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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile, in denen der Wirkmechanismus von
Acyldepsipeptid Antibiotika (ADEPs) gegen verschiedene pathogene Bakterien genauer
untersucht wird. Der erste Teil befasst sich dabei mit der Wirkung gegen Mykobakterien und
der zweite Teil mit der Wirkung gegen Staphylococcus aureus. Das Target von ADEPs ist die
proteolytische Untereinheit der caseinolytischen Protease, ClpP. In Anwesenheit von ADEPs
bildet sich im Modellorganismus Bacillus subtilis ein tetradekamerer ClpP Komplex, mit
vergroRerter Eintrittspore zum katalytischen Zentrum, so dass es zu einem unkontrollierten
Verdau von Proteinen kommt. Ein besonders sensitives Target fiir den ADEP-ClpP Komplex
ist dabei das Zellteilungsprotein FtsZ. Eine zweite Konsequenz von ADEP Bindung an ClpP ist,
dass Clp-ATPasen, die normalerweise die natlirlichen Substrate von ClpP entfalten und dem
aktiven Zentrum zufiihren, nicht mehr an ClpP binden kdénnen, wodurch zusatzlich alle
natirlichen Funktionen von ClpP durch ADEPs inhibiert werden. Trotz dieses innovativen
dualen Wirkmechanismus und einer vielversprechenden Wirksamkeit gegen verschiedene
Grampositive Bakterien, konnten ADEPs bisher nicht klinisch weiterentwickelt werden, da es
aufgrund von Mutationen im Target, zu einer zu schnellen Resistenzentwicklung in den
untersuchten Bakterien kam. Der Grund fiir diese hohe Mutationsrate ist, dass ClpP in diesen
Organismen nicht essentiell fiir das Wachstum bendtigt wird.

In Mykobakterien ist jedoch eine der vielen Besonderheiten, dass sie zwei ClpP Homologe
exprimieren (ClpP1 und ClpP2), die in einem Operon kodiert werden und beide essentiell flir
das Wachstum der Bakterien sind. Daher wurde zu Beginn dieser Arbeit die Hypothese
aufgestellt, dass die Resistenzproblematik von ADEPs in Mykobakterien weniger stark
ausgepragt sein konnte. Eine genaue Resistenzrate konnte jedoch nicht bestimmt werden,
da bei langsam wachsenden Mykobakterien eine lange Inkubationszeit nétig ist und ADEPs,
wie in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, in wassriger Losung eine geringe Stabilitat
besitzen. Kolonien, die von ADEP haltigen Agarplatten isoliert wurden, waren in
anschlielenden Untersuchungen nicht ADEP resistent. Da gegen den Erreger der
Tuberkulose, Mycobacterium tuberculosis, aufgrund der begrenzten Anzahl wirksamer
Antibiotika und der dramatischen Entwicklung multiresistenter Keime, dringend neue
Antibiotika bendtigt werden, wurde die Untersuchung der Wirkung von ADEPs gegen diese
Bakterien dennoch weiter verfolgt. Die Minimale Hemmkonzentration von ADEPs gegen M.
tuberculosis und den Modellorganismus Mycobakterium bovis BCG wurde ermittelt, und
liegt unter anderem bei ADEP2 mit 8 — 16 pug/ml in einem moderaten Wirkungsbereich.
AuBerdem sollte in dieser Arbeit die Frage geklart werden, ob ADEPs weiterhin den oben
beschriebenen dualen Wirkmechanismus haben, wenn es zwei potentielle Targets in der
Zelle gibt, die beide essentiell sind. Um diese Frage zu beantworten, wurde ein M. bovis BCG
Stamm konstruiert, dessen clpP1P2 Expression in Abhdngigkeit von Anhydrotetrazyklin (ATc)
herunterreguliert werden kann. Je geringer die c/lpP1P2 Expression in diesem Stamm war,
umso besser wurde die Wirksamkeit von ADEPs. Vergleichsweise wurde dieser Versuch auch
mit einem B. subtilis Stamm durchgefihrt, dessen clpP Expressionsmenge sich durch die



Zusammenfassung

Xylosekonzentration regulieren lasst. Hier wurde das umgekehrte Ergebnis erzielt. Umso
geringer die clpP Expression in B. subtilis war, umso schlechter wurde die Wirksamkeit von
ADEPs. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass ADEPs in B. subtilis hauptsachlich (iber die
Aktivierung von ClpP zum unkontrollierten Proteinverdau wirkt, wohingegen die Wirkung
gegen Mykobakterien hauptsachlich auf die Inhibierung der natiirlichen Funktionen der
essentiellen Clp-Protease zurlickzuflihren ist. Weiterhin wurden in dieser Arbeit in vitro
Studien am isolierten ClpP1P2 Komplex aus M. tuberculosis durchgefiihrt, welcher zunachst
durch das Aktivatorpeptid Z-LL aktiviert werden muss. Es wurde gezeigt, dass ADEPs nicht
alleine dazu in der Lage sind ClpP1P2 zu aktivieren, Z-LL also nicht ersetzen kdnnen. In
Anwesenheit von Z-LL kam es aber zu einer 4-5 fachen Stimulierung der Proteaseaktivitat
durch einige der getesteten ADEP Derivate. Fir das Derivat, welches gegen Mykobakterien
die héchste MHK zeigte (ADEP2) konnte allerdings nur eine 2 fache Uberaktivierung der
Proteaseaktivitdit von ClpP1P2 gemessen werden. AuBerdem zeigte sich, dass das
Zellteilungsprotein FtsZ in Mykobakterien in Anwesenheit von ADEPs nicht von ClpP1P2
abgebaut wird. Dies deutet daraufhin, dass in Mykobakterien entweder ein anderes
Substratspektrum der Protease vorliegt oder dass die Inhibierung der natirlichen
Funktionen von ClpP1 und ClpP2 tatsdachlich die alleinige Wirkung ist und das der
unkontrollierten Abbau von Proteinen, wie FtsZ fir die antibakterielle Wirkung nicht
relevant ist.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Wirkung von ADEPs an isoliertem ClpP
aus Staphylococcus aureus. Obwohl verschiedene ADEP Derivate gegen S. aureus eine gute
Wirksamkeit zeigen, ist die Wirkung doch 4 — 8 fach schlechter als gegen andere
Grampositive Bakterien. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Grund hierfiir ist,
dass ADEPs zu isolierten ClpP aus S. aureus eine geringere Affinitat aufweisen, als zu ClpP aus
B. subtilis. Durch zielgerichtete Mutagenese und Charakterisierung der mutierten ClpP
Versionen, konnte die dafiir verantwortliche Aminosaureposition in der ADEP Bindetasche
identifiziert werden. Allerdings flihrte diese Mutation nicht nur zu einer héheren Affinitat
von ADEPs zu ClpP, sondern auch zu einem Oligomerisierungsdefekt der zum Auftreten von
Heptameren fiihrte, wahrend das wt ClpP ausschliefRlich als Tetradekamer isoliert wurde.
Dieser Defekt lie sich durch Anwesenheit von ADEPs ausgleichen, was beweist dass ADEPs
nicht nur die Oligomerisierung von monomeren ClpP Molekiilen, sondern auch den
Zusammenhalt der beiden Heptamere bewirken. Bindung von ADEP muss somit eine
Konformationsanderung bewirken, welche Einfluss auf die ,handle region” der ClpP Ringe
hat und somit Uber den bekannten Effekt der Offnung der Eintrittspore fiir Substrate
hinausgeht. Diese Erkenntnis bildete die Grundlage fiir weitere mechanistische Studien an
ClpP aus S. aureus, in denen letzteres bewiesen werden konnte.
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Abstract

In the present work the mode of action of acyldepsipeptide antibiotics (ADEPs) in differennt
pathogens was investigated. The work is divided in two parts. In the first part the activity
against mycobacteria and in the second part the activity against Staphylococcus aureus was
studied. The target of ADEPs is the proteolytic subunit of the caseinolytic protease, ClpP. In
the model organism Bacillus subtilis, the presence of ADEPs leads to the formation of a
tetradecameric ClpP complex with an enlarged entrance pore to the catalytic center. This
lead to an uncontrolled degradation of nascent proteins and of the essential cell cycle
protein FtsZ. In addition, the Clp-ATPases which normally unfold the natural substrates of
ClpP and direct them to the active sites in the center of the complex, can no longer bind to
ClpP. This causes the inhibition of all natural functions of ClpP. Despite this innovative dual
mode of action and a promising activity against various Gram-positive bacteria, ADEPs could
not be clinically developed so far, due to a variety of mutations in the target, which lead to a
rapid development of resistance in the so far studied bacteria, where ClpP is not essential for
growth.

However in mycobacteria one of the many particularities is that they encode two versions of
ClpP (ClpP1 and CIpP2) in one operon and both are essential for growth. Therefore, at the
beginning of the present study, one hypothesis was that the resistance of mycobacteria
against ADEPs might result in a lower resistance frequency. Due to the long incubation time,
which is needed for slow growing mycobacteria, and the low stability of ADEPs in aqueous
solution, which was shown in the present study, no clear resistance rate could be
determined. Colonies which were isolated from ADEP containing agar-plates, were not
resistant against ADEPs in subsequent investigations. Since new antibiotics against the
causative agent of tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, are urgently needed, due to the
limited number of effective antibiotics and the dramatic development of multi-resistant
mycobacteria, the studies on the effect of ADEPs against these bacteria were pursued. The minimal
inhibitory concentration (MIC) of ADEPs against M. tuberculosis and the closely related
model organism Mycobacterium bovis BCG was determined and showed for example for
ADEP2 with 8 - 16 pg/ml a moderate activity. Additionally we wanted to investigate whether
ADEPs still have a dual mode of action, in the special case where two potential targets exist
in the cell and both are essential for growth. To answer this question, a M. bovis BCG strain
was constructed, in which c/pP1P2 expression can be down-regulated in the presence of ATc.
The lower the clpP1P2 expression was in this strain, the better was the efficacy of ADEPs. For
comparative reasons, this experiment was carried out with a Bacillus subtilis strain, in which
the clpP expression level could be regulated by the xylose concentration. Here, the opposite
result was obtained. A low c/pP expression led to a decrease in ADEP activity. This allows the
conclusion that in B. subtilis ADEPs act mainly via activation of ClpP, which then leads to an
uncontrolled protein degradation. In contrast in mycobacteria the ADEP activity is mainly
caused by the inhibition of the natural functions of the essential Clp-Protease. Furthermore,
in vitro studies on the isolated ClpP1P2 protein complex from M. tuberculosis were
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performed. This complex needs to be activated with the activator peptide Z -LL. It was shown
that ADEPs alone cannot activate ClpP1P2, which means that they cannot replace Z-LL.
Nevertheless the presence of ADEPs led to a 4-5 fold stimulation of protease activity.
However, only a 2 fold over-activation of the ClpP1P2 protease activity could be measured
for the derivative, which showed the best effect against mycobacterial cells (ADEP2).
Furthermore we observed, that the cell division protein FtsZ is not degraded by
mycobacterial ClpP1P2 in the presence of ADEPs. This suggests that in mycobacteria either
another substrate spectrum of the protease exists, or that the inhibition of the natural
functions of ClpP1 and ClpP2 is indeed the only antibiotic effect and an uncontrolled
degradation of proteins, such as FtsZ, has no particular impact in mycobacteria.

The second part of this thesis focuses on the effect of ADEPs on isolated ClpP from
Staphylococcus aureus. Although different ADEP derivatives show a good activity against S.
aureus, with MIC values in the range of 0.5 — 8 pg/ml, the effect is 4-8 times lower than
against other Gram-positive bacteria. We were able to show, that this is due to a lower
affinity of ADEPs for isolated ClpP from S. aureus than for ClpP from B. subtilis. By site-
directed mutagenesis and characterization of these mutant ClpP versions, the position in the
ADEP binding pocket, which is responsible for this lower affinity, could be identified.
However, this mutation did not only lead to a higher affinity to ADEPs, but also to an
oligomerisation defect towards heptamers, whereas the wild type (wt) ClpP was always
isolated as a tetradecamer. This defect could be compensated by ADEPs, which proves that
ADEPs do not only cause the oligomerization of ClpP monomer molecules to a single ring but
also the cohesion of the two heptamers. Therefore binding of ADEPs must cause a
conformational change that affects the "handle region" of ClpP, going beyond the known
effects of the opening the entrance pore for substrates. These findings formed the basis for
further mechanistic studies on ClpP of S. aureus, in which the above mentioned hypothesis
could be proven.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Antibiotika und Resistenzentwicklung

Der  urspringlichen Definition ~ zufolge  sind  Antibiotika niedermolekulare
Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen, die in geringer Konzentration andere
Mikroorganismen in ihrem Wachstum hemmen oder sie abtéten (WAKSMAN, 1947).
Mittlerweile werden aber auch semisynthetische- oder vollsynthetische Substanzen in diese
Arzneigruppe mit einbezogen. Antibiotika werden zur Therapie von verschiedensten
bakteriellen Infektionskrankheiten verwendet. Als erstes Antibiotikum wurde 1893 von
Bartolomeo Gosio die Mycophenolsdure aus einem Penicillium Stamm isoliert (Bentley,
2001). Allerdings wurde diese Entdeckung nicht weltweit bekannt. Als Begriinder der
Antibiotika gilt Sir Alexander Fleming, der 1928 =zufillig eine Kontamination seiner
Bakterienkultur entdeckte, die die Bakterien zu toten schien. Bei dieser Kontamination
handelte es sich um den Pilz Penicillium notatum, woraus er daraufhin das Penicillin isolierte
(Ligon, 2004). Auch Flemings Entdeckung wurde zunachst ignoriert, aber ab 1939 setzte sich
Penicillin als Antibiotikum durch und rettete im Laufe des zweiten Weltkrieges tausende
Menschenleben (Henderson, 1997). In den darauffolgenden Jahren 1940-1960 wurden viele
neue Antibiotikaklassen entdeckt, die auch heute noch den Grofteil der angewendeten
Antibiotika ausmachen. Man bezeichnet diesen Zeitraum als das , Goldene Zeitalter der
Antibiotika® (Butler et al., 2013). Abb. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der Zulassungen
verschiedener Antibiotikaklassen auf den amerikanischen Markt.

1940 1960

1950
L

1980 1990 2000 2010

1970
| | | | |

~€— Innovation gap —>»

Quinolones, Streptogramins I Mutilins

Glycopeptides Lipopeptides

Macrolides

Aminoglycosides

Chloramphenicol, Tetracyclines

| p-iactams |
Suifa rugs |

Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der Zulassungen verschiedener Antibiotikaklassen auf den amerikanischen
Markt (Fischbach und Walsh, 2009).

Oxazolidinones

Das oben erwahnte Penicillin gehért zu den B—Lactamen, die die Zellwandbiosynthese der
Bakterien hemmen. Einige Jahre spater folgte die Zulassung von Chloramphenicol,
Tetrazyklin, Makroliden und Aminoglykosiden, die alle an verschiedenen Targets die

-1-



Einleitung

Proteinbiosynthese hemmen. Weiterhin folgte die Entdeckung der Glykopeptide, die
ebenfalls die bakterielle Zellwandbiosynthese hemmen sowie der Chinolone, die die
bakterielle Gyrase und somit die Replikation der DNA hemmen. Diese Welle der Antibiotika-
Entdeckungen hielt bis zum Ende der 60er Jahre an. Im Jahr 1969 verkindete der damalige
Leiter der US-Gesundheitsbehorde William McFarlane, dass das Buch der
Infektionskrankheiten nun endglltig geschlossen werden kann (Holzgrabe und Schmitz,
2009). Schon kurze Zeit spater wurden aber vermehrt antibiotikaresistente
Bakterienstimme, wie beispielsweise Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) im Jahr
1986 und Fluorchinolon resistente Bakterien in den 1990er Jahren (Brotz-Oesterhelt und
Sass, 2010) isoliert. Zu Beginn der 1990er Jahre wurden auch vermehrt multiresistente
Tuberkulosebakterien isoliert (Frieden et al., 1996), auf welche im folgenden Kapitel genauer
eingegangen wird. Wahrend eines langen Zeitraums von fast 40 Jahren wurde keine neue
Antibiotikaklasse fiir den Markt zugelassen, sondern nur die bekannten Klassen derivatisiert.
Erst im Jahr 2000 kam es zur Zulassung von Linezolid, einem Oxazolidinon, welches die
bakterielle Proteinbiosynthese hemmt. Kurz darauf folgte auch die Zulassung des
Lipopeptids Daptomycin, dessen Wirkmechanismus noch nicht vollstandig verstanden ist.

Da aber zunehmend multiresistente Erreger, wie z. B. Methicillin resistente Staphylococcus
aureus (MRSA) oder multiresistente Pseudomonas aeruginosa Stamme weltweit isoliert
werden, werden dringend mehr neue Antibiotikaklassen bendétigt, die wirksam gegen diese
oft lebensbedrohlichen Infektionen sind (Fischbach und Walsh, 2009). Zur Zeit sind einige
neue Antibiotika in den Pipelines, die sich allerdings weiterhin hauptsachlich auf neue
Derivate bisher bekannter Klassen beschranken (Butler et al., 2013). Ein Beispiel hierfir ist
das, in 2013 zugelassene Fidaxomicin, bei dem es sich um ein neues Makrolid-Antibiotikum
handelt. Dringend bendtigt werden jedoch Antibiotika die komplett neue Targets in der
Bakterienzelle angreifen, um die aktuelle Resistenzproblematik zu durchbrechen (Rodriguez-
Rojas et al., 2013). Bisher wird generell nur eine sehr geringe Auswahl an Targets in den
Bakterienzellen angegriffen, wenn man bedenkt wie viele essentielle Stoffwechselwege in
Bakterien vorkommen.

1.2. Mykobakterien

Mykobakterien sind Gram-positive, obligat aerobe Stabchenbakterien, die zu der Ordnung
der Actinomycetales gehoren und den einzigen Genus in der Familie der Mycobacteriaceae
darstellen.

Mykobakterien lassen sich in den Mycobacterium tuberculosis-, den Mycobacterium leprae-
und den nichttuberkulésen Mykobakterien- (,,Mycobacterium other than tuberculosis” =
MOTT) Komplex einteilen. Zu allen Gruppen gehodren sowohl langsam wachsende Arten, wie
Mycobacterium tuberculosis oder Mycobacterium bovis mit einer Verdopplungszeit von 18 -
24 h, als auch schnell wachsende Mykobakterien, wie Mycobacterium smegmatis oder
Mycobacterium abscessus mit einer Verdopplungszeitvon1—-2 h .
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Eine besondere Rolle in Hinblick auf Antibiotikaforschung spielt M. tuberculosis, der Erreger
der Tuberkulose. Diese Bakterien besitzen die Moglichkeit in den Alveolarmakrophagen der
Lunge flr lange Zeit zu persistieren. Im ersten Schritt nach der Infektion durch Aerosole
gelangen die Bakterien in die Lunge und werden Uber verschiedene ,pattern recognition
receptors” (PRRs) von Alveolarmakrophagen erkannt und iber Phagozytose aufgenommen
(Hossain und Norazmi, 2013). Innerhalb der Makrophagen hat M. tuberculosis eine Reihe
verschiedener Strategien entwickelt, um unter den normalerweise toxischen Bedingungen zu
Uberleben und die Immunantwort zu umgehen (Meena und Rajni, 2010). Beispiele fiir solche
Strategien sind die Inhibierung der Fusion des Phagosoms mit dem Lysosom (Crowle et al.,
1991) oder die Hemmung der Ansdauerung des Phagosoms (Malik et al., 2001). Vollstandig
verstanden sind die genauen Mechanismen aber noch nicht (Meena und Rajni, 2010). Da die
Bakterien vom Immunsystem nicht bekdampft werden konnen, bilden mehrere
Makrophagen, zusammen mit Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten, dendritischen
Zellen und Bestandteilen des Bindegewebes, wie beispielsweise Fibroblasten und Kollagen,
ein sogenanntes Granulom (Huynh et al., 2011). In diesem Granulom kann M. tuberculosis
persistieren, indem es den Stoffwechsel auf ein Minimum herunterfahrt und sich nicht mehr
teilt, aber weiterhin vital ist. Dies geschieht, indem die Bakterien unter den im Granulom
herrschenden hypoxischen Bedingungen Stickstoffmonoxid und Kohlenstoffmonoxid
erkennen (Honaker et al., 2010;Shiloh et al., 2008) und dadurch den Transkriptionsfaktor
»,Dormancy regulator Protein“ (DosR) starker exprimieren (Boon und Dick, 2012;Boon und
Dick, 2002). DosR wiederum aktiviert die verstarkte Expression verschiedener Gene, die
essentiell fir das Uberleben unter den hypoxischen Bedingungen sind, die im Granulom
herrschen (Boon et al., 2001). Gleichzeitig inhibiert DosR die Expression verschiedener Gene,
dessen Genprodukte fiir Wachstum oder andere Stoffwechselwege verantwortlich sind,
welche in diesem Status nicht benétigt werden (Voskuil et al., 2003;Schnappinger et al.,
2003). In diesem ruhenden Status kénnen die Bakterien Uber Jahre hinweg persistieren. Bei
vielen latent infizierten Menschen kommt es das ganze Leben lang niemals zum Ausbruch
der Krankheit. Kommt es aber zum Ausbruch von Tuberkulose, so vermehren sich die
Bakterien in der Lunge und zerstoren das Lungengewebe. Symptomatisch treten Fieber,
starker Husten mit Auswurf von Blut und Atemnot auf. Im weiteren Verlauf kann sich M.
tuberculosis Gber den Blutkreislauf verteilen und verschiedene andere Organe, wie die
Lymphknoten, den Darm oder die Nieren schadigen (Lawn und Zumla, 2011). In jedem Fall
handelt es sich um eine schwere und oft tédliche Erkrankung, die durch die Ubertragung der
Bakterien Uber Aerosole hoch ansteckend ist. In den letzten Jahren haben sich vermehrt
»multiple drug resistent” (MDR) Tuberkulosebakterien entwickelt, die mindestens gegen die
beiden wichtigsten first-line Antituberkulotika, Isoniazid und Rifampicin, resistent sind
(Collins, 1993). Dariliber hinaus wurden mittlerweile auch vermehrt ,extensively drug
resistent” (XDR) M. tuberculosis Stamme isoliert (Goldman et al., 2007), die zusatzlich auch
Resistenzen gegeniiber mindestens einem Fluorchinolon und mindestens einem weiteren
injizierbaren second-line Antibiotikum zeigen (Definition des ,, WHO report on MDR and XDR
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TB“ 2010) Im Jahr 2012 wurden erstmals ,totally drug resistent” (TDR) M. tuberculosis
Stamme isoliert (Udwadia et al., 2012;Slomski, 2013), die gegen alle Antibiotika resistent
sind, die zur Behandlung von Tuberkulose (Tb) zur Verfligung stehen (Calligaro et al., 2014).
Patienten, die mit diesen Stammen infiziert wurden, haben derzeit keine Moglichkeit geheilt
zu werden. Nach dem Jahresreport der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 2011 ist ein
Drittel der Weltbevoélkerung mit M. tuberculosis infiziert und bei 5 — 10 % dieser Trager tritt
die Krankheit im Laufe ihres Lebens auf (Mukhopadhyay et al., 2012). Abb. 2 zeigt die
Haufigkeit und Verteilung von 2012 neu aufgetretenen Tuberkulosefallen in der Weltkarte.
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Abbildung 2: Verteilung von 2012 neu aufgetretenen Tuberkuloseféllen laut WHO Tuberkulose Report 2013.

Am dramatischsten ist die Situation demnach in Stdafrika und im asiatischen Raum. Aber
auch in Europa und den USA steigt die Anzahl der Neuinfektionen mit Tuberkulose an.
Besonders gefdhrdet Tuberkulose zu entwickeln, sind HIV infizierte Personen mit
geschwachtem Immunsystem. Tatsachlich ist Tuberkulose eine der haufigsten
Todesursachen bei AIDS Patienten (Raghavan et al., 2011).

1.3. Antibiotikatherapie gegen Tuberkulose

Neue Antibiotika gegen Mykobakterien werden dringend bendtigt, um den Kampf gegen
Tuberkulose weiterzubringen. Dieser wird momentan, sowohl durch intrinsische
Resistenzen, also generelle Unempfindlichkeiten, als auch durch vermehrte Entwicklung
extrinsischer, also neu erworbener Resistenzen, stark beeintrdachtigt. Ein prominentes
intrinsisches Resistenzmerkmal ist die sehr spezielle, dicke und hydrophobe Zellwand von
Mykobakterien (Daffe und Draper, 1998), bei der oberhalb der Mureinschichten zusatzlich
Arabinogalaktansaureschichten, Mykolsdureschichten und Phthiocerol-Lipide aufgelagert
sind (Ouellet et al., 2010) (Abb.3).
-4-
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Abbildung 3: Aufbau der mykobakteriellen Zellhiille (Ouellet et al., 2010)

Diese spezielle Zellwand stellt eine Barriere dar, die sowohl fir lipophile, als auch hydrophile
Substanzen nur schwer zu U(berwinden ist (Koul et al., 2011). Weiterhin kodieren
Mykobakterien fiir eine Vielzahl von Efflux-Pumpen (Li und Nikaido, 2009), die Antibiotika
aktiv aus der Zelle herauspumpen. Eines von zahlreichen Beispielen ist die Efflux-Pumpe P55,
die Resistenz gegen Tetrazykline und einige Aminoglykoside verleiht (Silva et al., 2001).
AulRerdem exprimieren sie verschiedene Enzyme, die Antibiotika und deren Targets
modifizieren  konnen. Beispiele hierfir sind B-Lactamasen und ribosomale
Methyltransferasen (Louw et al., 2009). Die B-Lactamasen verleihen Resistenz gegen B-
Lactam Antibiotika, indem sie den B-Lactamring der Antibiotika spalten. Obwohl in M.
tuberculosis mindestens drei Penicillin Bindeproteine (PBPs) vorhanden sind, die von
verschiedenen B-Lactam Antibiotika als Target gebunden werden (Chambers et al., 1995)
sind PB-Lactame dadurch unwirksam. AuBerdem verleiht die im Genom kodierte
Methyltransferase ErmMT M. tuberculosis Resistenz gegen Makrolide, indem sie die 23s
rRNA methyliert. Dies fuhrt dazu, dass die Makrolide nicht mehr am Target binden kénnen
(Buriankova et al., 2004). Die derzeitige Therapie von mykobakteriellen Erkrankungen ist also
stark limitiert und auch die Entdeckung neuartiger Antibiotika, die gegen Mykobakterien
wirksam sind, ist sehr selten (Balganesh et al., 2008). Besonders wichtig ist die Suche nach
neuen Antituberkulotika, die gegen M. tuberculosis wirksam sind. Abb. 4 zeigt eine Ubersicht
Uber die begrenzte Zahl von bisher zugelassenen Antituberkulotika.
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Abbildung 4: Derzeitige zugelassene Antituberkulotika und Substanzen, die sich in der Antituberkulose
Forschungspipeline befinden (mit * markiert) zusammen mit ihren Wirkungsorten (Quelle: vfa, Mai 2012).
Mittlerweile ist auch Bedaquilin sowohl auf dem amerikanischen, als auch auf dem europdischen Markt
zugelassen worden.

Bei der klassischen first-line Tuberkulose Therapie werden Isoniazid, Rifampicin, Ethambutol
und Pyrazinamid zunachst alle zusammen fir 2 Monate verabreicht. Weiterhin werden
Isoniazid und Rifampicin fur weitere 4 - 7 Monate eingenommen (Pfeffer, 2009). Isoniazid ist
mit einer minimalen Hemmkonzentratin (MHK) von 0,02 — 0,2 pug/ml hochwirksam gegen M.
tuberculosis und wirkt bakterizid. Es wird als Prodrug eingenommen und muss durch die
Katalase-Peroxidase (KatG) in der Bakterienzelle aktiviert werden (Bardou et al., 1998). Das
Target des aktivierten Isoniazid ist die Enoyl-Acyl-Carrier-Protein-Reduktase (InhA), welche in
die Mykolsauresynthese involviert ist (Banerjee et al., 1994). Eine Resistenz gegen lIsoniazid
kann sowohl durch Mutationen in katG als auch durch Mutationen in inhA entstehen (Zhang
und Young, 1994). Rifampicin ist mit einem MHK-Wert von 0,05 - 0,5 pug/ml ebenfalls
hochwirksam gegen M. tuberculosis. Es wirkt bakterizid, hat als Target die B-Untereinheit der
DNA abhdngigen RNA-Polymerase (RpoB) (Bass et al., 1979) und hemmt somit die
Transkription. Resistenzen gegen Rifampicin kénnen durch Mutationen in rpoB auftreten
(Telenti et al., 1993). Ethambutol ist mit einem MHK-Wert von 1 - 5 pug/ml immer noch
relativ gut wirksam gegen M. tuberculosis und ist bakteriostatisch. Ethambutol inhibiert die
Arabinosyltransferase  (EmbB), welche die Polymerisierung von Arabinose zu
Arabinogalaktan katalysiert (Belanger et al., 1996). Dadurch wird die Biosynthese von
Arabinogalactan, einem wichtigen Zellwandbestandteil, gchemmt. Mutationen im Target
embB sind auch hier bekannt und fihren zu Resistenz (Telenti et al., 1997). Pyrazinamid
wirkt nur im sauren pH-Mileu, hat eine MHK von 6,25 — 50 pug/ml gegen M. tuberculosis und
ist bakterizid (Zhang, 2005). Bei Pyrazinamid handelt es sich auch um eine Prodrug, die in der
Bakterienzelle von der Pyrazinamidase (PncA) zu Pyrazinsdure hydrolysiert wird. Die
Anreicherung der Pyrazinsaure fiihrt in der Zelle zu einem niedrigen pH-Wert, welcher

wiederrum zu einer Desenergetisierung der Membran (Zhang et al., 2003) und zur
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Inaktivierung von Enzymen verschiedener Stoffwechselwege fiihrt (Arbex et al., 2010a). Der
genaue Wirkmechanismus von Pyrazinamid ist noch nicht vollstandig aufgeklart, eine
Resistenzbildung ist bisher aber nur durch Mutationen in pncA bekannt (Scorpio und Zhang,
1996).

Als second-line Therapie werden aullerdem Fluorochinolone, welche die DNA-Synthese
hemmen und Para-Aminosalicylsdaure, was die Folsdauresynthese inhibiert, verwendet.
Dartber hinaus konnen die Aminoglykoside Kanamycin, Streptomycin und Amikacin, die die
Proteinbiosynthese hemmen oder Cycloserin und Ethionamid, die den Aufbau der
mykobakteriellen Zellwand hemmen, verwendet werden (Arbex et al., 2010b).

Eine weitere Problematik ist auch, dass mit allen bisher bekannten Antibiotika nur
Mykobakterien bekampft werden kénnen, die sich im aktiven Status befinden, also solche
die replizieren und sich verdoppeln. Mykobakterien im ruhenden Status, die nicht replizieren
und unter hypoxischen Bedingungen mit heruntergefahrenen Stoffwechsel tiberleben, ohne
sich zu verdoppeln werden bisher nicht angegriffen (Robertson et al., 2012;Fattorini et al.,
2013).

Mittlerweile befinden sich weitere Substanzen in der Anti-Tuberkulose Pipeline, welche die
Zellwandsynthese oder die Translation hemmen. Im Jahr 2013 wurde sogar erstmals seit
mehr als 40 Jahren ein neues Antibiotikum zur Therapie von Tuberkulose von der federal
drug administration (FDA) flir den amerikanischen Markt zugelassen (Cohen, 2013). Hierbei
handelt es sich um Bedaquillin, ein hochwirksammes Antibiotikum mit einem MHK-Wert von
0,003 - 0,06 ug/ml gegen verschiedene M. tuberculosis Stamme. Bedaquillin hat einen
innovativen Wirkmechanismus, da es die ATP-Synthase und somit die Energiegewinnung der
Bakterien inhibiert (Andries et al., 2005). Im Marz 2014 wurde Bedaquilin nun auch im
Rahmen eines beschleunigten Verfahrens von der europdischen Arzneimittelagentur (EMA)
auf dem europdischen Markt fiir die Therapie von resistenten M. tuberculosis Infektionen
zugelassen (Quelle: EPAR Report der EMA). Trotz dieses Fortschritts werden dringend
weitere Antituberkulotika benoétigt.

1.4. Modellorganismen fiir die Tuberkuloseforschung

Um neue Antibiotika gegen Tuberkulose zu entdecken, wird auf diesem Gebiet vermehrt
Grundlagenforschung betrieben. Da es nicht immer méglich ist an M. tuberculosis selber zu
forschen, weil es sich hierbei um einen Organismus der Sicherheitsstufe BSL 3 handelt,
werden Grundlagen oft an Modellorganismen erforscht. Gangig hierflir sind das schnell
wachsende Mykobakterium M. smegmatis und das langsam wachsende Mykobakterium M.
bovis BCG. Bei letzterem handelt es sich um den Impfstamm gegen Tuberkulose, der von den
beiden Wissenschaftlern Albert Calmette und Camille Guérin zu Beginn des 20. Jahrhunderts
entwickelt wurde, indem ein virulenter M. bovis Stamm solange passagiert und kultiviert
wurde, bis avirulente Bakterien gewonnen werden konnten. Diese avirulenten Bakterien
wurden nach ihren Entdeckern Bacillus-Calmette-Guérin (BCG) benannt. Als Impfstoff wird

dieser Stamm heutzutage kritisch betrachtet und die Impfung wird in Deutschland nicht
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mehr durchgefihrt, da sie nicht immer zu einer Immunisierung fihrte und in der
Vergangenheit zahlreiche Nebenwirkungen auftraten (Quelle: standige Impfkommision des
Robert-Koch Institutes). Als Modellorganismus zur Wirkstoffsuche ist M. bovis BCG aber sehr
gut geeignet, da der Stamm eine ca. 95 - 99 %ige Homologie zu M. tuberculosis aufweist
(Behr et al., 1999). Die in dieser Arbeit untersuchten Gene clpP1, clpP2 und ftsZ sind sogar zu
100 % identisch mit den entsprechenden Genen in M. tuberculosis. M. smegmatis zeigt
dagegen eine deutlich geringere Homologie zu M. tuberculosis (Reyrat und Kahn, 2001) und
auch die hier untersuchten Gene weisen nur eine 84 — 88 %ige Identitat mit den Genen aus
M. tuberculosis auf. Weiterhin fiihrte der Vergleich von Screening-Ergebnissen mit M.
tuberculosis, M. bovis BCG und M. smegmatis zu dem eindeutigen Befund, dass die mit M.
bovis BCG erzielten Ergebnisse, deutlich reprasentativer fiir M. tuberculosis waren, als die
Ergebnisse, die mit M. smegmatis erzielt wurden (Altaf et al., 2010). In dieser Arbeit wurde
daher M. bovis BCG als Modellorganismus flir M. tuberculosis verwendet.

1.5. Die Clp-Protease

In allen eukaryotischen und prokaryotischen Zellen gibt es komplexe Protease-Chaperon-
Netzwerke, die sowohl fir Qualitatskontrolle von Proteinen als auch fiir regulatorische
Prozesse und Reaktionen der Zellen auf duRere Einflisse von entscheidender Bedeutung
sind. In Bakterien nehmen die caseinolytischen Protease (Clp-) Komplexe dabei eine zentrale
Rolle ein. Sie sind sowohl zustandig fiir Qualitatskontrolle von neu synthetisierten Proteinen,
als auch fir die Reaktion auf Hitzeschock und andere Stressfaktoren, sowie fiir die
Regulation wichtiger Entwicklungsprozesse (Frees et al., 2007). Im Modellorganismus
Bacillus subtilis reguliert die CIpCP Protease beispielsweise die Entwicklung der natiirlichen
Kompetenz durch den Abbau von ComK, was der entscheidende Transkriptionsfaktor fir die
Expression der Kompetenz bildenden Gene ist (Turgay et al., 1998). Weiterhin ist die ClpXP
Protease fir den Abbau des globalen Transkriptionsfaktors Spx, welcher fiir die Reaktion auf
oxidativen Stress benétigt wird, zustandig (Nakano et al., 2002). In der Qualitdtskontrolle
von neu synthetisierten Proteinen spielt ClpP insofern eine Rolle, dass ssrA-getaggte
Proteine, ClpXP zum Abbau von fehlsynthetisierten Proteinen zugefiihrt wird. Der ssrA tag ist
eine Polypeptidkette aus 11 Aminosauren die von der tmRNA direkt am Ribosom, C-terminal
an falsch synthetisierte Polypeptide angekniipft wird (Wiegert und Schumann, 2001;Keiler et
al., 1996). Auch fir die Virulenz scheint ClpP von essentieller Bedeutung zu sein, da eine
Inaktivierung von ClpP in Staphylococcus aureus (Frees et al., 2003), Streptococcus
pneumoniae (lbrahim et al., 2005), Chlamydia pneumoniae (Mukhopadhyay et al., 2006) und
Listeria monocytogenes (Gaillot et al., 2000) zu einer deutlichen Reduktion oder sogar zum
kompletten Verlust der Virulenz fiihrt. Der Abbau der unterschiedlichen Substrate erfolgt
durch das Zusammenspiel von ClpP mit einer der Clp-ATPasen. Abb. 5 zeigt den Aufbau und
die Funktionsweise der Clp-Protease im Modellorganismus B. subtilis.



Einleitung

substrate

W

adaptor

Clp-ATPase

o B

Abbildung 5: Funktion der Clp-Protease im Modellorganismus B. subtilis (Brotz-Oesterhelt und Sass, 2014).

Das katalytische Zentrum des Clp-Protease Komplexes bildet ClpP, welches aus zwei
heptameren Ringstrukturen, also insgesamt 14 Untereinheiten zusammengesetzt ist. Im
Zentrum dieses tetradekameren Komplexes befinden sich 14 katalytische Zentren, die in der
Regel aus einer katalytischen Triade aus Serin, Histidin und Aspartat bestehen. Am oberen
und unteren Ende des ClpP Komplexes befinden sich Poren mit einem Durchmesser von ca.
1,5 nm (Lee et al., 2010), die den Zugang zu den katalytischen Zentren des Protease-
Komplexes regulieren. Aufgrund des geringen Porendurchmessers ist ClpP alleine in
verschiedenen bakteriellen Spezies entweder komplett inaktiv oder nur zur Proteolyse von
kleinen Peptiden mit weniger als zehn Aminosaduren fahig (Yu und Houry, 2007;Kress et al.,
2009;Moliére und Turgay, 2009). Um grofRere Proteine abzubauen missen diese
Eintrittsporen gedffnet werden. Dies geschieht durch Clp-ATPasen, wie ClpX oder ClpC,
wobei verschiedene bakterielle Spezies verschiedene Clp-ATPasen besitzen. Diese Clp-
ATPasen bilden hexamere Ringstrukturen aus und einige von ihnen kdnnen verschiedene
Proteine unter ATP Verbrauch entfalten. Zur Erkennung der Proteine, die entfaltet werden
sollen, interagieren Clp-ATPasen teilweise mit bestimmten Adapterproteinen, wie
beispielsweise MecA oder ClpS (Kirstein et al., 2009b). ClpS erkennt beispielsweise
destabilisierende Elemente am N-terminus von Proteinen mit geringer Halbwertszeit und
fihrt diese CIpAP zum Abbau zu. Fir den oben beschriebenen Abbau von ssrA-getaggten
Proteinen werden keine Adapterproteine bendtigt, da ClpXP und CIpAP diesen tag direkt
erkennen. Durch Bindung der Clp-ATPase mit dem [LIVMP]-G-[FL]-loop an die N-terminale
hydrophobe Bindetasche von ClpP kdnnen die ATPasen die entfalteten Proteine durch die
Eintrittspore von ClpP einfadeln (Kim et al., 2001) und somit dafiir sorgen, dass ClpP die
Proteine hydrolysiert, wobei Peptide, mit einer GréRe von 6-8 Aminosauren entstehen (Choi
und Licht, 2005). Wie genau die asymmetrische Bindung der hexameren Clp-ATPase an einen
der heptameren ClpP Ringe ablduft ist noch nicht vollstindig verstanden (Bewley et al.,
2006). Auch wie die, bei der Proteolyse entstandenen Peptidprodukte die Clp-Protease
wieder verlassen ist Bestandteil der aktuellen Forschung und bleibt noch zu klaren. Eine
gangige Hypothese ist, dass die Peptide die Protease moglicherweise durch seitliche Poren
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verlassen, die sich nach der Hydrolyse des Substrates am aktiven Zentrum durch eine
Konformationsanderung des ClpP Komplexes bilden (Sprangers et al., 2005). Bei dieser
Konformation von ClpP spricht man auch vom ,compressed state”, der dadurch
charakterisiert ist, dass die katalytische Triade eine inaktive Ausrichtung aufweist, die aE-
Helix der ,handle region” eingeknickt ist und somit die Heptamere nur in losem Kontakt
stehen, wobei seitliche kleine Poren entstehen (Zhang et al., 2011;Geiger et al., 2011). Eine
weitere Konformation die fir ClpP entdeckt wurde, ist der ,extended state”, bei dem die
seitlichen Poren nicht vorhanden sind, die aE-Helix lang ausgestreckt ist und die katalytische
Triade eine aktive Ausrichtung aufweist (Zhang et al., 2011;Geiger et al., 2011). Diese zwei
Konformationen wurden bereits flr Escherichia coli (Wang et al., 1997;Sprangers et al.,
2005;Kimber et al., 2010), B. subtilis (Lee et al., 2011), S. aureus (Gersch et al., 2012) und
Listeria monocytogenes (Zeiler et al., 2013) beschrieben. AuBerdem wurde eine
Konformation des ClpP Komplexes aus S. aureus beschrieben, die im Wesentlichen die
gleichen Eigenschaften aufweist, wie der ,compressed state” wobei die seitlichen Poren
etwas kleiner und der gesamte ClpP Komplex etwas hoher ist. Diese Konformation wird als
,compact state” bezeichnet (Zhang et al., 2011). Einer Theorie nach, kdnnte es eine
dynamische Bewegung des ClpP Komplexes vom ,extended state” (iber den ,,compact state”
hin zum ,,compressed state” geben, die gekoppelt an den Proteinverdau stattfindet. Diese
Dynamik ist allerdings bisher noch nicht bewiesen worden.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass es sich bei den Clp-Proteasen um sehr
komplexe und dynamische Strukturen handelt, die in der Zelle durch verschiedenste Wege
streng reguliert sind, da sie diverse wichtige Funktionen haben. Auch wenn ClpP in den
meisten Bakterien nicht essentiell fiir das Wachstum ben6tigt wird, zeigen ClpP Mutanten
doch auffallige Phanotypen, wie z.B. die Filamentierung von B. subtilis mit abnormalen
Zellwandstrukturen (Gerth et al., 1998) oder irreguldre Zellteilung und abnormale
Zellwandstrukturen in S. pneumoniae (Nair et al., 2003). Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass es sich bei Clp-Proteasen um die hauptverantwortlichen Proteasen fir
Qualitatskontrolle und regulatorische Prozesse in Bakterien handelt (Frees et al., 2007).

1.6. Acyldepsipeptid Antibiotika (ADEPs)

Acyldepsipeptid Antibiotika (ADEPs) sind eine neue Antibiotikaklasse, dessen Vertreter einen
innovativen Wirkmechanismus haben und sehr effektiv gegen eine Reihe Gram-positiver,
pathogener Bakterien wirksam sind. Erstmals wurde der Naturstoff ADEP1 (Faktor A) als
Fermentationsprodukt von Streptomyces hawaiiensis isoliert und zeigte bereits
vielversprechende Aktivitdt gegen verschiedene Gram-positive Bakterien (Michel und
Kastner, 1982). Um den Naturstoff zu optimieren, wurden durch chemische Vollsynthese
neue Derivate mit verdnderten Seitenketten entwickelt, welche zum Teil weniger
lichtempfindlich, stabiler oder potenter waren (Hinzen et al., 2006;Brotz-Oesterhelt et al.,
2005). Die in dieser Arbeit verwendeten Derivate sind in Abb. 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Chemische Struktur des Naturstoffes ADEP1 sowie der in dieser Arbeit verwendeten ADEP-
Derivate. Strukturelle Unterschiede sind grau hervorgehoben.

Die hier dargestellte Derivate ADEP2, 3, 4 und 7 wurden bereits veroffentlicht (Hinzen et al.,
2006;Brotz-Oesterhelt et al.,, 2005), und das Derivat ADEP 8 wurde im gleichen Zuge
hergestellt, ist aber bisher nicht veréffentlicht worden. Das Target von ADEPs ist das
proteolytische Zentrum der Clp-Protease, ClpP (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Der
Wirkmechanismus von ADEPs an ClpP ist in Abb. 7 schematisch dargestellt.

ClpP .

(B)

£ 3

Abbildung 7: Wirkung von ADEPs an ClpP im Modellorganismus B. subtilis (Brétz-Oesterhelt und Sass, 2014).

Im Modellorganismus B. subtilis liegen normalerweise zunachst ClpP Monomere vor, welche
in Anwesenheit von Clp-ATPasen zu einem fassformigen, proteolytisch aktiven Tetradekamer
assoziieren. Auch Anwesenheit von ADEPs fiihrt zur Bildung des Tetradekamers (Kirstein et
al., 2009a). Die Entstehung dieses ADEP-ClpP Komplexes hat daraufhin zwei Konsequenzen
fiir die Zellen. Zum einen wird die Bindung von Clp-ATPasen an ClpP verhindert, da ADEPs die
Bindetasche, in der normalerweise die Clp-ATPase bindet, blockieren (Lee et al., 2010). Auch
die Kristallstruktur von E. coli ClpP mit ADEP1 bestétigte diese Bindungsposition von ADEPs
(Li et al., 2010). Die Bindung von ADEP fihrt somit dazu, dass alle oben beschriebenen
natirlichen Funktionen von ClpP inhibiert werden. Zum anderen fiihrt die Bindung von
ADEPs zu einer Konformationsanderung von ClpP, durch die der Durchmesser der
-11-
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Eintrittsporen zum katalytischen Zentrum im Fall von ClpP aus B. subtilis, von 1,5 nm auf 3
nm vergroRert wird (Lee et al., 2010). Somit fihrt ADEP zu einer unregulierten
Uberaktivierung von ClpP, wobei naszierende Proteine, die noch nicht komplex gefaltet und
somit schmal genug sind um durch die vergroRRerte Eintrittspore zu den aktiven Zentren von
ClpP zu gelangen, direkt am Ribosom vom ADEP-ClpP Komplex abgebaut werden kénnen
(Kirstein et al., 2009a). Dieser duale Wirkmechanismus ist als Besonderheit hervorzuheben,
da alle bisher bekannten Antibiotikaklassen immer nur zur Inhibierung des Targets fihren
und im Falle von ADEPs zum ersten mal Antibiotika beschrieben wurden, welche ein Target
unkontrolliert Uberaktivieren. Auch die bisher beschriebene vergleichbar geringe
Zytotoxizitdt von ADEPs (Brotz-Oesterhelt et al., 2005) macht diese Substanzen zu einem
interessanten Antibiotikum. Kirzlich wurde eine Inhibierung des eukaryotischen Zellzyklus
mit ADEP1 beschrieben (Xu et al., 2013). Diese Wirkung wurde jedoch nur bei sehr hohen
ADEP Konzentrationen von 50 - 100 uM erzielt.

Mittlerweile wurden mit Hilfe von Proteomstudien zahlreiche Proteinsubstrate des ADEP-
ClpP Komplexes in S. aureus identifiziert (Conlon et al., 2013). Als erstes natdrliches Substrat
flir den ADEP-ClpP Komplex wurde das Zellzyklusprotein FtsZ in B. subtilis und S. aureus
entdeckt (Sass et al., 2011). FtsZ ist in diesen Organismen essentiell fir das bakterielle
Zellteilung (Beall und Lutkenhaus, 1991), da es die Z-Ringe ausbildet, die den ersten Schritt
der Septenbildung darstellen (Wang und Lutkenhaus, 1993). In Anwesenheit von ADEPs wird
FtsZ abgebaut und es kann kein Z-Ring gebildet werden. Dies flhrt in B. subtilis zunachst zum
Filamentieren der stdbchenférmigen Bakterien und in S. aureus zum Anschwellen der
Kokken, bis die Zellen schlieflich absterben (Abb. 8) (Sass et al., 2011).

