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f-Lactone als privilegierte Strukturen fiir die Markierung des aktiven
Zentrums vielfiltiger bakterieller Enzymklassen**

Thomas Bottcher und Stephan A. Sieber*

Seit der Entwicklung multiresistenter Bakterienstimme geht
von Infektionskrankheiten wieder eine zunehmende ge-
sundheitliche Gefahrdung aus. Da herkommliche Antibiotika
in der Regel nur gegen eine eingeschrinkte Auswahl zellu-
larer Angriffsziele wirken, ist es notwendig, die Zahl und das
Spektrum therapeutisch wirksamer Ziele zu vergroBern und
zugleich tiefergehende Einblicke in die molekularen Mecha-
nismen der Pathogenese zu erhalten.'! Zu diesem Zweck
wurde in der hier vorgestellten Arbeit die von Cravatt und
Mitarbeitern entwickelte aktivitidtsbasierte Proteinuntersu-
chung (activity based protein profiling, ABPP)? als che-
misch-proteomische Strategie unter Verwendung von aktivi-
tdtsbasierten Enzymsonden direkt auf bakterielle Proteome
angewendet. ABPP-Sonden bestehen aus mindestens zwei
Elementen: 1) einer reaktiven Gruppe zur Bindung und ko-
valenten Modifizierung des aktiven Zentrums bestimmter
Enzymklassen und 2) einem Linker fiir die Detektion, An-
reicherung und Identifizierung von sondenmarkierten Pro-
teinen.!

Diverse Elektrophile wurden bereits als reaktive Grup-
pen® fiir die ABPP eingesetzt, unter anderem Fluorphos-
phonate, SulfonateP und Epoxide,® die eine Priferenz fiir
nucleophile Reste im aktiven Zentrum bestimmter Enzym-
klassen aufweisen. In der hier beschriebenen Arbeit wurde
eine neue reaktive Gruppe auf Basis des von Naturstoffen
abgeleiteten p-Lacton(2-Oxetanon)-Grundgeriistes fiir die
ABPP mit Bakterien eingesetzt. f-Lactone sind vielverspre-
chende biologisch aktive, privilegierte Strukturen, die kova-
lente Bindungen mit bestimmten aktiven Enzymzentren
eingehen konnen.”! Zwar weiB man, dass p-Lactone wie
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Obafluorin® und Hymeglusin! antibiotische Aktivitit auf-
weisen, ihre molekularen Angriffsziele sind jedoch noch
weitgehend unbekannt (Abbildung S1 in den Hintergrundin-
formationen). Wir wendeten ABPP mit f-Lactonen auf Pro-
karyoten an, um die von ihnen angegriffenen Zielenzyme zu
identifizieren. Ein besonderer Schwerpunkt soll hierbei auf
jene Zielenzyme gelegt werden, die Bedeutung fiir die bak-
terielle Viabilitdt und Virulenz haben.

Eine kleine Sondenbibliothek mit einem Alkin-Linker in
C-4-Position und Diversitét in C-3-Position des 2-Oxetanon-
Rings wurde synthetisiert, um eine maximale Zahl von En-
zymmarkierungen zu erreichen (Abbildung 1A).'” Die Mo-
difizierung des Alkin-Linkers durch 1,3-dipolare Huisgen-
Cycloaddition (Klick-Chemie) ermdglicht es, nach der Pro-
teommarkierung ein Fluorophor einzufithren und somit im
SDS-Gel die entsprechenden Zielenzyme zu visualisieren,!'!
wie bereits Cravatt und Mitarbeiter gezeigt hatten (Abbil-
dung 1B).

