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Einleitung
Enzyme als Zielmolekdle fiir neue Medikamente

1 Einleitung

1.1 Enzyme als Zielmolekdlle fir neue Medikamente

Enzyme sind Biomolekiile, die vielfaltige Reaktionen katalysieren und daher eine
essentielle Rolle in der Zellfunktion aller Lebewesen spielen. Man begegnet
enzymatischen Reaktionen in vielen physiologischen Prozessen, vom
Nahrungsstoffwechsel, Uber die Replikation, die Reaktion auf Fremdstoffe bis hin
zu Pathogenese. Sie Ubernehmen die Regulation und Kontrolle der
Stoffwechselwege und leisten einen wichtigen Beitrag zur Signaltransduktion. Die
mit Krankheiten einhergehende Dysregulation von Enzymen kann entscheidende
Veranderungen im Organismus hervorrufen. Daher sind sie attraktive Zielmolekile
(engl. Targets) fur die Suche nach neuen Medikamenten. Eine Studie aus dem Jahr
2002 (Abbildung 1)! zeigt, dass fast die Halfte aller Targets flir zugelassene
Arzneistoffe Enzyme sind.

Integrine

o)
DNA 1%
Andere Rezeptoren 1 %
4% \

Nukledre Rezeptore
4% ™

Sonstige
2%

Transporter— ‘
4 %

Ionenkanale
7 %
Enzyme
47 %

GPCRs
30 %

Abbildung 1: Verteilung der Targetklassen von zugelassenen Wirkstoffen

Ist ein Enzym als krankheitsrelevantes Target identifiziert, gilt es, ein Testsystem
(engl. Assay) zu finden, in dem die enzymatische Reaktion beobachtet werden
kann. Dies ist der erste Schritt, um potentielle Wirkstoffe testen und hinsichtlich
einer Aktivierung oder Hemmung (Inhibition) charakterisieren zu kénnen. Dabei

spielen spektrometrische Methoden eine groBe Rolle, da mit Hilfe dieser die
1
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Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion beobachtet und quantifiziert werden
kann.? Besonders praktikabel ist es, wenn das Enzym rekombinant vorliegt, da
dann die Affinitat eines Liganden zum Protein exakt bestimmt werden kann ohne
eventuelle, zellulare Storfaktoren. Assays an rekombinanten Enzymen bieten also
die Grundlage der Suche nach neuen Wirkstoffen, da sie eine quantitative Aussage
uber die Inhibitionsleistung eines Liganden liefern. Egal welcher Ansatz fur die
Suche nach einem neuen Wirkstoff gewahlt wird - ob Hochdurchsatz- (engl. High-
Throughput Screening, HTS) oder in silico Testung - es wird immer ein
biochemisches Validierungssystem bendtigt. Assays an rekombinanten Proteinen
sind haufig das Mittel der Wahl, da sie einfach und schnell durchzufiihren sind und
die Méglichkeit zur Automatisierung bieten.3

Die vorliegende Arbeit behandelt die Entwicklung enzymatischer Assays fur
einerseits ein humanes Enzym, die Phosphatase-Domane der I6slichen Epoxid
Hydrolase (sEH-P), andererseits fur mehrere bakterielle Enzyme, sogenannte
Metallo-B-Lactamasen (MBLs). Dazu werden biochemische und biophysikalische
Methoden angewendet, die zu einem allgemeinen Protokoll zur Entwicklung von

Assays fuhren.
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1.2 Metallo-B-Lactamasen - die Resistenzenzyme Gram-negativer

Bakterien

Nachdem Alexander Fleming 1928 das Penicillin entdeckte, wurde, noch vor der
Zulassung des Penicillins, 1940 das erste Resistenzenzym - die Penicillinase -
entdeckt.* Dieses natirliche Phdnomen der Resistenzbildung wird durch den heute
vorherrschenden Missbrauch und Fehleinsatz von Antibiotika stark vorangetrieben.
Speziell B-Lactam-Antibiotika werden aufgrund ihrer guten Vertraglichkeit fir den
Menschen viel zu oft eingesetzt. Sie hemmen die Zellwandsynthese von Bakterien
und haben daher keinen Einfluss auf menschliche Zellen. Im letzten Schritt der
bakteriellen Zellwandbiosynthese erstellt die Glycopeptid-Transpeptidase eine
Quervernetzung von Peptidoglycanstrangen. Dabei greift die endstandige
Aminogruppe einer Pentaglycinkette die Peptidbindung zwischen zwei D-
Alaninresten eines anderen Strangs an. Nach der Spaltung des D-Ala-D-Ala-Motivs
entsteht durch die Glycopeptid-Transpeptidase eine neue Bindung zwischen dem
Glycin des ersten Strangs und D-Ala des zweiten Strangs. p-Lactam-Antibiotika
werden aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zum D-Ala-D-Ala (Abbildung 2)
von der Transpeptidase umgesetzt. Dabei wird das Amid nucleophil angegriffen
und unter Ringéffnung eine kovalente Bindung zwischen Transpeptidase und
gedffnetem Lactam  geknupft. So bleibt die Quervernetzung der
Peptidoglycanstrange aus und es kommt zu einer instabilen Zellwand, was im
weiteren zum Absterben der Zelle fihrt. Da B-Lactam-Antibiotika keinen Effekt auf
menschliche Zellen haben und hoch effizient gegen Bakterien sind, werden sie

gegen eine Vielzahl von Infektionen eingesetzt.>
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Penicillin Acyl-D-Ala-D-Ala

Abbildung 2: Struktur von Penicillin und dem strukturell &hnlichen D-Ala-D-Ala

Vermehrt werden inzwischen auch B-Lactamasen entdeckt (EC 3.5.2.6), Enzyme,
die den B-Lactam-Ring spalten und so das Antibiotikum inaktivieren kénnen. Sie

stammen von den Transpeptidasen, sind aber so mutiert, dass sie die kovalente
3



Einleitung
Metallo-B-Lactamasen — die Resistenzenzyme Gram-negativer Bakterien

Bindung zum gedffneten B-Lactam hydrolysieren kdnnen.® Auch wenn Bakterien
verschiedene Mdglichkeiten flr Resistenzen besitzen, werden B-Lactamasen als
Hauptproblem angesehen.” Sie werden hauptsachlich in zwei Gruppen unterteilt.
Serin-B-Lactamasen spalten mit Hilfe eines Serin-Rests in der Bindetasche. Sie
werden weiter - nach Ambler® - anhand ihres Substratspektrums in die Klassen A,
C und D unterteilt. Die meisten Serin-B-Lactamasen werden von Wirkstoffen wie
Clavulansaure, Tazobactam, Sulbactam oder den neueren Substanzen Avibactam
und MK-7655 inhibiert,® deren kovalente Bindung zur B-Lactamase nicht mehr
gespalten werden kann. Metallo-B-Lactamasen (MBLs; Ambler Klasse B) enthalten
Zink-Ionen in ihrer Bindetasche, mit deren Hilfe sie, Uber ein polarisiertes

Wassermolekul, den B-Lactam-Ring nucleophil angreifen kénnen.

Asp Asp Asp Inaktiviertes B-Lactam
A |

Abbildung 3: Mechanismus der Spaltung eines B-Lactams durch eine MBL 10

MBLs funktionieren also wie ein Metall-Katalysator und kénnen immer neue [3-
Lactame spalten (Abbildung 3). Sie hydrolysieren alle bekannten B-Lactam-
Antibiotika, mit Ausnahme von Monobactamen, und sind nicht empfindlich fur
Inhibitoren der Serin-B-Lactamasen. Die weitere Einteilung in die Ambler Klassen
B1, B2 und B3 geschieht nach Sequenz-Ahnlichkeit und der Anzahl gebundener

Zink-Ionen.

Das vermehrte Auftreten auf MBLs basierender Resistenzen und daraus
resultierender multi-resistenter Bakterien ist momentan eines der groBten
Probleme flr die Gesundheit der Menschen. Laut dem WHO-Bericht zur globalen
Situation der Antibiotika Resistenzen!! steuert man auf eine post-antibiotische Ara
zu. Von besonderer Gefahrlichkeit sind dabei die Gram-negativen Bakterien, die
heutzutage nur noch selten ohne eine Resistenz gegen gangige Antibiotika

auftreten. Von besonderer Schwere sind hierbei die sogenannten ESKAPE
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Pathogene'? (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa und
Enterobacter Species) zu nennen. Diese Bakterien tragen haufig sogar mehr als
ein Resistenz-Plasmid und geben diese Uber horizontalen Gentransfer weiter.
Aufgrund der Gefahr, die von ihnen ausgeht, werden sie auch ,Superbugs"
genannt.!3 Trotz des groBen Bedarfs an neuen Antibiotika wurden zwischen 2000
und 2013 lediglich 22 neue Antibiotika zugelassen, wovon nur finf Vertreter neuer
Klassen von Antibiotika sind: Linezolid, Retamulin, Fidaxomicin, Daptomycin und
Bedaqulin.'* Keins davon ist jedoch zur Behandlung bakterieller Infektionen mit
Gram-negativen Bakterien zugelassen.

Die Suche nach neuen Antibiotika oder Wirkstoffen, die die Aktivitat der B-Lactame
wieder herstellen, ist unumganglich. In der vorliegenden Arbeit sollte eine Assay-
Plattform entwickelt werden, mit Hilfe derer neue Wirkstoffe fliir MBLs getestet
werden koénnen. Als Resistenz-Enzyme wurden die New-Delhi-Metallo-B-
Lactamase 1 (NDM-1), Imipenemase 7 (IMP-7) sowie Verona-Integron-Encoded-
Metallo-B-Lactamase 1 (VIM-1) gewahlt. Die entsprechenden Gene blanpm, blame
und blayiy stammen alle aus Isolaten von Patienten, die am Klinikum der Goethe-
Universitat behandelt wurden.

Wahren IMP®*> und VIM!® schon seit den 1990ern bekannt sind, wurde von NDM-
117 das erste Mal 2009 berichtet. Diverse Isoformen aller drei MBLs haben sich in
Keimen in kurzester Zeit Uber die ganze Welt verbreitet und forderten bereits
Todesopfer. Trotz der Unterschiede in der Aminosauresequenz haben die meisten
Isoformen ein stark konserviertes aktives Zentrum. Die typische Struktur des
aktiven Zentrums besteht Ublicherweise aus den zwei Zn?*-Ionen, von denen das
eine durch drei Histidine koordiniert wird, das zweite durch Histidin, Cystein und
Aspartat (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Uberlagerung der Strukturen von NDM-1 (cyan Kristallstruktur 3Q6X'8), VIM-1
(hellgriin, Homologiemodell basierend auf 4C1D°) und IMP-7 (dunkelgriin, Homologiemodell
basierend auf 4C1F?°) Homologie-Modelle wurden mit der MOE Software 2014.09 erstellt?!

Bisher bekannte Inhibitoren beschranken sich lediglich auf Substanzen, die Zink-
Komplexe bilden bzw. die beiden Zinks der Bindetasche chelieren, z.B. EDTA oder
Thiol-haltige Substanzen.?? King et al.?® verdffentlichten kirzlich, dass der
Naturstoff Aspergillomarasmine A Wirksamkeit in einem murinen Infektionsmodell
zeigt. Allerdings gibt es bisher keine Wirkstoffe, die als MBL-Inhibitor zugelassen
sind und die Wirksamkeit der B-Lactam-Antibiotika wieder herstellen. Die Suche
nach neuen Wirkstoffen gegen MBLs ist Ziel eines Teils dieser Arbeit. Dazu werden
ein robuster Fluoreszenz-Intensitats-Assay und passende orthogonale,

biophysikalische Assays erstellt.

ove
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1.3 Die Phosphatase-Domane der I6slichen Epoxid Hydrolase

Die I6sliche Epoxid Hydrolase (engl. soluble Epoxide Hydrolase, sEH) wird beinahe
ubiquitér exprimiert, vor allem jedoch in Leber und Nieren.?* Sie wird vom Gen
EPHX2 kodiert und ist aus 555 Aminosauren aufgebaut. Diese verteilen sich auf
zwei Domanen, die namensgebende Hydrolase-Domane (EC 3.3.2.10) am C-
Terminus und die Phosphatase-Domane (EC 3.1.3.76) am N-Terminus (Abbildung
5). Beide Domanen sind Uber einen Prolin-reichen Linker in einem Abstand von ca.
4 A miteinander verbunden. Normalerweise liegt die sEH als Homodimer vor, in

dem zwei der ca. 62 kDa groBen Monomere antiparallel gegenuber liegen.

Abbildung 5: Roéntgen-Kristallstruktur des Monomers der menschlichen sEH, PDB-Code 1VJ5%°. In
grau ist die Epoxid-Hydrolase-Doméne zu sehen, in rot der Linker, in blau die Phosphatase-Domé&ne.
Das Mg2*-Ion ist griin in abgebildet.

