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1 Zusammenfassung

Die intrazelluldre Proteolyse ist ein fiir alle Zellen lebensnotwendiger ProzeB3, der strenge
Kontrollkriterien erfordert. In Eukaryonten verlduft der Proteinabbau generell iiber das
Ubiquitin-Proteasom-System. Das 26S-Proteasom, eine molekulare Maschine bestehend aus
mehr als 31 verschiedenen Proteinuntereinheiten und einem Molekulargewicht von etwa
2.5MDa bildet die proteolytische Hauptkomponente der Abbaumaschinerie. Der Komplex
setzt sich aus dem proteolytisch aktiven 20S-Proteasom und zwei peripheren 19S-Regulator-
kappen zusammen. Struktur, Organisation und enzymatischer Mechanismus sind bislang nur
fiir das 20S-Partikel bekannt.

20S-Proteasome sind ubiquitér verbreitet und bauen sich immer aus vier {ibereinanderlie-
genden Ringen zu je sieben Untereinheiten mit einer a;37B87017-Stdchiometrie auf. Fiir die
Bildung und Reifung der 20S-Protease ist es notwendig, dal3 eine etablierte Ordnung ein-
gehalten wird, um den unkontrollierten und vorzeitigen Proteinabbau in der Zelle zu verhin-
dern.

Aufgrund der strukturellen Charakteristika und des nukleophilen N-Terminus werden die
20S-Proteasome in die Klasse der Ntn-Hydrolasen eingruppiert. Die Hydrolyse von Substra-
ten findet innerhalb der zentralen Kammer in den B-Untereinheiten statt. Das fiir die Spaltung
der Peptidbindung notwendige Nukleophil ist das O der Hydroxylgruppe der N-terminalen
Threonine der B-Untereinheiten. Die Freisetzung der proteolytisch aktiven Threonine findet
im finalen Assemblierungsschritt iiber eine N-O-Acetyl-Umlagerung statt, gefolgt von der
intramolekularen Autolyse der Gly(-1)-Thr1-Bindung in den B-Precursorkomplexen.

Die Kompartimentierung in 20S-Proteasomen erfordert hohe Anforderungen fiir den Zu-
gang von Substraten in das Partikelinnere sowie fiir die Freigabe der bereits vollstindig ge-
spaltenen Produktfragmente. Eukaryontische 20S-Partikel verfligen iiber einen Regulations-
mechanismus, der zwischen latenter und aktiver Konformation im Molekiil unterscheidet. In
archaebakteriellen 20S-Proteasomen ist diese Steuerkomponente dagegen nicht vorhanden.

Der kontrollierte Abbau von Proteinen iiber das Proteasom beeinflufit eine Vielzahl bio-
logischer Prozesse in der Zelle, wie metabolische Adaption, Apoptose, Entziindungsbildung,
Immunantwort, StreBantwort, Zelldifferenzierung oder Zellteilung. Moglicherweise finden
bereits verfiigbare reversible, selektive und spezifische 20S-Proteasominhibitoren in Zukunft

Anwendung als Medikamente fiir die Bekdmpfung von Karzinomen oder als Antiphlogistika.



Einleitung 2

2 Einleitung
2.1 Proteolytische Enzyme

Eukaryontische Zellen besitzen zwischen 6000 und 50000 verschiedene Enzyme, von
denen jedes eine bestimmte chemische Reaktion katalysiert. Eine der am ldngsten bekannten
Klassen von Enzymen stellen die Proteasen dar. Sie gehoren systematisch zu den C-N-
Hydrolasen und spalten Peptidbindungen. Je nach Angriffspunkt innerhalb der Peptidkette des
Substrats unterscheidet man zwischen Exopeptidasen (spalten Aminosduren vom N- oder C-
Terminus ab, z.B. Aminopeptidasen, Carboxypeptidasen) und Endopeptidasen (spalten inner-
halb der Polypeptidkette, z.B. Pepsin, Trypsin). Heute sind mehr als 500 Proteasen bekannt,

die anhand der reaktiven Gruppen des aktiven Zentrums wie folgt eingeteilt werden:

1. Serin-Proteasen: Ser- und His-Rest im aktiven Zentrum
2. Cystein-Proteasen: Cys-Rest im aktiven Zentrum

3. Aspartat-Proteasen: Asp-Reste im aktiven Zentrum

4. Metallo-Proteasen: Metallion im aktiven Zentrum

5. Nicht klassifizierte Proteasen

Die meisten Proteasen sind spezifisch fiir bestimmte Sequenzen von Aminosduren der zu
spaltenden Polypeptidkette. Um einen regulierten Proteinabbau in der Zelle zu gewihrleisten,
werden viele Peptidasen in Form inaktiver Vorstufen, sogenannter Zymogene, synthetisiert.
Die spezifische Spaltung des Zymogens fiihrt iiber Konformationsénderungen von Amino-
sduren im aktiven Zentrum zur katalytisch aktiven Protease.

Urspriinglich wurde der Proteinabbau als primér lysosomal angesehen (Darnell et al.,
1990). Lysosomen sind membranumschlossene Organellen, die etwa 50 verschiedene hydro-
lytische Enzyme, unter anderem Proteasen wie Cathepsine und Kollagenasen, enthalten.
Diese Enzyme sind an den sauren pH-Wert der Lysosomen von 4.8 angepal3t (Bainton, 1981)
und bauen nach Fusion mit Endosomen und Autophagosomen exogene und endogene Sub-
strate ab (Goldberg et al., 1974). Die Beobachtung, dal3 der Proteinabbau unter anaeroben
Bedingungen inhibiert ist, fithrte zur Entdeckung eines cytosolischen, ATP-abhidngigen
Proteolysesystems, das vom lysosomalen System unabhingig ist (Etlinger et al., 1977). Durch
die Identifizierung von Zellen, die trotz des Fehlens von Lysosomen, mutierte und fehlge-
faltete Proteine selektiv verdauen (Hershko et al, 1986), wurde gezeigt, daB Eukaryonten

nicht nur einen lysosomalen, sondern auch einen ATP-abhingigen Weg des Proteinabbaus
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besitzen. Die Analyse von Retikulozyten zeigte, dal bestimmte Proteine fiir den Abbau
markiert (Waxman et al., 1987) und durch einen Multiproteinkomplex schnell zu kleinen
Fragmenten zerlegt werden (Hershko et al., 1998). Dieser Multiproteinkomplex besitzt eine
Masse von ca. 2000kDa und wird heute 26S-Proteasom genannt (Arrigo et al., 1988);
(DeMartino et al., 1989); (Hoffman et al., 1992).

2.2 Das Proteasom
2.2.1 Funktion und Aufgabe des Proteasoms

Mittlerweile ist bekannt, dafl eukaryontische Zellen die Mehrzahl der Proteine iiber den
ATP-abhingigen Mechanismus abbauen (Ciechanover, 1994). Das 26S-Proteasom ist hierfiir
das wichtigste proteolytische Element (fiir eine Ubersicht siehe (Coux ef al., 1996); (Bochtler
et al., 1999); (Groll et al., 2003b). Es reguliert {iber seine verschiedenen aktiven Zentren eine

Vielzahl biologischer Prozesse in der Zelle wie z.B.:

e Abbau von mutierten und fehlgefalteten Proteinen

e StreBantwort (durch Prozessierung und Abbau von Transkriptionsfaktoren)

o Zell-Zyklus-Kontrolle (durch Abbau von Cyclinen)

e Zelldifferenzierung und metabolische Anpassung (durch Prozessierung und Abbau
von Transkriptionsfaktoren)

e Zeclluldre Immunantwort (iiber Generierung antigener Peptide, die den Haupthisto-

kompatibilidts-Klasse I (MHC I)-Molekiilen prisentiert werden)

Fiir die Proteolyse von Enzymen durch das Proteasom miissen diese unter ATP-Verbrauch
tiber eine Isopeptidbindung kovalent mit Ubiquitin, einem Polypeptid von 76 Aminosiuren,
verkniipft werden (Hershko&Ciechanover, 1998). Erst die so markierten Molekiile werden
ebenfalls in einer ATP-abhingigen Reaktion vom 26S-Komplex erkannt, entfaltet und
hydrolysiert (Voges et al., 1999). Das 26S-Proteasom besteht aus dem zentralen 20S-Protea-
som (KP, Kernpartikel) und zwei peripheren 19S-Regulatorkappen (RP, auch PA-700-
Komplex genannt), welche iiber ATP-Hydrolyse die Ubiquitinerkennung, die Proteinentfal-
tung und die Proteintranslokation verantworten. Die proteolytische Schliisselkomponente des
26S-Proteasekomplexes ist das 20S-Proteasom (E.C. Nummer 3.4.99.46 (Enzyme Nomen-
clature Recommendations, 1984)). Die vorliegende Arbeit befaflit sich hauptsichlich struk-
turell und funktionell mit dem 20S-Kernpartikel.
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2.2.2 Vorkommen des Proteasoms

In Sdugern befindet sich der hochste 20S-Proteasomenanteil, mit Konzentrationen bis
zu einem Prozent der 16slichen Zellproteine, in Leber und in Niere (Peters, 1994). In
eukaryontischen Zellen kann die Protease im Nukleus, im Cytosol und als Assoziat mit dem
endoplasmatischen Retikulum sowie mit dem Zytoskelett nachgewiesen werden (Scherrer et
al., 1994). Sie wurde bereits aus vielen Organismen unter verschiedensten Namen isoliert
(Woese et al., 1990). Heute hat sich die Bezeichnung 20S-Proteasom durchgesetzt
(Falkenburg ef al., 1988); (Arrigo et al., 1988).

Die fundamentale Bedeutung des 20S-Partikels deutete sich bereits nach der Isolierung
und Charakterisierung des Proteins aus Archaebakterien wie 7. acidophilum an (Dahlmann et
al., 1989). Anfangs wurde vermutet, daf} in Eubakterien keine proteasomverwandten Proteine
vorkommen. Mit der Aufkldrung des Genoms von Escherichia coli wurde aber die Existenz
eines Gens einer proteasoméhnlichen Untereinheit ClpP (hslV) gefunden (Chuang et al.,
1993). Homologe Sequenzen konnten darauthin auch in den Organismen Pasteurella
haemolytica, Bacillus subtilis und Mycobacterium leprae identifiziert werden (Lupas et al.,
1994), sowie in Rhodococcus erythropolis (Tamura et al., 1995), womit sich eine ubiquitdre
Verbreitung dieser Protease in allen drei Lebensbereichen zeigt. Mittlerweile sind mehr als 70
Sequenzen von 20S-Proteasomuntereinheiten aus verschiedenen Organismen publiziert, die
eine eigene Klasse von Proteinen darstellen. Sie weisen bislang keine Ahnlichkeit zu anderen
Proteasefamilien auf. Zueinander besitzen die Untereinheiten eine hohe Sequenzhomologie
und deuten auf einen gemeinsamen Vorldufer hin (Lowe et al., 1995); (Coux et al., 1996);
(Bochtler et al., 1999). Die 20S-Proteasomsequenzen werden beziiglich der archaebakteriellen
Untereinheiten in zwei Gruppen, o und f, klassifiziert - das 20S-Proteasom aus dem Archae-
bakterium 7. acidophilum wurde deshalb auch als 'Urproteasom' bezeichnet (Zwickl et al.,

1992).

2.2.3 Struktur und Aufbau des 20S-Proteasomkomplexes

Das Molekulargewicht von 20S-Proteasomen betrdgt ca. 700kDa. Anfangs lieferten
elektronenmikroskopische Untersuchungen an humanen Erythrozyten nur eine niederaufge-
16ste Struktur der 20S-Partikel. Dabei zeigen die Molekiile eine zylinderformige Struktur mit
den ungefihren Abmessungen von 120A x 160A (Harris, 1968). Der Komplex bildet sich aus
vier Lagen iibereinanderliegender Ringe, von denen jeder einzelne aus je sieben Unterein-

heiten besteht (Hegerl et al., 1991); (Piihler et al., 1992) (siehe Abb. 1a,d,g). Der strukturell
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detaillierte Aufbau von 20S-Proteasomen konnte jedoch erst mit Hilfe der Rontgenstruktur-
analyse aufgekldrt werden. Im folgenden wird auf die Kristallstrukturen von 20S-

Proteasomen aus Archaebakterien (7. acidophilum), Eubakterien (E. coli) und Eukaryonten

(Saccharomyces cerevisiae) eingegangen.

Abb.1: Kugelmodell (A, D und G),
Ribbonplot (B, E und H) und Ober-
flichenmodell (C, F und I) der 20S-
Proteasome aus 7. acidophilum (Lowe et al.,
1995), S. cerevisiae (Groll et al., 1997) und
E. coli (Bochtler et al, 1997). Fir die
Oberflichenmodelle wurden die Molekiile
entlang der nichtkristallographischen Sym-
metrie- bzw. Pseudosymmetrieachse aufge-
schnitten. Die Schnittflichen sind weil3
eingefarbt und die aktiven B-Untereinheiten
mit dem Calpain-Inhibitor I komplexiert. Der
Inhibitor ist als ball-and-sticks in gelb
eingezeichnet.

Das 20S-Proteasom aus dem Archaeon 7. acidophilum

Die Kristallstruktur des Thermoplasma-20S-Proteasoms bei 3.4A Auflosung zeigt
dieses als ein zylinderformiges Partikel (148A x 113A) mit einem durchgingigen zentralen
Kanal und drei groBen Kammern (Lowe et al., 1995); (Stock et al., 1996) (sieche Abb. 1a-c).
Aus dem Strukturmodell ergibt sich fiir den 20S-Komplex eine a;373707-Stochiometrie mit
einer 72 Punktgruppensymmetrie. Die beiden dufleren Kammern werden von den o- und -
Ringen gebildet und die mittlere Kammer, in der die Proteolyse stattfindet, wird alleine von
den B-Ringen aufgebaut. Obwohl die Primérsequenzen der a- und B-Untereinheiten zueinan-
der nur geringe Homologien aufweisen, ist deren Tertidrstruktur dhnlich (Lowe ef al., 1995);
(Stock et al., 1996). Die C,-Atome konnen mit nur geringfiigiger Abweichung iibereinander
gelegt werden. Dabei besteht jede Untereinheit aus einem filinfstrdngigen antiparallelen (-
Faltblatt. Die Topologie ist S8, S1, S2, S9 und S10 im oberen und S7, S6, S5, S4 und S3 im
unteren [3-Faltblatt. Diese werden von den Helices H3, H4 und HS5 sowie von den Helices H1

und H2 flankiert (siehe Abb. 2).

Abb. 2: Ribbonplot der a- und B-Untereinheit aus
T. acidophilum (Lowe et al., 1995). Die Helices und
Faltblatter sind in blau bzw. griin eingezeichnet und
die Sekundérstrukturelemente von HO bis H5 bzw.
von S1-S10 schwarz beschriftet..

a-subunit B-subunit
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Das 20S-Proteasom aus Eubakterien

Bislang existiert keine Kristallstruktur von 20S-Proteasomen aus Eubakterien. Sequenz-
iiberlagerungen erlauben aber eine Vorhersage, dal3 die 20S-Komplexe in diesen Organismen
eine dhnliche Quartirstruktur wie die der archaebakteriellen 20S-Partikel aufweisen (Lowe et
al., 1995). Beispielsweise enthélt das 20S-Proteasom aus Rhodococcus. erythropolis vier
verschiedene Untereinheiten, wobei zwei der a- und zwei der -Familie zugeordnet werden
konnen (Tamura et al., 1995). Die Anordnung und Zusammensetzung dieser Untereinheiten
im 20S-Partikel ist nicht verstanden. Mit Ausnahme der Actinomyceten besitzen die Eubak-
terien keine 20S-Proteasome. Jedoch exprimieren diese Organismen, wie beispielsweise E.
coli, mit dem Operon HslV einen Proteinasekomplex, der auf eine starke strukturelle
Verwandtschaft mit der B-Familie der 20S-Proteasome hindeutet (Bochtler et al., 1997). Der
Komplex unterscheidet sich aber deutlich von dem der 20S-Proteasome (Rohrwild et al.,
1996). So verfligt HslV iiber keine sequenzverwandten a-Untereinheiten, und die beiden
Ringe setzen sich jeweils aus nur sechs Untereinheiten zusammen (BsBs-Stochiometrie; siehe
Abb. 1g-i). Fir die Abweichung in der Stochiometrie der Ringzusammensetzung in HslV
konnte ein wesentlicher Grund das Fehlen der proteasomalen C-terminalen Helix H5 sein,
wodurch fiir die Untereinheiten in HslV eine dichtere Packung und somit eine hexamere

Anordnung zuléssig ist (siehe Abb. 3).

Abb. 3: a) Ribbonplot der hslV-Protease.
Eine der hslV-Untereinheiten ist in blau ein-
gezeichnet, wihrend die restlichen in braun
dargestellt sind. b) Uberlagerung einer hsIV-
Untereinheit mit der p-Untereinheit des
Thermoplasma -20S-Proteasoms. Die Struk-
turiiberlagerung der beiden Molekiile zeigt
eine nahezu identische Faltung; allerdings
enthalten die hslV-Untereinheiten nicht die in
20S-Proteasomen gefundene C-terminale
Helix HS5. c¢) Struktureller Vergleich des
hexameren hslV-Ringsystems mit dem
heptameren Thermoplasma-20S-Proteasom-
B-Ring. In der Abbildung wurden die be-
schrifteten Untereinheiten strukturell {iiber-
lagert und anhand der neu generierten Koor-
dinaten die jeweiligen Ringsysteme aufge-
baut (Bochtler et al., 1997).