Die meisten von Naturstoffen abgeleiteten 3-Lactone sind
in der trans-Konfiguration biologisch aktiv,**'¥ zeigen
jedoch keine klare Préferenz fiir die absolute Konfiguration
innerhalb der trans-Stereochemie.”” Daher konzentrierte
sich die hier verwendete Strategie auf die Synthese von trans-
B-Lactonen in racemischer Mischung, die, wie sich zeigte,
ein dhnliches Markierungsprofil aufwiesen wie die
entsprechenden cis-Isomere (Abbildung S2 in den Hinter-
grundinformationen). Die von natiirlichen -Lactonen abge-
leitete biomimetische Bibliothek umfasste zehn Verbindun-
gen mit aliphatischen und aromatischen Substituenten ver-
schiedener Linge und Verzweigung. Um die Selektivitit der
Sonden fiir bestimmte Enzyme zu untersuchen, wurde die
Bibliothek mit den Proteomen verschiedener Gram-positiver
und Gram-negativer Bakterien — Pseudomonas putida, Lis-
teria welshimeri, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis und
Escherichia coli — getestet, die eine phylogenetisch nahe
Verwandtschaft mit pathogenen Stimmen aufweisen. Zu-
sétzlich wurde das Cytosol von Mausleber als eukaryotische
Referenz verwendet. Erste Markierungsexperimente wurden
mit einer Sondenkonzentration von 50 uM im Proteom
durchgefiihrt, was sich als ausreichend fiir die vollstdndige
Markierung der meisten Zielenzyme erwies. Die einzelnen
Verbindungen der Sondenbibliothek zeigten interessanter-
weise duflerst unterschiedliche Reaktivitédtsprofile mit allen
untersuchten nativen Proteomen (Abbildung S3 in den Hin-
tergrundinformationen), was darauf hinweist, dass die Sub-
stitution in C-3-Position in der Tat einen erheblichen Einfluss
auf die Spezifitit der Sonden-Protein-Wechselwirkung
ausiibt. Als Beispiel hierfiir ist in Abbildung 2A und B die
Markierung von L.-welshimeri-Cytosol- und Membranpro-
teom sowie B.-subtilis-Cytosolproteom mit einer Auswahl der
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Abbildung 1. [-Lactone als privilegierte Strukturen fiir bakterielle
ABPP. A) Synthesestrategie und biomimetische Strukturen der (3
Lacton-Bibliothek. LDA = Lithiumdiisopropylamid. B) Proteome werden
zunichst mit Sonden der f-Lacton-Bibliothek inkubiert und diese an-
schlieBend mit einem Fluoreszenzfarbstoff tiber Klick-Chemie modifi-
ziert. Markierte Proteine werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
durch Fluoreszenzanregung visualisiert.

komplementérsten Sonden gezeigt. Nur eine einzige unspe-
zifische Bindung trat im durch Hitze denaturierten Kon-
trollproteom von L. welshimeri auf, was die Priferenz von [3-
Lactonen fiir native Proteine verdeutlicht (Abbildung 2C,
Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen). Die meis-
ten markierten Proteine waren von geringer Héaufigkeit im
Proteom, was ein direkter Vergleich der relativen Intensititen
von Coomassie-Farbung mit Fluoreszenzaufnahmen belegte
(Abbildung S5 in den Hintergrundinformationen).
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Abbildung 2. Markierungsprofile der -Lacton-Bibliothek in bakteriellen
Proteomen. A) Fluoreszenzgel von L.-welshimeri-Cytosol- und Mem-
branproteom nach der Behandlung mit ausgewahlten Sonden der Bib-
liothek. Die Enzymidentititen sind den jeweiligen Gelbanden zugeord-
net (fir die Abkiirzungsliste siehe Tabelle 1). B) Ein Fluoreszenzgel
von B.-subtilis-Cytosolproteom zeigt die identifizierten Zielenzyme.

C) Alle Reaktionen wurden mit einer Hitzekontrolle (AT) durchgefiihrt,
um unspezifische Markierung zu erkennen. Als Beispiel ist Sonde G2
im Membranproteom von L. welshimeri gezeigt (Kasten). D) Beispiele
fir rekombinant exprimierte Enzyme (—: vor Induktion, +: nach Induk-
tion, P: natives Proteom, AT: nach Induktion/Hitzekontrolle, C: nach
Induktion/ohne Sonde).