(E)

Time(min) 0 5 10 15 20 30 60
FtsZ P | eesgipes e esape® | -- ADEP

FtsZ p | AW - + ADEP2

Abbildung 8: ADEP behandelte B. subtilis Stabchen filamentieren (A) im Gegensatz zu unbehandelten Zellen
(B). ADEP behandelte S. aureus Kokken schwellen (C) im Vergleich zu unbehandelten Zellen (D) an. Dies ist
begriindet durch den Abbau des Zellzyklusproteins FtsZ durch den ADEP-ClpP Komplex (E), was hier mit Hilfe
von Western Blots gegen Zelllysate von behandeltem und unbehandeltem B. subtilis gezeigt wurde (Sass et al.,
2011).

Diese Daten zeigen, dass Bindung von ADEPs an ClpP sogar eine dritte Konsequenz fir die

Bakterien hat, namlich die Inhibierung der Zellteilung durch den Abbau von FtsZ durch den

ADEP-ClpP Komplex. Die Inhibierung von FtsZ als Angriffspunkt fiir neue Antibiotika gegen

verschiedenste Bakterien (Sass und Brotz-Oesterhelt, 2013;Awasthi et al., 2011), aber auch

speziell gegen M. tuberculosis (Kumar et al., 2010), wurde bereits in der Literatur als
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vielversprechend diskutiert. Ein Beispiel ist der Naturstoff Curcumin, welcher eine erhdhte
GTPase-Aktivitdt von FtsZ bewirkt und somit die Filamentierung von FtsZ inhibiert (Rai et al.,
2008). Vielversprechend ist auch das Benzamid Derivat PC190723, welches hochwirksam
gegen S. aureus ist (Haydon et al., 2008), indem es die Formation von FtsZ Protofilamenten
stimuliert und dadurch die Bildung des Z-Ringes verhindert (Elsen et al., 2012;Andreu et al.,
2010). Ein weiteres Beispiel sind verschiedene synthetisierte trisubstituierte Benzimidazole,
die durch Steigerung der GTPase-Aktivitat und Inhibierung der Filamentierung von FtsZ eine
sehr gute Wirkung gegen M. tuberculosis haben (Kumar et al., 2011;Knudson et al., 2014).
Auch das Taxan SB-RA-2001 zeigt eine vielversprechende Wirksamkeit gegen M.
tuberculosis, indem es die Formation der FtsZ Protofilamente stabilisiert und somit die
Depolymerisiserung des Z-Ringes im Zuge der Zellteilung inhibiert (Singh et al., 2014). Trotz
der auffilligen Ahnlichkeit zu dem Anti Krebsmedikament Paclitaxel, hat dieses Taxan eine
dreifach geringere zytotoxische Wirkung auf humane Krebszelllinien und kommt somit
grundsatzlich flr die Weiterentwicklung als Antibiotikum in Frage (Singh et al., 2014).
AulRerdem wurde vor kurzem ein neuer Ansatz verfolgt, um neue ADEP Derivate zu
synthetisieren. Indem bestimmte Aminosdauren des Peptidolacton-Ringes von ADEP4
ausgetauscht wurden, konnten die neuen ADEP Derivate in eine Konformation versetzt
werden, die eine bessere Kompatibilitdt mit der Bindung an ClpP aufweist. Sowohl die MHK
gegen S. aureus, Enterococcus faecalis und S. pneumoniae, als auch die in vitro Aktivierung
von E. coli ClpP konnte somit verbessert werden (Carney et al., 2014). Eine Ubersicht {iber
diese neuen ADEP-Derivate ist in Abb. 9 dargestellt.

Abbildung 9: Neue ADEP-Derivate (Carney et al., 2014). Unterschiede zu ADEP4 sind grau unterlegt.

Diese neuen ADEP-Derivate unterscheiden sich von allen bisherigen ADEP-Vertretern
hauptsachlich durch Methylierungen bzw. Isopropylierung an Position 4 des Piperidin-Rings
des Pipecolats, sowie durch eine zusdtzliche Methylgruppe am alkoholischen Teil des
Lactons, direkt neben der Esterbindung. Trotzdem konnte durch diese geringen
Veranderungen die Bioverfligbarkeit der Substanz verbessert werden. Das groRRe Problem,
weshalb die Entwicklung von ADEPs in der Pharmaindustrie nicht weiter verfolgt wurde, ist
aber die schnelle Bildung von Resistenzen (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Da ClpP in den
untersuchten Bakterien nicht essentiell fir deren Wachstum ist, erfolgt die Resistenzbildung
-13 -
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in B. subtilis, S. aureus, S. pneumoniae und E. faecalis durch Mutationen in clpP (Brotz-
Oesterhelt, unveroffentlichte Daten). Die Resistenzrate von ADEPs lag in den verschiedenen
Organismen hierbei zwischen 1 x 10° und 1 x 10° Cfu/ml (Brotz-Oesterhelt, unveroffentlichte
Daten). Sogar im Vergleich zu Rifampicin, einem Antibiotikum, das mit einer Resistenzrate
von 1 x 10’ Cfu/ml fiir eine schnelle Resistenzentwicklung bekannt ist, schneidet ADEP in
diesem Zusammenhang schlecht ab.

Da der Wirkmechanismus der neuen ADEP-Derivate sich nicht unterscheidet, wird diese
Problematik hochstwahrscheinlich auch auf diese Substanzen zutreffen, so dass, trotz
Optimierung von ADEPs, fir die meisten Spezies keine Vermarktung als Monotherapie in
Frage kommen wird.

1.7. ClpP in Mykobakterien

Mykobakterien haben die Besonderheit, dass sie zwei ClpP Homologe exprimieren. Die
zugehorigen Gene clpP1 und clpP2 sind im c/pP1P2 Operon angeordnet (Cole et al., 1998)
und werden co-transkribiert (Personne et al., 2013). Beide Proteine sind essentiell fiir das
Wachstum von Mykobakterien in vitro und in vivo wahrend der Infektion (Sassetti et al.,
2003;Raju et al., 2011;0llinger et al., 2011;Raju et al., 2014), weshalb ClpP1 und ClpP2 als
vielversprechende Targets fiir neue Antituberkulotika diskutiert werden (Roberts et al.,
2013;Raju et al., 2012). Bisher ist nur fir ein anderes ClpP, namlich das aus Caulobacter
crescentus, eine essentielle Funktion beschrieben worden, da ClpXP hier CtsA abbaut, was
fr die Zellzyklus Inhibierung wahrend der Replikation zustandig ist (Quon et al., 1996).

Die Funktion und das Zusammenspiel der beiden ClpP Homologe waren lange Zeit unklar.
Zunachst wurde eine Kristallstruktur eines inaktiven Tetradekamer Komplexes veroffentlicht,
der nur aus ClpP1 bestand (Ingvarsson et al., 2007) und sich spater der ,,compressed state”
Konformation von ClpP zuweisen lie (Kimber et al., 2010). Etwas spater wurde erneut
veroffentlicht, dass weder ClpP1 noch ClpP2, noch eine Mischung aus beiden in vitro eine
Peptidaseaktivitat aufweisen, aber sich selber prozessieren (Benaroudj et al., 2011). Kurz
darauf fand man heraus, dass ClpP1 und ClpP2 zwar alleine inaktiv sind, eine Mischung aus
beiden ClpP Versionen aber zusammen mit bestimmten Aktivatorpeptiden, wie
Benzyloxycarbonyl-Leucyl-Leucin (Z-LL), in vitro Peptidase- und Proteaseaktivitdt aufweisen
(Akopian et al., 2012). Im Zuge dieses Aktivierungsprozesses fihrt Z-LL zunachst dazu, dass
die beiden Heptamere des inaktiven ClpP1 und ClpP2 Komplexe auseinander diffundieren
und im nachsten Schritt sich jeweils ein ClpP1 Heptamer an ein ClpP2 Heptamer anlagert
(Abb. 10).
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Abbildung 10: Schema der Aktivierung des MTB ClpP1P2 Komplexes mit Z-LL (Akopian et al., 2012).

Dieser gemischte Komplex bleibt aber nur in Anwesenheit von Z-LL aktiv. Wird Z-LL
herausgewaschen, so geht die Aktivitat der Protease wieder verloren (Akopian et al., 2012).
Der ClpP1P2 Komplex konnte auch aus Zelllysaten von M. smegmatis koprazipitiert werden
(Raju et al., 2011). Es handelt sich beim ClpP1P2 Komplex also tatsdchlich um einen
physiologisch in dieser Form vorkommenden Proteinkomplex. Was in der mykobakteriellen
Zelle bei der Aktivierung des Komplexes genau vor sich geht und ob es dort auch bestimmte
Aktivatoren gibt, ist bisher aber nicht vollstandig verstanden. Kirzlich wurde gezeigt, dass
das Modellsubstrat GFP-ssrA in Anwesenheit von ClpX oder ClpC1l und ATP auch ohne ein
Aktivatorpeptid von ClpP1P2 abgebaut werden kann und dass Anwesenheit aller dieser
Komponenten sogar die Peptidaseaktivitat von ClpP1P2 in Abwesenheit von Z-LL stimuliert
(Schmitz und Sauer, 2014). Auf Grundlage dieser Studien wurde die Hypothese aufgestellt,
dass in Mykobakterien nur die Anwesenheit von Clp-ATPase, ATP und eines gefalteten
Proteinsubstrates zu der Stabilisierung des aktiven ClpP1P2 Komplexes fihrt und das Fehlen
von einem dieser Komponenten zur Entstehung von inaktiven ClpP Komplexen fihrt
(Schmitz und Sauer, 2014). Die Funktion von Clp-Proteasen in Mykobakterien ist noch nicht
vollstandig verstanden. ClpP1 und ClpP2 scheinen verschiedene Substratspezifitaiten zu
haben (Personne et al., 2013;Akopian et al., 2012). Es wurde aber gezeigt, dass sie beide
unter der Kontrolle eines von CIgR regulierten Promotors stehen (Estorninho et al., 2010)
und unter den gleichen Konditionen co-transkribiert werden (Personne et al., 2013).
AulRerdem scheinen weder c/lpP1 noch clpP2 als Reaktion auf einen Hitzeschock, anders als
es bei vielen anderen Bakterien der Fall ist, vermehrt exprimiert zu werden (Personne et al.,
2013;Stewart et al., 2002). Als Reaktion auf oxidativen Stress, der durch den Sigma-Faktor H
(c") vermittelt wird, wurde aber eine leichte Hochregulation von clpP1P2 beobachtet (Mehra
und Kaushal, 2009). Clp-Proteasen werden in M. tuberculosis auBerdem unter hypoxischen
Bedingungen (Muttucumaru et al, 2004) und wahrend der Wiederanpassung an
sauerstoffreichere Umgebung (Sherrid et al., 2010), die als Modell fiir den Ubergang von
persistierenden zu aktiven M. tuberculosis Bakterien genutzt wird, vermehrt exprimiert.
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Bekannt ist, dass ClpP1 und ClpP2 eine Rolle in der Qualitdtskontrolle von Proteinen spielen,
indem sie ssrA-getaggte Proteine abbauen (Triccas et al., 2002). Vermutet wird, dass vor
allem ClpP1 hierfiir zustdandig ist, wahrend ClpP2 zusatzlich andere tagfreie Proteine
degradieren kann (Personne et al., 2013). Das lange Zeit einzige beschriebene
mykobakterielle Substrat der ClpC1P2-Protease, ist der anti-Sigma-Faktor RseA (Barik et al.,
2010). In dieser Studie wurde gezeigt, dass ClpC1P2 ohne die Anwesenheit von Z-LL oder
anderer Aktivatoren, RseA innerhalb von 2 h vollstandig abbaut. Da die Beobachtung dieser
Aktivator-unabhangige Aktivitat den oben beschriebenen anderen Studien widerspricht, die
unabhangig voneinander durchgefiihrt wurden, wird dieser Befund in der Literatur kritisch
diskutiert. Beispielsweise kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Proteaseaktivtat auf
verunreinigendes E. coli ClpP zuriickzufiihren sein konnte (Akopian et al., 2012). Dass ClpC1
und somit vermutlich auch eine oder beide Clp-Proteasen aber tatsachlich eine Rolle fiir den
Stress-induzierten Abbau von RseA in M. tuberculosis spielt, konnte dennoch gezeigt
werden, da es in c/pC1 knock-down Stammen nicht zum Abbau von RseA kam (Barik et al.,
2010). Weitere Substrate der beiden Clp-Proteasen sind kirzlich im Zuge einer
Proteomstudie beschrieben worden. Besonders die Transkriptionsfaktoren WhiB1 und CarD
wurden hierbei als Substrate identifiziert (Raju et al., 2014). Dennoch ist die Rolle von ClpP1
und ClpP2 in Mykobakterien noch lange nicht vollstandig verstanden und die Frage weshalb
diese Proteasen in Mykobakterien essentiell sind kann noch nicht beantwortet werden. Dass
diese beiden Proteasen in Mykobakterien eine andere Rolle spielen kdnnten als es in
anderen Bakterien der Fall ist, konnte auch damit zusammenhangen, dass Mykobakterien
besonders viele andere Proteasen besitzen. Beispielsweise sind sie eine der wenigen
Eubakterienarten, die liber ein Proteasom verfligen (Lin et al., 2006).

Wahrend die Arbeiten zu dieser Promotion im Gange waren, erschien eine Publikation, die
eine moderate antibakterielle Aktivitat von ADEPs gegen M. tuberculosis bereits beschrieb
und auch demonstrierte, dass ADEPs ein Substrat fir Efflux-Pumpen in M. tuberculosis zu
sein scheinen (Ollinger et al., 2012). Allerdings wurde der Wirkmechanismus von ADEPs in
Mykobakterien nicht nachgewiesen und es wurden bisher keine in vitro Studien
durchgefiihrt, um die Wirkung von ADEPs am isolierten ClpP1P2 zu charakterisieren.

Die einzigen anderen in der Literatur beschriebenen Substanzen, die direkt an ClpP1P2
angreifen, sind B-Lactone, die in hohen Konzentrationen toxisch gegen M. tuberculosis
wirken und die Peptidase-Aktivitdt von Z-LL aktiviertem ClpP1P2 hemmen (Compton et al.,
2013).

Aullerdem sind Substanzen bekannt, die an MTB ClpCl binden und somit gegen
Mykobakteien wirken. Eine dieser Substanzen ist der Naturstoff Cyclomarin A, welcher aus
einer marinen Streptomyces Spezies isoliert wurde (Renner et al., 1999). Cyclomarin A zeigte
in vitro und in Makrophagen eine sehr gute bakterizide Aktivitdt gegen M. tuberculosis und
eine vielversprechend geringe Resistenzrate von < 10° Cfu/ml (Schmitt et al., 2011).
Cyclomarin A bindet an die N-terminale Domdne von MTB ClpCl, die fir die
Substraterkennung zustandig ist (Vasudevan et al., 2013) und scheint dadurch indirekt zu
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einer hoheren Proteolyserate der Clp-Protease zu fiihren (Schmitt et al., 2011). Als eine
Hypothese wurde vorgeschlagen, dass die Cyclomarin A Bindung in ClpCl zu einer
Konformationsanderung fihren kdnnte, die die ClpCl Eingangspore 6ffnet, ClpC1 dann an
ClpP1 oder ClpP2 bindet, wodurch auch dort die Eingangspore gedffnet wird und es dadurch
zu unkontrollierter Proteolyse in der mykobakteriellen Zellen kommt (Vasudevan et al.,
2013). Eine weitere Substanz die an MTB ClpC1 wirkt ist das Lassopeptid Lassomycin. Bei
Lassomycin handelt es sich um einen Naturstoff aus Lentzea kentuckyensis, der eine sehr
gute und spezifische bakterizide Wirkung gegen Mykobakterien hat (Gavrish et al., 2014).
Lassomycin bindet an ClpC1, aktiviert dadurch die ATPase Aktivitat, inhibiert aber gleichzeitig
die proteolytische Aktivitat von ClpC1P1P2 (Gavrish et al., 2014). Der genaue molekulare
Mechanismus der Inhibierung durch Lassomycin ist bisher noch nicht untersucht worden.
Spekuliert wird, dass die Bindung in ClpCl eine Konformationsanderung bewirkt, die
verhindert, dass es noch an den ClpP1P2 Komplex binden kann (Gavrish et al., 2014). Hierbei
handelt es sich allerdings um eine bisher nicht experimentell bestatigte Hypothese. In jeden
Fall konnte mit verschiedenen Modulatoren, die alle unterschiedliche Wirkmechanismen
haben, gezeigt werden, dass sowohl Clp-ATPasen als auch ClpP1P2 wirklich
vielversprechende Targets flir neue Antituberkulotika sind.

1.8. ClpP in Staphylococcus aureus

S. aureus ist ein fakultativ pathogener Keim, der Bestandteil der natiirlichen menschlichen
Flora in Mund- und Nasenraum sowie auf der Haut ist. S. aureus kann aber auch zu leichten
bis schwerwiegenden Erkrankungen wie Hautentziindungen, Herzinnenhautentziindung,
Lungenentziindung oder Sepsis fiihren (Lowy, 1998). Besondere Aufmerksamkeit bekommt
dieses Pathogen wegen der starken Resistenzentwicklung gegen verschiedenste Antibiotika-
Klassen und dem Auftreten von Methicillin resistenten S. aureus (MRSA) sowie Vancomycin
resistenten S. aureus (VISA/VRSA) Stammen. Diese entstehen sowohl in der Gesellschaft
(,community associated”) als auch in Krankenhdusern (,hospital associated”) (Otto,
2012;Gould, 2013). Gegen S. aureus werden also dringend neue Antibiotika bendétigt
(Bassetti et al., 2013).

Ein mogliches Target fiir neue Antibiotika gegen S. aureus kénnte ClpP darstellen, da es eine
wichtige Rolle in der Proteinqualitatskontrolle spielt, sowie der Kontrolle von zentralen
Regulatorproteinen, die Einfluss auf die Reaktion auf oxidativen Stress, DNA-Schaden,
Nahrstoffmangelbedingungen oder Anwesenheit von Antibiotika haben (Frees et al., 2014).
AuBerdem wurden in S. aureus viele Substrate der Clp-Protease identifiziert, bei denen es
sich unter anderem um Zellzyklusproteine oder um Proteine des Zellwandmetabolismus
handelt (Feng et al., 2013).

ClpP ist in S. aureus nicht essentiell fir das Wachstum, aber essentiell fir die Virulenz. Es ist
verantwortlich flir die Aktivitatskontrolle der hauptsachlichen Virulenzfaktoren, wie a-
Haemolysin und anderen extrazelluldaren Virulenzproteinen (Frees et al., 2003). Jedoch
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konnte bisher noch kein Virulenzregulatorprotein als Substrat der Clp-Protease identifiziert
werden (Feng et al., 2013;Michalik et al., 2012;Frees et al., 2014).

Die Inhibierung von ClpP wiirde somit nicht das Wachstum der Bakterien verhindern oder sie
gar toten, es wiirde aber zu Avirulenz fiihren. Bei solchen Substanzen spricht man von
antivirulenten Substanzen, die als Alternative zu Antibiotika diskutiert werden. Ein sehr
gutes Beispiel fiir einen solchen Ansatz sind verschiedene B-Lactone, die in hydrophoben
Taschen nahe des aktiven Zentrums von ClpP binden (Gersch et al., 2013) und somit die
Proteolyse komplett inhibieren. Die Anwendung dieser B-Lactone gegen S. aureus fihrt zu
einem Phanotyp, der keine Hamolyse mehr betreiben kann und verringerte extrazelluldre
Lipase- und DNase-Aktivitat aufweist (Bottcher und Sieber, 2008). Dieser Phanotyp
entspricht genau dem, der auch fiir einen clpP knock-out Stamm berichtet wurde (Frees et
al., 2003). Die B-Lactone wurden in verschiedenen weiteren Ansdtzen immer weiter
chemisch optimiert, bis sie hochpotente ClpP-Inhibitoren darstellten (Bottcher und Sieber,
2009;Zeiler et al., 2012).

Als weitere ClpP-Inhibitoren wurden auch Substanzen (B-lactone + B-sultame) beschrieben,
die einen Zerfall der ClpP-Tetradekamere zu inaktiven Heptameren auslésen oder mit dem
Serin der katalytischen Triade reagieren, wodurch dort ein Dehydroalanin entsteht, was ClpP
ebenfalls inaktiviert (Gersch et al., 2014).

Allerdings bleiben all diese Ansatze immer darauf beschrankt, die Virulenz von S. aureus zu
verhindern und sie zielen nicht darauf ab, die Pathogene abzut6ten. Als Vorteil eines solchen
Ansatzes wird diskutiert, dass der Selektionsdruck fir eine Resistenzmutation geringer sein
konnte, als bei einer klassischen Wachstumshemmung. Aulerdem kdénnten
Nebenwirkungen verringert werden, da die Bakterien der natiirlichen menschlichen Flora
nicht angegriffen werden (Zeiler et al., 2013). Allerdings muss man auch bedenken, dass die
Bakterien in diesem Fall im Menschen zuriickbleiben und die Infektion somit im Falle eines
geschwachten Immunsystems wieder ausbrechen kénnte. Eine denkbare Moglichkeit ware
aber auch der Einsatz von antivirulenten Substanzen wie den B-Lactonen in Kombination mit
Antibiotika, um deren Wirkung zu verstarken.

Auch ADEPs inhibieren die natiirlichen Funktionen der Clp-Protease. Allerdings wirken sie
dariiber hinaus auch durch die unkontrollierte Uberaktivierung der Protease (Brotz-
Oesterhelt et al., 2005). Ein solcher Ansatz kann S. aureus Zellen téten und nicht nur ihre
Virulenz verhindern. Auch dass ADEPs sogar gegen persistierende S. aureus wirken, wurde
mittlerweile gezeigt. Die Verwendung von ADEP4 alleine flihrte allerdings erneut zu einer zu
schnellen Resistenzbildung. Die Kombination von ADEP4 mit Ciprofloxacin oder Rifampicin
konnte dies aber verhindern und sogar einen S. aureus Biofilm in vitro und im Mausmodel
abtoten (Conlon et al., 2013). ADEPs in Kombination mit anderen Antibiotika gegen S. aureus
Infektionen einzusetzen kdnnte also durchaus eine vielversprechende neue Therapieoption
sein.

Um weitere Substanzen zu identifizieren, die analog zu ADEPs wirken, wurden im Rahmen
eines Screenings verschiedener Substanz-Bibliotheken weitere ClpP-Aktivatoren identifiziert.
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Die dabei entdeckten ACP’s (,,Activators of Self-Compartmentalizing Proteases”) kdnnen die
Proteaseaktivitdt von E. coli ClpP aktivieren, indem sie das Tetradekamer durch einen bisher
unbekannten Mechanismus stabilisieren. Sie zeigten eine moderate, noch unspezifische
Wirksamkeit gegen einige getestete Pathogene, waren allerdings inaktiv gegen S. aureus
(Leung et al., 2011). Ob diese Aktivatoren in vitro an ClpP von S. aureus wirken, ist nicht
bekannt.

1.9. Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teilprojekte, in denen der Wirkmechanismus von
Acyldepsipeptid-Antibiotika (ADEPs) gegen zwei besonders problematische pathogene
Keime genauer charakterisiert werden soll. Das Target von ADEPs ist ClpP, das proteolytische
Zentrum der caseinolytischen Protease (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Fiir ADEPs wurde
bereits ein dualer Wirkmechanismus beschrieben, da sie zum einen die natirlichen
Funktionen von ClpP inhibieren, wahrend sie zum anderen aber auch den unkontrollierten
Verdau von Proteinen bewirken (Kirstein et al.,, 2009a;Lee et al., 2010). Die klinische
Entwicklung von ADEPs wurde bisher nicht verfolgt, da alle bisher untersuchten Bakterien
eine zu hohe Resistenzrate aufwiesen (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Dies ist dadurch
bedingt, dass ClpP in diesen Bakterien nicht essentiell fiir das Wachstum bendtigt wird und
es somit schnell zu Mutationen in c/lpP kommt, die Resistenz gegen ADEPs verleihen (Brotz-
Oesterhelt et al., unveroffentlichte Daten).

Im ersten Teilprojekt dieser Arbeit sollte der Wirkmechanismus von ADEPs gegen
Mykobakterien charakterisiert werden. Mykobakterien haben die Besonderheit, dass sie
zwei ClpP Homologe exprimieren, c/pP1 und clpP2, die beide essentiell fir das Wachstum
sind (Sassetti et al., 2003;0llinger et al., 2012;Raju et al., 2011). Sowohl das Vorhandensein
von zwei potentiellen Targets, als auch die Tatsache, dass diese essentiell fir das Wachstum
der Bakterien sind, lieRen die Annahme zu, dass es in Mykobakterien zu einer weniger
schnellen Resistenzbildung kommen kdnnte. Da aulerdem dringend neue Antituberkulotika
bendtigt werden, sollte untersucht werden, inwiefern sich ADEPs als Antibiotika zum Einsatz
gegen Tuberkulose eignen. Um diesen Fragestellungen nachzugehen, sollte sowohl die
Wirkung von ADEPs gegen extrazelluldare- als auch gegen intrazellular persistierende
Mykobakterien, anhand des Modelorganismus M. bovis BCG untersucht werden. AuRerdem
sollte die Resistenzrate von M. bovis BCG bestimmt werden und nachgewiesen werden, dass
ADEPs auch in Mykobakterien an ClpP wirken. Wobei vor allem geklart werden sollte, ob
ADEPs in Mycobakterien auch (ber einen dualen Wirkmechanismus verfligen, oder ob sie
hier vorrangig (ber die unkontrollierte Uberaktivierung oder tber die Inhibierung der
essentiellen Clp-Protease wirken. Hierzu wurde mit Hilfe eines knock-ins ein Stamm mit
regulierbarer clpP1P2-Expression hergestellt und untersucht, inwiefern sich der MHK-Wert
von ADEPs gegen M. bovis BCG durch die Herrunterregulierung der clpP1P2-Expression
beeinflussen lasst. Darliber hinaus wurde die Wirkung von ADEPs am isolierten ClpP1P2
Komplex von M. tuberculosis mit Hilfe von Enzymassays, bei Verwendung unterschiedlicher
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Substrate, charakterisiert. Da bereits bekannt war, dass mykobakterielles ClpP scheinbar ein
anderes Substratspektrum hat als ClpP aus den meisten anderen, bisher untersuchten
Bakterien (Akopian et al., 2012), wurde weiterhin untersucht, ob dies auch der Fall fiir ADEP
aktiviertes MTB ClpP1P2 ist. Hierzu wurde analysiert ob das bisher am genauesten
untersuchte Substrat fiir den ADEP-CIpP Komplex, FtsZ, auch durch ADEP aktiviertes MTB
ClpP1P2 abgebaut wird.

Das zweite Teilprojekt dieser Arbeit beschaftigt sich mit in vitro Studien der Wirkung von
ADEPs am isolierten ClpP aus S. aureus. Bereits in den ersten Untersuchungen der Aktivitat
von ADEPs fiel auf, dass sie eine geringere Wirkung gegen S. aureus haben, als gegen andere
Gram-positive Bakterien (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Deshalb sollte untersucht werden,
ob dies an der Affinitit von ADEPs zu ClpP liegen konnte. Durch Alignment der
Aminosauresequenzen von ClpP aus verschiedenen Bakterien, fielen drei Positionen in der
ADEP-Bindetasche auf, die in S. aureus anders sind als in den bisher untersuchten
Modellorganismen B. subtilis und E. coli. Diese Aminosdauren wurden mutiert und es wurde
mit Hilfe von Enzymassays untersucht, ob sich die Affinitat zu ADEPs dadurch verbessern
lasst. AuBerdem stellt die genauere Charakterisierung der Wirkung von ADEPs an ClpP aus S.
aureus die Vorarbeit zu weitergehenden Untersuchungen dar, in denen geklart werden soll,
ob die Bindung von ADEPs in der N-terminalen hydrophoben Tasche des Enzyms Einfluss auf
die Bindung von B-Laktonen im aktiven Zentrums von ClpP haben kdnnte.
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

4% - 20% precise Tris-Glycin Gele

Agarose, fiur die Elektrophorese

Ameisensaure, p.a.

Amersham ECL Prime western blotting detection reagent
Amersham Gene Image AlkPhos Direct Labelling

and Detection System

Amersham Hybond-ECL membrane
Ammonium-Eisen-Citrat

Bacto-Agar, fir die Mikrobiologie
Benzyloxycarbonyl- L-Leucyl- L-Leucin (Z-LL)
Z-Gly-Gly-Leu-7-amido-4-methylcoumarin (Z-GGL-AMC)
Bromphenolblau

B-Mercaptoethanol

BSA Fraktion V

Casein fluorescein isothiocyanate from bovine milk typell
Calciumchlorid x H,0

Citronensdure

Desthiobiotin

D(+)-Glucose Monohydrat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA)

Essentielle Aminosduren

Ethanol, p.a.

Fluorescent stain Kit for Mycobacteria

FRET Substrates 25Xaa Series

Fetales Kdlberserum

Glassbeads, acid washed (150-212 um Durchmesser)
Glutamin

Glycerin

Hefe-Extrakt

4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinethansulfonsaure (HEPES)
Hexadecyltrimethylammonium bromid

Imidazol

Isopropanol

Kalium-dihydrogenphosphat

Lane marker reducing sample buffer (5x)
L-Asparagin

LDS sample buffer (4x)

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Magnesiumsulfat
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Thermo Scientific
AppliChem
AppliChem

GE Healthcare

GE Healthcare
GE Healthcare
Sigma-Aldrich
BD
Sigma-Aldrich
Enzo life science
Roth

Roth
AppliChem
Sigma-Aldrich
Grussing
Grussing
Sigma-Aldrich
Caelo
Grussing
Gruissing
VWR

Merck

Pan Biotech
VWR
Sigma-Aldrich

Peptides international

Pan Biotech
Sigma-Aldrich
Pan Biotech

Roth

BD

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
VWR

Griussing

Thermo Scientific
AppliChem
Thermo Scientific
Grussing
AppliChem
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2-(N-Morpholino)-Ethansulfonsdure (MES)-Monohydrat
Methanol, HPLC Qualitat

Middlebrook 7H10

Middlebrook 7H9

Milchpulver

Milli-Q Wasser (aus Milli-Q® Reference System)
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20X)
Madller-Hinton-broth

Mycobacteria staining Kit

Natriumchlorid, p.a.

Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Nicht essentielle Aminosauren

Ni-NTA Agarose

OADC Anreicherung

Panexin NTA Serumersatz

PAGE Blue

Pepton, tryptisch verdaut

Protein assay dye reagent concentrates
Resazurin

RhodamineB

RNase away

RNA protect

Sacharose

Salzsaure

NuPAGE® Bis-Tris Precast Gels
Succinyl-Leu-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin(Suc-LY-AMC)
Tris

Turboblotter Rapid Downward transfer system
Tween20

Tween80

Wasser, HPLC Grad

2.2. Antibiotika

Acyldepsipeptidderivate (ADEP 2, 3, 4, 7, 8)
Ampicillin Natriumsalz (99% f.d. Molekularbiologie)
Anhydrotetrazyklin hydrochlorid
Apramycinsulfat (Biochemika)
Ciprofloxacin Hydrochlorid (Biochemika)
Gentamycin

Hygromycin B (f.d. Biochemie)

Isonicotinic acid hydrazid (Isoniazid, 98%)
Kanamycinsulfat
Moxifloxacin-Hydrochlorid (HPLC)
Rifampicin (>97%, HPLC)
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AppliChem
VWR

BD
Sigma-Aldrich
Roth
Merck-Millipore
life technologies
Difco
Sigma-Aldrich
VWR

Roth

Grussing
Grussing

Pan Biotech
Qiagen

BD

Pan Biotech
Thermo Scientific
Roth

BioRad
Applichem
Sigma-Aldrich

molecular Bioproducts

Qiagen
Sigma-Aldrich
Applichem

life technologies
Enzo life science
Roth

Whatman
Sigma-Aldrich
AppliChem

VWR

AiCuris
Roth

Cayman chemical company

AppliChem
AppliChem
Pan Biotech
Roth

Alfa Aesar
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Materialien

2.3. Antikoérper

Anti ClpP
Polyklonales Antiserum gegen MTB FtsZ

Anti rabbit IgG, HRP linked Antibody

2.4. Kits

AffinityScript cDNA Synthesis Kit
Brilliant Il Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix
EZNA gelextraction kit

EZNA Minprep Kit

GenelET Plasmid Miniprep Kit
InnuPrep Bacteria DNA Kit
Innuprep Double pure Kit
Innuprep Miniprep Kit
NucleoSpin RNA Clean-up Kit XS
Quick Change mutagenesis Kit
RNeasy Mini Kit

2.5. Enzyme

BstAPI

DNase |, RNase free
Dreamtaq Polymerase
Fast digest EcoR1

Fast alcaline phosphatase
Lysozym aus Hiihnerei
Pacl

Phusion Polymerase
Proteinase K

Q5 Polymerase
T4-Ligase

Turbo DNase

Van9ll
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Dr. Ulf Gerth, Ernst-Moritz-Arndt-
Universitat Greifswald

Malini Rajagopalan, University of
Texas Health Science Center

cell signalling

Agilent

Agilent

Omega Biotek
Omega Biotek
Thermo Scientific
Analytik Jena
Analytik Jena
Analytik Jena
life technologies
Agilent

Qiagen

NEB

Qiagen

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo scientific
Thermo Scientific
Analytik Jena
NEB

Thermo Scientific
Life technologies
NEB
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2.6. Bakterienstamme und Zelllinien

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme und Zellkulturlinien

Genotyp Stammbherkunft Referenzen
Bacillus subtilis 168 Dr. UIf F—ierth, Ernst- (Anagnostopoulos und
trpC2 trpC2 Moritz-Arndt- Spizizen, 1961)
P Universitat Greifswald p !
, .. Dr. UIf Gerth, Ernst-
Bacillus subtilis 168- trpC2 Moritz-Arndt- (Gerth et al., 1998)

pX2-clpP

Universitat Greifswald

Bacillus subtilis
168AclpP

trpC2, clpP”

Dr. UIf Gerth, Ernst-
Moritz-Arndt-
Universitat Greifswald

(Msadek et al., 1998)

Escherichia coli JM109

endA1l ginV44 thi-1
relAl gyrA96 recAl
mcrB+ A(lac-proAB)
el4- [F'traD36 proAB+
laclg lacZAM15]
hsdR17(rk-mK+)

AiCuris GmbH & Co. KG

(Yanisch-Perron et al.,
1985)

Escherichia coli BL21
(DE3)

F—ompT gal dcm lon

hsdSB(rB- mB-) A(DE3

[lacl lacUV5-T7 gene 1
ind1 sam?7 nin5])

Hans-Georg Sahl,
Friedrich-Wilhelm
Universitat Bonn

(Studier und Moffatt,
1986)

Escherichia coli

Susan Gottesman,

(Gottesman et al.,

$G1146a clpP ' nétlonal cancer 1985)
institute, Bethesda
F- mcrB mrr hsdS20(rB-
B- Al13 leuB -
mB-) recA13 leuB6 ara Rainer Kalscheuer, | (Boyer und Roulland-

Escherichia coli HB101

14 proA2 lacY1 galk2

xyl-5 mtl-1 HHU Dussoix, 1969)
rpsL20(SmR) gIinV44 A-
recAl endAl gyrA96
. . thi-1 hsdR17 supE44
Escherich li XL1
s¢ er/cblluaecm relAl lac [F proAB Agilent GmbH
laclqZAM15 Tn10
(Tetr)]
Enterococcus faecalis o
ATCC29212 AiCuris GmbH & Co. KG
Staphylococcus aureus o
ATCC29213 AiCuris GmbH & Co. KG
Mycobacterium Eric Rubin, Harvard
abscessus University
Mycobacterium bovis Rainer Kalscheuer,
BCG Pasteur HHU
Mycobacterium bovis diese Arbeit
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BCG Pasteur clpP1-

tetoff
Mycobacterium Rainer Kalscheuer,
smegmatis mc”155 HHU
Mycobakterium Rainer Kalscheuer,
tuberculosis H37Rv HHU

J744.A1 murine
Makrophagen

2.7. Vektoren

pClpP BS

pET-FtsZ BS
pET-FtsZ BCG
pET-301 SA ClpP
pET-SA ClpP H82F
pET-SA ClpP Q88S
pET-SA ClpP M189L
phAE159
pTetOR-MTB ClpP1
pTetOR-MTB ClpP2
pKnockin ClpP1MB 4xTetO
pMV261

pTetR-D

pTetR-E

pTetR-F

pTetR-G
prevTetR-A
prevTetR-B
prevTetR-C
prevTetR-D
prevTetR-E
prevTetR-F
prevTetR-G

2.8. Primer

ClpP1BCG_F1_fwd_Van91l
ClpP1BCG_F1 _rev_Van91ll
ClpP1BCG_F2_fwd_BstAPI
ClpP1BCG_F2_rev_BstAPI
qclpP1-fwd

qclpP1-rev

gl16s-fwd

ql6s-rev

AiCuris GmbH & Co. KG

Kursad Turgay, Uni Hannover
Peter Sass, HHU

Peter Sass, HHU

Stefan Sieber, TU Miinchen
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Rainer Kalscheuer, HHU
Alfred Goldbefg, Harvard
Alfred Goldberg, Harvard
diese Arbeit

Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU,
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU
Rainer Kalscheuer, HHU

TTTTTTTCCATAAATTGGAGCCCGGTTCAATGAGTTGC
TTTTTTTCCATTTCTTGGTCAGGGGCACCTGCTTTCC
TTTTTTTGCATAGATTGCATGAGCCAAGTGACTGACATGC
ITTTTTTGCATCTTTTGCCGAAACCGTATTCCAGGG

TGAGCCAAGTGACTGACAT

GATGTAGAGGCTGATGTCCT

AAGTCGAACGGAAAGGTCTCT (Nde et al., 2011)
AAGACATGCATCCCGTGGTCCTAT (Nde et al., 2011)
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clpP1 BCG-fwd ACGAAGCGACAACGTGAC

clpP2 BCG-rev TTAGCGTCACGCCTTATGG
ClpP_SA_H82F_fwd GATACAATTCATTAAACCTGATGTTC
ClpP_SA_H82F_rev GAACATCAGGTTTAATGAATTGAATTGTATC
ClpP_SA_Q88S_fwd CATTAAACCTGATGTTTCAACAATTTGTATCG
ClpP_SA_Q88S_rev CCATACCGATACAAATTGTTGTAACATCAGG
ClpP_SA_M189L_fwd CTTAATTGATGAAGGTGCTGGTACCTGAAAC
ClpP_SA_M189L_rev GTTTCAGGTACCAGCACTTCATCAATTAAGC

2.9. Marker

GeneRuler 1kb DNA ladder GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific) (Thermo Scientific)

bp ng/0.5pg % bp ng/05pe %

10000 30

6
8000 30 6 1000 200 @0
6000 70 14 a0 B0 60
5000 30 6 —" ) X
B3 RN
;388 -3,8 [,34 - — 500 750 15.0
ok 2 ]
= —1500 25 5 4 - — 300 A0 BO
5 g B — 250 750 150
S Ko 1000 60 12 — 200 280 0
= —75 25 5 5 — 150 \O T
b o _ =
g —500 25 5 g 00 |/O 70
-=t 250 25 5 é a0 a0 7.0
2 2
= 2
= =
= i

0.5 pglane, & cm length gal,
0.5 pg/lane, 8 cm length gel, 1XTBE, 5Vem, 1 h
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

PAGEruler Prestained Protein Ladder PAGEruler Unstained protein ladder  native marker

(Thermo Scientific) (Thermo Scientific) (Serva)
kDa Gel Blot
ka Ferritin (720 kDe)
| cq7p 200
_— 150 — . Urease ( Hexamer — 545 kDa)
130 EER s ®= Ferritin (450 kDa)
— 100 _| HEEE — ©= — -
—_— — 7D i
LT — - — G — Urease (Trimer - 272 kDa)
oL 55 | . T — -
T ) —
- ~40 | & Lactat-Dehydrogenase (146 kDa)
[~ -35 — .. e ) — -
- 25 —
75— . — ) p— W BSA (67 kDa)
| <15 — - T T —
Ovalbumin (45 kDa)
— =0 — S ection with
o Strep-Tactin®-AP
E =~ Conugate S Trypsin-inhibitor (21 kDa)
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE 8-16% Tris-glycine SOS-PAGE

Abbildung 11: In dieser Arbeit verwendete Marker zur Abschdtzung von GréfRe und Konzentration von DNA
oder Proteinen.
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2.10. Saulen

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Saulen.

Saule Lang; Breite Trennprinzip Hersteller
[mm]
Column protection
system Macherey-Nagel
Vorsdulenhalter
EC 4/3 Nucleodur
C18,5 um 4;3 Reverse phase Macherey-Nagel
Vorsaule
EC 250/3
Nucleodur C18 250; 3 Reverse phase Macherey-Nagel
HTec, 5 um
VP 250/10
Nucleodur C18 250; 10 Reverse phase Macherey-Nagel
HTec, 5 um
100-3 C18 (100 x
2,5 mm) mit
integrierter 100; 2,5 Reverse phase Knauer
Vorsaule gefillt
mit Eurosphere
Superdex 200 Analytische
10/300 300; 10 GroRenausschlusschromatographie GE Healthcare
Superdex 200 Praperative
16/600 600; 16 GroRenausschlusschromatographie GE Healthcare
StrepTrap HP 1 ml Affinnitatschromatographie GE Healthcare
2.11. Gerdte
Agarose Gelelektrophorese Apparatur Peqlab
Akta purifier Chromatographieanlage (Niederdruck) GE Healthcare
Cleanbench Sicherheitswerkbank Kojair
Cleanbench safe2020 Sicherheitswerkbank Thermo Scientific
CO 8000 cell density meter WPA biowave
CO, Inkubator APT. line C150 Binder
CO, Inkubator Memmert
Mikro pulser Elektroporationsapparat Biorad
Externe Mikroskoplampe HBO 100 Zeiss
Analysenwaage XA105DU, Dual Range Mettler
Gefriertrocknung LYOVAC GT2/RC6 Steris
Geldoc Geldokumentationssystem Biorad
Hochleistungszentrifuge Avanti JE Beckmann Coulter
HPLC 1100er series Agilent
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C Mag HS7 Magnetrihrer IKA
Infinite M200 Mikrotiterplatten reader Tecan
Inkubationsschrank Celsius 10.0 Memmert
Inversmikroskop AE31 Motic
LC-MS 1100er series Agilent
Membranvakuumpumpe Vakubrand
Mikroskop axio scope Al Zeiss
MikroWelle Siemens

Milli-Q Wasser Reference System
Multifuge X1R

Merck-Millipore
Thermo Scientific

MxP 3005 Cycler fiir gPCR Agilent
NanoDrop 2000c Spectrophotimeter Peqlab
Orbitalschittler Polymax 1040 Heidolph
Pegpower 300 Spannungsgeber Peqlab
Peqgstar 2x Gradient Thermocycler Peqlab

pH-Meter seven easy
Power pack Spannungsgeber

Mettler Toledo
Biorad

Precellys 24 Homogenisator Peqlab

Schuttelinkubator ecotron Infors

Schuttelwasserbad 1083 GFL

Schiittler celltron Infors

Scout Pro Waage Haus

SDS-PAGE Apparatur Biorad

SDS-PAGE Apparatur Invitrogen

Spectramax M5 Mikrotiterplatten reader Molecular Devices

Thermomixer comfort Eppendorf

Tischzentrifuge 5414R Eppendorf

Tischzentrifuge 5418 Eppendorf

Tischzentrifuge Ministar VWR

Tissuelyser LT Homogenisator Qiagen

Vortex REAX 2000 Heidolph

Wasserbad WNB 7 Memmert

2.12. Programme

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Software.

Programm Anwendung Firma

ALOGPS 2.1 Berechnung von logP Virtual Computational
Chemistry Laboratory
(vVCcL)

Chem station HPLC Auswertung Agilent

Chromas 2 DNA Sequenzauswertung Technelysiam

Clone Manager suite 7 DNA Sequenzauswertung Sci-Ed software

GraphPad Prism 6 Erstellung von Graphen; GraphPad Software, Inc.
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Berechnung von Enzymkinetiken

Icontrol Mikrotiterplattenassays Tecan

Imige Lab 3.0.1 Geldokumentation Biorad

imige plus 2.0 Inversmikroskopie Motic

Mx 3005 P™ qPCR Agilent

mycpermcheck Kalkulation der Sotriffer Labor, Julius-
Aufnahmewahrscheinlichkeit von Maximilians Universitat
Substanzen in die mykobakterielle | Wirzburg
Zelle

pyMOL Darstellung von 3D Strukturen Schrodinger

Qikprop Konvertieren in 3D Strukturen Schrodinger

Reference Manager 12

Bibliographiemanagement

Thomson Reuters

Symyx Draw 3.2

Zeichnung von 2D Strukturen

Symyx Technologies

Unicorn 5.31 GroRenausschlusschromatographie | GE Healthcare

Xcalibur V6.0 LC-MS Auswertung Thermo Scientific

ZEN Phasenkontrast- und Zeiss
Fluoreszenzmikroskopie

2.13. Medien

LB Medium:

Folgende Subtanzen wurden eingewogen, in Milli-Q Wasser gel6st und autoklaviert:

Trypton (10g/I)

Hefeextrakt (5 g/l)

Natriumchlorid (10 g/I)

ggf. Agar (15 g/l)
Fir den Fall, dass Agar im Medium enthalten war, wurde es auf 50°C temperiert, ggf.
Antibiotika als Selektionsmarker hinzugegeben und in Petrischalen gegossen.

SOC-Medium:
Folgende Substanzen wurden eingewogen, in Milli-Q Wasser gelost und autoklaviert:
Hefeextrakt 0,5 % (w/v) (5 g/l)
Trypton 2 % (w/v) (20 g/)
Natriumchlorid 10 mM (0,6 g/I)
Kaliumchlorid 2,5 mM (0,2 g/I)
Zusatzlich wurde eine Losung aus 1 M MgCl, x 6H,0 und 1 M MgS0O4 x 7H,0 getrennt
autoklaviert und dem Medium nachtraglich 20 mM dieser Lésung und 20 mM Glucose
zugesetzt.

ADS (Larsen et al., 2007a):
Folgende Substanzen wurden eingewogen, in Milli-Q Wasser geldst und durch einen Filter
mit 0,22 um PorengroRe sterilfiltriert:
BSA (50 g/l)
Glucose (20 g/1)
Natriumchlorid (8,1 g/l)
Die Losung konnte bis zu sechs monate lang bei 4 °C gelagert und verwendet werden.
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ADS mit 1 g/l BSA:
Folgende Substanzen wurden eingewogen, in Milli-Q Wasser geldst und durch einen Filter
mit 0,22 um PorengréRe sterilfiltriert:
BSA (10 g/l)
Glucose (20 g/1)
Natriumchlorid (8,1 g/I)
Die Losung konnte bis zu sechs monate lang bei 4 °C gelagert und verwendet werden.

Middlebrook 7H9:

2,35 g Middlebrook 7H9 Medium (Zusammensetzung: 0,05 g/l Ammonium sulfate, 2,5 g/l
Dinatriumphosphat, 1 g/| Monokaliumphosphat, 0,1 g/I Natriumchlorid, 0,05 g/l Magnesium
sulfat, 0,0005 g/l Calciumchlorid, 0,001 g/l Zinksulfat, 0,001 g/l Kupfersulfat, 0,04 g/l
Eisenaammoniumcitrat, 0,5 g/l L-Glutaminsaure, 0,001 g/l Pyridoxine, 0,0005 g/I Biotin)
wurden in 895 ml Milli-Q Wasser geldst und 5 ml Glycerin hinzugegeben. Nach Autoklavieren
flr 10 min bei 121 °C wurde das Medium auf 50 °C temperiert und 100 m| temperiertes ADS
wurde hinzugegeben. Das fertige Medium kann bis zu drei Monate bei 4 °C gelagert und
verwendet werden.

Middlebrook 7H10:

19 g Middlebrook 7H10 Medium wurden in 895 ml Milli-Q Wasser geldst und 5 ml Glycerin
hinzugegeben. Nach Autoklavieren fiir 10 min bei 121 °C wurde das Medium auf 50 °C
temperiert und 50 ml temperiertes ADS sowie 50 ml temperiertes OADC wurde
hinzugegeben. Nach erneutem Rihren wurde der Agar in Petrischalen gegossen.