Mit der Hydrolase-Seite ist die sEH ein wichtiger Teil der Arachidonsaure-Kaskade
(Abbildung 6) und setzt dort die durch Cytochrom P450 (CYP450) generierten
Epoxyeicosatriensauren (EETs) zu den korrespondierenden Diolen um. Diese
Domane ist bereits gut erforscht und bekannte Inhibitoren sind Harnstoffe und
Amide wie beispielsweise N-Cyclohexyl-N'-iodophenyl-harnstoff (CIU) und N-(4-
chlorophenyl)-2-cyclohexylactetamid.?® Durch einen sEH-Inhibitor erhéht sich der
Spiegel an EETs. Diese vermitteln einen entzindungshemmenden Effekt, welcher
bereits fir eine Reihe von Krankheitsbildern als vorteilhaft beschrieben wurde.?”
Insbesondere im kardiovaskuldren Bereich?® besitzen sie viele positive Effekte, da

sie gefaBerweiternd und blutdrucksenkend wirken.
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Arachidonsdure

COX LOX CYP
Prostaglandine Leukotriene m
* Schmerz * Asthma sEH I— Inhibitor
* Entziindung * Allergien

* Kardiovaskulare
Erkrankungen
Entziindung
Schmerz

Diabetes
Nierenerkrankungen

* Blutgerinnung
* Pulmonale Hypertonie

Abbildung 6: Die Arachidonsdurekaskade und ihre assoziierten Krankheitsbilder

Der Phosphatase-Domane wurde zunachst lediglich eine regulative Eigenschaft
zugeschrieben. Ihre Funktionalitdat als Lipid-Phosphatase wurde erst 2003
entdeckt.?® Die Bindetasche befindet sich am Ende eines 15 A langen Tunnels und
besteht aus einem Mg?*-Ion, das von vier Asparten koordiniert ist. Dies entspricht
dem typischen Motiv der Phosphatase der Klasse IV. Diese Aspartat-basierten
Phosphatasen gehéren zur Familie der Halogensaure-Dehalogenasen und
verwenden Aspartat als Nukleophil (Abbildung 7), um unter sauren Bedingungen
Phosphatester zu spalten.

Trotz genauer Kenntnisse von Struktur und Mechanismus ist die physiologische
Rolle der sEH-P unklar. Die Diskrepanz zwischen dem Phéanotyp einer sEH”/- Maus
und einer Maus, die mit einem sEH-Hydrolase-Inhibitor behandelt wurde, 1aBt auf
eine Rolle bei der Lipid-Signaltransduktion schlieBen.3® Von anderen Forscher-
Gruppen wurde untersucht, welche natlrlichen Phosphate umgesetzt werden, um
die endogenen Substrate zu finden.3! Dabei wurden Lipidphosphate wie
Lysophosphatidylsaure oder Geranylgeranylpyrophosphat (Abbildung 8) als
endogene Substrate gefunden. Daraus folgernd wird eine Rolle in
Hypercholesterinamie-bezogenen Erkrankungen, Hypoxie-verursachter
pulmonaler Hypertonie sowie ein Einfluss auf die Regulation der eNOS und NO-
vermittelten endothelialen Zellfunktionen angenommen.3?

8
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Thr120 Asn124
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Lys160 \ __NH
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der sEH-P Bindetasche mit den Interaktionen zur
Koordination von Magnesium-Kation und Substrat. Asp9 als entscheidendes Nukleophil kann die
Spaltung des Phosphatesters initiieren.33

Isoprenoidphosphate3* sind weiterhin metabolische Precursor der Cholesterol
Biosynthese und spielen eine Rolle flr die post-translationale Lipid-Modifikation
von Proteinen, einem Prozess der mit Entzindungen in Verbindung gebracht
wird.3>

Die Substanz SMTP-7 zeigte im Tiermodell gute Ergebnisse bei der Behandlung
des ischamischen Schlaganfalls aufgrund ihrer thrombolytischen und zusatzlich
anti-entziindliche Eigenschaften.3® Diese Substanz wurde als Inhibitor der sEH
identifiziert. SMTP-7 inhibiert sowohl die Hydrolase-Funktionalitat kompetitiv, als
auch die sEH-P pseudo-nichtkompetitiv. Der genaue Mechanismus kann aufgrund

des Fehlens eines selektiven sEH-P Inhibitors nicht weiter aufgeklart werden.

0. o

P o]
P . OH
HO O/\/\ /w\V‘}OP\ ,,O
OH O__0O 3 O*F’*OH
CSH”\:I "o

Lysophosphatidylsaure Geranylgeranylpyrophosphat

Abbildung 8: : Strukturen von endogenen Substraten der sEH-P

Zur weiteren Untersuchung der physiologischen Rolle der sEH-P bedarf es potenter
Inhibitoren, die als pharmakologische Werkzeuge dienen koénnen. Bekannte

Inhibitoren anderer Phosphatasen hatten keinen Einfluss auf die sEH-P. Leider sind
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bisher nur Lipidsulfate wie SDS, die Mimetika der Lipidphophate sind, oder
Molekile, die kovalent an Cysteine binden, wie z.B. Ebselen,3” als Inhibitoren
bekannt. Inhibitoren, die man in vivo anwenden kdnnte um die biologische
Funktion der sEH-P weiter aufzuklaren, sind jedoch unbekannt. Einen potenten und
selektiven Inhibitor zu finden, der auch in vivo angewendet werden kdnnte, ist Ziel

des zweiten Teils der Arbeit.

10
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Chemikalien

2-Mercaptoethanol

Acrylamid 4K - Lésung (30 %)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Biotin

Bradford Reagenz

Calciumchlorid

cOmplete, EDTA-free

Coomassie Brilliant Blue G-250
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DNAse I

Ethylendiamintetraacetat

Glukose

Glycerol

HEPES

Imidazol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (ITPG)
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Lysogeny Broth Base
Magnesiumsulfat

MES

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Niacin

Precision Plus Protein Unstained Standards
Salzsaure, konz.

SDS

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thiamin T1

Tris

Triton X-100

Vitamin B12

Zinkchlorid

11

Handler

Sigma Aldrich
AppliChem

Carl Roth
Apollo Scientific
Bio-Rad

Sigma Aldrich
Roche
AppliChem
Merck
AppliChem
Merck
AppliChem
AppliChem
AppliChem

Carl Roth
AppliChem
Merck
AppliChem
Invitrogen
AppliChem
AppliChem

Carl Roth
AppliChem

Carl Roth
Apollo Scientific
Bio-Rad

Carl Roth
AppliChem
AppliChem
Apollo Scientific
AppliChem

uUsB

Apollo Scientific
AppliChem

Katalognummer
M6250
Al1672
9592
BIB0603
500-0001
C5670
05056489001
A3480
137036
A3778
324503
A1349
A3552
A1069
X998
A4773
137039
A1493
12795-084
A1879
A1074
X891
A1430
3957
BINO611
161-0363
4625
A1502
A1148
BIT0614
A2264
22686
BIV6236
A2076



Spezielle Materialien

Centriprep YM-3, 3 kDa NMGG
Amicon Ultra-15, PLGC Ultracel-PL

Membran, 10 kDa

Spectra/Por® 7, Dialysemembranen -

MWCO 3500

FluoroNunc™ F96 MicroWell™ Platte,

schwarz

Schwarze Polystyrolplatten 384 well flacher

Boden ,low binding"

MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate

(0,1 mL)

HiLoad 16/60 Superdex 200 pg

HisTrap HP 5mL

Assay Substrate

Biomol Green Reagent
Ceftazidim

CENTA

DiFMUP

Fluorescein Diphosphosphat
Fluorocillin

Imipenem
Lysophosphatidylsaure

Nitrocefin

Material und Methoden
Verwendete Materialien

Handler Katalognummer
Merck 4302

Merck UFC901024
Carl Roth E859.1

VWR 732-2701P
Corning 3820
Invitrogen 4346907

GE Healthcare  28-9893-35

GE Healthcare 17-5248-02

Hersteller Katalognummer
Enzo Life Sciences BML-AK111

TCI C2225

Merck 219475
Invitrogen D6567
Invitrogen F2999
Invitrogen F33952
Molekula 34437833

Enzo Life Sciences BML-LP100
Calbiochem 484400

Plasmide und Bakterienstamme

Sequenz Plasmid
IMP-7 pET-24a
NDM-1 pET-24a
VIM-1 pET-24a
sEH-P pET-24a(+)

Zelllinie Erhalten von

BL21(DE3)
BL21(DE3)
BL21(DE3)
BL21(DE3)

12
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Gerate

Akta Purifier
Cell Disrupter
Echo 550

EnVision

iCycler iQ™ Single-Color Real Time PCR Detection System

Material und Methoden
Verwendete Materialien

Infinite® F200Pro Microplate Reader

Inkubationsschuttler MaxQ 4000 SHKA4000

Multidrop
NanoDrop™ Photometer

Odyssey® Imager

Optima LE-80K Ultrazentrifuge

PureLab Ultra MilliQ-Wasser Anlage

Zentrifuge RC-5B Plus

Inhibitoren

Die Inhibitoren des Consensus Projekts (s. Kapitel 3.1.2) stammen von Specs.

Am ESP verwendete Substanzbibliotheken wurden von Enzo Life Sciences (BML-

Hersteller

GE Healthcare

Constant
Systems Ltd

Labcyte
Perkin Elmer
Bio-Rad
Tecan
Thermo

Scientific
Thermo Fischer
Implen
Li-Cor
Beckmann
Elga

Sorvall

2843-0100) bezogen oder der ChemBioNet Sammlung entnommen.

Thiole

Thiomandelsaure (MBL30)
Captopril (MBL42)
Thiorphan (MBL93)

N-Acetylcystein (MBL96)

meso-2,3-Dimercapto-
succinsaure (MBL97)

Dimercaprol (MBL98)
D-(-)-Penicillamin (MBL99)
Glutathion (MBL102)
L-Cystein (MBL103)
Zofenoprilat (MBL113)
Tiopronin (MBL114)

Handler

TimTec

Acros Organics
Enzo Life Sciences
Sigma Aldrich

Alfa Aesar

Alfa Aesar

Alfa Aesar

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Santa Cruz Biotech
Sigma Aldrich
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2.2 Proteinexpression

25 mL LB Medium (engl. lysogeny broth) wurden mit 1 mL Glukose-L6sung (20 %)
und 25 pL Kannamycin (1000 x) versetzt und mit der gewlnschten
Bakterienkolonie von einer Agar-Platte beimpft. Die Kultur wurde Uber Nacht bei
37 °C unter stdndigem Schiitteln (180 rpm) inkubiert. 5 mL dieser Ubernacht-
Kultur wurden verwendet um 500 mL LB-Medium, das mit Kanamycin (50 mg/mL)
supplementiert war, zu beimpfen. Das Wachstum des Ansatzes bei 37 °C wurde
Uber die Bestimmung der optischen Dichte des Mediums bei 600 nm (ODsgoo)
beobachtet. Beim Erreichen einer ODeoo von 0,8 — 1 wurde mit 400 pM ITPG
induziert und die Kultur Gber Nacht bei 22 °C unter Schutteln weiter inkubiert.
Nach Erreichen der gewlinschten ODeoo wurde fiur 10 Minuten bei 5500 rpm
zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und die erhaltenen Pellets bei -20 °C

eingelagert.

Um die NDM-1 fir NMR-Studien mit *°N zu markieren, wurde M9 Medium nach
folgendem Protokoll angesetzt.

10 x M9-Salzlésung fir 1 L  (davon 100 mL pro L)
84 g Na;HPO4 * 2 H,O

30 g KHzPO4

5g NaCl

5000 x Spurenelementlésung (50 mL Ansatz) (davon 200 pL pro L)
50 mM FeCls * 6 H,O
20 mM CaCl; * 2 Hx0
10 mM MnCl; * 4 H,0
10 mM ZnSO04 * 7 H,O
2 mM CoCl; * 6 H.0

1000 x Vitamin Mix (1 mL pro L)
100 mM Thiamin T1
100 mM Niacin
100 mM Biotin
10 mM Vitamin B12

1M CaCl; (davon 100 L pro1L)

14



Material und Methoden
Aufreinigung

1M MgS04 (davon 2 mL pro 1L)
Glucose: 10 g/L (einfach fest zugeben)
15NH4Cl: 1 g /L

Kannamycin (1000 x): 1 mL /L

Fir die Expression wurde eine Ubernacht-Kultur, wie im vorherigen Kapitel
beschrieben, angesetzt, die 10 Minuten bei 3000 rpm pelletiert und zweimal mit
M9-Salzlésung gewaschen wurde. Nach Re-suspendieren in 25 mL M9-Salzlésung
wurde die Lésung komplett zur Beimpfung der 500 mL Minimalmediumskultur
verwendet. Auch hier wurde wieder bis zu einer ODeoo von 0,8 — 1 bei 37 °C
inkubiert, mit 400 uM ITPG induziert und weiter Uber Nacht bei 22 °C wachsen
gelassen. Geerntet wurde bei ODsoo = 7-9, bei 5500 rpm zentrifugiert 15 Minuten

und die Pellets bei -20 °C gelagert.

2.3 Aufreinigung

Pellets aus 500 mL Medium wurden in 40 mL Resuspensionspuffer (50 mM Tris,
500 mM NacCl, pH 8) mit Zusatz einer cOmplete Tablette sowie einer Spatelspitze
DNAse I geldst. Die Suspension wurde zweimal durch einen Cell Disruptor geleitet
(14500 psi) und anschlieBend fur 60 Minuten bei 20000 rpm und 4 °C zentrifugiert,
um feste Zellbestandteile abzutrennen.

