Vergleich der fur die Funktiamd Regulation von DegP relevanten Elemente inrdedtiven und aktiven
Konformation. Die konformationelle Veranderung die€lemente bei der Konversion von Hexamer (links)24mer
(rechts) werden deutlich. Grun: L1; rot: L2; orang®; magenta: LD* (*eines benachbarten Monomebu: PDZ1; gelb:
katalytische Triade.
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5.6 Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Regulatiomon DegP und DegS

DegS gehort, wie DegP, zu der HtrA-Proteasefarmilié besteht im Unterschied zu DegP aus
nur einer PDZ-Domane und einer Proteasedomane.em Zglle liegt trimeres DegS
membrangebunden vor und katalysiert den Geschvkriligbestimmenden Schritt in deT-
Signalkaskade (Walsét al, 2003; Young and Hartl, 2003; Chabgal.,, 2007). Wie DegP
wird DegS reversibel allosterisch aktiviert. Dabmihibiert die PDZ-Domane unter
stressfreien Bedingungen die Proteasefunktion, am delevante Strukturen im inaktiven
Zustand fixiert werden (Walsét al,, 2003; Wilkenet al, 2004; Sohret al, 2007; Cezairliyan
und Sauer, 2007; Hasselblat al, 2007). Unter Stressbedingungen binden C-terminal
Sequenzen fehlgefalteter AuRenmembranproteine @PdiZz-Doméne. Diese Bindung fuhrt
zu einer Umorientierung der PDZ-Doméne und zu erastrukturierung der Loops L1, L2
und LD der Proteasedoméne, so dass ein funktiogsfitaktives Zentrum entsteht. Dabei
binden Aktivatorpeptide nicht nur an die PDZ-Domasendern gleichzeitig auch an den
Loop L3, der die Ubertragung des Signals von PDZmBge auf Proteasedomane ermdglicht.
Die genaue Positionierung der PDZ-Domane ist dabisicheidend fur die Regulation.

Auch DegP wird durch die Bindung von Peptiden aflosch und reversibel aktiviert.
Interessanterweise aktivieren die C-Termini von éufdembranproteinen sowohl DegS als
auch DegP (Meltzeet al, 2008). Dies zeigt, dass eine effektive zellul&teessantwort
wahrscheinlich tiber zwei Wege stattfindet. Uber Birdung des Liganden an DegS wird
dabei der E-Weg initiiert, der zu der vermehrten Expressiorsehiedener Stressgene fiihrt,
wobei eines dieser StressgedegP ist (Walshet al, 2003; Ades, 2004; Ehrmann und
Clausen, 2004; Duguay und Silhavy, 2004; Willetral, 2004; Ruiz und Silhavy, 2005;
Chabaet al, 2007). Auf der anderen Seite fuhrt die Bindueg éktivators an DegP zu der
allosterischen Aktivierung dieser Protease, so dabdgefaltete Aullenmembranproteine
direkt degradiert werden (Spiesisal, 1999).

Wie bei DegS liegt die Aktivierungsdoméane von DegR hexameren Ruhezustand
unstrukturiert und verzerrt vor. Die Bindung vont&fatoren an die PDZ1-Domane induziert
ebenfalls Umstrukturierungen der Proteasedomaedndinem proteolytisch aktiven Enzym
resultieren. Dabei sind dieselben Strukturelemdi®®Z, L3, LD, L2, L1) bei beiden
Proteasen beteiligt (Hasselblattal, 2007; Meltzer, 2008; Krojeat al, 2008a, Krojeet al,
2008b).

Trotz der hier beschriebenen Gemeinsamkeiten unth@®en Sequenzhomologie von DegP

und DegS unterscheiden sich diese Proteasen metikemiin einigen Punkten voneinander.
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Wahrend fur DegS eine hohe Substratspezifitat vesnwird, wurde im Laufe dieser Arbeit
erdrtert, dass DegP eine eher niedrige Substratis@esesitzt. Dieser Unterschied ist
vereinbar mit der unterschiedlich@m vivo Funktion der beiden Proteasen. Wahrend DegS
den Geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in deSignalkaskade durchfiihrt, in der es
RseA spezifisch in seiner periplasmatischen Regsehneidet, erfullt DegP als
Hitzeschockprotein der Proteinaqualitatskontroiieeélousecleaningfunktio(Struyveet al,
1991; Walstet al, 2003; Sohret al, 2007).

