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EINLEITUNG

1.Einleitung

1.1. Intrazellulire Parasiten

1.1.1. Uberblick

Der intrazellulire Lebensraum stellt eine attraktive Okologische Nische fiir
zahlreiche Parasiten dar. So schlieBen die erforderlichen Anpassungen viele
Konkurrenten aus: Die urspriingliche Bindung an die Wirtszelle sowie die
Initilerung der nachfolgenden Aufnahme sind Herausforderungen fiir einen
intrazelluliren ~Mikroorganismus. Darliberhinaus muf3 der Parasit unter
schwierigen Umweltbedingungen tiberleben bzw. sich sogar vermehren und die
infizierte Zelle wieder verlassen (Black ef al., 2000). Die Integration in einen
anderen Organismus ermoglicht auch die Reduktion eigener Stoffwechsel-
leistungen. So ist Chlamydia trachomatis nicht in der Lage, Purin- und Pyrimidin-
Nucleotide de novo zu synthetisieren (Tipples & McClarty, 1993). Verschiedene
Aminosduren sind fiir das Wachstum von Legionella pneumophila auf chemisch

definierten Medien essentiell (Tesh & Miller, 1981).

Die Adhédsion an die Wirtszelle kann bei Mycobacterium tuberculosis lber
verschiedene Molekiile vermittelt werden; so ist die Wechselwirkung mit
Mannose- und Komplementrezeptoren beschrieben worden (Ernst, 1998). Fiir die
extrapulmonale Dissemination scheint dagegen ein Hamagglutinin-Adhdsin des
Bakteriums von Bedeutung zu sein. Dieses bindet an Heparin (Pethe et al., 2001).
In der Amobe Hartmanella vermiformis wurde ein Lectin als Rezeptor fiir
Legionellen identifiziert. Dieses kann durch Galaktose/N-Acetylgalaktose inhibiert
werden (Venkataraman et al., 1997). Nach der Adhédsion des Bakteriums kommt es
zur Dephosphorylierung verschiedener Proteine des Zytoskeletts (Venkataraman et
al., 1998). Dagegen binden die Bakterien an Monozyten mit Hilfe des MOMP
(major outer membrane protein) sowie den Komplementrezeptoren CR1 und CR3.
An dieser Wechselwirkung sind ebenfalls die Faktoren C3b und C3bi des Wirtes
beteiligt (Payne & Horwitz, 1987; Bellinger-Kawahara & Horwitz, 1990). Aber
auch die Aufnahme von opsonierten Legionellen iiber Fc-Rezeptoren ist moglich
(Husmann & Johnsons, 1992). AuBlerdem findet sich auf der Oberfliche von

Legionella pneumophila ein Protein mit Lektin-dhnlichen Eigenschaften. Dieses
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ermdglicht die Infektion von Makrophagen in Abwesenheit von Serum (Gibson et

al., 1994).

Pathogene gelangen in Sdugerzellen durch Phagozytose oder einen vom Parasiten
gesteuerten Mechanismus. So ist z.B. der Einzeller Toxoplasma gondii wéhrend
des Eintritts in die Wirtszelle apikal orientiert und stiilpt die Plasmamembran aktiv
ein. AuBlerdem kommt es nur zu geringfiigigen Verdnderungen im Cytoskelett der
befallenen Zelle (Sibley, 1995). Dabei wird der aufgenommene Organismus von
der Wirtszelle immer durch eine membranbegrenzte Vakuole umgeben (Garcia-del
Portillo & Finlay, 1995). Das so entstandene Phagosom kann nun in seiner
Reifung behindert werden, um das Uberleben bzw. die Entwicklung des Parasiten
zu ermoglichen. So verringert z.B. Mycobacterium tuberculosis die Ansduerung
der Vakuole durch die Sekretion von Glutamin-Synthetase. Dieses Enzym erhoht
den pH-Wert iiber die Verdnderung der Ammoniak-Konzentration (Harth et al.,
1994). Chlamydia psittaci verhindert das Verschmelzen mit Lysosomen (Garcia-

del Portillo & Finlay, 1995).

Das Bakterium Legionella pneumophila verzogert, im Gegensatz zu anderen
pathogenen Legionella-Arten, die Bildung des Phagolysosoms sowie dessen
Ansduerung (Horwitz & Maxfield, 1984; Sturgill-Koszycki & Swanson, 2000).
Andere Mikroorganismen koénnen das Phagosom durch Lyse mit Hilfe von
Enzymen oder Toxinen verlassen. Listeria, Shigella und Trypanosoma gehdren zur
Gruppe dieser sogenannten zytoplasmatischen Parasiten (Garcia-del Portillo &
Finlay, 1995). AuBlerdem sind Listeria und Shigella in der Lage, die
Polymerisation von Actin an einem ihrer Pole zu induzieren. Damit entsteht ein
Geriist, das ihnen die Bewegung im Zytoplasma sowie die Infektion benachbarter
Zellen erleichtert. Coxiella burnetti oder verschiedene Leishmania-Arten besitzen
die Fahigkeit, in einer stark sauren Umgebung und in Anwesenheit von
Hydrolasen zu iiberleben. Leider ist nur wenig {iber diese Anpassung der Parasiten

an ihre unwirtliche Umgebung bekannt (Garcia-del Portillo & Finlay, 1995).

Das Verlassen der Wirtszelle stellt ebenfalls eine wichtige Leistung des
Mikroorganismus’ dar. So konnte fiir Toxoplasma gondii durch Behandlung mit

einem Calcium-lonophor dieser abschlieBende Schritt im Lebenszyklus des
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Parasiten ausgelost werden. Die Verdnderung der intrazelluliren Calcium-
Konzentration muf} ein wichtiges Signal fiir den Parasiten sein (Black et al., 2000;
Endo et al., 1982). Legionella pneumophila exprimiert in der postexponentiellen
Wachstumsphase eine Aktivitit, die in der Lage ist, die Membran des Phagosoms

sowie der infizierten Zelle zu lysieren (Alli et al., 2000).

Offensichtlich ist der Lebenszyklus eines intrazelluldren Parasiten durch eine
Vielzahl von besonderen Wechselwirkungen zwischen Wirtszelle und
Krankheitserreger geprigt. Eine genaue Kenntnis der molekularen Interaktionen
zwischen Pathogen und Wirtszelle bietet eine Grundlage fiir die Entwicklung

neuer spezifischer Antiinfektiva.

1.1.2 Legionella

Legionellen sind fakultativ intrazelluldre, stibchenformige, Gram-negative
Bakterien. Sie sind unipolar begeiflelt und leben ubiquitir in aquatischen
Lebensrdumen, wo sie sich in Protozoen (z.B. Acanthamoeba und Hartmanella)
vermehren (Brand & Hacker, 1997). Die Anpassung an das intrazelluldre Milieu
von phagozytierenden Protozoen ermdglicht es dem Parasiten, auch menschliche
Makrophagen (Horwitz & Silverstein, 1981a; Horwitz & Silverstein, 1981b;
Kishimoto et al., 1981) und Monozyten (Horwitz & Silverstein, 1980; Horwitz &
Silverstein, 1983) erfolgreich zu infizieren (Harb et al, 2000). Daneben kdnnen
auch ,,nichtprofessionelle” phagozytierende Zellen (z.B. alveoldre Epithelzellen
des Typs I und II) zur Vermehrung genutzt werden (Mody et al., 1993; Cianciotto
et al., 1995a).

Fiir die massenhafte Vermehrung und Ubertragung von Legionellen auf den
Menschen sind vorwiegend ,technische Vektoren“ wie Klimaanlagen und
Duschen verantwortlich (Brand & Hacker, 1997). Nachfolgend kann es zur
Entstehung der gefiirchteten Legiondrskrankheit kommen. Die Inkubationszeit
liegt zwischen zwei und zehn Tagen. Danach treten hohes Fieber, Kopf- und
Gliederschmerzen sowie schmerzhafte Atmung und Husten auf. Diese Symptome
sind Ausdruck einer schweren Pneumonie. Bis zu 30 % Prozent der unbehandelten

Patienten sterben an der Erkrankung (Brand & Hacker, 1997; Alexander &
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Raettig, 1998). Fiir die Diagnose hat sich der Nachweis von Legionellen-Antigen

im Urin mittels Immunchromatographie bewéahrt (Ewig et al., 2002).

Abbildung 1.1.: Rontgenaufnahme der Lunge bei der Legionirskrankheit. Die linksseitige
Verschattung ist klar zu erkennen. Das Bild wurde freundlicherweise von Dr. Liick (TU Dresden)

zu Verfligung gestellt.

Daneben ist nach Infektion mit Legionellen auch eine leichte, selbstlimitierende
Form eines Atemweginfektes, das so genannte Pontiac-Fieber, moglich (Brand &
Hacker, 1997). AuBlerdem konnte die isolierte Infektion des Darms mit
Symptomen, wie sie fiir einen akuten Schub einer Colitis ulcerosa typisch sind,
nachgewiesen werden (Schmidt et al., 1989). Zur Behandlung der Legionellen-
Infektion werden vor allem membrangingige Makrolid-Antibiotika und Fluro-
chinolone (Gyrase-Hemmer) eingesetzt (Ewig et al., 2002; Haranaga et al., 2002).
Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch ist bisher nicht beobachtet worden

(Brand & Hacker, 1997).

Legionella pneumophila besitzt mit einem Anteil von rund 92 % aller klinischen
Isolate der durch Legionellen verursachten Lungenentziindungen eine heraus-
ragende Bedeutung als Krankheitserreger. Dabei dominiert die Serogruppe 1 mit
84 %. Interessanterweise werden in Australien und Neuseeland in 30 % der Fille
Bakterien der Art Legionella longbeacheae isoliert. Die Patienten hatten engen
Kontakt mit durch diese Mikroorganismen kontaminierte Blumenerde (Roig &

Rello, 2003). AuBerdem scheinen verschiedene ,,Legionella-like amoebal

4
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pathogens® (LLAP) fiir einzelne Krankheitsfille verantwortlich zu sein. Diese
Bakterien vermehren sich ausschlieBlich in Amoében und stehen den Legionellen
phylogenetisch nahe. Aber sie besitzen ein eigenes Resistenzprofil gegeniiber den
verschiedenen Antibiotika. So konnen Flurochinolone zur Behandlung von
Infektionen durch z.B. Parachlamydia acanthamoeba nicht verwendet werden

(Roig & Rello, 2003).

Die Aufnahme von Legionella pneumophila Serogruppe 1 (Philadelphia) in die
Wirtszelle erfolgt durch ,,coiling““~-Phagozytose. Dabei wird das Bakterium durch
ein Pseudopodium spiralformig umschlossen. Andere pathogene Legionella-Arten
(sogar andere Vertreter derselben Serogruppe) zeigen diese Besonderheit nicht.
Auch fiir weitere intrazelluldre Pathogene konnte diese Art der Aufnahme in die
Wirtszelle beobachtet werden (Dowling et al., 1992; Garcia-del Portillo & Finlay,
1995; Cheng et al., 1999). Selbst nach der Phagozytose von Quarzsand in
Makrophagen fanden sich Fingerabdruck-dhnliche Strukturen in den phago-
zytierenden Zellen (Behrendt et al., 1987). Somit handelt es sich bei der ,,coiling*-
Phagozytose wahrscheinlich um die allgemeine Konsequenz einer gestorten

Aufnahme (Rittig et al., 1998).

Initial kommt es nach der Aufnahme von Legionella pneumophila und Legionella
micdadei zum oxidativen ,,Burst® in Monozyten und polymorphkernigen
Leukozyten, der jedoch bald von einer Inaktivierung dieser Zellen abgeldst wird
(Dowling et al., 1992). In der infizierten Zelle wird danach fiir Legionella
pneumophila Serogruppe 1 (Philadelphia) die Phagosomenreifung inhibiert. Das
Verschmelzen mit Lysosomen ist verzogert und verschiedene molekulare Marker
von Phagolysosomen sind erst spdt nachweisbar (Sturgill-Koszycki & Swanson,
2000). Wahrscheinlich trigt dieser Mechanismus zu einer grof3eren Virulenz im
Vergleich zu anderen Legionella-Arten bei (Dowling et al., 1992). Fiir Legionella
pneumophila wurde die Assoziation des replikativen Phagosoms mit dem rauhen
endoplasmatischen Retikulum und Mitochondrien nachgewiesen (Horwitz, 1983;
Swanson & Isberg, 1995). Die aufgenommenen Legionellen teilen sich intra-
zelluldar. Nach dem Erreichen der postexponentiellen Wachstumsphase kommt es
zur Expression einer zytolytischen Aktivitit. Auf diesem Wege entkommen die

Parasiten der erschopften Wirtszelle (Alli et al., 2000). In der frithen Phase der
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Infektion konnte auch die durch Caspase-3 vermittelte Induktion einer Apoptose

nachgewiesen werden (Arakaki ef al., 2002).

Zahlreiche molekulare Faktoren tragen zur Virulenz der Legionellen bei: LvgA
scheint ein Bestandteil der &uBeren Membran zu sein und vermittelt eine
verringerte Empfindlichkeit gegeniiber dem antimikrobiellen Peptid HBD-2
(humanes B-Defensin 2) (Edelstein et al., 2003). B-Defensine wirken als Chemo-
kine fiir adaptive Immunzellen (Schutte & McCray Jr., 2002). Eine sekretierte
Phospholipase A (plaA-Gen) zerstort die Phospholipide der Alveolenoberfldche
(Flieger et al., 2000). Das Produkt des plaB-Gens vermittelt die zellassoziierte
lipolytische Aktivitét (Flieger ef al., 2004). Aullerdem konnte gezeigt werden, daf3
die phasenvariable Expression des LPS auf der Oberfliche der Bakterien die

Anpassung und die Replikation der Bakterien fordert (Liineberg et al., 1998).

Die Produkte der Gene des icm/dot-Systems fithren zu einer Pore in der
Wirtsmembran. Die Proteine bilden ein Typ-IV-Sekretionssystem und
ermdglichen so die Ausbildung des replikativen Phagosoms (Kirby & Isberg,
1998; Cianciotto, 2001; Roy, 2002). Aullerdem sind sie fiir die Induktion der
Apoptose in humanen Makrophagen notwendig (Zink et al., 2002). Daneben
existieren weitere Sekretionssysteme in Gram-negativen Bakterien. Der ABC-
Transporter (Typ 1) ist in der Lage, Substrate direkt iiber die innere und duflere
Membran zu exportieren. Bei der Typ-II-Sekretion ist die Sec-Translocase fiir den
Transport durch die innere Membran verantwortlich. Danach wird eine N-
terminale Signalsequenz abgespalten und das Protein mit Hilfe weiterer Faktoren
(Sekreton) durch das Periplasma und die &u3ere Membran bewegt (Stathopoulos et
al., 2000). Der Transport von Chaperon-gebundenen Substraten durch das
zylindrische Injektosom (durchspannt innere und duflere Membran sowie das
Periplasma) ist fiir die Typ-IlI-Sekretion charakteristisch (Smith & Hultgren,
2001).

In Legionellen scheint ein Htr-A-Homologes als ,,Stressprotein® fiir die korrekte
Faltung von verschiedenen Effektoren von Bedeutung zu sein (Pedersen et al.,
2001). Das Hsp60-Chaperonin auf der Oberfliche von Legionella pneumophila

kann die Fusion von Phagosomen mit Lysosomen inhibieren (Garduno et al.,
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1998). Fiir die Rep-Helikase wird eine wichtige Funktion bei der Reparatur von
Mutationen unter den schwierigen intrazelluliren Umweltbedingungen vermutet
(Harb & Abu Kwaik, 2000). Aber auch Mutanten fiir ptsP (Phosphoenol-
pyruvatphosphotransferase) zeigen ein verringertes Wachstum in Lungen-
Makrophagen des Meerschweinchens. In Escherichia coli kodiert das orthologe
Gen fiir einen Sensor, der den C- und N-Stoffwechsel miteinander verbindet (Higa
& Edelstein, 2001). Es ist interessant, da3 bestimmte Gen-Loci allein fiir die
Infektion von Makrophagen, nicht aber von Amdben, notwendig sind. Somit
konnen Protozoen als urspriingliche Wirte von Legionella pneumophila angesehen
werden. Im Laufe der Zeit wurden zusitzliche Gene fiir das Uberleben in

Makrophagen erworben (Gao et al., 1998).

Das Mip-Protein stellt einen wichtigen Virulenzfaktor fiir Legionellen dar. Es
besitzt die katalytische Aktivitdt einer Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase. In
dieser Arbeit wurden die atomaren Strukturen von Mutanten dieses Molekiils
bestimmt. AuBlerdem konnten Untersuchungen zur Chaperon-dhnlichen Aktivitdt
und der Dissoziation des biologisch aktiven Dimers in Abhéngigkeit vom
Redoxzustand der Umgebung durchgefiihrt werden. Fiir eine genaue
Charakterisierung des Mip-Proteins von Legionella pneumophila sei auf das

Kapitel ,,1.3.1. Das Mip-Protein aus Legionella pneumophila" verwiesen.

1.1.3 Chlamydia

Chlamydien sind unbewegliche, Gram-negative Bakterien, die einen obligat
intrazelluldren Lebenszyklus besitzen. Sie sind nicht in der Lage, ATP zu
synthetisieren. Die Wirtszelle muf3 diese Energiequelle bereitstellen. Die Parasiten
durchlaufen einen einzigartigen Entwicklungszyklus (Black, 1997): Zunichst
adhérieren ,,ruhende” Elementarkorperchen (EB) an empfingliche Wirtszellen.
Nach Bildung der parasitophoren Vakuole und Aufnahme in die Zelle wandeln
sich die kompakten Elementarkdrperchen in die Retikularkdrperchen (RB) um.
Diese sind groBer und in der Lage, sich zu teilen, aber nicht infektids. Mit der
abschlieenden Kondensation der Chlamydien (Elementarkorperchen werden

wieder gebildet) und dem Entlassen aus der infizierten Wirtszelle ist der



EINLEITUNG

Vermehrungszyklus geschlossen (Scidmore-Carlson & Hackstadt, 2000; Raulston
& Wiyrick, 2000).

Zur Zeit werden vier verschiedene Chlamydia-Arten unterschieden. Chlamydia
trachomatis wird weiter in verschiedene Serovare unterteilt. Die Serovare A bis C
verursachen das Trachom (Einschlusskonjunktivitis), eine Hauptursache fiir
Erblindung in Entwicklungsldndern. Die Serovare D bis K konnen zu
Entziindungen der Harnr6hre filhren. AuBerdem verursacht das Biovar
Lymphgranulom venerum (Serovare L1, L2 und L3) eine invasive sexuell
iibertragbare Erkrankung, den weichen Schanker. Infektionen mit Chlamydia
pneumoniae und Chlamydia psittaci konnen zu schweren Pneumonien fiihren.
Eine besondere Gefahr besteht in der moglichen Verbreitung dieser Erreger durch
mononukledre Leukozyten iiber die Blutbahn. Dies kann zu lebensbedrohlichen
systemischen Infektionen fiihren (Raulston & Wyrick, 2000; Alexander & Raettig,
1998). In letzter Zeit wird eine chronische Infektion durch Chlamydia pneumoniae
mit der Entstehung von Arteriosklerose und der Alzheimer-Erkrankung in
Verbindung gebracht (Wolf et al., 2003; Balin & Appelt, 2001). Hauptreservoir
fir Chlamydia trachomatis und Chlamydia pneumoniae ist der Mensch.
Chlamydia psittaci und Chlamydia pecorum konnen verschiedene Wirte,
einschlieBlich des Menschen, infizieren (Raulston & Wyrick, 2000). Zur
Behandlung von Chlamydien-Infektionen eignen sich vor allem Tetrazykline

sowie Makrolide (Alexander & Raettig, 1998).

Die Mechanismen, iiber den Chlamydien an die Wirtszelle adhérieren, sind wenig
verstanden (Wuppermann et al., 2001). Wahrscheinlich sind an der initialen
Bindung Heparinmolekiile beteiligt. Diese konnten gleichzeitig an Membran-
proteine der Bakterien als auch des Wirtes binden. Aber auch eine Funktion eines
Maltose-Oligosacharids des MOMP (major outer membrane protein) der Bakterien
wird diskutiert (Scidmore-Carlson & Hackstadt, 2000). Daneben soll auch das
Omp2-Protein von Chlamydia psittaci fir die Adhésion von Bedeutung sein (Ting
et al., 1995). Die Aufnahme erfolgt iiber Phagozytose oder Rezeptor-vermittelte
Endozytose. Auch ein Mikrofilament-abhingiger ,,Zipper“-Mechanismus ist
beschrieben worden (Scidmore-Carlson & Hackstadt, 2000). AnschlieBend kommt

es zur Phosphorylierung verschiedener Wirtsproteine, die mit dem Cytoskelett
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assoziiert sind (Fawaz et al., 1997). Die parasitophore Vakuole von Chlamydien
verschmilzt nicht mit Lysosomen; es konnten keine endozytotischen Marker-
molekiile nachgewiesen werden (Heinzen et al., 1996; Taraska et al., 1996).
Zusitzlich sind in der Vakuolenmembran Lipide des Golgi-Apparates vorhanden.
Somit etablieren die Parasiten wohl ein exozytotisches Vesikel. Dabei kommt es

zur Inhibierung der Membranfusion (Scidmore-Carlson & Hackstadt, 2000).

Chlamydien besitzen sehr verschiedene Virulenzfaktoren. So konnte fiir beide
Biovare von Chlamydia trachomatis sowie fiir Chlamydia psittaci ein zum Mip-
Protein von Legionellen verwandtes Protein nachgewiesen werden (Lundemose et
al., 1991, 1992; Rockey et al., 1996). Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich unter
anderem mit der biochemischen Charakterisierung des Mip-dhnlichen Proteins von
Chlamydia pneumoniae. Diese Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase gehort zur

Familie der FK506-Bindeproteine.

AuBerdem konnte eine proteolytische Aktivitdit mit der Féahigkeit, verschiedene
Transkriptionsfaktoren abzubauen, identifiziert werden. Zwei Eukaryoten-dhnliche
Serin/Threonin-Kinasen der Parasiten interferieren wahrscheinlich mit Signal-

wegen der Wirtszelle (Verma & Maurelli, 2003).

1.1.4. Trypanosoma

Trypanosomen gehoren zusammen mit den Gattungen Leishmania und
Endotrypanum zu den parasitierenden Kinetoplastiden in Sdugetieren. Kineto-
plastiden sind gekennzeichnet durch ein spezielles Organell in der Néhe zur Basis
des Flagellums. Das Kinetoplastid enthdlt DNA und ist Bestandteil des mitochon-
drialen Systems (Cox, 1994). In Mittel- und Stidamerika wird durch Trypanosoma
cruzi die Chagas-Krankheit hervorgerufen. Die Zahl der Kranken wird in
Lateinamerika auf 15-20 Millionen geschétzt (Alexander & Raettig, 1998).
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Abbildung 1.2.: Die Verbreitung der Chagas-Krankheit in Siid- und Mittelamerika und das daraus
folgende Infektionsrisiko (Apotheke Schreier + Biiger, 1998 - 2002). Die Verwendung dieser
Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Herrn Biiger, Niirnberg.

Ubertragen wird die Erkrankung durch Triatoma-Raubwanzen. Wenn die Wanze
infiziertes Blut aufgenommen hat, vermehren sich die Parasiten in der
epimastigoten Form im Mitteldarm der Wanzen. Danach gelangen metazyklische
Trypomastigoten mit dem Kot der Insekten in kleine Wunden oder auf
Schleimhdute (z.B. Bindehaut) des Menschen. Die Trypomastigoten infizieren
Zellen am primdren Infektionsort, differenzieren sich in Amastigoten und teilen
sich  durch Zweiteilung. AnschlieBend erfolgt die Umwandlung in
Trypomastigoten. In dieser Form kann der Parasit in die Blutbahn gelangen und

erneut Zellen infizieren.

In der akuten Phase der Chagas-Krankheit kommt es oft zu einer schweren
Myokarditis. Durch freiwerdende Endotoxine und die Zerstorung vagaler Ganglien
werden Extrasystolen und paroxysmale Tachykardien beobachtet. In der
nachfolgenden chronischen Phase kommt es durch weitere Freisetzung von
Neurotoxinen zu Herzerweiterungen, Megakolon, Megadsophagus und Bronchi-
ektasen. Haufig versterben die Patienten an Herzversagen oder Embolien. In der

akuten Phase werden Nitrofuranpriparate zur Behandlung verwendet. Fiir das

10
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chronische Stadium konnte bisher keine Therapie etabliert werden (Alexander &

Raettig, 1998).

Die wichtigsten FErreger der afrikanischen Trypanosomiasis, Trypanosoma
gambiense und Trypanosoma rhodiense, werden durch die Tsetsefliege iibertragen.
Es kommt zur generalisierten Infektion und schlielich zur chronischen
Meningoenzephalitis. Die Erkrankung fiihrt meist im tiefen Koma (,,Schlaf-
krankheit*) zum Tode. Im Friihstadium wird Suraminnatrium, bei Trypanosoma
gambiense auch Pentamidin, zur Behandlung eingesetzt. Spéter werden

Tryparsamid und Melarsoprol verwendet (Alexander & Raettig, 1998).

Trypanosoma cruzi nutzt verschiedene Mechanismen, um ein breites Spektrum
von Wirtszellen zu infizieren. Fir Herzmuskelzellen dienen [-adrenerge
Rezeptoren als Adhidsionsmolekiil. Dabei wird iiber die Bindung an diese
membranstindigen Molekiile auch die Kontraktilitit des Herzens erhoht. Dies
konnte eine Ursache fiir die bei der Chagas-Krankheit auftretenden
Herzrhythmusstorungen sein (Scharfstein et al., 2000; Joensen et al., 2003). Bei
der Aufnahme des ecukaryotischen Parasiten in die Wirtszelle spielt die
Rekrutierung von Lysosomen eine wichtige Rolle (Tardieux ef al., 1992). Daneben
existiert ein weiterer Aktin-unabhéngiger Aufnahmemechanismus. Hier kommt es
zur Bildung von Vakuolen durch die Wirtszellmembran. Diese sind mit Produkten
der Phosphoinositol-3°-Kinase (Klasse I) angereichert und weisen erst spét
lysosomale Marker auf (Woolsey et al., 2003). Schlieflich entkommt T7rypa-
nosoma cruzi der parasitophoren Vakuole durch eine vom Kinetoplastiden
exprimierte lytische Aktivitit. AuBBerdem wird Neuraminidase gebildet. Dieses
Enzym ist durch Abspaltung von Neuraminsdureresten in der Lage, die Membran

der Wirtsvakuolen weiter zu destabilisieren (Hall, 1993).

Das ,,Complement-Regulatory-Protein“ (CRP) stellt ein membranstindiges
Molekiil von Trypanosoma cruzi dar. Es besitzt die Féhigkeit, die Komponenten
C3b und C4b der Komplementkaskade zu binden und diese so zu inaktivieren.
Somit stellt es einen wichtigen Virulenzfaktor dar (Beucher ef al., 2003). Das
Protein Tc52 besitzt strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zur Familie der

Thioredoxin- bzw. Glutaredoxin-dhnlichen Proteine. ,,Knockout“-Mutanten eines

11
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Allels zeigten im Mausmodell eine deutlich verringerte Pathogenitit (Garzon et
al., 2003). AuBBerdem ist Trypanosoma cruzi iiber die Expression einer Prolin-
Racemase in der Lage, die Mitose von B-Zellen zu stimulieren. Dies ist besonders
interessant, da im Mausmodell der Chagas-Krankheit eine verringerte Lympho-
zyten-Aktivitdit mit einer Resistenz gegeniiber der Infektion bzw. einer

Kardiomyopathie verbunden ist (Reina-San-Martin et al., 2000).

Interessanterweise wird auch ein Mip-dhnliches Protein durch Trypanosoma cruzi
ins umgebende Medium sezerniert (Moro et al., 1995). Das Mip-Protein von
Legionella pneumophila kann die Aufgaben dieses Molekiils in Kinetoplastiden
komplementieren (Pereira ef al., 2002). Leider war es nicht moglich, dieses Protein
in meine biochemischen Untersuchungen mit einzubeziehen. Trotzdem wurde das
bereits erlangte Wissen iiber das Mip-Protein von Trypanosoma cruzi an vielen
Stellen dieser Arbeit verwendet. Dies ermdglichte neue Einsichten iiber die Klasse

der Mip-Proteine.

1.2. Peptidyl-Prolvl-cis/trans-Isomerasen

1.2.1. Charakterisierung der Enzymklasse

Zu den Faltungshelferproteinen gehoren verschiedene Klassen von Enzymen
sowie die Chaperone. Enzyme sind durch eine hohe bimolekulare Geschwin-
digkeitskonstante und eine geringe Stabilitit des Michaelis-Menten-Komplexes
gekennzeichnet. Sie verdndern die Produktzusammensetzung nicht. (Fischer, 1996;
Fersht, 1984). Dies gilt auch fiir die Disulfid- und Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerasen. Disulfid-Isomerasen sind in der Lage, den Austausch von Disulfid-
Briicken zu katalysieren (Stryer, 1996). Sie konnen so die korrekte Faltung eines

Proteins beschleunigen.

Die Isomerisierung der Peptidbindung zwischen der Iminosdure Prolin und der
vorangehenden Aminosdure stellt ebenfalls einen langsamen Schritt in der
Proteinfaltung dar. Sie wird durch Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen katalysiert
(Fischer et al, 1984). Der genaue Mechanismus der Isomerisierung ist noch immer
unklar. Wahrscheinlich wird die entsprechende Peptidbindung nicht gespalten; es

entsteht kein kovalent an das Enzym gebundenes Intermediat. Die Peptidyl-Prolyl-

12
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cis/trans-Isomerasen verzerren nach Bindung des Substrates in eine hydrophobe
Tasche die X-Pro-Imidbindung ,,out-of-plane*“. Dadurch wird die Resonanz
minimiert und die C-N-Bindung besitzt nun iiberwiegend Einfachbindungs-
charakter. Eine Rotation um diese quasi-Einfachbindung erfordert eine deutlich

geringere Aktivierungsenergie (Schreiber, 1991; Galat & Metcalfe, 1995).

Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung der Isomerisierung einer X-Pro-Peptidbindung (aus

Fischer, 1994)

Die Isomerisierung der Proteinkette spielt eine wichtige Rolle beim ,,Membrane
Channelling™ sowie dem Proteintransport (Fischer & Schmid, 1990; Hacker &
Fischer, 1993). Daneben konnte auch die isomerspezifische Erkennung von
Substraten, z.B. fiir Proteasen und Kinasen, beobachtet werden (Fischer et al.,
1984; Weiwad et al., 2000). Fiir das hsp70-Chaperon DnaK ist eine Aktivitét als
sekunddre Amid-Peptidbindungsisomerase (APiase) beschrieben worden. Diese
Enzyme beschleunigen spezifisch die cis/trans-Isomerisierung von Nicht-Prolin-
Peptidbindungen (Schiene-Fischer ef al., 2002). Eine solche Funktion konnte fiir
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen bisher nicht gezeigt werden (Scholz et al.,

1998).

1.2.2. Einteilung der Isomerasen

Bis heute konnen drei verschiedene Familien von Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerasen in Pro- und Eukaryoten unterschieden werden. Sie besitzen
verschiedene Aminosduresequenzen und unterscheiden sich in ihren aktiven
Zentren (Gothel & Marahiel, 1999). Nachfolgend werden die verschiedenen
Familien mit ihren spezifischen Inhibitoren vorgestellt. Cyclophiline werden durch
das Undecapeptid Cyclosporin A inhibiert. Es wird von verschiedenen Fungi

imperfecti, z.B. Tolypocladium inflatum, synthetisiert (Borel, 1989). Acht Stringe

13
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eines [B-Faltblattes bilden in dieser Proteinfamilie ein ,,3-Barrel“. Diese sind tiber

,»Loops“ und drei a-Helices miteinander verbunden (Go6thel & Marahiel, 1999) .

Meval-11
3
H
MeLeu-10
H C 10
MeLeu-9 3Me:Bmt—].
H 2]
D-Ala-8 (}:I 8 CH Abu-2
N
CH3 2
7 .
¢] sar-3
Ala 7 H,Cy
CH,
MeLeu-6 /F /“\iw 3 MeLeu-4
CH,
val-5

Abbildung 1.4.: Die Struktur des zyklischen Peptids Cyclosporin A (aus Fischer, 1994).

Abbildung 1.5.: Die Struktur des humanen Cyclophilins A (violett), gebunden an die N-terminale
Domine des Capsid-Proteins von HIV-1 (gelb) (Gamble ef al., 1996). PDB ID: 1AK4 (Berman et
al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit PYMOL (DeLano, 2002) generiert.

Die FK506-Bindeproteine (FKBPs) konnen durch die Polyketide FK506 und

Rapamycin in ihrer Isomerase-Aktivitit gehemmt werden. Beide Substanzen

14
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wurden in verschiedenen Streptomyces-Arten gefunden (Gothel & Marahiel,

1999).

FK506

Rapamycin

Abbildung 1.6.: Die chemische Natur von FK506 und Rapamycin (aus Fischer, 1994).

Die Struktur dieser Proteine stellt ein fiinfstrangiges antiparalleles B-Faltblatt dar,

das um eine o-Helix angeordnet ist (Michnik et al., 1991; Gothel & Marahiel,

1999).

Abbildung 1.7.: Tertidrstruktur des FKBP12-Proteins von Bos taurus (Wilson et al., 1995). PDB
ID: 1FKK (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit PYMOL (DeLano,

2002) generiert.

Das Trigger-Faktor-Protein von Escherichia coli besteht aus drei Doménen (Zarnt

et al., 1997). Die zentrale Faltungseinheit zeigt eine Sequenzédhnlichkeit zu den

FK506-Bindeproteinen (Callebaut & Mornon, 1995) und besitzt eine hohe

Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivitit. Jedoch kann der Trigger-Faktor
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nicht durch FK506 inhibiert werden (Stoller et al., 1995). Daher wird dieses
Protein oft als einziger Vertreter einer eigenen Unterfamilie innerhalb der FK506-
Bindeproteine angesehen. Daneben zeigt der Trigger-Faktor Chaperoneigen-
schaften und ist mit dem Ribosom iiber die N-terminale Doméne assoziiert (Lecker
et al., 1989; Stoller et al., 1995; Hesterkamp et al., 1997). Das homologe Protein
aus Thermus thermophilus scheint fiir seine Funktion als Chaperon Zn**-Ionen zu

bendtigen (Suno ef al., 2004).

Die Parvuline bzw. Parvulin-dhnliche Doménen sind eine Gruppe relativ kleiner
Proteine. Vier antiparallele Stringe eines B-Faltblatts werden von vier o-Helices

umgeben (Gothel & Marahiel, 1999).

Abbildung 1.8.: Das Bild zeigt die Struktur der Isomerase-Doméne von hPinl in Lésung (Bayer et
al.,2003). PDB ID: INMW (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit
PYMOL (DeLano, 2002) generiert.

Der Gerbstoff Juglon (5-Hydroxy-1,4-naphthochinon) aus der Walnul3 ist ein
spezifischer, irreversibler Inhibitor fiir Parvuline. Juglon bindet kovalent an
Cystein-Reste und stort so wahrscheinlich die Geometrie im aktiven Zentrum

durch partielles Entfalten des Enzyms (Hennig et al., 1998).
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Abbildung 1.9.: Der Gerbstoff Juglon aus der Walnuf} (aus G6thel & Marahiel, 1999).

1.2.3. Wechselwirkungspartner der Isomerasen

Die Effektoren der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen sind vielfiltig. Fiir die
notwendigen Wechselwirkungen ist die enzymatische Aktivitit nicht immer von
Bedeutung. Immunophiline kdnnen im Komplex mit Cyclosporin A bzw. FK506
die Phosphatase Calcineurin inhibieren. Dadurch wird die Dephosphorylierung
von NF-AT, verhindert. NF-AT, kann nicht mehr in den Nucleus wandern und
dort den Jun/Fos/NF-AT-Transkriptionskomplex fiir die Interleukin-2-mRNA
etablieren. Somit wird insbesondere die Sekretion von Interleukin-2 verhindert.
Dieses Cytokin stimuliert jedoch die Mitose in prozytotoxischen T-Zellen, B-
Zellen und T-Helfer-Zellen. Daher wird nach Applikation von Cyclosporin A oder
FK506 die zellulire und humorale Immunantwort geschwécht (Fischer 1994;
Stryer, 1996). Rapamycin inhibiert im Komplex mit FKBP12 die Funktion von
mTor (mammalian target of rapamycin). Dieses Protein stellt eine Serin/Threonin-
Kinase mit Ahnlichkeit zur Phosphatidylinositol-3’-Kinase dar (Huang et al.,
2003). Cyclosporin A, FK506 und Rapamycin koénnen zur Begrenzung der
Immunantwort z.B. nach Organtransplantationen angewendet werden. FK506 wird

auBBerdem zur Behandlung der Neurodermitis eingesetzt (Boguniewicz, 2003).

Das menschliche Parvulin Pinl sowie das homologe Protein aus der Hefe Essl
dienen als Regulatoren im mitotischen Zellzyklus. Mangel an diesen Proteinen
filhrt zu seiner Arretierung (Lu et al., 1996). FKBP12 ist in der Lage, die EGF-
Rezeptor-Autophosphorylierung zu inhibieren. Dies geschieht iiber die Stimulie-
rung einer Phosphatase, die an den EGF-Rezeptor gekoppelt ist (Lopez-Ilasaca et
al., 1998). Aullerdem konnten Komplexe von hFKBP12 und hFKBP12.6 mit IPs-
und Calcium-Kanilen/Ryanodin-Rezeptoren nachgewiesen werden (Jayaraman et

al., 1992; Timerman, 1995). Das Protein SurA (Parvulin) aus Escherichia coli ist
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an der Faltung membranstindiger und extrazytoplasmatischer Proteine beteiligt
(Bitto & McKay, 2003). Cyp A und Cyp B binden an das Gag-Polyprotein von HI-
1-Viren (Luban et al., 1993). AuBerdem kommt es zur spezifischen Aufnahme von
Cyclophilin A in die Virionen (Franke et al., 1994). Die Komplexbildung kann
durch Cyclosporin verhindert werden, und das Immunophilin ist fiir die Infektio-
sitdit der Viren essentiell (Franke & Luban, 1996). Das Protein scheint fiir die
Isomerisierung der Peptidbindung Gly-89-Pro-90 in der N-terminalen Doméne des
Capsid-Proteins und einer damit verbundenen Konformationséinderung verant-
wortlich zu sein (Bosco et al., 2002). Dariiberhinaus konnte auch eine Wechsel-
wirkung zwischen Cyp A und dem Vpr-Protein des Virus gezeigt werden (Zander

et al.,2003).