Der Uberstand wurde auf eine 5 mL HisTrap HP S&dule geladen und mithilfe eines
Imidazol-Gradienten eluiert. Der Standard-Gradient bestand zunachst aus einer
Equilibrierung Gber 5 Saulenvolumen (Laufpuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 4 mM
Imidazol, pH 8), gefolgt von einem Waschschritt Gber 15 Saulenvolumen (mit 30
mM Imidazol), einer Elution Uber 25 Saulenvolumen von 30 mM bis 160 mM
Imidazol und einem finalen Elutionsschritt bei 400 mM Imidazol fur 10
Saulenvolumen. Der Auftrag erfolgte mit einer Flussrate von 1 mL/min, alle
nachfolgenden Schritte mit einer Geschwindigkeit von 4 mL/min. Der gesamte Lauf
wurde mittels eines UV Detektors (254 nm und 280 nm) beobachtet und in 12 mL

Fraktionen gesammelt.
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Um Imidazol zu entfernen, wurden die Fraktionen von Interesse in einen
Dialyseschlauch (Membran mit 3,5 kDa cutoff) Uberfihrt und gegen einen
100fachen Uberschuss des Imidazol-freien Puffers (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH
8) fur mindestens 4 Stunden dialysiert. Dieser Vorgang wurde bei 4 ©°C

durchgefihrt und mindestens zweimal wiederholt.

Fur die NMR-Studien musste eine hdhere Proteinreinheit erreicht werden als flr
die Durchfihrung der Assay notwendig war. Daher wurde das Protein nach der
HisTrap weiter mittels Gelfiltration aufgereinigt. Auf eine zuvor mit Laufpuffer
(50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8) aqulibrierte Superdex200-Saule wurde 1 mL
Proteinldsung geladen und mit einer Flussrate von 1,6 mL/min isokratisch eluiert.

Das Protein wurde in Fraktionen von 2 mL gesammelt.

Die gesammelten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Je 60 pL einer
Fraktion wurden mit 20 puL B-Mercaptoethanol und 20 pL 5x Ladepuffer (250 mM
Tris, 5 mM EDTA, 10 % SDS, 50 % Glycerol, 0,1 % Bromphenolblau, pH 6,8) 10
Minuten auf 95 °C erhitzt. Von dieser Mischung wurden 10 pL pro Tasche auf 14 %
Acrylamid-enthaltende Gele aufgetragen. Als Kontrolle wurden 3,5 pL Precision
Plus Proteins Standard Unstained Marker verwendet. Die Proben wurden bei 150
Volt flr 45 Minuten aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde dabei ein Tris-Glycin-SDS-
Puffer (25mM Tris, 190 mM Glycin, 3,5 mM SDS) genutzt. Zur Fixierung wurde das
Gel in MilliQ-Wasser Uberfihrt und 1-2 Minuten unter Mikrowellenstrahlung
aufgekocht. Nach Entfernen des Wassers wurde das Gel in eine ausreichende
Menge Coomassie-Farbelésung (0,8 g Coomassie Brilliant Blue G-250, 3 mL konz.
HCI auf 1 L MilliQ-Wasser) Uberflihrt und erneut aufgekocht. Nach dem Abkihlen
der Lésung wurde sie entfernt und mehrfach durch MilliQ-Wasser ersetzt, bis sich
die Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abhoben. Die eingefarbten Gele

wurden mit einem Odyssey-Imager bei einer Wellenldnge von 700 nm gescannt.
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Proteinbanden von Interesse wurden aus den SDS-Gelen ausgeschnitten und mit
100 pL MilliQ-Wasser in ein ReaktionsgefaB Uberfihrt. Die Banden wurden einem
In-Gel-Verdau mit Trypsin unterzogen und die erhaltenen Proteinfragmente mit
MALDI-MS (Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/Ionisations-Massen-
spektrometrie) analysiert und durch anschlieBende Mascot®® Suche identifiziert.

Die Fingerprint-Analysen wurden im Arbeitskreis von Prof. Karras durchgefihrt.

Das aufgereinigte Protein wurde mit Hilfe von Amicon Centripreps (Membran mit
cutoff von 3,5 kDa) in einer Zentrifuge bei 4 °C flir 45 min bei 3500 rpm
aufkonzentriert. Die Endkonzentration wurde mittels NanoDrop oder Bradford-
Assay bestimmt. Zur Vorbereitung des Assays wurde eine BSA-Standardreihe in
Konzentrationen von 0,1 bis 0,6 pug/ml erstellt. In eine transparente 96 well Platte
wurden je 20 pL der Standard Reihe in Duplikaten sowie die Proteinprobe in
unterschiedlichen Verdinnungen in Triplikaten pipettiert. AnschlieBend wurde in
jedes Well je 200 pL Bradford-Reagenz gegeben, und die Absorption der Proben
mit einem Tecan Reader bei 595 nm vermessen. Die Konzentration wurde durch
den Vergleich zur linearen Regression der Standardreihe in Excel bestimmt.

Dank der guten Stabilitdt der bearbeiteten Proteine konnten die fertig
aufgereinigten Proben mit 20 % Glycerol versetzt werden und in flissigem

Stickstoff eingefroren und langfristig (ca. 1 Jahr) bei —-80 °C gelagert werden.
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2.4 Assays

Um die Funktionalitat eines Proteins zu beobachten, inkubiert man es mit und ohne
Inhibitor und gibt anschlieBend ein Substrat zu, das vom Protein umgesetzt wird.
Dabei sollte ein Produkt frei gesetzt werden, welches bei einer bestimmten
Wellenlange spektroskopisch beobachtet werden kann (Abbildung 9). Das Produkt
kann entweder farbig oder fluoreszierend sein, wobei die Detektion von

Fluoreszenz sensitiver und daher der Absorption vorzuziehen ist.

22

Abbildung 9: Generelles Durchflihrungsprinzip von Assays

Im Allgemeinen lauft die Testung so ab, dass in einer Platte mit 96 Vertiefungen
(engl. well, sogenannte 96well Platte) potentielle Inhibitoren vorlegt werden,
Protein zugeben und eine halbe Stunde inkubiert wird, so dass sich ein Bindungs-
Gleichgewicht zwischen Enzym und Ligand einstellen kann. In allen Assay wird
0,01 % Triton X-100 zugegeben um eventuelle falsch-positive Ergebnisse durch
Mizellenbildung der Inhibitoren zu vermeiden.?®* Nach der Substratzugabe
beobachtet man direkt die zeitabhangige Bildung des fluoreszierenden oder
farbigen Produkts. Meist wurde 30 Zyklen a einer Minute aufgenommen. Die
Inhibition berechnet sich aus der dem Vergleich der Kurvensteigungen nach
folgender Formel:

Inhibition [%] Steigung(Positivkontrolle) — Steigung(Inhibitor) 100
_ *
nhibition [% Steigung(Positivkontrolle) — Steigung(Blank)

Formel 1: Berechnung der Inhibition. ,Blank" (ohne Protein, ohne Inhibitor, nur Substrat),
Positivkontrolle (Substrat und Protein, kein Inhibitor) und Inhibitor (Substrat, Protein und Inhibitor)

Die Berechnung der Inhibition wurde mit dem Programm Excel durchgefihrt.

Zur Kontrolle des Experiments wurde stets der Z'-Fakor berechnet. Dieser
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quantifiziert anhand des Verhaltnisses von Signal zu Rauschen die Giite des

Assays*® und wird nach folgender Formel berechnet:

_ 3 * (SPos + SBlank)

Mpos — Mpank

Formel 2: Berechnung von Z'. s= Standardabweichung, m = Mittelwert, Pos und Blank wie oben

Z'=1

Errechnet sich ein Z' von Uber 0,5 kann der Assay als aussagekraftig eingestuft
werden. Liegt Z' zwischen 0 und 0,5 sind die Rohdaten genauestens zu Uberprifen

aber dennoch auswertbar. Bei negativen Z' ist das Experiment zu verwerfen.

Um die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) zu bestimmen, wurde die
Inhibition von mindestens sechs verschiedenen Konzentrationen eines Inhibitors
untersucht. Der ICso gibt die Konzentration an, bei der eine 50%ige Inhibition der
Enzymaktivitat stattfindet. Er wird bestimmt, indem der dekadische Logarithmus
der Konzentration gegen die Inhibitionsleitung aufgetragen und eine sigmoidale

Anndherungskurve angelegt wird.

_Hillslope

signal

Abbildung 10: Graphische Darstellung einer sigmodialen Kurve. Aufgetragen ist die logarithmische
Konzentration gegen das Signal

Aus dieser Kurve lasst sich nach folgender Formel der ICso-Wert berechnen:
high — low
1+ 10(log(1650)—x)*Hillslope

y = low +

Formel 3: Berechnung des ICsp

Bildlich gesehen entspricht der ICso-Wert der Konzentration am Wendepunkt der

Kurve. Die Auswertung findet mit dem Programm Graph Pad Prism 5 statt.

19



Material und Methoden
Assays

2.4.2.1 Imipenem Assay

Imipenem ist ein zugelassenes B-Lactam-Antibiotikum, das eine blassgelbe
Farbung aufweist. Bei der Spaltung durch eine MBL verliert Imipenem seine Farbe.
Diesen Prozess kann man beobachten, indem man das abnehmende

Absorptionssignal bei 300 nm misst.*!

NH
o HN—/

HH
: — MBL

Abbildung 11: Struktur von Imipenem und dem Produkt der Spaltung

Gesamtvolumen 200 pL

Puffer 50 mM HEPES (pH 7,3)
Proteinkonzentration 50 nM (NDM-1)
Substratkonzentration 100 uM

Temperatur 30 °C

MessgroBe Absorption bei 300 nm
Kinetische Zyklen 60 Zyklen alle 20 s

2.4.2.2 Nitrocefin Assay

Nitrocefin ist ein Cephalosporin, das bei Spaltung durch MBLs seine Farbe von gelb
nach rot verandert und dabei sein Absorptionsmaximum von 390 nm zu 485 nm
verschiebt. Es wird seit den 1990er Jahren als Schnelltest fur B-Lactamasen

verwendet, da die Veréanderung auch fiir das Auge gut sichtbar ist.*?

H
N
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Ty NC2 meL . T No2
S 0 N __~ — S o HN__~
O /
HO™ ~0O NO,

0" oH =
HO™ 0 NO,

Abbildung 12: Struktur von Nitrocefin und dem Produkt der Spaltung
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Gesamtvolumen 200 uL
Puffer 50 mM HEPES (pH 7,3)
Proteinkonzentration 10 nM (NDM-1)
Substratkonzentration 2,5 uM
Temperatur RT
MessgréBe Absorption bei 485 nm
Kinetische Zyklen 30 Zyklen alle 60 s

2.4.2.3 CENTA Assay

CENTA ist ein weiteres chromogenes Substrat, das nach der Spaltung durch B-
Lactamasen seine Absorptionsmaximum verschiebt von hellgelb-farblos (340 nm)

zu einer intensiv, chrom-gelben Fabe (405 nm).*3

H
WN S HS
\s o j;{f\/s MBL ?
o) —_— NO,
HO™ ™0 \?\NOZ Ho S0

HO™ ~0O
Abbildung 13: Struktur von CENTA und dem Produkt der Spaltung

Gesamtvolumen 200 L

Puffer 50 mM HEPES (pH 7,3)
Proteinkonzentration 5 nM (NDM-1)
Substratkonzentration 10 uM

Temperatur RT

MessgréBe Absorption bei 405 nm
Kinetische Zyklen 30 Zyklen alle 60 s

2.4.2.4 Fluorocillin Assay

Fluorocillin Green ist urspringlich Teil eines ELISA Kits (Invitrogen) zur
Untersuchung der p-Lactamase TEM-1. Es besteht aus einem Di-Fluoro-
Fluorescein-Kern, der an beiden Seiten je einen Cefalotin-Rest tragt. Nach
Spaltung der B-Lactame der Cefalotin-Gruppen wird Di-Fluoro-Fluorescein frei,
dessen Fluoreszenz bei 495 nm angeregt und bei 525 nm ausgelesen werden

kann.*

21



Material und Methoden
Assays

Abbildung 14: Struktur von Fluorocillin und Mechanismus der Spaltung

Gesamtvolumen 100 pL

Puffer 50 mM HEPES (pH 7,8)

Proteinkonzentration 5 pM (NDM-1), 4nM (VIM-1), 0,1 nM (IMP-7)

Substratkonzentration 0,1 pg/well = 888 nM

Temperatur RT

MessgroBe Elugrgszgnz-lntensitét, Excitation: 495 nm,
mission: 525 nm

Kinetische Zyklen 30 Zyklen alle 45 s
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2.4.3.1 DiFMUP-Assay

6,8-Difluoro-4-methylumbelliferyl-phosphat ist ein Substrat flir Phosphatasen, die
unter sauren pH Bedingungen (pKs des Substrats 4,7)* aktiv sind. Nach
Abspaltung des Phosphatrestes ist die Fluoreszenz von 6,8-Difluoro-4-
methylumbelliferon zu beobachten mit einer Anregungswellenlange von 358 nm

und Emission bei 455 nm.4®

Abbildung 15: DiFMUP und das fluoreszente Produkt

Gesamtvolumen 120 pL

Puffer 50 mM Acetat, 10 mM MgCly, pH 5,75

Proteinkonzentration 600 nM

Substratkonzentration 300 uM

Temperatur 37 °C

MessgroBe Flugre_szgnz—lntensitét, Excitation: 358 nm,
Emission: 455 nm

Kinetische Zyklen 45 Zyklen alle 60 s

2.4.3.2  Malachitgriin Assay

Eine kolorimetrische Methode, um freie Phosphate zu detektieren, ist das
Malachitgrin. Seine gelbe Leukobase wird in Anwesenheit von Oxidationsmitteln
zu einem grinen Komplex, dessen Absorption bei 650 nm beobachtet werden
kann. Dieser Assay unterscheidet sich in seiner Durchfihrung stark von allen
anderen, die hier beschrieben wurden. Zunachst wurde die sEH-P (80 pL) mit
potentiellen Inhibitoren (10 pL) 30 Minuten, wie Ublich, inkubiert. AnschlieBend
wurde eines der endogenen Subtrate, Lysophosphatidylsdaure (LPA 10 pL),
zugegeben und 45 Minuten bei 37 °C mit der Phosphatase reagieren lassen.3! Der
Assay wurde mit 100 puL Biomol Green Solution gestoppt, die Komplexbildung flr

eine Stunde abgewartet, und die Absorption des Komplexes ausgelesen.
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Gesamtvolumen

100 pL + 100 pL Green Solution

Puffer

50 mM Acetat, 10 mM MgCl,, pH 5,75

Proteinkonzentration 600 nM
Substratkonzentration 5 uM LPA
Temperatur 37 °C und RT
MessgréBe Absorption 650 nM

Kinetische Zyklen

Keine, Endpunktassay

2.4.3.3

FDP Assay

Das farblose, nicht-fluoreszierende Fluoresceindiphosphat ist aufgrund seiner
amphoteren Loéslichkeit ein flir viele Phosphatasen geeignetes Substrat. Es wird in

mehreren Schritten zum stark gelben Fluorescein umgesetzt, das sehr leicht zu

detektieren ist.4”

Abbildung 16: FDP und das fluoreszente Produkt

Dieser Assay wurde als optimaler sEH-P Assay am haufigsten verwendet und in

verschiedenen Formaten durchgefthrt.

