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EINLEITUNG

1 Einleitung

Krebs und Osteoporose sind nur zwei von vielen Griinden, an der Entwicklung
spezifischer Hemmstoffe fiir die V-ATPase zu forschen. In beiden Féllen ist die V-
ATPase an der Ansduerung der extrazelluliren Umgebung beteiligt und treibt so die
Metastasierung von Krebszellen bzw. den Abbau von Knochengewebe durch die
Osteoklasten an (Uberblick in Hinton et al, 2009). Verbindungen zwischen
verschiedenen Erkrankungen und der Funktion der V-ATPase werden immer haufiger
festgestellt. Demzufolge sind V-ATPase-spezifische Inhibitoren und die V-ATPase selbst
als potentielles Angriffsziel fiir Therapeutika mittlerweile hédufig Gegenstand der
aktuellen Forschung (Bowman und Bowman, 2005; Fais et al., 2007; Niikura, 2006;
Yuan et al., 2010). Um zukiinftig hochspezifische und effiziente Medikamente
entwickeln zu konnen, ist die Aufklirung der Bindestellen und Wirkmechanismen von
Hemmstoffen von zentraler Bedeutung.

1.1 Ionentranslozierende ATPasen

Die V-ATPase (vakuolidre H-ATPase) gehort neben den F- und P-ATPasen zur
Klasse der ionentranslozierenden ATPasen, die aus der Hydrolyse von ATP Energie fiir
den Aufbau elektrochemischer Gradienten {iber Membranen gewinnen (Pedersen und
Carafoli, 1987). Trotz ihrer Gemeinsamkeiten gibt es grof3e funktionelle und strukturelle
Unterschiede zwischen P-, F- und V-ATPasen.

Ein besonderes Charakteristikum der P-ATPasen, die sowohl in Prokaryoten als
auch in Eukaryoten an verschiedensten Transportprozessen beteiligt sind, ist die Bildung
eines phosphorylierten Intermediats wahrend der ATP-Hydrolyse (Pedersen und Carafoli,
1987). Einer der bekanntesten Vertreter der sehr groBen Membranproteinfamilie ist die
Na'/K'-ATPase, die als erste ionentranslozierende ATPase bereits 1957 entdeckt wurde
(Skou, 1957). Von der ATP-Hydrolyse-Energie angetrieben generiert und erhilt sie einen
elektrochemischen Gradienten fiir Na” und K" iiber die Plasmamembranen tierischer
Zellen, was u. a. die Grundlage fiir die elektrische Erregbarkeit von Nervenzellen und
Na'-gekoppelte sekundire Transportmechanismen ist (Uberblick in Pedersen, 2007). Die
Kristallisation der Na'/K'-ATPase, die aus einer Kkatalytischen a- und einer p-
Untereinheit aufgebaut ist und zudem von einer dritten Untereinheit, der y-Untereinheit,
reguliert werden kann, lieferte neue Informationen {iiber ihren Mechanismus, der hier
jedoch nicht niher erldutert werden soll (Morth et al., 2007). Neben der Na'/K'-ATPase
ist die an der Muskelkontraktion beteiligte Ca’"-ATPase im sarkoplasmatischen
Retikulum eine der am intensivsten untersuchten P-ATPasen (Pedersen, 2007).

F-ATPasen funktionieren, im Gegensatz zu den P- und V-ATPasen, unter acroben
Zellbedingungen in Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten als ATP-Synthasen,
wobei sie den durch die Elektronentransportkette generierten elektrochemischen
Ionengradienten an die Synthese von ATP aus ADP und P; koppeln. Unter anaeroben
Bedingungen kann die F-ATPase in bakteriellen Membranen auch umgekehrt agieren und
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die aus der ATP-Hydrolyse gewonnene Energie zum Aufbau eines elektrochemischen
Protonengradienten nutzen (Muench et al., 2011; von Ballmoos et al., 2009; Wieczorek et
al., 1999a). F-ATPasen sind, wie auch die V-ATPasen, in zwei Komplexen organisiert
und zeichnen sich durch einen Rotationsmechanismus aus (Uberblick in Muench et al.,
2011). Die F-ATPase besteht aus einem peripheren, ATP-synthetisierenden
oder -hydrolysierenden F;-Komplex und dem membranstindigen Fo-Komplex, der den
Ionentransport liber die Membran ermoglicht (Muench et al, 2011). Die
Zusammensetzung der Komplexe aus verschiedenen Untereinheiten variiert in
Eukaryoten und Prokaryoten. Die F-ATPase von Escherichia coli weist bei insgesamt
etwa 530 kDa eine Stochiometrie von asB3yde flir die F;-Untereinheiten und von ab,cy
fiir die Fo-Untereinheiten auf (Muench et al., 2011). Bei der ATP-Synthese folgen die
Protonen ihrem elektrochemischen Gradienten durch den Fo-Komplex und treiben den
aus den Untereinheiten ¢, y und & bestehenden Rotor an. Dabei erreichen und verlassen
die Protonen den aus zehn c-Untereinheiten zusammengesetzten rotierenden Ring iiber
die statische a-Untereinheit. Die Bindung an die c-Untereinheiten wird durch die
Protonierung und Deprotonierung des essentiellen Aspartats in jeder c-Untereinheit
vermittelt. Uber die peripheren, statischen 8- und b-Untereinheiten und die zentralen
Untereinheiten y und ¢ ist der membranstdndige Motor mit dem ATP-Synthese-Motor aus
dem osfB3-Hexamer verbunden. Durch die Rotation des Rotors werden iiber die y-
Untereinheit Konformationsédnderungen in den drei PB-Untereinheiten und damit
Affinititsanderungen der dort enthaltenen Nukleotidbindestellen induziert. Durch diesen
Mechanismus werden ADP und P; gebunden sowie ATP synthetisiert und freigesetzt
(Uberblick in von Ballmoos et al.,2009).

Die V-ATPasen gehoren ebenfalls zu den ATPasen mit einem
Rotationsmechanismus. Sie kommen praktisch in jeder eukaryotischen Zelle vor, wo sie
unter ATP-Verbrauch Protonengradienten aufbauen und damit sekundédr aktive
Transportprozesse energetisieren und den pH-Wert im Zytosol sowie in den Organellen
regulieren (Beyenbach und Wieczorek, 2006). Im Gegensatz zu den F-ATPasen wurde
fiir die V-ATPasen die Moglichkeit zur Synthese von ATP bisher nur in vitro gezeigt
(Hirata et al., 2000). Dennoch éhneln sich beide Enzyme sowohl in ihrer Struktur als auch
in ihrer Funktion als Protonenpumpen, sodass in evolutionsgeschichtlichen
Untersuchungen von einem gemeinsamen Vorliufer ausgegangen wird (Uberblick in
Miiller und Griiber (2003) und Mulkidjanian et al. (2007)). Auch die V-ATPase, die eine
Molekularmasse von ca. 900 kDa besitzt, ist aus zwei Komplexen aufgebaut: dem
zytosolischen, ATP-hydrolysierenden V;-Komplex und dem membranstindigen,
protonentransportierenden Vo-Komplex. Dabei sind beide wiederum aus verschiedenen
Untereinheiten zusammengesetzt (Forgac, 2007). Die genaue Struktur und Funktion der
V-ATPase werden in den folgenden Abschnitten beschrieben. Als ATP-verbrauchendes
Enzym verfligt die V-ATPase iiber einen Regulationsmechanismus, bei dem die Enzym-
Aktivitdt durch die reversible Dissoziation des V;-Komplexes vom Vo-Komplex reguliert
wird (Uberblick in Huss et al., 2011). Auch darauf wird spiter niher eingegangen.
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In die Gruppe der rotierenden ATPasen wird neben den F- und V-ATPasen als ein
weiteres Mitglied die A-ATPase eingeordnet, die hier jedoch nur kurz Erwidhnung finden
soll. In verschiedenen Archaeen und Bakterien vorkommend kann die A-ATPase sowohl
als ATP-Synthase als auch als Ionenpumpe fungieren. Genau wie die F- und V-ATPasen
besteht die A-ATPase aus zwei Komplexen, einem A;- und einem Ap-Komplex, jeweils
mit mehreren Untereinheiten (Uberblick in Muench et al, 2011). Es wird davon
ausgegangen, dass A-ATPasen aus dem gleichen evolutiven Vorldufer wie die F- und V-
ATPasen entstanden sind, wobei die A-ATPasen eine groBere Ahnlichkeit zu den V-
ATPasen aufweisen (Miiller und Griiber, 2003).

1.2 Zur Struktur der V-ATPase

Die Aufkliarung der Topologie der V-ATPase ist seit vielen Jahren Gegenstand
intensiver Forschung. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Holoenzyms sowie des
Vi- und des Vo-Komplexes fiihrten zusammen mit dreidimensionalen Rekonstruktionen
der Abbildungen zu immer genaueren Strukturmodellen der V-ATPase (Uberblick in
Wilkens et al., 2005). In den letzten Jahren brachten verbesserte 3D-Rekonstruktionen der
V-ATPase weiteres Licht ins Dunkel: Fiir die V-ATPase der Hefe Saccharomyces
cerevisiae konnte mit Hilfe der Analyse von durch Negativkontrast gewonnenen
elektronenmikroskopischen Daten ein dreidimensionales Modell des fast vollstandigen
Enzyms mit einer Auflosung von 25 A erstellt werden (Abb. 1.1D; Diepholz et al., 2008a;
Diepholz et al., 2008b; Zhang et al., 2008). Die erste 3D-Rekonstruktion auf der Basis
von Cryo-elektronenmikroskopischen Aufnahmen, gewonnen aus der nativen V-ATPase
aus dem Mitteldarm der Larve des Tabakschwirmers Manduca sexta, fithrte, mit einer
Auflésung von 16,5 A, zum ersten vollstindigen Modell einer V-ATPase (Abb. 1.1A;
Muench et al., 2009). Ubereinstimmend zeigen diese Modelle erstmals, dass der V-
Komplex neben einem zentralen iiber drei periphere Stiele mit dem Vo-Komplex
verbunden ist (Muench et al., 2011). Die peripheren Stiele aus den Untereinheiten E und
G, in Abb. 1.1A und 1.1C als S1, S2 und S3 gekennzeichnet, funktionieren in der aktiven
V-ATPase zusammen mit den Untereinheiten C, H und a als Statoren (Abb. 1.1C, grau
eingefarbt). Neben ihren statischen verfligt die V-ATPase auch {iber rotierende
Bestandteile, in Abb. 1.1C in blauer Farbe dargestellt, zu denen die zentrale Achse und
der membranstindige c-Ring gehdren. Wihrend der Protonentranslokation fixieren die
Statoren den ATP-Hydrolyse-Motor, sodass dieser nicht mit der zentralen Achse und dem
c-Ring rotieren kann (Muench et al., 2009; Muench et al., 2011). Threm einfacheren
Aufbau entsprechend verfiigt die F-ATPase dagegen neben dem zentralen iiber nur einen
einzelnen, peripheren Stiel (Muench et al., 2011).

Im dreidimensionalen Modell (Abb. 1.1A) sind weitere Besonderheiten der
komplexer aufgebauten V-ATPase zu erkennen. Im mittleren Bereich der V-ATPase ist
ein horizontaler Steg zu sehen, der die Untereinheiten C und H beherbergt und {iber diese
die im V;-Komplex verankerten, peripheren Stiele letztlich an die Untereinheit a des Vo-
Komplexes koppelt (Muench et al., 2009; Muench et al., 2011). Des Weiteren ist am

3
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Boden des membranstindigen Vo-Komplexes von M. sexta ein Vorsprung zu erkennen
(Abb. 1.1A), der bisher noch nicht identifiziert werden konnte. Im Vo-Komplex der
Rinder-V-ATPase wurde ein entsprechender Vorsprung der akzessorischen V-
Untereinheit Ac45 zugeschrieben (Wilkens et al., 1999). In der V-ATPase der Hefe
dagegen ist die Untereinheit Ac45 nicht vorhanden (Abb. 1.1D; Zhang et al., 2008). In
massenspektrometrischen Untersuchungen der V-ATPase von M. sexta konnte keine der
Untereinheit Ac45 entsprechende Masse gefunden werden, sodass die Identitdt des
Vorsprungs weiter ungeklért bleibt (Huss und Wieczorek, 2007; Muench et al., 2009).

Abb. 1.1: Die Struktur der V-ATPase

A, 3D-Modell der V-ATPase aus M. sexta. Die drei peripheren Stiele sind mit S1, S2 und S3
gekennzeichnet (Muench et al, 2011). Cryo-elektronenmikroskopische Aufnahmen des nativen
Holoenzyms aus dem Mitteldarm der Tabakschwirmer-Larve fiihrten erstmals zu diesem dreidimensionalen
Modell mit einer Aufldsung von 16.5 A (Muench et al., 2009). B, In das 3D-Modell der V-ATPase aus
M. sexta wurden die Strukturen bereits kristallisierter Untereinheiten verschiedener ATPasen eingepasst
(Muench et al., 2009). C, Schematisches Modell der V-ATPase aus M. sexta (Muench et al., 2009). Die
ATP-Hydrolyse findet am I6slichen V;-Komplex statt und versetzt die blau markierten Rotor-
Untereinheiten in Rotation. Die in grauer Farbe dargestellten Untereinheiten zeigen die statischen
Untereinheiten. Die drei peripheren Stiele sind mit S1, S2 und S3 bezeichnet. D, Elektronenmikroskopische
Aufnahmen fiihrten zu diesem 3D-Modell der V-ATPase aus S. cerevisiae mit einer Aufldsung von 25 A
(Zhang et al., 2008). Die Abkiirzungen nt und ct stehen fiir den N-Terminus bzw. den C-Terminus der
jeweiligen Untereinheit. Auch in die Rekonstruktion der Hefe-V-ATPase wurden die Kristallstrukturen
verschiedener Untereinheiten eingesetzt.

1.2.1 Der Aufbau des V{-Komplexes

Der V-Komplex besteht bei einer Molekularmasse von ca. 600 kDa aus den acht
verschiedenen Untereinheiten A-H, fir die die Stochiometrie A3;B;CDE;FGsH
angenommen wird (Kitagawa et al., 2008). Die Untereinheiten A und B bilden
alternierend ein Hexamer, das katalytische Kopfstiick des V;-Komplexes, in dem die
ATP-Hydrolyse stattfindet (Kartner und Manolson, 2011). Die bei der ATP-Hydrolyse
entstechende Energie treibt die Rotation des zentralen Stiels an, zu dem die V-
Untereinheiten D und F gehoren (Kartner und Manolson, 2011). Mit Hilfe der 3D-
Rekonstruktion der Cryo-Elektronenmikroskopie-Aufnahmen der V-ATPase aus M. sexta
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wurde deutlich gezeigt, dass die Untereinheiten E und G als Heterodimere drei periphere
Stiele bilden und dabei iiber die Interaktion von Untereinheit E mit Untereinheit B im V-
Komplex verankert sind (Arata et al., 2002; Muench et al., 2009). Im mittleren Bereich
der V-ATPase sind die Untereinheiten C und H horizontal angeordnet. Die Untereinheit C
kontaktiert die Statoren 1 und 2 und die Untereinheit H die Statoren 2 und 3 (Abb. 1.1C),
sodass sie in ihrer horizontalen Position alle drei peripheren Statoren miteinander
verbinden und den Kontakt zur Vp-Untereinheit a herstellen (Muench et al., 2009). Es
wird angenommen, dass der Stator 3 (Abb. 1.1C), der wahrscheinlich das funktionelle
Analogon des einzelnen Stators der F-ATPase darstellt, alleine nicht den mechanischen
Kréften innerhalb der aktiven V-ATPase standhalten konnte, sodass das Geriist aus den
peripheren Statoren und dem C/H-Element unter anderem fiir die Stabilitét der V-ATPase
notwendig ist (Muench et al., 2009).

1.2.2 Der Aufbau des Vo-Komplexes

Die Analyse der Struktur des Vo-Komplexes erweist sich als weitaus schwieriger
als die des V;-Komplexes. Der Grund dafiir liegt in der Hydrophobizitit des
membraneingebetteten Proteinkomplexes, die die Reinigung des Vo-Komplexes und
nachfolgende  Strukturanalysen erheblich erschwert. Zudem  differiert die
Zusammensetzung des Vo-Komplexes verschiedener Organismen. Im Allgemeinen ist
der Vpo-Komplex aus den Untereinheiten a, d, ¢ und e zusammengesetzt, wobei die
Stochiometrie der c-Untereinheiten, die den membransténdigen, protonentranslozierenden
Proteolipidring bilden, variieren kann (Muench et al., 2011). Im Jahr 2005 wurde der
Proteolipidring der A-ATPase aus Enterococcus hirae mit einer Auflosung von 2,1 A
kristallisiert und es wurde gezeigt, dass der Ring aus zehn K-Untereinheiten besteht, die
homolog zur c-Untereinheit der V-ATPase sind (Murata et al., 2005). Fiir die
dreidimensionale Rekonstruktion der V-ATPasen aus M. sexta und S. cerevisiae stellte
sich heraus, dass sich die Struktur des K;jo-Rings sehr passgenau in beide Modelle
einsetzen lésst, sodass fiir beide V-ATPasen ein aus zehn c-Untereinheiten bestehender
Ring in Frage kommt (Abb. 1.1B und 1.1D; Muench et al., 2009; Zhang et al., 2008).
Demnach wird fiir den Vo-Komplex aus M. sexta die Stochiometrie acjode vermutet
(Muench et al., 2009). In S. cerevisiae werden zusitzlich zwei Isoformen der c-
Untereinheit, ¢ und ¢’’, exprimiert, wobei ¢’ spezifisch fiir die V-ATPase von Pilzen zu
sein scheint (Chavez et al., 2006; Hirata et al., 1997). Wéhrend ¢’ und ¢’ jeweils nur
einmal im Proteolipidring der Hefe vorkommen, wird angenommen, dass ¢ in vier bis
fiinf Kopien vorliegt, was flir den Vo-Komplex der Hefe zur Stochiometrie acs.sc’c’’de
fiihren wiirde (Powell ef al., 2000). Die genaue Anzahl der Proteolipide in S. cerevisiae
ist noch unklar. Der Vo-Komplex der Sduger-V-ATPase setzt sich aus den Untereinheiten
a, ¢, ¢’’, d, e und zusitzlich der Untereinheit Ac45 zusammen und es wird vermutet, dass
die Anzahl der c-Untereinheiten im Ring fiinf betrdgt (Kartner und Manolson, 2011).
Funktionell werden die Untereinheiten ¢ und d den rotierenden und die Untereinheit a den
statischen Bestandteilen der V-ATPase zugeordnet (Abb. 1.1C; Muench et al., 2011).
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Die Untereinheit d, deren Funktion und Lokalisation anhand der Kristallstruktur
der homologen Untereinheit C der A-ATPase von Thermus thermophilus naher bestimmt
wurde (Iwata et al., 2004), stellt vermutlich die Verbindung zwischen dem V- und dem
V-Komplex dar. Die Kristallstruktur der bakteriellen C-Untereinheit 1dsst sich auBerdem
sehr gut in das Modell der V-ATPase aus M. sexta einpassen (Abb. 1.1B; Muench et al.,
2009). Dabei scheint die d-Untereinheit von M. sexta als eine Art ,,Stopsel” oben im
intrazelluldren Teil des c-Rings zu stecken und diesen so an die V;-Untereinheiten D und
F zu koppeln (Muench et al., 2009).

Tab. 1.1: Uberblick iiber die V-ATPase-Untereinheiten von M. sexta, S. cerevisiae und Siugern

Die Tabelle fasst die verschiedenen Untereinheiten wie die jeweiligen molekularen Massen, Isoformen und
Lokalisationen zusammen. Die molekularen Massen der V-ATPase-Untereinheiten von M. sexta (M. s.)
stammen aus Merzendorfer et al. (2000), die Informationen iiber die V-ATPase-Untereinheiten von
S. cerevisiae (S. c.) und Sdugern aus Toei et al. (2010) und Kartner und Manolson (2011). Fiir die
Untereinheiten C2, H und al-4 der Sduger-V-ATPase gibt es zusitzlich alternative Splice-Varianten (siehe
Toei et al. (2010). n. v. = nicht vorhanden; * = Sequenz wurde im M. sexta Genomprojekt gefunden
(Agripestbase.org/Manduca).

Molekulare Masse Isoformen & Lokalisation

Untereinheit (kDa)
M. s./S. c. / Siuger M. sexta S. cerevisiae Siduger
V;-Komplex
A 66/70/70 A VMAI A
B1 (Niere, Epididymis,
B 56/60/56 B VMA2 Riechepithel)
B2 (ubiquitér)
C1 (ubiquitér)
¢ 43740/ 42 ¢ VMAS C2 (Lunge, Niere, Epididymis)
D 30/34/34 D VMAS8 D
E 27733 /31 E VMA4 El (H().del},..Riechepithel)
E2 (ubiquitér)
F 14/14/14 F VMA7 F
G1 (ubiquitér)
G 16/13/13 G VMAL0 G2 (Nervenzellen)
G3 (Niere, Epididymis)
H 55/50/50 H VMAIL3 H

Vo-Komplex

al (Nervenzellen,)

a2 (Endothel, Neuronen)
a 100/ 100 / ca. 100 a ;;ZI ((G\;iklil)()le) a3 (Osteoklasten, pankreatische
& B-Zellen, Praimelanosomen)

a4 (Niere, Epididymis)

c 17/17/16 c VMA3 c
c’ -/ 17/- n.v. VMAII
¢’ -/21/21 * VMALG6 ¢’

d1 (ubiquitdr)
d2 (Niere, Epididymis,

d 40/38/38-42 d VMAS Osteoklasten, Dendritische
Zellen)

e 20/9/9 e VMA9 e

Ac45 -/-/45 Ac45
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Funktion und Lokalisation der Untereinheit e sind noch weitgehend unbekannt.
Sie wurde als konstitutive V-ATPase-Untereinheit zum ersten Mal fiir das M. sexta-
Enzym beschrieben (Merzendorfer et al., 1999) und kommt auch bei den V-ATPasen von
Sdugern und Hefen vor (Ludwig et al., 1998; Sambade und Kane, 2004). Im Mitteldarm
der M. sexta-Raupe liegt die e-Untereinheit stark glycosyliert vor, und die Zuckerreste
bilden hier etwa die Hilfte der molekularen Masse von 20 kDa (Merzendorfer et al.,
1999). Es wird vermutet, dass sie mit dem in die Membran eingebetteten Teil der a-
Untereinheit assoziiert ist (Muench et al., 2009). Obwohl sie in verschiedenen Modellen
des Vo-Komplexes hdufig neben der a-Untereinheit positioniert wird, gibt es bisher keine
experimentellen Daten iiber eine direkte Interaktion zwischen der e-Untereinheit und den
anderen Untereinheiten des Vo-Komplexes (Compton et al., 2006; Toei et al., 2010).

Die Existenz der akzessorischen Untereinheit Ac45 wurde in den chromaffinen
Granula des Rindes und in Osteoklasten gezeigt (Feng et al., 2008; Supek et al., 1994).
Dort wurde sie als Membranprotein charakterisiert, das wahrscheinlich an der luminalen
Seite des Vo-Komplexes lokalisiert ist und mit den Untereinheiten ¢ und ¢”” sowie mit der
Osteoklasten-spezifischen Isoform a3 der a-Untereinheit interagiert. Zusitzlich wurde die
Untereinheit Ac45 in Xenopus-Zellen gefunden (Holthuis et al., 1995), wo ihr eine V-
ATPase-kontrollierende Rolle im regulatorischen Sekretionsweg in neuroendokrinen
Zellen zugeschrieben wird (Jansen ef al., 2008).

1.2.2.1 Die Untereinheit a des Vo-Komplexes

Die Vo-Untereinheit a ist mit 95-116 kDa die grofite Untereinheit der V-ATPase.
Sie ist direkt am Protonentransport beteiligt und gehdrt zu den statischen Untereinheiten,
wobei sie, eingebettet in die Membran, die peripheren Statoren, vertreten durch die
Untereinheiten C, E, G und H, verbindet und damit wesentlich an der Kopplung und
Verankerung von V- und Vo-Komplex beteiligt ist (Abb. 1.1C; Muench et al., 2011).
Die a-Untereinheit kann in zwei Dominen eingeteilt werden. Dabei wird zwischen dem
ca. 40 kDa groBen, loslichen N-Terminus, der mit den eben genannten V,-Untereinheiten
interagiert, und dem ca. 55 kDa-groB8en, membranintegralen C-Terminus unterschieden
(Muench et al., 2011). Biochemische Analysen zeigten erst kiirzlich, dass der N-
Terminus der a-Untereinheit ebenfalls Membranprotein-dhnliche Charakteristika
aufweist, da seine Faltung mittels Detergenzien stabilisiert werden konnte und eine Co-
Prézipitation mit synthetischen Liposomen erfolgreich war. Daher wird eine sehr enge
Assoziation des N-Terminus mit der Membran vermutet (Merkulova et al., 2010).

Fiir die Topologie der a-Untereinheit konnte im Hinblick auf die Isoform Vphl
der Hefe-V-ATPase ein plausibles Modell fiir die membraneingebettete C-terminale
Domine mit acht Transmembranhelices (TMH), deren C-Terminus im Zytosol endet, und
einer zytoplasmatisch lokalisierten N-terminalen Doméne erstellt werden (Abb. 1.2;
Wang et al., 2008). Bei der Hefe ist sie die einzige V-ATPase-Untereinheit, die durch
zwei verschiedene Gene kodiert wird und in den beiden Isoformen Vphl und Stvl mit
einer Aminosdure-Identitdt von 54% vorliegt (Manolson et al., 1994). Die Expression der
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Untereinheit Vphl fiihrt zur Lokalisation der V-ATPase in der Vakuolenmembran,
wihrend die Isoform Stvl in der V-ATPase im Golgi exprimiert wird (Kawasaki-Nishi e?
al., 2001a; Manolson et al., 1994). Mit Hilfe von chiméren Proteinen, zusammengesetzt
aus dem N-Terminus von Vphl und dem C-Terminus von Stvl oder umgekehrt, konnte
bei der Hefe gezeigt werden, dass die fiir die Ziel-Lokalisation der Isoformen
erforderlichen Informationen in der N-terminalen Doméne angesiedelt sind (Kawasaki-
Nishi et al., 2001a). Auch Informationen, die die in vivo Dissoziation der V-ATPase
betreffen, sind in der Sequenz des N-Terminus kodiert, wohingegen die
Kopplungseffizienz von ATP-Hydrolyse und Protonentransport durch den C-Terminus
bestimmt wird (Kawasaki-Nishi et al., 2001a). Der C-Terminus enthélt zudem die fiir den
Protonentransport wichtigen Eigenschaften der a-Untereinheit. Es wird angenommen,
dass hier zwei Halbkanile enthalten sind, iiber die die Protonen wihrend ihres Transports
den Proteolipidring erreichen und verlassen konnen (Uberblick in Forgac, 2007).
Essentiell fiir den Protonentransport ist ein Argininrest in TMH7, der sich in der a-
Isoform Vphl der Hefe an Position 735 befindet (Abb. 1.2; Kawasaki-Nishi et al.,
2001b). Auf weitere Eigenschaften der a-Untereinheit, die den Protonentransport
betreffen, wird in Abschnitt 1.3.1 ndher eingegangen.

Zytoplasma

55%—\ S|e70
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Abb. 1.2: Topologisches Modell der Isoform Vphl der a-Untereinheit von S. cerevisiae
Das Modell (modifiziert nach Wang et al. (2008)) zeigt die zytoplasmatische N-terminale Doméne sowie
acht TMHs in der membranstindigen C-terminalen Doméne, deren Ende im Zytosol lokalisiert ist.
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In Sédugerzellen kommt die a-Untereinheit ebenfalls in verschiedenen Isoformen
(al-4) vor, die eine Aminosdureidentitit von 47-61% aufweisen und jeweils entsprechend
ihrer enthaltenen Informationen an verschiedenen Orten in der Zelle lokalisiert sind (Tab.
1.1) (Uberblick in Toei et al., 2010). Die Isoform al wurde in Nervenzellen sowohl in
synaptischen Plasmamembranen als auch in synaptischen Vesikeln identifiziert, weshalb
vermutet wird, dass sie eine Rolle bei Membranfusionen waihrend des
Neurotransmittertransports und auch bei der Endozytose spielt (Toei et al., 2010). Uber
die Isoform a2 ist bekannt, dass sie in verschiedenen Organen wie Lunge, Niere und Milz
lokalisiert ist (Peng et al., 1999). Die Isoform a3 wird in u.a. Osteoklasten exprimiert und
sorgt dort fiir die Lokalisation der V-ATPase in der Plasmamembran, wo sie in die
Resorption von Knochengewebe involviert ist. Die Isoform a4, die u.a. in der Niere
exprimiert wird, sorgt fiir die Lokalisation der V-ATPase in der apikalen Membran der a-
Schaltzellen im spédten distalen Tubulus und dem Sammelrohr (Toei et al., 2010; Wagner
et al., 2004). Trotz der Lokalisationsspezifitit der Isoformen ist es wahrscheinlich, dass
viele Zellen mehrere Isoformen einer Untereinheit exprimieren und so ihre V-ATPasen in
verschiedenen zelluldren Membranen lokalisieren (Toei ef al., 2010).

1.2.2.2 Die Proteolipiduntereinheiten des Vo-Komplexes

Die c-Untereinheiten, die in den Isoformen ¢, ¢’ und ¢~ vorkommen koénnen,
werden aufgrund ihrer sehr hydrophoben Eigenschaften auch als Proteolipide bezeichnet
und bilden den in der Membran liegenden, protonentranslozierenden c-Ring (Abb. 1.1C
und Abb. 1.3; Forgac, 2007). Dieser ist der Hauptbestandteil des Rotors der V-ATPase,
zu dem auch die Vo-Untereinheit d und die V;-Untereinheiten D und F gehdren (Abb.
1.1C; Muench et al., 2011). Wie bereits erwéhnt, wird der membranstdndige Ring auch in
den F- und A-ATPasen aus den Proteolipiduntereinheiten gebildet, die wahrscheinlich
von einem gemeinsamen Vorldufer abstammen (Mandel ef al., 1988; Miiller und Griiber,
2003). Dabei haben die c-Untereinheiten der F-ATPasen je zwei transmembrane o-
Helices und molekulare Massen von ca. 8 kDa, wéhrend die durch Genduplikation und
anschlieBende Fusion entstandenen c-Untereinheiten der V-ATPasen je vier
Transmembranhelices (TMHI1-4) mit molekularen Massen von 16 kDa aufweisen
(Saroussi und Nelson, 2009). Alle c-Untereinheiten besitzen einen flir die
Protonentranslokation essentiellen sauren Aminosédurerest, der in der c-Untereinheit der
F-ATPase von E. coli durch ein Aspartat in der zweiten Helix an Position 61 und in der c-
Untereinheit der V-ATPase von S. cerevisiae in der vierten Helix durch ein Glutamat an
Position 137 vertreten ist (Uberblick in Saroussi und Nelson, 2009). Der zweite saure
Aminosédurerest in TMH2 der V-ATPase-c-Untereinheit ist vermutlich wéhrend der
Evolution verlorengegangen (Mandel et al., 1988). Diese essentiellen, sauren
Aminoséurereste der c-Untereinheiten sind die Bindestellen des kovalenten Inhibitors
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD), der sowohl F- als auch V-ATPasen hemmt und
fiir Inhibitorstudien im Allgemeinen gerne eingesetzt wird (Arai ef al., 1987; Huss et al.,
2011). Auch die Isoformen ¢” und ¢’” weisen je ein essentielles Glutamat auf. In der c’-
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Untereinheit der Pilze befindet sich der Glutamatrest in ebenfalls in TMH4 und im Fall
der ¢’-Untereinheit von S. cerevisiae an Position 145. Die ¢”’-Untereinheit, die anders als
ihre Isoformen fiinf TMHs (TMHI1-5) aufweist und mit 23 kDa eine gro3ere Masse
besitzt, birgt in S. cerevisiae sowohl an Position 108 in TMH3 als auch an Position 188 in
TMHS5 Glutamatreste, wobei nur der in TMH3 lokalisierte fiir die Protonentranslokation
essentiell ist (Hirata et al., 1997; Powell et al., 2000).

A

Abb. 1.3: Modelle des Proteolipidrings der V-ATPase

A, Arrangement der Isoformen ¢, ¢” und ¢”” im Proteolipidring der V-ATPase von S. cerevisiae (Abb.
modifiziert nach Wang et al., 2007. Mit Hilfe von Fusionen von ¢, ¢” und ¢”* wurde die Anordnung der
Proteolipide im Ring bestimmt (Wang et al, 2007). Bei Betrachtung des Proteolipidrings von der
zytosolischen Seite folgen die Untereinheiten ¢’ und ¢’ im Uhrzeigersinn aufeinander. Der Buchstabe ,,E*
zeigt die essentiellen Glutamatreste an. B, Kristallstruktur des Proteolipidrings von E. hirae nach Murata et
al. (2005), Abb. aus Saroussi und Nelson (2009). Der K-Ring besteht aus zehn identischen Untereinheiten,
die je vier TMHs besitzen. Das negativ geladene, essentielle Glutamat-139 (als orangefarbener,
waagerechter Arm dargestellt, markiert mit einem roten Pfeil) in TMH4 (orange) bindet das positiv
geladene Ion (gelb). TMHI ist Rot, TMH2 Blau und TMH3 Violett eingefarbt. TMH2, TMH3 und TMH4
bilden die Ionenbindetasche fiir das essentielle Glutamat.

Fiir eine funktionelle Hefe-V-ATPase miissen alle drei Isoformen der c-
Untereinheit exprimiert werden, da sie sich nicht gegenseitig ersetzen konnen (Hirata et
al., 1997). Hinzu kommt das spezifische Arrangement der Proteolipide im Ring, das mit
Hilfe unterschiedlich kombinierter Fusionen von ¢ (Vma3), ¢’ (Vmall) und ¢’* (Vmal6)
bei der Hefe analysiert worden war (Wang et al., 2007). Dabei resultierte nur die
benachbarte Anordnung von ¢’ und ¢’ in einer aktiven V-ATPase, wenn unter
Betrachtung des Proteolipidrings von der zytosolischen Seite ¢” im Uhrzeigersinn auf ¢’
folgt (Abb. 1.3A; Wang et al., 2007). In einer aktuelleren Arbeit untersuchten Finnigan
und seine Mitarbeiter (2012) die Komplementation von Vma3- bzw.
Vmall-Deletionsmutanten der Hefe mit einer wahrscheinlichen, evolutiven
Vorlauferuntereinheit von beiden Untereinheiten. Diese fiihrte bei der Hefe zusammen
mit Vmal6 zu einem funktionsfihigen Ring. Es wurde festgestellt, dass erst
Genduplikationen und der komplementire Verlust, asymmetrische Interaktionen mit den

10
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anderen c-Isoformen im Ring einzugehen, zu den obligatorischen Rollen von Vma3 und
Vmall und dem spezifischen Arrangement im Ring fiithrten (Finnigan ef al., 2012).

Topologische Analysen der c-Untereinheit und ihrer Isoformen ¢’ und ¢’ aus der
Hefe zeigten mit Hilfe von Epitop-Markierungen und Fusionen von ¢ und c¢”’, dass die N-
und C-Termini von ¢ und c’, die wie bereits erwédhnt jeweils vier TMHs aufweisen, im
Lumen der Hefevakuole lokalisiert sind (Flannery et al., 2004). Fiir die ¢’’-Untereinheit
mit flinf TMHs wurde festgestellt, dass der N-Terminus im Zytosol und der C-Terminus
im Lumen lokalisiert ist (Flannery et al., 2004). Die Funktion der zusétzlichen TMH1 der
c’’-Untereinheit ist weitgehend unklar. Die Deletion dieser Helix hat keine Auswirkung
auf die Funktion der Hefe-V-ATPase (Nishi et al., 2003b). Es wird spekuliert, dass die
TMHI1 ein evolutionires Relikt in den ¢”"-Untereinheiten von Pilzen und Tieren ist, da sie
in den pflanzlichen c¢’’-Untereinheiten nicht vorkommt (Flannery et al., 2004).

Analog zu dem Proteolipidring von E. hirae wird fiir den c-Ring der Hefe
angenommen, dass die protonierbare Carboxylgruppe des essentiellen Glutamats in der
Mitte von TMH4 in einer von TMH2, TMH3 und TMH4 gebildeten Tasche liegt
(Abb. 1.3B; Murata et al., 2005; Wang et al., 2007). Im Proteolipidring der Hefe ergibt
sich durch die Anwesenheit der ¢’’-Untereinheit mit dem essentiellen Glutamat in TMH3
eine UnregelmiBigkeit fiir die Lokalisation der Protonenbindetasche, die begriinden
konnte, dass der freie Vo-Komplex im Gegensatz zum freien Fo-Komplex keine passive
Protonenleitfahigkeit aufweist (Wang et al., 2007; Zhang et al., 1992). Der Transport der
Protonen durch den Proteolipidring der V-ATPase geschieht in engem Zusammenspiel
mit der a-Untereinheit des Vo-Komplexes und wird in Abschnitt 1.3.1 ausfiihrlicher
beschrieben.

1.2.3 Die Assemblierung der V-ATPase

Die in vivo Assemblierung der V-ATPase wurde bisher am besten bei
S. cerevisiae untersucht (Uberblick in Forgac, 2007). Dabei wurde festgestellt, dass der
korrekte Zusammenbau des Vo-Komplexes im Endoplasmatischen Retikulum (ER) der
Hefe die Anwesenheit von verschiedenen Assemblierungsfaktoren erfordert. Diese
werden von den Chaperonen Vmal2, Vma21, Pkrl und Vma22 im ER vertreten (Forgac,
2007). Vma21 interagiert als integrales Membranprotein direkt mit der Untereinheit ¢’
und unterstiitzt so die Formation des Proteolipidrings sowie dessen Assemblierung mit
der Untereinheit d. Des Weiteren scheint Vma2l eine Rolle beim Export des
assemblierten Vo-Komplexes in Vesikeln des ERs zu spielen (Malkus et al., 2004). Ein
Komplex aus Vmal2 und Vma22 interagiert mit der Untereinheit a und vermittelt ihre
Assoziation mit dem Proteolipidring (Graham et al., 2003). Pkrl, ebenfalls ein
Membranprotein, steigert die Effizienz der Assemblierung und des Exports des Vo-
Komplexes aus dem ER (Davis-Kaplan et al., 2006). Der Zusammenbau des VVo-
Holoenzyms findet letztendlich im Golgi-Apparat statt, wo entweder die einzelnen oder
teilweise assemblierten Vi-Untereinheiten oder aber der bis auf die Untereinheit C, die
immer separat angekoppelt wird, komplette V;-Komplex mit dem Vp-Komplex
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assoziieren (Forgac, 2007). Die intrazelluldre Ziel-Lokalisation der V-ATPase hingt
schlieBlich, wie schon beschrieben, von Informationen in der Sequenz des zytosolischen
N-Terminus der a-Untereinheit ab. Homologe Proteine der fiir die Assemblierung des Vo-
Komplexes in Hefe wichtigen Chaperone wurden auch in hoheren Eukaryoten entdeckt,
allerdings wurde ihre Rolle bisher nicht néher untersucht (Forgac, 2007).

1.3 Zur Funktion der V-ATPase

1.3.1 Der Mechanismus des Protonentransports

So wie die Struktur der V-ATPase sich in den Anfingen an der der F-ATPase
orientierte, verhielt es sich auch mit dem Rotationsmechanismus, der erstmals bei F-
ATPasen gezeigt worden war (Muench ef al., 2011). Die Rotation der V-ATPase konnte
inzwischen anhand der eng verwandten vakuoliren Na'-ATPase aus T. thermophilus
direkt nachgewiesen werden. Wéhrend der Vi-Komplex mit Biotin versehen auf einer
Glasoberfliche immobilisiert wurde, konnte eine ATP-abhdngige Rotation der
Streptavidin-Kiigelchen beobachtet werden, die einmal an die D- bzw. F-Untereinheit
(Imamura et al., 2003) und einmal an eine der Proteolipiduntereinheiten im Vo-Komplex
gebunden wurden (Yokoyama et al., 2003).