Mineralmedium (Yam et al., 2009):
Folgende Substanzen wurden eingewogen, in Milli-Q Wasser geldst und durch einen Filter
mit 0,22 um PorengroRe sterilfiltriert.
1 g/I Kaliumdihydrogenphosphat
2,5 g/l Dinatriumhydrogenphosphat
0,5 g/l L-Asparagin
50 mg/l Ammoniumeisencitrat
0,5 g/l Magnesiumsulfat-Heptahydrat
0,5 mg/I Kalziumchlorid
0,1 mg/I Zinksulfat
0,05 %, (v/v) Tween 80
0,1 % (v/v) Glycerin
Das Medium konnte bis zu 1 Monat bei 4 °C gelagert und verwendet werden.

Sauton Liguid Medium:
Folgende Substanzen wurden eingewogen, in Milli-Q Wasser geldst, der pH Wert wurde mit
1 M Salzsdure auf 7,0 eingestellt und das Medium durch einen Filter mit 0,22 um PorengroRe
sterilfiltriert.

0,5 g/I Kaliumdihydrogenphosphat

0,5 g/| Magnesiumsulfat

4,0 g/| L-Asparagin

60 ml/I Glycerin

-30-



Materialien

0,05 g/l Ammoniumeisencitrat
2,0 g/I Citronenséaure
0,1 ml/l 1 % Zinksulfat
2,5 ml/I 20 % Tween80.
Das Medium kann bis zu sechs Monate bei 4 °C gelagert und verwendet werden.

Mykobakterien Einfriermedium (Larsen et al., 2007a):

0,47 g Middlebrook 7H9 wurden in 90 ml 50 % Glycerin und 10 ml ADS geldst. Es wurden 250
pul 20 % Tween 80 hinzugegeben und das Medium wurde durch einen Filter mit 0,22 pum
PorengrofRe sterilfiltriert. Das Medium kann bis zu sechs Monate bei 4 °C gelagert und
verwendet werden.

Middlebrook top Agar (Larsen et al., 2007b):
Folgende Substanzen wurden eingewogen, in 100 ml Milli-Q Wasser gelost und 10 min bei
121 °C autoklaviert:

0,47 g Middlebrook 7H9

0,75 g Agar
1 ml sterilfiltrierte 20 % D-Glucose Losung wurden nach dem autoklavieren hinzugefiigt. Das
fertige Medium konnte bis zu sechs Monate lang bei Raumtemperatur gelagert und
verwendet werden.

Miller-Hinton-Medium:

21 g des Miller-Hinton-Mediums (Zusammensetzung: 2 g/l Rindfleischaufguss, 17,5 g/l
hydrolysiertes Casein, 1,5 g/l Starke) wurden abgewogen und in 1 | Milli-Q Wasser gelost und
autoklaviert. Ggf. wurden zuvor 15 g/l Agar hinzugegeben.

DMEM Medium:

DMEM Medium (Zusammensetzung: 200 mg/l CaCl2 (wasserfrei), 0,1 mg/l Fe(NO3)3 x 9
H20, 400 mg/l Kaliumchlorid, 97,67 mg/l Magnesiumsulfat, 6400 mg/I Natriumchlorid, 125
mg/| Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, 3700 mg/I Natriumhydrogencarbonat, 4500
mg/ml D-Glucose, 15 mg/ml Phenolrot, 110 mg/ml Natriumpyrovat, 84 mg/l L-Arginin, 63
mg/l L-Cystin, 584 mg/| L-Glutamin, 30 mg/| Glycin, 42 mg/ml L-Histidin, 105 mg/ml L-
Isoleucin, 105 mg/| L-Leucin, 146 mg/| L-Lysin, 30 mg/| L-Methionin, 66 mg/| L-Phenylalanin,
42mg/| L-Serine, 95 mg/| L-Threonin, 16 mg/| L-Tryptophan, 104,33 mg/I L-Tyrosin, 94 mg/I L-
Valin, 4 mg/l D-Calciumpantothenat, 4 mg/l Cholinchlorid, 4 mg/l Folsaure, 7,2 mg/| i-
Inositol, 4 mg/I Niacinamid, 0,4 mg/| Riboflavin, 4 mg/l Thiamin) wurde fur die Zellkultur von
der Firma Pan Biotech bezogen und es wurden 1 % Natriumpyruvat, 1 % Glutamin und 10 %
fetales Kdlberserum hinzugegeben.

DMEM-I Medium:

DMEM Medium wurde von der Firma Pan Biotech bezogen und zur Herstellung des
Infektionsmediums wurden 1 % Natriumpyruvat, 1 % Glutamin, 0,5 % icht essentielle
Aminosauren, 0,5 % essentielle Aminosauren, 1 % 1 M HEPES und 3 % fetales Kalberserum
hinzugegeben.
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DMEM-Einfriermedium:
DMEM Medium wurde von der Firma Pan bezogen und es wurden 1 % Natriumpyruvat, 1 %
Glutamin, 20 % fetales Kalberserum und 10 % DMSO hinzugegeben.

2.14. Puffer und Losungen

2.14.1. Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Methoden

50 x TAE Puffer:
Folgende Substanzen wurden eingewogen und in 500 ml Milli-Q Wasser gelost:
2 M Tris base
100 mM EDTA
Der Puffer wurde mit konzentrierter Essigsaure auf pH 8,0 eingestellt und mit Milli-Q Wasser
auf 1 | aufgefullt. Zum Gebrauch als 1 x Puffer wurde der 50 x Puffer 1:50 verdiinnt.

TE-Puffer:
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gel6st:
10 mM Tris base
1 mM EDTA
Der pH-Wert wurde mit 1 M Salzsdure auf 8 eingestellt und der Puffer wurde autoklaviert.

CTAB solution (Larsen et al., 2007b):
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in 90 ml Milli-Q Wasser bei 65 °C auf dem
Magnetriihrer gelost:

4,1 g Natriumchlorid

10 g Cetrimid (Hexadecyltrimethylammonium bromid)

20 % Tween 80 (w/V)

20 ml Tween80 wurden mit Milli-Q Wasser auf 100 ml aufgefillt und bei 65 °C auf dem
Magnetriihrer gelost. AnschlieRend wurde die Losung durch einen Filter mit 0,22 um
Durchmesser sterilfiltriert. Die Losung kann bis zu zwei Monate bei 4 °C gelagert und
verwendet werden.

50 % Glycerin (w/V)

250 g Glycerin wurden in eine Flasche abgewogen und auf 500 ml mit Milli-Q Wasser
aufgeflllt und gelost. Die Lésung wurde anschlieffend autoklaviert und bei Raumtemperatur
gelagert.

10 % Glycerin (w/V)

10 g Glycerin wurden in eine Flasche abgewogen und auf 100 ml mit Milli-Q Wasser
aufgefillt und gelost. Die Losung wurde anschlieffend durch einen Filter mit 0,22 pum
Porendurchmesser sterilfiltriert und konnte bis zu einem Jahr lang bei Raumtemperatur
gelagert und verwendet werden.

10 % Glycerin (w/V) mit Tween:
50 g Glycerin wurden in eine Flasche abgewogen, 1,25 ml 20 % Tween80 wurden
hinzugegeben und alles auf 500 ml mit Milli-Q Wasser aufgefiillt und geldst. Die Losung
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wurde anschlieBend durch einen Filter mit 0,22 um Durchmesser sterilfiltriert und konnte bis
zu einem Jahr lang bei Raumtemperatur gelagert und verwendet werden.

20 % Dextrose (w/V):

20 g D-Glucose wurden in 100 ml Milli-Q Wasser gel6st und die Losung durch einen Filter mit
0,22 pum Durchmesser sterilfiltriert und konnte bis zu einem Jahr lang bei Raumtemperatur
gelagert und verwendet werden.

GTE Losung (Larsen et al., 2007b):
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gel6st:
25 mM Tris-HClI
10 mM EDTA
50 mM D-Glucose
AnschlieBend wurde die Losung autoklaviert und bis zu ein Jahr lang bei bei
Raumtemperatur gelagert und verwendet werden.

GTC Losung (Larsen et al., 2007b):
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser bei 55 °C auf dem
Magnetriihrer gelost:

4 M Guanidiniumthiocyanat

0,1 M Tris-HCl, pH 7,5

0,5 % Sarcosin
Die Losung wurde anschlieBend sterilfiltriert und konnte bis zu einem Jahr lang bei
Raumtemperatur gelagert und verwendet werden.

Mykobakteriophagenpuffer (MP Puffer) (Larsen et al., 2007b):
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gel6st:
50 mM Tris-HCI, pH 7,6
150 mM Natriumchlorid
10 mM Magnesiumchlorid
2 mM Calciumchlorid
Der Puffer wurde autoklaviert und konnte anschlieBend bis zu ein Jahr lang bei
Raumtemperatur gelagert und verwendet werden.

10 % SDS Losung:

10 g Natriumdodecylsulfat (SDS) wurden in 100 ml Milli-Q Wasser gelést. Der pH-Wert
wurde mit Natriumhydroxid oder Salzsdure auf 7,2 eingestellt. Die fertige Losung wurde bis
zu ein Jahr lang bei Raumtemperatur gelagert.

Southern Denaturierungspuffer:

Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gelost:
0,5 M Natriumhydroxid
1,5 M Natriumchlorid

20 x SSC Transferpuffer:
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gel6st:
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3 M Natriumchlorid

0,3 M Natriumcitrat
Der pH-Wert wurde mit konzentrierter Salzsdure auf 7,0 eingestellt und das Volumen mit
Milli-Q Wasser auf 1 | aufgefullt.

Southern Neutralisierungspuffer:
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gel6st:
0,5 M Tris-HCI, pH7
1,5 M Natriumchlorid
Der pH-Wert wurde mit konzentrierter Salzsdure auf 7,0 eingestellt und das Volumen mit
Milli-Q Wasser auf 1 | augefillt.

Southern primarer Waschpuffer :
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gel6st:
2 M Harnstoff
0,1 % (w/v) SDS
50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,0
150 mM Natriumchlorid
1 mM Magnesiumchlorid
0,2 % (w/v) blocking reagent (aus dem Amersham gene images AlkPhos direct
labelling and detection system)
Der pH-Wert wurde mit konzentrierter Salzsaure auf 7,0 eingestellt und das Volumen mit
Milli-Q Wasser auf 1 | aufgefullt. Der Puffer konnte bis zu 1 Woche bei 4 °C gelagert werden.

Southern sekunddrer Waschpuffer (20x):
Folgende Substanzen wurden abgewogen und in Milli-Q Wasser gel6st:

1 M Tris base

2 M Natriumchlorid
Der pH-Wert wurde mit konzentrierter Salzsaure auf 10,0 eingestellt und das Volumen mit
Milli-Q Wasser auf 1l aufgeflllt. Der Puffer konnte bis zu 4 Monaten bei 4 °C gelagert
werden. Der Puffer wurde vor Benutzung im Verhaltnis 1:20 verdiinnt und es wurden 2 ml
einer 1 M Magnesiumchloridlésung hinzugegeben.

2.14.2. Puffer und Losungen fiir proteinbiochemische Methoden

Qia Lysepuffer :

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gelost, der pH-Wert wurde mit
Natriumhydroxid auf 8,0 eingestellt und der Puffer anschlieRend autoklaviert.

50 mM Natriumdihydrogenphosphat

300 mM Natriumchlorid

10 mM Imidazol

Qia Waschpuffer :

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gelost, der pH-Wert wurde mit
Natriumhydroxid auf 8,0 eingestellt und der Puffer anschlieRend autoklaviert.

50 mM Natriumdihydrogenphosphat

300 mM Natriumchlorid
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20 mM Imidazol

Qia Elutionspuffer :

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gel6st, der pH wurde mit Natriumhydroxid
auf 8 eingestellt und der Puffer anschliefend autoklaviert.

50 mM Natriumdihydrogenphosphat

300 mM Natriumchlorid

250 mM Imidazol

10 x SDS-Tris-Glycin Puffer :

Folgende Substanzen wurden in 500 ml Milli-Q Wasser geldst, der pH wurde mit 1 M
Natriumhydroxid auf 8,5 eingestellt und der Puffer anschliefend autoklaviert.

3 g Tris base

14,4 g Glycin

1 g SDS

Zur Verwendung als 1x Laufpuffer fiir SDS-PAGEs wurde eine 1:10 Verdlinnung hergestellt.

4 x Nativer Probenpuffer:

2 g Saccharose wurden eingewogen und in 2,5 ml 0,5 M Tris mit pH 6,8 gelost. Es wurden 10
mg Bromphenolblau hinzugegeben und das Volumen auf 5 ml mit Milli-Q Wasser aufgefiillt.
Der Probenpuffer wurde bei 4 °C gelagert und konnte im Verhaltnis 1:4 eingesetzt werden.

10 x Tris-Glycin Puffer fiir native PAGE:

Folgende Substanzen wurden in 500 ml Milli-Q Wasser gelost, der pH-Wert wurde mit 1 M
Natriumhydroxid auf 8,5 eingestellt und der Puffer anschliefend autoklaviert.

3 g Tris base

14,4 g Glycin

Zur Verwendung als 1 x Laufpuffer fir native-PAGEs wurde eine 1:10 Verdinnung
hergestellt.

SA Assay Puffer (Gersch et al., 2012) :

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gel6st, der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt
und der Puffer anschliefend autoklaviert.

20 mM HEPES

100 mM Natriumchlorid

10 x BS Activity Puffer (Brotz-Oesterhelt et al., 2005) :

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gelost, der pH-Wert wurde auf 8,5 eingestellt
und der Puffer anschlieBend autoklaviert.

500 mM Tris-HCl

250 mM Magnesiumchlorid

1 M Kaliumchlorid

Vor Gebrauch wurden frisch 20 mM DTT hinzugefligt und der Puffer wurde 1:10 verdiinnt in
die Assays eingesetzt.
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MTB Puffer A (Akopian et al., 2012) :

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gelost, der pH-Wert wurde auf 7,6 eingestellt
und der Puffer anschlieend autoklaviert.

50 mM Kaliumphosphat

100 mM Kaliumchlorid

5 mM Magnesiumchlorid

10 % Glycerin

MTB Puffer B (Akopian et al., 2012):

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gel6st, der pH wurde auf 7,6 eingestellt und
der Puffer anschlieRend autoklaviert.

50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,6

100 mM Kaliumchlorid

5 mM Magnesiumchlorid

5 % Glycerin

0, 25, 50, 100 oder 200 mM Imidazol

MTB Assay Puffer (Akopian et al., 2012):

Folgende Substanzen wurden in Milli-Q Wasser gel6st, der pH wurde auf 7,6 eingestellt und
der Puffer anschlieRend autoklaviert.

50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.6

100 mM Kaliumchlorid

5 % Glycerin

Strep binding Puffer :

Folgende Substanzen wurden in 1 | Milli-Q Wasser gelost, der pH-Wert wurde auf 8,0
eingestellt und der Puffer anschlieend autoklaviert.

100 mM Tris-HCI

150 mM Natriumchlorid

1 mM EDTA

Strep Elutionspuffer :

Folgende Substanzen wurden in 1 | Milli-Q Wasser geldst, der pH-Wert wurde auf 8,0
eingestellt und der Puffer anschlieBend autoklaviert.

100 mM Tris-HCl

150 mM Natriumchlorid

1 mM EDTA

2,5 mM Desthiobiotin

Transfer Puffer:

Folgende Substanzen wurden eingewogen und in Milli-Q Wasser gel6st :

3 g/| Tris base

14,4 g/| Glycin

150 ml Methanol und 1 ml 10 % SDS wurden hinzugegeben und alles auf 1 | aufgefullt.
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10 x PBS:

Folgende Substanzen wurden in 800 ml Milli-Q Wasser gelost und der pH-Wert wurde auf
7,6 eingestellt.

80 g Natriumchlorid

2,0 g of Kaliumchlorid

14,4 g of Dinatriumhydrogenphosphat

2,4 g of Kaliumdihydrogenphosphat

Das Volumen wurde auf 1 | aufgefillt und der Puffer wurde autoklaviert. Zum Gebrauch als 1
x PBS wurde der Puffer 1 :10 verdiinnt.

PBST 20 Puffer:
50 ml 10 x PBS wurden direkt vor Gebrauch mit 450 ml Milli-Q Wasser vermischt und 50 pl
Tween 20 hinzugegeben.

PBST 80 Puffer:
50 ml 10 x PBS wurden direkt vor Gebrauch mit 450 ml Milli-Q Wasser vermischt und 50 pl
Tween 80 hinzugegeben.

2.14.3. Puffer und Losungen fiir zellbiologische Methoden

1xPBS:

Folgende Substanzen wurden in 800 ml Milli-Q Wasser geldst und der pH-Wert wurde auf
7,4 mit Natriumdicarbonat eingestellt und das Volumen auf 1 | aufgefillt. AnschlieRend
wurde der Puffer 20 min bei 121 °C autoklaviert.

8 g Natriumchlorid

0,20 g Kaliumchlorid

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat

0,20 g Kaliumdihydrogenphosphat

1M HEPES :

119,15 g HEPES wurden in 400 ml Milli-Q Wasser gelost, der pH-Wert mit NaOH auf 7,0
eingestellt und das Volumen auf 500 ml aufgefillt. AnschlieBend wurde der Puffer durch
einen Filter mit 0,2 um Durchmesser sterilfilitriert.

Makrophagen-Lysepuffer:

0,05 % SDS wurden in 1 x PBS geldst und der Puffer wurde anschlieBend autoklaviert. Vor
der Benutzung wurde der Puffer bei 60 °C auf einem Magnetrihrer geriihrt, bis er wieder
vollstandig gelost war.
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3. Methoden
3.1. Mikrobiolologische Methoden

3.1.1. Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Verschiedene E. coli, B. subtilis, S. aureus und E. faecalis Stamme wurden auf LB-Agarplatten
oder Miiller-Hinton-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C iber Nacht inkubiert. Kolonien
von diesen Platten konnten in LB-Medium oder Miiller-Hinton-Medium bei 37 °C und 200
rom angezogen werden. Zur Lagerung wurde 1 ml einer solchen Kultur mit 500 pl 50 %
Glycerin gemischt und bei -80 °C eingefroren.

M. smegmatis oder M. abscessum wurden auf Middlebrook 7H10 Platten ausgestrichen und
2 Tage bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Alternativ konnten diese Stamme in Middlebrook
7H9 oder Mineralmedium (Yam et al., 2009) bei 37 °C und 80 rpm fiir 2 Tage angezogen
werden. Zur Lagerung wurde 1 ml einer solchen Kultur mit 500 ul 50% Glycerin gemischt
und bei -80 °C eingefroren.

M. bovis BCG, ein Stamm der zur Gruppe der langsam wachsenden Mykobakterien gehort,
wurde auf Middlebrook 7H10 Platten ausgestrichen und 3 —4 Wochen bei 37 °Cund 5 % CO,
inkubiert. Alternativ wurden diese Stamme in Middlebrook 7H9 oder Mineralmedium (Yam
et al., 2009) bei 37 °C und 80 rpm fir 7 — 30 Tage in PETG Vierkantflaschen angezogen. Zur
Lagerung mussten 10 ml einer dicht bewachsenen Kultur (ODggonm = 0,8 — 1,5) bei 4000 rpm
und 4 °C fur 10 min abzentrifugiert und das Pellet in 1 ml Mykobakterien Einfriermedium
(Larsen et al., 2007a) resuspendiert werden. Diese Kulturen wurden dann bei -80 °C gelagert.

3.1.2. Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die Minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) von B. subtilis, S. aureus, E. faecalis, M.
smegmatis und M. abscessum wurden analog zu der Microbroth Dilution Methode der CLSI
Guidelines durchgefiihrt. Hierbei wurde aus der Glycerinkultur etwas auf eine Miller-Hinton-
Platte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von dieser Platte wurden am
nachsten Tag mehrere Kolonien in 500 pl einer 0,9 % Natriumchlorid Lésung resuspendiert
und die ODggonm dieser Losung bestimmt. Die Losung wurde in Miller-Hinton-Medium auf
eine ODgoonm von 0,1 verdinnt. Je nach Bakterienart geht man bei dieser OD von
verschiedenen Zellkonzentrationen, die in ,,colony forming units“ pro ml (Cfu/ml) angegeben
werden, aus (Tab.1). Durch Ausplattieren von Verdinnungen und Zahlen der
hochgewachsenen Bakterienkolonien wurde diese Annahme bestatigt.
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Tabelle 4: Zellkonzentrationen verschiedener Bakterienstamme bei einer ODggonm VONn 0,1.

Bakterienstamm Zellkonzentration [Cfu/ml]
E. faecalis ATCC 29212 6,3 x 10’

B. subtilis 168 2x10’

S. aureus ATCC 29213 1,5x 108

M. smegmatis mc?155 3x10°

M. abscessum 3x10°

Nach weiterer Verdiinnung auf 1 X 10° Cfu/ml wurden von der Zellsuspension 50 pl pro Well
in eine 96-Well-Platte gegeben, in der zuvor schon in 50 pl Miller-Hinton-Medium eine 1:2
Verdiinnungsreihe mit verschiedenen Antibiotika (beginnend mit 64 pug/ml) vorgelegt wurde.
Die 96-Well-Platten wurden bei 37 °C inkubiert und nach 18 h wurde ausgelesen bei welcher
Konzentration der Antibiotika die Bakterien noch wachsen konnten. Die Minimale
Hemmbkonzentration entspricht dabei der niedrigsten Antibiotika-Konzentration, bei der mit
bloRem Auge kein Wachstum mehr erkennbar ist.

Die MHK von M. bovis BCG Pasteur wurde bestimmt, indem eine Vorkultur aus 100 pl einer
Glycerinkultur in 10 ml Minimalmedium (Yam et al., 2009) oder Middlebrook 7H9 Medium
angeimpft und diese 6 - 10 Tage lang bei 37 °C und 80 rpm inkubiert wurde. Die ODgoonm
dieser Kultur wurde bestimmt. Bei einer ODggonm VONn 1 wird von einer Zellkonzentration von
3 x 108 Cfu/ml in der Losung ausgegangen. Die Kultur wurde auf 2 x 10°, 2 x 10> oder 1 x 10°
Cfu/ml verdiinnt. Von dieser Loésung wurden 50 pl pro Well zu einer 96-Well Platte gegeben,
in die zuvor schon 50 pl Medium und 0,64 ul einer zuvor in DMSO angefertigten
Verdiinnungsreihe der Antibiotika vorgelegt wurde. Hierbei wurde mit einer Konzentration
von 64 ug/ml gestartet. Die 96-Well-Platten wurden bei 37 °C und 5 % CO, 9 Tage lang
inkubiert. AnschlieRend erfolgte zum Auswerten ein Alamar Blue assay, indem in alle Wells
10 pl einer Resazurin Losung [100 ng/ml] hinzugegeben und die Platten einen weiteren Tag
bei 37 °Cund 5 % CO, inkubiert wurden. Resazurin wird in Anwesenheit von lebenden Zellen,
aufgrund des zur Verfiigung stehenden NADH" im Zuge einer Redox-Reaktion zu Resorufin
umgesetzt. Diese Stoffwechselaktivitat lasst sich durch den Farbumschlag von blau zu pink
auslesen. AulRerdem kann die Fluoreszenz bei 560 nm Extinktion und 600 nm Emmision im
96-Well plate reader gemessen werden. Da Resorufin im Gegensatz zu Resazurin bei diesen
Wellenlangen fluoresziert, konnten die Fluoreszenzdaten als Indikator fiir die Lebendigkeit
der Zellen und somit fir das Auslesen der MHK genutzt werden.

3.1.3. Messung von Wachstumskurven

Fir die Messung von Wachstumskurven von M. bovis BCG wurde zunachst eine Vorkultur
aus 100 pl einer Glycerinkultur in 10 ml Minimalmedium (Yam et al., 2009), welches ggf. 50
ug/ml Hygromycin B und 10 pg/ml Kanamycin als Selektionsantibiotika enthielt, angeimpft
und 6 - 10 Tage lang bei 37°C und 80 rpm inkubiert. Die ODggonm dieser Kultur wurde
bestimmt. Es wird davon ausgegangen, dass eine ODggonm VOn 1 einer Zellkonzentration von
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3 x 10® Cfu/ml entspricht. Die Kultur wurde auf 1 x 10> Cfu/ml verdiinnt. Es wurden
verschiedene Konzentrationen von Anhydrotetrazyklin und/oder ADEP2 hinzugefligt. Fiir die
Klone des Stammes M. bovis BCG clpP1-tetoff wurden auBerdem wieder 50 pg/ml
Hygromycin B und 10 pg/ml Kanamycin als Selektionsantibiotika hinzugefiigt. Die Kulturen
wurden bei 37 °C und 80 rpm inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten wurdeje eine
Probe von 30 — 130 pl entnommen. Von den Proben wurden 1:10 Verdinnungsreihen
hergestellt. Von der unverdiinnten Probe und den Verdinnungen wurden je 10 pl auf eine
halbe Middlebrook 7H10 Agarplatte ausplattiert. Die Agarplatten wurden 3 — 4 Wochen bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert und die Kolonien anschlieRend gezahlt. Aus der Zahl der
Kolonien konnten die Cfu/ml zum Probenzeitpunkt berechnet werden.

3.1.4. Bestimmung der spontanen Resistenzrate von M. bovis BCG gegen ADEP2

Um die spontane Resistenzrate von M. bovis BCG gegen ADEP2 zu bestimmen, wurden 7H10
Agarplatten mit geringerer BSA Konzentration (1 g/l) und 64 pug/ml ADEP2 hergestellt. Eine
M. bovis BCG Kultur wurde wie oben beschrieben bis zu einer OD600nm von 0,8 angezogen.
Die Zellen wurden auf die Konzentrationen 10’, 10°, 10° und 10* Cfu/ml verdiinnt, wobei
davon ausgegangen wurde, das eine ODggonm vVOon 1 einer Zellkonzentration von 3 x 108
Cfu/ml emtspricht. Von den Verdinnungen wurden je 100 ul auf eine halbe ADEP-haltige
und vergleichseweise auf eine halbe 7H10 Agarplatte mit 1 g/I BSA aber ohne ADEP
aufgebracht. Die Agarplatten wurden drei Wochen lang bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert und
die gewachsenen Kolonien der niedrigsten Zellkonzentration wurden gezdhlt um die

spontane Resistenzrate zu bestimmen.
3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Gelelektrophorese

Durch Einwaage von Agarose, Zugabe von TAE-Puffer und Aufkochen in der MikroWelle
wurden 1 %ige oder 3 %ige Agarosegele hergestellt und in eine Gelelektrophoresekammer
gegossen. Nach dem Erharten des Gels konnten Proben in die daflir vorgesehenen
Geltaschen geladen werden. Das Gel wurde bei 100 — 120 V 1 -2 Stunden lang laufen
gelassen. AnschlieBRend wurde das Gel 20 — 30 Minuten in einem Ethidiumbromidbad
gefarbt. Das Sichtbarmachen der Proben erfolgte durch Belichtung mit UV-Licht in einer
Geldokumentationsanlage. Hierbei wird Absorption von Ethidiumbromid, welches in der
DNA interkaliert, ausgenutzt.

Durch zusatzliches Auftragen von verschiedenen Markern (Abb. 11) war es moglich die
FragmentgroRe und die Konzentration des Fragments in etwa bestimmt werden.

3.2.2. Isolation von DNA aus Mykobakterien

Genomische DNA aus M. bovis BCG wurde nach der CTAB-Lysozym Methode isoliert (Larsen
et al., 2007b). Hierbei wurden 10 ml M. bovis BCG Kultur mit einer ODgponm Von 0,8 — 2 fiir 10
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min bei 4000 rpm abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 450 ul GTE Losung
resuspendiert. Es wurden 50 pl Lysozym Losung [10 mg/ml] hinzugefiigt und iber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert um die Zellen aufzuschlieBen. Es wurde eine 2:1 Losung aus einer
10 % SDS-Losung und einer Proteinase K Losung [10 mg/ml] hergestellt. 150 pl dieser Losung
wurden zu den aufgeschlossenen Zellen hinzugefiigt und fir 40 min bei 55 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 200 pl einer 5 M Natriumchlorid Losung hinzugegeben und alles gut
gemischt. Die CTAB Losung wurde auf 65 °C vorgeheizt und 160 pl zu den Zellen gegeben.
Der gesamte Ansatz wurde 10 min bei 65 °C inkubiert. Dann wurde 1 ml einer 24:1
Chlorophorm/Isoamylalkohol Lésung hinzugegeben und vermischt. Die Phasentrennung
erfolgte durch 5 minitiges Zentrifugieren bei 13000 rpm. Die obere wassrige Phase, die die
DNA enthielt, wurde in ein frisches ReaktionsgefaR (iberflhrt. Die Extraktion wurde unter
gleichen Bedingungen wiederholt. Zu der neu gewonnenen wassrigen Phase wurde dann das
0,7 fache Volumen Isopropanol hinzugegeben, um die DNA auszufallen. Das Prazipitat wurde
durch 10 minitige Zentrifugation bei 13000 rpm pelletiert und der Uberstand verworfen.
Das DNA Pellet wurde anschliefend mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und die Zentrifugation
wiederholt. Das DNA Pellet wurde dann 15 min bei Raumtemperatur getrocknet und zuletzt
in 50 ul TE Puffer, dem zuvor 1 pg/ml RNase zugesetzt wurde, gelost. Die Konzentration der
gewonnen DNA wurde’am Nano Drop gemessen und die DNA Probe bei -20 °C gelagert
werden.

3.2.3. Isolation von DNA aus anderen Bakterien

Die Isolation von Plasmiden aus E. coli erfolgte mit dem innuPREP Plasmid Miniprep Kit von
Analytik Jena nach Angaben des Herstellerprotokolls. Die Isolation genomischer DNA aus
verschiedenen Grampositiven Bakterien erfolgte mit dem innuPREP bacteria DNA Kit von
Analytik Jena nach Angaben des Herstellerprotokolls, mit der Abweichung, dass der Schritt
zur Lyse der Zellwand ersetzt wurde durch 3 x 15 sec Zellaufschluss im Precellys.

3.2.4. Restriktionsanalyse von DNA

Die Restriktion von isolierter DNA erfolgte durch Zugabe von ausgewdhlten
Restriktionsendonucleasen und entsprechendem Puffer nach folgendem Schema:

17 ul DNA

2 pl Puffer (10x)

1 ul Restriktionsendonuclease
Der Ansatz wurde laut Protokoll des Herstellers, bei 37 °C fiir eine vorgeschriebene Dauer
inkubiert.
Die Restriktion wurde durch Gelektrophorese Uberprift, wobei vorher die theoretisch
erwarteten FragmentgroRen mit Hilfe des Programs Clone manager ermittelt wurden.
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3.2.5. PCR

Die Amplifikation bestimmter DNA Bereiche erfolgte liber eine Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR=polymerase chain reaction). Eine PCR lasst sich in die Schritte Denaturierung,
Annealing und Elongation einteilen. Wahrend der Denaturierung erfolgt die Trennung der
doppelstrangigen DNA bei 98 °C. Im anschlielenden Annealing-Schritt erfolgt die Anlagerung
der Primer an die DNA. Die Annealing-Temperatur ist abhdngig von den
Schmelztemperaturen der Primer. Zuletzt erfolgt die Elongation, bei der die Polymerase am
Template bindet und von den Primern ausgehend komplementire dNTPs an die
einzelstrangige DNA anlagert und zu einem neuen DNA-Strang verknipft. Dieser Zyklus wird
30 — 40 Mal wiederholt.
In dieser Arbeit wurde die Phusion-Polymerase (mit Proof-reading Funktion) oder Dream-taq
Polymerase (ohne Proof-reading Funktion) der Firma Thermo Scientific, sowie die Q5
Polymerase (mit Proof-reading Funktion) der Firma NEB verwendet. Die jeweiligen
Konzentrationen sind den Herstellerprotokollen zu entnehmen und variieren bei
verschiedenen Polymerasen. Ein Standard PCR Ansatz wurde aus folgenden Bestandteilen
zusammengesetzt.

10x Puffer (evtl. extra Puffer fiir GC reiche Genome im Falle von Mykobakterien)

0,5—5 pl Template-DNA (ca. 0,1 — 1 ng)

Je 2,5 ul Primer (forward und reverse) [10 uM]

1 ul dNTP’s [100 mM]

0,5 pl hitzestabile Polymerase

evtl. MgCl,

evtl. DMSO

ad 50 ul Milli-Q Wasser
ein typisches PCR Programm wurde wie folgt inkubiert:

3 min 2 98 °C

10s > 98°C

30s2>50°C-65"°C 30-40x

30s—-2min—>72°C

10min 2 72 °C
Hierbei wurde die Annealing Temperatur laut Herstellerprotokoll der verschiedenen
Polymerasen an die Schmelztemperatur der jeweiligen Primer angepasst und (ber
Temperaturgradienten optimiert. Die Elongationszeit richtete sich ebenfalls nach
Herstellerprotokoll und nach der Léange des zu amplifizierenden DNA Produktes.

3.2.6. Zielgerichtete Mutagenese

Zielgerichtete Mutagenese einiger zusammenhangender Basenpaare erfolgte mit Hilfe des
QuickChange Kits von Agilent. Wie im Herstellerprotokoll beschrieben wurden hierfiir Primer
gelegt, die beide die gewiinschte Mutation in der Mitte des Primers tragen. Als Template
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wurden Plasmide verwendet, die im Laufe der PCR Reaktion komplett amplifiziert wurden.
Im Gegensatz zu den als Template eingesetzten Plasmiden waren die neu synthetisierten
Plasmide nicht methyliert. Somit konnte das Ursprungsplasmid im Anschluss mit der
Restriktionsendonuclease Dpnl verdaut werden, wodurch nur noch neue Plasmide
vorhanden sein sollen, die alle die gewlinschte Mutation tragen. Die Plasmide wurden in
ultrakompetente E. coli XL10 Zellen laut Herstellerprotokoll transformiert. Aus den
gewachsenen Klonen wurden die Plasmide erneut isoliert und die Mutation durch Sanger-
Sequenzierung bei der Firma LGC genomics liberpruft.

3.2.7. Gelextraktion

Um bestimmte DNA-Fragmente mit bekannter GroBe aufzureinigen und von
Nebenprodukten zu trennen, wurde die isolierte DNA oder das PCR-Produkt auf ein
praparatives 1 %iges-Agarosegel aufgetragen und eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das
gewiinschte Fragment wurde anschlieBend aus dem Gel ausgeschnitten. Mit Hilfe des
Innuprep double pure Kits von Analytik Jena konnte die DNA wieder aus dem Gel isoliert
werden.

3.2.8. Dephosphorylierung von Vektoren

Die Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe der Fast AP (fast
alkaline Phosphatase) nach Protokoll der Firma Thermo Scientific.

Xul Plasmid-DNA (linearisiert)

1/10 Vol 10 x Dephosphorylierungspuffer

1 pl/ug DNA  Fast AP (1 U/ul)
Die Inkubation erfolgte fiir 45 min bei 37 °C. Danach wurde die Fast AP durch 15 min
Inkubation bei 65 °C inaktiviert.

3.2.9. Ligation

Die Ligation von DNA erfolgte mit Hilfe der T4-Ligase nach Herstellerprotokoll. Das Volumen
an DNA, das eingesetzt werden sollte, wurde zunachst mit Hilfe folgender Formel bestimmt:
Vinsert = (Cvektor X LdNgeinsert X A) / (Ldngevektor X Cinsert X B)

Das Verhaltnis von A/B gibt an, wie viele Molekile des Inserts auf ein Molekul des Vektors
vorhanden sein sollten. Bei der Berechnung war ein dreifacher Uberschuss an Insert-DNA zu
berlicksichtigen. Es wurden folgende Losungen pro Ansatz verwendet:

X ul Vektorfragment

Y ul Insertfragment (3 x Ligationsiiberschuss)

2 ul 10 x Ligationspuffer

1 ul T4 Ligase

ad 20 ul Milli-Q Wasser (steril)
Der Ligationsansatz wurde bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert.
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3.2.10. Transformation von E. coli liber Elektroporation

E. coli ist eine Bakterienart, die nicht Giber natiirliche Kompetenz verfiigt. Um Plasmide in E.
coli transformieren zu kénnen, missen E. coli Zellen zunachst kompetent gemacht werden.
Dies erfolgte durch Gberimpfen von 500 ul einer Vorkultur in 500 ml LB Medium. Die Kultur
wurde bis zu einer ODgyonm von 0,5 — 0,8 bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen bei 6000 rpm und 4 °C 15 min lang abzentrifugiert. Die Zellen wurden
anschlieRend in mehreren Schritten, zuerst mit 500 ml, danach mit 250 ml eiskaltem sterilen
Wasser und anschliefend mit 10 ml 10 % Glycerin gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen in
800 pl 10 % Glycerin resuspendiert und in 60 pl aliquotiert. Die Zellen konnten anschlieBend
direkt zur Elektroporation verwendet oder bei -80 °C gelagert werden.

Die eigentliche Transformation erfolgte durch Zugabe von 0,5 - 2 ul Plasmid oder
Ligationsansatz zu einem 60 pl Aliquot der kompetenten Zellen. Dieser Ansatz wurde in eine
Elektroporationskivette mit 2 mm Durchmesser Uberfiihrt und die Elektroporation wurde
bei 2,5V, 1000 Q und 25 pF im BioRad Elektroporator durchgefiihrt. AnschlieRend wurde der
Ansatz schnell in 1 ml SOC Medium aufgenommen und zum Regenerieren 1 h bei 37 °C und
leichtem  Schitteln  inkubiert. Zuletzt wurden verschiedene Mengen des
Transformationsansatzes auf selektive LB-Agarplatten ausplattiert.

3.2.11. Transformation von Mykobakterien

Transformatin von M. smegmatis und M. bovis BCG erfolgte mittels Elektroporation, nach
einer kirzlich beschriebenen Methode (Larsen et al., 2007b). Hierbei wurden 50 ml einer
Mykobakterienkultur mit einer ODggonm von 0,8 - 2, 10 min bei 4000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und das Bakterienpellet zweimal mit 40 ml eiskaltem 10 % Glycerin und 0,05 %
Tween 80 gewaschen. Die Zentrifugation wurde wiederholt und die Zellen in 5 ml eiskaltem
10 % Glycerin und 0,05 % Tween80 gelost. Die Bakterienlésung wurde in 400 pl Aliquots
aufgeteilt und je 5 ul des zu transformierenden Plasmides hinzugegeben. Die Mischung
wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und in 0,2 cm Elektroporationskiivetten mit 2
mm Durchmesser Uberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 2,5 V, 1000 Q und 25 uF. Die
transformierten Ansatze wurden direkt in 1 ml 7H9 Medium aufgenommen, das zuvor auf
37°C vorgewdrmt wurde. M. smegmatis Zellen wurden anschliefend 2h bei 37°C inkubiert
und M. bovis BCG Ansdtze wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zuletzt wurden
verschiedene Verdiinnungen der Ansatze auf 7H10 Agarplatten mit Hygromycin [50 pg/ml]
oder Kanamycin [20 pg/ml] als Selektionsantibiotika ausplattiert und Platten von M. bovis
BCG 4 Wochen bei 37 °C und Platten von M. smegmatis 3 Tage bei 37 °C inkubiert.
Gewachsene Kolonien konnten darauf hin in Middlebrook 7H9 Medium, welches das
entsprechende Selektionsantibiotikum enthielt, angezogen und weiter bearbeitet werden.

3.2.12. Herstellung von Hochtiterphagenlysaten

Fiir die Herstellung von Phagenlysaten wurde im ersten Schritt ein Plasmid mit dem Phasmid
phAE159 Uber Pacl Schnittstellen ligiert und in den Klonierungsstamm E. coli HB101
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transformiert. Nach der Identifizierung des korrekten Phasmides tber erneuten Pacl Verdau
und Gelelektrophorese, wurde das Phasmid in M. smegmatis mc?155 transformiert. Nach
erfolgter Transformation wurden die Agarplatten 3 Tage lang bei 30 °C inkubiert, da es sich
um Phagen mit temperatursensitivem ori handelt und somit die Integration ins Genom
vergindert wird. AnschlieRend wurden mit Hilfe von Pipettenspitzen 5 - 10 Plaques von den
Agarplatten ausgestochen und in 200 pl MP Medium resuspendiert. Nach 1,5 h Inkubation
bei RT wurden 5 pl dieses Phagenlysates mit 300 ul einer dicht bewachsenen Kultur von M.
smegmatis mc®155 (ODgoonm > 1) und 3 ml top Agar gemischt und auf 7H10 Agarplatten
gegossen. Diese Platten wurden wieder 2 Tage lang bei 30 °C inkubiert und anschlieBend 10 -
15 Plaques pro Platte ausgestochen und in 5 ml MP Puffer resuspendiert. Das so
entstandene Hochtiterphagenlysat wurde Uber Nacht unter leichtem Schitteln bei RT
inkubiert und konnte bis zu 7 Tagen bei 4 °C gelagert werden. Um den Titer des
Phagenlysates zu Uberprifen, wurden 10 pl einer Verdiinnungsreihe der Losung auf 7H10
Agarplatten aufgetropft, auf die zuvor M. smegmatis in Top Agar aufgegossen wurde. Der
Titer ist hoch genug fir die Verwendung zur Transduktion, wenn nach 2 Tagen Inkubation
bei 30 °C mindestens bis zur Verdlinnung von 1 x 10°® noch einzelne Plaques erkennbar sind.

3.2.13. Transduktion von M. bovis BCG

Die Transduktion von M. bovis BCG mit Mykobakteriophagen erfolgte nach einem Protokoll
(Larsen et al., 2007b), angelehnt an die Methode der spezialisierten Transduktion in
Mykobakterien (Bardarov et al., 2002).

Hierbei wurden 50 ml einer M. bovis BCG Kultur mit einer ODggonm VoOn 0,8 - 1,4 fiir 15 min
bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Pellet anschlieBend mit 50 ml MP Puffer
gewaschen. Nach erneutem Abzentrifugieren unter den gleichen Bedingungen, wurden die
Zellen in 10 ml MP Puffer resuspendiert. 2 ml der Bakterienlosung wurden mit 2 ml einer
zuvor hergestellten Hochtiterphagenldsung vermischt und die Mischung wurde lber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die transduzierten Zellen 5 min bei 6000 rpm
und 4 °C abzentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml Middlebrook 7H9 Medium resuspendiert.
Von diesem Ansatz wurden 4 x 250 upl auf 7H10 Agarplatten mit 50 pug/ml Hygromycin als
Selektionsantibiotikum ausplattiert. Die Platten wurden 4 Wochen bei 37 °C inkubiert und
Kolonien anschlieRend in Middlebrook 7H9 Medium mit 50 pug/ml Hygromycin angezogen.

3.2.14. Southern Blot

Genomische DNA Proben aus M. bovis BCG wurden mit Restriktionsenzymen verdaut und
die Proben auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen. Nach Durchfiihrung der Gelelektrophorese
wurde das Gel zunachst 30 min in Southern Denaturierungspuffer inkubiert, dann in H,0
gewaschen und weitere 30 min in Southern Neutralisierungspuffer und anschliefend 30 min
in 20 x SSC Puffer inkubiert. Das Blotten auf eine Nylonmembran erfolgte mit dem
Turboblotter System von Whatman, nach dem Prinzip des Kapillarblots, (iber Nacht.
AnschlieBend wurde die Membran in 2 x SSC Puffer 5 min lang gewaschen und getrocknet.
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Parallel wurden DNA Sonden mittels PCR amplifiziert (F1-ClpP1 und F2-ClpP2) und diese liber
cross-linking mit dem ,Amersham gene images AlkPhos direct labeling and detection
system” an Alkaline Phosphatase gebunden. Diese Sonden wurden mit der DNA auf der
Nylonmembran hybridisiert und stringent gewaschen. Mit Hilfe des im Kit enthaltenen CDP
Star Reagenzes konnte ein Chemilumineszenz Signal von der Alkalinen Phosphatase an den
Stellen erzeugt werden, an denen das DNA Signal sich auf der Membran befindet. Durch
Entwicklung eines Filmes kann dieses Signal nachgewiesen und somit die GréRe der Bande
die clpP enthalt bestimmt werden.

3.2.15. Konstruktion von knock-in Mutanten in M. bovis BCG

Knock-in Mutanten wurden in Anlehnung an ein kirzlich veroffentlichtes Protokoll zur
Erstellung von Knock-out Mutanten hergestellt (Larsen et al., 2007b). Im ersten Schritt
wurden zundchst Flanken mittels PCR amplifiziert, die homolog zu den angrenzenden
Bereichen sind, in die die Tetrazyklinpromotorkasette eingebracht werden soll. Hierfir
wurden die Primerpaare ClpP1BCG_F1_fwd_Van91l und ClpP1BCG_F1_rev_Van91l fur die
eine Flanke, sowie ClpP1BCG_F2_fwd_BstAPI und ClpP1BCG_F2_rev_BstAPI fiir die andere
Flanke verwendet. Diese Flanken wurden zusammen mit einer synthetisch hergestellten
Hygromycinresistenzkassette mit Pmycl Promotor und 4 Tet-Operatoren (hyg-Pmycl-
4XtetO) in Cosmide kloniert, die wiederum in Phagen verpackt werden konnten. Als Phagen
wurden temperatursensitive Mycobacteriophagen phAE159 (J. Kriakov and W. R. Jacobs, Jr.,
unveréffentlichte Daten) genutzt. Uber Transduktion wurden diese Phagen-Konstrukte, wie
oben beschrieben, in M. bovis BCG uberfihrt, wo der knock-in Uber homologe
Rekombination erfolgen konnte. Mit Hilfe von Southern Blots wurde nach knock-in
Mutanten gescreent. In die so gewonnene knock-in Mutante konnten verschiedene Plasmide
zur Expression eines synthetischen Tetrazyklin Repressors, nach dem oben beschriebenem
Protokoll transformiert werden. Es wurden Kolonien gezahlt und ein Plasmid ausgewahlt,
welches die beste Regulation zeigte. In diesem Fall handelte es sich um ein Plasmid, welches
einen Tetrazyklin Repressor mit reverser Bindeaffinitdt an Tetrazyklin Operatoren (Klotzsche
et al., 2009) exprimiert. Von diesem Stamm wurden 3 Klone isoliert und die c/pP Regionen
wurden erneut iber PCR amplifiziert und sequenziert. Der entstandene Stamm wurde M.
bovis BCG clpP1-tetoff genannt. Mit diesem System konnte die Expression von clpP1 Uber die
Anhydrotetrazyklin Konzentration im Medium reguliert werden. Es kann davon ausgegangen
werden, dass mit diesem System auRerdem die clpP2 Expression reguliert wird, da c/pP1 und
clpP2 in einem Operon liegen und bereits veroffentlicht wurde, dass beide Gene tatsachlich
kotranskribiert werden (Personne et al., 2013).

3.2.16. Isolation von RNA aus Mykobakterien

Zur Isolation von RNA aus M. bovis BCG Pasteur wt oder M. bovis BCG clpP1-tetoff wurden 8-
9 ml fir mehrere Tage wie oben beschrieben kultiviert bis die ODggonm bei 0,7 — 1 lag. Die
Zellen wurden bei 4000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet in 1 ml RNA protect
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resuspeniert. Nach Inkubation Gber Nacht bei Raumtemperatur wurden die Proben erneut
bei 4000 rpm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde bei -80 °C gelagert. Zur Verwendung wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, in 1 ml RLT
Puffer des RNeasy Kits resuspendiert und 10 ul B-Mercaptoethanol hinzugegeben. Der
Zellaufschluss erfolgte im Tissuelyser 3 x 1 min lang bei 50 Hz, wobei die Proben dazwischen
je 1 min auf Eis inkubiert wurden. Die Aufreinigung der RNA folgte anschliefend laut
Herstellerprotokoll des Kits, wobei auch der optionale DNasel Verdau auf der Saule
durchgefiihrt wurde. Die gewonnene RNA wurde mit der Turbo DNase nach
Herstellerprotokoll behandelt und anschliefend tber das NucleoSpin RNA Clean-up Kit XS
aufgereinigt. AnschlieBend folgte eine Quantifizierung der RNA mit dem Nano Drop, sowie
eine Qualitatskontrolle durch Auftrag von 2 ul der RNA auf ein 3 %iges Agarosegel.

