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Im Jahr 1993 wurde das Polyketid Rhizopodin (Abbildung 1)
aus dem Myxobakterium Myxococcus stipitatus isoliert.l'
Studien mit der gereinigten Substanz ergaben, dass Rhi-

Abbildung 1. Struktur von Rhizopodin. a) Die urspriinglich vorgeschla-
gene Monolactonstruktur. b) Uberarbeitete, C,-symmetrische Dilacton-
struktur inklusive der Stereochemie. c) Kugel-Stab-Modell der biolo-
gisch aktiven Konformation des Rhizopodins. Die Uberlagerung des
Rhizopodins (griin) mit einer um 180° gedrehten Kopie (rot) belegt die
C,-Symmetrie des Molekiils. Die Konfigurationszuordnung der stereo-
genen Zentren (Sternchen) ist konsistent.
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zopodin bereits bei nanomolaren Konzentrationen einen
drastischen Effekt auf das Zytoskelett eukaryotischer Zellen
ausiibt.”! Es wurde vermutet, dass diese Eigenschaft auf der
Fiahigkeit des Naturstoffs beruht, das eukaryotische Protein
Aktin zu binden und dessen Polymerisation zu storen. Als
Struktur fiir das Rhizopodin wurde ein Makrolidring beste-
hend aus 19 Atomen, einem disubstituierten Oxazolring
sowie einem konjugierten Diensystem mit insgesamt neun
stereogenen Zentren vorgeschlagen (Abbildung 1a).

Um den Bindungsmodus des Rhizopodins an G-Aktin
und die absolute Konfiguration des Naturstoffs zu ermitteln,
haben wir den Komplex aus Rhizopodin und Kaninchen-
muskelaktin kristallisiert und seine Kristallstruktur bei 2.4 A
Auflosung untersucht. Uberraschend zeigt die Kristallstruk-
tur, dass Rhizopodin ein C,-symmetrisches Dilacton ist.
Dementsprechend besteht Rhizopodin aus einem Makrolid-
ring mit 38 Atomen, zwei disubstituierten Oxazolringen und
zwei konjugierten Diensystemen mit insgesamt 18 stereoge-
nen Zentren. Basierend auf der Kristallstruktur beschreiben
wir hier die biologisch aktive Konformation dieses Rhizopo-
din-Dilactons sowie die absolute Konfiguration der 18 ste-
reogenen Zentren.

Die Interaktion zwischen Rhizopodin und G-Aktin wurde
in vitro anhand von Polymerisationsexperimenten mit Pyren-
modifiziertem G-Aktin untersucht. Es zeigt sich, dass eine
steigende Rhizopodin-Konzentration die Aktinpolymerisati-
on zunehmend inhibiert, wobei die Polymerisation ab einem
stochiometrischen Verhéltnis von 0.5 Rhizopodin-Dilacton
pro G-Aktin vollstdndig unterbunden ist. Rhizopodin fiihrt
zudem in Gelpermeationsexperimenten zu einer Verringe-
rung des Elutionsvolumens von G-Aktin. Diese Beobach-
tungen lassen auf eine durch Rhizopodin induzierte Dimeri-
sierung des Aktins schliefen. In vivo wiirde vermutlich ein
deutlich geringerer stochiometrischer Anteil an Rhizopodin
die Dynamik des Zytoskeletts empfindlich storen, da der
Einbau eines einzigen Aktin-Rhizopodin-Dimers in ein
Aktinfilament dessen Wachstum unterbinden wiirde.

Orthorombische Kristalle des gereinigten Aktin-Rhi-
zopodin-Komplexes beugen Rontgenstrahlung bis zu einer
Auflésung von 2.4 A. Die Struktur des Komplexes wurde
mittels molekularen Ersatzes gel6st, wobei als Suchmodell
die Struktur des Tetramethylrhodamin(TMR)-gebundenen
Aktins aus Kaninchenmuskel (PDB: 1J6Z)®* eingesetzt
wurde. Die asymmetrische Einheit des Aktin-Rhizopodin-
Komplexkristalls umfasst zwei Aktinmonomere (A und B),
die iiber eine senkrecht zur kristallographischen c-Achse
liegende, nicht-kristallographische zweizdhlige Drehachse
ineinander tiberfiihrt werden. Die kristallographischen Daten
sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

7 InterScience*

Chemie

603


http://dx.doi.org/10.1002/ange.200802915

Zuschriften

604

Tabelle 1: Kristallographische Daten des Aktin-Rhizopodin-Komplexes.