Das 20S-Proteasom aus Eukaryonten
Eukaryontische 20S-Proteasome enthalten mindestens 14 verschiedene Untereinheiten

von 21-34kDa (Rivett, 1989). Die Quartérstruktur des 20S-Proteasoms aus S. cerevisiae ist



der des Komplexes aus 7. acidophilum homolog (Groll et al., 1997) (siehe Abb. 1d-f). Es
handelt sich ebenfalls um ein zylinderférmiges Partikel (148 A x 113 A) mit drei groBen
Kavitdten. Die Molekiile besitzen eine pseudo-siebenzdhlige Symmetrie und bestehen aus
zwel identischen Hilften (a1-7B1-7; Pi—7a1—7) die iiber eine zweizédhlige Rotationssymmetrie
zueinander in Beziehung stehen (Kopp ef al., 1993). Die Kristallstruktur des 20S-Proteasoms
aus S. cerevisiae zeigt die rdumliche Anordnung und Faltung der 14 verschiedenen Unterein-
heiten im 20S-Komplex (Groll et al., 1997). Mit Hilfe der Struktur wurde eine neue Nomen-
klatur der 20S-Proteasomuntereinheiten eingefiihrt, die in der vorliegenden Arbeit verwendet
wird. Die Numerierung der Aminoséuren in den Untereinheiten erfolgt analog einer Sequenz-
tiberlagerung mit der a- und B-Untereinheit aus 7. acidophilum (sieche Abb. 4a,c). Alle 14
verschiedene Untereinheiten nehmen in der Struktur des Molekiils definierte Positionen ein.
Sie sind mit Ausnahme weniger Insertionssegmente und Kettenenden in der Elektronendichte
vollstindig reprisentiert. Analog der o- und B-Untereinheit aus 7. acidophilum besitzen sie je

zwel finfstringige antiparallele B-Faltblatter, flankiert von Helices (siehe Abb. 4b,d).
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einheiten aus 7. acidophilum.

Abb. 4



Einleitung

i ot € ok AR

T

o ONT WOE e E
R

Suma

L l-..r..n

wwo.

wG GV e L]

¢ 0O F"VVVVTFV

LwnnuETnnn S0

TN - L
< xT

k

Qo B
o0
b e e DD G
FuTa SFLdsEEE

Z e Wi e e >
4013 O LU ®
TwoZLalexO0Ew -

P wIok-uZzzEas o
OxE oo nee O x
i *

o =
= . x
o @
- z
o T Lot - e =
>r>>rZITT>>#EE O
ot Tl b il ax
2 00 e AL O O T wa
A = FOOOSI
wxEZn Tx00WE00 oo
e OB A e Zu

Bxroxetatc<Oir< FICHLOZOOZZO0
Su_u > e wo o Oa S Wi
FErT I FE s NWEZOEOEATETE
CwuxEOE-CEaas e e Bl el
5 Ll A SO IIO>TEZO0E
T TunIZnonTnEas
SO TCILu-gtg WWOOTWWOoo8aa
O T
o D et OO0 DF Al
m%m DrLL<CESEE80

Eoroantccccma B ]

T D _ L L LL b L

[ S
COL 0T IO
NSQG&;BDDBNSSS
O OO000

e OQOEFIIEE
= CUNOCU - 00
ELEF>L0000000
Gptvvwvttt e

[

TSnGrLLvVYA

§ TrreErarsERE
- ooooacesoou
— OCnIEONCEE NRN.H

Orooofu EEEﬂs
[P

o=
EH@

LS. [ ST T A.n.n
s o]
—000o>-a0<Zann
Dx SO0 00

Nr_._. W e A R
FERO>UOWd B
L = |

1
|
|

GCTSVSSTNY&HM
nEDEEAEKKNuna CHOHE D M D
D O UL ek n!LVLNHDEHﬂﬂa
Bzencozor-cans <0 LA NN
= ZOwzx 00 JEEE O00OZTTO0OCMAR
ImxZuOonnCEEe —h BB
S>_ WO,
—O>uLS>>_ oS e e
L3 e e e B ]
N Z0_DOLGE <60 Tuwau TO=OOWO0
wWoUr-CJooooooa candfnacca@od
Fox_ u.ﬂHAAAT-Il XD
SO
L
RR#HLHRRRHRHR MW Knkxﬂﬁ

CLC LD cBOE

OB
— b R T

P R EXOR0
ozooCoo-oo8e8
= 3

20
c
&

2

— OO ety 2 S WO
FOTCx O nOZo0RE
“OEQu = ITO-000

VA T T E

[ S e

L OU X IIT AR

— O >wu > 1 oE

PEOOCTU-WLLEDT
B s s ]

=30 Dl [
R
> »»TIThal

Q] —<->_>—__E58 4 Algz>-—>>> 53 2] =reo=oorrro==
e S L R FEE__3 e et ]
<UL O00000E0E L3 il OF _WHOOZZZEE
Focoozzo0IIond OUZI<>nOoD088T —a>LBBBBBoo
KKDEDNGDRGKS <
B> T Fu pUExoransodoass
Taru«URKKYOﬁ P Soo i
—F__Em ki PPPPPHNBGENBS A > A A
-] o«vonoocccs=e FOrez . <X .. B L ]
] . =u i FOOCOOSEE Bt nSos
[ I OO TR OoZFIooocoocans
b o D nnns CrrcczOrreses
e Sz B> Tk
OE00 8> 1w cosEssmEs XLl = K
z =z~ i OwxdOxEO00uEs =g DL L
-0 e ) FLZW> <O Oid
" .0 i F > E000 s s e
0 0 Fow > T EFIAI —aeuFo>o SIS
o a0 ZnOI-00ZZTTWWE <LLnITnT T
o .z0 woEd zole
"o P A — T ST
0 e E - F S EENRE T
RIAGHEL = azisugs: = 23iGdga &
2y, wy-x Ay 1 2y, wy2x Ay 1 2y, xy-x Ay 1
EelsarCogkosl EclszcUoakoat Eelearoopio sk
BECTEESESOELD SECTEESELIELD SEC2EESELIE D
_—
-

&)

B7

¢) Sequenziiberlagerung der einzelnen B-Untereinheiten aus S. cerevisiae und T. acidophilum. Fiir B1 (griin), 2

(gelb) und B5 ( blau) sind zusitzlich die humanen Untereinheiten mit den entsprechenden y-interferon-

induzierbaren Austauschkomponenten dargestellt. Konservierte Aminosauren sind in rot eingeférbt, p-Stringe in

Pfeil und Zylinderform dargestellt. Die Aminoséuren 20, 31, 35 und 45 fiir B1 sind als spezifische Reste der S1-

Tasche orange eingefarbt. d) Ribbonplot der einzelnen B-Untereinheiten aus S. cerevisiae.

Die Uberlagerung der sieben a- und sieben B-Untereinheiten aus S. cerevisiae mit den T.

acidophilum-Homologen deutet auf eine groBe Ahnlichkeit der Sekundirstruktur der protea-

somalen Elemente hin. Allerdings befinden sich Unterschiede zwischen den einzelnen Unter-

einheiten in um bis zu zwei Aminosdureresten verlangerten Schleifen, langen Insertionen mit

Sekundérstrukturelementen und den N- bzw. C-Termini (fiir die im Detail beschriebenen

Abweichungen der Tertidrstrukturen der einzelnen Untereinheiten wird auf die Publikation

Groll et al 1997 verwiesen). Viele dieser spezifischen strukturellen Besonderheiten in den

einzelnen Untereinheiten sind an den Kontaktflichen zwischen den Untereinheiten beteiligt.

Diese bestimmen alle 14 verschiedene Untereinheiten je zweimal an wohldefinierten Posi-

tionen im 20S-Partikel (siehe Abb. 5).
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Bislang konnten elektronenmikroskopische Studien mit monoklonalen Antikérpern im
20S-Komplex aus H. sapiens die Besetzung der Untereinheiten analog zu S. cerevisiae identi-
fizieren (Dahlmann et al., 1999). Eine 20S-Proteasomkristallstruktur von Sdugern gibt es nur
von Rinderleber, die beziiglich der dreidimensionalen Struktur dem Hefe-20S-Proteasom
identisch ist (Unno et al., 2002). Diese Ergebnisse deuten eine universelle Architektur der

Untereinheiten aller eukaryontischer 20S-Proteasome an.

2.2.4 Aufgaben der proteasomalen a- und B-Untereinheiten

Aufgaben der a-Untereinheit

Die N-Termini der a-Untereinheiten enthalten mit der Helix HO ein konserviertes
Strukturmotiv, welches in den B-Untereinheiten fehlt, das aber fiir die 20S-Proteasomassem-
blierung wesentlich ist (Lowe ef al., 1995). Bestimmte o-Untereinheiten besitzen ebenso eine
'shuttling sequence’, die den Austausch der 20S-Proteasome zwischen Cytosol und Kern
ermOglicht (Tanaka et al., 1990); (Lehmann et al., 2002). Es wird vermutet, dafl der Import
des 20S-Proteasoms in den Kern auf phosphorylierungsbedingte Konformationserkennungen
bestimmter Untereinheiten zuriickzufiihren ist. Eine weitere Eigenschaft der a-Untereinheiten
ist es, eine Ringstruktur auszubilden, die fiir die Bindung der B-Untereinheiten und damit fiir
die 20S-Proteasomformation notwendig ist (Zwickl et al., 1991). Im gereiften 20S-Komplex
bildet der a-Ring eine physikalische Sperre (siche 2.2.8 und 3.3), welche den Zugang gefal-
teter, cytosolischer Proteine in die innere proteolytische Kammer einschrinkt (Lowe et al.,
1995). Zusitzlich befinden sich am a-Ring Bindemotive fiir den 19S- (PA700), 11S- (PA2S,
PA26) und Blm3-Regulationskomplex, welche die proteolytischen Aktivititen des 20S-
Proteasoms modulieren (Voges et al., 1999); (Li et al., 2001); (Ustrell et al., 2002).

Aufgaben der B-Untereinheiten

Die Sequenzen der B-Untereinheiten sind untereinander weniger homolog als die der o-
Untereinheiten. Nahezu alle B-Untereinheiten besitzen N-terminale Propeptide, die groften-
teils wihrend der Partikelformation abgespalten (Autolyse) oder partiell prozessiert werden.
Uber den Schritt der Autolyse entstehen in den B-Untereinheiten mit den N-terminalen
Threoninen die proteolytisch aktiven Zentren (Lowe et al., 1995); (Ditzel et al., 1998). In
archaebakteriellen 20S-Proteasomen verhindert die Deletion der Prosequenz nicht die
Synthese des funktionsfdhigen Komplexes (Zwickl et al., 1994), wihrend in Eukaryonten

diese Segmente fiir den Aufbau der 20S-Proteasome notwendig sind. So besitzen Hefe-
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stimme, in denen die 20S-Proteasomuntereinheiten ohne Propeptide exprimieren, einen
Phénotyp, der im schlimmsten Fall nicht {iberlebensfihig ist, wie am Beispiel der Untereinheit
B5 gezeigt wurde (Chen et al., 1996). Eine wesentliche Funktion der Propeptide ist der spezi-
fische Einbau von B-Untereinheiten in das 20S-Proteasom. So bewirkt die Deletion des
Propeptids von 51, dal} das gereifte 20S-Proteasom nur die 35 und nicht mehr die f5i-Unter-
einheit enthédlt (Schmidt ez al., 1999).

Regulierte Expression von 20S-Proteasomuntereinheiten in Sdugern

In hoheren Eukaryonten wird die Untereinheitenzusammensetzung des 20S-Proteasoms
in Abhédngigkeit vom Organismus reguliert. Beispielsweise induziert in humanen Zellen y-
Interferon den Austausch von drei B-Untereinheiten (1, B2 und B5) gegen drei neu syntheti-
sierte LMP-Untereinheiten (B1i, f2i und B51) (Frentzel et al., 1993); (Brown et al., 1993);
(Akiyama et al., 1994); (Groettrup et al., 1997). Das Vorkommen der Untereinheiten ist
abhingig vom Zellentwicklungsstadium und der Gewebeart. Beispielsweise wurden in der
Rinderhypophyse keine LMP-Untereinheiten nachgewiesen (Yu ef al., 1993) und in Méusen
variiert die Verteilung der 20S-Proteasomuntereinheiten zwischen Leber und Muskel deutlich
(Van Kaer et al., 1994). Modifikationen diesbeziiglich kdnnen zu schweren degenerativen
Verianderungen fithren (Kloetzel, 2001). Der Mechanismus der Substitution von Unterein-
heiten ist bislang kaum verstanden, lediglich, dafl deren Einbau von der Stirke der Expression
und zusétzlichen Assemblierungs-Cofaktoren abhingt (Frith et al., 1994); (Ramos et al.,
1998); (Kriiger et al., 2001). Es gibt erste Befunde, daB3 die sogenannten immunoproteaso-
malen Bi-Untereinheiten wichtigen Einflul auf die Antigenprisentation haben (Sibille et al.,

1995); (Stohwasser et al., 1996); (Kloetzel, 2001) (siehe 2.2.6).

2.2.5 Das proteolytisch aktive Zentrum im 20S-Proteasom

In der Thermoplasma-20S-Proteasomstruktur mit gebundenem kompetitiven Inhibitor
Acetyl-Leu-Leu-Norleucinal (Calpain-Inhibitor I) konnten die aktiven Zentren des Enzyms
innerhalb der zentralen Kammer in jeder B-Untereinheit lokalisiert werden (Lowe et al., 1995)
(siehe Abb. Ic,f,i). Der Tripeptidinhibitor bindet in einer ausgestreckten Konformation in die
durch eine Schleife von zwei B-Faltblittern ausgeprigten hydrophoben Tasche. Die funktio-
nelle Aldehydgruppe bildet mit der Hydroxylgruppe des N-terminalen Threonins ein Hemi-
acetal. Damit wurde als Nukleophil fiir die Hydrolyse der Peptidbindungen das O" der Hydro-

xylgruppe des N-terminalen Threonins der B-Untereinheiten identifiziert. Das 20S-Proteasom
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ist somit das erste Beispiel einer Threoninprotease, der detaillierte Reaktionsmechanismus
blieb jedoch aufgrund der niederen Auflosung offen. Struktur- und Mutageneseuntersu-
chungen im Thermoplasma-20S-Proteasom konnten allerdings das katalytische System mit
Thrl, Glul7 und Lys33 definieren. Zusitzlich befinden sich die Aminosduren Serl29,
Aspl166 und Ser169 in der Ndhe von Thrl und tragen zur proteolytischen Aktivitét bei, da sie
fiir die strukturelle Integritit des aktiven Zentrums erforderlich sind (Lowe et al., 1995);
(Seemiiller et al., 1995). Die Rontgenkristallstruktur des Hefe-20S-Proteasoms bei 1.9A Auf-
16sung zeigt, dall im eukaryontischen 20S-Komplex nur drei der sieben verschiedenen -
Untereinheiten, ndmlich 1, 2 und B5 ein proteolytisch aktives Zentrum ausbilden (Groll et
al., 1997). Mit Hilfe der Thermoplasma- und der Hefe-20S-Proteasomstrukturen wurde
erkannt, daf3 in allen proteolytisch aktiven Untereinheiten die Aminoséuren Thrl, Asp/Glul7,
Lys33, Ser129, Asp166 und Ser169 invariant sind. Dieser Befund deutet auf einen identischen

Proteolysemechanismus in 20S-Proteasomen hin.

Abb. 6: Stereoabbildung der rdumlichen Anordnung der Aminosduren rund um das Thrl der proteolytisch
aktiven Untereinheit B1. Der Protein-backbone ist als weiller coil und die Aminosduren Thrl, Aspl7, Lys33,
Ser129, Aspl166 und Ser169, welche hauptsdchlich fiir das nukleophile Zentrum verantwortlich sind, als balls-
and-sticks dargestellt. Lys33 ist aufgrund der Bildung einer Salzbriicke mit Aspl7 positiv geladen (zyane
Rasterpunkte; beide Aminosduren sind gelb eingezeichnet). Hierliber wird das elektrostatische Potential der
Thr10’-Gruppe abgesenkt. In unmittelbarer Nachbarschaft zum Thrl befinden sich die Aminosduren Ser129,
Aspl166 und Serl169 (schwarz), welche fiir die konformelle Stabilitdt des Thrl verantwortlich sind (lila Raster-
punkte). Das Wassermolekiill NUK, eingezeichnet als griine Kugel, befindet sich in der Elektronendichte nahe
dem Thr1O" und N und vermittelt einerseits iiber eine Shuttle-Funktion die Protoneniibertragung, vom Thr10”
zum N-Terminus (griiner Kreis) andererseits die Hydrolyse das Acylesterintermediats (Groll&Huber, 2003b).

Die hohe Auflésung im Hefe-20S-Proteasom lieferte weitere Kenntnisse beziiglich des
proteolytischen Reaktionsmechanismus. So bildet das ThrIN eine Wasserstoffbriickenbin-
dung zu Ser12907, Asp1680 und Ser1690"; Thr1O" zu Lys33N°®. Aspl7 erzeugt Wasserstoff-
briicken iiber O"' zu Argl9N und Gly170N und iiber O zu Thr/Ser2N und Lys33NF. Der

pKa-Wert und die Protonierung der relevanten ionisierbaren funktionellen Seitengruppen sind
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unbekannt, aber das Muster der Wasserstoftbriickenbildung 146t vermuten, dall sowohl Asp17
als auch Lys33 geladen sind. Die positive Ladung von Lys33N® wiirde den intrinsischen pKa-
Wert des Thr1O" sowie des ThrIN verschieben und deren Nukleophilie verstirken. Thr1O’
reagiert daher mit den elektrophilen funktionellen Gruppen von Substraten und Inhibitoren,
wihrend Thr1N den Protonenakzeptor darstellt. Zusitzlich befindet sich in allen proteolytisch
aktiven Untereinheiten nahe dem Thr1O" und N, Ser1290" und N sowie Gly47N ein voll-
staindig gebundenes Losungsmittelmolekiil, bezeichnet als NUK. Die Funktion des Wasser-
molekiils liegt sowohl in der Protoneniibertragung des Wasserstoffs vom Thr1O’ zum N-
Terminus als auch in der Spaltung und damit Neugenerierung des Thr1O" im Acylesterinter-
mediat (siehe Abb. 6). Diese Annahme wird durch die Kristallstruktur des Komplexes des
Hefe-20S-Proteasoms mit Lactacystin bekréftigt, in dem eine Esterbildung zwischen Lacta-
cystin und Thr1O" als Ergebnis einer B-Lactonringéffnung nach einem nukleophilen Angriff
durch Thr1O zu beobachten ist. Eine analoge Reaktionssequenz wird fiir die Hydrolyse von
peptidischen oder chromogenen Substraten vermutet.