Als aktive Protonenpumpe nutzt die V-ATPase die Energie aus der ATP-
Hydrolyse zum Antrieb ihres rotierenden Motors. Analog zur F-ATPase wird fiir die V-
ATPase angenommen, dass die zentrale Achse asymmetrisch ist und diese aufgrund von
Konformationséinderungen im A/B-Hexamer wéhrend der ATP-Hydrolyse zur Rotation
gebracht wird (Muench et al., 2011). Bei diesem Vorgang, der in der F-ATPase als
,binding change mechanism* beschrieben wurde, liegen die drei Nukleotidbindestellen
des Hexamers in verschiedenen Konformationen mit unterschiedlichen Nukleotid-
Affinititen fiir ATP bzw. ADP und P; vor (Uberblick in Boyer (1997) und von Ballmoos
et al. (2009)). Die Konformationsdnderungen der Nukleotidbindestellen fiihren im F;-
Komplex zur Rotation der asymmetrischen y-Untereinheit in 120°-Schritten fiir jedes
ATP-Molekiil, das synthetisiert oder hydrolysiert wurde. In der V-ATPase rotieren als
Folge der ATP-Hydrolyse die an das A/B-Hexamer gekoppelte D-Untereinheit und damit
der gesamte zentrale Stiel sowie der Proteolipidring (Muench et al., 2011).

Die Rotation des Proteolipidrings relativ zur statischen a-Untereinheit ermdglicht
schlieBlich den Protonentransport iiber die Membran, wobei die Schliisselelemente dafiir
die beiden Halbkanile in der a-Untereinheit und die essentiellen Glutamatreste in jeder c-
Untereinheit sind (Muench et al., 2011). Bei der Hefe wurde in der a-Isoform Vphl
zudem ein essentieller Argininrest an Position 735 in TMH?7 identifiziert (Abschnitt
1.2.2.1) (Kawasaki-Nishi et al., 2001b). Neben diesem birgt die Untereinheit Vphl
weitere Aminosdurereste, die flir einen optimalen Protonentransport erforderlich sind und
in verschiedenen Mutagenesestudien identifiziert werden konnten (Kawasaki-Nishi et al.,
2001b; Leng et al., 1998; Leng et al., 1996). Dazu gehoren Histidin-729, Histidin-743,
Glutamat-789 und Arginin-799, wobei die ersten beiden der TMH7 und die letzteren
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beiden der TMHS zugeordnet werden konnten (Abb. 1.2; Wang et al, 2008).
Weitergehende topologische Untersuchungen der Untereinheit Vphl lassen vermuten,
dass die fiir den Protonentransport wichtigen, polaren und geladenen Aminosiuren zum
einen auf der zytoplasmatischen Hélfte von TMH7 und TMHS8 und zum anderen auf der
luminalen Hilfte von TMH3, TMH4 und TMH?7 liegen und so die beiden Halbkanile
bilden, iiber die die Protonen den Proteolipidring erreichen und verlassen (Toei et al.,
2011).

Der Weg der Protonen durch den Vo-Komplex verlduft schlielich
folgendermaBen: Uber den zytoplasmatischen Halbkanal in der a-Untereinheit erreicht ein
Proton aus dem Zytoplasma den Proteolipidring und protoniert dort die Carboxylgruppe
des Glutamats in TMH4 derjenigen c-Untereinheit, die sich zu diesem Zeitpunkt an
diesem ,Eingangs“-Halbkanal befindet (Abb. 1.4; Jefferies et al., 2008). Vom
Zytoplasma aus betrachtet rotiert der c-Ring im Uhrzeigersinn und die protonierten, d. h.
nun ungeladenen Glutamatreste bewegen sich durch das hydrophobe Lipid-Milieu in der
Membran bis sie den zweiten, luminalen Halbkanal der a-Untereinheit erreichen. Dort
stabilisiert nun das essentielle Arginin-735 in der a-Untereinheit die deprotonierte Form
des Glutamats der c-Untereinheit, was die Dissoziation des Protons zur Folge hat und
damit dessen Austritt auf der luminalen Seite der Membran vermittelt.

[

Abb. 1.4: Mechanismus der Protonentranslokation durch den Vqo-Komplex

Die schematische Abbildung zeigt den membranstéindigen C-Terminus der a-Untereinheit in hellgrau, den
Proteolipidring der Hefe-V-ATPase in dunkelgrau sowie die Protonen als rote Punkte (Abb. modifiziert
nach Jefferies et al., 2008). Jedes in den c-Untereinheiten enthaltene essentielle Glutamat wird protoniert,
sobald es per Rotation den zytoplasmatischen Halbkanal der a-Untereinheit erreicht. Der jetzt neutrale
Glutamatrest in der c-Untereinheit rotiert mit dem c-Ring weiter und erreicht so den zweiten, luminalen
Halbkanal der a-Untereinheit. Hier interagiert das essentielle Arginin-735 der a-Untereinheit mit dem
protonierten Glutamat und fiihrt zur Deprotonierung des Glutamats und zur Abgabe des Protons. Dieses
erreicht durch den zweiten Halbkanal die luminale Seite der Membran.
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1.3.2 Die Regulation der V-ATPase

Nicht nur weil die V-ATPase in der Zelle Energie in Form von ATP verbraucht,
sondern auch aufgrund ihrer Beteiligung an diversen physiologischen Prozessen, die im
nichsten Abschnitt ndher beschrieben werden, ist die Regulation der V-ATPase von
entscheidender Bedeutung. Zu den verschiedenen Regulationsmechanismen gehoren die
reversible Dissoziation des V;Vo-Holoenzyms, die Kontrolle der zelluliren Lokalisation
der V-ATPase, Anderungen der Kopplungseffizienz von Protonentransport und ATP-
Hydrolyse sowie mehrere, regulierende Interaktionspartner der V-ATPase (Uberblick in
Forgac, 2007). In dieser Arbeit soll nur auf die reversible Dissoziation der V-ATPase
nédher eingegangen werden.

Die Dissoziation des V;Vp-Holoenzyms wurde zuerst im Mitteldarm von sich
hiutenden oder hungernden Raupen des Tabakschwérmers M. sexta nachgewiesen (Graf
et al., 1996; Sumner et al., 1995). Im dissoziierten Zustand weist der freie V;-Komplex
keine Mg”"-ATP-Hydrolyse (Grif er al, 1996) und der Vo-Komplex keinen
Protonentransport (Zhang et al., 1992) mehr auf. Durch erneutes Fiittern der Raupen kann
die Dissoziation riickgdngig gemacht werden (Grif et al.,, 1996). In vitro Versuche
demonstrierten, dass die aus M. sexta isolierte V-ATPase abhingig vom ATP/ADP-
Verhiltnis, das den Energiegehalt in der Zelle demonstriert, dissoziiert (Huss und
Wieczorek, 2007). Es wurde darauf geschlossen, dass das Holoenzym durch die Bindung
von ADP in Abwesenheit von ATP destabilisiert wird. Ein Mangel an Energie in Form
eines Glucose-Entzugs fiihrte auch bei S. cerevisiae zur Dissoziation der V-ATPase,
wihrend die erneute Glucose-Zufuhr in einer schnellen Reassemblierung der V-ATPase
resultierte (Kane, 1995). Bei der Hefe wurde auch gezeigt, dass nur eine katalytisch
aktive V-ATPase dissoziiert, da dieser Prozess durch den V-ATPase-Inhibitor
Concanamycin unterbunden wird (Parra und Kane, 1998). Auflerdem wird die
Dissoziation auch pH-abhédngig bei sauren, extrazelluldren aber nicht bei neutralen pH-
Werten induziert (Diakov und Kane, 2010; Parra et al.,, 2000). Dissoziation und
Reassemblierung scheinen zudem voneinander unabhéngig kontrolliert zu sein, da nur der
erste Prozess intakte Mikrotubuli und nur der zweite Prozess den sogenannten RAVE
(Regulator der H'-ATPase vakuolirer und endosomaler Membranen)-Komplex benétigt,
der wohl generell bei der Assemblierung der V-ATPase mit den Untereinheiten E und G
des freien V;-Komplexes und mit der C-Untereinheit interagiert (Seol et al, 2001;
Smardon und Kane, 2007; Smardon et al., 2002; Xu und Forgac, 2001). Des Weiteren ist
das glykolytische Enzym Aldolase an der Regulierung der V-ATPase-Aktivitit beteiligt
(Lu et al., 2007; Lu et al., 2004). Die Funktionen der C-Untereinheit, welcher bei der
reversiblen Dissoziation eine besondere Rolle zugeschrieben wird, sind in Huss et al.
(2011) zusammengefasst.
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1.3.3 Die physiologische und pathophysiologische Bedeutung der V-ATPase der

Sduger

Zunichst in intrazelluliren Kompartimenten identifiziert, wurde mit der Zeit
immer héaufiger gezeigt, dass die V-ATPase auch in den Plasmamembranen einer Vielfalt
von Zelltypen eine wichtige Rolle spielt (Hinton et al., 2009; Wieczorek et al., 1999a).
Wie bereits erwihnt, ist die physiologische Bedeutung der V-ATPase fiir diverse Prozesse
in Sdugerzellen enorm und eine mogliche Fehlfunktion der V-ATPase kann weitreichende
Auswirkungen auf den gesamten Organismus haben, sodass eine Beteiligung der V-
ATPase an verschiedenen Erkrankungen nicht verwunderlich ist.

In Endomembranen ist die V-ATPase fiir die pH-Regulation im Zytoplasma und
in  Zellkompartimenten verantwortlich. Durch die Ansduerung intrazellulédrer
Kompartimente wie Endosomen, Lysosomen, den Golgi-Apparat, Clathrin-Vesikeln oder
sekretorischen Vesikeln ist die V-ATPase in Prozesse wie die Rezeptor-vermittelte
Endozytose und den intrazelluldiren Membrantransport, die Reifung und den Abbau von
Proteinen sowie den sekundiren Transport verschiedener Molekiile und Ionen involviert
(Uberblick in Hinton et al., 2009). Uber die Ansiuerung endosomaler Kompartimente
ermdglicht die V-ATPase allerdings auch verschiedenen Viren und bakteriellen Toxinen,
wie zum Beispiel dem Influenza-Virus und dem Anthrax-Toxin, den Eintritt in die Zelle.
Weitere Informationen {iber die Beteiligung der intrazelluliren V-ATPase an humanen
Erkrankungen sind in Hinton ef al. (2009) zusammengefasst.

In Plasmamembranen lokalisiert spielt die V-ATPase eine entscheidende Rolle in
einer Reihe von normalen physiologischen Prozessen, z. B. der Knochenresorption durch
die Osteoklasten, der Sauresekretion durch die a-Schaltzellen in der Niere, der pH-
Homdostase in  Makrophagen und Neutrophilen, der Angiogenese sowie der
Spermienreifung und -speicherung im Nebenhoden (Uberblick in Hinton et al., 2009). Im
Folgenden wird nur auf wenige Beispiele ndher eingegangen, wobei aber auch der
jeweilige pathophysiologische Aspekt Beachtung findet.

In der Niere ist die V-ATPase in der luminal orientierten Apikalmembran der a-
Schaltzellen im spiten distalen Tubulus und im Sammelrohr lokalisiert (Karet, 2005).
Hier sezerniert die V-ATPase Protonen, die durch die zytosolische Carboanhydrase II
produziert werden, liber die apikale Membran und sduert das Lumen des Sammelrohrs
stark an. Die Protonensekretion ist an einen CI/HCOj;-Antiporter in der basalen
Plasmamembran gekoppelt, der durch den Export von HCOj5 ins Blut die Alkalinisierung
des Zytoplasmas verhindert (Hinton et al., 2009). In der V-ATPase der Nieren werden die
Isoformen B1, C2, G3, a4 und d2 exprimiert (Wagner et al., 2004). Es konnte gezeigt
werden, dass Mutationen in den Untereinheiten B1 und a4 zu der erblichen Form der
distalen tubuldren Azidose sowie zu einer sensorineuralen Schwerhorigkeit filihren
konnen (Karet et al., 1999; Stehberger et al., 2003).

In der Plasmamembran von Osteoklasten fordert die V-ATPase den Abbau der
mineralischen Knochensubstanz, indem sie Protonen in den geschlossenen
Extrazellularraum, der bei der Anheftung der Osteoklasten an den zu resorbierenden
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Knochen entsteht, transportiert (Abb. 1.5A; Hinton et al., 2009). Zusitzlich sezernieren
die Osteoklasten Hydrolasen in den Hohlraum, was zum Abbau der organischen Substanz
fithrt. Im Zusammenspiel mit den Osteoblasten, die fiir den Aufbau des Knochengewebes
verantwortlich sind, sorgen sie fiir ein Gleichgewicht des Knochenauf- und abbaus. Bei
der Osteopetrose kommt es durch den Wegfall der Knochenresorption zu einer
krankhaften Verdickung der Knochen. Dies geschieht aufgrund eines genetischen Defekts
mit Mutationen in der V-ATPase-Isoform a3, die in den Osteoklasten exprimiert wird
(Frattini et al., 2000; Hinton et al., 2009; Toyomura et al., 2003; Toyomura et al., 2000).

Neben den genetischen Erkrankungen, die auf Mutationen in Genen einzelner V-
ATPase-Untereinheiten zurilickzufiihren sind, gibt es auch Krankheiten, die mit einer
funktionellen Plasmamembran-V-ATPase assoziiert sind. Ein Beispiel dafiir ist die
Osteoporose, die durch eine geringe Knochendichte aufgrund einer gesteigerten
Knochenresorption durch die Osteoklasten, die nicht mehr im Gleichgewicht mit dem
Knochenautbau durch die Osteoblasten steht, charakterisiert ist (Yuan et al., 2010). Mit
der V-ATPase in der Plasmamembran der Osteoklasten als Angriffspunkt kdnnte der
iibermdfige Knochenabbau reduziert werden. Tatséchlich gibt es bereits einige Ansitze,
die V-ATPase iiber die Osteoklasten-spezifische Isoform a3 gezielt zu hemmen
(Uberblick in Yuan et al., 2010).

A Osteoklast ‘

=

Lysosom\

H+

Tumor-
zelle

Abb. 1.5: Pathophysiologische Rolle der V-ATPase in Plasmamembranen

A, Die V-ATPase in der Plasmamembran der Osteoklasten unterstiitzt den Knochenabbau, indem sie den
Raum zwischen Osteoklast und Knochen anséuert (Abb. modifiziert nach Forgac, 2007). Die V-ATPase der
Osteoklasten exprimiert die Isoform a3. B, Auch Tumorzellen exprimieren die V-ATPase in ihrer
Plasmamembran (Abb. modifiziert nach Forgac, 2007). Indem die V-ATPase auch hier die extrazelluldre
Umgebung anséuert, ist sie zusammen mit Cathepsinen, die in der sauren Umgebung aktiviert werden, an
der Metastasierung von Krebszellen beteiligt.

In den letzten Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt der V-
ATPase und der Metastasierung von Tumorzellen festgestellt. Es konnte gezeigt werden,
dass hochinvasive Brustkrebszellen (MB231) eine groflere Menge an V-ATPasen an ihrer
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Zelloberfliche exprimieren als die nur geringfligig metastasierenden MCF7-Zellen
(Sennoune et al., 2004). Die V-ATPase der Plasmamembran von Tumorzellen sduert mit
threm Protonentransport die extrazellulire Umgebung an und kann damit zur Invasion
und Metastasierung der Tumorzellen beitragen, da der niedrige pH-Wert zudem die
Aktivitdt sezernierter Cathepsine fordert (Abb. 1.5B; Hinton et al., 2009). Es wird
vermutet, dass Cathepsine, die als proteolytische Enzyme normalerweise in Lysosomen
vorkommen, von bestimmten Tumorzellen in die extrazellulire Umgebung abgegeben
werden. Sie sollen die Invasion der Zellen durch den Verdau von Proteinen der
extrazelluldren Matrix oder durch die Aktivierung anderer Proteasen und damit letztlich
die Metastasierung der Tumorzellen begiinstigen (Gocheva und Joyce, 2007). Letztlich
konnte die Invasion der MB231-Brustkrebszellen, aber nicht die der MCF7-Zellen mit
Hilfe der spezifischen V-ATPase-Inhibitoren Bafilomycin und Concanamycin in einem in
vitro Migrationsversuch gehemmt werden (Sennoune et al., 2004).

1.4 Inhibitoren der V-ATPase

Im Hinblick auf die diversen V-ATPase-assoziierten Krankheitsbilder riickt die
Analyse spezifischer Hemmstoffe der V-ATPase zur Entwicklung neuer Therapeutika
immer mehr in den Vordergrund der biomedizinischen Forschung. Zudem sind
Inhibitoren der V-ATPase wertvolle Instrumente fiir die Charakterisierung von
Transportprozessen sowohl in Geweben als auch auf der zelluldren Ebene. Letztlich ist
die Analyse der Interaktion der V-ATPase mit ihren Inhibitoren auf molekularer Ebene
die Grundvoraussetzung fiir den therapeutischen Einsatz von Hemmstoffen der V-ATPase
(Huss und Wieczorek, 2009).

Die bisher entdeckten spezifischen Inhibitoren der V-ATPase konnen in
verschiedene Klassen eingruppiert werden. Neben den Plecomakroliden, den
Makrolactonen und den Benzolacton Enamiden, die in den folgenden Abschnitten
eingehend behandelt werden, gibt es weitere Klassen, die hier nur kurz Erwdhnung finden
sollen. Dazu gehoren u.a. die Destruxine, die im Falle des Destruxin B die V-ATPase der
Hefe mit einem ICs-Wert von 5 uM hemmen (Muroi et al., 1994), oder die
Chondropsine, die die V-ATPasen der chromaffinen Granula und des Pilzes Neurospora
crassa in mikromolaren Konzentrationen hemmen (Bowman et al., 2003; Cantrell et al.,
2000). Der erst kiirzlich entdeckte spezifische V-ATPase-Inhibitor Diphyllin hemmt die
V-ATPase in chromaffinen Granula des Rinds und die Ansduerung von Lysosomen in
humanen Osteoklasten mit einem ICso-Wert von 17 nM (Serensen et al., 2007).

1.4.1 Die Inhibitor-Klasse der Plecomakrolide

Neben dem bereits in den 1980er Jahren als erstes entdeckten V-ATPase-Inhibitor
Bafilomycin gehort ein weiterer Hemmstoff der V-ATPase, Concanamycin, zu der Klasse
der Plecomakrolide (Bowman et al., 1988; Drose et al., 1993). Beide Naturstoffe werden
durch Streptomyceten produziert, hemmen die V-ATPase spezifisch in nanomolaren
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Konzentrationen (Bowman et al., 1988; Drose et al., 1993) und werden seit vielen Jahren
als Instrument zur Identifizierung der V-ATPase genutzt. Als Plecomakrolide mit einem
Makrolacton- und einem Hemiketalring teilen sie sich strukturelle Eigenschaften (Drose
und Altendorf, 1997), wobei Concanamycin mit einem 18-gliedrigen Makrolactonring im
Vergleich zu Bafilomycin mit einem 16-gliedrigen Makrolactonring etwas grofer ist
(Abb. 1.6). Zudem besitzt Concanamycin im Gegensatz zu Bafilomycin eine zusétzliche
Zuckergruppe, die an den Hemiketalring gekoppelt ist und dem Molekiil Stabilitit
verleiht, jedoch keinen Einfluss auf die inhibitorischen Eigenschaften hat (Abb. 1.6;
Drose und Altendorf, 1997). Untersuchungen der Beziehung von Struktur und Funktion
verschiedener Bafilomycin-Derivate zeigten, dass sowohl der Makrolacton- als auch der
Hemiketalring fiir optimale Hemmeigenschaften essentiell sind (Drése und Altendorf,
1997; Drose et al., 1993; Gagliardi et al., 1998a). Auf der Basis der Kenntnis dieser
strukturellen Schliisselelemente konnten neue V-ATPase-Inhibitoren entwickelt und
synthetisiert werden (Gagliardi et al., 1998b). Der potenteste dieser Indol-Inhibitoren,
Indol0 (2Z,4E)-5-(5,6-dichloro-2-indolyl)-2-methoxy-N-(1,2,2,6,6-pentamethylpiperidin-
4-yl)-2,4-Pentadienamid), weist fiir die Hemmung der V-ATPase von Osteoklasten einen
ICso-Wert von 30 nM auf (Nadler et al., 1998). Aufgrund von Ergebnissen von EPR-
spektroskopischen Untersuchungen mit Spin-markierten Proteolipiduntereinheiten der V-
ATPase bzw. Spin-markierten Indol-Derivaten wurde eine Interaktion des Indol0 mit der
Vo-Untereinheit ¢ vermutet (Dixon ef al., 2008; Pali et al., 2004).

Abb. 1.6: Strukturen der Plecomakrolide Bafilomycin, Concanamycin und Concanolid

Die Plecomakrolide Bafilomycin A; (A), Concanamycin A (B) und Concanolid A (C) zeichnen sich
strukturell durch ihren 16- bzw. 18-gliedrigen Makrolactonring sowie einen Hemiketalring aus (Drése und
Altendorf, 1997). Concanamycin A besitzt zusitzlich eine Zuckergruppe, deren Fehlen bei Concanolid
keine Auswirkung auf die inhibitorischen Eigenschaften hat.
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Die Bindestelle der Plecomakrolide wurde aufgrund der Ergebnisse verschiedener
Studien im Vo-Komplex der V-ATPase vermutet (Crider et al., 1994; Hanada et al.,
1990; Zhang et al., 1994). Dabei gab es einerseits Hinweise auf die Lokalisation der
Bindestelle in der Untereinheit a (Zhang et al., 1994), andererseits deutete die sinkende
Affinitdt der V-ATPase wéhrend der Reinigung iiber eine Bafilomycin C-
Affinitdtschromatographie in Anwesenheit von DCCD, das an die c-Untereinheit bindet,
auf die Vp-Untereinheit c als Bindestelle hin (Rautiala et al., 1993). SchlieBlich konnten
zwel unabhingige Versuchsansitze zeigen, dass die Plecomakrolide mit der c-
Untereinheit interagieren. Erstens senkten bestimmte Aminosdureaustausche in der c-
Untereinheit von Neurospora crassa die Sensitivitit der V-ATPase gegeniiber
Bafilomycin (Bowman und Bowman, 2002). Zweitens konnte die c-Untereinheit der V-
ATPase von M. sexta in einem Photoaffinitits-Labelversuch (PAL) spezifisch mit einem
radioaktiven Diazirinyl-Derivat von Concanamycin, dem '*’I-Concanolid A (9-O-[p-
(trifluoroethyldiazirinyl)-benzoyl]-21,23-dideoxy-23-['*°
werden (Huss et al., 2002). Die Kombination weiterer Mutationsstudien mit der c-

[[Todconcanolid), markiert

Untereinheit von N. crassa und den Informationen iiber die Struktur des K-Rings von E.
hirea (Abb. 1.3B) konnte die Bafilomycin-Bindestelle schlieflich an der Schnittstelle
zweier benachbarter c-Untereinheiten im c-Ring lokalisieren (Bowman et al., 2006;
Bowman et al., 2004; Murata et al., 2005). Die weitere Untersuchung der Bindestelle mit
Hilfe von Mutationsstudien an der c-Untereinheit (Vma3) von S. cerevisiae und dem
Einpassen der Aminosduresequenz von VMA3 in die Struktur des K-Rings von E. hirae
konnte die Beteiligung von TMH1 und TMH2 der einen c-Untereinheit und TMH4 der
benachbarten c-Untereinheit zeigen (Bockelmann et al., 2010; Bowman et al., 2004).
Weiter wurde angenommen, dass sich die Bindestellen der Plecomakrolide und des
DCCDs, das an das essentielle Glutamat auf der anderen Seite von TMH4 bindet, nicht
iiberlappen (Abb. 1.7; Huss et al., 2011). Diese Vermutung stiitzt sich auf die Ergebnisse
verschiedener Untersuchungen: Erstens hatten die Mutationen, die in der c-Untereinheit
von N. crassa die Sensitivitit der V-ATPase gegeniiber Bafilomycin dnderten, keinen
Einfluss auf die Sensitivitdt der V-ATPase gegeniiber DCCD (Bowman und Bowman,
2002) und zweitens konnte die Markierung der c-Untereinheit von M. sexta mit dem
fluoreszierenden DCCD-Derivat NCD-4 nicht durch eine vorherige Inkubation mit
Bafilomycin, Concanamycin oder Concanolid A verdrdngt werden (Bockelmann et al.,
2010). Eine Beteiligung der Untereinheit a an der Bindung der Plecomakrolide ist
dennoch ebenso wahrscheinlich, da in Mutationsstudien mit der Vphl-Untereinheit der
Hefe-V-ATPase mehrere Aminosidurereste identifiziert wurden, deren Austausch die
Resistenz der V-ATPase gegeniiber Bafilomycin um etwas mehr als maximal das
Doppelte erhoht (Wang et al., 2005). Demnach wird die Interaktion der Plecomakrolide
mit der V-ATPase an der Schnittstelle der Untereinheiten a und ¢ vermutet. Deshalb wird
fiir den Inhibierungsmechanismus angenommen, dass die Rotation des c-Rings vorbei an
der a-Untereinheit mechanisch blockiert wird (Huss et al., 2011).
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Abb. 1.7: Die Bindestellen der Inhibitoren Bafilomycin, Archazolid und DCCD im c-Ring

Dargestellt sind die Inhibitorbindestellen von Bafilomycin und Archazolid in Bezug auf die Bindestelle von
DCCD im K-Ring von E. hirae (Abb. aus Bockelmann, 2011). Die Abbildung zeigt eine Aufsicht des K-
Rings von E. hirae (PDB Code 2DB4) mit den dreidimensionalen Strukturen von Bafilomycin (gelb),
Archazolid (griin) und DCCD am Glutamat-139 der K-Untereinheit (rot). Die K-Untereinheiten sind
abwechselnd in hellgrau und grau eingefarbt. An der Bindung von Bafilomycin sind Aminosédurereste in
TMH1 und TMH2 der einen c-Untereinheit sowie Aminosdurereste in TMH4 der benachbarten c-
Untereinheit beteiligt. Die Bindestelle des Archazolids konzentriert sich auf die TMH4 einer c-Untereinheit.

1.4.2 Die Inhibitor-Klasse der Archazolide

Ein vor nicht allzu langer Zeit entdeckter V-ATPase-Inhibitor ist Archazolid, ein
Makrolacton, das von den Myxobakterien Archangium gephyra und Cystobacter sp.
produziert wird (Sasse et al., 2003). Die strukturellen Eigenschaften der Archazolide
zeichnen sich durch einen makrozyklischen Lactonring und eine daran angehédngte
Thiazolseitenkette aus (Abb. 1.8; Sasse et al., 2003).

Abb. 1.8: Struktur des Makrolactons Archazolid A

Die Struktur von Archazolid A besteht aus einem makrozyklischen Lactonring mit angehdngter
Thiazolseitenkette (Sasse et al., 2003). Fiir einen Uberblick iiber die zu der Familie der Archazolide
gehorenden Derivate siche Huss und Wieczorek (2009).

Archazolid A und B hemmen spezifisch die V-ATPase verschiedener
Saugerzellen und die aus M. sexta isolierte V-ATPase mit ICsp-Werten im nanomolaren
Bereich (Huss et al., 2005; Sasse et al., 2003). Die Bindestelle des Archazolids innerhalb
der V-ATPase wurde bereits sehr gut eingegrenzt. Erste Ergebnisse lieBen vermuten, dass
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sie mit der der Plecomakrolide iiberlappt, da das radioaktive '*’I-Concanolid-Label an der
c-Untereinheit der V-ATPase durch eine Vorinkubation mit Archazolid verdrangt wurde
(Huss et al., 2005). Umgekehrt wurde die Markierung der c-Untereinheit mit einem
radioaktiven Derivat von Archazolid durch die vorherige Zugabe von Concanamycin A
verhindert (Bockelmann et al., 2010). Letztlich wurde mit Hilfe von Mutationsstudien mit
der Untereinheit Vma3 von S. cerevisiae und Markierungsversuchen mit dem
fluoreszierenden DCCD-Derivat NCD-4 festgestellt, dass sich die Bindestellen von
Bafilomycin und Archazolid weniger stark iiberlappen als zunéchst erwartet (Bockelmann
et al., 2010). In den Mutationsstudien im VMA3-Gen der Hefe wurden von den
Aminosduren mit einem Einfluss auf die Bindung von Bafilomycin nur die Aminoséduren
Tyrosin-142 und Leucin-144 fiir eine Beteiligung an der Archazolid-Bindung
identifiziert, da nur ihr Austausch einen Einfluss auf den ICso-Wert fiir Archazolid hatte
(Bockelmann et al., 2010). In einem weiteren Versuchsansatz konnte gezeigt werden,
dass Archazolid im Gegensatz zu Bafilomycin die Markierung des essentiellen
Glutamats-137 in TMH4 mit dem fluoreszierenden NCD-4 verhindern kann (Bockelmann
et al., 2010). Auf der Basis dieser Ergebnisse wird davon ausgegangen, dass Archazolid
im Bereich des essentiellen Glutamats sowie der Aminosduren Tyrosin-142 und Leucin-
144 in TMH4 und dementsprechend in der dquatorialen Ebene einer einzelnen c-
Untereinheit bindet (Abb. 1.7; Bockelmann et al., 2010). Demnach wird vermutet, dass
Archazolid die V-ATPase wie Bafilomycin iiber die Blockierung der Rotation des c-
Rings inhibiert (Bockelmann et al., 2010).

1.4.3 Die Benzolacton Enamide

Die Inhibitor-Familie der Benzolacton Enamide umfasst eine Reihe von
zytotoxischen Naturstoffen, die von verschiedenen Organismen produziert werden:
Apicularen konnte aus Myxobakterien Chondromyces sp. isoliert werden (Kunze ef al.,
1998), die Lobatamide aus dem Tunicaten Aplidium lobatum (Galinis et al., 1997),
Oximidin aus Pseudomonas sp. (Kim et al., 1999) und Salicylihalamid aus dem marinen
Schwamm Haliclona sp. (Erickson et al., 1997). Das gemeinsame strukturelle Merkmal
der Inhibitoren ist der Benzolacton-Ring, an den eine Enamid-Seitenkette angehéngt ist
(Abb. 1.9; Huss und Wieczorek, 2009). Untersuchungen der strukturellen
Schliisselmerkmale ergaben im Fall von Apicularen A, dass Strukturmodifikationen an
der Enamid-Seitenkette zur Verringerung der Inhibitoreffizienz flihren, wihrend
Modifikationen am Lactonring weniger starke Auswirkungen haben (Uberblick in Huss
und Wieczorek, 2009).

Alle Benzolacton Enamide wiesen sowohl in Tests mit verschiedenen Zelllinien
als auch in Inhibierungsversuchen mit Membranpraparationen von Sdugerzellen oder der
gereinigten V-ATPase von M. sexta 1Csp-Werte im nanomolaren Bereich auf und konnten
als spezifische Inhibitoren der V-ATPase identifiziert werden (Uberblick in Huss und
Wieczorek, 2009). Interessanterweise stellte sich fiir die Lobatamide, Oximidine und
Salicylihalamide in Versuchen mit Vakuolenmembranenpréparationen von N. crassa und
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S. cerevisiae sowie flur Apicularen in Aktivitdtstests mit isolierten Vakuolenmembranen
von S. cerevisiae heraus, dass die Benzolacton Enamide die V-ATPase der Pilze nicht
hemmen (Boyd et al., 2001; S. Bockelmann, M. Huss und H. Wieczorek,
unveroffentlichte Daten). Vielmehr bilden sie durch diese besondere Eigenschaft die erste
Klasse von V-ATPase-Inhibitoren, die nicht ubiquitir auf V-ATPasen aller Spezies
wirken (Huss und Wieczorek, 2009). Damit gehoren die Benzolacton Enamide zu den
vielversprechendsten Kandidaten fiir den therapeutischen Einsatz von V-ATPase-

Inhibitoren.
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Abb. 1.9: Struktur der Benzolacton Enamide Apicularen A, Salicylihalamid und Saliphenylhalamid
Das gemeinsame Strukturmerkmal von Apicularen A (A), Salicylihalamid (B) und Saliphenylhalamid (C)
ist der Benzolacton-Ring, an den eine Enamid-Seitenkette angehingt ist (Huss und Wieczorek, 2009).

Die Wirkung des Apicularens und auch des Salicylihalamids wird derzeit in
verschiedenen Studien im Hinblick auf einen zukiinftigen therapeutischen FEinsatz
untersucht. Bei der Untersuchung der inhibitorischen Effekte des Apicularen A auf
diverse Krebs- und Osteoklasten-Zelllinien wurde festgestellt, dass Apicularen A
Apoptose-induzierend wirkt, wobei die molekularen Zusammenhédnge aktuell weiter
analysiert werden (Hong et al., 2005a; Hong et al., 2007; Hong et al., 2003; Hong et al.,
2005b; Hong et al., 2006; Kim et al., 2007). Fiir ein Derivat von Salicylihalamid wurde
im Zusammenspiel mit einem anderen Chemotherapeutikum die sehr effektive Inhibition
einer Krebszelllinie nachgewiesen, wohingegen der separate FEinsatz der beiden
Inhibitoren den gleichen Effekt erst bei weitaus hoheren Konzentrationen erreichte
(Whitehurst et al., 2007).

Uber die Bindestelle der Benzolacton Enamide innerhalb der V-ATPase sind
bisher nur wenige Informationen verfiigbar. Inhibierungsversuche mit Salicylihalamid A
und dem V,Vp-Holoenzym, dem freien V- bzw. Vo-Komplex identifizierten den Vo-
Komplex als Wirkort der Benzolacton Enamide (Xie et al, 2004). In
Verdrangungsversuchen konnten Salicylihalamid und Apicularen A die radioaktive
Markierung der c-Untereinheit durch das '*’I-Concanolid A nicht verhindern, sodass
davon ausgegangen wurde, dass die Benzolacton Enamide eine andere Bindestelle
besetzen als die Plecomakrolide (Huss et al, 2002; Huss et al., 2005). Auch in
Markierungsversuchen mit Archazolid und NCD-4 wurde keine Interferenz mit
Apicularen A festgestellt (Bockelmann et al., 2010).
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1.5 Modellorganismen der V-ATPase

1.5.1 Die V-ATPase im Mitteldarm von Manduca sexta

Einer der Modellorganismen zur Erforschung der V-ATPase ist die Raupe des
Tabakschwiarmers M. sexta (Wieczorek et al., 1999b). Die hohe Dichte der V-ATPase in
der apikalen Plasmamembran der Gobletzellen des Mitteldarmepithels der Raupe
ermdglicht die Reinigung des Enzyms in Milligramm-Mengen, und so stellt der
Mitteldarm von M. sexta ein Modellgewebe dar, das zur Untersuchung genereller Aspekte
der V-ATPase bestens geeignet ist (Huss et al., 2002; Wieczorek et al., 1990; Wieczorek
et al., 1999b).

Mitteldarmlumen (apikal): pH=>11, [K*]=180 mM

150 mv

Hamolymphe (basal). pH=6,8, [K*]=25 mM

Abb. 1.10: Energetisierung des Mitteldarmepithels der M. sexta Raupe durch die Plasmamembran-
V-ATPase

Die V-ATPase (V) in der Gobletzellapikalmembran (GCAM) treibt durch den Export von Protonen aus
dem Gobletzelllumen einen K'/2H'-Antiporter (A) an. Zusammen erzeugen beide eine transepitheliale
Spannung von >150 mV und einen pH-Wert von >11 im Mitteldarmlumen. AuBerdem werden sekundére
Transporte wie die Aufnahme von Aminosiduren (AA) durch den AA/K'-Symport (S) iiber die
Columnarzellapikalmembran (CCAM) energetisiert. (Abbildung leicht modifiziert nach Wieczorek et al.,
2000).

Durch den primér aktiven Protonentransport energetisiert die V-ATPase alle
transepithelialen sekundédren Transportprozesse einschlieBlich der Regulation des hohen
luminalen pH-Werts (pH>11) und der Absorption von Aminosduren (Wieczorek et al.,
2000). Der durch das Zusammenspiel mit einem K'/2H'-Antiporter erzeugte hohe pH-
Wert im Mitteldarm der Raupe diirfte dem Schutz vor Tanninen in der pflanzlichen
Nahrung dienen, wihrend die transepitheliale Spannung von 150 mV die Absorption von
Aminosiuren durch K'-Symporter in der Columnarzellapikalmembran unterstiitzt (Abb.
1.10; Dow, 1984; Wieczorek et al., 2000).
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1.5.2 Die V-ATPase von Saccharomyces cerevisiae

Die Moglichkeit der einfachen genetischen Manipulation etablierte die Béckerhefe
S. cerevisiae als Modellsystem zur Untersuchung der eukaryotischen V-ATPase. Von
grolem Vorteil ist dabei, dass bei der Hefe jede V-ATPase-Untereinheit mit Ausnahme
der a-Untereinheit durch nur ein Gen kodiert wird, wéahrend die V-ATPase-
Untereinheiten in Sdugerzellen hiufig in mehreren Isoformen vorliegen (Tab. 1.1). Die
Deletion jedes einzelnen Gens oder die gleichzeitige Deletion beider Gene fiir die
Isoformen der a-Untereinheit fiihrt bei der Hefe zu einem charakteristischen Vma -
Phinotyp (Kane, 2006; Manolson et al., 1994). Dabei ist die Lebensfahigkeit der
Mutanten, in denen V-ATPase-Untereinheiten deletiert wurden, auf Medium mit einem
pH-Wert von 5,5 (Nelson und Nelson, 1990) ein weiterer Vorteil der Hefe als
Modellorganismus. Mittlerweile ist dank umfangreicher genomischer Screens eine
reichhaltige Kollektion von intensiv untersuchten Vma-Phinotypen verfiigbar (Uberblick
in Kane, 2007). Der Vma -Phénotyp zeichnet sich dadurch aus, dass die Zellen nicht
mehr auf Medium mit einem pH-Wert >6,5 oder mit einer erhdhten Calcium-
Konzentration (100 mM CaCl,) wachsen, sondern nur noch auf Medium mit einem
sauren pH-Wert von etwa 5,5 iiberleben (Nelson und Nelson, 1990; Ohya et al., 1991).
Begriindet wird dieser Phinotyp vor allem damit, dass die in der Vakuolenmembran
lokalisierte V-ATPase bei der Hefe eine zentrale Rolle in der pH- und Calcium-
Homoostase spielt (Kane, 2006).

Bei S. cerevisiae ist die V-ATPase abhdngig davon, welche Isoform der a-
Untereinheit exprimiert wird (Abschnitt 1.2.2.1), in der Membran des Golgi-Apparats
oder in der Vakuolenmembran lokalisiert, wo sie fiir die luminale Ansduerung der
Kompartimente  verantwortlich ist. Dadurch werden zum einen sekundére
Transportsysteme energetisiert, zum anderen dient das saure Milieu der proteolytischen
Aktivierung von Proteasen zur Reifung von Vorlduferproteinen und der Sortierung der
Proteine nach Ziel (Klionsky et al., 1990). Die Vakuole der Hefe spielt zudem eine
wichtige Rolle bei der Metabolitspeicherung und der pH- und lonen-Homdoostase der
Zelle (Klionsky et al., 1990). Die Ca*’-Homéostase wird dabei durch den sekundr
aktiven Ca”'/H'-Antiporter Vcx! in der Vakuolenmembran sichergestellt, indem die
zytosolische Ca*"-Konzentration durch Ca®"-Aufnahme in die Vakuole reguliert wird
(Miseta et al., 1999). Dementsprechend kann bei einem Verlust der V-ATPase-Aktivitit
keine Ca**-Hom@ostase mehr stattfinden, die Hefezellen iiberleben nicht in Medium mit
einer erhohten Ca’’-Konzentration und zeigen den charakteristischen Vma -Phénotyp.
Als ein kompensatorischer Mechanismus fiir die Ca*"-Homdostase kann bei dem Verlust
der Vcxl1-Aktivitdt die Proteinphosphatase Calcineurin und infolgedessen die beiden
Ca2+-Pumpen Pmrl und Pmcl1 aktiviert werden (Kane, 2006). Zur Aufrechterhaltung der
pH-Homoostase bei einer inaktiven V-ATPase konnen durch Endozytose schwache
Sduren aus dem umgebenen Medium, wenn dies einen sauren pH-Wert aufweist,
aufgenommen werden (Plant ef al., 1999).

