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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Proteinbiosynthese

In allen Organismen wird die genetische Information in der DNA gespeichert und in die
Aminosduresequenzen von Proteinen Ubersetzt. Der Informationsfluss wird durch die
Prozesse Transkription und Translation vermittelt. Die DNA dient als Matrize fir die
Transkription eines komplementaren RNA Molekils (mMRNA), welches durch das Ribosom
und Adaptormolekiile (tRNAs) in die Aminosauresequenz des Proteins translatiert wird. Die
Biosynthese von Proteinen ist ein energetisch aufwendiger Prozess. Bei der Transkription
werden aufgrund der Triplettstruktur des genetischen Codes sechs energiereiche
Phosphatbindungen pro Codon hydrolysiert, und fir die Aktivierung und Kopplung jeder
Aminosaure an tRNA Molekile werden zwei weitere energiereiche Phosphatbindungen
bendtigt. Bei der anschlieRenden Verknipfung der Aminosauren durch das Ribosom werden
von den Elongationsfaktoren G und Tu erneut zwei weitere energiereiche
Phosphatbindungen in Form von GTP Molekilen verbraucht. Fir die Qualitatskontrolle und
um mogliche Fehler bei der Biosynthese zu verhindern, wird zusatzliche Energie bendtigt.
Bei einem typischen Protein werden somit mindestens 10 ATP Molekille fir jeden
Aminosaurerest verbraucht. Die Proteinbiosynthese ist deshalb flir die Zelle ein energetisch
sehr aufwendiger Prozess und es gibt in allen Zellen Mechanismen, die die korrekte

Synthese und Faltung der Proteine kontrollieren und optimieren.

1.2 Proteinfaltung

Das grundlegende Prinzip der Proteinfaltung besagt, dass die gesamte Information flr die
Tertiarstruktur eines Proteins in seiner Aminosauresequenz enthalten ist. Fir kleinere
Proteine konnte in vitro gezeigt werden, dass sie nach einer Denaturierung spontan die
korrekte Struktur einnehmen kénnen und daflr nicht auf die Unterstiitzung durch andere
Proteine angewiesen sind (Anfinsen et al., 1961; Anfinsen, 1973). Komplexere Proteine, die
aus mehreren Domanen bestehen und ein hohes Molekulargewicht besitzen, kénnen sich in
vitro jedoch nur eingeschrankt zurlckfalten und neigen zu irreversibler Inaktivierung. Die
Zeitdauer fir eine erfolgreiche Rickfaltung dieser Proteine ist gro? und die biochemischen
Bedingungen flr die optimale Rdudckfaltung unterscheiden sich von den zellularen
Bedingungen. Zudem variieren sie stark von Protein zu Protein (Jaenicke, 1987; Herbst et
al., 1997; Herbst et al., 1998).

Die intrazelluldre Proteinfaltung unterscheidet sich daher fundamental von den in vitro
Bedingungen (Ellis und Hartl, 1999). In der Zelle herrschen fur alle Proteine dieselben

physikalisch-chemischen Bedingungen und im Gegensatz zu den in vitro Experimenten, die
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von einem entfalteten, vollstdndigen Protein ausgehen, erfolgt die Proteinbiosynthese am
Ribosom linear vom N-Terminus zum C-Terminus. Die Faltungsgeschwindigkeit von
Proteinen in Prokaryonten ist in der Regel hdher als die Syntheserate am Ribosom, die bis
zu 15 Aminosdauren pro Sekunde betragen kann (Netzer und Hartl, 1998). Daher beginnt die
Ausbildung von Sekundar- und Tertiarstrukturen unmittelbar nachdem der N-Terminus
synthetisiert wurde d.h. Synthese und Faltung sind gekoppelt. Dies flhrt zu der Situation,
dass die ersten N-terminalen Aminosauren bereits Sekundarstrukturen ausbilden, obwohl die
C-terminalen Aminosauren noch nicht synthetisiert wurden (Frydman und Hartl, 1996). In
vielen Proteinen ist die Faltung jedoch ein kooperativer Prozess, der die Sequenzinformation
einer vollstandigen Domane fir die korrekte Strukturfindung bendtigt. Zusatzlich kann es
durch das lineare Syntheseprinzip zu nicht produktiven Wechselwirkungen kommen, die die
korrekte Faltung erschweren. Hydrophobe Bereiche, die sich ansonsten im Innern des
Proteins befinden konnen in friihen Stadien der Proteinfaltung noch exponiert sein,
miteinander interagieren und zur Aggregation fuhren. Die hohe Proteinkonzentration
innerhalb der Zelle (> 300 mg/ml) begunstigt zusatzlich eine mogliche Aggregation von
Proteinen, da die Aggregation im Gegensatz zur Proteinfaltung konzentrationsabhangig ist
(Zimmerman und Trach, 1991; van den Berg et al., 1999). Es ist daher nicht Uberraschend,
dass es in jeder Zelle eine Proteinmaschinerie gibt, die die korrekte Faltung und Entstehung
funktioneller Proteinkomplexe unterstitzt. So ist die Proteinbiosynthese ein sehr effizienter
Prozess, mehr als 95 % der Polypeptidketten eines Proteins erreichen ihre native

Konformation (Copeland et al., 1986).

1.3 Chaperone und Hitzeschockproteine

Als ,molekulare Chaperone® bezeichnet man eine Gruppe von Proteinen, die an der
korrekten Faltung anderer Proteine beteiligt sind. Chaperone gehdren zu den am starksten
konservierten Proteinen und wurden in allen bisher untersuchten Organismen gefunden. Der
hohe Grad der Konservierung und die universelle Verbreitung deuten auf die essentielle
Bedeutung der Chaperone fur die Zelle hin. Viele Chaperone werden unter
Hitzeschockbedingungen verstarkt exprimiert, was zu ihrer Identifizierung und zu ihrer
Bezeichnung als Hitzeschockproteine (Hsp) filhrte (Pelham, 1986). Zur weiteren
Klassifizierung wurden sie anhand ihres apparenten Molekulargewichts (kDa) in Klassen
eingeteilt z.B. Hsp60, Hsp70. Da Chaperone jedoch auch konstitutiv exprimiert werden und
fur normales Wachstum und einen normalen Stoffwechsel in der Zelle wichtig sind, ist diese
Bezeichnung missverstandlich (Georgopoulos und Welch, 1993). Konstitutiv exprimierte
Chaperone werden auch als heat shock cognates (hsc) bezeichnet. Chaperone werden von
den Faltungskatalysatoren abgegrenzt. Diese Proteine, wie z.B. Peptidyl-Prolylisomerasen

und Proteindisulfidisomerasen beschleunigen einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
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wahrend der Proteinfaltung, Chaperone hingegen erhdhen die Ausbeute der Faltung
(Freedman et al., 1995; Schmid, 2001).

Trotz der grof3en Unterschiede zwischen den einzelnen Chaperonen hinsichtlich ihrer GrofRe
und  zelluldren  Lokalisation scheinen sie einen generellen, gemeinsamen
Funktionsmechanismus zu besitzen. Soweit bekannt ist, binden sie nicht kovalent an
hydrophobe Bereiche, die normalerweise das hydrophobe Innere des Proteins bilden. Dieser
hydrophobe Kern des Proteins ist zudem flir die korrekte Faltung wichtig, und deshalb
kommen hydrophobe Bereiche in der nativen Proteinstruktur nicht auf der Oberflache vor.
Chaperone erkennen somit falsch gefaltete Proteine. Aufgrund dieses grundsatzlich
ahnlichen Mechanismus ist die Funktion vieler Chaperone redundant und Substrate kénnen
mit mehreren Chaperonen interagieren, z.B. wahrend unterschiedlicher Stadien der
Proteinfaltung (Ellis, 1999; Deuerling et al., 1999; Deuerling et al., 2003). Die hydrophoben
Bereiche, die von Chaperonen erkannt werden, kénnen durch die lineare Verknipfung von
aromatischen Aminosauren oder durch die Anlagerung von nicht benachbarten Aminosauren
entstehen. Durch die reversible Bindung an diese Bereiche verhindern Chaperone die
Ausbildung  unproduktiver, hydrophober Wechselwirkungen, die 2zu intra- und
intermolekularer Aggregation fuhren kdnnen. Das teilweise entfaltete Substrat wird stabilisiert
und die Konzentration an mdglichen aggregationsfahigen Molekllen reduziert. Da
Aggregation als Prozess, der mehrere Molekile beinhaltet, konzentrationsabhangig ist, wird
dieser Prozess effektiv durch Chaperone inhibiert. Um die korrekte Faltung der Substrate zu
gewahrleisten, missen die Substrate bei permissiven Bedingungen wieder freigesetzt
werden. Deshalb besitzen zahlreiche Chaperone Regulationsmechanismen, die die Bindung
und das Freisetzten der Substrate steuern (Hartl und Hayer-Hartl, 2002; Walter und Buchner,
2002). Oft werden diese Bindungs- und Freisetzungsreaktionen von der ATP-Hydrolyse
angetrieben und Chaperone kénnen konformationelle Veranderungen am Substrat einleiten
(Hartl und Martin, 1995). Gegebenenfalls kdnnen diese Zyklen so lange wiederholt werden,
bis keine hydrophoben Bereiche mehr exponiert werden.

Die Interaktion von Substraten mit Chaperonen ist nicht nur fiir das Erreichen ihrer nativen
Konformation von Bedeutung. Vielmehr sind Chaperon-Substrat-Komplexe an einer Reihe
von weiteren zelluldren Prozessen beteiligt. Hsp70-Chaperone binden unter anderem an
Proteine, die durch Membranen in Zellkompartimente transportiert werden sollen, und halten
sie in einem translokationskompetenten Status, der die Vorraussetzung fir eine erfolgreiche
Translokation ist (Ryan und Pfanner, 2001). Chaperone sind zudem an
Signaltransduktionprozessen in der Zelle beteiligt (Kelley und Georgopoulos, 1997; Buchner,
1999).
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1.3.1 Hsp60

Die Hsp60-Chaperone sind eine der am besten untersuchten Gruppe von Chaperonen. Sie
werden auch Chaperonine genannt und diese Chaperongruppe umfasst das in Bakterien und
Organellen der Eukaryonten vorkommende GroEL, das TriC des eukaryontischen Zytosols
und das Thermosom der Archaea (Goloubinoff et al., 1989; Frydman et al., 1992; Cowan
und Lewis, 2001).

Ein intensiv charakterisiertes Hsp60 ist das GroEL Protein aus E. coli (Lorimer, 2001). Wie
EM Aufnahmen und Kristallstrukturen zeigen, bildet es eine zylinderférmige Quartarstruktur
aus (Chen et al., 1994; Braig et al., 1994; Xu et al., 1997). Die Struktur von GroEL aus E.
coli ist in Abbildung 1.1 gezeigt.

Abb. 1.1 Struktur von GroEL aus E. coli

A Seitenansicht des asymmetrischen Komplexes aus GroEL mit GroES

Gezeigt ist ein GroEL-Doppelring, der mit einem GroES-Ring einen Komplex bildet. Der distale
GroEL-Ring ist grau dargestellt, der proximale GroEL-Ring (griin) bindet an GroES (rot)

B Querschnitt durch GroEL

Jeder GroEL-Ring umschlie®t eine Kammer, in der die Substrate gefaltet werden. GroES (orange)
verschlie3t diese Kammer und induziert eine Strukturdnderung von GroEL, die zu einer vergréRerten
Kammer im proximalen GroEL-Ring (blau) fihrt. In der Kristallstruktur sind einige Aminosaurereste
nicht aufgelést worden, so dass der falsche Eindruck entsteht, dass die Kammern verbunden waren.
Die Abbildung wurde entnommen aus (Walter und Buchner, 2002).

14 GroEL Molekiile bilden zwei Ringe die jeweils aus 7 GroEL Untereinheiten bestehen.
Jeder der Ringe umschlieRt eine Offnung, die nicht miteinander verbunden sind und einen
Durchmesser von 45 A haben. Jedes GroEL Monomer besitzt eine ATP Bindungsstelle, die
sich im Innern des Zylinders befinden. Die Bindung von ATP innerhalb eines Rings ist
kooperativ, reduziert jedoch die Affinitdt des zweiten Rings fir Nukleotide (Yifrach und
Horovitz, 1994; Horovitz et al., 2001).

GroEL interagiert mit dem 10 kDa grof3en Kochaperon GroES. GroES bildet einen Ring aus

7 Untereinheiten, der an die offenen Seiten der Kammern des GroEL Zylinders binden kann
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und somit den Innenraum des Zylinders verschliet. GroES interagiert nur mit der
nukleotidgebundenen Form von GroEL. Die GroRe der Kammer beschrankt die Grofle von
entfalteten Proteinsubstraten auf ca. 55 kDa (Ewalt et al., 1997). Die Substratbindestellen
von GroEL wurden durch Mutationsanalysen und anhand der bekannten GroEL-Strukturen
bestimmt (Fenton et al., 1994; Xu et al., 1997; Saibil et al., 2001). GroEL erkennt entfaltete
Substrate an hydrophoben Oberflachenbereichen (Lin et al.,, 1995). Die hydrophoben
Aminosauren der Substrate werden von relativ flexiblen Bereichen am Rande des Hohlraums
gebunden. Diese strukturelle Flexibilitat ermdglicht es GroEL mit vielen Substraten zu
interagieren. Eine starke Spezialisierung auf ein Substrat fihrt zum Funktionsverlust flr
andere Substrate (Wang et al., 2002).

Die Bindung von GroES an GroEL flihrt nicht nur zum Verschlielien der Faltungskammer,
sondern l6st auch eine groRe Konformationsanderung aus. Die hydrophoben Bereiche, die
fur die Substratbindung verantwortlich sind, werden durch polare Aminosauren ersetzt und
es kommt zusatzlich zu einer VergroRerung des Kammervolumens (Roseman et al., 1996).
Diese Umlagerung ermdoglicht eine Ruckfaltung des Substrats im Innern des GroEL/GroES
Komplexes. Dieser von der Umgebung abgeschirmte Bereich, in dem das Protein seine
native Struktur einnehmen kann, wird auch als ,Anfinsen K&fig“ bezeichnet (Ellis, 2001).
Zusammen mit zahlreichen biochemischen Untersuchungen erlauben die Kristallstrukturen

einen Funktionszyklus des Chaperonins zu beschreiben, der in Abbildung 1.2 gezeigt ist.

Abb. 1.2 Funktioneller Zyklus von GroEL

I £ Der Mechanismus wird durch einem Zyklus
i - aus vier Schritten beschrieben. Im 1. Schritt
n = ! bindet ein Substrat an den nukleotidfreien

cis-Ring (violett). Im trans-Ring (gelb)
90
2N
¥

befinden sich zu diesem Zeitpunkt ADP,
gefaltetes Substrat und GroES. Dann binden
ATP und GroES an den cis-Ring (2) Durch

- die Bindung von ATP und GroES an den cis-

Ring werden das gefaltete Substrat und

P GroES vom trans-Ring freigesetzt (3). Nach
7ADP +7P, 3 @ | 2 7 ATP ATP-Hydrolyse und induzierter
@ il o Substratfaltung (4) im cis-Ring kann ein
neuer Zyklus beginnen. Die wurde Abbildung

entnommen aus (Walter und Buchner, 2002).

Obwohl GroEL aus zwei Ringen besteht, wird der Funktionszyklus am einfachsten fir einen
einzelnen Ring beschrieben. Die Ruckfaltung eines Substrates bendtigt zwei Umlaufe des
Funktionszyklus, wahrenddessen es mit dem GroEL-GroES Komplex assoziiert bleibt.

Faltungsintermediate binden an die hydrophoben Bereiche des nukleotidfreien, aus GroEL
bestehenden cis-Rings. Im trans-Ring, der durch GroES verschlossen ist, befinden sich zu
diesem Zeitpunkt ADP und Substrat. An den cis-Ring binden nach Substratbindung ATP und

GroES. Durch Bindung von GroES an einen GroEL-Ring wird die Faltungskammer
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geschlossen und zudem eine umfassende Konformationsanderung von GroEL ausgel6st,
welche eine Faltung des Substrats ermdglicht (Crouy-Chanel et al., 1995). Die Bindung von
ATP an den cis-Ring bewirkt zusatzlich eine Reduktion der Affinitdt von GroEL fur GroES
und ADP im trans-Ring. Dies flhrt zur Dissoziation von Nukleotid und des Substrats, das
bereits einen Zyklus durchlaufen hat. Als Zeitgeber bei den Faltungsreaktionen mit GroEL
dient die ATP-Hydrolyse des Chaperons (Rye et al., 1997). Ist sie im cis-Ring
abgeschlossen, kann das Substrat durch Bindung von GroES und ATP an den trans-Ring in
einem neuen Zyklus freigesetzt werden.

Dieser Zyklus kann gegebenenfalls mehrfach von Substraten durchlaufen werden, bis keine
hydrophoben Bereiche mehr fiir eine Bindung vorliegen. Studien in E. coli zeigen, dass ca.
10-20 % aller neu synthetisierten Proteine mit Hilfe von GroEL gefaltet werden (Houry et al.,
1999; Bukau et al., 2000).

1.3.2 Hsp70

Hsp70-Chaperone wurden in nahezu allen Organismen und Zellkompartimenten gefunden.
Im Gegensatz zu den ringférmigen, oligomeren Chaperoninen, wirken Hsp70-Chaperone
meist als Monomere. Hsp70-Chaperone besitzen ATPase-Aktivitdt und binden
nukleotidabhangig kurze hydrophobe Abschnitte innerhalb einer Polypeptidkette (McCarty et
al.,, 1995; Buchberger et al., 1995). Wie bei der Gruppe der Chaperonine ist der E. coli
Vertreter DnaK am besten untersucht, der in seiner Funktion von den Kochaperonen DnaJ
und GrpE unterstitzt wird.

DnaK besteht aus zwei Domanen, einer N-terminalen ATPase-Domane (44 kDa) und einer
C-terminalen peptidbindenden Domane (24 kDa). Die Kristallstrukturen der ATPase-Domane
und der peptidbindenden Doméane wurden bestimmt und sind in Abbildung 1.3 dargestellt
(Flaherty et al., 1990; Zhu et al., 1996; Harrison et al., 1997).

Die Struktur der ATPase-Domane ahnelt den Strukturen der Hexokinase und des Aktins. Die
ATPase-Domane besteht aus zwei Subdomanen. Das ATP Molekil wird in einer Vertiefung
zwischen den Subdomanen gebunden. Die peptidbindende Domane wird von einer (-
Faltblattstruktur und einer C-terminalen a-helikalen Subdoméne gebildet. Die B-Faltblatter
bilden die Peptidbindungsstelle, die von den a-helikalen Bereichen umschlossen wird.
Substrate werden in gestreckter Konformation gebunden und bestehen aus hydrophoben
Aminosauren, bevorzugt Leucin und Isoleucin, die von polaren Aminosauren flankiert werden
kénnen. FiUr die Bindung sind Interaktionen mit hydrophoben Aminosduren und
Wechselwirkungen mit dem Peptidriickgrat des Peptids wichtig (Landry et al., 1992). Dieses
Bindungsmotiv kommt statistisch alle 40 Aminosauren in Proteinen vor und ist normalerweise
nicht oberflachenexponiert, so dass DnaK nur entfaltete Proteine als Substrate bindet (Hartl
und Hayer-Hartl, 2002).
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Abb. 1.3 Struktur von DnaK aus E. coli

A Kristallstruktur der ATPase-Doméane von DnaK

Das Nukleotid wird in der Vertiefung zwischen den beiden Subdomanen gebunden.

B Kristallstruktur der peptidbindenden Doméne

Die helikale Subdomane ist in gelb, der B-Faltblattbereich ist in griin dargestellt. Die Sequenz des
gebundenen Peptids (violett) ist angegeben. Die Abbildung wurde entnommen aus (Hartl und Hayer-
Hartl, 2002).

Da die Substrataffinitit durch Nukleotide beeinflusst wird, muss eine Kommunikation
zwischen den Domanen stattfinden (Schmid et al., 1994). Eine Hsp70-Struktur, die beide
Domanen, die ATP- und die peptidbindende Doméane umfasst und somit Ruckschllsse tber
die Interaktion zulassen wirde, ist nicht verfligbar.

Die kinetischen und biochemischen Eigenschaften von DnaK machen die Existenz von
regulativen Proteinen erforderlich. Im nukleotidfreien und ADP gebundenem Zustand von
DnaK werden Peptide relativ langsam gebunden, was bei einem Hitzeschock, bei dem es
schnell zu einer starken Proteindenaturierung kommt, nicht ausreichen wirde. Der DnaK-
ATP-Komplex bindet Peptide schnell aber nur mit geringer Affinitdt. Fir eine stabile
Wechselwirkung ist die ATP-Hydrolyse essentiell (Buchberger et al., 1995). Der
resultierende DnaK-ADP-Komplex bindet Peptide sehr fest, allerdings sehr langsam.
Vermutlich wird durch die ATP-Hydrolyse eine Konformationsédnderung der a-helikalen
Subdomane der peptidbindenden Domane erreicht (,Locking in“). Die ATP-Hydrolyserate
von DnaKeg, betrégt jedoch nur ca. 0.1 min™ (Theyssen et al., 1996).

DnadJ, ein Hsp40 Protein aus E. coli, beschleunigt die ATP-Hydrolyse von DnaKgs, um einen
Faktor von mindestens 1000 (Liberek et al., 1991; Laufen et al., 1999). Die
namensgebende N-terminale J-Domane stimuliert die ATP-Hydrolyse von DnaK, und
zusatzlich kénnen Substrate von einer C-terminalen Domane mit dhnlicher Affinitat wie von
DnaK gebunden werden (Ridiger et al., 2001). Ein stabiler Komplex von DnaK mit DnaJ
und Substrat wird nur mit der ATP-Form von DnaK ausgebildet (Wawrzynow und Zylicz,
1995). Ein Modell fir den Funktionszyklus des DnaK-Systems aus E. coli ist in Abbildung 1.4

dargestellt.
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Niedrige Substrataffinitat
schnelle Bindung und Freisetzung

DnaK-ATP
ADP+Pi
GrpE K,yo| «—<— DnaJ
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Nukleotidaustausch ATPase Aktivitat
E. coli: 5000 E. coli: 500-15000
T. thermophilus: 80000 DnaK:-ADP 7. Thermophilus: 3-5
Hohe Substrataffinitat

langsame Bindung und Freisetzung

Abb. 1.4 Modell des Funktionszyklus von DnaK

In der ATP gebundenen Form ist die Affinitat von DnaK fiir Substrate gering. Durch die ATP-
Hydrolyse, die im unstimulierten Zustand ratenlimitierend ist, wird eine Konformationsanderung
induziert, die zur SchlieBung der Peptidbindetasche fuhrt. In der ADP-Form ist die Affinitdt von DnaK
fur Substrate hoch und die Freisetzungsrate gering. In E. coli stimuliert DnaJ die ATP-Hydrolyse im
Gegensatz zu T. thermophilus. GrpE beschleunigt in beiden Organismen den Nukleotidaustausch.

Im ATP gebundenen Zustand bindet DnaK Substrate nur schwach, aber sehr schnell. Nach
der durch Dnad stimulierten ATP-Hydrolyse wird dieser instabile Komplex dann zu dem
stabilen DnaK-ADP-Substrat Komplex umgewandelt. DnaJ kann zusatzlich noch Substrate
rekrutieren und evtl. an DnaK Ubergeben. In Gegenwart von DnaJ wird die ATP-Hydrolyse
durch DnaK stark beschleunigt, so dass nicht mehr die ATP-Hydrolyse, sondern der
Nukleotidaustausch ratenlimitierend ist. Daher existiert auch fir diesen Schritt des Zyklus ein
Regulationsprotein. GrpE, ein dimeres 20 kDa groRRes Protein, beschleunigt den Austausch
von ADP zu ATP um den Faktor 5000, wobei die Affinitat um den Faktor 200 gesenkt wird
(Packschies et al.,, 1997). Nach Austausch von ADP zu ATP wird das Substrat freigesetzt
und der Zyklus ist abgeschlossen. DnaK kann nun erneut an Substrate binden. Ob DnaK
durch die Bindung auch eine lokale Konformationsanderung im Substrat induziert und somit
aktiv bei der Rickfaltung assistiert, ist jedoch nicht klar (Mayer et al., 2000).

Im Gegensatz zu GroEL ist aufgrund des Bindungsmodus von DnaK keine GroRenlimitierung
fur Substrate vorhanden. Es gibt zudem experimentelle Hinweise, dass groRere
Multidomanenproteine besonders auf die Faltungsassistenz von DnaK angewiesen sind
(Mogk et al., 1999).

Die Proteine des DnaK Chaperonsystem sind auch in T. thermophilus vorhanden (Motohashi
et al., 1994). Die kinetischen Eigenschaften und die Regulation durch die Kochaperone
Dnad und GrpE unterscheiden sich jedoch deutlich von dem mesophilen E. coli System.
Dnadry fehlt im Vergleich zu dem E. coli Protein eine Zinkfingerdomane, die fir die

Substratbindung wichtig sein soll und die ATPase-Aktivitat von DnaKyy, wird durch Dnadr,
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nicht stimuliert (Banecki et al., 1996; Klostermeier et al., 1998; Klostermeier et al., 1999).
GrpE hingegen beschleunigt wie das E. coli Protein den Nukleotidaustausch sehr effektiv,
der ohne Stimulation ratenlimitierend ware (Groemping et al., 2001). DnaK und DnaJ
wurden aus T. thermophilus Zellen als stabiler ca. 300 kDa grof3er Komplex isoliert, der aus
jeweils 3 Molekilen DnaK, DnaJ und DafA besteht (Motohashi et al., 1996). DafA (DnaK-
DnaJ-assembly factor A) ist flir die Komplexbildung essentiell. Dieser Komplex stellt
vermutlich eine inaktive Lagerform der Chaperone da. Bei einem Hitzeschock wird DafA von
Substraten verdrangt, und das aktive Chaperonsystem kann sich ausbilden (Klostermeier et
al.,, 1999).

1.3.3 Hsp100/Clp-Proteine

Die Proteine dieser Chaperongruppe werden auch als Clp-Proteine bezeichnet. Der Name
leitet sich von der Stimulierbarkeit ihrer ATPase-Aktivitdt durch Casein ab (caseino-lytic
protease). Diese Chaperonklasse wurde in Prokaryonten, Archaea, Hefen, Pflanzen und
Insekten identifiziert (Clarke, 1996; Gottesman et al., 1997; Wickner et al., 1999). Am
besten charakterisiert sind die in E. coli vorkommenden Vertreter CIpA, ClpB, ClpX und HslU
(ClpY) (Gottesman et al., 1990; Squires et al., 1991; Chuang et al., 1993; Gottesman et al.,
1993). Der abweichende Name fir HslU leitet sich aus der verstarkten Expression nach
einem Hitzeschock von Heat shock locus ab.

Anhand der Anzahl ihrer Nukleotidbindungsdomanen (NBDs) werden die Hsp100 in zwei
Klasen unterteilt (Schirmer et al., 1996). Die Mitglieder der Klasse 1 besitzen zwei
Nukleotidbindungsdomanen, die Mitglieder der Klasse 2 hingegen nur eine. Die
nukleotidbindenden Domanen werden zudem von zusatzlichen Domanen flankiert bzw. von
diesen miteinander verbunden (Abbildung 1.5A). Die zwei NBDs der Klasse 1 Proteine
unterscheiden sich untereinander recht stark, die jeweiligen NBDs verschiedener Klasse 1
Proteine sind sich jedoch sehr a&hnlich (Schirmer et al., 1996). Die
Nukleotidbindungsdomane der Klasse 2 entspricht der zweiten NBD der Mitglieder der
Klasse 1. Zusammen mit den AAA-Proteinen (ATPase associated with various cellular
activites) wurden die  Hsp100/Clp-Proteine zu der AAA+-Proteinsuperfamilie
zusammengefasst (Neuwald et al., 1999). AAA-Proteine sind an zahlreichen zellularen
Prozessen wie Organellenbiosynthese, DNA-Replikation und Vesikeltransport beteiligt. Trotz
der unterschiedlichen Prozesse, an denen sie beteiligt sind, wird ihnen eine gemeinsame
Funktion zugeschrieben: Sie sind an der Bildung und Auflésung von grolien
Proteinkomplexen beteiligt (Maurizi und Li, 2001). Alle AAA+-Proteine besitzen das
konservierte AAA-Modul, das auch als ,AAA-Kassette“ bezeichnet wird und fiir die
Nukleotidbindung verantwortlich ist. Es besteht aus einer Nukleotidbindungsdomane, die mit

einer C-terminalen, a-helikalen Domane verbunden ist. Die NBD zeigt den klassischen
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Abb. 1.5 Struktur von Clp-Proteinen

A Schematische Darstellung Clp-Klassen

Exemplarisch dargestellt sind die Klasse 1 Vertreter ClpB, CIpA und NSF sowie das Klasse 2 Protein
HslU. CIpB besitzt neben den zwei AAA-Kassetten noch eine N-terminale Domane (N) sowie den
Linker (L) zwischen den beiden NBDs. Dieser Bereich ist in CIpA und NSF nicht vorhanden. HslU
besitzt nur eine AAA-Kassette, die der zweiten AAA-Kassette von ClpB bzw. ClpA entspricht. In diese
Kassette ist eine weitere Domane (1) inseriert, die vermutlich die Substratbindung vermittelt.

B Struktur von NSF (D2)

Die Kristallstruktur der zweiten AAA-Kassette (D2) von NSF wurde als hexamere Ringform gelést. Das
gebundene ATP-Analog AMPPNP ist in rot dargestellt.

C Struktur von HslU

Die Struktur eines hexameren HslU-Rings aus H. influenzae ist dargestellt. Das gebundene ATP ist rot
eingefarbt. Die inserierte [-Domane ist nicht aufgeldst.

D. Struktur von CIpA

Die N-terminale ist in rot, die erste AAA-Kassette in grin und die zweite Kassette in cyan dargestellit.
Die Verbindung der N-Domane zur ersten AAA-Kassette ist nicht aufgelost. Die gebundenen ADP
Molekdile sind orange eingefarbt.

»,Rossman-Fold“ aus funf zentralen B-Faltblattstrangen, die von mehreren a-Helices flankiert
werden. Die Nukleotidbindungsdomane besitzt zudem das Walker A Motiv (GX,GKT), das fur
die Bindung des y-Phosphats wichtig ist, und das Walker B Motiv (XXDE), welches an der
Koordinierung des Mg?*-lons beteiligt ist (Walker et al., 1982; Saraste et al., 1990). Weitere
homologe Sequenzen wurden zusatzlich anhand von Sequenzanalysen identifiziert, z.B. das
Sensor 1 Motiv (Patel und Latterich, 1998).
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Clp-Proteine kdénnen in Gegenwart von ATP oligomerisieren. ClpA, ClpX und HslU bilden
stabile Ringstrukturen aus, die auch von der zweiten AAA-Kassette (D2) des NSF Proteins
bekannt sind (Rohrwild et al., 1997; Grimaud et al., 1998). Die Clp-ATPasen, mit Ausnahme
von CIpB, bilden intrazellular stabile Komplexe mit Proteasen. ClIpA und ClpX binden an die
Serinprotease ClpP, HslU bindet an HslV (Gottesman et al., 1997). Die Kristallstrukturen von
NSF (D2) und der HslUV Komplexe von E. coli und H. influenzae zeigen hexamere
Ringstrukturen mit ahnlichen Strukturen der AAA-Kassette (Abbildung 1.4B und C)((Lenzen
et al.,, 1998; Bochtler et al., 2000; Sousa et al., 2000). Gut zu erkennen ist eine Pore im
Zentrum des Rings. Die zweite AAA-Kassette (D2) von NSF ist fir die Oligomerisierung
ausreichend, die erste AAA-Kassette ist fir die enzymatische Aktivitat verantwortlich
(Whiteheart et al., 1994). Das AAA-Modul von HslU zeigt erneut eine hexamere Anordnung
im Kristall. Die Struktur des HslUV Komplexes von H. influenza verdeutlicht zudem die
Anordnung der Proteine zueinander. Die Protease HslV ist eingeschlossen zwischen zwei
Ringen aus jeweils sechs HslU Molekulen. Die mogliche Verbindung von auflen durch die
zentrale Pore des HslU Rings zum aktiven Zentrum der Proteasen ist so schmal (ca. 20 A),
dass nur entfaltete Polypeptidketten dorthin gelangen und hydrolysiert werden kénnen.

Die Struktur von CIpA aus E. coli konnte durch Roéntgenstrukturanalyse kirzlich geldst
werden (Guo et al., 2002). Zu erkennen sind die zwei AAA-Kassetten, bestehend aus den
Subdomanen (Abbildung 1.5 D). Die verbindenden Aminosauren zwischen der N-terminalen
Doméane und der ersten AAA-Kassette sind nicht aufgeldst. Das Protein hat zwei ADP
Molekule gebunden und liegt nicht in der physiologischen, hexameren Struktur vor.

In dem Proteinkomplex aus Clp-ATPase und assoziierter Protease wird die
Entfaltungsreaktion der Polypeptidkette den Clp-ATPasen zugeschrieben. So konnte fir
ClpA gezeigt werden, dass es auch ohne ClpP in der Lage ist, ein flir den Abbau markiertes
Protein ATP-abhangig zu entfalten (Weber-Ban et al., 1999). Eine wichtige Signalsequenz
fir den Abbau von Substratproteinen durch die Proteinkomplexe CIpAP und ClpXP ist der
SsrA-Tag. Dieses 11 Aminosauren lange Peptid (AANDENYALAA) wird an den C-Terminus
von Proteinen angebracht, falls ihre Biosynthese am Ribosom nicht komplett abgeschlossen
werden kann (Gottesman et al., 1998). Die Entfaltung lauft vermutlich prozessiv, ausgehend
von der Signalsequenz des Substrats am C-Terminus, und die entfaltete Polypeptidkette wird
direkt in das aktive Zentrum der Protease uberfiihrt (Lee et al.,, 2001). Interessanterweise
kann die Spezifitdt und Kinetik der Entfaltungsreaktionen von CIpA und CIpX durch
Adaptorproteine moduliert werden. RssB ist ein Adaptorprotein flr ClpXP, das fir den Abbau
des Transkritpionsfaktors 6° notwendig ist (Zhou et al., 2001). SspB hingegen erkennt eine
Sequenz innerhalb des SsrA-Tags und beschleunigt den Abbau der markierten Proteine
durch CIpXP (Flynn et al., 2001). CIpS, ein erst kirzlich identifiziertes Protein in E. coli kann
als Adaptorprotein fur CIpA fungieren (Dougan et al., 2002). Es bindet an die N-terminale
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Doméane und modifiziert die Substratauswahl von CIpA. ClpA entfaltet dann nicht mehr SsrA-
markierte Proteine, sondern es werden Proteinaggregate als Substrate erkannt.

Im Gegensatz zu CIpA und ClpX bindet ClpB nicht an eine zelluladre Protease und hat auch
keine eigene Proteaseaktivitdt. ClpB besitzt zwei AAA-Kassetten, die von einer
Linkerdomane verbunden werden. Die Struktur eines Fragments der ersten AAA-Kassette
konnte durch Rontgenstrukturanalyse gelost werden und zeigte die zuvor beschriebene
Struktur einer AAA-Kassette (Li und Sha, 2002). Zusatzlich treten in E. coli aufgrund eines
alternativen Startcodons in der mRNA zwei Isoformen mit unterschiedlichen N-Termini auf
(Squires et al.,, 1991; Park et al., 1993). ClpB kann ebenfalls in Abhangigkeit des
gebundenen Nukleotids und der lonenstarke der Loésung oligomerisieren (Parsell et al.,
1994a; Zolkiewski et al., 1999; Schlee et al., 2001). ClpB aus E. coli und das S. cerevisiae
ClpB-Homolog Hsp104 wurden urspriinglich als Thermotoleranzfaktoren identifiziert, die das
Uberleben der Zellen unter Hitzeschockbedingungen erméglichten (Sanchez und Lindquist,
1990; Parsell et al., 1991; Squires et al., 1991). Hefezellen, die kein aktives Hsp104 mehr
besitzen, sind hitzeempfindlich und zeigen vermehrte Aggregation von Proteinen im Cytosol
nach einem Hitzeschock. Wie diese Thermotoleranz erreicht wird, konnte ebenfalls ermittelt
werden: Hsp104 reaktiviert aggregierte Proteine (Parsell et al., 1994b).

Fir die Ruckfaltung der Proteinaggregate in vivo und in vitro ist die Interaktion von Hsp104
mit dem Hsp70/DnaK-System notwendig (Glover und Lindquist, 1998). Fur die
Chaperonfunktion wird ATP-Hydrolyse an beiden AAA-Kassetten von ClpB bzw. Hsp104
bendtigt (Parsell et al., 1994b; Schlee et al., 2001). Die funktionelle Kooperation mit DnaK
konnte auch fiir ClpB aus E. coli und aus T. thermophilus gezeigt werden (Zolkiewski, 1999;
Mogk et al., 1999; Motohashi et al., 1999). Eine schematische Darstellung der
Chaperonfunktion von ClpB mit dem DnaK-System ist in Abbildung 1.6 gezeigt.

%@ e _ ADP4P
Aggregat @ c:
‘DnaK ClpB
‘ DnaJ

Abbildung 1.6 Rickfaltung von Proteinaggregaten durch das DnaK-System und ClpB
Aggregate konnen nur in Gegenwart von ClpB und dem DnaK-System unter ATP-Verbrauch in die
native Proteinkonformation Uberfiihrt werden. Das DnaK-System reicht fiir diese Reaktion nicht aus.
Ebenso ist ClpB alleine nicht in der Lage Proteinaggregate zu reaktivieren.
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Stabile Proteinaggregate kénne von vielen Chaperonen nicht mehr zurtickgefaltet werden.
Das DnaK-System kann jedoch in Zusammenarbeit mit ClpB unter ATP-Verbrauch diese
Aggregate reaktivieren (Motohashi et al., 1999; Diamant et al., 2000). Sowohl das DnaK-
System alleine, als auch CIpB alleine kénnen diese Reaktion nicht durchfiihren. Die
Mechanismen der Interaktionen der Chaperone mit Aggregaten und der Chaperone
miteinander sind nicht vollstdndig bekannt. Ein sequentieller Mechanismus der
Proteinriickfaltung wurde postuliert: Zuerst sollen ClpB und DnaK gemeinsam grof3e
Aggregate soweit modifizieren, dass im weiteren Verlauf das DnaK-System alleine fiir die
Reaktivierung der Substrate ausreichend ist (Goloubinoff et al., 1999; Ben Zvi und
Goloubinoff, 2001).

Die Interaktion von ClpB und DnaK zeigt sich zusatzlich in der genetischen Organisation von
T. thermophilus. In diesem Organismus liegen beide Proteine in einem Operon und werden
folglich zusammen exprimiert (Klostermeier et al., 1999; Motohashi et al., 1999). In E. coli
liegen die Proteine auf getrennten Operons, die Expression von beiden Proteinen wird
jedoch durch den Hitzeschockpromotor 6*? gesteuert (Kitagawa et al., 1991).

Der exakte Ablauf der Interaktion von ClpB mit dem DnaK-System ist jedoch nicht bekannt.
Eine direkte Interaktion von ClpB mit Proteinaggregaten konnte noch nicht eindeutig
nachgewiesen werden, und bis jetzt ist kein Komplex aus DnaK, ClpB und Substrat gefunden
worden. So bleibt die Fahigkeit, Proteinaggregate aufzulésen, eine bemerkenswerte

Reaktion.

1.4 Proteinaggregation

1.4.1 Proteinaggregation in der Zelle

Die Exposition hydrophober Bereiche wahrend der Translation und bei einer Missfaltung der
Proteine oder die partielle Entfaltung von Proteinen unter Stressbedingungen, kénnen zu
Aggregation von Proteinen fuhren. Das Schicksal eines inaktivierten Proteins in der Zelle
hangt vom Ausmal} der Schadigung ab. Wenn eine Riickfaltung nicht mehr mdéglich ist, kann
es durch zellulare Proteasen abgebaut werden. Einige Proteasen wie CIpA werden unter
Stressbedingungen vermehrt exprimiert (Kessel et al.,, 1995; Tomoyasu et al.,, 1995). So
konnen falsch gefaltete Proteine und teilweise aggregierte Proteine abgebaut werden. Des
Weiteren wird die Proteinbiosynthese unter Stressbedingungen reduziert, um eine weitere
Aggregation zu minimieren. Zusatzlich kann mit dem Adaptorprotein ClpS die
Substratspezifitat der Protease ClpA zu Aggregaten hin verschoben werden (Dougan et al.,
2002).
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1.4.2 Proteinaggregate und humanpathogene Erkrankungen

Die Forschung an Proteinaggregaten wurde in den letzten Jahren intensiviert, da viele
neurodegenerative Erkrankungen des Menschen ein gemeinsames Merkmal besitzen: die
intra- und extrazellulare Ablagerung von Proteinaggregaten (Taylor et al., 2002). Der
genaue Mechanismus der Erkrankungen ist noch nicht bekannt, doch gibt es Hinweise, dass
die Proteinaggregate an sich neurotoxisch sind (Hardy und Selkoe, 2002). Sie waren somit
eine Ursache der Erkrankung und nicht ein Zeichen einer bereits erfolgten Zellschadigung,
die durch andere Faktoren ausgeldst wurde.

Prionenerkrankungen wie die Creutzfeld-Jacob Krankheit (CJD) oder das Gerstmann-
Straussler-Scheinker Syndrom (GSS) sind eine Gruppe von neurodegenerativen
Erkrankungen. Sie konnen auch bei Tieren auftreten, als BSE beim Rind oder Scrapie bei
Schafen. Sie wurden in letzter Zeit intensiv erforscht, da bei diesen Erkrankungen Proteine
selbst der infektidse Erreger sein sollen (Prusiner, 1997). Diese Prionenhypothese ist die zur
Zeit akzeptierte Erklarung fur die Ubertragung dieser Erkrankungen, die jedoch auch spontan
auftreten konnen. Das derzeitige Modell geht davon aus, dass die bei dieser Erkrankung
auftretenden Aggregate aus einer falsch gefalteten Form (PrPS°) des kérpereigenen Prion
Proteins (PrP®) bestehen. PrPC ist ein hydrophiles, hauptsachlich aus a-Helices bestehendes
Protein (Riek et al., 1996). Im Gegensatz dazu ist die aus den Ablagerungen isolierte Form
PrPS¢ wasserunldslich und besteht zu einem gréReren Prozentsatz aus B-Faltblattstrukturen.
Es wird vermutet, dass PrP® zwischen der nativen, helikalen Struktur und anderen
Konformationen, die aggregationsfahig sind, fluktuieren kann (Prusiner et al., 1998). Falsch
gefaltetes Prp® soll dann als Matrize fiir die Konversion zu PrP°¢ dienen und so die
Aggregation stark beschleunigen (Jackson et al., 1999). Diese Aggregation I6st dann die
Krankheitssymptome aus. Dieser Mechanismus erklart zum einen die Ubertragbarkeit
zwischen einzelnen Individuen durch den Transfer bereits missgefalteter Proteine als auch
das spontane Auftreten der Erkrankungen durch partielle Denaturierung oder mutationen-
induzierte Instabilitdt des Proteins.

Eine weitere Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen, die mit Proteinablagerungen in
Verbindung gebracht werden, sind die Polyglutamin-Erkrankungen, von denen die dominant
vererbte Chorea Huntington (CH) die bekannteste ist. Es wird vermutet, das die
Polyglutamin-Erkrankungen auf einem gemeinsamen Mechanismus beruhen.

Bei Chorea Huntington besitzt das natirlich vorkommende, kranheitsassoziierte Protein eine
Polyglutaminsequenz, die jedoch im Krankheitsfall verlangert ist (Rubinsztein et al., 1999).
Diese Polyglutaminexpansion wird durch die Ausbreitung des CAG-Trippletts im codierenden
Bereich des Gens ausgeldost. Die Uberexpression von Proteinen mit verlangerten
Polyglutaminsequenzen I16st das Krankheitsbild aus. Die pathogene Wirkung der

Polyglutaminsequenz konnte durch Zellkulturexperimente und in Tiermodellen der Krankheit
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bestatigt werden (Davies et al., 1997; Narain et al., 1999). Zusatzlich bildeten sich
intrazellulare Ablagerungen des Proteins. Interessanterweise ist die Lange der
Polyglutaminsequenz direkt mit dem Krankheitsverlauf gekoppelt. Die ,normalen® Proteine
enthalten 10-34 Glutaminreste, wird die Anzahl jedoch erhéht, kommt es zur Ausbildung des
Krankheitsbilds. Je langer die Glutaminsequenzen sind, desto friher tritt die Krankheit auf
(Becher et al., 1998). Die kritische Grenze fir die Erkrankungen betragt ca. 36
Polyglutamine (Scherzinger et al., 1997). Als Mechanismus wurde ein ,glutamin zipper*
vorgeschlagen (Perutz et al., 1994). Polyglutaminsequenzen kénnen miteinander aulRerst
stabile antiparallele  [B-Faltblattstrukturen ausbilden. Proteine mit verlangerten
Polyglutaminsequenzen kdnnen somit miteinander irreversible, nicht physiologische
Interaktionen eingehen. Zusatzlich kann es zu einer stabilen Interaktion durch Ausbildung
von ,glutamin zippers® mit Proteinen kommen, die natirlicherweise eine kirzere
Polyglutaminsequenz besitzen.