Eine Reihe von Bakterien, adaptiert an das Leben in S&ugern, ist in der Lage,
(membranstiandige) FK506-Bindeproteine (FKBPs) zu synthetisieren. Dies trifft
insbesondere fiir intrazelluldre Parasiten zu. Hierzu gehoren z.B. Legionella ssp.
und Chlamydia ssp. (Hacker & Fischer, 1993). Aber auch fiir Trypanosomen
konnte ein Mip-dhnliches Protein nachgewiesen werden. Diese Eukaryoten

sezernieren das Protein jedoch in das sie umgebende Medium (Moro et al., 1995).

1.3. Mip-Proteine

1.3.1 Das Mip-Protein aus Legionella pneumophila

Wie bereits erwéhnt, stellt das Mip-Protein einen Virulenzfaktor flir die
Legionellaceae dar (Cianciotto et al., 1989, 1990a, 1990b; Engleberg et al., 1989;
Riffard et al., 1996). Bakterien, die dieses Protein nicht exprimieren konnen
(Deletionsmutanten), zeigen eine deutlich verminderte Virulenz nach der
intratrachealen Inokulation im Meerschweinchen-Tiermodell. Diese kann durch
die um den Faktor 80 reduzierte Aufnahme in alveoldre Makrophagen erklart
werden (Cianciotto et al., 1989). Daneben spielt wohl auch die verringerte
Infektionsrate fiir Lungenepithelien vom Typ I und II eine Rolle (Cianciotto ef al.,
1995b). Die Cokultivierung von Protozoen mit Mip -Mutanten fiihrt zu einer
dramatisch (1000-fach) verringerten Zahl von lebensfihigen intrazelluldren
Legionellen. Interessanterweise ist dabei die Fahigkeit, an Amdben zu binden,

nicht beeintrachtigt (Cianciotto & Fields, 1992).
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit Hilfe der Immuno-Gold-Technik
konnten die Lokalisation des Mip-Proteins an der Oberfliche von extrazellulér
gewachsenen Legionellen bestitigen. AuBlerdem wurde das Protein in multi-
lamelldren Strukturen von infizierten Amoben nachgewiesen (Helbig et al., 2001).
Das Mip-Protein wird in Legionella pneumophila wiahrend der intrazelluldren
Replikation konstitutiv exprimiert (Kohler et al., 2000). Jedoch konnte in
MonoMac6-Zellen eine kurzzeitige Verringerung der Transkriptionsaktivitét

unmittelbar nach der Infektion beobachtet werden (Wieland et al., 2002).

Die C-terminale Doméne des Virulenzfaktors besitzt eine Homologie zu den
FK506-Bindeproteinen (FKBPs). Daher war der Nachweis einer Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomerase-Aktivitdt, wie sie fiir diese Proteinfamilie typisch ist, keine
Uberraschung. Diese enzymatische Aktivitit kann durch FK506 gehemmt werden
(Engleberg et al., 1989; Fischer et al., 1992). Jedoch scheint die Isomerase-
Aktivitdt allein fiir die Funktion des Mip-Proteins als Virulenzfaktor im
Tiermodell von Bedeutung zu sein. So zeigen Legionella-Staimme mit deutlich
reduzierter Isomerase-Aktivitidt des Mip-Proteins (D142L mit 5,3 % Restaktivitat
und Y185A mit 0,6 % Restaktivitit) keine verringerte Uberlebensrate in Acanth-
amoeba castellanii (Wintermeyer et al., 1995). Im Tiermodell konnte fiir einen
Legionella-Stamm mit der Mip-Mutante D142L anndhernd Wildtyp-dhnliches
Wachstum festgestellt werden. Dagegen war die Mutante Y185A nicht in der
Lage, die Funktion des Wildtyp-Mip-Proteins vollstindig zu komplementieren
(Kohler, 2000). Zusétzlich wurde der EinfluB verschiedener monoklonaler
Antikorper gegen die C-terminale Doméne untersucht, die in der Lage waren, in
der Nidhe des aktiven Zentrums zu binden. Diese konnten zumeist auch die
Initiierung und frithe Etablierung der intrazelluldren Infektion von Acanthamoeba
castellanii und menschlichen U937-Zellen beeintriachtigen. Offensichtlich ist
allein ein zugéngliches aktives Zentrum des Mip-Proteins fiir die monozellulire

Infektion von Bedeutung (Helbig et al., 2003).

Das Mip-Protein von Legionella pneumophila ist ein Dimer mit einem
Molekulargewicht von rund 48 kDa (Schmidt efal., 1995). Es bildet ein
ungewohnliches, V-formiges, ,,zangenartiges* Molekiil (Riboldi-Tunnicliffe ez al.,

2001) (siche Abbildung 1.10.). Die N-terminale Domine eines Monomers besteht
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aus zwei antiparallelen a-Helices und vermittelt die Dimerisierung vorwiegend
tiber hydrophobe Wechselwirkungen. Dabei wird ein untypisches antiparalleles
,Four-Helix-Bundle* mit einem Inklinationswinkel von 45° gebildet. Ein
besonderes Merkmal stellt in dieser Struktur der ,,erweiterte Methionin-Zipper*
dar. Drei Methionin-Reste eines Monomers (Met-38, Met-42, Met-46) interagieren
mit zwei Methionin-Resten (Met-38', Met-42") und einem hydrophoben Rest
(Val-33") des anderen Monomers. Dabei sind die interagierenden Helices, im
Gegensatz zum bekannten ,Leucin-Zipper”, antiparallel angeordnet. Daran
schlieBt sich eine 65 A lange, freistehende o-Helix an. In der C-terminalen, FKBP-
dhnlichen Domiéne formen sechs B-Stringe ein antiparalleles Faltblatt, {iber dem
eine kurze o-Helix liegt. Der erste B-Strang ist im menschlichen FKBP12 nicht
vorhanden, wohl aber in FKBP59, das wie das Mip-Protein N-terminal zur

Isomerasedomine zusétzliche Reste aufweist (Craescu et al., 1996).

C-terminale FKBP-ihnliche Domiine

N-terminale

Dimerisierungsdoméne(n)

Abbildung 1.10.: Das Bild zeigt die Struktur des Mip-Proteins von Legionella pneumophila
(Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/).

Das Bild wurde mit MolScript (Kraulis, 1991) und Raster3D (Merritt & Bacon, 1997) generiert.

1.3.2. Das Mip-Protein von Chlamydien

Fir LGV- sowie Trachom-Biovare von Chlamydia trachomatis und Chlamydia

psittaci konnte ein Mip-dhnliches Protein nachgewiesen werden (Lundemose et
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al., 1991, 1992; Rockey et al., 1996). AuBBerdem gehen Lundemose et al. aufgrund
der hohen Sequenzéhnlichkeit fiir beide Biovare auch von der Existenz eines mip-
dhnlichen Gens in Chlamydia pneumoniae aus (Lundemose et al, 1992).
Wahrscheinlich ist das Protein, wenn auch nur in geringer Konzentration, in der
duBeren Membran der Bakterien lokalisiert oder wird in das umgebende Medium
abgegeben (Lundemose et al., 1992). Interessanterweise stellt das Mip-dhnliche
Protein von Chlamydia trachomatis ein Lipoprotein dar. Palmitinsdure wird in das
rekombinante Protein eingebaut und die Aminosduresequenz des Mip-dhnlichen
Proteins von Chlamydia trachomatis enthdlt eine Erkennungssequenz fiir
Signalpeptidase II, wie in prokaryotischen Lipoproteinen. Das modifizierte
Cystein ist der erste Aminosdurerest des prozessierten Proteins (Lundemose ef al.,

1993b).

Das Mip-dhnliche-Protein von Chlamydia trachomatis besitzt ebenfalls Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivitit. Diese Funktion kann durch FK506 und
Rapamycin inhibiert werden. Vorbehandlung von Chlamydia trachomatis mit
FK506 oder Rapamycin reduziert die Infektidsitdt fiir McCoy-Zellen um 30 %.
Daher wird auch fiir das Mip-dhnliche Protein von Chlamydien eine Funktion als
Virulenzfaktor vermutet. Im Gegensatz zu Legionellen scheint die Isomerase-

funktion dabei eine wichtige Rolle zu spielen (Lundemose et al., 1993a).

1.3.3. Das Mip-Protein von Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi sezerniert ein Protein ins umgebende Medium, dessen
Gensequenz Homologie zu den bakteriellen Mip-Proteinen besitzt. Jedoch werden
zwischen einer prokaryotischen Signalsequenz und der Region mit Homologie zu
den eukaryotischen FKS506-Bindeproteinen deutlich weniger Aminosiurereste
eingeschlossen. Aulerdem besitzt das Mip-Protein von Trypanosoma cruzi eine C-
terminale Erweiterung von 19 Aminosdureresten. Diese besitzen zumeist polaren
Charakter. Im Southern Blot konnte die Existenz von nur einer Kopie fiir das Mip-
Gen nachgewiesen werden (Moro et al., 1995). Dies iiberrascht, sind doch die
meisten Gene dieses Organismus in sich wiederholenden Clustern zusammen-

hingender Kopien organisiert (Garcia-Salcédo ef al., 1994).
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Fir das Mip-Protein von Trypanosoma cruzi konnte ebenfalls eine Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivitit gezeigt werden. Diese ist durch FK506 und
L-685,818 (Antagonist von FK506 ohne die Fihigkeit der T-Zell-Aktivierung) bei
nanomolaren Konzentrationen inhibierbar. Durch Zusatz von heterologem
Trypanosoma-Mip zu HeLa- und Affenepithelzellen konnte die Infektionsrate fiir
Saugerzellen deutlich erhoht werden. Im Gegensatz dazu sind Antikorper der
Maus gegen das Mip-dhnliche Protein sowie FK506 und L-685,818 in der Lage,
die Infektionsrate durch Trypanosomen zu verringern. Jedoch ist FK506 ein
deutlich wirksamerer Inhibitor fiir die Infektion als L-685,818, besitzt aber ein
geringeres Vermogen, die Isomerase-Aktivitdt zu hemmen. Offensichtlich spielt
auch bei Trypanosomen nicht nur die enzymatische Aktivitét fiir die erfolgreiche
Infektion der Wirtszelle eine Rolle (Moro et al., 1995). Dariiberhinaus konnte in
einem Invasionsassay gezeigt werden, daBl das Mip-Protein von Legionella

pneumophila die Funktion des Trypanosoma-Mip tibernehmen kann (Pereira et al.,

2002).

Neue Erkenntnisse brachte die Aufklarung der atomaren Struktur des Mip-Proteins
von Trypanosoma cruzi: Der Virulenzfaktor ist ein monomeres Protein. Er besitzt
keine N-terminale Dimerisierungsdoméne. Die N-terminal zur FKBP-Domine
lokalisierte a-Helix ist im Vergleich zum Mip-Protein von Legionella pneumo-
phila verkiirzt. AuBlerdem besitzt das Mip-homologe Protein in Trypanosoma cruzi
eine zusitzliche, exponierte o-Helix, die das Molekiil C-terminal erweitert (Pereira
et al., 2002). Die Struktur der FKBP-homologen Domine besitzt grof3e

Ahnlichkeit zum entsprechenden Bereich des Legionella-Mip-Proteins.
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zusitzliche C-terminale Helix

FKBP-ihnliche Doméine

N-terminale Helix (verbindet die C-
terminale Doméine mit der N-terminalen
Dimerisierungsdomine im Mip-Protein

von Legionella pneumophila)

Abbildung 1.11.: Tertidrstruktur des Mip-&hnlichen Proteins von Trypanosoma cruzi (Pereira et
al., 2002). PDB ID: 1JVW (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit
MolScript (Kraulis, 1991) und Raster3D (Merritt & Bacon, 1997) generiert.

1.3.4. Weitere intrazellulire Pathogene, fiir die Mip-ihnliche Proteine

nachgewiesen werden konnten

Homologe zum Mip-Protein von Legionella pneumophila wurden auch in der
Familie der Rickettsien nachgewiesen (Cianciotto et al., 1995a). Coxiella burnetti,
ein obligat intrazelluldres Bakterium und Erreger des Q-Fiebers, sekretiert
wahrscheinlich ein entsprechendes Protein in das umgebende Medium (Mo ef al.,
1995; Alexander & Raettig, 1998). Interessanterweise hemmt dieser Parasit nicht
die Phagosom-Lysosom-Fusion. Der Stoffwechsel des Parasiten scheint sogar
durch die Ansduerung des Phagolysosoms aktiviert zu werden (Hackstadt &

Williams, 1981).

Mit Hilfe eines spezifischen Mip-Antiserums und Immuno-Blot-Analyse konnte
das Vorhandensein eines Mip-dhnlichen Proteins auch fiir verschiedene Ehrlichia-
Arten gezeigt werden (Cianciotto et al., 1995a). Auch in Salmonella typhimurium,
dem Erreger der Salmonellose, wird ein Mip-dhnliches Protein (FkpA) exprimiert.
Versuche mit Caco-2- und J774.A1-Zellen lieferten keine Unterschiede fiir die
initiale Aufnahmerate zwischen Wildtyp-Bakterien und Bakterien mit

inaktiviertem fkpA-Gen. Jedoch zeigen FkpA-negative Mutanten ein deutlich
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verringertes Uberlebensvermdgen in den ersten Stunden nach der Infektion (Horne
et al., 1997). Dieser Effekt konnte durch die Mutation der Proteine SurA und HtrA
noch verstirkt werden. Beide sind an der Faltung bzw. dem Abbau von Proteinen

im Periplasma beteiligt (Humphreys ef al., 2003).

Fir Aeromonas hydrophila konnte ebenfalls ein ORF mit 40 % Identitét beziiglich
der Aminoséduresequenz fiir das Mip-Protein von Legionella pneumophila bzw.
46 % Sequenzidentitit zum FkpA-Protein von Escherichia coli nachgewiesen
werden (Wong et al., 1997). Aeromonaden verursachen besonders bei Kindern
Darminfektionen; die intrazellulire Aufnahme dieses Krankheitserregers konnte
nachgewiesen werden (Isonhood & Drake, 2002). Die Expression des entspre-
chenden Proteins wurde im Western-Blot mit Antiserum gegen das Mip-Protein
von Legionella longbeacheae bestitigt. Jedoch fiithrte die Inaktivierung des Gens
fiir das Mip-dhnliche Protein nicht zu einer verringerten Virulenz dieser Bakterien
im Mausmodell. Es ist daher moglich, dal das entsprechende FkpA-Protein fiir
Aeromonaden keinen Virulenzfaktor darstellt (Wong et al., 1997).

1.3.5. Mip-idhnliche Proteine in nichtintrazelluliiren Pathogenen

Fir Rochalimea quintana (verursacht das ,Filinftagefieber”) konnten ebenfalls
Gensequenzen gefunden werden, die mit Sonden fiir das Mip-Protein im Southern-
Blot hybridisieren. Fiir diesen Parasiten ist noch nicht endgiiltig geklért, ob der
Lebenszyklus eine intrazelluldre Phase beinhaltet (Cianciotto et al., 1995a).
AuBlerdem hat die Datenbanksuche Mip-verwandte Proteine fiir Neisseria spp.,

Streptomyces ssp. und Pseudomonas aeruginosa vorausgesagt (Cianciotto et al.,

1995a).

1.3.6. Mip-ahnliche Proteine in Escherichia coli

In Escherichia coli sind bisher zwei Mip-dhnliche Proteine identifiziert worden,
FkpA und FkIB (Horne & Young, 1995; Rahfeld er al., 1996). FkpA ist im
periplasmatischen Raum der Gram-negativen Bakterien lokalisiert und besitzt
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase- (Missiakas et al., 1996) sowie Chaperon-
Aktivitdt (Bothmann & Pliickthun, 2000; Ramm & Pliickthun, 2000; Arie et al.,
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2001). Der durch Hitzeschock induzierbare o-Faktor, o", kontrolliert die
Transkription von FkpA sowie RpoHp3;, RpoEp;, der Disulfid-Isomerase DsbC, der
Protease DegP und weiteren Proteinen in der Form eines Regulons (Danese &

Silhavy, 1997; Dartigalongue et al., 2001 ).

Im RNaseT1-Riickfaltungsassay zeigt FkpA einen um den Faktor 100 hoheren
kea/Km-Wert als mit einem kurzen Tetrapeptid als Substrat. Die C-terminale
(FKBP-homologe) Doméne allein besitzt eine deutlich reduzierte Chaperon- und
Isomerase-Aktivitit. Wahrscheinlich ist fiir die volle Aktivitdt des Proteins die
korrekte Positionierung von verschiedenen Polypeptid-Bindestellen {iiber die
Dimerisierung notwendig. AuBlerdem kann die Chaperon-Aktivitdt nicht durch
FK520 inhibiert werden. Daher ist anzunchmen, da} beide Aktivititen in
verschiedenen Bereichen der C-terminalen Domine lokalisiert sind (Ramm &

Pliickthun, 2001).

1.4. Ziele der Arbeit

Die ,,Macrophage-Infectivity-Potentiator*“-Proteine finden sich bei verschiedenen
intrazelluldren Parasiten, wie z.B. Legionellen, Chlamydien und Trypanosomen.
Sie stellen Virulenzfaktoren dieser Organismen dar. Aber auch in Escherichia coli

wird ein verwandtes Protein (FkpA) exprimiert.

Bisher wurden zahlreiche molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt, um
den Mechanismus zu verstehen, tiber den diese Molekiile zur Infektion der
eukaryotischen Wirtszelle beitragen. Auch die detaillierte Charakterisierung der
Isomerasefunktion diente dieser Aufgabe. Seit kurzem sind zudem die
Kristallstrukturen der Mip-Proteine von Legionella pneumophila und Trypano-
soma cruzi bekannt. Leider lieferten die Ergebnisse der bisherigen Experimente

keine iiberzeugende Erkldrung fiir die Funktion als Virulenzfaktor.

Lebewesen miissen zahlreiche Aufgaben, zum Teil sogar gleichzeitig, erfiillen. So
ist es fiir intrazellulire Bakterien z.B. notwendig, Nahrung aufzunehmen,
Wirtsreaktionen abzuwehren, sich u.U. selbst gegen Parasiten zu behaupten sowie
sich zu vermehren. Diese Aufgaben sind eng miteinander gekoppelt; sie stehen
iiber vielfaltige Wechselwirkungen auf eine Weise miteinander in Beziehung, die

das Uberleben ermdglichen.
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Die dafiir notwendige Komplexitit eines Lebwesens spiegelt sich bereits auf der
molekularen Ebene wider: Viele, wenn nicht die Mehrzahl der Proteine, besitzen
mehrere Funktionen. Die Bindung von Effektoren zum Zwecke der Regulation
von Molekiilen stellt ein Beispiel fiir eine Zusatzaufgabe dar. Aber auch die
Beeinflussung der Struktur von Proteinen durch den pH-Wert oder oxidierende
oder reduzierende Bedingungen ermdoglicht die Integration von Umwelt-
bedingungen. Es ist wahrscheinlich, dafl auch die Mip-Proteine der verschiedenen

intrazelluldren Parasiten neben der PPiase-Aktivitiat weitere Funktionen besitzen.

In der vorliegenden Arbeit konnten die bekannten Strukturen als Grundlage
genutzt werden, um neue Funktionen der Mip-Molekiile zu identifizieren. Dabei
sollte eine ,,Ahnlichkeit* zu anderen Proteinen in der ,,dreidimensionalen Form*
als Hinweis fiir eine moglicherweise ebenfalls dhnliche Funktion dienen. Die
vermuteten neuen Eigenschaften der Mip-Molekiille waren zu iiberpriifen.
AuBerdem galt es, ungewdhnliche Einzelheiten in den bekannten Strukturen der
Mip-Proteine zu erkennen und fiir die Planung von Experimenten zur

funktionellen Charakterisierung zu nutzen.

Der Nachweis neuer Funktionen der Mip-Proteine kann unmittelbar zum
Verstindnis der Rolle dieser Molekiile in der intrazelluldren Infektion beitragen.
Gleichzeitig sollte die praktisch bereits erfolgte Lokalisation der Funktion die
rationale Suche nach Wirkstoffen wesentlich erleichtern. Dariiberhinaus stellt die
Suche nach Eigenschaften eines Proteinmolekiils iiber die Strukturdhnlichkeit zu
einem anderen Protein vielleicht eine neue generelle Mdoglichkeit fiir die
Identifizierung einer bisher unbekannten Funktionen dar. Die vorliegende Arbeit
kann als ein erster, vorsichtiger Versuch zur Bewertung dieses Vorgehens

angesehen werden.

Auflerdem sollte das Strukturwissen iiber das Mip-Protein von Legionella
pneumophila durch die Rontgenstrukturanalyse verschiedener Mutanten dieses
Proteins erweitert werden. Dabei kann das biochemische Wissen wieder zu einer

Verbesserung der Qualitit von Kristallen beitragen.
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2. Materialien und Methoden

Berechnungen am Computer sowie die Generierung der verschiedenen Bilder erfolgten

mit Hilfe einer O2-Workstation (Silicon Graphics).

Sequenzen verschiedener Proteine wurden mit Hilfe der Datenbank ,,Swiss-

Prot/TrEMBL* (Boeckmann et al., 2003; http://www.expasy.org/sprot/) ermittelt.

Auf Strukturwissen konnte durch die ,,Protein-Data-Bank* (PDB) (Bermann et al., 2000;

http://www.rcsb.org/pdb/) zuriickgegriffen werden.

Fiir vergleichende Analysen der Sekundérstrukturen wurde das Programm ,,DSSP*

genutzt (Kabsch & Sander, 1983).

2.1. Proteinpriparationen

Alle Proteine wurden freundlicherweise von Dr. Thilo Kamphausen, Dr. Bettina Konig
und Katja Knauth (Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung in
Halle) zu Verfiigung gestellt. Trotzdem soll hier ihre Préparation noch einmal kurz

zusammengefaflt werden:

2.1.1. Isolierung des wtMip-Proteins von Legionella pneumophila (Schmidt, 1998)

Kultur des E. coli-Stammes DH50o mit dem Vektor pBLL106 zentrifugiert

- erhaltenes Pellet durch ,,French-Press* aufgeschlossen und mit 0,1 % Benzonase
und 1 % Triton X-100 versetzt

- Ultrazentrifugation

- Uberstand auf DEAE-Siule aufgetragen, Mip-Protein befindet sich im Durchlauf
(Saulenpuffer: 2 mM Tricin pH 8,5)

- nichster Reinigungsschritt durch Kombination von TMAE- und Fractogel-TSK-

Blue-Saule (Saulenpuffer: 2 mM Tricin pH 8,5), Protein mittels Gradienten von

0-2 M KCl in 2 mM Tricin pH 8,5 abgelost

- vereinigte Fraktionen mit Ammoniumsulfat zu 35 % gesittigt

27



MATERIALIEN UND METHODEN

erhaltenes Volumen auf Propyl-Sédule aufgetragen (Sédulenpuffer: 2 mM Tricin
pH 8.5; 35 % Ammoniumsulfat), durch langsame Verringerung der Salzkonzen-
tration Sammlung des Mip-Proteins in wenigen Fraktionen mdglich

Dialyse gegen 2 mM Tricin pH 8,5

letzte Reinigung durch Fractogel-TSK-Green-Séule (Saulenpuffer: 2 mM Tricin
pH 8,5), Eluierung des LpMip durch einen Gradienten von 0-3 M KCI in 2 mM
Tricin pH 8,5

Umpufferung des Mip-Proteins in 20 mM HEPES pH 7,0

Die Préparation der Mutanten S15A, A37F, Y185A, F202Y erfolgte in gleicher Weise

wie das wtMip-Protein von Legionella pneumophila (persdnliche Mitteilung Beate

Rappsilber, Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung in Halle).

Die Expression erfolgte im Stamm DHS5o von Escherichia coli. Verwendete Vektoren

sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt (K&hler, 2000).

Mutante Vektor

S15A pRK 115 (Kohler, 2000)

A37F pRK 116 (Kohler, 2000)

Y185A pEWMS 205-A (Wintermeyer, 1994)
F202Y unbekannt

2.1.2. Priparation von Mip 49 (Knauth, 2001)

Induktion des Stammes DH5a von Escherichia coli mit dem Vektor pKK1 durch
IPTG

nach der Zentrifugation der Kultur erhaltenes Pellet durch ,French-Press*
aufgeschlossen

Zugabe von 0,1 % Benzonase sowie 1 % Triton X-100 und Ultrazentrifugation
erster Reinigungsschritt des Uberstandes mit DEAE-Séule (Saulenpuffer: 10 mM
MES pH 6,0); Elution durch Gradienten von 0-1 M NaCl in 10 mM MES pH 6,0

vereinigte Fraktionen mit Ammoniumsulfat zu 35 % gesattigt
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- erhaltene Losung auf Fractogel-Propyl-Sdule aufgetragen (Sdulenpuffer: 10 mM
HEPES pH 7,0; 35 % Ammoniumsulfat), Ablosung des Proteins durch Verringe-
rung der Salzkonzentration

- Dialyse gegen 10 mM HEPES pH 7,0

- RP-HPLC mit Hilfe einer ET/250/10 Nukleosil 500-5 C3 bzw. ET/125/4
Nukleosil 500-5 C3 Séule (urspriingliche Bedingungen: 1 % Acetonitril (0,08 %
TFA) in Wasser (0,09 % TFA), Elution des Proteins durch Erhéhung der
Acetonitril-Konzentration auf 80 %

- Entsalzung der Proteinlosung durch ,Fast-Desalting PC 3.2/10-Sédule und
SMART-System (Aquilibrierungspuffer: 10 mM Natriumphosphat pH 7,5)

2.1.3. Priparation des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae (personliche Mit-

teilung Beate Rappsilber, Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Protein-
faltung in Halle)

- Induktion des Stamms M15 von Escherichia coli mit dem Vektor pBKcp5.1
durch IPTG

- Zentrifugation der Kulturbriihe sowie Aufschlufl des erhaltenen Pellets mit Hilfe
einer ,,French-Press*“-Prozedur

- Ultrazentrifugation nach Versetzen mit 0,1 % Benzonase und 1 % Triton X-100

- Uberstand auf DEAE-Siule aufgetragen (Siulenpuffer: 20 mM MES pH 6,0;
I mM DTT), Protein durch Gradienten von 0-1 M NaCl in 20 mM MES pH 6,0;
I mM DTT abgelost

- Dialyse gegen 20 mM MES pH 6,0

- zweiter Reinigungsschritt mit DEAE-Siule

- Dialyse gegen 20 mM MES pH 6,0

- vereinigte Fraktionen mittels Fractogel-TSK-Blue-Siule weiter gereinigt (Séulen-
puffer: 20 mM MES pH 6,0; 1 mM DTT), Eluierung des CpMip durch Gradi-
enten von 0-3 M KCl in 20 mM MES pH 6,0; | mM DTT

- erhaltene Proteinldsung zu 35 % mit Ammoniumsulfat gesattigt

- letzter Reinigungsschritt durch Propyl-Sdule (Saulenpuffer: 20 mM HEPES
pH 6,0

- 1 mM DTT, 35 % Ammoniumsulfat), Isolierung des Proteins durch Verringerung

der Ammoniumsulfatkonzentration in einem Gradienten
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- Umpufferung des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae in 20 mM HEPES
pH 7,0

2.2. Alphabetische Liste der verwendeten Chemikalien

Agarose fiir DNA/RNA Elektrophorese f. d. Molekularbiologie (MERCK)

Ammoniumformiat > 99 % (NT) Trockensubstanz (Fluka)

Cacodylsdure Natriumsalz Trihydrat, Cacodylat Puffersubstanz fiir biochemische Zwecke

(MERCK)

Citrat-Synthase aus Schweineherzen, EC 2.3.3.1 (Roche); das Enzym wurde in 35 mM
HEPES pH 7,8 umgepuffert

Catalase aus Rinderleber; Kristallsuspension, EC 1.11.1.6 (MERCK); umgepuffert in
20 mM HEPES pH 7,0

Coomassie-Féarbelosung 0,1 % : 1 PhastGel-Blue-Tablette (Pharmacia) in 80 ml Wasser

unter Zugabe von 120 ml Methanol pro analysi (MERCK) gelost. Weitere Verdiinnung im

Verhiltnis 1:1 mit 20 % Essigsdure 100 % zur Analyse in Wasser.

2-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsédure, CHES Puffersubstanz (Merck)

Desoxycholsdure Natriumsalz (Fluka)

Dimethylsulfoxid, DMSO getrocknet (MERCK)

Dithiothreitol, DTT fiir biochemische Zwecke (MERCK)

DNA-Molekulargewichtsmarker III (Boehringer)

30



MATERIALIEN UND METHODEN

DNA-Probenpuffer: 200 mM EDTA Titriplex III fiir die Molekularbiologie (MERCK),
40 % v/v  Glycerin  wasserfrei, reinst (MERCK), 0,004 % w/v  Bromphenolblau
(CHEMAPOL)

Entfarbelosung fiir Proteingele: 30 % v/v Methanol pro analysi (MERCK), 10 % v/v
Essigsdure 100 % zur Analyse (MERCK) in Wasser

Ethidiumbromid

FK506 (Fujisawa Pharmaceutical Co.)

Glutardialdehyd, 50 %-Losung in Wasser zur Synthese (MERCK)

Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel, GAPDH EC 1.2.1.12
(Roche); das Protein wurde in 35 mM HEPES pH 7,8 umgepuffert

Harnstoff fiir biochemische Zwecke (MERCK)

2-[4-(2 Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonséure; HEPES Puffersubstanz (MERCK)

L-Isoleucin fiir biochemische Zwecke (Merck)

Konservierungslosung fiir Proteingele: 10 % v/v Essigsdure zur Analyse (MERCK),
10 % v/v Glycerin wasserfrei, reinst (MERCK) in Wasser

LMW-Kalibrierungskit fiir die SDS-Elektrophorese (Amersham Biosciences)

L-Lysin > 99 % (TLC) (SIGMA)

Methioninsulfoxidreduktase A, MsrA, vom Menschen

2-Morpholinoethansulfonsdure-Monohydrat, MES Puffersubstanz (MERCK)
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10x NEB-Puffer 4 (BioLabs), enthilt: 50 mM Kaliumacetat, 20 mM Tris-Acetat, 10 mM
Magnesiumacetat, I mM Dithiothreitol (pH 7,9)

Octyl-B-D-glucopyranosid, OBDG fiir biochemische Zwecke (MERCK)

L-Ornithin Monohydrochlorid fiir biochemische Zwecke (MERCK)

Hochfliissiges Paraffin-Ol (MERCK), getrocknet fiir 30 Minuten in einer rotierenden
Vakuumzentrifuge (Leybold 17702) bei 333 K

pBR-322-Vektor (Boehringer), Konzentration: 0,25 pg/ul

4-(2-Aminoethyl)benzolsulfonylflourid Hydrochlorid, Pefabloc SC fiir die Biochemie
(MERCK)

Peptid PEAMAKGMQDAMS-NH,, lyophylisiert (Dr. Greiner, Institut fiir Biochemie;

Friedrich-Schiller-Universitét, Jena)

Peptid TEQQM KDVLN KFQKD LMAKR TAEFN KKADE NKVKG EAFLT
ENKNK, lyophylisiert (SynPep, USA)

Phosphat-Puffer: 50 mM oder 100 mM Kaliumhydrogenphosphat zur Analyse (MERCK)
in Wasser wurden mit 50 mM bzw. 100 mM di-Kalium-dihydrogenphosphat-Trihydrat
zur Analyse (MERCK) in H,O auf ein pH-Wert von 7,8 eingestellt.
Pimelindiimidsdure-dimethylester-dihydrochlorid, DMP (Fluka)

Polyethylenglykol 8000, PEG-8000 (Fluka)

Restriktionsenzym von Neisseria denitrificans, Ndel (BioLabs)

SDS-Probenpuffer: 8 M Harnstoff fiir biochemische Zwecke (MERCK), 2 % w/v Natrium-

dodecylsulfat Reag. Ph Eur (MERCK), 10 % v/v Glycerin wasserfrei, reinst (Merck) und
0,004 % w/v Bromphenolblau (CHEMAPOL) in Wasser
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L-Threonin fiir biochemische Zwecke (MERCK)

Tris-Acetat-Puffer: 40 mM Tris fiir die Molekularbiologie (MERCK), 20 mM Natriumacetat

pro analysi (MERCK), pH-Wert eingestellt mit Essigsdure 100 % zur Analyse (MERCK) auf

7,6

L-Valin fiir biochemische Zwecke (MERCK)

Wasser, deionisiert mit Milli-Qplus 185 (Millipore)

Wasserstoffperoxid, 30 % v/v medizinisch, reinst, stabilisiert (MERCK)

Zinkacetat Dihydrat (Fluka)

Zinkchlorid (Fluka)

2.3. Methoden
2.3.1. Dialyse

Fir die Dialyse konnten ,,Slide-A-Lyzer“-Kassetten von PIERCE, USA (Molekular-
gewichtsgrenze: 3.500, 7.000 oder 10.000 Da) verwendet werden. Die Proteinlosungen
wurden zunéchst fiir 3 bis 6 Stunden und anschlieBend iiber Nacht gegen jeweils das
mindestens tausendfache Probenvolumen der neuen Pufferlosung dialysiert. Die

Temperatur betrug 4°C.

2.3.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Proteinlosungen wurden in ihrem Puffer, der gleichzeitig als Leerwert diente, verdiinnt.
Die Extinktion muflte bei 280 nm sowie 310 nm in HELLMA-Prézisionskiivetten aus
Quarzglas (SUPRASIL) bestimmt werden. Dabei wurde das Spektrophotometer UV
160A von Shimadzu verwendet. Fiir das MsrA-Protein konnte die Messung in 20 mM
HEPES pH 7,0 durchgefiihrt werden. Als Leerwert diente in diesem Falle das
entsprechende Volumen der filtrierten Proteinlosung in 20 mM HEPES pH 7,0. Die

33



MATERIALIEN UND METHODEN

Extinktionskoeffizienten der Proteine bei 280 nm konnten mit Hilfe des Programmes
»ProtParam* als Bestandteil der Datenbank ,,Swiss-Prot/TrEMBL* (Boeckmann et al.,

2003; http://www.expasy.org/sprot/) ermittelt werden (Gill & Hippel, 1989). Sie waren

die Grundlage fiir die Konzentrationsbestimmungen. Zuvor war der MeBBwert fiir 280 nm
noch um die Extinktion bei 310 nm, als MalB fiir eine unspezifische Triibung der
Proteinlosung, korrigiert worden. Alle Cystein-Reste wurden als oxidiert angenommen.
Fiir die Mutanten des Mip-Proteins von Legionella pneumophila sowie das N-terminale
Fragment Mip 49 konnten die urspriingliche Konzentrationen der Proteinpriparation
(bestimmt an der Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung in

Halle) verwendet werden.

2.3.3. Filtration von Proteinlosungen

Zur Aufkonzentrierung von Proteinen sowie Gewinnung des urspriinglichen Puffers
muBten verschiedene Préaparationen filtriert werden. Dazu wurden ,,Ultrafree-CL-PLGC-
10,000-NMWL* (MILLIPORE)-, ,,Ultrafree-CL-PLGC-5,000-NMWL* (MILLIPORE)-,
,»BioMax-5-5,000-NMWL* (MILLIPORE)- sowie ,,VIVASPIN-0,5-ml-Concentrator*
(VIVA-SCIENCE)-Filter (10.000 kDa) verwendet. Die notwendige Zentrifugation
erfolgte bei 4°C mit 400-2000 rpm fiir verschiedene Zeitrdume. Dabei wurden die Gerite
,Labfuge 400 R“ (Rotordurchmesser 15 cm) und ,,Biofuge pico” (Rotordurchmesser

11 cm) der Firma Heraeus verwendet.

2.3.4. Bestimmung der Chaperon-ahnlichen Aktivitat im Citrat-Svnthase Aggorega-

tionsassay

2.3.4.1. Experimente mit dem wtMip-Protein von Legionella pneumophila

14,5 ul Citrat-Synthase-Losung (Konzentration des Monomers: 70 uM) in 35 mM
HEPES pH 7,8 wurden mit 897 pl 35 mM HEPES pH 7,8 sowie 48 ul des Mip-Proteins
von Legionella pneumophila (Konzentration des monomeren Proteins: 214 uM) in
20 mM HEPES pH 7,0 versetzt. AnschlieBend wurde die Probe auf ein Volumen von
1000 ul mit 20 mM HEPES pH 7,0 ergédnzt und bei 45°C inkubiert. Zum Vergleich
diente ein Ansatz ohne Mip-Protein, allein mit 20 mM HEPES pH 7,0. Als Kontrollen
konnten die getrennten Inkubationen von Citrat-Synthase (bei 20°C) bzw. des Mip-
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Proteins von Legionella pneumophila (bei 45°C) genutzt werden. Fiir alle vier Ansétze

wurde die Extinktion bei 360 nm zu verschiedenen Zeiten gemessen.

2.3.4.2. Untersuchungen an der C-terminalen Mutante F202Y

14,5 ul Citrat-Synthase-Losung (Konzentration des Monomers: 70 uM) in 35 mM
HEPES pH 7,8 wurden mit 897 ul 35 mM HEPES pH 7,8 sowie 23 ul der Mutante
F202Y des Mip-Proteins von Legionella pneumophila (Konzentration des monomeren
Proteins: 447 uM) in 20 mM HEPES pH 7,0 versetzt. Dieser Ansatz muf3te, wie bereits
fiir das urspriingliche Experiment mit dem Wildtyp-Mip-Protein beschrieben, mit 20 mM
HEPES pH 7,0 auf ein Volumen von 1000 ul ergénzt werden. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation bei 45°C . Zur Kontrolle diente bei diesem Experiment eine Probe mit Citrat-
Synthase und wtMip-Protein (48 pl bei einer Konzentration von 214 uM fiir das Mip-
Monomer). Als Vergleich wurden Ansdtze nur mit Citrat-Synthase bzw. der Mutante
F202Y mitgefiihrt. Diese wurden ebenfalls bei 20°C bzw. 45°C inkubiert. Fiir die

Losungen wurde der zeitliche Verlauf fiir die Extinktion bei 360 nm bestimmt.