S. cerevisiae kann als eukaryotischer Modellorganismus auch fiir die
Untersuchung der V-ATPase hoherer Organismen dienen. Im Jahr 1990 gelang dem
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Ehepaar Nelson die Komplementation von Deletionsmutanten fiir die Untereinheiten
Vma2 und Vma3 durch die Transformation mit Plasmiden, die die entsprechende
kodierende Sequenz der deletierten V-ATPase-Untereinheit trug (Nelson und Nelson,
1990). Bereits wenig spater wurde die Komplementation der Deletionsmutante fiir die
Untereinheit ¢ (Vma3) durch die homologen Proteolipiduntereinheiten der Taufliege
Drosophila melanogaster und des Hummers Nephrops norvegicus erfolgreich
durchgefiihrt (Finbow et al., 1994; Harrison et al., 1994). Auch mit den c-Untereinheiten
des Malariaerregers Plasmodium falciparum und der marinen Alge Acetabularia
acetabulum konnte die vma3-Mutante komplementiert werden (lkeda et al., 2001;
Yatsushiro et al., 2005). Die funktionelle Expression einer Sduger-c-Untereinheit in Hefe
ist allerdings bisher nicht gelungen. Im Gegensatz dazu konnte die Isoform dl der
murinen V-ATPase in der entsprechenden Deletionsmutante der Hefe exprimiert werden,
wihrend dies mit der Isoform d2 nicht gliickte (Nishi et al., 2003a). Auch der Austausch
der Vo-Untereinheit a der Hefe resultierte bislang nicht in einer funktionellen V-ATPase,
wie die Versuche, eine Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Stvl mit der homologen a-
Untereinheit (LEMAC) der V-ATPase der Zitrone (Aviezer-Hagai et al., 2000) oder der
Isoform a4 der humanen V-ATPase (Su et al, 2008) zu komplementieren,
demonstrierten. Es wurde vermutet, dass die Sequenzunterschiede von LEMAC und
Vphl im membranstindigen, fiir die Assemblierung und den Protonentransport wichtigen
Teil fiir dieses negative Ergebnis verantwortlich waren (Aviezer-Hagai et al., 2000).

1.6 Ziele dieser Arbeit

Fiir den Einsatz von V-ATPase-Inhibitoren als Therapeutika ist das Wissen iiber
deren Bindestelle und Wirkmechanismus essentiell, um die sehr komplexen Strukturen
der Naturstoffe auf einfachere Molekiile zu reduzieren bzw. diese zielgenau modifizieren
zu konnen. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit zum einen die Bindestelle der
Plecomakrolide, die wie schon erwihnt bereits in fritheren Analysen untersucht wurde,
weiter charakterisiert werden. Zum anderen sollte erstmals die Bindestelle der
Benzolacton Enamide bestimmt werden, liber die bisher nur wenig bekannt ist. Dazu
sollten die neuen Inhibitor-Derivate von Bafilomycin, Concanamycin und Apicularen, die
mit der neu entwickelten 14C-gelabelten 4-(3-trifluoromethyl-3 H-diazirin-3-
yl)Benzoesdure (Bender et al., 2007) modifiziert wurden, in Markierungsversuchen mit
der gereinigten V-ATPase aus M. sexta erstmals Anwendung finden und neue
Erkenntnisse {iber die Inhibitor-Bindestellen liefern.

Da die V-ATPase der Hefe nicht durch Apicularen gehemmt wird, kann sie bisher
nicht zur Untersuchung der Apicularen-Bindestelle in Mutationsstudien auf der Ebene
von Aminosduren genutzt werden. Mit Hilfe der Komplementation von
Deletionsmutanten von S. cerevisiae mit Vo-Untereinheiten Apicularen-sensitiver
Organismen sollte versucht werden, Hybrid-V-ATPasen als Modellsystem fiir die
Gewinnung neuer Informationen zur Apicularen-Hemmung zu entwickeln.
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Zusitzlich sollte, wie fiir die F-ATPase durch die Substitution des essentiellen
Aspartats gezeigt (Hoppe et al., 1982), die Moglichkeit einer Entkopplung von
Protonentransport und ATP-Hydrolyse bei der V-ATPase durch die gerichtete
Mutagenese der essentiellen Glutamate im Proteolipidring der Hefe iiberpriift werden.
Dies sollte auch im Hinblick auf die Aufkldrung des Mechanismus der V-ATPase-
Hemmung geschehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Materialien

Alle verwendeten Chemikalien hatten, sofern nicht anders erwahnt, p.a.-Qualitit.

Die nicht aufgefiihrten Standardchemikalien wurden in der Regel von den Firmen Fluka,

Serva, Sigma-Aldrich und Roth bezogen. Die verwendeten Materialien stammten von den

Firmen Bottger, Eppendorf, Greiner BioOne, Sarstedt und Waldeck.

Tab. 2.1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Herstellernachweis

Hersteller Chemikalien

BD Biosciences Bacto™ Hefeextrakt, Bacto™ Trypton, Difco™ Yeast Nitrogen Base w/o amino acids
Bioline Agarose

Biomol Pefabloc SC

Calbiochem Protease-Inhibitor-Cocktail Nr. 535142

Erkol Polyvinylalkohol 28/20

Eurogentec SmartLadder DNA-Standard

Fermentas Page Ruler Prestained Protein Ladder

Fluka e-Amino-n-Capronséure, Ficoll-400, Polyethylenglycol 100

GE Healthcare LMW (low molecular weight) SDS Standard

Merck Amidoschwarz 10B (C.1. 20470), Natriummolybdat, Triton X100

MP Biomedicals Zymolyase 100T, Gypsy Moth Diet, Agar

Roche dNTP (Desoxynukleosidtriphosphate) Mix, Trypsin

Serva Acrylamid, Agar Agar, BCIP, Bisacrylamid, Coomassie Brilliant Blau R250, NBT

Sigma-Aldrich

Acetonitril, Aminosduren, Di-Tris-ATP, BSA, C,E |, G418 (Geneticin), Malachitgriin,
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

2.1.2 Antikorper

Tab. 2.2: Verwendete Antikorper
Auflistung der verwendeten Antikoper mit Herkunftsorganismus, Verdiinnung fiir Western Blot und

Bezugsquelle.
Antikorper Herkunftsorganismus | Verdiinnung | Bezugsquelle
anti-A (Vmal) Maus (monklonal) 1:3000 8B1, A6422, Invitrogen
anti-B (Vma2) Maus (monoklonal) 1:4000 13D11, A6427, Invitrogen
. . . Christian Ungermann,
anti-d (Vma6) Kaninchen (monoklonal) 1:2000 Universitit Osnabriick
anti-Vphl Maus (monoklonal) 1:1000 10D7, A6426, Invitrogen
anti-A (Manduca sexta, AbFellur.lg" Tlerphys.fologle,
Maus (monoklonal) 1:20 Universitdt Osnabriick;
AK 221-9)
Sumner et al., 1995
Abteilung Tierphysiologie,
anti-e (M. sexta; AK 224-3) Maus (monoklonal) 1:20 Universitédt Osnabriick;
Merzendorfer et al., 1999
anti-HA Maus (monoklonal) 1:1000 16B12, MMS-101P, Covance
anti-Maus (sek. AK) Ziege (polyklonal) 1:10000 A3687, Sigma
anti-Kaninchen (sek. AK) Ziege (polyklonal) 1:10000 A3562, Sigma

27



MATERIAL & METHODEN

2.1.3 Inhibitoren

Alle V-ATPase-spezifischen Inhibitoren wurden in DMSO gel6st und als 10 mM
Stocklosung in Aliquots bei -80°C gelagert. Die Abkiirzung ,,D-“ steht fiir
Diazirinylbenzoyl-gelabelte Inhibitoren.

Tab. 2.3: Verwendete Inhibitoren

Name Chemische Bezeichnung Herkunft/Quelle
. B. Kunze, HZI Braunschweig
Apicul A ’
prewiaren (Kunze et al., 1998)
. 3-0-[4-(3-Trifl thyldiazirin-3-yl)b 11- L .
D-Apicularen . [4-(3-Trifluoromethyldiazirin-3-yl)benzoyl] S. Grond, Universitdt Tiibingen
Apicularen
. 3-0-[4-(3-Trifl thyldiazirin-3-yl)-[1- L .
4C-D-Apicularen 140 [4-(3-Tri u(')rorne yldiazirin-3-yl)}-{ S. Grond, Universitdt Tiibingen
Clbenzoyl]-Apicularen
Archazolid A F. Sasse, HZI Braunschweig
Azid NaN;, Natriumazid Sigma
Bafilomycin A, LC Laboratories
. 21-0-[4-(3-Trifluoromethyldiazirin-3-yl)benzoyl]- S. Grond, Universitdt Tiibingen
D-Bafil
altomyein Bafilomycin A, (Bender et al., 2007)
14C_D-Bafilomycin 1241 -O-[4-(3-Trlﬂuoromet.hyldlazum-}-yl)-[l- S. Grond, Universitdt Tiibingen
C]benzoyl]-Bafilomycin A; (Bender et al., 2007)
. 21-0O-[4-(3-Perfluorobutyldiazirin-3-yl)benzoyl]- S. Grond, Universitdt Tiibingen
C4Fy-D-Bafilomycin Bafilomycin (Burkard et al., 2010)
. 21-0O-[4-(3-Perfluorooctyldiazirin-3-yl) S. Grond, Universitit Tiibingen
CgF,;-D-Bafil
s aitlomyctn benzoyl]Bafilomycin (Burkard et al., 2010)
Concanamycin A S. Grond, Universitdt Tiibingen
Concanolid A 21-Deoxyconcanolid A S. Grond, Universitdt Tiibingen
D-Concanolid 23-O-[4-(3-Tr1ﬂuor'omethyldlazum-}-yl)benzoyl]- S. Grond, Universitdt Tiibingen
21-Deoxyconcanolid A (Bender et al., 2007)
. 23-0-[4-(3-Trifluoromethyldiazirin-3-yl)-[1- S. Grond, Universitdt Tiibingen
14,
C-D-C lid
oncanot 14C]benzoyl]-21-Deoxyconcanolid A (Bender et al., 2007)
. 23-0-[4-(3-Perfluorobutyldiazirin-3-yl)benzoyl]-21- S. Grond, Universitdt Tiibingen
Fo-D- | .
C4Fs-D-Concanolid Deoxyconcanolid (Burkard et al., 2010)
. 23-0-[4-(3-Perfluorooctyldiazirin-3-yl)benzoyl]-21- S. Grond, Universitdt Tiibingen
F1,-D- 1
C4F17-D-Concanolid Deoxyconcanolid (Burkard et al., 2010)
Saliphenylhalamid X.-S. Xie, Dallas, USA
Vanadat Na;VO,, Natriumorthovanadat Merck

2.1.4 Versuchstiere

Fir V-ATPase-Priparationen wurden Raupen (5. Larvalstadium) des
Tabakschwiarmers Manduca sexta (Lepidoptera, Sphingidae) verwendet. Die Tiere
wurden unter 16 h Langtag-Bedingungen und 27°C in einem Laborbrutschrank gehalten
und mit synthetischem Futter (Gypsy Moth Diet, MP Biomedicals) erndhrt.

2.1.5 Kulturmedien

Alle Medien wurden mit gereinigtem H,O (Milli-Q, Millipore) angesetzt und
anschlieBend autoklaviert. Aminosdure-Losungen, Antibiotika sowie separat
autoklaviertes 1 M CaCl, wurden erst nach dem Autoklavieren und Abkiihlen des
Mediums auf etwa 50°C zugegeben. Fiir Platten wurden LB- und YPDA-Medien vor dem

28



MATERIAL & METHODEN

Autoklavieren mit 2% Agar Agar versetzt, bei SD-Platten betrug die Agar Agar-
Konzentration 1,5%.

Tab. 2.4: Kulturmedien fiir Bakterien und Hefen

Medium Zusammensetzung

LB 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl

LBamp LB mit 100 pg/ml Ampicillin (sterilfiltriert)

yb 2% Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% MgSO,, pH 7,6 mit KOH
YPD 1% Hefeextrakt, 2% Peptone, 2% Glucose

YPDA YPD mit 0,02% L-Adenin

YPDA pH 5.5 YPDA mit 50 mM MES und 50 mM MOPS

YPDA G418 YPDA pH 5,5 mit 250 pg/ml G418 (Stockldsung 50 mg/ml)
YPDA pH 7,5 YPDA mit 50 mM MES und 50 mM MOPS, pH 7,5 mit NaOH
YPDA CaCl, YPDA pH 5,5 mit 0,1 M CaCl,

Sporulationsmedium 2% K-Acetat, 1,5% Agar

0,67% Hefeextrakt ohne Aminoséuren, 2% Glucose, 50 mM MES, 50 mM MOPS, pH 5,5
mit NaOH

0,02% L-Adenin, 0,02% L-Arginin, 0,02% L-Histidin, 0,03% L-Isoleucin, 0,03% L-Lysin
HC], 0,1% L-Leucin, 0,02% L-Methionin, 0,05% L-Phenylalanin, 0,2% L-Threonin,
Aminoséure-Losung 0,02% Tryptophan, 0,03% L-Tyrosin, 0,02% L-Uracil, 0,15% L-Valin

zur Selektion Fiir Selektionsmedien wurde die Aminosdure-Losung ohne die entsprechende Aminosaure
hergestellt, autoklaviert und im Verhiltnis 1:10 mit dem separat autoklavierten SD-
Medium gemischt.

SD

2.1.6 Escherichia coli Staimme

Fiir Dauerkulturen von E. coli wurden 800 pl einer UN-Kultur (LBamp) mit 70 pl
DMSO gemischt, umgehend in fliissigem N tiefgefroren und bei -80°C gelagert.

Tab. 2.5: Verwendete Bakterienstimme

Bezeichnung Genotyp Herkunft
F &80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK-,

DHS5 Hanahan, 1983

* mK') phoA supE44 )" thi-1 gyrA96 relAl anahan, 19

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB

XL1-Blue lacl’ZAMI5 Tnl0 (Tet)] Stratagene
Tet' A (mcrd) 183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1

XL10-Gold recAl gyrA96 relAl lac Hte [F’ proAB lacl"ZAM15 Tnl0 (Tet’) Amy | Stratagene
Cam']

2.1.7 Saccharomyces cerevisiae Stimme

Fiir S. cerevisiae-Dauerkulturen wurden 1 ml einer UN-Kultur (YPDA pH 5,5)
und 500 pl steriles 50%iges Glycerin gemischt und nach 20-miniitiger Inkubation bei RT
in fliissigem N tiefgefroren und bei -80°C gelagert.
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Tab. 2.6: Verwendete Hefestimme

Bezeichnung Genotyp Herkunft
BMAG4-1B MATo. ; ura3-52; trpld 2; leu2-3,112; his3-11; ade2-1; EUROSCAREF,
canl-100 Frankfurt
MATo. ; ura3-52; trpld 2; leu2-3,112; his3-11; ade2-1; Bockelmann et al.,
BMAG4-1BAvma3 canl-100; yma3::HIS3 2010
BY4741 MATa; his3A41; leu2A40; metl15A0; ura340 EUROSC ’
Frankfurt
MATa; his341; leu240,; met1540; ura340; EUROSCAREF,
BY47d1avmas YEL027w: kanMX4 Frankfurt
MATa; his341; leu240; met1540; ura340; EUROSCAREF,
BY47428vmall YPL234c: :kanMX4 Frankfurt
MATa; his341; leu2A40; met15A0; ura340; EUROSCAREF,
BY4741Avmal6 YHRO26w::kanMX4 Frankfurt
MATa, his341,; leu2A0; met1540; ura340; . .
BYd7428vmasavmall YELO27w::kanMX4; YPL234c::kanMX4 Diese Arbeit
MATa; his341; leu2A40; met15A0; ura340;
BY4741Avma3Avmal INvmal6 | YELO27w::kanMX4; YPL234c: :kanMX4; Diese Arbeit
YHRO26w: :kanMX4
MATa; his341; leu240,; met1540; ura340; EUROSCAREF,
BY4741Avpht YOR270c: :kanMX4 Frankfurt
MATa; his341; leu240; met1540; ura340; EUROSCAREF,
BY47428stv1 YMROS4w: kanMX4 Frankfurt
MATa; his341; leu2A40; met15A0; ura340; . .
BY47418vphlAsiv] YOR270c: :kanMX4; YMROS4w: -kanMX4 Diese Arbeit
MATa, his341; leu2A0; met15A0; ura340; . .
BY4741AvphiAvmas YOR270c::kanMX4; YEL027w: kanMX4 Diese Arbeit

2.1.8 Plasmide

Tab. 2.7: Verwendete Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

Herkunft

pXJ40-KKO-16k

Plasmid mit der kodierenden Sequenz der c-Untereinheit
(ATP6VOC) von Homo sapiens

Mhairi A. Skinner, Guelph, Kanada
(Skinner und Wildeman, 2001)

pXJ40-ATP-16k

Plasmid mit der kodierenden Sequenz der c-Untereinheit
von Mus musculus

Mhairi A. Skinner, Guelph, Kanada
(Skinner und Wildeman, 2001)

pGADT7 Amp, LEU2, ADH-Promoter Clontech
PRS316/VMA21 Amp, URA3, mit der kogierenden Sequenz der N Tom Ste.Vens, Eugene, Oregon,
Untereinheit Vma21 (mit HA-Tag) von S. cerevisiae USA (Hill und Stevens, 1994)
Laborbestand der Abteilung
pRS415 CEN/ARS, Amp, LEU?2 Tierphysiologie,
Universitdt Osnabriick
pRS415/VMA3 pRS415 mit VMA3 unter nativem Promoter Bockelmann et al., 2010

YCplac22 msc

Amp, TRPI, mit der kodierenden Sequenz der c-
Untereinheit von M. sexta

S. Bockelmann, Diplomarbeit 2006,
Abteilung Tierphysiologie,
Universitdt Osnabriick

pCR-II/ha3

Plasmid mit der kodierenden Sequenz fiir die
Untereinheit a3 der V-ATPase von H. sapiens

Mike Harrison, Leeds, England

pIV97/had

Plasmid mit der kodierenden Sequenz fiir die
Untereinheit a4 der V-ATPase von H. sapiens

Fiona Karet, Cambridge, England
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Tab. 2.8: In dieser Arbeit konstruierte Plasmide
Die zugehdrigen Primersequenzen zu den angegebenen Ziffern (z.B. 3/4) sind in Tab. 2.9 aufgelistet.

Bezeichnung Insert Beschreibung / Konstruktion
H. sapiens c-Untereinheit Amplifikation von ATP6VOC mit einfachem HA-
pGADT7/Hsc ATP6VOC Tag mit der Primerkombination 1/2, Klonierung
iiber HindIII in pGADT?7
M. musculus o- Amplifikation von M. musculus c-UE mit
pGADT7/Mmc Untereinheit einfachem HA-Tag mit 3/4, Klonierung iiber
HindIII in pGADT7
Amplifikation von M. sexta c-UE aus
pGADT7/Msc M. sexta c-Untereinheit YCplac22_msc mit 5/6, Klonierung iiber HindIII

in pGADT7

Gerichtete Mutagenese an pRS415/VMA3 mit

pRS415/VMA3_E137A VMA3 mit E137A 75, Codon Austausch: GAA - CAA
. Gerichtete Mutagenese an pRS415/VMA3 mit
RS415/VMA3_E13 MA3 mit E13
PRSAIS/VMAS_E137G VMA3 mit EI37G 9/10, Codon Austausch: GAA -> CAA
Gerichtete Mut RS415/VMA3 mit
pRS415/VMA3_E137Q VMA3 mit E137Q erichiiete Mutagenese an p m

11/12, Codon Austausch: GAA - CAA

VMA1I mit nativem

Amplifikation von VMAI1 inkl. nativem

pRS415/VMAII Promoter und Terminator Promoter und Terminator mit 13/14, Klonierung
omotert ¢ © in pRS415 iiber Eagl/BamHI
. . Amplifikation von VMA16 inkl. nativem
'MA16 mit nat
pRS415/VMAI16 v i natvern Promoter und Terminator mit 15/16, Klonierung

Promoter und Terminator

in pRS415 iiber Eagl/Pstl

pRS415/VMA3_VMALI

VMA3, VMAI11, je mit
nativem Promoter und
Terminator

Restriktion von pRS415/VMA3 mit Sacll/Smal,
sowie von pRS415/VMA 11 mit Sacl/Smal,
Klonierung von VMA3 und VMAI1 iiber
Sacl/Sacll in pRS415

pRS415/VMA3 VMAIl VMAI6

VMA3, VMAII, VMAIG,
je mit nativem Promoter
und Terminator

Restriktion von pRS415/VMA3 VMA11 mit
Sacl/Sacll, Klonierung von VMA3 VMA11 iiber
Sacl/Sacll in pRS415/VMA16

pRS415/3 11_16_-eGlu

pRS415 mit
VMA3_E137Q,
VMAI11 _E145Q und
VMAI16_E108Q

Gerichtete Mutagenese von VMA3 und VMAI1 in
pRS415/VMA3 VMAII (nacheinander mit 11/12
fiir VMA3 und 29/30 fiir VMAI1), sowie von
VMAI16 in pRS416/VMAI16 (mit 31/32), danach
Klonierung wie bei
pRS415/VMA3_VMAIl_VMAIG6

pRS415/VPHI

VPH]I mit nativem
Promoter und Terminator

Amplifikation von VPH] inkl. nativem Promoter
und Terminator mit 17/18, Klonierung in pRS415
mit Eagl/BamHI

pRS415/STV1

STV1 mit nativem
Promoter und Terminator

Amplifikation von STV inkl. nativem Promoter
und Terminator mit 19/20, Klonierung in pRS415
mit Eagl/BamHI

pRS415/VPH1/a3

Hybrid-Untereinheit
VPHI/a3

Amplifikation der C-terminalen Hélfte der
humanen Untereinheit a3 mit 21/22 aus pCR-
II/ha3, homologe Rekombination des PCR-
Produkts in pRS415/VPH1 (zuvor linearisiert mit
Bsgl) durch Transformation in S. cerevisiae
Wildtypstamm BY4741, Selektion auf Leucin-
freiem SD-Medium, Plasmidisolierung aus

S. cerevisiae, Transformation in E. coli

pRS415/VPH1/a4

Hybrid-Untereinheit
VPHI/a4

Amplifikation der C-terminalen Hélfte der
humanen Untereinheit a4 mit 21/23 aus
pJV97/ha4, anschliefend homologe
Rekombination des PCR-Produkts in
pRS415/VPH1I (linearisiert). Fiir das weitere
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Vorgehen siehe pRS415/VPHI1/a3.
Amplifikation von VPH1/a4 mit 24/25 aus
pRS415/VPH]1/a4, anschlieBend homologe
Rekombination des PCR-Produkts in

Homo sapiens c-

Untereinheit ATP6VOC pGADT7/Hsc (zuvor linearisiert mit NotI) durch
PGADT7/Hse_VPHI/ad und Hybrid-Untereinheit Transformation in S. cerevisiae Wildtypstamm
VPHI/a4 BY4741, Selektion auf Leucin-freiem SD-

Medium, Plasmidisolierung aus S. cerevisiae,
Transformation in E. coli.

2.1.9 Oligonukleotide

Die hier verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Programms Clone
Manager Suite 7 entworfen und bis auf eine Ausnahme von der Firma MWG bezogen.
Der Primer Nr. 21 wurde {iber die Firma Microsynth Laboratories (Schweiz) erworben
und zusétzlich mittels einer PAGE-Reinigung auf Richtigkeit iiberpriift. Alle Primer
wurden mit H,O zu einer Stocklésung von 100 pmol/ul gelost und zehnfach verdiinnt in
PCR-Reaktionen eingesetzt.

Tab. 2.9: Verwendete Primer

Nr. | Bezeichnung

Sequenz 5"— 3’

hs_c¢_HindIII for

TACTCAAAGCTTATGTCCGAGTCCAAGAGC

2 hs_c¢_HindIII rev

TACTCAAAGCTTCTAAGCGTAATCTGGTACGTCGTATGGGTACTTTGT
GGAGAGGATGAG

3 mm_c_HindIII for

TACTCAAAGCTTATGGCTGACATCAAGAAC

4 | mm_c HindIIl rev

TACTCAAAGCTTCTAAGCGTAATCTGGTACGTCGTATGGGTACTTTGT
GGAGAGGATTAG

c-blue_for

TACTCAAAGCTTATGGCCGAAAATCCAATC

c-blueHindIII_rev

TACTCAAAGCTTTTACTGTTTCGTGTACAG

GATTTTGATTTTGATTTTTGCTGCAGTTTTGGGTCTATACGG

Vma3_E137A_rev

CCGTATAGACCCAAAACTGCAGCAAAAATCAAAATCAAAATC

5
6
7 | Vma3_EI137A for
8
9

Vma3 E137G_for

GATTTTGATTTTGATTTTTGCTGGAGTTTTGGGTCTATACGG

10 | Vma3 E137G rev

CCGTATAGACCCAAAACTCCAGCAAAAATCAAAATCAAAATC

11 | Vma3_E137Q for

GATTTTGATTTTGATTTTTGCTCAAGTTTTGGGTCTATACGG

12 | Vma3 E137Q rev

CCGTATAGACCCAAAACTTGAGCAAAAATCAAAATCAAAATC

13 | Vmall Eagl for

TACTCACGGCCGCAGGCTTAAAGAGCCATTTC

14 | Vmall BamHI rev

TACTCAGGATCCCCTGATGCCATGGATACTAC

15 | Vmal6_ Eagl for

TACTCACGGCCGGATGGTGCTAGCGTCGAACA

16 | Vmal6 Pstl rev

TACTCACTGCAGCACAAGCCATATTGAGGGCG

17 | Vphl_Eagl for

TACTCACGGCCGGCTAGTAATCCAGTTGCCGAGC

18 | Vphl BamHI rev

TACTCAGGATCCGGGCATCTTTCGTGGGTTAGAG

19 | Stvl_Eagl for

TACTCACGGCCGAGGTGCTTCTTCCAGGGT

20 | Stvl_BamHI rev

TGAGTAGGATCCCCGGATTTTGATGCTGACGAG

21 | HaggC-Vphl for

CGGTATTGCTCAGTACAGAGAAATCAATGCTGGTTTACCCTACACCAT
CATCACCTTCCCCTTCC

22 | a3ggCVphl_rev

GGTGGATTGGATTGCAAGTCTAACGTTTTCATGAGATAAGCTAGTCAT
CTGTGGCAGCGAAGG

23 | ad4ggCVphl rev

GGTGGATTGGATTGCAAGTCTAACGTTTTCATGAGATAAGCTACTCCT
CGGCTGTGCCATCCA

24 | Vphl a4 c for

GTTTACGTCCAGCCAAGCTAGCTTGGCTGCAGGTCGAGCCCGCGGTG
GCGGCCGGCTAGTAATC

25 | Vphl_a4 c rev

GCATACATTATACGAAGTTATATTAAGGGTTCCGGATCGCCCGGGGG
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ATCCGGGCATCTTTCGTG
26 | YMat-a-for ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG
27 | YMat-o-for GCACGGAATATGGGACTACTTCG
28 | YMat-rev AGTCACATCAAGATCGTTTATG
29 | Vmall_E145Q_for CGTTTTGATTCTAATTTTCTCTCAAGTTTTAGGGTTATATGG
30 | Vmall_E145Q rev CCGTAAATGGCAACCACTTGACAGAAAATAATGGAAATTAAATTC
31 | Vmalé _E108Q_for GAATTTAATTTCCATTATTTTCTGTCAAGTGGTTGCCATTTACGG
32 | Vmal6_E108Q rev CCGTAAATGGCAACCACTTGACAGAAAATAATGGAAATTAAATTC
33 | KanMX6_rev ATCGCGAGCCCATTTATACC
34 | Vma3_Eagl for TACTCACGGCCGTCTACGGCCTATTC
35 | Vma3prom Eagl for TACTCACGGCCGGTCTACGGCCTATTCCATTG
36 | Stvl_prom_for GACATAGGCCCACGAAGGTG

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Zur DNA-Amplifikation wurden fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
verschiedene Ansidtze mit unterschiedlichen DNA-Polymerasen gewdhlt, die je nach
Herstellerangaben eingesetzt wurden. Die Taq DNA Polymerase (New England Biolabs
(NEB) oder Fermentas) wurde fiir einfache PCR-Reaktionen zur Uberpriifung von
FragmentgroBen oder Vorhandensein eines Gens verwendet. Die Pfu DNA Polymerase
(Fermentas) oder die Expand Long Template DNA Polymerase (Roche) wurde fiir die
Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer Hefe-DNA, die danach weiter
verwendet werden sollten, genutzt. Die Phusion DNA Polymerase (Finnzymes) wurde bei
Uberpriifungen von Hefe-Genotypen mit genomischer DNA eingesetzt.

2.2.2 Gerichtete Mutagenese

Die gerichtete Mutagenese in den Genen VMA3, VMAII und VMAI16 wurde mit
Hilfe des QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit bzw. mit dem QuikChange® II
XL Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene nach Anleitung durchgefiihrt. Als
DNA-Matrize wurden die Plasmide pRS415/VMA3, pRS415/VMAII  oder
pRS415/VMA16 verwendet. Die Oligonukleotide wurden nach den Herstellerangaben im
Kit konstruiert und enthielten den jeweilig gewiinschten Basenaustausch.

2.2.3 Plasmidisolierung aus E. coli

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das QIAprep Miniprep Kit
(Qiagen) oder das Nucleospin Plasmid Kit (Macherey-Nagel) entsprechend der jeweiligen
Anleitung verwendet. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 30-50 ul H,O.
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2.2.4 Plasmidisolierung aus S. cerevisiae

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae erfolgte nach einem
mechanischen Aufschluss der stabilen Hefezellwand mit dem Nucleospin Plasmid Kit
(Macherey-Nagel). Dazu wurde eine 5 ml UN-Kultur (YPDA pH 5,5) des Hefestammes
mit dem zu isolierenden Plasmid pelletiert (4.000 x g, 5 min, RT), in 250 pl Puffer A2
(Nucleospin Plasmid Kit) resuspendiert und mit 0,2 g Glasperlen fiir 5 min bei 4°C
gevortext. Nach einminiitigem Kochen bei 99°C wurden weitere 100 pl Puffer A2
zugegeben, das Zelllysat gemischt und 350 ul Puffer A3 hinzugefiigt. Auf mehrmaliges
Invertieren der Probe folgte schlieflich eine 10-miniitige Zentrifugation (11.000 x g,
10 min, RT) und die weitere Reinigung der Plasmid-DNA, die sich im Uberstand
befindet, analog zu der Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli iiber die im Nucleospin
Plasmid Kit enthaltenen Silicamembran-Séulen.

2.2.5 Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

Die genomische DNA aus Hefezellen wurde nach alkalischer Lyse und
mechanischer Zerstérung der Zellwidnde mittels anschlieBender Phenolextraktion der
DNA isoliert. Dazu wurden 1,5 ml einer UN-Kultur (YPDA pH 5,5) pelletiert (5.000 x g,
5 min, RT) und in 200 pl Extraktionspuffer (50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-
HCI pH 8,0, 0,5% Triton X100) resuspendiert. Zum mechanischen Zellaufschluss wurden
ca. 0,2 g Glasperlen (9 0,4 mm) hinzugefiigt. Nach kurzem Mischen wurden 100 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zur Extraktion der genomischen DNA
zugegeben und das Gemisch 10 min bei 4°C gevortext. Zur Beschleunigung der
Phasentrennung wurde die Probe 5 min bei 17.000 x g und 4°C zentrifugiert, und von der
oberen, wissrigen Phase mit der DNA wurden 10 pl abgenommen und zur weiteren
Verwendung mit 90 pl H,O verdiinnt.

2.2.6 Restriktionsverdau und Ligation von DNA

Fiir den Restriktionsverdau von DNA wurden Restriktionsendonukleasen und
entsprechende Puffer der Firmen NEB oder Fermentas verwendet. Die Anséitze wurden
nach Herstellerempfehlungen zusammengesetzt, fiir mindestens 30 min bei 37°C
inkubiert und anschlieend je nach Angaben hitzeinaktiviert. Sollte verdaute Vektor-
DNA anschlielend fiir eine Ligation eingesetzt werden, wurde sie, um eine Selbstligation
zu verhindern, zur Entfernung der Phosphatgruppen am 5’-Ende des Vektors mit 10 U
CIP (calf intestine alkaline phosphatase, NEB) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde
die Vektor-DNA gereinigt (Abschnitt 2.2.8). Fiir die Ligation von DNA wurden Insert-
und Vektor-DNA in einem Verhdltnis von 3:1 mit T4-DNA-Ligase (NEB oder
Fermentas) und dem zugehdrigen Puffer in einem 30 pl Ansatz gemischt und UN zur
Erzeugung eines Temperaturgradienten von 0°C bis RT in einem tauendem Eisbad oder
im Falle der Fermentas-Ligase fiir 2 h bei 22 °C inkubiert.
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2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Zur Groflentrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele mit 1% Agarose
in 1 x TAE-Laufpuffer (40 mM Tris pH 8,0, 10 mM NaAc, | mM EDTA) verwendet. Die
DNA-Proben wurden im Verhéltnis von 1:5 mit DNA-Ladepuffer (1 x TAE, 30%
Glycerin, 0,25% Bromphenolblau) gemischt, neben dem GroBenstandard (5 pl
SmartLadder (Eurogentec)) in die Geltaschen pipettiert und fiir 1 h bei 95 V in einer
Elektrophoresekammer (Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad) separiert. Anschliefend wurde das
Agarosegel mit Ethidiumbromid (2 pg/ml) 20 min geférbt, mit H,O gewaschen und mit
einem VersaDoc 4000 (Bio-Rad) mittels UV-Licht visualisiert und dokumentiert.

2.2.8 Reinigung und Gelextraktion von DNA

Um DNA nach enzymatischen Reaktionen zu reinigen oder aus einem Agarosegel
zu extrahieren, wurde das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), das QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) oder das Nucleospin Extract II Kit (Macherey-Nagel) verwendet.
Nach den jeweiligen Herstellerangaben wurde die DNA unter Hochsalzbedingungen an
die Silicamembran der Séulen der Kits gebunden, gewaschen und schlielich eluiert.

2.2.9 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Um E. coli-Zellen zur Aufnahme von DNA aus dem umgebenen Medium
chemisch kompetent zu machen, wurde eine Behandlung mit Rubidiumchlorid
durchgefiihrt (Hanahan, 1983). E. coli vom Stamm DH5a wurden in 5 ml yb-Medium bei
37°C unter Schiitteln bis zu einer ODssp,m von 0,3 kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurden
100 ml auf 37°C temperiertes yb-Medium angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODssonm
von 0,5 geschiittelt. Die Kultur wurde anschlieend 5 min auf Eis abgekiihlt und 5 min
bei 5.000 x g und 4°C abzentrifugiert. Nach dem Resuspendieren der Zellen in 40 ml
eiskaltem Tfbl-Puffer (30 mM KOAc, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl,*2H,0, 15%
Glycerin, auf pH 5,8 titriert mit 0,2 M Essigsdure, 50 M MnCl,*4H,0, sterilfiltriert)
wurden sie erneut wie oben auf Eis inkubiert und zentrifugiert. SchlieBlich wurden die
Zellen in 4 ml TfbIl (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,*2H,0, 10 mM RbCl, 15 % Glycerin,
auf pH 6,5 titriert mit KOH, sterilfiltriert) resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert und in
Aliquots in fliissigem N, tiefgefroren. Zur Transformation wurden die Zellen bei RT
aufgetaut und 10 min auf Eis stehen gelassen. Maximal 100 ng DNA/200 ul Zellen
wurden hinzugefiigt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C
fir 90 s und ein- bis zweiminiitigem Abkiihlen auf Eis wurden 4 Volumenteile yb-
Medium hinzugefiigt. Die Zellen wurden nach 1h bei 37°C und sanftem Schiitteln
(140 rpm) zur Selektion auf LB,yp-Platten ausplattiert und bei 37°C inkubiert.

2.2.10 Transformation von S. cerevisiae mittels Elektroporation

Um DNA mittels Elektroporation in S. cerevisiae zu bringen, wurde eine 5 ml
UN-Kultur in YPD pH 5,5 angeimpft, am Folgetag in 40 ml YPD pH 5,5 iiberfiihrt und
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unter Schiitteln bei 30°C bis zur frithen stationdren Phase (ODgoonm = 1,0) kultiviert. Nach
dem Ernten der Zellen (1.600 x g, 5 min, 4°C) wurden sie nacheinander mit 20 ml und
40 ml sterilem, eiskaltem H,O gewaschen und 5 min bei 1.100 x g und 4°C pelletiert.
Nach Resuspension in 5 ml eiskaltem 1 M Sorbitol und erneutem Abzentrifugieren
(700 x g, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet in 150 pl 1 M Sorbitol aufgenommen und auf
Eis gelagert. Fiir die Elektroporation wurden zunédchst maximal 5 pug DNA mit 50 pl der
Hefezellsuspension gemischt, nach 5 min Inkubation auf Eis wurde dann ein elektrischer
Puls (V = 1,5 kV, 25 pF, 200 Ohm, T = 4 bis 5 ms) gegeben (Gene Pulser Xcell, Bio-
Rad). Danach wurde umgehend 1 ml YPDS zugegeben. Nach 2 h bei 30°C und 140 rpm
im Schiittelinkubator wurden die Zellen pelletiert (800 x g, 3 min, RT), in 500 pl H,O
resuspendiert, zur Selektion auf SD-Platten ausplattiert und bei 30°C kultiviert.

2.2.11 Transformation von S. cerevisiae mittels ,,Freeze“-Methode

Fiir die Transformation von S. cerevisiae wurde die ,,Freeze““-Methode nach Klebe
et al. leicht modifiziert verwendet (Klebe et al., 1983). Dazu wurde eine 5 ml UN-Kultur
in 20 ml YPDA pH 5,5 iiberfiihrt und bei 30°C bis zu einer ODgponm von 0,6 kultiviert.
Die Zellen wurden pelletiert (1.600 x g, 3 min, RT), mit 15 ml SBEG (1 M Sorbit, 10 mM
Bicin pH 8,35, 3% Ethylenglycol) gewaschen, erneut abzentrifugiert und nach
Resuspension mit 1 ml Losung SBEG in 200 pl Aliquots fiir mindestens 30 min vor der
weiteren Verwendung bei -80°C gefroren. Zur Transformation der kompetenten Zellen
wurden 2 pg Plasmid-DNA sowie 50 pg denaturierte (65°C, 5 min) Lachssperma-DNA
zu der gefrorenen Zellsuspension hinzugefiigt. Nach einem flinfminiitigem Hitzeschock
bei 37°C und leichtem Schiitteln folgten die Zugabe von 1 ml 40% PEG 100 in 200 mM
Bicin (pH 8,35) und eine Inkubation fiir 1 h bei 30°C. AnschlieBend wurden die Zellen
5 min bei 1.200 x g pelletiert, im Riicklauf resuspendiert und zur Selektion auf SD-Platten
ausplattiert. Im Falle einer anschlieenden Selektion auf G418 wurden die Zellen in 5 ml
YPDS resuspendiert, UN bei 30°C inkubiert und erst danach auf dem Selektionsmedium
ausplattiert.

2.2.12 Kreuzung haploider Hefestimme zur Herstellung von
Mehrfachdeletionsmutanten

Die Doppeldeletionsmutanten BY4741AvphiAstvl, BY4741AvphlAvma3 und
BY4742Avma3Avmall  wurden mittels Kreuzung der jeweiligen haploiden
Einfachdeletionsmutanten (Tab. 2.6) hergestellt. Die Dreifachdeletionsmutante
BY4741Avma3AvmalIAvmal6 wurde durch die Kreuzung der Deletionsmutanten
BY4742Avma3Avmall und BY4741Avmal6 erzeugt. Um zwei haploide Hefestimme
unterschiedlicher Paarungstypen (Mat a und Mat o) miteinander zu kreuzen, wurden
500 ul der jeweiligen UN-Kulturen (YPDA pH 5,5) steril vermischt und 5 min bei
800 x g (RT) pelletiert. Nach der Resuspension des Zellpellets im Riicklauf wurden die
Zellen mittig auf einer Agarplatte (YPDA pH 5,5) auf einer Flidche von etwa 4 cm
Durchmesser ausplattiert und UN bei RT inkubiert. Am Folgetag wurde mit Hilfe von
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Zellabstrichen iiberpriift, ob sich Zygoten mit ihrer charakteristischen Hantelform auf der
Platte befinden. In diesem Fall wurde eine kleine Zellmenge abgenommen und in 100 pl
H,O resuspendiert, wovon anschlieend 20 pl in einem schmalen Streifen am Rand einer
Agarplatte (YPDA pH 5,5) aufgetragen wurden. Nach dem Trocknen des Zellstreifens
wurden mehrere Zygoten mit dem Mikromanipulator SingerMSM auf der Platte
vereinzelt und fiir mehrere Tage bei 30°C inkubiert.