3.2.17. Synthese von cDNA

Um eine gPCR mit den RNA-Proben durchfiihren zu kdnnen, muss die RNA zunachst in cDNA
umgeschrieben werden. Dies erfolgte mit Hilfe des AffinityScript cDNA Synthesis Kit, nach
Herstellerprotokoll. Fir jede RNA Probe wurde eine cDNA Synthese mit Reverser
Transkriptase (RT) und eine ohne (no RT) angesetzt. Die no RT Proben sollten in spateren
gPCR Messungen nicht zu einem Signal fihren, wenn die RNA nicht durch DNA kontaminiert
ist. Pro Ansatz wurden folgende Konzentrationen eingesetzt:

0,5 pug RNA

3 ul 10x RT random Primers

ad 17,5 ul RNase freies H,0
Die Proben wurden zur ersten Anlagerung der Primer an die RNA laut Herstellerprotokoll fir
3 min bei 65 °C und anschlieRend fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Folgende
Reagenzien wurden hinzugegeben:

2 ul 10 x RT buffer

0,8 ul dNTPs

0,5 pl RNase blocker

1 ul RT oder H20 in no RT Proben

Ad 20 pl RNase freies H,0
Die Proben wurden fiir die cDNA Synthese unter folgenden Bedingungen im Cycler inkubiert:

- 25 °C fur 10 min

- 55 °C fuir 60 min

- 70 °C fur 15 min
Es wurde davon ausgegangen, dass die Umschreibung der RNA in cDNA im Verhaltnis 1:1
erfolgt. Die cDNA konnte bei -20 °C gelagert oder direkt in der folgenden qPCR verwendet
werden.
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3.2.18. qPCR

Die gPCR erfolgte mit Hilfe des Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix Kit. Bei
SYBR Green handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, welcher an doppelstrangige DNA
bindet, wodurch die Fluoreszenz der Probe, nach erfolgreicher Amplifikation ansteigt. Dieser
Anstieg der Fluoreszenz kann als quantitativer Nachweis der Menge an mRNA des
bestimmten Gens verwendet werden. Als Referenz wurde zusatzlich die Menge der 16s rRNA
gemessen.
Als Primerpaare wurden qclpP1-fwd und qclpPl-rev sowie ql6s-fwd und ql6s-rev
verwendet. Fir jedes Primerpaar wurde folgender Mastermix pro Ansatz hergestellt:

10 pl 2xBrilliant SYBR Green QPCR Master Mix

1 pl Primer fwd [10 uM]

1 ul Primer rev [10uM]

0,3 ul ROX Referenzfarbstoff (1:500)

5,7 ul RNase freies H20
Es wurden pro Ansatz je 18 pl Master Mix zu 2 ul der cDNA in eine 98 Well PCR Platte
gegeben. AnschlieRend wurden die Proben 30 sec bei 150 rpm abzentrifugiert und unter
folgenden Bedingungen im qPCR Cycler inkubiert:

95 °C = 3 min

95 °C = 20 sek ;= 40x

60 °C 220 se
Nach jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz bestimmt, woraus sich am Ende der PCR der Ct-
Wert bestimmen lasst. Dieser gibt an, bei welchem Zyklus sich die Fluoreszenz einer Probe
zum ersten Mal signifikant von der Hintergrundfluoreszenz abgehoben hat.
AnschlieBend wurde zusatzlich eine Schmelzkurve der Produkte durch folgenden
Temperaturgradienten bestimmt:

95°C 2 1 min

45°C - 30 sek

95°C - 30 sek
Hierbei darf nur ein Peak in der Schmelzkurve vorhanden sein, da es sich ja nur um ein
spezifisch entstandenes PCR Produkt handeln darf. Um die Spezifitdt zusatzlich zu
kontrollieren, wurden die Proben anschlieBend auf ein 3 %iges Agarosegel aufgetragen und
eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Um Kontaminationen von DNA in der RNA
auszuschlieBen wurde Uberpriift, dass die No RT cDNA Proben kein Signal in der qPCR geben,
da nur Einzelstrdangige RNA in der Probe vorhanden sein sollte, welche nicht amplifiziert
werden kann und somit nicht zu einem Signal fiihrt. Sofern in den no RT Proben kein Signal
auftrat, wurden die gPCR Messungen mit allen Proben in Duplikaten durchgefiihrt.
Die Auswertung erfolgte als relative Quantifizierung nach der 2%* Methode (Livak und
Schmittgen, 2001). Zunachst wurden die ACt Werte nach folgender Formel berechnet:

Ct (clpP1) — Ct (sigA) = A Ct (clpP1)
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Der ACt Wert des wt wurde daraufhin vom ACt Wert des Stammes M. bovis BCG clpP1-tetoff
abgezogen und aus diesem Wert die Potenz zu 2 gebildet, um die Expression im Stamm
clpP1-tetoff ins Verhalltniss zur Expression im wt zu setzen.

3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. Expression von Proteinen

Zur Expression von Proteinen wurden Zielgene in Expressionsvektoren kloniert und in E. coli
BL21(DE3) oder E. coli SG1146a transformiert. Eine Vorkultur in 20 ml LB Medium mit
Selektionsantibiotika wurde tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Diese Vorkultur
wurde dann in 2 | LB Medium in einem 5 | Kolben mit entsprechenden Selektionsantibiotika
Uberimpft und die Ansatze bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer ODggyonm von 0,3 — 0,6
inkubiert. Beim Erreichen dieser OD wurde je nach Expressionsplasmid mit 1 mM IPTG oder
100 ng/ml Anhydrotetrazyklin (ATc) die Expression des jeweiligen Proteins induziert. Die
Expression erfolgte dann wahrend weiterem Inkubieren fiir 5 h. AnschlieBend wurden die
Zellen bei 8000 rpm und 4 °C 15 min zentrifugiert und das Zellpellet konnte bei -20 °C
gelagert werden.

3.3.2. Aufreinigung von His-tag Proteinen

E. coli BL21 (DE3) oder E. coli SG1146a Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid
tragen, wurden nach der Expression in Lysis Puffer resuspendiert und 10 pl Lysozym [10
mg/ml] wurden hinzugegeben. Die Zellen wurden 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend
mit dem Precellys 3 x 15 sec aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde zunachst 15 min bei 8000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefiR tberfiihrt und das Pellet bei -20
°C gelagert. Der Uberstand wurde erneut 1 h bei 10000 rpm zentrifugiert. Um eine
Affinitatschromatographie durchzufiihren wurde der Uberstand dieser Zentrifugation mit 0,5
— 1 ml Ni-NTA Agarose gemischt und 1 h — 16 h bei 4 °C leicht schittelnd inkubiert. Wahrend
dieses Vorgangs binden Histidine und andere metallkomplexierende Gruppen an die in der
Matrix enthaltenen Nicke- lonen. Die Matrix wurde anschlieBend in eine Saule Uberfihrt und
der Lysat-Durchlauf aufgesammelt. Die Saule wurde anschlieBend mit Puffern mit
verschiedenen Imidazol Konzentrationen (20 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM)
gewaschen und das Protein dadurch eluiert. Die Elution erfolgte hierbei nach dem Prinzip
der kompetitiven Verdrangung, da Imidazol mit hoherer Affinitat an die Nickel-lonen bindet
als der His-tag. Uber SDS-PAGE wurde dann lberpriift, in welcher Fraktion sich das Protein
befand und ob es durch andere Proteine verunreinigt war. Die entsprechenden Fraktionen
wurden vereinigt und aliquotiert. Die Lagerung der Proteine erfolgte mit 10 % Glycerin bei -
20 °C.
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3.3.3. Aufreinigung von Strepll-tag Proteinen

E. coli BL21 (DE3) oder E. coli SG1146a Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid
tragen, wurden nach der Expression in Lysis Puffer resuspendiert und 10 ul Lysozym [10
mg/ml] wurden hinzugegeben. Die Zellen wurden 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend
mit dem Precellys 3 x 15 sec aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde zunachst 15 min bei 8000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefiR tGberfiihrt und das Pellet bei -20
°C gelagert. Der Uberstand wurde erneut 1 h bei 10000 rpm zentrifugiert und der neue
Uberstand wurde durch einen Filter mit 0,4 um Durchmesser sterilfiltriert.

Eine StrepHP Saule wurde mit 10 ml LM binding buffer equillibriert und der sterilfiltrierte
Uberstand anschlieRend mit einer Spritze auf die Sdule geladen. Der Strepll-tag des Proteins
bindet hierbei an das in der Matrix enthaltene Strep-tactin. Der Lysat-Durchlauf wurde
gesammelt. AnschlieRend wurde die Saule mit 10 ml LM binding buffer gewaschen und der
Durchlauf erneut gesammelt. Das Protein wurde dann mit 6 ml LM elution buffer eluiert und
der Durchlauf in 12 Fraktionen mit je 500 pl gesammelt. Das Eluieren von der Saule erfolgte
nach dem Prinzip, dass das im Elutionspuffer enthaltene Desthiobitin stirker an die
Sadulenmatrix bindet, als der Strepll-tag des Proteins und somit das Protein von der Saule
verdrangt wird. Mittels SDS-PAGE wurde dann Uberprift, in welcher Fraktion sich das
Protein befand und ob es frei von anderen verunreinigenden Proteinen war. Die
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und mit Hilfe von Amicon Ultra-4 ml
Zentrifugen-Filtereinheiten (10 kDa AusschlussgroBe) aufkonzentriert und in Activity-Puffer
umgepuffert. AnschlieBRend wurde eine GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt
und der Peak der gewiinschten GroRe gesammelt und erneut aufkonzentriert. Die Proben
wurden aliquotiert und die Lagerung der Proteine erfolgte mit 5 % Glycerin bei -20 °C.

3.3.4. Aktivieren des MTB ClpP1P2 Komplexes

Zum Bilden des mykobakteriellen ClpP1P2 Komplexes wurde MTB ClpP1 und MTB ClpP2 im
Verhaltnis 1:1 gemischt und 5 mM Z-LL wurden hinzugegeben. Der Ansatz wurde fir 4
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

3.3.5. GroBenausschlusschromatographie

Analytische GroRenausschlusschromatographien erfolgten in der Akta Purifier mit der
Superdex 200 10/300 S&ule und einer Flussrate von 0,5 ml/min. Praparative
GroRenausschlusschromatographien erfolgten mit der Superdex 200 16/600 Saule bei einer
Flussrate von 0,5 ml/min. Zunachst wurden die Sdulen mit 2 Sdulenvolumen (cv) des zu
verwendenden Laufpuffers equilibriert. Anschliefend konnte 1 ml oder 100 ul der Probe
Uber den entsprechenden Probenloop injiziert werden und die Sdule mit 1,5 cv des
Laufpuffers entleert werden. Bei der praparativen GrolRenausschlusschromatographie
wurden die Fraktionen, in denen mittels Absorptionsmessung bei 280 nm Protein detektiert
wurde, gesammelt und bis zur spateren Verwendung bei 4 °C gelagert. Nach wiederholter
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Aquilibrierung der Saulen in 1 cv Laufpuffer, wurden die Sdulen und das gesamte System zur
Lagerung mit 20 % Ethanol gesplilt.

3.3.6. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Proteinkonzentrationen wurden nach der Bradford Methode bestimmt. Diese Methode
beruht auf dem Prinzip, dass der im Bradford Reagenz enthaltene Coomassie Farbstoff
Proteine komplexiert, was eine blaue Farbung und eine Verschiebung des Maximums im
Absorptionsspektrum von 470 nm auf 595 nm zur Folge hat. Die steigende Absorption bei
595 nm kann photometrisch gemessen und somit relativ quantifiziert werden. Hierzu wurde
eine Bradford Gebrauchslosung hergestellt, indem Bradford Reagenz 1:4 mit Wasser
gemischt wurde. Eine Standardreihe von BSA wurde in Kiivetten angefertigt, indem 1 pl, 2 pl,
5 ul, 10 pl und 20 pl BSA [1 mg/ml] in die Kuvette gegeben und diese mit Wasser auf 100 pl
aufgefiillt wurde. Darauf wurden 900 pl Bradford Gebrauchslésung gegeben. Die Absorption
bei 595 nm wurde in der Klivettenapplikation des Nano Drop gemessen und die Absorption
gegen die BSA Konzentration aufgetragen. Durch die Punkte wurde eine Ausgleichgerade
gelegt. Die Bradford Messung wurde mit 1 pl, 2 ul oder 5 pl des Proteins wiederholt und die
Konzentration konnte durch Vergleich mit der Ausgleichgeraden abgelesen werden.

3.3.7. SDS-PAGE

Mit Hilfe von SDS-PAGE kdonnen Proteine ihrer GroRe nach aufgetrennt werden. Die Ladung
der Proteine wird dabei durch das SDS abgeschirmt und hat somit keinen Einfluss auf das
Laufverhalten. Hierflr wurden fertige Gradientengele von Invitrogen oder Thermo Scientific
verwendet. Zunachst wurden 6 pl, 9 ul oder 12 ul der Proteinprobe im Verhaltnis 1:4 mit SDS
Probenpuffer versetzt und 10 min bei 99 °C denaturiert. AnschlieBend wurden sie auf die
SDS-PAGE aufgetragen, in der die Proteine zunachst ein Sammelgel mit 4 % Acrylamid
durchlaufen und anschlieBend die Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld nach GroRe
in einem Gradientengel mit 4 % - 20 % Acrylamid erfolgt. Die Farbung der Proteine im Gel
erfolgte anschlieBend mittels Coomassie Farbung.

3.3.8. Native PAGE

In nativen PAGEs werden Proteine nach ihrer GréRe, Ladung und Konformation aufgetrennt.
Hierflr wurden fertige Gradientengele von Thermo Scientific verwendet. Zunachst wurden
20 ul im Verhaltnis 1:4 mit nativem Probenpuffer versetzt. AnschlieRend wurden sie auf die
PAGE aufgetragen in der zunachst ein Sammelgel mit 4 % Acrylamid durchlaufen werden
muss und anschlieBend die Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld in einem
Gradientengel mit 4 % - 20 % Acrylamid geschieht. Die Farbung der Proteine im Gel erfolgte
anschlieffend mittels Coomassie Farbung.

3.3.9. Gewinnung von Proteinlysaten aus M. bovis BCG

Zur Gewinnung von Proteinlysaten wurde M. bovis BCG Pasteur wie oben beschrieben

kultiviert bis die ODggonm zwischen 0,7 und 1 lag. Die Zellen wurden dann bei 4000 rpm 10
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min abzentrifugiert und das Pellet in 500 pl kaltem PBST80 resuspendiert. Der Aufschluss der
Zellen erfolgte anschlieend in einem 2 ml Reaktionsgefdl mit 200 pg Glaskugeln
(Durchmesser 115 - 212 um) 3 x 15 sec bei 6500 rpm im Precellys. Die Zelltriimmer wurden
abzentrifugiert und der Uberstand in ein frisches GefaR tiberfiihrt und in 5 % Glycerin bei -20
°C gelagert. Der Proteingehalt des Lysates wurde im Nano Drop durch Absorptionsmessung
bei 280 nm bestimmt, wobei davon ausgegangen wurde, dass 1 mg Protein einer Absorption
von 1 entspricht. Diese Annahme wurde mit einer BSA Losung bekannter Konzentration [1
mg/ml] bestatigt. Die Lysate wurden auf die gleiche Konzentration verdiinnt und diese
nochmals mittels SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie Farbung (berprift. AuBRerdem
konnten die Lysate auf SDS-PAGE aufgetragen werde, die spater nicht mit Coomassie
gefarbt, sondern fir Western Blots verwendet wurden.

3.3.10. Western Blot

Eine SDS-PAGE wurde ungefarbt in Transfer Puffer equilibriert und auf zwei gleich groRe
Stliicke Whatman Papier gelegt. Darliber wurde eine gleich groRe Nitrozellulosemembran
und darauf wieder zwei Stiicke Whatman Papier gelegt. Papier und Membran wurden zuvor
kurz in Transfer Puffer inkubiert. Das zusammengebaute Sandwich wurde in eine Blotting
Apparatur gelegt und es erfolgte ein semi-dry Transfer bei einer konstanten Spannung von
50 mA fiir 90 — 180 min. Danach wurde die Membran in PBST gewaschen und in 25 ml
blocking Puffer iber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran in 10 ml
Blocking-Puffer mit 0,5 pul primaren anti-ClpP Antikdrper oder 5 ul polyklonalem Antiserum
gegen MTB FtsZ 1 h inkubiert und anschlieBend 3 x 10 min in PBST gewaschen. Der Vorgang
wurde mit 3 pl anti rabbit 1gG als sekundadren Antikdrper wiederholt. Zuletzt wurde die
Membran in ECI Losung inkubiert und ein Fotofilm in der Dunkelkammer entwickelt.

3.3.11. Bestimmung der Peptidase- und Proteaseaktivitat

Zur Bestimmung der Peptidaseaktivitat wurden suc-L-Y-AMC, Z-GGL-AMC oder three-
generation-peptides als Substrat genutzt. Alle diese Peptide sind iber eine Amidbindung an
das Fluorophor 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC) gekoppelt. Proteolyse durch aktive
Peptidasen flihrt also zu freiem AMC und somit zu einem starkeren Fluoreszenzsignal bei der
gemessenen Wellenlange als im Fall von gebundenen AMC, da sich das Maximum des
Fluoreszenzspektrums verschiebt. Fir die Durchfiihrung der Assays wurde 1 uM ClpP
verschiedener Bakterienarten in 80 pl Puffer gegeben und 0,1 mM suc-L-Y, 0,1 mM Z-GGL-
AMC oder 10 uM three-generation-peptides hinzugefligt. Gegebenenfalls wurden
verschiedene Konzentrationen verschiedener ADEP Derivate hinzugegeben. Der Anstieg der
Fluoreszenz wurde im Mikrotiterplattenreader bei 380 nm Emission und 460 nm Exikation
gemessen.

Die Bestimmung der Proteaseaktivitdt erfolgte mit FITC-Casein als Substrat. Das relativ
ungefaltete Protein Casein ist in diesem Falle mit dem Fluorophor Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) gelabelt, wobei die Fluoreszenz im intakten Protein stark gequencht ist. Durch
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Proteolyse ldsst das Quenching nach, da FITC nur noch an Peptide gebunden ist. Fiir die
Durchfiihrung dieser Assays wurde 2 — 6 pug/ml ClpP verschiedener Bakterienarten in 80 pl
Puffer mit 4 pg/ml FITC Casein gemischt und gegebenenfalls verschiedene Konzentrationen,
verschiedener ADEP Derivate hinzugegeben. Die Zunahme der Fluoreszenz wurde im
Mikrotiterplattenreader bei 518 nm Emission und 492 nm Extinktion verfolgt.

Neben den fluoreszenbasierten Assays, wurden auch ungelabelte Proteine als Substrat
genutzt, um die Proteaseaktivitat von ClpP zu charakterisieren. Hierzu wurde ebenfalls 2 — 6
ug/ml ClpP von verschiedenen Bakterienarten in 30 pl Puffer gegeben und als Substrat 7,5
ug/ml Casein, 8 pg/ml Tau oder 7,5 pg/ml FtsZ hinzugegeben. Gegebenenfalls wurde
auBerdem verschiedene Konzentrationen verschiedener ADEP Derivate hinzugegeben. Die
Proben wurden 1 — 120 min bei 37 °C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von SDS
sample buffer und 10 min Inkubation bei 99 °C gestoppt. Die Proteolyse der Substrate wurde
durch SDS-PAGE Uberpriift.

3.4. Zellbiologische Methoden

3.4.1. Kultivierung und Lagerung von J744.A1 Makrophagen

Zur Anzucht von J744.A1 Makrophagen wurde 1 ml Aliquot der Zellen aufgetaut und in 9 ml
DMEM Medium aufgenommen. Zum Verringern der DMSO Konzentration, wurden die Zellen
10 min bei 150 x g zentrifugiert und das Pellet in 25 ml DMEM Medium aufgenommen. Die
Zellen wurden in eine Zellkulturflasche Gberfihrt und 5 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
Nach 5 h wurde das Medium durch 25 ml DMEM-I Medium ersetzt und die Zellen weiter bei
37 °Cund 5 % CO, inkubiert. Alle zwei Tage wurden sie mit PBS gewaschen und in zwei Teile
gesplittet.

Zur Lagerung wurde das Medium von den adharenten Zellen abgezogen, die Zellen mit PBS
gewaschen und anschlieBend in einer geringeren Menge DMEM Einfriermedium
resuspendiert. Aliquots von 1 ml wurden in Cryo-Réhrchen umgefillt und langsam
abgekiihlt, bis sie schlieBlich in flissigem Stickstoff zur entglltigen Lagerung Uberfiihrt
wurden.

3.4.2. Infektion von J744.A1 Makrophagen mit M. bovis BCG

1744 A1 Zellen wurden wie oben beschrieben angezogen. Das Medium wurde abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und in 2 ml DMEM-I Medium resuspendiert. 100 pl dieser Zellen
wurden mit 100 ul Trypanblau gemischt und die lebenden, nicht blau gefarbten, Zellen
wurden unter dem Mikroskop in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Der Durchschnitt der
vier GroRquadrate multipliziert mit 10* entspricht dabei der Zellzahl pro ml in der Probe. Die
Zellen wurden auf bestimmte Zellzahlen verdiinnt und 200 pl pro Well in eine 96-Well-Platte
ausgesaht. Zur Etablierung der Methode wurden 500 Zellen/Well, 1000 Zellen/Well und
10000 Zellen/Well angesetzt. Weitere Versuche wurden mit 1000 Zellen/Well durchgefiihrt.
Die Platten wurden lber Nacht bei 37 °Cin 5 % CO, Atmosphare inkubiert.
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Eine M. bovis BCG Kultur wurde in Mineralmedium (Yam et al., 2009) auf eine definierte
Zellzahl verdinnt, wobei davon ausgegangen wird, dass eine ODggonm VOn 1, einer Zellzahl
von 3 x 10® Cfu/ml entspricht. Zur Etablierung der Methode wurden Vielfache der
infektiosen Dosis (multiples of infection = MOI) von 1:2 und 1:5 verwendet. Spatere
Versuche wurden mit einer MOI von 1:2 durchgefiihrt. Eine weitere 1:10 Verdiinnungsreihe
der M. bovis BCG Kultur wurde angefertigt und auf 7H10 Agarplatten ausplattiert, um die
Bakterienkonzentration, die tatsachlich in die Infektion eingesetzt wurde zu Uberprifen. 20
ul der verdiinnten M. bovis BCG Kultur wurde zu 200 pl der J744.A1 Makrophagen in der 96-
Well-Platte hinzugegeben und diese wurde 5 h bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. AnschlieBend
wurden 2 pl Gentamycin [1 mg/ml] in jedes Well hinzugegeben und die Platte weiterhin 1
Tag bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, um alle extrazellularen Bakterien, die nicht in
Makrophagen aufgenommen wurden, zu téten. In einige Wells wurde 2 pl Isoniazid [20
ug/ml] oder 1,76 pl ADEP [20 mg/ml] (fir 16 pg/ml Endkonzentration), 1,76 ul ADEP
[10mg/ml] (fur 8 pg/ml Endkonzentration), 0,88 pl ADEP [10 mg/ml] (fur 4 pg/ml
Endkonzentration) oder 0,44 ul ADEP [10 mg/ml] (fur 2ug/ml Endkonzentration),
hinzugefiigt. Es wurden hierflir die ADEP-Derivate 2, 3 und 4 verwendet.

Nach 1, 3, 5, 7 und 10 Tagen wurde aus je drei Wells jedes Ansatzes 100 pyl Medium
abgenommen und 100 pl Lysis-Puffer (0,05 % SDS in PBS Puffer) hinzugegeben. Es wurde 5
min bei RT inkubiert und unter dem Inversmikroskop kontrolliert ob alle Zellen lysiert waren.
Von jedem Ansatz wurde eine 1:10 Verdinnungsreihe mit PBS angefertigt und von den
Verdinnungen 100 ul auf 7H10 Agarplatten ausplattiert. Die Agarplatten wurden 4 Wochen
bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, anschlieBend wurden die Kolonien gezadhlt und die
Konzentration der intrazelluldren Mykobakterien in Cfu/ml berechnet.

3.4.3. Fluoreszenzmikroskopie

Mit M. bovis BCG infizierte Makrophagen wurden durch Auf- und Abpipettieren aus den
Wells der 96-Well-Platte gel6st und auf einem sauberen Objekttrager 10 min bei 80 °C
hitzefixiert. Es wurde eine AuraminO-RhodaminB Farbung mit dem , Fluorescent stain kit for
mycobacteria® laut Herstellerprotokoll durchgefiihrt, wobei ein zweiter Farbeschritt mit
RhodaminB Loésung analog zum AuraminO Farbeschrittt eingefligt wurde. Diese Farbung
beruht auf dem Prinzip, dass nur saurefeste Bakterien, wie z.B. Mykobakterien, mit diesem
Farbstoff auch nach Waschen mit saurem Alkohol gefarbt bleiben. Diese Farbetechnologie
findet unter anderem auch in der Diagnostik von Mykobakterien Anwendung. Die
Objekttrager wurden im Mikroskop mit Phasenkontrast und unter Verwendung von
Filtersatz 47HE (fir AuraminQO) und Filtersatz 43 (fiir RhodaminB) der Firma Zeiss betrachtet.

3.4.4. Zytotoxizitatsassays

Um die Zytotoxizitat von verschiedenen ADEP-Derivaten gegen J744.A1 Makrophagen zu
bestimmen, wurde zunadchst eine VK wie oben beschrieben angezogen und mindestens
flinfmal gesplittet. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und aus mehreren Flaschen in 5 ml
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DMEM vereinigt. Mittels einer Neubauer Zdhlkammer wurde die Zellzahl wie oben
beschrieben ermittelt und die Zellen wurden auf 5 x 10* Zellen/ml in DMEM verdiinnt. 200 pl
der Zellsuspension wurden in 96-Well-Platten ausgesit, so dass die Zellzahl 1 x 10*
Zellen/Well betrug. Parallel wurde eine 1:2 DMSO Verdinnungsreihe der verschiedenen
ADEP-Derivate (Startkonzentration 10 mg/ml) und von Cycloheximid (Startkonzentration
0,3125 mg/ml) in einer seperaten 96-Well-Platte hergestellt. Aus diesen DMSO
Verdiinnungen wurden je 0,64 ul pro Well auf die Zellen gegeben, wodurch sich eine
Konzentrationsreihe flir ADEPs von 64 pg/ml — 0,031 pg/ml und fur Cycloheximid von 2
ug/ml — 0,001 pg/ml ergab. Die Platten wurden zunachst 48 h bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl Resazurin [100 pg/ml] hinzugegeben und die Platten
weitere 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Resazurin wird in Anwesenheit von lebenden
Zellen zu Resorufin umgesetzt. Diese Stoffwechselaktivitat lasst sich durch den Farbumschlag
von Blau zu Pink auslesen. Aullerdem wurde die Fluoreszenz bei 560 nm Extinktion und 600
nm Emission im 96-Well-Plate-Reader gemessen. Da Resorufin im Gegensatz zu Resazurin
fluoresziert, konnten die Fluoreszenzdaten als Indikator fir die Viabilitdt der Zellen und
somit fur die Berechnung der ICso genutzt werden.

3.5. Analytische Methoden

3.5.1. Erstellung von ADEP Eichgeraden mittels HPLC

ADEPs wurden eingewogen, in DMSO geldst [10 mg/ml] und verschiedene Volumina dieser
Losungen wurden in 200 pl Mineralmedium (Yam et al., 2009) gegeben. Es wurden 100 ml
dieser Proben in die Hochleistungsfllssigkeitschromatographie (HPLC) injiziert. Als stationare
Phase diente eine Umkehrphasen Octadecylsilan-(rp-C18)-Saule (250 x 3 mm). Als mobile
Phase wurde der folgende Methanol-Wasser Gradient mit einer Flussrate von 0,5 ml/min
verwendet, wobei beide Losungsmittel mit 1 % Ameisensdure angesauert wurden.

Min MeOH H,0
0 0% 100%
5 0% 100%
10 60% 40%
40 100% 0%

50 100% 0%

55 0% 100%
65 0% 100%

Die Detektion erfolgte mit einem Dioden-Array Detektor (DAD) bei 208 nm. Die Flachen der
erhaltenen Peaks wurde gegen die ADEP Konzentration aufgetragen und eine
Ausgleichsgerade hindurch gelegt. Die erhaltene Geradengleichung konnte zur spateren
Bestimmung von unbekannten ADEP Konzentrationen genutzt werden.

3.5.2. Untersuchung der ADEP Stabilitat mittels HPLC

Zur relativen Quantifizierung von ADEPs und zur Detektion von Degradationsprodukten
wurde 12,8 pl ADEP2 oder 3 [10 mg/ml] in 2 ml Mineralmedium (Yam et al., 2009) gegeben
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und diese Mischung [64 pug/ml] 10 Tage lang bei 37 °C inkubiert. Alle zwei Tage wurden 250
pl Probe entnommen und 200 pl in die HPLC auf die oben genannte rp c18 Saule injiziert.
Das oben beschriebene Programm wurde angewendet und alle Peaks zwischen 15 und 45
min Retentionszeit aufgefangen. Die Proben wurden lyophilisiert, in 200 ul Methanol (HPLC
grade) gelost und mittles LC-MS Messung analysiert.

3.5.3. Semipraparative HPLC zur Isolierung der ADEP3 Komponenten

Um die beiden Komponenten, die in der von der Firma Bayer synthetisierten ADEP3 Probe
enthalten waren, voneinander zu trennen, wurden 6 mg ADEP3 in 120 ul Methanol gelost
und 100 ul wurden in die HPLC auf eine Umkehrphasen Octadecylsilan-(rp-C18)-Saule (250 x
10 mm) injiziert. Es wurde das oben beschriebene Programm verwendet und Peaks in 2 ml
ReaktionsgefalRen gesammelt, die zuvor bereits im leeren Zustand lyophilisierten worden
waren und deren Leergewicht ermittelt wurde. Die gesammelten Fraktionen wurden Uber
Nacht bei -80 °C gekihlt und anschlieRend lyophilisiert. Von jeder Fraktion wurden zuvor 50
ul abgenommen und separat lyophilisiert. Diese Probe wurde anschliefend in Methanol
(HPLC grade) geldst und mittels LC-MS Messung analysiert. Der Rest der Proben wurde nach
Lyophilisation gewogen und durch Subtraktion der Reaktionsgefal3-Leergewichte konnte die
gewonnene Menge der aufgereinigten Substanz ermittelt werden. Diese wurde in DMSO auf
eine Konzentration von 10 mg/ml eingestellt und eine MHK Bestimmung durchgefiihrt.

3.5.4. LC-MS Messungen

5 - 50 pl der in Methanol resuspendierten Proben wurden mittels HPLC mit einer rp C18
Saule (100 x 2,5 mm) aufgetrennt und mit einem Dioden-Array Detektor detektiert. Die
lonisierung der Proben erfolgte lber Elektrospray-ionisation (ESI). Die Massen jedes Peaks
wurden in  negativer und positiver lonisierung ausgewertet und mogliche
Degradationsprodukte von ADEP2 und 3 mit entsprechender Masse mit dem Programm
Symix dargestellt.

3.6. Bioinformatische Kalkulation der Aufnahmewahrscheinlichkeit von ADEPs in die
mykobakterielle Zelle

Um zu kalkulieren mit welcher Wahrscheinlichkeit ADEPs die spezielle mykobakterielle
Zellwand passieren und somit in die Mykobakterienzelle eindringen kénnen, wurde das open
source online Programm mycpermcheck (Merget et al., 2013)
(http://www.mycpermcheck.aksotriffer.pharmazie.uni-wuerzburg.de/index.html)

verwendet. Hierflr wurden die Strukturen der verschiedenen ADEP-Derivate zundchst mit
dem chemischen Zeichenprogramm Symyx dargestellt und anschlieRend in einen SMILE file
exportiert. Diese Datei wurde mit dem Programm OpenBabel (O'Boyle et al., 2011) zu einem
3D Molekiil im mol2 Format konvertiert. Mit Hilfe von Pymol wurde das 3D Model der ADEPs
auf Richtigkeit Uberprift. Fir ADEP7 wurde aullerdem exemplarisch direkt die Daten der
Kristallstruktur (Hinzen et al., 2006) als pdb Format verwendet. Im Programm Qikprop

wurden anschlieBend verschiedene Eigenschaften der 3D Modelle von ADEP2, 3, 4, 7 und 8
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sowie der Kristallstruktur von ADEP7 berechnet und in einer CSV Datei gespeichert, welche
schlieBlich in das mycpermcheck Programm hochgeladen wurde, wo dann die
Aufnahmewahrscheinlichkeit in die mykobakterielle Zelle berechnet wurde.
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4. Ergebnisse
4.1. Wirksamkeit von ADEPs gegen Mykobakterien

4.1.1. Wirksamkeit gegen verschiedene Mykobakterien auBerhalb eukaryontischer Zellen

Um die Wirkung von ADEPs gegen freie Mykobakterien zu testen, wurden MHK
Bestimmungen wie oben beschrieben durchgefiihrt. Es wurde zundchst eine
Startkonzentration von 5 x 10* Cfu/ml in dem BSA haltigen Standardmedium, Middlebook
7H9 sowie in BSA freiem Mineralmedium (Yam et al., 2009) eingesetzt (Tab. 5).

Tabelle 5: MHK-Werte verschiedener ADEP Derivate gegen verschiedene Mykobakterienstamme in
Middlebrook 7H9 Medium oder Mineralmedium (Yam et al., 2009).

. Hygro-

MHK [ug/milin | o) | ADEP2 | ADEP3 | ADEP4 | ADEPS | ADEP7 | ADEPS | mycin | '°
7H9 Medium B niazid
M. bovis BCG >64 64 32 >64 >64 >64 32 0,25 | 0,0625

pasteur

MHK [ug/mllin | \peoy | ADEP2 | ADEP3 | ADEPA | ADEPS | ADEP7 | ADEPS | AP | Iso-

Mineralmedium mycin | niazid
M. tuberculosis - |32(16) | 32(16) | >64 ; >64 32 1 -

H37Rv
M. bovis BCG >64
>
oo 322 | 16(8) | 16(8) | o | 3206) | >64 32 2 | 0,0625
M. smegmatis ; 64 >64 | >64 | >64 | >64 64 - 2
mc~ 155
M. abscessum - >64 >64 >64 - >64 >64 - -

Es zeigte sich, dass einige der ADEP-Derivate eine moderate Aktivitdat gegen M. tuberculosis
und den langsam wachsenden Modellorganismus M. bovis BCG aufweisen. Bei einigen
Derivaten, wie beispielsweise ADEP4 traten starke Schwankungen innerhalb der
verschiedenen Messungen auf. Bei den meisten Ansatzen war ADEP4 inaktiv gegen M. bovis
BCG, einige Male konnte aber auch ein MHK-Wert von 16 pg/ml bestimmt werden. Worauf
diese Schwankungen zurlick zu fihren sind, konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden.
Uberraschend war vor allem die Aktivitit von ADEP3, einem ADEP Derivat das zuvor als
inaktiv gegenlber allen bisher getesteten Grampositiven Bakterien beschrieben worden war
(Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Gegen den schnell wachsenden Modellorganismus M.
smegmatis und das schnell wachsende pathogene Bakterium M. abscessum waren ADEPs
dagegen nur schwach oder gar nicht wirksam. Aus diesem Grund wurden alle weiteren
Arbeiten mit M. bovis BCG durchgefiihrt.

Da weiterhin auffiel, dass die MHK-Werte in BSA haltigem 7H9 Medium schlechter ausfallen
als in BSA freiem Medium, wurde der Einfluss von BSA und fetalem Kélberserum (FCS) auf
die MHK-Werte verschiedener anderer Grampositiver Bakterien getestet (Tab. 6).
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Tabelle 6: MHK-Werte von ADEP2 gegen verschiedene Grampositive Bakterien in Abwesenheit und
Anwesenheit verschiedener BSA oder FCS Konzentrationen.

'\:gg;‘igr{ "':,:L;:z:' w/o 0,3125g/l | 0,625g/l | 1,25¢g/l 2,5¢/l 5g/l
. : BSA BSA BSA BSA BSA BSA
Hinton Medium
S. aureus ATCC29213 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 1
B. subtilis 168 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625 0,125 0,125
'\:gg;igr{ "h‘/:L;:z:‘ w/o 0,625% | 1,25% 2,5% 5% 10 %
: : FCS FCS FCS FCS FCS FCS
Hinton Medium
E. faecalis
N eor1s <0,03125 | <0,03125 | <0,03125 | 0,03125 | 0,0625 0,125
S. aureus ATCC29213 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
B. subtilis 168 0,125 0,125 0,125 0,125 0,5 0,5

Auch in Bakterien, gegen die ADEP eine deutlich bessere Wirkung hat als gegen
Mykobakterien, scheint die Anwesenheit von FCS oder BSA einen negativen Einfluss auf die
MHK-Werte zu haben. Bei der hochsten eingesetzten Menge von 10 % FCS sollten etwa 0,25
% BSA im Medium vorhanden sein. Dies entspricht 2,5 g/l direkt eingesetztem BSA. Der
Effekt gegen B. subtilis ist bei Einsatz dieser Menge an FCS allerdings groRRer, als bei direktem
Einsatz dieser Menge BSA. Sogar nur 5 % FCS (also 0,125 % BSA) reichten aus um die ADEP
Wirkung vierfach zu verringern. Es scheint also nicht nur BSA, sondern auch weitere
Komponenten im FCS Einfluss auf die Aktivitat von ADEP zu haben. Aber auch die in 7H9
Medium normalerweise vorhandene Menge von 5 g/l (also 0,5 %) BSA fiihrt zu einer
geringeren ADEP Aktivitat gegen S. aureus und B. subtilis. Aus vorherigen Versuchen der
Firma AiCuris war auBerdem schon bekannt, dass ADEPs an Albumin und an das in Serum
enthaltene al-Glycoprotein binden kénnen (unveroffentlichte Daten, H. Brétz-Oesterhelt).
Die folgenden Versuche mit M. bovis BCG wurden daher alle mit BSA freiem Mineralmedium
(Yam et al., 2009) durchgefihrt.

Da die Wirkung von ADEPs gegen M. bovis BCG auch nur im moderaten Bereich lag, wurde
untersucht inwiefern die eingesetzte Cfu-Konzentration einen Einfluss auf die MHK-Werte
hat (Tab. 7).

Tabelle 7: Einfluss der eingesetzten Cfu-Konzentration auf die MHK-Werte von ADEPs gegen M. bovis BCG.
MHK [pg/ml] von ADEP2 gegen

M. bovis BCG in
Mineralmedium

5x 10° 1x10° 1x10°
Cfu/ml Cfu/ml Cfu/ml

ADEP2 16 64 64

ADEP3 16 16 32

ADEP4 >64 >64 >64
Apramycin 2 2 2

-59-



Ergebnisse

Die besten MHK-Werte lieRen sich erzielen, wenn nur 5x10* Cfu/ml in den Assay eingesetzt
wurden. Es konnte also ein Inoculum-Effekt beobachtet werden, da die eingesetzte
Zellkonzentration einen Einfluss auf die Wirkung von ADEPs hat. Weitere Versuche wurden
daher mit einer moglichst geringen Cfu-Konzentration durchgefiihrt.

Zur weiteren Charakterisierung der ADEP-Wirkung gegen M. bovis BCG wurden auch
Wachstumskurven in Anwesenheit verschiedener ADEP2 Konzentrationen gemessen (Abb.
12).

1091
108

107 = 16 ug/mIADEP2

A

-k 8 ug/mIADEP2
106_

Cfu/m|

=¥ 4 ug/mIADEP2

g

0 2 4 6 8 10 12 14

Tage

Abbildung 12: Wachstumskurve von M. bovis BCG in Anwesenheit verschiedener ADEP2 Konzentrationen.

Wahrend die Anwesenheit von 8 pg/ml ADEP2 nicht ausreichte um eine Inhibierung des
Wachstums zu messen, fihrten 16 pg/ml ADEP2 zu einem deutlichen Wachstumsdefizit von
M. bovis BCG. Eine bakterizide Wirkung wurde in dieser Konzentration aber nicht erzielt.
Generell liegt die Wirkung von ADEPs gegeniliber Mykobakterien in einem moderaten
Bereich und ist somit also weitaus schlechter als es zuvor fiir viele andere Grampositive
Bakterien beschrieben wurde. Diese Tatsache kdnnte beispielsweise an einer schlechteren
Aufnahme von ADEPs (iber die sehr spezielle mykobakterielle Zellwand liegen. Um dieser
Fragestellung weiter nachzugehen ohne komplexe Aufnahmestudien durchzufiihren, wurde
das online-tool mycpermcheck (Merget et al, 2013) verwendet, um die
Aufnahmewahrscheinlichkeit von ADEPs in die mykobakterielle Zelle zu kalkulieren. Fir alle
untersuchten ADEP Derivate wurde dabei eine Aufnahmewahrscheinlichkeit von 0 %
berechnet. Dass dieses Ergebnis nicht der Realitat entspricht, wurde aber im Rahmen dieser
Arbeit bereits gezeigt, da MHK-Werte bestimmt werden konnten und ADEPs somit
offensichtlich zumindest in begrenztem AusmalR in die Zelle gelangen kdénnen. Generell ist
die Anwendung dieses online-tools kritisch zu betrachten, da das verwendetet Modell fir
Molekiile entwickelt wurde, die kleiner als 400 Da sind, was nicht auf ADEPs zutrifft, die eine
GroRe von 750 — 800 Da haben.

Eine weitere Moglichkeit, mit der sich die vergleichsweise schwacheren MHK-Werte erklaren
lassen kénnten, kann aber auch die lange Inkubationszeit der Assays sein, die aufgrund des
langsamen Wachstums von M. bovis BCG zustande kommt. Wahrend zur Bestimmung von
MHK Werten gegen die meisten Bakterien, wie zum Beispiel B. subtilis, S. aureus und E.
faecalis, nur 18 h Inkubationszeit bendtigt wird, missen die Ansdtze zur Bestimmung von
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MHK-Werten gegen M. bovis BCG unter den hier gewdhlten Konditionen 10 Tage lang
inkubiert werden. Aus diesem Grund wurden MHK Bestimmungen mit B. subtilis
durchgeflihrt, nachdem verschiedene ADEP-Derivate 9 Tage lang bei 37 °C vorinkubiert
wurden (Tab. 8). Die Assaybedingungen wurden somit angepasst, um der Frage
nachzugehen, ob ADEPs liber diese lange Inkubationszeit hinweg, im Medium stabil bleiben.
Hierbei sollte auRerdem liberprift werden, ob die iberraschende Wirkung von ADEP3 gegen
Mykobakterien eventuell durch ein Degradationsprodukt von ADEP3 und nicht durch das
eigentliche ADEP3 zustande kommen kénnte, da ADEP3 zuvor als inaktives Stereoisomer von
ADEP2 beschrieben wurde (vgl. Abb. 6) (Brotz-Oesterhelt et al., 2005).

Tabelle 8: MHK-Werte von verschiedenen ADEP-Derivaten gegen den Grampositiven Modellorganismus B.
subtilis ohne Vorinkubation, bzw. nach 9 tagiger Vorinkubation der ADEP-Derivate in Miller-Hinton-Medium.

MHK [pug/ml] in Miiller-Hinton-

. ADEP2 ADEP3 ADEP4 ADEP7 ADEP8
Medium

B. subtilis 168 nach 1 Tag 0,0625 >64 0,125 0,25 0,0625

B. subtilis 168 nach 10 Tagen

Vorinkubation im Medium 8 >64 ! 2 !

Nach 10 tagiger Inkubation von verschiedenen ADEP-Derivaten im Medium wurde auch der
MHK-Wert gegen B. subtilis deutlich schlechter als es bei direktem Einsatz von ADEPs der Fall
war. Die lange Inkubationszeit bei Bestimmung der MHK gegen Mykobakterien kann also
durchaus eine mogliche Erklarung daflir sein, dass schlechtere MHK-Werte gegen
Mykobakterien ermittelt wurden als gegen andere Bakterien. Dies deutet darauf hin, dass
ADEPs im Medium eine begrenzte Stabilitdt aufweisen. Weiterhin ist zu bemerken, dass
ADEP3 unabhdngig von der Inkubationszeit inaktiv gegen B. subtilis bleibt. Die
ungewohnliche Wirkung von ADEP3 gegen M. bovis BCG kann somit nicht mit der langeren
Inkubationszeit begriindet werden.

4.1.2. Untersuchung der Stabilitdt von ADEPs im Medium

Zur Untersuchung der Stabilitdit von ADEPs in wassriger Losung wahrend der langen
Inkubationszeit, welche fir die Bestimmung von MHK-Werten bei langsam wachsenden
Mykobakterien notig ist, wurde ADEP unter Assay Bedingungen im Medium inkubiert und
taglich eine Probe mittels HPLC analysiert.

Zunachst wurde eine Standardgerade mit bekannten ADEP Mengen erstellt (Abb. 13), um
spater die Peakflachen der HPLC-Laufe quantifizieren zu kénnen.
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HPLC Standartgerade
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Abbildung 13: Standardgerade der detektierten Peakflache bei bekannter ADEP Konzentration.

Anhand dieser Standardgerade konnte die ADEP-Konzentration in den Proben berechnet
werden. Der Verlauf der ADEP-Konzentration wurde gegen die Inkubationszeit aufgetragen
(Abb. 14).

15

-
o

=&~ ADEP2
== ADEP3

w

ADEP Konzentration [pg]

0-T T
0 5 10 15

Tage

Abbildung 14: Verlauf der ADEP2 und 3 Konzentration bei Inkubation im Medium. Gezeigt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen von je zwei biologisch unabhangigen Versuchen.

Es wird deutlich, dass insbesondere ADEP2 instabil im Medium ist. Schon nach einem Tag
sind nur noch ca. 25 % der eingesetzten ADEP2 Menge mit der HPLC detektierbar. Nach 5
Tagen ist nur noch eine sehr geringe Menge ADEP2 detektierbar und nach 10 Tagen kann
ADEP2 nicht mehr nachgewiesen werden. ADEP3 wird im Medium dagegen nur sehr langsam
degradiert. Nach einem Tag ist noch die komplette Menge ADEP3 detektierbar, nach 5 Tagen
sind immer noch ca. 80 % der eingesetzen Menge an ADEP3 im Medium vorhanden und
nach 10 Tagen ist die ADEP3 Menge auf ca. 40 % reduziert. Diese Untersuchungen ergeben,
dass ADEP3 im Vergleich zu ADEP2 stabiler ist und dass der verhadltnismaRig hohe MHK-Wert
gegen langsam wachsende Mykobakterien tatsachlich mit der geringe Stabilitat von ADEPs in
wassriger Losung zusammenhangen kann. Neben der Konzentrationsberechnung, wurden
auch die HPLC Chromatogramme der verschiedenen Tage Ubereinandergelegt (Abb.15).
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Abbildung 15: HPLC Chromatogramme von ADEP2 (A) und ADEP3 (B) im Medium an verschiedenen Tagen.

Aus dem HPLC Lauf der ADEP3 Proben wurden zusétzlich alle Peaks aufgefangen und LC-MS Messungen
durchgefiihrt (C) um die Massen zu bestimmen.