Die Faltung der 20S-proteasomalen Untereinheiten stimmt weitgehend mit der Faltung
einer Reihe von Hydrolasen iiberein, die jedoch zueinander keine Ahnlichkeiten in der
Primédrsequenz aufweisen. Bislang sind von dieser Proteinklasse 19 dokumentierte Kristall-
strukturen in der PDB-Datenbank hinterlegt, wie beispielsweise die lysosomale Aspartylglu-
cosaminidase (Oinonen et al., 1995), die Penicillinacylase (Duggleby et al., 1995), die Gluta-
min-PRPP-amidotransferase (Smith et al., 1994) und die Glycosylasparaginase (Xu et al.,
1999). Die Proteine weisen zueinander kaum konservierte Aminosduren im aktiven Zentrum
auf, besitzen aber neben ihrem gemeinsamen Strukturmotiv alle einen nukleophilen N-Termi-
nus (Brannigan et al., 1995). Dies fiihrte zu der Einteilung der Proteine in eine neue Familie,
die Klasse der Ntn (N-terminal nukleophile)-Hydrolasen. Das im 20S-Proteasom zuvor
beschriebene Lys33 ist in den Ntn-Hydrolasen nicht konserviert und deutet ebenso wie
experimentelle Befunde an, dafl der N-Terminus der Protonenakzeptor wéhrend der Peptidhy-
drolyse ist. Gleichermallen zeigen die hinterlegten Kristallstrukturen von Ntn-Hydrolasen mit
hoher atomarer Auflosung, wie beispielsweise die Penicillinacylase, am katalytischen
Zentrum ein definiertes Wassermolekiil, das in idealer rdumlicher Anordnung fiir die Pro-
toneniibertragung sorgt. Es kann davon ausgegangen werden, daf3 der Reaktionsmechanismus

aller Ntn-Hydrolasen in identischer Folge ablduft.
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2.2.6 Spezifititen der S1-Taschen in eukaryontischen 20S-Proteasomen

Eine besondere Eigenschaft eukaryontischer 20S-Proteasome ist die Vereinigung
verschiedener Proteaseaktivititen. So ergeben in vitro-Untersuchungen an eukaryontischen
Zellen, daB die 20S-Partikel die Moglichkeit besitzen, nahezu nach jeder Aminosdure zu
spalten (Arendt et al., 1997); (Orlowski et al., 2000). Allerdings zeigt die proteolytische
Aktivitdt gegeniiber chromogenen Testsubstraten fiinf bevorzugte Schnittpriferenzen, die

Tabelle 1 zusammenfalit (Orlowski et al., 1993):

Tabelle 1: Bevorzugte Schnittpriferenzen eukaryontischer 20S-Proteasome

Name: Chromogenes Substrat:
Chymotrypsin like activity (CL) Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC
Trypsin like activity (TL) Bz-Val-Gly-Arg-AMC
Peptidyl-glutamyl-protein-hydrolysing Z-Leu-Leu-Glu-BNA

activity (PGPH); Caspase like activity

Branched chain aminoacid preferring (BrAAP) Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC

Small neutral aminoacid preferring (SNAAP) Cbz-Gly-Pro-Ala-Gly-Gly-AMC

Bereits vor der Kenntnis des atomaren Aufbaus eukaryontischer 20S-Proteasome
konnten im speziellen fiir die Untereinheit B5 die Proteolyseeigenschaften experimentell
identifiziert werden. So besitzen 20S-Proteasome, deren Prosegment in 35 nicht mehr prozes-
siert wird (Chen&Hochstrasser, 1996) oder deren Mutation die B5-S1-Tasche deutlich ver-
kleinert (Heinemeyer et al., 1997), eine reduzierte chymotryptische Aktivitit. Ebenso bewirkt
der Inhibitor Lactacystin, der selektiv nur an die Untereinheit B5 bindet, lediglich EinfluB3 auf
die CL-Aktivitdt (Fenteany et al., 1995). Diese Ergebnisse schlielen eine gegenseitige allo-
sterische Beeinflussung der proteolytisch aktiven Untereinheiten aus und stellen die Ursache
fiir die verschiedenen Spaltungsspezifitdten im Molekiil durch die vorhandenen charakteris-
tischen S1-Taschen der proteolytisch aktiven Untereinheiten dar. Die Kristallstrukturen des
Hefe-20S-Proteasoms in Komplex mit den Inhibitoren Calpain-Inhibitor I und Lactacystin
lieferten eine ausfiihrlichere Erkldrung (Groll ef al., 1997). So befindet sich im Zentrum der
S1-Tasche von B1 in Position 45 ein Arg, das mit Glutamaten gut interagieren kann und
dieser Untereinheit die PGPH- oder Caspase-dhnliche Spaltungspezifitit verleiht (siehe Abb.
7a). Die vorhergesagte Spaltpriferenz wurde durch Mutageneseexperimente am proteolytisch
aktiven Zentrum der Untereinheit B1 bestdtigt (Heinemeyer et al., 1997); (Ditzel et al., 1998).
Allerdings wurde in Abbauuntersuchungen von Enolase gefunden, dafl die Untereinheit 31
neben der PGPH- auch limitierte BrA AP-Aktivitét besitzt (Nussbaum et al., 1998). Eine mog-
liche Erklarung fiir die duale Spalteigenschaft liefert die Kristallstruktur des Hefe-20S-Protea-
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soms in Komplex mit dem Calpain-Inhibitor I, in der die apolare Inhibitor-Nle-Seitenkette mit
der positiv geladenen S1-Tasche verankert vorliegt. Die Komplexstruktur zeigt zusétzliche
Elektronendichte am Arg45, identifiziert als Bicarbonat-Anion, und begriindet hieriiber die
Nle-Arg-Wechselwirkung. Die S1-Tasche der Untereinheit B2 ist durch das Gly45 sehr
gerdumig und deshalb bevorzugt fiir die Bindung groBer Seitenketten geeignet. Neben einer
groBen Anzahl negativ geladener Aminoséuren, die der Untereinheit die charakteristisch
tryptisch-dhnliche proteolytische Aktivitdt zuweisen, bildet Glu53 das Zentrum der S1-Tasche
(siehe Abb. 7b). Diese Annahme wurde durch strukturelle Inhibitionsstudien von 20S-Protea-
somen mit Mal- BAla-Val-Arg-CHO bzw. durch gezielten Thr1Ala-Austausch in der Unter-
einheit B2 bestitigt (Loidl et al., 1999a); (Groll et al., 1999); (Jager et al., 1999). Wie bereits
angedeutet, besitzt die Untereinheit 5 die chymotrypsin-dhnliche proteolytische Aktivitat.
Nach der Struktur ist fiir diese Eigenschaft {iberwiegend das Met45 der Untereinheit B5
verantwortlich (siehe Abb. 7c). Jedoch ergeben Mutagenesestudien, dall die f5-Untereinheit
auch Substrate nach kleinen neutralen oder verzweigten Aminosduren spaltet (SNAAP-,
BrAAP-Aktivitit) (Groll ef al., 1999). Eine Erklarung hierfiir ist die freie Beweglichkeit des
Met45, wodurch sich die Grofle der S1-Tasche variieren 14Bt. So ist Met45 im Falle der
Bindung von Lactacystin durch den engen Kontakt mit der verzweigten Seitenkette des
Inhibitors Schliisselkomponente flir dessen Spezifitit, wihrend im 20S-Proteasom:Calpain-
Inhibitor I-Komplex die sterisch anspruchsvolle Norleucinseitenkette die Met45-Seitenkette

verschiebt und die S1-Tasche gerdumiger erscheinen 146t (Groll ef al., 1997).

Abb. 7: a-c) Oberflichenmodell der drei verschiedenen proteolytisch aktiven Untereinheiten 1, 2 und 5 des
Hefe-20S-Proteasoms. Die einzelnen Abbildungen zeigen das nukleophile Thrl als balls-and-sticks. Basische
Atome sind als blaue, saure Atome als rote und hydrophobe Atome als weille Oberfldchen eingezeichnet. In griin
ist die fiir die jeweilige Untereinheit charakteristische Proteaseaktivitit dargestellt.

Wie bereits beschrieben, findet in 20S-Sdugerproteasomen iiber y-Interferon ein
konstitutiver Ersatz der aktiven Untereinheiten 31, f2 und B5 durch B1i, B2i und B5i statt. Es
wurde gezeigt, dal diese ,immuno’-Untereinheiten die Anzahl der an der Zelloberfldche
vorliegenden MHC-Klasse I-Molekiile regulieren (Fehling ef al., 1994); (Sibille ef al., 1995).

Die Substitution der aktiven Untereinheiten durch die ,immuno’-Untereinheiten fithrt zur
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Generierung von Peptiden, die iiber den C-terminalen Anchorresidue bevorzugt an MHC-
Klasse I-Molekiile binden. Allerdings weisen die konstitutiven und die dazugehorigen
,immuno’-Untereinheiten einen hohen Grad an Sequenzidentitit auf. Lediglich B1i besitzt in
der S1-Tasche zwei auffillige Unterschiede gegeniiber der nicht y-Interferon-induzierten
Untereinheit, ndmlich die Substitution von Thr31 zu Phe und von Arg45 zu Leu (siehe Abb.
3c). Modellierungen mit Hilfe der Hefe-20S-Proteasomkoordinaten zeigen, daB3 der Phe-
Austausch die P1i-S1-Tasche verkleinert und der Leu-Ersatz der Pli-Spezifitit apolaren
Charakter verleiht. Dies bewirkt in ,immuno’-20S-Proteasomen einerseits eine reduzierte
PGPH-, andererseits eine verstarkte chymotryptische und BRAAP-Aktivitat (Groll et al.,
1997). Experimente in Zell-Linien von Méausemutanten, denen die Expressionsfihigkeit der
,immuno’-Untereinheit 11 fehlt, besitzen eine verminderte MHC-Klasse I-Prdsentation
(Driscoll et al., 1993); (Gaczynska ef al., 1993); (Van Kaer ef al., 1994). Ein Grund fiir diese
Beobachtungen liegt in der Antigenprisentation, da die MHC-Klasse I-Molekiile bevorzugt
Peptide mit basischen oder hydrophoben C-terminalen Aminosduren einbauen (Engelhard,
1994). Bemerkenswerterweise fiihrt die Substitution von B2 und 5 mit 2i und 351 zu keiner
grundlegenden Anderung in der Anordnung und Spezifitit der S1-Tasche. Jedoch ergaben in
vivo-Experimente in mutierten Mausen eine mechanistische Beeinflussung der MHC-Klasse
I-Prasentation beziiglich der B2i- und B5i-Untereinheiten (Fehling et al., 1994); (Stohwasser
et al., 1996). Die vorliegenden Kristallstrukturen der 20S-Proteasome aus Hefe und Rinderle-
ber (Groll et al., 1997); (Unno et al., 2002) liefern hierfiir keine Erklarung. Mdglicherweise
bewirkt der konservierte Ersatz der 2 und B5-Untereinheiten eine Einschrinkung in der
Flexibilitdt und GroBe der Spezifititstaschen, wodurch ein entscheidender Einflufl auf die

Schnittpriferenz entstehen konnte (siehe 2.2.7).

2.2.7 Generierung von Oligopeptiden durch das 20S-Proteasom

Das 20S-Proteasom generiert in der Regel Oligopeptide mit einer Lénge von acht bis
fiinfzehn Aminoséduren. Es stellt sich daher die Frage, wie das Zusammenspiel der aktiven
Untereinheiten die Produktverteilung steuert. Durch die reduzierte Anzahl proteolytisch
aktiver Zentren in eukaryontischen 20S-Partikeln wurde anfangs vermutet, daB3 zusitzliche
nicht Thrl-abhingige proteolytische Zentren existieren, die die Substrate unspezifisch nach
bestimmter Lange spalten (Groll et al., 1997). Einen Grund fiir diese Annahme lieferten die in
der Kristallstruktur des Hefe-20S-Proteasoms ermittelten definierten Elektronendichten von

den intermedidr prozessierten inaktiven Untereinheiten $6 und 7, deren Prosegmente jeweils
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an der Grenzfliche der zentralen Kammer verankert vorliegen. Zusitzlich ergaben kristallo-
graphische Untersuchungen von verschiedenen Hefe-20S-Proteasommutanten, in denen
proteolytisch aktive Zentren durch gezielte Punktmutationen inaktiviert wurden, weiterhin die
definierte Elektronendichte sowie charakteristische Langenverteilung aller im Wildtyp
auftretenden Prosegmente. Allerdings zeigt die N-terminale Sequenzierung der Untereinheiten
B6 und B7 in 20S-Proteasommutanten mit proteolytisch deaktiviertem 2 im Vergleich zum
Wildtyp verldngerte N-terminale Sequenzen, so daBl diese Bereiche in den [2-Mutanten
lediglich einer kristallographischen Fehlordnung unterliegen (Ditzel et al., 1998); (Groll et
al., 1999). Diese Ergebnisse schlieBen zusitzlich vorkommende Endopeptidasestellen in 20S-
Proteasomen aus und weisen auf eine starke Umlagerung der teilprozessierten Propeptide 6
und 7 nach Hydrolyse an den proteolytisch aktiven Zentren hin.

Mit der Aufkldrung der Kristallstruktur des 20S-Proteasoms aus 7. acidophilum wurde
postuliert, da3 die Generierung der Oligopeptide vom Abstand der proteolytisch aktiven (-
Untereinheiten abhédngt (Lowe et al, 1995). So betrdgt die Distanz zweier benachbarter
Threonine etwa 30A und Peptide aus acht bis zehn Aminosiuren konnen diese in gestreckter
Konformation gerade noch erreichen. In Hefe ist die Zahl der Proteolysezentren auf sechs
reduziert. Zusétzlich ist es moglich, vier der sechs proteolytisch aktiven B-Untereinheiten, 31
und B2, liber einen ThrlAla-Austausch zu inaktivieren (Heinemeyer et al., 1997). Der
Abstand der verbleibenden katalytisch aktiven B5-Threonine betrigt etwa 49A. Nach dem
vorgeschlagenen Mechanismus der Thermoplasma-20S-Proteasom-Kristallstruktur wiren in
der Doppelmutante Produkte mit einer Lidnge von fiinfzehn bis achtzehn Aminosduren zu
erwarten. Inkubationsversuche mit thermolabiler Hefe-Enolase zeigten jedoch, daB die
Doppelmutante analog dem Wildtyp Proteolyseprodukte mit einer durchschnittlichen
Léngenverteilung von acht bis fiinfzehn Aminoséuren liefert (Nussbaum et al., 1998). Die
einzelnen Fragmente der jeweiligen Experimente, Wildtyp und Doppelmutante, wurden iiber
reversed phase LC-MS und N-terminale Sequenzierung identifiziert und wiesen lediglich
Unterschiede in Bezug auf die Schnittstellen auf. Somit bildet in 20S-Proteasomen der etwa
acht Aminosdure lange Kanal zum Thrl eine Andockstelle fiir Substrate und ist das mittlere
MaB fiir die Produktverteilung. Die Charakteristika der S1-S8-Taschen in den verschiedenen
Untereinheiten bewirken fiir Substrate je nach Bindung unterschiedlich lange Verweilzeiten
am Katalysezentrum und geben hieriiber die Wahrscheinlichkeit einer moglichen Proteolyse
und damit die auftretende Schnittpriaferenz wieder. Die Aufenthaltsdauer der Edukte und

Produkte im 20S-Proteasom ist durch das gesamte Kanalsystem im Molekiil vorgegeben und
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erlaubt in der Regel eine Produktverteilung von 8-15 Aminoséduren (siehe 2.2.8 und 3.3). Eine
Begriindung hierfiir liefert die dhnlich hohe mittlere Umsatzrate von thermolabiler Hefe-
Enolase im Wildtypproteasom als auch in den proteolytisch reduzierten 20S-Proteasommu-
tanten. Damit ist in 20S-Proteasomen der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Zuging-
lichkeit der Substrate in das Molekiilinnere sowie die Freilassung der Produkte aus der
zentralen Kammern und nicht die Proteolysereaktion an den aktiven Untereinheiten.
Moglicherweise ist dies ein Grund fiir die reduzierte Anzahl proteolytisch aktiver Unterein-
heiten in eukaryontischen 20S-Proteasomen, die sich iiber den Evolutionsverlauf gebildet
haben. Nennenswert in diesem Zusammenhang sind jedoch die voneinander unterschiedlichen
S1-Taschen in den wenigen verbleibenden proteolytisch aktiven Zentren, die eine nahezu
unspezifische Spaltung der selektierten Substrate beziiglich der P1-Position erméglichen

(siehe 2.2.6).

2.2.8 Substratzugang in das 20S-Proteasom

Wie beschrieben befinden sich die proteolytisch aktiven Zentren des 20S-Proteasoms
innerhalb der zentralen Kammer. Die Substrate miissen um prozessiert zu werden somit in das
Partikelinnere eindringen und werden daraufhin zu Oligopeptiden fragmentiert, die an-
schlieBend wieder freigesetzt werden. Das 20S-Proteasom aus 7. acidophilum zeigt in der
Kristallstruktur an den o-Ringen zwei Eintrittsoffnungen von 13A, die durch eine Ringfliche
von Schleifen-formierenden Tyr126-Gly-Gly-Val-Segmenten der sieben identischen a-Unter-
einheiten begrenzt sind. Der Durchmesser der Offnung in den B-Ringen ist mit 22A etwas
groBer (Lowe et al., 1995) (siehe Abb. Ic). Die N-terminalen 12 Aminosduren der o-
Untereinheiten befinden sich nahe der Eintritts6ffnung, sind aber in der Elektronendichte
nicht definiert. Uber die Funktion der N-Termini kann lediglich spekuliert werden. Allerdings
ist die Eingangspore mit 13A nur geringfiigig groBer als der Durchmesser einer o-Helix, so
daB der Zugang fiir den DurchlaB3 von gefalteten Proteinen nicht ausreicht. Dadurch entsteht
im Thermoplasma-20S-Proteasom eine wichtige Steuerstelle fiir den regulierten und stufen-
weisen Abbau von Substraten, da die engen Einschniirungen fiir einen limitierten Zugang der
Proteine sorgen und verhindern, daf3 teilweise abgebaute Polypeptide den Proteinkomplex
vorzeitig verlassen (siehe 2.2.7).