Die anschlieBende Identifizierung der markierten Ziel-
enzyme mittels LC/MS-Analyse (Hintergrundinformationen)
ergab etwa 20 verschiedene Enzyme (Tabelle 1). Die MS-
Resultate aller Haupttreffer wurden mithilfe rekombinanter
Expression und anschlieBender Markierung durch die ent-
sprechenden Sonden bestitigt (Abbildung 2 D, Abbildung S6
in den Hintergrundinformationen). Die identifizierten
Enzyme umfassen vier Familien bestehend aus Ligasen,
Oxidoreduktasen, Hydrolasen und Transferasen (Tabelle 2).
Alle diese Familien erfordern fiir die Katalyse ein Nucleophil
(Cys oder Ser) in ihrem aktiven Zentrum, das einen Angriff
am elektrophilen f3-Lactonring ermdglicht. Eine Vorinkuba-
tion verschiedener Proteine mit Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) und Cerulenin, die als Inhibitoren der aktiven Zen-
tren von Serin-Proteasen!™ bzw. B-Ketoacyl-Acyl-Carrier-
Protein-Synthasen (KAS)™! bekannt sind, zeigte in der Tat,
dass hierbei eine anschlieBende Markierung durch die
Sonden unterbunden wurde (Abbildung S7 in den Hinter-
grundinformationen). Weiterhin konnte durch einen Sub-
strat-Inhibitionstest ~mit  S-Formylglutathion-Hydrolase
(SFGH) die sondenabhingige Inhibition der Enzymaktivitit
gemessen werden (ICsy=5 pum). Die Inhibition der Enzym-
aktivitdten und die breite Abdeckung unterschiedlicher En-
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Tabelle 1: |dentifizierte Enzyme (nach Funktion gruppiert).

Funktion Enzym (Abkiirzung) Identifizierte Proteome

Primdrmetabolismus
AcetylCoA-Hydrolase (ACoAH) P. putida
Aldehyd-Dehydrogenase B (ADB) E. coli

Formiat-C-Acetyltransferase
(FCA)
Lipase (Lip)
Lipase/Acylhydrolase (LipAc)
Lysophospholipase (LPL)
[-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein-
Synthase | (KAS 1)
[-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein- B. subtilis, B. licheniformis,
Synthase I (KAS 11) E. coli, L. welshimeri
[-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein- B. licheniformis
Synthase 111 (KAS I11)
[-Ketothiolase (BKT)
Sekunddrmetabolismus
Surfactin-A-Synthetase-Unterein-  B. subtilis
heit C (SrfAC)

B. licheniformis

L. welshimeri

L. welshimeri
Mus musculus
E. coli, P. putida

P. putida

Nucleotidsynthese
CTP-Synthase (CTPS) B. subtilis, B. licheniformis,
E. coli, L. welshimeri
Thymidylat-Synthase (ThyS) L. welshimeri

Resistenz/Zellwand-Biosynthese
Penicillin bindendes Protein 4% B. subtilis
(PBP4%)

virulenzassoziiert

ATP-abhingige Clp-Protease P. putida, L. welshimeri

(ClpP)
Prolin-Iminopeptidase (PIP) P. putida
Entgiftung
S-Formylglutathion-Hydrolase B. subtilis, E. coli, L. wels-
(SFGH) himeri, Mus musculus

Dienlacton-Hydrolase (DLH)
unbekannte Funktion
AB-Hydrolase (ABH)

P. putida

Mus musculus

para-Nitrobenzyl-Esterase B. subtilis
(PNBE)

Peptidase S66 (Pep66) B. subtilis
Putative ATP-abhingige Protease P. putida

(PADP)

Putative Esterase (PutE) B. licheniformis

zymklassen verdeutlichen das enorme Potenzial von (-Lac-
tonen fiir die ABPP.

Mehrere identifizierte Enzyme sind in wichtige Zell-
funktionen involviert, wie in Primér- (KAS I und II) und
Sekundirmetabolismus (Surfactin-A-Synthetase C, SurfAC),
Nucleotidsynthese (CTP-Synthase), Detoxifikation (SFGH),

Tabelle 2: Mit B-Lactonsonden markierte Enzymklassen.

Angewandte

Antibiotikaresistenz ~ (Penicillin ~ bindendes  Protein 4*
(PBP4*)) sowie Virulenz (ATP-abhingige caseinolytische
Protease, ClpP). Mit Ausnahme von SFGH wurden keine
Homologen dieser Enzyme im Mausleberproteom gefunden.