2.3.4.3. Bestimmung der Chaperon-idhnlichen Aktivitit fiir das Mip-Protein von

Chlamydia pneumoniae

Dazu wurden 9,1 pl Citrat-Synthase (Proteinkonzentration: 112 uM) in 35 mM HEPES
pH 7,8 zusammen mit 10 ul CpMip (Konzentration: 1254 uM) in 20 mM HEPES pH 7,0
sowie 903 ul 35 mM HEPES pH 7,8 versetzt. Nachfolgend war es notig, den Ansatz mit
20 mM HEPES pH 7,0 auf ein Volumen von 1000 pul zu ergénzen und bei 45°C zu
inkubieren. Zum Vergleich dienten Proben mit Citrat-Synthase in der oben beschriebenen
Konzentration sowie den Puffern. Die Inkubation dieser Kontrollen erfolgte bei 20°C
sowie 45°C. Von allen drei Ansédtzen mufite die Extinktion bei 360 nm als MaB fiir die

Menge der aggregierten Citrat-Synthase zu verschiedenen Zeiten gemessen werden.

2.3.4.4. Konzentrationsabhingigkeit der Chaperon-iahnlichen AKtivitiit des CpoMip

Zu diesem Zweck wurden 9,1 ul Citrat-Synthase (Proteinkonzentration: 112 uM) in
35mM HEPES pH7,8 zusammen mit 2ul bzw. 5Sul CpMip (Konzentration:
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1254 uM) in 20 mM HEPES pH 7,0 sowie 903 ul 35 mM HEPES pH 7,8 bei 45°C
inkubiert. Zuvor waren die einzelnen Ansétze noch mit 20 mM HEPES pH 7,0 auf ein
Volumen von 1000 pl gebracht worden. Als Kontrolle diente in diesem Experiment eine
Probe ohne CpMip; allein mit Citrat-Synthase in der oben eingesetzten Konzentration
sowie den entsprechenden Puffern. Diese wurde ebenfalls bei 45°C gehalten. Die Werte

fiir die Extinktion bei 360 nm wurden graphisch dargestellt.

2.3.4.5. Versuche mit hitzeinkubiertem Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae

15 ul Chlamydia-Mip-Protein-Losung (Konzentration: 1 mM in 20 mM HEPES pH 7,0)
wurden zunédchst zusammen mit 120 pl 20 mM HEPES pH 7,0 fiir 10 Minuten auf 100°C
erhitzt. Bei der nachfolgenden Zentrifugation der Losung fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm
(Durchmesser des Rotors: 11 cm, ,,Biofuge pico“-Zentrifuge von Heraeus) sollten
moglicherweise entstandene grofle Proteinaggregate entfernt werden. Diese hétten die

notwendigen Triibungsmessungen beeintrichtigen kdnnen.

SchlieBlich wurden 90 pl der so erhaltenen Proteinlosung zusammen mit 9,1 pl Citrat-
Synthase (112 uM in 35 mM HEPES pH 7,8) sowie 903 ul 35 mM HEPES pH 7.8
inkubiert. Zur Kontrolle diente ein entsprechender Ansatz, bei dem das Chlamydia-Mip-
Protein zuvor fiir 10 Minuten bei 20°C gehalten worden war. Auflerdem wurde eine
Probe mit 9,1 ul Citrat-Synthase (112 uM in 35 mM HEPES pH 7,8) und 903 ul 35 mM
HEPES pH 7,8 sowie 90 ul 20 mM HEPES pH 7,0 mitgefiihrt. Fiir alle drei Proben
wurde bei 45°C die Extinktion (Wellenldnge: 360 nm) der Losung zu verschiedenen

Zeitpunkten bestimmt.

2.3.4.6. Experimente zum Einfluf§ von CpMip auf bestehende Proteinaggregate

Im einzelnen wurden 13 ul Citrat-Synthase (Proteinkonzentration: 76 uM) in 35 mM
HEPES pH 7,8 zusammen mit 898 ul 35 mM HEPES pH 7,8 sowie 67,5 pul 20 mM
HEPES pH 7,0 fiir 70 Minuten bei 45°C inkubiert. Wéhrend dieses Zeitraumes wurde die
Extinktion der Losung bei 360 nm bereits fortlaufend bestimmt. Danach erfolgte die
Zugabe von 22,5 ul auf 45°C vorgewarmtes CpMip-Protein (Konzentration: 446 uM) in

20 mM HEPES pH 7,0. In zwei Kontrollansédtzen wurde Citrat-Synthase zusammen mit
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den bereits beschriebenen Pufferlosungen bei 20°C und 45°C gehalten. Danach erfolgte
die Zugabe von 22,5 ul 20 mM HEPES pH 7,0 (45°C). SchlieBlich muBiten weitere
Bestimmungen der Extinktion bei 360 nm fiir die einzelnen Ldsungen durchgefiihrt

werden.

2.3.4.7. Untersuchung von FK506

Dazu wurden 13 ul Citrat-Synthase (Proteinkonzentration: 76 uM) in 35 mM HEPES
pH 7,8 zusammen mit 10 ul CpMip-Losung (Konzentration des Proteins: 446 uM,
Pufferbedingungen 20 mM HEPES pH 7,0), 798 ul 35 mM HEPES pH 7.8 und 100 pl
FK506 in DMSO (440 uM) bei 45°C inkubiert. Diese Probe war zuvor mit 20 mM
HEPES pH 7,0 auf ein Volumen von 1000 pl gebracht worden. Ein weiterer Ansatz
unterschied sich allein durch das Fehlen von FK506. Bei diesem dienten allein 100 pl
DMSO zu Vergleichszwecken. Daneben wurden Kontrollproben ohne das Mip-Protein
von Chlamydia pneumoniae bei 45°C bzw. 20°C untersucht. Sie enthielten nur 13 pl
Citrat-Synthase (Proteinkonzentration: 76 uM) in 35 mM HEPES pH 7,8 und 798 ul
35 mM HEPES pH 7,8 sowie 100 ul DMSO. Natiirlich muflte das Volumen dieser
Ansitze ebenfalls mit 20 mM HEPES pH 7,0 auf 1000 pl ergénzt werden. Nachfolgend

wurde die Extinktion der Losungen bei 360 nm zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.

2.3.4.8. Inhibition der Chaperon-dhnlichen Aktivitat durch DTT

13 pl Citrat-Synthase (Konzentration des Monomers: 76 uM) in 35 mM HEPES pH 7.8
wurden mit 22,5 pul CpMip (Proteinkonzentration: 446 uM; Pufferbedingungen 20 mM
HEPES pH 7,8), 10 ul 500 mM DTT in 20 mM HEPES pH 7,0 sowie 898 ul 35 mM
HEPES pH 7,8 versetzt. Danach mulite der Ansatz mit 20 mM HEPES pH 7,0 auf ein
Volumen von 1000 ul erginzt und bei 45°C inkubiert werden. Im Vergleichsansatz
wurden die 10 ul 500 mM DTT in 20 mM HEPES pH 7,0 allein durch den Puffer ersetzt.
AuBerdem konnte eine Kontrolle mit 13 pl Citrat-Synthase (Konzentration: 76 uM) in
35 mM HEPES pH 7,8 und 898 ul 35 mM HEPES pH 7,8; ergénzt auf ein Volumen von
1000 pl mit 20 mM HEPES pH 7,0 untersucht werden. Dieser Ansatz enthielt ebenfalls
SmM DTT. Auch fiir diese Probe ohne Chaperon-dhnliche Aktivitit wurde die
Extinktion fiir 360 nm bei 45°C bestimmt.
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2.3.4.9. Kontrollexperiment zum Ausschluf3 der Aggregation von Citrat-Synthase

oder CpMip durch DTT

Je 13 ul Citrat-Synthase (Konzentration: 76 uM) in 35 mM HEPES pH 7,8; 898 ul
35 mM HEPES pH 7,8; ergédnzt mit 20 mM HEPES pH 7,0 auf 1000 ul, wurden bei 20°C
bzw. 45°C inkubiert. Daneben muflte ein Ansatz mit 13 pl Citrat-Synthase (Protein-
konzentration: 76 uM) in 35 mM HEPES pH 7,8 und 10 pl 500 mM DTT (in 20 mM
HEPES pH 7,0) bei 45°C gehalten werden. Auch diese Probe war zuvor mit 20 mM
HEPES pH 7,0 auf ein Volumen von 1000 ul gebracht worden. AuBlerdem wurden
22,5 ul CpMip (Konzentration: 446 uM) in 20 mM HEPES pH 7,0 zusammen mit 10 pl
500 mM DTT in 20 mM HEPES pH 7,0 und 911 pul 35 mM HEPES pH 7,0 mit 20 mM
HEPES pH 7,0 auf 1000 pl ergénzt. Dieser Ansatz muflte bei 45°C inkubiert werden.
SchlieBlich wurde der zeitliche Verlauf der Extinktion bei 360 nm aller vier Losungen

bestimmt.

Die Bestimmung der Triibung in den Ansétzen des Aggregationsassays wurde in Einmal-
Kiivetten aus Polystyrol (ROTH) sowie ,,Semi-Micro“-Kiivetten von BIO-RAD
durchgefiihrt. Um Verdunstungsverlusten vorzubeugen, mufiten diese mit Parafilm
verschlossen werden. Die Extinktionsmessungen bei 360 nm erfolgten mit Hilfe eines
Spektrophotometers UV 160A von Shimadzu. Die Inkubation der Proben bei 37°C wurde
in einem Brutschrank der Marke Jouan durchgefiihrt.

2.3.5. Experimente zur Chaperon-ihnlichen AkKktivitit des Mip-Proteins von

Chlamydia pneumoniae im Ndel-Testsystem

2.3.5.1. Bestaticung der Ergebnisse des Citrat-Synthase-Aggregationsassays

Zunichst wurden 10 U Ndel (0,5 ul) zusammen mit 1 pul Chlamydia-Mip-Protein-Losung
(1,05 mM in 20 mM HEPES pH 7,0 verdiinnt 1:10 mit 20 mM HEPES pH 7,0) und
6,5 ul Wasser fiir eine Stunde bei 50°C inkubiert. Zum Vergleich diente eine Probe mit
10 U Ndel (0,5 ul), 1 ul Legionella-Mip-Protein (320 uM in 20 mM HEPES pH 7,0
verdiinnt 1:2 mit 20 mM HEPES pH 7,0) sowie 6,5 ul Wasser. Gleichzeitig konnte eine
Kontrolle mitgefiihrt werden, bei der die Chlamydia-Protein-Losung durch den 1:10 mit
20 mM HEPES pH 7,0 verdiinnten Puffer der Proteinpriparation ersetzt worden war.
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Daneben wurde in einer Probe Ndel auch mit 1 ul 20 mM HEPES pH 7,0 sowie 6,5 pl
Wasser inkubiert. Ein solcher Ansatz diente auch als ,,Positivkontrolle. In diesem Falle
war das Restriktionsenzym jedoch fiir eine Stunde auf Eis gehalten worden. In der
»Negativkontrolle® wurde die Ndel-Losung durch Wasser ersetzt und mit 6,5 ul Wasser

sowie 1 ul 20 mM HEPES pH 7,0 ergénzt.

Nachfolgend wurden alle Proben mit 1 pl 10x NEB-Puffer 4 (Restriktionspuffer fiir
Ndel) sowie 1pul pBR-322-Vektor (0,25 pug/ml) ergdnzt. Nach der einstiindigen
Inkubation bei 37°C sowie Zugabe von 2 ul DNA-Probenpuffer konnten die Ansétze
elektrophoretisch aufgetrennt und die dabei entstandenen Banden durch Ethidiumbromid

im UV-Licht sichtbar gemacht werden.

2.3.5.2. Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Ndel und CpMip

10U Ndel (0,5ul) wurden zusammen mit 1ul Chlamydia-Mip-Protein-Losung
(1,05 mM in 20 mM HEPES pH 7,0 verdiinnt 1:10 mit 20 mM HEPES pH 7,0) und
1 ul GAPDH (Proteinkonzentration: 188 uM) in 35 mM HEPES pH 7,8 versetzt.
AnschlieBend wurde der Ansatz mit 4,5 pul Wasser ergénzt und bei 50°C fiir eine Stunde
inkubiert. Als Vergleich diente eine Probe, bei der die GAPDH-Proteinlosung durch 1 pl
35 mM HEPES pH 7,8 ersetzt worden war. Aulerdem wurden 10 U Ndel (0,5 pl)
zusammen mit 1 ul 20 mM HEPES pH 7,0 und 35 mM HEPES pH 7.8 sowie 4,5 ul
Wasser fiir eine Stunde bei 50°C bzw. auf Eis inkubiert. In einem letzten Ansatz sollten
0,5 ul Wasser mit 1 ul 20 mM HEPES pH 7,0; 1 ul 35 mM HEPES pH 7,8 und 4,5 ul
Wasser als ,,Negativkontrolle* verwendet werden. Diese wurde ebenfalls fiir eine Stunde
auf Eis gehalten. Danach mufiten der Vergleichsansatz sowie die verschiedenen
Kontrollen mit 1 ul GAPDH (Proteinkonzentration: 188 uM) in 35 mM HEPES pH 7,8
erginzt werden. Die Probe mit GAPDH wihrend der Inkubation bei 50°C wurde dagegen
nur mit 1 ul 35 mM HEPES pH 7,0 versetzt.

SchlieBlich erfolgte die Zugabe von 1 pl 10x NEB-Puffer 4 sowie 1 ul pBR 322
(0,25 pg/ml). Wihrend der sich anschlieBenden einstiindigen Inkubation bei 37°C wurde
der (noch) vorhandenen nukleolytischen Aktivitit erlaubt, den zugesetzten Vektor zu

schneiden. Nach Zugabe von 2 ul DNA-Probenpuffer erfolgte die Auftrennung der
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Proben im Agarose-Gel und abschlieBend die Detektion einzelner Banden durch den

Nachweis von Ethidiumbromid im UV-Licht.

Fir die Inkubation bei 50°C und 37°C konnte ein Thermomixer 5437 (Eppendorf)
verwendet werden. Die Auftrennung von Plasmid-DNA erfolgte in einem 1 %-Agarose-
Gel. Dabei wurde Tris-Acetat-Puffer verwendet. Die Proben konnten unter Verwendung
einer ,,Mini-Sub-DNA-Cell*“ (BIO-RAD) analysiert werden. Die verwendete Spannung
betrug 80 V, die Separationsdauer 1 Stunde. Die Gele wurden in einer wélrigen
Ethidiumbromid-Losung fiir 15 Minuten gefirbt. AnschlieBend konnte ein Uberschuf3 an
der interkalierenden Substanz durch Spiilen in reinem Wasser (5-10 Minuten) entfernt
werden. Fir die Dokumentation der Ergebnisse wurde eine ,,EAGLE-EYE*-
Bildintegrations- und Speichereinheit (STRATAGENE) verwendet. Als Vergleich
wurden 2 pl DNA-Molekulargewichtsmarker in 8 nl Wasser mitgefiihrt.

2.3.6. Gel-Elektrophoretische Untersuchungen an Mip-Proteinen

2.3.6.1. Experimente mit dem Mip-Protein von Legionella pneumophila

2.3.6.1.1. Einflufl von oxidierenden Bedingungen auf das Laufverhalten des Mip-

Proteins von Legionella pneumophila im nativen Gel

Je 4ul der folgenden Ansdtze wurden in einem nativen 7,5 %-Polyacrylamid-Gel

elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde Coomassie-gefarbt.

Probe 1:
- 6 ul Mip-Protein von Legionella pneumophila in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 3 mg/ml) + 1 ul H,O
- Inkubation fiir 6 Stunden bei 37°C
- Zugabe von 1 pl H>O sowie 1 nul hMsrA-Puffer
- Inkubation fiir 30 Minuten bei 20°C

Probe 2:
- 6 ul Mip-Protein von Legionella pneumophila in 20 mM HEPES pH 7,0

(Proteinkonzentration: 3 mg/ml) + 1 ul H,O,-Losung (30 % v/v verdiinnt 1:20
mit H,O)
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- Inkubation fur 6 Stunden bei 37°C
- Zugabe von 1 pl H,O sowie 1 ul hMsrA-Puffer
- Inkubation fir 30 Minuten bei 20°C

Probe 3:
- 6 ul Mip-Protein von Legionella pneumophila in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 3 mg/ml) + 1 ul H,O,-Losung (30 % v/v verdiinnt 1:20 mit H,O)
- Inkubation fiir 6 Stunden bei 37°C
- Zugabe von 1 ul2 M DTT in H,O sowie 1 ul hMsrA-Puffer
- Inkubation fiir 30 Minuten bei 20°C

Probe 4:
- 6 ul Mip-Protein von Legionella pneumophila in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 3 mg/ml) + 1 ul H,O,-Losung (30 % v/v verdiinnt 1:20 mit H,O)
- Inkubation fiir 6 Stunden bei 37°C
- Zugabe von 1 ul 2 M DTT in H,O sowie 1 ul hMsrA (13,4 mg/ml)
- Inkubation fiir 30 Minuten bei 20°C

Probe 5:
- 6 ul 20 mM HEPES pH 7,0 mit 1 pl H,O,-Losung (30 % v/v verdiinnt 1:20 mit
H>O)und 1 ul1 2 M DTT in H,O sowie 1 pul hMsrA (13,4 mg/ml)

2.3.6.1.2. Experimente mit dem N-terminalen Fragment Mip 49

Fiir Untersuchungen am N-terminalen Fragment Mip 49 wurden je 4 ul der folgenden

Ansitze in einem ,,High-Density*““-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

Probe 1:
- 6 ul Mip 49 (20 uM) + 1 ul H,O inkubiert fiir 6 Stunden bei 37°C

Probe 2:
- 6ul Mip 49 (20 uM) + 1 ul HyOz-Losung (30 % v/v verdiinnt 1:20 mit H,O)

inkubiert fur 6 Stunden bei 37°C

41



MATERIALIEN UND METHODEN

Probe 3:
- 6 ul Mip 49 (20 uM) + 1 ul H,O

Anschlieend wurde das Proteinfragment durch das Einwirken einer 12,5 % waBrigen
Glutardialdehyd-Losung fiir 10 Minuten bei 20°C fixiert. Danach wurde das Gel

Coomassie-gefarbt

2.3.6.1.3. Denaturierende Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von [Legionella

pneumophila nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid und ..Crosslinking* durch

DMP

Je 4 ul der folgenden Ansitze wurden in einem 12,5 %-Polyacrylamid-Gel unter dena-
turierenden Bedingungen aufgetrennt. Nachfolgend mufite eine Coomassie-Farbung

durchgefiihrt werden.

Probe 1:

- 5 ul Mip-Protein von Legionella pneumophila in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 7,7 mg/ml) + 1 ul H,O,-Losung (30 % v/v verdiinnt 1:20 mit H,O)
inkubiert fiir 17 Stunden bei 37°C

- Zugabe von 5 ul 50 mM DMP in 100 mM CHES pH 9,2

- Inkubation fiir 1 Stunde bei 20°C

Probe 2:
- 5 ul Mip-Protein von Legionella pneumophila in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 7,7 mg/ml) + 1 pul H,O inkubiert fiir 17 Stunden bei 37°C
- Zugabe von 5 ul 50 mM DMP in 100 mM CHES pH 9,2
- Inkubation fiir 1 Stunde bei 20°C

Beide Ansétze wurden mit 5 ul SDS-Probenpuffer erginzt.
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2.3.6.1.4. Kontrollexperiment zum ..Crosslinking* mit der C-terminalen Mutante

Y185A

Um den Nachweis zu fithren, dal Wasserstoffperoxid das ,,Crosslinking* des LpMip-

Proteins nicht behindert, wurden die folgenden Kontrollen ausgefiihrt:

Probe 1:

- 2wl der C-terminalen Mutante Y185A in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 9,4 mg/ml) + 1 ul H,O,-Lésung (30 % v/v verdiinnt 1:20 mit
Wasser)

- Inkubation fiir 24 Stunden bei 37°C

- Zugabe von 1 ul H,O sowie 4 ul 50 mM DMP in 100 mM CHES pH 9,2

- Inkubation fiir 1 Stunde bei 20°C

Probe 2:
- 2 ul der C-terminalen Mutante Y185A in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 9,4 mg/ml) + 1 ul H,O
- Inkubation fiir 24 Stunden bei 37°C
- Zugabe von 1 ul HyO,-Losung (30 % v/v verdiinnt 1:20 mit Wasser) sowie 4 ul
- 50 mM DMP in 100 mM CHES pH 9,2
- Inkubation fiir 1 Stunde bei 20°C

Beide Proben wurden mit 2 pul SDS-Probenpuffer (ohne Mercaptoethanol) ergénzt und je
4 ul der so erhaltenen Ansétze unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Nach der

Elektrophorese konnte das 12,5 %-Polyacrylamid-Gel Coomassie-gefarbt werden.

2.3.6.1.5. SDS-Gel-Elektrophorese des oxidierten ZpMip-Proteins nach Inkubation

mit MsrA und ..Crosslinking*

In diesem Versuch wurden verschiedene Proben in einem 12,5 %-SDS-Polyacrylamid-
Gel elektrophoretisch untersucht. Dazu muflten zundchst 20 ul Mip-Protein von
Legionella pneumophila in 20 mM HEPES pH 7,0 (Proteinkonzentration: 12,2 mg/ml)
mit 2 ul 30 % v/v HyO; fiir 17 Stunden bei 37°C oxidiert werden. Nachfolgend konnte
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diese Probe mit 1 pl Catalase (Proteinkonzentration: 30,3 mg/ml) in 20 mM HEPES
pH 7,0 bei 20°C fiir 10 Minuten inkubiert werden. SchlieBlich erfolgte eine Aufteilung

des Ansatzes:

Probe 1:
- 5 ul oxidiertes Mip-Protein + 1 ul hMsrA (13,4 mg/ml) + 2 ul 2 M DTT in H,O
inkubiert fiir 30 Minuten bei 20°C
- Zugabe von 20 ul 50 mM DMP in 100 mM CHES pH 9,2
- erneute Inkubation fiir 1 Stunde bei 20°C

Probe 2:
- 5 ul oxidiertes Mip-Protein + 1 ul hMsrA (13,4 mg/ml) + 2 ul H,O inkubiert fiir
30 Minuten bei 20°C
- Zugabe von 20 ul 50 mM DMP in 100 mM CHES pH 9,2
- erneute Inkubation fiir 1 Stunde bei 20°C

Beide Proben muften abschlieBend mit 10 nul SDS-Probenpuffer (ohne Mercaptoethanol)
versetzt werden. Je 4 ul der Ansdtze wurden aufgetrennt. AuBerdem sollten die

entstandenen Proteinbanden durch eine Coomassie-Farbung sichtbar gemacht werden.

2.3.6.2. Untersuchungen am Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae

2.3.6.2.1. Einflul} reduzierender Bedingungen auf das Laufverhalten des CpMip im

nativen Gel

Je 3 ul des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 11,9 mg/ml) wurden mit 3 pul 5 bzw. 10 mM DTT in 20 mM HEPES
pH 7,0 fiir 30 Minuten bei 20°C inkubiert. Zum Vergleich ein Ansatz mit dem Mip-
Protein und 20 mM HEPES pH 7,0. Von diesen Proben wurden je 4 pl auf ein natives
12,5 %-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und 1im elektrischen Feld aufgetrennt.
AbschlieBend wurde das Gel Coomassie-gefarbt.
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2.3.6.2.2. Denaturierende Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von Chlamydia

pneumoniae unter reduzierenden Bedingungen

5 ul des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae in 20 mM HEPES pH 7,0 (Protein-
konzentration: 11,9 mg/ml) wurden mit 5 ul 5 mM DTT in 20 mM HEPES pH 7,0 fiir
10 min bei 20°C inkubiert. Gleichzeitig muflte ein entsprechender Ansatz des Proteins
ohne Dithiothreitol mitgefiihrt werden. Beide Proben wurden mit 10 pul SDS-Proben-
puffer (ohne Mercaptoethanol) versetzt. Nachfolgend konnten je 4 ul des denaturierten
Proteins elektrophoretisch aufgetrennt werden. Das 12,5 %-Polyacrylamid-Gel wurde

Coomassie-gefarbt.

Die native und denaturierende Gel-Elektrophorese (nach Laemmli, 1970) von Proteinen
erfolgte mit vorgefertigten ,,Phast-Gel“-Polyacrylamid-Gelen der Firma Amersham
Biosciences sowie den zugehorigen Puffer-,Strips®. Die Proben wurden auf einen
Probenkamm mit einem Aufnahmekapazitit von 6 x 4 ul aufgetragen. Fiir die Gel-
Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen wurde 4 ul eines Molekularge-
wichtsmarker fiir Proteine mitgefiihrt. AnschlieBend konnte das ,,Pharmacia-LKB-
PhastSystem* zur halbautomatischen elektrophoretischen Trennung der Ansdtze sowie
Coomassie-Farbung der Gele verwendet werden. Bei der nativen Elektrophorese des
Mip-Proteins von Legionella pneumophila wurde das Gel nach der Auftragung der
Proben um 180° gedreht. Der isoelektrische Punkt dieses Molekiils liegt iiber dem pH-
Wert des Trennungsmediums. Daher wandert das Protein unter diesen Bedingungen von

der Kathode zur Anode.

2.3.7. CD-spektroskopische Messungen

Fir diese Untersuchungen konnte ein Spektropolarimeter J-710 (JASCO) genutzt
werden. Die verwendeten Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 mm (JASCO und
HELLMA) wurden von einem Stickstoffstrom umspiilt. Die Parameter der Messungen

sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt:
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Bandbreite: 1 nm

Antwortzeit: 8 Sekunden
Empfindlichkeit: Standard
MeBbereich: 260 nm —190 nm

Daten-,,Pitch“: 1 nm

MefBgeschwindigkeit: 10 nm / min

Akkumulationen: 3

Wenn nicht anders erwéhnt, konnten die Spektren bei Raumtemperatur aufgenommen

werden.

Bei den temperaturabhéngigen Messungen waren zunédchst 500 pl LpMip-Protein-Losung
(Proteinkonzentration 1,9 mg/ml; Puffer: 20 mM HEPES pH 7,0) mit 500 ul 100 mM
Phosphat-Puffer pH 7,8 ergdnzt und nachfolgend gegen 100 mM Phosphat-Puffer
dialysiert worden. Die anschlieBende Konzentrationsbestimmung ergab einen Wert von
0,9 mg/ml Protein in Phosphat-Puffer. Nachdem dieser Ansatz nochmals 1:3 mit
Phosphat-Puffer pH 7,8 verdiinnt worden war, konnten CD-Spektren des Mip-Proteins
von Legionella pneumophila bei 20°C, 30°C, 40°C, 50°C sowie 60°C aufgenommen
werden. Die Probe wurde fir 10 Minuten gegen die entsprechende Temperatur

equilibriert.

Fir den Vergleich des oxidierten und ,nativen* Mip-Proteins von Legionella
pneumophila wurden 50 ul Mip-Protein von Legionella pneumophila (Proteinkon-
zentration 2,1 mg/ml) mit 5 pul 30 % v/v H,O, in H,O fiir 17 Stunden bei 20°C inkubiert.
Die hohe Wasserstoffperoxid-Konzentration sollte flir eine moglichst vollstindige
Oxidation des Mip-Proteins sorgen. Zum Vergleich diente ein Ansatz des Mip-Proteins,
der mit Wasser versetzt worden war. Zur Kontrolle wurden nach der Inkubation je 4 pl
beider Proben auf ein natives 7,5 %-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und elektro-

phoretisch aufgetrennt.

Die verbleibenden Proteinldosungen wurden jeweils mit 200 pl 50 mM Phosphat-Puffer
pH 7,8 verdiinnt und gegen 50 mM Phosphat-Puffer pH 7,8 dialysiert. Damit sollte

insbesondere vorhandenes Wasserstoffperoxid entfernt werden. Nachdem beide Ansétze
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auf das Volumen der Kiivette fiir die CD-Messungen erginzt worden waren, muften die
Proteinkonzentrationen der zu untersuchenden Proben bestimmt werden. Sie betrug fiir
das mit Wasserstoffperoxid inkubierte Mip 0,2 mg/ml. Fiir den Kontrollansatz wurde
eine Proteinkonzentration von 0,3 mg/ml gefunden. Von den nun in Phosphat

umgepufferten Proben wurden CD-Spektren aufgenommen.

2.3.8. Kristallisation

Bei der Kristallisation im ,hdngenden Tropfen® wurden VDX-Kristallisationsplatten
(HAMPTON RESEARCH) genutzt. Die Inkubation der Ansdtze erfolgte in
Inkubationsschrinken der Firma EHRET bzw. einem bei 20°C klimatisiertem Raum. Bei
dieser Methode wird das Protein zusammen mit einem Fillungsmittel (z.B.
Ammoniumsulfat oder Polyethylenglykol) auf der Unterseite eines silikonisierten
Deckglaschens (HAMPTON RESEARCH) luftdicht iiber einer Reservoirlosung
inkubiert. Diese enthélt das Féallungsmittel in einer wesentlichen hoheren Konzentration.
Der Abschlu3 von der Umgebung wird durch die Verwendung eines Silikongels (,,Dow
Corning high vacuum grease* von DOW CORNING oder ,,bayer silicone* von BAYER)
gewihrleistet. Die gerichtete Diffusion von Ldsungsmittelmolekiilen vom Kristalli-
sationstropfen in die Reservoirlosung fiihrt iiber einen lingeren Zeitraum zu einer
kontinuierlichen Erh6hung der Fillungsmittelkonzentration. Unter gilinstigen Umstdnden

kommt es in Folge zur Nukleation und Kristallisation der biologischen Makromolekiile.

2.3.9. Diffraktionsdatensammlung

Fiir Untersuchungen der Kristalle der N-terminalen Mutanten S15A und A37F sowie der
Mutante Y185A (Mutation in der C-terminalen Doméne des Mip-Proteins) konnte ein
Rontgengenerator mit rotierender Anode (Arbeitsspannung: 40 kV, Stromstirke von
100 mA) (ENRAF NONIUS FR591) verwendet werden. Die dabei genutzte CuKo-
Strahlung hatte eine Wellenlinge von 1,54 A. AuBerdem wurde zur Detektion eine
Bildplatte (marresearch) verwendet. Fiir das Beugungsexperiment an einem Kristall der
C-terminalen Mutante F202Y konnte die Strahlungsquelle BM14 am ESRF in Grenoble
genutzt werden. Dieser MeBplatz war mit einer CCD-Kamera (marresearch) ausgestattet.
Die verwendete Synchrotronstrahlung hatte eine Wellenlinge von 0,98 A und zeichnet

sich allgemein durch eine hohe Intensitdt aus. Sie entsteht nicht durch die Anregung
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unterer Elektronenschalen, sondern die Beschleunigung von Elektronen auf einer
Kreisbahn. Dies ermdglicht auch die Nutzung elektromagnetischer Strahlung eines

breiten Frequenzspektrums an diesem Teilchenbeschleuniger (Helliwell, 1998).

Wihrend der Datensammlung wurden die Kristalle im Stickstoffstrom bei 100 K
gehalten (,,Cryo-Jet-Streamer von OXFORD CRYOSYSTEMS). Zuvor waren sie in
getrocknetem Paraffin-Ol von oberflichlich anhaftendem Kristallisationspuffer befreit
worden. (Riboldi-Tunnicliffe & Hilgenfeld, 1999). Dabei wurden vorgefertigte ,,Cryo-
Loops® von HAMPTON RESEARCH verwendet. Aulerdem konnte durch wiederholtes
Entfernen aus dem Stickstoffstrom sowie vorsichtiges Eintauchen in getrocknetes
Paraffin-Ol die Kristallqualitit in allen Fillen deutlich verbessert werden
(,,Reannealing®) (Panjikar et al., 2000). Der Kristall fiir die Mutante S15A wurde in
einem abschlieBenden Schritt sogar fiir 5 Minuten im Ol belassen. Im Hause (rotierende
Anode) mufiten Mip-Kristalle 20 Minuten bis 1 Stunde pro Bild der Rontgenstrahlung
ausgesetzt werden. Am Synchrotron verringerte sich die Expositionszeit auf Sekunden.

Der Kiristall wurde bei jeder Aufnahme um einen Winkel von 1 Grad gedreht.

2.4. Theoretische Grundlagen ausgewiahlter experimenteller Untersuchungen

2.4.1. Erliuterungen zur CD-Spektroskopie

Bei der CD-Spektroskopie, als Teilgebiet der optischen Spektroskopie, wird der Effekt
des Circulardichroismus genutzt: Rechts und links zirkular polarisiertes Licht einer
bestimmten Wellenldnge kann durch eine optische aktive Substanz in unterschiedlichem
Malle absorbiert werden (Holtzhauer, 1996). Absorbiert eine Probe im sichtbaren Bereich
des elektromagnetischen Spektrums, so erscheint sie folglich in zwei Farben, je nachdem

ob sie von rechts oder links zirkular polarisiertem Licht durchstrahlt wird.

Optisch aktive Substanzen besitzen unsymmetrische Zentren bzw. die Chiralitdt wird
thnen durch die Umgebung aufgeprédgt. In einem Protein stellt die Peptidbindung ein
mogliches Chromophor dar. Diese ist durch ungleiche Substituenten in seiner Symmetrie
verzerrt (Ausnahme: Glycin) und wird somit chiral (Holtzhauer, 1996). Auferdem
konnen verschiedene Peptidbindungen {iiber die Sekundirstruktur miteinander in
Wechselwirkungen treten. Diese besitzt ebenfalls eine ,,Handigkeit* (Yang et. al., 1986).

Somit beeinflusst die Sekundarstruktur den Circulardichroismus fur die verschiedenen
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Ubergangszustinde der Peptidbindung. CD-Spektren werden zumeist zwischen 190 nm
und 260 nm aufgenommen. In einem CD-Spektrum wird die Elliptizitit gegen die
Wellenlénge aufgetragen. Die Elliptizitéit (©) kann wie folgt berechnet werden:

© = konst 1000 AA [mdeg]
konst = In10 180/4m

dabei ist AA die Differenz der Absorptionen fiir links und rechts zirkular polarisiertes

Licht (AA = AL - Ar ) (Holtzhauer, 1996).

Um die Abhdngigkeit des CD-Spektrums von der Sekundérstruktur zu untersuchen,
konnen Modellpeptide betrachtet werden, die sich unter verschiedenen Bedingungen
vollstindig in eine rechtsgingige o-Helix, das [-Faltblatt bzw. ein Zufallsknéduel
umwandeln. Poly-Lysin bildet bei neutralem pH-Wert ein Zufallsknduel, unter basischen
Bedingungen (pH 10,8) eine o-Helix. Nach Erwdrmung fiir 15 min auf 52°C und
anschlieBender Abkiihlung auf 25°C unter basischen Bedingungen (pH 11,1) liegt das
Polypeptid als P-Faltblatt vor. Die rechtsgingige a-Helix zeigt in diesem Wellen-
langenbereich zwei Minima bei 208-210 nm und 222 nm sowie ein ausgepragtes
Maximum bei einer Wellenlinge von 191-193 nm. Das B-Faltblatt ist durch ein breites
Minimum bei 216-218 nm sowie ein Maximum zwischen 195nm und 200 nm
charakterisiert. Fiir das Zufallsknduel konnte ein typisches Minimum bei 200 nm sowie

eine schwache positive ,,Schulter um 220 nm bestimmt werden (Yang et al., 1986).

Im einfachsten Falle kann man sich das CD-Spektrum eines Proteins als
Linearkombination der Grenzspektren reiner Sekundirstrukturen vorstellen. Dabei
miissen die notwendigen Faktoren aus dem Anteil der o-Helix, dem B-Faltblatt und dem
Zufallsknéuel an der Gesamtstruktur ermittelt werden. Das Spektrum der ,,3-Turns® zeigt
zwel Maxima bei 205 bzw. 225 nm (Chang et al., 1978). Oft wird jedoch der Einflufl von
,P-Turns® sowie der wesentlich selteneren ,,y-Turns auf das CD-Spektrum eines
Proteins nicht beriicksichtigt (Chang et al., 1978; Yang et al., 1986) . AuBBerdem ist es
moglich, CD-Spektren von Proteinen zu nutzen, deren atomare Struktur bereits bestimmt
wurde. Damit ist auch der Anteil der verschiedenen Sekundérstrukturen im Molekiil

bekannt. Mit diesem Wissen und der Annahme, dafl das CD-Spektrum eines Proteins als
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Linearkombination der Spektren reiner Sekundérstrukturen betrachtet werden kann, ist
eine Berechnung der reinen Grenzspektren moglich (Chang et al., 1978). Berechnete
Referenzspektren der a-Helix, des B-Faltblatts und des Zufallsknduels sowie von ,,3-

Turns* sind in der folgenden Abbildung zusammengefalt.

61 x107* deg cm? dmol ™

Abbildung 2.1.: Referenzspektren verschiedener Sekundérstrukturen eines Proteins (H: o-Helix, f: -
Faltblatt, R: Zufallsknduel, £ ,,8-Turns®). Fiir die Berechnung der Spektren wurden 10 (o-Helix) bzw. 20
Proteine (B-Faltblatt, Zufallsknéuel und ,,3-Turns®) genutzt (Chang et. al, 1978).

2.4.2. Prinzipien der Rontgenstrukturanalyse

In der Rontgenstrukturanalyse von Molekiilen macht man sich die Beugung von
Rontgenstrahlung an Materie zu Nutze. Anschaulich kann man sich diesen Vorgang als
Anregung der Elektronenhiille von Atomen mittels kurzwelliger elektromagnetischer
Strahlung und die unmittelbare ungerichtete Emission von Rontgenquanten vorstellen.
Dabei ist nach dem Huygenschen Prinzip jeder Punkt der Elektronenwolke
Ausgangspunkt fiir eine neue kugelformige Elementarwelle (Thier, 1968). Effektiv
interferieren jedoch nur die Quanten, deren elektrische bzw. magnetische Vektoren in die

gleiche Richtung weisen. Dies geschieht fiir alle dazu im Rechten Winkel angeordneten
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Ebenen eines Molekiils. Die Wellenldnge der genutzten Rontgenstrahlung liegt dabei in
der GroBenordnung des Abstandes von Atomen. Damit wird die rdumliche
(Elektronenhiillen)Struktur in der in jede Richtung ausgesandte Gesamtrontgenstrahlung
,verschliisselt. Mit Hilfe von um das Molekiil angeordneten Rontgenmikroskopen sollte
sich ein dreidimensionales Abbild des Molekiils (oder besser dessen Elektronendichte-

verteilung) bestimmen lassen.