Im Gegensatz zum Thermoplasma-20S-Proteasom ist die hydrolytische Kammer des
Hefe-20S-Proteasoms fiir Substrate nahezu unerreichbar (siehe Abb. If). Die N-Termini im

speziellen von a2, a3 und a4 bilden ineinander eine aus mehreren Schichten bestehende
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Struktur, die den a-Ring vollstindig verschlieft und somit einen Substrateintritt ohne Umla-
gerung nicht mehr gewéhrleistet. Das 19S-Partikel, welches fiir die ATP- und ubiquitinab-
hiangige Proteolyse durch das Proteasom verantwortlich ist, bindet ATP-abhédngig an die
beiden Pole des 20S-Zylinders und bildet damit das 26S-Proteasom. Diese Assoziation fiihrt
zu einer vielfachen Erhohung der katalytischen Aktivitit gegeniiber chromogenen und natiir-
lichen Substraten (DeMartino et al., 1994); (Hoffman et al., 1996). Es konnte gezeigt werden,
dal} die Regulatorkappen Konformationsdnderungen der a-Ringsysteme und somit Zugang in

das 20S-Partikel bewirken (siehe 3.3).

2.3 Inhalt der vorliegenden Arbeit

Die proteasomalen Kristallstrukturen aus den verschiedenen Organismen konnten
bereits viele Fragen beantworten und neue Ideen bereitstellen. Einige funktionelle Zusam-
menhénge sind jedoch mit den bisher erarbeiteten Strukturkenntnissen der 20S-Proteasome
nicht erklarbar, wie der Mechanismus des Partikelzusammenbaus, der Einflul3 benachbarter
Aminosauren fiir das proteolytisch aktive Thrl, der Transport von markierten und entfalteten
Substraten in das Molekiilinnere eukaryontischer 20S-Proteasome sowie die Wirkung einer
Vielzahl von Inhibitoren und deren therapeutisches Interesse.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde durch Kombination von biochemischen und
kristallographischen Untersuchungen eine strukturbasierte Funktionsanalyse an 20S-Protea-
somen durchgefiihrt: (1) Strukturelle Untersuchungen von frithen und spéiten Assemblie-
rungsintermediaten des 20S-Proteasoms aus 4. fulgidus. (2) Aufkldrung des Mechanismus der
Autolyse, Beitrdge einzelner benachbarter Aminoséduren zum Mechanismus der Proteolyse
durch ortsgerichtete Mutagenese, Einflul der Prosegmente auf die Ausbildung der proteoly-
tisch aktiven Zentren und Reaktivierungsstudien inaktiver B-Untereinheiten im Hefe-20S-
Proteasom. (3) Untersuchungen zum Mechanismus des regulierten Substrattransports in
eukaryontische und archaebakterielle 20S-Proteasome. (4) Kristallstrukturanalysen, Model-
lierungen, Totalsynthesen und Ermittlungen der Bindemodi von synthetischen und natiirlichen
spezifischen 20S-Proteasominhibitoren. Fiir eine ausfiihrlichere Darstellung der in der vorlie-
genden Arbeit zusammengefaiten Ergebnisse wird auf die im Anhang unter dem Kapitel:

Eigene publizierte Arbeiten aufgefiihrten Veroffentlichungen verwiesen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Strukturelle Einblicke in die Reifung archaebakterieller 20S-Proteasome
3.1.1 Das 20S-Proteasom aus A. fulgidus

20S-Proteasome erreichen iiber ein kompliziertes Wechselspiel der Untereinheiten
beziiglich Faltung, Zusammenbau und Prozessierung ihren letztendlich gereiften und proteo-
lytisch aktiven Zustand. Im Gegensatz zu eukaryontischen 20S-Proteasomen erfolgt der
Partikelaufbau in Archaeen ohne Verwendung von zuséitzlichen Chaperonen (Zwickl et al.,
1992). Beispielsweise ist es moglich, rekombinant in E. coli die a- und B-Untereinheiten aus
dem Organismus Archaeoglobus fulgidus getrennt zu exprimieren und zu reinigen (Groll et
al., 2003a). Nach dem Mischen von stochiometrischen Mengen der a- und B-Untereinheiten
wird augenblicklich proteolytische Aktivitit gemessen und die SDS-Gelelektrophorese des
Gemisches deutet mit der vollstindig autoproteolytischen Abspaltung der Prosegmente von
den B-Vorldaufern auf eine effiziente und augenblickliche Partikelassemblierung hin. Die
Ergebnisse zeigen somit einen intakten Zusammenbau des Archaeoglobus-20S-Proteasoms
unter in vitro Bedingungen und liefern die Grundlage fiir eine Untersuchung frither und spéter
Assemblierungsintermediate. Fiir einen strukturellen Vergleich verschiedener Zwischenstufen
wurde zu Beginn die Kristallstruktur des gereiften 20S-Proteasoms sowie des 20S-Protea-
som:Calpain-Inibitor [-Komplexes aus A. fulgidus bei 2.25A bzw. 2.8 A bestimmt. Die
Gesamtstruktur des Archaeoglobus-20S-Proteasoms ist erwartungsgemifl analog zum
Thermoplasma-20S-Partikel: das Molekiil ist zylinderformig aufgebaut und besteht aus drei
Kammern, die in sich mit engen Einschniirungen in Verbindung stehen; die ersten elf Amino-
sduren der a-Untereinheiten sind in der Elektronendichte dhnlich wie im Thermoplasma-20S-
Proteasom nicht definiert und vermitteln den Eindruck eines zentralen offenen Kanals (siehe
Abb. 9a). Zusitzlich 146t die hohe Auflosung des Archaeoglobus-20S-Partikels am proteo-
lytisch aktiven Zentrum ebenfalls das bereits im Hefe-20S-Proteasom gefundene nukleophile
Wassermolekiil erkennen und belegt den universell vorgeschlagenen proteolytischen Reak-
tionsmechanismus archaebakterieller und eukaryontischer 20S-Proteasome (siehe 2.2.5 und

3.2).

3.1.2 Der a-Ring aus A. fulgidus: ein frithes Assemblierungsintermediat

Es ist bekannt, da} sich archaebakterielle proteasomale a-Untereinheiten spontan zu

einem Siebenring zusammenlagern, wéhrend die B-Untereinheiten alleine keinen Ringschluf3
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eingehen, jedoch mit den a-Ringen zum funktionellen 20S-Proteasom assemblieren (Zwickl
et al., 1994). Uberraschenderweise ist der Aufbau proteolytisch aktiver chimirer 20S-Protea-
some iiber die a-Untereinheiten aus 4. pernix und die B-Untereinheiten aus A. fulgidus
moglich (Groll ef al., 2003a). Nennenswert in diesem Zusammenhang ist die voneinander
weitentfernte phylogenetische Entwicklung der verwendeten Archaeen: A4. fulgidus gehort zu
der Familie der Euryarchaeota und 4. pernix zu der Familie der Crenarchaeota. Ebenso ergibt
die strukturelle Uberlagerung der C,-Atome der Koordinaten der a- bzw. B-Untereinheiten
aus A. fulgidus mit denen aus T. acidophilum eine weitgehende Ubereinstimmung, was
prinzipiell fiir einen zeitlich allgemeinentwickelten Assemblierungsmechanismus archaebak-
terieller 20S-Proteasome spricht. Fiir die unassemblierten B-Untereinheiten ergeben Aktivi-
titsuntersuchungen gegeniiber chromogenen Testsubstraten eine defiziente Proteolyse und die
N-terminale Sequenzierung zeigt ein Ausbleiben der intramolekularen Autoproteolyse (siehe
3.2.1). Somit ist fiir die proteolytische Aktivitét als auch fiir die Féhigkeit der Substratspal-
tung eine oligomere Assemblierungsanordnung der -Untereinheiten in 20S-Proteasomen von
grundlegender Bedeutung. Dieser Befund ist nur iiber konformelle Strukturumlagerungen in
den Untereinheiten wéhrend der 20S-Partikelreifung zu erklaren. Allerdings ist bislang noch
keine Kristallstruktur fiir eine unkomplexierte 3-Untereinheit verfiigbar, um den Mechanis-
mus detailliert beschreiben zu konnen. Hingegen war es moglich, eine Rontgenkristallstruktur
fir den a;-Ringvorldufer aus A. fulgidus bei 2.45A Auflosung zu erhalten (Groll et al.,
2003a). Uberraschenderweise zeigt dieser alleine eine identische Konformation zum o;-Ring
aus dem gereiften 20S-Proteasom mit Ausnahme des N-terminalen Bereichs, der im oy-

Assembly strukturell geordnet vorliegt (siehe Abb. 8).

Abb. 8: Stereoabbildung der
strukturellen ~ Uberlagerung
der C,-Atome von der o-

Untereinheit aus dem OL7-
Ring (gelb) mit der a-Unter-
einheit aus dem 20S-Protea-
som (blau) von Archaeoglo-
bus fulgidus. Die N- bzw. C-
Termini der jeweiligen Unter-
einheiten sind in schwarz
beschriftet.

a-subunits a-subunits
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Das Ergebnis der Strukturiiberlagerung der a-Untereinheiten aus den verschiedenen Archaeo-
globus-Komplexen ergibt, dal der a;-Ring wihrend der 20S-Partikelzusammensetzung
bereits ein stabiles und starres Geriist bildet und damit das Fundament fiir die Anlagerung der
B-Precursorproteine darstellt. Sogar die Kontaktflichen in den a-Untereinheiten des 20S-
Proteasoms besitzen keine signifikanten strukturellen Unterschiede zu den a-Untereinheiten
im oi7-Ring und belegen eine bereits voreingenommene Erhaltung der o--Kontaktoberfléche.

Wihrend die Assemblierung in Archaeen als konserviert erscheint wechselt der Mecha-
nismus der Reifung mit Anstieg der Komplexizitit. In eukaryontischen 20S-Proteasomen
erfordert der Zusammenbau der unterschiedlichen Untereinheiten zusitzliche regulatorische
Faktoren, die moglicherweise als Chaperone fiir korrekte Faltung sorgen und lediglich
transient mit dem sich aufbauenden Komplex assoziieren (Ramos et al., 1998); (Witt et al.,
2000). Jedoch ist es notwendig, daB3 in der Entstehung und in der Reifung der 20S-Proteasome
eine etablierte Ordnung eingehalten wird, um den unkontrollierten und vorzeitigen Proteinab-
bau in der Zelle zu verhindern. Diese Voraussetzung erfordert ein grundlegendes Prinzip fiir
den Zusammenbau von 20S-Proteasomen aus allen Organismen. Der detaillierte Assemblie-

rungsmechanismus ist weiterhin fraglich und erfordert weitere Experimente.

3.1.3 Die a,B7p70.7-Proteasommutante aus A. fulgidus: ein spites Assemblierungs-
intermediat

In eukaryontischen 20S-Proteasomen bilden sich die proteolytisch aktiven B-Unterein-
heiten iiber intramolekulare Autolyse unabhingig von der Anwesenheit anderer aktiver
Zentren (siehe 3.3.2) (Heinemeyer et al., 1997); (Ditzel et al., 1998); (Groll et al., 1999).
Dieser Prozel ist der letzte Schritt in der 20S-Proteasom-Reifung und generiert das funk-
tionstiichtige Kernpartikel. Es ist gelungen, von einer proteolytisch inaktiven 20S-BThr1Gly-
Proteasommutante aus A. fulgidus bei 4A Auflosung eine Kristallstruktur zu bestimmen
(Groll et al., 2003a). Durch die Mutation kann der Komplex den Reifungsprozefl nicht
abschlieBen und stellt damit eines der letzten 20S-Proteasom-Assemblierungsintermediate
dar. In den aufgenommen Reflexen ergibt die Selbstrotationssuche nach zweizihligen Achsen
in der Patterson-Karte nur eine schwache 72-Symmetrie des Molekiils und deutet auf eine
betrachtliche Fehlordnung hin. Die Kristallstrukturanalyse und Positionierung der Unterein-
heiten konnte lediglich mit Hilfe der einzelnen a- und B-Ringe des Archaeoglobus-20S-Par-
tikels iiber Patterson-Such-Methoden ermittelt werden, gefolgt von einer individuellen rigid

body Minimierung. Die Strukturiiberlagerungen der Hauptkettenatome der o-Ringe aus
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Wildtyp und B-Thr1Gly-Mutante zeigen identische Schwerpunkte sowie analoge ov[37-
Anordnungen halber 20S-Proteasomkomplexe. Jedoch befindet sich im Vergleich zum Wild-

typ in der Mutante zwischen den beiden Hilften ein Abstand von 4.5A der die o7p--Assoziate

voneinander separiert (siehe Abb. 9a).

69A

4.5A

69A

Abb. 9: a) Ribbonplot des Archaeoglobus-20S-Proteasoms aus Wildtyp und der B-Thr1Gly-Mutante. Die in der
Kiristallstruktur geordneten Aminosduren sind in blau eingezeichnet, die fehlgeordneten Aminoséuren sind in rot
dargestellt. Die schwarzen gestrichelten Linien deuten mit einer Linge von 69A den gemeinsamen Schwerpunkt
halber 20S-Proteasome an. Im Falle der B-Thr1Gly-Mutante sind im Unterschied zum Wildtyp die halben 20S-
Partikel iiber eine 4.5A Liicke voneinander getrennt. b) Ribbonplot von drei benachbarten B-Untereinheiten der
B-Thr1Gly-Mutante mit struktureller Fehlordnung innerhalb der 3-B-Schnittfléche.

Die berechnete 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte der B-Thr1Gly-Mutante ergibt eine deutlich
niederaufgelostere Elektronendichte als die zu erwartende und deutet auf eine umfassende
Fehlordnung im Kristall hin. Im speziellen konnten keine Elektronendichten fiir die Proseg-
mente und Aminosduren im Bereich der B-B-Schnittfliche erkannt werden. Allerdings zeigt
die N-terminale Sequenzierung sowie die Analyse der SDS-Gelelektrophorese, dall in der
Mutante die Vorldufer der B-Untereinheiten noch intakt sind und somit keiner Autolyse
unterliegen.

Bereits am Beispiel von Hefe-20S-Proteasom-Mutanten wurde eine Umorientierung der
B-Propeptide nach fortgeschrittener proteolytischer Spaltung durch benachbarte aktive [-
Untereinheiten gefunden (Ditzel et al., 1998); (Groll et al., 1999) (siehe 2.2.7). Dabei nehmen
die prozessierten Prosegmente eine analoge Konformation wie gebundene Inhibitoren an den
aktiven Zentren ein (siehe 3.4.1), in denen sie den Spalt zwischen den Faltbléattern der Amino-
sduren 19-22, 45-52 und 112-120 besetzen. Teile dieser Sequenzen sind in der Kristallstruktur

der BThr1Gly-Mutante aus A. fulgidus nicht definiert und weisen auf ein proteolytisch nicht
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funktionstiichtiges aktives Zentrum hin. Des weiteren sind in der Mutante die beiden o;f37-
Doppelringe strukturell nicht assoziiert (sieche Abb. 9b). Allerdings ergibt die Gelfiltrations-
chromatographie der Mutante beziiglich der Retentionszeit Hinweise auf bereits assemblierte
o7B7B707—Precursorkomplexe, und die dynamische Lichtstreuung zeigt eine im Vergleich
zum Wildtyp leicht verldngerte Molekiilform. Diese Experimente bestitigen den nahezu
abgeschlossenen Reifungszustand des Archaeoglobus-20S-BThr1Gly-Proteasoms, so daf3
diese Mutante einem spéten Assemblierungsintermediat gleichzusetzen ist.

Archaebakterielle und eukaryontische 20S-Proteasome sind in ihrer Sequenz und
Struktur zueinander dhnlich (Bochtler ef al., 1999); (Groll et al., 2003a). Die eukaryontischen
20S-Partikel assemblieren aus halben 13-16S-Komplexen (Schmidtke et al., 1997) und
besitzen gleiche Eigenschaften hinsichtlich der Autolyse ihrer Propeptide (Ditzel et al., 1998);
(Groll et al., 1999). Es erscheint somit wahrscheinlich, daf3 erste Schritte im Zusammenbau,
im speziellen die initiale Ausbildung der a-Ringe, auch in eukaryontischen 20S-Proteasomen
existieren. Hingegen zeigen die Prosegmente der B-Untereinheiten in Eukaryonten zueinander
nur wenige Homologien. Die Kristallstruktur der fThr1 Gly-Mutante aus A. fulgidus 148t trotz
Erhalt der Rotationssymmetrie keine eindeutigen Kontakte der beiden halben 20S-Proteasome
zu. Moglicherweise haben die unterschiedlichen B-Prosegmente in eukaryontischen 20S-
Proteasomen unter Zuhilfenahme von Chaperonen wie ump/pomp (Ramos et al., 1998); (Witt
et al., 2000) die Funktion eines stringenten Aufbaus der C2-Symmetrie im Molekiil wéihrend

der Partikelreifung.