Einige Enzyme sind von besonderem medizinischem In-
teresse: KAS II, ein essenzieller Bestandteil der Fettsidure-
biosynthese!' ist unter Pathogenen hoch konserviert"”! und
wurde durch die aliphatischen 3-Lacton-Sonden D3 und G2
markiert (Abbildung 2 A und B). Weiterhin wurde PBP4*, ein
Enzym mit B-Lactamase-Aktivitat'® in B. subtilis markiert
(Abbildung 2B). Obwohl hier Proteome nichtpathogener
Bakterien in den Experimenten verwendet wurden, konnten
zwei virulenzassoziierte Enzyme, ClpP und Prolin-Imino-
peptidase (PIP), die entscheidende Rollen in vielen patho-
genen Stdmmen spielen, in L. welshimeri und P. putida iden-
tifiziert werden. Besonders ClpP erweist sich wegen seiner
fundamentalen Bedeutung fiir die Stresstoleranz und Viru-
lenz in vielen pathogenen Bakterien wie S.aureus, L. mo-
nocytogenes und P. aeruginosa als interessantes Zielen-
Zym.“g’z”

Um die Stirke der Sonden-Protein-Wechselwirkung be-
urteilen zu konnen, wurden die Reaktivitdtsprofile ausge-
wihlter B-Lactone iiber einen weiten Konzentrationsbereich
von 10 um bis 5 nm untersucht. Einige Zielenzyme zeigten ein
sehr robustes Markierungsverhalten. Zum Beispiel erwies
sich das -Lacton G2 als sehr empfindliche Sonde fiir Lipase
(Lip, bis zu 20 nm Sondenkonzentration), war jedoch kaum
empfindlich fiir Lipase/Acylhydrolase (LipAc) in L. welshi-
meri (Abbildung 3 A). Das aromatische P1 zeigte gegensitz-
liche Selektivitit (bis zu 160 nm fiir LipAc), was die Emp-
findlichkeit und Zielenzymselektivitdt von G2 und P1 ver-
deutlicht. Im Cytosol von E. coli zeigte ADB bei einer Son-
denkonzentration von 100 nm eine deutliche Préferenz fiir
aliphatische p-Lactone (D3, G2; Abbildung 3B). Einige
andere Enzyme konnten auf dhnliche Weise basierend auf
ihren bevorzugten Bindungspartnern gruppiert werden (Ab-
bildung 3 C). Diese Information ist niitzlich, um Einblicke in
die nativen Substratpriaferenzen von allen markierten Enzy-
men erhalten zu konnen, besonders von jenen, die weniger
untersucht oder noch uncharakterisiert sind. In diesem Zu-
sammenhang ist zu bemerken, dass das unsubstituierte Al
Enzyme offensichtlich nur schlecht markiert. Sterisch an-
spruchsvolle Sonden wie O1 und L1 sind ebenfalls durch eine
geringe Zahl spezifischer Markierungen gekennzeichnet.
Daher sind B-Lactone mit aliphatischen und aromatischen
Resten offensichtlich die potentesten Sonden; sie konnten die

Basis fiir das zukiinftige Design
spezifischer Inhibitoren bilden.

Enzymklasse EC aktives Zentrum Beispiel
Ligase EC6.3.4. Cys, His, Glu CTP-Synthase
Oxidoreduktasen EC1.2.1. Cys, Glu Aldehyd-Deyhdrogenase B
Hydrolasen EC3.1.2. Ser, Asp, His S-Formylglutathion-Hydrolase
EC 3.1.1. Ser, Glu, His para-Nitrobenzyl-Esterase
EC 3.4.11. Ser, Asp, His Prolin-Iminopeptidase
EC 3.4.21. Ser, His ATP-abhingige Clp-Protease
Transferasen EC23.1. Cys, His, Asn [B-Ketoacyl-ACP-Synthase II
EC23.1. Gly, Cys, Cys Formiat-C-Acetyltransferase
EC23.1. Cys, His, Cys [B-Ketothiolase
EC2.1.1. Cys Thymidylat-Synthase
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Die Markierung im aktiven
Zentrum essenzieller Enzyme wie
KAS II wirft die Frage nach einem
moglichen antibakteriellen Effekt
auf. Einige Sonden wurden auf die
Inhibition von Bakterienwachstum
getestet, jedoch konnte keine an-
tibiotische Aktivitdt beobachtet
werden. Der Grund hierfiir konnte
in der begrenzten zelluldren Auf-
nahme der Sonden durch lebende