2.2.12.1 Sporulation von diploiden Hefestimmen

Zur Sporulation diploider Hefestimme wurden UN-Kulturen (5 ml, YPDA
pH 5,5) angesetzt, am Folgetag 5 min bei 1.600 x g (RT) pelletiert, im Riicklauf
resuspendiert und auf einer Kaliumacetat-Platte (2% Kaliumacetat) ausplattiert. Unter
diesen Nahrstoffmangelbedingungen kommt es bei diploiden Hefen zur Ausbildung von
Ascosporen mit vier haploiden Tetraden, die sich nach ihrer Vereinzelung vegetativ
vermehren und sich auf ihren, ausgehend von der Mutterzelle, neu kombinierten Genotyp
untersuchen lassen (Kiick, 2005). Nach 8 bis 10 Tagen Inkubation bei 30°C wurde durch
einen Zellabstrich die Existenz von Ascosporen auf der Kaliumacetat-Platte iiberpriift.
Bei positivem Ergebnis wurden einige Zellen in 100 pl H>O resuspendiert und ihre
Zellwand mit 100 pg Zymolyase (10 mg/ml) fiir 10 min bei RT verdaut. 20 pl der
Zellsuspension wurden vorsichtig in einem Streifen am Rand einer Agarplatte (YPDA
pH 5,5) aufgetragen, die Tetraden mit Hilfe des Mikromanipulators SingerMSM
vereinzelt und erneut bis zur Koloniebildung bei 30°C inkubiert. Jene Tetraden, deren
vier Einzelzellen angewachsen waren, wurden auf neue Agarplatten mit YPDA pH 5,5
und zur Uberpriifung ihres Wachstumsverhaltens auf Platten mit YPDA pH 5,5 und
250 pg/ml G418 ausgestrichen und bei 30°C kultiviert. Bei positivem Ergebnis sollte sich
ein ,,2/2“-Phénotyp ergeben, d. h. wihrend alle 4 Einzelzellen der Tetraden auf YPDA
pH 5,5-Platten wachsen sollten, sollten nur zwei der Kolonien auf YPDA pH 5,5 +
250 pg/ml G418 wachsen, da nur diese beiden Stamme nach der Neukombination des
Genotyps die zur Kontrolle der Einfachdeletionen eingefiigte Geneticin-Resistenzen
vereinen (Tab. 2.6). Die Ergebnisse wurden mit dem VersaDoc 4000 (Bio-Rad)
dokumentiert.

2.2.12.2 Verifizierung der Mehrfachdeletionen mittels PCR

Um zu iiberpriifen, ob der in Abschnitt 2.2.12.1 beobachtete ,,2/2“-Phénotyp der
vier Einzelkolonien aus einer Tetrade mit dem vermuteten Genotyp {ibereinstimmt,
wurden PCR-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde die genomische DNA aus allen vier
Tetraden-Kolonien isoliert und die Deletion der jeweiligen Gene mit den in Tab. 2.10
aufgefiihrten Primerkombinationen iiberpriift. Der jeweilige forward-Primer bindet dabei
in der Promotorregion des deletierten Gens, der reverse-Primer in der Sequenz des
Geneticin-Resistenzgens KanMX4. Als Kontrolle wurde die genomische DNA des
Wildtyps  BY4741 und des jeweiligen zur  Kreuzung  eingesetzten
Einfachdeletionsstammes (Tab. 2.6) eingesetzt.
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Tab. 2.10: Primerkombinationen zur Uberpriifung der Genotypen der Mehrfachdeletionsmutanten

Stamm Deletion Primerkombination

vphl 17/33
BY4741AvphiAstv] . 3633

vphl 17/33
BY4741AvphiAvma3 p— 3533
BY4742Avma3Avmal | yma3 34733

vmal l 13/33

vma3 34/33
BY4741Avma3Avmal IAvmal6 vmall 13/33

vmal6 15/33

2.2.12.3 Bestimmung des Paarungstyps

Der Paarungstyp der haploiden Mehrfachdeletionsmutanten wurde in einer
Polymerase-Kettenreaktion unter Verwendung der genomischen DNA und gleichzeitigem
Einsatz der drei Primer YMat-a-for (Nr. 26), YMat-o-for (Nr. 27) und YMat-rev (Nr. 28)
(Tab. 2.9) bestimmt. Die Grofle des PCR-Amplifikats betrdgt bei Paarungstyp a 544 Bp
und bei Paarungstyp a 404 Bp.

2.2.13 Wachstumstest

Zur  Analyse des V-ATPase-Phinotyps der Hefestimme  wurden
Verdiinnungsreihen der zu untersuchenden Stdmme auf Agarplatten mit verschiedenen
Medien aufgetropft. Wie bereits in Abschnitt 1.5.2 beschrieben, weisen Hefezellen, die
keine funktionsfihige V-ATPase exprimieren und dementsprechend keine pH- und
Calcium-Homoostase mehr leisten kdnnen, einen typischen Vma -Phinotyp auf. Dabei
wachsen die Zellen nicht mehr auf Medium mit einem pH-Wert >6,5 oder mit einer
erhohten Calcium-Konzentration (100 mM CaCl,) sondern nur noch auf Medium mit
einem sauren pH-Wert von etwa 5,5 (Nelson und Nelson, 1990; Ohya et al., 1991). Da
der aktive Protonentransport der V-ATPase bei der Hefe fiir die pH- und Calcium-
Homdostase essentiell ist (Kane, 2006), kann also bei einem im Wachstumstest gezeigten
Vma Phénotyp indirekt auf einen nicht mehr funktionierenden Protonentransport
geschlossen werden, auch wenn dieser nicht unmittelbar gemessen wird. Fiir die
Durchfiihrung des Wachstumstests wurde pro Stamm eine 5 ml UN-Kultur (YPDA pH
5,5) mit HO auf 10° Zellen/ml verdiinnt (ODgoonm 1=1,8 * 10° Zellen/ml). Davon
ausgehend wurde eine Verdiinnungsreihe mit 10* bis 10° Zellen/ml angefertigt und je 5 pl
dieser Verdiinnungen wurden auf Agarplatten mit YPDA pH 5,5, YPDA pH 5,5 mit
0,1 M CaCl,, YPDA pH 7,5 oder Selektionsmedium (SD) aufgetropft und 3 Tage bei
30°C inkubiert. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit dem VersaDoc 4000
(Bio-Rad).
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2.2.14 Sonstige Methoden

Die Bestimmung von Zelldichten erfolgte bei 600 nm mit dem SpectraMax Plus
(Molecular Devices). DNA-Konzentrationen wurden mit Hilfe des NanoPhotometers von
Implen bestimmt. DNA-Sequenzierungen wurden bei der Firma Seqlab (Sequence
Laboratories Gottingen) durchgefiihrt.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Reinigung des V{Vop-Holoenzyms, des V- und des V{-Komplexes aus
Manduca sexta

Das V;Vop-Holoenzym und der Vo-Komplex wurden, wie in Wieczorek et al.
(1990) und Huss et al. (2002) beschrieben, aus dem Mitteldarm von Raupen des
Tabakschwérmers M. sexta im 5. Larvenstadium (ca. 6 g Gewicht) gereinigt. Die
Reinigung des V;-Komplexes erfolgte, wie von Grif et al. (1996) beschrieben, ebenfalls
aus dem Mitteldarm der M. sexta-Raupe.

2.3.2 Hefevakuolenpriparation

Die Préparation von Hefevakuolenmembranen erfolgte leicht modifiziert nach
Protokollen von Uchida ef al. (1985) und Kane (1995). Dazu wurde 1 L YPDA pH 5,5-
Medium mit zwei 5 ml UN-Kulturen (YPDA pH 5,5) des zu priparierenden Stammes
angeimpft und UN bis zu einer ODggonm von mindestens 2 kultiviert. Am Folgetag wurden
die Zellen geerntet (4.500 x g, 5 min, 25°C), das Zellpellet mit 100 ml H,O gewaschen
und erneut pelletiert. Zur Konvertierung in Spheroblasten wurden die Zellen in 100 ml
I M Sorbitol mit 20 mM Dithiothreitol resuspendiert und nach Zugabe von 1 ml
Zymolyase-Losung (ca. 500 U Zymolyase-100T (100 U/mg, MP Biomedicals) in 50 mM
Tris-HCl pH 7,7, 1 mM EDTA, 50% Glycerin) fiir 90 min bei 30°C und 80 rpm inkubiert.
Der Zellwandverdau wurde anschlieBend mittels Osmolyse von 50 pl Zellsuspension in
450 pl Puffer A (10 mM Tris-MES pH 6,9, 0,1 mM MgCl,, 12% Ficoll-400) tiberpriift.
Nach dem Ernten der Spheroblasten fiir 5 min bei 2.200 x g und 25°C folgten weitere
30 min Inkubation bei 30°C und 80 rpm in 100 ml YPDA pH 5,5. Nach erneutem
Abzentrifugieren der Spheroblasten wurden diese zur osmotischen Lyse in 15 ml Puffer A
mit 50 pul Protease-Inhibitor-Cocktail (Calbiochem, No. 535142, 100 x Stock) auf Eis
resuspendiert und in einem lockeren Dounce Homogenizer mit zehn Hiiben mechanisch
aufgeschlossen. Das Lysat wurde 10 min bei 2.200 x g und 4°C zentrifugiert, und der
Uberstand wurde auf zwei Ultrazentrifugenrohrchen fiir den Ausschwingrotor SW41Ti
(Beckman) verteilt und mit 6 ml Puffer A iiberschichtet. Wéhrend der einstlindigen
Ultrazentrifugation bei 107.000 x g (Rotor SW41Ti, Beckman) und 4°C sammeln sich die
Hefevakuolenmembranen aufgrund ihrer geringen Dichte oben auf dem Ficoll-Gradienten
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und konnen anschlieBend mit einem mit Puffer A benetzten Loffelspatel einfach
abgenommen und in einem sauberen Ultrazentrifugenrbhrchen in 6 ml Puffer A
resuspendiert werden. Nach Uberschichtung mit 6 ml Puffer B (10 mM Tris-MES pH 6,9,
0,5 mM MgCl,, 8% Ficoll-400) wurde fiir 30 min erneut bei 107.000 x g und 4°C
zentrifugiert. Die gereinigten Vakuolenmembranen wurden von dem Ficoll-Gradienten
abgenommen und in 1 ml Puffer C (10 mM Tris-MES pH 6,9, 5 mM MgCl,, 25 mM
KCI) mit 10 pl Protease-Inhibitor-Cocktail resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C
gelagert.

2.3.3 Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Proteinkonzentrationen wurden mit Amidoschwarz bestimmt (Wieczorek et al.,
1990). Dabei wurden die jeweils doppelt angesetzten Proteinproben und Standardproben
(20, 40 und 60 pl mit 1 pg BSA/10 ul 16 mM Tris-HCI pH 8,1, 0,32 mM EDTA) mit je
300 pl Amidoschwarz-Losung (26 mg Amidoschwarz in 100 ml Essigsdure/Methanol
1:10) versetzt und nach flinfminiitiger Inkubation 4 min bei 16.000 x g und RT
zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit 500 pl Essigsédure/Methanol 1:10 wurde
das Amidoschwarz in den Protein- und Standardproben in 350 pl 0,1 mM NaOH geldst
und die Extinktion bei 615 nm gemessen.

2.3.4 TCA-Fillung

Gereinigte Hefevakuolenmembranen wurden in 10% TCA 15 min auf Eis
inkubiert und danach bei 21.000 x g und 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde
zweimal mit 500 pul eiskaltem Aceton gewaschen. AbschlieBend wurde das Aceton zur
vollstindigen Verfliichtigung fiir 10-20 min unter dem Abzug gelagert. Das Pellet wurde
in 1 x Laemmli-Probenpuffer (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 5% Saccharose, 4% SDS,
0,005% Bromphenolblau, 2% B-Mercaptoethanol) aufgenommen und wie in Abschnitt
2.3.5 beschrieben fiir eine SDS-PAGE vorbereitet und eingesetzt.

2.3.5 SDS-Gelelektrophorese

Zur GroBentrennung wurden Proteine auf diskontinuierliche Polyacrylamidgele
nach Laemmli (1970) aufgetragen. Es wurde das Mini PROTEAN 3 Cell Gelsystem (Bio-
Rad) verwendet. Das Trenngel mit einer Gesamtgelkonzentration von T=17% und einer
Quervernetzung von C=0,4% enthielt des Weiteren 333 mM Tris-HCI pH 8,7, 0,1% SDS,
0,05% APS und 0,1% TEMED. Das dariiber geschichtete Sammelgel enthielt eine
Gelgesamtkonzentration von T=5,3% mit einer Quervernetzung von C=2,3%, 123 mM
Tris-HCI pH 6,8, 0,2% SDS, 0,2% APS und 0,13% TEMED. Zur Vorbereitung wurden
die Proben mit 5 x Laemmli-Probenpuffer (625 mM Tris-HCI pH 6,8, 25% Saccharose,
20% SDS, 0,025% Bromphenolblau, 10% B-Mercaptoethanol) versetzt, 45 s bei 98°C
gekocht, auf Eis abgekiihlt und schlieflich neben 5 pl LMW-Standard (GE Healthcare) in
die Probentaschen des Sammelgels gegeben. Die Elektrophorese wurde fiir 10 min bei
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20 mA/Gel zum Einlaufen der Proben und weitere 30 min bei 30 mA/Gel durchgefiihrt.
Fiir grole Kammer ergénzen

2.3.6 Western Blot
2.3.6.1 Elektrotransfer

Um die in einer SDS-Gelelektrophorese separierten Proteine nach Wieczorek et
al. (1991) auf eine Nitrocellulosemembran NC2 (Serva) zu iibertragen, wurde das Trans-
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell-System (Bio-Rad) benutzt. Je drei Filterpapiere
(Whatman 3MM) wurden in Blotpuffer 1 (300 mM Tris, auf 20% Methanol eingestellt),
2 (30 mM Tris, auf 20% Methanol eingestellt) und 3 (40 mM e-Amino-n-Capronséure in
30 mM Tris, auf 20% Methanol eingestellt) getrdnkt. Die Nitrocellulosemembran wurde
in Blotpuffer 2 und das SDS-Gel in Blotpuffer 3 eingelegt. AnschlieBend wurde alles wie
folgt iibereinandergeschichtet: 3x Filterpapier (Blotpuffer 1), 3x Filterpapier (Blotpuffer
2), Nitrocellulosemembran, SDS-Gel, 3x Filterpapier (Blotpuffer 3). Fiir 1 h wurde eine
Stromstirke von 1 mA/cm® Gelfliche angelegt. Im Anschluss wurde die
Nitrocellulosemembran zur Uberpriifung der Bloteffizienz mit 0,02% Ponceau$ gefrbt.

2.3.6.2 Immunfirbung

Fiir eine Immunfiarbung zum speziellen Nachweis bestimmter Proteine auf der
Nitrocellulosemembran wurde diese zunichst fiir 45 min bei 25°C in Blockpuffer (5%
Milchpulver in TTBSN (0,05% Tween 20, 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,5 M NacCl, 0,02%
NaNj3)) inkubiert. AnschlieBend wurde ein primérer Antikérper entsprechend der
Angaben in Tab. 2.2 in Verdiinnungspuffer (2,5% Milchpulver in TTBSN) verdiinnt und
bei 25°C und leichtem Schiitteln auf die Nitrocellulosemembran gegeben. Nach 1 h
wurde die Membran drei Mal mit TTBSN gewaschen und dann mit dem entsprechenden
sekunddren, mit einer alkalischen Phosphatase konjugierten, ebenfalls in
Verdiinnungspuffer verdiinnten Antikorper (Tab. 2.2) fiir 1 h bei 25°C leicht geschiittelt.
Danach wurde die Membran erneut drei Mal mit TTBSN gewaschen und schlieBlich mit
H,O abgespiilt. Die Phosphatase-Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 ml
Reaktionspuffer APP (50 mM Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,) mit 35 pl
BCIP (50 mg/ml in 100% Dimethylformamid) und 45 pl NBT (75 mg/ml in 70%
Dimethylformamid) gestartet und schlieBlich durch Waschen der Membran mit H,O

gestoppt.

2.3.7 V-ATPase-Aktivititstest und Phosphatbestimmung

ATPase-Aktivititstests wurden in Anlehnung an Wieczorek et al. (1990)
durchgefiihrt. Es wurden verschiedene Ansdtze gewdhlt, um die Aktivitdt der gereinigten
V-ATPase oder des V;-Komplexes aus dem M. sexta Mitteldarm oder der V-ATPase in
gereinigten Hefevakuolenmembranen zu testen. Proben mit der V-ATPase und dem V-
Komplex von M. sexta zur Bestimmung der ICso-Werte der Inhibitoren wurden jeweils

41



MATERIAL & METHODEN

dreifach angesetzt. Zeitreihen zur Uberpriifung der V-ATPase-Aktivitit in
Hefevakuolenmembranen wurden mit Doppelwerten durchgefiihrt. Standards wurden
immer in Doppelwerten angefertigt.

Fiir Aktivitatstests mit dem V;Vo-Holoenzym von M. sexta wurden 160 pl-
Ansdtze mit 3 pg Enzym, 0,01% Cj3E;9, 50 mM Tris-MOPS pH 8,1, 1 mM MgCl,,
20 mM KCI, 2,4 mM B-Mercaptoethanol, 5 mM Tris, | mM ATP und 6,25% DMSO mit
oder ohne Inhibitor angesetzt. Fiir Mg®"-ATPase-Aktivititstests mit dem V;-Komplex
wurden 160 pl-Ansédtze mit 3 pg Enzym, 50 mM Tris-MOPS pH 8,1, 1 mM MgCl,,
20 mM KCl, 3 mM B-Mercaptoethanol, 25% Methanol, 5 mM Tris, 1 mM ATP und
6,25% DMSO mit oder ohne Inhibitor angesetzt. Fiir Ca*'-ATPase-Aktivititstests mit
dem V;-Komplex wurden 160 pl-Ansdtze mit 10 pg Enzym, 50 mM Tris-MOPS pH 8,1,
3 mM CaCl,, 20 mM KCl, 5 mM Tris, 3 mM B-Mercaptoethanol, | mM ATP und 6,25%
DMSO mit oder ohne Inhibitor angesetzt. Die Proben wurden ohne ATP fiir maximal
10 min bei 30°C vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von ATP gestartet
und nach 2 min durch Einfrieren der Probe in fliissigem Stickstoff gestoppt. Die
Standards mit 0, 10 oder 25 nmol P; wurden gleich nach der Vorinkubation in fliissigem
Stickstoff eingefroren und erst danach wurde das ATP zugegeben. Alle Proben wurden
bei -20°C gelagert.

Um die Aktivitdt der V-ATPase in gereinigten Hefevakuolenmembranen zu testen,
wurden 480 pl-Ansétze mit je 9 pug Protein, 50 mM Tris-MES pH 6,9, 3,75 mM MgCl,,
0,1 mM Vanadat, 20 mM KCl, 0,5 mM Azid, 5 mM Tris, 2 mM ATP und 6,25% DMSO
mit oder ohne Inhibitor hergestellt. Nach einer maximal 10-miniitigen Vorinkubation bei
30°C wurde die Reaktion durch ATP-Zugabe gestartet. Nach 5 min wurden 160 pul aus
dem Ansatz entnommen und in einem separaten Eppendorfgefd3 in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren. 10 min nach ATP-Zugabe wurden weitere 160 pl eingefroren und die
Reaktion in den restlichen 160 ul wurde schlieBlich nach 20 min gestoppt. Die Standards
wurden wie oben beschrieben behandelt. Die Bafilomycin-hemmbare Aktivitit wurde aus
der Gesamtaktivitdt (Proben ohne Bafilomycin) abziiglich der Restaktivitit (Proben mit
3 uM Bafilomycin) errechnet.

Der Nachweis des beim Aktivititstest entstandenen anorganischen Phosphats
erfolgte ebenfalls nach Wieczorek et al. (1990). Hierbei bildet das Phosphat mit Molybdat
einen Komplex, der dann wiederum einen Komplex mit Malachitgriin generiert. Die
Extinktion dieser Verbindung wurde bei 625 nm photometrisch im SpectraMax Plus
(Molecular Devices) bestimmt. Mit Hilfe von Standardwerten wurde schlieSlich die
Menge an anorganischem Phosphat ermittelt.

2.3.8 Markierungsversuche mit radioaktiven, photoaktivierbaren Inhibitoren

Fiir Photoaffinitdtslabelversuche (PAL) wurden jeweils 30 ug V;Vp-Holoenzym
aus M. sexta, 20 ug V; Komplex oder 10 pg Vo Komplex in LO-Puffer (20 mM Tris-HCI
pH 8,1, 50 mM NaCl, 9,6 mM B-Mercaptoethanol, 0,01% C2E o) mit 52 uM '*C-D-
Bafilomycin, 52 pM "*C-D-Concanolid oder 100 pM "*C-D-Apicularen fiir 5 min bei RT
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inkubiert (die vollstandigen chemischen Bezeichnungen der Inhibitoren sind in Tab. 2.3
aufgelistet). Mit der Mg-ATP-Zugabe (Endkonzentration 1 mM ATP in 1,5 mM MgCl,)
wurde ein Probenvolumen von 40 pl eingestellt. Fiir Verdringungsversuche wurden
30 ug ViVo-Holoenzym zunichst mit dem 10-fachen Uberschuss (625 pM) eines
nichtradioaktiven Inhibitors fiir 5 min bei RT vorinkubiert und anschlieBend mit jeweils
62,5 uM eines radioaktiven Inhibitors versetzt. Die photoaktivierbare Quervernetzung des
Diazirinyl-Inhibitors mit dem Protein {liber die Bildung eines reaktiven Carbens wurde
durch eine einminiitige Bestrahlung mit UV-Licht (366 nm) auf Eis induziert und durch
die Zugabe von 5 x Laemmli-Probenpuffer (Abschnitt 2.3.5) und dem Kochen (45 s,
98°C) der Proben gestoppt. AnschlieBend wurden die Proben mittels einer SDS-PAGE
(T=17%, C=0,4%, siche Abschnitt 2.3.5) in einer PROTEAN II xi Cell (Bio-Rad) fiir
45 min bei 16 mA/Gel und 4 h bei 24 mA/Gel separiert (Page Ruler Prestained Protein
Ladder als Standard), mit Coomassie-Firbelosung (0,25% w/v Coomassie Serva Blue R-
250, 50% Methanol, 10% Eisessig) gefarbt und mit Entfarbe-Losung I (25% Isopropanol,
10% Eisessig) und Entfarbe-Losung II (7,5% Methanol, 10% Eisessig) entfarbt. Die Gele
wurden auf Whatman Filterpapier getrocknet, fiir 72 h auf einen Phosphorscreen
aufgelegt und mit einem Phosphorimager (Molecular Dynamics) ausgewertet. Im
Anschluss wurden Coomassie-gefiarbte Proteinbanden und die dazwischenliegenden
Banden ausgeschnitten und die darin enthaltene Radioaktivitit mit einem
Szintillationszéhler (Beckman LS6500) ermittelt. Pro Probe wurden dabei bis 10.000
counts gezdhlt, was aufgrund der Poisson-Verteilung eine Standardabweichung von 100
zur Folge hatte. Damit war die Standardabweichung der cpm-Werte 1%.

2.3.9 Massenspektrometrie

Fir massenspektrometrische Analysen (ESI) wurde ein In-Gel-Verdau
durchgefiihrt. Dazu wurden die zu untersuchenden Coomassie-gefarbten Protein-Banden
aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und jeweils in EppendorfgefdBe transferiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 250 pl HO und 10-miniitigem Schiitteln bei 25°C wurden
250 pl Entfarbe-Losung (30% Acetonitril in 100 mM NH4HCO; (auf pH 8,5 titriert mit
2 M NH4OH)) zugegeben und die Proben erneut wie zuvor inkubiert. Der Entfarbeschritt
wurde so lange wiederholt bis die Entfarbe-Losung sowie die Gelstiicke farblos blieb.
AnschlieBend wurden die Gelstiicke zwei Mal mit 250 ul H,O gewaschen und dabei
jeweils fiir 15 min bei 25°C unter Schiitteln inkubiert. Die Proben wurden danach mit
250 ul Acetonitril fiir 15 min bei 25°C geschiittelt, das Acetonitril wurde entfernt und
gegebenenfalls wurden die Gelstiicke noch weitere 15 min bei 37°C im
Vakuumkonzentrator (Eppendorf) getrocknet bis sie weil} erschienen. Es wurden 100 pl
Reduktionslosung (100 mM Dithiothreitol in 100 mM NH4HCO; (auf pH 8,5 titriert mit
2 M NH4OH)) zugegeben und unter Schiitteln zundchst 5 min bei 25°C und weitere
30 min bei 50°C inkubiert. Nach Abnahme der Losung und Zugabe von 250 pl
Acetonitril wurden die Proben wieder 15 min bei 25°C inkubiert. Die Fliissigkeit wurde
abgenommen und die Proben wurden in 100 pl Alkylierungslosung (54 mM lodacetamid
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in 100 mM NH4HCOs; (pH 8,5 mit 2 M NH4OH)) fiir 15 min abgedunkelt stehen gelassen.
Nach erneuter Abnahme der Losung wurden die Proben wieder in 250 pl Entfarbe-
Losung fiir 10 min bei 15-25°C geschiittelt und danach in 250 pl Acetonitril fiir 15 min
bei gleicher Temperatur getrocknet. Nach vollstindigem Entfernen des Acetonitrils
wurden die Proben 15 min bei 10 mbar und 37°C im Vakuumkonzentrator getrocknet.
Zum tryptischen Verdau wurden die Proteinproben mit jeweils 50 ul frischer Trypsin-
Verdaulosung (25 pg Trypsin in 250 pl 10 mM HCI, verdiinnt auf 0,01 pg/ul Trypsin mit
Verdaupuffer (5% Acetonitril mit 50 mM NH4HCO;)) versetzt und UN bei 25°C
inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und fiir spiter aufbewahrt. Die Gelstiicke wurden
mit 30 ul Acetonitril 20-30 min geschiittelt bis sie wei3 erschienen. Nach 3 min im
Ultraschallbad wurde der Uberstand in neue EppendorfgefiBe transferiert und das
Acetonitril im Vakuumkonzentrator evaporiert. Mit dem zuvor aufbewahrten Uberstand
wurden die getrockneten Peptide gelost, feste Partikel abzentrifugiert und schlieBlich
wurde der Uberstand in HPLC-GlasgefiBe iiberfiihrt.

Die massenspektrometrische Analyse (LC-MS/MS) wurde im Fachbereich durchgefiihrt.
Zur Identifizierung wurden die Peptide iiber eine HPLC (C18-Sdule) separiert, die
Peptidmassen mit Hilfe einer ESI-lIonenfalle (Esquire-HCT oder amaZon speed ETD,
Bruker Daltonics, Bremen) bestimmt und anschliefend wurden die MS/MS-Daten mit der
Mascot-Analyse (Matrix Science; www.matrixscience.com) ausgewertet, um die
Peptidsequenzen zu erhalten.

2.3.10 Minimum-Energie-Kalkulation fiir D-Concanolid

Um die Reichweite und die Flexibilitit der an die Inhibitoren Bafilomycin,
Concanolid bzw. Apicularen gekoppelte Diazirinylgruppe einschitzen zu kdnnen, wurden
Minimum-Energie-Kalkulationen am Beispiel von D-Concanolid wie in Osteresch et al.
(2012) beschrieben durchgefiihrt. Fiir die Kalkulationen, welche von der Arbeitsgruppe
von Stefanie Grond (Universitét Tiibingen) tibernommen wurden, wurden die Programme
CS Chem3D Pro 12.0.2.1076, Gaussian 98, (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA)
verwendet und eine Energieminimierung mit dem MM2-Algorithmus durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Neue PAL-Derivate von Bafilomycin, Concanamycin und Apicularen
zur Analyse der Inhibitor-Bindestellen an der V-ATPase

Fiir die Bindestellen der Plecomakrolide Bafilomycin und Concanamycin konnte
bereits gezeigt werden, dass beide Inhibitoren mit der c-Untereinheit des Vo-Komplexes
interagieren (Bowman und Bowman, 2002; Bowman et al., 2006; Bowman et al., 2004;
Huss et al., 2002). AuBlerdem scheint die Untereinheit a des Vo-Komplexes ebenfalls an
der Bindung von Bafilomycin beteiligt zu sein (Wang et al., 2005). Informationen iiber
die Bindestelle der Benzolacton Enamide waren bisher allerdings kaum vorhanden. Fiir
das Benzolacton Enamid Salicylihalamid A wurde festgestellt, dass es an einer anderen
Stelle bindet als die Plecomakrolide, aber die Protonentranslokation durch den V-
Komplex hemmt (Huss et al., 2002; Xie et al., 2004). Fiir das Benzolacton Enamid
Apicularen wurde gezeigt, dass es nicht mit der Bindung der Plecomakrolide, der
Archazolide und des NCD-4 interferiert (Bockelmann et al., 2010; Huss et al., 2005). Die
Entwicklung des neuen, radioaktiv markierten Photoaffinitétslabels (PAL) [1-14C]4-(3-
Trifluormethyldiazirin-3-yl)Benzoesdure (Bender ef al., 2007), welches an die Inhibitoren
Bafilomycin, Concanolid sowie Apicularen gekoppelt wurde (Bender et al, 2007;
Osteresch et al., 2012), ermdglicht nun neue Inhibitor-Bindestudien. In dieser Arbeit
sollen die neuen radioaktiven Diazirinyl-Derivate erstmals zur Identifizierung der
Bindestellen der genannten Inhibitoren genutzt werden.

3.1.1 Hemmung des V{Vo Holoenzyms von M. sexta durch die neuen PAL-
Inhibitoren

Um die radioaktiv markierten PAL-Derivate von Bafilomycin, Concanolid und
Apicularen (Abb. 3.1) fiir Markierungsversuche verwenden zu kdnnen, musste zundchst
iiberpriift werden, ob die Modifikationen einen Einfluss auf die Hemmung der ATPase-
Aktivitdit der V-ATPase haben. Dazu wurden ATPase-Aktivitdtstests mit den nicht-
radioaktiven Diazirinyl-Derivaten und dem V;Vo Holoenzym von M. sexta durchgefiihrt.
Verglichen mit den nativen Substanzen ist das Inhibitor-Potenzial der PAL-Derivate nur
5-100-fach reduziert (Abb. 3.1 und Tab. 3.1), sodass sie sich sehr gut fiir die folgenden
Labelversuche eigneten.
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Abb. 3.1: Hemmung der V-ATPase-Aktivitiit von M. sexta durch Bafilomycin, Concanamycin,
Apicularen und den jeweiligen PAL-Derivaten

Dargestellt sind die Hemmkurven sowie die Strukturen der Inhibitoren und ihrer Diazirinyl-Derivate, deren
vollstindige chemische Bezeichnungen in Tab. 2.3 aufgelistet sind. A, Bafilomycin A; und D-Bafilomycin
A;; B, Concanamycin A, Concanolid A und D-Concanolid A; C, Apicularen A und D-Apicularen. Die
Hemmkurven beinhalten die Mittelwerte (+ Standardabweichungen) aus drei verschiedenen Praparationen.
Die spezifische Aktivitdt der Kontrollen ohne Inhibitoren betrug 1,6 + 0,4 umol*mg'l*min'l. (A)

(A) Einige Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits in Osteresch ef al. (2012) publiziert.
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Tab. 3.1: ICs5i-Werte der Inhibitoren und ihrer PAL-Derivate fiir die Hemmung des VV,-
Holoenzyms von M. sexta (A)

Inhibitor IC5y [nM]
Bafilomycin A, 1
D-Bafilomycin A, 100
Concanamycin A 10
Concanolid A 3
D-Concanolid A 16
Apicularen A 16
D-Apicularen A 300

3.1.2 Eigenschaften der Diazirinylgruppe

Um die Reichweite und die Flexibilitit der an Bafilomycin, Concanolid und
Apicularen gekoppelten Diazirinylgruppe einschédtzen zu konnen, wurden von der
Arbeitsgruppe von Stephanie Grond (Universitdt Tiibingen) Minimum-Energie-
Kalkulationen am Beispiel von D-Concanolid durchgefiihrt. Wie in Abb. 3.2A zu sehen
ist, betriigt die Reichweite der Diazirinylgruppe etwa 6,4 A, wobei ihr Abstand zum
Makrolactonring auf etwa 5,4 A kalkuliert wurde. Das Modell demonstriert auerdem die
theoretischen Positionen der Diazirinylgruppe, die sich in Bezug auf den Pharmakophor
des Concanolids flexibel um ihre einfache Bindung der Estergruppe bewegen kann. Dabei
ergaben die Berechnungen zwei préferierte Konformationen des D-Concanolids, in denen
sich die Diazirinylgruppe einmal iiber (Abb. 3.2B) und einmal unter (Abb. 3.2C) dem
Makrolactonring des Plecomakrolids befinden.

Abb. 3.2: Minimum-Energie-Kalkulation fiir D-Concanolid

Die Linge der Diazirinylgruppe wurde mit 6,4 A berechnet, ihr Abstand vom Makrolactonring des
Concanolids betriigt etwa 5,4 A (A). Priferierte Positionen der Diazirinylgruppe in Bezug auf den Inhibitor
befinden sich einmal {iber dem Makrolactonring (B) und einmal unter dem Makrolactonring (C). (A)

47



ERGEBNISSE

3.1.3 Bindung der radioaktiven PAL-Inhibitoren an das V;Vo-Holoenzym, den
Vo- und den V{-Komplex

Um die V-ATPase-Untereinheiten zu identifizieren, mit denen die Inhibitoren
interagieren, wurden das V; Vo Holoenzym, der V;-Komplex sowie der Vo-Komplex von
M. sexta mit den '*C-Diazirinyl-gelabelten Derivaten von Bafilomycin, Concanolid bzw.
Apicularen inkubiert und UV-induziert vernetzt. Abb. 3.3 stellt die Ergebnisse der
Autoradiografie nach erfolgter SDS-PAGE dar. Der Vergleich der mit UV-Licht
bestrahlten Proben (Abb. 3.3: Spuren mit geraden Zahlen von 4-20) mit den unbelichteten
(Spuren mit ungeraden Zahlen, 5-21) zeigt, dass sowohl die Vo-Untereinheit a als auch
die Vo-Untereinheit ¢ im V;Vp-Holoenzym und im Vo-Komplex radioaktiv markiert
wurden. In den belichteten Proben des Vo-Komplexes taucht jeweils unterhalb der
Untereinheit a ein weiteres Signal auf (Spuren 8, 14 und 20), das sehr wahrscheinlich auf
ein Degradationsprodukt der a-Untereinheit zuriickzufiihren ist, welches auch in der
Coomassie-Farbung des Vo-Komplexes zu sehen ist (Spur 3). Auch in den Proben des
Vi-Komplexes sind radioaktive Markierungen zu sehen, diese sind jedoch auf
unspezifische Inhibitor-Bindungen zuriickzufiihren, da sie sowohl in den belichteten als
auch in den unbelichteten Proben zu sehen sind (Spuren 6, 7, 12, 13, 18 und 19).

14C—D—Baﬁlor\'lycin “C-D-Concanolid 14C-D-Apicularen

AVAAVARYA v v1 Vv v

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

B/H -

Cid -

n®o ®

Abb. 3.3: Radioaktive Markierung am V,V-Holoenzym, V-Komplex und Vo-Komplex von M. sexta
mit den *C-gelabelten D-Bafilomycin-, D-Concanolid- und D-Apicularen-Derivaten

Fiir die Labelversuche wurden 30 pg V;Vo-Holoenzym, 20 pg V;-Komplex oder 10 pg Vo-Komplex fiir
5 min bei 25°C mit je 52 pM "*C-D-Bafilomycin, 52 pM '*C-D-Concanolid oder 100 uM '*C-D-Apicularen
inkubiert. Nach Zugabe von 1 mM Mg-ATP wurden die Proben 1 min mit UV-Licht (366 nm) bestrahlt (+)
oder im Dunkeln gehalten (-). Im Anschluss wurden die Untereinheiten per SDS-PAGE separiert, die Gele
mit Coomassie-Blau gefirbt, getrocknet und auf einen Phosphorscreen aufgelegt. Spuren 1-3, typische
Coomassie-Blau-Farbung; Spuren 4-21, Autoradiogramme der ausgelesenen Phosphorscreens. (A)
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Spezifische Interaktionen der PAL-Inhibitoren mit dem V;-Komplex kdénnen so
gut wie ausgeschlossen werden, da bereits in fritheren Untersuchungen festgestellt
worden war, dass die ATPase-Aktivitit des V;-Komplexes von M. sexta bzw. Hefe nicht
durch das Plecomakrolid Concanamycin und der V;-Komplex von Clathrin-Vesikeln des
Rindes nicht durch das Benzolacton Enamid Salicylihalamid gehemmt wird (Gréaf et al.,
1996; Parra et al., 2000; Xie et al., 2004). Um spezifische Bindungen der PAL-
Inhibitoren an den V;-Komplex endgiiltig ausschlieen zu kdnnen, wurde der Effekt von
jeweils 30 uM D-Bafilomycin, D-Concanolid und D-Apicularen sowie der nativen
Inhibitoren auf die Ca*'- und die Mg2+-ATPase-AktiVitéit des V|-Komplexes von M. sexta
in einem Versuch getestet. Die in Abb. 3.4 dargestellten Ergebnisse zeigen wie erwartet,
dass selbst in dieser hohen Konzentration von 30 uM weder die PAL-Derivate noch deren
Ursprungssubstanzen den V;-Komplex hemmen.

140
X 120
:E;'
= 100 -
< m Ca-ATPase-Aktivitat
< 80 -
g
T 60 - Mg-ATPase-Aktivitit
[0)
(04

40 -

20 -

O p

DMSO Baf A1 D-Baf Con Ccl D-Ccl Api D-Api

Abb. 3.4: Effekt der Inhibitoren und ihrer Diazirinyl-Derivate auf die Aktivitit des V;-Komplexes
von M. sexta

Je 30 uM der Inhibitoren Bafilomycin A; (Baf A,;), D-Bafilomycin (D-Baf), Concanamycin (Con),
Concanolid (Ccl), D-Concanolid (D-Ccl), Apicularen (Api) und D-Apicularen (D-Api) wurden eingesetzt,
um den Effekt der PAL-Inhibitoren auf die Ca*- bzw. die Mg”"-ATPase-Aktivitit des V;-Komplexes von
M. sexta zu testen. DMSO wurde als Kontrolle eingesetzt. Das Balkendiagramm représentiert die relative
Aktivitit. Die spezifische Aktivitit der Kontrolle ohne Inhibitoren betrug fiir Ca®’-ATPase
0,6 pmol*mg ™ *min™' und fiir die Mg**-ATPase 1,3 umol*mg *min™".

Ein weiteres Label, das in der Ndhe der V;-Untereinheiten F und G auftritt, ist in
den V,;Vp- sowie in den Vp-Proben zu finden, jedoch nicht in den V;-Proben, weshalb
eine Markierung dieser beiden Untereinheiten zunichst auszuschlieBen ist. Um die
Herkunft dieses unerwarteten Signals eindeutig zu kldren, wurden die Banden mit den
Untereinheiten F und G sowie dariiber-, dazwischen- und darunterliegende Bereiche aus
dem Gel ausgeschnitten und die darin enthaltene Radioaktivitit mittels eines
Szintillationszéhlers bestimmt. Eine erhdhte Radioaktivitit wurde allerdings nur in den
Bereichen zwischen den beiden Untereinheiten sowie oberhalb von Untereinheit G bzw.
unterhalb von Untereinheit F und nicht in den Banden mit den Untereinheiten F und G
gemessen (Daten nicht gezeigt). Massenspektrometrische Analysen der genannten
Bereiche bestitigten die Untereinheiten F und G (Tab. 3.2), allerdings wurden keine
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Proteine in den Proben der dariiber-, dazwischen- und darunterliegenden Bereiche
detektiert. Somit sind diese Label vermutlich auf Vernetzungen der radioaktiven
Inhibitoren mit Lipiden oder Detergenzien, die speziell bei der Reinigung des VVo-
Holoenzyms und des Vo-Komplexes am Vo-Komplex haften bleiben, zuriickzufiihren.
Diese Annahme wird zudem durch die Ergebnisse von von Ballmoos et al. (2002)
gestiitzt, die zeigten, dass Vernetzungen zwischen Lipiden und Diazirinyl-gelabelten
Carbodiimid-Inhibitoren, die mit der Fo-Untereinheit ¢ der ATP Synthase interagieren,
moglich sind.

Tab. 3.2: Massenspektrometrische Analyse der Proteinbanden F und G der V-ATPase von M. sexta
Die Proteinbanden in der Hohe der Untereinheiten F und G wurden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten, mit
Trypsin verdaut und massenspektrometrisch (ESI-MS) analysiert. Die detektierten Peptidsequenzen sind
fett markiert und unterstrichen.