96 Well-Format:

Gesamtvolumen 120 pL

Puffer 50 mM Acetat, 10 mM MgCl,, pH 5,75
Proteinkonzentration 600 nM

Substratkonzentration 10 uM

Temperatur 37 °C

MessgroBe Fluoreszenz-Intensitat, Excitation: 495 nm,

Emission: 525 nm

Kinetische Zyklen

45 Zyklen alle 60 s
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384 Well-Format:

Gesamtvolumen 20 uL

Puffer 50 mM Acetat, 10 mM MgCl;, pH 5,75
Proteinkonzentration 80 nM

Substratkonzentration 10 uM

Temperatur 37 °C

MessgréBe Fluc_Jre_sze.nz—Intensitét, Excitation: 495 nm,

Emission: 525 nm
Kinetische Zyklen 30 Zyklen alle 90 s

Aufgrund der GréBe der zu screenenden Bibliotheken am European ScreeningPort
wurde der Assay in ein Endpunktformat Uberfihrt und Natronlauge als
Stopreagenz gewahlt. Wegen der hoéheren Empfindlichkeit des EnVision
Plattenlesegerats wurde die Substratkonzentration erniedrigt und daraus folgend
ebenfalls die Proteinkonzentration.

Insgesamt ergab sich daraus nachfolgendes Assay Protokoll: Zunachst wurde das
Protein 15 Minuten mit den Testsubstanzen inkubiert, bevor FDP zugegeben
wurde. AnschlieBend wurde eine Stunde gewartet, bis sich gentgend
Fluoreszenzenz-Produkt gebildet hatte. Die Reaktion wurde mit Natronlauge

abgestoppt und die Fluoreszenz-Intensitat einmal ausgelesen.

384 Well-Format als Endpunkt Assay am ESP:

Gesamtvolumen 20 yL + 5 pL Stopreagenz

Puffer 50 mM Acetat, 10 mM MgCl,, pH 5,75

Proteinkonzentration 30 nM

Substratkonzentration 5uM

Temperatur RT

MessgroBe Elugrgsze.nz-lntensitét, Excitation: 495 nm,
mission: 525 nm

Stopreagenz 5 L NaOH (5 M)
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2.4.4.1 Thermal Shift Assay

Der Thermal Shift Assay (TSA) ist eine Methode, bei der die Schmelztemperatur
des Proteins gemessen wird, indem die Fluoreszenzintensitat eines
Fluoreszenzfarbstoffs beobachtet wird. In einer wassrigen Lé6sung mit gefaltetem
Protein wird das Fluoreszenzsignal vom Wasser gequencht. Erhdéht sich die
Temperatur, beginnt die Entfaltung des Proteins, und die hydrophoben Regionen
der Innenseite werden freigelegt, an die der Farbstoff binden kann (Abbildung 17).
Daraus resultiert ein Anstieg der Fluoreszenz. Sollte sich ein stabiler Ligand-
Protein-Komplex gebildet haben, liegt die Schmelztemperatur des Komplexes

hoéher als die des apo-Proteins.

SYPRO Orange
Aex = 300 nm

/ Aem = 590 nm
I

TH LY

=

Abbildung 17: Darstellung des Schmelzprozesses beim TSA

—lp
——

Der TSA wurde in 96well MicroAmp Platten durchgeflihrt und SYPRO Orange als
Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Zu 4 pL der Testsubstanz (500 uM
Endkonzentration) verdinnt in Assaypuffer wurden 32 uL des entsprechenden
Enzyms sowie 4 yL SYPRO Orange gegeben, und die Platte mit einer Folie
verschlossen. Der temperaturabhangige Anstieg der Fluoreszenzintensitat wurde
in Triplikaten mit einem ICycler gemessen. Von 20 °C bis 90 °C wurde in Schritten
von 0,2°C pro Minute bei 490 nm Anregungswellenlange und 570 nm
Emissionswellenléange die Fluoreszenz aufgezeichnet. Um den Schmelzpunkt des
Proteins besser zu erkennen, wurde die erste Ableitung der Schmelzkurve in Graph

Pad Prism 5 berechnet.
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Gesamtvolumen 40 uL
50 mM HEPES, pH 7,5, 0,01 % Triton X-100 fir NDM-1
Puffer und IMP-7; 50 mM MES, pH 6,0, 50 mM NaCl, 0,01 %

Triton X-100 fur VIM-1
Proteinkonzentration | 5 uM

SYPRO Orange 2,5 x
Temperatur 20 °C-90 °C
N Fluoreszenz-Intensitat, Excitation: 300 nm, Emission:
MessgroBe
570 nm

Kinetische Zyklen 350 Zyklen a 1 Minute und 0,2 °C

2.4.4.2  STD-NMR

STD-NMR#*8 ist eine kernresonanzspektroskopische Methode, um die Bindung eines
Liganden an ein Protein zu untersuchen. Normalerweise ist die Untersuchung eines
Proteins mit NMR schwierig, da durch Spin-Diffusion innerhalb des Moleklls die
Relaxationszeiten mit steigender MolekilgréBe immer langer werden. Exakt dieser
Effekt wird sich bei der STD-NMR zu Nutze gemacht. Durch intramolekulare Spin-
Diffusion wird Magnetisierung sowohl entlang des Protein-Rlckgrats, aber auch
durch den Raum Ubertragen und zwar umso schneller, je gréBer das Protein ist.
AuBerdem wird der breite Absorptionsbereich des Proteins ausgenutzt. Durch
hochfrequente Radiopulse in den Bereichen von Uber 10 ppm und unter 0 ppm
werden die Signale des Proteins durch Sattigung der Magnetisierung ausgeléscht.
Es ist also moglich, das NMR-Spektrum eines Liganden zu aufzunehmen, ohne
Protein-Signale zu sehen. Die hochfrequenten Pulse beeinflussen dabei nicht den
Absorptionsbereich der Liganden, vorausgesetzt, diese absorbieren innerhalb des
ublichen Bereichs zwischen 0 und 10 ppm. Die Spin-Diffusion durch den Raum
kann allerdings nicht nur intramolekular, sondern auch Uber kleine Abstande,
ahnlich wie bei NOESY-Experimenten, durch den Raum vom Protein zum Ligand
geschehen. Bindet also ein Ligand an das Protein, wird Magnetisierung vom
gesattigten Protein auf den Ligand (bertragen, daher der Begriff
Sattigungstransfer. In Konsequenz l|éschen sich also die Signale der stark

wechselwirkenden Protonen aus.
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Differenzspektrum: I

Abbildung 18: Darstellung der Auswirkung von Magnetisierungstransfer auf das NMR-Signal. Links
ist die Bindetasche in griin zu sehen mit den Liganden schematisch als blauen Kreisen und tlrkisen
Dreiecken. Der Farbséttigung soll der Magnetisierungssédttigung entsprechen, je dunkler, desto
stérker.4?

Bildet man nun die Differenz zwischen einem vorher gemessenen
Referenzspektrum von reinem Inhibitor im Puffer und subtrahiert davon das
Sattigungstransfer-Spektrum, erhalt man das STD-Spektrum, in dem lediglich nur
noch die Signale der Protonen zu sehen sind, die mit dem Protein interagieren
(Abbildung 18). Mit der STD-NMR lassen sich auch mehrere Inhibitoren gleichzeitig
untersuchen, vorausgesetzt die Signale der Liganden-Protonen Uberlagern sich
nicht gegenseitig.>°

Fur STD-Experimente wurden die Proteine nach der HisTrap-Chromatographie
durch Dialyse in Phosphat-Puffer (25 mM Na;HPQO4, 25mM H3PO,4, pH 7,8, 50 uM
DSS als Standard) Uberfiihrt und auf die gewiinschte Konzentration von 30 uM
aufkonzentriert. Da sie ohne Aktivitatsverlust zu lyophilisieren waren
(durchgeflihrt von Susanne Beyer, AK Prof. Wacker), wurde ihnen so das Wasser
entzogen. Nach Resuspension in DO wurden die Inhibitoren (400 pM
Endkonzentration) zugegeben und die Probe an einem 600 mHz Bruker AvVIII
Spektrometer mit *H{*3C/**N} Kryo-Probenkopf vermessen (von Dr. Frank Lohr,
AK Prof. Doétsch). Verbleibende Wasser-Signale wurden mit der ,Exitation
Sculpting" Methode unterdriickt. Sattigungspulse wurden bei 0,2 und 21,4 ppm
eingestrahlt durch 25 ms GauB-Pulse (1 % Truncation, 135 ° Flip Winkel).
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Assays
Gesamtvolumen 500 pL
Puffer 50 mM Phosphat
Proteinkonzentration 30 uM
Spektrometerfrequenz | 600 MHz
Pulsfrequenzen 0,2 und 21,4 ppm
Anzahl Scans 2-8 k

2.4.4.3 NMR-Titrationsexperiment

Um die NDM-1 mit *®*N zu markieren, wurde die Expression in 500 mL M9
Minimalmedium mit 0,5 g >NH4Cl durchgefiihrt (im 2 L Schikanekolben). Nach der
Aufreinigung mittels Ni-NTA-Saule wurde eine Gelfiltration durchgefiihrt (s. Kapitel
2.3.2). Das auf 100 uM aufkonzentrierte Protein wurde in einen geeigneten Puffer
uberfihrt (25 mM HEPES, 100 mM NacCl, 100 uM Zn(OAc)2, pH 7,5) und ein BEST-
[*°N,H]-TROSY Spektrum aufgenommen (von Dr. Frank Lohr, AK Prof. Dotsch).
In 16 Spektren wurde die Peak-Verschiebung durch unterschiedliche
Inhibitorkonzentrationen beobachtet. Mit dem Programm SPARKY wurden die
Spektren Uberlagert und vier Spuren identifiziert, anhand derer sich die
Konformationsanderung durch den Inhibitor gut verfolgen lieB. Die Peaks der
Spuren wurden gepickt und eine Peakliste erstellt. Die Chemical Shift

Perturpation>! wurde fir die geshifteten Peaks nach folgender Formel berechnet.

. 2
CSP = J(M) + (H(0) — H(i))?

Formel 4: N(0) chemische Verschiebung (in ppm) des N-Atoms ohne Inhibitor, N(i) chemische
Verschiebung des N-Atoms in Anwesenheit von Inhibitor. Analog H-Atome mit und ohne Inhibitor.

Mit dem Programm Graphpad Prism 5 wurde das Molare Verhaltnis zwischen
Inhibitor- und Proteinkonzentration gegen die Chemical Shift Perturbation

regressiert (Saturation Binding — One Site - Specific Binding).
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Gesamtvolumen 500 pL

25 mM HEPES, 100 mM NacCl, 100 uM
Zn(OAc)2, pH 7,5

Proteinkonzentration 100 uM

Puffer

Spektrometerfrequenz | 600 MHz
Inhibitor 0,1 - 5 mM in 21 Schritten
Anzahl Scans 32

Die zu untersuchenden klinischen Isolate bzw. E.coli Transformanten wurden bei
37 °C flr zwei Stunden in CAMHB-Medium (cation adjusted Mueller Hinton Broth)
inkubiert und anschlieBend bei 4400 rpm flr 10 min pelletiert. Das Pellet wurde in
so viel 0,9 % Natriumchlorid-Lésung re-suspendiert, dass eine optische Dichte
entsprechend eines 0,5 McFarland Standard®? erreicht wurde und weiter 1:10 in
Kochsalzlosung verdiinnt, um eine Konzentration von ca. 1x107 KBE/ml (Kolonie-
bildende Einheit pro Milliliter) zu erlangen. Der McFarland Standard ist eine
Methode, um die Anzahl an Zellen anhand ihrer Tribung zu quantifizieren. Eine
0,5 McFarland Standard-L6sung wird aus 0,05 mL einer 1,175 % Bariumchlorid-
Dihydrat Loésung (BaCl>*2H,0) und 9,95 mL eine 1 % Schwefelsaurelésung
hergestellt. Die Tribung des ausgefallenen Bariumsulfats entspricht ungefahr einer
Anzahl von 1x108 kolonie-bildenden Einheiten.