Beugungsdaten

Raumgruppe
Zellabmessungen [A]

P2,2,2
77.7 (a), 194.9 (b), 53.0
(c)

Auflésung [A] 97.6-2.3 (2.5-2.3)"

Ijo(l) 28.4 (3.5)
Vollstandigkeit [%] 99.8 (99.5)%
Redundanz 8.0 (7.4)%
Rierge [%] 4.7 (55.0)™
Wilson B [A] 45.0
Verfeinerung

Auflssung [A] 97.6-2.35 (2.41-2.35)0
Ruor [%] 19.0

Riice [%] 24.4

Atome (Protein/Ligand/Wasser) 5483/104/212
Temperaturfaktoren (A?; Protein/Ligand/ 42/30/41
Wasser)

Rmsd der Bindungen [A]/Winkel [] 0.017/1.7
Ramachandran bevorzugt/verboten [%)] 97.2/0.3

[a] Eintrige in Klammern stehen fiir die Schale der héchsten Auflésung.

Die Konformationen der Aktinmonomere A und B sind
weitgehend dquivalent (mittlere quadratische Abweichung
0.5 A, Abbildung 2a) und anderen bekannten Strukturen des
G-Aktins sehr dhnlich. Zwischen den Doménen 2 und 4
bindet jedes Monomer ein Molekiill ATP Bis auf die
DNAse-Bindungsschlaufe der Doméne 2 (Reste 40-53) ist

Abbildung 2. Struktur der Aktinmonomere A (rot) und B (griin).

a) Uberlagerung der kristallographisch unabhangigen Monomere. Die
vier Doménen des G-Aktins sind durch Nummern gekennzeichnet.
Das zwischen Dominen 2 und 4 gebundene ATP ist als Kalottenmo-
dell dargestellt (N blau, C gelb, O rot, P orange). b) Die asymmetri-
sche Einheit des Aktin-Rhizopodin-Kristalls enthilt die Monomere A
(rot) und B (griin), die hier in Oberflichendarstellung gezeigt sind. Die
Differenzelektronendichte (F,—F 20, blau) wurde nach Perturbierung
und erneuter Verfeinerung des Modells ohne Beriicksichtigung des
zwischen den Dominen 1 und 3 gebundenen Rhizopodins berechnet
(,omit-map*).
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die Elektronendichte fiir Monomer A gut definiert. Im Mo-
nomer B ist hingegen die gesamte Domine 2 (32-70) wie auch
eine Schlaufe der Doméne 4 (199-204) fehlgeordnet und
folglich in der Elektronendichte nicht zu erkennen.

Bereits nach wenigen Strukturverfeinerungsrunden!”! war
deutliche positive Differenzelektronendichte in der Furche
zwischen den Doménen 1 und 3 der beiden Aktinmonomere
zu erkennen (Abbildung 2b). An diese Stelle binden auch
andere die Aktinpolymerisation inhibierende Proteine oder
Substanzen wie Gelsolin,®! TMRE! sowie verschiedene Ma-
krolide.”**! Die Differenzelektronendichte wurde zunzchst
durch zwei Rhizopodin-Monolactone modelliert, deren
Diengruppen sich aufgrund der relativen Orientierung der G-
Aktinmonomere A und B direkt gegeniiberliegen (Abbil-
dung 3a). Wihrend die Enamidseitenkette und die benach-
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Abbildung 3. Raumstruktur von Rhizopodin. a) Das vermutete Rhi-
zopodin-Monolacton (Kugel-Stab-Modell; N blau, C orange, O rot) lie-
fert keine optimale Erklarung fiir die Elektronendichte (blaues Gitter,
2F,—F, 10) und fiihrt bei der Verfeinerung zu signifikanter Differenz-
dichte (F,—F,, griin, 30; rot, —30). Teile der Aktinmonomere sind als
Schlaufenmodell gezeigt und wie in Abbildung 2 eingefirbt. b) Als kor-
rigiertes, C,-symmetrisches Dilacton erklért Rhizopodin die beobachte-
te Elektronendichte optimal.