Der Mechanismus der Zytotoxizitat dieser Proteinaggregate in Nervenzellen ist jedoch noch
nicht bekannt. Kurzlich wurde eine zuséatzliche Struktur fir die Polyglutaminsequenzen
postuliert (Perutz et al., 2002). Die B-Faltblattstrukturen der Polyglutaminbereiche sollen sich
zu Zylindern mit einen Durchmesser von 31 A und 20 Glutaminresten pro Drehung
aneinander lagern. Diese Struktur wirde die besondere Bedeutung der kritischen Marke von
ca. 40 Glutaminen erklaren, da die Zylinder (nanotubes) erst durch die Wechselwirkungen

zweier kompletter Faltblatter stabilisiert wirden.

1.4.3 Chaperone und Proteinaggregate

Molekulare Chaperone wurden in Proteinablagerungen sowohl aus pathologischem Material
als auch aus den Zellkulturmodellen der neurodegenerativen Erkrankungen identifiziert
(Cummings et al., 1998; Bonini, 2002). In zahlreichen Studien konnte sowohl in
Tiermodellen, in Zellkulturexperimenten und in Hefen gezeigt werden, dass Chaperone
sowohl die Erkrankung unterdriicken, als auch die GroRe der Proteinablagerungen
reduzieren kdnnen. Als besonders effektiv wurden hier Hsp104, Hsp70 und Hsp40 eingestuft
(Krobitsch und Lindquist, 2000; Carmichael et al., 2000; Kazemi-Esfarjani und Benzer, 2000;
Cummings et al., 2001). Hsp104 spielt zudem bei der Vererbung von Hefeprionen eine
wichtige Rolle. [PSI+] ist ein cytoplasmatisch vererbtes genetisches Element und basiert auf
einem Aggregat des zellularen Protein Sup35, einem Terminationsfaktor der
Proteinbiosynthese. Fur die Weitergabe des [Psi+] ist eine gewisse Konzentration von
Hsp104 notwendig. Uberexpression oder Inaktivierung von Hsp104 bewirken einen Verlust
des [Psi+]-Faktors (Lindquist et al., 1995). Als Mechanismus wird eine Umwandlung der
Sup35 Konformation durch Interaktion mit Hsp104 postuliert. Die neue Sup35-Konformation

kann vermutlich leichter aggregieren (Schirmer und Lindquist, 1997).
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Die Untersuchung der Wechselwirkung von Chaperonen, insbesondere ClpB und Hsp104,
mit Aggregaten und die Untersuchung des Mechanismus der Proteinrtckfaltung kénnen zum
Verstandnis dieser komplexen Vorgange beitragen. Ein grundlegendes Verstandnis dieser
Reaktionen kann dann eventuell neue Ansatze fiir die Therapie der zuvor beschrieben

Erkrankungen liefern.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, Informationen Uber die Struktur und Funktion von ClpB aus T.
thermophilus zu erhalten. Die ATP-Hydrolyse ist essentiell fur die Chaperonaktivitat von ClpB
(Motohashi et al., 1999). Eine Bindung von Substraten in Abhangigkeit des gebundenen
Nukleotids, wie in den Hsp70/DnaK-Systemen, ist jedoch bisher nicht gezeigt worden. Es ist
zudem nicht bekannt, ob durch ATP-Hydrolyse aktiv am Substrat gearbeitet wird und
dadurch eine Auflosung von Aggregaten bewirkt wird. Um diese Fragen zu beantworten
sollen zunachst zusatzliche Substratproteine fir das DnaK-ClpB-System von T. thermophilus
ausgewahlt werden. Mit den neuen Substratproteinen sollen Aktivitdtsassay etabliert werden,
die eine zuverlassige Charakterisierung der Rickfaltungsreaktion des DnaK-ClpB-Systems
ermoglichen. Anhand dieser Assays soll zudem der ATP-Verbrauch des DnaK-ClpB-
Systems bestimmt werden und mogliche Stimulationen der ATPase-Aktivitat von ClpB durch
die einzelnen Komponenten untersucht werden. Die Effizienz der Rickfaltungsreaktion im
Bezug auf den ATP-Verbrauch ist bislang nicht bestimmt worden, die Effizienz des
Chaperonsystems ist somit unklar.

ClpB kann anhand von Sequenzvergleichen mit anderen Proteinen und anhand von
Sekundarstrukturvorhersagen in verschiedene Domanen unterteilt werden: eine N-terminale
Doméane und zwei AAA-Kassetten, die von einer weiteren Doméane verbunden werden
(Linkerdomane).

Die mRNAs von ClpB und CIpA von E. coli besitzen ein alternatives Startcodon. Daher
werden in vivo zwei Genprodukte exprimiert: das vollstandige Protein und ein Protein, das
am alternativen Startcodon beginnt und die N-terminale Doméane nicht besitzt (Park et al.,
1993). Fur CIpA aus E. coli wurde gezeigt, dass die N-terminale Domane nur schwach mit
dem ubrigen Protein interagiert und das verklrzte Protein reduzierte Aktivitat besitzt (Lo et
al.,, 2001). Bei ClpB aus E. coli erwies sich das N-terminal verkiirzte Protein in vitro als
inaktiv in Ruckfaltungsexperimenten konnte aber noch oligomerisieren und ATP
hydrolysieren (Barnett et al., 2000). Durch Untersuchungen mit der isolierten N-Domane von
ClpB aus E. coli wurde eine Funktion der N-Domane in der Substraterkennung postuliert
(Tek und Zolkiewski, 2002). Im Gegensatz dazu wurde eine Funktionalitat des N-terminal

verkurzten ClpBs in vivo gezeigt (Eriksson und Clarke, 2000).
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Die Funktion der N-terminalen Domane von ClpB aus T. thermophilus ist unbekannt. In
dieser Arbeit sollen ein verkirztes ClpB-Fragment, das die N-terminale Domane nicht mehr
besitzt, und die N-Doméane einzeln kloniert werden. Diese Proteine sollen dann biochemisch
charakterisiert werden und so die Funktion der N-terminalen Domane untersucht werden.
Der Mechanismus der nukleotidabhangigen Oligomerisierung von ClpB und die
Beeinflussung durch die lonenstarke des Puffers sind nicht bekannt. Es ist nicht klar, welche
Domanen fiir die Oligomerisierung von ClpB essentiell sind und wie die Oligomerisierung des
Proteins mit der Chaperonfunktion verbunden ist. Fur ClpB aus E. coli wurde eine wichtige
Funktion der C-terminalen Domane flir die Oligomerisierung gezeigt und eine Verknipfung
von Oligomerisierung und Chaperonfunktion postuliert (Barnett et al., 2000). Daher sollen im
Rahmen dieser Arbeit ClpB-Fragmente mit unterschiedlichen C-Termini kloniert, aufgereinigt
auf ihre Oligomerisierungsfahigkeit hin getestet werden. Diese Charakterisierung sollte
Hinweise geben, ob die C-terminale Domane von ClpB aus T. thermophilus fir die
Oligomerisierung essentiell ist. Diese Untersuchungen konnen helfen die Effekte der
verschiedenen Nukleotide und der lonenstarke auf die Oligomerisierung zu verstehen.

Die Substratbindestelle von CIpB ist bis jetzt nicht lokalisiert worden. Fur andere Clp-
Proteine (CIpA und ClpX) wurde eine Interaktion von Substraten mit der helikalen Domane
des zweiten AAA-Moduls gezeigt. Dieser Bereich wurde zudem als Substratbindestelle von
Hsp104 vorgeschlagen (Smith et al., 1999; Cashikar et al., 2002). Daher sollen
verschiedene ClpB-Konstrukte mit variablem C-Terminus auf ihre Chaperonaktivitat und
Interaktionen mit Substraten hin getestet werden. Diese Experimente sollten Rickschlisse
Uber die Position der Substratbindestelle von ClpB zulassen.

Die ATP-Hydrolyse an beiden NBDs ist notwendig fir die funktionelle Aktivitdt, und ClpB
zeigt ein allosterisches Verhalten in ATP-Hydrolyse Untersuchungen (Schirmer et al., 1998;
Schlee et al.,, 2001). Bei ClpB/Hsp100-Proteinen wurde jedoch von unterschiedlichen
Funktionen der AAA-Kassetten in Bezug auf die Oligomerisierung berichtet. Bei ClpB aus E.
coli ist die erste AAA-Kassette sehr wichtig, hingegen beeinflussen bei Hsp104 aus S.
cerevisiae und Hsp101 aus N. tabacum nur Punktmutationen der zweiten AAA-Kassette die
Oligomerisierung stark (Schirmer et al., 1998; Kim et al.,, 2000; Gallie et al., 2002). Bei
ClpB aus T. thermophilus sind beide AAA-Kassetten an der Oligomerisierung beteiligt,
Punktmutationen in der ersten AAA-Kassette scheinen jedoch einen starkeren Effekt zu
haben (Schlee et al., 2001; Watanabe et al., 2002). Um die Oligomerisierung von ClpB,
und Interaktionen der AAA-Kassetten von ClpBry, genauer zu charakterisieren, sollen die
beiden AAA-Kassetten getrennt untersucht werden. Diese Untersuchungen sollten
Ruckschlisse Uber das Oligomerisierungspotential der beiden AAA-Kassetten von ClpB

zulassen, und Hinweise Uber den Mechanismus der Oligomerisierung geben. Die
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Bestimmung der ATPase-Aktivitdten der AAA-Kassetten kann zuséatzlich Informationen Uber
die allosterischen Interaktionen des Proteins geben.

Zusatzlich besitzt ClpB eine Linkerdomane zwischen den beiden AAA-Kassetten, deren
Funktion noch nicht bekannt ist. Urspriinglich wurde sie als reines Verbindungsmodul der
beiden AAA-Kassetten betrachtet (Schirmer et al., 1996). Anhand von Sequenzvergleichen
von ClpB mit CIpA und der kirzlich publizierten Struktur von ClpA wurde jedoch postuliert,
dass der Linker in die helikale Domane des ersten AAA-Moduls inseriert ist (Cashikar et al.,
2002; Mogk et al., 2003). Die Funktion des Linkers soll daher auch bei ClpB aus T.
thermophilus genauer untersucht werden. Dazu werden unterschiedliche Konstrukte der

einzelnen AAA-Kassetten und des Linkers biochemisch charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Enzyme sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.

Tabelle 2.1 Verwendete Chemikalien und Enzyme

Produkt Hersteller

Acrylamid -Losung (30 %), (NH4)2.SO4 AppliChem (Darmstadt)
Ethanol, Essigsaure, HCI, Isopropanol, Kaliumacetat, J.T.Baker (Deventer, NL)
Natriumacetat, K;HPO,4, KH,PO,4, KCI, MgCl,, NaCl, NaOH,

Harnstoff

Gelfiltrationsstandard, LMW-Proteinstandard Biorad (Miinchen)

TCA Fluka (Neu-Uim)
Borsaure, DTE, EDTA, GdnHCI, Glycerin, HEPES, IPTG, Gerbu (Gailberg)
Kanamycin, MOPS

Glucose-6-Phosphat ICN (Eschwege)
Na,HPO,, NaH,PO, Merck, Darmstadt
Luciferin Mobitec (Goéttingen)

T4 DNA-Ligase, Alkalische Phosphatase, DNA-Grolkenstandard New England Biolabs
(kb-Leiter), EcoR I, Nde | (Frankfurt)

Luciferase Promega (Mannheim)
Taq DNA-Polymerase Qiagen (Hilden)

NADH, PEP, Proteaseinhibitor-Tabletten, LDH Roche Diagnostics
(Schweinemuskel), Pyruvatkinase, DNase | (Mannheim)

Tris, Glycin, Agarose, Chloramphenicol, Ethidiumbromid, Roth (Karlsruhe)

APS, Bromphenolblau, Coomassie Blue-R250/G250, NADP, Serva (Heidelberg)
SDS, TEMED, Xylencyanol

ADP, ATP, BSA, CoenzymA, PMSF, k-Casein, FITC-Casein, Sigma-Aldrich

Poly-L-Lysin, B-Mercaptoethanol, TFA, Pyruvat, p-Nitrophenyl a- (Taufkirchen)
D-glucopyranosid, a-Glucosidase, GPDH, LDHgg;

Pfu DNA-Polymerase Stratagene  (Amsterdam,

Niederlande)
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2.2 Plasmide, Oligonukleotide und Mikroorganismen

2.2.1 Plasmide und Oligonukleotide

Die Expressionsplasmide fur die rekombinanten Proteine sind Derivate der pET-Serie
(Novagen, Madison, Wi, USA) und tragen eine Resistenz gegen das Antibiotikum
Kanamycin. Das eingefiigte Gen steht unter Kontrolle eines Promotors fir die T7 RNA-
Polymerase. Bei den verwendeten Expressionsstdammen von E. coli ist das Gen fir die T7
RNA-Polymerase mittels des Prophagen DE 3 genomisch integriert. Die Transkription der
RNA-Polymerase wird vom IPTG-induzierbaren lacUV5-Promotor kontrolliert. Die, nach
IPTG-Zugabe, synthetisierte T7 RNA-Polymerase kann dann das eingefiigte Gen
transkribieren, da der Operator dereprimiert ist.

Die Gene der ClpB-Fragmente wurden durch gerichtete Mutagenese mittels PCR mit dem
Plasmid pRS-ClpBwt als Matrize hergestellt (Schlee et al., 2001). Dieses Plasmid wurde von
Dr. Ralf Seidel zur Verfligung gestellt. Die PCR-Produkte fir die rekombinanten Proteine
ohne His-Tag wurden durch Nde | und EcoR | Schnittstellen in den Vektor pET27b kloniert.
Die ClpB Mutanten mit N-terminalen His-Tag wurden mit Nde | und EcoR | Schnittstellen in
den Expressionsvektor pET28b kloniert.

Die verwendeten Oligonukleotide fir die Mutagenese der verschiedenen ClpB-Fragmente
sind in Tabelle 2.2 angegeben. Das Plasmid fir die Expression von LDHgg mit N-terminalen
His-Tag wurde von Dr. C. Halliwell zur Verfugung gestellt und ist ein Derivat von pET28
(Halliwell et al., 2001).

2.2.2 Mikroorganismen

Als E. coli-Klonierungsstamme wurden XL-1 und TG-1 verwendet. Als Expressionsstamme
dienten E. coli BL21(DE3) (Studier und Moffatt, 1986) und E. coli BL21 Rosetta. Die
kompetenten Zellen des Stammes TG-1 wurden von Elisabeth Hartmann und die
kompetenten Zellen des Stammes BL21 Rosetta wurden von Dr. Wulf Blankenfeldt zur

Verflgung gestellt.
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Tabelle 2.2 Oligonukleotidsequenzen fiir die gerichtete Mutagenese

Protein Olignukleotid Sequenz

ClpBAN ClpBANfor GACTGCTAAGCATATGGTGCAGACGGAACACGCGGAAAGC
(ClpB140-854) T7terminator CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC

ClpBAC T7promotor TTAATACGACTCACTATAGGGGAA

(ClpB1-762) ClpBACrev CGAATTCTATTAGATCTGCTCCTTGGTGA

ClpBAL T7promotor TTAATACGACTCACTATAGGGGAA

(CIpBA395-531)

T7terminator

CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC

ClpBALfor GCCCGCCTGCGCATGCGCTGGACCGGGATCCCT
ClpBALrev GATCCCGGTCCAGCGCATGCGCAGGCGGGCCGC
ClpB1-845 T7promotor TTAATACGACTCACTATAGGGGAA
ClpB1-845rev AGCACTGAATTCACACGAGGCCCGCGGGCCCCA
ClpB1-828 T7promotor TTAATACGACTCACTATAGGGGAA
ClpB1-828rev CGACTGAATTCACTCGCCGGCCAGGATCTTCTG
ClpBN T7promotor TTAATACGACTCACTATAGGGGAA
(ClpB1-140) ClpB140rev CAGATGCCGTGAATTCAGGTTCTCCCTCCCCTCAGTTC
ClpBL ClpB394-542for GCAGGCTTGGCATATGGCCCTGGAGAGCGCTCCC
(ClpB394-542) ClpB394-542rev GACGGCCGTGAATTCACAGGAGCTTGGACACAGGGAT
ClpB141-393 ClpB141-393for GATCCTGCTCGCCATATGCAGACGGAACACGCGGAAAGC
ClpB141-393rev GTCGGCCGTGAATTCAGCGCAGGCGGGCCGCCGLCTC
ClpB141-519 ClpB141-393for GATCCTGCTCGCCATATGCAGACGGAACACGCGGAAAGC
ClpB141-519rev ACTGATCGAGGAATTCAGAGGCGGACGAAGCGGGCGCC
ClpB394-854 ClpB394-542for GCAGGCTTGGCATATGGCCCTGGAGAGCGCTCCC
(ClpBIC) T7terminator CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC
ClpB519-854 ClpBC2for GATCCTGCTCGCCATATGGAGGTCACCGAGGAGGACATC
(ClpBC) T7terminator CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC
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2.3 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden molekularbiologischen Methoden nach
Standardprotokollen durchgeflihrt (Sambrook et al., 1982).

2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsdurekonzentrationen wurden mit einem Spektrophotometer bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt. Eine ODog, von 1.0 entspricht 50 ug doppelstrangiger DNA. Als Mal}
fur die Reinheit wurde der Quotient OD,50/OD2go ermittelt, der zwischen 1.8 und 2.0 liegen

sollte.

2.3.2 Kultivierung von E. coli

Die Anzucht von E. coli-Zellen in LB-Medium mit Kanamycin (50 pg/ml) erfolgte je nach
Bedarf auf Agarplatten oder in Erlenmeyerkolben (Kulturvolumen 1/5 des GefaflRvolumens)
bei 37°C.

LB-Medium: 10 g/l NaCl, 10 g/l Peptone, 5 g/l Hefeextrakt, auf pH 7.5 mit NaOH eingestellt.

Kanamycin-Stammldsung: 50 mg/ml Kanamycin in H,0

2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen erfolgte nach Birnboim und Doly (1979).
Die normalerweise durchgefiihrte Schnellmethode beinhaltete folgende Anderungen: Die
Phenol-Chloroform-Extraktion wurde durch einmaliges Zugeben von 50 pl Chloroform
ersetzt. Nach intensiven Mischen und Zentrifugation (14000 rpm, 10 min, RT) wurde der
Uberstand mit Ethanol gefallt. Die gewaschene und getrocknete DNA wurde in 25 pl DNA-
Lagerpuffer aufgenommen. Zur Isolierung besonders reiner DNA fir die
Sequenzierungsreaktion wurde das ,QlAprep Spin Miniprep Kit* der Firma Qiagen (Hilden)

nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.

Lésung 1: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 1 mM EDTA
Lésung 2: 0.2 M NaOH, 1 % SDS
Ldsung 3: 2.8 M Kaliumacetat pH 5.1

DNA-Lagerpuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8.5

2.3.4 Restriktion von Plasmid-DNA und PCR-Produkten

Die Restriktion von DNA erfolgte in den vom Hersteller empfohlenen Puffersystemen. Der
Restriktionsansatz  umfasste  normalerweise ein  Volumen von 20 ul, die
Restriktionstemperatur richtete sich nach den Herstellerangaben. Fir die Berechnung der
Inkubationszeit fir eine vollstandige Restriktion wurde die Unit Definition fir

Restriktionsenzyme angewendet.
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2.3.5 Analytische und praparative Trennung von DNA-Fragmenten in
Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten in analytischen und praparativen Malstab erfolgte
durch horizontale Agarosegelelektrophorese in 0.8 bis 2.0 % igen Agarosegelen in TBE-
Puffer mit Ethidiumbromidzusatz (500 ug/l). Die Proben wurden vor dem Auftragen mit
Probenpuffer versetzt und die Elektrophorese bei einer elektrischen Feldstarke von 10 V/cm
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als DNA-GroRRenstandard wurden 500 ng der 1 kb DNA-
Leiter aufgetragen. Die Detektion der DNA erfolgte auf einem UV-Transilluminator bei 302
nm.

TBE-Puffer: 90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 2 mM EDTA

5 x Probenpuffer: 0.05 % Bromphenolblau, 0.05 % Xylencyanol, 50 % Glycerin.

2.3.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Nach erfolgter Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und mit dem ,,QlAquick Gel Extraktion Kit* (Qiagen, Hilden) nach

den Herstellerangaben isoliert.

2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

In einem 20 pl Ligationsansatz wurden ca. verwendet:

100 ng Vektor-DNA

200 ng Insert-DNA (2-3 facher Uberschuss zum Vektor)

1 U T4 DNA-Ligase

Zur Ligation wurde die Reaktion 4 h bei Raumtemperatur inkubiert. Eine eventuelle
Dephosphorylierung der Vektor-DNA wurde zuvor mittels alkalischer Phosphatase nach

Herstellerangaben durchgefuhrt.

2.3.8 PCR fur die ClpB-Mutagenese

Fur die zielgerichtete Erstellung von ClpB-Varianten wurde die PCR eingesetzt. Ein Ansatz
hatte normalerweise ein Volumen von 100 ul und enthielt ca. :

10 ng Plasmid-DNA als Matrize

50 pmol je Oligonukleotid (sense und antisense)

250 uM der einzelnen dNTPs

2 U der Pfu DNA-Polymerase

Fiar alle Proteine auRer ClpBAL wurde nur eine PCR durchgefihrt. Bei CIpBAL wurden
zuerst die DNA-Fragmente codierend fur die Aminosduren 1-394 (Oligonukleotide:
T7promotor, ClpBALrev) bzw. 532-854 (Oligonukleotide: T7terminator, ClpBALfor)
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hergestellt. In einer weiteren PCR mit den zuvor gewonnenen PCR-Produkten wurde dann

das vollstandige DNA-Fragment erstellt (Oligonukleotide: T7promotor, T7terminator).

PCR-Programm:

Schritt | Reaktion Dauer Temperatur
1 Initiale 3 min 95°C
Denaturierung
2 Denaturierung 30 sec 95°C
3 Hybridisierung 30 sec Abhangig vom
Oligonukletid
4 Amplifikation Abhangig von der Lange des Fragments (1 | 72°C
min pro 500 bp)
5 Amplifikation 5 min 72°C
6 Unbegrenzt 4°C

Die Schritte 2-4 wurden 24 mal im Laufe des Programms wiederholt.

2.3.9 ,,Colony-PCR“

Zur ldentifizierung eines positiven Klons nach einer Transformation wurde eine ,Colony-

PCR* durchgefuhrt. Zum Test auf Plasmidgehalt wurden geringe Mengen der E. coli-Zellen

in den PCR-Ansatz gegeben der folgende Chemikalien enthielt:

10 pmol je Oligonukleotid (sense und antisense)
200 uM der dNTPs
1 U der Taq DNA-Polymerase

in 1 x Reaktionspuffer mit 1 mM MgCl,

PCR-Programm:

Schritt | Reaktion Dauer Temperatur
1 Initiale 5 min 95°C
Denaturierung
2 Denaturierung 30 sec 95°C
3 Hybridisierung 30 sec Abhangig vom
Oligonukletid
4 Amplifikation Abhangig von der Lange des Fragments | 72°C
(1 min pro 750 bp)
5 Amplifikation 5 min 72°C
6 Unbegrenzt 4°C

Die Schritte 2-4 wurden 19 mal im Laufe des Programms wiederholt.
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2.3.10 DNA-Sequenzierungsprotokoll

Die Integritdt der Sequenzen und die eingefigten Mutationen wurden fir alle ClpB-
Fragmente mittels einer DNA-Sequenzierung Uberprift. Hierfir wurde das BigDye
Terminator System von Applied Biosystems (Foster City, Ca, USA) verwendet, das auf dem
Einbau von fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden wahrend einer PCR beruht.
Reaktionsansatz fir die Sequenzierung von Plasmid-DNA:

500 ng Plasmid-DNA

25 pmol des jeweiligen Oligonukleotids

5 ul des BigDye Terminator Mix (Vers. 3.1)

mit reinst. H,0 ad 20 pl.

PCR-Programm:

Schritt | Reaktion Dauer | Temperatur
1 Denaturierung | 30 sec | 95°C
2 Hybridisierung | 30 sec | 50°C
3 Ampliflikation | 4 min | 60°C

Die Schritte 1-3 wurden 20 mal im Laufe des Programms wiederholt.

Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die nicht eingebauten Nukleotide durch eine
Ethanolfallung abgetrennt:

Sequenzierungsansatz mit H,O ad 100 pl

+ 10 pl Natriumacetat pH 4.8

+ 250 pl 100 % Ethanol

Nach Inkubation fur 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde zentrifugiert (14000 rpm, 20 min ,
RT). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 400 ul 70 % Ethanol gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation (14000 rpm, 5 min, RT) wurde der Uberstand abgenommen
und das Pellet getrocknet. Die Analyse der Sequenzierungsreaktion wurde mit einem ABI

Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA) durchgefihrt.

2.3.11 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Die E. coli Stamme XL-1 und BL21(DE3) wurden in LB-Medium bei 37°C angezogen und bei
einer ODggo von 0.6 auf Eis abgekihlt und zentrifugiert (5000 g, 10 min, 4°C). Die Zellen
wurden in 80 ml 5 % Glycerin resuspendiert und weitere 320 ml Glycerin zugegeben. Nach
einer Zentrifugation (5000 g, 10 min, 4°C) wurden die Zellen in 20 ml 5 % Glycerin
resuspendiert und 380 ml 5 % Glycerin zugegeben. Nach einer Zentrifugation (5000 g, 10
min, 4°C) wurden die Zellen in 15 ml 5 % Glycerin resuspendiert und 30 ml 5 % Glycerin
zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation (5000 g, 10 min, 4°C) wurden die Zellen in ca. 5 ml

10 % Glycerin resuspendiert und in 80 pul Aliquots nach Einfrieren in flissigen N, bei — 80°C
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gelagert. Fur die Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurden geklhlte Lésungen

verwendet.

2.3.12 Transformation von E. coli-Zellen

Transformation durch Elektroporation:

Der Ligationsansatz bzw. eine Plasmidlésung wurde fiir die Transformation von XL-1-Zellen
durch Elektroporation eingesetzt. 80 pyl kompetenter Zellen und 20 yl des 1:4 verdlnnten
Ligationsansatzes (Plasmidldsung) wurden auf Eis gemischt und in eine
Elektroporationskivette gefiillt. Bei einem Elektrodenabstand von 2 mm wurde mit 1.5 kV,
einem Widerstand von 800 Ohm und einer Kapazitat von 25 uF eine elektrische Entladung
mit einer Zeitkonstante von ca. 10 ms ausgel6st. Die Transformanten wurden mit 1 ml LB-
Medium verdinnt, 30 Minuten bei 37°C inkubiert und auf Agarplatten mit Kanamycin (50
pg/ml) ausgestrichen.

Transformation durch Hitzeschock:

Fir die Transformation von TG-1-Zellen wurde die Hitzeschock-Methode eingesetzt. 80 pl
kompetente Zellen und 20 ul des 1:2 verdinnten Ligationsansatzes wurden gemischt und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Nach 2 minUtiger Inkubation bei 42°C (Hitzeschock) und kurzem
Abkulhlen (30 Sekunden auf Eis) wurde 1 ml vorgewarmtes LB-Medium zugegeben. Nach 30
Minuten Inkubation bei 37°C wurde der Transformationsansatz auf Agarplatten mit
Kanamycin (50 pg/ml) ausgestrichen.

Fir die Transformation von BL21 Rosetta-Zellen wurde ebenfalls die Hitzeschock-Methode
verwendet. 80 pl kompetente Zellen und 20 pl der 1:5 verdlinnten Plasmidlésung wurden
gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 2 minitiger Inkubation bei 42°C
(Hitzeschock) und kurzem Abkihlen (30 Sekunden auf Eis) wurde 1 ml vorgewarmtes LB-
Medium zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C wurde der Transformationsansatz
auf Agarplatten mit Kanamycin (50 pg/ml) und Chloramphenicol (34 ug/ml) ausgestrichen.

Chloramphenicol-Stammldsung: 34 mg/ml in Ethanol
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2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Proteinexpressionen

Vor jeder Expression wurde zunachst das entsprechende Plasmid in den Expressionsstamm
transformiert. Die nicht mit einem His-Tag modifizierten Proteine ClpB, CIpBAN, CIpBAC,
ClpB1-828, ClpB1-845, CIpBAL und die mit einem His-Tag klonierten Proteine CIpBN, ClpBL
wurden in E. coli BL21(DE3)-Zellen exprimiert.

2TY-Medium (50 pg/ml Kanamycin) wurde aus einer Ubernachtkultur mit dem
entsprechenden E. coli Stamm 1:50 angeimpft, und bei 37°C im Schittelinkubator kultiviert.
Zur Expression des rekombinanten Proteins wurde bei einer ODggo von 0.5-0.6 mit IPTG (1
mM) induziert. Nach 4 h Induktion bei 37°C wurden die Bakterienzellen durch Zentrifugation
pelletiert (6000 g, 4°C, 15 min), das Zellpellet mit 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 50 mM KCI
gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in flissigem N, eingefroren und bei —80°C
gelagert.

Fur die Expression von ClpB141-393, ClpB141-519, ClpB394-854 und ClpB519-854 wurde
der E. coli Stamm BL21 Rosetta verwendet. 2TY-Medium (50 ug/ml Kanamycin und 34
mg/ml Chloramphenicol) wurde aus einer Ubernachtkultur mit dem entsprechenden E. coli
Stamm 1:50 angeimpft, und bei 37°C im Schiittelinkubator kultiviert. Zur Uberproduktion
wurde bei einer ODggo von 0.5-0.6 mit IPTG (1 mM) induziert. Nach 3 h Induktion bei 37°C
wurden die Bakterienzellen durch Zentrifugation pelletiert (6000 g, 4°C, 15 min), das
Zellpellet mit 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 50 mM KCI gewaschen und nach erneuter
Zentrifugation in flissigem N, eingefroren und bei —80°C gelagert.

Die Lactatdehydrogenase aus B. stearothermophilus mit N-terminalem His-Tag wurde in E.
coli BL21(DE3)-Zellen exprimiert. LB-Medium (50 pg/ml Kanamycin) wurde hierzu mit einer
Ubernachtkultur 1:50 angeimpft, und bei 37°C im Schittelinkubator kultiviert. Zur
Uberproduktion wurde bei einer ODgg von 0.5-0.6 mit IPTG (1 mM) induziert. Nach 3 h
Induktion bei 37°C wurden die Bakterien durch Zentrifugation pelletiert (6000 g, 4°C, 15 min),
das Zellpellet mit 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 50 mM KCI gewaschen und nach erneuter
Zentrifugation in flissigem N, eingefroren und bei —80°C gelagert.

2TY-Medium: 16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, auf pH 7.2 mit NaOH eingestellt.
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2.4.2 Proteinaufreinigung

2.4.2.1 Proteine ohne His-Tag
ClpB, CIpBAN, CIpBAC und ClpBAL wurden folgendermalien gereinigt (Schlee et al., 2001):
Die Zellen wurden in Gegenwart von Proteaseinhibitoren in Lysepuffer aufgetaut und nach
Homogenisierung der Suspension mit einem Homogenisator (Novodirect, Kehl) in einem
Microfluidizer (Microfluidics, Newton, Mass, USA) bei einem Druck von 600 kPa unter
Kihlung der Druckzelle aufgeschlossen. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (Beckman
Ti-45 Rotor, 35000 rpm, 4°C, 30 min) abgetrennt. Die Proteine wurden durch Zugabe von
Ammoniumsulfat (40 % Séattigung) aus dem Uberstand gefallt und durch Zentrifugation
(Beckman Ti-45 Rotor, 35000 rpm, 4°C, 30 min) pelletiert. Nach Auflésen des Pellets in
Puffer A wurde das Protein fur 4 Stunden und Uber Nacht gegen je 2 | Puffer A dialysiert.
Das Dialysat wurde nochmals zentrifugiert (Beckman Ti-45 Rotor, 35000 rpm, 4°C, 30 min)
und die Proteine im Uberstand einer Anionenaustauscher-Chromatographie an EMD-DEAE
(EMD-DEAE-Saule, 300 ml, Merck, Darmstadt) unterworfen. Der Ansatz wurde mit 5 ml/min
auf die mit Puffer A aquilibrierte EMD-DEAE-S&ule aufgetragen und ein linearer Gradient von
0-40 % Puffer B mit 6 ml/min gefahren. Die Proteine eluierten in einem Bereich zwischen 230
und 260 mM KCI. Proteinhaltige Fraktionen (Uberpriifung mittels SDS-PAGE) wurden
vereinigt und durch Ammoniumsulfatfallung (40 % Sattigung) konzentriert.
Fur die folgende Gelffiltration wurde das Ammoniumsulfatpellet in S300-Puffer aufgenommen
und mit einer Flussrate von 2 ml/min auf eine in S300-Puffer aquilibrierte Sephacryl 300-
Saule (60 ml, Merck, Darmstadt) aufgetragen. Proteinhaltige Fraktionen wurden vereinigt
und in Ultrafiltrationskammern (Millipore, Eschborn) auf eine Konzentration von ca. 10 mg/ml
konzentriert. Die Proteine wurden in 1 ml Aliquots nach Einfrieren in fliissigem N, bei -80°C
gelagert.
Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 20 mM KCI, 5 mM EDTA, 2 mM DTE, 10 % (v/v)
Glycerin, 0.2 mM PMSF mit 100 ug DNase |
Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 20 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM DTE, 10
% (viv) Glycerin
Puffer B: Puffer A mit 1 M KCI
S300-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA,
2 mM DTE, 10 % (v/v) Glycerin
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2.4.2.2 Proteine mit His-Tag
Proteine mit His-Tags wurden mittels Superflow Ni-NTA Sepharose der Firma Qiagen
(Hilden) aufgereinigt. Die Zellen wurden in Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren aufgetaut und
nach Homogenisieren der Suspension mit einem Homogenisator in einem Microfluidizer bei
einem Druck von 600 kPa unter Kihlung der Druckzelle aufgeschlossen. Zelltrimmer
wurden durch Zentrifugation (Beckman Ti-45 Rotor, 35000 rpm, 4°C, 30 min) abgetrennt.
Der Uberstand wurde mit 1 ml/min auf die mit Lysepuffer 4quilibrierte Ni-NTA Saule gegeben
und mit Lysepuffer (2 ml/min) gewaschen. Nach Waschen mit dem Waschpuffer (2 ml/min)
wurde das Protein mit dem Elutionspuffer (2 ml/min) eluiert. Die proteinhaltigen Fraktionen
(Uberpriifung mittels SDS-PAGE) wurden vereinigt und mittels Ultrafiltrationskammern
aufkonzentriert. Fir eine Abtrennung des His-Tags mit Thrombin wurde die Proteinldésung flr
4 Stunden und Uber Nacht gegen je 2 | Gelfiltrationspuffer dialysiert. Der Thombinverdau
wurde im Anschluss bei 37°C mit 1 U Thrombin pro 10 mg Protein durchgefiihrt. Nach
vollstdndiger Reaktion wurde die Reaktion durch Zugabe von PMSF (0.2 mM) gestoppt.
Nach dem Entfernen des His-Tags mit Thrombin verbleiben 3 zusatzliche Aminosauren
(GSH) am N-Terminus des Proteins. Das Abtrennen des nicht geschnittenen Proteins bzw.
der abgetrennten His-Tags erfolgte durch eine erneute Chromatographie mit der Ni-NTA
Matrix. Die Probe wurde mit 2 ml/min nach Einstellen des Reaktionsansatzes auf 20 mM
Imidazol auf die mit Puffer aquilibrierte Saule injiziert. Durch das Abtrennen des His-Tags
interagierte das Protein nicht mehr an die Ni-NTA Matrix, nicht geschnittenes Protein und
His-Tags eluierten im Elutionspuffer.
Fir die anschlieRende Gelfiltration wurde das mit Thrombin geschnittene Protein zuvor in
Ultrafiltrationskammern aufkonzentriert. Die Proben wurden mit einer Flussrate von 2 ml/min
auf eine mit Gelfiltrationspuffer aquilibrierte S200-Saule bzw. S75-Saule bei ClpBN und
ClpBL aufgetragen (60 ml, Merck, Darmstadt). Proteinhaltige Fraktionen (Kontrolle durch
SDS-Page) wurden vereinigt und in Ultrafiltrationskammern aufkonzentriert. Die Proteine
wurden in 1 ml Aliquots nach Einfrieren in flissigem N, bei -80°C gelagert.
Lysepuffer: 50 mM Natriumphosphat pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol
Waschpuffer: 50 mM Natriumphosphat pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM Natriumphosphat pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol
Gelfiltrationspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM
DTE, 10 % (v/v) Glycerin

LDH von B. stearothermophilus mit N-terminalen His-Tag wurde aufgereinigt wie
beschrieben (Halliwell et al., 2001). DnaKyy,, Dnadm, und GrpEr, wurden gereinigt wie
beschrieben (Klostermeier et al., 1998; Klostermeier et al., 1999; Groemping et al., 2001)

und von Sandra Schlee und Petra Herde zur Verfugung gestellt.
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2.4.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen zur Reinheits- und Molekulargewichtsbestimmung erfolgte

durch diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970).

Das Trenngel enthielt 15 % Acrylamid, 0.4 % Bisacrylamid, 375 mM Tris/HCI pH 8.8 und 0.4

% SDS, das Sammelgel 4.5 % Acrylamid, 0.12 % Bisacrylamid, 125 mM Tris/HCI pH 6.8 und

0.4 % SDS. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 50 ul 10 % APS-L6sung und 5 pl

TEMED pro 10 ml Volumen gestartet.

Vor dem Auftragen wurden Proteinproben mit Probenpuffer gemischt und 2 Minuten bei 95°C

denaturiert. Die Elektrophorese wurde in Mini 2D-Gelkammern (Biorad, Minchen) mit SDS-

Laufpuffer bei einer konstanten Stromstarke von 40 mA pro Gel durchgefiihrt. Nach der

Elektrophorese wurden die Gele 15 Minuten in Farbeldsung inkubiert und anschlieRend in

Entfarbelésung entfarbt.

4-fach-Probenpuffer: 125 mM Tris/HCI pH 6.8, 200 mM DTE, 4 % (w/v) SDS, 0.02 % (w/v)
Bromphenolblau, 40 % (v/v) Glycerin

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS

Farbelbsung: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0.1 % (w/v) Coomassie
Blue-R250, 0.01 % Coomassie Blue-G250
Entfarbelésung: 20 % (v/v) Essigsaure, 10 % (v/v) Ethanol

Als Molekulargewichtsstandard diente eine Mischung aus Phosphorylase b (97 kDa),
Rinderserumalbumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa),
Trypsininhibitor (20.1 kDa) und a-Lactalbumin (14.4 kDa).

2.4.4 TCA-Fallung von Proteinen

Fir eine quantitative Proteinfallung wurde die Proteinlésung auf 10 % (w/v) TCA eingestellt.
Nach Inkubation auf Eis (15 Minuten) wurde das entstandene Prazipitat durch Zentrifugation
(14000 rpm, 15 min, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde zur Neutralisation zu zwei
Volumen einer 2 M Natriumacetat-Lésung gegeben. Eine eventuelle Lagerung der Proben
erfolgte bei -80°C.

2.4.5 Bestimmung des Nukleotidgehalts von Losungen

Messungen der Nukleotidbindung und kinetische Messungen der ATP-Hydrolyseaktivitat von
Proteinen missen mit nukleotidfreiem Protein vorgenommen werden. Die
Nukleotidzusammensetzung von Losungen zu einem definierten Zeitpunkt wahrend einer
ATP-Hydrolysereaktion kann nur nach Stoppen der ATP-Hydrolyse genau bestimmt werden.
Daher erfolgte die Bestimmung der Nukleotidkonzentrationen im Anschluss an eine TCA-

Fallung durch eine HPLC Analyse.
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10 pl einer 1:10 oder 1:50 Verdinnung des neutralisierten Uberstands der TCA-Fallung
wurden auf eine, mit Laufpuffer aquilibrierte, ODS Hypersil Reversed Phase C-18-Saule (5
pum, 120 x 4.6 mm, Bischoff, Leonberg) aufgetragen. Die Saule wurde mit 1.5 ml/min
entwickelt und die Detektion erfolgte Uber die Absorption bei 254 nm.

Durch den Vergleich der Peakflache mit einer Kalibrierkurve mit Nukleotidldsungen
unterschiedlicher Konzentrationen konnte so die Nukleotidkonzentration in der Probe und bei
Kenntnis der Proteinkonzentration der relative Nukleotidgehalt des Proteins berechnet
werden.

Laufpuffer: 50 mM KPi pH 6.8

2.4.6 Analytische Gelfiltrationen der Proteine
2.4.6.1 Gelfiltrationen zur Bestimmung des Oligomerisierungsgrads von ClpB,

ClpBAN, CipB1-845, CipB1-828 und CIpBAC
Die Oligomerisierung der Proteine wurde durch Gelfiltration mit einer Superdex S200-Saule
(1.5 x 30 cm; Amersham Bioscience, Freiburg) mit einem Waters HPLC-System analysiert.
Die KCI-Konzentration (1-500 mM) sowie der Nukleotidgehalt (1 mM ADP bzw. ATP) im
Laufpuffer variieren je nach Angabe. 50 pl der Proteinldsung (5 mg/ml) wurden appliziert und
die Elution der Probe bei einer Flussrate von 0.2 ml/min Uber die Absorption bei 290 nm
verfolgt. Mit Hilfe einer Eichgerade (Gelfiltrationsstandard) wurde das Molekulargewicht von
Proteinen anhand der Retentionszeiten (Rt) bestimmt. Fir ClpB, ClpBAN, CIpBAC, ClpB1-
845 und ClpB1-828 wurde die zuvor ermittelte Eichgerade verwendet (Schlee et al., 2001):
Rt = (InA-In(MW))/k, A = 57836.1 kDa, k = 0.10227 min™.
Ausgehend von den aus der Eichkurve ermittelten Parametern wurden die Grenzen fir die
verschiedenen Oligomere von ClpB (MW 96.2 kDa), CIpBAN (MW 80.1 kDa), ClpB1-845
(MW 95.1kDa), ClpB1-828 (MW 93.6 kDa) und CIpBAC (86.0 kDa) festgelegt und sind in
Tabelle 2.3 aufgeflihrt.
Gelfiltrationspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 1-500 mM KCI, 20 mM MgCl,, 1 mM EDTA,

1 mM DTE, 10 % Glycerin
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Tab. 2.3 Retentionszeiten der ClpB-Oligomere bei der Gelfiltration
Die Retentionszeiten (Rt) wurden mit den aus der Eichgerade ermittelten Konstanten berechnet:
A =57836.1 kDa, k = 0.10227 min™", Rt = (InA-In(MW))/k.

Protein Oligomere Form | MW (kDa) | Rt (min)

ClpB Monomer 80-150 64.5-58.2
ClpB Dimer 150-240 58.2-53.6
ClpB Trimer 240-340 53.6-50.2
ClpB bis Hexamer 340-590 50.2-44.9
ClpBAN Monomer 60-130 65.7-59.6
ClpBAN Dimer 130-200 | 59.6-55.4
ClpBAN Trimer 200-290 | 55.4-51.8
ClpBAN bis Hexamer 290-530 51.8-45.9
ClpB1-845 | Monomer 80-150 64.5-58.2
ClpB1-845 | Dimer 150-240 | 58.2-53.6
ClpB1-845 | Trimer 240-340 | 53.6-50.2
ClpB1-845 | bis Hexamer 340-590 | 50.2-44.9
ClpB1-828 | Monomer 80-150 64.8-58.2
ClpB1-828 | Dimer 150-240 | 58.2-53.6
ClpB1-828 | Trimer 240-330 | 53.6-50.5
ClpB1-828 | bis Hexamer 330-580 50.5-45.0
ClpBAC Monomer 70-140 65.8-58.9
ClpBAC Dimer 140-200 58.9-55.4
ClpBAC Trimer 200-290 55.4-51.8
ClpBAC bis Hexamer 290-530 51.8-45.9

2.4.6.2 Gelfiltrationen zur Bestimmung des Oligomerisierungspotentials der AAA-
Kassetten
Die Gelfiltrationen wurden, wie in Abschnitt 2.4.6.1 beschrieben, durchgefiihrt. Fir die
Proteine Clp141-393 (28.3kDa), ClpB141-519 (MW 43.2 kDa), ClpB519-854 (MW 38.3kDa),
ClpB394-854 (MW 53.1 kDa), ClpBAL (MW 80.1 kDa) und CIpBL (MW 17.8 kDa) wurde eine
neue Eichgerade mittels des Gelfiltrationsstandard erstellt mit einer Exponentialgleichung
ausgewertet. Rt = (INA-In(MW))/k, A = 58420.1 kDa, k = 0.1015 min™.
Die Eichgerade ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Durch die ermittelten Parameter konnten die
Grenzen der Retentionszeiten (Rt) fur die Oligomere der Proteine festgelegt werden. Mittels
dieser Eichgerade wurde auch der Komplex aus ClpB141-519 und ClpB519-854 untersucht.
Fir die Einteilung in bestimmte Oligomere wurden die Grenzen wie flr CIpBAN verwendet
(siehe Tab. 2.3).
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Abb. 2.1 Eichkurve S200-
Gelfiltration (0.2 ml/min)

Die Retentionszeiten von Thyroglobin

fur

(670 kD, Rt = 434 min),
Gammaglobulin (158 kD, Rt = 57.7
min), BSA (67 kDa Rt = 65.5 min),
Ovalbumin (44 kD, Rt = 71.0 min),

Myoglobin (17 kD, Rt = 82.2 min) bei
einer Flussrate von 0.2 ml/min wurden
gegen das Molekulargewicht
aufgetragen und an eine exponentielle
Gleichung (MW = A-e™*™") angepasst.