Die Chromatogramme von ADEP2 zeigen einen Substanzpeak von hoher Reinheit, der im
Verlauf der Tage deutlich kleiner wird. Um der Frage nach zu gehen, warum ADEP3 gegen
Mykobakterien aktiv ist, wurde in den Chromatogrammen nach zusatzlich auftretenden
Peaks gesucht, die potentiell aktiven Abbauprodukten entsprechen koénnten. Im
Chromatogramm von ADEP3 wurden insgesamt drei Peaks detektiert, wobei zwei davon von
Beginn an im Pulver vorhanden waren und tber die Zeit abgebaut wurden (Retentionszeit 31
min und 37,5 min), wohingegen ein sehr kleiner Peak im Laufe der Zeit auftrat und wieder
verschwand (Retentionszeit 36 min). Durch LC-MS Messungen der taglich entnommenen
Proben konnte fiir den prominentesten HPLC-Peak mit der Retentionszeit von 37,5 min (Nr.
3) ein Basispeak von m/z 799,4 [M + H]" im positiven ESI-Modus und m/z 797,6 [M — H] im
negativen ESI-Modus detektiert werden. AuBBerdem traten die pseudomolekulare lonen von

m/z 822,4 [M + Na]" und von 843,0 [M + HCOO] auf. Somit wurde diesem Peak eine Masse
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von 798 g/mol zugeordnet, die ADEP3 entspricht. Dem zweiten Peak, der bei einer
Retentionszeit von 31 min auftrat (N. 1) und ebenfalls von Beginn an detektiert wurde,
konnte eine Masse von 339 g/mol zugeordnet werden, da ein Basispeak von m/z 740,1 [M +
H]* im positiven ESI-Modus und von m/z 738,4 [M — H] im negativen ESI-Modus detektiert
wurde. Weiterhin traten die beiden pseudomolekularen Peaks von m/z 383,9 [M + HCOO]
und m/z 677,2 [2M — H] auf. Diese Masse konnte der Seitenkette von ADEP3 entsprechen
(Abb. 15), und auf eine Verunreinigung des verwendeten ADEP3 Materials durch ein Edukt
der chemischen Synthese hindeuten. An Tag 5 und 8 war ein zusatzlicher sehr kleiner Peak
bei einer Retentionszeit von 36 min detektierbar, fir den mittels LC-MS Messungen ein
Basispeak von m/z 817,1 [M + H]" im positiven ESI-Modus und m/z 815,6 [M — H] im
negativen ESI-Modus, sowie das pseudomolekulare lon m/z 840,4 [M + Na]®, detektiert
wurden. Dieser Substanz konnte somit eine Masse von 816 g/mol zugewiesen werden.
Hierbei konnte es sich um ADEP3 mit ge6ffnetem Lactonring (Abb. 16) handeln.

(A)

Abbildung 16: Chemische Struktur der ADEP3 Seitenkette (A) und des potentiellen ersten Abbauproduktes von
ADEP3. (Zum Vergleich mit den Strukturen von ADEP2 und 3 vgl. Abb. 6).

Dieses Abbauprodukt wiirde damit dem ersten Schritt der ADEP Degradation im Medium
entsprechen. Allerdings waren zur eindeutigen Bestatigung dieser Struktur eindimensionale
und zweidimensionale NMR-Analysen notwendig. Beide Produkte wurden ebenfalls in
mycpermcheck darauf geprift, ob sie die mykobakterielle Zellwand theoretisch
durchdringen konnten und in beiden Fallen wurde erneut eine Aufnahmewahrscheinlichkeit
von 0 % berechnet. Da die Substanz mit der Gr6Re von 339 g/mol 20% der Anfangsprobe von
ADEP3 ausmachte, sollte weiterhin geprift werden, ob diese Substanz fiir die Wirksamkeit
von ADEP3 verantwortlich sein kdnnte. Hierzu wurden beide Substanzen aus dem ADEP3
Gemisch mittels semipraperativer HPLC isoliert. Bei Einsatz von 5 mg ADEP3 Gemisch
wurden 4 mg reines ADEP3 und 1 mg der anderen Substanz aufgereinigt. Die Massen
wurden erneut Gber LC-MS Messungen bestatigt und die Reinheit tiberprift (Abb.17).
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Abbildung 17: UV-Detektion und positive lonisierung der LC-MS Messungen nach Aufreinigung der zuséatzlichen
Komponente (A) und ADEP3 (B).

Die Masse des isolierten ADEP3 konnte mit 798 g/mol bestatigt werden, da im positiven ESI-
Modus ein Basispeak von m/z 799,4 [M+H]" auftrat. Wihrend in den analytischen HPLC
Ldufen die Masse der zusatzlichen Komponente im ADEP3 Gemisch immer auf 339 g/mol
bestimmt wurde, wurde die Masse dieser Komponente nach Isolation mittels
semipraperativen HPLC auf 353 g/mol bestimmt, da im positiven ESI-Modus ein Basispeak
von m/z 353,9 [M + H]" auftrat. Eine Méglichkeit diese Verdnderung der Masse um 15 amu

zu erklaren, ware die Methylierung der ADEP3 Seitenkette (Abb. 15 A) am freien OH der
Sauregruppe (Abb. 18).

Abbildung 18: Struktur der methylierten ADEP3 Seitenkette, die potentiell der Masse von 353 g/mol
entsprechen kdnnte.

Zu solch einer Methylierung konnte es wahrend der Lyophilisierung in Methanol in
Anwesenheit von 0,1 % Ameisensdaure gekommen sein. Aber auch diese Struktur lasst sich
aufgrund der durchgefiihrten LC-MS Messungen nur vermuten. Zur definitiven
Strukturaufklarung miissten auch in diesem Fall komplexere Studien, wie NMR-Analysen
durchgefihrt werden. Auf jeden Fall zeigten die aufgereinigten Proben, weder bei UV-
Detektion noch im positiven ESI-Modus der LC-MS Messungen weitere Peaks, was fiir einen
hohen Reinheitsgrad der isolierten Substanzen spricht. Fir die beiden aufgereinigten

Substanzen, sowie fir das urspriingliche ADEP3 Gemisch wurden die MHK-Werte gegen M.
bovis BCG bestimmt (Tab.9).
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Tabelle 9: MHK-Werte von ADEP3 vor und nach Aufreinigung, sowie von der zusatzlichen Komponente in
ADEP3 gegen M. bovis BCG Pasteur.

MHK [pg/ml] in ADEP3 ADEP3 ,,AD.EP3 . -
. . . .. Seiten- Apramycin Isoniacid
Mineralmedium Gemisch gereinigt ”
kette
M. bovis BCG Pasteur wt 16 ‘ 16 ‘ >64 ‘ 2 ‘ 0,0625

Die Aufreinigung von ADEP3 fiihrte nicht zu niedrigeren MHK-Werten gegen M. bovis BCG
Pasteur. Dies ist dadurch erklarbar, dass der MHK-Wert zwischen 16 und 8 ug/ml liegt und
prozentual berechnet im ,gemischten“ ADEP3 immer noch 13 pg/ml ADEP3 und nur 3 pg/mi
der anderen Komponente enthalten sein miissen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
zusatzliche Komponente, die im ADEP3 Gemisch vorhanden war, inaktiv ist. Die Wirkung
gegen Mykobakterien ist also definitiv auf ADEP3 und nicht auf die andere Komponente, also
die putative ADEP-Seitenkette, zurtickzufihren.

4.1.3 Intrazelluldre Wirksamkeit gegen M. bovis BCG

Da es sich bei M. tuberculosis um ein fakultativ intrazellulares Pathogen handelt, muss ein
gutes Antituberkulotikum auch Mykobakterien abtdten kénnen, welche in Makrophagen
persitieren. Da es sich bei M. bovis BCG um attenuierte Bakterien handelt, persistieren diese
nur in Makrophagen und kénnen sich im Gegensatz zu M. tuberculosis nicht darin teilen. Als
Modell wurde im Zuge dieser Arbeit eine Infektion der murinen Makrophagen-Zelllinie
J774.A1 mit M. bovis BCG Pasteur etabliert. Aufgrund des oben beschriebenen Wirkverlusts
von ADEPs in BSA-haltigen Medien, wurden die Infektionen in Anwesenheit von nur 3 % FCS
durchgeflhrt. Es wurde zunéachst eine Zellzahl ermittelt, bei der die Makrophagen 10 Tage
lang in einer 96 Well Platte Uberlebten. Zwei dadurch ermittelte mogliche
Zellkonzentrationen (1 x 10° Zellen/Well und 1 x 10* Zellen/Well) wurden daraufhin mit M.
bovis BCG in einen Vielfachen der Infektionsdosis (Multiples of Infection, MOI) von 1:2 und
1:5 infiziert. Alle zwei Tage wurden Makrophagen lysiert und die Cfu-Werte der
Mykobakterien bestimmt, um Persistier- oder Absterbekurven zu erhalten (Abb. 19).
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Abbildung 19: Cfu Entwicklung von M. bovis BCG nach Infektion von J744.A1 Makrophagen mit verschiedenen

Zellzahlen pro Well und verschiedenen MOI. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
parrallelen Ansatzen aus denselben Zell- und Bakterirenkulturen. Inh = Isoniazid

Da bei allen anderen Bedingungen die Mykobakterien auch ohne Behandlung mit Isoniazid
Uber die Zeit zu schnell abstarben oder das Isoniazid in der gewdhlten Konzentration [0,2
ug/ml] nicht wirkte, wurden die weiteren Versuche mit 1 x 10° Zellen/Well und einem MOI
von 1:2 durchgefiihrt. Unter diesen Konditionen blieben die Bakterien der
Infektionskontrolle bei einem relativ konstanten Cfu-Wert, wohingegen in Anwesenheit von
Isoniazid die Mykobakterien innerhalb von 5 Tagen soweit abgetotet wurden, dass der Cfu-
Wert in den Bereich des Detektionslimits sank. Um die Infektion weitergehend eindeutig zu
bestatigen, wurde eine AuraminO/RhodaminB Farbung der Mykobakterien in den infizierten
Makrophagen durchgefiihrt und mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet (Abb. 20).

-67 -



Ergebnisse

(40x)
Phasenkontrast Fluoreszenz merged

(100x)  Fluoreszenz

20 um

Abbildung 20: Phasenkontrastmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische Bilder der mit M. bovis BCG
infizierten J744.A1 Makrophagen nach AuraminO/RhodaminB Farbung.

Die erfolgreiche Infektion der Makrophagen mit Mykobakterien konnte schon mit 40-facher
VergrofRerung eindeutig nachgewiesen werden, da das Fluoreszenzsignal der
Mykobakterienfarbung spezifisch in einem infizierten Makrophagen detektiert wurde. Durch
Betrachtung mit 100-facher VergroBerung und weiterer VergrofRerung des Bildes lassen sich
sogar eindeutig stabchenformige Mykobakterien innerhalb des Makrophagen erkennen. Im
nachsten Schritt wurden die Effekte von verschiedenen ADEP-Derivaten [16 ug/ml] unter
den oben beschriebenen Konditionen gegen intrazelluldr persistierende M. bovis BCG
getestet (Abb. 21).

1000 Zellen/well

1000000 A
100000 A
10000

== 16 ug/mIADEP2
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Cfu/m|

—*— 16 ug/mIADEP3

100 - =%= 16 ug/mIADEP4
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1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tage
Abbildung 21: Cfu Verlauf von M. bovis BCG aus J744.A1 Makrophagen nach intrazellularer Behandlung mit
ADEPs. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologisch unabhangigen Versuchen.
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Wadhrend die Mykobakterien in der Infektionskontrolle Uber den Zeitraum von 10 Tagen
einen konstanten Cfu-Verlauf zeigten, sank der Cfu-Wert in Anwesenheit von ADEP2 bis
unter das Detektionslimit ab. Auch ADEP3 zeigte einen leichten Wachstums-inhibierenden
Effekt. Der Cfu-Wert der Proben, die mit ADEP4 behandelt wurden, blieb bis zu Tag 7
konstant, sank aber von Tag 7 auf Tag 10 sehr rapide unter das Detektionslimit ab.
Grundsatzlich schien eine Wirkung von ADEPs also auch gegen intrazellulare Mykobakterien
vorhanden zu sein. Dies wurde genauer analysiert indem verschiedene Infektionen jeweils
mit verschiedenen Konzentrationen von ADEP2 und ADEP4 und zum Vergleich mit Isoniazid
[0,2 pg/ml] behandelt wurden (Abb. 22).
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(B) ADEP4

1000000 1

100000 DM SO

0,2 mlinh
10000 he/
2 ug/mIADEP4

1000 4 ug/mlADEP4

¢+t

100 4 8 ug/mIADEP4

10

1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tage
Abbildung 22: Cfu Verlauf von M. bovis BCG aus J744.A1 Makrophagen nach intrazelluldrer Behandlung mit
verschiedenen Verdiinnungen von ADEP2, ADEP4 und Isoniazid. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei biologisch unabhangigen Versuchen. Werte am ,limit of detection”
entsprechen 1 oder 0 gewachsener Kolonien.
Erstaunlicherweise sank der Cfu-Wert in einem der beiden Infektionskontrollansdtze zum
zehnten Tag hin, auch in den Proben ohne Antibiotikum oder mit sehr niedrigen
Konzentrationen deutlich ab, wodurch dieser Zeitraum nicht auswertbar ist. Betrachtet man
nur die Daten bis Tag 7, fihrt die Anwesenheit von ADEP2 in einer Konzentration von 8
pug/ml und 16 pg/ml zu einem deutlichen abtétenden Effekt, der vergleichbar zu dem Effekt
ist, der mit 0,2 pg/ml Isoniazid erzielt wird. Bei Verwendung von ADEP4 ist dieser Effekt
weniger deutlich zu beobachten. Eine deutliche Verringerung der Cfu-Anzahl im Vergleich
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zur Infektionskontrolle ist von Tag 7 bis Tag 10 zu sehen. Dieser Effekt ist allerdings kritisch
zu beurteilen, da in den anderen Infektionskontrollansdtzen der Cfu-Wert auch ohne
Antibiotikabehandlung in dieser Zeitspanne deutlich sank. Betrachtet man wiederrum die
Werte bis zu Tag 7, so wurde auch bei Verwendung von 8 oder 16 pg/ml ADEP4 eine
abtotende Wirkung erzielt, die der Wirkung der mitgefiihrten Isoniazid Kontrolle entspricht.
Im Vergleich zu ADEP2 war die Wirksamkeit von ADEP4 aber schwacher, was im Einklang mit
der Wirkung gegen freie M. bovis BCG Zellen steht, bei der fiir ADEP4 einige Male ein MHK-
Wert von 16 pug/ml bestimmt werden konnte, in den meisten Durchgdngen der MHK-Wert
aber bei >64 pg/ml lag (vgl. Tab. 4). In weiteren Versuchen wurde daher der Fokus auf
ADEP2 gelegt.

Um sicher zu gehen, dass der oben beschriebene abtdotende Effekt eindeutig auf eine
intrazellulare Wirkung von ADEP2 gegen Mykobakterien, die in intakten Makrophagen
persistieren, zuriick zu fihren ist, wurde die Viabilitdat der Makrophagen im Verlauf des oben
gezeigten Infektionsversuches mit Hilfe eines Alamar Blue assays liberprift (Abb. 23).

Zellviabilitat

300009

J744.A1+ BCG + DMSO
20000

J744.A1 + BCG + 0,2 ug/mliInh

RFU

10000 J744 A1 + BCG + 4 pg/m| ADEP2

J744.A1 + BCG + 8 ug/m|ADEP2

J744.A1 + BCG + 16 pg/mI ADEP2

Tage

Abbildung 23: Viabilitdt der infizierten Makrophagen an verschiedenen Tagen nach Behandlung mit
verschiedenen ADEP2 Konzentrationen.

Es wird deutlich, dass an Tag 10 bereits alle infizierten Makrophagen eine deutlich
verringerte Viabilitdt zeigen, was aber bis Tag 7 nicht signifikant der Fall ist. Allerdings
scheint die verwendete DMSO Konzentration von 0,8 % die Makrophagen an Tag 7 auch
schon zu toten, weshalb der Effekt an Tag 7 nicht mehr eindeutig auf ADEP2 zurlickgefiihrt
werden kann. Die mit Isoniazid oder DMSO behandelten Zellen zeigen zumindest bis Tag 5
keine signifikante Beeintrachtigung, wohingegen die Zellen, die mit mehr als 2 pg/ml ADEP2
behandelt wurden, schon an Tag 3 und Tag 5 ein deutliches Viabilitatsdefizit aufwiesen. Dies
deutet auf einen zytotoxischen Effekt von ADEP2 gegen die infizierten Makrophagen unter
diesen Kulturbedingungen hin. Diese Hypothese konnte in lichtmikroskopischen Bildern der
infizierten Makrophagen, die an Tag 5 nach der Infektion aufgenommen wurden, bestatigt
werden (Abb. 24).
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Abbildung 24: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von J744.A1 Makrophagen 5 Tage nach Infektion
mit M. bovis BCG und Behandlung mit verschiedenen ADEP2 Konzentrationen sowie Isoniazid und DMSO als
Kontrolle.

Wahrend Isoniazid und DMSO 5 Tage nach der Infektion keine sichtbaren Schiaden an den
Makrophagen verursachten, fiihrten 2 pg/ml ADEP2 schon zur Schadigung von einigen der
untersuchten Makrophagen. Mit steigender ADEP2 Konzentration wurde dieser schadigende
Effekt deutlicher und schon bei 8 ug/ml ADEP2 sah keine der Makrophagen mehr gesund
aus. Zusammen mit den Ergebnissen des Alamar Blue Assays flihrt dies zu der Problematik,
dass nicht festgelegt werden kann, ob ADEP tatsachlich die intrazelluldr persistierenden
Mykobakterien abtotet oder ob es zuerst die Makrophagen zerstort und dann die frei
gewordenen Mykobakterien extrazellular abtotet.

Um herauszufinden, ob ADEP nur auf die infizierten Makrophagenkulturen einen toxischen
Einfluss hat oder ob es auch bei nicht infizierten Makrophagen zytotoxisch wirkt, wurde ein
Zytotoxizitatstest mit verschiedenen ADEP Derivaten gegen J774.A1 Makrophagen
durchgefiihrt (Tab. 10). Laut Literatur sollte der ICso gegen diese Zellinie bei Verwendung von
10 % FCS, fur ADEP2 bei 23 pg/ml und fir ADEP4 bei >100 pg/ml liegen (Brotz-Oesterhelt et
al., 2005).

Tabelle 10: IC5, Werte von verschiedenen ADEP Derivaten und vom Vergleichszytostatika Cycloheximid gegen
J774.A1 Makrophagen, bezogen auf Wachstumskontrollen, welche dieselbe Menge DMSO enthielten.

1Cso [g/ml] ADEP2 ADEP3 ADEP4 Cycloheximid
J774.A1 in DMEM mit 10% FCS 16 16 4 0,03125
J774.A1 in DMEM mit 3% FCS 6 8 16 0,0625
" —
J774.A1 in DMEM mit 10% 3 12 4 0,0625
Serumersatz
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Die gemessenen Zytotoxizitatswerte liegen fir ADEP4 deutlich unter den Literaturwerten,
wahrend der gemessene Wert fir ADEP2 in 10% FCS zum Literaturwert passt. Allerdings liegt
auch der ICs, fir ADEP2, bei Verwendung von 3 % FCS, mit 6 pg/ml schon unter dem MHK-
Wert der zuvor fir Mykobakterien bestimmt wurde und auch unter dem Bereich, der in den
Infektionsmodellen eine Wirkung zeigte. Das Absenken der FCS-Konzentration von den
Ublichen 10% auf 3% fluhrte zu einer starkeren Schadigung der Zellen und auch die
Verwendung von Serumersatzstoff anstelle von FCS |6ste das Problem nicht. Somit wird
deutlich, dass ADEPs unter den getesteten Konditionen einen zytotoxischen Effekt auf die
Makrophagen haben, und dass dieser im gleichen moderaten Bereich liegt, wie die
gemessenen MHK-Werte gegen M. bovis BCG. Daher wurde dieser Versuchsansatz nicht
weiter verfolgt und es konnte nicht eindeutig geklart werden, ob ADEPs gegen intrazellular
persistierende Mykobakterien wirken.

4.1.4. Untersuchungen zur Resistenzentwicklung von M. bovis BCG gegen ADEPs

Ein zentraler Grund, die Wirkung von ADEPs gegen Mykobakterien zu testen, war die
Hypothese, dass Mykobakterien aufgrund ihrer zwei Homologe von ClpP, die beide essentiell
sind (Ollinger et al., 2011;Raju et al., 2011), ein geringeres Potential zur Entwicklung von
ADEP Resistenz durch ClpP Mutationen aufweisen konnten. Dieser Hypothese sollte durch
die Bestimmung der spontanen Resistenzrate nachgegangen werden. Zunachst musste
hierzu ein geeignetes agarhaltiges Medium gefunden werden. Da auf agarhaltigem
Mineralmedium auch nach 5 Wochen Inkubation kein Wachstum von M. bovis BCG sichtbar
war, wurden 7H10 Agarplatten mit verschiedenen BSA Konzentrationen hergestellt. Die
geringste BSA Konzentration, bei der ein gutes Wachstum nach 3 Wochen Inkubation auftrat
war 1 g/I BSA. Diese Konzentration wurde verwendet um 7H10 Agarplatten mit 1 g/I BSA und
64 pg/ml ADEP2 herzustellen. Die gewahlte ADEP2 Konzentration entspricht dabei dem
4xMHK gegen freie M. bovis BCG Zellen in flissigen Mineralmedium. Auf diesen Platten
wurden verschiedene Cfu-Mengen (10°, 10°, 10* und 10°) von M. bovis BCG wt aufgebracht
und die Platten 3 Wochen inkubiert (Abb. 25).

64 ug/ml ADEP2

\\ g

10° Cfu 10’ Cfu
Abbildung 25: Wachstum von M. bovis BCG auf 7H10 Agarplatten mit 1 g/| BSA in Anwesenheit und
Abwesenheit von ADEP2.

Auch in den ADEP haltigen Platten war bei jeder getesteten Cfu-Konzentration noch deutlich
Wachstum zu beobachten, auch wenn es definitiv gehemmt war. Bei dem Ansatz mit 1 x 10°
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Cfu/ml auf ADEP haltigen Agarplatten, wurden die Kolonien gezdhlt und somit eine
Uberlebensrate von 2,2 x 10 Cfu/ml bestimmt. Diese Uberlebensrate ist nicht mit einer
Resistenzrate gleichzusetzen, da man bedenken muss, dass spontane Resistenzraten
normalerweise mit Antibiotikakonzentrationen angesetzt werden, die der 4 x MHK unter den
gleichen Konditionen, also in diesem Fall auf 7H10 Agarplatten mit 1 g/l BSA, entsprechen.
Ein solcher MHK-Wert wurde in dieser Arbeit allerdings nicht bestimmt, sondern es wurde
von dem MHK-Wert in flissigem Mineralmedium ausgegangen, welcher sich von dem MHK-
Wert auf Agarplatten unterscheiden kdnnte. Es wadre also moglich, dass eine zu geringe
ADEP-Konzentration eingesetzt wurde. Eine Wiederholung des Versuches mit hoherer ADEP-
Konzentration ware allerdings problematisch, da die Loslichkeit von ADEPs in wassriger
Losung begrenzt ist.

Von den ADEP haltigen Agarplatten wurden 16 Kolonien isoliert und in Mineralmedium
angezogen. Nur 6 der 16 isolierten Kolonien wuchsen erneut an. Flr diese 6 Stamme (M.
bovis BCG R1 — R6) wurde der MHK-Wert bestimmt (Tab. 11) und die clpP1P2 Region
sequenziert.

Tabelle 11: MHK-Werte der M. bovis BCG Stamme, die von ADEP haltigen Agarplatten isoliert wurden.

MHK in Mineralmedium ADEP2 ADEP3 Apramycin
[ng/ml]
M. bovis BCG R1 32(16) 16(8) 2
M. bovis BCG R2 32(16) 16(8) 2
M. bovis BCG R3 32(16) 16(8) 2
M. bovis BCG R4 16 8 2
M. bovis BCG R5 8(4) 16(8) 2
M. bovis BCG R6 32(8) 8 1
M. bovis BCG wt 16 8 2

Keiner der isolierten Stamme wies eine detektierbare Resistenz gegen ADEP2 oder 3 auf.
Auch die Sequenzierung der clpP1P2 Regionen zeigte keine Mutation in clpP1P2, der
zugehorigen Promotorregion oder der downstream von c/pP liegenden ClgR-Bindestelle. Im
Gegensatz hierzu wurden bei allen anderen bisher isolierten ADEP resistenten Stammen aus
verschiedenen Grampositiven Bakterien verschiedene Mutationen in der c/pP Region
gefunden (unveroffentlichte Daten, Brotz-Oesterhelt et al.).

Da fir die von den ADEP-haltigen Platten isolierten Kolonien keine ADEP Resistenz
bestimmbar war, bilden sie keine Grundlage zur Ermittlung der spontanen Resistenzrate. Zur
Erklarung, warum die Kolonien auf den Platten (iberhaupt wachsen konnten, gibt es zwei
Moglichkeiten. Die erste Moglichkeit ist, dass es sich tatsachlich um Kolonien mit leicht
reduzierte ADEP-Empfindlichkeit handelt und diese Toleranz gegenliber ADEPs durch einen
ClpP-unabhangigen Mechanismus zustande kommt. Eine Moglichkeit hierzu ware die
Hochregulierung einer Efflux-Pumpe, da bereits gezeigt wurde, dass ADEPs ein Substrat fiir
Efflux-Pumpen in Mykobakterien sind und dass die Inhibierung dieser Pumpen die ADEP-
Empfindlichkeit der Mykobakterien um das Zwei- bis Vierfache ansteigen lasst (Ollinger et
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al., 2011). Da allerdings nach wiederholter Kultivierung der MHK-Wert von ADEPs im
gleichen Bereich lag wie beim wt, misste man bei dieser Hypothese von einer nur
temporadren Hochregulierung der Pumpen ausgehen, was somit eher einem Toleranz- statt
einem Resistenzphanomen entsprechen wiirde. Die zweite Méglichkeit, das Wachtsum von
M. bovis BCG auf den ADEP haltigen Agarplatten zu erklaren ist, dass aufgrund der oben
gezeigten Instabilitat von ADEP2 schon nach wenigen Tagen nur noch so wenig ADEP2 in den
Agarplatten enthalten war, dass alle Bakterien, die nicht schon innerhalb der ersten paar
Tage getotet wurden im Laufe der langen Inkubationszeit doch noch hochwachsen konnten,
ohne ADEP resistent zu sein. Die urspriingliche Hypothese, dass Mykobakterien ein
geringeres Potential zur Entwicklung von ADEP Resistenz aufweisen, ldsst sich somit auf
Grundlage dieser Arbeit weder bestatigen noch ausschlieBen.

4.2. Regulation der ClpP1P2 Expression in M. bovis BCG

4.2.1. Konstruktion von M. bovis BCG clpP1-tetoff

Um eine regulierbare c/pP Mutante in M. bovis BCG zu konstruieren, wurde zunachst ein
knock-in Plasmid kloniert, welches wiederrum mit einem Phasmid fusioniert wurde, um
anschlielend Hochtiterphagen fiir die Transduktion in M. bovis BCG zu generieren. Nach
erfolgreicher Transduktion sollte in den Bakterien eine doppelte homologe Rekombination
stattfinden, die dazu fihrt, dass Tet Operatoren (TetO) downstream von clpP1P2 oder
zwischen clpP1 und clpP2 eingebaut werden (Abb. 26). Zuletzt wurde ein Tet
Repressorplasmid in den Stamm transformiert, so dass sich die c/pP1P2 Expression Uber die
Anhydrotetrazyklin (ATc)-Konzentration regulieren lassen sollte (vgl. Abb. 33). Die einzelnen
Schritte zur Erzeugung dieser Stamme werden im Folgenden genauer erlautert.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der doppelten homologen Rekombination, die zum knock-in der
HygromycinB Resistenzkassette (hygB) und der 4 Tetrazyklin Operatoren (TetO) vor clpP1 fihrt. Der knock-in
vor clpP2 sollte analog mit Verwendung anderer Flanken stattfinden.

Im ersten Schritt wurden zunachst mittels PCR die knock-in Flanken amplifiziert, welche
homolog zu den Bereichen sind, in denen die homologe Rekombination spater stattfinden

soll (Abb. 27).
( ) F1-P1|F2-P1 [F1-P2 F2-P2

F1-P1 F2-P1 F1-P2 F2-P2
—T1r—

500 bp —>

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Lage der knock-in Flanken im Genom von M. bovis BCG (A) und
Agarosegel nach erfolgreicher Amplifizierung der knock-in Flanken. Als GréBenmarkerwurde der Generuler 1
kb DNA ladder verwendet.

Diese Flanken wurden wiederrum mit einer oriE- und einer HygromycinB (hygB)
Resistenzkassette fusioniert, wobei die hygB Resistenzkassette auch 2, 4 oder 8 Tetrazyklin-
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Operatoren (TetO) in verschiedenen Orientierungen enthielt. Es wurden insgesamt 5
Konstrukte fiir cl[pP1P2 und 5 Konstrukte fiir c/pP2 kloniert. Nach Transformation in E. coli
NEB5a wurde nach den korrekten knock-in Plasmiden mittels EcoR1 Verdau gescreened

(Abb. 28).
ClpP1:
4x Tet 8x Tet i2x Tet i4xTet
1,7 kb —»
1kb —» <« 1,7kb
tt 1 T e
ClpP2:

4x Tet 8x Tet " i2x Tet i4xTet
2,7 kb —- I
1,1 kb — e
600 bp—|

Abbildung 28: Agarosegel mit knock-in Plasmiden nach EcoR1 Kontrollverdau. Die Plasmide, die das korrekte
Bandenmuster aufweisen und weiter verwendet wurden, sind mit Pfeilen markiert. Als GroBenmarker wurde
der Genruler 1kb DNA erwendet.

Die Plasmide die das korrekte Bandenmuster aufwiesen (fur c/lpP1 ca. 1 kb + 1,7 kb + 1,7 kb
und flr c/lpP2 ca. 600 bp + 1,1 kb + 2,7 kb), wurden sequenziert. Plasmide mit korrekter
Sequenz wurden mit Pacl linearisiert, mit dem Phasmid phAE159 fusioniert und in E. coli
HB101 transformiert. AnschlieRend wurde erneut mittels Pacl Verdau nach dem korrekten
knock-in Phasmid gescreened (Abb. 29).

ClpP1: ClpP2:

8x Tet 2xTet 4x Tet 8x Tet
LU L 1T
ol

50 kb —»
4,3 kb —p

Abbildung 29: Agarosegel mit Knock-in Phasmiden nach Pacl Kontrollverdau. Die Phasmide die das korrekte
Bandenmuster aufweisen und weiter verwendet wurden, sind mit Pfeilen markiert. Als GréBenmarker wurde
der Genruler 1kb DNA erwendet.
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Die Phasmide mit dem korrekten Bandenmuster (ca. 4,3 kb + 50 kb) wurden in M. smegmatis
transformiert und es wurden Hochtiterphagen hergestellt mit denen anschlieRend die
Transduktion in M. bovis BCG erfolgte. Von den entstandenen HygromycinB resistenten
Klonen wurde die genomische DNA isoliert und mittels Southern Blot auf erfolgreiche knock-

in Mutanten gescreened (Abb.30).

Abbildung 30: Southern Blot zum Screening nach erfolgreichen knock-in Mutanten.

Nach viermaligem Transduktionsversuch wurden drei richtige Klone (Klon 1-3) fir das
Konstrukt 4x TetO-clpP1 identifiziert, die nach Verdau der genomischen DNA mit EcoR1 eine
BandengroRe von 1,9 kb anstelle von 1,2 kb aufwiesen, welche mit der clpP1-Sonde
detektierbar war. Mittels PCR wurde dieser Befund zusatzlich noch einmal bestatigt. Fir alle
anderen Konstrukte konnte auch nach 4-5 Transduktionsversuchen kein richtiger Klon
identifiziert werden. Aus diesem Grund wurde der Ansatz andere Anzahlen von TetO vor
clpP1p2 einzubringen und auch der Ansatz TetO zwischen clpP1 und clpP2 einzubringen um
nur die Expression von clpP2 zu regulieren, nicht weiter verfolgt. In Klon1 des Konstruktes 4x
TetO-clpP1 wurden verschiedene Plasmide transformiert, die alle einen Tetrazyklin
Repressor (TetR) oder einen reversen Tetrazyklin Repressor (rev TetR) konstitutiv
exprimieren. Die Transformation von Plasmiden mit TetR wirde hierbei zur Konstruktion
eines Tet-on Systems flihren, welches in Abwesenheit von ATc aufgrund von Bindung des
Repressors kein clpP1P2 exprimieren wiirde und ATc bendtigen wirde, um die Expression
von clpP1P2 anzuschalten. Die Transformation von Plasmiden mit rev TetR wirde zur
Konstruktion eines Tet-off Systems fiihren, bei welchem c/pP1P2 in Abwesenheit von ATc
exprimiert wirde, die Expression aber mit verschiedenen ATc-Konzentrationen
herunterreguliert werden kénnte (vgl. Abb.33). Die verschiedenen Plasmide unterscheiden
sich aullerdem in der ribosomalen Bindestelle (RBS) (Alber et al., unveroffentlichte Daten),
wodurch die Expression von TetR unterschiedlich stark sein sollte. Als positiv-Kontrolle
wurde zusatzlich auch der Vektorhintergrund ohne tetR (pMV261) transformiert. Direkt bei
der Transformation dieser Plasmide wurden die Ansatze auf 7H10 Agarplatten ausplattiert,
die verschiedene Konzentrationen ATc enthielten und nach 4 Wochen wurden die Cfu-Werte
bestimmt (Tab. 12).
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Tabelle 12: Cfu-Werte nach Transformation der Tet Repressor Plasmide in den knock-in Stamm M. bovis BCG
4xTetO-ClpP1. Der Stamm, der fiir weitere Versuche verwendet wurde ist gelb unterlegt.

ATc [pg/ml] 0 0.5 1 5 10
pMV261 + ++ ++ + ++
pTetR-D 1 0 0 1 0
pTetR-E 0 0 0 0 0
pTetR-F 2 3 2 2 0
pTetR-G 2 3 0 0 0

prevTetR-A 1 0 0 0 1

prevTetR-B 0 0 1 1 2

prevTetR-C 3 1 1 3 0

prevTetR-D 178 40 14 6 1

prevTetR-E 12 0 0 0 0
prevTetR-F 0 0 2 0 0
prevTetR-G 190 1 3 5 3

Dass die Transformation grundsatzlich mit hoher Transformationseffizienz erfolgreich war,
lasst sich an den dicht bewachsenen Agarplatten der positiv-Kontrolle erkennen, bei welcher
der Vektorhintergrund transformiert wurde, von dem kein Tet Repressor exprimiert wird.
Nur zwei der verwendeten Plasmide, die beide reverse Tet Repressoren exprimieren, lieBen
sich relativ effizient in den Stamm einbringen. Die beste Regulation des Wachstums (iber die
ATc Konzentration wurde eindeutig mit dem Plasmid prevTetR-D erzielt. Dass diese
Regulation tatsachlich am gewiinschten ATc Regulationssystem liegen muss, wird wiederrum
durch Vergleich mit dem von der Atc Konzentration unabhdngigen Wachstum der positiv-
Kontrolle deutlich (Abb. 31).

ATc [ug/ml] | 0
pMV261 | +
ATc [ug/ml]

prevTetR-D (Cfu)

Abbildung 31: Cfu-Werte nach Transformation von M. bovis BCG 4xTetO-c/pP1 mit dem Vektorhintergrund
pMV261 und mit prevTetR-D mit verschiedenen ATc Konzentrationen.

Der so entstandene Stamm wird im folgenden M. bovis BCG clpP1-tetoff genannt. Es wurden
3 Kolonien dieses Stammes isoliert und der erfolgreiche knock-in der Tet-Operatoren vor die
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clpP1P2 Region der drei Stamme wurde erneut mittels PCR und Sequenzierung Uberprift
(Abb. 32).

ClpPl 4xTetO 2351 GAGGCGGCACGATCCGCGACGTGATGATCGGCCGCATCCCCACGGTGCTG

Klon 1 107 GAGGCGGCACGATCCGCGACGTGATGATCGGCCGCATCCCCACGGTGCTG
Klon 2 99 GAGGCGGCACGATCCGCGACGTGATGATCGGCCGCATCCCCACGGTGCTG
Klon 3 99 GAGGCGGCACGATCCGCGACGTGATGATCGGCCGCATCCCCACGGTGCTG
ClpPl 4xTetO 2401 CGCAGTGAGCTCTACGCCATCCCGGICCCTATCAGTGATAGAGAACGCAC
Klon 1 157 CGCAGTGAGCTCTACGCCATCCCGGICCCTATCAGTGATAGAGAACGCAC
Klon 2 149 CGCAGTGAGCTCTACGCCATCCCGGICCCTATCAGTGATAGAGAACGCAC
Klon 3 149 CGCAGTGAGCTCTACGCCATCCCGGICCCTATCAGTGATAGAGAACGCAC
ClpPl 4xTetO 2451 ATCCCTATCAGTGATAGAGACTCTGACGAGCGGGAGA[TCCCTATCAGTGA
Klon 1 207 ATCCCTATCAGTGATAGAGACTCTGACGAGCGGGAGA[TCCCTATCAGTGA
Klon 2 199 ATCCCTATCAGTGATAGAGACTCTGACGAGCGGGAGAICCCTATCAGTGA
Klon 3 199 ATCCCTATCAGTGATAGAGACTCTGACGAGCGGGAGAICCCTATCAGTGA
ClpPl 4xTetO 2501 |TAGAGAGITTGTCJTCCCTATCAGTGATAGATAGGCTCTGGGAGTACCCG
Klon 1 257 |TAGAGAGITTGTCUTCCCTATCAGTGATAGATAGGCTCTGGGAGTACCCG
Klon 2 249 |TAGAGAGITTGTCUTCCCTATCAGTGATAGATAGGCTCTGGGAGTACCCG
Klon 3 249 |TAGAGAGITTGTCOICCCTATCAGTGATAGATAGGCTCTGGGAGTACCCG
ClpPl 4xTetO 2551 TGTGTACGACCAGCACGGCATACATCATTTCGACGCCGAGAGATTCGCCG

Klon 1 307 TGTGTACGACCAGCACGGCATACATCATTTCGACGCCGAGAGATTCGCCG
Klon 2 299 TGTGTACGACCAGCACGGCATACATCATTTCGACGCCGAGAGATTCGCCG
Klon 3 299 TGTGTACGACCAGCACGGCATACATCATTTCGACGCCGAGAGATTCGCCG
ClpPl 4xTetO 2601 CCCGAAATGAGCACGATCCGCATTCGAAGCTAAGGAGGCCATAGAGTGCA
Klon 1 357 CCCGAAATGAGCACGATCCGCATTCGAAGCTAAGGAGGCCATAGATTGCA
Klon 2 349 CCCGAAATGAGCACGATCCGCATTCGAAGCTRAAGGAGGCCATAGATTGCA
Klon 3 349 CCCGAAATGAGCACGATCCGCATTCGAAGCTRAAGGAGGCCATAGATTGCA

ClpPl 4xTetO 2651 TGAGCCAAGTGACTGACATGCGTTCGAACTCGCAGGGTCTTAGCCTCACG

Klon 1 407 TGAGCCAAGTGACTGACATGCGTTCGAACTCGCAGGGTCTTAGCCTCACG
Klon 2 399 TGAGCCAAGTGACTGACATGCGTTCGAACTCGCAGGGTCTTAGCCTCACG
Klon 3 399 TGAGCCAAGTGACTGACATGCGTTCGAACTCGCAGGGTCTTAGCCTCACG

Abbildung 32: Ausschnitt aus dem Alignment der DNA Sequenzen von den drei M. bovis BCG clpP1-tetoff
Klonen im Bereich downstream von c/pP1P2. Die RBS ist blau umrandet, die Tet-Operatoren sind rot umrandet.
Das Start-Codon fiir c/pP1 ist in roten Buchstaben dargestellt.

In allen drei Stdmmen war demnach der knock-in erfolgreich und weder die vier Tet Operatoren oder
die Ribosomenbindestelle (RBS) noch clpP1 oder clpP2 wiesen Mutationen auf. Im Zuge der
Klonierung wurde zwischen der RBS und dem Startcodon von clpP1 eine Punktmutation von
G zu T eingebaut, die aber nicht relevant sein sollte. Beachten sollte man weiterhin, dass
durch den knock-in die Regulation Uber den Transkriptionsfaktor ClgR verhindert wird,
dessen Bindestelle sich im wt 89 bp downstream von clpP1P2 befindet (Estorninho et al.,
2010) und im Stamm clpP1-tetoff nun wesentlich weiter entfernt liegt. Mit Hilfe dieses
Stammes sollte nun die Expression des clpP Operons in Abhangigkeit der ATc Konzentration
herunter reguliert werden. Bei dem verwendeten System handelt es sich um ein Tet-off
System, dass in Abb. 33 schematisch erklart wird.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Stammes M. bovis BCG clpP1-tetoff.

Solange kein ATc im Medium vorhanden ist, ist die Expression des Zielproteins im Stamm mit
dem Tet-off System auf ,on“ geschaltet. Der reverse Tet Repressor wird zwar konstitutiv
exprimiert, kann aber aufgrund seiner Konformation nicht an den Tet Operator binden, der
sich upstream vom c/pP1P2 Operon befindet. CIpP1 und clpP2 kdnnen also exprimiert
werden. Die Anwesenheit von ATc im Medium des Stammes kann das System auf ,off”
schalten, da ATc an den reversen Tet Repressor bindet, wodurch dieser seine Konformation
andert und an die Tet Operatoren binden kann. Wenn die ATc Konzentration hoch genug ist,
kann die Expression von clpP1 und clpP2 abgeschaltet werden, was zum Zelltod fiihren
sollte, da es sich um Proteine handelt, die essentiell fir das Wachstum von Mykobakterien
sind. Fiir M. smegmatis wurde dies schon mit einem dhnlich funktionierenden Tet-on System
gezeigt (Raju et al., 2011). Auch fir M. tuberculosis wurde ein dhnliches Tet-on System
bereits beschrieben (Carroll et al., 2011), allerdings schien in diesem Falle die Regulation der
Expression von clpP1P2 nicht zu funktionieren, da der Stamm zwar ein grundsatzliches
Wachstumsdefizit aufwies, welches aber unabhangig von der Anwesenheit oder
Abwesenheit von ATc auftrat. Parrallel zu der Konstruktion des hier vorgestellten Tet-off
Systemes in M. bovis BCG, wurde nun auch in M. tuberculosis ein gut funktionierender Tet-
off Stamm konstruiert und erneut die Essentialitat der c/pP1P2 Expression fiir das Wachstum
von M. tuberculosis bewiesen (Raju et al., 2014). Ziel im weiteren Verlauf dieser Arbeit war
es, die Regulierbarkeit der clpP1P2 Expression flir M. bovis BCG zu Uberprifen und ATc
Konzentrationen zu finden, bei denen die c/lpP1P2 Expression herunterreguliert, der Stamm
aber noch lebensfahig ist. Unter diesen Konditionen sollte dann getestet werden, welchen
Einfluss die CIpP1P2 Menge auf die Wirksamkeit von ADEPs hat, um zu bestatigen, dass ClpP
auch in Mykobakterien tatsachlich das Target von ADEPs ist und um herauszufinden, ob
ADEPs in Mykobakterien ebenfalls einen dualen Wirkmechanismus haben, oder ob das
Vorhandensein von zwei potentiellen Targets, die beide essentiell sind, eventuell dazu
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fiilhren kénnte, das die Wirkung hauptsachlich tiber die unkontrollierte Uberaktivierung der
Protease oder liber die Inhibierung der essentiellen Funktionen von CIpP1P2, auftritt.

4.2.2. Charakterisierung von M. bovis BCG clpP1-tetoff

Der oben hergestellte Stamm M. bovis BCG clpP1-tetoff wurde zundchst mittels
Wachstumskurven in  Anwesenheit verschiedener ATc Konzentrationen genauer
charaktierisiert. Im ersten Ansatz wurden Konzentrationen zwischen 10 ng/ml und 250
ng/ml gewahlt, da auf den Agarplatten mit 500 ng/ml nach der Transformation des
Repressorplasmides bereits ein deutliches Wachstumsdefizit zu erkennen war, aber noch
Restwachstum stattfand. In flissigem Minimalmedium zeigte sich allerdings ein anderer
Effekt. Wahrend der wt in allen Ansatzen ein gleichmaRig gutes Wachstum, unabhangig von
der ATc Konzentration aufwies, waren bei M. bovis BCG clpP1-tetoff schon nach 5 Tagen
keine Cfu’s mehr detektierbar und die Kultur wuchs auch nach 20 Tagen Inkubation nicht
mehr an. Der Versuch wurde mit niedrigeren ATc Konzentrationen zwischen 0,05 ng/ml und
2 ng/ml ATc wiederholt (Abb. 34).

(A) (B) M. bovis BCG wt
1010 1010
10° 10°
10° 10°
- 7 _ 7
e 10 e 10
~ ~
2 6 2 6
S 1o 5 10
10° 1051
104 —®— M. bovis BCG clpP1-tetoff 104
10° 10°
T T T T T T 1 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20
Tage Tage
(C) M. bovis BCG clpP1-tetoff (D)
M. bovis BCG clpP1-tetoff
105-
105-
-_— - 104_
E E —*— 0,5ng/mlATc
=] =]
= «
o O 103+ —#— 1ng/mlATc
—— 2 ng/mlATc
10°? l
103T +— 0,1 ng/mlATc
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Abbildung 34: Wachstumskurve von M. bovis BCG wt und M. bovis BCG clpP1-tetoff ohne ATc (A).
Wachstumskurven von M. bovis BCG wt (B) und M. bovis BCG clpP1-tetoff (C) mit verschiedenen ATc
Konzentrationen, sowie Absterbekurve von M. bovis BCG clpP1-tetoff mit hoheren ATc Konzentrationen
(D). In (C) und (D) sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei verwendeten Klonen gezeigt.
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Wihrend 2 ng/ml ATc keinen Einfluss auf das Wachstum in Wildtyp von M. bovis BCG hatten, fiihrten
Konzentrationen von > 0,5 ng/ml ATc in M. bovis BCG clpP1-tetoff zum Absterben des
Stammes. Dieser Effekt war, abhangig von der ATc-Konzentration, unterschiedlich schnell zu
beobachten. Mit 0,1 ng/ml ATc zeigte der Stamm bereits ein Wachstumsdefizit. Bei
Verwendung von 0,05 ng/ml ATc war in den ersten 15 Tagen ein Wachstumsdefizit zu
erkennen, das aber im Laufe der Zeit ausgeglichen wurde, bis die stationdre Phase bei einem
vergleichbar hohem Cfu Niveau erreicht wurde wie in Abwesenheit von ATc. Das
phanotypische Bild der Wachstumshemmung bei steigenden ATc-Konzentrationen deckt sich
mit der erwarteten geringeren Expression des clpP1P2 Operons. Um die Herunterregulierung
von clpP1P2 in M. bovis BCG clpP1-tetoff eindeutig zu beweisen, wurde die Gesamt RNA aus
den Stammen in Abwesenheit und in Anwesenheit von 0,1 ng/ml ATc isoliert. Die RNA
Konzentration wurde mit Hilfe des Nano Drops gemessen (Tab. 13) und die Qualitat auf
einem 3 %igen Agarosegel Uberprift (Abb. 35).

Tabelle 13: Konzentration der Gesamt RNA aus M. bovis BCG wt und den Klonen 1, 2 und 3 von M. bovis BCG
clpP1-tetoff sowie die berechnete Verdiinnung fiir die cDNA Synthese.

Probe Konzentration Verdinnung fir 0,5 ug cDNA
[ng/ul] Synthese

Wt ohne ATC 129 3,9+ 8,8 H,0

Wt 0,1 ng/ml ATc | 98 5,1+7,6 H,0

K1 ohne ATc 62 8,1+4,6 H,0

K10,1 ng/ml ATc | 101 5+7,7H,0

K2 ohne ATc 100 5+7,7H,0

K2 0,1 ng/ml ATc | 88 5,7+7H,0

K3 ohne ATc 120 4,2 +8,5H,0

K3 0,1 ng/ml ATc | 104 4,8+7,9H,0

Wt K1 K2 K3
00100100,10 0,1 ATc

2 kb
r 1,5 kb
i
f 1kb
b 750 bp

g ¢ ELLTIT 1 1 11nDM

Abbildung 35: Agarosegel der isolierten Gesamt RNA aus M. bovis BCG wt und clpP1-tetoff. Als GroRenstandart
wurde der Generuler 1 kb dNA ladder genutzt.
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Nachdem eine mogliche Kontamination der RNA durch DNA mit Hilfe von Kontroll gPCR
Durchlaufen ausgeschlossen werden konnte, wurde die Transkriptmenge von clpP1P2 im
wildtyp versus clpP1-tetoff in Anhangigkeit von ATc [0 und 0,1 ng/ml] mittels quantitativer
PCR bestimmt und auf die 16s rRNA Menge normalisiert. Die Expression in den beiden

5 "Ein Wert von 1 wiirde hierbei

Stammen wurde ins Verhalltniss zueinander gesetzt (2
bedeuten, dass die Expression in beiden Stammen unter den angegebenen Konditionen

gleich hoch ist (Abb. 36).