3.2 Proteolyse- und Autolysemechanismus von 20S-Proteasomen
3.2.1 Der Mechanismus der Autoproteolyse

Wie bereits ausfiihrlich beschrieben, zeigen die Kristallstrukturanalysen der 20S-Protea-
some aus 7. acidophilum, S. cerevisiae und A. fulgidus die Ursache der proteolytischen Spal-
tung in den B-Untereinheiten (Groll&Huber, 2003b). Dabei exprimieren diese in Form von
Precursorkomplexen und aktivieren sich im finalen Assemblierungsschritt durch eine intra-
molekulare Autoprozessierung der Gly(-1)-Thr1-Bindung (siehe 3.1.3). Mit der Freisetzung
von Thrl entsteht im Falle der eukaryontischen 20S-Proteasome in den Untereinheiten 1, 32
und B5 das katalytisch aktive Zentrum. Die Autolyse der Aminosdure in Position eins findet
nicht statt, wenn die katalytische Umgebung variiert, wie in den Untereinheiten 3, 4 und
6, denen Thrl fehlt, sowie der Untereinheit 37, in der in Position 33 Lys gegen Arg und in
Position 129 Ser gegen Phe ausgetauscht ist (Groll et al., 1997). Reaktivierungsversuche der
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inaktiven Untereinheiten {iber Mutagenese blieben bislang erfolglos, obwohl der Verlauf der
Hauptkettengeometrie sowie die iiberwiegende Zahl der fiir das proteolytische Zentrum
notwendigen Aminoséduren auch in den inaktiven Untereinheiten vorhanden ist. Fiir eine aus-
fithrliche Darstellung der Experimente wird auf die Publikation Groll et al., 1999 verwiesen.
Ebenso ist in Eukaryonten, anders als in Archaebakterien, der Aufbau von chiméren 20S-
Proteasomen iiber den Austausch von homologen Untereinheiten aus verschiedenen Organis-
men nur im Fall von Drosophila/Maus betreffend der a2-Untereinheit gezeigt worden (Seelig
et al., 1993), wihrend in Hefen bislang keine chiméren CPs gefunden wurden (Heinemeyer,
personliche Mitteilung). Diese Ergebnisse zeigen, da3 die fehlerfreie Assemblierung der 20S-
Protease weitaus mehr Aminosduren bendtigt, als letztendlich diejenigen, die im gereiften
Molekiil fiir die proteolytischen Aktivititen analysiert worden sind. Umgekehrt lassen sich
alle aktiven Untereinheiten durch Einzelmutationen in den katalytisch notwendigen Amino-
sduren beeinflussen. So fiihrt der Austausch von Thrl zu Ala in den Untereinheiten 1 und 2
zu deren Inaktivierung. In Hefezellen ist dieser Ersatz fiir die Untereinheit B5 letal, jedoch
kann diese Untereinheit durch Mutation von Lys33 zu Ala oder Arg inaktiviert werden
(Heinemeyer et al., 1997); (Groll et al., 1999); (Jager et al., 1999).

Kristallographische und biochemische Untersuchungen der active-site-Mutanten erge-
ben, dall die Autolyse intramolekular und innerhalb einer Untereinheit erfolgt (Ditzel et al.,
1998). Die Reaktionsfolge der Autolyse beinhaltet eine N-O-Umlagerung, wie es erstmals fiir
acetylierte y-Amino-B-buttersdure durch Isolierung des Oxazolin-Intermediats gezeigt wurde
(Bergmann et al., 1923). O-N-Acyl-Umlagerungen mit Hydroxyloxazolidin-Intermediaten
wurden ebenfalls schon in der Schutzgruppenabspaltung von N-terminalen Threonin-enthal-
tenen Peptiden beobachtet (Hiibener et al., 1992). Fiir die Thr1-Hydroxylgruppe des 20S-Pro-
teasoms ware ein Angriff auf die Carbonylgruppe der vorangehenden Peptideinheit unter
Ausbildung eines Hydroxyloxazolidin-Intermediats als einleitender Schritt fiir die Auto-
proteolyse zur aktiven (-Untereinheit denkbar (siehe Abb. 10). Fiir die Aufklirung des Reak-
tionsmechanismus wurde die 1-ThrlAla-Hefe-20S-Proteasommutante chemisch und struk-
turell charakterisiert (Ditzel et al., 1998). Die B-Untereinheiten werden analog des Wildtyp-
proteins prozessiert, mit Ausnahme der Untereinheit B1, die zwischen Arg(-10) und Leu(-9)
gespalten ist. Das komplette Prosegment der Untereinheit B1 ist in der Elektronendichte defi-
niert. Die strukturelle Uberlagerung der Untereinheit Bl aus Mutante und Wildtyp ergibt
kaum eine Abweichung der jeweiligen Hauptkettenatomen und ermoglicht somit die Model-

lierung des Alal in der Mutante durch Koordinaten des Thrl, erhalten aus dem Wildtyp. Das
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Ergebnis ist eine selbstspaltende aktive B1-Untereinheit. Die Konformation des Segments
Leu(-2) bis ThrIN enthilt eine Wolbung am Gly(-1) mit einer kurzen Wasserstoffbriicken-
bindung zwischen Leu(-20) und ThrIN (2.5A), klassifiziert als ein y-furn, bestehend aus drei
Aminosduren, wie erstmals in Thermolysin gezeigt wurde (Colman et al., 1972). Die Amino-
sdure Gly(-1) ist in allen proteolytisch aktiven B-Untereinheiten strikt konserviert. Die
Kristallstruktur der B1-ThrlAla-Mutante 146t hierfiir sterische Griinde vermuten, da im Falle
von Seitenketten diese mit den benachbarten Aminosduren zusammenfallen wiirden. Die
Aminosduren von Val(-4) bis Leu(-2) befinden sich antiparallel zum Segment 20-22 und
besetzen die S1- und S3-Spezifititstaschen. Analoge Haupt- und Seitengruppenwechsel-
wirkungen werden bei der Bindung des Calpain-Inhibitor I mit der hefeproteasomalen Unter-

einheit B1 gefunden (siehe Abb. 10 und 3.4).

Abb.10: Stereoabbildung der rdumlichen Anordnung der Aminosduren rund um das Thrl. Vorgeschlagener
Reaktionsmechanismus der Autolyse und der Substratproteolyse am Beispiel der Untereinheit 31 des Hefe-20S-
Proteasoms. Der Protein-backbone ist in Form von weilen coils, das Thrl als schwarze balls-and-sticks dar-
gestellt. Der Calpain-Inhibitor I sowie das B1-Propeptid sind als gelbe beziehungsweise braune coils einge-
zeichnet. Die Uberlaggrung der B1-Hauptkettenatome aus Wildtyp und B1T1A-Mutante ergeben eine rms-
Abweichung von 0.19A und erlauben somit den Austausch der Koordinaten von Alal mit Thrl. Das resul-
tierende Modell zeigt, dall die Autolyse als auch die Proteolyse (lila Rasterpunkte) durch die Protoneniibertra-
gung vom Thr1O" zum N-terminus unter Zuhilfenahme des Wassermolekiils NUK (griine Kugel) eingeleitet
wird. Gly47N (dargestellt in schwarz) besitzt die Funktion des Oxyanion-holes fiir Substrate und Inhibitoren,
indem es durch Energieabsenkung den tetraedrischen Addukt-Ubergangszustand stabilisiert. Hingegen ist
Ser129N (eingezeichnet in schwarz) hauptsiachlicher Bestandteil des Oxyanion-holes fiir die Propeptide und steht
in Wechselwirkungen mit der Carbonylsauerstoffgruppe des Gly(-1), wihrend Lys33N® mit der Carbonylsauer-
stoffgruppe der Aminoséure in Position (-2) interagiert. Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze Raster-
punkte illustriert. Der Additonsreaktion des Thr1O" mit dem Carbonylkohlenstoff des Gly(-1) (Autolyse) oder
mit dem Carbonylkohlenstoff des Nlel (Proteolyse) folgt die Esterbildung, welche in beiden Mechanismen
durch die Einlagerung des nukleophilen Wassermolekiils NUK zum Produkt hydrolysiert wird.
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Ahnlich wie die Seitengruppen des Tripeptidaldehyds reicht die Leu(-2)-Seitenkette in die S1-
Tasche von B1 (siehe 2.2.6). Dabei interagiert die Guanidiniumgruppe der Aminosdure Arg45
analog wie im Falle des Hefe-20S-Proteasom:Calpain-Inhibitor I-Komplexes mit einem
Bicarbonatanion, wodurch die Polaritit der S1-Tasche vermindert wird, was wiederum eine
Wechselwirkung mit der Leu(-2)-Seitengruppe ermédglicht. Lys33N°® befindet sich in zentraler
Position und besitzt Wasserstoftbriickenbindungen zur Asp17-Seitengruppe und zum Carbo-
nylsauerstoff von Argl9. Zwischen der Carbonylgruppe von Leu(-2) und Lys33N* finden
ebenfalls Wechselwirkungen statt. Die Carbonylsauerstoffe von Gly(-1) und Thrl zeigen in
Richtung der helikalen Windung um Ser129 und bilden je zwei Wasserstoffbriicken zum N
von Ser129 und Gly130. Ser1290" interagiert mit Asp166. Thr1O" ist zentral zum y-turn
positioniert und in unmittelbarer Néhe der beiden Carbonylkohlenstoffatome von Leu(-2) und
Gly(-1), so daB bei weiterer Rotation der Thr1O'-Seitengruppe sich ein pyramidaler Uber-
gangszustand der Carbonylkohlenstoffatome ausbildet, dem eine nukleophile Additionsreak-
tion folgt (siehe Abb. 10). Beide Carbonylkohlenstoffatome sind iliber Wasserstoftbriicken
stark polarisiert, so daB der nukleophile Angriff analog der Bindung von zu spaltenden
Peptidgruppen in Oxyanionkoles erleichtert wird. Als Intermediat entsteht ein Hydroxazoli-
din, gefolgt von einer Esterbildung durch die Spaltung der C-N-Bindung. In der Umgebung
von Thr1O" befindet sich keine basische funktionelle Aminosdure mit Ausnahme eines
nukleophilen Wassers, das auch in den Wildtyp 20S-Proteasomstrukturen gesehen wird. Dies
fiihrt zu der Vermutung, da3 das NUK die Base in der Additionsreaktion ist und somit als
Protonendonor fiir den Amidostickstoff fungiert, wenn die C-N-Bindung unter der Ausbil-
dung des Esters gespalten wird. Die Autoproteolyse endet mit der Esterhydrolyse, bei der das
NUK letztendlich in das Produkt eingebaut wird.

3.2.2 Die Funktion der B-Propeptide

Alle B-Untereinheiten exprimieren als Precursoruntereinheiten, die ithr Prosegment
wihrend der Partikelreifung teilweise oder im Falle der aktiven Untereinheiten autoproteoly-
tisch abspalten. Es stellt sich daher die Frage nach der Funktion der B-Propeptide. In Archae-
bakterien besitzen die Propeptide keine wesentliche Funktion fiir eine korrekte Molekiilas-
semblierung sowie Generierung der proteolytisch aktiven Zentren. Anders hingegen in
Eukaryonten: so konnte in Hefen gezeigt werden, da3 das Propeptid der Untereinheit B5 fiir
die Zellen lebensnotwendig ist und EinfluB im 20S-Proteasomaufbau besitzt

(Chen&Hochstrasser, 1996); (Ramos et al., 1998). Die Prosegmente der restlichen aktiven
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Untereinheiten sind in Hefen ebenfalls fiir den Molekiilaufbau erforderlich, bewirken jedoch
bei chromosomaler Deletion keinen Zelltod (Arendt et al., 1999). Um die Funktion des Pro-
peptids der Untereinheit 31 im Detail zu verstehen, wurde das Prosegment dieser Untereinheit
durch Ubiquitin ersetzt (Groll et al., 1999); (Jager et al., 1999). Wie in anderen linearen
Ubiquitinfusionen (Bachmair et al., 1986) wird Ubiquitin augenblicklich nach der Translation
tiber C-terminale Ubiquitinhydrolasen von der B1-Untereinheit abgespalten, gefolgt von der
Generierung des N-terminalen Threonins. Uberraschenderweise besitzt aber das mutierte 20S-
Partikel trotz geordneter Assemblierung keine proteolytische Aktivitdt in der Untereinheit 1.
Die davon ermittelte Kristallstrukturanalyse ergibt fiir die Untereinheit f1 im Vergleich zum
Wildtyp keine signifikanten strukturellen Unterschiede mit Ausnahme von zusitzlicher
Elektronendichte an der Aminogruppe des Thrl. Diese konnte mit Hilfe von Massenspektro-
graphie als Acetylgruppe identifiziert werden, so dall das P1-Propeptid die co- oder
posttranslationale Acetylierung und damit Inaktivierung der proteolytischen Zentren
verhindert. Der Verlust der enzymatischen Aktivitit der N-Acetyl-f1-Mutante bekréftigt den
fiir die Katalyse bereits vorgeschlagenen Mechanismus (Groll&Huber, 2003b) (siehe Abb. 6)
und schreibt wiederum der Aminogruppe des Thrl, nicht aber dem Lys33 die Funktion des
Protonenakzeptors zu (siehe 2.2.5). Ebenso wire durch die Acetylgruppe eine sterische
Hinderung der Substratbindung und damit Inaktivierung der Untereinheit denkbar. Allerdings
liefert die Kristallstruktur als wesentlichen Grund fiir die unterdriickte Autolyse in der
Mutante die sterische und elektrostatische Anordnung der Acetylgruppe. Parallel zu den
strukturellen Ergebnissen zeigten genetische Experimente, dafl die Na-Acetyltransferase fiir
die posttranslationale Modifizierung verantwortlich ist und im Falle der chromosomalen
Deletion die tiber Ubiquitin transformierten Untereinheiten 1, als auch B2 und B5 weiterhin

proteolytisch aktiv vorliegen (Arendt&Hochstrasser, 1999).

3.2.3 Die Funktion von Lys33 in der Proteolyse

Die grundlegende Aufgabe der konservierten Lys33-Reste in den proteolytisch aktiven
Untereinheiten liegt in der Aufrechterhaltung der rdumlichen Struktur sowie des elektro-
statischen Potentials des Katalysezentrums und nicht in der Protonenakzeptorfunktion. So
verhindert im Thermoplasma-20S-Proteasom der konservierte Ersatz von Lys33 mit Arginin
in den B-Untereinheiten die Proteolyse als auch die Autolyse (Seemiiller et al., 1996). Uber-
raschenderweise ist diese Substitution in eukaryontischen 20S-Partikeln fiir die Untereinheit

B7 bereits im Wildtyp vorhanden. Die Kristallstruktur des Hefe-20S-Proteasoms erklart die
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fehlende proteolytische Aktivitdt als auch die unterbleibende Autolyse fiir f7, da die im
Vergleich zum Lys33 sterisch anspruchsvollere Seitenkette des Arg33 die Position des Thrl
verschiebt und somit das nukleophile Zentrum zerstort. Reaktivierungsversuche der Unterein-
heit B7 durch Mutation von Arg33Lys und Phel129Ser blieben jedoch erfolglos (Groll et al.,
1999). Fiir eine ausfiihrlichere Charakterisierung des Lys33-Restes wurde in Hefe diese
Aminosdure in der proteolytisch aktiven Untereinheit B5 durch Arg ersetzt (Groll et al.,
1999). Die Kristallstrukturanalyse der Mutante ergibt fiir die Untereinheit 5 mit Ausnahme
des Arginins analog zur Wildtypstruktur eine identische Anordnung aller Aminoséduren in der
Umgebung des aktiven Zentrums, einschlieBlich der Position des Thrl. Die strukturelle
Uberlagerung der B5-Untereinheiten von Mutante und Wildtyp zeigen fiir das Arg33 eine
dhnliche Orientierung wie fiir das Lys33 mit der Einschrinkung, daf3 die Guanidinogruppe zur
Aminogruppe des Lys33 verkippt vorliegt und der dominierenden Position des Thrl
ausweicht. Trotz der strukturellen Homologien erzeugt die Mutation jedoch einen Verlust der
chymotryptischen Aktivitit gegeniiber chromogenen Substraten. Somit findet entgegen
Beobachtungen im Thermoplasma-20S-Proteasom weiterhin die intramolekulare Autolyse-
reaktion statt. Diese Tatsache hat moglicherweise ihre Ursache in einer eingeschrénkten
verbleibenden proteolytischen Aktivitit der mutierten Untereinheit, so dafl durch die
kovalente Bindung des Propeptids die Autolyse weiterhin erfolgt, jedoch die mittlere
Verweilzeit der Substrate am aktiven Katalysezentrum fiir die Spaltung nicht mehr ausreicht.
Die Mutante ist im Vergleich zur B5-Thr1 Ala-Mutante {iberlebensfahig, weist aber bereits bei
30°C einen starken Wachstumsdefekt sowie eine proteasomale Uberexpression auf. Der
Ausloser des Phianotyps kann einerseits durch den Verlust der chymotryptischen Aktivitat
oder aber durch eine beeintrachtigte Reifung der 20S-Proteasome erklédrt werden. Genetische
und biochemische Studien der Mutante deuten auf eine Anreicherung von 20S-Precursor-
intermediaten hin (Heinemeyer et al., 1997); (Jager et al., 1999) und favorisieren somit die
verzogerte Partikelassemblierung.

Da die Autolyse in der B5-Lys33Arg-Mutante unmerklich stattfindet, ist im néchsten
Schritt die B5-Lys33Ala-Mutante strukturell charakterisiert worden (Groll ef al., 1999). Der
Hefestamm ist {iberlebensfihig, obwohl die Zellen bei 30°C kaum Wachstumstendenz sowie
ein zehnfach vergréBertes Volumen im Vergleich zum Wildtyp haben und dhnlich wie in der
B5Lys33Arg-Mutante ungewdhnlich groBe Mengen an 20S-Proteasom bilden (Heinemeyer et
al., 1997); (Jager et al., 1999). Die Kristallstrukturanalyse der Mutante zeigt definierte

Elektronendichte fiir das B5-Propeptid und eine wesentliche Neuorientierung des Thrl, das



Ergebnisse und Diskussion 29

die Kavitdt, generiert durch den Lys-Ala-Ersatz, ausfiillt (Groll et al., 1999). Die strukturellen
Anderungen der B5Lys33Ala-Mutante erkliren die fehlende Autolyse und Proteolyse in der
Untereinheit und teilen dem Lys33 neben der Aufrechterhaltung des elektrostatischen

Potentials die Funktion des strukturellen Aufbaus des Katalysezentrums zu.