Imipenem wurde in MilliQ mit einer Konzentration von 12,8 mg/mL angesetzt und
in CAMHB 1:100 verdinnt, um die héchste Testkonzentration von 128 ug/mL zu
erreichen. Diese wurde in 1:2 Schritten weiter verdiinnt, um die Verdlinnungsreihe
zu komplettieren (128 pg/mL — 64 pg/mL — 32 pug/mL usw. bis 0,25 ug/mL). Die
Testsubstanz (Endkonzentration 128 pg/mL) wurde vorher ebenfalls in CAMHB
gelést und vorgelegt. In jedes Well wurden 100 pL der entsprechenden
Imipenemkonzentration in CAMHB - gemischt mit der Testsubstanz - gegeben und
5 uL der Bakterienldésung (50.000 KBE pro Well) hinzu gefligt. Zusatzlich wurden
Sterilitatskontrollen (von der kleinsten Antibiotikumskonzentration) sowie

Wachstumskontrollen (nur Bakterien in CAMHB) durchgefiihrt. Die Platte wurde flr
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20 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend visuell ausgewertet. Wenn es zu
Bakterienwachstum kam, sanken diese Uber die Zeit ab und bildeten ein Prazipitat
auf dem Boden der Platte. Beim wirkenden Antibiotikum bildete sich kein
Niederschlag auf dem Boden. Dieser Assay wurde von Denia Frank aus dem AK
Prof. Wichelhaus durchgefihrt.

Gesamtvolumen 105 uL

Medium CAMHB

Bakterienmenge 50.000 KBE

Substratkonzentration 128 pg/mL bis 0,25 pg/mL in 1:2 Schritten
Inhibitorkonzentration 128 yg/mL

Temperatur 37 °C

MessgréBe Knopfbildung am Plattenboden
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Teil 1: Metallo-B-Lactamasen

3.1.1.1 Protein-Expression und Aufreinigung

Um genligend Protein flir die Entwicklung verschiedener Assays zu haben, wurden
zunachst Expression und Aufreinigung der MBLs etabliert. Dabei zeigte sich, dass
die Ausbeute durch Zusatz von Zink-Ionen um das doppelte gesteigert werden
konnte. Bei der Expression in einfachem LB-Medium wurden aus einer 500 mL
Kultur nach der HisTrap Aufreinigung ca. 6-8 mg Protein in guter Reinheit erhalten
(Abbildung 19, Gele von VIM-1 und IMP-7 siehe Anhang Abbildung 46 und 47).
Wurde die Expression in Minimalmedium mit einer Spurenelement-Lésung mit
zehnfacher Zinkkonzentration (s. Kapitel 2.2.2) durchgefihrt, konnte die Ausbeute

auf bis zu 12 mg erhéht werden.

[R——

15 M 28 29 30 31 32 33 34 35 36 M 38 39 40
— .
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Abbildung 19: Beispiel-Gel von NDM-1 nach Aufreinigung via Ni-NTA

Die Konservierung der Proteine erwies sich als problemlos. Nach Zugabe von
0,03 % Natriumazid waren die MBLs ohne nennenswerten Aktivitatsverlust lGber
ca. drei Monate bei 4 °C haltbar. Fir eine langere Aufbewahrung wurden die
Proben mit 20 % Glycerol versetzt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Auch die Lyophilisierung (durchgefihrt im AK Prof. Wacker) wurde mit nur

minimalem Aktivitatsverlust toleriert.
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3.1.1.2  Entwicklung eines funktionalen Assays

Die Assayentwicklung wurde nur mit NDM-1 als Testprotein durchgeflhrt, da es
von den vorhandenen MBLs einerseits als erstes vorlag, andererseits auch am
»aktivsten™ war und die Substrate am schnellsten umsetzte. Die exakten Volumina
und Konzentrationen sind im Kapitel Material und Methoden (2.4.2) aufgelistet.

Als erstes Substrat wurde Imipenem ausgewahlt (s. Kap.2.4.2.1). Dieser Assay
wurde von der Gruppe um Guo*! veréffentlicht und in Kivetten durchgefiihrt. Da
dieses Format auBerst zeit- und materialintensiv war, wurden Anpassungen
bezilglich Substrat- und Proteinmenge vorgenommen und der Assay in
transparente 96well Platten Uberflihrt. Als problematisch wurde hierbei nicht nur
das schlechte Verhaltnis von Signal zu Rauschen beobachtet, sondern auch die

Wellenlange von 300 nm, bei der gemessen wurde.
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< c
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Abbildung 20: Links MBL28 ICsp = 495 + 82 uM, rechts MBL26 ICso = 259 + 56 uM beide auf NDM-
1

Zwar konnten aus einer vorhandenen Substanzbibliothek erste Inhibitoren
identifiziert werden, allerdings mussten viele Testsubstanzen verworfen werden,
da sie ebenfalls bei 300 nm absorbierten. Auch der Versuch Derivate der
gefundenen Inhibitoren zu testen scheiterte, da diese eine Interferenz mit der

Messwellenléange zeigten. Daraus folgte der Verwurf des Assays.

Ein Ubliches Substrat zur Untersuchung von MBLs ist Nitrocefin.*> Der
Farbumschlag von gelb zu rot, der durch die Spaltung des [(-Lactams
hervorgerufen wird, lasst sich leicht spektrometrisch beobachten. AuBerdem liegt
die zu messende Wellenlange mit 485 nm weit weg vom Absorptionsspektrum der
meisten Testsubstanzen. Entsprechend des mitgelieferten Substanzdatenblatts

wurde zundachst eine Substratkonzentration von 100 pM getestet, woraufhin fur
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keinen der beiden bisher identifizierten Inhibitoren eine Aktivitat festgestellt
werden konnte. Daher wurde die Michaelis-Menten-Konstante Km von Nitrocefin zu
NDM-1 bestimmt.

2.5x10°09 4
2.0x10°094

1.5x10-994

V [M/s]

1.0x10-99 4

5.0x 10-10 4

0

0 1x 1095 2x10-05
Nitrocefin [M]

Abbildung 21: Michaelis-Menten Blot von Nitrocefin an NDM-1. Kn= 2,3 £ 0,7 uM

Da der Ky mit 2,3 pM nur ein vierzigstel der vorgeschlagenen Konzentration von
100 pM ist, wurde der Assay mit 2,5 pM Nitrocefin wiederholt. Bei diesem Versuch
konnten zwar die beiden Inhibitoren wiedergefunden werden, die aus dem
Imipenem Assay bekannt waren, aber es war nicht moglich ICso Werte zu

bestimmen, da niemals eine Inhibition Gber 50 % erreicht wurde.
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Abbildung 22: Inhibition [%] der beiden Inhibitoren MBL26 (links) und MBL28 (rechts) bei
unterschiedlichen Konzentrationen im Nitrocefin-Assay

Da die Affinitat von Nitrocefin zur NDM-1 sehr stark war, lag bei 2,5 uM das
Bindungsgleichgewicht immer noch auf der Seite des Substrats und nicht bei den
Inhibitoren. Um hdhere Inhibitionen sehen zu koénnen, muisste man die
Substratkonzentration weiter senken, was allerdings nicht mdglich war, da die
Auflésungsgrenze des Tecan Readers erreicht wurde. Daher wurde auch dieses

Substrat verworfen.
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Als letztes kolorimetrisches Substrat wurde CENTA®>3 gewahlt, welches eine hohe
chemische Ahnlichkeit zu Nitrocefin aufweist. Fir dieses Substrat wurde direkt
versucht, Km zu bestimmen, allerdings war kaum eine mathematische Regression
mdglich, da der Kn bei ca. 3 uM liegt und die Auflésungsgrenze des Tecan Readers
fUr dieses Substrat bei 8 uM. Also erwies sich auch dieses Substrat als ungeeignet.
Statt dessen wurde vermehrt nach fluorogenen Substraten gesucht, da diese
wesentlich sensitiver detektiert werden kénnen.

Fluorocillin** besteht aus einem Di-Fluoro-Fluorescein-Kern, der an beiden
Seiten je einen Cefalotin-Rest tragt (s. Kapitel 2.4.2.4). Nach Spaltung eines
B-Lactams wird das Zwischenprodukt frei, das aus einer Cefalotin-Gruppe am
Fluorescein Kern besteht, bei 435 nM angeregt werden kann und bei 525 nm
emittiert. Nach der Spaltung des zweiten Cefalotin-Rests wird Di-Fluoro-
Fluorescein frei, dessen Fluoreszenz bei 495 nm angeregt und bei 525 nm
ausgelesen werden kann.

Da Uber diesen Assay nichts bekannt war, wurde zunachst eine Checkerboard-

Assay mit verschiedenen Konzentrationen durchgefihrt.
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Abbildung 23: Checkerboard-Matrix zur Untersuchung verschiedener Assay Setups. Da das
Molekulargewicht von Fluorocillin anfangs nicht bekannt war, wurden g verwendet.

Fir alle Kombinationen wurde der Z'-Faktor berechnet, der bei niedrigen
Fluorocillin- und Proteinkonzentration die héchsten Werte ergab. Daher wurde bei
einer Proteinkonzentration von zunachst 5 nM die weitere Optimierung
durchgefihrt. Es wurde versucht, den K. von Fluorocillin zu messen, da es sich
allerdings um eine zweistufige Reaktion handelt, konnte nur eine Gerade detektiert

werden.
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Abbildung 24: Kmn von Fluorocillin bei 5 nM NDM-1

Da bei 0,2 ug pro Well eine sehr hohe Fluoreszenz detektiert wurde, wurde die
Masse auf 0,1 ug pro Well reduziert und ein ICso der Referenzsubstanz L-Captopril>*
(MBL42) aufgenommen. Der gemessene ICso liegt mit 6,4 pM in der gleichen
GréBenordnung wie der publizierte Km von 39 pM.
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Abbildung 25: ICsp von L-Captopril (MBL42) auf NDM-1 = 6,4 £ 2,1 uM

Captopril erwies sich als besonders guter Referenzligand, da es sowohl in Wasser
als auch in DMSO sehr gut léslich war. So konnte gezeigt werde, dass der Assay
von bis zu 5 % DMSO nicht beeinflusst wird. Da die Zugabe von DMSO wegen der
Wasserunsléslichkeit der meisten Testsubstanzen unausweichlich war, aber kein

Unterschied zwischen den einzelnen Wells sein sollte, wurde die DMSO-
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Konzentration im Assay konstant bei 1 % gehalten. Weiterhin wurde der Einfluss
von Triton X-100 getestet. Bei Testsystemen mit rekombinanten Proteinen in
Puffern wird ublicherweise Detergenz zugesetzt, um eine Aggregation von
Inhibitoren, die nicht gut wasserldslich sind, zu vermeiden. Diese kdnnten ohne
Zugabe von Detergenz Mizellen bilden und so ein falsch positives Ergebnis liefern,
indem sie den Zugang zur Bindetasche flir das Substrat blockieren.>> Die
Standardkonzentration von 0,01 % Triton X-100 zeigte sogar einen positiven
Effekt auf den Assay, da sie die Loslichkeit des Substrats vergréBerte und so noch
hoéhere Z'-Faktoren (von ca. 0,6 auf mind. 0,8) bei der Durchflihrung des Assays
erreicht wurden. Aufgrund der niedrigen Mengen an Substrat und Protein, die man
fur diesen Assay bendtigt, die hohe Sensitivitat sowie den hohen Z'-Faktoren

wurde dieser als Standard-Assay flr MBLs durchgeflhrt.