Tabelle 2.4 Retentionszeiten der oligomeren Proteinformen bei der Gelfiltration
Die Retentionszeiten (Rt) wurden mit den aus der Eichgerade ermittelten Konstanten berechnet:
A =58420.1 kDa, k = 0.1015 min™", Rt = (InA-In(MW))/k.

Protein Oligomere Form | MW (kDa) | Rt (min)

ClpB141-393 | Monomer 20-45 78.0-70.0
ClpB141-393 | Dimer 45-70 70.0-65.6
ClpB141-393 | Trimer 70-100 65.6-62.1
ClpB141-393 | bis Hexamer 100-180 | 62.1-56.3
ClpB141-519 | Monomer 30-60 74.1-67.2
ClpB141-519 | Dimer 60-100 67.2-62.1
ClpB141-519 | Trimer 100-150 | 62.1-58.1
ClpB141-519 | bis Hexamer 150-270 58.1-52.3
ClpB519-854 | Monomer 25-55 75.8-68.1
ClpB519-854 | Dimer 55-90 68.1-63.2
ClpB519-854 | Trimer 90-140 63.2-58.8
ClpB519-854 | bis Hexamer 140-250 58.8-53.1
ClpB394-854 | Monomer 35-75 72.5-65.0
ClpB394-854 | Dimer 75-130 65.0-59.5
ClpB394-854 | Trimer 130-190 | 59.5-55.8
ClpB394-854 | bis Hexamer 190-320 | 55.8-50.7
ClpBAL Monomer 60-130 67.2-59.6
ClpBAL Dimer 130-200 59.6-55.3
ClpBAL Trimer 200-290 | 55.3-51.7
ClpBAL bis Hexamer 290-530 51.7-45.7
ClpBL Monomer 12.5-25 82.6-75.8
ClpBL Dimer 25-45 75.8-70.0
ClpBL Trimer 45-65 70.0-66.4
ClpBL bis Hexamer 65-110 66.4-61.2
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2.4.6.3 Gelfiltrationen zur Untersuchung der Komplexe aus CIpBAN mit CIpBN und
ClpBAL mit ClpBL

Die Komplexbildung der Proteine wurde durch Gelfiltration mit einer Superdex S200-Saule
mit einem Waters HPLC-System analysiert. Der Laufpuffer enthielt 1 mM KCI und 1 mM
ATP. 50 pl der Proteinlésungen wurden appliziert und die Elution der Probe bei einer
Flussrate von 0.4 ml/min Gber die Absorption bei 290 nm verfolgt. Mit Hilfe einer Eichgerade
(Daten nicht gezeigt) wurde das Molekulargewicht der Proteine anhand der Retentionszeiten
bestimmt.

Rt = (InA-In(MW))/k; bestimmte Parameter: A = 47274.4 kDa, k = 0.1953 min'

2.4.7 Single turnover ATPase-Messungen

Zur Bestimmung der ATPase-Aktivitdt bei einmaligen Umsatz (single turnover) wurde das
entsprechende Protein (100 yM) mit ATP (50 pM) in SFP bei 25°C inkubiert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen, die Proteine mit TCA gefallt und der
Nukleotidgehalt mittels HPLC bestimmt. Die relativen Mengen von ATP und ADP wurden aus
den integrierten Peakflachen der Absorption bei 254 nm berechnet. Die Hydrolyserate wurde
aus einer Anpassung der Daten (% Hydrolyse gegen die Zeit) an eine exponentielle Funktion
ermittelt. y = A - (1-e™)

Die ATPase-Aktivitat von ClpB519-854 und ClpB394-854 wurde mit einer Quench Flow
Anlage (RQF-3, KinTek Corp., University Park, PA, USA) bei 25°C untersucht. Die
Reaktionen wurden durch schnelles Mischen der Reaktanden in SFP (je 15 ul) gestartet und
durch Zugabe von Trifluoressigsaure (0.6 %) gestoppt und der Nukleotidgehalt mittels HPLC
bestimmt. Die relativen Mengen von ATP und ADP wurden aus den integrierten Peakflachen
der Absorption bei 254 nm berechnet. Die Hydrolyserate wurde aus einer Anpassung der
Daten (% Hydrolyse gegen die Zeit) an eine Exponentialfunktion mit Offset ermittelt.
y=0+A.(1-e")

SFP: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM DTE

2.4.8 Kopelletierungsexperimente von LDH mit ClpB

500 pl Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) wurde mit dreimal 1000 pl NTA-Puffer durch
Aufschwemmen der Matrix, Zentrifugation (14000 rpm, 2 min, RT) und Abnehmen des
Uberstandes gewaschen. Fiir die Experimente wurde LDH von B. stearothermophilus mit N-
terminalem His-Tag verwendet.

2.0 yM LDH wurde 30 min bei 80°C in Bindungspuffer denaturiert. Nach der Denaturierung
wurde 1.0 uM ClIpB zugeben und 5 Minuten bei 50°C inkubiert. Zur Kopplung wurde 25 pl Ni-
NTA-Agarose mit 500 pl der LDH-CIpB Mischung fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einer Zentrifugation (14000 rpm, 2 min, RT) wurde der Uberstand entfernt. Das Pellet
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wurde mit 500 ul Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundenes Protein zu entfernen.
Nach erneuter Zentrifugation (14000 rpm, 2 min, RT) wurde der Uberstand des
Waschschritts abgenommen und die gebundenen Proteine mit 100 ul Elutionspuffer eluiert.
Ein Aliquot (10 ul) des Auftrags, des Uberstand des Auftrags, des Uberstands des
Waschpuffers und der Eluate wurde durch SDS-PAGE analysiert. Unspezifische Bindung
von CIpB an die Agarose-Matrix wurde durch Kontrollexperimente mit nativer LDH und BSA
quantifiziert. Fur die Experimente mit ATP und ADP wurden die Nukleotide (1 mM) den
Puffern zugesetzt.

Bindungspuffer: 50 mM MOPS/HCI pH 7.5, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1TmM -
Mercaptoethanol,10 mM Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM MOPS/HCI pH 7.5, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1TmM -

Mercaptoethanol, 250 mM Imidazol
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2.5 Spektroskopische Methoden

2.5.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen und Nukleotiden
Absorptionsmessungen far Konzentrationsbestimmungen wurden an einem
Spektrophotometer durchgefiihrt.

Proteinkonzentrationsbestimmung:

Die Konzentration von Proteinldsungen wurde nach der Methode von Ehresmann
(Ehresmann et al., 1973) durch Messung der Absorption bei 228.5 nm und 234.5 nm in
Quarzkivetten bestimmt. Die Proteinkonzentration in mg/ml ergibt sich nach Gleichung 2.1:
C = (A2285-A2345) [ 3.14 (Gl. 2.1)

C: Proteinkonzentration in mg/ml

Ags 5. Absorption bei 228.5 nm

Agsss: Absorption bei 234.5 nm

Da die Methode nach Ehresmann nur bei reinen Proteinen zuverlassige Ergebnisse liefert,
wurde zusatzlich die Methode von Bradford (Bradford, 1976) zur Konzentrationsbestimmung
angewendet. Diese Methode nutzt die Bindung von globularen Proteinen an den Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G-250. Die Absorption der Protein-Farbstoffmischung bei 595 nm
ist in einem Konzentrationsbereich von 1-10 pg/ml linear abhangig von der
Proteinkonzentration und kann nach Erstellung einer Eichgeraden mit BSA zur
Konzentrationsbestimmung von Proteinen angewendet werden.
Nukleotidkonzentrationsbestimmung:

Nukleotidkonzentrationen wurden photometrisch in Quarzkivetten mittels des Lambert-
Beerschen Gesetzes bestimmt (Gleichung 2.2):

A=c-d-¢ (Gl. 2.2)

A: Absorption

€ Extinktionskoeffizient
d: Schichtdicke in cm
c: Konzentration in M

Verwendung wurden die folgenden Extinktionskoeffizienten (25°C, pH 7.5):
(AXP) £250= 15400 M'cm™ , (Mant-AXP) €555 = 23300 M'cm™ (Hiratsuka, 1983).

2.5.2 Bestimmung der Steady State ATPase-Aktivitat

Die ATPase-Aktivitat von CIpB unter Steady State Bedingungen wurde im gekoppelten
Enzymtest nach Bergmeyer in Gegenwart eines ATP-regenerierenden Systems bestimmt
(Adam, 1962). Die Hydrolyse von ATP durch das entsprechende Protein (10 yM) wurde
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dabei Uber die Enzyme Pyruvatkinase (PK) und Lactatdehydrogenase (LDH) an die
Oxidation von NADH gekoppelt, die mit einer Abnahme der Absorption bei 340 nm
verbunden ist. Die Aktivitdt der zu untersuchenden Proben wurde in einem
Reaktionsvolumen von 150 pl in NADH-Puffer (20 pg/ml LDH, 50 pg/ml PK) und
unterschiedlichen Mg*ATP-Konzentrationen (0.1 - 5 mM) bestimmt. Die Messungen erfolgten
in Mikrotiterplatten und wurden durch Zugabe der Proteinprobe gestartet. Fir die
Untersuchungen zur Stimulierung der ATPase-Aktivitdt wurden k-Casein bzw. Poly-L-Lysin
(15-30 kDa) den Ansatzen zugegeben.

NADH-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM DTE,

0.4 mM PEP, 0.5 mM NADH, 0.1 mg/ml BSA

Die Umsatzrate der ATPase-Reaktion (k) ergibt sich nach Gleichung 2.3:

k =AA/ (enppr- d - C) (Gl. 2.3)
k: Umsatzrate in s

AA:  Anderung der Absorption bei 340 nm pro s

enapn:  Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm = 6220 M cm™

d: Schichtdicke (0.4 cm)

c: Proteinkonzentration in M

Zeigte die Auftragung der ATPase-Aktivitat (k) gegen die eingesetzte ATP-Konzentration

einen sigmoiden Kurvenverlauf, so wurden die Daten an die Hill-Gleichung (Gl. 2.4)

angepasst.
K = Keat - S"/(Km" + S") (Gl. 2.4)
k: Umsatzrate in s™' bei bestimmter ATP-Konzentration

ket  Umsatzrate in s™ bei ATP-Séttigung
S: ATP-Konzentration (mM)
Km:  Substratkonzentration (mM) mit halbmaximaler Enzymaktivitat

n: Hill-Koeffizient

2.5.3 Zircularer Dichroismus (CD)

Die Aufnahme von CD-Spektren erfolgte an einem Jasco-J 710 Spektropolarimeter (Jasco,
Tokyo, Japan). Fern-UV-Spektren wurden im Bereich von 200-250 nm in einer Kivette mit
0.02 cm Schichtdicke bei 25°C mit 50 nm/min bei einer Empfindlichkeit von 100 mGrad, einer
Zeitkonstante von 1 s aufgenommen und 10-fach akkumuliert. Sdmtliche Spektren wurden
um den Pufferbeitrag korrigiert. Die Proteinkonzentration bei den Messungen betrug ca. 3

mg/ml.
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Die gemessene Elliptizitat in Grad wurde nach Gleichung 2.5 in die mittlere molare Elliptizitat

in Grad pro Aminosaurerest [@]yre umgerechnet.

[®]mre = ©-100 / (c-d-N) (Gl. 2.5)
[@]wre: mittlere molare Elliptizitat pro Aminosaurerest in Grad cm? dmol™

o: gemessene Elliptizitat in Grad

c Proteinkonzentration in M

d: Schichttiefe in cm
N

Anzahl der Aminosauren des Proteins

2.5.4 Fluoreszenzspektroskopie

2.5.4.1 Bestimmung von Dissoziationskonstanten mittels Gleichgewichtstitration

Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem Aminco Bowman 8100 Fluorimeter (SLM,
Urbana, USA) in Standardfluoreszenzpuffer (SFP) bei 25°C durchgefuhrt.

Zur Ermittlung von Gleichgewichtskonstanten wurde der fluoreszierende Ligand vorgelegt,
die Konzentration des Bindungspartners schrittweise erhéht und die Fluoreszenzzunahme
gemessen. Die Mant-Fluoreszenz wurde bei 360 nm (Spaltbreite 1 — 2 nm) angeregt und die
Emission bei 440 nm (Spaltbreite 16 nm) aufgezeichnet. Zur Bestimmung der
Dissoziationskonstanten (K;) wurde das gemessene Fluoreszenzsignal in jedem
Titrationsschritt nach Berlcksichtigung der Volumenanderung mit der Konzentration des
zugegebenen Bindungspartners in Beziehung gesetzt und eine Kurvenanpassung nach der
quadratischen Gleichung (Gl. 2.6) vorgenommen. Die Herleitung der Gleichung wird im
Anhang erlautert. Die freien Parameter dieser Gleichung (Kq4, Fmax und Fp) wurden mit dem
Programm GraFit (Version 3.09b, Erithacus Software Ltd., Staines, GroRbritannien) iterativ

an die gemessenen Daten angepasst.

Ef, L], +K, E0+L0+Kd2
F=F0+(Fmax—Fo).[] [2] _J([ ][L] [4] R RARRCED

Volumen-korrigierte Fluoreszenzemission bei einer bestimmten Proteinkonzentration

Fmax: Fluoreszenz bei Substratsattigung

Fo: Fluoreszenz des freien Fluorophors

[Elo: Gesamtkonzentration des Proteins in uM
[Llo: Gesamtkonzentration des Fluorophors in yM

Kg: Dissoziationskonstante des Komplexes in yM
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Die Affinitat eines nicht-fluoreszierenden Liganden kann durch Verdrangungstitration ermittelt
werden, wenn dieser mit einem fluoreszierenden Liganden um die gleiche Bindungsstelle am
Enzym konkurriert. Hierzu wurde eine Mischung aus Mant-Nukleotid und ClpB vorgelegt und
der nichtfluoreszierende Ligand bis zum Erreichen der Grundfluoreszenz zugegeben. Die
Herleitung der Gleichung, die die Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der
Konzentration des Kompetitors beschreibt, erfordert die Lésung eines Polynom dritten
Grades und ist im Anhang dargestellt (kubische Gleichung (Thrall et al., 1996)). Die
entsprechenden Gleichungen sind in einem TurboPascal-Programm (Jochen Reinstein,
unveroffentlicht) zusammengefasst, das mit der bekannten Dissoziationskonstante flir den
fluoreszierenden Liganden U(ber einen nichtlinearen Minimierungsalgorithmus eine
Kurvenanpassung an die Daten erlaubt.

SFP: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM DTE

2.5.4.2 Bindung von Liganden an FITC-Casein

Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem SLM Aminco AB2 Fluorimeter (SLM, Urbana,
USA) in Standardfluoreszenzpuffer (SFP) mit 0.1 mg/ml BSA bei 25°C durchgefiihrt. Da
FITC-Casein nicht in einem definierten Zustand vorliegt und zudem die FITC-Markierung
unspezifisch ist und somit von Molekul zu Molekull variiert, war die Bestimmung von
Dissoziationskonstanten nicht maoglich. Durch Auftragen der volumenkorrigierten
Fluoreszenz gegen die Konzentration des zugegebenen Liganden konnten jedoch Aussagen
Uber relative Bindungsaffinitaten getroffen werden. 0.1 mg/ml FITC-Casein Type | wurde
vorgelegt und die Konzentration des Bindungspartners schrittweise erhoht. Die Fluoreszenz
von FITC-Casein wurde bei 490 nm (Spaltbreite 1 nm) angeregt und die Emission bei 520
nm (Spaltbreite 16 nm) aufgezeichnet. Die Moglichkeit der Signalgebung durch Lichtstreuung
wurde durch eine Variation der Anregungswellenlange ausgeschlossen.

SFP: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM DTE

2.5.5 Lichtstreuungsmessungen

Lichtstreuungsmessungen wurden an einem SLM Aminco AB2 Fluorimeter (SLM, Urbana,
USA) durchgefihrt. Die Substratproteine wurden bei 55°C in Denaturierungspuffer
aufgenommen und die Lichtstreuung bei 550 nm bestimmt. Anregung und
Emissionswellenldngen waren somit identisch, die Spaltbreiten betrugen 1 nm (Anregung)
und 16 nm (Emission). Fur die Messungen wurde eine verschlieBbare Fluoreszenzkivette
verwendet, um den Volumenverlust bei der Erwarmung auf 75 bzw. 80°C (LDH) zu
minimieren.

Denaturierungspuffer: 50 mM MOPS/NaOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10 mM MgCl,, 5 mM ATP,

2mM DTE
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2.6 Ruckfaltungsassays

Durch die in vitro Ruckfaltungsassays sollte die Chaperonaktivitat von ClpB mit
verschiedenen Substraten getestet werden. Um die thermophilen Eigenschaften der
Chaperone aus T. thermophilus zu berlcksichtigen, wurden zusatzlich zu dem bereits

existierenden Substratprotein Luciferase neue Substrate aus B. stearothermophilus etabliert.

2.6.1 a-Glucosidase
Die Chaperonaktivitdt von ClpB wurde anhand der Renaturierung von hitzedenaturierter o-
Glucosidase aus B. stearothermophilus gemessen (Motohashi et al., 1999). a-Glucosidase
(555 Aminosauren, 65 kDa) katalysiert die Abspaltung von p-Nitrophenol aus dem Substrat
p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid. Die Entstehung des p-Nitrophenols kann bei 405 nm
detektiert werden.
a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 min bei 75°C in Denaturierungspuffer vollstandig
denaturiert, dann die angegebenen Chaperone (1.6 yM DnaK, 0.4 uyM DnaJ, 0.2 uM GrpE,
1.0 uM ClpB) zugegeben und bei 55°C inkubiert. An den angegebenen Messpunkten wurden
20 ul der Reaktion entnommen und 1:10 in Assaypuffer verdiinnt. Die a-Glucosidase-
Aktivitat wurde in Mikrotiterplatten bei 40°C anhand der zeitabhangigen Absorptionszunahme
bei 405 nm bestimmt. Die Aktivitat der nicht denaturierten a-Glucosidase entsprach einer
Aktivitat von 100 %. Bei den Versuchen zum ATP-Verbrauch wahrend der
Ruckfaltungsreaktion wurden auch andere Substratproteinkonzentrationen eingesetzt. Der
Verdinnungsfaktor durch Zugabe eines Aliquots des Ruickfaltungsansatzes in den
vorgelegten Assaypuffer und gegebenenfalls die Reaktionstemperatur wurden so modifiziert,
dass stets ein linearer Messbereich vorhanden war.
Denaturierungspuffer: 50 mM MOPS/NaOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10 mM MgCl,,

5 mM ATP, 2 mM DTE
Assaypuffer: 50 mM KPi pH 6.8, 2 mM p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid

2.6.2 Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

Die Chaperonaktivitit von CIpB wurde auch anhand der Renaturierung von
hitzedenaturierter Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (GPDH) aus B. stearothermophilus
gemessen. GPDH katalysiert die Oxidation von Glucose-6-Phosphat zu 6-Phosphogluconat,
was mit der Reduktion von NADP zu NADPH gekoppelt ist. Diese Reaktion wurde Uber die
Zunahme der Extinktion bei 340 nm verfolgt (Watanabe et al., 2000). Die
Aminosauresequenz von GPDH wurde mittels einer Datenbankrecherche in dem Contig 321
des B. stearothermophilus Genomsequenzierungsprojekt der Universitat Oklahoma

(Oklahoma City, OK, USA) identifiziert. Als Suchmatrize wurde die Sequenz des homologen
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Proteins aus B. subtilis verwendet. Die bestimmte Aminosauresequenz (497 Aminosauren,
57.2 kDa) stimmte mit der durch MALDI-MS bestimmten Masse des Proteins von 57.2 kDa
Uberein. GPDH (0.2 pM) wurde 772 min bei 75°C in Denaturierungspuffer vollstandig
denaturiert, dann die angegebenen Chaperone (1.6 yM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0
MM ClpB) zugegeben und bei 55°C inkubiert. An den angegebenen Messpunkten wurden 10 pl
der Reaktion entnommen und 1:40 in Assaypuffer verdinnt. Die GPDH-Aktivitat wurde in
Mikrotiterplatten bei 25°C anhand der zeitabhangigen Absorptionszunahme bei 340 nm
bestimmt. Die Aktivitat der nicht denaturierten GPDH entsprach einer Aktivitat von 100 %. Bei
den Versuchen zum ATP-Verbrauch wahrend der Rickfaltungsreaktion wurden auch andere
Substratproteinkonzentrationen eingesetzt. Der Verdiinnungsfaktor durch Zugabe eine
Aliquots des Riickfaltungsansatzes in den vorgelegten Assaypuffer wurde so gewahlt, dass
stets ein linearer Messbereich vorhanden war.
Denaturierungspuffer: 50 mM MOPS/NaOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10 mM MgCl,,

5mM ATP, 2 mM DTE
Assaypuffer: 100 mM Tris/HCI pH 8.8, 40 mM MgCl,, 3 mM Glucose-6-Phosphat,

1 mM NADP, 0.1 mg/ml BSA

2.6.3 Lactatdehydrogenase
Die Chaperonaktivitit von ClpB wurde zusatzlich mittels der Renaturierung von
hitzedenaturierter Lactatdehydrogenase (LDH) aus B. stearothermophilus gemessen. LDH
katalysiert die Reduktion von Pyruvat zu Lactat, was mit der Oxidation von NADH zu NAD
gekoppelt ist. Diese Reaktion wurde Uber die Abnahme der Extinktion bei 340 nm verfolgt. Die
zunachst verwendete LDH (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) war sehr stabil und die verschiedenen
Produktionschargen wiesen eine stark schwankende Aktivitat auf (Watanabe et al., 2000).
Daher wurde LDH von B. stearothermophilus mit N-terminalem His-Tag exprimiert und
aufgereinigt. Der eingefligte His-Tag hatte keinen Einfluss auf die Aktivitdit des Enzyms
(Halliwell et al., 2001).
LDH (0.2 pM) wurde 30 min bei 80°C in Denaturierungspuffer denaturiert, dann die
angegebenen Chaperone (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 pM GrpE, 1.0 yM ClpB) zugegeben
und bei 55°C inkubiert. An den angegebenen Messpunkten wurden 5 pl der Reaktion
enthnommen mit 193 pl Assaypuffer verdinnt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pl
Pyruvatstammlésung (1 M) gestartet und die LDH-Aktivitat in Mikrotiterplatten bei 25°C anhand
der zeitabhangigen Absorptionsabnahme bei 340 nm bestimmt. Die Aktivitdt der nicht
denaturierten GPDH entspricht einer Aktivitat von 100 %.
Denaturierungspuffer: 50 mM MOPS/NaOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10 mM MgCl,, 5 mM ATP, 2
mM DTE
Assaypuffer: 25 mM Bis/Tris pH 6.5, 50 mM KCI, 0.25 mM NADH
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2.6.4 Luciferase
Luciferase katalysiert die mit Lichtemission verbundene, ATP-abhangige Oxidation des
Substrates Luciferin. Die Lumineszenzausbeute wurde als Mal} fur die Luciferaseaktivitat
verwendet. Der Assay wurde in Lumineszenzpuffer bei 25°C durchgefihrt, die
Mikrotiterplatten (White Cliniplate, Labsystems, Helsinki, Finnland) wurden vor ihrer
Benutzung 30 Minuten mit BSA-Losung (1 mg/ml) inkubiert.
Hitzedenaturierung:
Luciferase (0.8 uM) wurde in Denaturierungspuffer 30 Minuten bei 42°C denaturiert und dann
1:10 in Lumineszenzpuffer mit Chaperonen verdinnt (3.2 uM DnaK, 0.8 uM DnaJ, 0.4 uM
GrpE, 0.5 uM ClpB). 250 pl dieses Reaktionsgemisches wurden in Mikrotiterplatten gefiillt
und die Ruckfaltung der Luciferase anhand der produzierten Lumineszenz kontinuierlich
verfolgt.
Denaturierungspuffer: 25 mM Hepes/NaOH pH 7.5, 50 mM KCI, 15 mM MgCl,, 10 mM DTE,
0.05 mg/ml BSA, 1 mM ATP
Lumineszenzpuffer: 25 mM Hepes/NaOH pH 7.5, 50 mM KCI, 15 mM MgCl,, 2 mM DTE,
0.05 mg/ml BSA, 1 mM ATP, 240 uM CoenzymA, 0.1 mM Luciferin
Harnstoffdenaturierung:
Luciferase (10 pM) wurde in Denaturierungspuffer 30 Minuten bei Raumtemperatur
denaturiert und dann 1:125 in Lumineszenzpuffer mit Chaperonen verdinnt (3.2 yM DnakK,
0.8 uM Dnad, 0.4 uM GrpE, 0.5 uM CIpB). 250 pl dieses Reaktionsgemisches wurden in
Mikrotiterplatten gefiillt und die Ruckfaltung der Luciferase anhand der produzierten
Lumineszenz kontinuierlich verfolgt.
Denaturierungspuffer: 25 mM Hepes/NaOH pH 7.5, 50 mM KCI, 15 mM MgCl,,
10 mM DTE, 0.05 mg/ml BSA, 1 mM ATP, 7 M Harnstoff
Lumineszenzpuffer: 25 mM Hepes/NaOH pH 7.5, 50 mM KCI, 15 mM MgCl,, 2 mM DTE,
0.05 mg/ml BSA, 1 mM ATP, 240 uM CoenzymA, 0.1 mM Luciferin, 10
mM PEP, 50 ug/ml PK
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2.7 Gerate
HPLC

Fir die analytische Gelfiltration und die Bestimmung des Nukleotidverhaltnisses wahrend
Ruckfaltungsreaktionen wurde ein computergesteuertes System von Waters (Milford, Mass,
USA), bestehend aus Pumpe, Autosampler, automatischer Entgasereinheit,
Absorptionsdetektor, Fraktionssammler und der Software Millennium32 (Version 3.05)
benutzt.

Fur die Analyse des ,single turnover® ATPase-Messungen und die Bestimmung des
Nukleotidgehalts von Proteinen wurde ein Latek P403 HPLC-System mit Integrator
verwendet (Latek, Heidelberg).

FPLC

Die saulenchromatographischen Reinigungsschritte wurden an einer Waters FPLC 650E
bestehend aus Pumpe, Autosampler, Mehrfach-Wellenlangen-Detektor 490E und Analog-
Schreiber durchgefihrt.

PCR

Fir die durchgefiihrten Reaktionen wurde ein PTC-200 Thermocycler verwendet (MJ
Research, Biozym, Hess. Oldendorf).

Mikrotiterplattenmessungen

Absorptionsmesungen:

Fir Messungen der Steady State ATPase-Aktivitat und die Rickfaltungsassays mit a-
Glucosidase, GPDH und LDH wurde ein iEMS Reader fir Mikrotiterplatten (96 wells)
eingesetzt (Labsystems, Helsinki, Finnland).

Lumineszenzmessungen:

Die Lumineszenz wurde in einem Fluoroskan FL fiur Mikrotiterplatten gemessen

(Labsystems, Helsinki, Finnland).
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung neuer Substratproteine fiir das DnaK-ClpB-System

aus Thermus thermophilus

Luciferase von P. pyralis ist als Substrat flir das DnaK-ClpB-System von E. coli und T.
thermophilus etabliert (Zolkiewski, 1999; Schlee et al., 2001). Im nativen Zustand setzt
Luciferase das Substrat Luciferin unter ATP-Verbrauch zu Oxyluciferin um. Bei dieser
Reaktion wird freiwerdende Energie in Form von Licht abgegeben und die entstehende
Lumineszenz wird als Mal} fir die Aktivitat des Enzyms genommen. Luciferase kann durch
unterschiedliche Stressfaktoren, wie GdnHCI, Harnstoff oder Hitzeschock denaturiert
werden. Die Ruckfaltung mit Hilfe von Chaperonen ist nach Denaturierung durch jede der
drei genannten Methoden moglich (Groemping, 2000). Dieser Aktivitdtsassay flir Chaperone
(Luciferaseassay) wird durch mehrere Faktoren limitiert. Luciferase bendtigt fur die
enzymatische Aktivitat reduzierte Cysteingruppen und ist daher empfindlich gegeniber einer
Oxidation durch Sauerstoff. Zusatzlich ist Luciferase ein hydrophobes Protein, das leicht an
Kunststoffoberflachen bindet. Oberhalb von 30°C ist Luciferase instabil und deshalb im
Temperaturbereich, in dem T. thermophilus wéachst (50-80°C), nicht als Substratprotein zu
benutzen. AuRerdem zeigt Luciferase eine starke Produktinhibierung durch das entstehende
Oxyluciferin. Aufgrund dieser Inhibierung kommt es bei langer Messdauer zu einer
Lumineszenzabnahme. Daher wurde zum Teil auf ein diskontinuierliches Messsystem
umgestellt, bei dem eine Probe der Ruckfaltungsreaktion in Lumineszenzpuffer gegeben
wurde und die Lumineszenz nur flir Sekunden gemessen wird. Allerdings zeigt sich auch hier
nach kurzer Zeit eine deutliche Abnahme der Lumineszenz, und der kurze Messbereich
erhoht die Messungenauigkeit (Groemping, 2000).

Neben der Optimierung des Luciferaseassays sollen neue Substrate etabliert werden, die
keine Produktinhibierung wahrend der Aktivitatsbestimmung zeigen. Enzyme, die auch bei
Temperaturen oberhalb von 50°C noch aktiv sind, erlauben zusatzlich eine

Ruckfaltungsreaktion im natirlichen Temperaturbereich von T. thermophilus.

3.1.1 a-Glucosidase

a-Glucosidase von B. stearothermophilus, einem Organismus, der bei 50-55°C sein
Temperaturoptimum hat, ist als Substratprotein fir das thermophile Chaperonsystem
beschrieben worden (Motohashi et al., 1999). a-Glucosidase ist ein monomeres Enzym mit
einer Gréfle von 65 kDa und katalysiert die Abspaltung von p-Nitrophenol aus dem Substrat
p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid. Das entstehende p-Nitrophenol kann spektroskopisch

detektiert werden.
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3.1.1.1 Stabilitat der a-Glucosidase

Die Stabilitdt von a-Glucosidase wurde zunachst ermittelt, um die notwendige
Denaturierungsdauer zu bestimmen. Als Denaturierungsmethode wurde ein Hitzeschock bei
75°C verwendet. Dies ist fur thermophile Organismen wie T. thermophilus, die in heillen
Quellen leben, die wahrscheinlichste Stressbedingung. Die Chaperone sollten daher mit
Aggregaten, die durch Hitzeschock entstanden sind, interagieren kénnen. Die Aktivitat von a-
Glucosidase wurde durch Zugabe eines Aliquots der Enzymlésung zu dem Assaypuffer
bestimmt und ist in Abhangigkeit von der Inkubationszeit unter Hitzeschockbedingungen in
Abbildung 3.1.1A dargestellt.
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Abb. 3.1.1 Stabilitdt der a-Glucosidase

A Zeitabhangigkeit der a-Glucosidasedenaturierung

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde bei 75°C in Denaturierungspuffer inkubiert. Die Aktivitdt wurde zu den
angegeben Zeitpunkten bestimmt und relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung gesetzt (O).

B Lichtstreuung von denaturierter a-Glucosidase

Die Lichtstreuung von a-Glucosidase (0.1 uM) wurde bei 550 nm und 55°C gemessen. Nach
Erreichen der Denaturierungstemperatur von 75°C kommt es zu starker Lichtstreuung, die ein
konstantes Niveau erreicht.

a-Glucosidase konnte durch Inkubation bei 75°C denaturiert werden. Bereits nach Inkubation
fur 10 Minuten bei Hitzeschockbedingungen war weniger als 1 % der Ausgangsaktivitat
vorhanden. Da eine vollstdndige Denaturierung von Substraten der Ausgangspunkt fur die
Ruckfaltungsversuche ist, wurde bei den Ruckfaltungsexperimenten mit einer
Denaturierungszeit von 10 Minuten gearbeitet. Um zu testen, ob die Inaktivierung mit einer
Bildung von Aggregaten einherging, wurden Lichtstreuungsmessungen durchgefihrt. Die
Lichtstreuung von a-Glucosidase durch Hitzedenaturierung ist in Abbildung 3.1.1B gezeigt.

a-Glucosidase zeigte im nativen Zustand zu Beginn der Messung bei 55°C ein stabiles
Signal. Nach Erreichen der Denaturierungstemperatur wurde eine starke Zunahme der
Lichtstreuung um einen Faktor von 10 beobachtet. Diese Zunahme deutet auf eine
Aggregationsbildung von a-Glucosidase hin. Diese Aggregation war zudem irreversibel, da

auch nach erneutem Erreichen von 55°C das Signal konstant blieb.
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3.1.1.2 Riickfaltung von a-Glucosidase

Grolie Proteinaggregate kénnen normalerweise nicht von dem isolierten DnaK-System in
ihre native Konformation Uberflihrt werden. Fir diese Reaktivierung ist die Interaktion mit
ClpB erforderlich (Parsell et al., 1994b; Diamant et al., 2000). Die Aktivitat von ClpB kann
daher durch die Rickfaltung bzw. Reaktivierung von Proteinaggregaten gemessen werden.
Fir die Rickfaltungsassays wurden erst stabile Aggregate durch Hitzedenaturierung in der
Abwesenheit von Chaperonen erzeugt. Die Dauer der Denaturierung wurde so gewahlt, dass
einerseits kaum spontane Rickfaltungen auftraten, andererseits aber die durch Chaperone
vermittelten Rickfaltungen noch mdéglich waren. Die Ruickfaltung erfolgte nach
Denaturierung bei einer permissiven Temperatur. Es wurden zundchst die im
Luciferaseassay eingesetzten Chaperonverhaltnisse verwendet (Schlee et al., 2001). Es
wurde ein diskontinuierlicher Assay verwendet, d.h. Rickfaltung und Aktivitatsmessung
fanden in getrennten Systemen statt (Abb. 3.1.2A).
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Abb. 3.1.2 Riickfaltung von a-Glucosidase

A Zeitabhangigkeit der Riickfaltung von a-Glucosidase

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert und dann ohne Chaperone (H), mit
dem DnaK-System (1.6 uM DnakK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, O) oder mit dem DnaK-System mit
ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 0.5 uM CIpB, O) bei 55°C inkubiert. Die Aktivitat
wurde zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zu der Aktivitat vor der Denaturierung
angegeben.

B Abhéngigkeit der a-Glucosidaseriickfaltung von den Chaperonmengen

Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C mit

1: (1.6 uM DnakK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 0.5 uM ClipB),

2: (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClpB),

3: (3.2 uM DnakK, 0.8 uM DnaJ, 0.4 uM GrpE, 0.5 uM ClpB),

4: (3.2 uM DnaK, 0.8 uM DnaJ, 0.4 uM GrpE, 1.0 uM ClpB).

Die Aktivitat wurde nach 90 Minuten in Assaypuffer bestimmt und ist relativ zur Aktivitdt vor der
Denaturierung angegeben.

a-Glucosidase wurde durch den Hitzeschock dauerhaft denaturiert. Nach 2 h Inkubation bei
55°C ohne Chaperone war keine Enzymaktivitat vorhanden. Auch das DnaK-System konnte
nur einen geringen Anteil der a-Glucosidase reaktivieren (2 %). War jedoch zusétzlich ClpB

in dem Ansatz, wurde die a-Glucosidase zu ca. 45 % der Ausgangsaktivitat reaktiviert. Der
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starke ClpB-Effekt (ca. Faktor 10) im Verhaltnis zu dem DnaK-System alleine zeigte die
Bedeutung von ClpB flr die Reaktivierung von Proteinaggregaten. Die Reaktion war nach
ca. 90 Minuten beendet, d.h. ein konstantes Aktivitatsniveau wurde erreicht. Vermutlich
konnten die restlichen 50 % der a-Glucosidase trotz der Anwesenheit von ClpB aufgrund
einer irreversiblen Aggregation nicht mehr reaktiviert werden. Bei einer kiirzeren
Denaturierungszeit konnte das DnaK-ClpB-System einen héheren Anteil der a-Glucosidase
zurlckfalten, allerdings war dann der Effekt durch ClpB-Zugabe geringer (Daten nicht
gezeigt). Das Erhéhen der Chaperonkonzentrationen bei gleichen Chaperonverhaltnissen

hatte keinen zusatzlichen Effekt auf die Reaktionsausbeute (Daten nicht gezeigt).

3.1.1.3 Optimierung des a-Glucosidaseassays

Fir eine Standardanwendung im Labor und zur Quantifizierung der ClpB-Aktivitat musste der
Assay optimiert werden. Die verwendete a-Glucosidase denaturierte bereits bei 75°C, dem
Temperaturoptimum von T. Thermophilus, irreversibel. Daher wurde die optimale
Ruckfaltungstemperatur bestimmt (Abb. 3.1.3A).

Die Ruckfaltung von a-Glucosidase war stark von der Temperatur wahrend der
Ruckfaltungsreaktion mit Chaperonen abhangig. Unterhalb von 40°C war die Reaktivierung
nur sehr eingeschrankt méglich. Die Ausbeute stieg dann stark an und erreichte bei 55°C ihr
Maximum, um bei héheren Temperaturen wieder abzusinken. Die Ruckfaltungsreaktion
wurde deshalb bei 55°C inkubiert, dem optimalen Temperaturbereich des

Herkunftsorganismus B. stearothermophilus.

40

1A _ 100 B

S -

e = 80—

= =

< < N

o 3 60—

%) (7]

g S .

= 2

Q o 40—

S El ]

) )

0§ T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 0 1 2 3 4 5
Riickfaltungstemperatur (°C) ATP (mM)

Abb. 3.1.3 Optimierung der Bedingungen des a-Glucosidaseassays

A Temperaturabhangigkeit der a-Glucosidaseriickfaltung

a-Glucosidase (0.2 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Ruckfaltung erfolgte bei den
angegebenen Temperaturen ohne Chaperone (M), mit dem DnaK-System (1.6 uM DnaK, 0.4 uM
DnaJ, 0.2 uM GrpE, [J) oder mit dem DnaK-System mit ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM
GrpE, 1.0 uM CIpB, O). Die Aktivitat wurde nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zu der Aktivitat
vor der Denaturierung angegeben.

B Effekt der ATP-Konzentration auf die a-Glucosidaseriickfaltung

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Riickfaltung erfolgte bei 55°C mit
dem DnaK-System mit ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM CipB, O) und den
angegebenen ATP-Konzentrationen. Die Aktivitat wurde nach 120 Minuten bestimmt und ist relativ zur
Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.
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Fir die Rlckfaltung ist die ATP-Hydrolyse durch die Chaperone DnaK und ClpB notwendig
(Zolkiewski, 1999; Motohashi et al., 1999). Deshalb wurde der Assay in Bezug auf die ATP-
Konzentration hin optimiert (Abb. 3.1.3B). Die ATP-Konzentration beeinflusste die Ausbeute
der Ruckfaltungsreaktion. Die Ausbeute der Ruckfaltung nahm mit der Hohe der ATP-
Konzentration zu und erreichte bei 4 - 5 mM ATP ein konstantes Niveau. Daher wurde eine
ATP-Konzentration von 5 mM fir alle Experimente verwendet.

In den folgenden Experimenten wurden die Konzentrationen der eingesetzten Chaperone
optimiert. Die Konzentration von drei Chaperonen wurde konstant gehalten und der Einfluss
der vierten Komponente auf die a-Glucosidaserickfaltung untersucht. Die Effekte der
einzelnen Chaperone sind in Abbildung 3.1.4 gezeigt.

Die DnaK-Konzentration wurde von 0 bis 12.8 uM variiert (Abb. 3.1.4A). Ohne DnaK wurde
nur ein Bruchteil der a-Glucosidase zurtickgefaltet. Dies zeigte, dass sowohl ClpB als auch
Dnad und GrpE keine Rickfaltungskompetenz besitzen. Die optimale DnaK-Konzentration
betrugt 1.6 uM, damit lag DnaK im Uberschuss zu dem denaturierten Substrat vor. Sehr
hohe DnaK-Konzentrationen zeigten eine geringere Aktivitat. Bei diesen DnaK-
Konzentrationen kénnten die Konzentrationen der Kochaperone Dnad und GrpE nicht mehr
ausreichend sein, um den produktiven Rickfaltungszyklus zu steuern.

Als nachste Komponente wurde DnaJ optimiert. Der Effekt der getesteten Dnad-
Konzentrationen ist in Abbildung 3.1.4B gezeigt. Wie bei der Titration mit DnaK zeigte sich,
dass DnaJ ebenfalls essentiell fir eine Riickfaltung des Substrats ist, denn ohne DnaJ wurde
kaum a-Glucosidaseaktivitat detektiert. Bei einer DnaJ-Konzentration von 0.4 uM war die
Ausbeute maximal, bei hoheren DnaJ-Konzentrationen sinkt die Ausbeute dann ab. Damit
wird Dnad in substochiometrischen Mengen im Verhaltnis zu DnaK fir die optimale Funktion
des Chaperonsystems bendtigt.

Die Optimierung der GrpE-Konzentration ist in Abbildung 3.1.4C dargestellt. Die beste
Konzentration von GrpE fur die a-Glucosidaseruckfaltung betrug 0.2 uM. Damit lag GrpE,
wie Dnad, in geringerer Konzentration als DnaK unter optimalen Bedingungen vor. Das
Chaperonsystem reagierte weniger stark auf Konzentrationsadnderungen von GrpE als auf
Anderungen von DnaK und DnaJ. Ohne GrpE war zudem auch eine Riickfaltung von o-
Glucosidase mdglich, was ohne DnaK und DnaJ nicht beobachtet wurde. Bei noch hdheren
GrpE-Konzentrationen als hier angegeben (> 1.6 uM) nahm die Ausbeute weiter ab (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 3.1.4 Abhangigkeit der a-Glucosidaseruickfaltung von den Chaperonkonzentrationen

A Abhéangigkeit von der DnaK-Konzentration

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C mit
0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM CIpB und den angegebenen DnaK-Konzentrationen. Die Aktivitat
wurde nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

B Abhdngigkeit von der DnaJ-Konzentration

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C mit
1.6 uM DnaK, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM CIpB und den angegebenen DnaJ-Konzentrationen. Die Aktivitat
wurde nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

C Abhéangigkeit von der GrpE-Konzentration

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C mit
1.6 uM DnakK, 0.4 uM Dnad, 1.0 uM CIpB und den angegeben GrpE-Konzentrationen. Die Aktivitat
wurde nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

D Abhéngigkeit von der ClpB-Konzentration

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Riickfaltung erfolgte bei 55°C mit
1.6 uM DnakK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE und den angegeben ClpB-Konzentrationen. Die Aktivitat
wurde nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

Fur die weitere Optimierung des Rickfaltungsassays wurde die ClpB-Konzentration variiert
(Abb. 3.1.4D). Ohne ClpB wurde nur ein geringer Anteil des Proteins reaktiviert (siehe auch
Abb. 3.1.1), bei hohen ClpB-Konzentrationen nahm die Ausbeute wieder ab. Die optimale
ClpB-Konzentration fir die a-Glucosidaserickfaltung lag um 1.0 uM. Betrachtet man ein
Hexamer als die funktionelle Einheit von ClpB, lag ClpB (0.16 uM) in ahnlicher Konzentration
wie das Substrat vor (0.1 uM). Im Vergleich zu DnaK war es jedoch in geringerer

Konzentration vorhanden.
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Durch die Optimierung der Chaperonkonzentrationen fir die a-Glucosidasertickfaltung ist ein
Ruckfaltungssystem etabliert worden, das bis zu 50 % der Proteinaktivitdt nach
Hitzedenaturierung wiederherstellen kann. Das Ruckfaltungssystem zeigte zudem eine
starke Abhangigkeit von CIpB. Dieser Effekt kann zur Charakterisierung von ClpB-

Fragmenten hinsichtlich ihrer Rickfaltungsaktivitat eingesetzt werden.

3.1.2 Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

Neben a-Glucosidase sollten zusatzliche Substrate flir das DnaK-ClpB-System etabliert
werden. Dies erlaubt anschlieRend eine Charakterisierung des Chaperonsystems mit
mehreren Substraten. Dadurch kann abgeschatzt werden, ob das Chaperonsystem eine
breite Substratspezifitdt besitzt oder ob es verschiedene Aggregate unterschiedlich gut
erkennt. Zudem kann die Effizienz der Ruckfaltungsreaktionen miteinander verglichen
werden. Die Chaperonaktivitat von ClpB wurde anhand der Renaturierung von
hitzedenaturierter Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (GPDH) aus B. stearothermophilus
gemessen (Watanabe et al., 2000). GPDH, ein Homotetramer aus 53 kDa Untereinheiten,
katalysiert die Oxidation von Glucose-6-Phosphat zu 6-Phospho-Gluconat, was mit der
Reduktion von NADP zu NADPH gekoppelt ist. Diese Reaktion wurde Uber die Zunahme der
Absorption spektroskopisch verfolgt.

3.1.2.1 Stabilitat von GPDH

Die Stabilitdt von GPDH wurde zunachst durch Inkubation bei Hitzeschockbedingungen
(75°C) ermittelt. Die Aktivitat von GPDH wurde durch Zugabe eines Aliquots der
Enzymlosung zu dem Assaypuffer bestimmt und ist in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
bei der Denaturierungstemperatur in Abbildung 3.1.5A dargestellt.

GPDH wurde unter Hitzeschockbedingungen sehr schnell denaturiert. Bereits nach 10-
mindtiger Inkubation bei 75°C war weniger als 1 % der Ausgangsaktivitat vorhanden. Um zu
testen, ob die Inaktivierung mit einer Bildung von Proteinaggregaten einherging, wurde die
Lichtstreuung von GPDH gemessen. Die Messung ist in Abbildung 3.1.5B dargestellt. GPDH
zeigte zu Beginn der Messung bei 55°C, der optimalen Wachstumstemperatur fir B.
stearothermophilus,  ein  stabiles  Lichtstreuungssignal. Nach Erreichen  der
Denaturierungstemperatur wurde eine starke Zunahme der Lichtstreuung um einen Faktor
von ca. 10 beobachtet. Diese Zunahme deutet auf eine Aggregationsbildung von GPDH hin.
Diese Aggregation war zudem irreversibel, da auch nach Abkuhlen auf 55°C das erhdhte

Signal konstant blieb.
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Abb. 3.1.5 Stabilitat der GPDH

A Zeitabhangigkeit der GPDH-Denaturierung

GPDH (0.2 uM) wurde bei 75°C in Denaturierungspuffer inkubiert. Die Aktivitat wurde in Assaypuffer
bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben (O).