Leider stoBt die Herstellung von Linsen und Spiegeln fiir Rontgenstrahlung auf grofle
technische Schwierigkeiten. AuBerdem ist die Intensitdt der in alle Richtungen gestreuten
elektromagnetischen Strahlung bei der Nutzung von konventionellen Rontgenquellen nur
sehr gering. Fir eine erfolgreiche Messung muf3 die Anregung mit groBer Intensitét
geschehen. Dies konnte z.B. durch die Verwendung von Rontgenlasern erreicht werden.
Daneben ist die Beugung an einer grolen Zahl von Molekiilen denkbar. Um stdrende
Interferenzen zu vermeiden, sollten sich idealerweise alle Molekiile am selben Ort und in
der gleichen Orientierung befinden (Rhodes, 1993). Dies ist natiirlich unmdoglich. Einen
Ausweg bietet der Kristall.

Jeder Kristall ist so organisiert, dal3 er sich allein durch Verschiebung (Translation) eines
bestimmten Volumenelementes vollstdndig aufbauen 1dBt. Dieses muf3 nicht mit dem zu
untersuchenden Molekiil iibereinstimmen. Die Richtung und Grofe moglicher
Translationen sind dabei durch die Orientierung bzw. Linge der Achsen dieser
sogenannten Elementarzelle vorgegeben. Zahlreiche Ebenenscharen im Kristall teilen
alle drei Achsen der Elementarzelle in Abschnitte, deren ganzzahliges Vielfache wieder
die gesamte Liange einer entsprechenden Dimensionsachse ergeben. An diesen Ebenen
wird unter einem bestimmten Winkel einfallendes Rontgenlicht durch Beugung scheinbar
reflektiert. Ein Reflex entsteht. Dieser Zusammenhang kann durch die BRAGG-
Bedingung beschrieben werden: Die gebeugten und in gleiche Richtung emittierten
Strahlen besitzen einen Gangunterschied, der einem ganzzahligen Vielfachen der
Wellenldnge des verwendeten Rontgenlichts entspricht. Praktisch ist die Ebenenschar
verschmolzen. Fiir alle anderen Ebenenscharen im Kristall kommt es zur Ausloschung.
Stets lassen sich ndmlich fiir diese Ebenenscharen zwei Ebenen finden, deren reflektierte

Rontgenstrahlen einen Gangunterschied von 180° aufweisen.
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Somit wird letztlich die Intensitit der gebeugten Rontgenstrahlung auf Kosten einer
Ebenen- und Richtungsauswahl dramatisch erhoht. Diese Auswahl (Gesamtheit der
Reflexe) ist aber immer noch gro3 genug, um die Struktur eines Molekiils mit atomarer
Genauigkeit zu bestimmen. Mathematisch stellt die Streuung am Kristall eine Fourier-

Transformation dar (Rhodes, 1993; Ladd & Palmer, 1994; Dunitz, 1995):

27 (hx+ky+iz)

Fhkl:jjjp(xﬂyaz)e dxdydz

Xyz

(Rhodes, 1993).

Fpy ist ein sogenannter Strukturfaktor , p(x,y,z) beschreibt die Elektronendichte im Punkt

2ri(hx+ky+l . g . . . .
mih ki) oine dreidimensional harmonische Funktion mit der Frequenz

(x,y,7) und e
hkl. Die Elektronendichteverteilung der Elementarzelle kann folglich durch
entsprechende Riicktransformation bei Kenntnis von Intensitit bzw. Amplitude und

Phase aller Reflexe berechnet werden:

1 —2m(hx+ky+iz
,O(x,y,Z):;Zh:Zk:Zl:Fhkze e

(Rhodes, 1993).

Die Intensitit eines Reflexes kann unmittelbar gemessen werden. Daraus kann die
Amplitude |Fju| berechnet werden. Fiir die Bestimmung der Phase gibt es verschiedene

Methoden, z.B. den ,,Molekularen Ersatz* (Rhodes, 1993; Ladd & Palmer, 1994).

Die Qualitdt der gemessenen Reflexen wird zumeist durch den R,,.r.-Faktor beschrieben.
Dabei werden Abweichungen von der mittleren Intensitét fiir alle Reflexe praktisch

aufsummiert und zur Summe der Intensititen der gemessenen Reflexe ins Verhiltnis
gesetzt. I; stellt die Intensitéit des Reflexes hkl in der i-ten Messung dar. I beschreibt die

mittlere Intensitit des Reflexes hkl fiir alle Messungen. Ein moglichst kleiner Wert

scheint die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Strukturbestimmung zu sein.
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Rur=100 X111 /251,

hkl i hkl i

Jedoch wichst diese Zahl immer bei einer Zunahme der Anzahl von Reflexen,
insbesondere bei einer groleren Redundanz der gemessenen Daten. Diese fiihrt dagegen
zu einer hoheren Genauigkeit der experimentellen Werte. Fiir eine sinnvolle Normierung
werden daher zusétzliche Faktoren eingefiihrt. So ist die Berechnung des ,,Redundancy-
Independent®-Ryerge-Faktors  (Rim) bzw. ,,Precision-Indicating®-Rumerge-Faktors  (Rpim)

moglich (Weiss & Hilgenfeld, 1997).

R.=100 2N /(N-D X|r-1|/XX1

hkl hkl

R..=100 2|1/ (N-D) X|1-1|/>31

hkl hkl
N stellt die Anzahl der Messungen fiir den Reflex Akl dar.

Zur Beurteilung der Qualitét einer Struktur haben sich der kristallographische R-Faktor
bzw. Rgee-Faktor bewihrt. Beim R-Faktor werden die ,,Ldngenunterschiede® zwischen
den Reflexen des Beugungsexperimentes und den aus der Struktur berechneten Vektoren
aufsummiert. AnschlieBend wird diese Zahl zur Gesamtheit der gemessenen Reflexe ins
Verhiltnis gesetzt. Der Rge.-Faktor wird nur auf Grundlage einer Auswahl von Reflexen
(z.B. 10 %), gegen die nicht verfeinert wurde, bestimmt. Die Berechnung erfolgt in

gleicher Weise (Briinger, 1992; Rhodes, 1993):

/>IF.

R.. =100 X|F|-IF.
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3. Ergebnisse

3.1. In-silico-Untersuchungen zur Charakterisierung der Mip-Proteine

3.1.1. Vergleich der dreidimensionalen Struktur des Mip-Proteins von Legionella

pneumophila und DsbC aus Escherichia coli

Seit einiger Zeit ist die dreidimensionale atomare Struktur des Mip-Proteins von
Legionella pneumophila aufgekldart. Das Protein ist ein Homodimer mit einer
ungewohnlichen V-Form (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). Die Einzelheiten sind im
Kapitel ,,1.3.1. Das Mip-Protein aus Legionella pneumophila” beschrieben. DsbC ist eine
periplasmatische Disulfid-Isomerase aus Escherichia coli. Dieses Enzym katalysiert die
Umlagerung von Disulfid-Briicken, die durch DsbA wéhrend der Faltung von Proteinen
eingefiihrt worden sind (Sone et al, 1997). AuBerdem besitzt es Chaperon-
Eigenschaften, unabhédngig von seiner Isomerase-Aktivitit. DsbC ist in der Lage, die
Reaktivierung von durch GdnHCl-denaturierter GAPDH zu beschleunigen und die
Aggregation des Enzyms wéhrend der Riickfaltung zu verringern (Chen et al., 1999).

Die Kristallstruktur zeigt, dal DsbC ebenfalls ein Homodimer mit einem Molekular-
gewicht, dhnlich dem Mip-Protein von Legionella pneumophila, von etwa 46 kDa ist.
Auflerdem erinnert die rdumliche Organisation des DsbC-Molekiils in iiberraschender
Weise an die ,,Form* des ,,Macrophage-Infectivity-Potentiator“-Proteins aus Legionella
pneumophila (Abbildungen 3.1.1. und 3.1.2.): Auch in diesem Protein wird die
Dimerisierung ausschlieBlich iiber die N-terminale Domine vermittelt. Dabei ist jedoch
zu bemerken, dafl die Dimerisierungsdoméne in DsbC iiberwiegend aus P-Faltblittern
gebildet wird; die N—terminale Doméne im Mip-Protein ist ausschlieBlich o-helikal
organisiert. Danach folgt in beiden Molekiile eine von jedem Monomeren nach ,,aullen*
weisende Verbindungshelix in die C-terminale Doméane. Wéhrend im Mip-Protein von
Legionella pneumophila diese Domdne Homologie zu den FK506-Bindeproteinen
aufweist, besitzt sie in DsbC die Struktur des Thioredoxins (McCarthy et al., 2000;
Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001).
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FKBP-ihnliche Doméne

Abbildung 3.1.1.: Dreidimensionale Struktur des Mip-Proteins von Legionella pneumophila (Riboldi-
Tunnicliffe et al., 2001). PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde

mit ,,BobScript” (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) erstellt.

Thioredoxin-dhnliche Domiéine

Verbindungshelix (o-helikal und
3 10-Helix)

N-terminale Dimerisierungsdoméne(n)

Abbildung 3.1.2.: Dreidimensionale Struktur von DsbC aus Escherichia coli (McCarthy et al., 2000). PDB
ID: 1EEJ (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Fiir die Generierung des Bildes wurden die
Programme ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,Raster3D“ (Merritt & Bacon, 1997)

verwendet.

Obwohl die Verbindungshelix zwischen der N- und C-terminalen Doméne im DsbC-
Protein wesentlich kiirzer ist (45 o-helikale Reste im Mip-Protein gegeniiber 16
o—helikalen Resten und vier Reste in einer 3;p-Helix in DsbC) weisen die FK506- bzw.
Thioredoxin-dhnlichen Doménen in beiden Dimeren den gleichen Abstand auf. In DsbC
wird die geringere Lange der Verbindungshelices durch einen groeren Winkel zwischen

diesen ausgeglichen. Dies wird in der Abbildung 3.1.3. deutlich.
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Abstand zwischen den C-terminalen Doménen

Abbildung 3.1.3.: Uberlagerung der dreidimensionalen Struktur von Mip (blau) und DsbC (braun). PDB
IDs: 1FD9 und 1EEJ (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Die Orientierung der Molekiile
erfolgte mit dem Programm ,,ALIGN* (Cohen, 1997). Das Bild wurde mit Hilfe von ,,BobScript* (Kraulis,
1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) generiert.

Die Ahnlichkeit in der ,,Form*“ (relative Position der einzelnen Dominen zueinander)
zwischen der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase Mip von Legionella pneumophila und
der Disulfid-Isomerase bzw. dem Chaperon DsbC ist verbliiffend. Natiirlich bestimmt die
dreidimensionale Struktur eines Proteins wesentlich seine Eigenschaften und damit
mogliche Funktionen. Proteine mit einer dhnlichen (ungewohnlichen) ,,Form* kénnten
gleichartige Eigenschaften bzw. Funktionen besitzen. Daher wurde fiir das ,,Macrophage-
Infectivity-Potentiator“-Protein neben der enzymatischen auch eine chaperonartige
Aktivitdt vermutet. Diese Hypothese mufite in biochemischen Experimenten im Rahmen
dieser Arbeit gepriift werden. Interessanterweise zeigten die bei der Rontgen-
strukturanalyse verwendeten Kristalle von DsbC Variationen in einer Dimension der
Elementarzelle. Diese wurden durch eine unterschiedliche Kriimmung der Verbindungs-
helix zwischen der N- und C-terminalen Domine verursacht (McCarthy et al., 2000). Es
ist bemerkenswert, da3 auch fiir das Mip-Protein von Legionella pneumophila aufgrund
dieser Flexibilitdt eine Nichtisomorphie flir verschiedene Kristalle beobachtet werden

konnte.

56



ERGEBNISSE

3.1.2. Analyse des erweiterten ..Methionin-Zippers* im Mip-Protein von Legionella

pneumophila

Ein besonderes strukturelles Ensemble im Mip-Protein von Legionella pneumophila stellt
sicher der erweiterte ,,Methionin-Zipper“ dar. Dieser wird {liber die Dimerisierung
gebildet. Helix 1 und 2 der N-terminalen Doméne beider Monomere formen zusammen
ein ungewohnliches, da um 45° ,verkantetes* und vollstindig antiparalleles, ,,Four-
Helix-Bundle®“. In einer Ebene dieses ,,Bundle® stehen sich Methionin-Seitenketten der
Helix 2 direkt gegeniiber. AuBerdem kommt es zu Wechselwirkungen zwischen Met-46
des einen und Val-33’ des anderen Monomers. Damit entsteht der Eindruck eines um
eine Helixwindung verschobenen dreizdhnigen ,,Methionin-Zippers®“. Dies ist in den
Abbildungen 3.1.4. und 3.1.5. verdeutlicht. Das Schwefel-Atom der Seitenkette von

Met-46 ist vom umgebenden Medium frei zugénglich (Abbildung 3.1.7.).

Helix 2’
Helix 1’

Helix 1

Helix 2

Abbildung 3.1.4.: Blick auf die N-terminale Doméne des Mip-Proteins von Legionella pneumophila PDB
ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das ,,Four-Helix-Bundle® ist deutlich zu
erkennen. Fiir die Darstellung konnten ,,BobScript” (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt

& Bacon, 1997) verwendet werden.
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Met-46’ Val-33

Met-42° Met-38
Met-38’ Met-42
Val-33’ Met-46
Helix 2° Helix 2

Abbildung 3.1.5.: Der ,Methionin-Zipper in der N-terminalen Doméne wird zwischen den Helices 2
beider Monomere ausgebildet. PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild
wurde mit den Programmen ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon,

1997) generiert.

Met-38
Met-42
Met-46

Abbildung 3.1.6.: Raumfiillendes Modell des monomeren Mip-Proteins von Legionella pneumophila PDB
ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Die Schwefel-Atome des ,,Zippers® (Met-38,
Met-42 und Met-46) sind in Orange dargestellt. Das Programm ,PyMOL“ (DeLano, 2002;

http://www.pymol.org ) ist fiir diese Darstellung verwendet worden.
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Met-46

Abbildung 3.1.7.: Das dimere, biologisch aktive Mip-Protein von Legionella pneumophila in raum-

fiillender Darstellung, generiert mit Hilfe von ,,PyMOL* (DeLano, 2002; http://www.pymol.org). PDB ID:

1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Schwefel-Atom des Methionin-Restes 46 ist

Orange dargestellt. Das Atom ist offensichtlich vom umgebenden Medium aus zugénglich. Met-46 ist

Bestandteil des ,,Methionin-Zippers*.

In diesem Zusammenhang muf} erwéhnt werden, dafl das dimere Mip-Protein vorwiegend
iiber hydrophobe Wechselwirkungen der Helix 1 und 2, auch der Methionin-Reste,
zusammengehalten wird. Eine mogliche Oxidation der Schwefel-Atome fiir die Reste
Met-38, Met-42 und Met-46 verringert die Hydrophobizitdt der entsprechenden Seiten-
ketten. Dies miifite eine Reduktion der Wechselwirkungen zwischen den Monomeren zur
Folge haben. Die eingefiihrten Sauerstoff-Atome konnten die Dimerisierung auch
sterisch behindern. Auflerdem ist Helix 2 eine amphipathische Helix (Abbildung 3.1.8.).
Die Methionin-Reste sind am Aufbau der hydrophoben Seite beteiligt. Somit kann es
ebenfalls zur Destabilisierung der Sekundérstruktur durch die Oxidation kommen. Dieses
sollte ebenfalls zu einer Erhohung der Dimerisierungsenthalpie und damit Destabi-
lisierung des Dimers fithren. Somit konnte der erweiterte ,,Methionin-Zipper* einen
»Schalter fiir den Wechsel des Mip-Protein von Legionella pneumophila zwischen der
dimeren und monomeren Form in Abhéngigkeit vom Redoxzustand der Umgebung
darstellen. Dieses mufite in nachfolgenden Experimenten untersucht werden. Offen-
sichtlich konnen iiber den oligomeren Zustand eines Proteins weitere Funktionen

beeinfluBt bzw. reguliert werden.
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Surface Potential 1D 0.000

Abbildung 3.1.8.: Darstellung des
Oberflachenpotentials der Helix 2 im
Mip-Protein von Legionella pneumo-
phila PDB ID: 1FD9 (Berman et al.,
2000; http://www.rcsb.org/pdb/).

Das Bild wurde mit dem Computer-
programm ,,GRASP* (Nicholls et al.,
1991) erstellt.

Interessanterweise werden auch im DsbC-Protein iiber die Dimerisierung vier Methionin-
Reste zueinander bzw. zu weiteren hydrophoben Resten in rdumliche Ndhe gebracht.

Dieses ist in den Abbildungen 3.1.9. und 3.1.10. dargestellt.

Met-27 Met-27"

Abbildung 3.1.9.: ,Seitenansicht* der Dimerisierungsdoménen von DsbC. In der Dimerisierungsebene des
DsbC-Dimers von Escherichia coli stehen sich zwei Methionin-Reste (Met-27 und Met-27’) unmittelbar
gegeniiber. PDB ID: 1EEJ (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/ ). ,,BobScript™ (Kraulis, 1991;

Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) dienten fiir die Erstellung des Bildes.
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Hle-47" Ile-47
Tyr-38 Tyr-38’

Met-51 Met-51°

/\

Met-27 Met-27

Abbildung 3.1.10.: Neben der Interaktion der Reste Met-27 und Met-27” kommt es zur Ausbildung von
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Met-51 und Tyr-38 (Met-51" und Tyr-38’) des einen sowie Ile-
47’ (lle-47) des anderen Monomers. PDB ID: 1EEJ (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Die

»Seitenansicht® der Abbildung 3.1.10. wurde um 45° gedreht. Zur Vereinfachung sind nur die Seitenketten
der erwdhnten Aminosdurereste vergrofert dargestellt. Wiederum wurden ,,BobScript™ (Kraulis, 1991;

Esnouf 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) verwendet.

3.1.3. Sequenzvergleich der Mip-Proteine von Legionella pneumophila und

Chlamydia pneumoniae

1 20 iy Bl 8 100

I + + + |

leg_pneu ATOATSLA=TOKDKLS YS TGADL GKMF=ENOGIDYMPERRAKGAODANSGAOLAL TEQUHKDVLHEF UKILAAKE
chl_pneu  LSYRSCOVRSKDKDKDOGSLYEYKDONKOTHOLEL SONOKLSRTFGHLLARMLRESEDHFFOIREYAKGLOREL YCKSAPL TETEYEERHAEYOKLY ===
COMSENSUS o \vrrrnrnrnassrrsssssnnes aklandia, s0n#KLSrsiGadl ar 81, Knédidf $iaanAkGilaatzcagaal TEqéne fkiaefiidl. , ..

1|.01 120 140 160 180 200

I
leg_pneu  TREFHEERDENEYKGEAFL TENERKPGYY=YLPSGLOYEY THRGHGYKPGRSD TYTYEY TGRLIDGTYFDSTEKTGKPATFOYSOY IPGHTEAL DLAPAG
chl_pneu =-—FEKESKENLSLAEKFLEENSKRAGYYEYOPSKLOYETTKEGRGKATSGKPSALLHYKGSE INGOYT SSSEGNREFTLLPLGAT IPGFALGHOGHEEG

Consensus .. FEkEadENLslabaFl kEMknnaGYY , VaPSeLOTE ! Inababkaigpkdsal LeYkbr LT #hqVF dSstpnnefal Lglglt IPGF aratdpikah

2k 20 24 53
I + + I
leg_pneu  STHEIVVPSGLAYGPRSYGGPIGPHETL IFKIHL ISVEESS
chl_pneu ETRVLYTHPDLAYG=~~TAGOLPPRSLLIFEINL TQASADEYARVIMQEGHOGE
Conzensus  eTreiY!hpdLAYG, , .tabqigPHell TFelnl Iqakade. . ...oovavees

Abbildung 3.1.11.: Sequenzalignment zwischen den Mip-Proteinen von Legionella pneumophila und

Chlamydia pneumoniae. Der Primérstrukturvergleich wurde mit Hilfe des Programmes ,MultAlin“

(http://prodes.tolouse.inra. fr/multalin/multalin.html) durchgefiihrt (Corpet, 1988).
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Es ist bemerkenswert, dafl sich im Mip-Protein von Legionella pneumophila nicht ein
einziger Cystein-Aminosdurerest findet. Das Mip-dhnliche Protein von Chlamydia
pneumoniae ist im Vergleich zum verwandten Molekiil aus Legionella pneumophila N-
und C-terminal erweitert. Auerdem besitzt es keinen ,,Methionin-Zipper*. Dafiir finden
sich an den entsprechenden Positionen in der Sequenz andere hydrophobe Reste: Phe-60,
Val-65, Leu-69, Leu-73. Deren Modifizierung durch reaktive Sauerstoffspecies ist
weitaus seltener (Stadtman & Levine, 2003). Fiir das Mip-dhnliche Protein von
Chlamydia pneumoniae konnte somit die ,,Dissoziation® des Dimers durch Oxidation

keine Bedeutung besitzen.

Auch in anderen Legionella-Arten findet man den Austausch von Methionin-Resten
gegen andere hydrophobe Reste. So ist z.B. in Legionella drancourtii oder Legionella
Iytica Met-38 gegen einen Leucin-Rest substituiert. In Legionella waltersii sind Met-38
und Met-46 durch Leucin bzw. Isoleucin ersetzt. Dies hat eine Datenbanksuche mit der
Sequenz der Helix 2, PEAMAKGMQDAMS, unter Verwendung des Programmes
»NCBI BLAST2“ (http:/www.expasy.org.tools/blast/) ergeben (Altschul et al., 1997).

Das Mip-dhnliche Protein von Chlamydia pneumoniae besitzt zwei Cystein-Reste in der
N-terminalen Doméne: Cys-6 und Cys-75. Cys-6 ist vermutlich Bestandteil einer
,Lipoprotein-Attachment-Site”. Bei der Motivsuche mit dem Programm ,,PROSITE*

(http://www.expasy.org/prosite/) konnte eine entsprechende Sequenz im Molekiil

identifiziert werden. So befindet sich der Aminosiurerest Cys-6 an der Position 15-35
des Vorlaufermolekiils. AuBlerdem finden sich zwei Arg-Aminosdurereste unter den
ersten sieben Resten des translatierten Proteins (Hayashi & Wu, 1990; Hulo et al., 2004).
Cys-75 liegt an der Dimerisierungsfliache eines moglichen Dimers, wie die Modellierung
eines Monomers dieses Proteins mit Hilfe des Computerprogramms ,,SWISS-MODEL*
(http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html) ergeben hat (Schwede et al.,
2003). Dies wird durch die Abbildung 3.1.12. erkennbar.
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Abbildung 3.1.12.: Raumfiillendes Modell des Mip-dhnlichen Proteins von Chlamydia pneumoniae. Das
Modell umfaft lediglich die Reste 49 (Ala) bis 230 (Asp). Methionin-Reste in der N-terminalen Doméne
sind in Gelb, Cys-75 in Rot dargestellt. Bei der Darstellung wurde das Programm ,,PyMOL* (DeLano,

2002; http://www.pymol.org ) verwendet.

Es ist moglich, da auch der oligomere Zustand des Mip-dhnlichen Proteins aus
Chlamydia pneumoniae durch den Red-Ox-Zustand des umgebenden Mediums bestimmt
wird. In diesem Falle sollten jedoch reduzierende Bedingungen zur Monomerisierung

durch die Losung einer Disulfidbriicke fiihren.

3.1.4. Theoretische Untersuchungen zur Verinderung des CD-Spektrums in Abhéin-

oigkeit von verschiedenen Konformationsinderungen der N-terminalen Doméine

des Mip-Proteins von Legionella pneumophila

Eine mogliche Oxidation der Methionin-Reste im ,,Zipper* fiihrt offensichtlich zu einer
Verringerung des amphipathischen Charakters der Helix 2 in der N-terminalen Doméne.
Dies konnte zum Verlust der helikalen Struktur in diesem Bereich des Molekiils fiihren.
Ausgehend von dieser Verdnderung sind weitere Umordnungen in der
Dimerisierungsdoméne denkbar. Somit sollte es in Abhédngigkeit von der Art und dem
Umfang der Reorganisation im Mip-Molekiil zu Verdnderungen im CD-Spektrum
kommen. Eine theoretische sowie quantitative Analyse dieser Verdnderung wurde mit

Hilfe des Computerprogrammes ,,k2d* (http://www.embl-heidelberg.de/~andrade/k2d/)

versucht (Andrade et al., 1993; Merelo et al., 1994). Es gestattet die Generierung von
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CD-Spektren zwischen 200 nm und 240 nm. Dazu muss allein der Anteil der o-helikalen
und [B-faltblattartigen Struktur im Proteinmolekiil bekannt sein. Der Rest wird als
,»Random-Coil* in die Berechnung miteinbezogen. Fiir das Mip-Molekiil von Legionella
pneumophila wurden fiinf Spektren, gezeigt in der Abbildung 3.1.13., generiert. Thre
Parameter sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefaf3t. Als Grundlage diente die
Analyse der Struktur des Mip-Proteins (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001) beziiglich des
Anteils verschiedener Sekundérstrukturen mit Hilfe von ,,DSSP* (Kabsch & Sander,
1983).

Annahme Anteil o-Helix Anteil B-Faltblatt
»hatives® Mip 0,408 0,206

(87 Reste) (44 Reste)
Helix 2 entfaltet zu ,,Random- 0,347 0,206
Coil* (74 Reste) (44 Reste)
gesamte N-terminale Doméne 0,253 0,206
stellt ,,Zufallsknduel“ dar (54 Reste) (44 Reste)
Helix 2 wird durch 0,347 0,268
Sulfoxidation zu B-Faltblatt (74 Reste) (57 Reste)
die N-terminale Doméne 0,253 0,361
wandelt sich vollstédndig in - (54 Reste) (77 Reste)
Faltblatt um
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Wellenldnge in nm

210 215 220 225 0 245

Elliptizitat

Abbildung 3.1.13.: Theoretische CD-Spektren fiir das Mip-Protein von Legionella pneumophila:
- entsprechend der durch die Rontgenstrukturanalyse bestimmten Struktur
- mit entfalteter Helix 2 (,,Random-Coil*)

- mit der gesamten N-terminalen Domiine als ,,Zufallsknduel*

Die Moglichkeit der Strukturverdnderungen in der Verbindungshelix zwischen der
Dimerisierungs- und der FKBP-dhnlichen Doméne wurde nicht betrachtet. Unter-
suchungen an einem N-terminal verkiirzten Fragment [Mip"’2'?] hatten keine Hinweise
auf eine Verdnderung der Sekundirstruktur im Rest der langen Helix durch den Verlust
der Dimerisierungsdomédne ergeben (Kohler et al, 2003). Somit erscheint eine
Beeinflussung der Struktur der Verbindungshelix durch Verdnderungen in der N-

terminalen Doméne unwahrscheinlich.

Eine erkennbare relative Intensititszunahme flir das Minimum bei 208-210 nm tritt nur
bei vollstaindiger Umwandlung der N-terminalen Doméne in ein ,,Random-Coil* auf.
Auch eine leichte Verschiebung des ,,Nulldurchganges (hin zu einer niedrigeren
Wellenldange) kann in diesem Falle vermutet werden. Die Entstehung von B-Faltblatt-
artigen Strukturen fiihrt dagegen zu CD-Spektren mit einem vollig verschiedenen

Charakter.
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3.1.5. Analyse der prokarvotischen Signalsequenz in der N-terminalen Domiine des

Mip-ihnlichen Proteins von 7Trypanosoma cruzi

Bereits Moro et al. erwdhnen eine prokaryotische Signalsequenz im Mip-dhnlichen
Protein von Trypanosoma cruzi (Moro et al., 1995). Bei der Motivsuche mittels

»PROSITE* (http://www.expasy.org/prosite/) wurde im Vorldaufermolekiil die Sequenz

einer ,,Lipoprotein-Attachment-Site” identifiziert. Der erste Aminosiurerest im trans-
latierten Protein stellt ein Methionin dar. AuBBerdem findet sich in der Position 13 fiir das
unprozessierte Molekiil ein Cystein-Rest. Daneben ist mit Arg-3 eine positiv geladene
Aminosdure innerhalb der ersten sieben Reste vorhanden (Hayashi & Wu, 1990; Hulo et

al., 2004).

3.2. Untersuchungen zur Chaperon-Aktivitit der Mip-Proteine von Legionella

pneumophila und Chlamydia pneumoniae

Das Mip-Protein von Legionella pneumophila zeigt eine verbliiffende Ahnlichkeit in der
rdumlichen Organisation zum Chaperon DsbC von Escherichia coli (Chen et al., 1999;
McCarthy et al., 2000; Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). Beide Molekiile sind Dimere
mit einem &dhnlichen Molekulargewicht. AuBBerdem weisen sie eine ungewohnliche V-
Form auf. Daher sollte auch fiir verschiedene Mip-Proteine gepriift werden, ob sie

Chaperon-Aktivitit besitzen.

3.2.1. Charakterisierung der Mip-Proteine im Citrat-Synthase-Aggregationsassay

Zum Nachweis einer Chaperon- bzw. Chaperon-dhnlichen Aktivitdt stellt ein Citrat-
Synthase-Aggregationsassay eine etablierte Methode dar (Buchner et al., 1998). Citrat-
Synthase ist ein dimeres mitochondriales Protein mit einem Molekulargewicht von
ungefdhr 50 kDa. Das Molekiil ist ein natiirliches Substrat von GroE (Horwich et al.,
1993), o-helikal organisiert und wird bei hoheren Temperaturen schnell inaktiviert. Die
vorangehenden strukturellen Verdnderungen fithren zu unspezifischen hydrophoben
Wechselwirkungen und letztlich zur Aggregation des Proteins (Jakob et al., 1995). Es
kommt zu einer Triibung der Losung (Lichtstreuung). Diese kann leicht mit einem

Spektrophotometer verfolgt werden. Molekulare Chaperone sind nun in der Lage, diesen
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Prozess zu inhibieren, indem sie die Konzentration von partiell entfalteten Intermediaten

durch deren Bindung gering halten (Buchner et al., 1991, Kiethaber et al., 1991).

3.2.1.1. Untersuchungen am Mip-Protein von Legionella pneumophila

1 uM Citrat-Synthase wurden zusammen mit 10 UM Mip-Protein von Legionella
pneumophila bei 45°C inkubiert. Zum Vergleich diente ein Ansatz ohne Mip-Protein; als
Kontrollen die Inkubationen von Citrat-Synthase (20°C) bzw. des Mip-Proteins von
Legionella pneumophila (Inkubationstemperatur: 45°C). Der zeitliche Verlauf der
Extinktionen fiir die verschiedenen Ansitze ist in der Abbildung 3.2.1. dargestellt.
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Abbildung 3.2.1.: Zeitlicher Verlauf der Aggregation von Citrat-Synthase mit und ohne Mip-Protein von
Legionella pneumophila, inkubiert bei 45°C. Als Mal} dient die Extinktion der Losungen bei 360 nm.
Kontrollansétze: Inkubation von Citrat-Synthase bei 20°C sowie LpMip bei 45°C. Das Verhéltnis von
Citrat-Synthase zu LpMip betrug 1:10.

Offensichtlich ist das Mip-Protein von Legionella pneumophila in der verwendeten
Konzentration nicht in der Lage, die Aggregation von Citrat-Synthase zu verringern. Im
Gegenteil, es kommt sogar zur Zunahme der Extinktion bei 360 nm unter dem Einflu3
von LpMip, die als MaB fiir die Menge des denaturierten Proteins in diesem Ansatz dient.

Dieser Effekt kann nicht durch aggregiertes Mip-Protein erklart werden, da es im Ansatz
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allein mit dem Mip-Protein von Legionella pneumophila bei 45°C zu keiner Extinktions-

erhohung kommt.

Das Mip-Protein von Legionella pneumophila stellt eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerase dar. Diese Enzyme beschleunigen die Isomerisierung einer Peptidyl-Prolyl-
Imidbindung wéhrend der Proteinfaltung. Es ist denkbar, dall diese Féahigkeit auch zu
einer effektiveren Entfaltung von Citrat-Synthase bei erhohter Temperatur beitragt.
Somit konnte eine Chaperon-artige Aktivitit maskiert werden. Zum Ausschlu3 dieses
Mechanismus’ sollte die LpMip-Mutante F202Y mit einer Isomeraserestaktivitit von
0,9 % (personliche Mitteilung von Dr. Thilo Kamphausen, Max-Planck-Forschungsstelle
fiir Enzymologie der Proteinfaltung in Halle) im Aggregationsassay untersucht werden.
1 uM Citrat-Synthase konnten mit 10 uM der LpMip-Mutante F202Y bei 45°C versetzt
werden. In einem Vergleichsansatz wurden 1 uM Citrat-Synthase mit 10 uM wtMip bei
45°C inkubiert. AuBlerdem sollten zwei Kontrollen allein mit ,,Condensing-Enzyme* bei
45°C bzw. 20°C mitgefithrt werden. Die Ergebnisse der Triibungsmessungen sind in

Abbildung 3.2.2. zusammengefalit.
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Abbildung 3.2.2.: Triibung von Ansdtzen mit Citrat-Synthase und der Mutante F202Y des Mip-Proteins

von Legionella pneumophila sowie wtMip-Protein, inkubiert bei 45°C. Die Konzentration der Citrat-
Synthase betrug 1 LUM. Die Mutante F202Y sowie das Wildtyp-Mip-Protein wurden in einer Konzen-

tration von 10 uM eingesetzt. Kontrollen: Citrat Synthase bei 45°C bzw. 20°C.
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Durch die Mutante F202Y, mit einer dramatisch reduzierten PPiase-Aktivitat, kommt es,
wie beim wtMip-Protein, zu einer Zunahme der Extinktion bei 360 nm wéhrend der
Inkubation mit Citrat-Synthase. Die Mutante selbst aggregiert nicht bei 45°C, da eine

Triibung im Kontrollansatz (allein mit F202Y) nicht beobachtet werden konnte.

3.2.1.2. Experimente mit dem Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae

Das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae stellt ein Homologes des bisher
untersuchten Molekiils aus Legionella pneumophila dar. Es weist, insbesondere im C-
terminalen Bereich, eine hohe Sequenzidentitit auf. Somit sollte dieses Protein eine
dhnliche dreidimensionale Struktur wie das LpMip besitzen. Aus diesem Grunde scheint
auch eine Ubereinstimmung in der Form zum DsbC-Chaperon von Escherichia coli
wahrscheinlich. Die Hypothese, da3 die ungewohnliche dreidimensionale Organisation
dieses Molekiils eine Chaperon-dhnliche Aktivitit ermoglicht, sollte daher auch am Mip-

Protein von Chlamydia pneumoniae tiberpriift werden.

Dazu war es notwendig, 1 uM Citrat-Synthase zusammen mit 12 uM des Mip-Proteins
von Chlamydia pneumoniae bei 45°C zu inkubieren. Zum Vergleich dienten Proben
allein mit Citrat-Synthase (Inkubationstemperatur: 45°C bzw. 20°C). Wiederum wurde
die Extinktion bei 360 nm als Mal fiir die Menge des aggregierten Citrat-Synthase-
Proteins verwendet (Abbildung 3.2.3.).

Das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae ist im ungefihr zehnfachen Uberschuf in
der Lage, die Aggregation von Citrat-Synthase bei 45°C vollstidndig zu verhindern. Es

zeigt somit Chaperon-dhnliche Eigenschaften.

Im folgenden sollten verschiedene Konzentrationen des Mip-Proteins von Chlamydia
pneumoniae auf ihre Fihigkeit untersucht werden, die Aggregation von Citrat-Synthase

bei erhohter Temperatur zu inhibieren.

Dazu wurden 1 uM Citrat-Synthase mit 6 UM bzw. 2 uM CpMip versetzt. Zur Kontrolle
wurde eine Probe ohne Mip-Protein verwendet. Die Inkubationstemperatur betrug 45°C.
Der Verlauf der Extinktion bei 360 nm ist durch die Kurven der Abbildung 3.2.4.
dargestellt.
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Extinktion bei 360 nm
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Abbildung 3.2.3.: Einflul des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae auf die Aggregation von Citrat-

Synthase bei 45°C. Die Konzentration der Citrat-Synthase betrug 1 uM. CpMip wurde im UberschuB3 von

etwa 12 uM eingesetzt. Die Kontrollansdtze enthielten allein Citrat-Synthase und wurden bei 20°C bzw.

45°C inkubiert.
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Abbildung 3.2.4.: Untersuchungen zur Verhinderung der Aggregation von Citrat-Synthase bei 45°C durch

verschiedene Konzentrationen des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae. Das Verhéltnis Citrat-

Synthase zu CpMip betrug 1:2 bzw. 1:6. Im Kontrollansatz war kein CpMip vorhanden.
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Die Aggregation von Citrat-Synthase bei 45°C (gemessen durch die Extinktionszunahme
bei 360 nm) zeigt eine deutliche Abhédngigkeit von der Konzentration des eingesetzten

Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae innerhalb der untersuchten Grof3enordnung.

Zur weiteren Kontrolle konnte hitzeinkubiertes Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae
auf seine Féahigkeit untersucht werden, die Aggregation von Citrat-Synthase bei erhohter
Temperatur zu verhindern. Durch die Erwdrmung auf 100°C sollte es zu einem Verlust
der Struktur und damit auch seiner Chaperon-édhnlichen Funktion kommen. 1 uM Citrat-
Synthase mufiten mit 10 uM hitzeinkubiertem (erwédrmt fiir 10 Minuten auf 100°C und
abzentrifugiert) Chlamydia-Mip-Protein versetzt werden. Zum Vergleich wurde in einem
Ansatz CpMip verwendet, daf} fiir 10 Minuten bei 20°C gehalten worden war. Au3erdem
wurde eine Probe allein mit Citrat-Synthase mitgefiihrt. Fiir alle drei Ansédtze wurden bei
45°C die Extinktionen (Wellenldnge: 360 nm) zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.

Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.2.5. zusammengefalt.
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Abbildung 3.2.5.: Aggregation von Citrat-Synthase in Gegenwart von hitzeinkubiertem Mip-Protein von
Chlamydia pneumoniae. Zur Kontrolle wurden Proben mit bei 20°C gehaltenem CpMip sowie Puffer
verwendet. Das Verhéltnis von CpMip- zu Citrat-Synthase-Monomeren betrug 10:1.

Offensichtlich zeigt auch das fir 10 Minuten auf 100°C erhitzte Mip-Protein von

Chlamydia pneumoniae Chaperon-artige Aktivitit. Dieses Ergebnis war zundchst sehr
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iiberraschend. Interessanterweise konnte nach der Erwérmung und Zentrifugation des

CpMip keine Proteinaggregation abgetrennt werden.