1.0

clpP1P2
transcript ratio

Abbildung 36: Mittels qPCR bestimmte c/pP1P2 Transkriptmenge in M. bovis BCG clpP1-tetoff im Verhaltnis zur
Transkriptmenge im wt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Daten von drei verwendeten
Klonen.

Wahrend das Verhaltnis der Expression von clpP1P2 im Stamm clpP1-tetoff in Abwesenheit
von ATc nur knapp unterhalb von 1 liegt, c/pP1P2 also nur ein wenig geringer exprimiert wird
als im wt, ist in Anwesenheit von 0,1 ng/ml ATc eine deutlich geringere clpP1P2
Transkriptmenge im Stamm clpP1-tetoff als im wt vorhanden. Dieser Befund geht einher mit
dem geringen Wachstumsdefizit das M. bovis BCG clpP1-tetoff im Vergleich zum wt schon in
Abwesenheit von ATc zeigte und dem deutlichen Wachstumsdefizit das in diesem Stamm bei
Anwesenheit von 0,1 ng/ml ATc auftrat (vgl. Abb. 34). Es konnte mittels gPCR also eindeutig
bewiesen werden, dass Anwesenheit von 0,1 ng/ml ATc in M. bovis BCG clpP1-tetoff zu einer
deutlichen Herunterregulierung der Transkription von clpP1P2 fiihrt, wahrend die
Transkriptmenge im wt unabhangig von der ATc-Konzentration konstant blieb.

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, welchen Einfluss diese Herunterregulierung von
clpP1P2 in M. bovis BCG clpP1-tetoff auf die Wirksamkeit von ADEPs hat. Hierzu wurden
MHK-Werte in Gegenwart von verschiedenen ATc-Konzentrationen bestimmt (Tab. 14 + Abb.
37).
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Tabelle 14: MHK-Werte von ADEPs gegen M. bovis BCG Pasteur wt (A) und M. bovis BCG clpP1-tetoff (B) bei
verschiedenen ATc Konzentrationen. Der Versuch wurde viermal unabhéngig voneinander durchgefiihrt (n.g. =
nicht gewachsen)

(A) MHK gegen M. bovis BCG w/o 25 ng/ml
Pasteur wt [ug/ml] Atc Atc
ADEP2 16 16
ADEP3 16 16
ADEP4 >64 >64
Apramycin 1 1
(B) MHK gegen M. bovis BCG w/o 0,05 ng/ml | 0,1 ng/ml 0,2 ng/ml 0,4 ng/ml
clpP1-tetoff [ug/ml] Atc Atc Atc Atc Atc
ADEP2 16 (8) 8(4) 4(2) 4(0,25) n.g.
ADEP3 8 8 8(4) 4(2) n.g.
ADEP4 >64 >64 >64 n.g. n.g.
Apramycin 1 1 1 1 n.g.

ADEP2 Konzentration [ug/ml]:

> ATc Konzentration [ng/ml]

Abbildung 37: 96 Well Platte nach Durchfiihrung eines exemplarischen Alamar Blue Assays zur Bestimmung
der MHK-Werte von ADEP2 gegen M. bovis BCG clpP1-tetoff in Anwesenheit verschiedener ATc-
Konzentrationen.

Beim Vergleich der MHK-Werte von ADEP2 ist deutlich zu erkennen, dass mit steigender ATc
Konzentration die Wirksamkeit gegen M. bovis BCG clpP1-tetoff besser wird. Dieser Trend
lasst sich weniger stark ausgepragt auch fir den MHK-Wert von ADEP3, nicht aber fiir den
MHK-Wert des Vergleichsantibiotikums Apramycin, beobachten. Der MHK von ADEP2 und
ADEP3 gegen M. bovis BCG pasteur wt blieb auch bei hoheren ATc-Konzentrationen [25
ng/ml] konstant. Die Verbesserung der ADEP Wirkung gegen M. bovis BCG clpP1-tetoff in
Anwesenheit von ATc ist also auf die Herunterregulierung von clpP1P2 zuriickzufiihren. Dies
lasst den Schluss zu, dass ADEPs auch in Mykobakterien tatsachlich am Target ClpP1P2
wirken. AuBerdem lasst sich ableiten, dass der Wirkmechanismus von ADEPs in
Mykobakterien primar Gber die Ausschaltung des essentiellen Clp-Protease Komplexes und
nicht Giber dessen Uberaktivierung funktioniert, da der MHK-Wert ja mit sinkender clpP1P2
Kopienzahl besser und nicht schlechter wird. Eine geringere Targetmenge in der Zelle fuhrt
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somit dazu, dass eine geringere ADEP Konzentration bendtigt wird um eine Wirkung zu
erzielen. Flr B. subtilis ist bekannt, dass ADEP zwar auch die natirlichen Funktionen von
ClpP inhibiert, aber der Zelltod eine Folge der unregulierten Uberaktivierung von ClpP durch
ADEPs ist, wodurch essentielle Proteine degradiert werden (Kirstein et al., 2009a). Dies
wirde also auf einen Unterschied im Wirkmechanismus von ADEPs gegen Mykobakterien
und anderen Grampositiven Bakterien hindeuten. Um dieser Hypothese nachzugehen,
wurden vergleichsweise auch die MHK-Werte von ADEP2 fir eine regulierbare Mutante von
B. subtilis gemessen. Diese Versuche wurden mit dem Stamm B. subtilis 168-pX2-clpP (Gerth
et al., 2004) durchgefiihrt, in dem sich upstream von clpP ein Xylose induzierbarer Promotor
befindet. Das Regulationsprinzip dieses Stammes ist in Abb. 38 schematisch dargestellt.

OFF (ohne Xylose) ON (mit Xylose)

{ ]
ig‘ :z':::,,.,hinr .

ClpP wird nicht 0 o
exprimiert Xylose als
Induktor

Xylose

Repressor (0]
E A
a

\
©

ClpP wird
exprimiert

Abbildung 38: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Stammes B. subtilis 168-pX2-clpP.

Bei dem Stamm B. subtilis 168-pX2-clpP handelt es sich um ein Xyl-on System. Die Regulation
der clpP Expression funktioniert also im Grunde genau umgekehrt wie bei dem Tet-off
System, das oben fir Mykobakterien beschrieben ist. In Abwesenheit von Xylose, wird der
Xylose-Repressor (xy/R) exprimiert und bindet an den Operator vor c/pP, so dass clpP nicht
exprimiert wird. Ist Xylose im Medium vorhanden, so fungiert Xylose als Induktor des
Systems, da sie an XyIR bindet, der Repressor dadurch seine Konformation dndert und nicht
mehr an den Operator binden kann. ClpP wird somit wieder exprimiert (Kim et al., 1996). Die
Xylose Konzentration im Medium reguliert somit die Menge an clpP, die exprimiert wird.

Als Kontrolle wurden auch die MHK-Werte von ADEP2 gegen B. subtilis 168 wt, bei dem der
MHK unabhangig von der Xylose Konzentration sein sollte, sowie gegen B. subtilis 168AclpP
bestimmt, welcher aufgrund der fehlenden Targetstruktur unabhdngig von der Xylose
Konzentration ADEP resistent sein sollte (Tab. 15).
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Tabelle 15: MHK-Werte von ADEP2 gegen B. subtilis Stamme in Anwesenheit verschiedener Xylose
Konzentrationen in LB Medium.

w/o 1% 2% 3% 4% 5% 8% 10 %

ADEP2 MHK [ug/ml]
Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose

B. subtilis 168 wt 0,25 0,125 0,125 | 0,125 0,25
B. subtilis 168-pX2-cipP >32 >32 16 16 8 4 1 0,25
B. subtilis 168AcIpP >32 >32 >32 >32

w/o 1% 2% 3% 4% 5% 8% 10%

Apramycin MHK ml
P v [ug/mi] Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose | Xylose

B. subtilis 168 wt 4 1 2 2
B. subtilis 168-pX2-cipP 2 1 2 2 4 2 4 4
B. subtilis 168AcIpP 2 2 2 1

Wahrend der regulierbare Stamm B. subtilis-pX2-clpP in Abwesenheit von Xylose, und damit
in Abwesenheit von ClpP, genau wie B. subtilisAclpP, ADEP resistent ist, flihrt die Zugabe von
10 % Xylose (ClpP Induktion) bei diesem Stamm zu einem MHK-Wert von ADEP2 der dem des
B. subtilis 168 wt entspricht. Dies war nicht der Fall fir das verwendete
Vergleichsantibiotikum Apramycin. B. subtilis 168 wt blieb unabhangig von der Xylose
Konzentration gleichbleibend ADEP-empfindlich. Je weniger ClpP also in B. subtilis
vorhanden ist, desto ADEP-unempfindlicher werden die Zellen. In B. subtilis hat die
Herunteregulierung der c/pP Expression somit genau den gegenteiligen Effekt wie in M. bovis
BCG. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass in Mykobakterien die Wirkung von ADEPs
hauptsachlich auf einen inhibierenden Effekt auf die natirlichen Funktionen von ClpP1P2
zuriickzufiihren ist, wohingegen in B. subtilis die unkontrollierte Uberaktivierung von ClpP
den hauptsachlichen antibiotischen Effekt hervorruft.

4.3. Wirkung von ADEPs am isolierten ClpP1P2 Komplex aus M. tuberculosis

4.3.1. Einfluss auf die Peptidase-Aktivitat

Wahrend ClpP aus verschiedenen anderen Organismen ein relativ gut beschriebenes Protein
ist, war Uber das mykobakterielle ClpP1 und ClpP2 lange Zeit nicht viel bekannt. Nachdem im
Jahr 2007 die Kristallstruktur von ClpP1 gelost wurde (Ingvarsson et al., 2007), schlugen
einige Versuche dieses Enzym zu aktivieren fehl, bis schlielich beschrieben wurde, dass
sowohl MTB ClpP1 als auch MTB ClpP2 inaktiv sind (Benaroudj et al.,, 2011). Unsere
Kooperationspartner fanden aber heraus, dass verschiedene Aktivatorpeptide, wie das
Dipeptid Z-LL zur Ausbildung eines enzymatisch aktiven Komplexes fiihren, wobei sich dabei
ein gemischter Komplex mit einem Ring ClpP1 und einem Ring ClpP2 ausbildet (Akopian et
al., 2012). Um den Effekt von ADEPs am isolierten Target zu charakterisieren, war die erste
Fragestellung, ob ADEPs den aktivierenden Effekt von Z-LL ersetzen kénnen. Dazu wurden
zunachst MTB ClpP1, MTB ClpP2 und im 1:1 Verhaltnis gemischtes MTB ClpP1 mit MTB ClpP2
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in einen Peptidverdauassay mit Z-GGL-AMC als Substrat in Gegenwart von 129 uM ADEPS8
und ohne ADEP eingesetzt (Abb.39).
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Abbildung 39: Verdau von Z-GGL-AMC mit MTB CLpP1, ClpP2 oder ClpP1P2 ohne vorherige Aktivierung mit Z-LL.
Gezeigt ist ein reprdsentativer Versuch.

Bei enzymatischer Hydrolyse des Peptids wird der AMC Fluorophor frei und lasst sich durch
einen Anstieg der Fluoreszenz detektieren. In diesem Versuch konnte aber in keinem der
Ansatze Aktivitat gemessen werden. Das bedeutet, dass Z-LL nicht durch ADEP ersetzt
werden kann um eine der MTB ClpP Varianten oder das Gemisch aus ClpP1 und ClpP2 zu
aktivieren. Flr weitere Peptid Abbauversuche wurde also der ClpP1P2 Komplex zunachst
durch Vorinkubation mit Z-LL aktiviert, wie es kiirzlich beschrieben wurde (Akopian et al.,
2012) und ADEP wurde zusatzlich hinzugegeben. Zunachst wurde mit dem aktiviertem MTB
ClpP1P2/Z-LL-Komplex in Anwesenheit von 50 pg/ml verschiedener ADEP Derivate erneut
ein Z-GGL-AMC Abbauassay durchgefiihrt (Abb. 40).
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Abbildung 40: zeitlicher Verlauf des Abbaus von Z-GGL-AMC mit MTB ClpP1P2/Z-LL in Anwesenheit und
Abwesenheit verschiedener ADEP Derivate (A). Aus den ersten, linearen 5 min von (A) berechnete Peptidase
Aktivitatsraten (B). In (B) sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologisch unabhéngigen
Versuchen gezeigt.

In Anwesenheit von ADEP 4, 7 und 8 liel8 sich hierbei nur eine bis zu 20 %ige Steigerung der
Peptidase Aktivitdtsrate erkennen, welche sich aus der Reaktionsgeschwindigkeit wahrend
des initialen, linearen Bereich des Assays ergibt. ADEP2 und 3 zeigten dagegen keinen Effekt.
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Dieser geringe Effekt von ADEPs auf die Peptidaseaktivitat entspricht den Erwartungen, da
ADEP im Falle von MTB ClpP nicht zur Oligomerisierung bendétigt wird und weil die Zugabe
von Z-LL allein bereits zur Ausbildung eines enzymatisch aktiven Komplexes ausreicht
(Akopian et al., 2012). AuRerdem ist der Durchmesser der Eintrittspore bei allen bisher
beschriebenen ClpP Oligomeren bereits im geschlossenen Zustand grol8 genug, damit kleine
Substrate, wie das hier verwendete Tipeptid bis zum aktiven Zentrum gelangen. Der
Porendurchmesser fiir den MTB ClpP1P2 Komplex ist nicht bekannt, scheint aber zumindest
grofd genug zu sein, damit kleine Tripeptide bis zum aktiven Zentrum gelangen kdnnen.

Um der Frage nachzugehen, ob ADEPs auch bei mykobakteriellem ClpP1P2 die Pore, analog
zu der beschriebenen Porendffnung bei B. subtilis und E. coli ClpP (Lee et al., 2010;Li et al.,
2010) erweitern, wurde ein weiterer Abbauversuch mit langeren Peptiden durchgefiihrt
(Abb. 41). Hierzu wurde die ,FRET Substrate 25Xaa library” verwendet, in der 475
verschiedene Peptide enthalten sind, die aus je 11 Aminosauren bestehen.
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Abbildung 41: Zeitlicher Verlauf des Abbaus der ,,FRET 25Xaa substrate library“ mit MTB ClpP1P2/Z-LL in
Anwesenheit und Abwesenheit verschiedener ADEP Derivate (A). Aus den ersten, linearen 5 min von (A)
berechnete Peptidase Aktivitatsraten (B). In (B) sind Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei
biologisch unabhangigen Versuchen gezeigt.

In diesem Versuch fiihrten alle getesteten ADEP Derivate maximal zu 30 % Uberaktivierung
der Peptidaseaktivitat. Da auch bei den langeren Peptidsubstraten auch in Abwesenheit von
ADEPs schon Peptidaseaktivitat zu beonbachten war und nur ein geringer Effekt durch
Zugabe von ADEPs zu beobachten war, scheint die Eintrittspore zum katalytischen Zentrum
von MTB ClpP1P2/Z-LL auch ohne ADEP schon weit genug gedffnet zu sein, damit solche 11
Aminosaure langen Peptide eintreten kénnen. Im Gegensatz hierzu wurde fir E. coli ClpP (EC
ClpP) gezeigt, dass das 10 Aminosauren lange Peptid F-V in Abwesenheit von ADEPs oder
Clp-ATPase nicht hydrolysiert werden konnte, wohingegen Zugabe von ADEP1 EC ClpP fir
den Abbau dieser langeren Peptide 50fach aktivierte (Li et al., 2010). Der Vergleich dieser
Daten, deutet an, dass die Eintrittspore von MTB CLpP1P2/Z-LL groRer zu sein scheint, als die
Eintrittspore zu EC ClpP und ADEPs deshalb einen geringeren Effekt auf MTB ClpP1P2/Z-LL
haben kénnten. Im nachsten Schritt wurde nach gréReren Peptidsubstraten gesucht. Hierzu
wurden die ,three generation peptides” als Substrat verwendet, die urspriinglich
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synthetisiert worden waren, um die Eingangspore zum Proteasom zu blockieren und
gleichzeitig als Substrat flur die HIV1 Protease dienten (Buckley et al., 2011). Die Struktur
dieser drei Peptide ist in Abb. 13 dargestellt. Wahrend die erste Generation nur drei Lysin-
Reste am C-Terminus aufweist, hat die die zweite Generation 7 Lysin-Reste und die dritte
Generation des Peptids 15 Lysin-Reste. An der zweiten und dritten Generation des Peptides
sind somit immer mehr verzweigte Lysin Reste angekoppelt, wodurch das Molekil immer
breiter und positiver geladen wird. Am N-Terminus der Peptide befindet sich das Fluorophor
AMC, wodurch der Abbauassay mit MTB ClpP1P2/Z-LL analog zu den anderen
Peptidaseassays durchgefiihrt werden konnte (Abb. 42).
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Abbildung 42: Struktureller Aufbau der ,three generation peptides” (A). reprasentativer Verlauf des Abbaus der
ersten Generation des Peptids mit MTB ClpP1P2/Z-LL in Abwesenheit und Anwesenheit verschiedener ADEP
Derivate (B). Aktivitatsraten von MTB ClpP1P2/Z-LL beim Abbau der drei verschiedenen Generationen der ,three
generation peptides” in Abwesenheit und Anwesenheit verschiedener ADEP-Derivate(C). Die Aktivitatsrate des
Verdaus der ersten Generation mit MTB ClpP1P2 ohne ADEP wurde hierbei auf 100 % gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei biologisch unabhdngigen Versuchen, die jeweils in Duplikaten
durchgefiihrt wurden.

Der Abbau der ersten Generation dieser Peptide zeigt mit ADEP2 und 3 eine ca 30 - 50 %ige
Steigerung der Aktivitat von MTB ClpP1P2/Z-LL, wahrend ADEP 4, 7 oder 8 sogar zu einer ca.
2 - 3 fach hoheren MTB ClpP1P2 Altivitatsrate fliihrten. Anwesenheit von ADEPs und damit
Offnen der Eintrittspore zu den katalytischen Zentren scheint daher fiir den Verdau der
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ersten Generation der ,3-generation-peptides” eine guinstige Wirkung zu haben. Der Abbau
der zweiten und dritten Generation dieser Peptide kann jedoch nur noch sehr schwach
durch ADEPs aktiviert werden und auch die Aktivitdtsraten von MTB ClpP1P2/Z-LL in
Abwesenheit von ADEP sind geringer flr diese hoher verzweigten Substrate. Dies kann zum
einen daran liegen, dass die Peptide der zweiten und dritten Generation auch fiir den
ClpP1P2 Komplex, dessen Pore schon durch ADEP ged&ffnet wurde zu breit sind, zum anderen
konnte aber auch eine zu hohe positive Ladung des Substrates die Proteaseaktivitat storen.
Anhand der ausladenden Peptidsubstrate der 1. und 2. Generation lasst sich also zeigen,
dass ADEPs auch im mykobakteriellen ClpP eine Porendffnung bewirken. Ein genauer
Rickschluss auf die GroRe der Eintrittspore von MTB ClpP1P2 lasst sich somit auf Grundlage
der vorliegenden Daten allerdings nicht treffen, da die “three-generation peptides” in so
vielen verschiedenen Konformationen vorliegen kénnen, dass man keine Aussage Uber die
genauen Ausmalie dieser Substrate treffen kann.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass ADEPs wie erwartet einen geringen
aktivierenden Effekt auf die MTB ClpP1P2/Z-LL Peptidaseaktivitat beim Abbau kleinerer
Peptide haben, sich bei komplexen Peptidsubstraten die Porendffnung durch ADEPs aber
aktivierend auswirkt. Dieser Effekt tritt jedoch nur bis zu einer gewissen SubstratgroRe auf.
Ist aber das Substrat sterisch zu anspruchsvoll, so wird die Pore verstopft und ADEP kann die
enzymatische Aktivitdt nicht steigern. Die beste Wirkung an MTB ClpP1P2/Z-LL haben die
Derivate ADEP4, 7 und 8.

4.3.2. Einfluss auf den Verdau von Casein

Ein haufig verwendetes Modellsubstrat zur Bestimmung von Proteaseaktivitdten ist das
Milchprotein B-Casein, welches eine fast ungefaltete Struktur hat. Fur ClpP des
Grampositiven Modellorganismus, B. subtilis wurde bereits gezeigt, dass B-Casein in
Anwesenheit von ADEPs verdaut werden kann (Brotz-Oesterhelt et al., 2005), da ADEPs die
Eintrittspore zum katalytischen Zentrum der Protease weit genug 6ffnen kénnen (Lee et al.,
2010). In dieser Arbeit wurde dies fir MTB ClpP1P2/Z-LL zun&chst anhand von unmarkiertem
B-Casein bestatigt (Abb. 43).

0° 30° 60° 90° 120° 0 60° 90‘ 120 0 30° 60 90
- ADEP il G Gl G euaisr  ADEP3 W Gud G G ADEP7 w6 ~+ - !

0 60° 90" 120/ 0° 30" 60 0°_30° 60
ADEP2 Wil S eur wic ADEP4 s ADEPS Wl -

Abbildung 43: SDS-PAGE des Verdaus von unmarkiertem B-Casein mit MTB ClpP1P2/Z-LL in Abwesenheit und
Anwesenheit verschiedener ADEP Derivate. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch von drei biologisch
unabhangigen Replikaten.

Wahrend MTB ClpP1P2/Z-LL in Abwesenheit von ADEPs innerhalb von 2 h Inkubationszeit
das B-Casein nicht abbauen konnte, wurde es in Anwesenheit von ADEP4, 7 und 8 innerhalb
von 30 min fast vollstandig hydrolysiert. Auch die Anwesenheit von ADEP2 fiihrte zum Abbau
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von B-Casein, der allerdings langsamer verlief. ADEP3 scheint MTB ClpP1P2/Z-LL nicht in
sichtbarem MaRe zum Abbau von unmarkiertem Casein aktivieren zu kénnen.

Um den Caseinabbau durch MTB ClpP1P2 kinetisch zu charakterisieren, wurden Versuche
mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiertem Casein durchgefiihrt.

Zunachst wurde kontrolliert, ob ADEPs die Proteaseaktivitat, anders als die
Peptidaseaktivitdit von MTB ClpP, auch ohne die vorherige Inkubation mit Z-LL, aktivieren
kénnen. Es wurden FITC-Casein Abbauversuche mit MTB ClpP1, MTB ClpP2 und zuvor 1:1
gemischtem MTB ClpP1P2 in Abwesenheit und Anwesenheit von ADEP8 angesetzt, wobei in
keinem der Ansdtze eine Proteaseaktivitdt detektiert werden konnte. Auch fiir weitere
Untersuchungen der Proteaseaktivitat von MTB ClpP1P2 wurde daher das Enzym zunachst in
Anwesenheit von Z-LL aktiviert und erst dann in die FITC-Casein Abbauassays eingesetzt
(Abb. 44).
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Abbildung 44: Zeitlicher Verlauf des Abbaus von FITC-Casein mit MTB ClpP1P2/Z-LL in Anwesenheit und
Abwesenheit verschiedener ADEP Derivate (A). Aus den ersten, linearen 5 min von (A) berechnete Peptidase
Aktivitatsraten (B). In (B) sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologisch unabhangigen
Versuchen gezeigt.

Wie auch schon bei den Peptidaseassays zu erkennen war, hatten ADEP4, 7 und 8 auch im
Proteaseassay die starkste aktivierende Wirkung auf MTB ClpP1P2/Z-LL, wobei sie zu einer 4-
5 fachen Steigerung der Proteaseaktivitdit und somit sogar zu einer etwas hdoheren
Aktivitatsrate fihren als es bei Anwesenheit der Clp-ATPase ClpC1 der Fall ist. ADEP2 und 3
fihren dagegen erneut nur zu einer geringeren Uberaktivierung.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Wirkung von ADEPs an MTB ClpP1P2/Z-LL
konzentrationsabhangig ist. Hierzu wurden Protease Aktivitdtsassays durchgefiihrt, bei
denen die ADEP Konzentration variiert wurde. Die berechneten Aktivitatsraten wurden
gegen die ADEP Konzentration aufgetragen. Exemplarisch ist hier das Diagramm fiir das am
starksten aktivierende Derivat, ADEP8 gezeigt (Abb. 45).
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Abbildung 45: Der aktivierende Effekt von ADEP8 auf den FITC-Casein Abbau von ClpP1P2/Z-LL ist
konzentrationsabhdngig. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung von zwei biologisch unabhangigen
Versuchen. Die basale Aktivitdtsrate ohne ADEP wurde auf 100% gesetzt.

Fir ADEP 8 war eine klare Konzentrationsabhangigkeit zu erkennen. Fir die halbmaximale
Aktivierung des Komplexes benétigt man aber etwa 25 uM ADEP8. Da 3 uM ClpP1P2
eingesetzt wurden, entspricht dies einem Verhaltnis von 8 Molekiilen ADEP8 auf 1 Monomer
von ClpP1 oder ClpP2. Anders ausgedrickt waren 112 ADEP8 Molekiile pro Tetradekamer
des MTB ClpP1P2-Komplexes noétig, um die halbmaximal mogliche Aktivierung zu erzielen.
Das ist deutlich mehr als in vorangegangenen Arbeiten beno6tigt wurde, um gleiche Effekte
an B. subtilis oder E. coli ClpP zu erzielen. Dies kénnte auf eine ungewdhnlich niedrige
Affinitdt von ADEPs zum MTB ClpP1P2 Komplex hindeuten. Auffallig ist auch die leicht
sigmoidale Form der Kurve, was dafir spricht, dass die Bindung von ADEP an den ClpP1P2/Z-
LL-Komplex zumindest eine geringe positive Kooperativitat aufweist, bei der die Bindung
weiterer ADEP Molekiile begtinstigt wird, wenn zuvor schon welche gebunden haben.

Es lasst sich also zusammenfassen, dass ADEPs die Proteaseaktivitat von MTB ClpP1P2/Z-LL
aktivieren. Besonders die Derivate ADEP4, 7 und 8 scheinen hierfiir gut geeignet zu sein.
Grundsatzlich ist eine Aktivitdt sowohl mit als auch ohne ADEP aber nur in Gegenwart des
Aktivatorpeptids Z-LL moglich, was bedeutet, dass die Aktivierung des Enzyms durch ADEP
einen anderen Mechanismus hat als Aktivierung durch Z-LL und dass Z-LL daher nicht durch
ADEP ersetzt werden kann.

Weiterhin ist aber auch zu bedenken, dass der MTB ClpP1P2/Z-LL-Komplex zwar von ADEPs
zum Caseinverdau aktiviert wird, dass dies allerdings in weitaus geringeren Malen zutrifft,
als es unter diesen Konditionen fiir ClpP von B. subtilis der Fall ist (Abb. 46).
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Abbildung 46: Aktivierung von ClpP aus B. subtilis durch ADEPs zum Caseinverdau. Gezeigt ist ein reprdsentativer
Durchlauf des Versuches.

In Gegenwart von sattigenden Konzentrationen von ADEP2, 4 und 8 wird ClpP von B. subtilis
(BS ClpP) bis zu 1800-fach aktiviert. Ein entscheidender Unterschied ist definitv, dass ClpP
von B. subtilis ohne die Anwesenheit von ADEPs komplett inaktiv im Caseinverdau ist,
wohingegen MTB ClpP1P2/Z-LL bereits mit geringen Raten Casein verdauen kann.
Unbekannt ist hierbei aber, ob dies das natiirliche Verhalten von MTB ClpP1P2 ist, was zum
Beispiel an einer weiter gedffneten Eintrittspore zum katalytischen Zentrum oder einem
stabilerem aktiven Tetradekamer liegen kdonnte, oder ob es nur an der Anwesenheit des
Aktivatorpeptids Z-LL liegt. Im Zusammenhang mit Z-LL ist zudem zu bedenken, dass es als
Inhibitor von anderen Proteasen wie Calpain und dem Proteasom bekannt ist (Tsubuki et al.,
1996). Daher ware auch denkbar, dass Z-LL zwar bendétigt wird um das Enzym Uberhaupt zu
aktivieren, es aber eventuell auch zusatzliche inhibierende Effekte haben kdnnte. Um dieser
Frage nachzugehen wurde ein FITC-Casein-, sowie ein suc-LY-AMC Abbauassay mit ClpP von
B. subtilis in Anwesenheit von ADEP8 und Z-LL durchgefiihrt (Abb. 47).

-93 -



Ergebnisse

(A)

1000000 7
800000 -
600000

o)

2

o
400000
200000

—— LADEPS; + Z-LL

0% —®= -ADEP;+ Z-LL

0 10 20 30 40 50 60

Zeit [min]

(B)

100000 1
80000 ]

60000 9
=¥ +ADEPS8; + Z-LL

]
w
<

40000

200007

B =~ _ADEP;+Z-LL
T T T 1

30 40 50 60

|

0

o
=
o
N
o

Zeit [min]

Abbildung 47: Verdau von suc-LY-AMC (A) und FITC-Casein (B) mit BS ClpP in Abwesenheit und Anwesenheit
von ADEPS8 und/oder Z-LL. Gezeigt ist je ein reprasentativer Durchlauf des Versuches.

In diesen Ansdtzen wurde deutlich, dass Z-LL sowohl die Peptidaseaktivitdt von BS ClpP in
Abwesenheit und Anwesenheit von ADEP, als auch die Proteaseaktivitdit von BS ClpP in
Anwesenheit von ADEP8 hemmt. Es wadre somit denkbar, dass auch der MTB ClpP1P2
Komplex von Z-LL gehemmt wird, obwohl Z-LL scheinbar zunachst zur Aktivierung bendtigt
wird und auch Heraustitrieren von Z-LL zur direkten Inaktivierung des Enzyms fihrte
(Akopian et al., 2012). Fir einen zusatzlichen hemmenden Einfluss von Z-LL auf MtbClpP1P2
konnte auch sprechen, dass sich die Proteaseaktivitat des Komplexes selbst in Gegenwart
der zugehorigen Clp-ATPase, ClpC1, nur auf das 3-Fache anheben lies (vgl Abb. 44). Durch
Anwesenheit von ADEP 8 wurde dieser Effekt sogar noch lberschritten.

4.3.3. Einfluss von ADEPs auf den Verdau anderer Proteine

Neben dem Verdau des Modelsubstrates Casein wurde weiterhin versucht, auch andere
Proteine mit MTB CLpP1P2/Z-LL unter Einfluss von ADEPs abzubauen. Ein nativ ungefaltetes
Protein, das zuvor noch nie als Modellsubstrat fir ClpP genutzt wurde, ist das eukaryotische
mikrotubuli-assoziierte Tau Protein. Tau liegt im zentralen Nervensystem verschiedender
Saugetiere vor und wird vom Proteasom abgebaut, ohne dass zuvor eine Ubiquitinilierung
notig ist (David et al., 2002). Von den verschiedenen Isoformen des Tau-Proteins wurde in
dieser Arbeit die humane Isoform 2 verwendet, welche die langste humane Isoform ist. Ein
Abbauassay wurde sowohl mit BS ClpP als auch mit MTB ClpP1P2/Z-LL durchgefihrt (Abb.
48).
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Abbildung 48: SDS-PAGE des Verdaus der Isoform 2 des humanen Tau Proteins mit BS ClpP und MTB ClpP1P2/Z-LL
in Abwesenheit und Anwesenheit verschiedener ADEP Derivate. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch von drei
biologisch unabhangigen Replikaten. (A2 = ADEP2, A3 = ADEP3, A4 = ADEP4, A7 = ADEP7, A8 = ADEP8)

Sowohl BS ClpP, als auch MTB ClpP1P2/Z-LL konnten in Anwesenheit von ADEPs die Isoform 2 des
humanen Tau Proteins verdauen. Wahrend bei BS ClpP ADEP2, 4, 7 und 8 zu einer
Aktivierung des Abbaus von Tau fiihrte, war dies bei MTB ClpP1P2/Z-LL mit ADEP2 nicht im
sichtbaren Rahmen moglich, aber ADEP4, 7 und 8 aktivierten auch das mykobakterielle
Enzym zum Abbau von Tau. ADEP3 fiihrte bei den ClpP Enzymen beider Organsimen nicht zu
einem sichtbaren Effekt. Auffallig ist auBerdem, dass MTB ClpP1P2/Z-LL wieder eine basale
Proteaseaktivitdt in Abwesenheit von ADEPs zeigt, was bei BS ClpP nicht beobachtet werden
kann. Um dem Phdanomen der basalen Proteaseaktivitit von MTB ClpP1P2/Z-LL
nachzugehen, wurde auBerdem ein Assay angesetzt, in dem der Verdau einer verkirzten
Variante des Tau Proteins (K18) (von Bergen et al., 2001), in Abwesenheit von ADEPs und in
Anwesenheit von ADEP4 untersucht wurde (Abb. 49).
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Abbildung 49: Modell der K18 Mutante (124 Aminosauren lang) des humanen Tau Proteins (441 Aminosauren
lang) (von Bergen et al., 2001) (A). SDS-PAGE des Verdaus von K18 mit MTB ClpP1P2/Z-LL in Abwesenheit und
Anwesenheit von ADEP4 (B). In Abwesenheit von ClpP bleibt K18 wahrend der Inkubationszeit stabil (C).
Gezeigt ist je ein reprasentativer Durchlauf des Versuches.

Bereits ohne den Einsatz von ADEPs konnte MTB ClpP1P2/Z-LL diese verkiirzte Mutante des
Tau Proteins innerhalb von 1 h vollstandig degradieren. Ein ungefaltetes Protein mit der
Lange von 124 Aminosauren scheint also durch die Eingangspore zum katalytischen Zentrum
von MTB ClpP1P2/Z-LL gelangen zu kénnen, ohne dass ADEPs die Pore dazu weiter 6ffnen
muassen.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit der Abbau des Zellteilungsproteins FtsZ getestet,
welches das bisher am ausfihrlichsten untersuchte natiirliche Substrat des ADEP-ClpP
Komplexes in B. subtilis und S. aureus ist (Sass et al., 2011). Es handelt sich hierbei um ein
gut strukturiertes und kompakt gefaltetes Protein. Zunachst wurden MTB FtsZ und BS FtsZ
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mit Hilfe eines His-tags Uber Ni-NTA Sdulen aufgereingt und anschlieend in einen
Abbauassay mit MTB ClpP1P2/Z-LL eingesetzt. (Abb. 50).

MTB ClpP1P2/Z-LL BS ClpP MTB ClpP1P2/Z-LL

0 60 0| 60 ‘1 60'

Al -A A2 A4 -A|-A A2 A4 Al -A A2 A4
e W W \TB FtsZ e |t MTB FtsZ - enw e BS FtsZ

Abbildung 50: SDS-PAGE des Verdaus von FtsZ aus M. tuberculosis und B. subtilis mit MTB ClpP1P2/Z-LL oder
BS ClpP. A2 = ADEP2; A4 = ADEP4. Gezeigt ist je ein reprasentativer Durchlauf des Versuches.

Es zeigte sich das FtsZ von MTB ClpP1P2/Z-LL in Abwesenheit von ADEPs innerhalb von 1 h
schon in geringem Male abgebaut wurde (Abb.22), was ungewodhnlich ist, da dies weder mit
BS ClpP noch mit ClpP aus S. aureus (SA ClpP) moglich war (Sass et al., 2011). Wie schon
beim Caseinverdau, deutet dieses Ergebnis erneut darauf hin, dass die Eintrittspore zum
katalytischen Zentrum von MTB ClpP1P2/Z-LL schon weiter gedffnet ist, als dies bei ClpP von
anderen bisher untersuchten Spezies der Fall war. Allerdings lasst sich aufgrund der
bisherigen Datenlage nicht beurteilen, ob dies an dem mykobakteriellen Enzym selbst oder
an der Anwesenheit von Z-LL im in vitro System liegt. Weiterhin zeigte in den untersuchten
Assays die Anwesenheit von verschiedenen ADEP-Derivaten keinen Effekt auf den Verdau
von FtsZ durch MTB ClpP1P2/Z-LL, wohingegen BS ClpP auch das MTB FtsZ in Anwesenheit
von ADEPs komplett verdauen konnte. Auch BS FtsZ konnte von MTB ClpP1P2/Z-LL in
Anwesenheit von ADEPs nicht wesentlich abgebaut werden. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass FtsZ zumindest in vitro kein Target fir den Komplex aus MTB ClpP1P2/Z-LL mit
ADEPs ist und dass dies an Besonderheiten des mykobakteriellen ClpP1P2 Komplexes liegt
und nicht an Besonderheiten des mykobakteriellen FtsZ, da dieses von BS ClpP genauso
effektiv verdaut werden kann wie BS FtsZ.

Des Weiteren wurde untersucht, ob FtsZ auch in mykobakteriellen Zellen kein Target fir
ADEP aktiviertes MTB ClpP1P2 ist. Zunachst wurden in diesem Zusammenhang M. bovis BCG
Kulturen mit verschiedenen ADEP Konzentrationen inkubiert und nach 10 Tagen
mikroskopiert (Abb. 51), um zu untersuchen ob die Zellen filamentieren wie es fir das
ebenfalls stdbchenformige Modellbakterium B. subtilis beobachtet worden war (Brotz-
Oesterhelt et al., 2005). Der Grund fiir diese Filamentierung von B. subtilis ist die gehemmte
Zellteilung durch Verdau von FtsZ mit ADEP aktiviertem ClpP (Sass et al., 2011).
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w/o ADEP Tag 10 : 4 pg/ml ADEP2 Tag10:

8 ug/ml ADEP2 Tagll: 16 pg/ml ADEP2 Tagl2:

Abbildung 51: Mikroskopische Bilder von M. bovis BCG nach Inkubation mit verschiedenen ADEP2
Konzentrationen.

Im Falle von M. bovis BCG konnte bei keiner verwendeten ADEP2 Konzentration eine
Filamentierung der Bakterien beobachtet werden. Der Versuch wurde mit 16 pug/ml ADEP2
wiederholt und dabei jeden Tag Proben mikroskopiert, aber erneut waren zu keinem
Zeitpunkt filamentierte Bakterien zu beobachten. Zusatzlich wurden Proteinlysate von den
M. bovis BCG Kulturen, die mit verschiedenen ADEP2 Konzentrationen angezogen wurden,

hergestellt und Western-Blots durchgefiihrt die mit Antiserum gegen MTB FtsZ behandelt
wurden (Abb. 52).

0 2 4 16 0 2 4 8 16 ADEP2 Konzentration [ug/ml]

R LT

Abbildung 52: SDS-PAGE und Western Blot zum Detektieren von FtsZ in den Lysaten von M. bovis BCG in
Abwesenheit und Anwesenheit verschiedener ADEP Derivate. Gezeigt ist ein reprasentativer Durchlauf von drei
biologisch unabhangigen Versuchen.
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Auch hier lieR sich bei gleicher Lysat Konzentration, keine deutliche Abweichung der Menge
an FtsZ in Abwesenheit oder Anwesenheit von verschiedenen ADEP2 Konzentrationen
detektieren, woraus sich schlussfolgern lasst, dass FtsZ auch in der mykobakteriellen Zelle in
Anwesenheit von ADEPs nicht abgebaut wird.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass ADEPs MTB ClpP1P2/Z-LL zum
Proteinverdau aktivieren kdnnen, dies aber nur in Anwesenheit von Z-LL mdglich ist. Das fiir
andere Bakterien beschriebene Substrat des ADEP-CIpP Komplexes, FtsZ, wird weder in in
vitro Abbauassays mit isoliertem MTB ClpP1P2/Z-LL-Komplex, noch in der mykobakteriellen
Zelle in Anwesenheit von ADEPs abgebaut. Der MTB ClpP1P2-ADEP Komplex scheint also ein
anderes Substratspektrum zu besitzen, als die ADEP-ClpP Komplexe der bisher untersuchten
Bakterien.

4.4, Wirkung von ADEPs gegen ClpP aus S. aureus

4.4.1. Expression und Aufreinigung von ClpP aus S. aureus

Um die Wirkung von ADEPs an ClpP aus S. aureus (SA ClpP) zu beurteilen, wurden in dieser
Arbeit umfangreiche in vitro Studien am isolierten Enzym durchgefihrt.

Nach der Expression von SA ClpP in E. Coli SG1146a, erfolgte die Aufreinigung zunachst
mittels Affinitdtschromatographie tiber den Strepll-tag. Danach wurden die Fraktionen auf
eine SDS-PAGE aufgetragen (Abb. 53).

Ld W El E2E3E4 ES5E6 E7E8E9E10 E11 E12

rEnEm -

25 kDa —»

20kDa —> = 'r"'"

Abbildung 53: Fraktionen der Strepll-tag Aufreinigung von SA ClpP auf einer SDS-PAGE. Ld = Lysat Durchlauf; W
= Waschfraktion; L= PAGEruler unstained protein ladder ; E1 — E122 =Elutionsfraktionen.

Fir die weitere Aufreinigung wurden die Elutionsfraktionen E2 - E9 vereinigt und zusatzlich
eine Groflenausschlusschromatographie durchgefiihrt. Zum Vergleich wurde zuvor unter
gleichen Bedingungen eine GrofRenausschlusschromatographie mit Standardproteinen mit
bekannten GréRen durchgefiihrt und die beiden Chromatogramme miteinander verglichen
(Abb. 54).
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Abbildung 54: Chromatogramme der GréRenausschlusschromatographie von Standardproteinen (lila) und von
wt SA ClpP (rot).

Es war nur ein Peak in der GroRRenausschlusschromatographie zu erkennen, welcher nach
Vergleich mit den GroRenstandards einem Tetradekamer von SA ClpP mit Strepll-tag (316
kDa) entspricht. Dieser Peak wurde gesammelt und aufkonzentriert. AnschlieBend wurden 5
% Glycerin zu der Probe hinzugefligt und die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-
Assay bestimmt. Die Probe wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert.

4.4.2. Einfluss von ADEPs auf die Peptidase- und Protease-Aktivitat von ClpP aus S. aureus

Bevor in der weiteren Fragestellung dieser Arbeit der Einfluss verschiedener
Aminosaurepositionen der ADEP Bindetasche in ClpP von S. aureus (SA ClpP) untersucht
wurde, musste zunachst das wt SA ClpP genauer charakterisiert werden. Hierzu wurde
zunachst die Peptidaseaktivitdit in Abwesenheit und Anwesenheit verschiedener ADEP
Derivate in verschiedenen Konzentrationen getestet. Dabei wurde das gangige Modellpeptid
suc-LY-AMC als Substrat verwendet (Abb.55).
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Abbildung 55: Peptidaseaktivitdt von nativem SA ClpP wt und SA ClpP-strepll wt in Anwesenheit von 25 uM
verschiedener ADEP-Derivate (A) und Konzentrationsreihen des selben Peptidase-Assays zum Vergleich der
Aktivierbarkeit von SA ClpP-strep wt mit ADEP4 und ADEP7, sowie der Aktivierbarkeit von nativem SA ClpP wt
und SA ClpP-strepll wt mit ADEP4 (C) und ADEP7 (D). Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten eines representativen von drei biologisch unabhangigen Durchlaufen.

Insgesamt fiel auf, dass alle ADEP-Derivate wie erwartet nur einen geringen Effekt auf die
Peptidase Aktivitait von SA ClpP haben. Unter Bedingungen, bei denen ClpP mit ADEP
gesattigt war, wurde beim suc-LY-AMC Verdau mit ADEP2, 4, 7 und 8 eine Uberaktivierung
des Enzyms um 20 — 25 % erzielt. Es wurden die ADEP Derivate 4 und 7 fir die Messung von
Kinetiken bei verschiedenen ADEP Konzentrationen ausgesucht. ADEP4 zeigte in der
Vergangenheit bereits eine gute Wirksamkeit gegen S. aureus Zellen (Brotz-Oesterhelt et al.,
2005;Conlon et al., 2013). ADEP7 zeigte gegen S. aureus Zellen eine deutlich schlechtere
Wirksamkeit als andere ADEP Derivate (vgl. Tab 14). Bei Messungen der Enzymkinetiken war
aber kein signifikanter Unterschied zwischen der Verwendung von ADEP4 oder ADEP7 zu
beobachten. Um zu Uberpriifen, ob der strepll-tag die Untersuchungen stéren konnte,
wurden die Assays parallel mit C-terminal strepll-getagtem ClpP und nativem ClpP
durchgefihrt. Die fir das native ClpP ermittelten Kurven entsprachen im Wesentlichen
denen von SA ClpP-strep , was beweist, dass der strepll-tag bei dieser Art der Assays die
Enzymreaktionen nicht stort. Um sicher zu stellen, dass auch die gleiche SA ClpP
Konzentration in allen Assays verwendet wurde und das Ergebnis nicht durch
unterschiedliche Enzymkonzentrationen verfalscht wurde, wurde dies nochmals mittels SDS-
PAGE bestatigt. Eine liberraschende Beobachtung wahrend der Messungen war, dass ADEP-
Konzentrationen unterhalb von 3 uM einen inhibierenden Effekt auf die Peptidase Aktivitat
von SA ClpP hatten. Dieser inhibierende Effekt ist zuvor noch nie in der Literatur beschrieben
worden. Da SA ClpP bereits als Tetradekamer vorliegt und nicht zuerst aus einzelnen
Monomeren mit Hilfe von ADEP zusammengebaut werden muss, ist eine mogliche Erklarung,
dass vereinzelt gebundene ADEP Molekiile eher den Zusammenhalt oder die Konformation
des Tetradekamer stéren kdonnten, wobei dies negative Auswirkung auf die katalytische
Aktivitat hat. Das ClpP des Modellorganismus B. subtilis (BS ClpP), lasst sich als Monomer
isolieren, aber in Anwesenheit von Glycerin zu einer tetradekameren Konformation drangen
(Lee et al., 2010). Um der Frage nach dem inhibierenden Effekt nach zu gehen, wurde BS
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ClpP sowohl als Dimer, als auch als Tetradekamer isoliert und suc-LY-AMC Abbauassays mit
den aufgereinigten Fraktionen durchgefiihrt (Abb. 56).
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Abbildung 56: GroRBenausschlusschromatographie von BS ClIpP in Anwesenheit von 20% Glycerin fiihrt zu
Bildung eines hohermolekularen Aggregates, sowie zu Tetradekamer- und Dimer Fraktionen (A). Im suc-LY-AMC
Abbauassay wird die Peptidaseaktivitdt vom BS ClpP Tetradekamer bei niedrigen ADEP Konzentrationen
inhibiert. Der inhibierende Effekt lasst sich durch Anwesenheit von 10 % Glycerin wieder aufheben (B). Die
Peptidaseaktivitdat vom BS ClpP Dimer wird bereits bei geringeren ADEP Konzentrationen aktiviert.
Konzentrationen die zu niedrig fur die Aktivierung sind, haben keinen Effekt auf die Peptidaseaktivitat (C).
Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten eines representativen von
zwei biologisch unabhéngigen Durchldufen.

Es wird deutlich, dass der oben beobachtete inhibierende Effekt auch bei isoliertem
Tetradekamer von BS ClpP auftritt, wohingegen die Peptidase Aktivitat der Dimer Fraktion
von BS ClpP nicht von ADEP inhibiert, sondern immer aktiviert wird. ADEP Konzentrationen,
die zu niedrig sind um die Aktivitait zu stimulieren haben keinen Effekt auf die
Peptidaseaktivitdt. Dies bestdtigt die oben genannte Theorie, dass im Falle der Dimer
Fraktion schon geringe ADEP Konzentrationen hilfreich sind, um Monomere oder in diesem
Fall Dimere zum Tetradekamer zusammen zu bauen, wohingegen geringe ADEP-
Konzentration die Aktivitat eines bereits vorgeformten Tetradekamers stéren. Diese Storung
konnte darin begriindet sein, dass die Bindung von nur wenigen ADEP Molekiilen an den
ClpP Komplex zur Storung der Konformation des Tetradekamers fuhrt. Durch die
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Anwesenheit von 10 % Glycerin kann dieser Effekt wiederrum aufgehoben werden, da die
stabilisierdende Wirkung von Glycerin gegenliber der destabilisierenden Wirkung von
niedrigen ADEP Konzentrationen Gberwiegt.