B Lichtstreuung von denaturierter GPDH

Die Lichtstreuung von GPDH (0.1 uM) wurde bei 550 nm und 55°C gemessen. Nach Erreichen der
Denaturierungstemperatur von 75°C kommt es zu starker Lichtstreuung, die ein konstantes Niveau
erreicht.

GPDH wurde unter Hitzeschockbedingungen sehr schnell denaturiert. Bereits nach 10-
minudtiger Inkubation bei 75°C war weniger als 1 % der Ausgangsaktivitat vorhanden. Um zu
testen, ob die Inaktivierung mit einer Bildung von Proteinaggregaten einherging, wurde die
Lichtstreuung von GPDH gemessen. Die Messung ist in Abbildung 3.1.5B dargestellt. GPDH
zeigte zu Beginn der Messung bei 55°C, der optimalen Wachstumstemperatur fiir B.
stearothermophilus, ein  stabiles  Lichtstreuungssignal. Nach Erreichen  der
Denaturierungstemperatur wurde eine starke Zunahme der Lichtstreuung um einen Faktor
von ca. 10 beobachtet. Diese Zunahme deutet auf eine Aggregationsbildung von GPDH hin.
Diese Aggregation war zudem irreversibel, da auch nach Abklhlen auf 55°C das erhohte

Signal konstant blieb.

3.1.2.2 Riickfaltung von GPDH

Fir die Ruckfaltungsassays mit GPDH wurden stets erst stabile Aggregate durch
Hitzedenaturierung in der Abwesenheit von Chaperonen erzeugt. Die Ruckfaltung erfolgte
nach Chaperonzugabe bei der permissiven Temperatur von 55°C. Als Denaturierungspuffer
wurde der fur die a-Glucosidase optimierte Puffer verwendet. Da eine vollstandige
Denaturierung der Substrate der Ausgangspunkt fir Messungen war, wurde mit einer
Denaturierungszeit von 7% Minuten gearbeitet. Es wurde erneut ein diskontinuierlicher
Assay verwendet. Ein Ruckfaltungsversuch mit den im a-Glucosidaseassay optimierten

Chaperonkonzentrationen ist in Abbildung 3.1.6A dargestellt.
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Abb. 3.1.6 Riickfaltung von GPDH

A Zeitabhangigkeit der Riickfaltung von GPDH

GPDH (0.2 pyM) wurde 72 Minuten bei 75°C denaturiert und dann ohne Chaperone (M), mit dem
DnaK-System (1.6 uM DnaK, 0.4 uM Dnad, 0.2 uM GrpE, [J) oder mit dem DnaK-System mit ClpB
(1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClIpB, O) bei 55°C inkubiert. Die Aktivitat wurde zu
den angegebenen Zeitpunkten in Assaypuffer bestimmt und ist relativ zu der Aktivitdt vor der
Denaturierung angegeben.

B Temperaturabhangigkeit der Riickfaltung von GPDH

GPDH (0.2 uM) wurde 7% Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung bei den angegebenen
Temperaturen erfolgte ohne Chaperone (M), mit dem DnaK-System (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2
pM GrpE, ) oder mit dem DnaK-System mit ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM Dnad, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM
ClpB, O). Die Aktivitdt wurde nach 90 Minuten in Assaypuffer bestimmt und ist relativ zu der Aktivitat
vor der Denaturierung angegeben.

GPDH wurde durch den Hitzeschock dauerhaft denaturiert, nach 90 Minuten Inkubation bei
55°C ohne Chaperone wurde weniger als 1 % der Ausgangsaktivitdt erreicht. Das
thermophile DnaK-System konnte nur einen geringen Anteil der GPDH reaktivieren (5 %).
War jedoch ClpB in dem Ansatz vorhanden, wurden ca. 50 % der Ursprungsaktivitat der
GPDH erreicht. Der starke ClpB-Effekt (ca. Faktor 10) im Verhaltnis zu dem isolierten DnaK-
System zeigte erneut die Bedeutung von ClpB flr die Reaktivierung von Proteinaggregaten.
Die Reaktion war nach 60 - 90 Minuten beendet, da dann ein konstantes Aktivitatsniveau
erreicht wurde. Bei einer langeren Denaturierungszeit (z.B. 10 min) konnte das DnaK-ClpB-

System nur einen geringeren Anteil der GPDH zurlickfalten (Daten nicht gezeigt).

3.1.2.3 Optimierung des GPDH-Assays

Die Ruckfaltungstemperatur fir GPDH von B. stearothermophilus wurde zuerst optimiert. Der
Effekt der Rickfaltungstemperatur auf die Ausbeute ist in Abbildung 3.1.6B dargestellt. Die
Ruckfaltung von GPDH war stark von der Temperatur wahrend der Ruckfaltungsreaktion mit
Chaperonen abhangig. Wie bei a-Glucosidase war die Reaktivierung unterhalb von 40°C nur
eingeschrankt mdglich. Die Ausbeute stieg dann stark an und erreichte bei 50-55°C ihr

Maximum, um bei héheren Temperaturen wieder abzusinken. Diese Ruckfaltungstemperatur
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lag erneut im optimalen Temperaturbereich flir das Wachstum des Herkunftsorganismus B.
stearothermophilus. Daher wurden die Ruckfaltungsreaktionen mit GPDH bei 55°C inkubiert.
In den folgenden Experimenten wurden die Konzentrationen der eingesetzten Chaperone
optimiert. Die Konzentration von drei Chaperonen wurde konstant gehalten und der Einfluss
der vierten Komponente auf die GPDH-Rickfaltung untersucht. Der Einfluss der
Chaperonkonzentrationen ist in Abbildung 3.1.7 dargestellt.

Die DnaK-Konzentration wurde zwischen 0 und 6.4 uM variiert (Abb. 3.1.7A). Ohne DnaK
wurde nur ein geringer Anteil der GPDH zuriickgefaltet. Dieses Experiment bestatigte, dass
sowohl CIpB alleine als auch DnaJ mit GrpE nur geringe Rickfaltungsaktivitat besitzen. Die
optimale DnaK-Konzentration betrug 1.6 uM, damit lag DnaK erneut im Uberschuss zu dem
denaturierten Substrat vor. Bei sehr hohen DnaK-Konzentrationen sank die Aktivitat wieder
ab. Bei diesen Konzentrationen kénnten die Mengen an Kochaperonen DnaJ und GrpE nicht
mehr ausreichend sein um den produktiven Ruckfaltungszyklus zu steuern.

Als nachstes wurde die Konzentration von Dnad in den Ansatzen optimiert. Dnad wurde in
einem Konzentrationsbereich von 0 bis 1.6 uM getestet (Abb. 3.1.7B). Ohne DnaJ wurde nur
eine geringe GPDH Aktivitat detektiert. Wie bei der Titration mit DnaK zeigte sich, dass DnaJ
ebenfalls essentiell fir eine Rickfaltung des Substrats war. Bei einer DnaJ-Konzentration
von 0.4 uM war die Ausbeute maximal. Bei hdheren Konzentrationen nahm die Ausbeute der
Reaktion dann ab. Damit wird DnaJ flir die optimale Funktion des Chaperonsystems erneut
in substochiometrischen Mengen im Verhaltnis zu DnaK bendtigt.

Die Optimierung der GrpE-Konzentration fur die Rickfaltungsreaktion ist in Abbildung 3.1.7C
dargestellt. Die optimale Konzentration von GrpE betrug 0.2 uM. Damit lag GrpE &hnlich wie
DnaJ unter optimierten Bedingungen in geringerer Konzentration als DnaK vor. Dies wurde
zuvor auch in dem a-Glucosidaseassay beobachtet. Das Chaperonsystem reagierte weniger
stark auf Konzentrationsédnderungen von GrpE als auf Konzentrationsanderungen von DnaK.
Die Ruckfaltungsausbeuten zwischen 0.2 und 0.8 uM GrpE unterschieden sich nur
geringflgig. Bei hoheren GrpE-Konzentrationen nahmen die Ausbeuten jedoch wieder ab.
Aulerdem war ohne GrpE auch eine Riickfaltung von GPDH mdglich. Dies war unmdglich,
wenn DnaK oder DnaJ fehlten. Fir die weitere Optimierung des Ruckfaltungsassays wurde
noch die ClpB-Konzentration variiert. Wie in Abbildung 3.1.6A gezeigt, ist ClpB fir die
effiziente Rickfaltung von GPDH notwendig. Die Optimierung der ClpB-Konzentration ist in
Abbildung 3.1.7D dargestellt. Ohne ClpB wurde wie bei a-Glucosidase nur ein geringer Anteil
des Proteins reaktiviert, bei hohen ClpB-Konzentrationen reduzierte sich die
Ruckfaltungsausbeute ebenfalls. Die optimale ClpB-Konzentration lag um 1.0 uM, allerdings
war die Ausbeute zwischen 0.1 uM und 1.0 uM ahnlich hoch.

Die optimierten Chaperonkonzentrationen bei der Riickfaltung von GPDH sind mit denen des

a-Glucosidaseassays identisch. Mit dem GPDH-Assay wurde ein zweites
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Abb. 3.1.7 Abhangigkeit der GPDH-Riickfaltung von den Chaperonkonzentrationen

A Abhangigkeit der von der DnaK-Konzentration

GPDH (0.2 uyM) wurde 7%z Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C mit 0.4 uM
DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM CIpB und den angegebenen DnaK-Konzentrationen. Die Aktivitdt wurde
nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitadt vor der Denaturierung angegeben.

B Abhdngigkeit von der DnaJ-Konzentration

GPDH (0.2 uM) wurde 774 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Ruckfaltung erfolgte bei 55°C mit 1.6 uM
DnaK, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClIpB und den angegebenen DnaJ-Konzentrationen. Die Aktivitdt wurde
nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

C Abhéangigkeit von der GrpE-Konzentration

GPDH (0.2 uM) wurde 77 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Ruckfaltung erfolgte bei 55°C mit 1.6 uM
DnakK, 0.4 uM Dnad, 1.0 uM CIpB und den angegebenen GrpE-Konzentrationen. Die Aktivitdt wurde
nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

D Abhéngigkeit von der ClpB-Konzentration

GPDH (0.2 uM) wurde 7% Minuten bei 75°C denaturiert. Die Ruckfaltung erfolgte bei 55°C mit 1.6 uM
DnakK, 0.4 uM Dnad, 0.2 uM GrpE und den angegebenen ClpB-Konzentrationen. Die Aktivitdt wurde
nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

Ruckfaltungssystem etabliert, dass eine hohe Ausbeute aufweist und fur die

Charakterisierung von ClpB-Fragmenten verwendet werden kann.
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3.1.3 Luciferase

Das bereits charakterisierte  Substratprotein  Luciferase  wurde ebenfalls  fir
Ruckfaltungsversuche verwendet. Die Art der Denaturierung ist fur
Luciferaserlckfaltungsstudien sehr wichtig, weil die Fahigkeit von Chaperonen
Proteinaggregate aufzulésen von der Art der Denaturierung abhangt. Luciferase, die mit
GdnHCI denaturiert wurde, zeigt nur einen sehr geringen ClpB-Effekt, das DnaK-System
kann dort auch ohne CIpB effektiv zurlickfalten. Bei harnstoffdenaturierter und
hitzedenaturierter Luciferase ist jedoch ein positiver Effekt durch ClpB zu beobachten
(Groemping, 2000).

3.1.3.1 Luciferaseriickfaltung

Ausgehend von den etablierten Rickfaltungsbedingungen wurde der Luciferaseassay
optimiert. Im Anschluss an die Denaturierung ohne Chaperone wurde nach Verdinnung und
Chaperonzugabe die Lumineszenz bestimmt (Abb. 3.1.8).

Luciferase konnte durch Hitzeschock effizient denaturiert werden (Abb. 3.1.8A). Ohne
Chaperone war keine Lumineszenz zu beobachten. Das DnaK-System alleine bewirkte nur
eine sehr geringe Lumineszenzzunahme und zeigte eine lange Verzégerungsphase zu
Beginn der Messung. In Kooperation mit ClpB konnte das DnaK-System Luciferase
effizienter zurtickfalten. Die Lumineszenz stieg kurze Zeit nach Beginn der Messung an und
erreichte ein hdheres Niveau als ohne ClIpB. Insgesamt war die gemessene Lumineszenz
jedoch gering.

Um die Rickfaltungsausbeute und das Lumineszenzsignal zu erhéhen, wurde Luciferase mit
Harnstoff denaturiert. Weil es bei der langen Dauer des Assays zu verminderter
Lumineszenz aufgrund des Verbrauchs von ATP kam, wurde ein ATP-regenerierendes
System dem Assaypuffer zugesetzt. Das bei der Chaperonaktivitat entstehende ADP wurde
hierbei durch Pyruvatkinase und PEP zu ATP umgesetzt. Nach der Denaturierung mit
Harnstoff ohne Chaperone wurde die Luciferase im Assaypuffer mit Chaperonen verdinnt.
Eine Rickfaltungsreaktion ist in Abbildung 3.1.8B gezeigt.

Durch die Inkubation mit Harnstoff wurde die Luciferase irreversibel denaturiert. Wahrend der
Messdauer konnte in den Ansatzen ohne Chaperone kaum Lumineszenz detektiert werden.
Das DnaK-System konnte nach einer Verzogerungsphase von 50 Minuten geringe Mengen
der Luciferase reaktivieren, das Maximum wurde erst nach 500 Minuten erreicht. Durch CIpB
wurde die Ausbeute der Rickfaltung stark erhéht und die Rickfaltung startete unmittelbar
nach der Chaperonzugabe und erreichte das Maximum nach 150 Minuten. Bei den Ansatzen
mit ClpB zeigte sich auch der deutliche Effekt des zugegebenen ATP-regenerierenden
Systems. Die Lumineszenz erreichte einen héheren Maximalwert, der zudem schneller

erreicht wurde. Die Lumineszenz nahm im Lauf der Messung durch Produktinhibierung ab.
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Abb. 3.1.8 Riickfaltung denaturierter Luciferase

A Riickfaltung hitzedenaturierter Luciferase

Luciferase (0.8 uM) wurde 30 Minuten bei 42°C in Denaturierungspuffer inkubiert und 1:10 verdinnt in
Assaypuffer ohne Chaperone (l), mit dem DnaK-System (3.2 uM DnaK, 0.8 uM DnaJ, 0.4 uM GrpE,
[1) oder mit dem DnaK-System mit ClpB (3.2 uM DnaK, 0.8 uM Dnad, 0.4 uM GrpE, 0.5 uM CIpB, O).
Die Lumineszenz wurde in einem kontinuierlichen Assay bestimmt.

B Riickfaltung harnstoffdenaturierter Luciferase

Luciferase (10 uM) wurde 30 Minuten bei RT in Denaturierungspuffer mit 7 M Harnstoff inkubiert und
dann 1:125 verdinnt in Assaypuffer mit bzw. ohne das ATP-regenerierende System. Die Rickfaltung
erfolgte ohne Chaperone (M), mit dem DnaK-System (3.2 uM DnakK, 0.8 uM DnaJ, 0.4 uM GrpE: A
mit PEP: A) oder mit dem DnaK-System mit ClpB (3.2 uM DnaK, 0.8 uM DnaJ, 0.4 uM GrpE, 0.5 uM
ClpB: @, mit PEP: O). Die Lumineszenz wurde in einem kontinuierlichen Assay bestimmt.

Die Rickfaltung nach Harnstoffdenaturierung zeigte eine grofiere Lumineszenz im Vergleich
zur Hitzedenaturierung und konnte fir die Quantifizierung der ClpB-Aktivitat ebenfalls
verwendet werden. Wurde eine Kontrollmessung mit nativer Luciferase durchgefihrt, zeigte
sich, dass bis zu 40 % der nativen Aktivitat durch das DnaK-System in Kooperation mit ClpB
reaktiviert wurden (siehe Abb. 3.3.8C). Damit ist neben den hitzedenaturierten Substraten

auch ein harnstoffdenaturiertes Protein als Modellsubstrat verfligbar.
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3.1.4 Lactatdehydrogenase

Die Chaperonaktivitat von CIpB wurde =zusatzlich anhand der Renaturierung von
hitzedenaturierter Lactatdehydrogenase (LDH) aus B. stearothermophilus gemessen. LDH
katalysiert die Reduktion von Pyruvat zu Lactat, was mit der Oxidation von NADH zu NAD
gekoppelt ist. Diese Reaktion wurde Uber die Abnahme der Extinktion bei 340 nm verfolgt.
Es wurde LDH mit N-terminalem His-Tag exprimiert und aufgereinigt. Der eingefiigte His-Tag
hatte keinen Einfluss auf die Aktivitat des Enzyms (Halliwell et al., 2001).

3.1.4.1 Stabilitat der LDH

Die Stabilitat von LDH von B. stearothermophilus wurde durch Inkubation bei
Hitzeschockbedingungen ermittelt. Die Aktivitat wurde durch Zugabe eines Aliquots der
Enzymldsung zu dem Assaypuffer bestimmt und ist in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
bei Hitzeschockbedingungen in Abbildung 3.1.9A dargestellt. Als Denaturierungstemperatur

wurden 80°C gewahlt.
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Abb. 3.1.9 Stabilitit der LDH
A Zeitabhangigkeit der LDH-Denaturierung

LDH wurde (0.2 uM) bei 80°C in Denaturierungspuffer inkubiert. Die Aktivitdt wurde in Assaypuffer
bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung gesetzt (O).
B Lichtstreuung von denaturierter LDH

Die Lichtstreuung von LDH (0.1 uM) wurde bei 55°C und 550 nm gemessen. Nach Erreichen der
Denaturierungstemperatur von 80°C kommt es zu starker Lichtstreuung, die ein konstantes Niveau
erreicht.

LDH war stabiler als die zuvor getesteten Substratproteine a-Glucosidase und GPDH. Auch
nach 10-minudtiger Inkubation bei 80°C war noch Restaktivitdt vorhanden, die erst bei
Inkubationszeiten von Uber 30 Minuten deutlich reduziert wurde. Um zu testen, ob diese
Inaktivierung mit einer Bildung von Aggregaten einherging, wurden Lichtstreuungs-
messungen durchgeflhrt. Die Lichtstreuung von LDH ist in Abbildung 3.1.9B dargestellt.
LDH =zeigte zu Beginn der Messung bei 55°C, der Wachstumstemperatur fur B.
stearothermophilus, eine stabiles Signal in der Lichtstreuungsmessung. Nach Erreichen der

Denaturierungstemperatur von 80°C wurde eine starke Zunahme der Lichtstreuung um einen
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Faktor von mehr als 10 beobachtet. Diese Zunahme deutete auf eine Aggregation von LDH
hin. Im Vergleich zu den zuvor getesteten Substratproteinen war jedoch die Zeitdauer bis
zum Erreichen eines stabilen Signals nach Beginn der Denaturierung langer. Dies bestatigte
die im Aktivitdtsassay beobachtete grolRere Stabilitat der LDH. Die Aggregation der LDH war

irreversibel, da auch nach Abkuhlen auf 55°C das Signal konstant blieb.

3.1.4.2 Riickfaltung von LDH

Da stabile Aggregate als Ausgangspunkt der Riickfaltung verwendet wurden, wurde mit einer
Denaturierungszeit von 30 Minuten ohne Chaperone gearbeitet. Die flir a-Glucosidase und
GPDH optimierten Chaperonkonzentrationen wurden auch fir die LDH-Assays eingesetzt.
Die Riickfaltung erfolgte nach Chaperonzugabe bei der optimierten Temperatur von 55°C. Es
wurde wieder ein diskontinuierlicher Assay verwendet. Die Rickfaltung von LDH ist in
Abbildung 3.1.10 gezeigt.

60 Abb. 3.1.10 Zeitabhangigkeit der Riickfaltung
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LDH wurde durch den Hitzeschock bei 80°C dauerhaft denaturiert. Nach 90 Minuten
Inkubation bei 55°C ohne Chaperone wurde weniger als 2 % der ursprunglichen Aktivitat
gemessen. Auch das DnaK-System konnte nur einen geringen Anteil der LDH reaktivieren (5
%). War jedoch ClpB zusétzlich in dem Ansatz vorhanden wurde die LDH zu ca. 60 % der
Ursprungsaktivitat reaktiviert. Der starke ClpB-Effekt (ca. Faktor 10) im Verhaltnis zu dem
isolierten DnaK-System zeigte erneut die Bedeutung von ClpB fiir die Reaktivierung von
Proteinaggregaten, da hier das DnaK-System allein nur unzureichend arbeitete. Die
Reaktion war nach 90 Minuten beendet, da ein konstantes Aktivitatsniveau erreicht wurde.

LDH mit N-terminalem His-Tag kann somit effektiv von dem DnaK-System in Kooperation mit
ClpB reaktiviert werden und ist ein weiteres Substratprotein, das fir weiterflUhrende

Untersuchungen eingesetzt werden kann.
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3.1.4.3 Interaktion von ClpB mit denaturierter LDH

Eine direkte Interaktion von ClpB mit Substraten konnte bisher noch nicht biochemisch
nachgewiesen werden. Um einen ClpB-Substrat-Komplex zu isolieren, wurde LDH mit N-
terminalem His-Tag verwendet. Das Substratprotein wurde zunachst in Abwesenheit von
ClpB denaturiert, dann erfolgte eine Inkubation der Aggregate mit ClpB. Diese Mischung
(Auftrag) wurde mit Ni-NTA Matrix gemischt und der ClpB-Substrat-Komplex Uber die
Interaktion des His-Tags der LDH mit der Matrix durch Pelletierung isoliert. Nach Waschen
mit Puffer konnte der Komplex mit Imidazol von der Ni-NTA Matrix eluiert werden. Da
bisherige Experimente auf einen eher instabilen Komplex aus ClpB und Substrat schlielen
lieRen, wurde die Komplexbildung ohne Nukleotide durchgefiihrt, um Effekte durch ATP-
Hydrolyse oder ADP-Bindung zu minimieren. Die Identifizierung erfolgte dann durch ein
SDS-Gel und ist in Abbildung 3.1.11 gezeigt.

1 2 3 4 5 6 7 8 M kDa
- 97
| 45
LDH — - -— -
| 30

Abb. 3.1.11 Kopelletierung des Komplexes aus LDH und ClpB

2.0 uM LDH wurde mit 1.0 uM ClpB ohne Nukleotide mit der Ni-NTA Matrix inkubiert. Es wurde native
LDH (Spuren 1-4) und denaturierte LDH (Spuren 5-8) verwendet. Aufgetragen wurden Aliquots des
Auftrags der Mischung aus LDH und ClpB (Spuren 1 bzw. 5), des Uberstands des Auftrags (Spuren 2
bzw. 6), des Uberstands des Waschschritts (Spuren 3 bzw. 7) und des Eluats (Spuren 4 bzw. 8).

Gleiche Mengen von ClpB (96 kDa) und nativer bzw. denaturierter LDH (37 kDa) wurden mit
der Ni-NTA Matrix inkubiert (Spuren 1 und 5). Nach Zentrifugation zeigte sich, dass der
Grolteil der denaturierten LDH an die Matrix gebunden hatte, bei der nativen LDH verbleibt ein
geringer Anteil im Uberstand (Spuren 2 und 6). Dies spricht dafiir, dass alle Bindungsstellen
der Matrix besetzt waren. Der Uberwiegende Teil des ClpBs interagierte nicht mit der Ni-NTA-
Agarose und verblieb im Uberstand. Durch den Waschschritt sollten noch unspezifische
Bindungen entfernt werden (Spurten 3 und 7), um nur die spezifisch gebundenen Proteine mit
dem Elutionspuffer zu eluieren. Bei der Elution der nativen LDH wurde nur wenig ClpB
koeluiert (Spur 4). Dies belegte, dass ClpB nicht an die native LDH gebunden hatte und die
unspezifische Bindung von ClpB an die Matrix gering war. Bei der Elution der denaturierten
LDH wurde ClIpB koeluiert (Spur 8). Dies zeigte eindeutig, dass ClpB mit denaturierter LDH
interagiert. Somit konnte eine direkte Interaktion von ClpB mit Aggregaten gezeigt werden.
Diese Interaktion war jedoch nur transient. Waren Nukleotide (ATP bzw. ADP) im Puffer

vorhanden wurde die Stabilitdt des Komplexes deutlich reduziert (Daten nicht gezeigt).
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In diesem Abschnitt wurde die Optimierung des DnaK-ClpB-System fiir vier
Substratproteine beschrieben. Die bevorzugte Methode, um stabile Proteinaggregate
herzustellen, ist der Hitzeschock, da dieser fiir thermophile Organismen die
wahrscheinlichste Stressbedingung ist. Die Chaperone sollten daher mit Aggregaten,
die durch Hitzeschock entstanden sind, interagieren koénnen. Alle getesteten
Substrate konnten durch Hitzeschock bzw. Harnstoff irreversibel in stabile Aggregate
tiberfiihrt werden. Die Dauer der Denaturierung wurde so gewahlt, dass kaum
spontane Riickfaltungen auftraten, die durch Chaperone vermittelten Riickfaltungen
aber noch moglich waren. Es konnte gezeigt werden, dass das DnaK-System von T.
thermophilus ein effektives Chaperonsystem darstellt. Alle Substrate wurden mit
Ausbeuten von 40-70 % =zuriickgefaltet. In den optimierten Riickfaltungsassays
wurden die besten Riickfaltungsausbeuten mit dhnlichen Chaperonkonzentrationen
erzielt. DnaK musste stets im Uberschuss zum Substrat vorliegen, die Kochaperone
DnaJ und GrpE wurden in substéchiometrischen Konzentrationen benétigt. Ohne
DnaK oder DnaJ war keine produktive Riickfaltung moéglich, GrpE war jedoch nicht
essentiell fiir eine Substratrickfaltung.

Die Proteinaggregate konnten nicht von dem isolierten DnaK-System in ihre native
Konformation uberfiihrt werden. Fiir diese Reaktivierung ist die Kooperation mit ClpB
erforderlich. Zudem konnte eine direkte Interaktion von ClpB mit einem Substrat (LDH)
gezeigt werden.

Es wurden Bedingungen etabliert, die einen groRen Effekt auf die
Riickfaltungsausbeuten durch die Zugabe von ClpB ermdéglichen. Die optimale ClpB-
Konzentration war bei allen Substraten ahnlich und lag im Bereich der
Substratkonzentration.

In allen optimierten Riickfaltungsexperimenten war sowohl das DnaK-System als auch
CIpB in jeweils identischen Verhiltnissen am effektivsten. Dies deutet daraufhin, dass
die Chaperonverhiltnisse zueinander ein wichtiger Faktor fir die effektive
Ruckfaltung sind. Die Etablierung von vier Modellsubstraten mit groBem ClpB-Effekt
ermoglicht nun die genaue Charakterisierung von verschiedenen ClpB-Fragmenten

und eine Quantifizierung ihrer Aktivitat.
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3.2 ATP-Verbrauch der Ruckfaltung durch das DnaK-ClpB-System

Die ATP-Hydrolyse ist notwendig flir die Rickfaltung von Proteinaggregaten durch das
DnaK-ClpB-System (Motohashi et al., 1999). Der Funktionszyklus von DnaK wird durch das
gebundene Nukleotid gesteuert, die funktionelle Bedeutung der ATP-Hydrolyse von ClpB ist
jedoch nicht bekannt. Es ist nicht geklart, ob die Rate der ATP-Hydrolyse von ClpB durch
Substrate oder die anderen Chaperone beeinflusst wird. Mit den in Abschnitt 3.1 etablierten
Ruckfaltungsassays kann der ATP-Verbrauch des DnaK-ClpB-Systems bei verschiedenen
Substratkonzentrationen bestimmt  werden. Dazu wird parallel zu den
Aktivitatsbestimmungen der Substratproteine der Nukleotidgehalt des Puffers bestimmt,
wodurch eine Stimulierung der ATPase-Aktivitdt durch Substrate oder andere Faktoren

untersucht werden kann.

3.2.1 ATP-Verbrauch und Riickfaltung von a-Glucosidase

Verschiedene Konzentrationen von a-Glucosidase wurden nach Denaturierung mit den
optimierten Chaperonkonzentrationen bei 55°C zurlickgefaltet. Die Aktivitat wurde durch
Zugabe eines Aliquots der Ruckfaltungsreaktion zu dem Assaypuffer bestimmt und der
Nukleotidgehalt parallel durch eine HPLC-Analyse ermittelt. Exemplarisch sind die

Ergebnisse mit 0.2 uM a-Glucosidase in Abbildung 3.2.1 gezeigt.
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Abb. 3.2.1 Riickfaltung von a-Glucosidase und ATP-Verbrauch

A Riickfaltung von a-Glucosidase

a-Glucosidase (0.2 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert und dann ohne Chaperone (H), mit
dem DnaK-System (1.6 uM DnakK, 0.4 uM DnaJd, 0.2 uM GrpE, ), mit dem DnaK-System mit ClpB
(1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClpB, O) und nur mit CIpB (1.0 uM, @) bei 55°C
inkubiert. Die Aktivitat wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zu der Aktivitat
vor der Denaturierung angegeben.

B ATP-Verbrauch der Riickfaltung

Von den Ruckfaltungsansatzen wird die Nukleotidzusammensetzung an den angegeben Zeitpunkten
durch HPLC-Analyse bestimmt. Die Ansatze ohne Chaperone werden als Nullwerte betrachtet,
dargestellt sind das DnaK-System (@), das DnaK-System mit ClpB (@), und nur CIpB (®).

Parallel werden als Kontrollen identische Ansatze ohne Substrat (-S) inkubiert. Dargestellt sind das
DnaK-System (-S, @), das DnaK-System mit CIpB (-S, @), und nur ClpB (-S, @).
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Wie in Abschnitt 3.1.1 gezeigt wurde, kann nur die Kombination aus DnaK-System und ClpB
a-Glucosidase zurlckfalten. In dem in Abbildung 3.2.1A dargestellten Experiment wurde mit
dem DnaK-System und CIpB eine Ruckfaltungsausbeute von ca. 40 % erzielt. Sowohl das
DnaK-System alleine als auch ClpB alleine waren nicht in der Lage das Enzym zu
reaktivieren. Parallel wurden Ansatze mit identischen Chaperonkonzentrationen ohne
denaturierte a-Glucosidase inkubiert. Von allen Ansatzen wurde zu den angegebenen
Zeitpunkten die Nukleotidzusammensetzung des Puffers bestimmt (Abb. 3.2.1B). Das DnaK-
System allein hatte eine relativ geringe ATP-Hydrolyseaktivitat, die zudem von dem Substrat
bei dieser Konzentration kaum stimuliert wurde. Nach 90 Minuten waren nur 2.6 % des ATPs
verbraucht. In den Ansatzen in denen nur ClpB vorlag, war deutlich mehr ATP hydrolysiert
worden. Nach 90 Minuten ohne Substrat wurden 23.1 % des ATPs verbraucht. Durch die
Anwesenheit von Substraten erhohte sich dieser Anteil auf 24.8 %. Die Unterschiede in der
ATP-Hydrolyse spiegeln die zuvor publizierten ATPase-Aktivitdten von ClpB und DnaK wider
(Klostermeier et al., 1998; Schlee et al., 2001). Die Reaktionen mit dem DnaK-System und
ClpB zeigten die hochste ATPase-Aktivitat. So wurden von dieser Kombination in den
Ansatzen mit Substrat 32.9 %, in den Ansatzen ohne Substrat 26.1 % des ATPs hydrolysiert
worden. Aufgrund der héheren ATPase-Aktivitat von ClpB dirfte der Hauptanteil des ATPs in
diesen Ansatzen von ClpB hydrolysiert worden sein.

Die Analysen der Ruckfaltungsreaktion und des ATP-Verbrauchs wurden bei verschiedenen
Substratkonzentrationen durchgefiihrt. Ein Vergleich der Rickfaltungsausbeuten nach 90
Minuten zeigte, dass das thermophile Chaperonsystem a-Glucosidase in einem grolien
Konzentrationsbereich zurtckfalten konnte (Abb. 3.2.2A).

Zwischen 0.05 uM und 0.4 uM anderte sich die Ausbeute der Reaktivierung nur geringfiigig.
Erst bei hdheren Konzentrationen sank die Ausbeute von ca. 40 % bis auf 13 % bei 6.4 uM
a-Glucosidase ab. Die Abnahme der Ausbeute ist durch die starkere Aggregation der a-
Glucosidase zu erklaren. Aggregation ist ein stark konzentrationsabhangiger Prozess, so
dass bei hohen Proteinkonzentrationen die Aggregation zunimmt. Es entstehen somit auch
Aggregate, die nicht mehr von dem DnaK-ClpB-System reaktiviert werden kénnen.

Der ATP-Verbrauch dieser Rickfaltungsreaktion wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. Der
ATP-Verbrauch der Ansatze des DnaK-Systems mit ClpB und Substrat ist in Abbildung
3.2.2B dargestellt.

Es zeigte sich, dass in dem getesteten Substratbereich der Anteil des hydrolysierten ATPs
nur geringflgig zunimmt, von 31.3 % bei 0.05 uM auf 41.8 % bei 6.4 uM a-Glucosidase.
Diese Steigerung von 34.5 % belegt, dass die ATP-Hydrolyseaktivitdt des Systems nur

geringfligig zunahm, trotz einer Steigerung der Substratkonzentrationen um den Faktor 128.
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Abb. 3.2.2 Riickfaltung verschiedener a-Glucosidasekonzentrationen und ATP-Verbrauch

A Riickfaltung verschiedener a-Glucosidasekonzentrationen

Die angegebenen Konzentrationen a-Glucosidase wurden 10 Minuten bei 75°C denaturiert und dann
mit dem DnaK-System mit ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClpB) bei 55°C
inkubiert. Die Aktivitdt wurde nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zu der Aktivitdt vor der
Denaturierung angegeben.

B ATP-Verbrauch der Riickfaltungsreaktionen

Die angegebenen Konzentrationen a-Glucosidase wurden 10 Minuten bei 75°C denaturiert und dann
mit dem DnaK-System mit ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClpB) bei 55°C
inkubiert. Die Nukleotidzusammensetzung wurde nach 90 Minuten bestimmt.

Der Unterschied zwischen den Ansatzen der einzelnen Chaperone mit und ohne Substrat
wurde bestimmt, um die Stimulierung der einzelnen Chaperone durch Substrate zu
untersuchen. Vergleicht man den ATP-Verbrauch in Anwesenheit und Abwesenheit des
Substrats kann die relative Stimulierung der ATPase-Aktivitat der einzelnen Chaperone

berechnet werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2.1 aufgelistet.

a-Glucosidase DnaK+CIpB CipB DnaK Tabelle 3.2.1: Stimulierung der ATPase-
Aktivitat durch a-Glucosidase

0.05 uM 1.17 111 1.00 Der Faktor der ATP-Hydrolyse-Stimulierung
nach 90 Minuten durch Substratanwesenheit

0.1 pM 1.23 1.16 1.22 ist relativ zur der ATPase-Aktivitdt ohne

0.2 M 1.24 1.07 113 Substrat angegeben.

0.4 uM 1.32 1.16 1.05

1.6 uM 1.29 1.26 1.08

3.2 uM 1.53 1.33 1.22

6.4 UM 1.69 1.34 1.35

Die  ATPase-Aktivitdt  des DnaK-Systems  wurde in  dem untersuchten
Substratkonzentrationsbereich nur wenig stimuliert. Dies kann damit erklart werden, dass der
Chaperonzyklus durch die Kochaperone GrpE und DnaJd reguliert wird und daher die ATP-
Hydrolyse nicht durch Substrate moduliert werden muss. Bei ClpB alleine zeigte sich eine

ATPase-Stimulation durch Aggregate ebenfalls erst bei hohen Substratkonzentrationen. Die
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Stimulation war gering und erreichte ihr Maximum von 1.34 bei 6.4 uM a-Glucosidase. In den
Ansatzen mit dem DnaK-System und ClpB war die starkste Stimulierung zu beobachten. Sie
tritt ebenfalls erst bei hdheren Substratkonzentrationen auf und ist bei 6.4 uM a-Glucosidase
mit einem Wert von 1.69 am grofiten. Die Stimulation war in diesen Ansatzen gréRer als in
den Einzelansatzen, die nur ClpB bzw. das DnaK-System beinhalteten. Dies deutet auf eine
gemeinsame Stimulierung durch Substrate und Kochaperone hin.

Der ATP-Verbrauch der Rickfaltungsreaktion kann mit der Ausbeute der Rickfaltung in
Bezug gesetzt werden. Diese Energiebilanz der Chaperonfunktion lasst Ruckschlisse uUber
die Effizienz des Systems zu (Abb. 3.2.3).
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Der ATP-Verbrauch wurde durch die HPLC Analyse bestimmt. Die Anzahl der rickgefalteten
Aminosauren wurde durch die RUckfaltungsausbeute und die Substratkonzentration
berechnet. Berechnet man die Anzahl der ATP Molekile (energiereichen
Phosphatbindungen), die pro rickgefalteter Aminosadure des Substratproteins zu ADP
umgesetzt wurden, ergibt sich folgendes Bild. Die Energiebilanz des Chaperonsystems
wurde mit steigender Substratkonzentration besser. Bei Substratkonzentration von 0.05 uM
werden noch 150 Molekile ATP fir jede rickgefaltete Aminosaure bendtigt. Dieser Wert
sank auf ca. 3 Molekule ATP bei 6.4uM o-Glucosidase ab. Dies zeigt, dass das DnaK-

System in Kooperation mit ClpB ein effizientes Chaperonsystem darstellit.
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3.2.2 ATP-Verbrauch und Riickfaltung von Glucose-6-Phosphatdehydrogenase
Die Experimente zur Untersuchung des ATP-Verbrauchs der Rickfaltungsreaktion werden
ebenfalls mit GPDH durchgefiihrt. Verschiedene Konzentrationen GPDH werden nach
Denaturierung mit den optimierten Chaperonkonzentrationen bei 55°C zurickgefaltet. Die
Aktivitat des Substrats wurde bestimmt und der Nukleotidgehalt des Puffers parallel ermittelt.

Exemplarisch sind die Ergebnisse mit 0.2 uM GPDH in der Abbildung 3.2.4 gezeigt.
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Abb. 3.2.4 Riickfaltung von GPDH und ATP-Verbrauch

A Riickfaltung von GPDH

GPDH (0.2 uM) wurde 772 Minuten bei 75°C denaturiert und dann ohne Chaperone (M), mit dem
DnaK-System (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, [J), mit dem DnaK-System mit ClpB (1.6 uM
DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClpB, O) oder nur mit ClpB (1.0 uM, @) bei 55°C inkubiert.
Die Aktivitat wurde zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zu der Aktivitat vor der
Denaturierung angegeben.

B ATP-Verbrauch der Riickfaltung

Von den Riickfaltungsansatzen wird die Nukleotidzusammensetzung an den angegeben Zeitpunkten
durch HPLC-Analyse bestimmt. Die Ansatze ohne Chaperone werden als Nullwerte betrachtet,
dargestellt sind das DnaK-System (@), das DnaK-System mit ClpB (@), nur CipB (®).

Parallel werden als Kontrollen identische Ansatze ohne Substrat (-S) inkubiert. Dargestellt sind das
DnaK-System (-S, @), das DnaK-System mit CIpB (-S, @), und nur ClpB (-S, @).

Wie auch in Abschnitt 3.1.2 gezeigt wurde, konnte nur die Kombination aus DnaK-System
und ClpB GPDH effektiv zurtickfalten. Sowohl das DnaK-System alleine als auch ClpB
alleine waren nicht in der Lage das Enzym zu reaktivieren. In diesem Experiment wurde mit
dem DnaK-System und ClpB eine Ausbeute von ca. 60 % erzielt (Abb. 3.2.4A). Parallel
wurden Ansatze mit identischen Chaperonkonzentrationen ohne denaturiete GPDH
inkubiert. Wie in Abschnitt 3.2.1 fur a-Glucosidase beschrieben, wurde von den Ansatzen zu
den angegebenen Zeitpunkten die Nukleotidzusammensetzung des Puffers bestimmt (Abb.
3.2.4B). Das DnaK-System allein hatte erneut eine relativ geringe ATP-Hydrolyseaktivitat,
die zudem durch das Substrat bei dieser Konzentration kaum stimuliert wurde. Nach 90
Minuten waren nur 2.5 % des ATPs verbraucht. In den Ansatzen in denen nur ClpB
vorhanden war, wurde mehr ATP hydrolysiert. Nach 90 Minuten ohne Substrat wurden 13.2

% des ATPs hydrolysiert, durch die Anwesenheit von Substrat erhdhte sich dieser Anteil auf
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14.9 %. Die Reaktionen mit dem DnaK-System und ClpB wiesen die hoéchste ATPase-
Aktivitat auf. So waren von dieser Kombination in den Ansatzen mit Substrat 26.4 % ATP, in
den Ansatzen ohne Substrat 22.9 % des ATPs hydrolysiert worden. Aufgrund der héheren
ATPase-Aktivitat durfte ClpB fur den Hauptanteil der ATP-Hydrolyse in diesen Ansatzen
verantwortlich gewesen sein.

Wie bei a-Glucosidase wurde diese Analyse der Rickfaltung und des ATP-Verbrauchs bei
verschiedenen GPDH-Konzentrationen durchgefihrt. Ein Vergleich der Ruckfaltungs-
ausbeuten nach 90 Minuten zeigt, dass das thermophile Chaperonsystem GPDH in dem
gesamten Konzentrationsbereich zuriickfalten konnte (Abb. 3.2.5A). Die Reaktionsausbeute
schwankte zwischen 26 % und 58 %. Die starke Schwankung wurde vermutlich durch
unkontrollierte  Aggregation der GPDH verursacht. Der ATP-Verbrauch der
Ruckfaltungsreaktion wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. Der ATP-Verbrauch der

Ansatze des DnaK-Systems mit ClpB und Substrat ist in Abbildung 3.2.5B gezeigt.
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Abb. 3.2.5 Riickfaltung verschiedener GPDH-Konzentrationen und ATP-Verbrauch

A Rickfaltung verschiedener GPDH-Konzentrationen

Die angegebenen Konzentrationen GPDH wurden 77 Minuten bei 75°C denaturiert und dann mit dem
DnaK-System mit ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClpB) bei 55°C inkubiert.
Die Aktivitdt wurde nach 90 Minuten bestimmt und ist relativ zu der Aktivitdt vor der Denaturierung
angegeben.

B ATP-Verbrauch der Riickfaltungsreaktionen

Die angegebenen Konzentrationen GPDH wurden 7%z Minuten bei 75°C denaturiert und dann mit dem
DnaK-System mit ClpB (1.6 uM DnaK, 0.4 uM DnaJ, 0.2 uM GrpE, 1.0 uM ClpB) bei 55°C inkubiert.
Die Nukleotidzusammensetzung wurde nach 90 Minuten bestimmt.

In dem untersuchten Substratbereich wurde die ATP-Hydrolyse der Chaperone nur
geringflgig stimuliert. Von 24.0 % bei 0.05 uM GPDH steigt der ADP-Anteil auf 30.9 % bei
6.0 uM GPDH. Diese Steigerung um 28.3 % bei einer Steigerung der Substratkonzentration
um den Faktor 120 zeigt, dass die ATPase-Aktivitdt nur geringfiigig bei hoheren
Substratkonzentrationen ansteigt.

Der Unterschied zwischen den Ansatzen der einzelnen Chaperone mit und ohne Substrat

wurde ebenfalls bestimmt. Vergleicht man den ATP-Verbrauch in Anwesenheit und
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Abwesenheit denaturierter GPDH, konnte die substratbedingte Stimulierung der ATPase-

Aktivitat der einzelnen Chaperone bestimmt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1

aufgelistet.

GPDH DnaK+ClpB ClpB DnaK Tabelle 3.2: Stimulierung der ATPase-
Aktivitiat durch GPDH

0.05 uM 1.06 1.02 1.1 ATP-Hydrolyse-Stimulierung  nach 90
Minuten durch Substratanwesenheit ist

0.2 uM 1.15 112 1.04 relativ. zur der ATPase-Aktivitdt ohne

0.5 uM 120 101 123 Substrat angegeben.

1.0 uM 1.16 1.01 1.1

3.0 uM 1.28 1.13 1.07

6.0 uM 1.45 1.13 1.1

Bei geringen Substratkonzentrationen (0.05 - 1.0 uM) wurde die ATPase-Aktivitat der
einzelnen Komponenten nur geringfugig stimuliert. Erst bei hdheren Substratkonzentrationen
zeigte sich ein stimulierender Effekt durch Aggregate.