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Psetea der ebenfalls mit der
unterschiedlichenin vivo Funktion der beiden Molekile vereinbar ist, besteh der
Verknupfung der Aktivierung und der Proteolyse. \\ildl Aktivatoren und Substrate bei
DegS durch verschiedene Molekile gebildet werdend ©egP-Substrate gleichzeitig
Aktivatoren, die zu einer positiven Autoregulatidwer prozessiven Proteolyse beitragen.
Wie im Laufe dieser Arbeit gezeigt wurde, geht Aldivierung von DegP dabei einher mit
einer Umlagerung zu hoéheren Oligomeren, wohingdgegS sowohl im inaktiven als auch
im aktiven Zustand als Trimer vorliegt.

Der Vergleich der beiden HtrA-Proteasen verdeuitlidass es einige Gemeinsamkeiten, aber
auch Unterschiede gibt, die mit der unterschie@licim vivo Funktion vereinbar sind. Um
weitere Erkenntnisse zu erlangen, werden derzdioriaterne Untersuchungen mit
DegS/DegP-Hybriden, die Austausche einzelner Siraldmente beinhalten, durchgefuhrt

(Hasenbein, unveroffentlicht).

5.7 Ausblick

DegP gehdrt zu der konservierten HtrA-Proteasefamilderen Mitglieder in der
Proteinqualitatskontrolle involviert sind und sociige physiologische Rollen in lebenden
Zellen einnehmen (Clausest al, 2002; Ehrmann und Clausen, 2004; Page und Da,Cer
2008). Aufgrund dieser Funktion sind HtrA-Proteaseder bakteriellen Pathogenese und in
diversen humanen Proteinfaltungskrankheiten ineolv(Selkoe, 2004; Graat al, 2005;
Macario und Conway de Macario, 2005; Plun-Favreaual., 2007; Haraet al, 2009;
Kooistra et al., 2009). Die Aufdeckung molekularer Details im Bezagf Funktion und
Regulation der Familienmitglieder ist daher einedamentale und wichtige biologische
Zielsetzung.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse te=@in in einem mechanistischen Modell der
DegP-Regulation. Sie verdeutlichen, dass DegP sowbér eine Domanenubergreifende

Interaktion (PDZ1-/Proteasedoméane) als auch tGleeAdsbildung verschiedener oligomerer
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Zustédnde aktiviert wird. Beide Regulationsmechaeisrhangen dabei voneinander ab und
ermoglichen die Giberaus komplexe Regulation.

Um weitere Einblicke in den Mechanismus der DegRividrung und Oligomerisierung zu
erlangen und das hier aufgestellte Modell zu kyéfti sind weitere Mutantenanalysen
durchzufiihren. Im Besonderen sind Analysen von RDIAA LD-Punktmutanten interessant.
Darlber hinaus kénnen Untersuchungen von Doppefiteriawie zum Beispiel L3/PDZ1-
Mutanten oder L3/LD-Mutanten Aufschluss Uber digl®einzelner Aminosduren fur die
Weiterleitung des Aktivierungssignals geben. Bisiseweder die Rolle der PDZ1-Domaéane
fur die Ausbildung des Hexamers bekannt, noch d@&gé& ob Hexamere zu Trimeren
zerfallen bevor sie zu hoheren proteolytisch aktiv@ligomeren assemblieren, eindeutig
geklart. Weitere ITC-Analysen, die die Bindung =zhien quervernetzten isolierten
Oligomeren und verschiedenen DegP-Aktivatoren gntgdren, sind ebenfalls fur die weitere
Aufklarung des Aktivierungsmechanismus interessant.

In einer neueren Studie zeigten Sle¢ral, dass DegP in der Abwesenheit von Substraten an
Lipidmembranen zu kugelférmigen hdheren Oligomeassembliert. Es wurde postuliert,
dass die PDZ-Domanen die Bindung an die negativadgelen Kopfgruppen der
Phospholipide vermitteln (Krojeat al, 2008a). Es ist moglich, dass die in der besbknen
Studie identifizierten DegP-Oligomere Intermediat@schen inaktiven und aktiven DegP-
Partikeln darstellen oder auf einen alternativebbsgatunabhdngigen Mechanismus der
DegP-Aktivierung hinweisen. Der direkte Nachweiesdir Strukturenin vivo wirde in
diesem Zusammenhang weiteren Aufschluss lber di&tielm geben. Auch ITC-Analysen,
in denen die Bindung zwischen Phospholipiden ungjf/D&zw. seinen PDZ-Domanen
untersucht wird, koénnen zur Klarung der Frage bgién, welche Rolle die
membranvermittelte Oligomerisierung spielt und wie PDZ-Domanen in diesen Prozess
involviert sind.