Zur weiteren Charakterisierung von SA ClpP wt wurde auch die Proteaseaktivitat in
Anwesenheit von ADEPs genauer charakterisiert. Dass ADEPs gegen S. aureus wirken wurde
in der Vergangenheit bereits mehrfach gezeigt (Brotz-Oesterhelt et al., 2005;Sass et al.,
2011;Conlon et al., 2013). Allerdings wurden bisher noch keine in vitro Studien am isolierten
SA ClpP durchgefiihrt. Zunachst wurde also liberpriift, ob die verschiedenen ADEP Derivate
das Enzym zum Verdau von Casein aktiveren kdnnen. Dies wurde sowohl mit FITC
gelabeltem als auch mit ungelabeltem Casein als Substrat bestatigt (Abb. 57).
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Abbildung 57: Protease Aktivitatsraten von SA ClpP gegen FITC-Casein in Anwesenheit von 25 uM
verschiedener ADEP Derivate (A) und Kinetik von nativem SA ClpP sowie SA ClpP-strepll mit ADEP4 (B) sowie
von der ADEP4 und ADEP7 Aktivitat an SA ClpP-strepll (C) im Vergleich. SDS-PAGE des Verdaus von
ungelabeltem Casein mit SA ClpP in Anwesenheit von ADEP7 (D). Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten eines representativen von drei biologisch unabh&ngigen Durchldufen.

Wie zu erwarten war, fihrt die Anwesenheit aller verwendeten ADEP-Derivate zur
Aktivierung von SA ClpP und somit zum Verdau von Casein, sowohl in ungelabelter als auch
in FITC gelabelter Form. Auch in diesen Assays hatte der strepll-tag keinen Effekt auf die
Aktivitat und die Derivate ADEP4 und ADEP7 fiihrten zu gleich guter Aktivierung des Enzyms
bei gleichem Verlauf der Kinetiken, wobei ADEP7 eine geringfligig bessere Affinitat zu SA
ClpP zu haben scheint, als ADEP4. Genauere kinetische Daten von drei unabhangig

-102 -



Ergebnisse

durchgefiihrten FITC-Casein Abbauassays mit SA ClpP in Anwesenheit von ADEP4 und 7
wurden mit Hilfe eines Hill-fittings in GraphPad Prism erhoben (Tab. 16).

Tabelle 16: Kinetische Daten des Hill-fittings der Mittelwerte von drei biologisch unabhdngigen FITC-Casein
Abbauassays mit nativem SA ClpP und SA ClpP-strepll mit ADEP4 und ADEP7. (MW = Mittelwert; stabw =
Standardabweichung)

natives SA ClpP Khalf Vmax h
wt MW stabw MW stabw MW stabw
ADEP4 1,69 0,16 554,1 25,6 2,0 0,33
ADEP7 1,49 0,46 571 41,68 1,53 0,17
SA ClpP-strep Khalf Vmax h
wt MwW stabw MwW stabw MW stabw
ADEP4 1,58 0,68 500,5 36,65 1,69 0,36
ADEP7 1,32 0,69 566,6 62,58 1,42 0,56

Unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen lassen sich auch bei den kinetischen
Daten keine signifikanten Unterschiede zwischen den SA ClpP Varianten mit und ohne
Strepll-tag festsstellen und auch ADEP4 und ADEP7 verhalten sich gleich. Die ADEP
Konzentration, die zu halbmaximaler Aktivierung von SA ClpP (Khalf) zum Caseinverdau fiihrt
liegt in allen Fallen ca. bei ca. 1,5 pM. Das wirde bedeuten, dass fir die halbmaximale
Aktivierung des Enzyms pro Tetradekamer 21 ADEP Molekiile benétigt werden. Der Hill-
Koeffizient liegt bei allen gemessenen Varianten zwischen 1,5 und 2, was auf eine leichte
Kooperativitat der ADEP Bindung hindeutet. Die Bindung der ersten ADEP Molekiile an das
ClpP Tetradecamer beglnstigt also im geringen AusmaR die Bindung weiterer ADEP
Molekiile.

Im nachsten Schritt wurde erneut in vitro Uberprift, ob FtsZ aus S. aureus (SA FtsZ) von SA
ClpP in Anwesenheit von ADEP7 abgebaut wird (Abb. 58). Dass dies in vitro und in intakten S.
aureus Zellen mit ADEP2 der Fall ist, war bereits bekannt (Sass et al., 2011).

FtsZ Abbau
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Abbildung 58: SDS-PAGE des Verdaus von SA FtsZ mit SA ClpP in Anwesenheit von 12 uM ADEP7.

Es wird deutlich, dass auch die Anwesenheit von ADEP7, in S. aureus Zellen, am isolierten SA
ClpP zum Verdau von SA FtsZ fuhrt, wobei verschiedene Abbauprodukte entstehen, die
kleiner als 20 kDa sind.
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4.4.3. Konstruktion von ClpP Mutanten in verschiedenen ADEP-Bindestellen

Bei Vergleich der MHK-Werte von ADEPs gegen S. aureus war bereits in der Vergangenheit
auffallig, dass diese zwar in einem hochwirksamen Bereich liegen, aber signifikant schlechter
ausfallen als gegen B. subtils, E. faecalis oder E. faecium (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Dies
ist auch fir ADEP7 der Fall (Tab. 17), welches fiir die Untersuchungen am isolierten Enzym in
dieser Arbeit hauptsachlich verwendet wurde.

Tabelle 17: MHK-Werte verschiedener ADEP Derivate gegen verschiedene Grampositive Bakterien.

M":\'n(;:in"r:';irg';::;]t°" ADEP2 ADEP4 ADEP7 | Kanamycin | Ampicillin
B. subtilis 168 trpc2 0,25 <0,015 0,5 0,015 0,06
S. aureus ATCC 29213 1 0,5 8 0,25 0,5
E. faecalis ATCC 29212 | <0,015 0,015 1 1 >64
E. faecium L4001 0,015 <0,015 1 >64 >64

Eine mogliche Begriindung fiir die vergleichbar schwachere Wirksamkeit gegen S. aureus
ware eine weniger effiziente Aufnahme von ADEPs in die Bakterienzelle. Eine andere
Moglichkeit ware aber auch, dass ADEPs eine geringere Affinitat zu SA ClpP haben als zu ClpP
von anderen Spezies. Zum Vergleich der Affinitdt von ADEPs zu SA ClpP mit der Affinitat zu
BS ClpP wurde ein FITC-Casein Abbauassay mit BS ClpP durchgefiihrt (Abb. 59) und die
kinetischen Daten des Hill fittings verglichen (Tab. 18 und Tab. 16).

1007

[RFU/min]

ClpP Aktivitdatsrate

-20 ADEP7 Konzentration [uM]

Abbildung 59: Kinetik des FITC-Casein Abbauassays mit BS ClpP und ADEP7. Gezeigt sind jeweils die
Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten eines representativen von zwei biologisch
unabhangigen Durchlaufen.

Tabelle 18: Kinetische Daten des Hill-fittings der Mittelwerte von zwei biologisch unabhangigen FITC-Casein
Abbauassays mit BS ClpP und ADEP7. (MW = Mittelwert; stabw = Standardabweichung)

BS ClpP-His

Khalf

Vmax

MW

stabw

Mw

stabw

Mw

stabw

ADEP7

0,84

0,09

81,35

5,57
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Aufgrund der kinetischen Daten konnte die Theorie bestatigt werden, dass die Affinitdt von
ADEP7 zu BS ClpP hoher ist als zu SA ClpP, da bei BS ClpP nur 0,84 uM und bei SA ClpP ca. 1,5
UM ADEP7 fir die halbmaximale Aktivierung des Enzyms bendotigt werden (vgl. Tab 16 und
18).

Um der Fragestellung, woran dieser Unterschied der Affinitdten liegen konnte, weiter
nachzugehen wurde ein Alignment der ClpP Aminosduresequenzen aus verschiedenen
bakteriellen Spezies durchgefiihrt (vgl. Abb. 66) und die von E. coli und B. subtilis ClpP
bekannten ADEP Bindestellen (Lee et al., 2010) verglichen. Dabei fielen drei Abweichungen
in der Aminosauresequenz von ClpP von S. aureus auf, die genauer untersucht werden
sollten. Hierzu wurden die Mutantionen H83F, Q89S und M190L mittels zielgerichteter
Mutagenese auf dem Expressionsplasmid fiir SA ClpP-strepll eingebracht. Es handelt sich
jeweils um eine Mutation einer Aminosaure aus SA ClpP zu der Aminosaure, die sich an der
jeweiligen Position in BS ClpP und EC ClpP befindet. Die erfolgreiche Amplifikation des
Plasmides wurde mittels Gelelektrophorese tberprift (Abb. 60).

Abbildung 60: Agarosegel der SA ClpP Mutanten H83F, Q89S und M190L nach Amplifikation wahrend der
zielgerichteten Mutagenese. Als GroRenstandart wurde der Generuler 1kb DNA ladder verwendet.

Die Mutageneseprodukte wurden in E. coli XL1 transformiert, die Plasmide der so
entstandenen Klone erneut isoliert und mittels Sanger-Sequenzierung auf das
Vorhandensein der Mutation an der richtigen Position gescreened (Abb. 61).

wt 1 MNLIPTVIETTNRGERAYDIYSRLLKDRIIMLGSQIDDNVANSIVSQLLEFLQAQDSEKDI
H83F 1 MNLIPTVIETTNRGERAYDIYSRLLKDRIIMLGSQIDDNVANSIVSQLLFLOAQDSEKDI
089s 1 MNLIPTVIETTNRGERAYDIYSRLLKDRIIMLGSQIDDNVANSIVSQLLFLOAQDSEKDI
M190L 1 MNLIPTVIETTNRGERAYDIYSRLLKDRIIMLGSQIDDNVANSIVSQLLEFLQAQDSEKDI
wt 59 YLYINSPGGSVTAGFAIYDTIQHIKPDVQTICIGMAASMGSFLLAAGAKGKRFALPNAEV
H83F 59 YLYINSPGGSVTAGFAIYDTIQFIKPDVQTICIGMAASMGSFLLAAGAKGKRFALPNAEV
089s 59 YLYINSPGGSVTAGFAIYDTIQHIKPDVSTICIGMAASMGSFLLAAGAKGKRFALPNAEV
M190L 59 YLYINSPGGSVTAGFAIYDTIQHIKPDVQTICIGMAASMGSFLLAAGAKGKRFALPNAEV
wt 119 MIHQPLGGAQGQATEIEIAANHILKTREKLNRILSERTGQSIEKIQKDTDRDNFLTAEEA
H83F 119 MIHQPLGGAQGQOATEIEIAANHILKTREKLNRILSERTGQSIEKIQKDTDRDNFLTAEEA
089s 119 MIHQPLGGAQGQOATEIEIAANHILKTREKLNRILSERTGQSIEKIQKDTDRDNFLTAEEA
M190L 119 MIHQPLGGAQGQATEIEIAANHILKTREKLNRILSERTGQSIEKIQKDTDRDNFLTAEEA
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wt 179 KEYGLIDEVMVPETKWSHPQFEK*
H83F 179 KEYGLIDEVMVPETKWSHPQFEK*
089s 179 KEYGLIDEVMVPETKWSHPQFEK*
M190L 179 KEYGLIDEVLVPETKWSHPQFEK*

Abbildung 61: Alignment nach erfolgreicher zielgerichteter Mutagenese der Mutanten H83F, Q89S und M190L
in SA ClpP-strep

Das Alignment zeigt, dass alle drei Mutagenesen erfolgreich durchgefiihrt wurden. Die
entsprechenden Plasmide wurden in E. coli SG1146a transformiert und das entsprechend
mutierte ClpP konnte analog zum wt tiberexprimiert werden.

4.4.4. Charakterisierung der ClpP Mutanten mit veranderter ADEP-Bindetasche

Die Aufreinigung der hier konstruierte SA ClpP Klone erfolgte analog zur oben beschriebenen
Aufreinigung des wt. Bei der GréBenausschlusschromatographie als zweiten
Aufreinigungsschritt fiel auf, dass die beiden Klone H83F und Q89S einen
Oligomerisierungsdefekt im Vergleich zum wt zeigten, da ein zusatzlicher Peak auftrat,
welcher der GroRRe eines Heptamers entspricht. Der Klon M190L zeigte diesen Effekt nicht.
Die Chromatogramme der vier SA ClpP Varianten wurden zum besseren Vergleich
Ubereinander gelegt (Abb. 62).

700 -
600 -
500 -
—wt
g 400 1 H83F
300 ——Q89s
200 4 ——M190L
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D T IA T 1 T T
0 20 40 60 80 100 120
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Abbildung 62: Chromatogramme der praparativen GréRenausschlusschromatogramme von SA ClpP wt,

H83F, Q89S und M190L.

Da die Proteinkonzentration in den verschiedenen Aufreingungen unterschiedlich war, ist
der hier gezeigte Vergleich der Oligomerisierungszustande nur als erster Hinweis zu sehen.
Es wurde jeweils die Fraktionen, die der GroRRe des Tetradekamers enntsprechen, gesammelt
und nach Aufkonzentrierung und Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford
Assay wurden die Proteine bis zum Einsatz in den nachfolgenden Assays in 5% Glycerin bei -
20 °C gelagert.

Zunachst wurde die Peptidaseaktitdt mit Verwendung des Modelsubstrates suc-LY-AMC
untersucht (Abb. 63).
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Abbildung 63: Peptidaseaktivtatsraten von SA ClpP wt, H83F, Q89S und M190L in Abwesenheit und
Anwesenheit von 12 uM ADEP7 (A) und mit verschiedenen ADEP7 Konzentrationen (B). Aus den in (A) gezeigten
Peptidase Abbauassays wurden weiterhin eine native PAGE (C) und eine SDS-PAGE (D) durchgefiihrt. In (A) und
(B) sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten eines representativen von drei
biologisch unabhéngigen Durchldufen.gezeigt. In (C) wurde als GroRenmarker der native marker und in (D) der
PAGEruler prestained protein ladder genutzt.

Bei der Peptidaseaktivitdit fiel auf, dass die beiden Mutanten, die den
Oligomerisierungsdefekt aufweisen, auch eine deutlich geringere Peptidaseaktivitdt in
Abwesenheit von ADEP zeigten. Anwesenheit von ADEP7 unter gesattigten Bedingungen
fihrte jedoch zum Ausgleich dieser verringerten Aktivitdt bis auf das Niveau des wt.
AulBerdem konnte in den Assayproben durch eine native PAGE gezeigt werden, dass beim
ClpP wt und der M190L Mutante mit und ohne ADEP die gleiche Menge an Tetradekamer
detektiert wurde, wohingegen in der H83F und Q89S Mutante in den Proben ohne ADEP
eine geringere Menge an Tetradekamer detektiert werden konnte als in den Proben mit
ADEP. Der Oligomerisierungsdefekt konnte also mit dieser Methode erneut nachgewiesen
werden. Andere oligomere Formen, wie Heptamer oder Monomer, sind in der native PAGE
leider nicht zu erkennen. Dass dieser Effekt nicht am Einsatz verschiedener ClpP
Konzentrationen lag wurde nochmals mittels SDS-PAGE bestatigt. Bei Messung der
Peptidasekinetik mit verschiedenen ADEP Konzentrationen trat weiterhin bei allen Mutanten
der inhibitorische Effekt auf, der schon beim wt beobachtet wurde (vgl. Abb. 55). Auffllig
war aber, dass bei der H82F Mutante deutlich geringere Konzentrationen eingesetzt werden
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mussten, um diesen inhibitorischen Effekt zu erzielen, da schon niedrigere ADEP
Konzentrationen von 1 uM zu einer Aktivierung des Peptidverdaus flihrten. Dies gab den
ersten Hinweis darauf, dass ADEPs tatsachlich eine bessere Affinitat zur H83F Mutante als
zum wt haben kénnten.

Um den oben beschriebenen Oligomerisierungsdefekt genauer zu untersuchen, wurden die
drei Mutanten und das wt SA ClpP mit und ohne ADEP unter Assaybedingungen bei 32 °C
inkubiert und anschlieBend eine analytische GréRenausschlusschromatographie mit den
Proben durchgefiihrt. Die Chromatogramme mit und ohne ADEP sind fiir das jeweilige
Protein Uibereinandergelegt (Abb. 64).
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Abbildung 64: Chromatogramme der analytischen GréRenausschlusschromatographie von SA ClpP wt, H83F,
Q89S und M190L, in Abwesenheit und Anwesenheit von 12 uM ADEP7. Gezeigt ist jeweils ein representativer
Durchlauf.

Wahrend in den Proben von H82F und Q88S ohne ADEP der Oligomerisierungsdefekt erneut
auftrat, wurde in M190L und im wt SA ClpP wieder nur ein Peak mit der GrofRe eines
Tetradekamers detektiert. Anwesenheit von ADEP7 konnte den Oligomerisierungseffekt in
H83F und Q89S komplett aufheben, so dass auch in diesen Proben nur noch ein
Tetradekamer vorhanden war. Da der Oligomerisierungsdefekt aber nur zum Auftreten von
Heptameren und nicht von noch geringeren Massen fihrte, kann hiermit bewiesen werden,
dass ADEP auch die Oligomerisierung zweier Heptamere zu einem Tetradekamer begiinstigt
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und stabilisiert. In der Literatur wurde dies bisher nur fiir die Oligomerisierung von
Monomer zu Tetradekamer von BS ClpP gezeigt (Kirstein et al., 2009a).

Weiterhin wurde auch die Proteaseaktivitaten der SA ClpP Mutanten mit dem wt verglichen.
Hierzu wurde erneut das Modellsubstrat FITC-Casein verwendet und Kinetiken mit

verschiedenen ADEP Konzentrationen erstellt (Abb. 65).
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Abbildung 65: Hill-fitting der Proteaseaktivitatsraten beim FITC-Casein Abbau mit SA ClpP wt, H83F, Q89S und
M190L in Anwesenheit verschiedener ADEP7 Konzentrationen. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten eines representativen von drei biologisch unabhangigen Durchlaufen.

Bei Betrachtung der Hill-fittings wird deutlich, dass alle untersuchten ClpP Mutanten
dahnliche maximale Reaktionsgeschwindigkeiten wie der wt erreichen. Die H82F Mutante
scheint dies aber schon in Anwesenheit geringerer ADEP Konzentrationen zu erreichen als
der wt oder die anderen beiden Mutanten. Um dies genauer vergleichen zu kénnen, wurden
erneut verschiedene kinetische Daten aus drei unabhangig voneinander durchgefiihrten
Messungen mit Hilfe von Graph Pad Prism berechnet (Tab. 19).
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Tabelle 19: Kinetische Daten des Hill-fittings der Mittelwerte von drei biologisch unabhéagigen FITC-Casrein
Abbauassays mit SA ClpP-strep wt, H83F, Q89S und M190L mit ADEP7. (MW = Mittelwert; stabw =
Standardabweichung)

Khalf Vmax h
Mw stabw MwW stabw MW stabw
Wt 1,32 0,69 717,1 71,31 1,42 0,56
H83F 0,56 0,16 744,1 74,23 1,52 0,14
Q89S 1,15 0,18 731,1 28,41 1,73 0,19
M190L 1,69 0,06 691,5 16,83 1,55 0,33

Bei Betrachtung der Hill Koeffizienten (h) und der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit
(Vmax) ist kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der Mutanten und des wt
festzustellen. Dies bedeutet, dass Vmax sich nicht durch Austausch einer der Aminosauren
beeinflussen lieR und die leichte Kooperativitdat der ADEP Bindung, die oben schon fiir den
wt beschrieben wurde nicht durch diese Mutantionen beeinflusst wird. Betrachtet man aber
die Khalf Werte, fallt auf, dass fir H83F nur eine halb so hohe ADEP7 Konzentration benétigt
wird um die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen, als es fur den wt der Fall
ist. Die Mutationen Q89S und M190L beeinflussen aber auch diesen Wert nicht. Nur die
Mutation H83F fuhrt also zu einer erh6hten Affinitdt von ADEP zu SA ClpP, die der Affinitat
von ADEP zu BS ClpP gleicht (vgl. Tab. 18). Dies bestatigt die vorher aufgestellte Hypothese,
dass diese Aminosdureposition in der ADEP Bindetasche essentiell wichtig fur die ADEP
Bindung ist.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werde, dass ADEPs ab einer gewissen
Konzentration die Peptidase- und in starkerem Ausmal die Proteaseaktivitat von SA ClpP
stimulieren, wahrend niedrigere ADEP Konzentrationen eine inhibierende Wirkung auf die
Peptidaseaktivitait von SA ClpP haben. Diese inhibierende Wirkung von niedrigen ADEP
Konzentrationen konnte auch bei BS ClpP Tetradekameren, nicht aber bei BS ClpP Dimeren
beobachtet werden. Somit scheint die Bindung von wenigen ADEP Molekilen den
Zusammenhalt oder die Konformation des Tetradekamers zu storen, wohingegen die
Bindung von ausreichend vielen ADEP Molekiilen die aktive Konformation stabilisiert. Dies
wurde auch bewiesen, da ADEPs die Heptamere der SA ClpP Mutanten mit
Oligomerisierungsdefekt zu Tetradekameren zusammenhalten konnte. Mit Hilfe dieser
Mutanten wurde dariliber hinaus gezeigt, dass die Position H83 fiir die geringere Affinitat
von ADEPs zu SA ClpP im Vergleich zur Affinitat zu BS ClpP verantwortlich ist.
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5. Diskussion

5.1. Wirkmechanismus von ADEPs in Mykobakterien

In dieser Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass ADEPs gegen Mykobakterien wirksam
sind und es konnten moderate MHK-Werte gegen verschiedene Mykobakterienspezies
bestimmt werden. Demzufolge konnte die Aussage des online-tools mykpermcheck (Merget
et al., 2013), welches eine Wahrscheinlichkeit von 0 % fir die Aufnahme von ADEPs in die
mykobakterielle Zelle vorausgesagt hat, widerlegt werden. Da dieses reine
Kalkulationsprogram aber fur Molekiile mit einer Gré3e von <400 kDa entwickelt wurde, war
das berechnete Ergebnis ohnehin im Falle von ADEP, dessen GroRe je nach Derivat ca. 800
kDa betragt, kritisch zu betrachten. Aulerdem wird in einem solchen Program nur die
passive Aufnahme einer Substanz und nicht der aktive Transport in die Zelle bericksichtigt.
Als Negativbeispiele, fiur Substanzen, die die mykobakterielle Zelle nicht durchdringen
kénnen, wurden bei der Programmierung des Programmes Substanzen bericksichtigt, fur
die eine Wirkung an bestimmten isolierten Targets, nicht aber in intakten Mykobakterien in
der Literatur beschrieben ist. Dass diese Substanzen aber tatsachlich nicht aufgenommen
werden kénnen wurde nicht zwingend bewiesen (Merget et al., 2013). Die Kalkulation mit
mykpermcheck, kann somit nur als zusatzlicher Anhaltspunkt betrachtet werden, um nach
potentiellen  Antituberkulotika zu suchen, und definitiv keine experimentellen
Untersuchungen ersetzen.

Generell haben ADEPs einen dualen Wirkmechanismus, indem sie die natirlichen
Funktionen der Clp-Protease inhibieren, gleichzeitig aber auch das proteolytische Zentrum
der Clp-Proteasen, ClpP Uberaktivieren (Kirstein et al., 2009a;Brotz-Oesterhelt et al., 2005).
In dieser Arbeit konnte bewiesen werden, dass ADEPs auch in Mykobakterien an ClpP1P2
wirken, da die Herunterregulierung der clpP1P2 Expression einen positiven Einfluss auf den
MHK-Wert von ADEPs hatte. Eine geringere Targetmenge in der Zelle flihrt also dazu, dass
eine geringere ADEP Konzentration bendtigt wird um eine Wirkung zu erzielen. Dies ist das
typische Verhalten, dass Inhibitoren in solchen Assays zeigen. Somit konnten ADEPs als
Inhibitoren der Clp-Protease in Mykobakterien identifiziert werden. Vergleichsweise wurde
in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt, dass es sich in B. subtilis, wo die Wirkung hauptsachlich auf
die unkontrollierte Uberaktivierung von ClpP zuriickzufiihren ist, genau andersherum
verhallt. Je weniger ClpP in der Zelle vorhanden war, umso weniger ADEP empfindlich waren
die Zellen. In Mykobakterien scheint die Inhibierung der natiirlichen Funktionen also die fur
die antibakterielle Aktivitat relevante Wirkung zu sein. Um zu untersuchen, ob ADEPs
Uberhaupt eine aktivierende Wirkung auf den MTB ClpP1P2 Komplex haben, wurden in
dieser Arbeit zahlreiche in vitro Enzymassays durchgefiihrt, die zeigten das die
Proteaseaktivitdit von MTB ClpP1P2 in Anwesenheit von ADEPs gesteigert werden kann.
Bekannt war bereits, dass ClpP1 und ClpP2 beide zundchst N-terminal prozessiert werden
missen (Akopian et al., 2012;Benaroudj et al., 2011) und zumindest in in vitro Enzymassays
ein spezifisches Aktivatorpeptid, wie beispielweise Z-LL nétig ist, um das aktive
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Tetradekamer zu bilden (Akopian et al., 2012). Wie diese Arbeit zeigt, kann Z-LL aber in in
vitro Enzymassays nicht durch ADEPs ersetzt werden. Da ADEPs den IGF-Loop nachahmen
und somit in vielen Studien als Model fiir Clp-ATPasen benutzt werden (Alexopoulos et al.,
2013;Sowole et al., 2013a), passt dieses Ergebnis zu vorherigen Studien die zeigten, dass
auch MTB ClpCl nur in Anwesenheit von Z-LL den ClpP1P2 Komplex zum Verdau von
ungefalteten Proteinen, wie Casein, stimulieren konnte (Akopian et al., 2012). Ob in
Mykobakterienzellen ein solcher Aktivator benétigt wird und falls ja, worum es sich dabei
handelt, ist noch nicht bekannt. Ein erstes Modell zur Aktivierung von MTB ClpP1P2 in der
Zelle wurde kiirzlich aufgestellt. Es besagt, dass fir die volle Aktivierung des Komplexes eine
Clp-ATPase, ATP und ein zu entfaltendes Proteinsubstrat vorhanden sein missen. Nur wenn
ein Proteinsubstrat von der Clp-ATPase entfaltet und daraufhin aktiv in den ClpP1P2
Komplex hereingeleitet wird, ist demnach die volle Aktivierung des mykobakteriellen Clp-
Protease Komplexes moglich (Schmitz und Sauer, 2014). Z-LL dient laut dieser Studie dazu,
diesen Zustand am Enzym als Substratanalogon nachzuahmen (Schmitz und Sauer, 2014).
Dies wiirde erklaren, warum ADEPs MTB ClpP1P2 nicht unabhangig von Z-LL aktivieren
kénnen, da sie die Proteinsubstrate nicht aktiv zu den proteolytischen Zentren zufiihren und
die bendtigte Energie somit nicht liefern kdnnen, sondern weiterhin auf die zusatzliche Z-LL-
Bindung angewiesen sind.

Die Frage ob es in Mykobakterien auch aktive Tetradekamere gibt, die nur aus ClpP1 oder
nur aus ClpP2 bestehen, ist bisher nicht definitiv bewiesen worden. Dass ClpP1 und ClpP2
aber auch in den Zellen einen gemeinsamen Komplex bilden, konnte durch Koprazipitierung
aber eindeutig bewiesen werden (Raju et al., 2011). Auch dass ADEPs die Pore von MTB
ClpP1P2 offnen und somit eine Proteaseaktivitdt, unabhédngig von einer Clp-ATPase,
ermoglichen, wie es flir den Modellorganismus B. subtilis bereits beschrieben wurde (Lee et
al., 2010;Brotz-Oesterhelt et al., 2005;Kirstein et al., 2009a), konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden. Allerdings fielen hier einige Besonderheiten auf. Zum einen ist durch Z-LL aktiviertes
MTB ClpP1P2 auch in der Abwesenheit von ADEPs eine aktive Protease, die bereits
ungefaltete Proteine, wie Casein und Tau, innerhalb einer Stunde in gewissem MaRe
verdauen kann. Anwesenheit von ADEP 4, 7 oder 8 erhoht diese Aktivitat zwar 4-5 fach, aber
eine basale Grundaktivitat ist auch in Abwesenheit von ADEPs vorhanden. Ein Verdau von
Casein, der unabhangig von Clp-ATPasen oder ADEPs stattfand, konnte bisher nur einmal mit
ClpP aus E. coli gezeigt werden, allerdings war die proteolytische Aktivitat so schwach, dass
es 24 h dauerte, bis Casein in signifikantem Umpfang abgebaut war (Jennings et al., 2008b).
MTB ClpP1P2/Z-LL ist also auch alleine deutlich aktiver als bisher untersuchte ClpP Proteine
anderer bakterieller Spezies. In diesem Zusammenhang ware es interessant, die PorengroRe
von MTB ClpP1P2/Z-LL zu vermessen und mit der PorengréRe von ClpP aus anderen Spezies
zu vergleichen. Eine groBere Pore und somit ein besserer Zugang flir Substrate zum
katalytischen Zentrum wiirde die basale Aktivitat erklaren. Dies war auch der Fall bei N-
terminal verkirzten ClpP Versionen von E. coli (Jennings et al., 2008a). Die Kristallstruktur
von MTB ClpP1 zeigte, genau wie die von BS ClpP einen Porendurchmesser von 1 — 2 nm,
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allerdings handelte es sich hierbei um nicht prozessiertes ClpP1. Unter Berlicksichtigung des
abgespaltenen Prapeptides hat MTB ClpP1 im Alignment der Aminosduresequenz einen
deutlich verkiirzten N-terminus im Vergleich zu anderen ClpP-Homologen. Bei MTB ClpP2 ist
dies aber nicht der Fall. Man konnte also spekulieren, dass der verkiirzte N-terminus von
ClpP1 zu einer groBeren Eintrittspore und somit zu der beobachteten basalen Aktivitat
filhren kénnte. ADEPs fiihren weiterhin zu einer geringeren Uberaktivierung von MTB
ClpP1P2 als es fur ClpP aus B. subtilis oder S. aureus der Fall ist. Ob dieser geringere Effekt
auf eine schlechtere Affinitat von ADEPs an MTB ClpP1 oder ClpP2 zuriickzufihren ist und ob
ADEPs eventuell nur an eines der beiden Heptamere binden kénnen oder ob die
Anwesenheit von Z-LL in den Enzymassays einen storenden Faktor darstellt, ist auf der
Grundlage der bisherigen Daten nicht eindeutig geklart. Allerdings ist in diesem
Zusammenhang hervorzuheben, dass ADEPs den MTP ClpP1P2 Komplex mindesten ebenso
gut aktivierten wie die mykobakterielle Clp-ATPase ClpCl unter den gleichen
Assaybedingungen.

Zunachst sollte der Moglichkeit nachgegangen werden, dass die Anwesenheit von Z-LL in
allen Assays zu einer im Vergleich zu BS ClpP oder SA ClpP geringeren Aktivierbarkeit von
MTB ClpP1P2 mit ADEPs fuhrt. Dafiir spricht, dass auch die Clp-ATPase, ClpCl zu keiner
hoheren Aktivierung von MTB ClpP1P2 fiihrte, als es mit ADEPs der Fall war. Z-LL ist ein
bekannter Inhibitor der Serin-Protease Calpain und des 20S Proteasoms, einer Threonin-
Protease (Tsubuki et al., 1996). In diesen Fallen wirkt er als transition-state-Analogon im
aktiven Zentrum (Lee und Goldberg, 1998), was bedeutet, dass es wie ein Substrat am
aktiven Zentrum gebunden, aber nicht gespaltet werden kann. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass auch ClpP aus B. subtilis von Z-LL gehemmt wird. Weitergehende Daten
zeigten auBerdem, dass es sich um eine kompetitive Hemmung im aktiven Zentrum von ClpP
und nicht an der ADEP-Bindetasche handelt, wobei Z-LL aber nicht als Substrat verdaut wird
(Imran Malik, unveroéffentlichte Daten). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Hemmung von
B. subtilis ClpP durch Z-LL nach einem dhnlichen Mechanismus geschieht, wie er fiir das
Proteasom beschrieben wurde und zeigen dass der hemmende Einfluss von Z-LL bei diversen
Proteasen auftritt. Dieser Befund geht einher mit bereits beschriebenen Beobachtungen, bei
denen die Anwesenheit von Z-LL die Reaktionsgeschwindigkeit von MTB ClpP1P2 mit FP-
Biotin, welches kovalent an das Serin des aktiven Zentrums bindet, reduzierte. Nach diesen
Studien wurde ebenfalls geschlussfolgert, dass einige Z-LL Molekile scheinbar am aktiven
Zentrum binden kdnnten (Akopian et al., 2012). Es ist daher durchaus vorstellbar, dass auch
MTB ClpP1P2 gehemmt wird, obwohl Z-LL in dem hier genutzten in vitro System gleichzeitig
unverzichtbar ist um den heterogenen ClpP1P2 Komplex zu bilden und in eine aktive
Konformation zu bringen. Eine Moglichkeit ware, dass Z-LL bei MTB CIpP1P2 nur an einigen
der aktiven Zentren bindet, wahrend andere aktive Zentren aktiv Proteolyse betreiben. Dies
wirde auch die vergleichsweise geringere Proteolyserate erkldren, die MTB ClpP1P2 im
Vergleich zu ClpP Komplexen aus anderen Organismen in vitro zeigt. Fir die Clp-Protease
wurde eine solche Moglichkeit bisher nie untersucht, aber fiir die HSIVU Protease, einer
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Threonin Protease, die in ihrem Aufbau dem der Clp-Protease dhnelt, wurde bereits gezeigt,
dass hochstens 6 der 12 aktiven Zentren des Komplexes wahrend der Proteolyse aktiv sind
(Lee et al., 2009).

Um der Frage nachzugehen ob MTB ClpP1 und/oder ClpP2 eine geringere Affinitat zu ADEPs
haben kénnten als ClpP von anderen Bakterien, kann man zunichst einmal die Ahnlichkeit
der ClpP Proteine aus verschiedenen Spezies vergleichen. Generell sind die verschiedenen
ClpP Homologen aus unterschiedlichen bakteriellen Spezies sehr stark konserviert.
Beispielsweise zeigte das Alignment der Aminosauren von E. coli ClpP mit B. subtilis ClpP 70
% und von S. aureus ClpP mit B. subtilis ClpP sogar 81% Ubereinstimmung. MTB ClpP1 ist
aber nur zu 57 % und MTB ClpP2 nur zu 48 % identisch zu ClpP aus B. subtilis. Auch die
beiden ClpP Homologen aus M. tuberculosis untereinander sind nur zu 47 % identisch in
ihrer Aminosdauresequenz. Das Alignment der Aminosdauresequenzen von MTB ClpP1 und
ClpP2 mit ClpP von B. subtilis und E. coli, und Vergleich der dort bekannten Aminosduren der
ADEP-Bindetasche zeigt darliber hinaus, dass sich in beiden ClpP Homologen von M.
tuberculosis an diesen Positionen einige Aminosauren von denen der Modellorganismen
unterscheiden (Abb. 66).

-1 0 A 1 2
EC ClpP 1 MSYSEERDNEAPHVALVEMVIEQTSRGERSFDI-——-—- IFLTGQ.VEDﬁ
BS ClpP I MNLIHTVIEQTNRGERAYDI---—-- TMLGSAIDDNVAN
SA ClpP 1 - MNLIHTVIETTNRGERAYDI---——- TMLGSQIDDNVAN
SP ClpP 1 oo MIBVVIEQTSRGERSYDI--—--- TMLTGPVEDNMAN
EF ClpP R MNLT TMLSGPIDDNVAN
MTB ClpPl 1 =—-——————————— - TFLGSEVNDETAN
MTB ClpP2 1 -VNSONSOTOPOARYILHSFIEHSSFGVKESNP-——-—- TFLGVQVDDASAN
B 3 4. C 5 -6
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EC ClpP 56 LIvaoMIHLEAENPERDIMIMINSPGGVITAGMS TYDTMOFIKPDVITIdMG0AASMGAFL
BS ClpP 41 sTVSQUIFLAAEDPEKE YUY INSPGGS T TAGMAT YDTMOF[TKPKVTIJTIGMAASMGAF L
SA ClpP 43 sIVSQUIFLOAODSEKD MUY INSPGGSVTAGFAIYDTIQHIKPDVJTIQIGMAASMGSFL
SP ClpP 41 sVIAQUIFLDAQDS TKDIVUYVNT PGGSVSAGLAT VDTMN[E[T KADVJTIIVMGMAASMGTV T
EF ClpP 43 sVIAQUIFLDAQDSEKDIVUYINSPGGSVSAGLAI FDTMNE[VKADYTIVLIGMAASMGSFL
MTB ClpPl 42 RLCAQIUILAAEDASKDISIYINSPGGSTSAGMATYDTM TMAMGMAASMGEFL
MTB ClpP2 55 DIMAQI[IMLHSLDPDRDIIMYINSPGGGFTSLMATYDTMQ TMJLIGOAASARAVTL

8 9 E

PNSRVMIHQPL--GGYQG--QATDIEIHAREILKVKGRMNELMALHT
PNSEVMIHQPL--GGAQG-{QATEIEIAAKRILLLRDKLNKVLAERT
PNAEVMIHQPL--GGAQG--QATEIEIAANHILKTREKLNRILSERT
PNAEYMIHQPM--GGTGGGTQQTDMATIAAEHLLKTRNTLEKILAENS
PNAEIMIHQPL--GGAQG--QATEIEIAARHILDTRQRLNSILAERT
PHARILMHQPL--GGVTG-SAADIATIQAEQFAVIKKEMFRLNAEFT
PNARVLIHQPSLSGVIQG-+QFSDLEIQAAEIERMRTLMETTLARHT

EC ClpP 117 LTAGAKGK
BS ClpP 104 LAAGEKGK
SA ClpP 104 LAAGAKGK
SP ClpP 102 ASSGAKGK
EF ClpP 104 LTAGQKGK
MTB ClpPl 103 LAAGTKGK
MTB ClpP2 116 LAAGTPGK
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EC ClpP 174
BS ClpP 161
SA ClpP 161
SP ClpP 159
EF ClpP 161

MTB ClpPl 160
MTB ClpP2 173
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Prepeptides
SHD - katalytisch Triade
I:l -> axialer loop
1] = handle region
D —> ADEP Bindetasche von ECund BS

Abbildung 66: Alignment von ClpP Homologen verschiedener Bakterien. EC = E. coli, BS = B. subtilis, SA = S.
aureus, SP = Streptococcus pneumoniae, EF = Enterococcus faecium, MTB = M. tuberculosis. Positionen die im
Rahmen dieser Arbeit in SA CIpP mutiert wurden, sind mit Pfeilen markiert.

Die Aminosduren der ADEP-Bindetasche, die in einem oder beiden MTB ClpP Homologen von
denen aus EC ClpP und BS ClpP abweichen, sind in Tab. 20 Zusammengefasst

Tabelle 20: Ubersicht iiber die Aminosdurepositionen der ADEP-Bindetasche, die in MTB ClpP1 und/oder MTB
ClpP2 von denen in BS ClpP und EC ClpP abweichen.

Aminosdureposition|, . . o, .
. Aminosadureposition| Chemische Strukturelle . .
n MTBCICpIze’l oder in BS und EC ClpP | Unterschiede Unterschiede Bisher bekannte Mutation
ClpP2 K35 R23 beide basisch ahnliche Struktur
F49S in EC ClpP und BS ClpP
beide Aromat zu kein Effekt auf Aktiverbarkeit
ClpP1 L50 F49 . . .
P hydrophob verzweigtkettiger AS | durch ADEPs, aber in BS ClpP
Oligomerisierungsdefekt der
beide Aromat 20 sich durch ADEPs aufheben
ClpP2 V62 F49 hydrophob verzweigtkettiger AS lieB (Lee et al., 2010)
ClpP2 65 A51 hydrophobzu | 4 iche struktur
polar
beide Aromat zu F82A in EC ClpP deutlich
ClpP1 L83 F82 . . . . .
P hydrophob verzweigtkettiger AS |geringere und in BS ClpP keine
Aktivierung von ClpP zum
ClpP2 Y95 F82 hydroglr;cr:b 2u beide Aromaten Caseinverdau mit ADEPs
P moglich (Lee et al., 2010)
ClpP1 Y91 190 hyrophob zu | verzweigtkettige AS zu
polar Aromat
beide . . .
ClpP2 V103 190 hydrophob beide verzweigtkettig
F112 (EC ClpP) beide Aromat zu
ClpP2 125M . .
P Y112 (BS ClpP) hydrophob einfachkettiger AS

Betrachtet man

die

in Tab. 20 aufgefiihrten Unterschiede

in der Aminosaure-

zusammensetzung der ADEP Bindetasche die aus EC ClpP und BS ClpP bekannt ist, so fallt

auf, dass in MTB ClpP1 und MTB ClpP2 zum Teil hydrophobe Aminosaduren entfernt sind und
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teilweise auch strukturelle Unterschiede auftreten, die theoretisch einen Einfluss auf die
Bindungsaffinitdat von ADEPs haben koénnten.

Ein Beispiel, dass von Bedeutung fir die ADEP Bindung an MTB ClpP sein kdnnte ist das
Phenylalanin an Position 82 in BS ClpP und EC ClpP, welches dort eine sehr entscheidende
ADEP-Bindestelle ist. Die Mutation F82A fiihrte in E. coli zu einer deutlich verringerten
caseinolytischen Aktivitat in Gegenwart von ADEP. In B. subtilis war sogar keine Aktivierung
von ClpP zum Caseinverdau mehr moglich (Lee et al., 2010). In dieser Arbeit konnte auch
gezeigt werden, dass diese Bindestelle in S. aureus ClpP einen Einfluss auf die Aktivierbarkeit
durch ADEPs hat, da dort im wt ein Histidin vorhanden ist, und die Mutation H82F (His zu
Phe) zu einer besseren Affinitdt von ADEP zu ClpP flhrte. Bei MTB ClpP2 entspricht diese
Position dem Tyrosin an Position 95. Tyrosin ist ebenfalls aromatisch und strukturell gesehen
dem Phenylalanin noch dhnlicher ist als das Histidin in S. aureus. Allerdings wird wieder eine
hydrophobe Aminosdure gegen eine polare ausgetauscht, wodurch die Hydrophobie in der
ADEP Bindetasche erneut sinken konnte. Die grofRere Auffalligkeit zeigt sich aber bei ClpP1,
welches an der entsprechenden Position 83 ein Leucin anstelle des Phenylalanins hat. Da an
dieser Position ein Aromat entfernt wird, kdnnte dieser strukturelle Unterschied eventuell
einen Einfluss auf die ADEP-Bindetasche haben. Allerdings ist die genaue ADEP-Bindetasche
von beiden MTB ClpP Homologen nicht bekannt, da bisher keine Kristallstrukturen mit
gebundenen ADEP existieren. Ein solcher Vergleich der verschiedenen Aminosduren auf
Sequenzebene ist also eher spekulativ und muss kritisch betrachtet werden. Um die hier
diskutierte Abweichungen der Aminosauresequenzen zu untersuchen, misste man ein
aktives ClpP1 mit einer inaktiven ClpP2-S98A Mutante und ein aktives ClpP2 mit einer ClpP1-
S98A Mutante mischen und priifen ob beide Varianten noch von ADEP (iberaktiviert werden
konnen. Falls dies nur noch fir eine der beiden Varianten der Fall ware, wiisste man an
welche der beiden ClpP-Versionen ADEP binden kann. Um daraufhin genauere
Untersuchungen durchzufiihren, kdnnte man Punktmutationen in alle oben beschriebenen
Aminosaurepositionen der ADEP-Bindetasche einbringen und die Affinitat von ADEPs zu den
verschiedenen Mutanten mit dem wt vergleichen. Aufgrund der vorliegenden Daten ist eine
Aussage zu dieser Fragestellung aber nicht moglich. Ein gewisser Unterschied in der Struktur
der ADEP Bindetasche von den MTB ClpP Homologen im Vergleich zu ClpP aus bisher
untersuchten Spezies, wirde allerdings eine Erklarung fir die (iberraschende Wirkung von
ADEP3 gegen Mykobakterien bieten, die in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. ADEP3
wurde als inaktives R-Enantiomer von ADEP2 synthetisiert (Brotz-Oesterhelt et al., 2005) und
passt aufgrund der falschen Orientierung des Phenylringes nicht in die ADEP-Bindetaschen
von ClpP aus B. subtilis und E. coli (Lee et al., 2010). In dieser Arbeit konnte erneut bestatigt
werden, dass das hier verwendete ADEP3 inaktiv gegen B. subtilis, S. aureus und E. faecalis
ist und auch nach vorangegangener zehntagiger Inkubation von ADEP3 keine Aktivitat gegen
B. subtilis auftrat, die durch ein Abbauprodukt hatte begriindet werden kdnnen. Auch die
zusatzliche kontaminierende Komponente, die sich im hier verwendeten ADEP3 befand, war
inaktiv gegen M. bovis BCG, womit die Wirkung eindeutig auf ADEP3 zurlickzufiihren ist.
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Dieses Ergebnis wurde auch in unabhangigen Studien an M. tuberculosis erzielt (Ollinger et
al., 2012). Obwohl ADEP3 am Enzym nur eine sehr geringe Gberaktivierende Wirkung zeigte,
ist der gemessene MHK-Wert vergleichbar mit dem von ADEP2. Ein Grund hierfiir kann sein,
dass ADEP3 deutlich langer im Medium stabil bleibt als ADEP2. Beide ADEP-Derivate hatten
in den Enzymassays die geringste Wirkung, fihrten aber zum besten MHK-Wert. Dies kann
an der Aufnahme in die mykobakterielle Zelle liegen, die in dem Fall ADEP2 und 3 besser
gelange als den anderen ADEP Derivaten, die in dieser Arbeit getestet wurden. Eine andere
Begriindung konnte sein, dass ADEP2 und 3 zwar weniger gut darin sind, die
Konformationsdanderung zu bewirken, die die Eingangspore von ClpP1P2 offnet, aber
dennoch die Bindetasche fiir die Clp-ATPasen am effektivsten blockieren, was zur Hemmung
der natirlichen essentiellen Funktionen von MTB ClpP1P2 und somit zum Zelltod fiihrt. In
den bisher veroffentlichten Kristallstrukturen von BS ClpP oder EC ClpP mit ADEP, waren
immer alle Bindungspositionen besetzt und die Pore getffnet, ob aber auch die Moglichkeit
besteht, dass nur einige ADEP-Bindungspositionen besetzt sind, die Pore nicht ge6ffnet wird,
aber die Clp-ATPasen trotzdem nicht binden kdnnen, ist bisher nicht bekannt. AuRerdem
unterscheiden sich die ClpP Proteine aus M. tuberculosis generell in Sequenz, Struktur und
Funktion von den ClpP Proteinen aus anderen Bakterien. Somit ist es durchaus moglich, dass
es hier einen Mechanismus der Bindung von ADEP2 und 3 gibt, der nicht zwangsweise zum
Offnen der Pore aber zum Inhibieren der natiirlichen Funktionen von ClpP fiihrt. Um hierzu
weitere Schlisse zu ermoglichen, missten aber weitere Untersuchungen durchgefiihrt
werden.