Die ATPase-Aktivitdt des DnaK-Systems wurde erneut nur wenig stimuliert. Dies zeigt, dass
Substrate die ATPase-Aktivitdt von DnaK in Gegenwart von GrpE und Dnad nicht
beeinflussten. Bei ClpB alleine zeigte sich kaum eine ATPase-Stimulation durch denaturierte
GPDH. Die Stimulation war gering und erreicht maximal den Faktor 1.13 bei 6.0 uM GPDH.
In den Ansatzen mit dem DnaK-System und ClpB war die deutlichste Stimulierung zu
beobachten. Sie trat ebenfalls erst bei hoheren Substratkonzentrationen auf und erreichte
bei der maximal getesteten Substratkonzentration ihr Maximum von 1.45. Interessanterweise
war die Stimulation in diesen Ansatzen groRer als in den Einzelansatzen, die nur ClpB bzw.
nur das DnaK-System enthielten. Dies deutet, wie bei den Messungen mit a-Glucosidase,
auf eine gemeinsame Stimulierung durch Substrate und die Chaperone untereinander hin.
Der ATP-Verbrauch der Ruckfaltungsreaktion kann mit der Ausbeute in Bezug gesetzt
werden. In Abbildung 3.2.6 ist die Anzahl der energiereichen Phosphatbindungen, die pro
ruckgefalteter Aminosaure verbraucht wurden, gegen die Substratkonzentration aufgetragen.
Die Energiebilanz des Systems verbesserte sich deutlich mit steigender
Substratkonzentration. Wurden bei einer GPDH-Konzentration von 0.05 pM noch 120
Molekile ATP pro rickgefalteter Aminosaure verbraucht, reduzierte sich dieser Wert bei der
grofdten getesteten Substratkonzentration auf unter 2 Moleklile ATP pro rickgefalteter
Aminosaure. Auch bei diesem Substrat ist das DnaK-System in Kooperation mit ClpB somit

ein effizientes Chaperonsystem.
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In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass das DnaK-System in
Kooperation mit ClpB oa-Glucosidase und GPDH in einem groRen
Substratkonzentrationsbereich zuriickfalten kann. Die ATPase-Aktivitit des
Chaperonsystems wurde durch die Anwesenheit der Substrate nur geringfiigig
stimuliert. Zusatzlich nahm der ATP-Verbrauch der Riickfaltungsreaktionen mit der
Hohe der Substratkonzentration nur wenig zu. Die Hohe der Stimulation in den
Ansatzen von ClpB und dem DnaK-System mit Substraten war hoéher als in den
Einzelansatzen. Dies deutet auf eine gemeinsame Stimulierung durch Substrat und
Kochaperone hin.

Bei energetischer Betrachtung der Riickfaltungsreaktion zeigt sich, dass bei hohen
Substratkonzentrationen, wie sie bei einem Hitzeschock intrazellular entstehen
wiirden, das DnaK-ClpB-System effizient arbeitet. Bei maximaler
Substratkonzentration wurden nur 2-3 Molekiile ATP pro riickgefalteter Aminosaure
verbraucht. Das DnaK-System in Kooperation mit CIpB ist somit ein energetisch

effizientes Chaperonsystem.

68



Ergebnisse

3.3 Funktion der N-terminalen Domane von ClpB

ClpB besitzt zwei AAA-Kassetten, die durch einen Linker verbunden werden. Der ersten
AAA-Kassette von ClpB geht eine N-terminale Domane voraus. Die mRNA von ClpB aus E.
coli hat ein internes Translationsinitiationssignal. Daher werden in vivo zwei Genprodukte
exprimiert: das vollstandige Protein und ein Protein, das am alternativen Startcodon beginnt
und die N-terminale Doméane nicht besitzt. Das N-terminal verklrzte Protein aus E. coli war
in vitro inaktiv in Ruckfaltungsexperimenten, konnte aber noch oligomerisieren und ATP
hydrolysieren (Barnett et al., 2000). Bei CIpB von T. thermophilus ist bisher nicht bekannt,
welche Auswirkungen die Deletion der N-terminalen Doméane hat. ClpB aus T. thermophilus
zeigt eine hohe Sequenzhomologie zu dem E. coli Protein (41 % ldentitat). Es besitzt wie
ClpB aus E. coli einen konservierten Valin-Rest (Val-141), der von einem GUG-Codon
codiert wird. Dies ist identisch zu dem Val-149 in E. coli, das als internes Startcodon
verwendet wird. Bei Uberexpression von ClpBq in E. coli wird jedoch kein verkiirztes Protein
gebildet. Um die Eigenschaften eines verkiirzten ClpB-Fragments zu untersuchen wurde ein
ClpB-Konstrukt hergestellt, dass die N-Domane nicht mehr besitzt (CIpBAN). Zusatzlich
wurde die N-Domane (ClpBN) einzeln kloniert (Abb. 3.3.1A).

3.3.1 Stabilitat der verwendeten Proteine

Die klonierten Proteine wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Die korrekte Faltung der
gereinigten Proteine und der Effekt der N-terminalen Verkirzung auf die Proteinfaltung
wurden durch CD-Spektren untersucht (Abb. 3.3.1B). Das CD-Spektrum von CIpBAN war
dem CD-Spektrum von CIpB ahnlich. Es zeigte die, flr a-helikale Proteine
charakteristischen, Minima bei 208 nm und 222 nm. Das Spektrum von CIpBN besal}
ebenfalls das Minimum bei 208 nm, der zweite Minimalwert ist jedoch weniger stark
ausgepragt. Diese Spektren zeigen, dass das verklrzte Protein korrekt gefaltet ist und dass

die isolierte N-Domane selbststandig die native Struktur einnehmen kann.

3.3.2. Oligomerisierungsverhalten von CipB und CIpBAN

Die Oligomerisierung von CIpBAN und ClpB wurde durch Gelfiltrationslaufe analysiert und ist
in Abbildung 3.3.2 dargestellt. Vergleicht man die beiden Proteine zeigte ClpBAN ein
ahnliches Oligomerisierungsverhalten wie ClpB. ATP und eine geringe lonenstarke
stabilisierten héhere oligomere Formen bis zu Hexameren. ADP und eine hohe lonenstarke
des Puffers fuhrte zur Ausbildung von kleineren Oligomeren. Durch eine quantitative Analyse
kann die Verteilung der oligomeren Formen direkt verglichen werden. Die Quantifizierung
wurde anhand definierter Grenzen (siehe Material und Methoden) zwischen den Oligomeren

vorgenommen und ist in Tabelle 3.3.1 zusammengefasst.
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Abb. 3.3.1 Struktur der verwendeten Proteine
A Schematische Darstellung der verwendeten Proteine
Gezeigt sind die AAA-Module, die N-terminale Domane und die Linker Domane. Die Grenzen wurden
anhand der Konsensussequenzen fur AAA+-Proteine gezogen (Neuwald et al., 1999). In CIpBAN
wurden die ersten 139 Aminosauren entfernt und Thr-140 wurde durch Met ersetzt. Bei ClpBN wurde
ein Stopcodon an Position 140 eingefugt.
B Sekundarstrukturanalyse der Proteine
Die CD-Spektren von ClpB (—), CIpBAN (—) und CIpBN (—) sind dargestellt. Die Messwerte sind als
mittlere molare Elliptizitat pro Aminosaurerest (©) angegeben.

Bei ATP und niedriger Salzkonzentration ist das Hexamer die bevorzugte oligomere Form (1
mM ATP, 1 mM KCI: ClpB 77.6 %, CIpBAN 68.7 %). Durch ADP und Hochsalzbedingungen
wurde das Monomer stabilisiert (1 mM ADP, 500 mM KCI: ClpB 88.9 %, CIpBAN 90.3 %).
Unterschiede zwischen den Proteinen gab es bei mittlerer Salzkonzentration. Hier bildete
ClpBAN mehr Oligomere als ClpB aus (1 mM ADP, 200mM KCI: CIpB 62.1 Monomer,
ClpBAN 34.1 % Monomer). Die Gelffiltrationsanalysen zeigten, dass die N-terminale Domane

nicht notwendig fir die Oligomerisierung von ClpB ist.

Tabelle 3.3.1 Quantifizierung der Oligomerisierung von ClpB und CIpBAN

Die Quantifizierung erfolgte anhand der festgelegten Grenzen zwischen den einzelnen Oligomeren.
Die Werte fur ClpB sind fett gedruckt, die Werte fiir CIpBAN sind in Klammern angegeben. Die Werte
geben die prozentualen Anteile der jeweiligen oligomeren Formen an. Die Werte fiir ClpB wurden aus
(Schlee et al., 2001) entnommen.

ATP

Salz Monomer | Dimer Trimer Tetra-Hexamer
TmM 3.2(1.2) 7.2 (9.9) 12.0 (20.2) | 77.6 (68.7)
200mM | 15.3 (10.7) | 39.7 (42.3) | 39.0 (43.9) | 6.0 (3.1)
500mM | 18.7 (24.4) | 68.9 (68.2) | 12.3 (5.2) | 0.1 (2.2)

ADP

Salz Monomer | Dimer Trimer Tetra-Hexamer
1mM 10.4 (7.1) | 24.0 (18.5) | 37.6 (32.4) | 28.0 (42.2)
200 mM | 62.1 (34.7) | 34.2 (57.5) | 2.3 (5.1) 1.4 (2.7)

500 mM | 88.9 (90.3) | 10.5(6.6) | 0.5(1.4) 0.1(1.7)
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Abb. 3.3.2 Gelfiltration von ClpB und ClpBAN

Die Proteine wurden mit 0.2 ml/min auf eine Sephadex S200 HR S&ule injiziert. Die dinnen Linien
geben die Grenzen zwischen Monomeren (M), Dimeren (D), Trimeren (T) und héheren Oligomeren bis
zu Hexameren (H) an (siehe Material und Methoden).

Die Proteine wurden mit Nukleotiden und verschiedenen Salzkonzentrationen untersucht:

1 mM KCI: durchgezogene Linie, 200 mM KCI gestrichelte Linie, 500 mM KCI: gepunktete Linie ClpB
wurde mit ATP (A) und mit ADP untersucht (B), CIpBAN wurde ebenfalls mit ATP (C) und mit ADP (D)
untersucht.

Um einen direkten Effekt der N-Doméane auf die Oligomerisierung von CIpBAN zu
untersuchen, wurden Gelfiltrationslaufe von einer Mischung der Proteine durchgefiihrt und
mit den Laufen der von CIpBN und CIpBAN verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.3.3 dargestellt. CIpBAN zeigte die zuvor beschriebene Oligomerisierung (Retentionszeit 24
Minuten) bei niedriger Salzkonzentration und ATP. CIpBN eluierte erst nach einer
Retentionszeit von 42 Minuten. Anhand der Eichgerade konnte der N-Domane ein
apparentes Molekulargewicht von 15 kDa zugewiesen werden. Dies entspricht der GroRRe
eines Monomers. Die Mischung aus CIpBN und CIpBAN zeigte keine Komplexbildung bei der
Gelfiltration. Die Proteine eluierten in zwei getrennten Peaks mit den Retentionszeiten, die
fur die Einzelkomponenten gefunden wurden. Dies belegt, dass nur schwache

Wechselwirkungen zwischen der N-Domane und dem Rest des ClpB-Proteins existieren
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3.3.3 Nukleotidbindung von ClpB und ClpBAN

Der Effekt der N-terminalen Verkirzung des Proteins auf die Nukleotidbindung wurde
ebenfalls untersucht. Die Affinitaten fur die fluoreszierenden Nukleotidanaloga Mant-ADP
und Mant-ATP wurden durch Gleichgewichtstitrationen, die Affinitdten fur die nicht
modifizierten Nukleotide durch Verdrangungsexperimente ermittelt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 3.3.2 zusammengefasst.

CipB | CilpBAN Tabelle 3.3.2 Nukleotiddissoziationskonstanten
(Kg, M) fiir ClpB and CIpBAN
ADP 1.5 4.5 Die Bindung von ATP und Mant-ATP wurden aufgrund der
Mant-ADP | 0.2 04 geringen intrinsischen ATPase-Aktivitdt und der kurzen
Zeitdauer der Experimente als Gleichgewichtsreaktion
ATP 21 26.0 betrachtet. Die Affinititen von ClpB zu ADP und ATP sind
Mant-ATP | 5.4 54 aus (Schlee et al., 2001) Gbernommen.

Die getesteten Nukleotide wurden von CIpBAN und ClpB ahnlich stark gebunden. Die
Affinitat fur Mant-ADP war sehr ahnlich (ClpB 0.2 uM, CIpBAN 0.4 uM), die Affinitat fur Mant-
ATP war identisch (5.4 uM). Im Allgemeinen wurden die nicht modifizierten Nukleotide eine
Grolkenordnung schwacher gebunden als die modifizierten Nukleotide. Die
Dissoziationskonstanten flir ADP wurden fir ClpB mit 1.5 uM und fir CIpBAN mit 4.5 uM
bestimmt. Die Affinitat fur ATP betrug bei ClpB 21 uM und bei CIpBAN 26 uM.
Zusammengefasst zeigt die grole Ahnlichkeit der K-Werte, dass die N-terminale Doméne

ist nicht an der Nukleotidbindung von ClpB beteiligt ist.

3.3.4 ATPase-Aktivitat von ClpB und CipBAN

Um den Einfluss der N-Doméane auf die ATPase-Aktivitat zu bestimmen wurden Steady State
Messungen durchgefuhrt. Wurden die beobachteten Ratenkonstanten (k) gegen die ATP-
Konzentration aufgetragen zeigte sich ein sigmoider Verlauf der Messwerte zwischen 0.1
und 2 mM ATP (Abb. 3.3.4). Aufgrund des sigmoiden Verlaufs wurden die gemessenen
Daten mit der Hill-Gleichung ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tabelle

3.3.3 angegeben.
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Abb. 3.3.4 Steady State ATPase-Aktivititen von
CipB und CIpBAN

ClpB (10 uM, O) oder CIpBAN (10 uM, A) wurden
mit  unterschiedlichen = Konzentrationen  von
Mg*ATP bei 25°C inkubiert. Fir die Stimulation mit
Casein wurden 0.1 mg/ml k—Casein zu den
Reaktionen mit CipB (@) oder CIpBAN (A)
gegeben. Die beobachteten Ratenkonstanten
wurden gegen die ATP-Konzentration aufgetragen
und mit der Hill-Gleichung ausgewertet.

k (min™)

ATP (mM)

Tabelle 3.3.3 Kinetische Analyse der Steady State ATPase-Aktivitat mit der Hill-Gleichung
Die Messwerte ohne Casein sind fett gedruckt, die Werte mit Casein in Klammern angegeben.

Keat (Min™) | Km (mM) Hill-Koeffizient

CipB 3.9 (6.2) 0.62 (0.44) | 2.4 (3.4)

CIpBAN | 5.5(6.2) 0.50 (0.41) | 2.5 (3.4)

ClpB zeigte eine positive Kooperativitat der ATP-Hydrolyse und eine starke Stimulation durch
Casein. CIpBAN hatte eine hohere basale ATPase-Aktivitat, die nur schwach durch Casein
stimuliert wurde. Der kqo-Wert von ClpB (3.9 min'1) wurde durch Casein um 60 % gesteigert.
Der ke-Wert von CIpBAN (5.5 min'1) nahm durch Casein nur um 10 % zu. Der k¢-Wert in
Anwesenheit von Casein war fiir beide Proteine dhnlich (6.2 min™). Dieser Wert kénnte der
maximalen ATP-Hydrolyserate des ClpB-Hexamers bei der angegebenen Temperatur
entsprechen. Das allosterische Verhalten des Proteins wurde durch das Entfernen des N-
Terminus nicht verandert. Dies wird durch die Hill-Koeffizienten (N,) ohne Casein (ClpB Ny:
2.4, CIpBAN N;: 2.5) und mit Casein (N, 3.4 fUr beide Proteine) und die ahnlichen Km-Werte
bestatigt. Diese Ergebnisse belegen, dass die N-terminale Doméane nicht an
intermolekularen Kontakten beteiligt ist, die wichtig flir das allosterische Verhalten des
Proteins sind.

Eine mogliche Komplexbildung von ClpBN zu CIpBAN wurde ebenfalls durch Messungen der
ATPase-Aktivitat untersucht. Die Auswirkungen von CIpBN auf die Steady State ATPase-
Aktivitdt von CIpBAN wurden getestet und sind in Abbildung 3.3.5 gezeigt. Die Zugabe der
N-Domane zu CIpBAN beeinflusste die ATPase-Aktivitdt von CIpBAN nicht. Die ATPase-
Aktivitat nahm durch die Zugabe von CIpBN nicht auf den Wert von ClpB ab. Ebenso war
keine Stimulierung der ATPase-Aktivitdt durch Casein zu beobachten, wenn CIpBN in den
Ansatzen vorhanden war. Dies bestatigt die Ergebnisse der Gelffiltration von CIpBAN mit

ClpBN, die ebenfalls keinen Hinweis auf eine Komplexbildung geliefert hatten.
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1.2
Abb. 3.3.5 Einfluss von CIpBN auf die

< 17 ATPase-Aktivitat von CIpBAN
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*g 1,05 \ Bedingungen mit ATP (1 mM) bei 25°C
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In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die weniger starke Stimulierung der
ATPase-Aktivitdt von CIpBAN durch k-Casein auf einer schwacheren Bindung oder einer
verminderten Kopplung von Caseinbindung und ATPase-Stimulierung beruht. Als
Bindungspartner wurde fluorescein-markiertes Casein (FITC-Casein) verwendet. Es wurde
zunachst getestet, ob dieses modifizierte Casein ebenfalls die ATPase-Aktivitaten von ClpB
und CIpBAN stimuliert. ClpB und CIpBAN wurden mit unter Steady State Bedingungen mit
steigenden Konzentrationen von FITC-Casein inkubiert und die ATPase-Aktivitat der
Proteine bestimmt (Abb. 3.3.6A).

Die ATPase-Aktivitat von ClpB nahm durch FITC-Casein um 250 % zu, die ATPase-Aktivitat
von CIpBAN wurde durch FITC-Casein nur um 25 % erhdht. Diese Werte waren der
Stimulation der ATPase-Aktivitaten durch k-Casein sehr ahnlich (siehe Abb. 3.3.4).

3 1.6
A

2.5

1.5

rel. ATPase Aktivitat
N
]
rel. Fluoreszenz

14 T T T T T T T T T T T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0 10 20 30 40 50

FITC-Casein (mg/ml) Protein (uM)

Abb. 3.3.6 Interaktion von ClpB und ClpBAN mit FITC-Casein

A Stimulierung der ATPase-Aktivitat durch FITC-Casein

ClpB (10 puM, @) und CIpBAN (10 uM,A) wurden bei 25°C mit ATP (1 mM) unter Steady State
Bedingungen mit steigenden Mengen FITC-Casein inkubiert. Die beobachteten Ratenkonstanten
wurden relativ zur unstimulierten Aktivitdt gesetzt und gegen die FITC-Casein-Konzentration
aufgetragen.

B Bindung von FITC-Casein an ClpB und CIpBAN

Die Bindung von Proteinen an FITC-Casein wurde durch die Anderung des Fluoreszenzsignals bei
25°C von FITC-Casein nach Proteinzugabe beobachtet. Aufgetragen sind die Messergebnisse fir
ClpB (@), CIpBAN (A), CIpBAN+CIpBN (A), CIpBN () und fir BSA ().
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Die Bindung von ClpB an FITC-Casein wurde durch die Anderung des Fluoreszenzsignals
nach Proteinzugabe detektiert (Abb. 3.3.6B). Durch Zugabe von ClpB stieg die Fluoreszenz
starker an (ca. 50 %), als nach Zugabe von CIpBAN, und erreichte den Sattigungsbereich
des Signals. Die Fluoreszenzzunahme nach CIpBAN Zugabe (ca. 10 %) war proportional zur
zugegebenen Proteinmenge und erreichte keine Sattigung. Die Zugabe der Mischung aus
ClpBAN und CIpBN zeigte keine Veranderung zu den Messungen nur mit CIpBAN. Dies ist
ein weiteres Indiz fiir eine nur schwache Interaktion von CIpBAN und CIpBN. CIpBN alleine
bewirkte nur eine sehr geringe Fluoreszenzzunahme von FITC-Casein, die sich nur
geringfligig von dem Kontrollsignal fir BSA unterschied. Aufgrund der heterogenen Struktur
von Casein und des unspezifischen Markierens mit dem Fluoreszenzfarbstoff konnten keine
Dissoziations-konstanten bestimmt werden. Es ist aber ersichtlich, dass FITC-Casein besser
von CIpB als von CIpBAN gebunden wird. Dies deutet daraufhin, dass die reduzierte
Stimulation der ATPase-Aktivitdt von CIpBAN durch Casein mit einer reduzierten Bindung
von Casein an CIpBAN korreliert.

Um zu UOberprifen, ob die reduzierte Stimulationsfahigkeit der ATPase-Aktivitat eine
generelle Eigenschaft von CIpBAN ist, wurden Messungen mit Poly-L-Lysin durchgeflhrt.
Poly-L-Lysin wurde bereits zuvor als Stimulans der ATPase-Aktivitat von ClpB und Hsp104
verwendet (Tek und Zolkiewski, 2002; Cashikar et al., 2002). ClpB und CIpBAN wurden
unter Steady State Bedingungen mit ATP und steigenden Poly-L-Lysin-Konzentrationen
inkubiert (Abb. 3.3.7).

ClpB und CIpBAN reagierten sehr ahnlich auf Poly-L-Lysin. Die ATPase-Aktivitat von beiden
Proteinen wurde 2.5 fach stimuliert. Dies zeigt, dass die ATPase-Aktivitdt von CIpBAN

stimulierbar ist und dass beide Proteine Poly-L-Lysin binden.

3 Abb. 3.3.7 Stimulierung der ATPase-Aktivitat
von ClpB und CIpBAN durch Poly-L-Lysin

® 254 v ClpB (10 pM, @) und CIpBAN (10 pM,A)
Z wurden bei 25°C mit ATP (1 mM) unter Steady
2 State Bedingungen mit steigenden Mengen
§ 2 Poly-L-Lysin  inkubiert. Die beobachteten
£ Ratenkonstanten wurden relativ zur
< unstimulierten Aktivitat gesetzt und gegen die
® 1.5 Poly-L-Lysin -Konzentration aufgetragen.

1 T T T T

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Poly-L-Lysin (mg/ml)
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3.3.5 Chaperonaktivitat von ClpB und ClpBAN

Wie in den vorigen Abschnitten dargestellt, kann CIpBAN sowohl oligomerisieren als auch
ATP hydrolysieren. In diesen Merkmalen hatte die Deletion der N-terminalen Domane nur
einen geringen Effekt auf die Funktionen des Proteins. Die funktionelle Aktivitat von CIpBAN
im Vergleich zu ClpB wurde durch Rickfaltungsassays untersucht. Die etablierten
Substratproteine wurden ohne Chaperone denaturiert und mit den optimierten
Chaperonkonzentrationen zurlickgefaltet (siehe auch Abschnitt 3.1). Die Ergebnisse der
Versuche sind in Abbildung 3.3.8 dargestellt.

Denaturierte a-Glucosidase konnte von ClpB in Kooperation mit dem DnaK-System effektiv
zurlckgefaltet werden. Die Ausbeute der Rickfaltung betrug ca. 40 % der Ausgangsaktivitat.
CIpBAN zeigte % der Aktivitdt von ClpB. Das DnaK-System alleine bewirkte kaum eine
Ruckfaltung der a-Glucosidase, weniger als 5 % der a-Glucosidase wurde reaktiviert. Bei
Inkubation ohne Chaperone wurde keine a-Glucosidaseaktivitdt gemessen.

GPDH wurde nach kurzerer Denaturierungszeit mit Chaperonen inkubiert. Bei der
Ruckfaltung des denaturierten Substrats besal® CIpBAN ca. 70 % der Aktivitat von ClpB, und
konnte nur 50 % statt 70 % der Aktivitdt der GPDH wieder herstellen. Das N-terminal
verkurzte Protein zeigte somit erneut Chaperonaktivitdt. Das DnaK-System allein konnte ca.
10 % der Aktivitdt wiederherstellen, ohne Chaperone war nur geringe Enzymaktivitat
bestimmbar.

Luciferase, die mit Harnstoff denaturiert wurde, konnte ebenfalls mit dem DnaK-ClpB-System
reaktiviert werden. Nach der Denaturierung wurde Luciferase in den Assaypuffer mit
vorgelegten Chaperonen verdinnt. In diesem Assay hatte CIpBAN eine identische
Chaperonaktivitat wie ClpB. Die Lumineszenz, als Mal} fir die Aktivitat der Luciferase, nahm
sofort nach Verdinnung der Luciferase in den Lumineszenzpuffer mit dem DnaK-System
und ClpB bzw. CIpBAN zu und erreichte ihr Maximum nach ca. 200 Minuten. Das DnaK-
System allein erreichte erst nach 500 Minuten den héchsten Lumineszenzwert und zeigte zu
Beginn eine Verzégerungsphase von 50 Minuten.

LDH mit N-terminalem His-Tag wurde ebenfalls als Substratprotein verwendet. ClpB konnte
in Kooperation mit dem DnaK-System 60 % der LDH-Aktivitdt nach Hitzedenaturierung
reaktivieren. Nach 90 Minuten zeigte CIpBAN ca. 75 % der Aktivitat des Wildtypproteins. In
diesem Assay konnte das DnaK-System alleine 5 % der Substrataktivitat wieder herstellen,
ohne Chaperone war kaum LDH Aktivitat zu messen.

Fur die Rlckfaltungsassays wurden vier Substrate eingesetzt. Drei Proteine wurden durch
Hitzschock und ein Substrat durch Harnstoff denaturiert. In den Rlckfaltungsassays zeigte
ClpBAN zwischen 60 und 100 % der Aktivitat von ClpB. Dies belegt, dass die N-terminale
Doméane nicht essentiell flr die Rickfaltung von Substraten ist. Die geringen Abweichungen

in der Ausbeute der Ruckfaltung im Vergleich zum Wildtypprotein kdnnten daraufhin weisen,
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Abb. 3.3.8 Riickfaltungsassays von ClpB und CIpBAN

A Riickfaltung von a-Glucosidase

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Ruckfaltung erfolgte bei 55°C
ohne Chaperone (H), mit dem DnaK-System (1), mit dem DnaK-System mit ClpB (®) und mit dem
DnaK-System mit CIpBAN (A). Die Aktivitat wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist
relativ zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

B Riickfaltung von GPDH

GPDH (0.2 uM) wurde 7% Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C ohne
Chaperone (M), mit dem DnaK-System (1), mit dem DnaK-System mit ClpB (®) und mit dem DnaK-
System mit CIpBAN (A). Die Aktivitat wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ
zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

C Riickfaltung von Luciferase

Luciferase (10 uM) wurde 30 Minuten bei RT mit 7 M Harnstoff denaturiert. Die Riickfaltung erfolgte
nach Verdinnung bei 25°C ohne Chaperone (H), mit dem DnaK-System ([J), mit dem DnaK-System
mit ClpB (®) und mit dem DnaK-System mit CIpBAN (A). Die Aktivitat wurde relativ zu einer Kontrolle
mit nativer Luciferase angegeben und wurde in einem kontinuierlichen Assay bestimmt.

D Riickfaltung von LDH

LDH (0.2 puM) wurde 30 Minuten bei 80°C denaturiert. Die Ruckfaltung erfolgte bei 55°C ohne
Chaperone (M), mit dem DnaK-System (1), mit dem DnaK-System mit ClpB (®) und mit dem DnakK-
System mit CIpBAN (A). Die Aktivitdt wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ
zur Aktivitat vor der Denaturierung angegeben.

dass die N-Domane nur fur eine Untergruppe der Aggregate wichtig ist. Diese Aggregate
entstehen jedoch nicht bei der Harnstoffdenaturierung von Luciferase, die durch ClpB und

ClpBAN in gleichem Mal3e rickgefaltet werden konnte.
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Eine Zugabe von CIpBN zu CIpBAN fiihrte zu keiner Erhéhung der Ausbeute in den
Ruckfaltungsassays, in denen CIpBAN eine geringere Aktivitat zeigte (Daten nicht gezeigt).
Dies bestatigt die zuvor beschrieben Ergebnisse, die keinen Komplex aus ClpB und ClpBAN
zeigten. Eine Erhéhung der CIpBAN-Konzentration hatte ebenfalls keinen positiven Effekt auf
die Rulckfaltungsausbeute (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass die geringere
Ruckfaltungsausbeute nicht auf einer geringeren Aktivitat derselben Substratbindestelle

beruhte.

CIpBAN, ein CilpB-Fragment dem die N-terminale Domane fehlt, und die isolierte N-
Domaéne wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Die stabilen, gefalteten Proteine
wurden biochemisch charakterisiert.

Ein Komplex aus ClpBAN und CIpBN konnte weder in Gelfiltrationsexperimenten noch
bei biochemischen Untersuchungen identifiziert werden. Dies deutet auf eine
schwache Wechselwirkung der beiden Proteine hin.

Durch die N-terminale Verkiirzung wurde die Oligomerisierung und Nukleotidbindung
des Proteins kaum beeinflusst. Im Vergleich zu ClpB hatte CIpBAN eine hodhere
ATPase-Aktivitat, die jedoch durch Casein nur schwach stimuliert wurde. Diese
geringe Stimulierung der ATPase-Aktivitdt korrelierte mit einer schwachen Bindung
von CIpBAN an Casein im Vergleich zu dem Wildtypprotein. Die ATPase-Aktivitat von
CipBAN konnte jedoch ebenso wie die ATPase-Aktivitat von ClpB durch Poly-L-Lysin
stimuliert werden.

In den Riickfaltungsstudien zeigte sich, dass CIpBAN noch Chaperonaktivitat besitzt.
Abhidngig von dem verwendeten Substratprotein besa CIpBAN zwischen 60 und 100
% der Aktivitait von ClpB. Diese Charakterisierung belegt, dass die N-terminale
Domane nicht notwendig fiir die Chaperonaktivitat ist. Die N-Domane von ClpB ist

jedoch an der Caseinbindung beteiligt.
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3.4. Funktion des C-Terminus von ClpB

ClpB besitzt zwei AAA-Module, die jeweils aus zwei Domanen bestehen. Die erste Domane
bildet einen ,Rossman-Fold®, die zweite Domane besteht hauptsachlich aus a-Helices. Diese
a-helikale Domane ist weniger konserviert und variiert starker in der GroRe zwischen den
AAA-Proteinen als die vorhergehende Domane. Der a-helikalen Domane von ClpB wird eine
wichtige Funktion bei der Unterscheidung des gebundenen Nukleotids (ADP oder ATP)
zugeschrieben (Hattendorf und Lindquist, 2002). Von Clp-Proteinen, die mit Proteasen
assoziiert sind, wurde eine Interaktion dieser Domane mit Substratproteinen postuliert. Daher
wurde die a-helikale Domane auch SSD (Sensor and Substrate Discrimination) Domane
genannt. Die biochemischen Daten fiir ClpB sind jedoch nicht aussagekraftig, da die
untersuchte Domane nicht korrekt gefaltet war (Smith et al., 1999). Bei Hsp104 wurde die
Bindung von Poly-L-Lysin an diesen Bereich gezeigt (Cashikar et al., 2002).

Fur ClpB aus E. coli konnte gezeigt werden, dass die C-terminale Doméane der zweiten AAA-
Kassette fiur die Oligomerisierung, ATP-Hydrolyse und Chaperonaktivitdt notwendig ist
(Barnett et al., 2000). Fir ClpB von T. thermophilus ist die Funktion dieses Proteinbereichs
jedoch nicht bekannt. Um die Funktion dieser Doméane bei ClpB T. thermophilus zu
untersuchen, wurden ClpB-Fragmente mit unterschiedlich langen C-terminalen Deletionen
hergestellt (Abb. 3.4.1A). ClpB1-845 wurde um die letzten 9 Aminosauren, ClpB1-828 um die
letzten 26 Aminosauren verkirzt. Das kurzeste Konstrukt, CIpBAC (ClpB1-762) besitzt die

gesamte a-helikale Domane der zweiten AAA-Kassette nicht mehr.

3.4.1. Stabilitat der verwendeten Proteine

Die klonierten Proteine wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Die korrekte Faltung der
gereinigten Proteine und der Effekt der C-terminalen Verkilirzung auf die Struktur wurden
durch CD-Spektren untersucht (Abb. 3.4.1B). Die CD-Spektren der untersuchten Proteine
ahnelten dem CD-Spektrum des Wildtypproteins. Sie besalen die, fir a-helikale Proteine
charakteristischen, Minima bei 208 nm und 222 nm. Diese Spektren belegen, dass die
verkirzten Proteine korrekt gefaltet sind und ihre native Konformation besitzen. Die

Verkirzungen haben somit nicht zu Fehlfaltungen der Proteine gefiihrt.
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Abb. 3.4.1 Struktur der verwendeten Proteine

A Schematische Darstellung der verwendeten ClpB-Fragmente

Dargestellt sind die N-terminale Doméne, die Linkerdomdne und die zwei AAA-Kassetten. Die
Grenzen zwischen den einzelnen Domanen wurden nach den Konsensussequenzen fur AAA+-
Proteine gesetzt (Neuwald et al., 1999). Fur die verkirzten Konstrukte wurde ein Stopcodon an der
angegeben Stelle eingefugt.

B Sekundarstrukturanalyse der Proteine

Die CD-Spektren von ClpB (—), ClpB1-845 (—), CIpB1-828 (—) und CIpBAC (—) sind dargestellt. Die
Messwerte sind als mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosaurerest (©) angegeben.

3.4.2. Oligomerisierungsverhalten der C-terminal verkiirzten Fragmente

Die Oligomerisierung von ClpB1-845, ClpB1-828 und CIpBAC wurde durch Gelfiltrationslaufe
analysiert und ist in Abbildung 3.4.2 dargestellt. Wenn man die Oligomerisierung der
verkirzten Konstrukte mit dem Verhalten des Wildtypproteins, das in Abschnitt 3.3.2
beschrieben wurde, vergleicht, waren Unterschiede erkennbar.

ClpB1-845 hatte ein ahnliches Oligomerisierungsvermogen wie ClpB. ATP und eine geringe
lonenstarke stabilisierten héhere oligomere Formen. Das Hexamer war bei 1 mM ATP und 1
mM KCI das dominierende Oligomer. ADP und eine hohe lonenstarke des Puffers flihrten
zur Ausbildung von kleineren Oligomeren. Bei 500 mM KCI Gberwog das Monomer. Im
Vergleich zum Wildtypprotein waren jedoch weniger Dimere und Trimere bei mittleren
Salzkonzentrationen vorhanden. ClpB1-828 war in der Oligomerisierung im Vergleich zum
Wildtypprotein deutlich eingeschrankt. Bei geringer lonenstarke der Losung waren keine
hoheren Oligomere vorhanden, es kam nur noch zu einer schwachen Dimerisierung des
Proteins. Diese Dimerisierung wurde durch ATP unterstitzt. Bei den anderen Bedingungen
lag ClpB1-828 als Monomer vor. Bei CIpBAC war die Oligomerisierung kaum noch
vorhanden. Die dominante Proteinform bei allen getesteten Bedingungen war das Monomer.
Die Gelfiltrationsanalysen zeigen, dass die C-terminale Domane notwendig fur die
Oligomerisierung von CIpB ist. Die neun C-terminalen Aminosauren kdnnen ohne
Auswirkungen entfernt werden. Bei 26 entfernten Aminosauren sind jedoch bereits deutliche
Einschrankungen der Oligomerisierung zu beobachten. Fehlt die gesamte C-terminale

Domane ist keine Oligomerisierung des Proteins mehr nachweisbar.
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Abb. 3.4.2 Gelfiltration der C-terminal verkiirzten Konstrukte

Die Proteine wurden mit 0.2 ml/min auf eine Sephadex S200 HR S&ule injiziert. Die dinnen Linien
geben die Grenzen zwischen Monomeren (M), Dimeren (D), Trimeren (T) und héheren Oligomeren bis
zu Hexameren (H) an (siehe Material und Methoden). ClpB (A), ClpB1-845 (B), ClpB1-828 (C) und
CIpBAC (D) wurden mit Nukleotiden und verschiedenen Salzkonzentrationen analysiert:

ATP 1 mM KCI:(—) , ATP 200 mM KCI: (—), ATP 500 mM KCI: (—).

ADP 1 mM KCI: (), ADP 200 mM KCI: (—), ADP 500 mM KCI: (—).

3.4.3 Nukleotidbindung der C-terminal verkiirzten Fragmente

Im folgenden Abschnitt wird der Effekt der C-terminalen Verkirzung des Proteins auf die
Nukleotidbindungseigenschaften von ClpB untersucht. Die Affinitdten fur die
fluoreszierenden Nukleotidanaloga Mant-ADP und Mant-ATP und die Affinitaten flr die nicht
modifizierten Nukleotide ADP und ATP wurden bestimmt wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben.

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 3.4.1 zusammengefasst.

- - Tabelle 3.4.1
ClpB | ClpB1-845 | ClpB1-828 | CIpBAC Nukleotiddissoziationskonstanten

ADP 1.5 0.2 186 - (Kg, M) fiir ClpB-Fragmente
Die Bindung von ATP und Mant-ATP
Mant-ADP | 0.2 0.014 5.4 45 wurden aufgrund der geringen
intrinsischen ATPase-Aktivitat und
ATP 210 |24 1570 ) der  kurzen Zeitdauer  der
Mant-ATP | 5.4 0.9 - - Experimente als Gleichgewichts-

reaktion betrachtet.
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Wie bei ClpB wurden die fluoreszenzmarkierten Nukleotide eine GréRenordnung besser
gebunden als die nicht modifizierten Nukleotide. Die Verkirzung des C-Terminus
beeinflusste die Nukleotidbindung der untersuchten Proteine. Die Affinitat fir Nukleotide
stieg zunachst bei einer Verkirzung um neun Aminosauren an und sank dann mit der Lange
der Verklrzung ab. Nukleotide wurden von ClpB1-845 um den Faktor 10 besser gebunden
als vom Wildtypprotein, der Ks-Werte fur ADP von ClpB betrug 1.5 uM und von ClpB1-845
0.02 uM. Bei einer langeren Verkirzung des C-Terminus sank dann die Affinitat stark ab, so
dass nicht mehr alle Affinitaten in den Titrationsexperimenten bestimmt werden konnten. Die
Affinitat fur Mant-ADP betrug bei ClpB1-828 5.4 uM im Vergleich zu der Affinitat von 0.014
uM von ClpB1-845. Durch die Verkirzung um 17 Aminosauren werden Nukleotide um den
Faktor 300 schwacher gebunden. Bei CIpBAC war nur noch die Affinitat fur Mant-ADP
bestimmbar (K4 45 uM), die restlichen Nukleotide wurden so schwach gebunden, dass eine
Bestimmung durch Titrationsexperimente nicht mehr mdglich war.

Die Messergebnisse zeigten, dass die C-terminale Domane von ClpB wichtig fur die
Nukleotidbindung ist und Nukleotide vermutlich von der zweiten AAA-Kassette von ClpB
gebunden werden. ClpB1-845, das nur 9 Aminosauren kirzer ist als das Wildtypprotein,
bindet Nukleotide sehr fest, eine weitere Verkirzung des C-Terminus reduziert die Affinitat
fur Nukleotide.

3.4.4 ATPase-Aktivitat der C-terminal verkiirzten Fragmente

Die Verkirzung des C-Terminus beeinflusste die Nukleotidbindung und Oligomerisierung der
Proteine. Um den Effekt der Deletionen auf die ATPase-Aktivitat der Proteine zu bestimmen,
wurden Steady State Messungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.4.3
dargestellt. Verglichen mit dem Wildtypprotein, beeinflusste die C-terminale Verkiirzung die
ATPase-Aktivitdt der Proteine. Wurden die beobachteten Ratenkonstanten (k) gegen die
ATP-Konzentration aufgetragen, zeigte sich ein sigmoider Verlauf der Messwerte fir ClpB1-
845 und ClpB1-828, wie zuvor flir das Wildtypprotein beschrieben (siehe auch Abb. 3.3.4).
Aufgrund des sigmoiden Verlaufs wurden die Werte fiir ClpB, ClpB1-845 und ClpB1-828 mit
der Hill-Gleichung ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tabelle 3.4.2
angegeben. Einen ahnlichen Kurvenverlauf wie ClpB zeigte ClpB1-845, allerdings stieg hier
die ATPase-Aktivitdt bei geringeren ATP-Konzentrationen starker an. Dies wird durch den
niedrigeren Km-Wert bestatigt. Die etwas schwachere Kooperativitat der ATPase-Aktivitat
von ClpB1-845 wurde durch den niedrigeren Hill-Koeffizienten (Ny) belegt (N, ClpB: 2.4, N,
ClpB1-845: 2.2). Die maximale ATPase-Aktivitdt von ClpB1-845 bei hohen ATP-
Konzentrationen lag im Bereich des Wildtypproteins (ke: 3.7 min™ bzw. 3.9 min™). CIpB1-
828 zeigte bereits ein deutlich anderes Aktivitatsprofil. Die ATPase-Aktivitat war geringer und

hatte einen schwéacheren sigmoiden Charakter. Die Veranderung der Kooperativitat wurde
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durch den Hill-Koeffizienten (Nn) von 1.4 unterstrichen. Die insgesamt geringere ATPase-
Aktivitdt wurde auch in dem geringeren k.,-Wert (2.4 min'1) deutlich. Bei CIpBAC war die
ATPase-Aktivitdt um 90 % im Vergleich zu ClpB reduziert. Diese geringe ATPase-Aktivitat
zeigte keinen sigmoiden Kurvenverlauf und wurde nicht weiter ausgewertet.

Die gemessenen ATPase-Aktivitaten der Proteine verdeutlichen, dass der C-Terminus nicht
nur an der Nukleotidbindung und Oligomerisierung beteiligt ist, sondern auch die ATPase-
Aktivitdt beeinflusst. Die schwachere Oligomerisierung und Nukleotidbindung ist mit einer

reduzierten ATPase-Aktivitat gekoppelt.

Abb. 3.4.3 Steady State ATPase-Aktivitaten
der ClpB-Konstrukte

ClpB (@), ClpB1-845 (O), ClpB1-828 (LJ) und
ClpBAC (M) wurden mit unterschiedlichen ATP-
Konzentrationen bei 25°C inkubiert. Die
beobachteten Ratenkonstanten wurden gegen
die ATP-Konzentration aufgetragen und mit der
Hill-Gleichung ausgewertet.

k (min™)

keat (Min™) | Km (uM) | Hill-Koeffizient Tabelle 3.4.2 Kinetische Analyse der
Steady State ATPase-Aktivitat mit

CipB 3.9 0.62 2.4 der Hill-Gleichung

ClpB1-845 |37 0.43 292 Die Messwerte von CIpBAC wurden
aufgrund der schwachen ATPase-

ClpB1-828 | 2.4 1.5 1.4 Aktivitat nicht mit der Hill-Gleichung
ausgewertet.

3.4.5 Chaperonaktivitat der C-terminal verkiirzten Fragmente

Der C-Terminus beeinflusste die Oligomerisierung, Nukleotidbindung und ATPase-Aktivitat
von ClpB. Der Einfluss der unterschiedlich langen Deletionen auf die Chaperonaktivitat
wurde durch Rickfaltungsassays bestimmt. Die Verwendung mehrerer Substrate
ermoglichte die umfassende Charakterisierung der funktionellen Aktivitat. Die etablierten
Substratproteine wurden ohne Chaperone denaturiert und mit den optimierten
Chaperonkonzentrationen zurtickgefaltet. Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung
3.4.4 dargestellt.

Denaturierte a-Glucosidase konnte von ClpB in Kooperation mit dem DnaK-System effektiv
zurlckgefaltet werden. In diesem Experiment betrug die Ausbeute betragt ca. 50 % der

Ausgangsaktivitat. Die Aktivitdt von ClpB1-845 war etwas hoher als die Aktivitat des
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Wildtypproteins. ClpB1-828 war deutlich weniger aktiv. Nur 6 % der Ausgangsaktivitat der a-
Glucosidase wurden nach 90 Minuten Inkubation mit den Chaperonen erreicht, dies
entsprach ca. 10 % der ClpB-Aktivitdt. CIpBAC war inaktiv in dem a-Glucosidaseassay.
ClpBAC inhibierte nicht das DnaK-System, so dass, wie in dem Ansatz mit dem DnaK-
System, 2 % der Ausgangsaktivitat reaktiviert wurden. Ohne Chaperone wurde keine a-
Glucosidaseaktivitat detektiert.

GPDH wurde nach Denaturierung mit dem DnaK-System und den ClpB-Konstrukten
inkubiert. In diesem Experiment wurde mit 70 % eine hohe Ausbeute der Ruckfaltung mit
ClpB erzielt. Bei der Ruckfaltung des denaturierten Substrats war ClpB1-845 gleich aktiv wie
ClpB. ClpB1-828 zeigte erneut eine reduzierte, aber messbare Chaperonaktivitat. 35 % der
urspriinglichen GPDH-Aktivitat wurden nach 90 Minuten wiederhergestellt. Damit besal’
ClpB1-828 50 % der Aktivitat von ClpB. CIpBAC war inaktiv, nur das DnaK-System konnte in
diesen Ansatzen das Substrat reaktivieren. Das DnaK-System allein hatte nur geringe
Ruckfaltungsaktivitat (10 %), ohne Chaperone war keine Enzymaktivitat mehr messbar.
Harnstoffdenaturierte Luciferase wurde als drittes Substratprotein fur die Messungen
eingesetzt. Nach Denaturierung wurde Luciferase in den Assaypuffer mit vorgelegten
Chaperonen verdinnt. In diesem Assay zeigte CIpB1-845 eine etwas hdhere
Chaperonaktivitat als ClpB. Die Lumineszenz stieg unmittelbar nach Reaktionsbeginn an und
erreichte den Maximalwert schon nach ca. 200 Minuten. ClpB1-828 besal} eine reduzierte
Aktivitat, CIpBAC hatte keine Chaperonfunktion mehr. CIpBAC inhibierte das DnaK-System
jedoch erneut nicht. Das DnaK-System allein erreichte erst nach 500 Minuten den héchsten
Lumineszenzwert und zeigte zu Beginn eine Verzégerungsphase von 50 Minuten.