3.1.1.3  Entwicklung Thermal Shift Assay

Fur die Funktion von MBLs sind die beiden Zink-Ionen des aktiven Zentrums
unabdingbar. Durch Chelatoren wie EDTA kann die Aktivitat vollig aufgehoben
werden. Da nach Substanzen gesucht wurde, die wirklich an die MBLs binden und
nicht nur Zink aus der Bindetasche ziehen, galt es, eine orthogonale Screening
Methode zu finden, mit der man den Unterschied zwischen Substanzen, die an das
Protein binden, und Zink-Chelatoren zu beobachten. Aufgrund seiner leichten
Durchfihrung fiel die Wahl auf den Thermal Shift Assay (TSA) (siehe Kapitel
2.4.4.1). Das Postulat des TSA ist, dass die Bildung eines Protein-Liganden-
Komplexes die Schmelztemperatur des Proteins erhoht.>®>” Die erweiterte
Hypothese war, dass die Destabilisierung des Proteins durch Zink-Entzug die
Schmelztemperatur erniedrigen misste und so die Unterscheidung zwischen
Bindern und Chelatoren zu treffen sein musste. Hierzu wurden zunachst
Schmelzkurven der Proteine (5 puM) aufgenommen im gleichen Puffer, wie er im
Assay verwendet wurde. Allerdings zeigte sich, dass die VIM-1 im HEPES-Puffer
(50 mM, pH 7,5, 0,01 % Triton X-100) nicht stabil war und keine Schmelzkurve
gemessen werden konnte. Daher wurden andere Puffer mit unterschiedlichen pH-
Werten getestet und schlieBlich MES-Puffer (50 mM MES, pH 6,0, 50 mM NadCl,
0,01 % Triton X-100) verwendet. Die aus alteren Publikationen abgeleitete
Proteinkonzentration von 5 puM und 2,5x SYPRO Orange erwiesen sich als

vollkommen ausreichend, um auch nach Bildung der Ableitung noch signifikante
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Werte zu messen. Da von schwacher Bindung ausgegangen wurde, wurden die
Inhibitoren in einer hohen Konzentration von 500 upM eingesetzt. Um die

Destabilisierung durch einen Chelator zu Gberprifen, wurde EDTA verwendet.
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Abbildung 26: Erste Ableitung der Schmelzkurven von NDM-1 mit und ohne Inhibitoren

Der Schmelzpunkt von NDM-1 wurde bei Zugabe von MBL114 (Tiopronin) um 5 °C
erhoht, was auf eine Stabilisierung durch Ausbildung eines Protein-Liganden-
Komplexes hinwies. Fligte man dem Protein 500 uM EDTA zu, erniedrigte sich der
Schmelzpunkt um fast 10 °C. Dimercaprol (MBL98) war mit diesem Assay leicht
als Chelator zu identifizieren (Abbildung 26), der aber aufgrund seines Doppel-
Peaks auch direkt zu binden schien. Diese Methode wurde als sekundares
Screening durchgefihrt und eignete sich aufgrund der einfachen Durchfiihrung

sehr gut.
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3.1.1.4 Chemical Shift Perturbation NMR

Flr ein Fragment sollte die Dissoziationskonstante Kp bestimmt werden, da der
ICso nur eine relative GroBe ist. Als Methode wurde dafir ein NMR
Titrationsexperiment ausgewahlt. Da die chemische Verschiebung sehr stark von
der elektronischen Umgebung eines Kerns abhangt, sind Veranderungen der
Umgebung, z.B. durch die Bindung eines Liganden, leicht in der Veranderung der
chemischen Verschiebung zu beobachten. Gibt man verschiedene Konzentrationen
eines Liganden zum Protein und nimmt ein 'H-1>N HSQC Spektrum auf, konnen je
nach Konzentration unterschiedlich starke Verschiebung der Rlckgrat Stickstoffe
beobachtet werden und daraus die Chemical Shift Perturbation berechnet werden.
Tragt man diese gegen das molare Verhaltnis zwischen Ligand und Protein auf,
lasst sich der Kp berechnen.5?

Zunachst wurde NDM-1 im M9 Minimalmedium exprimiert, das mit *>NH4Cl versetzt
war. Nach Aufreinigung mittels HisTrap und Superdex sowie dem Aufkonzentrieren
auf 100 uM wurde das Protein in einen NMR-geeigneten Puffer (25 mM HEPES, 50
mM NaCl, pH 7,5) dberfihrt und ein Spektrum des Apo-Proteins aufgenommen.
Bei Zugabe des Referenzliganden Captopril konnte zunachst kein Shift beobachtet
werden, was wahrscheinlich daran lag, dass bei den Aufreinigungs- und
Dialyseschritten das Zink aus der Bindetasche gezogen wurde. Nach Zugabe von
200 puM Zn(OACc)2 (entspricht zwei Zinkionen pro Bindetasche, also der natlrlichen
Menge), war nur noch aggregiertes Protein zu beobachten. Da mit steigender
Zinkkonzentration auch eine Linienverbreiterung einherging, wurde eine neue
Probe aufgearbeitet und die Zinkkonzentration nur sehr langsam erhdht.
Schlussendlich wurden 25 mM HEPES, 100 mM NaCl, 100 pM zZn(OAc)2, pH 7,5 als
beste Pufferbedingungen gefunden. In 16 Schritten wurden Konzentrationen von
0-5 mM des Inhibitors gemessen. Das Peakpicking wurde in SPARKY>8
durchgefiihrt, die CSP in Excel berechnet und die Regression in Graphpad

vorgenommen.
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Da Patienten mit Infektionen von Gram-negativen Bakterien, die eine MBL
exprimieren, oft in sehr schlechten Zustand sind, besteht der Wunsch, einen
Inhibitor zu finden der mehrere MBLs inhibiert. So kdnnte man Patienten direkt
behandeln, ohne erst herausfinden zu muissen, um welche MBL es sich handelt.
Aus Patienten, die am Uniklinikum Frankfurt behandelt wurden, stammen die
Isolate, welche die MBLs NDM-1, VIM-1 und IMP-7 als Resistenzgene tragen. Die
in silico Analyse dieser Proteine zeigte, dass sie untereinander mindestens eine
Sequenzidentitat von 32 % haben und die aktiven Zentren konserviert sind. Um
einen Inhibitor zu finden, der alle drei MBLs inhibiert, wurde ein Consensus Docking
durchgefihrt (von Daniel Moser). Dazu wurde die Specs.net Datenbank auf ihre
Fragmente reduziert, indem sie nach den ,Astex' Rule of Three" Parametern>°

gefiltert wurde.

Tabelle 1: Filterparameter zur Reduktion der Specs.net Datenbank

Eigenschaft Wert
Molekulargewicht <300 g/mol
log P <3
Wasserstoffbricken-Donoren <3
Wasserstoffbriicken-Akzeptoren <3

AnschlieBend wurden die Fragmente mit drei verschiedenen Docking Programmen
(MOE?!, GOLD®° und PLANTS®!) in die Kristallstrukturen der MBLs gedockt (NDM-1
PDB-Code 3Q6X'®). Da keine Kristallstruktur von VIM-1 verfligbar war, wurden
stattdessen die Kristallstrukturen von VIM-2 (PDB-Code 2YZ3%?) und VIM-4 (PBD-
Code 2WHG®3) verwendet. Da auch die Kristallstruktur von IMP-7 nicht geldst ist,
wurde die Struktur von IMP-1 genutzt (PDB-Code 1DD6%%). Innerhalb eines
Rezeptors wurden nur die Fragmente behalten, deren RMSD kleiner als 2 A war,
also nur diese, die von allen drei Programmen an die gleiche Stelle plaziert wurden.
Im néachsten Schritt wurde der Consensus®® fiir die vorhergesagten Bindemodi tiber
alle MBLs gebildet, also wiederum nur die Fragmente behalten, die in allen
Rezeptoren an der gleichen Stelle (RMSD kleiner als 2 A) lagen.
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Abbildung 27: Graphische Darstellung des Workflows des virtuellen Screenings mit consensus scoring

Dabei blieben lediglich acht Substanzen (brig. Bei genauerer Betrachtung der
Daten fiel auf, dass vor allem durch das Docking in die VIM-4-Struktur viele
Fragmente herausfielen. Daher wurde der Rezeptor-Consensus nochmal ohne VIM-
4 durchgefliihrt, so dass weitere 19 Substanzen gefunden wurden. Diese wurden

bei SPECS bestellt und im Fluorocillin-Assay mit allen MBLs validiert.
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Abbildung 28: Substanzen die nach dem Consensus Scoring zur Testung bestellt wurden
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Als Konzentration wurde 250 uM gewahlt, da es sich um sehr kleine Moleklle

handelt und keine starke Inhibition erwartet wurde.
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Abbildung 29: Inhibition der ausgewdhlten MBL-Substanzen (250 uM) auf den verschiedenen
Proteinen (MBL59, MBL60, MBL63, MBL82, MBL83, MBL85 waren unléslich oder instabil im Assay-
Puffer)

Im nachsten Schritt sollten die ICso-Werte der Inhibitoren bestimmt werden. An
der IMP-7 war hauptsachlich MBL73 aktiv, allerdings konnte keine sigmoidale
Dosis-Wirkungs-Kurve angeglichen werden, da der ICso bei ca. 1 mM lag und die
maximal einsetzbare Testkonzentration durch die steigende DMSO-Menge
begrenzt war. An der VIM-1 schienen MBL65 aktiv, von der sich jedoch keine Dosis-
Wirkungs-Kurve messen lieB und MBL79, deren ICso bei ca. 300 uM lag. Bessere
Ergebnisse konnten fur die NDM-1 erzielt werden, wo MBL73 einen ICso von 153 uM

und MBL71 einen ICso von 50 yM ergaben.

Zur weiteren Validierung wurde eine biophysikalische Methode gewahlt und STD-
NMR-Spektren aufgenommen. Da die Proteine ohne Aktivitatsverlust
lyophilisierbar waren, wurden sie nach der Aufreinigung in Phosphatpuffer
Uberfthrt, auf 30 uM aufkonzentriert und gefriergetrocknet. So konnte den Proben

das Wasser entzogen werden, bevor sie in D,0O re-suspendiert wurden.
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Abbildung 30: in blau das Referenzspektrum von MBL71 (800 uM) in Phosphatpuffer. In Rot das STD-
Spektrum von MBL71 (800 uM) mit NDM-1 (30uM).

In Abbildung 30 ist als Beispiel das STD-Spektrum von MBL71 mit NDM-1 gezeigt.
Es lassen sich gut die aromatischen Protonen wiederfinden, so dass von einer
Bindung zwischen Ligand und Protein ausgegangen werden kann. Die STD-
Spektren der anderen Testsubstanzen sind durch ein héheres Signal-Rausch-
Verhaltnis weniger deutlich zu erkennen (s. Anhang Abbildung 51-Abbildung 54),

lassen jedoch auch auf eine Bindung schlieBen.

Von MBL71 sollte weiterhin der Kp zur NDM-1 bestimmt werden. Da sich das
Protein in groBen Mengen auch im M9 Minimalmedium exprimieren lieB (bis zu
12 mg Protein aus 500 mL Kulturmedium) und daher Isoptopenmarkierung leicht
madglich war, wurde die Messung der Chemical Shift Perturbation ausgewahlit. Zum
Protein (100 pM) wurde in 16 Schritten der Inhibitor hinzu titriert bis zu einer
Konzentration von 5 mM, allerdings zeigte sich ab ca. 2 mM eine Tribung im NMR-
Réhrchen durch die ausfallende Substanz, trotz Zugabe von 3 % DMSO. In den
aufgenommenen 'H-1>N HSQC Spektren lieBen sich vier deutliche Spuren erkennen
(Bsp. in Abbildung 31, Spuren 2-4 im Anhang Abbildung 48-50). Fir Fragment 71
ergab sich aus den vier Spuren ein Kp von 1,7 mM. Dieser Wert war jedoch durch
die schlechte Ld&slichkeit des Fragments verfalscht und sollte mit weiteren
Methoden, z.B. der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) validiert werden. Die
Diskrepanz zwischen dem gemessenen ICso und dem Kp war sehr verwunderlich.
Es wurde erwartet, dass der Kp hoher liegt, da sich fiir die Referenzsubstanz
Captopril der gleiche Effekt zeigte, allerding nicht um einen Faktor 40. Vermutlich
ist die schlechte Léslichkeit von MBL71 in Puffer ein Problem, und die Substanz fiel

wahrend der Messungen wieder aus.

45



Ergebnisse und Diskussion
Teil 1: Metallo-B-Lactamasen

93 92 91 90 89

107.51 ;107.5

108.01 | 'I N_H ;108.0

E
o
a
& 108.5 £108.5
5
109.0- L109.0
109.51 L109.5
93 92 91 90 89
WZ-WH (ppm)

Abbildung 31: eine der vier deutlich erkennbaren Spuren im 1°N-!H-BEST-TROSY. Das Peakpicking
wurde in SPARKY durchgeftihrt
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Abbildung 32: Molares Verhdéltnis von Inhibitor zu Protein aufgetragen gegen die Chemical Shift
Perturbation. Aus der Sattigungskurve wurde mit Graph Pad der Kp berechnet mit 1,7 £ 0,4 mM

AbschlieBend erwies sich dieser Ansatz als wenig erfolgreich. Trotz der hohen
Konservierung der Bindetaschen und der guten Zuganglichkeit konnte durch das
Consensus Scoring keinen pan-Inhibitor identifiziert werden. Allerdings ist mit
MBL71 ein Fragment mit einer Bindeeffizienz von 1,7 mM zur NDM-1 gefunden
worden. Von diesem Grundgerist werden in folgenden Arbeiten (momentan

durchgefihrt von Dominik Buttner) Derivate synthetisiert.
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(Publiziert in Klingler et al., J Med. Chem. 2015)5%°

Da sich im Consensus-Projekt kein pan-Inhibitor finden lieB, wurde ein zweiter
Ansatz gewahlt. Die Tatsache, dass Molekiile mit freien Thiolen®”%® an Zink-
abhangige Proteine binden kénnen, ist durch viele Target-Klassen bekannt z.B.
von Inhibitoren des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (ACE). Da es mehrere
Wirkstoffe gibt, die eine oder mehrere Thiol-Gruppen tragen, stellte sich die Frage,
ob alle Substanzen die in dieser Arbeit verwendeten MBLs gleichermalBen
inhibieren wirden. Daher wurde in der Drugbank® nach zugelassenen Wirkstoffen
mit freien Thiolen gesucht und elf Substanzen (Abbildung 33) bestellt. Keine der

Substanzen ist fir eine antibakterielle Indikation zugelassen.