Untereinheit | Proteinsequenz

1 MALHAAVKGK LI SVI GDEDT CVGFLLGE G El NKNRHPNF MVWDKNTPVS
F 51 ElI EECFKRFV KRDDI DI | LI NONVAELVRH VI DAHTAPVP SVLEI PSKDH
101 PYDASKDSI L RRAKGVFNPE DLVR

1 MASQTHG QQ LLAAEKRAAE KVSEARKRKA KRLKQAKEEA QDEVEKYRQE
G 51 RERQFKEFEA KHVGTREGVA AKI DAETRI K | DEMNKMVQT QKEAVI KDVL
101 NLVYDI KPEL HI NYRW

Sowohl beim V;Vp-Holoenzym als auch beim Vo-Komplex war eine weitere
radioaktive Bande mit einer ungefdhren molekularen Masse von 20 kDa zu beobachten
(Abb. 3.3). Am stirksten trat diese Bande beim Labeling mit '*C-D-Apicularen hervor
(Spuren 16 und 20). Dieser GroBe entsprechend wiirden sowohl eine Untereinheit ¢’ als
auch die Untereinheit e des Vo-Komplexes als weitere gelabelte Untereinheit(en) in Frage
kommen. Ein mdglicherweise fiir eine Untereinheit ¢’ kodierendes Gen mit einer
kalkulierten molekularen Masse von 27 kDa wurde inzwischen im Rahmen des M. sexta
Genomprojekts identifiziert (http://agripestbase.org/manduca). Dennoch gibt es bisher
keinen Hinweis auf ein entsprechendes Genprodukt in der aus der Plasmamembran des
Mitteldarms von M. sexta gereinigten V-ATPase. Die Analyse sdmtlicher Proteine des
gereinigten V;Vo-Holoenzyms, des Vo-Komplexes oder aus deren Chloroform/Methanol-
Extraktionen mittels MALDI-MS und ESI-MS lieferten keinen Hinweis auf ein
Vorhandensein einer Untereinheit ¢” (Huss et al., 2002; Huss und Wieczorek, 2007;
M. Huss und H. Wieczorek, unverdffentlichte Daten). Demnach ist es &uBerst
unwahrscheinlich, dass hier die Untereinheit ¢’ durch 14C-D-Apicularen markiert wurde.
Mit Hilfe eines Western Blots mit dem 14C-D-Apicularen—gelabelten V1Vo-Holoenzym
und monoklonalen Antikérpern gegen die Untereinheit e der V-ATPase von M. sexta
konnte die Bande schlieBlich der Untereinheit e zugeordnet werden (Abb. 3.5, Spur 3).
Diese ist im Vo-Komplex vermutlich mit der Untereinheit a assoziiert (Muench et al.,
2009), sodass eine Markierung der Untereinheit e entweder auf die direkte Nachbarschaft
zu Untereinheit a oder eine Positionierung am Proteolipidring zuriickgefiihrt werden
konnte. Eine direkte Beteiligung an der Inhibitorbindung kann also nicht ausgeschlossen
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werden. Die genaue Lokalisation der e-Untereinheit in der V-ATPase konnte allerdings,
wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, bisher nicht bestimmt werden.

Zusammengenommen konnten durch die radioaktiven Markierungsversuche die
beiden Vo-Untereinheiten a und c als Interaktionspartner von Bafilomycin, Concanolid
und Apicularen identifiziert werden. Somit bilden diese beiden Untereinheiten die
Bindestelle sowohl fiir die Plecomakrolide als auch fiir die Benzolacton Enamide aus. Fiir
die Bindung von Apicularen kann eine Beteiligung der Untereinheit e nicht
ausgeschlossen werden, da diese ebenfalls, wenn auch deutlich schwicher als die
Untereinheiten a und c, radioaktiv markiert wurde.

Abb. 3.5: Western Blot der mit '*C-D-Apicularen gelabelten V-ATPase

Zur Identifizierung der '“C-D-Apicularen gelabelten Bande mit einer molekularen Masse von etwa 20 kDa
wurden 30 pg V;Vo-Holoenzym mit 100 pM '*C-D-Apicularen fiir 5 min bei 25°C inkubiert. Nach Zugabe
von 1 mM Mg-ATP wurden die Proben 1 min mit UV-Licht (366 nm) bestrahlt oder im Dunkeln gehalten.
Im Anschluss wurden die Untereinheiten in einer SDS-PAGE separiert. Spur 1, Coomassie-Blau-Féarbung;
Spur 2, PonceauS-Féarbung der Proteine nach dem Elektrotransfer auf eine Nitrocellulosemembran; Spur 3,
Immunfirbung mit monoklonalen Antikérpern anti-A (221-9) und anti-e (224-3); Spur 4, Autoradiographie
der belichteten Probe; Spur 5, Autoradiographie der unbelichteten Probe. (A)
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3.1.4 Labeleffizienz der radioaktiven PAL-Inhibitoren an den Vg-Untereinheiten a
und c

Neben der Identifizierung der an der Inhibitor-Bindung beteiligten V-ATPase-
Untereinheiten tlber die radioaktive Markierung sollten massenspektrometrische
Analysen ndhere Informationen liefern. Dazu sollte die V-ATPase UV-induziert mit den
nichtradioaktiven, Diazirinyl-gelabelten Inhibitoren vernetzt werden. Nach einem
tryptischen Verdau sollten massenspektrometrische Untersuchungen diejenigen V-
ATPase-Peptide, an die ein Inhibitor gebunden hat, identifizieren und zu der genauen
Bindestelle der einzelnen Inhibitoren fithren. Um zunidchst die Inhibitor-Menge, die bei
den Photoaffinititslabelversuchen tatsichlich an die V-ATPase-Untereinheiten a und c
bindet, zu bestimmen, wurden wiederum die radioaktiven PAL-Inhibitoren eingesetzt.
Die Radioaktivitit der gesamten eingesetzten Inhibitormenge wurde zusammen mit der an
der a- oder c-Untereinheit detektierten Radioaktivitit betrachtet und letztlich auf die
Menge an gebundenem Inhibitor bezogen. Dazu wurde die Gesamtradioaktivitit in 2,5 pl
Inhibitor mit einer Konzentration von 62,5 uM im Szintillationszdhler ermittelt (Tab.
3.3). Die Radioaktivitit an den Untereinheiten a und ¢ wurde bestimmt, indem die
entsprechenden Banden aus einem getrockneten SDS-Gel ausgeschnitten wurden und die
Radioaktivitdt ebenfalls im Szintillationszdhler gemessen wurde. So wurde letztlich die
Markierungseffizienz ermittelt, d.h. wie viel Mol a- oder c-Untereinheit von der gesamten
enthaltenen Menge radioaktiv gelabelt wurde. Fiir die a-Untereinheit wurde dabei
ermittelt, dass nur etwa 0,012% der gesamten Menge der a-Untereinheit mit '*C-D-
Bafilomycin bzw. '*C-D-Concanolid radioaktiv markiert wurden. Im Vergleich dazu war
die Labeleffizienz durch '“C-D-Apicularen an der a-Untereinheit mit 0,005% nochmals
etwa um die Hélfte reduziert. Fiir die c-Untereinheit ist die Labeleffizienz durch die
radioaktiven PAL-Inhibitoren noch 10-fach geringer, da die c-Untereinheit im
Proteolipidring von M. sexta vermutlich in 10-facher Kopie vorliegt (Muench et al.,
2009) und die Menge an gebundenem Inhibitor sich auf zehn Untereinheiten verteilt. Mit
0,0006% ist die Markierungseffizienz des '*C-D-Apicularens im Vergleich zu *C-D-
Bafilomycin mit 0,0009% und '*C-D-Concanolid mit 0,0012% am geringsten.

Insgesamt bleibt festzustellen, dass die Labeleffizienz aller drei radioaktiver PAL-
Inhibitoren sehr gering ist. Zudem sind die Inhibitormengen, die, bezogen auf die gesamte
eingesetzte Inhibitormenge, an den Untereinheiten a und ¢ gebunden haben, mit 0,011%
bis 0,027% fiir alle drei PAL-Inhibitoren ebenfalls sehr gering. Damit kann erklart
werden, warum in ersten massenspektrometrischen Untersuchungen zwar die
entsprechenden  V-ATPase-Untereinheiten, aber keine V-ATPase-Peptide mit
gebundenem Inhibitor identifiziert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Mit neueren,
hochempfindlichen Geréten konnte die Identifizierung der Inhibitor-gebundenen Peptide
dennoch zukiinftig mdéglich werden. Ein weiterer Ansatz zur Analyse der Inhibitor-
Bindestellen mittels Massenspektrometrie wird in Abschnitt 3.3 beschrieben.

52



ERGEBNISSE

Tab. 3.3: Labeleffizienz der '*C-Diazirinyl-Derivate von Bafilomycin, Concanolid und Apicularen

Berechnung der Labeleffizienz, d.h. der insgesamt eingesetzten Inhibitormenge in Bezug auf die tatséchlich
an die Untereinheiten a und ¢ gebundene Inhibitormenge sowie in Bezug auf die Gesamtmenge der
Untereinheiten a und c. Die Radioaktivitit der '*C-D-Inhibitoren in 2,5 pl der 62,5 uM-Verdiinnung, die
auch in den Markierungsversuchen eingesetzt wurde, wurde mit einem Szintillationszéhler bestimmt. Die
Radioaktivitidt an den Untereinheiten a und ¢ wurde ebenfalls mit einem Szintillationszahler bestimmt. Zur
Zahlung wurden dabei die Banden der getrockneten SDS-Gele mit den mit je mit 62,5 uM Inhibitor

gelabelten V,Vo-Proben ausgeschnitten (n=4).

Inhibitor Protein Labeleffizienz
] Inhibitor- "
Radio- Gesamt- Gesamt- . - nhibitor Inhibitormenge
e . Radio- Inhibitor- menge
" aktivitdt in | menge in menge o an UE a/
C-D- . aktivitit menge anUEa/
. 2,5 ul, 2,5 ul, UE ain Gesamtmenge
Inhibitor anUE a an UE a Gesamtmenge
62,5uM | 62,5uM | 30 ugV,Vo [cpi] (o] Inhibitor UEa
[cpm] [mol] [mol] P [%]
[%0]
Bafilomycin 263760 1,56E-11 3,33E-11 70 4,14E-15 0,027 0,012
Concanolid 228165 1,56E-11 3,33E-11 57 3,90E-15 0,025 0,012
Apicularen 315825 1,56E-11 3,33E-11 35 1,73E-15 0,011 0,005
] Inhibitor- "
Radio- Gesamt- Gesamt- . - fbrior Inhibitormenge
e . Radio- Inhibitor- menge
14 aktivitit in | menge in menge o an UE ¢/
C-D- . aktivitit menge an UE ¢/
- 2,5 ul, 2,5 ul, UE cin Gesamtmenge
Inhibitor an UE ¢ an UE ¢ Gesamtmenge
625WM | 625EM | 30ugViVo | ) (o] Inhibitor UE ¢
[cpm] | [mol] [mol] P . [%]
[%]
Bafilomycin 263760 1,56E-11 3,33E-10 48 2,84E-15 0,018 0,0009
Concanolid 228165 1,56E-11 3,33E-10 59 4,03E-15 0,026 0,0012
Apicularen 315825 1,56E-11 3,33E-10 38 1,88E-15 0,012 0,0006
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3.2 Eingrenzung der Bindestellen von Bafilomycin, Concanamycin und
Apicularen

Um zu iberpriifen, ob die Bindestellen von Bafilomycin, Concanolid und
Apicularen innerhalb des Vo-Komplexes tiberlappen, wurde das V;Vp-Holoenzym von
M. sexta in Gegenwart des 10-fachen Uberschusses eines anderen Inhibitors mit den
entsprechenden radioaktiven PAL-Derivaten inkubiert und UV-induziert vernetzt.

3.2.1 Die Bafilomycin-Bindestelle

Zur Eingrenzung der Bafilomycin-Bindestelle wurde das V;Vo-Holoenzym mit
DMSO, Bafilomycin, D-Bafilomycin, Concanamycin, Archazolid, Apicularen, D-
Apicularen oder Saliphenylhalamid vorinkubiert und anschlieBend mit '*C-D-
Bafilomycin gelabelt. Das Autoradiogramm des Versuchs zeigt, dass die Plecomakrolide
Bafilomycin, D-Bafilomycin und Concanamycin im Vergleich zu der Kontrolle mit
DMSO zu einer signifikanten Reduktion der Markierung an den Vo-Untereinheiten a und
c fiihrten (Abb. 3.6A, Spuren 2, 4, 6 und 8, 3.6B). Dieses Ergebnis entspricht den
Erwartungen fiir die Verdrangung des PAL-Bafilomycins durch andere Plecomakrolide
voll und ganz. Auffallend ist lediglich, dass Concanamycin das Bafilomycin-Label an der
a-Untereinheit nicht so effektiv verdriangte wie an der c-Untereinheit (Spur 8).

Das Makrolid Archazolid reduzierte das Bafilomycin-Signal sehr deutlich auf nur
noch etwa ein Drittel seiner Intensitédt (Spur 10). Dieses Ergebnis deutet auf eine deutliche
Uberlappung der Bindestellen hin und entspricht damit dem fritherer Untersuchungen, in
denen festgestellt worden war, dass Archazolid sowie Bafilomycin und Concanamycin
das Label durch '*’I-Concanolid oder '*C-BD-Archazolid an der c-Untereinheit
reduzieren (Bockelmann et al., 2010; Huss et al., 2002; Huss et al., 2005).

Die Benzolacton Enamide Apicularen und Saliphenylhalamid dagegen
verdringten das '*C-D-Bafilomycin-Label nicht, und im Falle der Vorinkubation mit
Apicularen wurde die Markierung sogar deutlich verstirkt (Spuren 12 und 16). Dies
deutet auf unterschiedliche Bindestellen von Apicularen und Bafilomycin innerhalb des
Vo-Komplexes hin und bestitigt vorhergegangene Untersuchungen, die gezeigt hatten,
dass sich die Bindestelle der Benzolacton Enamide von der der Plecomakrolide
unterscheidet (Huss et al., 2005; Huss und Wieczorek, 2009; Xie et al., 2004). Die
Vorinkubation mit D-Apicularen fiihrte zur Reduktion des '*C-D-Bafilomycin-Labels an
der c-Untereinheit (Spur 14), was vermutlich auf eine Interferenz des '*C-D-Bafilomycins
mit der Diazirinylgruppe des Apicularens, die wahrscheinlich die Bindestelle von
Bafilomycin hineinragt, zuriickzufiihren ist.

Zusammengenommen lassen die Ergebnisse der Verdringungsversuche mit dem
radioaktiven PAL-Bafilomycin darauf schlieBen, dass sich die Bindestellen der
Plecomakrolide und des Archazolids deutlich iiberlappen und dass die Benzolacton
Enamide vermutlich an einer anderen Stelle innerhalb des Vo-Komplexes mit den
Untereinheiten a und c interagieren.
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Abb. 3.6: Radioaktive Markierung der V-ATPase mit '“C-D-Bafilomycin nach Vorinkubation mit
verschiedenen Inhibitoren

Die Proben mit 30 pg V,;Vo-Holoenzym wurden fiir 5 min bei RT mit DMSO, 625 pM Bafilomycin (Baf),
D-Bafilomycin (D-Baf), Concanamycin (Con), Archazolid (Arch), Apicularen (Api), D-Apicularen (D-Api)
oder Saliphenylhalamid (Saliphe) vorinkubiert und anschlieend fiir 5 min bei 25°C mit 62,5 uM "*C-D-
Bafilomycin inkubiert. Nach Zugabe von 1 mM Mg-ATP wurden die Proben fiir 1 min mit UV-Licht (366
nm) belichtet (+) bzw. im Dunkeln gehalten (-). AnschlieBend wurden die Proben per SDS-PAGE separiert,
die Gele mit Coomassie gefarbt, getrocknet und auf einen Phosphorscreen aufgelegt. A, Spur 1, typische
Coomassie-Farbung, Spuren 2-17, Autoradiogramm. B, Analyse der Pixelintensititen der belichteten a- und
c-Untereinheiten mit dem Computerprogramm ImageQuantTL. Dargestellt sind die Mittelwerte
(£ Standardabweichungen) von zwei unabhingigen Préparationen mit Ausnahme von DMSO (n=8) und
Apicularen (n=5). (A)

55



ERGEBNISSE

3.2.2 Die Concanamycin-Bindestelle

Um die Bindestelle des Plecomakrolids Concanamycin ndher zu bestimmen,
wurden neben Concanamycin die Derivate Concanolid und D-Concanolid sowie die auch
im vorherigen Versuch verwendeten Inhibitoren Bafilomycin, Archazolid, Apicularen, D-
Apicularen und Saliphenylhalamid zur Verdringung des '*C-D-Concanolids eingesetzt.
Das Autoradiogramm sowie die Analyse der Pixelintensititen zeigen wie erwartet eine
deutliche Reduktion der radioaktiven Markierung an den Vo-Untereinheiten a und ¢ nach
der Vorinkubation mit den Plecomakroliden Bafilomycin, Concanolid und D-Concanolid
(Abb. 3.7A, Spur 4, 8 und 10, 3.7B). Durch die Vorinkubation mit Concanamycin
dagegen konnte wie auch bei der Verdringung von '*C-D-Bafilomycin (Abschnitt 3.2.1)
nur das Signal an der c-Untereinheit und nicht an der a-Untereinheit reduziert werden
(Spur 6). Auch hier verdeckte Concanamycin effektiv die Bindestelle am c-Ring. Da an
der Bindung von *C-D-Concanolid aber auch die a-Untereinheit beteiligt zu sein scheint,
ist dort weiterhin eine deutliche Markierung zu sehen. Unter Beriicksichtigung der ICs,-
Werte fiir Concanamycin und D-Concanolid fillt auerdem auf, dass sich diese mit
10 nM und 16 nM nur sehr geringfiigig unterscheiden, sodass der 10-fache Uberschuss an
Concanamycin moglicherweise nicht ausreicht, um das C-D-Concanolid-Label
vollstindig zu verdrangen.

Das Makrolacton Archazolid verdréngt das radioaktive Signal des D-Concanolids
sehr deutlich an den beiden Vo-Untereinheiten a und ¢ (Spur 12). So wird in diesem
Versuch erneut bestdtigt, dass sich die Bindestellen der Plecomakrolide und die des
Archazolids tiberlappen.

Apicularen, D-Apicularen und Saliphenylhalamid verdringten '*C-D-Concanolid
an der a- und c-Untereinheit gar nicht oder nur geringfligig, was abermals darauf
hindeutet, dass die Benzolacton Enamide eine andere Bindestelle als die Plecomakrolide
besetzen (Spuren 14, 16 und 18).

Verglichen mit den Ergebnissen der Verdringungsversuche mit '*C-D-
Bafilomycin wurde auch in diesem Versuch die Annahme bestitigt, dass es eine
Uberlappung der Bindestellen fiir die Plecomakrolide und das Archazolid gibt, wihrend
die Benzolacton Enamide an einer anderen Stelle mit den Vo-Untereinheiten a und ¢
interagieren.
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Abb. 3.7: Radioaktive Markierung der V-ATPase mit "C-D-Concanolid nach Vorinkubation mit
verschiedenen Inhibitoren

Die Proben mit 30 pg V,Vo-Holoenzym wurden fiir 5 min bei RT mit DMSO, 625 uM Bafilomycin (Baf),
Concanamycin (Con), Concanolid (Ccl), D-Concanolid (D-Ccl), Archazolid (Arch), Apicularen (Api), D-
Apicularen (D-Api) oder Saliphenylhalamid (Saliphe) vorinkubiert und anschlieBend fiir 5 min bei RT mit
62,5 uM '*C-D-Concanolid inkubiert. Nach Zugabe von 1 mM Mg-ATP wurden die Proben fiir 1 min mit
UV-Licht (366 nm) belichtet (+) bzw. im Dunkeln gehalten (-). AnschlieBend wurden die Proben per SDS-
PAGE separiert, die Gele mit Coomassie gefarbt, getrocknet und auf einen Phosphorscreen aufgelegt. A,
Spur 1, typische Coomassie-Farbung, Spuren 2-19, Autoradiogramm. B, Analyse der Pixelintensititen der
belichteten a- und c-Untereinheiten mit dem Computerprogramm ImageQuantTL. Dargestellt sind die
Mittelwerte (+ Standardabweichungen) von zwei unabhéngigen Préparationen mit Ausnahme von DMSO
(n=10), Concanamycin (n=6), D-Concanolid (n=3), Apicularen (n=6) und D-Apicularen (n=3). (A)
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3.2.3 Die Apicularen-Bindestelle

Die ndhere Untersuchung der Bindestelle von Apicularen erfolgte durch die
Verdrangung des radioaktiven PAL-Derivats nach Vorinkubation mit den Inhibitoren
Bafilomycin, = Concanamycin,  Archazolid, = Apicularen, = D-Apicularen = und
Saliphenylhalamid. Das Autoradiogramm und die Analyse der Pixelintensititen zeigen
fir die Verdrangung durch die Plecomakrolide Bafilomycin und Concanamycin eine
leichte Reduktion des '*C-D-Apicularen-Signals an den Untereinheiten a und ¢ (Abb.
3.8A, Spuren 4 und 6, 3.8B). Dieses Ergebnis ist zunichst iiberraschend, da Apicularen
selbst die Plecomakrolid-Label nicht verdrdngen konnte. Allerdings kam es in den
Versuchen, in denen das Diazirinyl-Derivat von Apicularen zur Verdringung der
radioaktiven Plecomakrolid-Derivate eingesetzt wurde, zu einer teilweisen, leichten
Reduktion der Markierung (Abb. 3.6A, Spur 14, Abb. 3.7A, Spur 16). Auf diesen
Ergebnissen basierend liegt die Vermutung nahe, dass die Diazirinylgruppe des D-
Apicularens bei der Apicularen-Bindung in die Bindestelle der Plecomakrolide hineinragt
und dadurch ihre Bindung stort und umgekehrt. Dennoch besetzt das native Apicularen
eine offenbar andere Bindestelle als die Plecomakrolide, was durch die deutlich fehlende
Verdrangung dieser nach Apicularen-Vorinkubation demonstriert wurde (Abb. 3.6A,
Spur 12, und 3.7A, Spur 14).

Die Vorinkubation mit dem Makrolacton Archazolid konnte das '*C-D-
Apicularen-Label nicht reduzieren (Abb. 3.8A, Spur 8). Demnach besetzen Archazolid
und Apicularen offensichtlich verschiedene Bindestellen. Dieses Ergebnis stimmt mit den
Erwartungen aufgrund vorangegangener Versuche iiberein, in denen die Verdringung des
fluoreszierenden Carbodiimids NCD-4 durch Archazolid nicht durch die Vorinkubation
mit Apicularen gestort wurde (Bockelmann et al., 2010).

Die Verdringung des '*C-D-Apicularens durch das native Apicularen fiihrte zu
einem zunédchst unerwarteten Resultat, da das radioaktive Signal an den Untereinheiten a
und ¢ nur sehr geringfiigig reduziert wurde (Abb. 3.8A, Spur 10, 3.8B). Eine effektivere
Reduktion wurde durch die Vorinkubation mit dem nicht-radioaktiven D-Apicularen
sowie mit Saliphenylhalamid erreicht (Spuren 12 und 14). Zusammengenommen liegt der
Schluss nahe, dass das native Apicularen wegen seiner geringfligigeren rdaumlichen
Ausdehnung méglicherweise zu klein ist, um die komplette Bindestelle des '*C-D-
Apicularens abzudecken. D-Apicularen und Saliphenylhalamid dagegen sind strukturell
identisch bzw. dhnlich groB (Abb. 3.1C und 1.9C), sodass beide *C-D-Apicularen bzw.
die Diazirinylgruppe dieses Derivats verdrangen konnen.

Zusammengenommen ergaben die '*C-D-Apicularen-Verdriangungsversuche, dass
Apicularen eine andere Bindestelle als die Plecomakrolide oder Archazolid besetzt, aber
auch, dass ein Uberlappen der Bindestellen in geringem MaBe mdglich ist und nicht
ausgeschlossen werden kann. Die in Abschnitt 3.1.3 beschriebene mogliche Beteiligung
der Untereinheit e an der Apicularen-Bindung wurde hier aufgrund der bereits erwéhnten
Griinde und auch wegen der Schwiche der radioaktiven Markierung der e-Untereinheit
nicht beriicksichtigt.
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Abb. 3.8: Radioaktive Markierung der V-ATPase mit '*C-D-Apicularen nach Vorinkubation mit
verschiedenen Inhibitoren

Die Proben mit 30 pg V,Vo-Holoenzym wurden fiir 5 min bei RT mit DMSO, 625 uM Bafilomycin (Baf),
Concanamycin (Con), Archazolid (Arch), Apicularen (Api), D-Apicularen (D-Api) oder Saliphenylhalamid
(Saliphe) vorinkubiert und anschlieBend fiir 5 min bei RT mit 62,5 pM '*C-D-Apicularen inkubiert. Nach
Zugabe von 1 mM Mg-ATP wurden die Proben fiir 1 min mit UV-Licht (366 nm) belichtet (+) bzw. im
Dunkeln gehalten (-). AnschlieBend wurden die Proben in einer SDS-PAGE separiert, die Gele mit
Coomassie gefarbt, getrocknet und auf einen Phosphorscreen aufgelegt. A, Spur 1, typische Coomassie-
Féarbung, Spuren 2-15, Autoradiogramm. B, Analyse der Pixelintensititen der belichteten a- und c-
Untereinheiten mit dem Computerprogramm ImageQuantTL. Dargestellt sind die Mittelwerte
(£ Standardabweichungen) von unabhingigen Priparationen: DMSO (n=10), Bafilomycin (n=4),
Concanamycin (n=4), Archazolid (n=4), Apicularen (n=5), D-Apicularen (n=4) und Saliphenylhalamid
(n=3). (A)
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3.3 Effekt von F-PAL-Inhibitoren auf die V-ATPase-Aktivitiat von M. sexta

Im Zuge der Weiterentwicklung der Methoden zur Identifizierung der Inhibitor-
Bindestellen innerhalb der V-ATPase und als Konsequenz aus dem Wissen, dass die
Labeleffizienz mit den Diazirinyl-Inhibitoren sehr gering ist (Abschnitt 3.1.4), wurden
neue Diazirinylbenzoesduren mit Perfluorobutyl- und Perfluorooctylketten (F-PAL)
entwickelt und an die Plecomakrolide Bafilomycin und Concanamycin gekoppelt
(Burkard et al., 2010). Mit Hilfe dieser neuen F-PAL-Derivate (Abb. 3.9) sollte es nach
dem Photoaffinitédtslabeln der V-ATPase, einem tryptischen Verdau des Proteins und der
Anreicherung der gelabelten Fragmente mittels Fluorchromatografie moglich werden, die
Aminosduren, an die der F-PAL-Inhibitor gebunden hat, massenspektrometrisch zu
identifizieren. Voraussetzung fiir diese Untersuchungen ist, dass die neuen Derivate trotz
ihrer Modifikationen die V-ATPase effektiv inhibieren. Um diese Frage zu kléren,
wurden ATPase-Aktivititstests mit dem V;Vo-Holoenzym von M. sexta durchgefiihrt und
die ICso-Werte der F-PAL-Inhibitoren ermittelt. Ein moglicher Effekt der Perfluorobutyl-
oder Perfluorooctylketten selbst auf die Hemmung der V-ATPase wurde durch das
Anhingen der Fluorketten an Tetrahydronaphtalin (Tetralin), einer Kontrollsubstanz ohne
Effekt auf die V-ATPase, ausgeschlossen (Abb. 3.10A).

C4Fg-D-Tetralin F g
F

<ob NSO

Abb. 3.9: Uberblick iiber die Strukturen der neuen F-PAL-Derivate

Dargestellt sind die F-PAL-Derivate von Concanolid und Bafilomycin mit angehéngten Perfluorobutyl-
oder Perfluorooctylketten. Zum Vergleich mit den Ursprungssubstanzen siche Abb. 3.1. Als
Kontrollsubstanz wurde Tetralin mit den Fluorketten gekoppelt.

CgF17-D-Tetralin
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Abb. 3.10: Hemmung der ATPase-Aktivitit des M. sexta V,Vo-Holoenzyms mit den neuen F-PAL-
Inhibitoren

A, Hemmkurven der V-ATPase mit Concanamycin A, D-Concanolid, C4,Fy-D-Concanolid A und CgF;;-D-
Concanolid A, sowie den Kontrollverbindungen C,4Fy-D-Tetralin (C4Fy-D-Tetrahydronaphthalin) und CgF44-
D-Tetralin (CgF,;-D-Tetrahydronaphthalin) zum Ausschluss eines mdglichen Effekts der Fluorketten. B,
Hemmkurven der V-ATPase mit Bafilomycin A;, D-Bafilomycin A; und den F-PAL-Derivaten C,Fo-D-
Bafilomycin und CgF,;-D-Bafilomycin. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichungen) aus
zwei verschiedenen Priparationen, wobei die beiden Tetralin-Derivate nur einmal als Verdiinnungsreihe
getestet und im zweiten Ansatz nur noch die beiden héchsten Konzentrationen (10° und 10* nM) eingesetzt
wurden. Die spezifische Aktivitit der Kontrollen ohne Inhibitor betrégt 1,3 + 0,1 pmol*mg™” *min™'. Diese
Ergebnisse wurden bereits in der Arbeit Burkard ef al. (2010) verdffentlicht.

Die Hemmkurven mit den F-PAL-Concanolid-Derivaten C4F9-D-Concanolid und
CsF7-D-Concanolid (fiir die vollstindigen chemischen Bezeichnungen siehe Tab. 2.3)
zeigen, dass die Verldngerung der Perfluorobutyl- oder Perfluorooctylketten den ICs-
Wert nur geringfiigig auf 70 nM bzw. 80 nM senkt (Abb. 3.10A). Damit haben die neuen
F-PAL-Derivate des Concanamycins noch immer ein ausreichend hohes Inhibitor-
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Potenzial und eignen sich sehr gut fiir folgende Labelversuche. Im Falle der F-PAL-
Bafilomycin-Derivate stellte sich dagegen heraus, dass die Modifikationen die Inhibitor-
Bindung an die V-ATPase storen und offensichtlich dadurch das Inhibitor-Potential
erheblich, d.h. um mehr als den Faktor 100, gesenkt wird (Abb. 3.10B).
Dementsprechend sind diese Derivate nicht fiir die Fluor-Labelversuche geeignet. Fiir
diese Diskrepanz zwischen den F-PAL-Derivaten der beiden Plecomakrolide kommt
moglicherweise die kiirzere Struktur des Bafilomycins, im Vergleich zum Concanamycin,
als Begriindung in Frage, da dort das Anhéngen der Fluorketten moglicherweise einen
groferen, storenden Effekt hat.
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3.4 Genetische Manipulationen der V-ATPase-Untereinheit a von

S. cerevisiae

3.4.1 Gegenseitige Komplementationsfiahigkeit von Vphl und Stvl

Die gegenseitige Komplementationsfahigkeit der Untereinheiten Vphl und Stvl
bei der Hefe war bereits in fritheren Arbeiten untersucht worden (Kawasaki-Nishi et al.,
2001c; Manolson et al., 1994; Perzov et al., 2002; Tarsio et al., 2011). Da jedoch in
dieser Arbeit fiir weiterfiihrende Untersuchungen zur Identifizierung der Bindestelle von
Apicularen eine neue Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Stvl sowie neue Vektoren
zur Expression der beiden Isoformen unter dem jeweiligen nativen Promotor (Tab. 2.8)
hergestellt werden sollten, wurden die Eigenschaften der resultierenden Stimme hier
erneut analysiert. Die Deletionsmutanten BY4741Avphl und BY4742Astv] sowie ihre
Komplementationsstimme mit den Vektoren pRS415/VPHI und pRS415/STVI wuchsen
1m Wachstumstest alle auf Medium mit einer erhohten CaCl,-Konzentration oder mit
einem pH von 7,5 (Abb. 3.11A). Damit besitzen diese Stdmme eine soweit
funktionstiichtige V-ATPase, dass ein wildtypgleiches Wachstum erreicht wird. Wahrend
die aus der Kreuzung der Dbeiden Einfachdeletionsmutanten entstandene
Doppeldeletionsmutante BY4741AvphiAstvl als Einzige einen vollstindigen Vma -
Phénotyp aufwies, flihrte die Transformation mit Vphl oder Stvl erneut zu
wildtypgleichem Wachstum auf Medium mit erhohter CaCl,-Konzentration oder
erhohtem pH (Abb. 3.11A). Vphl und Stvl scheinen sich also im Wachstumstest
gleichermallen komplementieren zu konnen. In den weiteren Untersuchungen zur Analyse
der V-ATPase-Assemblierung und -Aktivitdit in den jeweils isolierten
Vakuolenmembranen zeigte sich jedoch ein anderes Bild. Die Menge an assemblierter V-
ATPase, die im Western Blot mit Antikdrpern gegen die V;-Untereinheit B (Vma2) und
die Vo-Untereinheit d (Vma6) nachgewiesen wurde, ist in dem Stamm ohne Vphl-
Untereinheit (Avphl) deutlich reduziert (Abb. 3.11B). Die Deletion von Vphl konnte
durch die Transformation mit dem Vphl-Plasmid (Avphl+VPHI) komplementiert
werden, wihrend dies mit der Untereinheit Stvl (Avphl+STVI) bei der hier
durchgefiihrten Expression unter dem nativen Promotor nur in sehr geringem Ausmall
moglich war. Die Deletion von Stvl und damit auch die Expression von Vphl oder Stvl
in dem AstvI-Stamm haben keinen Einfluss auf die Menge an assemblierter V-ATPase in
den gereinigten Vakuolenmembranen. Wie erwartet hatte die gleichzeitige Deletion von
Vphl und Stvl zur Folge, dass keine V-ATPase mehr in den Vakuolenmembranen
exprimiert wurde (AvphlAstvl). Die Doppeldeletion von Vphl und Stvl wurde nur durch
die Expression von Vphl vollstindig komplementiert (AvphlAstvI+VPH]I), wihrend die
Expression von Stvl nur zu einer sehr geringen Menge assemblierter V-ATPase in den
gereinigten Vakuolenmembranen (AvphlAstvI+STV1) fihrte.
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A

Avph1Astv1+STV1 B

B
anti-B
anti-d ——
C V-ATPase-Aktivitit
pmol/min/mg relativ [%)] n
WT 0,361+0,083 100 2
Avph1 0,06 +0,014 17 2
Avph1 + VPH1 0,335+0,035 93 2
Avph1+ STV1 0,11 £ 0,057 30 2
Astv1 0,344 £0,142 95 2
Astv1 + VPH1 0,346 £+ 0,153 96 2
Astv1 + STV1 0,301+£0,023 83 2
Avph1Astv1 0 0 1
Avph1Astvl + VPH1  0,482+0,078 134 2
Avph1Astvl + STV1 0,039 + 0,027 11 2

Abb. 3.11: Gegenseitige Komplementationsfiahigkeit von Vphl und Stvl

Fir die Analyse der gegenseitigen Komplementationsfahigkeit von Vphl und Stvl wurden der Vma-
Phénotyp sowie die Assemblierung und Aktivitit der V-ATPase in den gereinigten Vakuolenmembranen
der folgenden Stimme untersucht: BY4741 (WT), BY4741Avphl (Avphl), BY4741Avphi+pRS415/VPHI
(Avphl+VPHI), BY4T741Avphl+pRS415/STVI (Avphl+STVI), BY4742Astvl (Astvl), BY4T42Astvi+
pRS415/VPHI  (Astvi+VPHI), BY4742Astvi+pRS415/STVI  (Astvi+STVI), BY4741AvphiAstvl
(AvphlAstvl), BYA4741AvphiAstvi+ pRS415/VPHI  (AvphlAstvi+VPHI), BYA4741AvphiAstvi+
pRS415/STVI (AvphlAstvI+STVI). A, Wachstumstest zur Analyse des Vma-Phénotyps: Jeweils 5 pl der
Verdiinnungen von 10* bis 10° Zellen/ml wurden auf Agarplatten mit YPDA pH 5,5 (pH 5,5), YPDA pH
5,5 mit 0,1 M CaCl, (CaCl,), YPDA pH 7.5 (pH 7,5) sowie auf Selektionsmedium ohne Leucin (SD™)
aufgetropft. B, V-ATPase-Assemblierung: Western Blot mit jeweils 10 pg der gereinigten, TCA-gefillten
Vakuolenmembranen. Die Assemblierung wurde mit Antikdrpern gegen die Untereinheiten B und d
gepriift. C, Bafilomycin-hemmbare V-ATPase-Aktivitit der Vakuolenmembranen. Dargestellt sind die
Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der Aktivitdten, die relative Aktivitdt abgeleitet von der Wildtyp-
Aktivitdt sowie die Anzahl (n) der getesteten unabhéngigen Préparationen.
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Die V-ATPase-Aktivitit in den Vakuolenmembranen der hier untersuchten
Stdimme entspricht den Erwartungen aus den Untersuchungen zur V-ATPase-
Assemblierung (Abb. 3.11C). Die Deletion von Vphl resultierte in einer reduzierten
Aktivitdit von nur noch 17% verglichen mit der V-ATPase-Aktivitit des Wildtyps.
Wihrend durch die Transformation des Avphl-Stammes mit der Vphl-Untereinheit eine
nahezu wildtypgleiche Aktivitdt von 93% erreicht wurde, hatte die Stvl-Expression nur
eine V-ATPase-Aktivitdt von 30% zur Folge. Die Deletion von Stvl (Astvl) sowie die
Komplementation mit Vphl oder Stvl hatten nahezu keine Auswirkung auf die V-
ATPase-Aktivitit, die wie erwartet fast Wildtypniveau erreichte. In den
Vakuolenmembranen der Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Stvl konnte keine V-
ATPase-Aktivitit gemessen werden, jedoch fiihrte die Expression von Vphl in dem
Mutationsstamm zu einer V-ATPase-Aktivitit von liber 100%. Dagegen konnte bei der
Expression von Stvl nur eine V-ATPase-Aktivitdt von 11% gemessen werden.

Zusammengenommen bestétigen die hier vorgestellten Ergebnisse die Resultate
vorangegangener Untersuchungen, dass eine gegenseitige Komplementationsfahigkeit
von Vphl und Stvl in gewissem Ausmal} moglich ist (Manolson et al., 1994; Perzov et
al., 2002). Wihrend im Wachstumstest kaum Auswirkungen festzustellen waren, zeigte
sich bei der hier betrachteten Expression von Vphl und Stvl unter dem jeweiligen
natiirlichen Promotor, dass Stvl die gravierenden Folgen des Vphl-Verlusts fiir die
Assemblierung und die Aktivitdt der V-ATPase in den gereinigten Vakuolenmembranen
jedoch nur sehr geringfiigig komplementieren konnte. Dennoch ist letztendlich eine
Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Stvl notwendig, um weitere Untersuchungen zur
Komplementation mit mutagenisierten oder speziesfremden a-Untereinheiten durchfiihren
zu konnen.

3.4.2 Generation von Hybrid-a-Untereinheiten aus Vphl und den humanen
Isoformen a3 bzw. a4

Die radioaktiven PAL-Experimente mit '*C-D-Apicularen fiihrten zu dem
Ergebnis, dass innerhalb des Vo-Komplexes sowohl die a- als auch die c-Untereinheit
markiert werden (Abschnitt 3.1.3). Um herauszufinden, ob die Untereinheit a die
Apicularen-Bindestelle beinhaltet, wurde die Tatsache genutzt, dass die V-ATPase von
S. cerevisiae nicht durch Apicularen gehemmt wird (S. Bockelmann, M. Huss und H.
Wieczorek, unveroffentlichte Daten). Um die Apicularen-Bindestelle zu charakterisieren,
sollte nun die a-Untereinheit der V-ATPase aus einem Organismus, der sensitiv
gegeniiber Apicularen ist, in einer Hefe-Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Stvl
exprimiert werden. Sollte daraus eine aktive Hybrid-V-ATPase entstehen, die mit
Apicularen gehemmt werden kann, so wére auf eine elegante Art und Weise
nachgewiesen, dass die a-Untereinheit der Hauptinteraktionspartner flir Apicularen ist.
Des Weiteren konnte die Apicularen-Bindestelle dann mittels gerichteter Mutagenese der
Plasmid-kodierten a-Untereinheit identifiziert werden. Fiir die a-Untereinheit aus der
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Zitrone und die Isoform a4 der humanen V-ATPase war allerdings bereits festgestellt
worden, dass sie die Deletion von Vphl und Stv1l nicht komplementieren (Aviezer-Hagai
et al., 2000; Su et al., 2008). Der Grund hierfiir liegt moglicherweise darin, dass die im
N-Terminus von Vphl fiir die richtige Lokalisation von Vphl enthaltenen Informationen
bei den a-Untereinheiten anderer Spezies fehlen (Kawasaki-Nishi et al., 2001a). Der
Einbau dieser speziesfremden a-Untereinheiten konnte auch die korrekte Interaktion des
N-Terminus von Vphl mit Vmal und Vmal3 stéren (Landolt-Marticorena et al., 2000).
Um die in Vphl enthaltenen und offenbar fiir eine funktionierende V-ATPase essentiellen
Informationen zu erhalten, sollten in dieser Arbeit Hybrid-Untereinheiten, bestehend aus
der N-terminalen Hélfte von Vphl und der C-terminalen Hélfte der humanen a-Isoformen
a3 bzw. a4, hergestellt werden. So sollten die Untereinheiten Vphl/a3 und Vphl/a4
angelehnt an die Hybrid-Untereinheit aus Vphl und Stvl (Kawasaki-Nishi et al., 2001a)
entstehen.