Ein weiteres Forschungsziel sollte die Identifiaiey von DegP-Inhibitoren sein, die als
Leitstrukturen fur die Entwicklung neuer spezifiscintibiotika verwendet werden kdnnen.
Da DegP eine wichtige Rolle in der bakteriellen tBirmqualitatskontrolle einnimmt und
essentiell fur das Uberleben der Bakterienzellengre die Wirksamkeit eines Antibiotikums
gesichert und die Wahrscheinlichkeit des Auftretensglicher spontaner Resistenzen
wesentlich verringert (Lipinsket al, 1988). In diesem Zusammenhang ist die Identifizig
dieser Substanzen tber High Throughput Screens)(ein& Moglichkeit.

Das hier aufgestellte Model der DegP-Regulationnkem Weiteren zu der Aufklarung der
Regulationsmechanismen anderer HtrA-Proteasenafgeitt Dabei besteht ein besonderes
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Interesse an der Aufklarung der Regulationsmechenisiumaner HtrA-Proteasen, die die
einzigen PDZ-Proteasen im humanen Proteom darstelle

Von groRem medizinischen Interesse ist in diesesaZunenhang das humane HtrAl, dem
eine Rolle in der Tumorentstehung und Progressiowje in Proteinfaltungskrankheiten wie
Arthritis, Morbus Parkinson und der Alzheimersch&ankheit zugesprochen wird (Buiyan
und Fukunaga, 2009; Chiem al, 2009; Clauseet al, 2002; Gratet al, 2005; Milneret al.,
2008). Identifizierte HtrAl-Modulatoren koénnen almogliche Leitstrukturen fir die
Medikamententwicklung zur Heilung dieser Proteinfiagskrankheiten eingesetzt werden.

In einer neuen Studie zeigten Zhastgal, dass die PDZ-Doméne des humanen Dishevelled
Proteins, das einen Regulator im Wnt Signalweg tebirssowohl C-terminale als auch
interne Peptide erkennt (Zhamyg al, 2009). Es wird postuliert, dass die Bindung elies
Liganden zu der Inhibierung des Wnt Signalwegs tfulder in der Tumorprogression
involviert ist. Zusammen mit den Ergebnissen zuAHtrweisen die Ergebnisse der
beschriebenen Studie darauf hin, dass humane POIEHRe potentielle Zielstrukturen fir

Medikamente gegen Krankheiten wie Krebs darstellen.
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7 Anhang

Tab. 7-1: Inkubation der EcoBib Peptidbibliothek mit DegP

Dargestellt sind alle an DegP bindenden Peptidésdesening der EcoBib. Die Signalintensitaten siech@ssen in

Boehringer Light Units (BLU) mit einem Lumilmager. fiositionszeit 1 min, Einstellung 208/720. Die Petivurden mit
der Methode der invertierten Peptide, einer moidiften SPOT Synthese, generiert.

Spot | BLU | C-Terminus Name
43 48,266| ITTAGLKYTF OMPP
195 | 42,674 RLFQPSPFFL TRKA
152 | 42,495 IARLAAELLV  |AROM
121 | 42,213 LSQINQAKLA | YDHR
176 | 41,097 NWRVQAILYA |YJFN
278 | 40,476 DYFGSALLRV | YCDB
467 | 40,367 YVEFDMTFRF | PGAA
30 40,331 QVVATATFRF | FHUA
89 35,754/ VERNLAVLTL |YBAV
339 | 35,386 RPEVTMLELV | YAEI
591 | 30,744 ANTTFQITYL YFCV
315 | 29,434 RVKKGEFELL | BGLX
72 28,873 TVRPGSPARL | METR
27 28,632 EYTLSGSYTF BTUB
324 | 27,885 ITTAGLKYTF OMPT
508 | 26,518 ASILPVEWLL | YMDC
476 | 26,329 YVKEWRQQLA | YAGP
17 26,322 IVAVGMTYQF | PHOE
262 | 24,550 GNVTISVQYL | GLTF
62 23,791 VEMFSAGYRF | OMPW
59 23,734| LISTGITYKF MIPA
49 23,635 GCLRAKLEII FLGI
218 | 22,820 RYFMAVDYRF | CIRA
331 | 22,030 VYALINAEAF |KDPF
85 21,529 TNGSLIFKKI FABF
52 20,228 VKFPAWSPYL | TOLB
541 | 19,605 DFYPSPLTRG YECT
63 19,597 TWIAGVGYRF | OMPX
473 | 19,460 RELASLLQAL | WCAL
543 | 19,429 CHHSAFPVFL | YECR
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