www.angewandte.de

Chemie

4679


http://www.angewandte.de

Zuschriften

4680

A) Lipase B)
G2 I“.--- - E.-coli-Cytosol
100 nm
aliphatisch
P1 |—
D3 G2
Lipase/Acylhydrolase kDa
pase/Acylhy: | 500
. 119
P1 I-—-— — . |
10 5 2.5 1.250.63 0.310.16 0.08 0.04 0.02 0.010.005 0 pm Ei
C) ADB—== =i
Enzym | Sondenpréferenz Reste |43
KAS I D3, G2 aliphatisch
ClpP D3 aliphatisch
FCA D3, P1, Q1 aliphatisch, aromatisch
PNBE D3, G2, 01 aliphatisch, cyclisch —29
DLH E2, P1, Q1 aromatisch
ADB D3, G2 aliphatisch | 50
D) cipp KAS Il
I ——— |
100 50 25 10 5 O 100 50 25 10 5 O

Abbildung 3. Empfindlichkeit und Spezifitit der -Lacton-Bibliothek
gegeniiber einzelnen Enzymen. A) Konzentrationsreihe ausgewahlter
Sonden im Proteom von L. welshimeri. B) Im Cytosol von E. coli wird
ADB als einziges Enzym durch die Sonden D3 und G2 bei 100 nm
markiert. C) Ausgewihlte Enzyme mit ihren jeweiligen Sondenpriferen-
zen. D) In-vivo-Markierung von L. welshimeri mit D3 in verschiedenen
Konzentrationen.

Bakterien liegen. Um dies zu untersuchen, wurde L. welshi-
meri mit verschiedenen Sondenkonzentrationen in vivo be-
handelt. Diese Experimente ergaben, dass KASII, das
wichtigste Angriffsziel fiir die Viabilitit, nur geringfiigig bei
den hochsten Konzentrationen (100 um) markiert wurde und
daher vermutlich keine Abséttigung fiir dessen vollstdndige
Inhibition erreicht wurde. Im Gegenzug wurde jedoch eine
starke Markierung des virulenzassoziierten Enzyms ClpP
auch noch bei Sondenkonzentrationen von 5 pm erhalten
(Abbildung 3D). Die spezifische und selektive In-vivo-Mar-
kierung eines bekannten Virulenzfaktors, der nicht essenziell
fiir die Viabilitit, jedoch unabdingbar fiir die bakterielle Pa-
thogenese ist, belegt, dass diese Sonden fiir In-vivo-Studien
anwendbar sind; zugleich ldsst sich auf ihnen eine vielver-
sprechende zukiinftige Strategie fiir die Inhibition neuer
bakterieller Angriffziele aufbauen. Inhibitoren virulenzasso-
ziierter Enzyme konnten erhebliche Vorteile gegeniiber
konventionellen Antibiotika bieten, wie die Bewahrung des
wirtsendogenen Mikrobioms sowie einen verringerten Se-
lektionsdruck, was durch verminderte Resistenzbildung zu
Medikamenten fithren konnte, die auch iiber einen lingeren
Zeitraum noch wirksam sind.

Seitenkettenmodifizierte (-Lactone sind vielverspre-
chende privilegierte Strukturen fiir das Design neuer ABPP-
Sonden, die fiir vergleichende Untersuchungen von Enzym-
aktivitdten verschiedener bakterieller Proteome herangezo-
gen werden konnen. In der hier prisentierten Arbeit ist es
gelungen, vielfiltige Zielenzyme zu identifizieren, die durch
die Sondenmolekiile sowohl empfindlich markiert als auch
inhibiert werden konnten. In Anbetracht der Markierung
einiger wichtiger bakterieller Enzyme konnte dies ein viel-
versprechender Ausgangspunkt fiir die gleichzeitige Identifi-

www.angewandte.de

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

zierung neuer antibakterieller Ziele zusammen mit ihren je-
weiligen Inhibitoren sein.

Experimentelles

Chemische Synthese, Vorbereitung und Markierung von Proteomen:
Weitere Details zur Synthese und Charakterisierung der Sonden
sowie zur Vorbereitung und Markierung der Proteome finden sich in
den Hintergrundinformationen.
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