A
391/ 830/
1 396 840
N-Terminus H.s. a3/a4 C-Terminus H.s. a3/a4
21 22/23

C-Terminus H.s. a3/a4

Bsgl
L 00O OO O
Nativer 4 N-Terminus Vph1 410 C-Terminus Vph1 840 Natjver
Promotor Terminator
1 N-Terminus Vph1 410 C-Terminus H.s. a3/a4 850/
855
B
Pro-410

380

Vphl : VIO HT
H.=s.a3 : HREINECJHDM]
H.=s.a4 : T THOEAT

Tyr-391 bzw. -396

Abb. 3.12: Entstehung der Hybrid-Untereinheiten Vphl/a3 und Vphl/a4

A, Austausch der C-terminalen Hilfte von Vphl gegen den C-Terminus von Untereinheit a3 bzw. a4
mittels homologer Rekombination. Der C-Terminus von Untereinheit a3 bzw. a4, genauer AS 391-830 bei
a3 bzw. AS 396-840 bei a4, wurde mit den Primerkombinationen 21/22 bzw. 21/23 aus den Plasmiden pCR-
II/ha3 bzw. pJV96/had4 (Tab. 2.7) amplifiziert, wobei zusétzlich homologe Basensequenzen von 40 Bp
angehdangt wurden. Parallel wurde das Plasmid pRS415/VPHI tiber die im C-Terminus befindliche Bsgl-
Schnittstelle linearisiert und anschlieBend durch die homologe Rekombination des C-Terminus von a3 bzw.
a4 wieder geschlossen. B, Sequenzvergleiche der Untereinheiten Vphl und H.s. a3 bzw. H.s. a4,
Ausschnitt des Ubergangs von der N- zur C-terminalen Doméne der a-Untereinheiten. (A)
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Praktisch erfolgte die Zusammenfithrung der N-terminalen Hélfte von Vphl,
wobei die Aminosduren 1-410 gewihlt wurden, um die konservierte Aminosdure Prolin
beizubehalten, die moglicherweise hier als helixbrechende, hydrophobe Aminosiure eine
wichtige Rolle beim Membraneintritt der TMH spielt, mit der C-terminalen Hélfte der
humanen Isoform a3 (AS 391-830) bzw. a4 (AS 396-840) mittels homologer
Rekombination in Leucin-defizienten Wildtypzellen des Stammes BY4741 (Abb. 3.12A).
Nach erfolgreicher Integration des C-Terminus von a3 bzw. a4 iiber die homologen
Bereiche in den zuvor linearisierten Vektor pRS415/VPH]I lag ein geschlossenes Plasmid
— im Folgenden pRS415/VPHI1/a3 bzw. pRS415/VPH1/a4 genannt — vor, das iiber das
Wachstum der Wildtypzellen Leucin-freiem Medium erfolgreich selektiert wurde. Abb.
3.12B zeigt den Ausschnitt des Vergleichs der Aminosduresequenzen Vphl, H.s. a3 und
H.s. a4 im Bereich der Schnittstelle der N- und C-terminalen Doméne. Die beiden
Hybrid-Untereinheiten wurden im Folgenden zur Komplementation der Doppeldeletion
fiir Vphl und Stv1 eingesetzt.

3.4.3 Expression der Hybrid-Untereinheiten Vph1/a3 und Vphl/a4 in S. cerevisiae

Zur Analyse der Funktionalitit der beiden neuen Hybrid-Untereinheiten wurde die
Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Stvl mit den Plasmiden pRS415/Vphi/a3 bzw.
pRS415/Vphl/a4 transformiert. Der Wachstumstest der resultierenden Hefestimme auf
verschiedenen Medien zeigte, dass die Stimme mit den Hybrid-Untereinheiten Vphl/a3
und Vphl/a4 wie die Deletionsmutante AvphlAstvl und auch die zur Kontrolle mit der
humanen a4-Untereinheit (Plasmid pJV96ha4) transformierte Doppeldeletionsmutante
H.s.-a4 einen Vma -Phénotyp besitzen (Abb. 3.13A). Sie wuchsen im Gegensatz zum
Wildtyp nicht auf Medium mit erhéhter CaCl,-Konzentration oder auf Medium mit einem
pH von 7,5. Die beiden neuen Hybrid-Untereinheiten komplementierten die
Doppeldeletion von Vphl und Stvl also offenbar nicht funktionell. Die Uberpriifung der
Assemblierung der V-ATPase in den Vakuolenmembranen der Hybrid-Stimme mittels
Western Blot fiel allerdings positiv aus. In schwachem, aber deutlichem Ausmal} konnten
die Vo-Untereinheit d (Vma6) und die V;-Untereinheit B (Vma2) in den Hybrid-
Stammen Vphl/a3 und Vphl/a4 detektiert werden (Abb. 3.13B, fiir die humane a4-
Untereinheit nicht gezeigt). In den Vakuolenmembranen des Stammes Vphl/a4 wurde
zusitzlich die Expression der Vphl-Untereinheit nachgewiesen, fiir den Stamm Vphl/a3
allerdings nicht. ATPase-Aktivititstests mit gereinigten Vakuolenmembranen
demonstrierten jedoch, dass die Stimme mit den Hybrid-Untereinheiten keine
nachweisbare V-ATPase-Aktivitdt besitzen (Abb. 3.13C, fiir die humane a4-Untereinheit
nicht gezeigt), was die aus den Wachstumstests hervorgegangene Vermutung bestatigt.
Damit konnten die beiden Hybrid-Untereinheiten einerseits so in die Hefe-V-ATPase
integriert werden, dass sie zwar assembliert, andererseits aber nicht aktiv ist.

Zusammengenommen belegen die Ergebnisse, dass die Integration der Hybrid-
Untereinheiten Vphl/a3 und Vphl/a4 in den Deletionsstamm fiir Vphl und Stv1 nicht in
einer funktionsfahigen Hybrid-V-ATPase resultierte. Dementsprechend konnen aus
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diesen Versuchen keine Riickschliisse auf die Interaktion von Apicularen und der a-
Untereinheit gezogen werden.

A pH 5,5 CaCl, pH 7,5 SDLes SDYe
wr 0
Avph1Astv1 "EEY
VPH1/a3 [\ ] _
VPH1/ad A
B ,\Vo" \\'{P \\fzy C V-ATPase-Aktivitat
§ 6\&\ \\QQ‘ \8‘2‘ pmol/min/mg relativ [%] n
anti-Vph WT 0,361+0,083 100 2
— Avph1Astv1 0 0 1
anti-B T— 1 VPH1/a3 0 0 2
anti-d ee— VPH1/a4 0 0 2

Abb. 3.13: Wachstum, V-ATPase-Assemblierung und —Aktivitit der Stimme mit den Hybrid-
Untereinheiten Vphl/a3 und Vphl/a4

Analyse der Komplementation der Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Stvl durch die neuen Hybrid-
Untereinheiten: ~ BY4741AvphiAstvi+pRS415/VPHI/a3  (VPHI1/a3) und  BY4741AvphiAstvi+
pRS415/VPHI1/a4 (VPHI/a4). Kontrollstimme: Wildtyp BY4741 (WT) und Doppeldeletionsmutante
BY4741AvphiAstvl (AvphiAstvl). Im Wachstumstest wurde zudem die Komplementation durch die
humane a4-Untereinheit (BY4741AvphlAstvi+pIV96/had (H.s.-a4)) getestet. A, Wachstumstest auf
Agarplatten mit YPDA pH 5,5 (pH 5,5), YPDA pH 5,5 mit 0,1 M CacCl, (CaCl,), YPDA pH 7,5 (pH 7.5)
sowie auf Selektionsmedium ohne Leucin (SD™") oder ohne Uracil (SD™V™). B, Assemblierung der V-
ATPase: Western Blot mit je 10 pug Vakuolenmembranen und Antikorpern gegen die V-ATPase-
Untereinheiten B und d. Zusétzlich wurde die Expression der Untereinheit Vphl mit einem Vphl-
Antikorper {iberpriift. C, Bafilomycin-hemmbare V-ATPase-Aktivitit der Vakuolenmembranen.
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der Aktivitdten, die relative Aktivitdt abgeleitet
von der Wildtyp-Aktivitit sowie die Anzahl (n) der getesteten unabhéngigen Priparationen. (A)
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3.5 Komplementationsstudien in S. cerevisiae: Austausch der c-Untereinheit

(Vma3)

3.5.1 Expression der c-Untereinheiten der V-ATPasen von Homo sapiens, Mus
musculus und Manduca sexta

Die Expression der neuen Hybrid-Untereinheiten Vphl/a3 und Vphl/a4 in dem
Hefe-Deletionsstamm fiir Vphl und Stv1 fiihrte zwar zu einer assemblierten V-ATPase,
jedoch war keine V-ATPase-Aktivitidt messbar (Abschnitt 3.4.3). Als Konsequenz daraus
sollten nun speziesfremde c-Untereinheiten in Hefe exprimiert werden, da die
radioaktiven Markierungsexperimente mit '*C-D-Apicularen darauf hindeuteten, dass
Apicularen innerhalb des Vo-Komplexes neben der a-Untereinheit auch mit der c-
Untereinheit interagieren konnte (Abschnitt 3.1.3). Idealerweise sollte nun die Expression
von Homologen der c-Untereinheit Apicularen-sensitiver V-ATPasen, wie die der Sduger
und Insekten, in einer Hefe-Deletionsmutante fiir Vma3 in einer Hybrid-V-ATPase
resultieren, die aktiv und assembliert vorliegt und durch Apicularen gehemmt werden
kann. Dadurch wire eindeutig nachgewiesen, dass die c-Untereinheit die Bindestelle fiir
Apicularen beherbergt. Die Moglichkeit speziesfremde Untereinheiten in einer vma3-
Deletionsmutante zu exprimieren war bereits fiir die 16 kDa Proteolipide von Drosophila
melanogaster und Nephrops norvegicus gezeigt worden (Finbow et al., 1994; Harrison et
al., 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde die vma3-Deletionsmutante BMA64-
I1BAvma3 mit Plasmiden, die die kodierenden Sequenzen der c-Untereinheiten der V-
ATPase von Homo sapiens, Mus musculus und Manduca sexta tragen, transformiert. Das
Wachstum der resultierenden Hefestimme auf verschiedenen Medien ist in Abb. 3.14A
dargestellt. Die Transformation der vma3-Deletionsmutante mit der hefeeigenen c-
Untereinheit ¥MA3 als Kontrolle fiihrte zu einem WT-gleichen Phianotyp: Beide Stimme,
WT und VMA3, wuchsen sowohl auf Medium mit erh6éhter Calcium-Konzentration
(CaCly) als auch auf Medium mit einem pH von 7,5 (Abb. 3.14A). Die c-Untereinheiten
von H. sapiens, M. musculus und M. sexta wurden ebenfalls erfolgreich in die vma3-

Leu

Deletionsmutante integriert (Wachstum auf SD™"). Die drei resultierenden Stimme
konnten zwar nicht auf Medium mit pH 7,5, aber auf Medium mit erhdhter
Calciumkonzentration wachsen. Das deutet darauf hin, dass in diesen drei Stimmen eine
zumindest teilweise funktionelle V-ATPase vorliegt.

Die Assemblierung der V-ATPase in den Vakuolenmembranen dieser Stimme
wurde in Western Blots mit Hilfe der Antikorper gegen die V;-Untereinheit B (Vma2)
und gegen die Vop-Untereinheit d (Vma6) nachgewiesen. In den Kontrollen mit
Vakuolenmembranen vom Wildtyp und dem mit der hefeeigenen VMA3-Untereinheit
komplementierten Deletionsstamm konnten sowohl die B- als auch die d-Untereinheit
detektiert werden (Abb. 3.14B). In den Hybridstimmen mit der humanen c-Untereinheit
und der c-Untereinheit von M. sexta wurden ebenfalls beide Untereinheiten erfolgreich
nachgewiesen. Ebenso wurde die Expression der humanen c-Untereinheit iiber den C-

terminal angehéngten HA-Tag demonstriert. Im Fall des Hybridstammes mit der murinen
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c-Untereinheit sind nur sehr schwache Banden bei den Untereinheiten B (Vma2) und d
(Vma6) zu erkennen. Zwar fiihrte der Einbau dieser c-Untereinheit zu einem im
Wachstumstest teilweise aktiven Hybridstamm (Abb. 3.14A), jedoch war die Menge an
assemblierter V-ATPase sehr gering oder die Hybrid-V-ATPase war sehr instabil und
zerfiel offenbar bei der Reinigung der Vakuolenmembranen sehr leicht.

-~ ' *®
l. .

o
VMASE

H.s.-c
M.m.-c . PP
M.s.-c O
B H._s’;-c
WT Avma3 VMA3 Hs-c Mm-c Ms-c VMA21
anti-B  sesm— “ T St — i
anti-d " — it i - —
anti-HA e ——
C V-ATPase-Aktivitat
umol/min/mg  relativ[%] n
WT 0,36 £ 0,087 100 3
Avma3 0 0 1
VMA3 0,29 £ 0,026* 81 -
H.s.-¢ 0,056 +0,018 16 4
M.m.-c 0,007 £0,004 2 2
M.s.-c 0,046 £0,025 13 2
H.s.-c + VMA21 0,177 £0,07 49 3

Abb. 3.14: Wachstum sowie V-ATPase-Assemblierung und -Aktivitit der Hybridstimme mit den c-
Untereinheiten von H. sapiens, M. musculus und M. sexta

Neben den Hybridstimmen BMA64-1BAvma3+pGADT7/Hsc (H.s.-c), BMA64-1BAvma3+pGADT7/Mmc
(M.m.-c),  BMAG64-1BAvma3+pGADT7/Msc ~ (M.s.-c) und  BMAG64-1BAvma3+pGADT7/Hsc+
pRS316/VMA21 (H.s.-c+VMA21) wurden als Kontrollen der Wildtypstamm BMAG64-1B (WT), die
Deletionsmutante  fir VMA3, BMAG64-1BAvma3 (Avma3), die mit VMA3 komplementierte
Deletionsmutante BMA64-1BAvma3 + pRS415/VMA3 (VMA3) sowie im Wachstumstest zusétzlich die mit
dem leeren Vektor pGADT?7 transformierte Deletionsmutante BMA64-1BAvma3+pGADT7 (pGADT7)
untersucht. A, Wachstumstest auf Agarplatten mit YPDA pH 5,5 (pH 5,5), YPDA pH 5,5 mit 0,1 M CaCl,
(CaCl,), YPDA pH 7,5 (pH 7,5) sowie auf Selektionsmedium ohne Leucin (SD™"). B, Western Blot mit je
10 pg Vakuolenmembranen. Die V-ATPase-Assemblierung wurde mit Antikorpern gegen die
Untereinheiten B und d gepriift, mit einem Antikdrper gegen den HA-Tag wurde die Expression der H.s.-c-
Untereinheit untersucht. C, Bafilomycin-hemmbare V-ATPase-Aktivitit der Vakuolenmembranen.
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der Aktivitdten, die relative Aktivitdt abgeleitet
von der Wildtyp-Aktivitit sowie die Anzahl (n) der getesteten unabhéngigen Préparationen. * = Wert aus
Bahr, 2008 (Diplomarbeit, Universitdt Osnabriick). (A)
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Zur Bestimmung der V-ATPase-Aktivitdt in den verschiedenen Hybrid-Stimmen
wurden die Hefevakuolenmembranen gereinigt und ATPase-Aktivititstests durchgefiihrt.
In Abb. 3.14C sind die getesteten Stimme sowie ihre Bafilomycin-hemmbare Aktivitdt
aufgelistet, und es wird deutlich, dass die ATPase-Aktivititen der Hybridstimme
teilweise erheblich hinter denen des Wildtyps BMA64-1B zuriickblieben. Der Stamm mit
der humanen V-ATPase-c-Untereinheit wies eine ATPase-Aktivitit von 0,056 =+
0,018 U/mg auf, was etwa 16% der Wildtypaktivitdt entspricht und damit fast an die
25%-Grenze heranreicht, die laut (Leng et al., 1996) ausreicht, um Wildtypniveau zu
erreichen. Der Stamm mit der c-Untereinheit von M. sexta besal} eine Aktivitit von 0,046
+ 0,025 U/mg, entsprechend 13% der Wildtypaktivitit. Dagegen ging die ATPase-
Aktivitdt des Stammes mit der murinen V-ATPase-c-Untereinheit Richtung null. Das
liegt moglicherweise an dem schon erwihnten Zerfall der instabilen Hybrid-V-ATPase
wihrend der Reinigung der Vakuolenmembranen.

Einem Hinweis nach personlicher Kommunikation mit Tom Stevens folgend
wurde der Effekt der Co-Expression des V-ATPase-Assemblierungsfaktors Vma2l, der
durch die Interaktion mit den Proteolipiduntereinheiten die Assemblierung des V-
Komplexes vermittelt, auf die Aktivitit der Hybrid-V-ATPase mit der humanen c-
Untereinheit iiberpriift. Es zeigte sich, dass die vollstindig assemblierten Hybrid-V-
ATPasen (H.s.-c + VMAZ2I) eine ATPase-Aktivitit von 0,177 + 0,07 U/mg haben.
Demnach konnte die ATPase-Aktivitét tatsdchlich auf fast 50% der Wildtypaktivitdt und
somit auf das 3-fache der Hybrid-V-ATPase mit der humanen c-Untereinheit ohne
VMA21-Co-Expression gesteigert werden.

Insgesamt konnten die c-Untereinheiten von H. sapiens und M. sexta erfolgreich
in die vma3-Deletionsmutante integriert werden, was in einer funktionellen und
assemblierten V-ATPase mit messbarer V-ATPase-Aktivitit resultierte, wihrend der
Einbau der c-Untereinheit aus M. musculus zu einer sehr instabilen V-ATPase fiihrte. Im
ndchsten Schritt sollte nun die Apicularen-Sensitivitit der neuen Hybrid-V-ATPasen
iiberpriift werden.

3.5.2 Einfluss von Bafilomycin und Apicularen auf die Hybrid-V-ATPasen

Um nun die Frage zu beantworten, ob die beiden aktiven Hybrid-V-ATPasen mit
der humanen c-Untereinheit oder der c-Untereinheit von M. sexta durch Apicularen
gehemmt werden konnen, wurden im nédchsten Schritt ATPase-Aktivititstests mit
Apicularen durchgefiihrt. Bei positivem Ergebnis konnte direkt auf die c-Untereinheit als
Bindestelle geschlossen werden. Allerdings zeigte sich, dass keine der beiden aktiven
Hybrid-Untereinheiten sensitiv gegeniiber Apicularen ist (Abb. 3.15, fiir die c-
Untereinheit von M. sexta nicht gezeigt). Der erfolgreiche Einbau der c-Untereinheiten
von H. sapiens und M. sexta fiihrte also nicht zur Bindung von Apicularen, sodass die c-
Untereinheit nicht allein die Bindestelle von Apicularen bilden kann, sondern auch die
Untereinheit a eine wichtige Rolle dabei spielt.
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Interessanterweise ergab sich in der Hemmkurve der Hybrid-V-ATPase mit der
humanen c-Untereinheit eine Verschiebung des ICso-Wertes fiir Bafilomycin in Richtung
einer erhohten Sensitivitit gegeniiber der V-ATPase des Wildtypstammes (Abb. 3.15).
Wihrend der ICso-Wert fiir Bafilomycin bei der Wildtyp-V-ATPase 3 nM betrégt, ist der
ICso-Wert bei der Hybrid-V-ATPase mit 0,4 nM um den Faktor 7,5 geringer. Fiir die V-
ATPasen verschiedener Sdugerzellmembranen wurden ebenfalls sehr niedrige ICso-Werte
fiir Bafilomycin gemessen, z. B. liegt der ICso-Wert fiir Bafilomycin bei der aus humanen
Nieren gereinigten V-ATPase auch bei 0,4 nM (Boyd et al., 2001). Dementsprechend
konnte die erhdhte Bafilomycin-Sensitivitdt von Séuger-V-ATPasen durch den Einbau
der humanen c-Untereinheit auf die Hefe-Hybrid-V-ATPase {ibertragen werden. Dies ist
zudem ein weiterer Hinweis auf die Untereinheit ¢ als Bafilomycin-Bindestelle.

100 - é~ &=

WT Apicularen A

WT Bafilomycin A1
Hybrid Apicularen A
Hybrid Bafilomycin A1

V-ATPase-Aktivitat [%]
(4]
o

ooen
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Inhibitor-Konzentration [nM]

Abb. 3.15: Hemmung der V-ATPase des Hybridstammes mit der humanen c-Untereinheit und des
Wildtyps mit Bafilomycin A; und Apicularen

Hemmung der V-ATPase Aktivitit in den gereinigten Vakuolenmembranen des Hybridstammes BMA64-
1BAvma3+pGADT7/H.s.c (Hybrid) und des Wildtyps BMA64-1B (WT) mit Bafilomycin A; und
Apicularen. Dargestellt sind die Mittelwerte (= Standardabweichungen) aus zwei unabhidngigen
Priparationen. Die spezifische Aktivitit der Kontrollen betrug 0,064 + 0,005 pmol*mg™ *min™' (Hybrid)
und 0,41 £ 0,1 pmol*mg ™ *min™ (WT). (A)

3.5.3 Expression der humanen c-Untereinheit und der Hybrid-Untereinheit
Vphl/a4 in einer Deletionsmutante fiir Vma3 und Vphl

Die Expression der Hybrid-Untereinheit Vphl/a4 fiihrte in der Doppeldeletionsmutante
fiir Vphl und Stv1 zu einer assemblierten, jedoch inaktiven V-ATPase (Abschnitt 3.4.3).
Um ein moglicherweise gestortes Zusammenspiel der Hybrid-Untereinheit mit den
hefeeigenen c-Untereinheiten im Proteolipidring auszuschlieBen, sollte die Hybrid-
Untereinheit Vphl/a4 zusammen mit der humanen c-Untereinheit, die erfolgreich in eine
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vma3-Deletionsmutante integriert werden konnte (Abschnitt 3.5.1), in einer
Deletionsmutante fiir Vphl und Vma3 exprimiert werden. Parallel dazu sollte die
gleichzeitige Expression der humanen c- mit der humanen a4-Untereinheit in der
AvphlAvma3-Mutante, die ebenfalls in dieser Arbeit hergestellt wurde (Abschnitt 2.2.12),
erfolgen. Mittels homologer Rekombination sollte ein Vektor erstellt werden, der die
Untereinheit Vphl/a4 und die humane c-Untereinheit, die bisher beide einzeln auf den
Plasmiden pRS415/VPHI/a4 und pGADT7/H.s.c vorlagen, vereint (Tab. 2.8). Der neu
entstandene ~ Vektor  pGADT7/Hsc VPHI/a4  (Tab.2.8) wurde in die
Doppeldeletionsmutante fiir Vma3 und Vphl gebracht und der resultierende Stamm H.s.-
¢ VPHI/a4 auf die Funktion und Assemblierung seiner Hybrid-V-ATPase gepriift. In
Abb. 3.16A ist das Ergebnis des Wachstumstests zur Analyse des Phénotyps dargestellt.
Genau wie die Doppeldeletionsmutante AvphlAvma3 weist der Stamm H.s.-c VPHI/a4
einen typischen, vollstindigen Vma -Phénotyp auf, da kein Wachstum auf Medium mit
erhohter CaCl,-Konzentration oder mit einem pH von 7,5 festzustellen war. Auch die mit
den humanen Untereinheiten a4 und c transformierte AvphlAvma3-Mutante, resultierend
in dem Stamm H.s.-a4+H.s.-c, wies den typischen Vma -Phénotyp auf. Ebenso konnte
die alleinige Expression der humanen c-Untereinheit die Deletion von Vphl und Vma3
nicht komplementieren (H.s.-c). Die mit den Plasmiden pRS415/VPHI und
pRS415/VMA3 transformierte Doppeldeletionsmutante (VPHI+VMA3) wichst zwar auf
Medium mit erhohter CaCl,-Konzentration, nicht aber auf Medium mit einem pH von
7,5. Die erfolgreiche Expression beider hefeeigener Untereinheiten hitte diesen
Komplementationsstamm erwartungsgeméll zu wildtypdhnlichem Wachstum befdhigen
sollen. Auch die Uberpriifung der Assemblierung mittels eines Western Blots und
Antikorpern gegen die V;-Untereinheit B (Vma2) und die Vo-Untereinheit d (Vma6)
(Abb. 3.16B) zeigte, dass dieser Stamm nicht auf Wildtypniveau assembliert war, da die
Untereinheit d nur in einer sehr geringen Menge vorkam. Offensichtlich wurden beide
Untereinheiten nur in schwachem Ausmal} exprimiert, sodass nur eine kleine Menge an
assemblierter V-ATPase detektiert werden konnte. Der Grund dafiir ist vermutlich, dass
beide separat auf dem gleichen Ursprungsplasmid pRS415 kodiert sind und dieser
Umstand in der Zelle mdglicherweise problematisch ist, da dieses low copy-Plasmid
centromer-basiert abgelesen wird, sodass hier theoretisch nur die Halfte der
natiirlicherweise benodtigten Menge von Vphl und Vma3 vorhanden ist. Besser wire die
Expression beider Untereinheiten auf einem einzelnen Plasmid. Auch die V-ATPase-
Aktivitdt blieb mit 18% deutlich hinter der des Wildtyps zuriick (Abb. 3.16C). Dennoch
miissen beide Untereinheiten, d.h. Vphl und Vma3 vorhanden sein, da sich dieser Stamm
beziiglich seines Wachstums sowie der V-ATPase-Assemblierung und -Aktivitit doch
deutlich von der Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Vma3 unterschied. Fiir den
Stamm mit der humanen c-Untereinheit und der Hybrid-Untereinheit Vphl/a4 (H.s.-
¢_VPHI/a4) und auch fiir den Stamm mit den beiden humanen Untereinheiten a4 und ¢
konnte weder die Assemblierung der V-ATPase in den Vakuolenmembranen (Abb.
3.16B) noch eine aktive V-ATPase festgestellt werden (Abb. 3.16C). Keiner der beiden
Ansitze resultierte demnach in einer funktionsfahigen Hybrid-V-ATPase.
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B o o o ., C V-ATPase-Aktivitat
\\6\% A\\\v b\\; & umol/min/mg  relativ[%] n
@V \21\7‘ Q.\\\"’ s WT 0,361+0,083 100 2
K \;\Q g & &7 Avph1Avma3 0 0 1
antip em | VPH1+ VMA3 0,066 £0,023 18 2
H.s.-c_VPH1/a4 0 0 2
anti-d | ee— . H.s-a4+Hs-c 0 0 2

Abb. 3.16: Komplementation der Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Vma3

Komplementation der Doppeldeletionsmutante fiir Vphl und Vma3 mit den hefeeigenen Untereinheiten
Vphl und Vma3 sowie mit der Hybrid-Untereinheit Vphl/a4 und der humanen Untereinheit ¢ oder mit den
beiden humanen Untereinheiten a4 und c: BY4741AvphiAvma3+pRS415/VPHI1+pRS415/VMA3
(VPHI+VMA3), BY4741AvphiAvma3+pGADT7/Hsc_VPHI1/a4 (H.s.-c_VPHI/a4), BY4A741AvphlAvma3+
pIV96/had+pGADT7/Hsc (H.s.-a4+H.s.-c) und zusitzlich im Wachstumstest BY4741AvphlAvma3+
pGADT7/Hsc (H.s.-c). Kontrollstimme: Wildtyp BY4741 (WT) und Doppeldeletionsmutante
BY4741AvphiAvma3 (AvphlAvma3). A, Wachstumstests auf Agarplatten mit YPDA pH 5,5 (pH 5,5),
YPDA pH 5,5 mit 0,1 M CaCl, (CaCl,), YPDA pH 7,5 (pH 7,5) sowie auf Selektionsmedium ohne Leucin
(SD™") oder ohne Uracil (SDV™). B, V-ATPase-Assemblierung: Western Blot mit jeweils 10 ug
Vakuolenmembranen und Antikdrpern gegen die Untereinheiten B und d gepriift. C, Bafilomycin-
hemmbare V-ATPase-Aktivitit. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der
Aktivitdten, die relative Aktivitdt abgeleitet von der Wildtyp-Aktivitit sowie die Anzahl (n) der getesteten
unabhéngigen Préparationen.

3.6 Mutagenese der essentiellen Glutamate im Proteolipidring der

V-ATPase von S. cerevisiae

3.6.1 Austausch des essentiellen Glutamats in der c-Untereinheit (Vma3) der
V-ATPase von S. cerevisiae

In diesem Teil der Arbeit sollte iiberpriift werden, ob ein Austausch der
essentiellen Glutamate in allen drei Isoformen der c-Untereinheit bei S. cerevisiae zu
einem entkoppelten c-Ring in der V-ATPase fiihrt, d.h. ATP-Hydrolyse unabhingig vom
Protonentransport stattfindet. Fiir die F-ATPase war gezeigt worden, dass der Austausch
des essentiellen Aspartat-61 gegen Glycin bzw. Asparagin zu einer solchen Entkopplung
fiihrt und auch ohne Protonentransport weiterhin eine dem Waildtyp entsprechende
ATPase-Aktivitdt gemessen werden kann (Fillingame et al., 1984; Hoppe et al., 1982).
Hintergrund dieser Analyse bei der V-ATPase ist die Frage, ob die ATP-Hydrolyse einer
V-ATPase ohne aktive Protonentranslokation durch die Inhibitoren Bafilomycin,
Concanamycin und Archazolid gehemmt und damit der Mechanismus der Inhibition
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bestimmt werden kann, der mdglicherweise iiber die Blockierung des Proteolipidrings
funktioniert. Fiir eine Entkopplung der V-ATPase von S. cerevisiae wurde hier zunéchst
das essentielle Glutamat der c-Untereinheit (Vma3) gegen die Aminosduren Alanin,
Glutamin und Glycin ausgetauscht. Da die c-Untereinheit in mehrfacher Kopie und damit
am héufigsten im Proteolipidring vorkommt, lag die Vermutung nahe, dass allein der
Austausch des essentiellen Glutamats in dieser Untereinheit in einer V-ATPase mit vom
Protonentransport entkoppelter ATP-Hydrolyse resultiert. Die gerichtete Mutagenese des
essentiellen Glutamats der Untereinheit Vma3 (VMA3) gegen Alanin (E137A), Glycin
(E137G) sowie Glutamin (E137Q) fiihrte in allen drei Stdmmen zum Verlust des
Protonentransports, wie das Ergebnis des Wachstumstests auf verschiedenen Medien
zeigte (Abb. 3.17A). Die drei mutagenisierten Stimme wuchsen weder auf Medium mit
erhohter CaCl,-Konzentration noch auf Medium mit einem pH von 7,5. Der Immunoblot
der gereinigten Hefevakuolenmembranen der verschiedenen Stimme demonstrierte durch
die Detektion der Vi -Untereinheit A (Vmal) sowie der Vop-Untereinheit d (Vma6)
allerdings, dass die V-ATPase in allen drei mutagenisierten Stimme assembliert vorlag
(Abb. 3.17B). Letztendlich konnte aber in ATPase-Aktivititstests keine Hydrolyse-
Aktivitdt in den Hefevakuolenmembranen gemessen werden (Daten nicht gezeigt).

pH 5,5

B
WT Avma3 VMA3 E137A E137G E137Q
anti-A  ee—— — — E——
anti-d —— o T—n — —

Abb. 3.17: Wachstum und V-ATPase-Assemblierung der Stimme nach Austausch des essentiellen
Glutamats in Vma3

Stimmen mit ausgetauschtem essentiellen Glutamat: BMA64-1BAvma3+pRS415/VMA3 E137A (E1374),
BMAG64-1BAvma3+pRS415/VMA3 _E137G (E137G) und BMAG64-1BAvma3+pRS415/VMA3 E137Q
(E137Q). Kontrollen: BMA64-1B (WT), die Deletionsmutante BMA64-1BAvma3 (Avma3) und der
Komplementationsstamm BMAG64-1BAvma3+pRS415/VMA3 (VMA3). A, Wachstumstest auf Agarplatten
mit YPDA pH 5,5 (pH 5,5), YPDA pH 5,5 mit 0,1 M CaCl, (CaCl,), YPDA pH 7,5 (pH 7,5) sowie auf
Selektionsmedium ohne Leucin (SD™") aufgetropft. B, Western Blot mit 10 pg Vakuolenmembranen. Die
V-ATPase-Assemblierung wurde mit Antikdrpern gegen die Untereinheiten A und d gepriift.
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Der Austausch des essentiellen Glutamats gegen die verschiedenen Aminoséduren
storte zwar die Assemblierung der V-ATPase nicht, flihrte jedoch offenbar nicht zur
Entkopplung von Protonentransport und ATP-Hydrolyse-Aktivitdt. Als Grund hierfiir ist
das Verbleiben der beiden essentiellen Glutamate in den Isoformen ¢’ und ¢’ vorstellbar,
die unterschiedliche Ladungen innerhalb des Proteolipidrings verursachen. Bei der F-
ATPase hingegen wurden alle protonierbaren Reste des c-Rings gegen ungeladene Reste
ausgetauscht. Um dies fiir die V-ATPase zu iiberpriifen, wurden im nichsten Schritt auch
die essentiellen Glutamate von ¢” und ¢”” gegen das ungeladene Glutamin substituiert.

3.6.2 Austausch der essentiellen Glutamate in den drei Proteolipid-Untereinheiten
Vma3, Vmall und Vmale6 von S. cerevisiae

Da der Austausch des essentiellen Glutamats allein in der c-Untereinheit
(Abschnitt 3.6.1) nicht in einer vom Protonentransport entkoppelten ATPase-Aktivitit
resultierte, sollte nun tberpriift werden, ob dies durch den Austausch der essentiellen
Glutamate in allen drei Isoformen der c-Untereinheit, sprich ¢ (Vma3), ¢” (Vmall) und
¢”” (Vmalé6) erreicht werden kann. Die essentiellen Glutamate in den drei c-Isoformen
wurden gegen die ungeladene Aminosdure Glutamin ausgetauscht (Tab. 2.8) und der
resultierende Vektor pRS415/3 11 16 -eGlu in die in dieser Arbeit hergestellte
Dreifachdeletionsmutante BY4741Avma3Avmal IAvmal6 (Abschnitt 2.2.12) gebracht. In
einem Wachstumstest auf verschiedenen Medien wurde zundchst die Féhigkeit zum
Protonentransport iiberpriift (Abb. 3.18A). Wéhrend der Wildtyp-Stamm und die mit den
Proteolipid-Untereinheiten komplementierte Dreifachdeletionsmutante (c¢/c’/c””) sowohl
auf Medium mit erhohter Calciumkonzentration als auch auf alkalischem Medium
wuchsen, verhielt sich die Mutante, deren drei essentielle Glutamate in den
Proteolipiduntereinheiten gegen Glutamin (¢ E137Q/c” E145Q/c”” E108Q) ausgetauscht
wurden, wie die Deletionsmutante (AcAc’Ac’’). Wie erwartet konnte die V-ATPase in
diesem Stamm keine Protonen mehr transportieren. In einem Western Blot wurde
anschliefend die Assemblierung der V-ATPase in den Hefevakuolenmembranen
iiberpriift (Abb. 3.18B). Dabei konnte in dem Stamm ohne essentielle Glutamate in allen
drei c-Isoformen genau wie im Wildtyp und dem Komplementationsstamm (c/c’/c””) eine
vollstindig assemblierte V-ATPase iiber die erfolgreiche Detektion der V-Untereinheit B
(Vma2) sowie der Vo-Untereinheit d (Vma6) nachgewiesen werden. Die ATPase-
Aktivitétstests zeigten jedoch, dass die V-ATPase in den Vakuolenmembranen des
Stammes ohne essentielle Glutamate im Proteolipidring nicht aktiv ist (Abb. 3.18C).
Letztlich konnte durch den Austausch der essentiellen Glutamate keine V-ATPase mit
einer von Protonentransport entkoppelten ATP-Hydrolyse erzeugt werden.

Aufgrund der vollstindigen Assemblierung der V-ATPase ohne essentielle
Glutamate in den Proteolipiduntereinheiten ergab sich trotz ihrer Inaktivitét bereits eine
Anwendungsmoglichkeit. In EPR (Elektronenparamagnetische Resonanz) Messungen
(durchgefiihrt von Johann Klare aus der Arbeitsgruppe von Heinz-Jiirgen Steinhoff
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(Universitdit Osnabriick)) mit einem Spin-gelabelten Archazolid-Derivat sollten
Hefevakuolenmembranen dieses Stammes im Vergleich mit den Vakuolenmembranen
des Hefe-Wildtypstammes eingesetzt werden, um einen mdglichen Einfluss der
essentiellen Glutamate des Proteolipidrings auf die Bindung des Archazolids zu
untersuchen (Bockelmann, 2011). Erste vorldufige Daten deuteten darauf hin, dass der
Verlust der Carboxylgruppe moglicherweise einen Einfluss auf die Bindung des
Archazolids haben konnte.