LDH mit N-terminalem His-Tag wurde ebenfalls als Substratprotein verwendet. ClpB konnte
45 % der Aktivitat nach Hitzedenaturierung reaktivieren. Nach 90 Minuten zeigte ClpB1-845
erneut die Aktivitat des Wildtypproteins und ClpB1-828 eine geringe, aber noch messbare,
Aktivitédt. In diesem Assay konnte das DnaK-System alleine 5-10 % der Substrataktivitat
wieder herstellen. Diese Aktivitdt wurde auch in Anwesenheit von CIpBAC erreicht. Ohne
Chaperone war keine LDH Aktivitat messbar.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Deletionen am C-Terminus von ClpB die
Chaperonfunktion beeinflussen. In den Riickfaltungsassays mit den etablierten Substraten
zeigte ClpB1-845 eine mit dem Wildtypprotein vergleichbare Rickfaltungsaktivitat. ClpB1-
828 hatte eine reduzierte aber noch messbare Chaperonaktivitdt, CIpBAC war in allen
Assays inaktiv. Der Verlust der Aktivitat von CIpBAC hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Aktivitdt des DnaK-Systems.
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Abb. 3.4.4 Rickfaltungsaktivitat von ClpB und den C-terminal verkiirzten Konstrukten

Die Ruckfaltung der denaturierten Substrate erfolgte ohne Chaperone (M), mit dem DnaK-System
(C7), mit dem DnaK-System mit ClpB (@), mit dem DnaK-System mit ClpB1-845 (O), mit dem DnakK-
System mit CIpB1-828 (A) und mit dem DnaK-System mit CIpBAC (A).

A Rickfaltung von a-Glucosidase

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Riickfaltung erfolgte bei 55°C. Die
Aktivitat wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der
Denaturierung angegeben.

B Riickfaltung von GPDH

GPDH (0.2 uM) wurde 7% Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C Die
Aktivitdt wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zur Aktivitdt vor der
Denaturierung angegeben.

C Riickfaltung von Luciferase

Luciferase (10 uM) wurde 30 Minuten bei RT mit 7 M Harnstoff denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte
nach Verdiinnung bei 25°C ohne Chaperone (—), dem DnaK-System (—), dem DnaK-System mit ClpB
() mit dem DnaK-System mit ClpB1-845 (—), mit dem DnaK-System mit ClpB1-828 (—) und mit dem
DnaK-System mit CIpBAC ( ). Die Lumineszenz wurde in einem kontinuierlichen System gemessen.
D Riickfaltung von LDH

LDH (0.2 uM) wurde 30 Minuten bei 80°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C. Die Aktivitat
wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zur Aktivitdt vor der Denaturierung
angegeben.
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Die Funktion des C-Terminus von ClpB wurde durch Konstrukte mit unterschiedliche
langen Deletionen der C-terminalen Doméane untersucht. CIpBAC, CipB1-828 und
CipB1-845 wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Die korrekt gefalteten
Proteine wurden biochemisch charakterisiert. Durch die C-terminale Verkiirzung
wurden alle getesteten Funktionen der Proteine beeinflusst.

CipB1-845 zeigte ein dhnliches Oligomerisierungspotential wie ClpB, band allerdings
Nukleotide besser. Die ATPase-Aktivitit unterscheidet sich nur geringfiigig vom
Wildtypprotein. In den Riickfaltungsassays zeigte dieses Konstrukt eine etwas hohere
Riickfaltungsaktivitat als ClpB.

ClpB1-828 war in der Oligomerisierung bereits deutlich eingeschrankt und band
Nukleotide schlechter. Zudem besaB dieses Fragment im Vergleich zu ClpB eine
geringere ATPase-Aktivitit, die eine geringere Kooperativitat aufwies. In den
Ruckfaltungsstudien zeigte sich, dass ClpB1-828 noch reduzierte Chaperonaktivitat
besaB. Abhédngig von dem verwendeten Substratprotein hatte ClpB1-828 zwischen 10
und 50 % der Aktivitat von ClpB.

CIpBAC zeigt keine Oligomerisierung mehr, band Nukleotide schwach und die
ATPase-Aktivitit war um mehr als 90 % reduziert. CIpBAC besaB keine
Chaperonaktivitat mehr, aber inhibierte das DnaK-System auch nicht.

Die Deletionen am C-Terminus beeinflussen somit alle untersuchten Funktionen von
CipB. Dies deutet auf eine enge Verkniipfung dieser Funktionen hin. Die
Oligomerisierung ist vermutlich mit der Nukleotidbindung, ATPase-Aktivitat und
Chaperonfunktion gekoppelt. Sinkt der Grad der Oligomerisierung, werden auch die

anderen Funktionen behindert.
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3.5 Struktur und Interaktionen der AAA-Kassetten von ClpB

ClpB von T. thermophilus gehort zur AAA+-Proteinfamilie und besitzt zwei AAA-Kassetten.
Die Eigenschaften der AAA-Kassetten unterscheiden sich sowohl zwischen den einzelnen
AAA-Proteinen als auch bei homologen Proteinen aus verschiedenen Organismen. Bei den
ClpB/Hsp100 Proteinen wurde der Einfluss der AAA-Kassetten auf die Oligomerisierung der
Proteine intensiv untersucht. Bei ClpB aus E. coli ist die erste AAA-Kassette sehr wichtig
(Kim et al., 2000; Mogk et al., 2003), hingegen beeinflussen bei Hsp104 aus S. cerevisiae
und Hsp101 aus N. tabacum nur Punktmutationen der zweiten AAA-Kassette die
Oligomerisierung stark (Schirmer et al., 2001; Gallie et al., 2002). Bei ClpB aus T.
thermophilus sind beide AAA-Kassetten an der Oligomerisierung beteiligt, Punktmutationen
in der ersten AAA-Kassette scheinen jedoch einen starkeren Effekt zu haben (Schlee et al.,
2001; Watanabe et al., 2002). Um die Oligomerisierung von ClpB aus T. thermophilus
genauer zu untersuchen, wurden die Interaktionen der beiden AAA-Module biochemisch
charakterisiert. ClpB besitzt zusatzlich eine Linkerdomane zwischen den beiden AAA-
Kassetten, deren Funktion noch nicht bekannt ist. Urspriinglich wurde sie als reines
Verbindungsmodul der beiden AAA-Kassetten betrachtet (Schirmer et al., 1996). Anhand
von Sequenzvergleichen von ClpB und CIpA und der kirzlich publizierten Struktur von CIpA
wurde jedoch postuliert, dass der Linker in die helikale Domane des ersten AAA-Moduls
inseriert ist (Cashikar et al., 2002).

Die Position des Linkers zwischen den AAA-Kassetten wurde auch bei ClpB aus T.
thermophilus genauer untersucht. Anhand eines Sequenzvergleichs mit CIpA aus E. coli und
der CIpA Struktur zeigte sich, dass auch bei ClpB aus T. thermophilus die Linkerdomane in
die erste AAA-Kassette an Position 394 inseriert ist und ca. bis Aminosdure 525 reicht.
Allerdings war die exakte Position der Fortsetzung der ersten AAA-Kassette am C-terminalen
Ende anhand der Sequenzvergleiche und Sekundarstrukturvorhersagen nicht exakt zu
bestimmen (siehe Anhang). Kurz nach hinter dem Ende der Linkerregion beginnt zudem die
zweite AAA-Kassette. Um die Funktionen der Linkerdoméane von ClpB aus T. thermophilus
zu untersuchen, wurden unterschiedliche ClpB-Fragmente hergestellt (Abb. 3.5.1A). Bei
ClpBAL wurde die Linkerdomane (Aminosauren 395-531) entfernt und die beiden AAA-
Module direkt miteinander verbunden. Zusatzlich wurde die isolierte Linkerdomane (ClpBL,
Aminosauren 394-542) mit N-terminalen His-Tag kloniert.

Um die Funktionen des Linkers genauer zu charakterisieren, wurden die Interaktionen des
Linkers mit den AAA-Kassetten analysiert. Es wurde zunachst die erste AAA-Kassette mit
Linkerdomane (ClpB141-519) und ohne Linkerdomane (ClpB141-394) sowie ebenfalls die
zweite AAA-Kassette mit Linkerdomane (ClpB394-854) und ohne Linkerdoméane (ClpB519-
854) kloniert (Abb. 3.5.1A). Diese Proteine wurden mit N-terminalen His-Tags kloniert. Um
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die Stabilitat der rekombinanten Proteine zu erhdhen wurde zusatzlich die N-terminale

Doméne von ClpB entfernt.

3.5.1 Stabilitat der verwendeten Proteine

Die klonierten Proteine wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Nach Abtrennen des
His-Tags mit Thrombin wurde die korrekte Faltung der gereinigten Proteine durch CD-
Spektren untersucht (Abb. 3.5.1B). Die CD-Spekiren der untersuchten Proteine zeigten
Minima bei 208 nm und 222 nm. Diese Minimalwerte sind charakteristisch fur a-helikale
Proteine und die Spektren waren dem Spektrum von ClpB ahnlich. Diese CD-Spektren
belegen, dass die Konstrukte korrekt gefaltet sind und ihre native Struktur besitzen.

ClpBL (ClpB394-542) konnte exprimiert und aufgereinigt werden. Die Linkerdomane zeigt ein
starkes Signal im CD-Spektrum, das fur a-helices charakteristisch ist. Dies stimmt mit einer
fir den Linker von Hsp104 postulierten ,coiled-coil“ Struktur Gberein. Das ,Coiled coil“-
Vorhersageprogramm Parcoil prognostiziert ebenfalls fir ClpB aus T. thermophilus eine
,coiled coil* Struktur zwischen Position 425 und 495 (Berger et al., 1995).

A 5 l
cooL NI AmA1 | AAm2 ~ 0
1 394 532 854 e \
E -5
ClpBL T 2
394 542 5 10
S .
ClpB141-393 AAAT 8
141 393 S -15—
ClpB141-519 INYYEEN | Py
141 519 20
ClpB519-854 AAA2 -25 I I T T
519 854 200 210 220 230 240 250
ClpB394-854 - AAAZ Wellenlange (nm)
394 854

Abb. 3.5.1 Verwendete Proteine

A Schematische Darstellung der verwendeten Proteine

Die Nummerierungen beziehen sich auf die Aminosaurepositionen im Wildtypprotein. An den
angegebenen Positionen wurden Start- bzw. Stopcodons eingefligt. Gezeigt sind die AAA-Module, die
N-terminale Domane und die Linkerdoméane. Die Grenzen wurden anhand der Konsensussequenzen
fur AAA+-Proteine gezogen (Neuwald et al., 1999).

B Sekundarstrukturanalyse der Proteine

Die CD-Spektren von ClpB (—), CIpBAL (—), ClpBL (—) und ClpB141-393 (—), ClpB141-519 (- ),
ClpB394-854 (—) und ClpB519-854 (—) sind dargestellt. Die Messwerte sind als mittlere molare
Elliptizitat pro Aminosaurerest (©) angegeben.
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3.5.2. Charakterisierung der Linkerdomane

3.5.2.1 Effekt der Linkerdomane auf die Oligomerisierung von ClpB

Die Oligomerisierung von CIpBAL und ClpBL wurde durch Gelfiltrationslaufe analysiert, die in
Abbildung 3.5.2 dargestellt sind.
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Abb. 3.5.2 Gelfiltration von CIpBAL und ClpBL

ClpBAL und CIpBL wurden mit 0.2 ml/min auf eine Sephadex S200 HR Saule injiziert. Die diinnen
Linien geben die Grenzen zwischen Monomeren (M), Dimeren (D), Trimeren (T) und hdheren
Oligomeren bis zu Hexameren (H) an (siehe Material und Methoden). CIpBAL (A) und ClpBL (B),
wurden mit Nukleotiden und verschiedenen Salzkonzentrationen analysiert:

ATP 1 mM KCI:(—) , ATP 200 mM KCI: (—), ATP 500 mM KCI: (—).

ADP 1 mM KCI: (), ADP 200 mM KCI: (—), ADP 500 mM KCI: (—).

Das Oligomerisierungsverhalten von ClpBAL wies deutliche Unterschiede zum Verhalten des
Wildtypproteins auf, das in Abschnitt 3.3.3 beschrieben wurde. Im Vergleich zu ClpB war
ClpBAL in seinem Oligomerisierungsvermogen reduziert. Es wurden weniger groRere
Oligomere (z.B. Tetramere und Hexamere) gebildet. Die dominante oligomere Form von
ClpBAL unter den getesteten Bedingungen war das Dimer. Der Einfluss von Nukleotiden und
der Salzkonzentration war analog zum Verhalten des Wildtypproteins. ATP und eine geringe
lonenstarke stabilisierten hoher oligomere Formen, so dass auch Trimere auftraten. ADP
und eine hohe lonenstarke des Puffers fuhrten zur Ausbildung von Monomeren. Hexamere
wurden unter den eingesetzten Bedingungen nicht beobachtet.

ClpBL zeigte in den Gelfiltrationslaufen eine Abhangigkeit der Retentionszeiten von der
lonenstarke der Losung. Bei einem Molekulargewicht von 17 kDa entsprach die
Retentionszeit unter Hochsalzbedingungen (81.5 Minuten) vermutlich dem Monomer. Die
geringe Abweichung von der, anhand der Eichgerade berechneten, Retentionszeit (79.2
Minuten) kann mit einer nicht globuldren Form des ,coiled-coil* Proteins und der
abnehmenden Trennleistung der Gelfiltrationssaule in Bereich dieser Proteingrof3e erklart
werden. Bei niedriger lonenstarke verklrzten sich die Retentionszeiten auf 78 Minuten, was
durch eine Dimerisierung erklart werden kann. Interaktionen von ClpBL mit der Saulenmatrix

als Ursache flir diese kleine Verzogerung der Retentionszeiten sind unwahrscheinlich. Sie
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kdnnen zwar bei niedrigen Salzkonzentrationen auftreten, wirden aber eine Erhéhung der
Retentionszeiten bei niedriger lonenstarke bewirken. Bei den Messungen mit ClpBL wird
jedoch das Gegenteil beobachtet.

Eine Interaktion von CIpBAL mit ClpBL wurde ebenfalls durch Gelfiltrationslaufe untersucht
(Abb. 3.5.3). Der Gelfiltrationslauf der Mischung aus ClpBAL und CIlpBL zeigte eine
Veranderung im Elutionsprofil im Vergleich zu den Laufen der Einzelkomponenten. ClpBAL
lief in der Gelfiltration hauptsachlich als Dimer. Die Retentionszeit des Peaks (29 Minuten)
erhdhte sich in Anwesenheit eines Uberschusses von ClpBL auf 31 Minuten und gleichzeitig
reduzierte sich die PeakgréRe von ClpBL. Dies lasst auf eine Interaktion von monomeren
ClpBAL mit ClpBL schliefen. Dieser Komplex ist jedoch nicht in der Lage produktiv zu
oligomerisieren. Eine Analyse durch ein SDS-Gel bestatigte die Komplexbildung von ClpBAL
und ClpBL (Daten nicht gezeigt). Die Gelfilirationsexperimente zeigten, dass die
Linkerdomane fir die Bildung kleinerer Oligomere wie z.B. Dimere, nicht notwendig ist. Fr

die Bildung von Hexameren wird die Linkerdomane allerdings bendtigt.

0.08
Abb. 3.5.3 Komplexbildung von ClpBAL und
] ClpBL
0.06 Die Proteine (3 mg/ml) wurden mit 0.4 ml/min

auf eine Sephadex S200 HR Saule gegeben,
der Puffer enthielt 1mM ATP und 1 mM KCI.
0.04 — CIpBAL (—) eluierte aufgrund der Dimerisierung
bereits nach kurzer Retentionszeit. ClpBL (—)
eluierte erst deutlich spater. Die Mischung aus
0.02 \ ClpBAL und CIpBL (— ) zeigte eine Interaktion
der Proteine an. Die PeakgroRe von ClpBL
— <\ nahm ab und es bildete sich ein neuer Peak, der
T T T T dem Proteinkomplex entsprach.
20 30 40
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3.5.2.2 ATPase-Aktivitiat und Chaperonaktivitit von ClpBAL

Die ATPase-Aktivitat von ClpBAL wurde unter Steady State und ,single turnover®
Bedingungen gemessen und ist in Abbildung 3.5.4 dargestellt.

ClpBAL zeigte noch ATPase-Aktivitat in den Steady State ATPase Messungen (Abb.3.5.4A).
Wurden die gemessenen Ratenkonstanten gegen die ATP-Konzentrationen aufgetragen
ergab sich ein sigmoider Verlauf der Messwerte. Daher wurden die Daten mit der Hill-
Gleichung ausgewertet. Im Vergleich zu der ATPase-Aktivitat des Wildtypproteins (siehe
Abschnitt 3.3.4) waren erhebliche Unterschiede erkennbar. Der ke-Wert (7.0 min™) ist
deutlich héher als bei ClpB. Die ATPase-Aktivitat stieg zudem schon bei niedrigeren ATP-
Konzentrationen stark an, was sich in dem sehr niedrigen Km-Wert (0.31) widerspiegelt. Der
Hill-Koeffizient war mit 2.3 etwas geringer als bei dem ClpB. Durch das Entfernen der

Linkerdomane scheint es zu einer gewissen Entkoppelung der ATPase-Aktivitat von ClpBAL
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Abb. 3.5.4 ATPase-Aktivitat von CIpBAL

A Steady State ATPase-Aktivitat von ClpBAL

ClpBAL (10 uM, O) wurde mit unterschiedlichen ATP-Konzentrationen bei 25°C inkubiert. Die
beobachteten Ratenkonstanten (k) wurden gegen die ATP-Konzentration aufgetragen und mit der Hill-
Gleichung ausgewertet.

B Single turnover ATPase-Aktivitit von CIpBAL

ClpBAL (100 pM) wurde bei 25°C mit ATP (50 uM) inkubiert. Die Reaktion wurde mittels einer Quench
Flow Anlage untersucht, der Nukleotidgehalt mittels HPLC Analyse bestimmt und gegen die
Inkubationszeit aufgetragen. Die Messdaten wurden mit einer Exponentialgleichung mit Offset
ausgewertet. Die Ratenkonstante betragt 0.11 sek™ fiir ClpBAL.

zu kommen: der Hill-Koeffizient nimmt leicht ab, die ATPase-Aktivitat wird hdher und steigt
bereits bei niedrigeren ATP-Konzentrationen an.

Die hohere ATPase-Aktivitdt wurde auch bei ,single turnover® Messungen beobachtet
(Abb.3.5.4B). Aufgrund der hohen Rate der ATP-Hydrolyse wurde die Ratenkonstanten
mittels einer Quench Flow Apparatur untersucht. Nach einer Reaktionszeit von einer
Sekunde war bereits fast die Halfte des ATPs hydrolysiert. Diese ,Burst-Phase“ vor dem
ersten Messpunkt deutet auf eine extrem schnelle ATP-Hydrolyse durch einen Teil der
ClpBAL Molekdle hin. Aus dem beobachteten Zeitfenster (nach einer Sekunde) wurden eine
Ratenkonstanten von 0.11 sek” fiir CIpBAL bestimmt. Diese Ratenkonstante von
umgerechnet ca. 7 min™ entspricht zudem der maximalen ATPase-Aktivitat von ClpBAL
unter Steady State Bedingungen.

Die Ergebnisse der Messungen zur ATPase-Aktivitat von CIlpBAL zeigten, dass die
Linkerdomane eine wichtige Funktion in dem ATPase-Zyklus des Proteins hat. Durch das
Entfernen wird die ATPase-Aktivitdt des Proteins erhoht. Dies wurde besonders bei den
Untersuchungen der ,single turnover® ATPase-Aktivitat deutlich.

Die Chaperonaktivitdt von CIpBAL wurde ebenfalls untersucht. CIpBAL war in allen
durchgefuhrten Ruckfaltungsassays inaktiv (Daten nicht gezeigt). Dies belegt, dass die
Linkerdomane notwendig fur die Chaperonfunktion von CIpB ist. Eine Zugabe von CIlpBL

hatte keinen positiven Effekt auf die Chaperonaktivitat von CIpBAL (Daten nicht gezeigt).
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Dies legt nahe, dass die Interaktion von CIpBAL und CIpBL nicht ausreicht um die
Funktionalitat des Proteins wieder herzustellen.

Die Zugabe eines Uberschusses von ClpBL zu Riickfaltungsreaktionen mit ClpB beeinflusste
die Chaperonaktivitdt nur gering (Daten nicht gezeigt). Dies deutet daraufhin, dass die
Linkerregion vermutlich nicht die Substratbindestelle von ClpB ist, da sonst einst ein

inhibierender Effekt aufgrund einer kompetitiven Substratbindung auftreten wiirde.

3.5.3 Position der Linkerdomane und Charakterisierung der AAA-Kassetten
Eine Insertion der Linkerdomane in die erste AAA-Kassette oder eine mogliche Interaktion

des Linkers mit der zweiten AAA-Kassette wurde durch die weiteren Experimente untersucht.

3.5.3.1 Oligomerisierung der ClpB-Fragmente

Das Oligomerisierungsverhalten von ClpB141-393 und CIpB141-519, die hauptséachlich die
erste AAA-Kassette darstellen, sowie ClpB394-854 und ClpB519-854, die hauptsachlich die
zweite AAA-Kassette darstellen, wurde durch Gelfiltrationslaufe analysiert (Abb. 3.5.5).

Die Oligomerisierung von ClpB141-393 und ClpB141-519 war verglichen mit ClpB reduziert,
und die Fragmente unterschieden sich in ihrem Oligomerisierungspotential.

Die Retentionszeiten von ClpB141-393 variierten kaum zwischen den getesteten
Bedingungen. Eine Nukleotid- oder Salzabhangigkeit der Oligomerbildung war nicht zu
beobachten. Die GroRe des Proteins konnte durch die Retentionszeit (71 Minuten) mit der
zuvor bestimmten Eichgerade berechnet werden. Fir ClpB141-393 ergab sich daraus ein
Molekulargewicht von 40 kDa. Dieser Wert liegt etwas oberhalb der Grofle des Monomers
(28 kDa), kann jedoch mit einer nicht globularen Proteinform erklart werden.

ClpB141-519 zeigte eine Verschiebung der Retentionszeiten in Abhangigkeit der lonenstarke
des Puffers, die Zugabe von Nukleotiden hatte jedoch keinen Effekt. Geringere lonenstarken
verkirzten die Retentionszeiten, hohe lonenstarken erhdhten die Retentionszeiten. Die
Retentionszeiten unter Hochsalzbedingungen (71 Minuten) ergaben ein Molekulargewicht
von 40 kDa, das dem Molekulargewicht des Monomers (43 kDa) nahe kommt. Bei 1 mM KCI
entsprach die Retentionszeit (69 Minuten) einem Protein mit einem Molekulargewicht von 50
kDa. Diese Verschiebung der Retentionszeit kann durch eine Dimerisierung des Proteins mit
einer Veranderung der Proteinform zustande kommen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass es durch die |Insertion der Linkerdomadne zu einer Veranderung des
Oligomerisierungsverhalten der ersten AAA-Kassette kommt.

ClpB519-854 entspricht der zweiten AAA-Kassette von ClpB. Die Oligomerisierung dieses
Konstrukts war im Vergleich zum Wildtypprotein eingeschrankt: es wurden keine grofiere

Oligomere (Hexamere) gebildet wurden. Die Oligomerisierung wurde von der lonenstarke
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Abb. 3.5.5 Gelfiltration der ClpB-Fragmente

Die Proteine wurden mit 0.2 ml/min auf eine Sephadex S200 HR S&ule injiziert. Die dinnen Linien
geben die Grenzen zwischen Monomeren (M), Dimeren (D), Trimeren (T) und héheren Oligomeren bis
zu Hexameren (H) an (siehe Material und Methoden). ClpB141-393 (A), ClpB141-519 (B), CIpB519-
854 (C) und CipB394-854 (D) wurden mit Nukleotiden und verschiedenen Salzkonzentrationen

analysiert:
ATP 1 mM KCI:(—) , ATP 200 mM KCI: (—), ATP 500 mM KCI: (—).
ADP 1 mM KCI: (), ADP 200 mM KCI: (—), ADP 500 mM KCI: (—).

und dem gebundenem Nukleotid beeinflusst. Hochsalzbedingungen und ADP stabilisierten
kleinere Oligomere, eine geringe lonenstarke und ATP stabilisierten hingegen groRere
Oligomere. Die Retentionszeit mit 500 mM KCI und 1 mM ADP (72 Minuten) entsprach dem
Molekulargewicht des Monomers (38 kDa). Bei 1 mM KCI und ATP entsprach die
Retentionszeit (67.5 Minuten) einem Protein mit einem Molekulargewicht von 58 kDa. Dieses
Molekulargewicht kommt dem Molekulargewicht eines Dimers der zweiten AAA-Kassette
nahe. Daher ist anzunehmen, dass die zweite AAA-Kassette von ClpB dimerisieren kann.

ClpB394-854 entspricht der zweiten AAA-Kassette mit der vorhergehenden Linkerdomane.
Die Oligomerisierung dieses ClpB-Fragments war der Oligomerisierung von ClpB519-854
sehr ahnlich. Hochsalzbedingungen und ADP stabilisierten kleinere Oligomere, eine geringe
lonenstarke und ATP stabilisierten hohere Oligomere. Die Retentionszeit mit 500 mM KCI

und 1 mM ADP (69 Minuten) entsprach dem Molekulargewicht des Monomers (53 kDa). Bei
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1 mM KCI und 1 mM ATP entsprach die Retentionszeit (63 Minuten) einem Protein mit einem
Molekulargewicht von 90 kDa. Dieses Molekulargewicht entspricht fast dem
Molekulargewicht eines Dimers aus ClpB394-854. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass dieses ClpB-Fragment, wie auch ClpB519-854 ohne Linkerregion, dimerisieren kann.
Die Linkerdomane hat somit einen Einfluss auf die Oligomerisierung der ersten, nicht jedoch
auf die Oligomerisierung der zweiten AAA-Kassette. Die isolierte zweite AAA-Kassette von
ClpB kann in der ATP-Form im Gegensatz zu NSF (D2) keine stabilen Hexamere ausbilden.
Interaktionen der untersuchten Proteine mit der Saulenmatrix als Ursache fir geringe
Verzégerung der Retentionszeiten sind unwahrscheinlich. Sie kénnen zwar bei niedrigen
Salzkonzentrationen auftreten, wirden aber eine Erhohung der Retentionszeiten bei
niedriger lonenstarke bewirken. Bei den Messungen mit ClpB-Fragmenten wird jedoch eine

Verkirzung der Retentionszeiten bei niedrigen Salzkonzentrationen beobachtet.

3.5.3.2 ATPase-Aktivitat der ClpB-Fragmente

Ein Effekt der Linkerdomane auf die ATPase-Aktivitdt der Proteine wurde ebenfalls bestimmt.
ClpB141-393, ClpB141-519, CIpB394-854 und ClpB519-854 wurden unter ,single turnover®
Bedingungen mit ATP inkubiert. Der relative Anteil des hydrolysierten ATPs wurde gegen die
Inkubationszeit aufgetragen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.5.6 dargestellt.
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Abb. 3.5.6 Single turnover ATPase-Aktivitit der AAA-Kassetten

A Analyse der ersten AAA-Kassette

Die Proteine (100 uyM) wurden bei 25°C mit ATP (50 uM) inkubiert. Der hydrolysierte ATP-Anteil wurde
nach TCA-Fallung mittels HPLC-Analyse bestimmt und gegen die Inkubationszeit aufgetragen.
Dargestellt sind ClpB141-393 (O) und ClpB141-519 (@®). Die ATP-Hydrolyse durch ClpB141-519 ist
sehr langsam und wurde nicht quantifiziert. Daher wurden nur die Ergebnisse von ClpB141-393 mit
einer einfachen Exponentialgleichung ausgewertet. Die Ratenkonstante betragt 2.3410% min™.

B Analyse der zweiten AAA-Kassette

Die Proteine (100 uM) wurden bei 25°C mit ATP (50 uM) inkubiert. Die Reaktion wurde mittels einer
Quench Flow Anlage untersucht, der Nukleotidgehalt mittels HPLC-Analyse bestimmt und gegen die
Inkubationszeit aufgetragen. Dargestellt sind ClpB519-854 (@) und ClpB394-854 (O). Die Messdaten
wurden mit einer Exponentialgleichung mit Offset ausgewertet. Die Ratenkonstanten betragen 0.14
sek™ fiir ClpB519-854 und 0.09 sek™ fiir ClpB394-854.
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Die Konstrukte der ersten AAA-Kassette zeigten eine geringere ATPase-Aktivitat als die
Konstrukte der zweiten AAA-Kassette. Zudem trat bei den Konstrukten der ersten AAA-
Kassette ein Effekt durch die Linkerdomane auf. Die ATPase-Aktivitat von ClpB141-394 (k =
2.3+1072 min'1) war hoher als die ATPase-Aktivitdt von ClpB141-519, die aufgrund der sehr
langsamen Reaktion nicht exakt bestimmt werden konnte. Dies bedeutet, dass durch den
Linker die ,single turnover® ATPase-Aktivitdt der ersten AAA-Kassette reduziert wird. In
Steady State ATPase Messungen sind jedoch beide Konstrukte inaktiv (siehe Abb. 3.5.9).
Die Konstrukte der zweiten AAA-Kassette hatten eine hohe ATPase-Aktivitdt unter den
getesteten Bedingungen. Daher wurden die Ratenkonstanten mittels einer Quench Flow
Apparatur untersucht. Es zeigte sich, dass in beiden Fallen bereits nach einer Reaktionszeit
von einer Sekunde fast die Halfte des ATPs hydrolysiert wurde. Diese ,Burst-Phase” vor dem
ersten Messpunkt wurde bereits bei CIpBAL beobachtet und deutet auf eine extrem schnelle
ATP-Hydrolyse durch einen Teil der Proteine hin. Aus dem beobachteten Zeitfenster (nach
einer Sekunde) wurden die Ratenkonstanten von 0.14 sek™ fiir CIpB519-854 und 0.09 sek™
fur ClpB394-854 bestimmt. Diese sind um den Faktor 300 héher als die fur die erste AAA-
Kassette bestimmten Werte. Die Ratenkonstanten von umgerechnet 6-8 min™ entsprechen
zudem der maximalen ATPase-Aktivitat des stimulierten ClpB Hexamers (siehe Abb. 3.3.4).
Die Linkerdomane hatte keinen Effekt auf die ATPase-Aktivitat der zweiten AAA-Kassette, da
sich ClpB394-854 und ClpB519-854 in ihrer Aktivitat nicht voneinander unterschieden.

Diese Versuche zeigten, dass die Linkerdoméne die Eigenschaften der ersten AAA-Kassette
deutlich beeinflusst, die Eigenschaften der zweiten AAA-Kassette jedoch unverandert |asst.
Dies wurde auch durch Untersuchungen zur Nukleotidbindung bestatigt. Die Konstrukte der
ersten AAA-Kassette hatten nur noch eine sehr geringe Affinitat zu Nukleotiden, so dass die
Affinitaten fir Mant-ADP und ADP nicht mehr durch Titrationsexperimente bestimmt werden
konnten. In der publizierten Struktur der ersten AAA-Kassette von ClpB aus E. coli war
ebenfalls kein Nukleotid gebunden (Li und Sha, 2002). Die Affinitaten von ClpB519-854 und
ClpB394-854 flr Nukleotide sind in Tabelle 3.5.1 dargestellt.

Clp519-854 | ClpB394-854 Tabelle 3.5.1 Nukleotiddissoziationskonstanten

ADP 15 09 (K4, UM) fiir die ClpB-Fragmente
) ) Die Affinitaten flr die modifizierten Nukleotide wurden

Mant-ADP | 0.07 0.06 durch Gleichgewichtstitrationen bestimmt, die Bindung

von ADP durch Verdrangungsexperimente untersucht.
ATP ) B Die Bindung von ATP wurde aufgrund der hohen

Mant-ATP | 1.5 1.9 ATPase-Aktivitat der Proteine nicht untersucht.

Die untersuchten Fragmente ClpB519-854 und ClpB394-854 zeigten noch hohe Affinitaten
fur die untersuchten Nukleotide. Das modifizierte Nukleotid wurde etwas starker gebunden
als die unmodifizierten Nukleotide. Die Kyi-Werte waren leicht niedrigerer als fur das

Wildtypprotein (siehe Tab. 3.3.2), was zeigt, dass die zweite AAA-Kassette eine hochaffine
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Nukleotidbindungsstelle besitzt. Dies bestatigt die Vermutung, dass die zweite AAA-Kassette
fur die Nukleotidbindung von ClpB verantwortlich ist.

Aufgrund der prasentierten Ergebnisse und der Beobachtung, dass ClpB141-519 wahrend
der Proteinaufreinigung deutlich stabiler als ClpB141-393 war (Daten nicht gezeigt), ist eine
Insertion des Linkers in die erste AAA-Kassette wahrscheinlich. Aufgrund dieser Ergebnisse
werden die erste AAA-Kassette und der Linker von ClIpB als funktionelle Einheit betrachtet.
Die erste AAA-Kassette umfasst daher die Aminosauren 141-519, die zweite AAA-Kassette

umfasst die Aminosauren 519-854.

3.5.4 Interaktionen der AAA-Kassetten von ClpB

Die Interaktionen der zwei AAA-Kassetten wurden durch die Charakterisierung der
Wechselwirkungen von ClpB141-519 und ClpB519-854 untersucht. Dies erlaubt eine
Zuordnung der verschiedenen Funktionen zu den einzelnen AAA-Kassetten. Als
Vergleichsprotein wurde CIpBAN benutzt, da es von der Grofle und der Domanenstruktur

einem moglichen Komplex aus ClpB141-519 und ClpB519-854 entspricht.

3.5.4.1 Komplexbildung der AAA-Kassetten

Um eine mogliche Interaktion der zwei AAA-Kassetten zu untersuchen, wurden
Gelfiltrationslaufe durchgefihrt. Die Ergebnisse der Experimente sind in Abbildung 3.5.7
dargestellt. Das Oligomerisierungsverhalten einer Mischung aus ClpB141-519 und ClpB519-
854 unterschied sich deutlich von den Elutionsprofilen der Einzelkomponenten. Bei der
Gelfiltration der Proteinmischung war eine Komplexbildung der Proteine zu beobachten. Im
Bereich der Retentionszeiten der Einzelproteine (ca. 70 Minuten) war nur ein geringer
Proteinpeak zu erkennen (siehe Abb. 3.5.5). In Abhangigkeit der lonenstarke und des
Nukleotids konnte der Proteinkomplex aus ClpB141-519 und ClpB519-854 Oligomere bis hin
zu Hexameren bilden. Wiederum stabilisierten ATP und eine geringe Salzkonzentration die
grofien Oligomere, ADP und Hochsalzbedingungen stabilisierten die kleineren oligomeren
Formen. Bei 500 mM KCI und 1 mM ADP entsprach die Retentionszeit (63 Minuten) einem
Protein mit einem Molekulargewicht von 90 kDa. Das kommt dem Molekulargewicht eines
Monomers des Proteinkomplexes aus ClpB141-519 und ClpB519-854 (80.5 kDa) sehr nahe.
Im Vergleich zur Oligomerisierung des Referenzproteins CIpBAN (siehe auch Abb. 3.3.2) war
die Oligomerisierung nur geringfiigig reduziert. So bildete der Proteinkomplex bei 1 mM KCI
und ADP hauptsachlich Trimere und weniger Hexamere im Vergleich zu CIpBAN.

Die Gelffiltrationsanalysen belegten, dass ClpB141-519 und ClpB519-854 einen Komplex
bilden. Dieser Proteinkomplex ist stabil und kann oligomerisieren. Das
Oligomerisierungsverhalten ahnelte dem Verhalten von CIpBAN. Fur die Oligomerisierung ist

somit die kovalente Verknipfung zwischen den AAA-Kassetten nicht essentiell.
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Abb. 3.5.7 Gelfiltrationsanalyse der Interaktion der AAA-Kassetten von ClpB

Die Proteine (je 50 uM) wurden mit 0.2 ml/min auf eine Sephadex S200 HR Saule injiziert. Die diinnen
Linien geben die Grenzen zwischen Monomeren (M), Dimeren (D), Trimeren (T) und hdheren
Oligomeren bis zu Hexameren (H) an (siehe Material und Methoden). ClpB141-519 mit ClpB519-854
(A) und CIpBAN (B) wurden mit Nukleotiden und verschiedenen Salzkonzentrationen analysiert:

ATP 1 mM KCI:(—) , ATP 200 mM KCI: (—), ATP 500 mM KCI: (—).

ADP 1 mM KCI: (), ADP 200 mM KCI: (—), ADP 500 mM KCI: (—).

3.5.4.2 ATPase-Aktivitat des Komplexes

Die Auswirkung der Komplexbildung von ClpB141-519 und ClpB519-854 auf die ATPase-
Aktivitdt wurde in den folgenden Experimenten untersucht. Zunachst wurde die ATPase-
Aktivitat des Komplexes unter ,single turnover® Bedingungen gemessen. Als
Referenzproteine wurden ClpB und CIpBAN untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.5.8 zusammengefasst. Verglichen mit den ,single turnover® ATPase-Aktivitdten der
Einzelkomponenten (siehe Abb. 3.5.6) zeigte sich eine Anderung der Aktivitdt durch die
Komplexbildung von ClpB141-519 und CIpB519-854. Die Aktivitat des Komplexes lag
oberhalb der Aktivitdt von ClpB141-519 und unterhalb der Aktivitat von ClpB519-854. Die
ATP-Hydrolyserate zeigte einen ahnlichen Verlauf wie bei CIpBAN und ClpB. Werden die
Messdaten mit einer Exponentialgleichung erster Ordnung ausgewertet, koénnen die
Ratenkonstanten bestimmt werden. Die Ratenkonstante des Komplexes ist den
Ratenkonstanten, die fir CIpBAN und CIpB bestimmt wurden, sehr ahnlich. Diese
Untersuchungen der ATPase-Aktivitaten zeigten, dass der Komplex aus ClpB141-519 und
ClpB519-854 eine ahnliche ,single turnover® ATPase-Aktivitdt wie CIpBAN und ClpB besitzt.

100 P . Abb. 3.5.8 Single turnover ATPase-Aktivitat
T des Komplexes aus ClpB141-519 und
9 80 ClpB519-845
°§ . A Die ATPase-Aktivitaten wurden untersucht wie
2 60 in Abb. 3.5.6A beschrieben. Dargestellt wurden
= i der Komplex aus ClpB141-519 und ClpB519-
] 40— 845 (O) sowie CIpB (O) und CIpBAN (O). Nach
o ] Auswertung mit einer Exponentialfunktion erster
= Ordnung wurden die Ratenkonstanten bestimmt.
20 Sie betragen 2.2 +10° min" fir den
7 Proteinkomplex, 3.2:10% min™ fiir CIpBAN und
04— T T T T T T T T fir 2.5+10% min™' fur ClpB.
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Abb. 3.5.9 ATPase-Aktivitaten der ClpB-Konstrukte

A Steady State ATPase-Aktivitat

ClpB141-519 (10 uM, M), CIpB519-854 (10 uM, O), CIpBAN (10 uM, O) und der Komplex aus
ClpB141-519 und ClpB519-854 (je 10 yM, O) wurden mit unterschiedlichen ATP-Konzentrationen bei
25°C inkubiert. Die beobachteten Ratenkonstanten wurden gegen die ATP-Konzentration aufgetragen
und mit der Hill-Gleichung ausgewertet.

B Stimulierung der ATPase-Aktivitdt von ClpB519-854

Die Stimulierung der ATPase-Aktivitdt von ClpB519-854 (10 yM) durch Poly-L-Lysin (@) und Casein
(O) wurde bei 25°C und 1 mM ATP unter Steady State Bedingungen gemessen. Die Aktivitaten sind
relativ zu der unstimulierten ATPase-Aktivitat gesetzt.

AnschlieRend wurde die Steady State ATP-Hydrolyserate des Komplexes und der
Referenzproteine untersucht. Die Messergebnisse sind in Abbildung 3.5.9A dargestellt.
ClpBAN zeigte die in Abschnitt 3.3.4 beschriebene ATPase-Aktivitdt. Der Komplex aus
ClpB141-519 und ClpB519-854 zeigte ebenfalls ATPase-Aktivitat. Bei niedrigeren ATP-
Konzentrationen war die ATP-Hydrolyserate geringer als fur das Vergleichsprotein CIpBAN,
bei hohen ATP-Konzentrationen naherten sich die Ratenkonstanten jedoch an. Die zweite
AAA-Kassette (ClpB519-854) war ebenfalls aktiv und zeigte eine relativ hohe ATPase-
Aktivitdt. Die isolierte erste AAA-Kassette (ClpB141-519) zeigte hingegen nur eine sehr
geringe ATPase-Aktivitat, die im Vergleich zu der zweiten AAA-Kassette um mehr als 90 %
reduziert war und im Bereich der ATPase-Aktivitdt der P-Loop Mutanten von ClpB lag
(Schlee et al., 2001).

Die ATPase-Aktivitaten von CIpBAN, ClpB519-854 und des Komplexes aus ClpB141-519 mit
ClpB519-854 zeigten einen sigmoiden Kurvenverlauf, wenn die Ratenkonstanten (k) gegen
die ATP-Konzentration aufgetragen wurden. Daher wurden diese Messungen mit der Hill-
Gleichung ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tabelle 3.5.2 angegeben.
Die Messwerte von ClpB141-519 wurden aufgrund der geringen Aktivitat nicht ausgewertet.
ClpB519-854 zeigte eine allosterische ATPase-Aktivitat. Der Hill-Koeffizient (Nn) von 2.0
belegt, dass mindestens zwei aktive Zentren an der ATPase-Reaktion beteiligt sind. Dies
kann mit der Dimerisierung des Proteins erklart werden, die in den Gelfiltrationslaufen

beobachtet wurde. Die maximale ATPase-Aktivitat (ko) betragt 6.8 min™.
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Tabelle 3.5.2 Analyse der Steady State ATPase-Aktivitaten der Proteine
Die Messdaten wurden mit der Hill-Gleichung ausgewertet.

Keat (Min™) | Km (mM) | Hill-Koeffizient
ClpB519-845 6.8 0.73 2.0
ClpB141-519+ClpB591-854 | 7.7 23 3.2
ClpBAN 7.5 0.76 2.0

Die ATPase-Aktivitat von CIpBAN zeigte den zuvor beschriebenen sigmoiden Verlauf (siehe
Abschnitt 3.3.4). Die maximale ATPase-Aktivitat (k) wurde bereits bei niedrigeren ATP-
Konzentrationen erreicht. Der Komplex aus ClpB141-519 und ClpB519-854 zeigte ebenfalls
eine allosterische ATPase-Aktivitat. Die maximale ATPase-Aktivitat (kcat) von 7.7 min’" ist im
Bereich des ke.-Werts von CIpBAN (7.5 min™). Sie wurde jedoch erst bei hdheren ATP-
Konzentrationen erreicht. Dies spiegelt sich auch in dem hohen Km-Wert wider. Der Hill-
Koeffizient des Komplexes aus ClpB141-519 und ClpB519-854 von 3.2 ist hdher als bei
ClpBAN (Nj: 2.0). Dies deutet auf eine weniger starke Kopplung der beteiligten aktiven
Zentren des Komplexes hin. Diese schwachere Kopplung kann durch die nicht mehr
existierende kovalente VerknlUpfung der beiden AAA-Kassetten erklart werden.

Die ATPase-Aktivitat von ClpB519-854 konnte zudem durch Poly-L-Lysin stimuliert werden,
obwohl diese AAA-Kassette keine Chaperonfunktion mehr besitzt (Abb. 3.5.9B). Dieses
Verhalten der ATPase-Aktivitat gleicht dem Verhalten des Wildtypproteins und CIpBAN. Da
ClpB519-854 die N-terminale Domane von ClpB nicht besitzt, ist die Stimulierung durch
Casein schwacher. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Poly-L-Lysin die ATPase-Aktivitat
der zweiten AAA-Kassette stimuliert. Eine Kommunikation zwischen den beiden AAA-

Kassetten ist fur eine Stimulierung der ATPase-Aktivitat somit nicht notwendig.

3.5.4.3 Chaperonaktivitat des Komplexes

Die bisher untersuchten biochemischen Eigenschaften des Komplexes aus ClpB141-519 und
ClpB519-854 wiesen auf eine groRe Ahnlichkeit mit CIpBAN hin. Die Chaperonaktivitat des
Komplexes wurde daher in den zuvor etablierten Rickfaltungsassays untersucht und mit
ClpBAN verglichen. Die etablierten Substratproteine wurden ohne Chaperone denaturiert
und dann mit den Chaperonen zurlckgefaltet. Die Ergebnisse der Ruckfaltungsexperimente
sind in Abbildung 3.5.10 dargestellt.

Denaturierte a-Glucosidase konnte von CIpBAN in Kooperation mit dem DnaK-System
zurtckgefaltet werden. In diesem Experiment betrug die Ausbeute nach 90 Minuten ca. 25 %
der Ausgangsaktivitdt. Der Komplex aus ClpB141-519 und CIpB519-854 zeigte eine, im
Vergleich zu CIpBAN, identische Chaperonaktivitat. Die einzelnen AAA-Kassetten ClpB141-

519 bzw. ClpB519-854 hatten keine Chaperonaktivitdt mehr, so dass in diesen Ansatzen nur
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die durch das DnaK-System reaktivierte Aktivitdit gemessen wurde (ca. 2 %). Ohne
Chaperone wurde keine a-Glucosidaseaktivitat detektiert.