33 Substratzugang zum proteolytisch aktiven Zentrum in 20S-Proteasomen

3.3.1 Strukturelle Unterschiede prokaryontischer und eukaryontischer 20S-Protea-
some

Der strukturelle Aufbau eukaryontischer 20S-Proteasome trennt die proteolytischen
Kammern rdumlich von den zelluliren Komponenten ab, so dal3 einerseits der unvorher-
gesehene Abbau von endogenen Proteinen verhindert, andererseits die vollstindige Prozes-
sierung von zu spaltenden Polypeptiden ermoglicht wird (siehe Abb.1 und 2.2.8). Jedoch
bewirkt diese strukturelle Gliederung hohe Anforderungen fiir den Zugang von Substraten in
das Partikelinnere sowie fiir die Freigabe der bereits vollstindig gespaltenen Produktfrag-
mente. Das Thermoplasma-20S-Proteasom besitzt zwei Eingangsportale an den vertikalen
Enden des zylinderformigen Partikels, deren ringformige Offnungen aufgrund von schleifen-
formierenden Segmenten in den sieben identischen a-Untereinheiten auf etwa 13A Durch-
messer beschriankt sind (siehe Abb. 11b) (Lowe et al., 1995). Nennenswert in diesem Zusam-
menhang sind jedoch die Fehlordnungen der N-terminalen 12 Aminosduren aller a.-Unterein-
heiten im Kristall, wodurch die strukturelle Zuordnung dieser Reste nicht moglich ist. Im
Gegensatz zum archaebakteriellen 20S-Komplex zeigt das Hefe-20S-Proteasom eine fest
verschlossene hydrolytische Kammer, mit Ausnahme weniger Seitendffnungen an der Grenz-
fliche der a- und B-Ringe (siehe Abb. If) (Groll et al., 1997). Allerdings erscheinen diese
Fenster fiir einen regulierten Substratzutritt als zu engmaschig. Im eukaryontischen 20S-
Komplex fiillen die N-terminalen Aminosduren der a-Untereinheiten die in archaebakteriellen
20S-Proteasomen gefundenen Offnungen der a-Ringe in mehreren Schichten durch stark
ineinandergreifende Wechselwirkungen der Seitenketten komplett aus (siehe Abb. 1lc).
Experimentelle Befunde zeigen aber, daf die Peptidaseaktivitdt eukaryontischer 20S-Protea-
some von vielen Faktoren abhédngt: (1) Die Aktivierung erfolgt im Falle der Bindung von
20S-Proteasomen mit den 19S-Regulatorkomplexen zu 26S-Proteasomen (DeMartino et al.,
1994); (Hoffman&Rechsteiner, 1996); (2) es existieren weitere endogene Regulatoren wie
beispielsweise der y-Interferon-abhingige PA28- oder der PA200/BIm3-Komplex, die mit

dem 20S-Proteasom einen stabilen Komplex formieren (Gray et al., 1994); (Realini et al.,
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1997); (Ustrell et al., 2002); (3) chemische Detergenzien, wie niedere Mengen an Natrium-
dodecylsulfat (SDS), konnen Einflul auf die proteolytische Aktivitit des 20S-, nicht aber des
26S-Proteasoms ausiiben (Orlowski et al., 1991).
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Abb11: a) Sequenzalignierung der verschiedenen N-Termini von den proteasomalen a-Untereinheiten aus 7.
acidophilum (TA) und S. cerevisiae (SC). Die Numerierung der Aminosduren der o.-Untereinheiten aus Hefe ist
der Priméarsequenz der a-Untereinheit aus Thermoplasma angepalit. Mit Aminosdure Thrl3 beginnt in den o-
Untereinheiten von Thermoplasma definierte Elektronendichte (vertikale blaue Umrandung). Links vom Kasten
befinden sich die N-terminalen Aminosauren (N-terminal tails), die im Falle der Hefeuntereinheiten jeweils eine
entsprechende Farbkodierung besitzen. Aminosduren mit struktureller Fehlordnung sind in grau dargestellt;
Aminosduren, die in den Kristallstrukturen des Thermoplasma-20S-Proteasoms sowie der Hefe-20S-a3AN-
Mutante definierte Elektronendichten zeigen, sind iiber einen grauen Hintergrund hervorgehoben. Es wurden
ausschlieflich die iiber N-terminale Sequenzanalyse identifizierten Aminosiduren verwendet. Die konservierte
Helix HO ist als gelber Balken eingezeichnet. b-d) Ribbonplot der a-Ringe aus 7. acidophilum und Hefe. Fiir
Hefe sind die N-terminalen tails mit der in (a) verwendeten Farbkodierung in Klammern angegeben. In den
Hefestrukturen ist die pseudosiebenzéhlige Symmetrieachse als schwarzer Kreis (c) bzw. als schwarze Raster-
linie (d) und (e) eingezeichnet.
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3.3.2 Der Mechanismus der Kanalbildung in eukaryontischen 20S-Proteasomen

Der Aktivierung in 20S-Proteasomen wurde ebenso wie in anderen ATP-abhédngigen
Proteasen oft eine allosterische Regulation der proteolytisch aktiven Zentren zugemessen.
Dahingegen gibt es fiir das eukaryontische 20S-Partikel aus struktureller Sicht keine Anzei-
chen, die obige Annahme bestitigen. Alternativ kann die Aktivierung des eukaryontischen
20S-Komplexes in Zusammenhang mit einer Ausbildung eines zentralen Kanals in das Mole-
kiilinnere gebracht werden. Diese Vorstellung erfordert jedoch eine betrdachtliche Reorganisa-
tion der N-terminalen Segmente verschiedener o-Untereinheiten und legt aufgrund der
Aktivierung den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fiir die Substrathydrolyse {iber den
Zugang zu den proteolytisch aktiven Zentren fest. Mit der Kristallstrukturanalyse einer N-
terminalen Deletionsmutante des Hefe-20S-Proteasoms konnte das Prinzip und der Mecha-
nismus des regulatorischen Offnens und SchlieBens aufgeklirt werden (Groll et al., 2000a).
Als Ansatz fiir die Deletion wurde das N-terminale Segment der Untereinheit a3 gewéhlt, da
es gegeniiber den anderen N-Termini quer iiber den o-Ring ragt, orthogonal zur pseudo-
siebenzéhligen Achse orientiert ist, Kontakte mit allen anderen o-N-Termini eingeht und in
einer einzigartigen Strukturanordnung vorliegt (siehe Abb. 1lc und 11d). Mit Hilfe der
strukturellen Ergebnisse aus dem Thermoplasma-20S-Proteasom und dem Sequenzvergleich
der a-Untereinheiten aus Archaeen und Eukaryonten wurde eine dhnliche Kanalbildung wie
im Thermoplasma-20S-Proteasoms vermutet und somit die ersten neun Aminosduren der
Untereinheit a3 chromosomal entfernt (diesbeziiglich die Bezeichnung a3AN-Mutante)
(siehe Abb. 11a). Uberraschenderweise wies die a3AN-Mutante keine besonderen Phino-
typen auf, jedoch lieB die Kristallstruktur dieser Mutante einen offenen Kanal mit dhnlichen
Dimensionen wie bei den Eintrittsoffnungen im Thermoplasma-20S-Partikel durch das
gesamte Molekiil erkennen (siehe Abbildung 12). Der Wegfall der Elektronendichte
begriindete sich sowohl aus der chemischen Entfernung der N-terminalen Aminosduren der
Untereinheit o3 als auch aus den Fehlordnungen der N-Termini der anderen «-
Untereinheiten. In der Deletionsmutante zeigt die Untereinheit a3 keine Einschrankungen in
der Faltung und widerlegt Annahmen der Kanalbildung in der a3AN-Mutante durch

moglicherweise auftretende Assemblierungsdefekte.
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Abb12: Elektronendichtekarten der a-Ringe des Hefe-20S-Proteasoms aus a) Wildtyp und b) a3AN-Zellen. Die
Elektronendichten sind mit 2FoFc-Koeffizienten nach zweifacher Mittelung bei 1o konturiert. Die N-terminalen
tails sind entsprechend der Farbkodierung von Abbildung 11a wiedergegeben.

Im Vergleich zum Wildtyp besitzt das 20S-Proteasom der a3AN-Mutante gegeniiber den
chromogenen Peptidsubstraten eine stark erhohte proteolytische Aktivitit, die dhnlich zu der
in 26S-Proteasomen ist. Die strukturellen Uberlagerungen der B-Untereinheiten der a3AN-
Mutante und des Wildtyps zeigen zueinander keine Unterschiede und schlieBen somit eine
allosterischen EinfluB3 aus. Des weiteren findet in der a3AN-Mutante keine wie im Wildtyp
gefundene Aktivititssteigerung bei SDS-Zusatz statt, so dall der Detergenseffekt fiir natiirlich
vorkommende eukaryontische 20S-Proteasome iiber eine Kanaloffnung im o-Ring zu
erkldren ist. Die a3AN-Mutante verdndert nicht die Stabilitit oder Abundanz von 26S-
Proteasomen, und die Holoenzyme des Wildtyps und der N-terminalen Deletionsmutante
haben gleiche proteolytische Aktivitdt gegeniiber chromogenen Testsubstraten. Diese
Beobachtung ergibt, da3 die Bindung des regulatorischen 19S-Partikels an das 20S-Proteasom
eine Umlagerung der N-terminalen Aminosduren der Untereinheit a3 auslost und analog der
a3AN-Mutante eine dhnliche Struktur im 20S-Komplex generiert. Der verschlossene Kanal,
wie auch in der Kristallstruktur des Hefe-20S-Proteasoms gefunden, ist somit die
iiberwiegend auftretende Konformation von eukaryontischen 20S-Partikeln in Losung und
stellt fiir die Substrathydrolyse den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar.

Ein bemerkenswertes Ergebnis liefert die Vorinkubation der a3AN-Mutante mit dem
synthetischen Nonapeptid, das die N-terminale a3-Sequenzfolge aufweist, da sich innerhalb
von 15 Minuten die erhdhte proteolytische Aktivitét der Deletionsmutante wieder auf die des

Wildtyps zuriicksetzen 14Bt. Dieser Befund veranlaflite eine vereinzelte Alaninabfrage im
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synthetischen Nonapeptid und zeigte, daB3 mit Ausnahme der Aminosidure Asp9 alle anderen
Substitutionen im Peptid die proteolytische Aktivitit der a3AN-Mutante inhibieren. Ein
Austausch des Asp9 zum Asn im Nonapeptid ergab erwartungsgemédfl und analog zur
Asp9Ala-Substitution ebenfalls kaum einen Einflul auf die proteolytische Aktivitdt der
a3AN-Mutante (siehe Abb. 13a). Auch die chromosomale a3-Asp9Ala-Punktmutation wies
eine proteolytisch verstarkte Aktivitdt dhnlich wie die der a3AN-Mutante auf, so dal dem a.3-
Asp9 im 20S-Komplex eine Schliisselfunktion beziiglich des regulierten Offnens und
SchlieBens der a-Ringe zuzuschreiben ist. In der Wildtypstruktur des Hefe-20S-Proteasoms
als auch in der Kristallstruktur des Rinder-20S-Proteasoms (Groll et al., 1997); (Unno et al.,
2002) geht die Aminosdure a3-Asp9 charakteristische Wechselwirkungen mit den rdumlich
benachbarten Aminosduren a4-Tyr8 und a4-Argl0 ein. In eukaryontischen 20S-Proteasomen

erfolgt der spezifische Regulationsmechanismus somit iiber dieses signifikante Strukturmotiv

(YDR-Motiv) (siehe Abb. 12a und Abb. 13b).

a) Peptidase activity [%] b)

Without peptide: 100
H-GSRRYDSR-NH,: 5.7

H-GARRYDSR-NH,: 0.4
H-GSARYDSR-NH,: 2.2
H-GSRAYDSR-NH,: 1.9
H-GSRRADSR-NH,: 0.4
H-GSRRYASR-NH, : 92
H-GSRRYDAR-NH,: 0.4
H-GSRRYDSA-NH,: 2.6

H-GSRRYESR-NH, : 32
H-GSRRYNSR-NH, :

a3-Asp9Ala: 91

Abb13: a) EinfluB von modifizierten synthetischen o3-N-terminalen tail-Peptiden auf die proteolytische
Aktivitit der a3AN-Mutante gegeniiber chromogenen Substraten. Die proteolytische Aktivitdt der Proteasom-
mutante wird auf 100% festgelegt. Abhédngig von der Sequenzfolge (Polyalaninscan, eingezeichnet in rot) zeigen
die Peptide mit Ausnahme des Asp9Ala-Ersatzes bei Konzentrationen von SmM und einer Vorinkubation von
15min starke Wechselwirkungen mit der Mutante. Ebenso wie die Asp9Ala-Substitution besitzt der konservierte
Austausch von Asp9Glu oder Asp9Asn im Peptid (eingezeichnet in griin) wenig bzw. kaum einen Einfluf} auf
die proteolytische Aktivitdt der a3AN-Mutante. b) Atomarer Ausschnitt des Eingangsportals in der geschlos-
senen Konformation des Hefe-20S-Proteasoms aus Wildtypzellen. Die N-terminalen Reste sind in gleicher Farb-
kodierung dargestellt wie in Abb. I1a. Interaktionen zwischen den verschiedenen Aminosduren sind nur fiir das
YDR-Motivs als schwarze Rasterlinien eingezeichnet. Die Carboxylatgruppe von Asp9 der Untereinheit a3 bildet
sowohl eine Salzbriicke mit der Guanidiniumgruppe von Argl0 als auch eine Wasserstoffbriickenbindung mit
der Hydroxylgruppe des Tyr8 der benachbarten Untereinheit a4. Die Carboxylatgruppe wechselwirkt ebenso mit
den Amidstickstoffen der Proteinhauptkette Ser10 und Argll der Untereinheit a3. Die Ergebnisse erlaubten
Planung und Umsetzung der a3-Asp9Ala-Mutante (dargestellt in blau), Diese besitzt gegeniiber chromogenen
Substraten eine dhnliche proteolytische Aktivitit wie die a3AN-Mutante (@). Asp9 nimmt somit eine Schliissel-
funktion fiir den Regulationsmechanismus des Offnens und SchlieBens ein.
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Das YDR-Motiv ist am Aullenrand der Pforte lokalisiert und gewéhrleistet durch
Wechselwirkungen mit dem regulatorischen 19S-Komplex die Bildung eines durchgidngigen
Kanals. Ebenso sind die N-terminalen Segmente durch ihre Lage strukturell nicht einge-
schrinkt und zeigen grofitenteils keine Sekundéirstrukturen, wodurch die Konformations-
anderungen im a-ring iiber einzelne Aminosduren und energetisch rationell gesteuert werden.
Der Erhalt des Tyr8 ist in allen a-Untereinheiten stringent, wiahrend Asp9 in sechs der sieben
o-Untereinheiten auftaucht und ArglO weniger konserviert vorliegt. Nennenswert ist, daf3
Uberlagerungen aller bislang ermittelten eukaryontischen Sequenzen in den Untereinheiten
o3 und a4 das YDR-Motiv aufweisen (Groll ef al., 2000a). Eine Begriindung der Evolution
liegt in der natiirlichen Mutation, die bevorzugt an oberflichenexponierten Aminosduren mit
fehlenden Strukturmotiven erfolgt. Die Primirsequenzen der sieben verschiedenen N-Termini
in den a-Untereinheiten sind zueinander mit Ausnahme des Tyr8 und Asp9 nicht homolog,
besitzen aber nahezu Identitit mit den Sequenzen anderer eukaryontischer Organismen.
Beispielsweise zeigen die beiden Spezies S. cerevisiae und H. sapiens nahezu gleiche Anord-
nung in ihren N-terminalen Aminosduren der o-Untereinheiten, trotz der schon friih einge-
tretenen Differenzierung. Diese Beobachtung 148t vermuten, dafl bereits eukaryontische
Vorfahren iiber Besitz, Funktion und Struktur des YDR-Motivs verfiigten. Nicht zu erkldren ist

jedoch der bislang noch fehlende Phénotyp der a3AN-Mutante in Hefen.

3.3.3 Die Regulatoren von eukaryontischen 20S-Proteasomen

Wie bereits kurz beschrieben stimulieren endogene Regulatoren die Peptidhydrolyse
tiber das 20S-Proteasom (DeMartino et al., 1999). Kiirzlich konnte die Kristallstruktur des
Hefe-20S-Proteasoms komplexiert mit einem zur PA28-Familie (REGa, REG und REGy)
homologen PA26-Molekiil aus Trypanosomen aufgekldrt werden (Whitby et al., 2000). Die
Struktur zeigt wie die a3AN-Mutante eine Kanalbildung im o-Ring des 20S-Proteasoms.
Dabei sind die N-terminalen Segmente der a-Untereinheiten grofBtenteils fehlgeordnet und
konnen nicht mehr in der Elektronendichtekarte zugeordnet werden. Die Umlagerung der o-
N-Termini bewirkt die gegeniiber fluorophoren Testsubstraten gesteigerte proteolytische
Aktivitdt und weist Parallelen zur bereits beschriebenen a3AN-Mutante auf. PA26 besitzt in
seiner Struktur und Funktion nicht die Fihigkeit Nukleotide zu binden. Die Offaung der a-
Ringe erfolgt hierbei durch Wechselwirkungen der C-Termini von PA26 mit reversen turns,
die zwischen der Helix HO und den N-terminalen Segmenten der o.-Untereinheiten im 20S-

Komplex zu finden sind. Obwohl der regulatorische 19S- als auch der PA26/28-Komplex an
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die a-Ringe des 20S-Proteasoms binden, unterscheiden sich beide Komponenten voneinander
im Aktivierungsmechanismus. So besitzt PA26 keine ersichtliche Sequenzihnlichkeit zu den
Untereinheiten des 19S-Regulators und liegt als heptamerer Ring vor, wéihrend der 19S-
Komplex an der 20S-Proteasom-Kontaktflache einen sechsgliedrigen Ring aus sequenzver-
wandten ATPase-Untereinheiten bildet (Glickman et al., 1998). Ebenso zeigen Experimente
in denen das Nukleotidbindemotiv in der ATPase-Untereinheit Rpt2 iiber Mutagenese gestort
wurde, ein 26S-Proteasom mit eingeschriankter proteolytischer Aktivitdt gegeniiber chromo-

genen Substraten, dhnlich wie das latente 20S-Proteasom (Kdhler ef al., 2001).