barten Bereiche des Makrolidrings die Elektronendichte der
jeweiligen Furche optimal erkldren, war eine Anpassung der
Diene nicht moglich (Abbildung 3 a). Stattdessen lief sich die
Elektronendichte als homodimeres Rhizopodin-Dilacton er-
kldren, dessen Struktur sich problemlos verfeinern lie3 (Ab-
bildung 3b). Diese Beobachtung ist zudem in Einklang mit
der beschriebenen Dimerisierung des Aktins durch Rhi-
zopodin, da ein C,-symmetrisches Rhizopodin-Dilacton zwei
Enamidseitenketten trigt, die je ein G-Aktinmolekiil binden
konnen, was folglich zu einem terndren Rhizopodin-(G-
Aktin)-Komplex fiihrt. Tatsdchlich ergab eine massenspek-
trometrische Analyse des zur Kristallisation eingesetzten
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Rhizopodins eine Masse von 1470 Da. Die massenspektro-
metrischen Daten lieferten weder einen Hinweis auf ein
Rhizopodin-Monolacton noch auf héhere Oligomere (siche
Hintergrundinformationen). Die hier vorgestellte Uberar-
beitung der Rhizopodinstruktur erinnert an den Fall des
Antibiotikums Vermiculin, dessen C,-symmetrische Struktur
zunichst ebenfalls als kleineres Monomer beschrieben
worden war.[1%

Aus der Differenzelektronendichte des Rhizopodins kann
die Konfiguration aller 18 stereogenen Zentren eindeutig
abgeleitet werden. Bei der Verfeinerung wurden keine
Zwangsbedingungen fiir die Konfiguration angewendet,
sodass die nicht-kristallographische C,-Symmetrie des Rhi-
zopodin-Dilactons als interne Kontrolle fiir die Konfigurati-
onsbestimmung genutzt werden konnte (Abbildung 1c).

Die Enamidseitenkette des Rhizopodins zeigt eine hohe
Passgenauigkeit beziiglich der Molekiiloberfliche des Aktins
(Abbildung 4), wobei die Erkennung iiberwiegend durch
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Abbildung 4. Bindung von Rhizopodin an G-Aktin. a) Schematische
Darstellung der Rhizopodinerkennung (C orange, N blau, O rot) durch
hydrophobe Reste des G-Aktins (schwarz). Van-der-Waals-Wechselwir-
kungen sind als griine Bégen, Wassermolekiile als rote Kugeln und
Wasserstoffbriicken als gepunktete Linien dargestellt. b) Uberlagerung
strukturell verwandter Inhibitoren in Aktin-gebundener Form. Aktin:
weifle Oberfliche, rot: Rhizopodin, griin: Sphinxolid B, gelb: Reidi-
spongiolid A, violett: Kabiramid C, blau: Jaspisamid A.

Van-der-Waals-Kontakte zwischen Enamidseitenkette und
der Bindungsfurche des Aktins vermittelt wird. Lediglich
zwei Wasser-vermittelte Wasserstoffbriicken zwischen dem
terminalen Carbonylsauerstoff des Rhizopodins und den
Stickstoffatomen der Hauptkette von Ile136 und Alal72 sind
zu erkennen. Die Konformation der Enamidseitenkette von
Rhizopodin dhnelt der anderer Makrolide wie Kabiramid,
Reidisphingolid®® und Sphinxolid.”! Die Struktur des Kom-
plexes aus G-Aktin und Bistramid A, einem strukturell nicht-
verwandten Polymerisationsinhibitor, zeigt dariiber hinaus,
dass allein die Blockierung der Bindungsfurche die Polyme-
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risation von Aktin verhindert.""! Diese Interpretation wird
durch die strukturelle Divergenz der Makrolidringe von
Rhizopodin und &dhnlichen Inhibitoren gestiitzt (Abbil-
dung 4b).