In den vorangegangenen Experimenten war es bisher nur mdglich, eine sogenannte
,Haltefunktion” fiir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae nachzuweisen. Ein
Chaperon sollte dariiber hinaus zur Renaturierung unphysiologischer Proteinstrukturen
beitragen. In einem weiteren Versuch sollte diese Eigenschaft fiir das CpMip untersucht
werden. Im einzelnen wurden zwei Ansitze mit 1 uM Citrat-Synthase fiir 70 Minuten bei
45°C inkubiert. Wahrend dieses Zeitraumes wurde die Extinktion der Losung bei 360 nm
bereits fortlaufend bestimmt. Danach erfolgte die Zugabe von 10 uM vorgewarmtem
Mip-Protein aus Chlamydia pneumoniae. In der Kontrolle muBlte allein der Puffer des
vermuteten Chaperons verwendet werden. AuBlerdem wurde eine Probe mit Citrat
Synthase bei 20°C mitgefiihrt. Diese war mit Puffer ergéinzt worden. Weitere Messung
der Extinktionen bei 360 nm fiir die einzelnen Losungen zeigten leider, daf3 das Mip-
Protein von Chlamydia pneumoniae nicht in der Lage ist, thermisch denaturierte Citrat-

Synthase wieder zu renaturieren (Abbildung 3.2.6.).
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Abbildung 3.2.6.: Bestimmung der Fihigkeit zur Renaturierung von thermisch denaturierter Citrat-
Synthase durch CpMip. Die Zugabe des vermuteten Chaperons erfolgte nach 70 Minuten. Ein Kontroll-
ansatz bei 45°C wurde mit 20 mM HEPES pH 7,0 erginzt. Weiter wurde Citrat-Synthase bei 20°C
inkubiert. In diesem Falle erfolgte die Zugabe von Mip-Protein. Die Konzentration von Citrat Synthase

betrug 1 UM und von CpMip 10 uM.
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Auflerdem zeigen beide bei 45°C inkubierte Ansitze eine verringerte Citrat-Synthase-
Aggregation. Dies konnte eine Folge der Durchmischung in den Losungen nach Zugabe

des CpMip-Proteins bzw. der Puffer-Losung sein.

3.2.2. Experimente zur Bestiticung der Chaperon-dhnlichen Aktivitit des Mip-

Proteins von Chlamydia pneumoniae im Ndel-Testsystem

Ndel ist ein Restriktionsenzym aus Neisseria denitrificans. Der zirkuldre Vektor pBR-
322 enthélt eine Schnittstelle fiir dieses Enzym und sollte daher durch die nukleolytische
Aktivitét linearisiert werden. Dieses kann durch Elektrophorese der DNA nachgewiesen
werden. Ndel wird durch Inkubation bei héheren Temperaturen inaktiviert. Das kann
jedoch durch die Anwesenheit verschiedener Chaperone, wie z.B. o-Crystallin verhindert
werden (Hess & FitzGerald, 1998; Santhoshkumar & Sharma, 2001). Mit weiteren
Experimenten sollte die Chaperon-dhnliche Aktivitit des Mip-Proteins von Chlamydia

pneumoniae durch Inkubation mit Ndel bei 50°C bestétigt werden.

3.2.2.1. Untersuchung der Mip-Proteine von Legionella pneumophila und Chlamydia

pneumoniae

Dafiir wurden 10 U Ndel zusammen mit 100 pmol Chlamydia-Mip-Protein fiir 1 Stunde
bei 50°C inkubiert. Zum Vergleich diente ein Ansatz mit 10 U Ndel sowie 160 pmol
LpMip-Protein. Gleichzeitig konnte eine Kontrolle mitgefiihrt werden, bei der die
Protein-Losung durch den urspriinglichen Puffer der CpMip-Proteinpraparation ersetzt
worden war. Daneben wurde in einer Probe Ndel mit 20 mM Hepes pH 7,0 inkubiert. Ein
analoger Ansatz diente auch als ,Positivkontrolle. In diesem Falle war das
Restriktionsenzym jedoch fiir eine Stunde auf Eis gehalten worden. In der ,,Negativ-
kontrolle* wurde die Ndel-Losung durch Wasser ersetzt. Nachfolgend wurden alle
Proben mit 0,25 ng pBR-322-Vektor ergénzt. Nach der einstiindigen Inkubation bei 37°C
konnten die Ansidtze elektrophoretisch aufgetrennt und die dabei entstandenen Banden
durch Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die in diesem Experiment

entstandenen Bandenmuster sind in der Abbildung 3.2.7. zu sehen.
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Marker

Ndel 50°C

Ndel auf Eis

Ndel+CpMip 50°C

Ndel +ZpMip 50°C

Ndel+ filtrierter Puffer CpMip
ohne Ndel

Abbildung 3.2.7.: Aktivitétstest von Ndel nach Inkubation bei 50°C mit CpMip sowie dem Mip-Protein
von Legionella pneumophila. Zur Kontrolle wurde der Effekt verschiedener Puffer auf die Ndel-
Inaktivierung untersucht. Auflerdem muflte ein Ansatz auf Eis gehalten werden. Die mittlere Bande

entspricht dem durch Ndel geschnittenen und somit linearem Vektor.

Allein fiir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae sowie den Ansatz, der auf Eis
inkubiert worden ist, kann eine kréiftige Bande fiir den linearen Vektor nachgewiesen
werden. Verschiedene Puffer sowie das Mip-Protein von Legionella pneumophila sind
offensichtlich nicht in der Lage, die Aktivitit des Restriktionsenzyms Ndel wéhrend der

Inkubation bei 50°C zu bewahren.

3.2.2.2. Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen dem Mip-Protein von

Chlamydia pneumoniae und Ndel

In einem weiteren Experiment sollte die Art der Wechselwirkung zwischen dem CpMip-
Protein und Ndel im Testsystem besser charakterisiert werden. Dazu konnte ein
bekanntes Chaperon-Substrat, GAPDH, verwendet werden. Bei einer Chaperon-Substrat-
Wechselwirkung zwischen dem Mip-Protein und Ndel sollte ein Uberschul an GAPDH
wéhrend der Inkubation bei 50°C in der Lage sein, Ndel vom CpMip zu verdrdangen. Eine

verringerte Aktivitit des Restriktionsenzyms wére die Folge.

Dafiir muBiten 10 U Ndel zusammen mit 100 pmol Chlamydia-Mip-Protein und 188 nmol
GAPDH versetzt werden. AnschlieBend wurde der Ansatz bei 50°C fiir 1 Stunde
inkubiert. Als Vergleich diente eine Probe, bei der GAPDH durch die entsprechende

Pufferlosung ausgetauscht worden war. AuBBerdem wurden 10 U Ndel zusammen mit
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20 mM Hepes pH 7,0 (Puffer des CpMip-Proteins) und 35 mM Hepes pH 7,8 (Puffer von
GAPDH) bei 50°C bzw. auf Eis inkubiert. In einem letzten Ansatz sollte Wasser mit
20 mM Hepes pH 7,0 und 35 mM Hepes pH 7,8 als ,,Negativkontrolle* versetzt werden.
Diese Probe wurde ebenfalls fiir eine Stunde auf Eis gehalten. Danach war es notwendig,
den Vergleichsansatz sowie die verschiedenen Kontrollen mit GAPDH zu ergédnzen. Die
Probe mit GAPDH wéhrend der Inkubation bei 50°C wurde dagegen nur mit 35 mM
Hepes pH 7,0 (Puffer von GAPDH) versetzt.

SchlieBlich erfolgte die Zugabe von 0,25 ng pBR 322. Wihrend der sich anschlieBenden
einstiindigen Inkubation bei 37°C wurde einer vorhandenen nukleolytischen Aktivitét
erlaubt, den zugesetzten Vektor zu schneiden. Danach erfolgte die Auftrennung der
Proben im Agarose-Gel und abschlieBend die Detektion einzelner Banden durch
Ethidiumbromid im UV-Licht. Das eingescannte Agarose-Gel ist in der Abbildung

3.2.8. zu sehen.
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Ndel 50°C
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ohne Ndel

Abbildung 3.2.8.: Ergebnis eines Aktivititstests fiir das Restriktionsenzym Ndel nach der Inkubation bei
50°C in Anwesenheit von CpMip. Dabei wurde der EinfluBl des Chaperon-Substrats GAPDH untersucht. In

den Kontrollansatzen sollte ausschlieBlich Ndel bei 50°C bzw. auf Eis inkubiert werden. Auflerdem wurde
ein Ansatz ohne Restriktionsenzym mitgefiihrt. Die Bande mit mittlerer Laufgeschwindigkeit entspricht

dem linearen Vektor.

Wie bereits beschrieben, ist das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae in der Lage,
das Restriktionsenzym Ndel vor der Inaktivierung bei 50°C zu schiitzen. Dies beweist
das Auftreten einer kriftigen Bande fiir den linearen Vektor im Gel. Die Zugabe des

Chaperon-Substrats GAPDH im Uberschuf} kann diesen protektiven Effekt aufheben.
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3.2.3. Untersuchungen zur Inhibition der Chaperon-ihnlichen Aktivitit des CpMip-

Proteins

FK506 stellt einen Inhibitor der Isomerase-Aktivitit des Mip-Proteins von Legionella
pneumophila dar. Aus diesem Grunde lag es nahe, dieses Makrolid auf seine Fahigkeit zu
untersuchen, die Chaperon-dhnliche Aktivitit des verwandten Proteins aus Chlamydia

pneumoniae zu beeinflussen.

Dazu wurden 1 uM Citrat-Synthase zusammen mit 4 uM CpMip und 44 uM FK506,
gelost in DMSO, bei 45°C inkubiert. Ein Vergleichsansatz unterschied sich durch das
Fehlen von FK506. Daneben wurde in Kontrollexperimenten die Aggregation von Citrat-
Synthase in Gegenwart von DMSO bei 45°C bzw. 20°C untersucht. Von allen Proben
mufte die Extinktion bei 360 nm zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt werden. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 3.2.9. dargestellt.
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Abbildung 3.2.9.: Experiment zur Untersuchung des Effekts von FK506 im Citrat-Synthase-Aggrega-
tionsassay. Bewufit wurde eine Konzentration des CpMip-Proteins gewdhlt (4 uM), die die Aggregation
nicht vollstdndig verhindert. Damit sollten auch geringe Verdnderungen in der Chaperon-dhnlichen
Aktivitdt nachgewiesen werden. Konzentration von Citrat-Synthase: 1 WM. FK506 wurde im 11-fachen

UberschuB zum Mip-Protein verwendet.

Die Ansitze mit FK506 in DMSO und DMSO (inkubiert bei 45°C) unterscheiden sich zu
keinem Zeitpunkt in ihrer Extinktion bei 360 nm. Damit ist FK506 nicht in der Lage, die

Chaperon-dhnliche Aktivitdt des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae in diesem
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Testsystem zu inhibieren. Es iiberrascht nicht, dafl das Losungsmittel DMSO selbst in der

Lage ist, die Aggregation von Citrat-Synthase bei 45°C zu beeinflussen.

Durch reduzierende Bedingungen ist es mdglich, den oligomeren Zustand des Mip-
Proteins von Chlamydia pneumoniae zu beeinflussen. In einem weiteren Experiment
sollte daher geklirt werden, ob die ,,Dissoziation* des Molekiils auch mit Verdnderungen

in der Chaperon-dhnlichen Aktivitét einhergeht.

Zu diesem Zweck konnten 1 uM Citrat Synthase mit 10 uM CpMip und 5 mM DTT bei
45°C versetzt werden. Zum Vergleich diente ein entsprechender Ansatz ohne redu-
zierendes Zuckerthiol. AuBlerdem sollte eine Kontrolle allein mit Citrat-Synthase
untersucht werden. Dieser Ansatz enthielt kein DTT und wurde ebenfalls bei 45°C
inkubiert. Auch fiir diese Probe ohne Chaperon-dhnliche Aktivitit wurde der zeitliche
Verlauf der Extinktion (bei 360 nm) bei 45°C bestimmt (Abbildung 3.2.10.).
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Abbildung 3.2.10.: Inkubation von Citrat-Synthase (1 uM) mit dem Mip-Protein von Chlamydia
pneumoniae (10 uM) bei 45°C unter reduzierenden Bedingungen (5 mM DTT). Als Kontrollen dienten
Ansitze ohne DTT bzw. ohne CpMip und DTT.

Offensichtlich kommt es unter reduzierenden Bedingungen zu einer Verringerung der

Chaperon-dhnlichen Aktivitit des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae. Dies
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beweist die Extinktionszunahme bei 360 nm im Vergleich zum Ansatz ohne DTT. Jedoch
ist die Fahigkeit des Molekiils, die Aggregation von Citrat-Synthase bei 45°C zu
verhindern, nicht vollstidndig verlorengegangen. Die Triibung der Citrat-Synthase-Losung

ohne CpMip ist noch immer deutlich stirker.

Um auszuschlieBen, daB3 die Extinktionszunahme unter reduzierenden Bedingungen
durch eine Denaturierung des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae bzw. eine
verstirkte Aggregation von Citrat-Synthase hervorgerufen wird, waren weitere

Untersuchungen notwendig.

Dazu wurden 1 uM Citrat-Synthase bei 20°C bzw. 45°C untersucht. Daneben mufite ein
Ansatz mit 1 uM des Enzyms und 5 mM DTT bei 45°C gehalten werden. AuBlerdem
wurden 10 UM CpMip in Gegenwart von 5 mM DTT (Temperatur: 45°C) inkubiert. Die
Abbildung 3.2.11. zeigt den zeitlichen Verlauf der Extinktion bei 360 nm fiir alle vier

Losungen.
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Abbildung 3.2.11.: Kontrolluntersuchung zur Bestimmung des Einflusses reduzierender Bedingungen auf

die Aggregation von Citrat-Synthase und CpMip bei 45 °C.

Die Extinktionsverldufe bei 360 nm fiir die Proben mit Citrat-Synthase (inkubiert bei

45°C) unter reduzierenden und nichtreduzierenden Bedingungen sind praktisch gleich.
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Fir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae konnte unter reduzierenden Bedin-

gungen bei 45°C keine Proteinaggregation nachgewiesen werden.

3.3. Gel-Elektrophoretische Untersuchungen an den Mip-Proteinen von Legionella

pneumophila und Chlamydia pneumoniae

3.3.1. Experimente mit dem Mip-Protein aus Legionella pneumophila zur 1dentifi-

zierung von Strukturverinderungen durch oxidierende Bedingungen

Der erweiterte ,,Methionin-Zipper* stellt ein ungewohnliches strukturelles Element in der
Dimerisierungsdoméine des Mip-Proteins von Legionella pneumophila dar. Die
Oxidation von beteiligten Resten konnte zu einer Konformationsdnderung sowie
Monomerisierung des LpMip-Proteins fithren. Zur deren Identifizierung sollten

verschiedene Gel-Elektrophorese-Experimente durchgefiihrt werden.

3.3.1.1. Native Gel-Elektrophorese mit wtMip

Bei der nativen Gel-Elektrophorese werden Molekiile auf Grund ihrer Gréf3e bzw. Form
sowie Ladung aufgetrennt. Im Falle einer Konformationsinderung oder Mono-
merisierung des Mip-Proteins durch die Sulfoxidation von Methionin-Resten sollte dies
mit dieser Methode nachweisbar sein. MsrA ist in Anwesenheit von GSH oder DTT in

der Lage, sulfoxidierte Methionin-Reste spezifisch wieder zu reduzieren.

In drei Proben wurden je 12 ug Mip-Protein mit 0,2 % v/v Wasserstoffperoxid fiir
6 Stunden bei 37°C inkubiert. Gleichzeitig mulite zu Vergleichszwecken LpMip unter
den o.g. Bedingungen mit Wasser versetzt werden. Die Ansdtze mit dem vermutlich nun
oxidierten Mip wurden nachfolgend entweder mit 13,4 ug MsrA, 2 umol DTT oder dem
Puffer der MsrA-Praparation sowie 2 umol DTT bzw. dem Puffer der Proteinpraparation
und Wasser ergédnzt. Auch fiir die Vergleichsprobe erfolgte eine Zugabe von MsrA-
Puffer und Wasser. Nach einer weiteren Inkubation fiir 30 Minuten bei 20°C konnten die
verschiedenen Ansidtze elektrophoretisch aufgetrennt werden. AuBerdem wurde eine
Probe mitgefiihrt, bei der 13,4 ug MsrA unmittelbar vor der nativen Gel-Elektrophorese
mit 0,2 % v/v Wasserstoffperoxid und 2 umol DTT versetzt worden waren. Die nach der
Auftrennung und Coomassie-Farbung erhaltenen Banden sind in der Abbildung 3.3.1.

dargestellt.
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Mip+ HzO Mlp+ HzOz Mlp+ H202 Mip+ HzOz HzOz
H,O0 H,0 DTT DTT DTT
MsrA-Puffer MsrA-Puffer MsrA-Puffer MsrA MsrA

vo0¢

Abbildung 3.3.1.: Native Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von Legionella pneumo-

phila nach der Inkubation mit H,O, und MsrA-Aktivitit sowie verschiedener Kontrollansétze.

Durch die Einwirkung von Wasserstoffperoxid auf das Mip-Protein von Legionella
pneumophila kommt es zum Auftreten einer zusétzlichen Proteinbande mit verringerter
Laufgeschwindigkeit im nativen Gel. Sulfoxidierte Methionin-Reste miissen die
Grundlage dafiir sein. Konnte doch durch Inkubation mit MsrA-Aktivitit das
urspriingliche Laufverhalten des Proteins liberwiegend wieder hergestellt werden. Die
Sulfoxidierung von Methionin-Resten flihrt keine Ladung in das Molekiil ein. Somit
kann nur eine Konformationsinderung das Auftreten der neuen Bande im nativen Gel

erklaren.

3.3.1.2. Untersuchungen am N-terminalen Fragment Mip 49

Das Mip-Protein von Legionella pneumophila enthilt neben Met-38, Met-42 und Met-46
weitere Methionin-Reste (Met-58, Met-70 und Met-169). Diese sind C-terminal vom
»Zipper® lokalisiert. Die beschriebenen Verdnderungen nach Inkubation mit Wasser-
stoffperoxid konnten daher auch durch diese Aminosduren vermittelt werden. Daher
sollte das N-terminale Fragment Mip 49 (besteht aus den N-terminalen 49 Aminoséuren)

bzgl. des Laufverhaltens im nativen Gel nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid
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untersucht werden. Dieses Molekil besteht allein aus den ersten 49 Aminosédureresten

des LpMip.

Im einzelnen wurden 120 pmol Mip 49 unter 0,2 % v/v H,O, fiir 6 Stunden bei 37°C
inkubiert. Als Vergleich diente ein Ansatz, bei dem das Fragment mit Wasser ergénzt
worden war. Aullerdem sollte eine Probe von Mip 49 ohne Inkubation mitgefiihrt
werden. Nach der elektrophoretischen Auftrennung muflte das Proteinfragment vor der
Coomassie-Farbung mit Glutardialdehyd im Gel fixiert werden. Das Ergebnis dieses

Experimentes ist in der Abbildung 3.3.2. zu sehen.

Mip 49 Mip 49 Mip 49
HZO HzOz HzO
(ohne Inkubation)

Abbildung 3.3.2.: Verdnderung der Laufgeschwindigkeit des LpMip-Fragmentes Mip 49 im nativen Gel

nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid.

Das Proteinfragment Mip 49 zeigt ebenfalls eine verringerte Laufgeschwindigkeit im
nativen Gel nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid. Dies macht eine Struktur-

verdnderung durch die Reste des ,,Methionin-Zippers™ wahrscheinlich.

3.3.1.3. Denaturierende Gel-Elektrophorese des LpMip-Proteins nach Inkubation

unter oxidierenden Bedingungen und Quervernetzung durch DMP

Die bisher unter nativen Bedingungen ausgefiihrten Experimente gestatten nur den
allgemeinen Nachweis einer Strukturverinderung durch die Sulfoxidation von
Methionin-Resten. Zum Nachweis der Monomerisierung ist eine Untersuchung des
Proteins in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat und Harnstoff mdéglich. Bei dieser
Methode kommt es zur Auftrennung von Molekiilspecies in Abhidngigkeit vom

Molekulargewicht. Dabei wird das Protein jedoch auch denaturiert. Da das Dimere fiir
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das Mip-Protein von Legionella pneumophila tiber nichtkovalente Wechselwirkungen
gebildet wird, muflite der oligomere Zustand vor der Gel-Elektrophorese durch die
kovalente Quervernetzung mittels Pimelindiimidséure-dimethylester-dihydrochlorid
(DMP) konserviert werden Dieses bifunktionelle Reagenz verbindet kovalent raumlich

assoziierte primére Aminogruppen (Kohler, 2000).

38 ug Mip-Protein von Legionella pneumophila wurden mit 0,25 % v/v H,O, fiir
17 Stunden bei 37°C inkubiert. In der Vergleichsprobe mufite das LpMip allein mit
Wasser versetzt werden. Danach wurden beide Ansdtze mit 23 mM DMP ergédnzt. Die
Quervernetzung erfolgte fiir eine Stunde bei 20°C unter basischen Bedingungen.
SchlieBlich konnte nach Zugabe von SDS-Probenpuffer die Auftrennung der Proben
sowie eine Coomassie-Farbung des erhalteten Polyacrylamid-Gels erfolgen. Abbildung

3.3.3. zeigt das erhaltene Bandenmuster.

Marker LpMip LpMip

H;0, H;O
DMP DMP

kDa

97,0 —

66,0 e

45,0 - [ -

300 S

mi e R

14,4 Sas

Abbildung 3.3.3.: Denaturierende Gel-Elektrophorese des wtMip-Proteins von Legionella pneumophila
nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid bzw. Wasser und ,,Crosslinking* mittels DMP. Die linke Spur

zeigt den Molekulargewichtsmarker.

Offensichtlich fiihrt die Inkubation unter oxidierenden Bedingungen zu einer Abnahme

der Dimerkonzentration fiir das Mip-Protein von Legionella pneumophila.
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In einem Kontrollversuch muflte iiberpriift werden, ob Wasserstoffperoxid selbst in der

Lage ist, die Vernetzungsreaktion durch DMP zu beeintrachtigen.

Daher wurden in einem weiteren Experiment 19 ug der LpMip-Mutante Y185A mit
0,5 % v/v Wasserstoffperoxid fiir 24 Stunden bei 37°C versetzt. Die Vergleichs-
inkubation (Y185A mit Wasser fiir 24 Stunden bei 37°C) mufite vor der Vernetzung
beider Proben durch DMP (25 mM) mit H,O, erginzt werden. Das Ergebnis der
denaturierenden Gel-Elektrophorese beider Ansédtze ist in der Abbildung 3.3.4.
dargestellt.

Y185A Y185A
Inkubation mit H,0, H,0
erginzt mit H,0 H,0,

kDa Marker DMP DMP

s o

97,0
66,0

45,0

30,0
20,1

14,4

Abbildung 3.3.4.: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel fiir die Mutante Y185A nach Quervernetzung in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid. Die mittlere Spur zeigt das mutierte Mip-Protein nach ldngerer
Inkubation unter oxidierenden Bedingungen. In der linken Spur wurde der Molekulargewichtsmarker

aufgetrennt.

Die Quervernetzung wird durch Anwesenheit von Wasserstoffperoxid nicht wesentlich
beeintrichtigt. Zugleich konnte mit diesem Experiment auch die Dimerisierung der C-
terminalen Mutante Y185A bestitigt werden. Dabei flihrt die langere Inkubation unter
oxidierenden Bedingungen, wie beim Wildtyp-Protein, zum Verlust der dimeren

Struktur.
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3.3.1.4. Denaturierende Gel-Elektrophorese des oxidierten LpMip nach Inkubation

mit MsrA-Aktivitit und Quervernetzung

Zum Nachweis, daBl die Monomerisierung tatsdchlich durch die Sulfoxidation von

Methionin-Resten vermittelt wird, wurde wieder humanes MsrA verwendet.

Zunichst mufiten 244 ug Mip-Protein von Legionella pneumophila mit 3 % H,0, fiir 17
Stunden bei 37°C moglichst vollstindig oxidiert werden. Danach erfolgte durch die
Zugabe von 3 ug Catalase ein Abbau des vorhandenen Wasserstoffperoxids. Der
erhaltene Ansatz wurde geteilt. Eine Probe sollte mit 13,4 ug MsrA und 4 pumol DTT fiir
30 Minuten bei 20°C inkubiert werden. In der Kontrolle fehlte DTT. Abschlieend
konnte die Quervernetzung in 36 mM DMP unter basischen Bedingungen durchgefiihrt
(1 Stunde bei 20°C) werden. Beide Ansidtze wurden unter denaturierenden Bedingungen

in einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (Abbildung 3.3.5.).

MsrA MsrA
DTT H,0
kDa Marker DMP DMP
97,0 —
66,0 ———
45,0 - I
30,0 ~
20,1 “d e Gl
14,4 -

Abbildung 3.3.5.: Denaturierende Gel-Elektrophorese von oxidiertem LpMip-Protein nach Inkubation mit
MsrA-Aktivitit sowie Quervernetzung. Die rechte Spur diente als Kontrolle. Hier konnte MsrA durch das

Fehlen von DTT keine Methionin-Reste reduzieren. AuBerdem ist der Molekulargewichtsmarker zu sehen.

Offensichtlich ist MsrA in der Lage, die Konzentration des dimeren Mip-Proteins nach

Inkubation unter oxidierenden Bedingungen wieder zu erhohen. Somit mufl die
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Monomerisierung des Molekiils tatsdchlich auf die Sulfoxidation von Methionin-Resten

zurickzufihren sein.

3.3.2. Untersuchungen am Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae nach

Inkubation unter reduzierenden Bedingungen

In der N-terminalen Dimerisierungsdomine des Chlamydia-Mip-Proteins sind zwei
Cystein-Reste lokalisiert. Dies ermdglicht eine Verdnderung der (oligomeren) Struktur

unter reduzierenden Bedingungen und sollte im folgenden untersucht werden.

3.3.2.1. Native Gel-Elektrophorese mit CpMip

36 ug des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae wurden mit 2,5 mM bzw. 5 mM
DTT fiir 30 Minuten bei 20°C inkubiert. Zum Vergleich diente ein Ansatz mit dem Mip-
Protein ohne DTT. Beide Proben muflten unter nativen Bedingungen in einem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt werden. Dieses wurde Coomassie-gefarbt. Das Ergebnis

dieses Experimentes ist in der Abbildung 3.3.6. dargestellt.

2,5 mM ohne DTT 5 mM DTT

Abbildung 3.3.6.: Native Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae nach Inku-

bation unter reduzierenden Bedingungen.

Im nativen Polyacrylamid-Gel werden flir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae
zahlreiche Banden, insbesondere mit einer geringen Laufgeschwindigkeit, beobachtet.

Wabhrscheinlich lagern sich (bei der verwendeten hohen Proteinkonzentration) Mip-
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Molekiile zu Aggregaten unterschiedlicher Gréfe zusammen. Durch die Verwendung
von DTT kann diese ,,Aggregation* verringert werden: Insbesondere kommt es fiir eine
einzelne Bande mit groBerer Laufgeschwindigkeit zur Intensitdtszunahme. Dagegen
konnen langsame Molekiilspecies unter reduzierenden Bedingungen kaum noch

nachgewiesen werden.

3.3.2.2. Denaturierende Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins nach Inkubation

unter reduzierenden Bedingungen

60 ug CpMip konnten mit 2,5 mM DTT fiir 10 min bei 20°C inkubiert werden. In einem
Kontrollansatz war kein DTT vorhanden. Beide Proben wurden danach mit SDS-
Probenpuffer versetzt und die denaturierten Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Das
Polyacrylamid-Gel wurde Coomassie-gefarbt. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in

der Abbildung 3.3.7. gezeigt.

kDa Marker 2,5SmM DTT ohne DTT

97,0
66,0

45,0

30,0

20,1

14,4

Abbildung 3.3.7.: SDS-Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae nach Inkubation
unter reduzierenden bzw. leicht oxidierenden Bedingungen. In der linken Spur ist der Molekulargewichts-

marker aufgetrennt.

Die verwendete Proteinpraparation weist Verunreinigungen auf. Trotzdem wird deutlich,
daB3 das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae unter denaturierenden Bedingungen
iiberwiegend als Dimeres vorliegt. Durch Zugabe von DTT verschwindet die
Dimerbande (Molekulargewicht von ca. 60 kDa) fast vollstindig. Dafiir nimmt die Bande

fiir das monomore Protein, korrespondierend zu einem Molekulargewicht von etwa
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30 kDa, an Intensitit zu. Somit sind in der untersuchten Proteinpréparation Disulfid-
Briicken zwischen Monomeren des Mip-Proteins ausgebildet. ,,Hohere* Aggregate (z.B.
Trimere) durch die Ausbildung von kovalenten Bindungen konnten nicht nachgewiesen

werden.

3.3.3.1. Native Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae

nach Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen

Fir Chaperone ist die ,,Dissoziation” von durch Selbstaggregation bedingten grofen
Proteinaggregaten bei hoheren Temperaturen beschrieben worden (Haslbeck et al.,
1999). Es sollte untersucht werden, ob dieser Effekt auch beim CpMip beobachtet

werden kann, da fiir dieses Molekiil eine ,,Haltefunktion* nachgewiesen wurde .

Je 5 ul Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae (30 mg/ml in 20 mM HEPES pH 7,0
verdiinnt 1:10 mit 20 mM HEPES pH 7,0) wurden fiir eine Stunde bei 4°C bzw. 45°C
inkubiert und anschlieend auf ein natives 12,5 %-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die
Proteinproben wurden im elektrischen Feld aufgetrennt und das Gel abschlieBend

Coomassie-gefirbt. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in Abbildung 3.3.8. dargestellt.

4°C 45°C

! -y
-

- w—
-
-

Abbildung 3.3.8.: Native Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae nach Inku-

bation bei unterschiedlichen Temperaturen.
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Die Inkubation des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae bei 45°C fiihrt nicht zur
Aggregation. Im Gegenteil, es kommt zu einer Intensitdtszunahme fiir Banden mit

geringer Laufgeschwindigkeit, wie fiir Chaperone beobachtet.

3.3.3.2. EinfluB von Octyl-B-D-glucopyranosid auf die Aggregation des CpMip-

Proteins

Chaperone binden héufig iiber hydrophobe Bindungsstellen ihre Substrate. Daher sollte

ein Detergenz eine mogliche Selbstaggregation dieser Proteine verringern.

Je 3 ul Chlamydia-Mip-Protein (30 mg/ml in 20 mM HEPES pH 7,0 verdiinnt 1:10 mit
20 mM HEPES pH 7,0) wurden mit 3 pl Octyl-B-D-glucopyranosid-Losung (14 mg in
1 ml H,O) bzw. 3 ul Wasser versetzt. Unmittelbar danach erfolgte die Auftrennung der
Proben durch native Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese. Das 12,5 %-Gel muf3te danach
Coomassie-gefarbt werden. Das erhaltene Bandenmuster ist in der Abbildung 3.3.9. zu

sehen.

OBDG  H,0

-I_ﬂ-
M
-

Abbildung 3.3.9.: Verdnderungen im Bandenmuster durch ein Detergenz fiir das Mip-Protein von

Chlamydia pneumoniae nach nativer Gel-Elektrophorese.

Octyl-B-D-glucopyranosid fiihrt zu einer Verdnderung des Bandenmusters im nativen

Gel. Wahrscheinlich 16st dieses Detergenz grofle Aggregate, wie der ,,Verlust“ von
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Banden mit geringer Laufgeschwindigkeit zeigt. Die Wechselwirkungen zwischen
einzelnen CpMip-Species sollten daher, wie fiir viele Chaperone oder Chaperon-dhnliche

Molekiile typisch, einen hydrophoben Charakter besitzen.

3.4. CD-Spektroskopische Untersuchungen

3.4.1. CD-Spektroskopische Untersuchungen des Mip-Proteins von Legionella

pneumophila bei verschiedenen Temperaturen

Allein das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae zeigte in zwei verschiedenen
Testsystemen Chaperon-artige Aktivitidt. Fir das homologe Protein aus Legionella
pneumophila konnte keine ,,Haltefunktion* nachgewiesen werden. Im verwendeten in-
vitro-Testsystem wurden das Molekiil bei 45°C bzw. 50°C untersucht. Unter diesen
Bedingungen konnte es im LpMip zu einer dramatischen Konformationsinderung mit
Verlust seiner Funktion kommen. Um dieses auszuschlieen, sollten CD-Spektren fiir das

Protein bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen werden.

Fiir das Mip-Protein von Legionella pneumophila wurden CD-Spektren bei 20°C, 30°C,
40°C, 45°C, 50°C sowie 60°C aufgenommen. Die Proteinkonzentration betrug
0,3 mg/ml. Als Puffer wurden 100 mM Phosphat pH 7,8 verwendet. Die Spektren sind in
der Abbildung 3.4.1. zusammengefalf3t.

50 -

40 -
g 30 - —20°C
g 20 =—30°C
£ 104 —40°C
® O
ﬁ 10 | ——=45°C
8 20 - 50°C
o -30 - —60°C

-40 A

-50 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |

190 200 210 220 230 240 250 260
Wellenlange in nm

Abbildung 3.4.1.: CD-Spektren des Mip-Proteins im fernen UV, aufgenommen bei unterschiedlichen
Temperaturen (Proteinkonzentration: 0,3 mg/ml; Pufferbedingungen: 100 mM Phosphat pH 7,8).
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Die Intensitit der Extrema in den verschiedenen CD-Spektren verringert sich
kontinuierlich mit zunehmender Temperatur. Zu einer deutlichen Verschiebung des
»Nulldurchganges* hin zu einer kiirzeren Wellenldnge kommt es jedoch erst bei einer
Temperatur von 60°C. Somit kann weder bei 45°C noch bei 50°C eine dramatische

Strukturverédnderung im Mip-Protein von Legionella pneumophila angenommen werden.

3.4.2. CD-Spektroskopische Untersuchungen am oxidierten Mip-Protein von

Legionella pneumophila

Die Inkubation des Mip-Proteins von Legionella pneumophila unter oxidativen
Bedingungen flihrt zur Monomerisierung sowie einer bemerkenswerten Verringerung der
Laufgeschwindigkeit im nativen Gel. Fiir eine Charakterisierung der zugrunde liegenden
Strukturverdnderungen, konnten die Unterschiede im CD-Spektrum zwischen dem

»hativen“ und dem oxidierten Molekiil genutzt werden.

105 pg Mip-Protein von Legionella pneumophila (Proteinkonzentration 2,1 mg/ml)
wurden mit 3 % v/v H,O, fiir 17 Stunden bei 20°C inkubiert. Die hohe Wasserstoft-
peroxid-Konzentration sollte fiir eine moglichst vollstindige Oxidation des Mip-Proteins
sorgen. Zum Vergleich diente ein Ansatz des Mip-Proteins, der mit Wasser versetzt

worden war.

Zur Kontrolle wurden nach der Inkubation Proben der beiden Ansitze in einem nativen
Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Coomassie-Farbung fand
sich fiir die Inkubation mit H,O, eine Bande mit geringer Laufgeschwindigkeit, wie sie
fiir das sulfoxidierte Mip-Protein typisch ist. Nichtoxidiertes Protein konnte praktisch
nicht mehr nachgewiesen werden. Leider zeigte die Bande fiir das sulfoxidierte Mip eine
schwiéchere Intensitdt im Vergleich zum Protein, das mit Wasser inkubiert worden war.
Dafiir konnte am Auftragungsort noch Protein nachgewiesen werden. AuBBerdem zeigte

sich eine zusétzliche, sehr schwache Bande mit einer grof8eren Laufgeschwindigkeit

(Abbildung 3.4.2.).
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Inkubation mit
H,O H,0,

%

Abbildung 3.4.2.: Native Gel-Elektrophorese des Mip-Proteins von Legionella pneumophila nach der

Inkubation mit Wasserstoffperoxid bzw. Wasser.

Die verbleibenden Proteinlosungen wurden verdiinnt und gegen 50 mM Phosphat-Puffer
pH 7,8 dialysiert. Nachfolgend mufte fiir beide Ansidtze die Proteinkonzentration
bestimmt werden. Sie betrug fiir das mit Wasserstoffperoxid inkubierte Mip etwa
0,2 mg/ml. Fir den Kontrollansatz wurde eine Proteinkonzentration von 0,3 mg/ml
nachgewiesen. Von den nun in Phosphat umgepufferten Proben wurden CD-Spektren bei
20°C aufgenommen. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.4.3.a und 3.4.3.b
dargestellt.

Abbildung 3.4.3.a
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Abbildung 3.4.3.b
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Abbildungen 3.4.3.: CD-Spektren des Mip-Proteins von Legionella pneumophila im UV: a) inkubiert mit
Wasser; b) inkubiert mit Wasserstoffperoxid. Die Proteinkonzentration betrug fiir die vorher mit Wasser-
stoffperoxid inkubierte Probe 0,19 mg/ml. Im Kontrollansatz konnte 0,30 mg/ml LpMip nachgewiesen
werden. Als Puffer wurden 50 mM Phosphat pH 7,8 verwendet.

Die CD-Spektren des Mip-Proteins von Legionella pneumophila nach der Inkubation mit
Wasser bzw. Wasserstoffperoxid unterscheiden sich nur wenig. Das CD-Spektrum des
Mip-Proteins besitzt ein Maximum bei 191-193 nm sowie Minima bei 222 nm und 208-
210 nm, typisch fiir Molekiile mit iiberwiegend o-helikaler Struktur (Yang et al., 1986).
Nach der Oxidation verringert sich die Intensitdt des Maximums bei geringer Wellen-
linge und das Minimum bei 208-210 nm dominiert. Aulerdem verschiebt sich der
,Nulldurchgang® der Funktion hin zu niedrigerer Wellenldnge. Dies ldft auf eine
Zunahme des Anteils von ,,Random-Coil“-Struktur auf Kosten des o-helikalen Anteils

schlief3en.

3.4.3. CD-spektroskopische Untersuchung der isolierten Helix 2 der N-terminalen

Domiine

Zwischen den Helices 2 beider Monomere wird im dimeren Mip-Protein von Legionella
pneumophila der erweiterte ,,Methionin-Zipper“ ausgebildet. Seine Oxidation fiihrt
wahrscheinlich zur ,,Dissoziation* des Dimers sowie einer strukturellen Umordnung im
Molekiil. Dabei ist es denkbar, daf3 die isolierte Helix 2 auf Grund ihres amphipathischen

Charakters bereits die entsprechende Sekundirstruktur ausbildet. Die Sulfoxidation von
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Methionin-Resten (Zunahme der Polaritét) stort diese Organisation. In diesem Falle sollte
durch Inkubation unter oxidierenden Bedingungen ein Wechsel von der helikalen zur
,,Random-Coil*“- oder auch B-Faltblatt-artigen Struktur im CD-Spektrum zu verfolgen

sein.