3.3.4 Das YDR-Motiv in archaebakteriellen 20S-Proteasomen

Im Vergleich zu eukaryontischen 20S-Proteasomen besitzen die einfacher aufgebauten
prokaryontischen Kernpartikel nicht die Fiahigkeit ein multifunktionales 26S-Proteasom
aufzubauen, da in diesen Organismen die meisten Gene fiir den regulatorischen 19S-Komplex
fehlen. Trotzdem enthalten alle bislang sequenzierten archaebakteriellen 20S-Proteasomen in
ihren a-Untereinheiten das YDR-Motiv. Diese Beobachtung 148t vermuten, dal3 der Mecha-
nismus des Offnens und des SchlieBens von 20S-Proteasomen Allgemeingiiltigkeit hat. Die
Kristallstrukturanalysen der 20S-Proteasome aus 7. acidophilum und A. fulgidus zeigen
jedoch eine strukturelle Fehlordnung in den N-terminalen Segmenten der o-Untereinheiten
und illustrieren demgeméal einen zentralen durchgéngigen Kanal in den Molekiilen (Léwe et
al., 1995); (Groll et al., 2003a). Innerhalb dieser fehlgeordneten Aminosduren befindet sich
unter anderem das YDR-Motiv. N-terminale Sequenzierungen ergeben keinen Abbau oder
posttranslationale Modifikation der o-N-Termini und deuten auf eine intakte Funktion dieser
Reste hin. Wiirden jedoch die N-terminalen Segmente fiir jeden einzelnen Strang eine fiir die
Untereinheit charakteristische Struktur einnehmen, die einer siebenfachen Symmetrie nicht
mehr gehorcht, so wire diesem Bereich durch die statistische Anordnung der Molekiile im
Kristall keine Elektronendichte zuzuschreiben und die Interpretation der Kristallstruktur eine
artifizielle Annahme. Allerdings besitzt die a3-Asp9Ala-Mutante des Hefe-20S-Proteasoms
eine im Vergleich zum Wildtyp zwanzigfach gesteigerte Aktivitit gegeniiber chromogenen
Substraten, wahrend die a-Asp9Ala-Mutante des Archaeoglobus-20S-Partikels nur wildtyp-
dhnliche Aktivitit aufweist (Groll et al., 2000a); (Groll et al., 2003a). Dieses Ergebnis wider-
legt angesichts der zentralen Funktion des Asp9 im YDR-Motiv den in eukaryontischen 20S-
Proteasomen gefundenen Regulationsmechanismus fiir die Ausbildung und Stabilitdt des

Steuerelements. Uberraschenderweise ergab die Kristallstrukturanalyse des o-Rings von A.
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fulgidus alleine eine definierte Elektronendichte fiir den gesamten N-Terminus (siehe 3.1.2)
(Groll et al., 2003a). Die N-Termini besitzen in dieser Struktur eine siebenfache Symmetrie,
ragen vom Molekiilzentrum nach auBlen und folgen der Sekundirstruktur einer 3;o-Helix

(siehe Abb. 14a).

Abb14: Ribbonplot der a-Ringe von a) A. fulgidus und b) Hefe (dargestellt in blau). Die N-terminalen
Segmente sind in rot eingezeichnet. Das YDR-Motiv ist als balls-and-sticks gezeigt und Kontakte mit benach-
barten Untereinheiten sind schwarz gefarbt. In A. fulgidus und in Hefe liegt jeweils eine Wasserstoffbriickenbin-
dung zwischen Asp9 und dem benachbarten Tyr8 vor, jedoch unterscheiden sich die Tertidrstrukturen vonein-
ander deutlich. In a) ist fiir das YDR-Motiv die siebenfach gemittelte Elektronendichte mit 2Fy-Fc-Koeffizienten
bei 1o dargestellt.

Ausgebildet durch die individuellen a-Untereinheiten formiert diese Anordnung im o-Ring
einen Kanal von ca. 13A Durchmesser, der iiber die Schleifensegmente Tyr126, Gly127 und
Gly128 begrenzt wird und identisch zur 20S-Proteasom-Wildtypstruktur ist. Die N-terminalen
Segmente sind miteinander ausschlieBlich iliber das YDR-Motiv in Wechselwirkung. Im
speziellen interagiert Asp9 mit Tyr8 der benachbarten Untereinheit, wihrend ArglO auf die
Pore ausgerichtet ist und dem Kanal ein stark positives Potential verleiht. Es ist unwahr-
scheinlich, daf3 die unterschiedliche Konformation der N-terminalen Segmente im a-Ring des
20S-Proteasoms verglichen mit der des freien a-Rings allosterisch durch die B-Untereinheiten
verursacht wird, da die a-Untereinheiten mit Ausnahme der N-Termini einschlieflich der of3-
Grenzflichen in beiden Molekiilen nahezu identische Tertidrstrukturen aufweisen (siehe Abb.
8 und 3.1.2). Eine mdogliche Erkldarung fiir diese strukturellen Abweichungen konnten die
verschiedenen Kristallisationspufferbedingungen sein. Voraussichtlich ist die globale
Konformation der archaebakteriellen N-Termini in 20S-Proteasomen mit nur geringer
Diskrepanz in den einzelnen a-Untereinheiten dhnlich zu der im o-Ring aus 4. fulgidus
ermittelten. Jedoch rufen die geringfiigig unterschiedlichen Konstellationen die kristallo-
graphischen Fehlordnungen der N-terminalen Bereiche hervor. Die starke Sequenzhomologie

der a-Untereinheiten beginnt mit dem YDR-Motiv, wahrend die vorhergehenden Aminoséiure-
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reste zueinander keine Ahnlichkeiten in ihrer Linge und ihrer Ladungsverteilung aufweisen.
Die strukturellen Ergebnisse zeigen, dafl die N-terminalen Segmente miteinander aus-
schlieBlich liber das YDR-Motiv in Wechselwirkungen stehen. Somit kdnnten willkiirliche
Mutationen im YDR-Motiv die Ausbildung der 3;o-Helix in den N-Termini unterbinden und
im unginstigsten Fall den Kanal des «-Rings fiir den Substratzugang abriegeln. In
eukaryontischen 20S-Proteasomen ist das YDR-Motiv unter den sieben verschiedenen o-
Untereinheiten nicht konserviert. Die Ursache hierfiir kdnnte sich aus der Genduplikation in
der frithen Entwicklungsgeschichte ergeben haben, bei der sich die Neubildung eines
regulierten Offnungs- und SchlieBmechanismus durch die voneinander verschiedenen o-N-
Termini ereignet hat. Somit entsteht durch den Verlust der Symmetrie in eukaryontischen
20S-Komplexen eine neue Steuerkomponente fiir den Substratzugang, die in prokaryon-
tischen Kernpartikeln fehlt. Die gewonnene Erkenntnis liber das YDR-Motiv ist aullerge-
wohnlich, da es einerseits in der Primérstruktur der a-Untereinheiten aller Organismen
erscheint, andererseits aber in Eukaryonten und Archaebakterien voneinander unabhéngige

Tertiarstrukturen mit unterschiedlichen Funktionen annimmt.

34 Inhibitoren des 20S-Proteasoms
3.4.1 Kovalent bindende 20S-Proteasominhibitoren

Der regulierte Abbau von ubiquitinierten Proteinen iiber das Proteasom hat einen
wesentlichen EinfluB auf den streng kontrollierten Ablauf einer groBen Zahl biologischer
Prozesse in der Zelle wie Apoptose, Zellteilung, Zelldifferenzierung und Entziindungsbildung
(Kloetzel, 1998). Somit liegt es nahe, dal} spezifische Proteasominhibitoren als Medikamente
fiir die Bekdampfung von Karzinomen oder als Antiphlogistika zukiinftig eingesetzt werden
konnten. Einer der zuerst gefundenen unspezifischen Proteasominhibitoren war die Verbin-
dung N-Acetyl-Leu-Leu-Norleucinal (Ac-LLnL-al, Calpain-Inhibitor I), die im wesentlichen
Kenntnisse beziiglich der Proteolyseeigenschaften des 20S-Proteasoms gebracht hat (Vinitsky
et al., 1994). Die Kristallstrukturanalyse des Thermoplasma-20S-Proteasoms mit Ac-LLnL-al
zeigt den Inhibitor reversibel als Hemiacetal an das N-terminale Thr1O" gebunden (Lowe et
al., 1995). Der Inhibitor nimmt in der Struktur eine ausgedehnte Konformation an und besetzt
unter Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen den Spalt zwischen den Faltbléttern der
Aminosduren 19-22, 45-52 und 112-120 als antiparalleles B-Faltblatt. Die S1-Norleucin-
Seitenkette des Inhibitors bildet dabei starke Wechselwirkungen mit dem Protein, wéhrend

die Leucin-Seitenkette in S2 keine Kontakte mit dem Protein eingeht. Die S3-Leucin-Seiten-
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kette von Ac-LLnL-al interagiert mit Aminosduren der benachbarten 20S-Proteasomunterein-
heit, so da8 der Inhibitor im 20S-Komplex generell stark verankert vorliegt. In eukaryonti-
schen 20S-Proteasomen blockiert der Inhibitor bevorzugt die CL-Aktivitit, wihrend die TL-
und PGPH-Aktivitdt nur maBig unterdriickt werden (Figueiredo-Pereira et al., 1994). Hinge-
gen ergibt die Kristallstrukturanalyse des Hefe-20S-Proteasoms in Komplex mit dem Calpain-
Inhibitor I aufgrund der hohen eingesetzten Konzentrationen an Inhibitor (Ac-LLnL-al: I1mM)
eine vollstindige Besetzung aller proteolytisch aktiven Untereinheiten (Groll et al., 1997).
Allerdings konnen die unterschiedlichen Polarititen der S1-Taschen in eukaryontischen 20S-
Proteasomen den Einfluf3 des Inhibitors auf die verschiedenen proteolytisch aktiven Zentren
erkldren (siehe 2.2.6).

Der zuerst gefundene natiirlich vorkommende Proteasominhibitor war Lactacystin aus
Streptomyces. Es wurde festgestellt, daB der Metabolit Auswirkungen auf das Nervenwachs-
tum von Neuroblastoma-Zellinien in Méusen hat (Fenteany et al., 1995). Radioaktiv-Experi-
mente mit Tritium-markiertem Lactacystin zeigten nach Inkubation mit humanem 20S-
Proteasom die Verbindung kovalent gebunden an die proteasomale Untereinheit 35, obwohl
Lactacystin unter bestimmten Bedingungen alle proteolytischen Aktivititen beeinfluf3t.
Urspriinglich wurde angenommen, da3 das Naturprodukt spezifisch fiir 20S-Proteasome ist,
jedoch wurden spiter auch Kreuzreaktionen mit anderen Proteinasen wie lysosomales
Cathepsin A nachgewiesen. In wéBriger Losung bei einem pH-Wert von acht hydrolysiert
Lactacystin augenblicklich zu clasto-Lactacystin--lacton, welches die reaktive Bindekompo-
nente mit dem Thr10O" des Proteasoms darstellt. Die Kristallstruktur des Komplexes des Hefe-
20S-Proteasoms mit Lactacystin zeigt das Inhibitormolekiil nur an die Untereinheit B5 gebun-
den (Groll et al., 1997) und steht damit in Ubereinstimmung mit den zuvor gefundenen Er-
gebnissen (Fenteany et al., 1995). Grundsétzlich ist der Inhibitor am proteolytisch aktiven [35-
Zentrum Uber eine grole Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen mit Proteinhauptketten-
atomen stabilisiert. Die irreversible Hemmung des 20S-Proteasoms durch Lactacystin ist auf
eine kovalente Esterbindung des Inhibitors mit dem N-terminalen Thr1 zuriickzufiihren (siehe
Abb. 15a). Obwohl Lactacystin ebenso gleiche Interaktionen mit den Untereinheiten 31 und
B2 eingehen kann, ergibt die Kristallstrukturanalyse des Komplexes in diesen Untereinheiten
keine definierte Elektronendichte fiir den Inhibitor. Wesentliche Griinde hierfiir sind die
Abweichungen der S1-Taschen der Untereinheiten 31 und 2 verglichen mit der Untereinheit
B5. Eine Hauptfunktion der Spezifititstaschen ist, die mittlere Verweilzeit von Substraten am

aktiven Zentrum durch charakteristische Wechselwirkungen zu verldngern, damit die proteo-
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lytische Reaktion ablaufen kann. Die Dimethylseitenkette des Lactacystins imitiert ein Valin
oder Leucin und interagiert im speziellen mit der Aminosdure Met45 der Untereinheit 5,
wihrend in den Untereinheiten 1 und B2 die groe Anzahl polarer Seitenketten den Inhibitor

destabilisiert und damit die Reaktion verhindert.

Abb. 15: a) Stereoabbildung der Hefe-20S-
Proteasom-Untereinheiten  (dargestellt in
weill und grau) komplexiert mit den Inhibi-
toren (dargestellt in griin) a) Lactacystin, b)
Epoxomicin, ¢) MB1 und d) TMC95A. Die
Elektronendichtekarten (dargestellt in blau)
sind iiber 1o konturiert und zeigen jeweils
eine dhnliche Orientierung des Thrl (darge-
stellt in schwarz) mit 2F-Fc-Koeffizienten
nach zweifacher zyklischer Mittelung. Es
wurden keine grofen strukturellen Verin-
derungen im Proteinmolekiil mit Ausnahme
des gebundenen Inhibitors gefunden. Die
Temperaturfaktorverfeinerung deutet auf
eine vollstindige Besetzung aller Inhibitor-
Bindestellen hin. Die Inhibitoren wurden fiir
die Berechnungen der Elektronendichten
ausgeschlossen. a) Die Untereinheit [5
kovalent gebundnen an den Streptomyces-
Metaboliten Lac-tacystin. Die P1-Taschen
der Untereinheiten B1 und B2 unterscheiden
sich von der P1-Tasche in der Untereinheit
B5 und zeigen keine Komplexbildung mit
Lactacystin. Met45 der Untereinheit [B5
(dargestellt in schwarz) ist hauptséchlich fiir
den hydrophoben Charakter der [(5-S1-
Tasche verantwortlich und bestimmt auf-
grund der Wechselwirkung mit der ver-
zweigten Seitenkette von Lactacystin die
Untereinheitenspezifitit. b) Die Untereinheit
B2 kovalent gebunden mit dem natiirlich
vorkommenden 20S-Proteasominhibitor
Epoxomicin. Die Elektronendichte zeigt eine
hexamere Ringbildung von Epoxomicin am
proteolytisch ~ aktiven Zentrum. Dieses
Morpholinoderivat resultiert aus der Addukt-
formation zwischen Epoxomicin und dem
proteasomalen Thr1O" und N und erklért die
Selektivitdt von Epoxomicin gegeniiber der
Klasse der Ntn-Hydrolasen. ¢) Die Unter-
einheit B2 kovalent gebunden mit dem spe-
zifischen synthetischen Inhibitor Ac-PRLN-
vs. Gilinstige Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen der Arg-Seitenkette des Vinylsul-
fons mit den fiir die P3-Tasche verantwortlichen Aminoséuren $2-Asp28 und B3-Cys118 sind als orange Punkte
dargestellt und verantworten die Selektivitit dieses Inhibitors. Die Untereinheiten 1 und B5 zeigen keine Inhi-
bitor-Bindestellen. d) Die Untereinheit B2 nicht-kovalent gebunden mit dem Naturprodukt TMC-95A aus Apio-
spora montagnei. TMC-95A bindet lediglich in die Substratbindetaschen aller aktiven Untereinheiten und modi-
fiziert somit nicht das nukleophile Thr1Oy. Die Wechselwirkungen des Inhibitors sind begriindet durch die Fal-
tung des Proteinmolekiils, so daB3 die Klasse der TMC-95-Verbindungen keine Effekte beziiglich anderer Protea-
sen aufzeigt.
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Im Gegensatz zu Lactacystin bindet der Calpain-Inhibitor I trotz hydrophober S1-
Reste auch an die Untereinheiten 1 und 2. Die Aldehydgruppe stellt aber im Vergleich zum
B-Lactonring eine weitaus reaktivere funktionelle Gruppe dar und sorgt somit fiir eine
schnellere Reaktion des Calpain-Inhibitor I am Thr10O', was die unterschiedlichen Spezifititen
der beiden Inhibitoren erklirt. Dieses Ergebnis lieferte den Anstof3 zur ersten strukturbasierten
Entwicklung von Inhibitoren fiir einzelne proteolytisch aktive Untereinheiten im 20S-
Komplex ((Loidl et al., 1999a). Da allerdings das 20S-Proteasom fiir den Abbau von entfal-
teten Polypeptiden unspezifisch beziiglich der Selektion des Substrates und der Erkennung
des Spaltmusters ist, gestaltete sich ein Design von peptidbasierten selektiven Inhibitoren
anfangs als problematisch. Aufgrund der Kenntnis der Kristallstruktur des Hefe-20S-Protea-
soms konnte jedoch fiir die Untereinheit B2 ein erster bifunktionaler Inhibitor, Maleoyl-B3-
alanyl-valyl-arginal geplant und erfolgreich umgesetzt werden. So befindet sich die Seiten-
kette von Cys118 der Untereinheit 33 in der S3-Tasche des proteolytisch aktiven Zentrums
von B2. Die Orientierung dieser Aminosdure wurde flir die rationale Synthese eines biva-
lenten Inhibitors mit einer Malenimid-Gruppe in der S3-Position fiir die kovalente Bindung
mit der Thiolgruppe und einer carboxyterminalen Aldehydgruppe fiir die Hemiacetalforma-
tion mit der Thr1-Hydroxylgruppe am aktiven Zentrum genutzt. Die strukturbasierte Model-
lierung lieferte das Verstindnis flir den optimalen Abstand der Maleinimidgruppe zum P1-P2-
Dipeptidaldehyd, und durch die Spezifitit der S1-Tasche konnte die inhibitorische Aktivitit
fiir die Untereinheit B2 begrenzt werden. Die Rontgenstrukturanalyse des Hefe-20S-Protea-
som:Inhibitor-Addukts bestétigt die zusitzliche irreversible Bindung des Inhibitors in der S3-
Tasche. Bezogen auf die TL-Aktivitdt deutet der Vergleich des ICso-Wertes von Mal-BAVR-
al (0.5uM) dem ICsp-Wert von Calpain-Inhibitor I (200uM) die potentielle Inaktivierung der
Untereinheit B2 an und gibt erste Ideen fiir die Synthese neuer Inhibitoren.