GPDH wurde als zweites Substratprotein eingesetzt. Bei Inkubation mit ClpBAN und dem
DnaK-System wurde in diesem Experiment nach 90 Minuten eine Rickfaltungsausbeute von
45 % erzielt. Der Komplex aus ClpB141-519 und ClpB519-854 zeigte erneut eine identische
Chaperonaktivitat wie CIpBAN. Die einzelnen AAA-Kassetten waren inaktiv. In diesen
Ansatzen und in den Ansatzen des DnaK-Systems allein wurden 10 % des Substrats
reaktiviert. Ohne Chaperone war nur geringe Enzymaktivitat detektierbar.
Harnstoffdenaturierte Luciferase wurde ebenfalls als Substrat eingesetzt. Nach
Denaturierung wurde Luciferase in den Assaypuffer mit vorgelegten Chaperonen verdinnt.
Die Lumineszenz wurde als Mal fir die Aktivitat der Luciferase verwendet. In diesem Assay
zeigte CIpBAN eine etwas hohere Chaperonaktivitat verglichen mit dem Komplex aus
ClpB141-519 mit ClpB519-854. Der maximal gemessene Lumineszenzwert bei Inkubation
des Substrats mit dem Proteinkomplex betrug 71 % des Maximalwerts in Anwesenheit von
ClpBAN. Die Lumineszenz dieser Ansatze stieg zudem unmittelbar nach Reaktionsbeginn an
und erreichte den Maximalwert nach ca. 100 Minuten. Die reduzierte Aktivitat des
Proteinkomplexes kann mit der geringeren ATPase-Aktivitat im Vergleich zu CIpBAN bei der
verwendeten ATP-Konzentration von 1 mM erklart werden. Die isolierten AAA-Kassetten
zeigten keine Chaperonfunktion mehr, sie inhibierten jedoch das DnaK-System nicht. Das
DnaK-System allein erreichte erst nach 500 Minuten den hdchsten Lumineszenzwert und
hatte zu Beginn eine Verzégerungsphase von ca. 30 Minuten.

Als viertes Substratprotein wurde LDH mit N-terminalem His-Tag verwendet. CIpBAN konnte
ca. 40 % der LDH-Aktivitat nach Hitzedenaturierung reaktivieren. Nach 90 Minuten zeigte der
Komplex aus ClpB141-519 mit ClpB519-854 63 % der Aktivitdt von CIpBAN. In diesem
Assay konnte das DnaK-System alleine 3.6 % der Substrataktivitdt wieder herstellen. Diese
Aktivitdt wurde auch in Anwesenheit der einzelnen AAA-Kassetten mit dem DnaK-System
erreicht. Ohne Chaperone war keine LDH-Aktivitat messbar.

Fur die Charakterisierung der Chaperonaktivitat des Komplexes aus ClpB141-519 und
ClpB519-854 wurden vier Substrate eingesetzt. In den Rickfaltungsassays zeigte der
Proteinkomplex zwischen 63 und 100 % der Aktivitat von CIpBAN. Der Komplex konnte bis
zu 50 % der Ausgangsaktivitat der Substrate wiederherstellen. Dies zeigt eindeutig, dass die
kovalente Verknipfung der beiden AAA-Kassetten nicht notwendig flr die Chaperonfunktion
von ClpB ist. Die einzeln eingesetzten AAA-Kassetten besitzen keine Chaperonaktivitat
mehr. Der Verlust der Chaperonaktivitdt von ClpB hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Aktivitdt des DnaK-Systems.
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Abb. 3.5.10 Riickfaltungsaktivitat des Komplexes aus ClpB141-519 und ClpB519-845

Die Ruckfaltung der denaturierten Substrate erfolgte ohne Chaperone (—), mit dem DnaK-System (—),
mit dem DnaK-System mit CIpBAN (—), mit dem DnaK-System mit dem Komplex aus ClpB141-519
und ClpB519-854 (—), mit dem DnaK-System mit ClpB141-519 (- ) und mit dem DnaK-System mit
ClpB519-854 (—). Die Konzentration der ClpB-Fragmente betrug jeweils 0.5 uM.

A Riickfaltung von a-Glucosidase

a-Glucosidase (0.1 uM) wurde 10 Minuten bei 75°C denaturiert. Die Riickfaltung erfolgte bei 55°C. Die
Aktivitat wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zur Aktivitat vor der
Denaturierung angegeben.

B Riickfaltung von GPDH

GPDH (0.2 uM) wurde 7% Minuten bei 75°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C Die
Aktivitdt wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zur Aktivitdt vor der
Denaturierung angegeben.

C Riickfaltung von Luciferase

Luciferase (10 uM) wurde 30 Minuten bei RT mit 7 M Harnstoff denaturiert. Die Ruckfaltung erfolgte
nach Verdiinnung bei 25°C. Die Lumineszenz wurde in einem kontinuierlichen System gemessen.

D Riickfaltung von LDH

LDH (0.2 uM) wurde 30 Minuten bei 80°C denaturiert. Die Rickfaltung erfolgte bei 55°C. Die Aktivitat
wurde an den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und ist relativ zur Aktivitdt vor der Denaturierung
angegeben.
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In diesem Abschnitt wurden die Position und Funktion der Linkerdomédne sowie die
Struktur und die Interaktionen der AAA-Kassetten von ClpB untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Linkerdomane essentiell fir die
Chaperonfunktion ist, obwohl sie vermutlich nicht die Substratbindestelle darstellt.
Ohne Linkerdomaine ist die Oligomerisierung von ClpB reduziert, die ATPase-Aktivitat
ist jedoch hoher. Im Vergleich zum Wildtypprotein hatte CIpBAL eine entkoppelte
ATPase-Aktivitat. In Steady State Messungen wurde bei geringeren ATP-
Konzentrationen die maximale Geschwindigkeit erreicht, und die ,single turnover*
ATPase-Aktivitat ist um den Faktor 300 erhoht. Dies belegt, dass die Linkerdomane fiir
die Regulation der ATP-Hydrolyse und fiir die Kommunikation zwischen den aktiven
Zentren wichtig ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die Linkerdomane in die erste AAA-Kassette inseriert
ist und die untersuchten Aktivitaten der ersten AAA-Kassette beeinflusst. Daher kann
die Linkerdoméane mit der ersten AAA-Kassette als Einheit betrachtet werden.

Eine Charakterisierung der so definierten AAA-Kassetten zeigte, dass die erste AAA-
Kassette weniger aktiv in den ATPase-Assays war und schwach Nukleotide band. Die
zweite AAA-Kassette zeigte jedoch eine hohe Affinitdt fiir Nukleotide und eine sehr
hohe ATPase-Aktivitat, insbesondere in den ,,single turnover® Messungen.

Bei Gelfiltrationsanalysen wurde gezeigt, dass die beiden AAA-Kassetten miteinander
interagieren. Es bildete sich ein Proteinkomplex, der wie das Referenzprotein CIpBAN
oligomerisieren konnte, obwohl die einzelnen AAA-Kassette nur Dimere bildeten.
Dieser Proteinkomplex hatte zudem eine dhnliche ,single turnover“ ATPase-Aktivitat
wie CIpBAN. Die Steady State ATPase-Aktivitit war bei niedrigeren ATP-
Konzentrationen reduziert, erreichte bei hohen ATP-Konzentrationen jedoch den Wert
von CIpBAN. Das allosterische Signal kann somit auch ohne die kovalente Verbindung
zwischen den AAA-Kassetten weitergeleitet werden.

Die Chaperonaktivitit des Komplexes aus ClpB141-519 und ClpB519-854 wurde mit
den in dieser Arbeit etablierten Substraten getestet. Der Proteinkomplex besaR
Aktivitadt in allen benutzten Riickfaltungsassays. Es wurden zwischen 63 und 100 %
der Aktivitidt von CIpBAN beobachtet.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die kovalente Verbindung der beiden AAA-Kassetten

nicht essentiell fiir die Chaperonfunktion von ClpB ist.
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4. Diskussion

ClpB wurde urspriinglich als Thermotoleranzfaktor in S. cerevisiae identifiziert, der das
Uberleben bei erhdhten Temperaturen ermdglicht. In Kooperation mit dem DnaK-System
reaktiviert ClpB zuvor aggregierte Proteine (Parsell et al., 1994b). ClpB gehdrt zu der AAA+-
Proteinsuperfamilie und besitzt zwei AAA-Kassetten. Der ersten AAA-Kassette geht eine N-
terminale Domane voraus, deren Funktion bisher nicht charakterisiert wurde. Zusatzlich ist
eine Linkerregion zwischen den AAA-Kassetten vorhanden (Schirmer et al., 1996). Im
Rahmen dieser Diskussion werden die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit im Kontext der

aktuellen Literatur diskutiert.

4.1 Optimierung der Chaperonkonzentrationen

Das Chaperonnetzwerk aus dem DnaK-System und ClpB wurde flr die Rickfaltung von vier
Substratproteinen verwendet (siehe Abschnitt 3.1). Die optimierten Chaperonverhaltnisse
des DnaK-Systems waren bei allen getesteten Substraten gleich, bei Luciferase wurde flr
die hochste Ausbeute jedoch die doppelte Chaperonmengen eingesetzt. Eine weitere
Erhéhung der Chaperonkonzentrationen hatte keinen Einfluss mehr auf die
Ruckfaltungsausbeute. Die DnaK-Konzentration (1.6 uM) war hdher als die Konzentrationen
der Kochaperone DnaJ (0.4 uM) und GrpE (0.2 uM). Die substéchiometrischen Mengen der
Kochaperone wurden auch fur das DnaK-System aus E. coli als optimal fur in vitro
Ruckfaltungen bestimmt (Pierpaoli et al., 1998).

Bei geringeren Konzentrationen von GrpE und DnaJ nahm die Ausbeute der Rickfaltung ab.
Vermutlich sind diese Konzentrationen der Kochaperone nicht mehr in der Lage den
Funktionszyklus von DnaK produktiv zu steuern. Dieser Effekt kann auch die Beobachtung
erklaren, dass sehr hohe DnaK-Konzentrationen keinen positiven Effekt mehr auf die
Ruckfaltung haben.

Die optimale DnaK-Konzentration war héher als die eingesetzte Substratkonzentration in den
Assays. Eventuell bindet DnaK als Trimer an Substrate, da bereits ein trimerer DnaK-DnaJ
Komplex aus T. thermophilus isoliert wurde (Motohashi et al., 1994). Eine weitere Erklarung
fur diesen notwendigen Konzentrationsliberschuss kénnte in einer geringen Affinitat fir einen
Teil der Substrate liegen. Ohne DnaK war keine Rickfaltung der Proteinaggregate maoglicht,
was erneut die Bedeutung des Chaperons flir die Reaktivierung von Aggregaten zusammen
mit ClpB zeigt.

DnaJ war notwendig fir die Rickfaltung der Substrate mit dem DnaK-System. Da DnadJ nicht
die ATPase-Aktivitat von DnaK stimuliert, ist es vermutlich fir die Rekrutierung von
Substraten notwendig. Von DnaJ aus E. coli wurde eine DnaK-unabhangige Bindung an
Substrate mit hoher Affinitat berichtet (Rudiger et al., 2001). Hohe DnaJ-Konzentrationen

inhibieren die Substratrickfaltung des Chaperonsystems. Diese Inhibierung der Ruickfaltung
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kann durch eine kompetitive Bindung von DnaJry, an Substrate von DnaKqy, erklart werden.
Die so gebundenen Substrate kdnnen bei einem DnaJ-Uberschuss nicht mehr an DnaK
Ubergeben werden und werden somit nicht mehr zuriickgefaltet. Eine Inhibierung aufgrund
eines Missverhaltnisses zwischen Stimulation der ATPase-Aktivitat und Nukleotidfreisetzung
scheidet aus, da DnaJry, die ATPase-Aktivitat von DnaKqy, nicht stimuliert.

GrpE wird nur in katalytischen Mengen fiir die optimale Rickfaltung der Substrate bendtigt.
Die Freisetzung von Nukleotiden aus DnaK wird durch GrpE stark beschleunigt, so dass die
ATP-Hydrolyse durch DnaK wieder ratenlimitierend ist. Auch ohne GrpE ist eine Teilaktivitat
des DnaK-Systems vorhanden, obwohl der unstimulierte Nukleotidaustausch sehr langsam
ist (Groemping et al., 2001). Eventuell beschleunigen gebundene Peptide die
Nukleotidfreisetzung von DnaK und ermoglichen so einen funktionellen Chaperonzyklus
(Theyssen et al., 1996). Der negative Effekt von sehr hohen GrpE-Konzentrationen kann
durch Interaktionen von GrpE mit der Substratbindestelle von DnaK erklart werden (Mehl et
al., 2001).

Die optimale ClpB-Konzentration war bei drei Substraten 1.0 uM, flr eine optimale
Ruckfaltung von Luciferase wurde 0.5 uM ClIpB eingesetzt. Die Ausbeute der Riickfaltung ist
bei niedrigen Substratkonzentrationen, wie sie bei den Standardtests eingesetzt wurden,
relativ unempfindlich gegenlber der Konzentration von ClpB. Wird das Hexamer von ClpB
als aktive Form angesehen, lag ClpB nicht im Uberschuss zu den Substraten vor. Dies
deutet auf einen nicht-permanenten Komplex von ClpB mit den Substraten hin. Bei einer
reinen ,holder‘-Funktion, durch die Substrate dem DnaK-System von ClpB prasentiert
wirden, hatten hoéhere ClpB-Konzentration einen positiven Effekt auf die
Riickfaltungsreaktion, da mehr Substrate einem DnaK-Uberschuss prasentiert werden
konnten. Hohe ClpB-Konzentrationen inhibierten jedoch die Rickfaltung der denaturierten
Proteine. Diese Beobachtung kann durch mehrere Mechanismen erklart werden. Zum einen
kdnnte eine kompetitive Bindung der Substrate zwischen CIpB bzw. DnaK das
Chaperonsystem inhibieren. Allerdings trat bei den Optimierungsexperimenten trotz hoher
ClpB-Konzentrationen niemals eine komplette Inhibierung der Rickfaltung auf. Daher ist es
wahrscheinlicher, dass bei sehr hohen ClpB-Konzentrationen und langer Inkubationszeit die
ATP-Menge limitierend wird.

Das Chaperonnetzwerk arbeitete bei allen getesteten Substraten mit &hnlichen
Konzentrationen optimal. Daher scheinen die optimalen Chaperonkonzentrationen nicht von
der Art des eingesetzten Substrates abhangig zu sein. Das ist ein Hinweis auf eine breite
Substratspezifitdt des DnaK-Systems in Kooperation mit ClpB in vitro, die auch in vivo
beschrieben wurde (Mogk et al., 1999).
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4.2 Substraterkennung und Ruckfaltungsausbeuten des

Chaperonsystems

Die Substratspezifitdit des Chaperonsystems wurde mit vier Substraten untersucht, die mit
Ausbeuten zwischen 40 und 70 % zurlickgefaltet wurden. LDH, GPDH und a-Glucosidase
wurden hitzedenaturiert, Luciferase wurden mit Harnstoff denaturiert. Die Ausbeuten der
Ruckfaltung von Substraten hangen stark von der Art und Dauer der Denaturierung ab, da
sich unterschiedlich grolte Aggregate bilden konnen (Diamant et al., 2000). Bei
Denaturierung mit GdnHCI aggregiert die denaturierte Luciferase nicht, so dass das DnaK-
System alleine effektiv zurtickfalten kann (Groemping, 2000). Bei Harnstoff und Hitze als
Stressausléser kommt es jedoch zu einer Aggregation des denaturierten Proteins. Bei der
anschlielenden RiUckfaltung der Luciferase hatte ClpB einen positiven Effekt auf die
Ruckfaltungsausbeute. Bei vorhergehender Hitzedenaturierung war ClpB fir die produktive
Ruckfaltung von Luciferase essentiell. Die Ruckfaltung von harnstoffdenaturierter Luciferase
wurde als eine Standardreaktion in dieser Arbeit eingesetzt, weil bei der Hitzedenaturierung
die Gesamtausbeute der Reaktivierung gering war. Luciferase als eukaryontisches Protein
war das empfindlichste Substrat mit der schnellsten Inaktivierung durch die getesteten
Stressfaktoren. Wurden nach Harnstoffdenaturierung bis zu 40 % der Aktivitat reaktiviert, war
dieser Prozentsatz nach Hitzedenaturierung deutlich geringer (< 5 %). Bei der Rulckfaltung
von hitzedenaturierter Luciferase erwies sich das thermophile Chaperonsystem als effizienter
als das mesophile E. coli Chaperonsystem (Groemping, 2000). Thermophile Chaperone
scheinen somit flir Renaturierung von hitzedenaturierten Proteinen besonders geeignet zu
sein. Dies kann mit ihrem natirlichen Lebensraum in heiflen Quellen in Verbindung stehen,
wo ein Hitzeschock eine wahrscheinliche Stressbedingung ist. Daher sind Chaperone aus
thermophilen Organismen vermutlich auf hitzedenaturierte Substrate spezialisiert.

Die drei prokaryontischen Proteine (LDH, a-Glucosidase, GPDH) wurden aus diesem Grund
fur die Untersuchungen mit Hitzeschock denaturiert. Die optimale Rickfaltungstemperatur
war bei den Proteinen identisch mit der Wachstumstemperatur des Herkunftsorganismus B.
stearothermophilus. Dies deutet auf eine Optimierung der Faltung an die
Lebensbedingungen des Herkunftsorganismus hin.

In allen vorgestellten Untersuchungen wurde das denaturierte Protein nicht vollstandig
zurlckgefaltet. Der nicht reaktivierbare Anteil der Proteine aggregierte vermutlich so stark,
dass auch das Chaperonsystem aus ClpB und dem DnaK-System nicht mehr in der Lage
war die Aggregate aufzuldsen (Diamant et al., 2000). Dies erklart auch, warum hohere
Chaperonmengen keinen positiven Effekt auf die Rickfaltung haben. In Abbildung 4.1 ist der
Vorgang der Proteinaggregation schematisch dargestellt.

Die Aufteilung der denaturierten Proteine in verschiedene Gruppen von Substraten erklart

die Ausbeute des Chaperonsystems. Bei denaturierten, aber nicht aggregierten Proteinen,
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Abbildung 4.1 Aggregation von Proteinen

Die native Proteinstruktur wird durch die Denaturierung aufgelost. Die Aggregation verlauft in der
Regel Uber ein aggregationsfahiges, entfaltetes Intermediat.

Das DnaK-System kann nur entfaltete aber nicht aggregierte Proteine rickfalten (3). Mit ClpB kénnen
auch Aggregate reaktiviert werden (2), wenn eine kritische GréRe der Aggregate jedoch Uberschritten
ist dies nicht mehr moglich (1).

3

wie GdnHCI-denaturierte Luciferase, kann das DnaK-System alleine effektiv arbeiten. Mit
ClpB koénnen zusatzlich grélRere Aggregate reaktiviert werden. Die durchgefiihrten
Lichtstreuungsmessungen bestatigen die Aggregation der Substratproteine durch
Hitzedenaturierung. Ist eine gewisse GroRRe der Aggregate jedoch Uberschritten, kdnnen die
Aggregate auch in Kooperation mit ClpB nicht mehr vom DnaK-System reaktiviert werden.
Die Hohe der Rickfaltungsausbeute zwischen den Ansatzen des DnaK-Systems mit und
ohne ClpB war zudem sehr unterschiedlich. Durch ClpB wurde die Ausbeute in der Regel um
einen Faktor von 10 erhéht. Der groRe Effekt deutet daraufhin, dass ClpB direkt mit den
Substraten interagiert. Diese direkte Interaktion von ClpB mit Substraten konnte fiir LDH aus
B. stearothermophilus gezeigt werden. ClpB besitzt somit eine Substratbindestelle flr
denaturierte Proteine, allerdings scheint diese Wechselwirkung schwach ausgepragt zu sein
und von dem gebundenen Nukleotid beeinflusst zu werden.

Eine Konsensussequenz fur Substrate von ClpB ist bisher nicht identifiziert worden. Die hier
vorgestellten Substrate unterscheiden sich in ihrer Gro3e von LDH mit N-terminalen His-Tag
(337 Aminosauren, 37 kDa), GPDH (497 Aminosauren, 57 kDa) Luciferase (550
Aminosauren, 61 kDa) bis zu a-Glucosidase (555 Aminosauren, 65 kDa). Zusatzlich sind die
oligomeren Formen der Proteine unterschiedlich. So sind a-Glucosidase und Luciferase als
Monomere aktiv, LDH und GPDH bilden Tetramere aus (Okuno et al., 1985; Takii et al.,
1992; Conti et al., 1996; Halliwell et al., 2001). Trotz dieser Unterschiede werden die

Substrate mit ahnlichen Ausbeuten zurlickgefaltet. Daher missen die Aggregate dieser
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Proteine gemeinsame Eigenschaften besitzen. Diese gemeinsamen Merkmale werden dann
von ClpB erkannt werden.

Fur Hsp104, das S. cerevisiae Homolog von ClpB, wurden lysinreiche und unstrukturierte
Bereiche als Erkennungsmotive postuliert (Cashikar et al., 2002). Das synthetische
Polypeptid Poly-L-Lysin wurde daher als Substratanalogon von ClpB verwendet. Die Struktur
von Poly-L-Lysin ist stark abhangig vom pH-Wert der Ldsung. Bei physiologischen pH-
Werten liegt Poly-L-Lysin als ,random coil“ vor und kann somit einem naturlichen Aggregat
ahneln (Cashikar et al., 2002; Paynter und Russell, 2002). Der Lysingehalt der verwendeten
Substratproteine von ClpB ist in Tabelle 4.1 angegeben.

Tabelle 4.1 Lysingehalt der eingesetzten Substrate

Protein Lysingehalt (%)
a-Glucosidase | 5.2 %
Luciferase 7.3 %
GPDH 5.0 %
LDH 4.2 %

Alle eingesetzten Substrate wiesen einen Lysingehalt auf, der im Bereich des statistischen
Auftretens der Aminosaure in Proteinen liegt (5.8 %) und Poly-L-Lysin stimuliert die ATPase-
Aktivitdt von ClpB starker, als es mit natirlichen Substraten beobachtet werden konnte.
Damit sind lysinreiche Regionen als alleiniges Erkennungsmerkmal von Substraten durch
ClpB von T. thermophilus somit unwahrscheinlich. Diese Ergebnisse lassen Zweifel an der
Funktion von Poly-L-Lysin als Substratanalogon von ClpB zu. Eventuell ist Poly-L-Lysin kein
Substratanalogon, sondern ein unspezifisches Stimulans der ATPase-Aktivitat der zweiten
AAA-Kassette. Da Poly-L-Lysin nicht das entscheidende Merkmal der Substraterkennung ist,
mussen andere Faktoren die Spezifitat der Bindung verursachen.

Ein mdogliches Erkennungskriterium von Substraten durch ClpB sind Kontakte zum
Peptidrickgrat, da die  Carbonyl- und  Aminogruppen  normalerweise  mit
Wasserstoffbrickenbindungen im Innern des Proteins abgesattigt sind. Interaktionen mit
hydrophoben Seitenketten kdnnten die Bindung zusatzlich stabilisieren. Dieses allgemeinere
Erkennungsmerkmal wirde eine Erkennung von unterschiedlichen Substratproteinen, wie sie
in den Experimenten beobachtet wurde, erklaren.

Dieses Bindungsmotiv ahnelt vermutlich jedoch nicht dem Bindungsmotiv des DnakK-
Systems, weil sonst ein starkerer Wettbewerb zwischen den Chaperonen um Substrate
auftreten wirde. Diese Kompetition wurde in den durchgefihrten Messungen jedoch nicht
beobachtet. Zudem muss ClpB in der Lage sein, zwischen nativen Proteinstrukturen und
Aggregaten zu unterscheiden. Denn nur Aggregate werden gebunden und zuriickgefaltet.

Native Proteine haben auch keinen inhibierenden Effekt auf die Rickfaltung.
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4.3 Funktion des C-Terminus

Die a-helikale Domane der zweiten AAA-Kassette ist bei ClpB aus E. coli an der
Nukleotidbindung, ATP-Hydrolyse und Oligomerisierung beteiligt (Barnett et al., 2000; Mogk
et al., 2003). Bei HslU ist sie ebenfalls an Kontakten zwischen den Protomeren beteiligt und
fur die Oligomerisierung notwendig (Sousa et al., 2000).

Wurde diese Domane bei ClpB aus T. thermophilus entfernt, war das Protein in allen
getesteten Funktionen stark eingeschrankt (siehe Abschnitt 3.4). Die a-helikale Doméane
scheint fur die Oligomerisierung von CIpB notwendig zu sein. Ist die Oligomerisierung des
Proteins eingeschrankt, werden auch die weiteren Funktionen (Nukleotidbindung, ATPase-
Aktivitat, Chaperonfunktion) von ClpB beeintrachtigt. Dies deutet auf eine ahnliche Funktion
dieser Domane von ClpB aus E. coli und T. thermophilus hin, obwohl sich die Eigenschaften
der AAA-Kassetten zwischen diesen Proteinen deutlich unterscheiden.

Eine modulierende Wirkung der helikalen Domane der zweiten AAA Doméane auf den
Nukleotidzyklus von CIlpB wird durch das Fragment ClpB1-845 unterstiitzt. Dieses um 9
Aminosauren verklrzte Protein bindet Nukleotide um den Faktor 10 starker als das
Wildtypprotein (siehe Tab. 3.4.1). Den C-terminalen Aminosauren wird aufgrund der
bekannten Strukturen der AAA-Kassetten keine direkte Interaktion mit dem Nukleotid
zugeschrieben (Lenzen et al.,, 1998; Sousa et al., 2000; Li und Sha, 2002; Guo et al.,
2002). Eventuell wird durch das Abtrennen von 9 Aminosauren die Orientierung der helikalen
Domane relativ zu der vorhergehenden Domane der AAA-Kassette verandert und dadurch
die Nukleotidbindung erleichtert. Die bekannten Kristallstrukturen zeigen diese Variabilitat in
der Position der Domanen zueinander. Durch das weitere Verkirzen der C-terminalen
Domane wird dann die Nukleotidbindung stark reduziert. Eventuell wird bei ClpB1-828
aufgrund der Deletion die Position der C-terminalen Domane so verandert, dass die
Bindestelle des Nukleotids beeintrachtigt wird. Wird die komplette Domane entfernt, ist die
Nukleotidbindung kaum detektierbar und die ATPase-Aktivitdt kaum messbar. Dies kann mit
dem Fehlen der Aminosauren der helikalen Doméane erklart werden, die Kontakte zum
Nukleotid ausbilden, wie zuvor auch bei ClpA gefunden wurde (Guo et al., 2002). Obwohl
bei ClpB und CIpA aus E. coli sowie tendenziell auch bei ClpB aus T. thermophilus die erste
AAA-Kassette wichtiger fir die Oligomerisierung ist, liegt CIpBAC als Monomer vor (Abb.
3.4.2). In diesem Punkt gleicht ClpB aus T. thermophilus dem E. coli Protein. Dies zeigt
erneut die Bedeutung beider AAA-Kassetten fiir die Oligomerisierung und ATPase-Aktivitat
von ClpB (Barnett et al.,, 2000; Schlee et al., 2001).
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Abbildung 4.2 Struktur der zweiten AAA-Kassette von CipB

Die Struktur der zweiten AAA-Kassette von CIpB (Aminosauren 542-854) wurde mittels des
Programms SWISS-Model und der Struktur von CIpA gemodelt. Das Oberflachenpotential wurde
mittels des Programms GRASP berechnet. Negative Ladungen sind rot, positive Ladungen sind blau
dargestellt. Die beiden Bilder geben die Seitenansicht wider und sind um 180° zueinander gedreht.

Bei ClpA und ClpX wurde eine Substratbindung an der helikalen Domane der zweiten AAA-
Kassette gezeigt. Bei Hsp104 konnte der Poly-L-Lysin bindende Bereich dort lokalisiert
werden, woraus ebenfalls eine Substratbindestelle abgeleitet wurde (Smith et al., 1999;
Cashikar et al., 2002). Bei ClpB ist die Substratbindestelle jedoch noch nicht eindeutig
identifiziert worden.

Bei ClpB aus T. thermophilus kann die isolierte zweite AAA-Kassette mit Poly-L-Lysin
stimuliert werden, jedoch erst mit hdheren Konzentrationen als das Wildtypprotein. Daher
liegt es nahe auch bei CIpB die helikale Domane der zweiten AAA-Kassette als Poly-L-Lysin-
Bindestelle anzunehmen. Anhand der bekannten Struktur von ClpA und aufgrund der hohen
Sequenzidentitat zwischen ClpB und CIpA wurde die Struktur der helikalen Domane der
zweiten AAA-Kassette berechnet (Guo et al., 2002). Dieses Modell ist in Abbildung 4.2
dargestellt. In der Abbildung ist ein kleiner, negativ geladener Bereich an der
Proteinoberflache erkennbar. Dieser Bereich liegt jedoch nicht ausschlieRlich in der helikalen
Subdoméne der zweiten AAA-Kassette, sondern schlie3t die vorhergehende Domane ein.
Dieser Bereich konnte eventuell die Poly-L-Lysin Bindestelle sein.

Die relativ schwache negative Ladung und die geringe Ausdehnung dieses Bereichs kénnte
die im Vergleich zu Hsp104 (Faktor 14) schwachere Stimulierung von ClpB (Faktor 2.5)
durch Poly-L-Lysin erklaren (Cashikar et al., 2002). Eventuell missen flr eine optimale
Bindung von Poly-L-Lysin Oligomere von CIpB gemeinsam eine negativ geladene
Bindestelle formen. Dies wird durch die Notwendigkeit von hoéheren Poly-L-Lysin
Konzentrationen fir die Stimulierung des dimeren ClpB519-854 bestatigt. Dieses ClpB-
Fragment kann mit Poly-L-Lysin stimuliert werden, obwohl es inaktiv in Rickfaltungsstudien

ist und die ATPase-Aktivitat nicht von Substraten stimuliert wird (Daten nicht gezeigt). Daher
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haben Substrate und Poly-L-Lysin eventuell unterschiedliche Effekte auf die ATPase-Aktivitat
des Proteins.

Betrachtet man die Unterschiede zwischen natirlichen Substraten und dem synthetischen
Polypeptid Poly-L-Lysin sowie das Oberflachenpotential des Models, kann bei ClpB aus T.
thermophilus weder eine Substratbindestelle noch die Poly-L-Lysin-Bindestelle eindeutig im

C-terminalen Bereich der zweiten AAA-Kassette identifiziert werden.

4.4. Effizienz der Ruckfaltungsreaktion

Anhand von zwei Substratproteinen wurde die energetische Bilanz der Rickfaltungsreaktion
des DnaK-ClpB-Systems bestimmt. Denaturierte a-Glucosidase und GPDH wurden durch
das Chaperonnetzwerk aus DnaK-System und ClpB mit Ausbeuten zwischen 40 % und 70 %
zurlckgefaltet. Durch die Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die eingesetzten
Substratproteine die ATPase-Aktivitat von ClpB und DnaK nur geringfligig stimulieren und
diese Stimulation erst bei hohen Substratkonzentrationen auftritt. Die insgesamt geringe
Stimulation der ATPase-Aktivitat durch Substrate ist Uberraschend, weil die als
Modelsubstrate von ClpB/Hsp104 etablierten Polypeptide Casein und Poly-L-Lysin die
ATPase-Aktivitat deutlich stimulieren (Motohashi et al., 1999; Barnett et al., 2000; Cashikar
et al.,, 2002; Liu et al., 2002). Bei ClpB aus T. thermophilus wird die ATPase-Aktivitat durch
geringe Konzentrationen von Casein oder Poly-L-Lysin um den Faktor 2-3 gesteigert. Bei der
maximal getesteten Substratkonzentration tritt jedoch nur eine geringe Stimulation von ca. 50
% auf. Dies zeigt erneut die Unterschiede zwischen physiologischen Substraten und Casein
und Poly-L-Lysin.

Zudem tritt in den Ansatzen des DnaK-Systems mit ClpB und Substrat eine Stimulierung der
ATPase-Aktivitat ein, die grof3er ist als fur die einzelnen Ansatze (nur das DnaK-System bzw.
nur ClpB mit Substrat). Dies lasst auf eine Kostimulierung von ClpB durch Substrat und
DnaK schlielen und kénnte auf einen Komplex aus DnaK, ClpB und Substrat hinweisen.
Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die gemessene ATPase-Aktivitat nicht von den
Interaktionen mit Substraten reguliert wird. Es schein vielmehr der Fall zu sein, dass ClpB
standig ATP hydrolysiert. Das Chaperon arbeitet somit permanent, auch in Abwesenheit von
Substraten. Dies kann als ,futile cycle® bezeichnet werden. Eine Regulation des ATP-
Verbrauchs wirde dann nur Uber die Syntheserate des Proteins oder noch nicht identifizierte
Regulatoren erfolgen. So nimmt die Biosynthese von CIpB aus E. coli nach einem
Hitzeschock, wenn Proteinaggregate auftreten, stark zu (Squires et al., 1991). Bei CIpB aus
T. thermophilus ist die vermehrte Biosynthese des Proteins unter Stressbedingungen jedoch
noch nicht gezeigt worden.

Nach der derzeitigen Vorstellung wird die freiwerdende Energie der ATP-Hydrolyse flr die

Ruickfaltung bzw. Disaggregation der Proteine eingesetzt, d.h. ClpB arbeitet aktiv am
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Substrat (Goloubinoff et al.,, 1999; Ben Zvi und Goloubinoff, 2001). Fur die Kopplung von
ATP-Hydrolyse und Chaperonfunktion gibt es zwei generelle Mdglichkeiten (Hubbard und
Sander, 1991). Bei dem ,Plucking-Modell* (Zupfen) bindet das Chaperon in der ATP-Form
an das Substrat und nach der ATP-Hydrolyse wird das Substrat freigesetzt. Dieser Zyklus
kann gegebenenfalls 6fter wiederholt werden. Durch die Bindung soll jedes Mal ein Stlick
des Peptidriickgrats des Substrats gestreckt werden und dadurch die Rickfaltung erméglicht
werden. Der zweite Mechanismus wird als ,threading® (Entwinden) bezeichnet werden. Das
Chaperon bindet an das Substrat und gleitet an der Polypeptidkette entlang, wodurch sie
entfaltet wird. Die Energie der ATP-Hydrolyse konnte flr das Strecken eines gewissen
Abschnitts eingesetzt werden. Dieser Mechanismus dhnelt dem Mechanismus der Entfaltung
von Substraten flir CIpP durch ClpA und ist der wahrscheinlichere der beiden Mechanismen
fur die Funktion von ClpB (Weber-Ban et al., 1999; Singh et al., 1999; Hoskins et al.,
2000).

Wird der ATP-Verbrauch des Chaperonsystems mit der Rickfaltungsausbeute in Korrelation
gesetzt, zeigt sich, dass das DnaK-System in Kooperation mit CIlpB ein effizientes
Chaperonsystem ist. Der Energieverbrauch pro ruckgefalteter Aminosaure sinkt von Uber
100 Molekulen ATP bei niedrigen Substratkonzentrationen auf wenige Molekule bei hohen
Konzentrationen ab. Hohe Substratkonzentrationen nutzen das Chaperonsystem somit voll
aus. Bei 6.4 uM a-Glucosidase bzw. 6.0 yM GPDH werden pro riickgefalteter Aminosaure
nur noch 2-3 Molekule ATP verbraucht. Dieser Energieverbrauch liegt deutlich unter dem
Energiebedarf flir die Neusynthese des Proteins, der bei 10 energiereichen
Phosphatbindungen pro Aminosaure liegt. Dieser Wert zeigt, dass das Chaperonnetzwerk
auch in vitro effektiv arbeiten kann. Durch die Disaggregationswirkung von ClpB mit DnaK
werden somit nicht nur potentiell zytotoxische Proteinaggregate entfernt, sondern die
Ruckfaltung ist auch energetisch sinnvoll im Vergleich zum Abbau der Aggregate durch
Proteasen und der Neusynthese des Proteins.

Eine solche Energiebilanz der Chaperonfunktion wurde zuvor nur flir GroEL durchgefiihrt.
Bei diesem Chaperon wurde ebenfalls nur eine geringe Beeinflussung der ATP-
Hydrolyserate durch Substrate beobachtet. Fir die Faltung eines Protomers von Rhodanese
bzw. Rubisco wurden ca. 100-130 Molekule ATP hydrolysiert (Martin et al., 1991; Azem et
al., 1995). Dieser Wert entspricht einem Verbrauch von weniger als 0.5 Molekilen ATP pro
ruckgefalteter Aminosaure. Wie CIpB hydrolysiert GroEL auch in Abwesenheit von
Substraten ATP. Eine beobachtete Stimulierung der ATPase-Aktivitdt von GroEL durch
Substrate konnte auf die Anwesenheit von GdnHCI, das zur Denaturierung des Substrats
eingesetzt wurde, zurtuckgefuhrt werden (Todd und Lorimer, 1995). Bei GroEL ist somit der
Faltungsprozess mit dem ATPase-Zyklus gekoppelt, die Faltungsreaktion stimuliert die

ATPase-Aktivitat allerdings nicht. Der ATPase-Zyklus von GroEL wurde daher ebenfalls als
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Lfutile cycle“ bezeichnet (Martin et al., 1993; Todd et al., 1994). Die ATPase-Aktivitat dient
bei der Faltungsreaktion durch GroEL als Zeitgeber, der die Dauer der Faltung des Substrats
im ,Anfinsen-Kafig“ bestimmt. Nach Hydrolyse wird das Substrat wieder aus der
Faltungskammer freigesetzt. Es bedarf somit eines Kompromisses zwischen der
ausreichenden Zeit fir die Faltung des Substrats und mdglichst geringem ATP-Verbrauch.
Bei GroEL muss bertcksichtigt werden, dass bis zu 20 % der neusynthetisierten Proteine in
E. coli Substrate fiir dieses Chaperon sind (Bukau et al., 2000). Daher sind standig
Substrate fir GroEL verfiigbar. Ein eventueller, unproduktiver Zyklus von GroEL ohne
Substrat, der ebenfalls ATP verbraucht wird fir die standige Bereitschaft des Chaperons
hingenommen. Dieses gilt vermutlich auch fiir ClpB. Die ATP-Hydrolyse ohne gebundene
Substrate wird hingenommen, damit bei einem Hitzeschock sofort Aggregate reaktiviert

werden konnen.

4.5 Funktion des N-Terminus von ClpB

Die Funktion des N-Terminus von CIpB wurde in dieser Arbeit ausfihrlich untersucht.
CIpBAN und CIpBN konnten exprimiert und aufgereinigt werden. Die Faltung von CIpBAN
wurde durch die N-terminale Verklrzung nicht negativ beeinflusst und die isolierte N-
Doméne erreichte ebenfalls ihre native Struktur, war stabil gefaltet und gut I6éslich. Diese
Stabilitat spricht bereits flir eine eher schwache Interaktion der Proteine miteinander. Eine
Interaktion der N-Domane mit CIpBAN von ClpB aus T. thermophilus konnte nicht
experimentell bestatigt werden. Eine nur schwache Interaktion der N-Domane mit dem
verkurzten Protein wurde zuvor auch fir CIpA von E. coli publiziert (Lo et al., 2001).

Die N-terminale Verkirzung von ClpB hatte nur einen geringen Effekt auf die
Oligomerisierung. CIpBAN konnte noch Hexamere bilden und zeigte dasselbe Verhalten wie
das Wildtypprotein bei Nukleotidzugabe bzw. wechselnden lonenstarken des Puffers. Dies
zeigt, dass die N-Domane nicht an intermolekularen Wechselwirkungen im Hexamer von
ClpB beteiligt ist, die wichtig flr die Oligomerisierung sind. Dies kann mit einer Position an
der AulRenseite des Hexamers erklart werden. Diese postulierte Position konnte spater durch
die Kristallstruktur von CIpA fir die N-Domane dieses Proteins bestatigt werden (Guo et al.,
2002). Die Abbildung 4.3A zeigt die Position der N-terminalen Domane an der AufRenseite
des CIpA-Hexamers. Die unveranderten Hill-Koeffizienten der ATPase-Aktivitat von CIpBAN
im Vergleich zu ClpB bestéatigen die Nichtbeteiligung an intermolekularen Kontakten, die die
Allosterie des Proteins beeinflussen. CIpBAN besitzt allerdings eine héhere basale ATPase-
Aktivitat als das Wildtypprotein. Die ATPase-Aktivitdt von CIpBAN wird von Casein jedoch

schwacher stimuliert, als die niedrigere basale ATPase-Aktivitat des Wildtypproteins.
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Abbildung 4.3 Position und Oberflachenpotential der N-Domane

A Position der N-Domane von CIpA aus E. coli

Gezeigt ist das hexamere Modell von CIpA. Der Blick geht entlang der hexagonalen Achse auf die
erste AAA-Kassette. Gut zu erkennen ist die Position der N-Doméne an der AulRenseite des Molekills.
Die Abbildung wurde aus entnommen (Guo et al., 2002).

B Oberflachenpotential der N-Doméane von ClpB aus E. coli

Dargestellt ist die Oberflache der N-terminalen Domane mit dem Oberflachenpotential. Zu erkennen
ist ein kleiner hydrophober Bereich an der Proteinoberflache, der von Leucinseitenketten gebildet wird.
Die Abbildung wurde entnommen aus (Li und Sha, 2003).

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, wird die Bindung von Casein durch die N-
terminale Domane vermittelt. Dies wird durch Experimente bestatigt, die zeigen, dass
Punktmutationen in der N-Domane von ClpB aus E. coli die Bindung von Casein, nicht aber
die Bindung von Luciferase und die Stimulierung der ATPase-Aktivitat durch Poly-L-Lysin
beeinflussen (Liu et al., 2002). In der kirzlich publizierten Struktur der N-terminalen Domane
von ClpB aus E. coli ist ein kleiner hydrophober Bereich zu erkennen, der fir die Interaktion
mit Substraten verantwortlich sein soll (Li und Sha, 2003). Die Struktur der N-Domane ist in
Abbildung 4.3B dargestellt.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese reduzierte Stimulation
durch Casein mit einer schwacheren Bindung von Casein an CIpBAN einhergeht und es sich
nicht um einen Defekt in der Kopplung von Bindung und Stimulierung der ATPase-Aktivitat
handelt. Die noch mégliche Stimulierung durch Poly-L-Lysin belegt, dass auch das verkiirzte
Protein noch eine stimulierbare ATPase-Aktivitat besitzt. Zusammengenommen spricht das
daflir, dass es mindestens zwei Bindestellen fur Stimulantien bzw. fir Substrate an der
Proteinoberflache gibt. Eine dieser Bindestellen befindet sich am N-Terminus des Proteins
und interagiert mit Casein. Dies ist jedoch nicht die Bindestelle fur Poly-L-Lysin und fur
physiologische Substrate, da die N-terminale Verkirzung nur geringen Einfluss auf die

Stimulierbarkeit der ATPase-Aktivitdt durch Poly-L-Lysin und die Chaperonaktivitdt des
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Proteins in vitro hatte. Alle getesteten Substrate konnten noch reaktiviert werden, teilweise
jedoch mit etwas geringerer Ausbeute. Die N-terminale Domane von ClpB ist somit nicht
essentiell fir die Chaperonaktivitat.

Dies bestatigt auch die Ergebnisse, die eine in vivo Funktionalitat des N-terminal verkirzten
ClpBs in Cyanobakterien zeigten (Eriksson und Clarke, 2000). Bei ClpB aus E. coli gibt es
widersprichliche Ergebnisse. Eine Inaktivitit von CIpBAN wurde aufgrund eines
Luciferaseassay in vitro berichtet (Barnett et al., 2000). Eine aktuellere Publikation zeigt
jedoch die Funktionalitat des N-terminal verkirzten Proteins in vivo und in vitro und bestatigt
somit die Ergebnisse dieser Arbeit (Mogk et al., 2003).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die N-terminale Domane nicht die
Hauptbindestelle flir Substrate ist. Die Verbindung zwischen N-Doméane und dem Rest des
Proteins ist in der Kristallstruktur von CIpA nicht aufgel6st. Dies spricht fiir eine maogliche
Bewegung der N-Domane mittels dieses Verbindungsstiicks. Eventuell assistiert die N-
Domane bei der Bindung einer besonderen Gruppe der Substrate und nur diese Untergruppe
der Substrate bendtigt die zusatzliche Bindestelle am N-Terminus fir die Rickfaltung. Damit
wilrden die geringeren Ausbeuten der Rduckfaltungsreaktion von hitzedenaturierten
Substraten durch CIpBAN erklart werden. Die Untergruppe von Substraten entsteht jedoch
nicht bei der Harnstoffdenaturierung von Luciferase, wie die volle Aktivitdt von CIpBAN in
diesem Assay zeigt.

Bei CIpA aus E. coli wurde eine Interaktion der N-terminalen Domane mit dem
Adaptorprotein CIpS gezeigt und die Struktur des Komplexes aus N-Domane und ClpS
geldst (Dougan et al., 2002; Zeth et al.,, 2002). ClpS moduliert die Substratauswahl von
ClpA und bewirkt die bevorzugte Auswahl von Proteinaggregaten als Substrate flr den
Abbau durch ClpP. Daher kénnte auch die N-Domane von ClpB mit einem noch nicht
identifizierten Adaptorprotein interagieren, das die Substratauswahl beeinflusst.