0,5 mg des 13mer-Peptids PEAMAKGMQDAMS-NH; (Sequenz entspricht der Helix 2
im Mip-Protein von Legionella pneumophila) wurden in 1000 ul 50 mM Phosphat
pH 7,8 gelost. Anschlieend wurde von dieser Losung ein CD-Spektrum aufgenommen.

Dieses ist in der Abbildung 3.4.4. zu sehen.
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Abbildung 3.4.4.: CD-Spektrum eines Peptids entsprechend der Sequenz der Helix 2 des LpMip-Proteins.
PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Es war in 50 mM Phosphat-Puffer pH 7,8

geldst. Die Peptidkonzentration betrug 0,5 mg/ml.

Das Spektrum weist ein ausgepragtes Minimum bei einer Wellenldnge von etwa 200 nm
auf, wie es fiir ein ,,Random-Coil“ charakteristisch ist (Yang et al., 1986). AuBBerdem
zeigt sich ein angedeutetes breites Minimum bei groflerer Wellenldnge. Die grofite
Intensitdt erreicht dieses bei einer Wellenldnge von ungefdahr 230 nm. Offensichtlich ist

die isolierte Helix 2 ein ,,Zufallsknduel®.
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3.4.4. CD-spektroskopische Untersuchung der isolierten Verbindungshelix zwischen

N-terminaler (Dimerisierungs-) und FKBP-ihnlicher Doméine des Mip-Proteins von

Legionella pneumophila

Im Mip-Protein von Legionella pneumophila verbindet eine extrem lange (65 A) a-Helix
die N-terminale Dimerisierungs- mit der C-terminalen FKBP-dhnlichen Doméne. Um zu
untersuchen, ob diese Helix eine intrinsische Féhigkeit zur Ausbildung ihrer
Sekundarstruktur besitzt, muflte die isolierte Aminosduresequenz mit Hilfe der CD-

Spektroskopie untersucht werden.

0,5 mg des 45mer-Peptids TEQQM KDVLN KFQKD LMAKR TAEFN KKADE
NKVKG EAFLT ENKNK (entsprechend der Sequenz der langen Verbindungshelix
zwischen N-terminaler und FKBP-dhnlicher Doméne im Mip-Protein von Legionella
pneumophila) wurden in 1000 ul 50 mM Phosphat pH 7,8 gelost. Nachfolgend wurde
diese Probe im CD-Spektrophotometer vermessen. Das bei 25°C erhaltene Spektrum ist

in der Abbildung 3.4.5. gezeigt.

20

10 -

0 4

-10 4

-20

Elliptizitdt in mdeg

-30 1

-40

_50 T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260

Wellenldnge in nm

Abbildung 3.4.5.: CD-Spektrum der isolierten Verbindungshelix zwischen Dimerisierungs- und FKBP-
dhnlicher Doméne. PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Die Peptid-

konzentration betrug 0,5 mg/ml in 50 mM Phosphat-Puffer pH 7,8. Das Spektrum wurde bei 25°C

aufgenommen.

Das Spektrum zeigt ein breites Minimum bei einer Wellenldnge von ungefdhr 200 nm.

Dies ist typisch fiir eine ,,Random-Coil“-Struktur (Yang et al., 1986). Jedoch findet sich
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keine positive Bande bei 220 nm. Bei einer Wellenldnge von 222 nm existiert eine
negative ,,Schulter mit geringer Intensitét. Somit ist die isolierte lange Verbindungshelix

nicht in der Lage, eine o-helikale Struktur auszubilden.

3.5. Kristallographische Untersuchungen

3.5.1. Kristallisation verschiedener Mutanten des Mip-Proteins von Legionella

pneumophila
3.5.1.1. S15A

Fiir die Kristallisation der Mutante S15A wurde die Methode des ,,hdngenden Tropfens*
genutzt. 2 ul Protein (12,5 mg/ml) in 20 mM HEPES pH 7,0 wurden mit dem gleichen
Volumen 100 mM MES pH 6,5; 18 % w/v PEG 8000; 500 mM Zink-Acetat und 3 mM
NaNj als Reservoirlosung versetzt. AuBerdem befanden sich im Ansatz noch 3 mM
Pefabloc, ein Serin-Protease-Inhibitor. Die Kristalle wuchsen bei 10°C innerhalb von
zwel Wochen zu einer beeindruckenden Grof3e heran. Die Abbildung 3.5.1. zeigt einen

Kristall mit Abmessungen von 1100 um x 400 pum x 400 um .

Abbildung 3.5.1. GroBer ,,zahnformiger” Kristall der Legionella-Mip-Mutante S15A, genutzt fiir die

Diffraktionsdatensammlung; Reflexe waren bis zu einer Auflésung von 2,4 A nachweisbar.
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3.5.1.2. A37F

Kristalle der N-terminalen Mip-Mutante A37F wurden ebenfalls mit Hilfe der ,,Hanging-
Drop*“-Technik geziichtet. Der Kristallisationstropfen enthielt 2 ul Protein (13,6 mg/ml)
in 20 mM HEPES pH 7,0 sowie 2 ul Reservoirlosung (100 mM Cacodylat pH 6,5;
18 % w/v PEG 8000; 500 mM Zink-Acetat und 3 mM NaN3). Innerhalb von vier bis fiinf
Wochen wuchsen Kristalle in zwei verschiedenen Formen heran. Die zahlreichen prisma-
formigen Strukturen blieben klein. Daneben kam es zur Bildung grofler (400 um x
200 um x 200 um) Kristalle mit langgezogener tetragonaler Form. FEin typischer
Kristallisationsansatz ist in der Abbildung 3.5.2. gezeigt.

Abbildung 3.5.2.: Kristalle der Mip-Mutante A37F; der grof3e tetragonale Kristall wurde fiir die Rontgen-

strukturanalyse verwendet, da er bis zu einer Auflésung von 2,5 A Rontgenstrahlen beugte.

3.5.1.3. Y185A

Die C-terminale-Mutante Y185A konnte unter dhnlichen Bedingungen wie das mutierte
Mip-Protein S15A kristallisiert werden. Jedoch befand sich kein Serin-Protease-Inhibitor
Pefabloc im Ansatz. AuBerdem muflte die Temperatur auf 15°C bzw. 20°C erhoht
werden. Im ,,hdngenden Tropfen* wurden 2 ul Protein (9,5 mg/ml) in 20 mM HEPES
pH 7,0 oder 2 ul 100 mM MES pH 6.,5; 18 % w/v PEG 8000; 500 mM Zink-Acetat und
3 mM NaNj als Reservoirlosung inkubiert. Nach zwei Monaten waren die Kristalle bis
zu einer GroBe von 250 pum x 150 um x 150 um herangewachsen. Dabei war auffillig,
dal3 sich zunéchst zahlreiche Mikrokristalle im Ansatz bildeten, deren Zahl sich mit der

Zeit verringerte; wobei die restlichen an GroBe gewannen. Ahnliches konnte fiir andere
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Mutanten sowie das native Mip nicht beobachtet werden. Die Qualitéit dieser Kristalle
war deutlich schlechter, streuten sie doch nur bis zu einer Auflésung von 3 A. Abbildung

3.5.3. zeigt das typische Erscheinungsbild der Kristalle der C-terminalen Mutante Y185A.

Abbildung 3.5.3.: Typische Kristalle der C-terminalen Mutante Y185A des Mip-Proteins von Legionella

pneumophila.

3.5.1.4. Mutante F202Y

Kristalle der C-terminalen Mutante F202Y wurden ebenfalls nach der Methode des
,hiangenden Tropfens* bei 15°C geziichtet. Sie erreichten eine GroBe von 300 pum x
100 um x 100 um innerhalb einer Woche. Dafiir wurden 2 pl Protein (10,38 mg/ml in
20 mM HEPES pH 7,0) mit 2 pl Reservoirldsung inkubiert. Die Reservoirlosung enthielt
100 mM MES pH 6.,5; 18 % w/v PEG 8000; 500 mM Zink-Acetat und 3 mM NaN3. Im
Falle des vermessenen Kristalls wurden zusétzlich 20 mM Harnstoff verwendet. In der

Abbildung 3.5.4. ist die ungewdhnliche Form der Kristalle zu sehen.
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Abbildung 3.5.4.: Kristalle der C-terminalen Mutante F202Y.

Das Wildtyp-Mip-Protein von Legionella pneumophila sowie die verschiedenen
Mutanten konnten nur in Anwesenheit von Zink-Acetat kristallisiert werden. Einer der
wichtigsten Kristallkontakte wird tber die FKBP-dhnlichen Doméinen von zwei
benachbarten Dimeren ausgebildet. Zwei Zink-lonen vermitteln dabei tiber Glu-130 und
His-205 einer C-terminalen Doméne sowie Glu-164" des Nachbarmolekiils diese
Wechselwirkung. Die genannten Aminosdurereste sowie mehrere Wassermolekiile
stellen Liganden dar (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). Die Funktion des Acetat-lons

konnte bisher nicht bestimmt werden.

Nach erneuter Inspektion der Elektronendichte fiir den beschriebenen Kristallkontakt lag
die Vermutung nahe, daB3 beide Zink-lIonen nicht durch ein Wassermolekiil sondern die
Carboxylgruppe dieses Acetat-Ions ,,verbriickt“ werden. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese wurden weitere Kristallisationsansitze ausgefiihrt. In diesen wurde Zink-
Acetat durch Zink-Chlorid und verschiedene andere Substanzen ersetzt, die Carboxyl-
gruppen enthalten. Unter diesen Bedingungen konnten wieder Kristalle fiir die Mutante

A37F des Mip-Proteins von Legionella pneumophila erhalten werden. Die ,,hdngenden
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Tropfen* in den folgenden Kristallisationsversuchen wurden mit den gleichen Volumina
(1 ul bzw. 2 ul) Protein- (13,6 mg/ml in 20 mM HEPES pH 7,0) und Reservoirldsung
angesetzt. Die Reservoirlosung enthielt 100 mM MES pH 6,5; 500 mM ZnCl,, 18 %
PEG 8000, 3 mM NaNj; sowie verschiedene Carboxylgruppen enthaltende Substanzen in

der angegebenen Konzentration.

~ 400 mM Ammoniumformiat ~ 40 mM L-Isoleucin

(schwer 16slich)

~ 60 mM L-Valin ~ 7 mM Desoxycholsédure-
schwer 16slic a-Salz (fast unloslic
hwer 16slich Na-Salz (f 16slich

Abbildung 3.5.5.: Kristallisationsansédtze der Mutante A37F (Mip-Protein von Legionella pneumophila)

mit ZnCl, und weiteren Carboxylgruppen enthaltenden Substanzen.

Weiterhin konnte das Protein mit L-Lysin, L-Ornithin, L-Threonin, und Anthranilsdure
kristallisiert werden. Leider blieben die meisten Kristalle klein und wiesen schon bei
Betrachtung unter dem Mikroskop eine unregelméfige Struktur auf. In Diffraktions-
experimenten beugten sie die Rontgenstrahlen nie besser als bis zu einer Auflésung von
10 A—7A. Somit fiihrte der Austausch von Acetat gegen andere Molekiile, die
Carboxylgruppen besitzen, nicht zu einer Verbesserung der Kristallqualitit. Die

essentielle Bedeutung fiir das Acetat-Ion in der Kristallisation (involviert in den Zink-
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Ionen-vermittelten Kristallkontakt zwischen benachbarten Mip-Dimeren) konnte jedoch

bestétigt werden.

3.5.2. Diffraktionsdatensammlung und Prozessierung

Die Diffraktionsdatensammlung wurde fiir die Kristalle der N-terminalen Mutanten
(A37F und S15A) sowie der C-terminale Mutante Y185A im Hause durchgefiihrt. Allein
fiir einen Proteinkristall der Mutante F202Y (Mutation im aktiven Zentrum der FKBP-
dhnlichen Domine) wurde das Beugungsexperiment an der ESRF in Grenoble durch-
gefihrt. Dabei konnte die Strahlungsquelle BM14 genutzt werden. Wihrend der
Datensammlung wurden die Kristalle im Stickstoffstrom bei 100 K gehalten. Dabei
diente getrocknetes Paraffin-Ol als ,,Cryoprotectant™ (Riboldi-Tunnicliffe & Hilgenfeld,
1999). Sie besallen ohne Ausnahme eine schlechte intrinsische Qualitét. Dies wird durch
die Beugung von Rontgenstrahlung bis zu einer Wellenlinge von maximal 2,4 A sowie
ihre hohe Mosaizitit deutlich. Daher konnte auch durch den FEinsatz von
Synchrotronstrahlung nur in einem Fall eine Verbesserung der Diffraktionsdaten erreicht
werden. Der notwendige Transport der Kristalle verschlechterte ihre Qualitit meist
zusidtzlich. Die gewihlten Abstinde von der Rontgenquelle zum Detektor ermdglichten
die Messung aller nachweisbaren Reflexe bei maximaler Auflosung. Die Werte sind in

der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Mutante Abstand Rontgenquelle- hochstmogliche Auflosung
Detektor (,,Kante* der Bild- bzw.
CCD-Platte)

S15A ~ 180 mm 2,27 A
A37F ~ 200 mm 2,44 A
Y185A ~ 266 mm 3,03A
F202Y*) ~ 149 mm 2,27 A

*) Der Kristall der Mutante F202Y wurde am Synchrotron bei einer Wellenlidnge von

0,98 A vermessen.
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Auf Grundlage der gesammelten Daten wurden mit Hilfe der Auto-Indizierungs-Funktion
des Programmes ,,DENZO*“ (Otwinowski & Minor, 1997) die Raumgruppe sowie die
ungefdhren Dimensionen der Elementarzelle bestimmt. Die Kristalle der verschiedenen

Mip-Mutanten waren alle primitiv tetragonal organisiert.

Anschlieend wurden die erhaltenen Daten durch das Computerprogramm ,,DENZO*
(Otwinowski & Minor, 1997) in den folgenden Grenzen integriert:

Mutante obere Grenze der untere Grenze der
Integration in A Integration in A

S15A 20 2,3

A37F 25 2,5

Y185A 25 3,1

F202Y 25 2,4

Letztlich konnten die so erhaltenen Intensititen fiir die einzelnen Reflexe durch das
Programm ,,SCALEPACK* (Otwinowski & Minor, 1997) skaliert werden. Die Statistik
der Datensammlung ist in der nachfolgenden Tabelle zusammengefaf3t. Fiir notwendige

Berechnungen wurde das Programm ,,rmerge* genutzt (Weiss & Hilgenfeld, 1997).

Mutante SI5A A37F Y185A" F202Y?
Raumgruppe P452,2 P452,2 P452,2 P452,2
Elementarzell- |a=b=78,02A |a=b=7795A |a=b=80,74A |a=b=81,21 A
parameter3 c=103,61 A c=103,66 A c=103,53 A c=103,58 A
Auflosung 200A-24A |250A-27A [250A-3,1A |250A-25A
Zahl aller 82 635 43 118 106 955 111 769
Reflexe

Zahl einzelner |12 988 8 744 6578 12 108
Reflexe

Redundanz 6,3 4,9 16,3 9,2

l/o 14,2 10,9 22,5 21,5
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duBerste Schale [2,49 A -240A [2,80 A-2,70 A [321A-3,10A [2,59A-2,50A
I/G in duBlerster | 2,4 2,8 33 4.5
Schale

Vollstiandigkeit | 99,6 % 94,7 % 99,8 % 100 %
Vollstandigkeit |99,4 % 91,3 % 98,1 % 100 %
in dullerster

Schale

Rimerge 9,3 % 11,8 % 10,3 % 9,0 %
Rpim 3,9 % 5,6 % 2,6 % 3,1 %
Riim 10,1 % 13,1 % 10,6 % 9,5 %
Rimerge in 52,9 % 52,3 % 45,6 % 44,2 %
duBerster

Schale

Rpimin 24,4 % 26,8 % 14,5 % 15,4 %
duBerster

Schale

Ryim in 58,5 % 59,1 % 48,1 % 46,8 %
duBerster

Schale

Zahl zuriick- 157 85 294 199
gewiesener

Reflexe

'Fiir die Mutante Y185A wurden von einem Kristall zwei Datensitze mit unter-

schiedlicher Expositionszeit (1 Stunde bzw. 20 Minuten) aufgenommen.

2Der Kristall fiir die Mutante F202Y wurde bei einer Wellenlinge von 0,98 A am

Synchrotron vermessen.

’Die Winkel der Elementarzelle o, P und 7y sind fiir die Raumgruppe P432,2 gleich grof

und besitzen einen Wert von 90°.
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3.5.3. Untersuchungen zu Unterschieden in den Dimensionen der Elementarzelle

Bei den Dimensionen der Elementarzelle konnten groBere Unterschiede beobachtet
werden. Es bestdtigte sich der Eindruck, daB fiir die Groe von a = b zwei Werte mdglich
sind. Meist besitzen die Kristalle eine groere Ausdehnung in Richtung der a- bzw. b-
Achse von etwa 81 A. Seltener finden sich Elementarzellen mit einer Linge von 77 A —
78 A in beiden Dimensionen, die dann Réntgenstrahlen zumeist etwas besser beugen.
Die Lénge der c-Achse weist kaum Schwankungen auf. Dieser Zusammenhang ist in den
folgenden Grafiken verdeutlicht. Dabei ist jede der vom Mip-Protein bestimmten
atomaren Strukturen (z.B. Mutanten und Komplexe) als Punkt reprédsentiert. Seine
Position definieren die Linge der Elementarzelle in den unterschiedlichen Dimensionen

sowie die ,,Auflosung® mit der die Struktur bestimmt werden konnte.

3,5

3,3

3,1 1

2,9 - 7S

2,7 ¢ » ®e

2,54

2,3 A 14

2,1 A

1,9 1

1,7 A ¢

1,5 T T T T T 1
76 77 78 79 80 81 82

Elementarzellendimensionena=b in A

Auflésung in A

3,5
3,3 1
311
2,9 . 0‘
27 1 N
2,5 1
23 1
211
1,9 1
17 1
15 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 101 102 103 104 105 106

Elementarzellendimension c in A

Auflésung in A

Abbildung 3.5.6.: Zusammenhang zwischen der Auflosung verschiedener Mip-Strukturen und den
Dimensionen der Elementarzelle. Die Zahlen wurden von Alan Riboldi-Tunnicliffe zur Verfliigung gestellt

oder stammen aus dieser Arbeit.

103



ERGEBNISSE

3.5.4. Strukturbestimmung fiir die Mutanten

3.5.4.1. Uberblick

Fiir die Strukturen des Mip-FK506-Komplexes sowie der C-terminalen Mutanten Y131F
und Y185F konnten keine Verdnderungen der allgemeinen Struktur im Vergleich zum
Wildtyp-Mip-Protein von Legionella pneumophila gezeigt werden (Riboldi-Tunnicliffe,
2000). AuBBerdem wurde flir die Kristalle der Mutanten S15A, A37F, Y185 und F202Y
ebenfalls eine primitiv tetragonale Organisation mit den Elementarzelldimensionen von
etwa 80 A x 80 A x 104 A nachgewiesen. Daher war es naheliegend, als ersten Schritt bei
der Strukturbestimmung eine ,Rigid-Body“-Verfeinerung durch das Programm
»CNS 1.1* (Briinger et al., 1998) zu nutzen. Dabei sollten zunichst geringfligige

Verschiebungen einzelner Strukturelemente gegeneinander nicht beriicksichtigt werden.

Fir die N-terminalen Mutanten A37F sowie SI5A wurde eine gestreckte
Verbindungshelix zwischen der Dimerisierungs- und FKBP-dhnlichen Doméne
angenommen. Kristalle dieser Proteine wiesen eine kiirzere a- bzw. b-Achse fiir die
Elementarzelle auf. Es konnte gezeigt werden, dall beide Eigenschaften miteinander
korrelieren. Kristalle des Wildtyp-Mip-Proteins mit einer gestreckten Helix
(Elementarzelldimensionen: a =b = 77,22 A; ¢ = 103,84 A) waren in der Lage, Rontgen-
strahlen bis zu einer Aufldsung von 1,8 A zu beugen. (Riboldi-Tunnicliffe, 2000).

Im Gegensatz dazu wurde fiir die C-terminalen Mutanten Y185A und F202Y ein
Suchmodell mit leicht gekriimmter Verbindungshelix verwendet. Die Aufnahme eines
MAD-Datensatzes fiir das Mip-Protein durch Riboldi-Tunnicliffe et al. erfolgte an einem
Kristall mit dem Vermdgen Rontgenstrahlen nur bis zu einer Auflosung von 2,4 A zu
streuen. Seine Elementarzellen wiesen eine deutlich lingere a- bzw. b-Achse auf.
Auflerdem besal3 das Protein eine gekriimmte o-Helix zwischen der N- und C-terminalen

Domaine (Riboldi-Tunnicliffe ez al., 2001).

Bereits nach dem initialen Schritt der Strukturlosung wurden fiir die Mutanten R-
Faktoren von etwa 35 % erreicht. Nachfolgend erfolgte die Modifizierung und
Verfeinerung der Modelle mit Hilfe der Programme ,,O“ (Jones et al., 1991) und
»CNS 1.1“ (Briinger et al., 1998). Dabei war insbesondere die ,,Rigid-Body*-

Verfeinerung nach Festlegung starrer Molekiilsegmente, die gegeneinander bewegt
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werden konnten, erfolgreich. Diese definierten Molekiilbereiche sind in der nach-

folgenden Tabelle zusammengefalt.

Reste 10-29 30-34 35-47 48-54 55-97 98-212
,,Loop*“-
Region
Strukturelement | Helix 1 ,Loop“- | Helix 2 ,Loop“- | lange und
Region Region ,Linker*- | FKBP-
Helix dhnliche
Doméne

Die Auswahl der Segmente erfolgte nach Analyse der Struktur des Mip-Proteins von
Legionella pneumophila mit Hilfe von ,,DSSP* (Kabsch & Sander, 1983). Offensichtlich

ist eine grole Variabilitdt in der Orientierung der verschiedenen Elemente der Mip-

Struktur in unterschiedlichen Kristallen vorhanden.

In der nachfolgenden Tabelle ist die Verfeinerungsstatistik fiir die vier Mutanten-

strukturen dargestellt.
Mutante S15A A37F Y185A F202Y
Auflésung der
verwendeten 150A-27A |250A-27A | 150A-32A |150-2,7A
Reflexe
»Cutoff** von nicht durch- nicht durch- nicht durch- nicht durch-
Daten gefiihrt gefiihrt gefiihrt gefiihrt
Anzahl der
Reflexe in der 8231/925 7837 /937 5300/ 643 8901 /1032
Verfeinerungs-
/Atbeitsmenge
R-Faktor 26,08 % 26,81 % 31,25 % 26,26 %
Rfree 28,99 % 27,14 % 32,45 % 28,56 %
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Luzzati-
Koordinaten-

Fehler (A)

0,40

0,41

0,58

0,43

Kreuzvalidierter
Luzzati-
Koordinaten-

Fehler (A)

0,46

0,42

0,61

0,47

Anzahl Amino-
sdurereste

in der
asymmetrischen

Einheit

205

206

196

203

Anzahl
Wassermolekiile
in der
asymmetrischen

Einheit

75

63

26

47

Anzahl

Ionen

in der
asymmetrischen

Einheit

5 Zn-
3 Acetat-

Ionen

5 Zn-
2 Acetat-

Tonen

4 7Zn-
5 Acetat-

Ionen

4 7Zn-
4 Acetat-

JTonen

Durchschnitt
B-Faktoren

37,28 A?

33,82 A?

95,45 A?

64,97 A?

Minimum

B-Faktoren

14,58 A?

32,57 A?

33,11 A?

23,79 A?

Maximum

B-Faktoren

94,77 A?

43,46 A?

160,02 A?

107,41 A?

RM.S.-
Abweichungen

Bindungslange

0,009 A

0,006 A

0,019 A

0,011 A

RM.S.-
Abweichungen

Bindungswinkel

1,37°

1,45°

1,88°

1,63°

RM.S.-
Abweichungen

Diederwinkel

22,52°

22,61°

21,19°

22,42°
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RM.S.-
Abweichungen | o 95 42/ 0,46 A%/ 1,76 A2/ 2,03 A2/
B-Fakt
o 1,20 A 0,47 A 1,81 A’ 2,84 A’
Haupt-/
Seitenkette
Ramachandran-
Analyse
Kermn-
94,2 % 94,8 % 88,8 % 87,8 %
¢—y—Region
. 5,8 % 4,6 % 10,0 % 11,0 %
erlaubte Region
mogliche Region 0 0,6 % 1,2 % 0,6 %
verbotene Region | 0 0 0 0,6 %

3.54.2. S15A

Im Wildtyp-Protein bildet Ser-15 iiber das Oy-Atom eine Wasserstoftbriicke zum N-
Atom der Amidbindung von Asn-34’ (anderes Monomer). Durch Austausch des Serin-
Restes sollte versucht werden, die Dimerisierungseigenschaften des Mip-Molekiils zu
verdndern. Mogliche strukturelle Veranderungen, die durch die Substitution gegen einen
Alanin-Rest bewirkt worden waren, muflten untersucht werden. Dabei ist jedoch zu
bemerken, daB die Dimerbildung im Mip-Protein von Legionella pneumophila

vorwiegend iiber hydrophobe Wechselwirkungen geschieht.

Fiir diese Mutante wurde ein Modell der Aminoséurereste 6-212 erstellt. Dabei konnten
keine Verdnderungen in der allgemeinen Struktur des dimeren Proteins nachgewiesen
werden. Die Konturierung der 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte bei 16 zeigt eine
Unterbrechung fiir die Peptidbindung zwischen den Resten 155 und 156. AufBerdem
konnte Val-190 in diesem Experiment nicht lokalisiert werden. Fiir den Aminosdurerest
Gly-191 ist die Elektronendichte nur schlecht definiert. Das verfeinerte Modell weist
einen R-Faktor von 26,08 % und einen Rg.. von 28,99 % auf. Die Temperaturfaktoren
der N-terminalen Doméne sowie fiir Bereiche der langen Verbindungshelix zeigen hohe
Werte. Trotzdem konnte zumeist auch fiir die Seitenketten in diesen Teilen des Molekiils
eine iliberzeugende Elektronendichte bestimmt werden. Dariiberhinaus war es moglich,
fiir dieses Molekiil eine gestreckte Helix zwischen der N-terminale und C-terminalen

Domine nachzuweisen (Elementarzelldimensionen: a =b = 78,02 A; ¢ = 103,61 A). Die
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Erstellung der 1Fo-1Fc-Elektronendichtekarte (Konturierung -3 ¢) beweist die entspre-

chende Mutation.

Abbildung 3.5.7.: Die 1Fo-1Fc-Elektronendichtekarte (rot) um den Aminosdurerest 15. Sie wurde mit dem
Wildtyp-Mip-Protein als Modell berechnet und bei —3 ¢ konturiert. Das Bild wurde mit den Programmen
»BobScript (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) erstellt.

Abbildung 3.5.8.: 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte um die Mutation S15A. AuBerdem wurden die zu
Ser-15 im Wildtyp-Protein in rdumliche Nachbarschaft befindlichen Aminosdurereste dargestellt. Fiir die
Abbildung wurden die Programme ,,BobScript” (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt &

Bacon, 1997) verwendet.

108



ERGEBNISSE

Wie durch die 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte deutlich wird, d@ndert sich die Orientierung
der Reste 15 bzw. 34’ durch die Mutation nicht (Abbildung 3.5.8.). Die Methylgruppe
des Alanins weist weiterhin zum Amidstickstoff von Asn-34’, auch wenn eine Wasser-

stoftbriicke nun nicht mehr ausgebildet werden kann.

3.5.4.3. A37F

Der Aminosdurerest Ala-37 ist Bestandteil der Helix 2 im Mip-Protein von Legionella
pneumophila. Diese Helix ist mafigeblich an der Dimerisierung tiiber hydrophobe
Wechselwirkungen beteiligt. In diesem Zusammenhang wird durch sie auch der
»Methionin-Zipper* gebildet. Durch Einfiihrung einer raumfordernden Seitenkette sollte
es zur Behinderung der Wechselwirkungen zwischen den N-terminalen Doménen der
Monomere kommen. Vielleicht wird die Dimerisierung des Molekiils vollstindig

verhindert.

Das Strukturmodell fiir die Mutante A37F enthilt die Reste 6-212. Bei der Verfeinerung
konnte ein R-Faktor von 26,81 % sowie Rygee von 27,14 % erreicht werden. Die 3Fo-2Fc-
Elektronendichtekarte zeigt bei einer Konturierung von 16 iliber dem Mittelwert eine
durchgehende Dichte fiir Hauptkettenatome der Reste 6-189 sowie 192 bis 212. Auch fiir
die Aminosdure 190 konnte Elektronendichte nachgewiesen werden. Die Mip-Mutante
ist weiterhin ein dimeres Molekiil und besitzt eine nahezu identische allgemeine Struktur
wie das Wildtyp-Protein. Sie weist eine gestreckte Verbindungshelix zwischen der N-
terminalen Dimerisierungs- und der C-terminalen FKBP-dhnlichen Domine auf. Dies ist
mit einer geringeren Ausdehnung der Elementarzelle fiir die Kristalle in Richtung der a-
und b-Achse (77,95 A) verbunden. Die Temperaturfaktoren fiir Atome in der N-terminale
Domine sowie der 65 A langen Helix sind nur miBig héher im Vergleich zu Resten in
der FKBP-Doméne. Die Mutation konnte durch Berechnung der 1Fo-1Fc-Elektronen-
dichtekarte mit Hilfe des Wildtyp-Proteins als Modell bei einer Konturierung von 3
o bestitigt werden. Sie ist in der Abbildung 3.5.9. dargestellt.
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Abbildung 3.5.9.: Blick auf bei der Dimerisierung interagierenden Reste der Helix 2 beider Monomere fiir
die Mutante A37F. Fiir eine Helix ist die 1Fo-1Fc-Elektronendichtekarte um den Rest Phe-37 dargestellt.
Sie wurde mit dem Wildtyp-Protein als Modell berechnet und bei 3 ¢ konturiert. Das Bild konnte mit Hilfe
der Programme ,.BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D*“ (Merritt & Bacon, 1997)

generiert werden.

Abbildung 3.5.10.: Darstellung von Resten der Helix 2 in der ,Aufsicht“. Die 3Fo-2Fc-
Elektronendichtekarte ist nur fiir ein Monomeres dargestellt und bei 1 ¢ konturiert. Wiederum wurden die

Programme ,,BobScript® (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt &Bacon, 1997) genutzt.
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Wie das Modell fiir die Mutante A37F des Mip-Proteins von Legionella pneumophila
zeigt, weist der aromatische Ring des Phenylalanin-Restes nicht die Dimerisierungsebene
des Molekiils. Das wird insbesondere durch die 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte deutlich
(Abbildung 3.5.10.). Somit kann es zu keiner sterischen Behinderung der Wechsel-

wirkungen zwischen den einzelnen Monomeren kommen.

3.5.4.4. Y185A

Der Rest Tyr-185 gehort zu den konservierten Aminosdureresten im aktiven Zentrum der
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase. Die Mutation Y185A fiihrt zu einer dramatisch
verringerten PPiase-Aktivitdt (0,6 % gegeniiber dem Wildtyp-Protein) (Wintermeyer et
al., 1995). Durch die Rontgenstrukturanalyse sollte geklart werden, inwieweit
strukturelle Verdnderungen in dieser Mutante fiir den Aktivitdtsverlust verantwortlich

sind.

Das Strukturmodell fiir die Mutante Y 185A konnte nur bis zu einer Aufldsung von 3,2 A
verfeinert werden. Die Kristalle beugten die Rontgenstrahlen nur schlecht. Insbesondere
die N-terminale Domiine sowie Teile der 65 A langen Helix weisen extrem hohe B-
Faktoren auf. Die 3Fo-2Fc-Elektronendichte besitzt bei einer Konturierung von
1 o Liicken im Bereich der Peptidbindung zwischen den Resten 46 und 47 bzw. 61 und
62. AuBlerdem konnte der Met-58 nicht lokalisiert werden. Die Seitenketten der meisten
Aminoséuren sind schlecht definiert. Dies wird an der Abbildung 3.5.11. deutlich. Hier
ist fir die Helix 2 im Mip-Protein von Legionella pneumophila die 3Fo-2Fc-
Elektronendichtekarte dargestellt.

Dagegen sind fiir die C-terminale Doméne alle Hauptkettenatome durch die
experimentell bestimmte Elektronendichte definiert, mit Ausnahme einer umfangreichen
,Loop“-Region. Diese umfafit die Reste 185-191. Bereits fiir die Seitenkette von Ala-185
kann keine 3Fo-2Fc-Elektronendichte bei 16 nachgewiesen werden. Fiir die
Aminosduren Pro-187 und Ser-189 finden sich isolierte Bereiche von Elektronendichte.
Der Rest Gly-192 ist dann wieder eindeutig definiert. Die beschriebene ,,Loop*“-Region
kann in der Abbildung 3.5.12. betrachtet werden. AuBerdem ist die 3Fo-2Fc-
Elektronendichte dargestellt.
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Helix 2

Abbildung 3.5.11.: 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte fiir die Helix 2 des Mip-Monomers fiir die Mutante

Y185A. Die Konturierung erfolgte bei 16. Die Abbildung konnte mit den Programmen ,,BobScript®

(Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) generiert werden.

Abbildung 3.5.12.: 3Fo-2Fc-Elektronendichte bei 1 ¢ fiir die Reste der ,,Loop“-Region von Ala-185 bis
Thr-199. Fiir die Darstellung wurden die Programme ,,.BobScript (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und

,»Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) verwendet.
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Die Mutation konnte eindeutig durch die Berechnung der 1Fo-1Fc-Elektronendichte bei
-3 6 nachgewiesen werden (Abbildung 3.5.13.). Dabei diente das Wildtyp-Mip-Protein
als Modell.

GIn-157

Val-158

Trp-162
Asp-142
Phe-202

‘r&. Ala-151

Glu-130

Abbildung 3.5.13.: Die bei -3 ¢ konturierte 1Fo-1Fc-Elektronendichte (rot) um den Rest Ala-185. Zur
Bestatigung der Mutation wurde das Wiltyp-Mip als Modell verwendet. Aulerdem sind alle weiteren in
den FKBP-Bindeproteine konservierten Aminoséurereste dargestellt. Dazu gehdren auch Aminoséuren,
deren Mutation keinen Einflufl auf die Isomerase-Aktivitéit hatte (Wintermeyer et al., 1995). Verwendete

Programme: ,,BobScript” (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997).

3.5.4.5. F202Y

Auch der Rest Phe-202 im Mip-Protein von Legionella pneumophila gehort zu den
konservierten Aminosduren in den FK506-Bindeproteinen (Wintermeyer et al., 1995).
Wabhrscheinlich bildet der aromatische Ring der Seitenkette zusammen mit weiteren
Aminosduren eine schwache orientierende Wechselwirkung mit dem Substrat. Diese
besitzt vorwiegend hydrophoben Charakter (Fischer et al., 1993). Die Mutation F202Y
filhrt zu einer Reduzierung der PPiase-Aktivitdt im Mip-Protein auf 0,9 % (personliche
Mitteilung Dr. Thilo Kamphausen, Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der
Proteinfaltung in Halle). Fiir ein besseres Verstindnis der Rolle dieses Restes bei der

Isomerisierung konnte die Kristallstruktur dieser Mutante dienen.
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Das Strukturmodell umfafit wiederum die Reste 9-212. Im Kristall weisen die Mip-
Molekiile eine gekrimmte Verbindungshelix zwischen der Dimerisierungs- und der
FKBP-dhnlichen Doméne auf. Dies ist mit einer groferen Ausdehnung der
Elementarzelle in Richtung der a- bzw. b-Achse verkniipft (81,21 A). Wie bereits fiir die
Mutante Y185A beobachtet, zeigt auch die N-terminale Doméne dieses Proteins nur eine
schlecht definierte Elektronendichte, insbesondere fiir Seitenkettenatome. So konnte z.B.
fiir Asp-10 keine Elektronendichte bei einer Konturierung von 16 beobachtet werden.
Auflerdem war es nicht moglich, die Carbonylgruppe von Met-58 sowie den
Amidstickstoff bzw. das Co—Atom des Restes 59 zu lokalisieren. Erst mit der
Aminosdure Met-65 verbessert sich die Qualitdt der 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte
deutlich. In den Abbildungen 3.5.14. und 3.5.15. sind die Positionen der konservierten
Reste fiir die FKBP-dhnlichen Doméne dargestellt.

Glu-130 &

Abbildung 3.5.14.: Die Reste Glu-130, Asp-142, Ala-151, GIn-157, Val-158, Ile-159, Trp-162, Tyr-185
und Tyr-202 mit der sie umgebenden 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte. Diese wurde bei 1 ¢ konturiert. Das
Bild wurde unter Verwendung der Programme ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D*
(Merritt & Bacon, 1997) erstellt.
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GlIn-157
Tyr-185
Ile-159
- Val-158

N

Asp-142 Trp-162

K. mlsl

E Glu-130

Abbildung 3.5.15.: 1Fo-1Fc-Elektronendichtekarte flir den Rest Tyr-202 (griin). Die Konturierung erfolgte

bei 36 und die Berechnung mit Hilfe des Wildtyp-Proteins als Modell. Das Bild wurde mit Hilfe der
Programme ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) generiert.

GIn-157

Val-158

Asp-142 Trp-162

Tyr-202 | T‘*’ Ala-151

Glu-130

Abbildung 3.5.16.: Die bei 3 ¢ konturierte 1Fo-1Fc-Elektronendichte um den Aminoséurerest Tyr-202
(griin). AuBlerdem sind die weiteren konservierten Reste der FK506-Bindeproteine dargestellt. Verwendete

Programme: ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997).
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Interessanterweise finden sich fiir diese Mutante um den Rest Tyr-202 Bereiche
ungeklarter positiver Elektronendichte. Diese befinden sich in relativ grofem Abstand
(4 A -5 A) zur OH-Gruppe des Tyr-202 und anderen polaren Gruppen bzw. zueinander.
Das wird in der Abbildung 3.5.16. deutlich.