Eine weitere Auffalligkeit war, dass MTB ClpP1P2 das Zellteilungsprotein FtsZ, welches das
bisher am besten untersuchte natirliche Substrat des ADEP-CIpP Komplexes ist (Sass et al.,
2011), nicht verdauen konnte. Dies lag nicht an der Anwesenheit von Z-LL oder anderen
Bedingungen der in vitro Enzymassays, da die Stabilitdt von FtsZ mit Hilfe von Western Blots
in Lysaten von M. bovis BCG, die zuvor mit ADEP2 inkubiert wurden, bestatigt werden
konnte. ADEP aktiviertes MTB ClpP1P2 scheint also in Mykobakterien ein anderes
Substratspektrum zu haben, als es fir ClpP in B. subtilis und S. aureus der Fall ist. Dies ist
bereits flr die Peptidaseaktivitdit von MTB ClpP1P2 ohne ADEP beschrieben worden, bei der
das sonst fir ClpP gangige Substrat suc-LY-AMC kaum verdaut werden konnte, wohingegen
ein guter Verdau von Z-GGL-AMC erzielt wurde (Akopian et al., 2012). Um das natirliche
Substratspektrum zu analysiern missten komplexe Proteomstudien in Anwesenheit von
ADEPs mit M. tuberculosis oder M. bovis BCG durchgefiihrt werden. Solche Studien wurden
kiirzlich fir M. tuberculosis und M. smegmatis nach Herunterregulierung der clpP1P2
Expression, aber ohne die Verwendung von ADEPs (Raju et al., 2014) und fiir S. aureus in
Anwesenheit von ADEPs, durchgefiihrt (Conlon et al., 2013). Weiterhin ist es aber auch gut
moglich, dass die Gberaktivierenden Wirkung von ADEPs in Mykobakterien keine groRe Rolle
spielt, sondern die Wirkung von ADEPs in Mykobakterien ausschlieBlich auf die Inhibierung
der natiirlichen Funktionen der Clp-Protease, zuriickzufihren ist, welche in diesen Bakterien
essentiell fiir das Uberleben benétigt wird (Ollinger et al., 2012;Raju et al., 2011;Sassetti et

-117 -



Diskussion

al., 2003). Einer der Griinde fiir die Essentialitdt der ClpP-Protease ist, dass sie flir den Abbau
der beiden wichtigen Transktiptionfaktoren WhiB1 und CarD verantwortlich zu sein scheint
und die Inhibierung von ClpP dazu fiihrt, dass diese beiden Transkriptionsfaktoren in den
Zellen angereichert werden und somit wichtige, noch zu identifizierende
Stoffwechselprozesse nicht mehr richtig reguliert werden konnen (Raju et al., 2014). Fir die
Hypothese, dass die Inhibierung der natiirlichen Funktionen von ClpP1P2 durch ADEPs der
entscheidende Wirkmechanismus ist, spricht dass die Herunterregulierung der clpP1P2
Expression in M. bovis BCG zu hoherer Empfindlichkeit gegeniiber ADEPs fiihrt, der MHK-
Wert also besser wird, umso weniger ClpP exprimiert wird. Im Gegensatz dazu flihrt die
Herunterregulierung von clpP in B. subtilis zu einer hdheren Toleranz von ADEP2. Der MHK-
Wert wird in B. subtilis also umso schlechter, je weniger ClpP exprimiert wird. Um eindeutig
zu zeigen, dass die natirlichen Funktionen von MTB ClpP1P2 durch ADEP gehemmt werden,
indem die Bindung der beiden Clp-ATPasen ClpC1 und ClpX verhindert wird, wiirde man in
M. bovis BCG ein System bendétigen, in dem ssrA getaggtes GFP exprimiert und der Abbau
durch Abnahme der Fluoreszenz verfolgt werden kann, so wie es fiir M. smegmatis
beschrieben wurde (Raju et al.,, 2011). Leider ist der MHK-Wert von ADEPs gegen M.
smegmatis in einem zu hohen Konzentrationsbereich, so dass erste Versuche dieses System
direkt mit ADEPs anzuwenden leider fehlschlugen (unveréffentlichte Daten). Alternativ
wirde auch ein reiner in vitro Enzymassay, wie er schon fiir CIpXP aus E. coli beschrieben
wurde (Shin et al., 2009), mit den entsprechenden Enzymen aus M. tuberculosis Aufschluss
Uber diese Fragestellung geben, ob ClpX oder ClpC1 in Anwesenheit von ADEPs noch an den
MTB ClpP1P2 Komplex binden kénnen. Wahrend dieser Arbeit stand uns ein solches System
leider nicht zur Verfligung, aber kiirzlich wurde genau dieses System, bei dem ssrA getaggtes
GFP mit dem MTB ClpC1P1P2 oder dem MTB ClpXP1P2 Komplex verdaut werden konnte,
entwickelt (Schmitz und Sauer, 2014). Zu Uberprifunen, ob dieser Verdau in Anwesenheit
von ADEPs tatsachlich nicht mehr stattfindet, weil die Clp-ATPasen nicht mehr an ClpP1P2
binden konnen, ware der entglltige Beweis, dass ADEPs den mykobakteriellen Clp-
Proteasekomplex inhibieren.

5.2. ADEP als Antibiotikum gegen Tuberkulose

Um zu beurteilen, ob eine neue Substanz ein Potential als oral anzuwendendes Arzneimittel
hat, wird oft die ,Lipinski-Rule of five” fiir eine pauschale, erste Abschatzung angewendet.
Diese stellt per Definition vier Bedingungen an die chemische Substanz, welche erfiillt sein
missen, damit sie als gut oral bioverfligbar gilt (Lipinski et al., 1996). Diesen Regeln zufolge
sollte eine oral gut bioverfiigbare Substanz nicht mehr als finf Wasserstoff-Donatoren und
nicht mehr als zehn Wasserstoff-Akzeptoren haben, die Molekiilmasse sollte nicht groBer als
500 g/mol sein und der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (logP) sollte nicht héher als 5
sein (Lipinski et al., 1996). Die meisten dieser Regeln treffen fir ADEP2 zu, da es nur drei
Wasserstoff-Donatoren und sieben Wasserstoff-Akzeptoren hat. AuRerdem wurde fir
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ADEP2 ein logP von 3,02 mit Hilfe des online Tools ALOGPS (Tetko et al., 2005) berechnet.
LogP wird als MaR der Hydrophobie von Substanzen genutzt. Lipophile Substanzen haben
einen positiv logP-Wert und hydrophile Substanzen einen negativen. ADEP ist also eher
lipophil, liegt aber laut der ,rule of five” noch in einem gut bioverfligharen Rahmen. Die
einzige Regel der ,rule of five“, die nicht erflllt wird, ist die molekulare Gr6Re von ADEP2,
die mit 798 g/mol zu groR ist. ADEP2 ware also aufgrund der GréRRe in einer Studie, die sich
an den Lipinski ,rule of five” orientiert, aussortiert worden. Dennoch wurde bereits gezeigt,
dass ADEPs hochpotente Antibiotika gegen verschiedene Gram-positive Pathogene im
Mausmodel sind (Brotz-Oesterhelt et al., 2005), und somit, trotz der Nichterfiillung der
Lipinski ,rule of five“, vielversprechende Wirkstoffe sind, auch wenn sie dabei nicht oral,
sondern intravends oder subcutan verabreicht wurden. Fir Antibiotika im Allgemeinen
wurde diese Abweichung bereits diskutiert, da sie oft zu grol3, komplex und hydrophil sind.
Dies muss aber kein Problem darstellen, da Antibiotika grundsatzlich nicht oral verfiigbar
sein miussen, sondern auch injiziert werden koénnen (Lewis, 2013;Frantz, 2004). Fir
Antituberkulotika ware eine orale Bioverfligbarkeit allerdings wiinschenswert, da es sich um
eine sehr lange Therapie handelt und gerade in armeren Landern, in denen ein GroRteil der
Bevolkerung mit Tuberkulose infiziert ist, eine tagliche Injektion der Antituberkulotika nicht
realisierbar ist. Sogar fir oral verfligbare Antibiotika gibt es aber zahlreiche Beispiele, welche
den , Lipinski rule of five” widersprechen. Eines ist Erythromycin, was mit einer Masse von
733 g/mol ebenfalls zu groR ware aber haufig in Form von Tabletten oral verabreicht wird.
Auch die meisten Antituberkulotika folgen nicht den ,rule of five“ (Koul et al., 2011).
Trotzdem wird die Suche nach neuen antibiotischen und antituberkulotischen Substanzen
durch diese Kriterien stark limitiert, da Substanzbibliotheken im Rahmen von virtuellen
Screenings oft genau auf die dort beschriebenen Eigenschaften hin durchsucht werden (Koul
etal., 2011).

Im Falle von ADEPs stellte aber unabhangig von der Bioverfliigbarkeit die zu schnelle
Entwicklung von ADEP-Resistenz ein Problem fiir ihre Anwendbarkeit als Antibiotika dar
(Brotz-Oesterhelt et al., 2005). In allen bisher isolierten ADEP resistenten B. subtilis
Stammen, Staphylokokken, Streptokokken und Enterokokken, konnten Mutationen im
Target ClpP identifiziert werden (unveroffentlichte Daten, Heike Brotz-Oesterhelt), was
daran liegt, dass diese Proteine von den Bakterien nicht essentiell fiirs Uberleben benétigt
werden. Da Mykobakterien zwei Versionen von ClpP exprimieren (ClpP1 und ClpP2) und
beide essentiell sind (Sassetti et al., 2003;Raju et al., 2011;0llinger et al., 2012), lag dieser
Arbeit die Annahme zu Grunde, dass die Resistenzproblematik in Mykobakterien geringer
sein konnte, weil sich in dem essentiellen Target nicht so schnell Mutationen durchsetzen
wirden. Ob dies tatsachlich der Fall ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit weder bewiesen
noch widerlegt werden. Kolonien, die von ADEP-haltigen Agarplatten nach dreiwdchiger
Inkubation isoliert wurden, zeigten in anschlieRenden MHK-Bestimmungen keine Resistenz
gegen ADEPs. Eine mogliche Begriindung hierfir ist die Degradation von ADEPs im Medium,
die in dieser Arbeit nachgewiesen wurde. Es ist gut moglich, dass auch nicht resistente
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Kolonien auf Agarplatten anwachsen, sobald die minimale Hemmkonzentration
unterschritten wird. AuBerdem wurde inzwischen gezeigt, dass ADEPs Substrate flr Efflux-
Pumpen in M. tuberculosis sind (Ollinger et al., 2012), was die Vermutung nahe legt, dass es
neben potentiellen ClpP Mutationen einen weiteren ADEP-Resistenzmechanismus in dieser
Spezies geben kénnte. Allerdings ist bei einer Uberexpression der bekannten Pumpen nur
von einem geringfligigen Anstieg der MHK auszugehen (Ollinger et al., 2012).

Die relative Instabilitdat von ADEPs, die sich bei den Experimenten mit langsam wachsenden
Mykobakterien im Rahmen dieser Arbeit als problematisch erwies, muss fir die Anwendung
als Medikament nicht zwangslaufig ein Problem darstellen, da man Antibiotika ja in der
Regel mehrmals taglich verabreicht. Ob sich dies im Menschen genauso verhalt, misste
ohnehin im Rahmen von umfangreichen Studien zur metabolischen Stabilitat von ADEPs
geklart werden. Erste metabolische Studien wurden in der Vergangenheit bereits
durchgefiihrt und zeigten, dass ADEP2 nur eine Halbwertszeit von 1,1 h in Mausen hat und
die Plasmaclearance von ADEP2 in einem moderaten Bereich liegt (Brotz-Oesterhelt et al.,
2005). Dennoch konnten bereits in unabhdngigen Studien infizierte Mause durch
Verwendung von ADEPs geheilt werden (Brotz-Oesterhelt et al., 2005;Conlon et al., 2013).
Die Stabilitat scheint also grundsatzlich ausreichend zu sein um vielversprechende in vivo
Effekte zu erzielen. Ob dies im Menschen auch der Fall ware, ist noch nicht bekannt. Auch
fiir gangige Antibiotika wie Tetrazyklin und Erythromycin ist bekannt, dass sie keine hohe
Stabilitat in wassriger Losung haben. Allerdings zeigten dhnliche HPLC-Untersuchungen, wie
die hier fiir ADEP durchgeflihrten, dass die Tetrazyklinmenge nach 24 h Inkubation in TSB-
Medium konstant blieb (Ray und Newton, 1991). Auch Stabilitatsstudien von Erythromycin A
zeigten, dass bei neutralem pH-Wert nach 24 h noch mehr als 95 % der eingesetzten
Erythromycinmenge detektiert werden konnten (Paesen et al., 1995). ADEP2, bei dem nach
einem Tag Inkubation im Medium noch 25% der Ausgangsmenge vorhanden war, ist somit
also instabiler als Tetrazyklin und Erythromycin. Diese Erkenntnis kann jedoch als Basis fir
eine Substanzoptimierung genutzt werden. Kirzlich wurden bereits neue ADEP Derivate
synthetisiert (vgl. Abb. 9), die sowohl eine hohere Stabilitat als auch eine bessere
Bioverfligbarkeit aufwiesen (Carney et al.,, 2014). Interessant ware es auch mit analogen
HPLC-Analysen unter gleichen Bedingungen, direkt zu vergleichen, ob die Stabilitat dieser
neuen ADEP-Derivate tatsachlich verbessert werden konnte und wenn ja, ob dadurch auch
die Wirkung gegen M. tuberculosis oder M. bovis BCG verbessert werden konnte.

Ein gutes neuartiges Antituberkulotikum miisste auBerdem die Fahigkeit besitzen, auch in
Makrophagen persistierende Mykobakterien abzutéten. Um dies flir ADEPs zu Uberprifen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit Zellen einer murinen Makrophagenzelllinie mit M. bovis
BCG infiziert und die Wirkung von ADEPs gegen diese intrazelluldaren Bakterien getestet. Da
jedoch die zytotoxische Wirkung von ADEPs gegen diese Zelllinie in der gleichen moderaten
GroRRenordnung liegt, wie die Wirkung von ADEPs gegen Mykobakterien, lieR sich nicht
eindeutig nachweisen, dass ADEPs tatsdchlich gegen intrazellular persistierende
Mykobakterien wirken. Zwar hat sich in den Experimenten eine Reduktion der
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Mykobakterienzahl in der Makrophagenkultur gezeigt, es lasst sich aber nicht ausschlieRen,
dass zundchst die Makrophagen zerstort wurden und erst im Anschluss die freigewordenen
Mykobakterien extrazellular abgetotet wurden. Um zu untersuchen, ob ADEPs grundsatzlich
gegen persistierende Bakterien wirken, miisste man diese Versuche mit anderen
intrazellularen Gram-positiven Bakterien wiederholen, bei denen schon deutlich geringere
ADEP-Konzentrationen und kiirzere Inkubationszeiten ausreichen, um einen antibakteriellen
Effekt zu erzielen. Moglich wéaren diese Versuche beispielsweise mit Listeria monocytogenes
oder S. aureus. Fur letztere wurde mittlerweile sogar gezeigt, dass ADEP4 gegen
persistierende S. aureus wirkt (Conlon et al., 2013).

Zusammengefasst lasst sich aus allen oben genannten Argumenten schlussfolgern, dass sich
die hier getesteten ADEP Derivate vermutlich noch nicht als Antibiotika fiir die Tuberkulose-
Therapie eignen. Auch wenn Zytotoxizitatstests nicht in direkter Weise Aufschluss Gber die
Vertraglichkeit im Tierversuch geben und in dieser Arbeit auch nur eine Zelllinie getestet
wurde, misste die beobachtete moderate Wirkung gegen eukaryotische Zellen zunachst
weitergehend gepriift werden. Des Weiteren konnte in dieser Arbeit erneut bestatigt
werden, dass ClpP ein hervorragendes Target flir neue Antituberkulotika darstellt, was durch
das rapide Absterben von M. bovis BCG clpP1-tetoff bei der Herunterregulierung von
clpP1P2 deutlich wird. Auch wenn es sich bei den bisher untersuchten ADEP Derivaten noch
nicht um die richtigen Substanzen handelt, um effizient gegen Tuberkulose vorzugehen,
macht die vielversprechende Aktivitdit gegen persistierende S. aureus Zellen und die
Essentialitdt des Targets in Mykobakterien dennoch deutlich, dass ADEPs als maogliche
Wirkstoffe weiter verfolgt werden sollten. Hierbei kénnte der Fokus zunachst auf der
Substanzoptimierung liegen, wie sie zuvor fir S. aureus durchgefiihrt wurde (Hinzen et al.,
2006). Wiinschenwert ware hierbei die Entwicklung von ADEP Derivaten mit hdherer Potenz
gegen Mykobakterien und verbesserter Stabilitat in wassriger Losung. Weiterhin ware
eventuell auch eine Kombinationstherapie von geringeren ADEP Mengen und einem
weiteren Antituberkulotikum denkbar. Zunachst misste hierfiir aber synergistische Wirkung
gegen Mykobakterien nachgewiesen werden, wie es zum Beispiel flir ADEP4 in Kombination
mit Rifampicin gegen S. aureus der Fall ist (Conlon et al., 2013). Erste Hinweise in diese
Richtung gibt es fiir Streptomycin, dessen Wirkung bei Herunterregulierung von c/pP1P2 in
M. smegmatis verbessert werden konnte (Raju et al., 2011). Einen synergistischen Effekt von
ADEPs und Streptomycin oder Rifampicin zu untersuchen ware daher eine interessante
Fragestellung.

Auch fir die bisher schon bekannten Substanzen, die an ClpP von anderen Spezies angreifen,
ware es sehr interessant die Wirksamkeit gegen M. tuberculosis zu ermitteln. Die oben schon
beschriebenen, antivirulenten B-Lactone (Bottcher und Sieber, 2008) waren ein Beispiel fir
solche Substanzen. Wahrend sich deren Wirkung bei Anwendung gegen S. aureus oder L.
monocytogenes immer auf eine antivirulente Wirkung beschrankt, sollten sie aufgrund der
Essentialitat von ClpP1P2 sogar antibiotische Wirkung gegen Mykobakterien haben, falls sie
die mykobakterielle Zellwand penetrieren konnen. Fir andere B-Lactone wurde allerdings
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nur eine schwache Wirkung gegen M. tuberculosis und M. smegmatis, sowie eine
Inhibierung der Peptidase Aktivitdt von MTB ClpP1P2/Z-LL gezeigt (Compton et al., 2013).
Interessant ware es nun, die optimierten B-Lactone (Bottcher und Sieber, 2009;Zeiler et al.,
2012) und die anderen kirzlich veroffentlichten ClpP Inhibitoren (Gersch et al., 2014) gegen
Mykobakterien zu testen. Denkbar ware auch eine weitere chemische Optimierung der
Lactone, speziell fiar ihre Anwendung in Mykobakterien, zu starten. Andere
vielversprechende Substanzen sind in diesem Zusammenhang auch die bereits in der
Einleitung vorgestellten Naturstoffe CyclomarinC (Schmitt et al.,, 2011) und Lassomycin
(Gavrish et al., 2014), die beide an ClpC1 in Mykobakterien angreifen und somit indirekt auch
die ClpP1P2 Aktivitat in den Zellen beeinflussen.

5.3. Untersuchungen zur Affinitat von ADEPs zu CIpP aus S. aureus

Schon wahrend der ersten Arbeiten zur Charakterisierung von ADEPs fiel auf, dass die
Aktivitat von ADEPs gegen S. aureus schlechter ist als gegen andere getestete Gram-positive
Organismen. Dies wurde in dieser Arbeit auch fiir ADEP7 bestatigt. Um zu untersuchen, ob
dies an einer schlechteren Affinitdit von ADEPs zu SA ClpP liegen kdnnte, wurde ein
Alignment der Aminosduresequenzen von ClpP aus verschiedenen bakteriellen Spezies
durchgefiihrt und die von E. coli und B. subtilis bekannten ADEP-Bindestellen (Lee et al.,
2010) eingetragen. Des Weiteren wurden auch bekannte strukturelle Merkmale und
Prapeptide eingetragen (vgl. Abb. 66).

Bei Betrachtung der ADEP-Bindestellen fielen nur drei Positionen auf, in denen ClpP von S.
aureus von den in Zusammenhang mit ADEP besser untersuchten ClpP-Molekiilen aus B.
subtilis und E. coli abweicht. Diese Positionen sind im Alignment in Abb. 66 mit Pfeilen
markiert. Abb. 67 zeigt dariber hinaus einen Ausschnitt aus der Kristallstruktur von SA ClpP,
die mit Hilfe von PyMol mit der Kristallstruktur von BS ClpP mit ADEP1 (ibereinandergelegt
wurde (Gersch et al., unveroffentlichte Daten).

Abbildung 67: Ausschnitt aus der Kristallstruktur von SA ClpP und der Kristallstruktur von BS ClpP mit ADEP1. Die
drei Positionen in der ADEP-Bindetasche, die in SA ClpP von BS ClpP und EC ClpP abweichen, sind markiert
(Gersch et al., unveroffentlichte Daten).

Die erste abweichende Position der ADEP Bindetasche ist Position 83, welche tief in der
ADEP-Bindetasche sitzt und an der in S. aureus ein Histidin anstelle eines Phenylalanins
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vorhanden ist. Diese Position wurde bereits als sehr wichtig fiir die ADEP Bindung
beschrieben, da sich die F82A Mutante in B. subtilis garnicht mehr durch ADEP zum
Caseinverdau aktivieren lief und dies auch in E. coli nur noch mit deutlich verringerter
Aktivitat moglich war (Lee et al., 2010). Da die Enzyme eine zum wt vergleichbar hohe
Peptidaseaktivitat aufwiesen, also generell voll funktionsfahig waren, muss dieser Defekt auf
die ADEP Bindung zuriickzufiihren sein (Lee et al., 2010). Ein zweiter auffalliger Unterschied
ist ein Glutamin an Position 89, an der sich bei B. subtilis und E. coli ein Serin befindet. Die
dritte Position, die eine Anderung gegeniiber den ClpP Sequenzen der beiden untersuchten
Modellbakterien aufweist ist die Position 190, an der bei S. aureus ein Methionin anstelle
des Leucins vorhanden ist. Die SA ClpP Mutanten H83F, Q89S und M190L wurden in dieser
Arbeit alle drei konstruiert und genauer analysiert. Die Mutation M190L zeigte weder bei
Oligomerisierungs-Untersuchungen noch bei Untersuchung der Peptidase- und Protease-
aktivitat einen Effekt. Dieser Befund geht damit einher, dass auch E. faecalis und S.
pneumoniae ein Methionin an dieser Stelle besitzen und ADEPs gegen diese beiden
Pathogen hochwirksam sind, was wiederrum nicht fir eine deutliche Verschlechterung der
ADEP Bindung an ClpP spricht. Die Mutante Q89S, zeigte in den Untersuchungen einen
Oligomerisierungsdefekt. Wahrend das wt ClpP bei S. aureus immer als Tetradekamer
vorliegt, handelte es sich bei Q89S um eine Mischung aus Tetradekamer und Heptamer. Dies
fliihrte auch zu einer geringeren Peptidaseaktivitdt, welche durch ADEPs wieder auf wt
Niveau angehoben werden konnte. Auch der Oligomerisierungsdefekt konnte durch ADEPs
aufgehoben werden, da die GréRenausschlusschromatographie in Anwesenheit von ADEPs
nur noch einen Peak mit der GroRe des Tetradekamers zeigte. Bei Untersuchung der
Proteaseaktivitat lieR sich aber kein Effekt beobachten, da die Aktivierung vergleichbar zum
wt ClpP verlief. Die Mutation Q89S fiihrt in SA ClpP also nicht zu einer Verbesserung der
Affinitat von ADEPs zu ClpP, sondern nur zu einer geringeren Stabilitdt des Tetradekamers,
was flr zahlreiche andere Mutationen in verschiedensten Positionen von SA ClpP bereits
beschrieben wurde (Gersch et al., 2012). Die Tatsache, dass die Affinitdt von ADEP zu ClpP
durch die Mutation Q89S nicht erhht werden konnte steht wiederrum im Einklang damit,
dass S. pneumoniae und E. faecalis an dieser Position ebenfalls ein Glutamin haben und
gegen diese beiden Stamme sehr gute MHK-Werte mit ADEPs erzielt wurden. Auch wenn
Ganzzellwirkung natrlich nicht mit Targetaffinitat gleichgesetzt werden kann, passen in
diesem Fall die Befunde zusammen. Auch die Mutante H83F zeigte einen
Oligomerisierungsdefekt, der zum Vorkommen von Heptameren fiihrte und ebenfals durch
ADEP aufgehoben wurde, was sich sowohl mit GréRenausschlusschromatorgraphie als auch
bei der Peptidaseaktivitaitsmessung bestatigen lieB. Die H83F Mutante zeigte aber als einzige
auch einen Effekt in der Proteaseaktivitat, da nur halb so viel ADEP fiir die halbmaximale
Aktivierung benétigt wurde, wie es beim wt und den anderen beiden Mutanten der Fall war.
Die Affinitat von ADEP zu ClpP ist also durch die Mutation H83F doppelt so gut wie zum wt
ClpP. Dieser Befund unterstreicht erneut die Wichtigkeit dieser Aminosaureposition in der
ADEP-Bindetasche, wie es zuvor schon fir E. coli und B. subtilis beschrieben wurde (Lee et
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al., 2010). Allerdings erhoht die Mutation zwar die Affinitdt zu ADEP und somit eventuell
auch zu den Clp-ATPasen, aber sie verringert gleichzeitig auch die Stabilitdt des
Tetradekamers. Es ist also denkbar, dass diese abweichende natlirlich vorkommende
Aminosauresequenz durchaus evolutiondr gesehen vorteilhaft fir SA ClpP ist und dass die
niedrigere Affinitat in S. aureus Zellen weniger problematisch ist und somit besser toleriert
werden kann als eine geringere Stabilitat. Hinsichtlich der ADEP Funktionsweise zeigen die
Ergebnisse interessanterweise zum ersten Mal, dass nicht nur ClpP Monomere von ADEPs
zusammengehalten und stabilisiert werden, sondern auch ClpP Heptamere in
Tetradekamere Uberfihrt werden. Dies deutet an, dass die Bindung von ADEPs in den
hydrophoben Taschen am oberen/unteren Rand des Tetradekamers eine
Konformationsanderung des gesammten Proteins zufolge haben muss, die auch die , handle
region” betrifft, an der die beiden Heptamere miteinander interagieren. Diese
stabilisierende Wirkung wurde auch fiir humanes ClpP gezeigt, welches alleine als Heptamer
vorliegt aber in Anwesenheit von humanem ClpX sowie von ADEP zum Tetradekamer
assoziiert (Kang et al., 2005;Lowth et al., 2012). Dass die Bindung von ADEPs allosterisch zu
einer erhohten Stabilitat in der ,handle region” fiihrt, wurde auRerdem kiirzlich mit Hilfe von
Wasserstoff-Austausch-Massenspektromterie (HDX-MS) fiir E. coli ClpP gezeigt (Sowole et
al., 2013b). Weitere Studien konnten darlber hinaus beweisen, dass die Bindung von ADEPs
an der hydrophobe ADEP-Bindetasche einen allosterischen Einfluss auf das weit entfernt
liegende aktive Zentrum von ClpP hat, da die Hydrolysegeschwindigkeit von B-Lactonen in
Anwesenheit von ADEP beschleunigt wurde. AulRerdem konnte mit Hilfe von Enzymassays,
Ultrazentrifugation und SAXS-Messungen gezeigt werden, dass eine D172N Mutante des
aktiven Zentrums mit ADEP zum Caseinverdau aktiviert werden kann, indem ADEP Bindung
die Konformationsanderung vom ,compressed state” zum ,extendet state” bewirkt und den
Enzymkomplex im ,extended state” stabilisiert (Gersch et al., unveroffentlichte Daten).
Insgesamt ldsst sich also schlussfolgern, dass ADEP Bindung allosterisch zu einer Dynamik im
gesamten Tetradekamer fiihrt, die nicht nur auf die ADEP Bindetasche und die Eintrittspore
zum katalytischen Zentrum, sondern auf die Konformation des gesamten Proteinkomplexes
Einfluss hat. Diese Aussage bezieht sich aber nur auf den Fall, in dem ausreichend hohe ADEP
Konzentrationen eingesetzt wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde namlich beobachtet,
dass niedrige ADEP Konzentrationen die Peptidase-Aktivitat von SA ClpP und auch von
tetradekamerem BS ClpP hemmen. Bei BS ClpP Dimeren wurde auch bei niedrigen ADEP
Konzentrationen keine Hemmung, sondern immer eine Aktivierung beobachtet. Niedrige
ADEP Konzentrationen scheinen also den Zusammenbau des Komplexes aus Monomeren zu
stimulieren, aber einen bereits fertig gebauten tetradecameren Komplex in seiner Aktivitat
zu hemmen. Dies kénnte daran liegen, dass bei niedrigen ADEP Konzentrationen nicht alle
Bindetaschen besetzt werden und der Komplex somit nicht mehr so stabil ist wie zuvor.
Diese Hypothese konnte mit Hilfe von Ultrazentrifugation bewiesen werden, da SA ClpP
ohne ADEP und mit hohen ADEP Konzentrationen [12 uM] als Tetradekamer vorlag, sich bei
Einsatz von niedrigen ADEP Konzentrationen [< 3 uM] aber eine Verschiebung zu geringerer
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molekularer GrofRe ergab (Gersch et al.,, unveroffentlichte Daten). Dieser Befund
unterstreicht erneut den Einfluss der Bindung von ADEP auf das komplette ClpP
Tetradekamer.
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6. Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Wirkung von ADEPs gegen
Mykobakterien auf eine Wirkung am ClpP1P2 Komplex zuriickzuflihren ist. Fir die weitere
Aufklarung des genauen Wirkmechanismus miissen weitere Untersuchungen erfolgen. Diese
sollten sich zum einen mit der Frage beschaftigen, ob ADEPs an ClpP1 und ClpP2 oder nur an
einer der beiden ClpP Homologe binden. Des Weiteren sollte geklart werden, ob die im
Vergleich zu B. subtilis geringere Uberaktivierende Wirkung auf eine niedrigere Affinitat von
ADEPs zu MTB ClpP1P2 zuriickzufiihren ist oder ob die Aktivitdat durch das Vorhandensein
von Z-LL kiinstlich verringert wird. Auch welches Aktivatorpeptid in der mykobakteriellen
Zelle die Funktion von Z-LL Gbernimmt oder ob ein solches lGberhaupt existiert, ware eine
interessante Fragestellung flr weitere Studien.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Schlussfolgerung zu, dass ADEPs in Mykobakterien
primdr Uber die Inhibierung der natirlichen, essentiellen Funktionen des MTB ClpP1P2
Komplexes wirken und nicht tiber dessen Uberaktivierung. Im Hinblick auf eine potentielle
Verwendung von ADEPs gegen Tuberkulose zeigt diese Arbeit zwar das grundsatzliche
Potential aber auch verschiedene Optimierungsparameter auf. Ein auf Mykobakterien
ausgerichtetes Leitstrukturoptimierungsprogramm und/oder eine Kombinationstherapie mit
anderen Antituberkulotika kdnnten aber Moéglichkeiten bieten, den Einsatz von ADEPs in der
Tuberkulosetherapie weiterhin zu verfolgen. AuBerdem sind ADEPs ein nitzliches Werkzeug,
um die Funktionsweise des besonderen ClpP1P2 Komplexes von Mykobakterien weiter zu
untersuchen.

Eine weitere Moglichkeit fur zuklnftige Projekte ware die Untersuchung der Wirkung von
ADEPs an anderen Pathogenen, die ebenfalls das Potential flr geringere
Resistenzentwicklung bieten. Ein Beispiel ware das Gram-positive Bakterium Listeria
monocytogenes, welches ebenfalls tGber zwei ClpP Homologe verfiigt, die nicht in einem
Operon kodiert werden. Fiir ClpP2 ist bereits bekannt, dass es, wie auch ClpP von S. aureus,
nicht essentiell flir das Wachstum, aber essentiell fir die Virulenz ist (Gaillot et al., 2000).
Uber die Funktion von ClpP1 ist bisher wenig bekannt. Es wird aber spekuliert, dass es eher
regulatorische Funktionen in der Zelle Gbernimmt, da es lber eine defekte katalytische
Triade (SHN anstatt SHD) verfiigt und nur eine sehr geringe Aktivitat aufweist (Zeiler et al.,
2011;Zeiler et al., 2013). Zu untersuchen, ob ADEPs auch an ClpP1 wirken und ob die ADEP
Resistenzrate in L. monocytogenes geringer ist und resistente Klone nur Mutationen in ClpP2
oder auch in ClpP1 aufweisen, ware eine interessante Fragestellung. Weitere Gram-positive
Bakterien, die Uber mehrere ClpP Versionen verfligen, sind Streptomyceten und
Cyanobakterien, von denen aber keine humanpathogenen oder zoopathogenen Arten
bekannt sind. Auch die pathogenen Bakterien Pseudomonas aeruginosa und Chlamydia
pneumoniae verfugen Gber zwei ClpP Homologe (Yu und Houry, 2007). Allerdings handelt es
sich bei beiden um Gram-negative Bakterien, bei denen ADEPs nicht wirksam sind, weil sie
vermutlich die &duRere Membran nicht (berwinden koénnen (Heike Brotz-Oesterhelt,
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unveroffentlichte Daten). Fir Chlamydien wurde bereits beschrieben, dass ClpP eine
essentielle Funktion bei der Entwicklung von ,Reticulate bodys” (RB) zu , Elementary bodys”
(EB) einnimmt (Mukhopadhyay et al., 2006). Diese Entwicklung ist fiir die Virulenz von
Chlamydien essentiell, da nur EBs neue Zellen infizieren kénnen, um sich dann in der
Wirtszelle zu replizierenden RBs zu entwickeln und nach Lyse der Zellen erneut zu EBs zu
differenzieren (Hammerschlag, 2002). Somit wiirden ADEPs gegebenenfalls eine
antivirulente Wirkung gegen Chlamydien haben, falls sie in die Gram-negative Bakterienzelle
aufgenommen werden kénnen.

Kirzlich wurde fir isoliertes ClpP aus S. aureus das Zusammenwirken von B-Lactonen und
ADEPs untersucht. In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass ADEPs nicht nur das
Offnen der Eintrittspore zum katalytischen Zentrum von ClpP bewirken (Lee et al., 2010;Li et
al., 2010), sondern allosterisch eine Konformationsanderung des ganzen Molekiils bewirken
und das Tetradekamer in der katalytisch aktiven , extended form“ stabilisieren (Gersch et al.,
unveroffentlichte Daten). Interessant wadre in diesem Zusammenhang auch, das
synergistische Potential der Wirkung von ADEPs und B-Lactonen gegen S. aureus Zellen in
vitro und im Falle guter Aktivitat auch in vivo gegen persistierende Zellen zu untersuchen.
Auch die Wirkung von B-Lactonen gegen Mykobakterien zu charakterisieren wadre eine
interessante Fragestellung, da hier die Moglichkeit bestiinde, dass sie nicht nur antivirulent,
sondern aufgrund der Essentialitdt von c/lpP1 und clpP2 sogar antibiotisch wirken kénnten.
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7. Anhang

7.1. Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

A Alanin

ADEP Acyldepsipeptid Antibiotika

ADS Albumin Dextrose Salt

AMC 7-Amino-4-Trifluoromethylcoumarin

BCG Bacillus Calmette-Guérin

bp Basenpaare

BS Bacillus subtilis

BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)

C Cystein

C Cytosin

°C Grad Celsius

ClgR clp gene regulator

Clp Caseinolytische Protease

D Asparaginsaure

dest. destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid)

dNTP Desoxyribonucleotidtriphosphat

E Glutaminsaure

EC Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaur (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

EF Enterococcus Faecalis

F Phenylalanin

FITC Fluorescein-isothiocyanat

FtsZ Filamenting temperature-sensitive mutant Z

fwd forward (engl. vorwarts)

g Gramm

G Glycin

G Guanin

g Schwerebeschleunigung der Erde (9,81 ms-2)

H Histidin

h Stunde

h Hill-Koeffinzient

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

I Isoleucin

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

K Lysin

k Kilo (103)

kb Kilobasenpaare

Khait Substanz-Konzentration, bei der die halbmaximale Reaktions-
geschwindigkeit erreicht wird

L Leucin
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I Liter

LB Lysogener-Zyklus-Medium (engl. lysogeny broth)
LM Listeria monocytogenes

m milli (10°)

M Methionin

M molar (mol/L)

mA milliampere

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid

MHK minimale Hemmbkonzentration

min Minute(n)

mol Mol (6,02214179 x 1023 Teilchen)

MOPS 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid

MTB Mycobacterium tuberculosis

mV millivolt

N Asparagin

n nano (10-9)

nm Nanometer

OADC Oleic Albumin Dextrose Catalase

ori Replikationsursprung (engl. origin of replication)
P Prolin

p.a. Per analysis (zur Analyse)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
PEG Polyethylenglykol

PETG Polyethylenterephthalat

pH Sauregrad (lat. pondus/potentia hydogenii)
PMBN Polymycin B Nonapeptid

Q Glutamin

gPCR guantitative Polymerase-Ketten-Reaktion

R Arginin

rev reverse (engl. riickwarts)

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
RT Reverse Transkriptase

S Serin

SA Staphylococcus aureus

sek Sekunde(n)

SP streptococcus pneumoniae

Suc succinyl

T Threonin

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

\ Volt

\ Valin

V-F Peptid aus den 10 Aminosauren FAPHMALVPV
Vimax maximale Reaktionsgeschwindigkeit
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Tryptophan

Gewicht (engl. weight)
Wildtyp

Tyrosin
Benzyloxicarbonyl
mikro (10-6)
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7.4. Plasmidkarten
pClpP BS:

Xhol -1-C'TCGA_G

Psil - 49 - TTA'TAA

Mfel -59 - C'AATT_G

EcoRI - 88 - G'AATT_C

START codon - 115

Sphl - 117 - G_CATG'C

Asel - 121 - AT'TA_AT

Sacll - 153 - CC_GC'GG

Xmal - 312 - C'CCGG_G

Srfl - 314 - GCCC'GGGC
Smal - 314 - CCC'GGG
NgoMIV -430 - G'CCGG_C
Nael - 432 - GCC'GGC
Fspl -500 - TGC'GCA
Nrul - 554 - TCG'CGA
Mscl - 590 - TGG'CCA
Afel - 653 - AGC'GCT
BamHI - 706 - G'GATC_C
Bglll - 712 - A'GATC_T
6x HIS tag - 718

STOP codon - 736
HindIII - 737 - A'AGCT_T
Nhel - 857 - G'CTAG_C
Bmil - 861 - G_CTAG'C
Pyull - 1009 - CAG'CTG
BspEI - 1105 - T'CCGG_A

Aafll - 3941 - G_ACGT'C
Zral -3939 - GAC'GTC
Sspl - 3823 - AAT'ATT

Scal - 3499 - AGT'ACT

Pvul - 3389 - CG_AT'CG

Fspl - 3241 - TGC'GCA
Asel -3191 - AT'TA_AT

Mscl -1376 - TGG'CCA
Ncol - 1410 - C'CATG_G
Sspl - 1421 - AAT'ATT
Scal - 1526 - AGT'ACT

Xbal -1713 - T'CTAG_A

BstZ171 - 1899 - GTA'TAC

Peil - 2126 - A'CATG_T Ndel - 1949 - CA'TA_TG

pET-FtsZ BS:

6His-tag - 157

Xhol -158 - C'TCGA_G

Afll1 - 183 - C'TTAA_G
HindIII - 321 - A'AGCT_T

Psil - 6142 - TTA'TAA

Scal - 5607 - AGT'ACT

Nrul - 948 - TCG'CGA
Pyul - 5497 - CG_AT'CG

Agel -963 - A'CCGG_T

Ncol - 1306 - C'CATG_G
Xbal - 1345 - T'CTAG_A
Bglll - 1411 - A'GATC_T

pETftsZbs(NP90)
6512 bp

SphI - 1608 - G_CATG'C

Mlul -2133 - A'CGCG_T

PspOMI - 2340 - G'GGCC_C
Apal -2344 - G_GGCC'C
BssHII - 2544 - G'CGCG_C
EcoRV - 2583 - GAT'ATC

Pcil - 4234 - A'CATG_T

BstZ171 - 4005 - GTA'TAC
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Plasmidkarten

pET-FtsZ-BCG:

6His-tag - 157

Xhol -158 - C'TCGA_G
Noftl - 166 - GC'GGCC_GC
HindIII - 173 - A'AGCT_T

Psil - 6152 - TTA'TAA

Agel - 820 - A'CCGG_T
Scal - 5617 - AGT'ACT
Nrul - 1200 - TCG'CGA - dam methylated!

EcoRI -1205 - G'AATT_C
Ncol -1312 - C'CATG_G
Xbal -1355-T'CTAG_A
Bglll - 1421 - A'GATC_T
Sphl - 1618 - G_CATG'C

pETftsZmb
6522 bp

Miul - 2143 - A'CGCG_T
Bell - 2157 - T'GATC_A - dam methylated!
PspOMI - 2350 - G'GGCC_C
Apal - 2354 - G_GGCC'C
EcoRYV -2593 - GAT'ATC
Hpal - 2649 - GTT'AAC

Pcil - 4244 - A'CATG_T

BstZ171 - 4015 - GTA'TAC

pET301-SA ClpP-strep:

Saclpp
. | strep tag Il N
:'f 000" \
| peT301 SA ClpP-strep \
| 6357 bps |

\ /s

\\\\ DPBR322 ori

RN
3

—>pET 301-SA CLpP H82F, Q88S, M189L sind identisch, bis auf die Punktmutation im SA ClpP.

pKnockin ClpP1MB 4xTetO:

Vang1l,

&
# teto
wse \ \

tetO 4000

(97 pKnockin CIpP1Mb_4xTet '
1000
4361 bps |

“Wangl
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Plasmidkarten
phAE159:

1
50000

~.m00 PRAE159 o000 ™
Pacl

50725 bps

30000
/

20000
Pacl

pMV261:

N
4000

pPMV261(Kan) corregfed.clo

AN

4473 bps

3000
-

prevTet-D:

H\ndl\l‘

P~ ‘groEL = .
EeoR! / f—— aph \\\\
" Vil ANTERY
/ e S
/ \
[ — \
' - woprevTetR-D™ .
|, 5100 bps

- pTetR-A bis pTetR-D, sowie prevTetR-A- prevTetR-G sind identisch, bis auf kleine

Anderungen, in der Ribosomen Bindestelle und in der Sequenz des TetRepressors.
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Plasmidkarten

pTetOR-MTB-ClpP1:

Teto [} .
TetR

CIpR

4o TAP Tag (myc-His)
pTetOR-CIpP1-His "|

L
ik
L s 7124bps - |

|“ I". I".

. ]
| 1o TAP tag (His-myc)
[ -
I," I-'II,"I \ﬂDDO 1000 . \
|I ||I|I aR pTetOR-ClpP2-His |
|
Al ww  7151bps - |
I\ IIII..II I|I
2000 3000
/ N
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Chromatogramme

7.5. Chromatogramme
ADEP 2 Eichgerade:

12,8 pg:

DAD1 A, Sig=209 4 Ref=360,10 (C\CHEM32\\DATA\ADEP STABILITY\ADEPNEU EICHGERADE 2012-11-28 14-46-46\003-0101.D)

mAU 5
1500 o
i ~
1000 3 &
] Ir‘
1 il
500 I\
] M
0 R N e .
] e—
-500 -
: T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 10 50 min
6,4 ug:
DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (C:\CHEM32\1\DATAIADEP STABILITY\ADEPNEU EICHGERADE 2012-11-28 14-16-461004-0201.D)
mAU 2
15004 o
g 8
] i ~
10004 § 0 e
] | < |
500 4 \ = ‘I
] ‘| | "n ||‘
| \ \
1 / . o - —
EI - | S AN ~
] i
-500 ‘,b
h T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 10 50 mil
3,2 ug:
DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (C\CHEM32\1\DATAIADEP STABILITY\ADEPNEU EICHGERADE 2012-11-28 14-46-46\005-0301.D)
r~
o
@
I~
(3]
\
|
|
- _ _ S — N
T ] LI T — 7 .
20 30 10 50 mir
1,6 ug:
DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (C\CHEM32\1\DATAVADEP STABILITY\ADEPNEU EICHGERADE 2012-11-28 14-46-461006-0401.0)
mAU 7 '%
1500
il o ‘
;7 2
10004 o E,-; o
5004 o | T ©
] =1 — N i
1 85| I\ N
1 A B ——— - — §
o —— T ~—
] \u/
I s o e L B o R B A B e I
10 20 30 40 50 min
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Chromatogramme

0,8 ug:
DADT A, S1g=209,4 Ref=360,10 (CACHEMZ2Z MDA | AVADER STABILITY'\ADEPNEU EICHGERADE 2012-11-28 14-46-46W00/-0501.D)

mAU %
@

1500

1000

-10.375
37.308

500

)
[
";
|
|
i
|
|}
*
|
|
i
|
!
|
l
|
/’

-500 .

10 20 30 40 50 min

ADEP3 Eichgerade:

12,8 ug:

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (C\CHEM32\1\DATA\ADEP STABILITY\ADEPNEU EICHGERADE 2012-10-31 16-36-04\008-0601.D)

&
|
|

|

mAU

1500

1000

———————35928

o
=]
=]
- 30.878

\ \
\ I

(=]

-500

10 20 30 10 50 min

6,4 ug:

DAD1 A, Sig=2094 Ref=360,10 (CA\CHEM32\T\DATA'ADEP STABILITY\ADEPNEU EICHGERADE 2012-10-31 16-36-041009-0701.D)

mAU 2

1500

35.908

1000

500

-500

DAD1 A, Sig=209 1 Ref=360,10 (C\CHEM32\1'\DATA'ADEP STABILITY'\ADEPNEU EICHGERADE 2012-10-31 16-36-041010-0801.D)
[t}

T

mAlU

1500

1000

—2.200

2]
(=]
(=]

[=]
3172

10,908
i h

r

-500

10 20 30 40 50 min
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1,6 ug:

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (CACHEM32\1'\DATAADEP STABILITY'\ADEPNEU EICHGERADE 2012-10-31 16-36-04'011-0901.D)

mAU

1500

1000

|
|

35.803

500

S0t

0,8 ug:

DAD1 A, Sig=209.4 Ref=360,10 (C\CHEM32\1\DATAADEP STABILITY\ADEPNEU EICHGERADE 2012-10-31 16-36-011012-1001.D)

©w

&

mAU

1500

1000

— 2.200

500

-500

ADEP?2 Stabilitdtstest:

TagO0:

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (CA\CHEM32\1\DATAADEPSTABILITY NEU2\DEF_LC 2013-01-21 14-42-22\003-0101.D)
mAU

1500

.305

1000

500

o

-500

Tag 1:
DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (CA\CHEM32\I\DATA\ADEPNEUSTABILITY2\DEF_LC 2013-01-22 13-06-22\003-0101.D)
mAU

1500

1000

37.488

5]
(=)
=1

— =
= 10.380
4

N

(

|

1

\
|

[=]

-500 W

S
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Chromatogramme

Tag 3:
DAD1 A, Sig=209 4 Ref=360,10 (CA\CHEM32\1'\DATA\ADEPNEUSTABILITY2\DEF_LC 2013-01-24 13-24-47\003-0101.D)
mAU

1000

- 37.499

500

— 10472

-500

-1000

Tag 5:

DAD1 A, Sig=209.4 Ref=360,10 (DEF_LC 2013-01-26 14-25-57\003-0101.D)
mAU
200

37.363

-200

= 10452

yd
/
zl";:
N\
|

-100

-600

PU—

pa—

mi

20 40

, Sig=209 1 Ref=360,10 (DEF_LC 2013-01-29 09-23-28\003-0101.D)

400

200

[~ 37.335

Na
¢
!
L
)
g
|
|
|

-200

o b by b aa by
3

00 Wy

60

20 an AN 50

Tag 10:

DADT A, SI1g=204 4 Kel=36U,10 (DEF_LC 2013-01-371 Ud-25-00W03-01T01.0)

3
e
=

600

400

200

-200

-400

20 30
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Chromatogramme

ADEP3 Stabilitatstest:

Tag 0:

mAU

1500

1000

w
o
=}

[==]

-500

DAD1 A, Sig=209 4 Ref=360,10 (CA\CHEM32\1'\DATA'ADEPSTABILITY NEU2\DEF_LC 2013-01-21
w0

10.442

= 30.878

35.976

14-42-22'004-0201.D)

%60321
i
I

Tag 1:

mAU
1500

1000

(=]

DADT A, 51g=209 4 Ret=360,10 (CACHEM32\TDA T AVWDEPNEUS TABILITY2WDER_LC 2013-01-22 13-06-22004-0201.D)

i

3
|
|
!

w
o
=]

i N RS NS NN NN R

-500

™ 10.421

)

30.828

Tag 5:

mAU
1500
1250
1000
750
500
250
0
-250
-500

20

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (DEF_LC 2013-01-26 14-25-57\004-0201.D)

=10.439

- 35.844

34314

%60‘719

Tag 8:

n
=
=

N

DAD1 A, Sig=209 4 Ref=360,10 (DEF_LC 2013-01-29 09-23-281004-0201.D)
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Tag 10:

DAD1 A, Sig=209,4 Ref=360,10 (DEF_LC 2013-01-31 09-28-00\004-0201.D)
mAU§R @

15005 S
1250
1000
750

34573

=

o
[=]
=}
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