Insgesamt wird durch diese Ergebnisse klar, dass es deutliche Unterschiede in der
Interaktion von ClpB zwischen den bisher verwendeten Modellsubstraten Casein und Poly-L-
Lysin und physiologischen Substraten gibt. Daher sind Vergleiche zwischen ClpB-Proteinen
aus unterschiedlichen Organismen, die sich auf Interaktionen mit Casein und Poly-L-Lysin
mit basieren, schwierig, so lange nicht die Relevanz durch Messungen mit physiologischen

Substraten bestatigt worden sind.
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4.6 Position und Funktion der Linkerdomane

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen neue Rickschllsse Uber die Position und Funktion der
Linkerdomane zwischen den beiden AAA-Kassetten von ClpB zu. Die Expression und
Aufreinigung zeigte, dass die Linkerdomane isoliert die native Struktur einnehmen kann und
ein stark a-helikales Signal im CD-Spektrum aufwies. Wird die Linkerregion aus ClpB
entfernt, ist das Protein (CIpBAL) ebenfalls noch exprimierbar und stabil gefaltet. Diese
Ergebnisse deuten bereits auf eine Position der Domane am AufRenbereich des Proteins
bzw. des ClpB-Hexamers hin. Anhand der bekannten Struktur von CIpA ist zudem
erkennbar, dass im Innern des hexameren Rings aus CIpA Molekilen vermutlich kein
ausreichender Platz fur die zusatzlicher Doméane ware (Guo et al., 2002). Die Position im
Innern des Proteins widerspricht zudem der guten Léslichkeit der isolierten Linkerregion.
Eine nach Aulien gerichtete Position, wie hier fiir die Linkerregion von ClpB diskutiert, hat die
I-Domane, eine Insertion in die AAA-Kassette von HslU, in der Kristallstruktur inne (Bochtler
et al., 2000).

Da ein Uberschuss der Linkerregion keinen Einfluss auf die Rickfaltungsausbeuten hatte, ist
die Linkerregion von ClpB jedoch vermutlich nicht die Substratbindestelle. Durch eine
Kompetition um Substrate sollte ansonsten die Rickfaltungsausbeute abnehmen. Fir die
Inaktivitdt von CIpBAL in den Rickfaltungsassays muss es daher eine andere Erklarung
geben.

Obwohl die Oligomerisierung des Proteins eingeschrankt war, war die ATPase-Aktivitat von
ClpBAL hoéher als die des Wildtypproteins und wurde bei niedrigeren ATP-Konzentrationen
erreicht. CIpBAL aus E. coli hat ebenfalls eine starke ATPase-Aktivitdt und das Protein war
aber ebenfalls inaktiv in den Aktivitdtsassays. Die Oligomerisierung war jedoch nur
geringflgig reduziert (Mogk et al., 2003). Die ahnlichen Ergebnisse bei den ClpB-Proteinen
aus E. coliund T. thermophilus deuten auf eine konservierte Funktion der Linkerregion hin.
Die hohe ATPase-Aktivitdt von CIpBAL kann damit erklart werden, dass durch das Entfernen
der Linkerdoméane die ATPase-Aktivitaten der beiden AAA-Kassetten entkoppelt wurden und
eine vorherige Regulation aufgehoben wurde. Dies wird besonders durch die hohe ,single
turnover® ATPase-Aktivitat deutlich. Dies spricht flr eine Interaktion der Linkerregion auch
mit der zweiten AAA-Kassette und eine wichtige Funktion in der Regulation des ATPase-
Zyklus von ClpB.

Anhand von Sequenzvergleichen und Sekundarstrukturvorhersagen wurde eine Insertion
des Linkers im C-terminalen Bereich der ersten AAA-Kassette von Hsp104 postuliert. Diese
Insertion wurde zudem flir ClpB aus E. coli kurzlich nachgewiesen (Cashikar et al., 2002;
Mogk et al., 2003). Anhand eines Vergleichs der Sequenz von ClpB aus T. thermophilus mit
der CIpA Sequenz ist eine Insertion der Linkerregion in die erste AAA-Kassette von ClpB

wahrscheinlich, die kurz vor bzw. mit Beginn der zweiten AAA-Kassette aufhort. Dies wird
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durch die ClpA Struktur unterstiitzt. Die Insertionsstelle befindet sich in einem Loop an der
Aulenseite des ClpA-Molekuls (Guo et al., 2002).

Diese Position der Linkerdomane kann anhand der Ergebnisse dieser Arbeit fur ClpB aus T.
thermophilus durch biochemische Daten unterstitzt werden. So beeinflusst die inserierte
Linkerregion die Eigenschaften der ersten AAA-Kassette von ClpB. Durch die Linkerregion
wird die erste AAA-Kassette stabilisiert und kann dimerisieren. Aufgrund dieser Ergebnisse
wird der Linker mit der ersten AAA-Kassette zu einer funktionellen Einheit zusammengefasst.

Eine mogliche Position der Linkerregion von ClpB ist in Abbildung 4.4 dargestellt.

Abbildung 4.4 Position der Linkerdomane

Die Domanenorganisation von ClpB st
schematisch dargestellt. Gezeigt sind die zwei
AAA-Kassetten und der Linker. Der Linker (gelb)
an der AuBenseite des Proteins ist in die erste
AAA-Kassette (cyan) inseriert und kontaktiert die
AAA-Kassette 2 (blau). Die N-Doméne von ClpB
ist nicht abgebildet.

Die Abbildung zeigt die Position des Linkers an der Aufenseite von ClpB, somit ist die
Oligomerisierung, ohne diese Domane zwar eingeschrankt, aber noch méglich. Die Doméane
ist in die erste AAA-Kassette inseriert, kontaktiert jedoch auch die zweite AAA-Kassette.
Diese, durch die Linkerregion vermittelte, Interaktion scheint zudem fir die Regulation der
ATPase-Aktivitdt und die Chaperonfunktion notwendig zu sein, da CIpBAL inaktiv in den
Ruckfaltungsuntersuchungen war, aber eine hohe ATPase-Aktivitat hatte. Eventuell ist die
Linkerdomane an der Kopplung der ATP-Hydrolyse mit der Disaggregation der Aggregate
beteiligt.
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4.7 Funktionen und Interaktion der AAA-Kassetten

Im Abschnitt 3.5.3 des Ergebnisteils wurden die Interaktionen zwischen der Linkerdomane
und den zwei AAA-Kassetten genauer bestimmt. Durch funktionelle Zusammenlegung der
ersten AAA-Kassette und der Linkerregion zu einer sehr groRen AAA-Kassette wurde ClpB
in zwei Einheiten geteilt: In die erste AAA-Kassette mit dem Linker (Aminosdure 141-519)
und in die zweite AAA-Kassette (Aminosduren 519-854).

4.7.1 Funktionen der AAA-Kassetten

Die zwei so definierten AAA-Kassetten wiesen sehr unterschiedliche biochemische
Eigenschaften auf, obwohl beide ClpB-Fragmente noch dimerisieren konnten. Diese
Dimerisierung der einzelnen AAA-Kassetten wurde auch fiir ClpB aus E. coli berichtet (Mogk
et al., 2003). Die AAA-Kassetten zeigten jedoch verschiedene ATP-Hydrolyseraten:
ClpB141-519 hatte nur eine geringe ,single turnover® ATPase-Aktivitat, die Steady State
ATPase-Aktivitat des Proteins war ebenfalls sehr gering.

ClpB519-854 besal} eine hohe ATPase-Aktivitdt. Die Rate der ,single turnover® ATPase-
Aktivitat war mit 7-8 min™' um den Faktor 250 héher als die Aktivitat des Wildtypproteins bzw.
von CIpBAN. Die maximale ATPase-Geschwindigkeit unter Steady State Bedingungen von
ClpB519-854 liegt mit einem Wert von 6.8 min™' ebenfalls in diesem Bereich und gleicht der
maximalen ATPase-Aktivitat des stimulierten ClpB-Hexamers von 6.2 min™.

Es gibt somit zwei funktionell grundlegend unterschiedliche AAA-Kassetten in ClpB aus T.
thermophilus: eine katalytisch sehr aktive AAA-Kassette und eine inaktive AAA-Kassette.

Die erste AAA-Kassette mit dem inserierten Linker ist inaktiv, die zweite AAA-Kassette von
ClpB ist die katalytisch aktivere Domane. Diese funktionellen Unterschiede zwischen den
AAA-Kassetten wurden nicht bei ClpB aus E. coli beschrieben. Dort sind beide isolierte AAA-
Kassetten inaktiv in Untersuchungen zur ATPase-Aktivitat (Mogk et al., 2003).

Deutliche Unterschiede in der ATPase-Aktivitat der AAA-Kassetten aus einem Protein
wurden zuvor von anderen AAA-Proteinen berichtet. Bei NSF ist eine AAA-Kassette (D2) fur
die Oligomerisierung ausreichend, besitzt allerdings nur eine schwache ATPase-Aktivitat.
Die andere AAA-Kassette von NSF ist nach der Oligomerisierung des Proteins flir die
enzymatische Funktion wichtiger (Whiteheart et al., 1994).

Bei CIpA ist wurden ahnliche Ergebnisse bei der Untersuchung der AAA-Kassette des
vollstandigen Proteins beichtet. Die erste AAA-Kassette fiir die Oligomerisierung wichtig, die
zweite AAA Kassette besitzt eine starkere ATPase-Aktivitat (Seol et al., 1995).

Bei Hsp104 aus S. cerevisiae wurden die Eigenschaften der beiden nukleotidbindenden
Bereiche des vollstandigen Proteins als zum einen niedrigaffin, aber mit hohem ATP-
Umsatz, und zum anderen als hochaffin mit niedrigem ATP-Umsatz charakterisiert, wobei die

zweite AAA-Kassette wichtiger fur die Oligomerisierung war (Schirmer et al., 1998).
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Bei ClpB ist diese unterschiedliche Aktivitat der isolierten AAA-Kassetten jedoch unerwartet.
In ,single turnover® Messungen besitzt CIpB eine relativ geringe ATPase-Aktivitdt und die
Inaktivierung einer AAA-Kassette durch Punktmutationen hat nur geringen Einfluss auf die
»single turnover® ATPase-Aktivitat. Fur die, im Vergleich dazu, relativ hohe Steady State
ATPase-Aktivitdt von ClpB wurde eine gegenseitige allosterische Aktivierung der AAA-
Kassetten des Wildtypproteins angenommen. Dies wurde durch die Beobachtung unterstitzt,
dass die ATPase-Aktivitdit von ClpB-Mutanten, bei denen eine AAA-Kassette durch
Punktmutationen inaktiviert wurde, in Steady State Messungen stark reduziert war (Schlee et
al.,, 2001). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass flr eine hohe ATPase-Aktivitat nicht
notwendigerweise eine allosterische Aktivierung der AAA-Kassetten erforderlich ist. Die
isolierte zweite AAA-Kassette ist an sich sehr aktiv und erreicht die ATPase-Aktivitat des
Wildtypproteins.

Die Unterschiede in der Funktion und der Aktivitat der beiden AAA-Kassetten von AAA-
Proteinen aus verschiedenen Organismen verdeutlichen die grof3e Variabilitat des AAA-
Moduls. Diese Vielfalt konnte eine Erklarung fur das haufige Auftreten von AAA-Kassetten

sein.

4.7.2 Interaktion der AAA-Kassetten

Anhand der Gelffiltrationsanalysen konnte gezeigt werden, dass es zu einer stabilen
Komplexbildung aus den getrennt voneinander exprimierten AAA-Kassetten kommt. Diese
Komplexbildung war unabhangig vom gebundenen Nukleotid (ADP bzw. ATP). Unter den
getesteten Bedingungen wurde keine Dissoziation des Proteinkomplexes in die zwei AAA-
Kassetten beobachtet. Dies deutet auf einen sehr stabilen Komplex hin, der zu keinem
Zeitpunkt des ATPase-Zyklus aufgeldst wird. Die einzelnen AAA-Kassetten bilden keine
hexameren Strukturen aus, sondern kénnen nur dimerisieren. Der Proteinkomplex aus
beiden AAA-Kassetten kann jedoch Oligomerisieren und bei ATP und geringer lonenstarke
Hexamere ausbilden. Der Komplex besitzt somit ein ahnliches Oligomerisierungspotential
wie das Referenzprotein CIpBAN. Bei ADP und Hochsalzbedingungen ist zudem ein
Proteinpeak zu erkennen, der ein Monomer des Komplexes darstellt. Die Oligomerisierung
und Assemblierung erfolgt somit nicht Gber zwei hexamere Ringe der einzelnen AAA-
Kassetten, die dann den Doppelring von ClpB ausbilden, sondern Uber ein Monomer des
Proteinkomplexes. Dieses Monomer kann dann oligomerisieren. Dieser Ablauf der

Oligomerisierung von ClpB ist in Abbildung 4.5 dargestellt.
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AAA2 Monomer Hexamer

@QM;Q*@

Abbildung 4.5 Oligomerisierung des Proteinkomplexes

Die beiden AAA-Kassetten von ClpB sind schematisch dargestellt. Beide Proteine kénnen isoliert nicht
stabil oligomerisieren. Erst der Proteinkomplex aus den AAA-Kassetten kann oligomerisieren. Die
Oligomerisierung verlauft Gber ein Monomer dieses Proteinkomplexes. Die N-Domane, die keinen
Einfluss auf die Oligomerisierung hat, ist nicht dargestellt.

Die ATPase-Aktivitat des Komplexes aus ClpB141-519 und ClpB519-854 unterscheidet sich
deutlich von den ATPase-Aktivitdten der Einzelkomponenten. Im Vergleich zur Summe der
Einzelkomponenten ist die ATP-Hydrolyse unter ,single turnover“ Bedingungen reduziert. Die
hohe ATPase-Aktivitat von ClpB519-854 wird im Komplex nicht beobachtet, es kommt zu
einer Reduzierung der ATPase-Geschwindigkeit um den Faktor 300. Eine ahnliche Tendenz
ist auch bei den Messungen der Steady State ATPase-Aktivitat auszumachen. ClpB141-519
ist hier fast inaktiv und ClpB519-854 zeigt eine starke ATPase-Aktivitat. Der Komplex kann
noch effektiv ATP hydrolysieren, die Aktivitat liegt jedoch erneut zwischen den Aktivitaten der
Einzelkomponenten. In Vergleich zu ClpB519-854 bzw. CIpBAN ist der Komplex bei
niedrigen ATP-Konzentrationen weniger aktiv, erreicht bei hohen ATP-Konzentrationen
jedoch fast die Aktivitdt der Referenzproteine. Zudem zeigt sich eine Veranderung der
Allosterie durch die Komplexbildung, wie die unterschiedlichen Hill-Koeffizienten belegen.
Die Kopplung der aktiven Zentren des Proteinkomplexes ist weniger stark ausgepragt als bei
ClpB519-854 oder bei CIpBAN. Die Veranderung im Vergleich zu CIpBAN lassen sich durch
das Auflésen der kovalenten Verknlpfung zwischen den AAA-Kassetten erklaren. Das
allosterische Signal wird zwar noch weiter geleitet, allerdings ist die Kopplung vermindert.

Da sich die bestimmten Affinitdten fir Nukleotide zwischen ClpB519-854 und ClpB bzw.
ClpBAN kaum unterscheiden, kann die verminderte ATPase-Aktivitdt des Komplexes im
Vergleich zu ClpB519-854 durch eine Inhibierung der ATPase-Aktivitdt der zweiten AAA-
Kassette durch die erste AAA-Kassette erklart werden. Damit besitzt ClpB eine katalytisch
aktive und eine regulative AAA-Kassette. Die Aktivierung der ATPase-Aktivitat bei hoheren

ATP-Konzentrationen kann damit erklart werden, dass erst bei diesen hohen
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Konzentrationen auch die erste AAA-Kassette Nukleotide bindet und gegebenenfalls
hydrolysiert. Somit wirde der Nukleotidstatus der ersten AAA-Kassette die ATPase-Aktivitat
der zweiten AAA-Kassette kontrollieren. Warum fiir die Chaperonfunktion von ClpB die
ATPase-Aktivitdt der zweiten AAA-Kassette reguliert werden muss, ist nicht bekannt.
Eventuell ist die langsame ATP-Hydrolyse an der ersten AAA-Kassette der Zeitgeber flr eine
schnelle ATP-Hydrolyse an der zweiten AAA-Kassette, die dann mit der Chaperonfunktion
verknupft ist.

Fir diese Regulation und Inhibierung sind sowohl die erste AAA-Kassette bis zur
Insertionsstelle, als auch der inserierte Linker essentiell. Fehlt ein Teil von den zwei
notwendigen Proteinfragmenten ist die Regulation vermindert. So unterscheidet sich die
hohe ATPase-Aktivitat von CIpBAL deutlich von der ATPase-Aktivitat des Proteinkomplexes
aus den zwei AAA-Kassetten und von der ATPase-Aktivitat von ClpB und gleicht der
enthemmten ATPase-Aktivitdt von ClpB519-854. Die ATPase-Aktivitat von ClpB394-854 ist
trotz des Linkers im Vergleich zu ClpB519-854 jedoch unverandert. Diese Ergebnisse
belegen, dass die Inhibierung nur auftritt, wenn das Fragment der ersten AAA-Kassette bis
zur Insertion und die inserierte Linkerregion vorhanden sind.

Bei diesen Ergebnissen muss jedoch bertcksichtigt werden, dass sich durch die
Hexamerbildung von ClpB die Anzahl der moglichen Interaktionen erhdht. Die Interaktionen
zwischen den AAA-Kassetten beschranken sich nicht notwendigerweise auf ein Protomer
innerhalb des Hexamers.

Die nukleotidabhangige Inhibierung der zweiten AAA-Kassette erklart auch die Beobachtung,
dass bei einer Mutation in dem P-Loop der ersten AAA-Kassette (K204Q) die ATPase-
Aktivitdt des Proteins unter Steady State Bedingungen stark reduziert wird (Schlee et al.,
2001). Durch die reduzierte Nukleotidbindung und Hydrolyse der ersten AAA-Kassette kann
der Interaktionszyklus, der die Inhibierung der zweiten AAA-Kassette aufhebt, nicht wie im
Wildtypprotein ablaufen.

Der gebildete Komplex aus ClpB141-519 und ClpB19-854 hatte zudem Chaperonaktivitat bei
allen getesteten Substraten. Diese Ergebnisse zeigen, dass flr die Funktionalitat von ClpB
die kovalente Verknipfung der AAA-Kassetten nicht notwendig ist. In dieser Arbeit wurde
zum ersten Mal die Assoziation eines AAA+-Proteins aus zwei AAA-Kassetten gezeigt. Diese
Komplexbildung, die einhergeht mit der Funktionalitat, deutet auf eine Genfusion als Ursache
fur die Entstehung des CIpB-Gens hin. Die Gene zweier AAA-Kassetten mit

unterschiedlichen Eigenschaften fusionierten und bildeten das ClpB-Gen.
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4.8 Ausblick

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wurden zusatzliche Substratproteine flir ClpB etabliert
und Aktivititsassays fir das Chaperonsystem ausgearbeitet. Die Verwendung von
Substraten aus B. stearothermophilus erlaubte Reaktionen im physiologischen
Temperaturbereich von T. thermophilus mit hitzedenaturierten Substraten, die den
natirlichen Substraten des thermophilen Chaperonsystems nahe kommen. Da die
verwendeten Substrate mit &hnlichen Ausbeuten durch die Chaperone zuriickgefaltet
wurden, muss es gemeinsame Erkennungsmerkmale der Proteinaggregate geben. Die
Interaktion von ClpB mit Aggregaten sollte daher noch genauer charakterisiert werden.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Proteinaggregaten sollten helfen die Struktur der
Substrate zu untersuchen und gegebenenfalls gemeinsame Strukturen z.B. amyloide
Fibrillen zu erkennen. Eine direkte Interaktion von ClpB mit Aggregaten kdnnte ebenfalls
durch elektronenmikroskopische Techniken gezeigt werden.

Da das Arbeiten mit Proteinaggregaten aufgrund der GréRe und der schlechten Léslichkeit
schwierig ist, sollten zusatzlich neue Modellsubstrate flr die biochemische Charakterisierung
von ClpB identifiziert werden. Diese sollten jedoch, im Gegensatz zu den bisher eingesetzten
Modellsubstraten Casein und Poly-L-Lysin, den natirlichen Substraten gleichen.

Die N-terminale Domane war nicht essentiell fir Chaperonfunktion von ClpB aus T.
thermophilus und interagierte nur mit einer Untergruppe von Substraten. Die N-Domane
konnte eine regulative Funktion fiir die ATPase-Aktivitat von ClpB besitzen oder mit einem
potentiellen Regulatorprotein interagieren, wie es bei CIpA aus E. coli der Fall ist. Durch
biochemische Untersuchungen z.B. Yeast Two Hybrid Assays konnte daher ein potentielles
Regulatorprotein von ClpB identifiziert werden.

Die hohe Effizienz der Rickfaltungsreaktion durch das DnaK-ClpB-System zeigt, dass die
Energie der ATP-Hydrolyse sehr effektiv fur die Chaperonfunktion eingesetzt wird. Wie die
ATP-Hydrolyse mit der Ruckfaltung gekoppelt ist, konnte bisher jedoch nicht geklart werden.
Die postulierte Disaggregation von Aggregaten durch ClpB konnte zudem nur indirekt
gezeigt werden.

Eventuell helfen hier Messungen mit ClpB weiter, die Veranderungen des Abstands
zwischen ClpB-Domanen durch die ATP-Hydrolyse des Proteins anzeigen. Dieses
,Domanenrearrangement‘ ware dann die Voraussetzung fiir die Arbeit von CIpB an
Substraten. Diese Abstandsveranderungen kénnten durch Fluoreszenzmessungen mit zwei
spezifischen Fluoreszenzmarkierungen untersucht werden (FRET-Messungen). Dieser
Versuchsaufbau konnte auch eine mogliche Veranderung der Position der Linkerregion
wahrend des ATP-Hydrolysezyklus detektieren.

Die Substratbindestelle von ClpB konnte bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Nur eine

Untergruppe der Substrate interagiert mit der N-terminalen Domane von ClpB, so dass
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dieser Bereich nicht die Hauptsubstratbindestelle ist. Da auch die isolierte Linkerregion nur
einen geringen Effekt auf die Rickfaltungsreaktion von ClpB hatte, ist auch diese Doméne
vermutlich nicht die Substratbindestelle. Vielleicht sind ClpB-Hexamere flr die funktionelle
Interaktion mit Substraten notwendig und die Substratbindestelle wird von mehreren ClpB-
Protomeren gebildet. Eine Madoglichkeit der Identifizierung der Bindestelle kdnnte in
Crosslinking-Experimenten liegen. Ein spezifischer, an einer ClpB-Domane angebrachter,
Crosslinker koénnte den instabilen ClpB-Substrat-Komplex quervernetzen und somit eine
Identifizierung ermdglichen.

Die Charakterisierung der beiden AAA-Kassetten von CIpB zeigte, dass sich die
Eigenschaften der isolierten AAA-Kassetten grundlegend unterscheiden. Durch die
Komplexbildung kommt es zu einer Inhibierung der zweiten AAA-Kassette durch die erste
AAA-Kassette. Es ist jedoch unklar, wie diese Regulation der ATPase-Aktivitat mit der
beobachteten Funktionalitdit des Proteinkomplexes verknlpft ist. Hier konnten weitere
kinetische Untersuchungen neue Einsichten in die komplexe Interaktionen der AAA-
Kassetten bringen. Ein Verstandnis der Interaktionen der einzelnen Domanen von ClpB kann

helfen den Mechanismus der Chaperonfunktion noch besser zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Struktur und Funktion des molekularen Chaperons ClpB
aus T. thermophilus untersucht. ClpB reaktiviert zuvor aggregierte Proteine in Kooperation

mit dem DnaK-System.

Durch die Etablierung neuer Substratproteine und die Entwicklung von Aktivitatsassays
konnte eine breite Substratspezifitat von ClpB in vitro gezeigt werden. Die hohen
Ruckfaltungsausbeuten ermdéglichten zudem eine Quantifizierung der Aktivitat verschiedener

ClpB-Fragmente.

Die Analyse des ATP-Verbrauchs der Chaperone wahrend der Ruckfaltung zeigte, dass
durch physiologische Substrate die ATPase-Aktivitat von ClpB und DnaK nur geringflgig
stimuliert wird, im Gegensatz zu den bisher eingesetzten Modellsubstraten Casein und Poly-
L-Lysin. ClpB hydrolysiert somit permanent ATP mit fast gleich bleibender Geschwindigkeit.
Wird der ATP-Verbrauch fur die Ruckfaltungsreaktion in Korrelation mit der Menge des
rickgefalteten Proteins gesetzt, zeigt sich dass ClpB ein effizientes Chaperon ist. Der
Verbrauch von ca. 2 Molekllen ATP pro rickgefalteter Aminosaure liegt deutlich unterhalb

der Energie, die fur eine Neusynthese bendtigt wird.

Die Funktion der N-terminalen Domane von ClpB wurde eingehend untersucht. Die N-
terminale Verklrzung beeinflusst nicht die Stabilitdt von ClpB. Die N-Domane ist nicht
notwendig fir die Oligomerisierung, ATPase-Aktivitdt und Chaperonfunktion von ClpB. Der
N-Terminus ist wichtig fur die Caseinbindung von ClpB und hat eventuell einen regulativen

Einfluss auf die ATPase-Aktivitat des Proteins.

Die helikale Doméane der zweiten AAA-Kassette, am C-Terminus des Proteins, ist essentiell
fur die Oligomerisierung von ClpB. Fehlt dieser Bereich des Proteins kann ClpB nur noch
schwach an Nukleotide binden, besitzt nur sehr geringe ATPase-Aktivitat und ist inaktiv in
den Chaperonaktivitatstests. Dies zeigt die enge Kopplung zwischen Oligomerisierung,
ATPase-Aktivitdt und Chaperonfunktion.

Die zwei AAA-Kassetten von ClpB werden von einer Linkerregion miteinander verbunden. Es
konnte gezeigt werden, dass die Linkerdomane nicht die Substratbindestelle ist und in die
erste AAA-Kassette inseriert ist. Ist dieser Linker nicht vorhanden, ist ClpB inaktiv in den
Chaperonaktivitatstests, kann jedoch noch ATP hydrolysieren. Die ATPase-Aktivitat ist im

Vergleich zum Wildtypprotein erhoht, was auf eine regulative Funktion des Linkers hindeutet.
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Die zwei AAA-Kassetten von ClpB weisen unterschiedliche biochemische Eigenschaften auf.
Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die erste AAA-Kassette mit der Linkerdomane inaktiv
in den Messungen der ATPase-Aktivitat ist und Nukleotide nur sehr schwach bindet. Im
Gegensatz dazu bindet die zweite AAA-Kassette Nukleotide sehr stark und besitzt noch
ATPase-Aktivitat.

Es konnte gezeigt werden, dass die getrennt voneinander exprimierten AAA-Kassetten einen
Proteinkomplex bilden, der wie ClpB oligomerisieren kann, obwohl die isolierten AAA-
Kassetten nur dimerisieren kdnnen.

Durch die Komplexbildung andert sich die ATPase-Aktivitat der einzelnen Proteine: Die
ATPase-Aktivitat des Komplexes ist bei Untersuchungen niedriger, als die der isolierten
zweiten AAA-Kassette. Die Aktivitat der zweiten AAA-Kassette wird somit durch die erste
AAA-Kassette reguliert.

Der aus den zwei AAA-Kassetten gebildete Proteinkomplex besitzt aullerdem
Chaperonaktivitat. Diese Daten belegen, dass funktionelles ClpB aus den AAA-Kassetten
assoziieren kann. Fur die Chaperonaktivitat missen die AAA-Kassetten somit nicht kovalent

verknipft sein.
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6. Abkurzungen

A

AAA

Abb.

APS

ADP, ATP
a.u.

B. stearothermophilus, gt

BSA

C

CD

Clp
DEAE
DTE

E. coli, gco
EDTA
F

FITC
FPLC
GdnHCI
Gl.
GPDH
h
HEPES
HPLC
Hsp
IPTG

k

kcat

Kq

LDH
min
MALDI-MS
Mant-
MOPS
NADH
NADP
NBD
NSF

N. tabacum
oD
PAGE
PCR
PEP
PK
PMSF
P. pyralis
rpm

RT

S

S. cerevisiae

sek
SDS
SFP

Absorption

ATPases Associated with a variety of cellular Activities
Abbildung

Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-5"-diphosphat, Adenosin-5"-triphosphat
arbitrary units

Bacillus stearothermophilus

Bovines Serum Albumin

Celsius

Zirkularer Dichroismus

Caseinolytic Protease

Diethylammoniumethyl-

Dithioerythritol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Fluoreszenz

Fluoresceinisothiocyanat

Fast Performance Liquid Chromatography
Guanidiniumhydrochlorid

Gleichung

Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

Stunde
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinoethansulfonsaure
High Performance Liquid Chromatography
Hitzeschockprotein

Isopropylthiogalaktosid

Ratenkonstante allgemein

maximale Ratenkonstante bei mit Substrat gesattigtem Enzym
Dissoziationskonstante

Lactatdehydrogenase

Minute

Matrix Asissted Laser Desorption lonisation Mass Spectrometry
N-Methylanthraniloyl-
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
Nicotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, oxidierte Form
Nukleotidbindungsdoméane

N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
Nicotiana tabacum

optische Dichte bei 600 nm
Polyacrylamidgelelektrophorese

Polymerase chain reaction Polymerasekettenreaktion
Phosphoenolpyruvat

Pyruvatkinase

Phenylmethylsulfonylfluorid

Photinus pyralis

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Substrat

Saccharomyces cerevisiae

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Standardfluoreszenzpuffer
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Tab.

T. thermophilus,
TCA

TEMED

TFA

Tris

U

uz

wt

Tabelle

Thermus thermophilus
Trichloressigsaure

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Unit (Aktivitatseinheit)
Ultrazentrifugation

Wildtyp
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8. Anhang

8.1 Auswertung von Gleichgewichtstitrationen

8.1.1 Berechnung von Dissoziationskonstanten aus Fluoreszenztitrationen

Die Bindung eines Liganden L an ein Enzym E |asst sich folgendermalien beschreiben:

k1
E+L ~——1‘ EL
Die Dissoziationskonstante Ky ist der Quotient der Dissoziationsrate k; und der
Assoziationsrate k;. Die Dissoziationskonstante kann durch Angleichung der Uber
Fluoreszenztitration gemessenen Bindungskurve an eine quadratische Gleichung ermittelt
werden.
Es qilt nach der Massenerhaltung:
[Elo = [E] + [EL]
und
[L]o = [L] + [EL] (Gl. 8.1)

[E]: Konzentration an freiem Enzym
[Elo: Gesamtkonzentration an Enzym
[L]: Konzentration an freiem Liganden
[Llo: Gesamtkonzentration an Ligand

[EL]: Konzentration des Enzym-Liganden-Komplexes
Die Gleichgewichtskonstante Ky ergibt sich zu:
L
Ky = ﬂ (Gl. 8.2)

Kombination von Massenwirkungsgesetz (Gl. 8.2) und Massenerhaltung (Gl. 8.1) liefert:

K, = (EL -[EL)- (L), -[EL]

[EL]

(Gl. 8.3)

Durch Auflésen nach [EL] erhalt man die beiden Lésungen

[EL]= El +[L] +K, + \/( El +[L] +K, jz -[EL -[L], (Gl. 8.4)

2 2

von denen nur die Lésung mit negativem Vorzeichen vor der Wurzel physikalisch sinnvoll ist.
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Die Zunahme der Fluoreszenzemission des fluoreszierenden Liganden ist die Messgréfe.
Diese Zunahme ist proportional zum Bindungsgrad [EL)/[L]o. Die Proportionalitdtskonstante
ist die Fluoreszenzzunahme AFmax, die man bei Sattigung (Bindungsgrad = 1) erhalt:

AF = AF,__ % (Gl. 8.5)

AF: partielle Fluoreszenzanderung des Titrationsschritts

AFqax: maximale Fluoreszenzanderung bei Sattigung
Die gemessene Gesamtfluoreszenz F in jedem Titrationsschritt setzt sich zusammen aus der

Grundfluoreszenz F, des freien fluoreszierenden Liganden und der Fluoreszenzzunahme AF

durch Zugabe von Enzym. Zusammen mit Gleichung 8.5 ergibt sich:

F_F + (. _F,) EL] (Gl. 8.6)

Einsetzen des Ausdrucks fir [EL] aus Gleichung 8.4 liefert fir die Gesamtfluoreszenz F:

E) +[L) +Kq _ \/( E], +[L], +K, jz [EL-L  ©.87)

2 2
F:FO+(Fmax_F0)' L
Lk,
F: Fluoreszenzintensitat
Fo: Grundfluoreszenz des vorgelegten Liganden

Fmax. maximale Fluoreszenzintensitat bei Sattigung
[Elo: Gesamtkonzentration des Enzyms in M
[Llo: Gesamtkonzentration des fluoreszierenden Liganden in M

Kq: Gleichgewichtsdissoziationskonstante in M

Die Uber Fluoreszenztitration gemessene Bindungskurve besteht aus Werten fir F in
Abhangigkeit von [E]o oder [L]o. Mit [L]o oder [E]o als Konstante und Fy, AF.x und Ky als
Fitparameter lasst sich durch Anpassung einer Kurve an die experimentellen Daten unter

Verwendung von Gleichung 8.7 der jeweilige K-Wert bestimmen.
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8.1.2 Verdrangungstitrationen

Verdrangungstitrationen erlauben die Messung der Affinitat eines nichtfluoreszierenden
Liganden zum Enzym, wenn dieser mit einem fluoreszierenden Liganden um die gleiche
Bindungsstelle am Enzym konkurriert. Die Auswertung von Verdrangungstitrationen erfolgte
wie bei Thrall et al. (1996) beschrieben und ist im Folgenden skizziert.

Die Dissoziationskonstanten fiir die beiden Bindungsgleichgewichte lauten:

Ky = [E] [Ll] K, = [E] [I—z]

EL]  und EL] (Gl. 8.8)

Sei L; der fluoreszierende und damit signalgebende Ligand. Zur Auswertung der
experimentellen Daten wird analog zu Gl. 8.4 ein expliziter Ausdruck fur [EL4] bendtigt. Dies

ist unter Berucksichtigung der Massenerhaltung maoglich:

[Elo = [E] + [EL4] + [EL2] (Gl. 8.9)
[L1Jo = [L4] + [EL4] (Gl. 8.10)
[L2Jo = [Lo] + [EL2] (Gl. 8.11)

Kombination der Gleichungen 8.8 — 8.11 fuhrt auf ein Polynom 3. Grades der Form
[ELi]*+a-[EL{*+b-[EL{]+c=0 (Gl. 8.12)
mit den Koeffizienten a, b und c: (Gl. 8.13 — 8.15)

[E]o '(Kdz B Kdl)+ [Ll]o '(2 ) Kd2 _Kd1)+ [Lz ]o 'Kdl - Kdl2 + Kdl 'Kdz
Kdl _Kdz

a=

b= [E]o ’ [Ll]o '(Kdl _2'Kd2)_ [L1]02 K - [I—1]o Ky '([Lz]o +Kd2)
Kdl _Kdz

[E]o ) [I—l]o2 'Kdz
Kdl - Kdz

C=

Dieses Polynom dritten Grades besitzt drei Losungen. Mit

2 3
QEa +3b und REZa —9ab+27c (Gl. 8.16)
9 54
ergeben sich fiir Q> — R? > 0 die drei Lésungen der Gleichung mit
R
® = arccos| —— (Gl. 8.17)
IQ3
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ZU

[EL,] = —2J6~cos(%j —2 (Gl. 8.18)
EL ] :—2\/6-cos(%j—§ (GI. 8.19)
EL] =—2VQ. COS(%] _% (Gl. 8.20)

Fir den Fall Q® — R? < 0 existiert nur eine Lésung:

[EL )= sonR) (/R*—@” + )"+ = -2 (Gl 8.21)

JR-Q+R" | 3

Gleichungen 8.13 — 8.21 wurden in ein TurboPascal-Programm aufgenommen (Jochen Reinstein,
unveroffentlicht), das anhand dieser Gleichungen eine Kurvenanpassung an die experimentellen
Daten durchfiihrt, indem nach einem nichtlinearen Nelder-Mead-Algorithmus die quadratische

Abweichung zwischen experimentellen und berechneten Datenpunkten minimert wird.

8.2. Sequenzvergleich
Die Sequenz von ClpB aus T. thermophilus wurde mit der Sequenz von CIpA aus E. coli
verglichen. Dazu wurde das Computerprogramm SIM verwendet (Matrix: Blosum 62, Gap

open Penalty: 2, Gap extension Penalty: 2). Die Sequenzen wiesen eine Identitat von 40.2 %

auf.
ClpB 12 E-ALAQAQVLAQRMKHQAIDLPHLWAVLLKDERSLAWR-LLEKAGADPKALK-ELQ---E
CLPA ECOLI 7 ELSLNMAFARAREHRHEFMTVEHLLLALLSNP-S-A-REALEACSVDLVALRQELEAFIE
- * * * * * * * * % * * * * % * * % * % *
ClpB 66 RELARLPKVEGAEVGQYLTSRLSGALNRAEGLMEEL-KDRYVAVDTLVLAL-AEATPGLP
CLPA ECOLI 64 QTTPVLPASE-EERDTQPTLSFORVLORAVFHVQSSGRNEVTGANVLV-AIFSEQESQAA
- * % * * * * * % * % * *
ClpB 124 GL----EALK-GALKEL-RGGRTVQ-TEHAE--STYNALEQYG----ID-—-—---— LTRLAA
CLPA_ECOLI 122 YLLRKHEVSRLDVVNFISHGTRKDEPTQSSDPGSQPNSEEQAGGEERMENFTTNLNQLAR
* * * ok * * * * %  *x * * *
ClpB 166 EGKLDPVIGRDEEIRRVIQILLRRTKNNPVLIGEPGVGKTAIVEGLAQRIVKGDVPEGLK

CLPA ECOLT 182 VGGIDPLIGREKELERAIQVLCRRRKNNPLLVGESGVGKTAIAEGLAWRIVQGDVPEVMA

* *k kK x * * kk ok kk kkkk kK kk kkkkkkhkk krkkk kkk kkkxk

ClpB 226 GKRIVSLOMGSLLAGAKYRGEFEERLKAVIQEVVQSQGEVILFIDELHTVVGAGKAEGA-

CLPA_ECOLI 242 DCTIYSLDIGSLLAGTKYRGDFEKRFKALLKQLEQDTNS-ILFIDEIHTIIGAGAASGGQ
* Kk * kkhkkkhkkhkk kkhkk Kk K*k*k Kk k% * *kkkkkk Kk*k *kkx kK

ClpB 285 VDAGNMLKPALARGELRLIGATTLDEYREI-EKDPALERRFQPVYVDEPTVEETISILRG

CLPA_ECOLI 301 VDAANLIKPLLSSGKIRVIGSTTYQEFSNIFEKDRALARRFQKIDITEPSIEETVQIING

- * Kk Kk K * Kk Kk * * kk k*k * * kkk kK Kkkhkk*k * % * kK * *
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ClpB
CLPA ECOLTI

ClpB
CLPA ECOLI

ClpB
CLPA ECOLI

ClpB
CLPA ECOLI

ClpB
CLPA ECOLI

ClpB
CLPA ECOLI

ClpB
CLPA ECOLI

ClpB
CLPA ECOLI

ClpB
CLPA ECOLI

344
361

404
415

464
434

524
444

584
484

644
541

704
601

762
658

822
718

LKEKYEVHHGVRISDSAITAAATLSHRYITERRLPDKAIDLIDEAAARLRMALESAPEET
LKPKYEAHHDVRYTAKAVRAAVELAVKYINDRHLPDKAIDVIDEAGARARL-M---P--V

Kk Kkkk Kkk k% * * x * * x * kkkkkkhkk Kkkkk kKk K *

DALERKKLQLEIEREALKKEKDPDSQERLKAIEAEIAKLTEEIAKLRAEWEREREILRKL

S—-KRKKT-VNV---A-—-—- D---———=-- IES-V--—-—- - I-—--
* % % * * * % * * *
REAQHRLDEVRREIELAERQYDLNRAAELRYGELPKLEAEVEALSEKLRGARFVRLEVTE

SD———--- RDT-L---KNL-GDRLKML-=---=-———-— VEFGODKAIEALTEAIKMARAGLGH
* *x X% *x ok kX kK ok % * kkk Kkk X * Kk * Kk kk ok
PNRPIGSFLFLGPTGVGKTELAKTLAATLFDTEEAMIRIDMTEYMEKHAVSRLIGAPPGY

EHKPVGSFLFAGPTGVGKTEVTVQLSKAL-GIE--LLRFDMSEYMERHTVSRLIGAPPGY

* kkkkk khkkkkkkxk * * * * kk khkkk ok kkhkkkkkkhkxkKk

VGYEEGGQLTEAVRRRPYSVILFDEIEKAHPDVENILLQILDDGRLTDSHGRTVDERNTV
VGFDQGGLLTDAVIKHPHAVLLLDEIEKAHPDVENILLQVMDNGTLTDNNGRKADEFRNVV

* % **x kx Kk * * ok kkhkkkkkkhkrxkkkkkkk * Kk xk Kk * % *x Kk Kk K

IILTSNLGSPLILEGLQK--GWPYERIRDEVFKVLOQOQHFRPEFLNRLDEIVVEFRPLTKEQ
LVMTTNAG---VRETERKSIGLIHQDNSTDAMEEIKKIFTPEFRNRLDNIIWFDHLSTDV

* Kk x * * * * kkhkkx kxkk K * *

IRQIVEIQLSYLRARLAEKRISLELTEAAKDFLAERGYDPVFGARPLRRVIQRELETPLA
IHQVVDKFIVELQVQLDQKGVSLEVSQEARNWLAEKGYDRAMGARPMARVIQDNLKKPLA

* x X% * * * * k% * * Kk k Kk kk * % k% * % k% * * k%

OKILAGEVKEGDRVQV
NELLFGSLVDGGQVTV

* ok * * ok

8.3 Sekundarstrukturvorhersage

Die Sekundarstruktur von ClpB aus T. thermophilus wurde mittels des Computerprogramms
Gor IV durchgefuhrt.

10
|

20 30 40 50 60
| | | | |

MNLERWTQAAREALAQAQVLAQRMKHQAIDLPHLWAVLLKDERSLAWRLLEKAGADPKAL

hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheochhhh

70 80 90 100 110 120

| | | | | |

KELQERELARLPKVEGAEVGQYLTSRLSGALNRAEGLMEELKDRYVAVDTLVLALAEATP
hhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh

130 140 150 160 170 180

| | | | | |

GLPGLEALKGALKELRGGRTVQTEHAESTYNALEQYGIDLTRLAAEGKLDPVIGRDEEIR

hhhhhhhhhhhh eeeecchhhhhhhhhhhchhhhhhhhh hhhh

190 200 210 220 230 240
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RVIQILLRRTKNNPVLIGEPGVGKTAIVEGLAQRIVKGDVPEGLKGKRIVSLOMGSLLAG
hhhhhhhh eeee hhhhhhhhhhhh eeeeehhhhhhhh
250 260 270 280 290 300
| | | | | |
AKYRGEFEERLKAVIQEVVQSQGEVILFIDELHTVVGAGKAEGAVDAGNMLKPALARGEL
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eeeeeechhhhhhhcchhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
310 320 330 340 350 360
| | | | | |
RLIGATTLDEYREIEKDPALERRFQPVYVDEPTVEETISILRGLKEKYEVHHGVRISDSA
hhh hhhhhhhhcchhhhh eee hhhhhhhhhhchhhh eeechhh
370 380 390 400 410 420
| | | | | |
ITAAATLSHRYITERRLPDKAIDLIDEAAARLRMALESAPEEIDALERKKLOQLEIEREAL
hhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhcchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
430 440 450 460 470 480
| | | | | |
KKEKDPDSQERLKAIEAEIAKLTEEIAKLRAEWEREREILRKLREAQHRLDEVRREIELA
hh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
490 500 510 520 530 540
| | | | | |
ERQYDLNRAAELRYGELPKLEAEVEALSEKLRGARFVRLEVTEEDIAEIVSRWTGIPVSK
hhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhh hhh
550 560 570 580 590 600
| | | | | |
LLEGEREKLLRLEEELHKRVVGQDEAIRAVADAIRRARAGLKDPNRPIGSFLFLGPTGVG
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhchhhhhhhhhhhhhhhhh eeeee
610 620 630 640 650 660
| | | | | |
KTELAKTLAATLFDTEEAMIRIDMTEYMEKHAVSRLIGAPPGYVGYEEGGQLTEAVRRRP
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheeeee eeee hhhhhh
670 680 690 700 710 720
| | | | | |
YSVILFDEIEKAHPDVENILLQILDDGRLTDSHGRTVDFRNTVIILTSNLGSPLILEGLQ
eeehhhhhh hhhhhhhhh ee eeeee hhhhh
730 740 750 760 770 780
| | | | | |
KGWPYERIRDEVFKVLOQOHFRPEFLNRLDEIVVFRPLTKEQIRQIVEIQLSYLRARLAEK
hhhhhhhhh hhhh hhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
790 800 810 820 830 840
| | | | | |
RISLELTEAAKDFLAERGYDPVFGARPLRRVIQRELETPLAQKILAGEVKEGDRVQVDVG
hhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhchhhhhhhhhhh eeeee
850
|
PAGLVFAVPARVEA

ecee ee
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GOR4
Alpha helix
310 helix
Pi helix
Beta bridge
Extended strand
Beta turn
Bend region
Random coil
Ambigous states

Other states

570

is
is
is
is
is
is
is
is
is

is

[e)}

N
O O o0 O O o0 O o O o

.74%
.00%
.00%
.00%
.91%
.00%
.00%
.35%
.00%
.00%
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