3.5.6. Untersuchung moglicher Umordnungen im aktiven Zentrum des Mip-

Proteins in Folge Mutation konservierter Reste in der FKBP-ihnlichen Doméne

Durch die Mutationen Y185A oder F202Y sind Verschiebungen fiir die an der
Wechselwirkung mit FK506 beteiligten Reste moglich. Zum Nachweis wurden die C-
terminalen Domédnen der Mutanten durch das Programm ,, ALIGN* (Cohen, 1997) mit
der FKBP-Doméne des Wildtyp-Proteins zur Deckung gebracht. Diese umfassen die
Reste 124-212. AnschlieBend konnten die Positionen der Reste Glu-130, Asp-142,
Ala-151, GIn-157, Val-158, Ile-159, Trp-162, Tyr-185 und Phe-202 zwischen Mutante
und Wildtyp-Mip verglichen werden. Zur Kontrolle dienten die N-terminalen Mutanten
S15A sowie A37F. Die Positionen der o.g. Reste flir die Mutanten S15A, A37F, Y185A
und F202Y sowie das Wildtyp-Mip-Protein sind in der Abbildung 3.5.17. dargestellt.

Tyr-185/
Ala-185

Asp-142
Phe-202/

Tyr-202
Glu-130

Abbildung 3.5.17.: Uberlagerung der an der Wechselwirkung mit FK506 beteiligten Reste fiir die
Mutanten S15A, A37F, Y185A und F202Y sowie das Wildtyp-Mip (Hacker & Fischer, 1993; Wintermeyer
et al., 1995). Darstellung generiert unter Verwendung der Programme ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf,
1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997)
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Oftensichtlich kommt es durch die Mutationen in der C-terminalen Doméne (Y185A,
F202Y) zu keinen Umordnungen fiir die betrachteten Aminosdurereste. Wie erwartet,
konnten auch fiir die Mutanten S15A und A37F keine Verdnderungen nachgewiesen

werden.

3.5.7 Vergleich des durch Zn-Ionen vermittelten Kristallkontaktes in verschiedenen

Mip-Mutanten

In der Kristallstruktur des Mip-Proteins von Legionella pneumophila kommt es zur
Ausbildung eines durch zwei Zn-lonen (Zn-301 und Zn-302) vermittelten Kristall-
kontaktes. Diese Wechselwirkung wird durch die FKBP-Domidnen von im Gitter
benachbarter Dimeren vermittelt. Dabei ,,verbriickt ein Acetat-lon (Act-501) beide
Metall-Ionen. Aullerdem koordinieren die Seitenketten von His-205 und Glu-164’ des
symmetrieverwandten Molekiils (Bindung an Zn-302) sowie Glu-130 (Bindung an Zn-
301). Daneben scheint auch Lys-123" in den meisten Elementarzellen mit Zn-301 in
Wechselwirkung zu stehen. Die primédre Aminogruppe dieses Restes kann jedoch auch
gegen Wasser substituiert sein. Zusitzlich bindet ein weiteres Wassermolekiil. In den
Strukturen der C-terminalen Mutanten ist dieses gegen einen Acetat-Rest (Act-503)
ersetzt. Zn-302 bildet eine koordinative Bindung mit Act-502. Diese Acetat-Ion wird
iiber ein Wassermolekiil durch das Oy-Atom von Ser-106’ positioniert. Auerdem finden
sich in unmittelbare Ndhe zu diesem Kristallkontakt weitere Acetat-Reste (Act-504 bzw.
Act-505) und Wassermolekiile. Diese scheinen mit Thr-144 in Kontakt zu stehen. Im
folgenden sind die Kristallkontakte fiir die einzelnen Mutanten zusammen mit der
berechneten 3Fo-2Fc-Elektronendichte in den Abbildungen 3.5.18. bis 3.5.21. dargestellt.
Bei den Abbildungen wurden die Programme ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997)
und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) verwendet.
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Abbildung 3.5.18.: Kristallkontakt in
S15A.

Abbildung 3.5.19.: Der durch Zn-
Tonen vermittelte Kristallkontakt in der

Mutante A37F.

Abbildung 3.5.20.: Der Acetat-Rest
504 entspricht der Elektronendichte fiir
die Mutante Y185A. Jedoch scheint das
Molekiil einen zu geringen Abstand zu

Resten, wie Act-503, aufzuweisen.
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Abbildung 3.5.21.: Die Organisa-
tion des entsprechenden Kristall-

kontaktes in der Mutante F202Y.

3.5.8. Identifizierung weiterer Zn-Ionen in der Kristallstruktur des Mip-Proteins

von Legionella pneumophila

In der Struktur des Mip-Proteins konnten weitere Zn-Ionen mit einer Besetzung von 0,5

durch eine positive 1Fo-1Fc-Elektronendichte nach der Verfeinerung mit Wasser

identifiziert werden. Sie sind grundsitzlich in der Nachbarschaft von sauren Seitenketten

lokalisiert. Bei einer Konzentration von 500 mM Zn-Ionen im Kristallisationsansatz, die

wiéhrend der Kristallbildung weiter zunimmt, {iberrascht dieses Ergebnis nicht. Im

einzelnen befinden sich Zn-lonen wahrscheinlich in der Ndhe von Seitenketten folgender

Aminoséduren:
Mutante Reste
S15A Glu-36, Asp-44, Glu-89
A37F Asp-10, Asp-21, Glu-55
YI185A Asp-82, Glu-83
F202Y Asp-82, Glu-83
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@ |, Wat740

Abbildung 3.5.22.: Vermutetes Zn-lon in der Umgebung von Glu-83 (Mutante F202Y). Die Besetzung
betrdgt 0,5. AuBerdem ist die 3Fo-2Fc-Elektronendichtekarte bei 16 fiir Glu-83 sowie koordinierende

Wassermolekiile dargestellt. Die Darstellung erfolgte mit den Programmen ,.BobScript* (Kraulis, 1991;

Esnouf, 1997) sowie ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997).

120



DISKUSSION

4. Diskussion

4.1. Kristallographische Untersuchungen der C-terminalen Mutanten Y185A und
F202Y

Das Mip-Protein von Legionella pneumophila besitzt die katalytische Aktivitdt einer
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (Fischer et al., 1992). Dabei weist die C-terminale
Domine die Organisation der FK506-Bindeproteine auf (Riboldi-Tunnicliffe et al.,
2001). Fir die C-terminalen Mutanten Y185A und F202Y konnte eine dramatisch
reduzierte Isomeraseaktivitit von 0,6 % (Wintermeyer et al., 1995) bzw. 0,9 % (person-
liche Mitteilung Dr. Thilo Kamphausen, Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie
der Proteinfaltung in Halle) beobachtet werden. Daher lag es nahe, beide Molekiile mit
der Rontgenstrukturanalyse zu untersuchen. Damit sollten strukturelle Verdnderungen

identifiziert werden, die den Verlust der katalytischen Aktivitdt erkldren kdnnen.

Die Struktur der Mutante Y185A konnte leider nur bis zu einer Auflosung von 3,2 A
bestimmt werden. Aullerdem weist das Modell fiir den kristallographischen R-Faktor
(31,25 %) sowie den Rgee (32,45 %) nach der Verfeinerung hohe Werte auf. Insbe-
sondere fiir die N-terminale Doméne dieses Proteins wurden auflerordentlich hohe B-
Faktoren (zum Teil groBer als 120) gefunden. Offensichtlich zeigt dieser Bereich des
Molekiils eine ausgeprigte Flexibilitit bzw. Variabilitit. Dieses war mit einer
Ausdehnung der Elementarzelle fiir den Kristall in Richtung der a- und b-Achse von
80,74 A verbunden. Die Kristalle der Mutante waren primitiv tetragonal organisiert
(Raumgruppe: P43;2,2). Durch die Berechnung der 1Fo-1Fc-Elektronendichte konnte der
Austausch der Aminosédure Tyrosin gegen Alanin an der Stelle 185 zweifelsfrei gezeigt
werden. Die allgemeine Struktur der C-terminalen Doméne verdnderte sich durch die
Substitution nur wenig. Jedoch konnte fiir einen Teilbereich der ,,Flap*“-Region zwischen
den Faltblittern 2 und 3 keine Elektronendichte bestimmt werden. Dieser umfafit die
Aminosduren 185-191. Wahrscheinlich kommt es fiir diese Region des Molekiils zu einer

groBeren Beweglichkeit auf Grund der Mutation.

Im wtMip-Protein stabilisieren hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem aroma-

tischen Ring von Tyr-185 und Ile-194 die ,,Flap“-Region. AuBlerdem kommt es zu
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Kontakten mit den apolaren Seitenketten von Ala-184 und Ile-159. Dieses ist in der

Abbildung 4.1. dargestellt.

ﬂ Ile-159

, Ala-184

»Flap“-Region

Abbildung 4.1.: Wechselwirkungen zwischen Tyr-185 und Ile-194 der ,,Flap“-Region sowie Ala-184 und
Ile-159 fiir das Mip-Protein von Legionella pneumophila (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001). PDB ID: 1FD9
(Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Bei der Darstellung wurden die Programme ,,BobScript*
(Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) verwendet.

Durch die Mutation Y185A kommt es zu einer Verringerung der Kontaktflache sowie zur
Zunahme des Abstandes zwischen den erwédhnten Seitenketten (Abbildung 4.2.). Dies hat
unausweichlich eine Schwichung der hydrophoben Wechselwirkungen zur Folge.
Dadurch konnte es zu einer grofBeren Beweglichkeit der ,,Flap“-Region mit dem Verlust
einer definierten Struktur kommen. Dieses wird durch die fehlende Elektronendichte fiir

die Reste 185-191 angezeigt.

Interessanterweise ist dieser Kontakt auch in der Kristallstruktur fiir FKBP12 (Bos
taurus) zu finden (Wilson et al., 1995). Hier kommt es zu Wechselwirkungen zwischen
den Seitenketten von Tyr-82 mit Ile-90 iiber Ile-91 sowie mit Ala-81 und Ile-56. Das
macht die Abbildung 4.3. deutlich. Die Aminosduren Ile-90 und Ile-91 sind wieder
Bestandteil der ,,Flap*“-Region.
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.

Ile-159

, Ala-184

Ala-185

Ile-194

»Flap“-Region

Abbildung 4.2.: Relative Positionen der Aminosduren Ala-185, Ile-194, Ala-184 und Ile-159 zueinander
fiir die Mutante Y185A. Das Bild wurde mit ,,BobScript® (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D*
(Merritt & Bacon, 1997) erstellt.

y Tle-56

Ala-81

Tyr-82

1le-90

»Flap“-Region

Abbildung 4.3.: Stabilisierende Wechselwirkungen fiir die ,,Flap“-Region von Ile-90 iiber Ile-91 mit
Tyr-82 im FKBP12 von Bos taurus (Wilson et al., 1995). AuBlerdem sind die Reste Ile-56 und Ala-81
gezeigt. PDB ID: 1FKK (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Die Darstellung konnte mit Hilfe

von ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) generiert werden.
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Diese Art der Stabilisierung kann sogar in der Struktur der Isomerase-Doméne vom
»lrigger-Faktor aus Mycoplasma genitalium wiedergefunden werden. Dabei ist
anzumerken, da3 zwischen den FK506-Bindeproteinen und der Doméne des ,,Trigger-
Faktors* nur eine Sequenzidentitit von 27 % besteht. Trotzdem weist das Protein die
typische Organisation der FKBPs auf. Jedoch fehlt der Strang 1 fiir das beherrschende
B-Faltblatt. AuBerdem konnte fiir Teile der ,,Flap“-Region die Sekundarstruktur einer
310-Helix gefunden werden (Vogtherr et al., 2002).

»Flap“-Region mit 3,y-Helix

Abbildung 4.4.: Organisation der Kontakte zwischen Tyr-93 und Val-95 bzw. Leu-98 sowie zwischen
Ile-67 und Tyr-93 im ,,Trigger-Faktor“-Protein von Mycoplasma genitalium (Vogtherr et al., 2002). PDB
ID: 1HXV (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit den Programmen
»BobScript (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) erstellt.

Die Konservierung dieser stabilisierenden Wechselwirkungen trotz geringer Sequenz-
identitdt zu anderen FK506-Bindeproteinen und sogar Modifizierungen der Sekundar-

struktur in der ,,Flap*“-Region unterstreicht ihre Bedeutung.

Unterschiede in den ,Flap“-Regionen werden zusammen mit Variationen im 40s-
,»Bulge“-Strukturelement als ,,Fingerabdriicke® verschiedener FKBPs betrachtet. Sie
modulieren die Oberfliche des Proteins um das aktive Zentrum (Vogtherr et al., 2002).
Beide Bereiche weisen in der Familie der F506-Bindeproteine eine hohe Variabilitit auf,

wobei Speciesunterschiede eher gering ausfallen (Van Duyne et al., 1991; Van Duyne et
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al., 1993; Galat, 2000). Die ,,Flap“-Region spielt eine wichtige Rolle bei Wechsel-
wirkungen mit anderen Proteinen. So konnten im terndren Komplex von FKBP-FK506
und Calcineurin zahlreiche Kontakte zwischen den Ketten A bzw. B der Phosphatase und
der ,Flap“-Region identifiziert werden (Griffith et al., 1995). Nach Austausch der
Aminosédure Ile-90 gegen Lysin kam es zu einer um den Faktor 2600 verringerten
Affinitédt fiir Calcineurin (Futer et al., 1995). Auch diese Mutation fiihrt offensichtlich
zum Verlust der stabilisierenden Wechselwirkung fiir die ,,Flap*“-Region. Fiir das Drei-
Doménen-Protein ,, Trigger-Faktor* wird ein Beitrag der variablen Molekiilbereiche bei
der intramolekularen Organisation oder gar der Wechselwirkung mit GroEL vermutet

(Vogtherr et al., 2002).

Ein besonders interessantes Beispiel stellt die Struktur des Proteins FKBP17 vom
Archebakterium Methanococcus thermolithotrophicus dar. Bei diesem Protein ist die
,Flap“-Region extrem zur ,IF“-Doméne erweitert. Diese besteht selbst aus einem
vierstringigen B-Faltblatt und einer o-Helix (Suzuki er al., 2003). Zusitzlich zur
Isomerase-Aktivitét besitzt dieses Protein Chaperon-dhnliche Eigenschaften. Dabei fiihrt
eine Deletionsmutante fiir den ,IF“-Bereich des Molekiils zum Verlust der
,Haltefunktion* (Furutani et al., 2000). Trotz der Erweiterung ,,Flap“-Region und dem
Erwerb einer neuen Funktion konnten stabilisierende hydrophobe Kontakte von Tyr-84
mit Leu-138 bzw. Ile-58 und Ala-83 und Tyr-84 fiir die neue Doméne identifiziert
werden. AufBerdem scheint es zur Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen His-136

und Tyr-84 zu kommen. Die Organisation ist in der Abbildung 4.5. gezeigt.

Auflerdem konnte die Wechselwirkung von Peptid-Substraten mit der ,,Flap“-Region
gezeigt werden. Dabei scheint dieses Element eine Substratspezifitit zu vermitteln
(Patzelt et al., 2001). Es ist moglich, dal die Mutation Y185A fiir das Mip-Protein von
Legionella pneumophila die Bindungseigenschaften fiir das Testsubstrat Suc-Ala-Phe-
Pro-Phe-4-nitroanilid (Wintermeyer et al., 1995) dramatisch verdandert. Damit kann das

Peptid nicht mehr isomerisiert werden.
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Abbildung 4.5.: Wechselwirkungen zwischen Tyr-84 und Leu-138 bzw. Ile-58 und Ala-83 im FKBP17
von Methanococcus lithotrophicus (Suzuki et al., 2003). Aullerdem ist die Orientierung des polaren Ringes
von His-136 zu der OH-Gruppe von Tyr-84 dargestellt. PDB ID: 11X5 (Berman et al., 2000;
http://www.rcsb.org/pdb/). Mit Hilfe von ,,BobScript“ (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D*
(Merritt & Bacon, 1997) konnte das Bild generiert werden.

Daneben wird eine direkte Beteiligung des Restes Tyr-185 an der katalytischen Aktivitit
der FKBP-Bindeproteine diskutiert. So soll das Sauerstoff-Atom der OH-Gruppe durch
Wechselwirkungen mit der Carbonyl-Sauerstoff-Funktion einer zu isomerisierenden
Peptidbindung zu einer Destabilisierung des Grundzustandes fiir das Substrat fiihren
(Fischer et al., 1993). Nach Verlust der Seitenkette von Tyr-185 ist dieser Kontakt
natiirlich nicht mehr moglich. Es kommt zum Verlust der katalytischen Aktivitidt ohne

Umordnungen im aktiven Zentrum.
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Die Struktur der Mutante F202Y konnte bis zu einer Aufldsung von 2,7 A bestimmt
werden. Der fiir die Strukturlésung verwendete Datensatz wurde dabei am Synchrotron
in Grenoble aufgenommen. Fiir das Modell weisen insbesondere Atome der
Dimerisierungsdomdne und der langen Verbindungshelix zwischen der N- und C-
terminalen Doméne hohe B-Faktoren auf. Die Kristalle waren auch fiir dieses Molekiil
primitiv tetragonal organisiert und die Elementarzellen zeigten eine ,lange* a- bzw. b-

Achse von 81,21 A. Dies ist eine leichte Zunahme im Vergleich zur Mutante Y185A.

Wahrscheinlich existieren in den Kristallen des Mip-Proteins Elementarzellen mit zwei
unterschiedlichen Ausdehnungen in Richtung der a- oder b-Achse (ungefihr 78 A sowie
81 A). In Abhingigkeit davon weisen Teilbereiche des Molekiils eine verschiedene
Orientierung auf. Es ist verstidndlich, dal diese Kristalle auf Grund der fehlenden
einheitlichen Ordnung die Rontgenstrahlung nur schlecht beugen. Somit konnte auch
bisher keine Struktur mit einer ,,mittleren* Lidnge der Elementarzelle in Richtung der a-
bzw. b-Achse bestimmt werden. Derartige Kristalle sollten einen etwa gleich groflen
Anteil an beiden Elementarzellen und damit ein hohes Mall an innerer Unordnung
aufweisen. Durch ,,Reannealing scheint es moglich zu sein, einen Einflu auf die
Anteile unterschiedlich orientierter Mip-Protein-Molekiile zu nehmen. Die meisten
Elementarzellen weisen nach dieser Prozedur nun gleiche Ausdehnungen auf. Damit
vergrofert oder verkleinert sich die ,mittlere“ Elementarzelle. Die Abweichung vom
Mittelwert beschreibt in diesem Falle eine Zunahme der inneren Ordnung. Somit wird
verstandlich, warum eine Zunahme der Lange fiir die a- bzw. b-Achse der Elementarzelle
im Kristall der Mutante F202Y zu einer deutlichen Verbesserung der Auflosung fiihren
konnte. Die untersuchten N-terminalen Mutationen S15A und A37F scheinen eine
Konformation des Mip-Proteins zu stabilisieren, die zu einer kiirzeren Ausdehnung der
Elementarzelle in Richtung der a- bzw. b-Achse fiihren. Dies konnte fiir weitere
Strukturuntersuchungen an diesem Molekiil, z.B. der C-terminalen Doméne, von grof3er
Bedeutung sein. Die Einfiihrung der Mutationen S15A oder A37F sollte zu einer

reproduzierbar héheren Qualitét der geziichteten Kristalle fithren.

Wieder konnte die Mutation F202Y durch die Berechnung der 1Fo-1Fc-Elektronendichte
eindeutig nachgewiesen werden. Im aktiven Zentrum der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-

Isomerase kommt es zu keinen Umordnungen von Aminosdureresten. Es kann daher
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angenommen werden, dafl die Modifizierung des aromatischen Ringes zu seinem

Funktionsverlust fihrt.

Fiir die FK506-Bindeproteine wird die Stabilisierung des Ubergangszustandes eines
Substrats durch eine schwache Wechselwirkung zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff der
Imidbindung und aromatischen Resten des Enzyms angenommen (Fischer et al., 1993).
Dazu gehort auch Phe-99 in FKBP12. Diesem Rest entspricht Phe-202 im Mip-Protein
von Legionella pneumophila. Durch die Mutation F202Y wird letztlich im Ringsystem
der Aminosdure ein Wasserstoff-Atom polarisiert. Es ist leicht vorstellbar, da3 nun die
Wechselwirkung zwischen der aromatischen Aminoséure sowie dem Carbonyl-
Sauerstoff der Imidbindung verstiirkt wird. Damit wird der Ubergangszustand praktisch

fixiert. Die enzymatische Aktivitit ist verhindert.

Interessanterweise findet sich im aktiven Zentrum des mutierten Proteins eine Kette von
3 ,,Peaks positiver Elektronendichte. Diese besitzen einen Abstand von 5,9 A und eine
Intensitéit von 4 ¢ bzw. 5 6. Bereits Riboldi-Tunnicliffe hat eine Offnung des aktiven
Zentrums fiir die Mutation Y185F beschrieben (Riboldi-Tunnicliffe, 2000). Als deren
Folge soll der Zugang von 7 Wassermolekiilen zu diesem Bereich des Molekiils moglich
sein. Dabei folgen die Molekiile der Konformation von gebundenem FKS506.
Bemerkenswerterweise kommt es zu keinen Kontakten mit dem Protein. In der Struktur
fiir die Mutante F202Y weisen die Zentren der ungeklirten Elektronendichte eine Distanz
von mindestens 4 A — 5 A zur OH-Gruppe des Tyr-202 und anderen polaren Gruppen des
Mip-Molekiils auf. Somit konnen ebenfalls keine Wasserstoffbriicken ausgebildet
werden. Allerdings zeigt die fiir die Umgebung berechnete 3Fo-2Fc-Elektronendichte
eine ,,knotig schlauchartige* Form (Abbildung 4.6.).

Damit liegt die Vermutung nahe, daf3 ein kettenformiges Molekiil in dieser iiberwiegend
hydrophoben Umgebung bindet. Vielleicht handelt es sich dabei um ein kurzes
Polyethylenglykol-Fragment. Diese Substanz wurde in hoher Konzentration als

Fallungsmittel bei der Kristallisation verwendet.
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Abbildung 4.6.: Ungekliarte 3Fo-2Fc-Elektronendichte (grau) im aktiven Zentrum der Mip-Mutante
F202Y von Legionella pneumophila. Die 1Fo-1Fc-Elektronendichte ist in Griin dargestellt. Die ,knotig
schlauchartige* Form ist klar zu erkennen. Bei der Darstellung wurden die Programme ,,BobScript*

(Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) verwendet.

Die Bindung von Polyethylenglykol in der Nihe des aktiven Zentrums ist auch fiir die
Kristallstruktur der Isomerase Pinl beobachtet worden (Ranganathan et al., 1997). Dieses
Enzym gehort zur Familie der Parvuline. Jedoch weist es trotz fehlender
Sequenzhomologie eine iiberraschend &dhnliche dreidimensionale Organisation wie die
FK506-Bindeproteine auf. AuBBerdem findet sich auch in diesem Protein eine hydrophobe
Bindungstasche fiir das Substrat. Problematisch ist jedoch der groe Abstand zwischen
den einzelnen Zentren der Elektronendichte in fiir die Mutante F202Y. In der Struktur
von Pinl weisen die Sauerstoff-Atome von PEG (sind die elektronenreichsten Atome in

dieser Verbindung) nur einen Abstand von etwa 3 A auf. AuBerdem ist vollig unklar, wie

129



DISKUSSION

die Mutation die Bindung eines Polyethylenglykol-Fragmentes ermoglichen konnte. Fiir
eine Klarung dieser Fragen scheint das Strukturmodell mit einer hoheren Auflosung die

Voraussetzung zu sein.

4.2. Kristallographische Untersuchungen der N-terminalen Mutanten S15A und
A37F

Die N-terminale Doméne im Mip-Protein von Legionella pneumophila ist o-helikal
organisiert. Dabei wird {iber die Dimerisierung ein ungewohnliches ,,Four-Helix-Bundle*
gebildet. Die Helices weisen eine antiparallele Orientierung auf und sind um einen
Winkel von 45° gegeneinander verschoben. Interessanterweise ist eine Vielzahl von
Wechselwirkungen an der Organisation der Dimerisierungsdomine(n) beteiligt. So
kommt es zu hydrophoben Kontakten zwischen der Helix 1 und der Helix 2’ (anderes
Monomer) bzw. Helix 2 und Helix 2’. AuBBerdem stehen apolare Reste der Helix 1 und
Helix 3° (lange Verbindungshelix zwischen der N- und C-terminalen Domine des
anderen Monomers) miteinander in Wechselwirkung. Aber auch die ,,Loop“-Region
zwischen der Helix 1 und 2 scheint an hydrophoben Kontakten zur Helix 3 beteiligt zu
sein. Dadurch wird eine nanomolare Dissoziationskonstante fiir das Molekiil erreicht
(Schmidt ef al., 1994). Wasserstoftbriicken und elektrostatische Anziehung spielen nur

eine geringe Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die N-terminalen Mutanten S15A und A37F mit Hilfe
der Rontgenstrukturanalyse untersucht. Dabei konnten die Strukturen bis zu einer
Aufldsung von 2.7 A bestimmt werden. Die Kristalle der Proteine waren primitiv
tetragonal organisiert (P4;2,2) und wiesen eine kurze a- bzw. b-Achse fiir die
Elementarzelle auf (78,02 A fiir S15A und 77,95 A fiir A37F). AuBerdem erreichten sie
fiir das Mip-Protein von Legionella pneumophila eine ungewohnliche Grofle. So konnte
fiir die Mutante S15A ein Kristall mit Abmessungen von 1100 um x 400 um x 400 um
geziichtet werden. Mit diesem wurde auch die Datensammlung durchgefiihrt. Die
Modelle weisen eine gestreckte Verbindungshelix zwischen der N- und C-terminalen
Domine auf. AuBerdem wurden relativ niedrige B-Faktoren fiir die Kristallstrukturen
beider N-terminalen Mutanten gefunden. Das trifft insbesondere fiir Bereiche des

Molekiils zu, die an der Dimerisierung beteiligt sind.
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Im dimeren wtMip-Protein wird zwischen dem Oy-Atom von Ser-15 und dem
Amidstickstoff von Asn-34’ (anderes Monomer) eine Wasserstoffbriicke ausgebildet.
Dies ist in der Abbildung 4.7. dargestellt. Durch die Mutation S15A wird die Wechsel-

wirkung verhindert.

Helix 1’

Helix 1

Helix 2

Abbildung 4.7.: Wechselwirkungen zwischen Ser-15 und Asn-34’ (bzw. Ser-15" und Asn-34) der
Dimerisierungsdoménen im Mip-Protein von Legionella pneumophila (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001).
PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit ,,BobScript™ (Kraulis,
1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) erstellt. Fiir die Reste Asn-34 und Asn-34’

sind die Haupt- und Seitenkettenatome gezeigt.

Der mutierte Aminosdurerest befindet sich in der Helix 1. Offensichtlich fiihrt der
Verlust der Wasserstoftbriicke zu Repositionierungen in der Dimerisierungsdoméne. Der
Inklinationswinkel zwischen Helix 1 und Helix 2’ (bzw. Helix 1° und Helix 2) vergrofert
sich geringfiigig. Es ist anzunehmen, dal3 sich beide Helices gegenseitig liber hydrophobe
Wechselwirkungen bei der Ausbildung ihrer Sekundérstruktur stabilisieren. Da die
Kontaktfldche nun verkleinert ist, kommt es letztlich zu einer Destabilisierung, was durch
die Verkiirzung von Helix 1 (bzw. Helix 1) deutlich wird. Dies fiihrt wiederum zu einer
Umordnung in der nachfolgenden ,,Loop*“-Region und der Verschiebung der Seitenkette

von Ile-31. Die Abbildungen 4.8. und 4.9. konnen dies verdeutlichen.
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Helix 2°
Helix 1°

Helix 2

Abbildung 4.8.: Dimerisierungsdoméne(n) im Mip-Protein von Legionella pneumophila (Riboldi-
Tunnicliffe et al., 2001). PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Fiir die Reste 15
und 31 (bzw. 15° und 31°) sind die Seitenketten gezeigt. AuBBerdem ist fiir Asn-34 (bzw. Asn-34’) die

Hauptkette in der ,Ball-and-Stick“-Darstellung hervorgehoben. Bei der Darstellung wurden die
Programme ,,BobScript (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,Raster3D“ (Merritt & Bacon, 1997)

verwendet.

Die Aminoséure Ile-31 befindet sich wiederum in rdumlicher Néhe zu apolaren Resten
der langen Verbindungshelix (Helix 3) zwischen der N- und C-terminalen Doméne (Leu-
62, Phe-65 und Leu—69). Somit kann die Umorientierung der Seitenkette von Ile-31 zu
strukturellen Konsequenzen fiir die Helix 3 fiihren. Die entsprechenden Kontakte sind fiir
das wtMip-Protein und die Mutante S15A in den Abbildungen 4.10. und 4.11.
dargestellt.
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Helix 2’

Helix 1°

Helix 1

Helix 2

Abbildung 4.9.: Dimerisierungsdoméne(n) fiir die Mip-Mutante SI5A. Der vergroferte Inklinationswinkel
sowie die Verkiirzung der Helix 1 (Helix 1°) sind zu erkennen. Fiir Ala-15 und Ile-31 (Ala-15" und Ile-31")
wurden die Seitenketten, fiir Asn-34 (Asn-34’) die Hauptkette dargestellt. Das Bild konnte mit Hilfe von
,»BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) erstellt werden.

Helix 3

Abbildung 4.10.: Der Kontakt von Ile-31 in der ,,Loop“-Region zwischen Helix 1 und 2 sowie Leu-62,
Phe-65 und Leu-69 in der Helix 3 fiir das wtMip-Protein von Legionella pneumophila (Riboldi-Tunnicliffe
etal.,2001). PDB ID: 1FD9 (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/).
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Helix 3

Helix 1

Helix 2

Abbildungen 4.11.: Wechselwirkungen zwischen Ile-31 sowie Leu-62, Phe-65 und Leu-69 fiir die Mip-
Mutante S15A. Fiir die Darstellungen 4.10. und 4.11. wurden ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997)
und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) verwendet.

Offensichtlich kommt es durch die Umorientierung der Seitenkette von Ile-31 zu
sterischen Behinderungen flir hydrophobe Reste der Helix 3. Dies erfordert eine leichte
Verschiebung der langen Verbindungshelix zwischen der N- und C-terminalen Doméne.
Sie bewegt sich von der ,,Loop*“-Region zwischen Helix 1 und Helix 2 fort. Es ist nicht
unmittelbar einsichtig, wie diese Reorientierung zu einer Streckung der langen Helix

fihren konnte.

Die Untersuchung der Mutante A37F war die Folge eines Schreibfehlers. Urspriinglich
sollte der Rest Ala-39 gegen Phenylalanin im Protein ausgetauscht werden. Die
Aminosdure Ala-39 ist Bestandteil der Helix 2 in der N-terminalen Doméne. Dabei
stehen sich die Seitenketten von Ala-39 (in Helix 2) und Ala-39’ (in Helix 2”) durch die
Dimerisierung fast unmittelbar gegeniiber. Beim Austausch gegen Phenylalanin kéme es
zum raumlichen ,,Clash® zwischen den groflen aromatischen Ringen. Dieses ist in der

Abbildung 4.12. zu sehen.
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Helix 2’

Helix 1°

Helix 2

Abbildung 4.12.: Die Mutation A39F fiihrt zu sterischen Problemen in der Dimerisierungsdoméne des
Mip-Proteins von Legionella pneumophila (Riboldi-Tunnicliffe, et al. 2001). PDB ID: 1FD9 (Berman et
al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit ,,BobScript™ (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und
,»Raster3D® (Merritt & Bacon, 1997) erstellt. AuBerdem konnte das Programm ,,0* (Jones et al., 1991) fiir

den Austausch von Ala-39 gegen Phenylalanin verwendet werden.

Die strukturellen Konsequenzen, z.B. mogliche Umordnungen in der Dimerisierungs-
doméne, oder sogar der Verlust der dimeren Struktur des LpMip-Proteins, hitten durch

die Rontgenstrukturanalyse bestimmt werden konnen.

Wie bereits beschrieben, weisen die Seitenketten des Reste 37 und 37’ in der Helix 2
bzw. Helix 2’ voneinander fort. Daher kommt es auch fiir den Austausch von Alanin
gegen Phenylalanin an dieser Position zu keinen sterischen Behinderungen in der
Dimerisierungsebene. Jedoch konnten fiir die Mutante A37F geringfligige
Verdnderungen in der Struktur im Vergleich zum Wildtyp-Protein beobachtet werden.
Diese erinnern in iiberraschender Weise an die Repositionierungen von Sekundir-
strukturelementen fiir die Mutante S15A . Dabei ist eine Erkldrung durch neue Wechsel-

wirkungen moglich.
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Durch die Mutation befindet sich die polare Seitenkette von Asp-12 (Asp-12°) in der
Helix 1 (Helix 1°) in rdumlicher Ndhe zum aromatische Ring der Aminosdure Phe-37’
(Phe-37). Diese energetisch ungiinstige Wechselwirkung fiihrt zu einer Bewegung der
Carboxylgruppe fiir die saure Aminosiure. Gleichzeitig scheint es, wie in der Mutante
S15A, zu einer VergroBerung des Inklinationswinkels zwischen Helix 1 und Helix 2’

bzw. Helix 1’ und Helix 2 zu kommen (Abbildung 4.13.).

Helix 2°

Ile-31

Helix 1’

Helix 1

Abbildung 4.13.: Struktur der Dimerisierungsdoméne(n) fiir die Mutante A37F. Fiir die Aminosdurereste
Asp-12 (Asp-12°), Phe-37 (Phe-37’) und Ile-31 (Ile-31”) sind die Seitenketten dargestellt. Es wurden die
Programme ,,BobScript” (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) genutzt.

Die Verschiebung von Helix 1 gegeniiber Helix 2’ (bzw. Helix 1’ gegeniiber Helix 2)
bedingt wieder eine Destabilisierung und damit eine Verkiirzung der Helix 1 (Helix 1°).
Folgerichtig kommt es zur Umorientierung der Seitenkette von Ile-31 mit den
strukturellen Konsequenzen fiir die lange Verbindungshelix zwischen der N- und C-
terminalen Doméne des Mip-Proteins: Durch die raumliche Néhe, insbesondere zwischen
Ile-31 und Phe-65, muB sich Helix 3 von der ,,Loop*“-Region zwischen Helix 1 und Helix
2 fortbewegen. Diese Verschiebung ist in der Abbildung 4.14. zu sehen.
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Helix 3

Helix 2 Helix 1

Abbildung 4.14.: Der Kontakt von Ile-31 in der ,,Loop“-Region zwischen Helix 1 und 2 sowie Leu-62,
Phe-65 und Leu-69 in der Helix 3 fiir die Mip-Mutante A37F von Legionella pneumophila. Das Bild
konnte mit Hilfe von ,,BobScript* (Kraulis, 1991; Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997)

erstellt werden.

Auch im FkpA-Molekiil, dem Mip-Homologen aus Escherichia coli, kommt es zu
Kontakten der langen Verbindungshelix mit der ,,Loop“-Region zwischen Helix 1 und
Helix 2. Insbesondere scheinen hydrophobe Wechselwirkungen von Ile-47 und Leu-49
mit Phe-80 von Bedeutung zu sein. Jedoch sorgen fiir dieses Protein zusitzliche
hydrophobe Kontakte zur Helix 1> (anderes Monomer) fiir eine weitere ,,Offnung* des
dimeren Proteins (Saul ef al., 2004). Dabei befinden sich apolare Seitenketten von Ile-73,

Leu-77 und Phe-80 in rdumlicher Ndhe zu Leu-27’ und Ala-29’ (Abbildung 4.15.).
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Helix 3

Helix 2

Helix 1’

Helix 1

Abbildung 4.15: Hydrophobe Wechselwirkungen der Helix 1’ mit der Verbindungshelix zwischen der N-
und C-terminalen Doméne im FkpA-Molekiil von Escherichia coli (Saul et al., 2004). PDB ID: 1Q6U
(Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Fiir die Darstellung konnten ,,BobScript* (Kraulis, 1991;
Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) verwendet werden.

AbschlieBend muf3 noch erwéhnt werden, dall im FkpA-Molekiil ein Methionin-Rest der
Helix 1 (bzw. Helix 1°) in Wechselwirkung mit einem hydrophoben Rest der Helix 2
(Helix 2°) des eigenen Monomers steht. Dabei handelt es sich um Met-35 und Val-54
(bzw. Met-35° und Val-54’). In diesem Falle kann man allerdings nicht mehr von einem
»Zipper® sprechen. Jedoch scheint eine Regulation des dimeren Zustandes, dhnlich wie
im DsbC-Dimer, durch die Modifizierung der Methionin-Reste mdglich. Das kann {iber

der Red-Ox-Zustand der Umgebung geschehen.
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Helix 1 Helix 1°

Met-3
Helix 2°

Val-54°

Abbildung 4.16.: Reduzierter ,,Methionin-Zipper* im FkpA-Molekiil (Saul et al., 2004). PDB ID: 1Q6U
(Berman et al., 2000; http://www.rcsborg/pdb/). Es wurden die Programme ,.BobScript® (Kraulis, 1991;
Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) genutzt.

4.3. Untersuchungen zur Chaperon-ihnlichen AKktivitit der Mip-Proteine

Man findet in verschiedenen Kompartimenten der Zelle eine hohe Konzentration an
biologischen Makromolekiilen. Das macht die Vermeidung von unerwiinschten
(hydrophoben) Wechselwirkungen zu einer wichtigen Aufgabe (Mogk et al., 2001).
Daher stellt eine Chaperon- bzw. eine Chaperon-dhnliche Aktivitdt sicher keine
Besonderheit von wenigen Proteinen dar. Auflerdem wird fiir verschiedene Enzyme die
Kombination mit einer ,Haltefunktion* diskutiert. Das konnte das Ergebnis einer
Entwicklung sein, um die molekulare Effizienz zu erhéhen (Wang & Tsou, 1998).
Daneben kann eine Chaperon-Aktivitit auch flir weit verbreitete, also evolutionér ,,alte®,
Proteine als Kofunktion gefunden werden. Dazu zdhlen die prokaryotischen
Elongationsfaktoren G und Tu sowie der Initiationsfaktor 2 (Caldas et al., 1998; Caldas
et al., 2000).
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Fir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae wurde im Citrat-Synthase-
Aggregationsassay sowie im Nde-I-Testsystem eine Chaperon-artige Aktivitét
(,,Haltefunktion*) nachgewiesen. Das homologe Molekiil aus Legionella pneumophila
war nicht in der Lage, die Aggregation von ,Condensing-Enzyme* bzw. die
Inaktivierung eines Restriktionsenzyms bei hoherer Temperatur zu verhindern. Im
Gegenteil, die Koinkubation von Citrat-Synthase und LpMip bei 45°C fiihrte sogar zu
einer verstarkten Triibung. Nach Zentrifugation dieser Losung, konnte jedoch gezeigt
werden, daB sich kein Mip-Protein von Legionella pneumophila im Prézipitat anreichern
lieB. Die ausgefiihrten CD-Messungen bestétigten, daB3 es fiir das Protein bei den zur
Charakterisierung genutzten Temperaturen zu keinen dramatischen Konformations-
verdnderungen kommt. Somit kann eine Inaktivierung durch die genutzten

experimentellen Bedingungen weitgehend ausgeschlossen werden.