A pH55
WT
AcAc'Ac” B

c_E137Q/
¢ _E145Q/ l‘ 2]
¢’_E108Q

B c_E137Q/
¢’ _E145Q/
WT AcAC’Ac’” clc’/c’T ¢ _E108Q
antI—B | e — ———— _
anti-d - ee— —-——
C V-ATPase-Aktivitat
Hmol/min/mg relativ[%] n
WT 0,361+0,083 100 2
AcAc’Ac” 0 0 1
cle’le” 0,295+ 0,11 82 2
¢ E137Q/c’_E145Q/c”_E108Q 0O 0 1

Abb. 3.18: Gleichzeitiger Austausch des essentiellen Glutamats in allen drei Proteolipid-
untereinheiten

Stamm ohne essentielle Glutamate im Proteolipidring: BY4741Avma3Avmal IAvmal 6+pRS415/3 11 16 -
eGlu (c_E137Q/c’_E145Q/c””_E108Q), Kontrollstimme: Wildtyp BY4741 (WT), Deletionsmutante
BY4741Avma3Avmal IAvmal6 (AcAc’Ac’’) und Komplementationsstamm BY4741Avma3Avmal IAvmal6
+pRS415/VMA3 VMAIl VMAIL6 (c/c’/c’”). Im Wachstumstest wurde auch die mit der humanen oder der
murinen c-Untereinheit transformierte Dreifachdeletionsmutante analysiert: BY4741Avma3Avmal IAvmal6
+ pGADT7/Hsc (H.s.-c) und BY4741Avma3Avmal IAvmal6+ pGADT7/Msc (M.s.-c). A, Analyse des
Vma-Phénotyps auf Agarplatten mit YPDA pH 5,5 (pH 5,5), YPDA pH 5,5 mit 0,1 M CaCl, (CaCl,),
YPDA pH 7,5 (pH 7,5) sowie auf Selektionsmedium ohne Leucin (SD™"). B, Western Blot mit jeweils
10 pg Vakuolenmembranen und Antikdrpern gegen die Untereinheiten B und d. C, Bafilomycin-hemmbare
V-ATPase-Aktivitiat. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der Aktivititen, die
relative Aktivitét abgeleitet von der Wildtyp-Aktivitit sowie die Anzahl (n) der getesteten unabhéngigen
Préparationen.
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4 Diskussion

4.1 Neue Erkenntnisse zum Bindeort und zum Wirkmechanismus der

Plecomakrolide

4.1.1 Die Plecomakrolide wirken zwischen den Untereinheiten a und ¢ des V-
Komplexes

Vor Beginn dieser Arbeit gab es bereits einige Informationen zur Bindestelle der
Plecomakrolide. Radioaktive Markierungsexperimente mit einem '>I-markierten
Concanamycin-Derivat und der gereinigten M. sexta V-ATPase hatten die Vo-
Untereinheit ¢ als Plecomakrolid-Bindestelle identifiziert (Huss et al., 2002). Auch
Mutationsanalysen mit der c-Untereinheit der V-ATPase von N. crassa und S. cerevisiae
grenzten die Plecomakrolid-Bindestelle, in diesem Fall fiir Bafilomycin und
Concanamycin, innerhalb der c-Untereinheit weiter ein (Bowman und Bowman, 2002;
Bowman et al.,, 2006; Bowman et al., 2004). Aullerdem wurde zum einen mit der
Rekonstitution einzelner bzw. mehrerer, verschieden kombinierter Vo-Untereinheiten in
Liposomen und zum anderen mit Mutationsstudien mit der Vphl-Untereinheit von
S. cerevisiae eine Beteiligung der Vo-Untereinheit a an der Bindung von Bafilomycin
postuliert (Wang et al., 2005; Zhang et al., 1994). Die Entwicklung des neuen, radioaktiv
markierten Photoaffinitétslabels [1-14C]4-(3-Triﬂuormethyldiazirin—3-yl)Benzoeséiure
(Bender et al., 2007) und die Kopplung dieses Labels an Bafilomycin (an Position C21)
und an das Concanamycin-Derivat Concanolid (an Position C23) ermdglichte nun
weitergehende Analysen der Plecomakrolid-Interaktionen mit dem Vo-Komplex. In der
vorliegenden Arbeit wurden mit den neuen, radioaktiven Diazirinyl-Derivaten sowie dem
VVo-Holoenzym und dem Vo-Komplex sowohl die Vo-Untereinheit a als auch die V-
Untereinheit ¢ markiert (Abb. 3.3). Mit dem in den frilheren Untersuchungen
verwendeten '*’I-Concanolid wurde ausschlieBlich die c-Untereinheit der V-ATPase von
M. sexta markiert (Huss ef al., 2002). Die photoreaktive Diazirinylgruppe dieses Derivats
befand sich an Position C9 der Struktur, d. h. am makrozyklischen Ring des Inhibitors
(Abb. 4.1). In Mutationsstudien mit den V-ATPase-c-Untereinheiten von N. crassa und
S. cerevisiae war die Plecomakrolid-Bindestelle zwischen Helix 1 und 2 der einen c-
Untereinheit und Helix 4 der benachbarten c-Untereinheit lokalisiert worden (Bowman et
al., 2006; Bowman et al., 2004). Dabei liegt der Makrolactonring des Concanolids bei der
Inhibitorbindung wahrscheinlich tief verborgen zwischen den zwei benachbarten c-
Untereinheiten. Die Diazirinylgruppe des neuen Diazirinyl-Derivats von Concanolid
dagegen befindet sich an Position C23 der Inhibitorstruktur und damit am Hemiketalring
(Abb. 4.1). Bezogen auf die Reichweite von 6,4 A und die Flexibilitit der
Diazirinylgruppe konnte sie, positioniert am C23 des '*C-D-Concanolids, in den
Zwischenraum der Untereinheiten a und c hineinragen und dadurch je nach Position der
Diazirinylgruppe entweder die a- oder die c-Untereinheit markieren.
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Abb. 4.1: Strukturen von "*C-D-Concanolid mit '**I-Concanolid
"C-D-Concanolid (links) mit der Diazirinylgruppe an Position C23, '_Concanolid (rechts) mit der
Diazirinylgruppe an C9.

Eine Verdnderung der Inhibitorbindung allein durch das Anhéingen der
Diazirinylgruppe an die Inhibitoren ist nicht zu erwarten. Zum einen wurde bereits bei der
Synthese aller hier verwendeten Diazirinyl-Inhibitoren dafiir Sorge getragen, dass die
Modifizierungen an Positionen durchgefiihrt wurden, die keinen grofen Effekt auf die
Inhibitoreffizienz erwarten lieBen, da sie nicht zu dem hauptsidchlichen Pharmakophor des
jeweiligen Inhibitors gehdren (Drose et al, 2001; Gagliardi et al., 1998a; Huss und
Wieczorek, 2009; Ingenhorst et al., 2001). Zum anderen haben sich die ICsp-Werte der
Diazirinyl-Inhibitoren  nur  geringfiigig = gegeniiber den  ICsp-Werten  der
Ursprungsinhibitoren reduziert (Tab. 3.1).

Obwohl mit den neuen, radioaktiven Diazirinyl-Derivaten der Plecomakrolide die
Untereinheiten a und ¢ gleichermallen markiert wurden, deutet vieles darauf hin, dass der
Hauptteil der Plecomakrolid-Bindestelle zwischen zwei c-Untereinheiten lokalisiert ist
und dass die a-Untereinheit eher einen kleineren Beitrag an der Inhibitorbindung leistet.
Es wurde festgestellt, dass Concanamycin mit gleicher Affinitit sowohl an den V-
Komplex von S. cerevisiae als auch an rekonstituierte Proteolipide von N. norvergicus
bindet (Whyteside et al., 2005). Auch Bowman et al. (2006) vermuten die eigentliche
Plecomakrolid-Bindestelle zwischen zwei c-Untereinheiten und vertreten die Idee, dass
die Inhibitorbindung an den c-Untereinheiten dann stattfindet, wenn sie in engem Kontakt
zu Untereinheit a stehen. Dies wiirde auch die Affinitdtsdnderungen gegeniiber
Bafilomycin aufgrund verschiedener Mutationen in der a-Untereinheit der Hefe-V-
ATPase erklaren (Wang et al., 2005). Hinzu kommt, dass die Erh6hung der Bafilomycin-
Resistenz, die fiir die Mutationen in der a-Untereinheit beobachtet wurden, mit einem
Faktor von 2-2,5 (Wang et al., 2005) sehr viel geringer ist als die bis zu 90-fache
Resistenzerhohung, die fiir einzelne Mutationen in der c-Untereinheit von N. crassa
beobachtet wurde (Bowman und Bowman, 2002; Bowman et al., 2006). Auch
Mutationen in der c-Untereinheit von S. cerevisiae, die in Anlehnung an die in N. crassa
getesteten Mutationen iiberpriift wurden, zeigten bis zu 70-fache Resistenzerh6hungen
gegeniiber Bafilomycin (Bockelmann et al., 2010). Die in der vorliegenden Arbeit in
S. cerevisiae generierte Hybrid-V-ATPase, deren Deletion des VMA3-Gens erfolgreich
durch die Expression der humanen c-Untereinheit komplementiert wurde, wies im

79



DISKUSSION

Vergleich zur Wildtyp-V-ATPase eine um den Faktor 7,5 erhohte Bafilomycin-
Sensitivitit auf (Abb. 3.15). So zeigt sich auch hier nicht nur der deutliche Einfluss der c-
Untereinheit auf die Plecomakrolid-Bindung, sondern auch die Sequenz- und
Speziesabhingigkeit der Inhibitorwirkung.

Wie bereits erwdhnt weisen die c-Untereinheiten von N. crassa bzw. H. sapiens zu
der c-Untereinheit von S. cerevisiae eine Identitit von 80% bzw. 67% auf. In dem in
Abb. 4.2 dargestellten Sequenzvergleich der c-Untereinheiten von S. cerevisiae, N. crassa
und H. sapiens wurden die Aminosdurereste, deren Austausch in verschiedenen
Untersuchungen einen Effekt auf die Bafilomycin-Bindung hatten (Bockelmann et al.,
2010; Bowman und Bowman, 2002; Bowman et al., 2006; Bowman et al., 2004),
markiert: mit roter Farbe fiir eine erh6hte Sensitivitdt, mit gelber Farbe fiir eine erhohte
Resistenz. Die bereits bekannten, die Sensitivitdt der V-ATPase erhohenden Austausche
sind in allen drei c-Untereinheiten konserviert. Dementsprechend kann die erhohte
Sensitivitdt der Hybrid-V-ATPase der Hefe mit der humanen c-Untereinheit nicht auf
diese Aminosédurereste zuriickgefiihrt werden.

8§ _cerevisi
N_crassa
H_saplens

8§ cerevisi
M crassa
H saplens

8§ _cerevisi
N_crassa
H _saplens

Abb. 4.2: Aminosiuresequenzvergleich der c-Untereinheiten von S. cerevisiae, N. crassa und
H. sapiens

Der Sequenzvergleich wurde mit der Internetanwendung ClustalW2 (EMBL-EBI), dem Programm
GeneDoc Version 2.3 und den Aminosduresequenzen der c-Untereinheiten von S. cerevisiae (Swiss-Prot.-
Nr.: P25515.1), N. crassa (Swiss-Prot.-Nr.: P31413.1) und H. sapiens (Swiss-Prot.-Nr.: P27449.1)
durchgefiihrt. Konservierte Aminosdurereste wurden mit schwarzer Farbe hinterlegt, dhnliche Reste mit
hellgrauer Farbe. Das essentielle Glutamat der jeweiligen c-Untereinheiten wurde mit roter Farbe
geschrieben. Die rot hinterlegten Reste stellen die Aminosduren dar, deren Mutation zu einer erhdhten
Sensitivitdt gegeniiber Bafilomycin fiihrten (Bockelmann ez al., 2010; Bowman et al., 2006). Die
Aminosduren, deren Mutation zu einer gesteigerten Resistenz gegeniiber Bafilomycin fiihrten, wurden mit
gelber Farbe markiert (Bockelmann et al, 2010; Bowman und Bowman, 2002; Bowman et al., 2006;
Bowman et al.,, 2004). Die Identitit der Sequenzen betrdgt im Vergleich zu der c-Untereinheit von
S. cerevisiae 80% fiir die c-Untereinheit von N. crassa und 67% fiir die c-Untereinheit von H. sapiens.

Die Mutation von Cystein an Position 25 der c-Untereinheit-Sequenz von
N. crassa zu einem Alanin flihrte in der Arbeit von Bowman et al. (2006) zu einer 2,4-
fachen Erhohung der Bafilomycin-Resistenz. Mdglicherweise ist die Aminosdure an
dieser Position, die in der Sequenz der c-Untereinheit von H. sapiens einem Alanin
entspricht, eine Art ,,Schliissel“~-Aminosdure, obwohl die Expression der humanen c-
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Untereinheit zu dem gegenteiligen Effekt, ndmlich einer Sensitivititserhohung, fiihrt.
Auch Leucin an Position 49 der N. crassa-Sequenz, das zu Phenylalanin ausgetauscht
wurde und eine 2,2-fachen Resistenzerhdhung zur Folge hatte (Bowman et al., 2006),
konnte ein fiir die Effekte der humanen c-Untereinheit auf die Bafilomycin-Bindung
entscheidender Rest sein. Mdglicherweise hitte der Austausch des hydrophoben Leucins
zu einem polaren Glutamin, das in der Sequenz der humanen c-Untereinheit an dieser
Position vorliegt, den Effekt einer erhdhten Sensitivitét. Deshalb wére es interessant, die
Effekte einer Kombination der Austausche von Cystein-25 und Leucin-49 zu
untersuchen. Zudem koénnte auch die parallele Substitution benachbarter Reste von Leu-
49, die nicht konserviert sind, weitere Informationen iiber die Bafilomycin-Bindung
liefern. Nichtsdestotrotz liegt mit der gesteigerten Bafilomycin-Empfindlichkeit der
humanen V-ATPase aus verschiedenen Zelllinien (Boyd et al.,, 2001) und der hier
vorgestellten Hybrid-V-ATPase ein weiterer Hinweis darauf vor, dass die Plecomakrolid-
Bindestelle hauptsichlich von der c-Untereinheit gebildet wird, da diese Empfindlichkeit
offensichtlich iibertragbar ist.

A

N-terminale Region

Periplasma

Abb. 4.3: Interaktion der Untereinheiten im membranstindigen Komplex der A-ATPase von
T. thermophilus.

A, Modell der Untereinheit I (griin) und des L,-Rings (magenta) der A-ATPase von T. thermophilus (Abb.
modifiziert nach Lau & Rubinstein (2011). B, Querschnitt durch das Modell. Die roten Pfeilspitzen
markieren die duBeren Helices des L,-Rings, die Transmembranhelices der I-Untereinheit sind mit griiner
und die Mitte des L;,-Rings mit gelber Farbe gekennzeichnet. Etwa in der Mitte der Membran kontaktiert
die I-Untereinheit eine L-Untereinheit und bildet wahrscheinlich das in der Membran liegende Ende des
zytoplasmatischen Halbkanals (mit rotem Kreis im rechten Bild gekennzeichnet). C, etwa 6 A weiter in
Richtung Periplasma kontaktiert die I-Untereinheit eine andere L-Untereinheit, wodurch vermutlich das in
der Membran liegende Ende des periplasmatischen Halbkanals (mit blauem Kreis im rechten Bild
gekennzeichnet).
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Die Tatsache, dass in dieser Arbeit die beiden Untereinheiten a und ¢ mit den
neuen Diazirinyl-Derivaten der Plecomakrolide markiert wurden, ist mdglicherweise
durch die enge Interaktion dieser beiden Untereinheiten bedingt. Diese konnte anhand
von Cryo-elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit einer Aufldsung von 9,7 A der
verwandten A-ATPase von T. thermophilus auch auf struktureller Ebene niher untersucht
werden (Lau und Rubinstein, 2012). Der membranstindige Motor der ATP-Synthase
besteht aus einem Ring mit zwolf L-Untereinheiten, die jeweils zwei TMHs besitzen, und
dem C-terminalen Teil der I-Untereinheit mit acht TMHs, wobei diese Untereinheiten
dquivalent zu den Untereinheiten ¢ bzw. a der meisten anderen rotierenden ATPasen sind
(Lau und Rubinstein, 2012). Der Querschnitt zeigt den engen Kontakt zwischen den
Helices der I-Untereinheit und den L-Untereinheiten wéhrend des Protonentransports
(Abb. 4.3). Dabei werden vor allem in der Mitte der Membran enge Kontaktstellen
ausgebildet, die zudem auf die Halbkanéle innerhalb der I-Untereinheit hindeuten, durch
welche die Protonen die L-Untereinheiten erreichen und verlassen (Lau und Rubinstein,
2012). Bezogen auf die Labelexperimente mit der V-ATPase, deren Untereinheiten a und
c wahrscheinlich ebenfalls enge Kontakte an ihrer Schnittstelle aufweisen, ist eine
Markierung der a-Untereinheit sehr wahrscheinlich, wenn der Inhibitor zwischen zwei c-
Untereinheiten bindet und seine Diazirinylgruppe in den Zwischenraum ragt.

Um die Bindestellen von Bafilomycin und Concanamycin weiter zu
charakterisieren, wurden in der vorliegenden Arbeit Verdringungsversuche mit den
Diazirinyl-Derivaten und verschiedenen anderen Inhibitoren durchgefiihrt (Abschnitte
3.2.1 und 3.2.2). Es zeigte sich erwartungsgemiB, dass sowohl das '*C-D-Bafilomycin-
als auch das '*C-D-Concanolid-Label an den Untereinheiten a und ¢ von den jeweiligen
nicht-radioaktiven Diazirinyl-Derivaten und den natiirlichen Ursprungsinhibitoren
verdrangt wird. Diesen Resultaten zufolge besetzen Bafilomycin und Concanamycin die
gleiche Bindestelle. Obwohl beide Strukturen einander sehr &dhnlich sind, ist
Concanamycin mit einem 18-gliedrigen Makrolactonring etwas grofer als Bafilomycin
mit einem 16-gliedrigen Makrolactonring (Abb. 1.6), was moglicherweise zu mehr
Kontaktstellen und einer festeren Bindung fiihrt. Es wird angenommen, dass der 18-
gliedrige Ring flexibler ist und sich deshalb besser und auch fester in die Inhibitor-
Bindestelle einpasst (Bindseil und Zeeck, 1994). Tatséchlich konnte fiir Concanamycin A
ein 2-5-fach erhohtes Inhibitorpotential im Vergleich zu Bafilomycin A; ermittelt werden
(Drose et al., 2001). Zudem wurde festgestellt, dass die meisten untersuchten Mutationen
in der c-Untereinheit der V-ATPase von N. crassa weniger die Concanamycin- als die
Bafilomycin-Bindung beeinflussen, also einen weitaus hoheren Anstieg der Resistenz
gegeniiber Bafilomycin zur Folge hatten, auch wenn die Mutationen mit den groBten
Affinititsanderung fiir Concanamycin innerhalb der fiir Bafilomycin vermuteten
Bindetasche lagen (Bowman et al., 2006). Auch die Analyse von Mutationen der Vphl-
Untereinheit von S. cerevisiae stiitzen diese Annahme: Wihrend drei der 25 Mutationen
in Vphl einen signifikanten Effekt auf die Bafilomycin-Wirkung hatten, gab es nur eine
Mutation mit einem leichten Einfluss auf die Concanamycin-Wirkung (Wang et al.,
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2005). Ein weiterer Hinweis ist die bei Concanolid weniger stérende Kopplung der
Perfluorobutyl- und Perfluorooctylketten an die Plecomakrolide. Wahrend sich die 1Csy-
Werte flir C4F9-D-Concanolid und CgF;7-D-Concanolid im Vergleich mit D-Concanolid
nur etwa 5-fach reduzierten, war das Inhibitor-Potential von C4F¢-D-Bafilomycin und
CsF7-D-Bafilomycin um mindestens das 100-fache verringert (Abb. 3.10). Letztendlich
konnte gezeigt werden, dass beide Plecomakrolide unabhingig von ihrer Grofe
prinzipiell die gleiche Bindestelle besetzen, wobei das etwas groflere Concanolid eine
stabilere und weniger beeinflussbare Interaktion eingeht.

Eine deutliche Verdringung der '*C-D-Plecomakrolide wurde durch die
Vorinkubation mit dem Makrolid Archazolid, dessen Bindestelle bereits in fritheren
Arbeiten ndher bestimmt wurde, erreicht (Abb. 3.6 und 3.7). In Verdringungsversuchen
mit '*’I-Concanolid bzw. mit einem radioaktiven Diazirinyl-Derivat von Archazolid war
bereits eine Uberlappung der Bindestellen an der c-Untereinheit fiir Archazolid und die
Plecomakrolide festgestellt worden (Bockelmann et al., 2010; Huss et al., 2005), die
jedoch weniger stark ausgeprégt ausfiel, als zundchst angenommen (Bockelmann et al.,
2010). In Mutagenesestudien wurden einige Mutationen, die bei N. crassa einen Einfluss
auf die Plecomakrolid-Bindung hatten, auf die c-Untereinheit der V-ATPase von
S. cerevisiae tibertragen und die Effekte auf Archazolid untersucht (Bockelmann et al.,
2010). Dabei hatten nur die Aminosduren Tyrosin-142 und Leucin-144 einen Einfluss auf
die Archazolid-Bindung, wihrend die anderen flir Bafilomycin untersuchten Mutationen
die Affinitdt fiir Archazolid kaum é&nderten (Bockelmann et al.,, 2010). Auch
Markierungsexperimente mit dem fluoreszierenden DCCD-Derivat NCD-4, das an das
essentielle Glutamat der c-Untereinheit in TMH4 bindet, lieBen Unterschiede fiir die
Bindestellen fiir Archazolid und die Plecomakrolide erkennen (Bockelmann et al., 2010).
Dabei war das NCD-4-Label an der c-Untereinheit von Archazolid, jedoch nicht von
Bafilomycin und Concanamycin verdrangt worden. Demzufolge wurde geschlossen, dass
Archazolid bei seiner Bindung das essentielle Glutamat in TMH4 bedeckt, wihrend die
Plecomakrolide mit dieser Region nicht interferieren. Die Bindestelle fiir Archazolid
wurde letztlich in der TMH4, die Aminosduren Glutamat-137, Tyrosin-142 und Leucin-
144 bedeckend, in der dquatorialen Ebene des c-Rings lokalisiert (Bockelmann et al.,
2010). Weitergehende Untersuchungen der Archazolid-Bindestelle und des
Bindemechanismus mit Hilfe von ATPase-Aktivititstests und Computeranalysen
bestitigten die Annahme, dass Archazolid an der Oberfliche des c-Rings und im
Gegensatz zu den Plecomakroliden nicht zwischen zwei Untereinheiten bindet (Bowman
et al., 2006; Dreisigacker et al., 2012).

Umso iiberraschender war daher das Ergebnis, dass Archazolid die '*C-D-
Plecomakrolid-Label nicht nur an der c- sondern auch an der a-Untereinheit verdringt.
Letztlich diirfte dies auch auf die Uberlappung der Bindestellen zuriickzufiihren sein, die
ebenfalls in den Analysen von Dreisigacker et al. (2012) nachgewiesen worden war.
Archazolid ragt auf der Ringoberfliche bindend in die Bindestelle der Plecomakrolide
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hinein, sodass die '*C-D-Plecomakrolid-Label an den Untereinheiten a und ¢ verdringt
werden.

Die Gesamtheit der bislang vorliegenden Informationen ermdoglicht ein erstes
Modell fiir die rdumliche Beziehung zwischen der Plecomakrolid- und der Archazolid-
Bindestelle (Abb. 4.4). Die Plecomakrolid-Bindestelle ist zwischen TMH1 und TMH2
der einen und TMH4 der benachbarten c-Untereinheit lokalisiert, die Untereinheit a ist an
der Bindung beteiligt. Die Archazolid-Bindestelle iiberlappt mit der Bindestelle von
Bafilomycin und Concanamycin, konzentriert sich jedoch auf die vierte TMH einer
einzelnen c-Untereinheit in der Region des essentiellen Glutamatrests. Auch die
Positionen der Diazirinylgruppen der '*C-D-Plecomakrolide am C21 bzw. C23 sowie die
des '*’I-Concanolids am C9 wurden eingezeichnet, um noch einmal zu verdeutlichen, wie
es zur Markierung der Untereinheiten a und ¢ kommt bzw. im Fall des '**I-Concanolids

nur Untereinheit ¢ markiert wird.

¢ . Bafilomycin/Concanamycin
© Archazolid
E = essentielles Glutamat
a = Vg-Untereinheit a
¢ = Vg-Untereinheit ¢ mit TMH1-4

* = Position C21 bzw. C23 der
Plecomakrolide

® = Position C9 der Plecomakrolide

Abb. 4.4: Modell der Bindestellen fiir die Plecomakrolide und Archazolid

Das Modell (links, Seitenansicht; rechts, Aufsicht) zeigt der Einfachheit halber die C-terminale Hélfte der
a-Untereinheit als Zylinder und nur zwei c-Untereinheiten des Proteolipidrings. Die vier TMHs der c-
Untereinheiten sind nummeriert (1-4). Die Inhibitor-Bindestellen wurden farblich markiert: Blau fiir die
Plecomakrolide und gelb fiir Archazolid. Die Position des essentiellen Glutamats in TMH4 der c-
Untereinheit wurde mit einem ,,E“ gekennzeichnet. Mit einem Sternchen (¥) bzw. einem Kringel (°) wurden
die Positionen der Diazirinylgruppen bei den verschiedenen Derivaten (D-Plecomakrolide bzw. I-
Concanolid) angedeutet.

4.1.2 Uberlegungen zum Wirkmechanismus der Plecomakrolide

Aufgrund der Resultate, die eine Interkalation der Inhibitoren in die Helices der c-
Untereinheiten nachwiesen, wird vermutet, dass die Plecomakrolide die V-ATPase
hemmen, indem sie als ,,Steinchen im Getriebe* die Rotation des c-Rings verhindern
(Bowman et al., 2004). Eine andere Wirkweise bestiinde in der Verhinderung helikaler

84



DISKUSSION

Konformationséinderungen der a- und der c-Untereinheiten wéhrend der
Protonentranslokation. Diese waren fiir die vergleichbaren Untereinheiten der F-ATPase
beobachtet worden (Fillingame et al., 2002; Rastogi und Girvin, 1999) und werden auch
fiir die V-ATPase angenommen (Kawasaki-Nishi et al., 2003; Toei et al., 2011; Wang et
al., 2004).

Auf die Protonenbindung nehmen die Plecomakrolide offensichtlich keinen
Einfluss, da die Protonenbindestelle in TMH4 der c-Untereinheit durch die
Plecomakrolide nicht bedeckt wird (Bockelmann et al., 2010). Demnach greift der fiir die
DCCD-Bindung angenommene Mechanismus, nach dem DCCD mit dem protonierten
Glutamatrest interagiert (Mizutani et al., 2011), nicht fiir die Plecomakrolide, da das
fluoreszierende DCCD-Derivat NCD-4 trotz Vorinkubation mit Bafilomycin noch an die
c-Untereinheit bindet (Bockelmann et al, 2010). FEine Bindung an die
Protonenbindestelle wurde hingegen fiir Archazolid postuliert, da dieser Inhibitor das
essentielle Glutamat abschirmt und keine NCD-4-Markierung an der c-Untereinheit mehr
auftritt (Bockelmann et al., 2010). Jedoch ist aufgrund der sperrigen Grof3e des Molekiils
(Abb. 1.8) auch fiir Archazolid nicht auszuschlieen, dass die V-ATPase durch die
Verhinderung der c-Ring-Rotation gehemmt wird (Bockelmann et al., 2010).

Der Umstand, dass die a-Untereinheit an der Plecomakrolid-Bindung zwar
beteiligt (Bowman et al., 2006; Wang et al., 2005), aber nicht unbedingt notwendig ist
(Whyteside et al., 2005), flihrte zu der Annahme, dass die a-Untereinheit nicht direkt zur
Inhibitor-Bindetasche gehort (Bowman et al., 2006). Es wird stattdessen vermutet, dass
die Inhibitor-Bindung am c-Ring dann stattfindet, wenn die c-Untereinheiten in engem
Kontakt zur a-Untereinheit stehen und diese die Affinitét der Bindung beeinflussen kann
(Bowman et al., 2006). Dafiir spricht auch, dass die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten '*C-D-Plecomakrolide mit der reaktiven Diazirinylgruppe am Hemiketalring
beide Untereinheiten gleichermaflen markierten, wohingegen in fritheren Arbeiten mit
'2I_Concanolid, das die reaktive Diazirinylgruppe am Makrolactonring trigt (Abb. 4.1),
ausschlieBlich die c-Untereinheit markiert wurde (Huss et al., 2002). Diese Tatsachen
lassen im Zusammenhang mit der sehr engen Interaktion der Untereinheiten a und ¢ (Abb.
4.3) letztlich den Schluss zu, dass die Hypothese, die Inhibitoren wiirden als ,,Steinchen
im Getriebe* die Rotation des c-Rings relativ zur a-Untereinheit verhindern (Bowman et
al., 2006; Bowman et al., 2004), vermutlich richtig ist.

4.1.3 Uberlegungen zur Anzahl der Plecomakrolid-Bindestellen an der V-ATPase

Es stellt sich nun die Frage, ob die Anzahl der Plecomakrolid-Bindestellen der
Anzahl der c-Untereinheiten im Proteolipidring entspricht, oder ob es moglicherweise nur
eine Plecomakrolid-Bindestelle im aktiven Vo-Komplex gibt, entsprechend der Anzahl
der engen Kontakte der Untereinheit a mit zwei c-Untereinheiten (Abb. 4.3). Fiir die V-
ATPase von M. sexta werden zehn c-Untereinheiten im Proteolipidring vermutet
(Muench et al., 2009). Dementsprechend konnte theoretisch eine 10-fach intensivere
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Markierung der c-Untereinheit bei den radioaktiven Markierungsversuchen erwartet
werden. Da dies jedoch nicht der Fall ist, kann eher von der Annahme ausgegangen
werden, dass es nur eine Plecomakrolid-Bindestelle an der Interaktionsstelle der a-
Untereinheit mit zwei c-Untereinheiten gibt. Auch die Tatsache, dass die fiir die c-
Untereinheit berechnete Labeleffizienz durch 14C-D-Baﬁlornycin bzw. *C-D-Concanolid
(Tab. 3.3) mit 0,001% etwa 10-fach geringer ist als die fiir die a-Untereinheit mit 0,012%,
spricht dafiir. Die Labeleffizienz wére fiir beide Untereinheiten gleich, wenn fiir die c-
Untereinheit nicht durch die Anzahl der zehn Untereinheiten im Ring geteilt wiirde,
sondern durch eins, entsprechend einer Bindestelle fiir die Plecomakrolide. Demzufolge
ist die Vorstellung von nur einer Bindestelle zwischen zwei c-Untereinheiten an der
Schnittstelle zur a-Untereinheit durchaus nicht abwegig.

Es besteht allerdings auch die Moglichkeit, dass die Anzahl besetzter Inhibitor-
Bindestellen von der Aktivitit des Enzyms abhingt. Erst vor kurzem wurde eine
hochauflsende (1,9 A) Kristallstruktur fiir den an den cjo-Ring der mitochondrialen F-
ATPase von S. cerevisiae gebundenen Inhibitor Oligomycin verdffentlicht (Symersky et
al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass Oligomycin an die TMH2 der F-ATPase-c-
Untereinheit bindet, also an die im Ring auflen liegende Helix. Obwohl theoretisch zehn
Bindestellen im cjo-Ring vorhanden sind, wurden nur sieben Oligomycin-Molekiile an
der Ringstruktur detektiert, was auf die Kristallisationsbedingungen zuriickgefiihrt wird
(Symersky et al, 2012). Aufgrund dessen, dass wahrscheinlich hydrophobe
Wechselwirkungen des Oligomycins mit der c-Untereinheit einen Grofteil der
Bindeenergie ausmachen, wird vermutlich ein Teil der hydrophoben Oberfliche des c-
Rings bei der Oligomycin-Bindung durch die hydrophile Seite des Inhibitors abgeschirmt,
wihrend seine hydrophobe Seite an den Ring bindet. Fiir den Inhibitionsmechanismus
wird daher vorgeschlagen, dass Oligomycin nur an die c-Untereinheiten bindet, die in
Kontakt zu den Protonenhalbkanélen der a-Untereinheit stehen. Es wird angenommen,
dass die Oligomycin-Bindestellen bei der intakten F-ATPase auf die Bindestellen, die in
Kontakt zur a-Untereinheit stehen, limitiert sind, obwohl die Kristallstruktur sieben
Oligomycinmolekiile am cjo-Ring zeigte (Symersky et al., 2012). Da auch fiir die
Oligomycin-Bindung bereits frilher eine Beteiligung der a-Untereinheit iiber
Affinititsdnderungen in Mutationsstudien festgestellt wurde (John und Nagley, 1986),
wird vermutet, dass die Bindestelle fiir Oligomycin eine urspriingliche Inhibitor-
Bindestelle darstellt, die sowohl in F-ATPasen auch in den strukturell und funktionell
verwandten V-ATPasen vorliegt (Bowman und Bowman, 2002; Symersky et al., 2012).
Dementsprechend konnte auch fiir Bafilomycin und Concanamycin davon ausgegangen
werden, dass sie zwischen zwei c-Untereinheiten binden, wenn diese mit der a-
Untereinheit interagieren und so die Ringrotation effektiv blockieren. Es kann dabei
allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass zunidchst alle Inhibitor-Bindestellen am
Proteolipidring besetzt werden und dass erst anschlieBend gebundene Inhibitormolekiile
in Folge der Rotation zwischen dem Proteolipidring und der a-Untereinheit eingeklemmt
und fixiert werden. Auch die Beobachtung, dass Bafilomycin den sdureinduzierten,
passiven Protonenfluss durch den aus Clathrin-Vesikeln isolierten Vo-Komplex mit einer
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molaren Rate von 1:1 komplett inhibiert (Crider et al., 1994), stiitzt diese Annahme.
Letztlich sei darauf hingewiesen, dass fiir die radioaktiven Markierungsversuche in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls die aktive V-ATPase von M. sexta in Anwesenheit von
Mg-ATP verwendet wurde. Zusammengefasst kann flir die Plecomakrolide
wahrscheinlich nur eine einzige effektive Bindestelle in der aktiven V-ATPase
angenommen werden, was letztlich auch mit dem vermuteten Wirkmechanismus der
Blockade der Ringrotation durch die Bindung der c-Untereinheiten relativ zur a-
Untereinheit iibereinstimmt.

87



DISKUSSION

4.2 Erste nihere Erkenntnisse zur Apicularen-Bindung im Vo-Komplex

4.2.1 Bindet Apicularen im Vo-Komplex an die V-ATPase-Untereinheit a?

Im Gegensatz zu den Plecomakroliden gab es fiir Benzolacton Enamide wie
Apicularen bisher kaum ndhere Informationen zur Bindestelle in der V-ATPase. Fiir das
Benzolacton Enamid Salicylihalamid A konnte lediglich der Vo-Komplex als Wirkort
identifiziert werden (Xie et al., 2004). Verdringungsversuche fiir '*’I-Concanolid A mit
Salicylihalamid oder Apicularen A lieBen darauf schliefen, dass die Benzolacton
Enamide eine andere Bindestelle besetzen als die Plecomakrolide (Huss et al., 2002; Huss
et al., 2005). Ebenfalls war in Markierungsversuchen mit Archazolid und NCD-4 keine
Interferenz mit Apicularen A festgestellt worden (Bockelmann et al., 2010). So wurde
bisher davon ausgegangen, dass sich die Bindestelle fiir Apicularen deutlich von denen
der Plecomakrolide und Archazolid unterscheidet. In dieser Arbeit lieferten nun
radioaktive Markierungsversuche erstmals ndhere Informationen zur Apicularen-
Bindestelle. Die Versuche mit '*C-D-Apicularen und dem V,Vo-Holoenzym sowie den
isolierten V- und Vop-Komplexen identifizierten a und c als die an der Bindung
beteiligten Untereinheiten, womit Apicularen sich auf den ersten Blick wie die
Plecomakrolide verhilt (Abb. 3.3). Neben den Untereinheiten a und c trat jedoch eine
weitere '*C-D-Apicularen-markierte Bande mit einer ungefihren molekularen Masse von
20 kDa hervor, die mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern als die Vo-Untereinheit e
identifiziert wurde (Abb. 3.5). Da diese moglicherweise mit der a-Untereinheit assoziiert
ist (Compton et al., 2006), wurde sie vermutlich aufgrund ihrer engen Nachbarschaft zu
Untereinheit a markiert. Ungliicklicherweise gibt es zur genauen Lokalisation und
Funktion der e-Untereinheit kaum Informationen, auller dass sie ein essentieller
Bestandteil des Vo-Komplexes ist (Compton et al., 2006; Huss et al., 2002; Merzendorfer
et al., 1999; Sambade und Kane, 2004). Obwohl die e-Untereinheit in verschiedenen
Modellen immer wieder neben der a-Untereinheit positioniert wird, gibt es bisher keine
experimentellen Daten, die eine direkte Interaktion der e-Untereinheit mit anderen V-
Untereinheiten zeigen (Compton et al., 2006; Toei et al., 2010). Letztlich kann eine
Beteiligung der e-Untereinheit an der Bindung von D-Apicularen nicht vollstindig
ausgeschlossen werden. In jedem Fall deutet das Ergebnis, dass D-Apicularen als erster
Inhibitor auch die e-Untereinheit markiert, erncut darauf hin, dass die Bindestelle der
Benzolacton Enamide sich tatsidchlich von der der Plecomakrolide und des Archazolids
unterscheidet.

Um die Bindestelle fiir Apicularen innerhalb des Vo-Komplexes weiter
einzugrenzen, wurde sowohl mit Apicularen, D-Apicularen und Saliphenylhalamid als
auch mit den Plecomakroliden und Archazolid versucht, das '*C-D-Apicularen-Label zu
verdrangen (Abb. 3.8). Dabei konnten aufgrund der fehlenden Verdringung des Labels
nach Vorinkubation mit Archazolid vorangegangene Ergebnisse, die bereits eine
Uberlappung der beiden Bindestellen ausschlossen (Bockelmann et al., 2010), eindeutig
bestitigt werden. Demnach bindet Apicularen offensichtlich jenseits des essentiellen
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Glutamats in TMH4 der c-Untereinheit, das sich innerhalb der Archazolid-Bindestelle
befindet.

Uberraschend war zunichst der Umstand, dass natives Apicularen die radioaktive
D-Apicularen-Markierung kaum reduzierte. Eine effektivere Verdriangung wurde durch
die Vorinkubation mit Saliphenylhalamid und dem nicht-radioaktiven D-Apicularen
erreicht. Das flihrte zu der Annahme, dass das weniger raumgreifende, native Apicularen
moglicherweise zu klein ist um die komplette Bindestelle fiir '*C-D-Apicularen
abzuschirmen. Im Gegensatz dazu hat das nicht-radioaktive D-Apicularen die identische
Struktur und Saliphenylhalamid eine dhnliche MolekiilgroBe wie '*C-D-Apicularen (Abb.
1.9A,C und 3.1C), sodass beide die radioaktive Markierung anscheinend besser
verdringen konnen. Die Mbglichkeit, dass '*C-D-Apicularen aufgrund seiner
Diazirinylgruppe an eine andere Stelle als Apicularen bindet, kann aus mehreren Griinden
ausgeschlossen werden. Zum einen hatte die Diazirinylgruppe, gekoppelt an die
Kontrollsubstanz Tetralin, keinen inhibitorischen Effekt auf die V-ATPase von M. sexta
(Abb. 3.10A). Zum anderen reduzierte das Anhdngen der Diazirinylgruppe das im
nanomolaren Bereich liegende Inhibitorpotenzial des nativen Apicularens nur geringfiigig
um einen Faktor von etwa 20, sodass D-Apicularen trotz der Modifikation ein sehr
potenter und effektiver Inhibitor ist (Tab. 3.1). Die groBBe Flexibilitdt der Diazirinylgruppe
spricht dafiir, dass Apicularen wahrscheinlich ungehindert binden kann. Zudem wurde die
Diazirinylgruppe an die Position C3 des Makrolactonrings platziert, wo Modifikationen
kaum einen Einfluss auf das Inhibitorpotenzial haben (Uberblick in Huss und Wieczorek,
2009). All diese Informationen lassen den Schluss zu, dass D-Apicularen die gleiche
Bindestelle wie Apicularen besetzt und nur aufgrund seiner etwas raumgreifenderen
GroBe vermutlich auch {iber die Randbereiche der Apicularen-Bindestelle hinwegragt.

Fiir die Benzolacton Enamide und die Plecomakrolide wurde bislang von
unterschiedlichen Bindestellen ausgegangen, da in fritheren Arbeiten bei dem Einsatz von
Saliphenylhalamid und Apicularen keine Verdringung des '*’I-Concanolids beobachtet
worden war (Huss et al., 2002; Huss et al., 2005). Das zunichst iiberraschende Ergebnis,
dass die Plecomakrolide zu einer leichten Verdringung des radioaktiven D-Apicularens
filhren (Abb. 3.8), spricht erneut fiir die bereits angesprochene, etwas weiterreichende
Bindestelle fiir D-Apicularen im Vergleich zur nativen Substanz. Jedoch auch umgekehrt
kam es zu einer schwachen Reduktion der '*C-D-Plecomakrolid-Label nach der
Vorinkubation mit D-Apicularen, wohingegen Apicularen das Label nicht reduzierte,
sondern eher noch verstirkte (Abb. 3.6 und 3.7). Diese Verstiarkung ist vermutlich darauf
zuriickzufithren, dass Bafilomycin besser an das durch Apicularen inhibierte und
vermutlich fixierte Enzym binden kann und dass seine Bindestelle nicht durch Apicularen
abgeschirmt wird. Insbesondere die Beeinflussbarkeit des '‘C-D-Bafilomycin-Labels,
aber auch seine D-Apicularen bedingte Reduktion an der c-Untereinheit auf 50%,
wihrend das Label an der a-Untereinheit nicht verindert ist, scheinen die Vermutung zu
bestdtigen, dass D-Apicularen die Apicularen-Bindestelle etwas iiberragt. Demnach
kommt es wohl zu einer Uberlappung der Bindestellen fiir Bafilomycin und D-
Apicularen, die wahrscheinlich allein auf die Diazirinylgruppe von D-Apicularen
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zuriickzufiihren ist, da Apicularen selber nicht in die Bindestelle der Plecomakrolide
hineinragt.

Die geschilderten Ergebnisse zeigen somit, dass die Bindung der Benzolacton
Enamide ebenfalls an den Untereinheiten a und c stattfindet, wobei eine Beteiligung der
Untereinheit e nicht ginzlich ausgeschlossen werden kann. Zu einer Uberlappung mit der
Bindestelle fiir Archazolid kommt es nicht, jedoch ist eine Interferenz bei der Bindung
der Plecomakrolide und D-Apicularen festzustellen, die auf die Diazirinylgruppe des D-
Apicularens zurlickzufiihren ist.