SH H SH SH
Meso-2,3-
Thiomandelsaure DL-Captopril DL-Thiorphan N-Acetylcystein dimercaptosuccinsaure 2,3-Dimercaprol
MBL30 MBL42 MBL93 MBL96 MBL97 MBL98
it
OH NH; h o OH Q < "0OH e
H:N N HoN, SC\ N
0 HOM \)L N WOH LN, o N. _O 0 \)LOH
0 o i _H o HS
SH SH SH SH
D-(-)-Penicillamin Glutathion L-Cystein Zofenoprilat Tiopronin
MBL99 MBL102 MBL103 MBL113 MBL114

Abbildung 33: Strukturen der Thiol-haltigen Wirkstoffe

Diese wurden zunachst im Fluorocillin-Assay auf ihr inhibitorisches Potential
untersucht. Interessanterweise sind unterschiedliche Inhibitionsprofile zu
beobachten. Nicht alle Substanzen sind Inhibitoren der MBLs und teilweise sind sie
auch selektive Inhibitoren (Abbildung 34). Diese Beobachtung legt nahe, dass die
Thiol-Gruppe selbst nicht der einzige Parameter ist, der flr eine Inhibition ndtig
ist. Auch die Tatsache, dass inhibierende Thiole selektiv auf einzelne MBLs wirken,
war nicht vorher zu sehen, denn der Effekt sollte in den stark konservierten

Bindetaschen der gleiche sein.
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Abbildung 34: Inhibition der drei MBLs durch die verschiedenen Substanzen bei 50 uM. Angeben ist
die Inhibition in Prozent (n=3) = STD
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Um diesen Effekt zu erkldaren, wurden die Bindetaschen auf Unterschiede
untersucht. Da lediglich von der NDM-1 (PDB-Code 3Q6X7°) Kristallstrukturen
erhaltlich waren, wurden fir VIM-1 und IMP-7 Homologiemodelle - basierend auf
Kristallstrukturen von VIM-2 (PDB-Code 4C1D*°) und IMP-1 (PDB-Code 4C1F?°) -
erstellt. Dazu wurde das MOE Software Paket verwendet. Trotz der konservierten
Aminosauren im aktiven Zentrum, unterscheiden sich die Oberflachen der
verschiedenen MBLs sehr. Vermutlich ist dies der Grund fur die Selektivitat der
Inhibitoren.

VIM-1

Abbildung 35: Vergleich der Oberfldchen der eingesetzten MBLs
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Flir Wirkstoffe, die mehr als 50 % Inhibition an zwei Targets oder mehr zeigten,
wurden die ICso Werte bestimmt (Tabelle 2). Einige Substanzen waren nicht stabil
im Puffer (MBL97, MBL99, MBL102) und wurden daher flir weiter Untersuchungen
verworfen. Captopril (MBL42) ist ein zugelassener Inhibitor des Angiotensin-
Converting-Enzyms (ACE) zur Behandlung von Bluthochdruck. Captopril zeigte
niedrige ICso Werte an alle drei MBLs (NDM-1: 6,4 uM; IMP-7: 2,9 uM; VIM-1: 6,8
MM). Thiorphan (MBL93), der aktive Metabolit von Racecadotril, ist ein
Enkephalinase Inhibitor und wird zur symptomatischen Behandlung des Durchfalls
eingesetzt. Auch dieser Arzneistoff war an allen drei MBLs aktiv (NDM-1: 1,8 uM;
IMP-7: 5,3 pM; VIM-1: 5,8 uM). Dimercaprol (MBL98), auch British Anti-Lewisite
genannt, ist ein Di-Thiol das als Gegengift bei Schwermetall-Vergiftungen
eingesetzt wird. Es zeigte die niedrigsten ICso-Werte an den MBLs (NDM-1: 1,3 uM;
IMP-7: 3,5 yM; VIM-1: 0,6 pyM). Substanz MBL114, Tiopronin, ist fur vielfaltige
Indikationen vorgesehen, vor allem zur Behandlung von Leberkrankheiten und
Morbus Wilson, Cystinurie, aber auch Schwermetallvergiftungen. Tiopronin war an
NDM-1 weniger aktiv als an den anderen MBLS (NDM-1: 84 uM; IMP-7: 5,9 uM;
VIM-1: 8,6 uM). Bemerkenswert war auch, dass das vielseitig eingesetzte Molekdl
N-Acetylcystein in der Lage war, IMP-7 zu inhibieren (ICso 20,7 pM).

Tabelle 2: ICsps der Thiol-Substanzen mit Standardabweichungen in uM

NDM-1 IMP-7 VIM-1
MBL42 6,40 = 2,5 2,90 £ 0,90 6,80 = 1,20
MBL93 1,80 £ 1,20 5,30 £ 1,00 5,80 = 3,50
MBL96 --- 20,7 £ 5,2 ---
MBL98 1,30 £ 0,10 3,50 £ 0,80 0,58 = 0,07
MBL114 84,00 + 5,30 59+0,6 8,6*1,2

Zur Unterscheidung, ob es sich um einen Inhibitor oder einen Chelator handelt,
der inhibiert, indem er der Bindetasche Zink-Ionen entzieht, wurde ein Thermal
Shift Assay als orthogonale Methode durchgeflhrt (s. Kapitel 2.4.4.1). Dabei
zeigten sich fur Dimercaprol (MBL98) doppelte Peaks, einer im destabilisierenden
Bereich und ein weiter im stabilisierenden Bereich. Vermutlich entzieht es der
Bindetasche zundachst das Zink und bindet anschlieBend an die Proteine. Captopril,
Thiorphan und Tiopronin verursachten zum Teil starke positive Shifts (Tabelle 3)

von bis zu 7,2 °C und lieBen sich so als bindende Liganden der MBLs identifizieren.
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Tabelle 3: Thermal Shifts in +AT in [°C]

NDM-1 IMP-7 VIM-1
MBL42 7,0 3,4 2,2
MBL93 7,2 3,6 4,6
MBL96 --- 1,1 ---
MBL98 8,3 1,7 14,9
MBL114 4,5 1,8 51

Thermal Shift Assay ist eine sehr einfach durchzufiihrende Methode, die besonders
gut fur globulare Proteine mit einer groBen Dynamik geeignet ist. Die Tatsache,
dass man zusatzlich auch den Unterschied zwischen Bindung und Chelatisierung

beobachten kann, macht es zu einer eleganten Assay-Methode flr MBLs.

Die Bindung von Tiopronin an NDM-1 konnte in Kollaboration mit dem AK Prof. Pos
mithilfe einer Ro&ntgenkristallstruktur bestatigt werden. Der Protein-Ligand-
Komplex wurde mittels molekularem Austausch ausgehend von einer erhaltlichen
Kristallstruktur der NDM-1 (PDB Eintrag 3Q6X!8) bis zu einer Auflésung von 2,6 A
erhalten. Der markante Teil der Elektronendichtemappe (cyan) erlaubte die
Identifizierung des Liganden, allerdings nicht die exakte Konformation. Die
Sulfhydryl-Gruppe des Tiopronin lagerte sich in der Bindetasche zwischen den
beiden Zink-Ionen an und verdrangte ein Wassermolekdl, das in der apo-Struktur
an dieser Stelle lag. Somit konnte die kompetitive Inhibition durch Tiopronin

bestatigt werden.
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Abbildung 36: Ligand-Protein-Komplex, wie er in der R6ntgenkristallstruktur der NDM-1 Bindetasche
mit Tiopronin beobachtet werden kann. Das NDM-1 Rlickgrat ist als graue Schleife dargestellt, der
Ligand in cyan. Die positiven Elektronendichtemappen um den Ligand wurden aus dem Modell
berechnet vor der Strukturzuweisung (griines Netz bei 2,5 o und 2 A) sowie danach (cyanes Netz bei
3 ound 2 A um den Liganden). Die gestrichelten Linien stellen die Wechselwirkungen zwischen Ligand
und Zinkionen (blaue Kugeln) bzw. Aminoséuren dar.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Substanzen in Zellen getestet. Dazu
wurden pathogenene Stamme aus Patienten sowie mit den Resistenzplasmiden
tranfizierte Laborstémme einem Test auf Antibiotikaempfindlichkeit unterzogen.
Imipenem wird von den MBLs hydrolysiert, jedoch sollte in Kombination mit den
Testsubstanzen - vor der Hydrolyse geschlitzt - seine Wirkung wieder hergestellt
werden. In diesem Assay wird die minimale inhibitorische Konzentration (engl.
Minimal Inhibitory Concentration, MIC) von Imipenem mit und ohne Testsubstanz
bestimmt. Werden die MBLs inhibiert, sinkt die MIC von Imipenem, optimaler
Weise auf den Kontrollwert von 0,125 mg/L wie er in E.coli Zellen ohne Resistenz
ist. Die Testsubstanzen allein zeigten keinen antibiotischen Effekt auf die
Bakterienstadmme bei 128 mg/L.
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Tabelle 4: MIC (in mg/L) von Imipenem in klinischen Isolaten sowie E. coli Transformanten mit
entsprechender MBL in pET24a. Angegeben ist der Median von drei Experimenten. Imipenem allein
(Imi) sowie MBL-Inhibitoren in Kombination mit Imipenem (Imi + Testsubstanz) bei einer
Konzentration von 128 mg/L wurden bestimmt. Signifikante Anderungen (= 4) sind in fett dargestellt.

Isolat Imi Imi+42 Imi+93 ImMi+96 Imi+98 1Imi+114
'(EbCEOé") ?\1%»14-1 64 32(2) | 1(64) 32(2) 2(32) | 16(4)
Kpacumonas 32 g(a)  8(a) 16(2) 16(2)  8(4)
'(EbCE"é")'?k,lzplq 2 025(8) 0,25(8) 2(1) 0,5(4) 1(2)
ﬁ'zazezrg’%’agf‘; 32 32(1) 16(2)  8(4) 16 (2)  1(32)
1(556503”) ?/5%41-1 32 16(2) | 4(8) 32(1) 16(2) 2 (16)
Kpneumoniae 16 1(16) 4 (a) 8 (2) 4 (4) 8 (2)

Von Inhibitor MBL114 wurde weiterhin eine Titration durchgefiihrt, um zu sehen,
ob der inhibitorische Effekt dosisabhangig war. Es konnte eine Korrelation
zwischen Konzentration und Wirkung beobachtet werden, allerding miisste man
hohere Dosen einsetzen, um eine exakte Dosis-Wirkungs-Beziehung zu

bestimmen.

Tabelle 5: MIC (in mg/L) von Imipenem in E. coli Transformanten mit entsprechender MBL in pET24a.
Angegeben ist der Median von drei Experimenten. Imipenem allein (Imi) sowie MBL-Inhibitor 114 in
unterschiedlichen Konzentrationen in Kombination mit Imipenem (Imi + Testsubstanz).

Isolat Imi | IMi + 114 | Imi+ 114 | Imi + 114 | Imi + 114 | Imi + 114
(128 mg/L) | (64 mg/L) | (32 mg/L) | (16 mg/L) | (8 mg/L)
O D1 |8 [1® 2@ |2 s |8
e men 2 Jos@  los@ |1 1) |2
f.';é‘;’)’ 5}]\%11 32 | 2(16) 4 (8) 8 (4) 16 (2) 32 (1)
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Die Konzentrationen, die bendtigt wurden, um einen mikrobiologischen Effekt zu
sehen, weichen weit von den Konzentrationen ab, die im Assay am rekombinanten
Enzym bestimmt wurden. Vermutlich ist die duBere Membran der Gram-negativen
Bakterien eine Barriere, die von den Inhibitoren nur schwer durchdrungen werden
kann.

Betrachtet man die Konzentrationen, die flr die Inhibition im Fluorocillin-Assay
bendtigt werden, sind diese durch die orale Gabe der Wirkstoffe im Plasma zu
erreichen. Die bereits publizierten Daten bezliglich der Pharmakokinetik der
Arzneimittel suggerieren Werte fiir die gemessene Maximalkonzentration im

Blutplasma (cmax), die fur eine Inhibition der MBLs ausreichen wirden.

Tabelle 6: (bliche, orale Dosis der thiolhaltigen Medikamente und die dadurch erreichte maximale
Konzentration im Plasma.