Das Disulfid-Isomerase DsbC aus Escherichia coli besitzt eine iiberraschende
Ahnlichkeit in der dreidimensionalen Organisation zum Mip-Protein aus Legionella
pneumophila. Beide Molekiile sind Dimere mit einem vergleichbaren Molekulargewicht
und besitzen eine offene ,,V-Form* (McCarthy et al., 2000; Riboldi-Tunnicliffe et al.,
2001). AuBerdem besitzt das DsbC-Protein auch Eigenschaften eines Chaperons (Chen et
al., 1999). Daher wurde fiir die Mip-Proteine eine identische Funktion vermutet.
Daneben konnte auch fiir das Homologe aus Escherichia coli, FkpA, die Fahigkeit
gezeigt werden, die Aggregation von MalE31 im stochiometrischen Verhiltnis zu
verhindern, sowie denaturierte Citrat-Synthase zu reaktivieren (Arie et al., 2001).
AuBerdem wurde eine Ahnlichkeit in der riumlichen Struktur zu bakteriellen

Chaperonen, die an Sekretionsvorgédngen beteiligt sind, erkannt.

Das Typ-IlI-Sekretionssystem von Gram-negativen Bakterien findet sich bei
verschiedenen Krankheitserregern von Tieren und Pflanzen und dient dem Transport von
Virulenzfaktoren (Wattiau et al., 1996; Hueck, 1998). Es ist Sec-unabhingig und besteht
aus ungefdhr 20 Proteinen. Die meisten seiner Komponenten befinden sich in der inneren
Membran. Fiir den Transport ist eine cytoplasmatische ATPase, die wahrscheinlich
ebenfalls mit der Membran assoziiert ist, notwendig. Die meisten der ,,inneren* Proteine
zeigen eine Ahnlichkeit zum Biosyntheseapparat von Flagellen. Dagegen konnte fiir eine
Komponente der dulleren Membran die Homologie zu PulD gezeigt werden. PulD stellt

das Sekretin im Typ-II-Sekretionssystem dar (Hueck, 1998). Das Signal fiir die Sekretion
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von Virulenzfaktoren befindet sich in der N-terminalen Region dieser Molekiile. Jedoch
wird es nicht wihrend des Transports abgespalten (Wattiau et al., 1996). Die
Effektormolekiile des Typ-III-Sekretionssystem sind oft mit spezifischen Chaperonen
assoziiert. So bindet YopE in Yersinia pestis an das Chaperon SycE. YopE ist dabei ein
selektiver Aktivator von GTPasen der Rho-Familie bei Sdugetieren und vermittelt {iber
diesen Mechanismus seine Cytotoxizitit (Black & Bliska, 2000). Die Struktur des SycE-
Proteins ist in der Abbildung 4.17. zu sehen.

Abbildung 4.17.: Struktur des Chaperons SycE von Yersinia pestis. Die Darstellung wurde mit Hilfe von
,,PYMOL* (DeLano, 2002; http://www.pymol.org/) generiert. PDB ID: 1JYA (Birtalan & Ghosh, 2001;

Berman et al., 2000; http.//www.rcsb.org/pdb/).

CesT ist ein spezifisches Chaperon von enteropathogenen und enterohdmorrhagischen
Escherichia coli. Es bindet das Tir-Protein wihrend des Sekretionsvorganges. Das Tir-
Molekiil stellt einen Intimin-Rezeptor dar (Luo et al., 2001). Er wird in die Membran der
Wirtszelle ,,eingebaut und ermdglicht einen engen Kontakt zwischen Bakterium und
Wirt. Dieser ist dann Ausgangspunkt verschiedener Signalprozesse (Delahay et al.,

2002).
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Abbildung 4.18.: Gezeigt wird die rdumliche Organisation des CesT-Chaperons von Escherichia coli. Fiir
die Darstellung wurde ,,PyMOL* (DeLano, 2002; http://www.pymol.org/) verwendet. PDB ID: 1K3E
(Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/).

Die Strukturen der Chaperone SycE und CesT erinnern tatsichlich an das Mip-Protein
von Legionella pneumophila. Beide Molekiile sind Dimere und weisen eine V- bzw. Y-
artige Form auf. AuBlerdem besitzen sie eine amphipathische Helix. Dies stiitzte die
Vermutung einer Chaperon-Funktion fiir die Mip-Proteine von Legionella pneumophila
und Chlamydia pneumoniae. Besonders interessant ist der enge Substratbereich von
SycE und CesT. Citrat-Synthase und Ndel stellen sicher keine physiologischen Substrate
fiir die Mip-Proteine dar. Es ist daher denkbar, daB fiir das LpMip eine ,,Haltefunktion*
allein auf Grund einer hoheren Spezifitit nicht nachgewiesen werden konnte. Die
Funktion der Chaperone in der Typ-IlI-Sekretion konnte im Erhalt eines partiell
entfalteten Proteins liegen, um durch den Translokationskanal mit einem Durchmesser
von 3 nm zu gelangen (Stebbins & Galan, 2001). In letzter Zeit wird auch eine Funktion
der Proteine bei der Synchronisation der Sekretion verschiedener Virulenzfaktoren
diskutiert. Durch die Bindung an Chaperone wird den Effektoren ein dreidimensionales
Signal aufgeprigt (Birtalan et al., 2002). Ahnliche Funktionen sind auch fiir die Mip-

Proteine von Legionella pneumophila und Chlamydia pneumoniae vorstellbar.
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In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung interessant, dal das LpMip-Protein an
Kollagen IV der extrazelluliren Matrix bindet (personliche Mitteilung Dr. Michael
Steinert, Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie der Universitit Wiirzburg). Fiir
Kollagenmonomere (Typ I) aus der Lunge konnte die vollstindige Entfaltung bei 37°C
innerhalb weniger Tage nachgewiesen werden. Der ,,Schmelzpunkt* dieses Proteins liegt
unterhalb der menschlichen Koérpertemperatur (Leikina et al., 2002). Auch fiir Kollagen
IIT ist eine lokale Entfaltung wahrscheinlich (Stultz, 2002). Diese Tatsachen machen eine
spezifische Chaperon-Substrat-Wechselwirkung zwischen Kollagen IV und dem Mip-

Protein von Legionella pneumophila moglich.

In jlingster Zeit ist die Kristallstruktur des Mip-homologen Proteins in Escherichia coli,
FkpA, bestimmt worden (Saul et al., 2004). Sie ist in der Abbildung 4.19. gezeigt.

FKBP-ihnliche Domine

Dimerisierungsdoméne(n)

Abbildung 4.19.: Kristallstruktur des FkpA-Proteins aus Escherichia coli. PDB ID: 1Q6U (Berman et al.,
2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Das Bild wurde mit den Programmen ,,BobScript* (Kraulis, 1991;
Esnouf, 1997) und ,,Raster3D* (Merritt & Bacon, 1997) erstellt.

Auch FkpA Dbildet ein V-formiges dimeres Molekiil. Dabei weisen die
Verbindungshelices zwischen den N- und C-terminalen Doménen jedoch einen grof3eren
Winkel auf, als im Mip-Protein von Legionella pneumophila. Auflerdem wurde die
Chaperon-Aktivitit der N-terminalen Doméne (118 Aminosduren) untersucht. Dabei
zeigte sich, daB3 dieses Fragment die korrekte Faltung von MalE31 in-vivo ermdglicht.

Auflerdem ist es in der Lage, die Reaktivierung von Gdn-HCl-denaturierter Citrat-
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Synthase zu stimulieren. Offenbar zeigt die isolierte N-terminale Doméne Chaperon-
dhnliche Eigenschaften (Saul et al., 2004). Das steht in guter Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen zur Charakterisierung einer Chaperon-dhnlichen Aktivitit am Mip-Protein
von Chlamydia pneumoniae im Rahmen dieser Arbeit. Durch den EinfluB von
reduzierenden Bedingungen kommt es in diesem Molekiil zur Losung einer Disulfid-
Briicke zwischen den Dimerisierungsdoménen. Dies ist mit einer deutlichen Verrin-

gerung der Chaperon-dhnlichen Aktivitit verbunden.

Birtalan ef al. konnten die Struktur des Komplexes zwischen SycE und der Bindedoméne

von YopE bestimmen (Abbildung 4.20.).

__— @ ,"..-"" v
SV

L Ve
TR
j amphipathische
' Helix

Abbildung 4.20.: Der Komplex zwischen der Bindedoméne von YopE (violett) und seinem Chaperon
SycE (Birtalan et al., 2002). PDB ID: 1L2W (Berman et al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb/). Fiir die

Darstellung der Struktur wurde das Programm ,,PyMOL* (DeLano, 2002; http://www.pymol.org/) genutzt.

Die Struktur zeigt eine bemerkenswerte Ahnlichkeit zum Komplex aus SicP, einem
weiteren Chaperon der Typ-III-Sekretionsmaschinerie, und der Bindedoméne von SptP.
Dies ist besonders iiberraschend, da weder die Bindedoménen noch die Chaperone eine
Sequenzédhnlichkeit aufweisen. Die Oberfliche von SycE und SicP bieten konservierte
hydrophobe Reste, an denen die untersuchten Peptide in einer nicht-globulidren

Konformation binden. Thre Sekundirstrukturelemente sind dagegen erhalten. Dies
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erinnert an eine ,,Molten-Globule“~-Konformation. Dabei sind die amphipathischen
Helices nicht an der Substratbindung beteiligt. Sie spielen ebenfalls keine Rolle bei der
Dimerisierung (Stebbins & Galan, 2001; Birtalan et al., 2002). Aber die Chaperone
konnten auf Grund dieses Strukturelementes (bedingen die Y-artige Form) eine grofere
intramolekulare Beweglichkeit besitzen. Diese Eigenschatft ist sicher bei der Bindung von
»Molten-Globule““-Zustinden von Proteinen von Bedeutung, da die Substrate unter
diesen Bedingungen selbst eine strukturelle Variabilitit aufweisen (Haynie & Freire,

1993).

Die V- bzw. Y-Form der Mip-Proteine (bzw. des FkpA-Homologen aus Escherichia
coli), vermittelt durch die langen Verbindungshelices zwischen den Dimerisierungs- und
FKBP-dhnlichen Doménen, flihrt sicher ebenfalls zu einer groBeren Flexibilitit. Diese
sollte auch eine Grundlage der Chaperon-dhnlichen Aktivitit im Mip-Protein von
Chlamydia pneumoniae und dem FkpA-Molekiil bilden. Analog kann flir das DsbC-
Molekiil aus Escherichia coli argumentiert werden. Interessanterweise zeigten die bei der
Rontgenstrukturanalyse verwendeten Kristalle von DsbC Variationen in einer Dimension
der Elementarzelle. Diese wurden durch eine unterschiedliche Krimmung der
Verbindungshelix zwischen der N- und C-terminalen Doméne verursacht (McCarthy et
al., 2000). Es ist bemerkenswert, dal auch fiir das Mip-Protein von Legionella
pneumophila aufgrund dieser Flexibilitit eine Nichtisomorphie filir verschiedene Kristalle

beobachtet werden konnte.

AulBlerdem wurde fiir Citrat-Synthase ein partiell entfalteter Zustand (,,Molten-Globule*-
dhnlich) bei hoheren Temperaturen nachgewiesen (Ayed & Duckworth, 1999). Die
,Haltefunktion* fiir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae konnte durch einen
temperaturabhingigen Aggregationsassay mit diesem Enzym gezeigt werden. Somit stellt
die ungewOhnliche V-Form fiir verschiedene Chaperone bzw. Chaperon-dhnliche
Molekiile, verbunden mit einer grofen intramolekularen Beweglichkeit, moglicherweise

die Folge einer konvergenten Entwicklung dar.
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4.4. Monomerisierung der Mip-Proteine von Legionella pneumophila und Chlamydia

pneumoniae durch oxidierende bzw. reduzierende Bedingungen

Das dimere Mip-Protein von Legionella pneumophila kann durch Inkubation mit
Wasserstoffperoxid monomerisiert werden. Dies haben ,,Crosslinking“-Experimente mit
nachfolgender elektrophoretischer Auftrennung gezeigt. Fiir das CpMip wurde ein iiber
Disulfid-Briicken gebildetes Dimer unter denaturierenden Bedingungen nachgewiesen.
Diese konnten durch ein chemisches Reduktionsmittel (DTT) gelost werden. Die
Monomerisierung des Mip-Proteins aus Legionellen wird iiber die Sulfoxidation von
Methionin-Resten vermittelt, da MsrA-Aktivitit in der Lage gewesen ist, die
Konzentration an dimeren Protein wieder zu erhohen. Dieses Enzym reduziert spezifisch
in Anwesenheit von DTT das S-Enantiomer von sulfoxidierten Methionin-Resten (Hoshi
& Heinemann, 2001; Kim & Gladyshev, 2004). Im nativen Gel zeigte das oxidierte
LpMip eine verringerte Laufgeschwindigkeit. Auch dieser Effekt war, zumindest
teilweise, durch Inkubation mit MsrA und DTT wieder umkehrbar. Somit mufl auch in
diesem Falle die Modifikation von Met-Resten die Grundlage sein. Wahrscheinlich
spielen Met-38, Met-42 und Met-46 des erweiterten ,,Methionin-Zippers®“ die
entscheidende Rolle, da auch das N-terminale Fragment Mip 49 das gleiche Verhalten

zeigt, aber keine weiteren schwefelhaltigen Aminosduren aufweist.

Die Sulfoxidation von Methionin-Resten fiihrt keine Ladung in das Molekiil ein. Daher
kann die Verzogerung im nativen Gel nur durch eine Konformationséinderung
hervorgerufen werden. Eine (partielle) Entfaltung scheint wahrscheinlich. Offensichtlich
konnen bei einer chemischen Oxidation durch Wasserstoffperoxid sowohl das S- als auch
das R-Enantiomer von Methionin-Resten in einem Protein entstehen. Das erklirt
moglicherweise das nicht vollstindige Verschwinden der Bande fiir das sulfoxidierte
Mip-Protein von Legionella pneumophila im nativen Gel. Allein MsrB kann das R-
Enantiomer reduzieren, stand aber fiir Kontrollexperimente nicht zur Verfligung
(Grimaud et al., 2001; Kim & Gladyshev, 2004). Durch die native Gel-Elektrophorese
konnte eine Aggregation des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae nachgewiesen
werden. Dabei waren reduzierende Bedingungen, die Inkubation bei erhdhter Temperatur

(45°C) sowie ein Detergenz in der Lage, diese zu verringern.
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Die Modifikation von Proteinen iiber den Red-Ox-Zustand der Umgebung stellt ein
hdufiges Phanomen dar. Dabei ist die reversible Oxidation von Cystein-Resten ein gut
charakterisiertes Signalsystem. Die Oxidation von Methionin-Resten und die mdgliche
enzymatische Reduktion stellen jedoch einen Aspekt der molekularen Regulation dar, der
erst in letzter Zeit in das Interesse riickt (Hoshi & Heinemann, 2001). Dabei spielen
Reaktive Sauerstoffspecies (ROS) als Teil des normalen aeroben Lebens sowie Folge
verschiedener pathophysiologischer Prozesse die entscheidende Rolle (Halliwell &

Gutteridge, 1999; Hoshi & Heinemann, 2001).

»Small-Heat-Shock-Proteins* (sHsp) besitzen eine Chaperon-artige Aktivitdt. Sie
schiitzen andere Proteine vor der Aggregation z.B. bei kurzzeitiger Erwdrmung. Dies
geschieht iiber Bindung des ,,Molten-Globule““-Zustandes und somit dem Erhalt eines
faltungskompetenten Zustandes (Lindner et al., 1997; Lindner et al., 1998). Diese
Eigenschaft konnte fiir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae und Citrat-Synthase
gezeigt werden. Fiir das homologe Protein aus Legionella pneumophila war es nicht
moglich, diese Fahigkeit nachzuweisen. Mdglicherweise besitzt dieses Molekiil nur eine
enge Substratspezifitdt. Nach dem Sinken der Temperatur kann es nachfolgend zu einer
korrekten Faltung der Substrate liber ATP-abhéngige Systeme kommen (Lee at al., 1997,
Lee & Vierling, 2000). Aber auch die irreversible Denaturierung unter oxidativem Stref3
kann durch sHsp verhindert werden (Hirndahl e al., 2001). Interessanterweise bilden
Kleine Hitzeschockproteine grofle oligomere Komplexe, wie durch die Kristallstruktur
von Hsp16.5 aus Methanoccus janaschii gezeigt wurde (Kim et al., 1998). Der Nachweis
der Zusammenlagerung =zahlreicher CpMip-Molekiile konnte durch native Gel-

Elektrophorese gefiihrt werden.

Hsp21 ist in den Chloroplasten hoherer Pflanzen lokalisiert (Chen ef al., 1990). Der N-
terminale Teil dieses Proteins enthélt eine amphipathische Helix. Dabei sind konservierte
Methionin-Reste am Aufbau der hydrophoben Seite dieses Strukturelementes beteiligt
(Met-49, Met-52, Met-55 und Met-59) (Gustavsson et al., 1999; Gustavsson et al., 2001).
Die Inkubation des Proteins mit Wasserstoffperoxid fiihrt, wie beim Mip-Protein von
Legionella pneumophila, zu einer verringerten Laufgeschwindigkeit im nativen Gel und
dem Verlust von o-helikaler Sekundérstruktur. Dies wurde durch CD-Spektroskopie
nachgewiesen. AuBlerdem kam es zu einer dramatischen Verringerung der Chaperon-

dhnlichen Aktivitdit (Harndahl ef al., 2001). Die Substitution der vier konservierten
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Methionin- gegen Leucin-Reste fiihrte zu einer volligen Unempfindlichkeit gegeniiber
Wasserstoffperoxid, die Chaperon-dhnliche Aktivitit blieb erhalten und eine
Konformationsdnderung konnte ebenfalls nicht mehr gezeigt werden (Gustavsson et al.,

2001).

Fir das LpMip-Protein miissen Untersuchungen an Mutanten durchgefiihrt werden.
Dabei empfiehlt sich der Austausch von Met-38, Met-42 und Met-46 gegen Leucin- bzw.
Alanin-Reste. Wie erste Versuche gezeigt haben, scheint es fiir die Einfachmutante
M42A immer noch zur ,Dissoziation“ des dimeren Protein unter oxidierenden
Bedingungen zu kommen. Interessant wire auch die Rontgenstrukturanalyse einer
derartigen Dreifachmutante. Dabei kann geklart werden, ob der ,,Methionin-Zipper* ein
rein regulatorisches Element darstellt oder auch strukturelle Erfordernisse befriedigt. Die
Seitenkette von Methionin-Resten ist lang, flexibel und apolar (Richardson &
Richardson, 1989). Nach der Sulfoxidierung wird sie weniger beweglich. Aulerdem
entspricht der Hydrophobizitéitsindex des modifizierten Restes dem der positiv geladen
Aminosdure Lysin (Black & Mould, 1991; Hoshi & Heinemann, 2001). Dadurch kann es
zum Zusammenbruch des amphipathischen Charakters der Helix 2 fiir das Mip-Protein
von Legionella pneumophila kommen. Diese Sequenz konnte als ,,Kern® fiir die
Organisation der N-terminalen Doméne dienen, wie die Verdnderungen im CD-Spektrum
nach der Inkubation unter oxidierenden Bedingungen nahelegen. Diese lassen sich am
iiberzeugend durch eine Entfaltung der gesamten Dimerisierungsdomédne in ein
»Random-Coil* erkldren. Leider war es in CD-spektroskopischen Untersuchungen nicht
moglich, fiir die isolierte Sequenz der Helix 2 eine o-helikale Struktur nachzuweisen.
Offensichtlich sorgen ergéinzende Elemente im LpMip fiir eine Stabilisierung dieser
Organisation. Natiirlich konnen auch sterische Griinde beim Verlust der dimeren Struktur

durch die oxidative Modifizierung von Methionin-Resten von Bedeutung sein.

Die Regulation von Schliisselmolekiilen iiber die Red-Ox-Bedingungen der Umgebung
ist ein bekanntes Phidnomen bei Mikroorganismen. So kommt es unter Einflul von
Superoxid oder NO zu einer Aktivierung des soxRS-Regulons bei Escherichia coli.
Dabei stellen die SoxS-Proteine verschiedene Transkriptionsfaktoren dar, die Gene fiir
die Resistenz gegeniiber oxidativem Stress und Antibiotika aktivieren. SoxR selbst ist ein
ungewohnlicher Transkriptionsfaktor, dessen in-vitro-Aktivitit durch die Entfernung

eines [2Fe-2S]-Zentrums blockiert werden kann. Offensichtlich kommt es iiber dieses
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Element zur Verdnderung in der Raumstruktur durch den EinfluB von oxidierenden

Bedingungen (Demple, 1996).

Die homodimere Protease von HIV-1 besitzt zwei konservierte Cystein-Reste pro
Monomer (Cys-67 und Cys-95). Diese sind jedoch nicht fiir die katalytische Aktivitit
essentiell, besitzen aber eine ungewohnliche Empfindlichkeit fiir die Oxidation durch
Thiole mit niedrigem Molekulargewicht (z.B. Glutathion). Diese kann {iber Metall-Ionen
vermittelt werden. Eine solche Modifikation kann die Aktivitit des Enzyms beeinflussen,
in Abhéngigkeit von Ort und Art der Verdnderung (Davis et al., 1996). Wasserstoftf-
peroxid ist in der Lage, die Protease zu inhibieren. Dieser Effekt scheint tiber Cys-95
vermittelt zu werden. FEine reversible Glutathionylierung unter oxidierenden
Bedingungen konnte vorwiegend die Protease in der Form des Gag-Pol-Polyproteins
inhibieren. Dabei kommt es zur Verhinderung der Dimerbildung (Davis et al., 2003).
Nach Assoziation mit der Zellmembran sollten zelluldre Enzyme, z.B. Thioltransferase,
in der Lage sein, das Molekiil wieder zu aktivieren. Dieser Mechanismus kdnnte somit
eine Bedeutung fiir die optimale Regulation der HIV-1-Protease-Aktivitit besitzen
(Davis et al., 1999). Diese Regulation scheint fiir eine Vielzahl von Retroviren

konserviert zu sein (Davis et al., 2003).

Das ,Intracellular-Adhesion-Molecule-1“ (ICAM-1) ist ein Glykoprotein auf der
Zelloberflache und fiir die Wanderung von Leukozyten sowie deren Rekrutierung bei
Entziindungsprozessen von Bedeutung. Gleichzeitig stellt es den Wirtsrezeptor fiir 90 %
aller Serotypen von Rhinoviren dar. Unmittelbar nach der initialen Infektion kommt es
zur Produktion von oxidierenden Substanzen (Superoxid-Anion) in der Zelle. Dadurch
wird der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert und der ICAM-1-Rezeptor wird verstarkt
exprimiert. Das fiihrt zu einer Vermehrung von Entziindungszeichen in den oberen
Luftwegen. Reduzierende Substanzen wie Glutathion sind in der Lage, die Induktion von
ICAM-1 zu verringern und bieten moglicherweise eine neue Moglichkeit der Behandlung

der haufigen und lastigen Rhinovirus-Infektionen (Papi et al., 2002).

In der Regulierung des oligomeren Zustandes der Mip-Proteine von Legionella
pneumophila und Chlamydia pneumoniae durch den Red-Ox-Zustand der Umgebung
gibt es einen bemerkenswerten Unterschied. Das LpMip-Protein ,,dissoziiert™ unter

oxidierenden Bedingungen. Im Gegensatz dazu scheint die Losung von Disulfid-Briicken
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unter reduzierenden Bedingungen fiir die Verringerung der Selbstaggregation des Mip-

Proteins aus Chlamydia pneumoniae verantwortlich zu sein.

Legionella pneumophila ist urspriinglich ein intrazelluldrer Parasit verschiedener
Amoben (z.B. Acanthamoeba und Hartmanella) in aquatischen Habitaten (Brand &
Hacker, 1997). Die Infektion von Makrophagen (Horwitz & Silverstein, 1981a; Horwitz
& Silverstein, 1981b) sowie Monozyten (Horwitz & Silverstein, 1980; Horwitz &
Silverstein, 1983; Harb ef al., 2000) und ,,nicht-professionellen* phagozytierenden Zellen
(Mody et al., 1993; Cianciotto et al., 1995b) stellt eine Sackgasse fiir die Vermehrung
der Bakterien dar. Eine Ubertragung der Legionérskrankheit von Mensch zu Mensch ist
bisher nicht beobachtet worden (Brand & Hacker, 1997). Somit scheinen alle heute
lebenden Legionellen (mit Ausnahme der klinischen Isolate) durch die ausschlieBliche
Vermehrung in Protozoen hervorgegangen zu sein. Die erworbenen molekularen
Mechanismen fiir die Infektion, das intrazellulire Uberleben sowie das Entkommen aus

der Wirtszelle sind Anpassungen an diese Organismen.

Fir Acanthamoeba castellanii konnten klare Parallelen zum oxidativen ,,Burst“ von
Neutrophilen nachgewiesen werden (Brooks & Schneider, 1985). Tatsdchlich ist
Legionella pneumophila wéhrend der Phagozytose durch Amdben diesem Strefl
ausgesetzt (Halablab er al., 1990; Bandyopadhyay et al., 2003). Interessanterweise
kommt es nach der Aufnahme von Legionella pneumophila und Legionella micdadei
zum oxidativen ,,Burst in Monozyten und polymorphkernigen Leukozyten. Dieser wird
jedoch rasch von einer Inaktivierung der Zellen abgelost (Dowling et al., 1992). Somit
konnte die Oxidation des Mip-Proteins auch fiir die (evolutiondr irrtiimliche) Infektion
des Menschen von Bedeutung sein. Auflerdem kann bei Pneumonien eine erhohte
Konzentration an Reaktiven Sauerstoffspecies im entziindeten Gewebe nachgewiesen

werden (Kuwano et al., 2003; Rahman & Kelly, 2003).

Auch die Identifizierung einer Catalase-Peroxidase KatA im Periplasma von Legionella
pneumophila weist auf eine notwendige Auseinandersetzung des Bakteriums mit
oxidativem Strel hin (Amemura-Maekawa et al., 1999). Eine weitere Catalase-
Peroxidase, KatB, ist im Cytoplasma lokalisiert. Beide Molekiile sind fiir die effektive
intrazelluldre Replikation essentiell (Bandyopadhyay et al., 2003). Das auf der

Oberfliche von Legionella pneumophila nachgewiesene Mip-Protein (Helbig et al.,
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2001) kann also leicht wihrend der intrazelluldren Infektion oxidiert und damit mono-

merisiert werden.

Eine mogliche Aufgabe des LpMip konnte im ,,Abfangen* von Reaktiven Sauerstoff-
species bestehen. Damit sollten andere Proteine und Membranen geschiitzt werden. Eine
analoge Funktion wird fiir das Hspl16.3 von Mycobacterium tuberculosis diskutiert.
Dieses Molekiil besitzt wie das Mip-Protein von Legionella pneumophila keine Cystein-
Reste. Deren oxidative Modifizierung wiirde moglicherweise zu groBen unphysio-
logischen Aggregaten flihren (Levine et al., 2000; Abulimiti et al., 2003). Dabei ist zu
erwéhnen, daf es fiir das Protein aus Legionellen zu einer kompletten Entfaltung der N-
terminalen Domine durch die Oxidation kommt. Dieses wurde durch CD-Spektroskopie
nachgewiesen. Somit wiren die sulfoxidierten Methionin-Reste leicht zugénglich und ein
enzymatisches ,,Recycling® durch Reduktasen denkbar. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
diese Hypothese durch Verwendung von humaner Methioninsulfoxidreduktase A

bestdtigt werden.

In initialen Versuchen war es mdglich, eine Beteiligung des LpMip an der Bewegung von
Legionellen durch die extrazelluldre Matrix nachzuweisen. Eine monomere Mutante des
Mip-Proteins war in diesen Untersuchungen besonders aktiv (personliche Mitteilung Dr.
Michael Steinert, Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie der Universitit Wiirzburg).
Die Sulfoxidierung und damit Monomerisierung stellt somit u.U. eine Aktivierung dar.
AuBerdem konnte fiir das LpMip eine Bindung an Kollagen IV der alveoldren
extrazellularen Matrix nachgewiesen werden (personliche Mitteilung Dr. Michael
Steinert, Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie der Universitit Wiirzburg). Diese
wird fiir das monomere und partiell entfaltete Protein sicher verringert. Natiirlich ist auch
eine unterschiedliche Beeinflussung von Signalwegen iiber den Wechsel des

Oligomerisierungzustandes denkbar.

oy -Antitrypsin kann durch Oxidation der Reste Met-351 und Met-358 inaktiviert werden.
Damit ist dieser Inhibitor nicht mehr in der Lage, die Elastase von Neutrophilen zu
inhibieren und die alveolare Matrix zu schiitzen. Dieser Mechanismus spielt
wahrscheinlich eine physiologische Rolle bei Entziindungen. Leider kommt es auch
durch Zigarettenrauch (enthdlt Wasserstoffperoxid) zu einer Blockierung von

o -Antitrypsin und damit moglicherweise einem Lungenemphysem (Taggart et al.,
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2000). Vielleicht ist die groBere Empfindlichkeit von Rauchern gegeniiber einer
produktiven Legionella-Infektion sogar auf eine Strukturverdnderung des Mip-Proteins

tiber den gleichen Mechanismus zuriickzufiihren.

Das LpMip-Protein bildet ein Dimer mit einer nanomolaren Dissoziationskonstante
(Schmidt et al., 1994). Damit ist praktisch allein der Rest Met-46 im Mip-Protein von
Legionella pneumophila vom umgebenden Medium aus zugédnglich. Eine mogliche
Modifizierung des ,,Methionin-Zippers*“ durch Reaktive Sauerstoffspecies sollte daher
von dieser Aminosiure ausgehen. Dabei miiite deren Sulfoxidierung eine Offnung der
Dimerisierungsdomdne bewirken. Nachfolgend wéren auch Met-42 und Met-38
angreifbar. Diese Vermutung ist leicht zu iiberpriifen: Der Austausch von Met-46 z.B.
gegen die Aminosédure Leucin sollte geniligen, um die ,,Dissoziation* des Mip-Proteins
von Legionella pneumophila unter oxidierenden Bedingungen zu verhindern. Leider
besitzt die Oberfliche des Mip-Dimers in der Umgebung dieses Schliisselrestes einen
ausschlieBlich hydrophoben Charakter. Das erschwert die Entwicklung von kleinen
Molekiilen, die in der Lage sind, Met-46 spezifisch abzuschirmen. Ein klares Muster von
polaren und apolaren Anteilen ist von groBem Vorteil, um einen komplementéiren
Inhibitor zu finden. Dieser konnte dann mit einer Funktion des Virulenzfaktors, der

Monomerisierung unter oxidierenden Bedingungen, interferieren.

Im Gegensatz zu Legionella pneumophila stellt fir Chlamydia pneumoniae der Mensch
das Hauptreservoir dar. Die Ubertragung von Mensch zu Mensch ist die Regel (Raulston
& Wiyrick, 2000). Damit kann das Verhéltnis zwischen diesem Krankheits-erreger und
dem Menschen als Koevolution beschrieben werden. Das respiratorische Endothelium
stellt dabei die primére Zielstruktur dar. Die Infektion von alveoldren Makrophagen
scheint zur respiratorischen Immunpathologie beizutragen (Redecke at al., 1998).
Danach kommt es fiir den Krankheitserreger moglicherweise durch die systemische
Zirkulation sowie eine mogliche transendotheliale Wanderung von ,,professionell
phagozytierenden Zellen zur Dissemination im Wirtsorganismus (Maass et al., 2000).
Die Infektion von endothelialen Zellen sowie der glatten Muskulatur von Arterien konnte
nachgewiesen werden (Kaukoranta-Tolvanen et al., 1994; Gaydos et al., 1996). Dies
stellt eine Verbindung zur vermuteten Beteiligung an der Arteriosklerose sowie
rheumatischen Erkrankungen her (Saikku et al., 1992; Gran et al., 1993). Chlamydien

besitzen einen einzigartigen Infektionszyklus. Die Bakterien infizieren als kompakte
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Elementarkorperchen ihre Wirtszelle. Nach der Bildung der parasitophoren Vakuole
kommt es zur Bildung der Retikularkdrperchen. Diese sind grofBer, in der Lage sich zu
teilen, aber nicht infektids (Scidmore-Carlson & Hackstadt, 2000; Raulston & Wyrick,
2000).

Es ist interessant festzustellen, dal3 die rigide Ultrastruktur der Elementarkorperchen
durch Cystein-reiche Membranproteine bedingt ist. Diese bilden intra- und inter-
molekulare Disulfid-Briicken und fiihren so zum ,,Crosslinking* in der Hiille. Dadurch
wird, in Analogie zum Peptidoglykan bei Gram-positiven Bakterien, die strukturelle
Integritit erhalten (Hatch, 1996). Fiir ein Protein der duBleren Membran mit einem
Molekulargewicht von 70 kDa konnte durch reduzierende Bedingungen die Zugéng-
lichkeit deutlich erhoht werden. Interessanterweise besitzt dieses Molekiil wie das CpMip
eine ,,Haltefunktion®. Es stellt ein Hitzeschock-Protein dar. Aulerdem wurde zunéchst
eine Funktion als primdres Adhésin vermutet. Unter in-vivo-Bedingungen findet seine
Reduktion in der Mikroumgebung der Wirtszelloberfldche statt, jedoch erst nachdem der
initiale Kontakt etabliert wurde (Raulston et al., 2002). Diese Situation konnte auch zur
Modifizierung des Mip-Proteins von Chlamydia pneumoniae fiihren. Die nachfolgende
Konformationséinderung von Hsp70 ist Voraussetzung fiir eine produktive Infektion

(Raulston et al., 2002).

Von besonderer Bedeutung ist dabei, daB3 eine Oberflachenlokalisation fiir das Mip-
Protein von Chlamydia trachomatis weder durch Immunfluoreszenz noch mit der
Immuno-Gold-Technik gezeigt werden konnte. Dagegen war es mdoglich, die
Komplement-abhingige Inhibierung der Infektion mit Hilfe von Antikdrpern gegen ein
N-terminales Fragment nachzuweisen (Lundemose et al., 1992). Auch Partitionierungs-
experimente mit einem Detergenz sowie die Sequenzanalyse deuten auf eine Lokalisation
in der dufleren Membran hin (Lundemose et al., 1991). Daher wird auch fiir dieses

Molekiil eine ,,verborgene* Konformation vermutet (Lundemose et al., 1992).

Bei unterschiedlichen Experimenten im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Chaperon-
dhnliche Funktion fiir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae gezeigt werden.
Diese konnte durch DTT, nicht aber durch FK506, inhibiert werden. Auflerdem kam es
zur ,,Dissoziation von oligomeren Proteinaggregaten unter reduzierenden Bedingungen.

Somit scheint die korrekte Quartérstruktur einen groBeren Einfluf3 als die Zuginglichkeit
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der Isomerisierungsbindestelle auf die ,,Haltefunktion zu besitzen. Die beobachteten

Strukturverdnderungen sollten einen relevanten Regulationsmechanismus darstellen.

AbschlieBend muf3 erwdhnt werden, dal3 die biologisch aktive Form des Mip-dhnlichen
Proteins aus Trypanosoma cruzi ein Monomeres ist. Diesem Molekiil fehlt die gesamte
N-terminale Dimerisierungsdoméne. AuBlerdem ist es C-terminal durch eine o-Helix
erweitert (Pereira et al., 2001). Es stellt ebenfalls einen Virulenzfaktor fiir die
parasitierenden Kinetoplastiden dar (Moro et al., 1995). Das 14t Spekulationen iiber das

monomere Molekiil als aktive Form bei den verschiedenen Parasiten zu.
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S. Zusammenfassung

Fir das Mip-Protein von Chlamydia pneumoniae wurde eine Chaperon-dhnliche
Aktivitit gezeigt. Als Hinweis auf diese Funktion diente eine Ahnlichkeit in der ,,Form*
zwischen dem verwandten Protein aus Legionella pneumophila und dem Chaperon DsbC

aus Escherichia coli.

Der ,,Methionin-Zipper* in der Dimerisierungsdoméne des Mip-Proteins von Legionella
pneumophila vermittelt die Monomerisierung des Molekiils unter oxidierenden
Bedingungen. Fiir das homologe Protein aus Chlamydia pneumoniae konnte eine
»Dissoziation® unter reduzierenden Bedingungen beobachtet werden. Damit war eine

Verringerung der Chaperon-dhnlichen Aktivitit verbunden.

Bei der Kristallisation des LpMip-Proteins sind neben Zn-Ionen, Molekiile, die Carboxyl-
gruppen enthalten, essentiell. Beide sind am Aufbau eines wichtigen Kristallkontaktes

beteiligt.

Fir die N-terminale Mutante S15A des Mip-Proteins von Legionella pneumophila
kommt es durch den Verlust einer Wasserstoftbriicke zur Destabilisierung der Helix 2 in
der Dimerisierungsdoméne. Zur gleichen Konsequenz fithrt die Ausbildung einer
energetisch ungiinstigen Wechselwirkung durch die Substitution A37F. Uber eine
Umordnung in der ,,Loop*“-Region zwischen Helix 1 und Helix 2 wird die gestreckte
Konformation der Verbindungshelix zwischen der N- und C-terminalen Doméne

stabilisiert.

Die C-terminale Mutante Y185A des LpMip-Proteins weist eine erhohte Beweglichkeit

in der ,,Flap“-Region auf. Ursache ist der Verlust von hydrophoben Wechselwirkungen.

Fiir die C-terminale Mutante F202Y des Mip-Proteins von Legionella pneumophila
konnten keine strukturellen Umordnungen gefunden werden, die den Verlust der
Isomerase-Aktivitit erkldren. Jedoch wurde im aktiven Zentrum des Molekiils ungeklérte

Elektronendichte nachgewiesen.
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