Andererseits kann der eben beschriebene Mal-BAVR-al-Inhibitor aufgrund der Reak-
tivitdit der Malenimidgruppe mit sdmtlichen Thiolgruppen nur fiir proteasomale in vitro-
Untersuchungen verwendet werden und steht fiir eine medizinische Anwendung nicht zur
Verfiigung. Mit Hilfe der strukturellen Daten des Hefe-20S-Proteasoms besteht allerdings
auch Kenntnis iiber die einzigartige Topographie der Untereinheiten und die damit verbun-
denen Abstandskriterien der proteolytisch aktiven Zentren im 20S-Komplex. Somit bietet sich
die Gelegenheit einer Synthese von homo- und heterobivalenten Inhibitoren, basierend auf
Aldehyd-Kopfgruppen, die mit einem Zwischenstiick entsprechend der Distanz der proteo-

lytisch aktiven Untereinheiten zueinander verkniipft sind. In ersten Versuchen wurden als
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Abstandshalter Peptide wie Gastrin (17mer) oder Sekretin (27mer) verwendet, die jedoch
augenblicklich durch die Protease abgebaut werden. Diese Ergebnisse waren Anlal} fiir die
Suche nach einem geeigneteren Zwischenstiick, das in seiner Erscheinungsform einer entfal-
teten Polypeptidkette dhnelt und deshalb fiir die proteolytische Kammer des 20S-Partikels
zugénglich ist, aber durch das 20S-Proteasom selber nicht mehr gespalten wird. Polyethylen-
glykole (PEG) sind durch ihre Flexibilitét, Linearitdt und Proteasebestindigkeit fiir diese Art
von Verwendung ideal geschaffen. So ergibt das Koppeln der N-Termini zweier Tripeptidal-
dehyde mit dem Polymerspacer, der passend fiir die simultane Bindung an zwei unterschied-
lichen proteolytisch aktiven Untereinheiten von den nonprimed-Spezifititstaschen ausgewahlt
wurde, proteaseresistente bivalente Proteasominhibitoren (Loidl ez al., 1999b). Die Rontgen-
kristallstrukturen der synthetisierten Verbindungen mit dem Hefe-20S-Proteasom definieren
jedoch nur die Aldehyd-Kopfgruppen und zeigen aufgrund der Flexibilitit des PEG-Spacers
hierfiir keine Elektronendichten. Hingegen deuten die um zwei GréBenordnungen reduzierten
ICso-Werte der bifunktionalen Verbindungen (im nM-Bereich) verglichen mit den pegylierten
monovalenten Aldeyhden (im uM-Bereich) klar auf die bivalente Bindung hin. Das Prinzip
der Multivalenz ist in der Natur allgegenwirtig und wurde bereits erfolgreich in der Ver-
gangenheit flir die Verbesserung von Affinititen und von molekularen Erkennungsprozessen
fiir Liganden eingesetzt. Die gegenwirtigen Resultate bestitigen, dall dieses Prinzip auch in
bemerkenswerter Art und Weise fiir die Inhibition von multikatalytischen Proteasen geniitzt
werden kann. Des weiteren ist PEG fiir seine Atoxizitit, niedere Immunogenitédt, harmlose
Entsorgung, hohe Wasserloslichkeit und im wesentlichen fiir den erleichterten Molekiiltrans-
port iiber Zellmembranen bekannt. Bislang wurde jedoch nicht iiberpriift, ob die Verbin-
dungen zellpermeabel oder zytotoxisch sind und eine zukiinftige Anwendung in der intrazel-
luldren Medizin finden konnten.

Kiirzlich wurde gezeigt, daB das Naturprodukt Epoxomicin, ein peptidisches o’,p’-
Epoxyketon, irreversibel die proteolytisch aktiven Zentren von 20S-Proteasomen inhibiert
(Meng et al., 1999). Anders als bei einer Vielzahl von Proteasominhibitoren geht Epoxomicin
spezifisch nur Bindungen mit dem 20S-Komplex ein, nicht aber mit Proteasen wie Calpain,
Papain, Cathepsin A, Trypsin oder Chymotrypsin. Die Bestimmung der Kristallstruktur des
Hefe-20S-Proteasom:Epoxomicin-Komplexes konnte die molekulare Grundlage fiir diese
charakteristische und spezifische Eigenschaft der o’,f’-Epoxyketon-Inhibitoren aufkldren
(Groll et al., 2000b). Die Elektronendichte 1at einen unerwarteten Morpholinoringschlufl

zwischen dem aminoterminalen Thrl der aktiven B-Untereinheiten und Epoxomicin erkennen
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und liefert erste Ideen beziiglich der einzigartigen Spezifitdt von Epoxomicin gegeniiber 20S-
Proteasomen (siehe Abb. 15b). So setzt sich das Morpholinoderivat hochstwahrscheinlich in
einem Zweistufenproze zusammen. Im ersten Schritt wird das Thr1O" iiber die N-terminale
Amingruppe mit Hilfe eines Wassermolekiils zum Nukleophil aktiviert, welches augenblick-
lich mit dem Carbonylkohlenstoff des Epoxyketon-Pharmakophor unter Ausbildung eines
Hemiacetals abreagiert, in analoger Reaktion wie bereits fiir den Calpain-Inhibitor 1:20S-
Proteasom-Komplex beschrieben. Die Formation des Hemiacetals erlaubt darauthin die
Produktbildung zum Morpholinoring. Wihrend dieser Zyklisierung 6ffnet der N-Terminus
des Thrl den Epoxidring {iber eine intramolekulare Umlagerung unter Inversion des Kohlen-
stoffs in der C2-Position. Somit ist die beobachtete stringente Spezifitdt von Epoxomicin
gegeniiber 20S-Proteasomen aufgrund der Forderung nach jeweils einer N-terminalen
nukleophilen Aminogruppe und einer nukleophilen Seitenkette fiir die Reaktion zu erklidren
und deutet darauf hin, dal die funktionelle Epoxyketon-Gruppe lediglich mit der kleinen
Klasse der Ntn-Hydrolasen reagiert. Allerdings zeigt Epoxomicin aufgrund der irreversiblen
Bindung an das proteolytisch aktive Zentrum zytotoxisches Verhalten gegeniiber Zellen und
ist somit als Therapeutikum nicht geeignet.

Eine neue Klasse von Proteasominhibitoren umfaft Peptide mit einer funktionellen
Vinylsulfon-Gruppe, welche im Vergleich zu der Aldehydgruppe weniger reaktiv ist (Bogyo
et al., 1997). Jedoch besitzen diese Verbindungen dhnlich begrenzte medizinische Relevanz
wie die bereits aufgefiihrten Peptidaldehyde, da gefunden wurde, daf3 sie ebenso intrazellulédre
Cysteinproteasen wie beispielsweise Cathepsin S hemmen und an 20S-Proteasome irrever-
sibel binden. Die Kristallstruktur des Hefe-20S-Proteasom: Ac-YLLN-vs-Komplexes 148t eine
kovalente Bindung zwischen den Thr10O's aller proteolytisch aktiven Untereinheiten mit dem
B-Kohlenstoffatom der Vinylsulfon-Gruppe erkennen (Groll et al, 2002). Aufgrund von
zwischenzeitlich gefundenen Ergebnissen von peptidbasierenden kovalenten Proteasominhi-
bitoren wurde nach wesentlichen Grundbestandteilen, die selektiv an einzelne proteolytisch
aktive proteasomale Untereinheiten binden, gesucht (Loidl ef al., 1999b); (Loidl ef al., 1999a)
und fiir die Synthese neuer spezifischer Vinylsulfon-Inhibitoren verwendet (Nazif et al.,
2001). Dank des Vergleichs der Bindemodi von Peptidaldehyden mit dem 20S-Partikel
konnte die Synthese eines proteasomspezifischen Vinylsulfons Ac-PRLN-vs, geplant und
umgesetzt werden. Diese Verbindung besitzt im Vergleich zur Ausgangsverbindung Ac-
YLLN-vs lediglich unterschiedliche Seitenketten in der P3- und P4-Position und inhibiert

auch in Konzentrationen bis zu 10mM nur die Untereinheit B2. Die Kristallstrukturanalyse
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des Hefe-20S-Proteasoms mit dem Vinylsulfon erklért die stringente Inhibitionseigenschaft
der Verbindung infolge der giinstigen Wechselwirkungen zwischen der P3-Seitenkette des
Inhibitors und der groen S3-Tasche im 20S-Komplex, generiert durch die Grenzfldche der
benachbarten B-Untereinheiten (siehe Abb. 15¢) (Groll et al., 2002). Bemerkenswert ist der
Befund, daB lediglich der Austausch der S3- und S4-Seitenkette diesen EinfluB3 auf die Selek-
tivitit der proteasomalen Untereinheiten bewirkt, wihrend die S1-Seitenkette Asparagin
entgegen unspezifischer elektrostatischer Wechselwirkungen keinen Einflu3 auf die Spezifitit
nimmt. Somit ist ein Design von zukiinftigen Inhibitoren mit spezifischen Aminoséduren fiir
Interaktionen mit Proteinseitenketten ausschlieBlich in der S3-Tasche mdglich. Die zuvor
schon beschriebene bivalente Verbindung Maleoyl-p-alanyl-valyl-arginal, die fiir eine kova-
lente Bindung mit dem Cys118 der S3-Tasche geplant wurde und spezifisch die TL-Aktivitét
des Hefe-20S-Proteasom hemmt, lieferte ebenfalls erste Ideen fiir eine zukiinftige struktur-
basierte Modellierung rationaler Inhibitoren. Folglich erlauben die hier in Kiirze zusammen-
gefaiten Ergebnisse aufgrund der charakteristischen Spezifitditsmerkmale der S1- und S3-
Positionen im 20S-Proteasom die einfache Synthese neuer Verbindungen, die zweifelsohne
noch wirksamere, spezifischere und abstimmbarere 20S-Proteasominhibitoren mit ICs

Werten weit im subnanomolaren Bereichen darstellen.

3.4.2 Nicht kovalent bindende 20S-Proteasominhibitoren

Das Proteasom besitzt eine notwendige Rolle fiir viele intrazelluldre irreversible Prozesse wie
Mitose/Meiose, Zelldifferenzierung, Signaliibertragung und Immunantwort. Alle bislang
aufgefiihrten Proteasominhibitoren hemmen den 20S-Komplex jedoch kovalent und damit
irreversibel, so dal ein moglicher Einsatz dieser Verbindungen im medizinischen Sektor
weiterhin fraglich bleibt, da durch diese Eigenschaft die Apoptose in den Zellen induziert und
folglich der Zelltod verursacht wird (Orlowski, 1999). Eine reversible und zeitbegrenzende
Inaktivierung der spezifischen Untereinheiten im 20S-Partikel kdnnte eventuell die Zytotoxi-
zitdt unterdriicken. Kiirzlich wurde entdeckt, dafl die Naturprodukte des japanischen Berg-
pilzes Apiospora montagnei, Klassifiziert als TMC-95A-D, die proteolytische Aktivitit von
20S-Proteasomen selektiv und im niederen nanomolaren Bereich blocken (Koguchi et al.,
2000); (Kohno et al., 2000). Die Grundstruktur der Inhibitoren besteht aus modifizierten
Aminosduren, die miteinander ein heterocyclisches Ringsystem aufbauen und damit keinerlei
Ahnlichkeiten zu den bisher bekannten Proteasominhibitoren haben (siehe Abb. 16a). Die
Kristallstrukturanalyse des Hefe-20S-Proteasoms komplexiert mit TMC95A zeigt definierte
Elektronendichte fiir den Inhibitor in allen proteolytisch aktiven Zentren (Groll et al., 2001).
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Die strukturellen Ergebnisse veranschaulichen, daf3 der Inhibitor nicht-kovalent und nur in
Nihe der Thr10O's bindet und entgegen den Befunden von allen anderen Proteasominhibitoren
das N-terminale Threonin nicht modifiziert (siehe Abb. 15d). TMC95A wird in erster Linie
durch eine grofle Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Protein stabilisiert. Im
besonderen sind alle auftretenden Interaktionen {iber Wechselwirkungen zwischen TMC95A
und Proteinhauptkettenatomen bzw. konservierten Aminoséuren im 20S-Proteasom definiert
und weisen auf einen allgemeingiiltigen Bindungsmodus dieser Verbindungen mit Protea-
somen verschiedenster Organismen hin. Die Anordnung von TMC-95A im 20S-Komplex ist
dhnlich wie fiir die bereits beschriebenen Aldehyd- und Vinylsulfonverbindungen sowie
Epoxomicin (siehe Abb 16b). So ragt die n-Propylenseitengruppe in die P1-Spezifititstasche
und wird zusitzlich iiber schwache hydrophobe Kontakte mit Lys33 gefestigt, wahrend die
S2-Subsite keinen Beitrag zur Stabilisierung des Naturprodukts liefert. Die Seitenkette des
Asparagins von TMC95A ist tief in die S3-Spezifitéitstasche inseriert und iibernimmt dadurch
einen groBen Anteil fiir die unterschiedlichen ICso-Werte betreffend der verschiedenen

proteolytisch aktiven Untereinheiten.

a) b) b)
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S3-pocket S1-pocket
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TMC-85 R1 R2 R3 R4
A H OH H CHy

B H OH CHy H
C OH H H CH,
D OH H CHy; H

Abb. 16: a) Chemische Strukturformel der TMC-95-Verbindungen mit den Diastereomeren A-D. b) Uberla-
gerung der B5-Untereinheiten komplexiert mit TMC-95A und Epoxomicin. Die Abbildung ist auf die Inhibitoren
(TMC-95A, dargestellt in gelb und Epoxomicin, dargestellt in griin) und das proteolytisch aktive Thrl (darge-
stellt in schwarz) beschrinkt. Die Uberlagerung deutet auf eine analoge Anordnung der Seitenketten fiir die P1-
und P3-Tasche fiir beide Inhibitoren hin und erlaubt somit das Design einer mdglichen Leitstruktur von Protea-
sominhibitoren. ¢) Leitstruktursegment der TMC-95-Verbindungen, das fiir die spezifische Hemmung der
Proteasome verantwortlich ist. Die Reste S1 und S2, dargestellt in blau, markieren die spezifischen Seitenketten,
die hauptséchlich die Selektivitét der verschiedenen Untereinheiten bestimmen.
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Aufgrund der strukturbedingten Vorgabe inhibiert die Klasse der TMC-95-Verbin-
dungen keine anderen Proteasen. Die hohe Spezifitit und die niederen ICso-Werte des natiir-
lich vorkommenden Inhibitors erkldren sich aus der Uberlagerung der NMR-Struktur von
TMC-95A in Losung mit der Struktur der Verbindung im 20S-Proteasomkomplex, die keine
konformellen Unterschiede des Inhibitors zwischen gebundenem und ungebundenem Zustand
erkennen 14Bt. Verantwortlich fiir die starre Konformation des TMC95-Inhibitors ist die starke
Ringspannung im Molekiil, die sich aufgrund der Querverbindung zwischen dem Tyrosin und
der Oxoindolseitenkette bildet. Somit entstehen bei der Komplexbildung des 20S-Proteasoms
mit den TMC-95-Verbindungen gegensétzlich zu den flexiblen Liganden keine wesentlichen
Umlagerungen und Einschrinkungen von Freiheitsgraden, so da3 die niedrigen ICsp-Werte
entropischen Ursprungs sind. Eine bemerkenswerte Ubereinstimmung zeigt die Uberlagerung
der B2-Untereinheiten der Hefe-20S-Proteasomkristallstrukturen mit TMC-95A und mit Ac-
PRLN-vs: die backbone-Amide und die S1- und S3-Seitenketten nehmen trotz nicht-kova-
lenter Bindung im Falle vom TMC-95A nahezu identische Positionen ein. Mit Hilfe der
Informationen der strukturellen Ergebnisse besteht nun die Moglichkeit, iiber eine Leitstruk-
tur basierend auf der Geometrie der Bindung von TMC-95A an das Hefe-20S-Proteasom neue
reversible, selektive und fiir die Untereinheiten spezifische Inhibitoren zu planen (siehe Abb.
16¢), die moglicherweise zukunftsnahe medizinisch relevante Verbindungen darstellen. Erste
Ergebnisse liegen bereits mit der Totalsynthese der Leitstruktur, die dhnliche inhibitorische

Eigenschaften wie das TMC-95-Naturprodukt aufweist, vor (Kaiser ef al., 2002).
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Abkiirzungen

Englische Fachausdriicke sind im Text kursiv hervorgehoben. Ebenso sind lateinische Speziesnamen und
Genbezeichnungen schrig gedruckt. Zwei kleine Buchstaben vor einem Protein- oder Gennamen
identifizieren die zugehdrige Spezies (z.B. ec — Escherichia coli). Fiir Aminosduren werden sowohl der Ein-
als auch der Drei-Buchstaben-Kode benutzt, fiir Nukleotide die gdngigen Ein-Buchstaben-Abkiirzungen.

A Angstrom (=0.1nm) m milli (107)
Ac Acetyl min Minute
active site Aktivzentrum M Mol
AMC 7-Aminomethylcoumarin MHC Major histocompability complex
AS Aminosiure PGPH Peptidylglutamyl
peptide hydrolase
ATP Adenosin-5’-triphosphat RP Regulator Partikel
ball-and-stick  Kugel-Stabchen Modell rigid body starrer Korper
BrAAP Branched chain aminoacid-prefering rm.s.d. root-mean-square deviation
coil unstrukturierte Region RNA Ribonukleinséure
CL Chymotrypsin like S Svedberg
DNA Desoxyribonukleinsiure SDS Natriumdodecylsulfonat
EC Enzyme Commission spacer Zwischenstiick
EM Elektronenmikroskopie SnAAP Small aminoacid-prefering
kDa Kilodalton Suc Succinyl
KP core particle; Kernpartikel TL Trypsin like
LMP Low molecular weights proteins turn Umkehrschleife, Kehrtwendung
loop Schleife wt Wildtyp
n mikro (10°) Z Carbobenzoxy

Verwendete Nomenklatur der Aminosiauren

Aminosdure 3-Buchstabencode | 1-Buchstabencode
(im Text verwendet)
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginséure (Aspartat) Asp D
Cystein Cys C
Cyclohexylalanin Cha V4
Glutamin Gln Q
Glutaminséure (Glutamat) Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val v
beliebige Aminoséure Xaa X
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