Um herauszufinden, ob die a- oder die c-Untereinheit vornehmlich die
Apicularen-Bindestelle beherbergt, wurden in der vorliegenden Arbeit zusitzlich
hefegenetische Ansitze verfolgt. Da die V-ATPase von S. cerevisiae nicht sensitiv
gegeniiber Apicularen ist (S. Bockelmann, M. Huss, und H. Wieczorek, unverdffentlichte
Daten), wurde versucht, mit Hilfe der Expression der V-ATPase-Untereinheiten a und c
Apicularen-sensitiver Organismen in entsprechenden Hefe-Deletionsmutanten Hybrid-V-
ATPasen zu generieren, die aktiv sind und Sensitivitit gegeniiber Apicularen zeigen. Auf
diese Weise konnte auf direktem Weg eine Beteiligung der a- oder c-Untereinheit oder
beider Untereinheiten nachgewiesen werden. Die Expression speziesfremder a-
Untereinheiten konnte den Vma -Phinotyp einer Hefe-Deletionsmutante flir die beiden
Isoformen Vphl und Stv1 bisher nicht komplementieren (Aviezer-Hagai et al., 2000; Su
et al., 2008), da vermutlich die in der N-terminalen Doméne von Vphl fiir eine richtige
Lokalisation von Vphl in den anderen a-Untereinheit fehlten (Kawasaki-Nishi et al.,
2001a). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Hybrid-a-Untereinheiten aus der N-
terminalen Halfte von Vphl und der C-terminalen Hilfte der Isoformen a3 und a4 der
humanen a-Untereinheit generiert und in einer S. cerevisiae-Deletionsmutante fiir Vphl
und Stvl exprimiert (Abschnitte 3.4.2 und 3.4.3). Da jedoch keine der beiden Hybrid-
Untereinheiten aktiv war, waren Riickschliisse auf eine durch die Untereinheit a
vermittelte Apicularen-Sensitivitdt nicht moglich.

Im Gegensatz zu den Hybrid-a-Untereinheiten fiihrte die Expression der c-
Untereinheiten der V-ATPasen sowohl von H. sapiens als auch von M. sexta in der vima3-
Deletionsmutante von S. cerevisiae zu einem teilweise komplementierten Vma -Phinotyp
(Abb. 3.14). Beide Hybrid-V-ATPasen waren vollstindig assembliert, wiesen jedoch im
Vergleich zur Wildtyp-V-ATPase eine reduzierte V-ATPase-Aktivitit auf. Letztlich
stellte sich aber heraus, dass keine der beiden Hybrid-V-ATPasen durch Apicularen
inhibiert werden konnte (Abb. 3.15). Demnach wird die Apicularen-Bindestelle
zumindest nicht von der c-Untereinheit allein gebildet. Im Umkehrschluss steuert
hingegen die a-Untereinheit hochst wahrscheinlich einen erheblichen Beitrag zur
Apicularen-Bindung bei, was jedoch leider nicht mit Hilfe des hier vorgestellten
hefegenetischen Ansatzes direkt gezeigt werden konnte, da die Hybrid-a-Untereinheiten
nicht funktionell in die V-ATPase von S. cerevisiae integriert wurden. Auch der
gleichzeitige Austausch der Untereinheiten Vphl und Vma3 gegen die Hybrid-
Untereinheit Vphl/a4 bzw. die humane a-Isoform a4 und die humane c-Untereinheit
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(Abb. 3.16), der mogliche fehlerhafte Interaktionen zwischen den speziesfremden V-
Untereinheiten vermindern sollte, resultierte nicht in aktiven Hybrid-V-ATPasen und
damit auch nicht in weiterfithrenden Erkenntnissen zur Apicularen-Bindestelle.

Die a-Untereinheit als Apicularen-Bindungsort ist auch im Hinblick auf die
Aminosduresequenzen und ihre Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies
wahrscheinlicher als an der c-Untereinheit. Letztere ist eine hochkonservierte V-ATPase-
Untereinheit mit einer Sequenzidentitit von fast 70% fiir die c-Untereinheiten von
H. sapiens bzw. M. sexta verglichen mit Vma3 von S. cerevisiae. Untereinander weisen
die c-Untereinheiten von H. sapiens und M. sexta sogar eine Identitdt von 80% auf. Im
Gegensatz dazu entsprechen die Sequenzen der a-Untereinheiten von M. sexta bzw. der
Isoformen a3 und a4 von H. sapiens nur zu etwa 35% der Sequenz von Vphl. Die
Identitdt der a-Untereinheit von M. sexta und der Isoform a3 bzw. a4 von H. sapiens
betrdgt hingegen etwa 40% bzw. 50%. Da Apicularen die V-ATPase der Sduger und
Insekten hemmt, nicht aber die der Hefe, koénnte somit vermutet werden, dass die
Bindestelle sich eher an der a-Untereinheit befindet, da diese weniger konserviert vorliegt
als die c-Untereinheit.

Zytosol

. Apicularen

c . Bafilomycin/Concanamycin
O Archazolid

3 —D = Diazirinylgruppe

¢ E = essentielles Glutamat
a = Vy-Untereinheit a

¢ = V-Untereinheit ¢ mit TMH1-4

Lumen

Abb. 4.5: Modell der Bindestelle fiir Apicularen in der Nachbarschaft der Plecomakrolid- und
Archazolid-Bindestellen

Das Modell (links, Seitenansicht; rechts, Aufsicht) zeigt der Einfachheit halber die C-terminale Hélfte der
a-Untereinheit als Zylinder und nur zwei c-Untereinheiten des Proteolipidrings. Die vier TMHs der c-
Untereinheiten sind nummeriert (1-4). Die Inhibitor-Bindestellen wurden farblich markiert: Rot fiir
Apicularen, blau fiir die Plecomakrolide und gelb fiir Archazolid. Die Position des essentiellen Glutamats in
TMH4 der c-Untereinheit wurde mit einem ,,E“ gekennzeichnet. Aulerdem wurden die Halbkanile in der
a-Untereinheit, iiber die die Protonen Zugang zum Proteolipidring gewinnen, angedeutet (hellgrau).
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Insgesamt konnen die hier gewonnen Informationen zur Bindestelle fiir
Apicularen in einem schliissigen Modell zusammengefasst werden (Abb. 4.5). '*C-D-
Apicularen fiihrte zur radioaktiven Markierung der Untereinheiten a und c, wobei eine
Beteiligung der e-Untereinheit nicht ausgeschlossen werden kann. Auf das Einzeichnen
der e-Untereinheit in das Modell wurde wie bereits erwidhnt verzichtet, weil ihre genaue
Lokalisation in der V-ATPase noch unbekannt ist. Die Mutationsstudien bei der Hefe
zeigten, dass die c-Untereinheit als alleinige Bindestelle fiir Apicularen nicht in Frage
kommt. Die Untereinheit a als Tragerin des Grofteils der Bindestelle konnte zwar nicht
direkt bestdtigt werden, dennoch ist es wahrscheinlich, dass Apicularen vorzugsweise an
der a-Untereinheit bindet, sodass die Bindestelle dort eingezeichnet wurde. Wihrend
keine Interferenz der Bindung des nativen Apicularens mit der Bindung der
Plecomakrolide oder Archazolid festgestellt wurde, gab es durch die Verdringung der
Plecomakrolide durch D-Apicularen, insbesondere des '*C-D-Bafilomycins an der c-
Untereinheit, und auch durch die umgekehrte, ebenfalls vorhandene Verdringung des
C-D-Apicularens durch die Plecomakrolide deutliche Hinweise auf ein Uberlappen der
Diazirinylgruppe  des  D-Apicularens mit  der  Plecomakrolid-Bindestelle.
Dementsprechend wurde die D-Apicularen-Bindestelle so im Modell platziert, dass die
Bindestelle fiir Apicularen selber zwar nicht mit denen fiir die Plecomakrolide und
Archazolid {berlappt, die Diazirinylgruppe des Apicularens aber wohl in die
Plecomakrolid-Bindestelle hineinragt. Alles in allem konnte erstmals die Benzolacton-
Enamid-Bindestelle erfolgreich so stark eingegrenzt werden, dass nun davon ausgegangen
werden kann, dass Apicularen offensichtlich vorzugsweise an der a-Untereinheit der V-
ATPase bindet.

4.2.2 Ein moglicher Wirkmechanismus fiir Apicularen

Die bisher vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine weitgehende Lokalisation der
Apicularen-Bindestelle in der a-Untereinheit hin (Abschnitt 4.2.1). Bei der Frage nach
einem moglichen Wirkmechanismus kann zunéchst festgestellt werden, dass eine
Blockierung der Protonenbindestelle und die Verhinderung der Protonierung der c-
Untereinheiten ausgeschlossen werden kann, da die c-Untereinheit trotz einer
Vorinkubation mit Apicularen mit NCD-4 markierbar ist (Bockelmann ez al., 2010).

Wabhrscheinlicher ist der fiir die Plecomakrolide vermutete Mechanismus, bei dem
die Inhibitoren als ,,Steinchen im Getriebe* die Rotation des Proteolipidrings relativ zur
a-Untereinheit verhindern (Bowman et al., 2006; Bowman et al., 2004). Fiir Apicularen
kann allerdings umgekehrt angenommen werden, dass durch die Bindung an die a-
Untereinheit die Ringrotation blockiert wird. Aber auch eine Zugangssperre fiir Protonen
zum c-Ring ist vorstellbar, wenn Apicularen in unmittelbarer Ndhe der Halbkanile der a-
Untereinheit binden sollte (Abb. 4.5). Dabei ist durchaus vorstellbar, dass es wahrend der
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Apicularen-Bindung zu Helixverschiebungen innerhalb des membranstidndigen Teils der
a-Untereinheit kommt, die schlieBlich die Protonenhalbkanile verschlief3en.

Derzeit konnen zum Wirkmechanismus von Apicularen allerdings nur
Vermutungen geduBert werden. Nichtsdestotrotz diirfte sich die Schnittstelle zwischen der
a- und der c-Untereinheit als ein allgemeingiiltiger und effektiver Wirkort fiir
verschiedene Inhibitoren etabliert haben.
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4.3 Neue Mutationsstudien am Vo-Komplex von Saccharomyces cerevisiae

4.3.1 Integration speziesfremder c-Untereinheiten in die V-ATPase von
S. cerevisiae

Im Zuge der Entwicklung einer Modell-V-ATPase zur Untersuchung der
Hemmung durch Apicularen wurden in dieser Arbeit Untereinheiten des Vo-Komplexes
von Saccharomyces cerevisiae, deren V-ATPase nicht sensitiv gegeniiber Apicularen ist,
gegen V-ATPase-Untereinheiten Apicularen-sensitiver Organismen ausgetauscht. Im
Hinblick auf die Deletion von Vma3 war bereits bekannt, dass eine Komplementation der
mit den c-Untereinheiten von Drosophila melanogaster (Finbow et al., 1994), Nephrops
norvegicus (Harrison et al., 1994), Acetabularia acetabulum (Ikeda et al., 2001) und
Plasmodium falciparum (Y atsushiro et al., 2005) moglich ist. In der vorliegenden Arbeit
wurde dariiber hinaus eine erfolgreiche Komplementation mit den c-Untereinheiten von
M. sexta und denen der Sduger H. sapiens und Mus musculus nachgewiesen (Abschnitt
3.5.1).

Der Sequenzvergleich der verschiedenen c-Untereinheiten legt die ausgeprigte
Homologie unter den c-Untereinheiten dar (Abb. 4.6). Es besteht eine hohe Identitit
zwischen den c-Untereinheit-Sequenzen im Vergleich zur c¢-Untereinheit von
S. cerevisiae. Demnach ldsst sich durchaus nachvollziechen, dass die c-Untereinheiten von
evolutiondr z. T. weit entfernten Arten die der Béckerhefe zumindest teilweise funktionell
ersetzen konnen.

g cerevisgi
H sapiens
M_musculus
M_sexta
N_norvegic :
D_melanoga :
P_falecipar :
A _acetabul :

5_cersvisi :
H_sapilens
M_musculus :
M zenta

N nervegls
D_melancga :
p_falcipar :
A acetabul :

Abb. 4.6: Vergleich der Aminosiuresequenzen verschiedener c-Untereinheiten

Der Sequenzvergleich wurde mit der Internetanwendung CLUSTAL Omega (1.1.0) (EMBL-EBI), dem
Programm GeneDoc Version 2.3 und den Aminosduresequenzen der c-Untereinheiten folgender
Organismen durchgefiihrt:  S. cerevisiae (Swiss-Prot.-Nr.: P25515.1), H. sapiens (Swiss-Prot.-Nr.:
P27449.1), M. musculus (Swiss-Prot.-Nr.: P63082.1), M. sexta (Swiss-Prot.-Nr.: P31403.1), N. norvegicus
(Swiss-Prot.-Nr.: Q26250.1), D. melanogaster (Swiss-Prot.-Nr.: P23380.1), P. falciparum (GenBank-Nr.:
AAW28115.1), A. acetabulum (GenBank-Nr.: BAA21682.1). Die c-Untereinheiten weisen im Vergleich
zur c-Untereinheit von S. cerevisiae folgende Identititen auf: H. sapiens 67%, M. musculus 67%, M. sexta
69%, N. norvegicus 67%, D. melanogaster 68%, P. falciparum 50%, A. acetabulum 52%.
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Durch die Uberexpression des Assemblierungsfaktors Vma21 konnte die Aktivitit
der Hybrid-V-ATPasen mit der humanen c-Untereinheit erreicht werden (Abb. 3.14).
Vma2l spielt eine insofern entscheidende Rolle, als das Chaperon iiber die direkte
Interaktion mit der Proteolipid-Untereinheit ¢’ zunichst die Bildung des Proteolipidrings
und schlieBlich des kompletten Vo-Komplexes vermittelt, und dariiber den Vo-Komplex
beim Transport vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi zu eskortieren scheint
(Malkus et al., 2004). Durch die Vma2l-Uberexpression konnte vermutlich die
Interaktion der humanen c-Untereinheit mit den Untereinheiten ¢’ und ¢’ des Hefe-
Proteolipidrings verbessert werden. Im Gegensatz dazu steht die fehlgeschlagene
Komplementation des Hefedeletionsstammes fiir alle drei Proteolipiduntereinheiten (c, ¢’
und ¢’’) mit den c-Untereinheiten von H. sapiens und M. sexta (Abb. 3.18A). Hier kann
vermutlich die Interaktion von Vma2l mit den c-Untereinheiten von H. sapiens und
M. sexta nicht so wie mit der ¢’-Untereinheit von S. cerevisiae stattfinden, sodass die
Biogenese des Vo-Komplexes nicht unterstiitzt wird. Fiir die nicht gegliickte
Komplementation mit der humanen c-Untereinheit konnte allerdings auch noch das
Fehlen der humanen c¢’’-Untereinheit verantwortlich sein, die im Gegensatz dazu in der
V-ATPase von M. sexta wahrscheinlich nicht vorkommt (Huss ef al., 2002; Huss und
Wieczorek, 2007; M. Huss und H. Wieczorek, unveroffentlichte Daten). Letztlich ist aber
auch eine optimale Interaktion von Vma21 mit der humanen c¢’’-Untereinheit fraglich, da
die eigentlich mit Vma21 interagierende Untereinheit ¢’ bei der humanen V-ATPase nicht
vorkommt.

Um dieses Problem zu umgehen und die Interaktion von Vma2l mit
speziesfremden c-Untereinheiten zu verbessern bzw. zu ermdglichen, wiren
Mutagenesestudien angelehnt an die Untersuchungen von (Finnigan ef al., 2012) denkbar.
Der Arbeitsgruppe gelang es, Proteolipiduntereinheiten nach evolutivem Vorbild zu
generieren, indem sie Deletionsmutanten fiir die Proteolipidisoformen der Hefe (Vma3,
Vmall und Vmal6) mit putativen Vorldufern bzw. auch mit dem mutmaBlich
gemeinsamen Vorldufer von Vma3 und Vmall, genannt Anc.3-11 komplementierten.
Eventuell konnte das Einfligen von Mutationen in die c-Untereinheiten von H. sapiens
und M. sexta nach einem Vergleich mit der Aminosduresequenz von Anc.3-11 eine
funktionelle Expression in der Dreifachdeletionsmutante der Hefe erlauben. AuBBerdem
konnte die gleichzeitige Expression der am Beispiel von Anc.3-11 mutierten c-
Untereinheiten von H. sapiens und M. sexta mit dem Protein Anc.16, dem gemeinsamen
c’’-Vorldaufer von homologen Proteinen verschiedener Organismen (Finnigan et al.,
2012), erfolgen. Moglicherweise wire so die Komplementation der Deletionsmutante fiir
alle drei Proteolipide der Hefe und die Assemblierung eines speziesfremden
Proteolipidrings erfolgreich.
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4.3.2 Erste Versuche zur Integration von Hybrid-a-Untereinheiten in die
V-ATPase von S. cerevisiae

Aufgrund der Schwierigkeit, speziesfremde a-Untereinheiten in der V-ATPase
von S. cerevisiae zu exprimieren, wurden die neuen Hybrid-Untereinheiten Vphl/a3 und
Vphl/a4 nach dem Vorbild der chiméren Proteine aus Vphl und Stvl (Kawasaki-Nishi et
al., 2001a) generiert (Abschnitt 3.4.2), um zumindest Teile von a-Untereinheiten
Apicularen-sensitiver Organismen in die Hefe einzuschleusen. Dabei wurde die N-
terminale Domédne von Vphl mit der C-terminalen Doméne der humanen a3- bzw. a4-
Untereinheiten fusioniert, um die Expression der speziesfremden C-terminalen Region,
die am Protonentransport und vermutlich auch an der Apicularen-Bindung beteiligt ist, in
der Hefe zu ermoglichen. Allerdings komplementierte keines der beiden Hybride
Vphl/a3 und Vphl/a4 die AvphlAstvi-Mutante funktionell, obwohl eine geringe Menge
assemblierter V-ATPasen in den Vakuolenmembranen detektiert wurde (Abb. 3.13).

Welche Eigenschaften der Hybrid-Untereinheiten sind fiir diesen schlechten
Einbau verantwortlich? Entsprechend den Hybriden aus Vphl und Stvl (Kawasaki-Nishi
et al., 2001a) war fiir Vphl/a3 und Vphl/a4 angenommen worden, dass sich die N-
terminale, periphere Region von Vphl auf die Aminosduren 1-409 beschrinkt und dass
ihre Beibehaltung die darin kodierte korrekte Lokalisation der Hybride gewéhrleistet.
AulBlerdem wurden so die Aminosduren 362-407, die die Verbindung zwischen der N- und
der C-terminalen Doméne von Vphl bilden und fiir die Funktion und Assemblierung der
V-ATPase von S. cerevisiae essentiell sind (Ediger et al., 2009), beibehalten, sodass die
Verbindung zwischen den beiden Doménen nicht gestort sein sollte.

Im Hinblick auf die jeweilige C-terminale Region der a-Untereinheiten zeigte der
Sequenzvergleich der Aminosduren, d.h. bei Vphl AS 410-840, bei Untereinheit a3 AS
391-830 und bei Untereinheit a4 AS 396-840, allerdings nur eine Identitit von 41% fiir
Vphl und a3 und 43% fiir Vphl und a4. Das bedeutet, dass es trotz der konservierten
Bereiche noch grofle Sequenzunterschiede gibt, die vermutlich den Einbau der Hybrid-a-
Untereinheiten in die Hefe-V-ATPase beeinflussen. Hinzu kommt, dass die Sequenzen
der Hybride mit 850 AS bei Vphl/a3 und 855 AS bei Vphl/a4 im Vergleich zu den
Sequenzen von Vphl und a4 mit je 840 und von a3 mit 830 Aminosduren eine grofere
Gesamtliange aufweisen. Auch diese hat wahrscheinlich Auswirkungen auf die Integration
der Hybriduntereinheiten in die V-ATPase der Hefe.
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H.s.a3 : : 791
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Abb. 4.7: Vergleich der Aminosiuresequenzen der Untereinheiten Vphl von S. cerevisiae und a3 und
a4 von H. sapiens

Der Vergleich wurde mit der Internetanwendung CLUSTAL Omega (1.1.0) (EMBL-EBI), dem Programm
GeneDoc Version 2.3 und den folgenden Aminosduresequenzen durchgefiihrt: Vphl von S. cerevisiae
(Swiss-Prot.-Nr.: P32563.3), Untereinheiten a3 (NCBI Referenz-Nr.: NP_006010.2) und a4 (NCBI
Referenz-Nr.: NP_570856.2) von H. sapiens. Die im Modell von Toei et al. (2011) farblich markierten
Aminosduren und die Auswirkung ihrer Mutationen wurden auf den hier gezeigten Sequenzvergleich
iibertragen: Kein Effekt = blau; reduzierte Assemblierung = gelb; um 30-50% reduzierte Aktivitit = griin;
weniger als 30% Aktivitit = rot. Aminosduren, deren Mutation in Vphl einen Effekt auf die V-ATPase-
Aktivitit hatte und die nicht konserviert sind, wurden mit Sternchen markiert.

Der Aminosduresequenzvergleich von Vphl/a3 und Vphl/a4 mit Vphl und den
humanen Isoformen a3 und a4 im Bereich des Ubergangs der N-terminalen Region zur C-
terminalen Region bringt ein weiteres, moglicherweise storendes Merkmal der Hybride
zum Vorschein: Die Aminosdure Tyrosin an Position 411 der beiden Hybride (Abb. 4.8)
ist in der Sequenz von Vphl an dieser Stelle nicht vorhanden. Als erste Aminosédure der
vermuteten C-terminalen Domédnen der humanen Untereinheiten a3 und a4 (Tyrosin-391
bzw. Tyrosin-396) schliefit sie an die N-terminale Sequenz von Vphl an. Es kann nicht
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ausgeschlossen werden, dass das Tyrosin an dieser Stelle zu einer ungiinstigen
Verldangerung der Sequenz fiihrt und mdoglicherweise eine strukturelle Verdnderung zur
Folge hat, die den Membraneintritt der C-terminalen Region sowie den Einbau und die
Funktion der Hybrid-Untereinheiten in der V-ATPase der Hefe storen konnte. Daher
konnte die Deletion des Tyrosin-411 bei Vphl/a3 und Vphl/a4 einen positiven Effekt auf
den Einbau der Hybrid-Untereinheiten in die V-ATPase der Hefe haben.

: 434
;415
: 420
¢ 435

vphl : GEMEARL/EDYE SiR0 HT
H.g.a3 : [MEEAMRDSSMEEe--SARAHRMDCRDM
H.s.ad BGUIE T, SiES SI01A PIRUIT

Q

Q : 435

: WERANE 5 THOEKT
vphl/a3d : I P H
vphl/ad : L P3

7
HT

Abb. 4.8: Ausschnitt des Aminosiiuresequenzvergleich der Untereinheiten Vphl von S. cerevisiae, a3
und a4 von H. sapiens und den beiden Hybrid-Untereinheiten Vphl/a3 und Vphl/a4 im Bereich des
Ubergangs der Hybride.

Der Vergleich wurde mit der Internetanwendung CLUSTAL Omega (1.1.0) (EMBL-EBI), dem Programm
GeneDoc Version 2.3 und den folgenden Aminosduresequenzen durchgefiihrt: Vphl von S. cerevisiae
(Swiss-Prot.-Nr.: P32563.3), Untereinheiten a3 (NCBI Referenz-Nr.: NP_006010.2) und a4 (NCBI
Referenz-Nr.: NP _570856.2) von H. sapiens. Der rote Pfeil markiert Tyrosin-411 der Hybrid-
Untereinheiten.

Um das Ziel der Herstellung einer Modell-V-ATPase fiir die Untersuchung der
Apicularen-Hemmung zu erreichen, konnte, abgesehen von dem Austausch der
kompletten a-Untereinheit oder der C-terminalen Domidne der a-Untereinheit, die
Synthese einer neuen a-Untereinheit nach dem Vorbild der von Finnigan et al. (2011)
publizierten Untereinheit Anc.a einen schonenderen Eingriff darstellen und die negativen
Effekte auf die Assemblierung und die Aktivitidt reduzieren. Die Untereinheit Anc.a
ersetzt als vermutete Vorldufer-Untereinheit von Vphl und Stvl beide Isoformen
funktionell, d. h. ithre Expression in Hefe flihrte zur Ansduerung der Vakuole und des
Golgis bzw. des endosomalen Netzwerks (Finnigan et al., 2011). Im Hinblick auf eine
mogliche Hemmung konnte zunéchst {iberpriift werden, ob Apicularen einen Effekt auf
die ATPase-Aktivitiat der Anc.a-exprimierenden V-ATPase hat, da sich die Apicularen-
Sensitivitit eventuell erst spiter entwickelte. Sollte dies nicht der Fall sein, konnte die
Rekonstruktion einer a-Untereinheit, die evolutiv noch frither angesiedelt ist, d. h. noch
vor der Trennung zwischen den Pilzen und anderen Organismen, zu Apicularen-
sensitiven V-ATPasen fiihren. Unabhingig davon konnte die Einfilhrung von
Aminosduren, die in den humanen Isoformen der a-Untereinheit aber nicht in Vphl
konserviert sind, in die Sequenz von Anc.a zu einer a-Untereinheit fiihren, deren Einbau
in die Hefe-V-ATPase die Assemblierung und Aktivitdt aber auch die Hemmung durch
Apicularen ermdglicht.

Zusammenfassend ist flir die Mutation der a-Untereinheit der Hefe-V-ATPase
festzustellen, dass durchaus Moglichkeiten denkbar sind, um die Generation einer
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Apicularen-hemmbaren V-ATPase in Hefe in einer folgenden Arbeit letztendlich doch zu
realisieren.

4.3.3 Zur engen Kopplung von Protonentransport und ATP-Hydrolyse bei der
V-ATPase von S. cerevisiae

In Anlehnung an die Experimente von Hoppe et al. (1982) und Fillingame et al.
(1984), die durch die Mutagenese des essentiellen Aspartat-61 zu Glycin bzw. Asparagin
eine F-ATPase ohne Protonentransport- aber mit ATPase-Aktivitdt generierten, sollten in
der vorliegenden Arbeit die essentiellen Glutamatreste der V-ATPase-
Proteolipiduntereinheiten ausgetauscht werden (Abschnitt 3.6). Auch wenn in keinem
Fall eine Enzymaktivitdt messbar und damit Versuche zur Inhibition hinféllig waren,
verdeutlichen die negativen Ergebnisse die strenge Kopplung von ATP-Hydrolyse und
Protonentransport bei der V-ATPase.

Die zunédchst nur in der c-Untereinheit durchgefiihrten Substitutionen hatten
keinen Einfluss auf die Assemblierung. Fiir das Ausbleiben der ATP-Hydrolyse war
zundchst vor allem ein Grund denkbar: In der V-ATPase von S. cerevisiae sind neben
mehreren Kopien der c-Untereinheit (Vma3) auch die beiden Proteolipidisoformen c’
(Vmall)und ¢”” (Vmal®6) je einfach vorhanden (Hirata et al., 1997). Dagegen wird der c-
Ring der F-ATPase von E. coli ausschlie8lich von einer einzigen Art c-Untereinheit, die
in zehnfacher Kopie vorliegt, gebildet (Uberblick in Muench et al, 2011).
Dementsprechend werden beim Austausch des essentiellen Aspartats der F-ATPase gegen
Asparagin oder Glycin alle essentiellen Carboxylgruppen im c-Ring eliminiert, wahrend
im Proteolipidring der Hefe nach der Substitution des Glutamat-137 in Vma3 die beiden
essentiellen Glutamate von Vmall (E145) und Vmal6 (E108) verbleiben. Vmall und
Vmal6 sind im c-Ring direkt nebeneinander angeordnet (Abb. 4.9) und bedingen eine
Asymmetrie des Hefe-Proteolipidrings, die im c-Ring der F-ATPase nicht vorhanden ist.
Hinzu kommt die Lokalisation des essentiellen Glutamatrests von Vmalé6 (¢””) in TMH3
statt in TMHS, wodurch im Ring eine UnregelméBigkeit der Anordnung der essentiellen
Glutamate und eine grof3ere Liicke fiir die protonierbaren Reste entsteht (Abb. 4.9) (Wang
et al., 2007). Es wird vermutet, dass diese UnregelméBigkeit auch dafiir verantwortlich
ist, dass, im Gegensatz zum freien Fo-Komplex (Fillingame et al., 1983), der freie Vo-
Komplex keine passive Protonenleitfahigkeit aufweist (Zhang et al., 1992) und dass diese
Eigenschaft eine Grundvoraussetzung flir den Regulationsmechanismus der reversiblen
Dissoziation des V- und des Vo-Komplexes ist (Wang et al., 2007). Bei einer normal
funktionierenden V-ATPase wird diese Liicke zwischen dem negativ geladenen
Glutamatrest in TMH3 von Vmal6 und dem in TMH4 von Vmall, wahrscheinlich aktiv
iibersprungen, indem die Ringrotation durch die ATP-Hydrolyse angetrieben wird.
Moglicherweise spielt hier auch der fiir die F-ATPase beschriebene Rotations-Ratschen-
Mechanismus eine Rolle, bei dem die Generation des Drehmoments des c-Rings auf die
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Brownsche Molekularbewegung, die relativ zur a-Untereinheit stattfindet, zurlickgefiihrt
wird (Junge et al., 1997; Junge und Nelson, 2005). Die essentiellen Glutamatreste des
Rotors miissen dabei zum einen negativ geladen sein, wenn sie der positiven Stator-
Untereinheit a zugewandt sind, zum anderen miissen sie durch die Protonenbindung
neutralisiert werden, bevor sie in die hydrophobe Membran weiterdrehen konnen (Junge
et al., 1997; Junge und Nelson, 2005). Vermutlich kommt es bei der V-ATPase wihrend
des aktiv angetriecbenen Protonentransports zu dhnlichen, ladungsbedingten
Wechselwirkungen zwischen der Untereinheit a und dem Proteolipidring, die nach dem
Austausch des essentiellen Glutamats von Vma3 nicht mehr moglich sind. Demzufolge
konnte vermutet werden, dass die Ringrotation in dem Moment stoppt, in dem die c-
Untereinheit aufgrund der Ladungsverdnderung der Aminosdure an Position 137 nicht
mehr mit der a-Untereinheit interagieren und keine Deprotonierung mehr stattfinden kann
(Abb. 4.9). Des Weiteren kann spekuliert werden, dass die Bewegung der c-Untereinheit
mit einem neutralen Aminosdurerest anstatt des unter physiologischen Bedingungen
negativ geladenen Glutamats vom zytoplasmatischen zum luminalen Halbkanal in der a-
Untereinheit nicht mehr erfolgen kann und die Ringrotation an diesem Punkt abbricht.

Abb. 4.9: Schematische Darstellung des Proteolipidrings und der a-Untereinheit

Ansicht des Proteolipidrings und der a-Untereinheit vom Zytosol aus (modifiziert nach (Jefferies et al.,
2008; Wang et al., 2007). Der Pfeil oberhalb des c-Rings deutet die Rotationsrichtung an. Der Austausch
der essentiellen Glutamate in den TMH4 der c-Untereinheiten ist durch ein rotes X markiert. Der weile
Buchstabe E kennzeichnet die essentiellen Glutamatreste der c’-Untereinheit in TMH4 und der c¢’'-
Untereinheit in TMH3. Die schematische Darstellung der a-Untereinheit beinhaltet den positiv geladenen,
essentiellen Argininrest-735 (Kawasaki-Nishi et al., 2001b) und die beiden Halbkanéle (hellgrau), durch die
die Protonen den Proteolipidring erreichen bzw. verlassen. Die Bewegungsrichtung der Protonen durch die
Halbkanile ist durch Pfeile angedeutet.
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Der zusitzliche Austausch der beiden protonierbaren essentiellen Glutamate von
Vmall und Vmal6 gegen das strukturell identische, aber ungeladene Glutamin fiihrte
jedoch auch nicht zur erwarteten Entkopplung von Protonentransport und ATPase-
Aktivitdt. Demnach konnen die Ergebnisse fiir die F-ATPase von E. coli (Hoppe et al.,
1982) nicht auf die V-ATPase von S. cerevisiae libertragen werden. Wie bereits oben fiir
den Austausch E137Q bei Vma3 diskutiert, kommt es wahrscheinlich auch bei dem
Proteolipidring ohne protonierbare Reste zu einer Rotationsblockade aufgrund der
veranderten Ladung, die wahrscheinlich die korrekte Interaktion der Proteolipide mit der
a-Untereinheit verhindern.

Uber die Rotationsblockade des c-Rings und den dadurch fest gestellten zentralen
Stiel der V-ATPase werden vermutlich die zur ATP-Hydrolyse notwendigen,
sequenziellen Konformationsdnderungen in den katalytischen Untereinheiten im V-
Komplex verhindert (Abschnitt 1.3.1). So =zeigt auch die Beobachtung, dass
Concanamycin, das im Vo-Komplex wirkt und die Mg**-ATPase-Aktivitit der V-ATPase
von M. sexta, nicht aber die Hydrolyse von Ca’’-ATP hemmt, dass es eine Art
Kommunikation des V;-Komplexes mit dem Vo-Komplex gibt (Huss, 2001). Umgekehrt
induziert die Ca®'-ATPase-Aktivitit der V-ATPase keine Protonentranslokation (Huss,
2001). Fiir diese Entkopplung von ATP-Hydrolyse und Protonentransport in Gegenwart
von Ca”" wird vermutet, dass die Ca®’-ATP-Hydrolyse an nur einer der katalytischen
Stellen des V;-Komplexes stattfindet (Huss, 2001).

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass es innerhalb der hier
vorgestellten,  vollstindig assemblierten = V-ATPase mit nicht-protonierbarem
Proteolipidring wahrscheinlich {iber die Rotationsblockade des c-Rings zur mechanischen
Inhibition des ganzen Enzyms kommt. Diese prizise mechanische Kopplung dient
letztlich der Kontrolle von Protonenfluss und ATP-Verbrauch durch die V-ATPase.
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5 Zusammenfassung

Die erwiesene Verbindung der V-ATPase mit Krankheiten wie Osteoporose oder
Krebs erfordert die umfassende Analyse des Enzyms und seiner Inhibitoren, um
entsprechende therapeutische Ansétze zu ermoglichen. V-ATPasen befinden sich sowohl
in Endomembranen eukaryotischer Zellen als auch in Plasmamembranen vieler tierischer
Zellen. Strukturell gliedern sie sich in einen membranstdndigen, protonentranslozierenden
Vo-Komplex und einen peripheren, ATP-hydrolysierenden V;-Komplex. Uber die
Kopplung von ATP-Hydrolyse und Protonentransport energetisiert die V-ATPase viele
transmembrane Transportprozesse und reguliert den pH-Wert in Organellen und Zellen.
Die etablierten Plecomakrolid-Inhibitoren Bafilomycin und Concanamycin, welche schon
seit den 1980er Jahren untersucht werden, hemmen die V-ATPase spezifisch in
nanomolaren Konzentrationen. In vorangegangenen Arbeiten war der Hauptteil ihrer
Bindestelle bereits der c-Untereinheit des Vo-Komplexes zugeordnet worden, wobei aber
auch die Vp-Untereinheit a an der Bindung beteiligt zu sein scheint. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Bindestelle mit Hilfe von Photoaffinititsmarkierungen mit neuen
Plecomakrolid-Derivaten und der V-ATPase aus Manduca sexta weiter charakterisiert.
Dabei wurde bestitigt, dass die Plecomakrolide an die Vp-Untereinheit ¢ binden.
AufBlerdem konnte die Beteiligung der Vo-Untereinheit a erstmals direkt gezeigt werden.
Sie ist vermutlich auf die engen Interaktionen der Untereinheiten innerhalb des V-
Komplexes zuriickzufiihren, weshalb ein Inhibitionsmechanismus naheliegt, bei dem
Bafilomycin und Concanamycin als ,,Stockchen im Getriebe™ die Rotation des c-Rings
relativ zur a-Untereinheit verhindern.

Mit dem Inhibitor Apicularen wurde in dieser Arbeit erstmals die Bindestelle
eines Benzolacton Enamids an der V-ATPase bestimmt. Eine Besonderheit der
Benzolacton Enamide ist die Tatsache, dass sie als erste Inhibitor-Klasse die V-ATPasen
von Pilzen nicht hemmen. Nach Kenntnisstand zu Beginn dieser Arbeit binden die
Benzolacton Enamide zwar innerhalb des Vo-Komplexes, aber an anderer Stelle als die
Plecomakrolide und der Inhibitor Archazolid. Uberraschenderweise wurden aber bei
Photoaffinitdtslabelversuchen mit einem Diazirinyl-Derivat von Apicularen ebenfalls die
Vo-Untereinheiten a und c¢ markiert. Es konnte bestéitigt werden, dass sich die
Apicularen-Bindestelle deutlich von der des Archazolids unterscheidet, sie jedoch
teilweise mit der Plecomakrolid-Bindestelle {iberlappt. Fiir die weitere Untersuchung der
Apicularen-Bindung wurden Komplementationsstudien mit Deletionsmutanten von
Saccharomyces cerevisiae und Vo-Untereinheiten Apicularen-sensitiver Organismen
durchgefiihrt. Wihrend der funktionelle Austausch der a-Untereinheit gegen Hybrid-a-
Untereinheiten aus S. cerevisiae und Homo sapiens nicht gliickte, resultierte der
Austausch der c-Untereinheit gegen Homologe von H. sapiens und M. sexta in
vollstindig assemblierten und aktiven Hybrid-V-ATPasen. Damit gelang es erstmals, eine
humane V-ATPase-Untereinheit in Hefe funktionell zu exprimieren. Dadurch, dass die
Hybrid-V-ATPasen nicht durch Apicularen gehemmt werden, kann angenommen werden,
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dass die Apicularen-Bindestelle zumindest nicht von der c-Untereinheit allein gebildet
wird, sondern dass im Umkehrschluss die Vo-Untereinheit a einen erheblichen Beitrag
zur Bindung beisteuert.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AK Antikorper

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo-4-Chlor-3-Indoxylphosphat
Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (Bovine serum albumin)
D- Diazirinylbenzoyl-

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ER Endoplasmatisches Retikulum

G418 Geneticin

1Cs Halbmaximale inhibitorische Konzentration
kDa Kilo-Dalton

LB Luria Bertani

MES 2-(N-Morpholino)Ethansulfonsédure
MOPS 3-(N-Morpholino)Propansulfonsiure
NEB New England Biolabs

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

OD Optische Dichte

PAL Photoaffinitétslabel

PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
P; anorganisches Phosphat

rpm Runden pro Minute

RT Raumtemperatur

TEMED Tetramethylethylendiamin

TMH Transmembranhelix

TRIS Tris(hydroxymethyl)Aminomethan
TCA Trichloressigsiure

U Unit

UE Untereinheit

UN Uber Nacht

SD Synthetisch definiert

SDS Sodiumdodecylsulfat

YPDA Hefe (yeast)-Extrakt, Pepton, Glucose und Adenin
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7.3 Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Grinden des Datenschutzes nicht enthalten.
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7.4 Erkliarung iiber die Eigenstindigkeit der erbrachten wissenschaftlichen

Leistung

Ich erkldre hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzuldssige Hilfe Dritter und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus
anderen Quellen direkt oder indirekt libernommenen Daten und Konzepte sind unter
Angabe der Quelle gekennzeichnet.

Bei der Auswahl und Auswertung folgenden Materials haben mir die nachstehend
aufgefiihrten Personen in der jeweils beschriebenen Weise entgeltlich / unentgeltlich
geholfen.

1. Im Rahmen von Abschlussarbeiten wurden einige Laborarbeiten gemeinsam mit
Studenten durchgefiihrt. Dabei haben folgende Personen zu den angegebenen
Abbildungen beigetragen: Felizia Voss (Diplom) Abb. 3.17 und Abb. 3.18,
Mareike Frohling (Master) Abb. 3.11, Abb. 3.13 und Abb. 3.16 und Carsten Slotta
(Bachelor) Abb. 3.16.

2. Die Minimum-Energie-Kalkulation fiir den Inhibitor D-Concanolid (Abb. 3.2)
wurde von der Arbeitsgruppe von Stephanie Grond an der Universitit Tiibingen
durchgefiihrt.

Weitere Personen waren an der inhaltlichen materiellen Erstellung der vorliegenden
Arbeit nicht beteiligt. Insbesondere habe ich hierfiir nicht die entgeltliche Hilfe von
Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotionsberater oder andere Personen) in
Anspruch genommen. Niemand hat von mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte
Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder dhnlicher Form
einer anderen Priifungsbehorde vorgelegt.

(Ort, Datum) (Unterschrift)
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