Die Kiristallstruktur des funktionellen Komplexes aus G-
Aktin und Rhizopodin zeigt, dass Rhizopodin in einer uner-
warteten C,-symmetrische Dilactonstruktur vorliegt. Die gut
definierte Elektronendichte ermoglicht die Zuordnung der
absoluten Konfiguration aller 18 stereogenen Zentren, wobei
die C,-Symmetrie des Molekiils eine interne Kontrolle liefert
(Abbildung 1c¢). Die symmetrische Struktur des Rhizopodins
verdeutlicht, wie ein kleines Molekiil einen sperrigen Rhi-
zopodin-Aktin-Komplex (Abbildung 2b) erzeugen kann, der
die Aktinpolymerisation effizient unterbindet und damit den
drastischen Effekt von Rhizopodin in vivo erklart.?

Experimentelles

Aktin wurde aus Kaninchenmuskel-Acetonpulver isoliert!"!! und in
G-Puffer aufbewahrt (2 mm Hepes pH7.5, 02 mm ATP, 1 mm f3-
Mercaptoethanol, 0.2 mm CaCl,). Das Protein wurde durch Hydro-
xylapatit-Chromatographie (BIO-RAD) gereinigt, wobei G-Puffer
ohne ATP als Laufmittel verwendet wurde (Puffer A). Kationische
Verunreinigungen wurden durch einen linearen Gradienten von
Puffer A zu Puffer B (Puffer A + 500 mm KCl) eluiert, und Aktin
wurde durch einem zweiten Gradienten von Puffer A zu Puffer C
(Puffer A + 500 mm KH,PO,/K;PO,) eluiert.

Mit N-(1-Pyren)-iodacetamid markiertes Aktin (Pyren-Aktin)
wurde fiir die Polymerisationsversuche verwendet.®! Ein typisches
Experiment (1 mL) enthielt 11 um G-Aktin und 1 um Pyren-Aktin in
G-Puffer. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 100 pL einer
Losung aus 20 mm Hepes pH 7.5, 500 mm KCl und 10 mm MgCl,
gestartet. Die Rhizopodinkonzentration lag zwischen 2.2 und 22 pum.
Die Pyrenfluoreszenz wurde bei 365 nm angeregt und bei 385 nm mit
einem Perkin-Elmer LS50B gemessen.

Der Aktin-Rhizopodin-Komplex (Verhiltnis 1:2) wurde durch
Gelfiltration (Sdule Superdex 200 10/30, GE-Healthcare) gereinigt.
G-Puffer mit 25 mm KCI wurde als Laufmittel verwendet. Nach der
Elution wurde der gereinigte Komplex sofort gegen frischen G-Puffer
dialysiert.

Kristalle des gereinigten Aktin-Rhizopodin-Komplexes wurden
durch Dampfdiffusion mit der Methode des hingenden Tropfens bei
20°C geziichtet. 3 pL des Aktin-Rhizopodin-Komplexes wurden mit
3 uL einer Reservoirlosung bestehend aus 100 mm MES-Puffer
pH 6.6, 14% (w/v) PEG1500, 12% (w/v) 1,6-Hexandiol, 100 mm
CaCl,, 1 mm DTT (Dithiothreitol), 10 mm Betain-Hydrochlorid ver-
mischt. Die GroBe der Kristalle wurde durch Animpfen des Kristal-
lisationstropfens mit Kristallkeimen optimiert. Um Eiskristallbildung
beim Tiefkiihlen der Kristalle in fliissigem Stickstoff zu verhindern,
wurden die Kristalle zuvor in eine mit 15% PEG400 versetzte Re-
servoirlosung iiberfiihrt.

Beugungsdaten wurden bei einer Wellenldnge von 1.07 A auf
einem 225-mm-Marmosaic-ccp-Detektor gesammelt (Messstation
X12, EMBL, DESY, Hamburg). Die Datenverarbeitung erfolgte mit
HKL2000,* die Strukturlosung (molekularer Ersatz) mit Phaser,“!
die Strukturverfeinerung mit Refmac!”! und die manuelle Optimie-
rung mit Coot.”! Das Rhizopodinsmodell wurde mit Monomer Lib-
rary Sketcher erstellt,'! die Abbildungen mit Pymol (http://pymol.

org).
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