Wirkstoff Crmax Dosis Referenz
Captopril 1,2 uM 30 mg Li et al.”?
Thiorphan | 0,8 - 1 yuM | 300 mg (Prodrug Racecadotril) Eberlin et al.”?
Tiopronin | >10 uM 500 mg Carlsson et al.”3

Die Kombination aus fluoreszenzbasiertem Aktivitatsassay, Thermal Shift Assay
und mikrobiologischer Suszeptibitatstestung hat vier Substanzen hervorgebracht,
die sich als Wirkstoffe zu Behandlung von Infektionen eignen kénnten: Captopril
(MBL42), Thiorphan (MBL93), Tiopronin (MBL114) und Dimercaprol (MBL98).
Interessanterweise zeigen die anderen sieben getesteten Substanzen trotz ihrer
Thiol-Gruppe keinen inhibitorischen Effekt. Obwohl die Bindetaschen der MBLs
hoch konserviert sind bezlglich der Aminosauren, unterscheiden sich die
erreichbaren Oberflachen stark, was ein Grund fir die Selektivitat der Inhibitoren
sein koénnte. Weiterhin ist die groBe Diskrepanz zwischen der Aktivitat am
rekombinanten Enzym und der Aktivitat in pathogenen Zellen bemerkenswert. Da
die Substanzen bereits zugelassene Wirkstoffe sind, sollten sie ausreichende
Zellgangigkeit aufweisen, allerdings scheint diese nicht ausreichend um die duBere
Membran der Gram-negativen Bakterien zu durchdringen. Fir die Passage der
auBeren Membran Gram-negativer Zellen spielen andere physiochemische
Eigenschaften eine Rolle als bei menschlichen Zellen, in erster Linie sind es der
logD (der pH-Wert-abhdngige logP) und die totale polare Oberflache (TPSA).
Vergleicht man diese Werte zwischen zugelassenen Wirkstoffen zur Behandlung
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von Gram-negativen Bakterien und Medikamenten fiir menschliche Targets liegen
der clogD bei -2,8 bzw. 1,6 und die TPSA bei 165 A2 bzw. 70 A2.74 Leider kann der
logD der Testsubstanzen im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr bestimmt werden.
Die TPSA der Thiol-Substanzen wurde mit MOE berechnet und liegt immer unter
105 A2, Die Optimierung der Wirkstoffe fir den Einsatz in Gram-negativen
Bakterien wird das nachste Ziel sein. Dabei kdnnte z.B. die Kopplung an eine
Fettsaure helfen, da diese der Lipopolysaccharid-Struktur der Membran ahnelt und

daher leicht in die Bakterien eindringen kann.”®

Aufgrund der schnellen enzymatischen Leistung der untersuchten MBLs, gestaltete
sich die Suche nach einem geeigneten Substrat flr den funktionalen Assay
schwierig. Mit dem sehr sensitiv detektierbaren Fluorocillin konnte schlussendlich
ein von NDM-1, VIM-1 und IMP-7 toleriertes Substrat gefunden werden und ein
robustes Assay-System etabliert werden. Durch die groBe Stabilitat der MBLs,
bestanden viele Optionen zu Sekundar-Screeningmethoden. Thermal Shift Assay
erwies sich als besonders einfach durchfihrbar und gleichzeitig besonders
aussagekraftig, da mit dieser Methode auch direkt zwischen Zink-bindenden
Substanzen und direkt bindenden Inhibitoren unterschieden werden konnte.
Weiterhin konnten NMR-Methoden durchgeflihrt werden, da die NDM-1 sowohl in
Minimalmedium mit hohen Ausbeuten °N-markiert werden konnte, und alle MBLs
sich gefriertrocknen lieBen, um sie vollstandig in ein deuteriertes Medium zu
uberfihren. Es konnten diverse selektive Inhibitoren gefunden werden, die auch
Aktivitat in Zellen zeigten, allerdings war es auBert schwierig, einen pan-Inhibitor
zu finden. Lediglich Captopril, Thiorphan, Dimercaprol und Tiopronin inhibierten
alle drei rekombinanten MBLs.

Dieses Projekt wird durch Dominik Buttner weitergeftihrt, der mit Hilfe von
synthetischen Modifikationen die Eigenschaften der Moleklile bezlglich der

Zellgangigkeit und pan-Inhibition optimieren wird.
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3.2 Teil 2: Die Phosphatase Domane der sEH

Zu Beginn der Arbeit war bereits von Hahn und Achenbach*® ein Fluoreszenz-Assay
mit DIFMUP entwickelt worden, der jedoch einige Nachteile aufwies. Zunachst
wurden mit 600 nM sEH und 300 puM Substrat in 120 pyM Wellvolumen sehr hohe
Mengen verbraucht, was die Testung vieler Substanzen unmdglich machte. Das
Hauptproblem waren jedoch die Anregungswellenldange von 358 nm und die
Emissionswellenldange von 455 nm des Substrats. Bei diesen Wellenldngen
absorbieren sehr viele Substanzen - vor allem alle, die eine gelbe Farbe aufweisen
- und flhren zu falsch-positiven Ergebnissen, indem sie die Fluoreszenz
guenchen.’”® Daher galt es zunachst ein Substrat zu finden, das bei hoheren

Wellenldangen vermessen werden kann.

Da einige endogene Substrate der sEH-P bekannt sind, die dephosphoryliert
werden, wurde ein kolorimetrischer Ansatz gewahlt. Eine Methode, freies Phosphat
zu detektieren, ist die Umsetzung zu Malachitgriin.?! Dessen gelbe Leukobase
wird in Anwesenheit eines Oxidationsmittels zu einem grinen Komplex
umgesetzt, welcher bei 650 nm absorbiert. Zunachst wurde mit anorganischem
Phosphat (NaszPO4) eine Kalibriergerade in unterschiedlichen Puffern
aufgenommen. Wie in der Beschreibung des Assay-Kits wurden 50 pL
Testlosung mit 100 pL der Green-Solution gemischt und die Absorption
gemessen. Die Kalibriergerade lie sich durch Senken des pH Wertes und durch
Zugabe eines Detergenz optimieren, das anscheinend die Ldslichkeit des
Komplexes verbesserte. Allerdings konnten nur eine sehr niedrige Absorption von
maximal 0,3 AU gemessen werden. Daher wurden die Volumina so verandert, dass
100 pL Testlésung und 100 pL Green-Solution gemischt wurden. Dadurch wurde
die Kalibriergerade linear nach oben verschoben. Da die Aufreinigung der sEH-
Phosphatase (durch Steffen Hahn) in MES-Puffer durchgeflihrt wurde, wurde fur
den Assay ebenfalls MES Puffer (25 mM pH 5,5 + 0,01 % Triton X-100) gewahlt
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Abbildung 37: Kalbriergerade von freiem Phosphat in BisTris Puffer (25 mM) pH 7,4, MES Puffer (25
mM ) pH 6, Acetat Puffer (50 mM und MgCl, 10 mM) pH 5,75 und dem gleichen Acetat Puffer plus
0,01 % Triton X-100
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Abbildung 38: Bild einer Assay-Platte. In den Reihen befinden sich unterschiedliche Konzentrationen
an freiem Phosphat, aus denen der griine Komplex gebildet wurde.
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Da aus der Verdffentlichung von Oguro et al.3! der Km von Lysophatidylsaure
(3 uM), einem der endogenen Substrate, bekannt war, wurden in einem
Testansatz 600 nM seEH-P (die gleiche Menge wie im DiFMUP Assay) mit 5 uM LPA
fir bis zu zwei Stunden inkubiert und dann mit der Malachitgriin-L6sung
abgestoppt. Da kaum Umsetzung zu beobachten war, wurde dieser Versuch bei
37 °C wiederholt.
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Abbildung 39: Beobachtung der Komplexbildung nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0,5; 1,
1,5 und 2 Stunden) bei 37 °C

Um im Bereich der linearen Substratumsetzung zu bleiben, wurden 45 Minuten als
Inkubationszeit festgelegt. Daraus ergab sich folgender Gesamtablauf flir den
Assay: Zunachst wurden Protein und Testsubstanz 30 Minuten bei
Raumtemperatur vorinkubiert, bevor LPA zugegeben wurde und weitere 45
Minuten bei 37 °C inkubiert wurde. AnschlieBend wurde die Reaktion mit Green-
Solution abgestoppt, und eine Stunde die komplette Komplexbildung abgewartet.
Zur Validierung wurde versucht, den ICso von SDS zu reproduzieren, allerdings war
dies aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht méglich. Aufgrund dessen
und des hohen Zeitaufwand des Assays von mindestens 2,5 Stunden, wurde das

Assay-System verworfen und nach neuen Substraten gesucht.
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Nachtraglich ist jedoch zu sagen, dass die Wahl des Assay-Puffers als schlecht zu
werten ist. Aufgrund der Isosterie der Sulfonsauregruppe zur Phosphatgruppe ist
MES ein Inhibitor der sEH-P und daher ungeeignet als Puffer.

Huang et al.* publizierten im Journal of Biomolecular Screening
Fluoresceindiphosphat als Substrat der Protein Tyrosin Phosphatasen. Dieses
Substrat ist aufgrund seiner amphoteren Ldslichkeit flr viele Phosphatasen
geeignet und zudem kommerziell erhaltlich. Es besteht aus einem Fluorescein-
Kern, an dessen Seiten zwei Phosphat-Gruppen gekoppelt sind. FDP ist farblos und
fluoresziert nicht, erst nach der zweistufigen Spaltung zu Fluorescein kann es
detektiert werden. Auch bei diesem Ansatz wurde versucht, mdglichst viele
Parameter aus dem DIiFMUP Assay beizubehalten, daher wurde auch dieser im
Acetat-Puffer (50 mM, 10 mM MgCl,, pH 5,75) bei ahnlicher Proteinkonzentration
(600 nM) durchgefiihrt.
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Abbildung 40: Messung des K, von FDP zu sEH-P

Um die geeignete Menge an Substrat zu finden, wurde der K, gemessen, der sich
auf 13 pM belauft. Flr die weitere Durchfihrung des Assays wurde daher eine
Konzentration von 10 uM FDP und 600 nM sEH-P im 96well Format gewahlt. Die
vergleichsweise hohen Mengen sind notwendig, da die sEH-P generell recht
langsame Umsatzraten zeigt. Aus diesem Grund wurde auch eine Temperatur von
37 °C fur die Durchfliihrung gewahlt.

Da fur die seH-P keine klinisch relevanten Inhibitoren bekannt sind, bestand der
Wunsch, ein groBes Screening durchzufihren. Mit den in diesem Format gewahlten
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Mengen ist das jedoch voéllig unrentabel. Daher wurde der Assay in ein 384well
Format mit 20 pL je Well miniaturisiert. Als Anfangspunkt wurde die
Substratkonzentration von 10 pM beibehalten und nach einer geeigneten
Proteinkonzentration gesucht. Da sich bei groBen Screenings, die von Hand
durchgefihrt werden, intrinsische Fehler bezlglich der Zeit ergeben, wird
allgemein angestrebt, wahrend der Ublichen Messzeit (hier 45 Minuten) eine
Umsetzung von nur 25 % der Vollumsetzung zu beobachten, um keinesfalls den
linearen Bereich zu verlassen. Daher wurde in einem Vorversuch bestimmt, wie
viele RFU mit der Vollumsetzung erreicht werden kénnen. In diesem Fall waren es
7500 RFU, das Umsetzungsziel nach 45 Minuten lag also bei ca. 1800 RFU.
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Abbildung 41: Beobachtung der Umsetzung von 10 wpM FDP durch verschiedene
Proteinkonzentrationen von 0,1 - 1 uM sEH-P

Schon bei der niedrigsten Konzentration von 0,1 yM wurden nach 45 Minuten ca.
3000 RFU detektiert, daher wurde mit 0,08 pM sEH-P weitergearbeitet. Im
nachsten Schritt wurde der Einfluss von DMSO auf den Assay untersucht, der
allerdings bis 5% nicht vorhanden war. Auch die Zugabe von 0,01 % Triton X-100
zeigte keinerlei Einfluss. Als Systemtest wurde der ICso von SDS bestimmt, der mit
3,0 £ 0,6 uM nah am publizierten Wert liegt (6,0 uM).”” Weiterhin wurde der Z'-

Faktor des Systems bestimmt, der stets tber 0,7 lag.
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Aufgrund der hohen Messwellenlangen, mit der nur selten Testsubstanzen
interferieren, sowie der Robustheit des Assays und seines geringen
Materialverbrauchs, wurde dieser Assay als Standard-Assay fir die sEH-

Phosphatase verwendet.

Flr das High-Throughput-Screening, das am European ScreeningPort in Hamburg
durchgefihrt wurde, mussten weitere Anpassungen vorgenommen werden.
Zunachst wurde die Substratmenge auf 5 uM FDP erniedrigt, da das vorhandene
EnVision Plattenlesegerat wesentlich empfindlicher ist, als der Tecan Plattenleser
in Frankfurt. Entsprechend dazu wurde ebenfalls die Proteinkonzentration auf 30
nM gesenkt, um die Umsetzung im linearen Bereich Uber 45 Minuten zu
gewahrleisten. Aufgrund der GroBe der Bibliothek, die getestet werden sollte,
wurde der Assay in ein Endpunktformat tberfihrt. Als Stopreagenz bot sich dabei
Natronlauge an, da die sEH-P im basischen Milieu keine Aktivitat zeigte und
auch das entstandene Fluorescein bei hohem pH eine héhere Quantenausbeute
hatte. Zudem wurden Zeitreihen mit unterschiedlichen Inkubationszeiten
untersucht. Als Optimum wurden 15 Minuten Inkubation von Testsubstanzen
und Protein sowie weitere 60 Minuten nach der Substratzugabe bestimmt. So
konnte ein achtfaches Signalfenster zwischen Positiv- und Negativkontrolle vor

dem Abstoppen erreicht werden.
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Im ersten Ansatz wurde von Daniel Moser ein virtuelles Screening durchgefihrt.
Dazu wurde die Specs.net Datenbank mit MOE in die Phosphatase-Domane der
sEH-Kristallstruktur (PDB Code 1V152°) gedockt. Entsprechend des Scores und der
chemischen Diversitat wurden 52 Substanzen ausgesucht und im FDP-Assay

getestet.
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Abbildung 42: Inhibition in Prozent (n=3) bei Einsatz der verschiedenen Testsubstanzen bei 100 uM.
Von diesen Substanzen wurden die Nummern seHP335, sEHP339 und seEHP349 zu

Bestimmung des ICso Wertes ausgewahlt. sEHP307 und sEHP348 wurden als PAINS

verworfen.”8
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Tabelle 7: Strukturen und zugehoérige ICsps der getesteten Inhibitoren

Struktur Identifier | ICso [UM]
@ Q. OH
N__SS sEHP335 173 £ 20
N\<\ 1 O
NN
(0]
OH
N
\C\)
o O sEHP349 135+ 8
Ho>\\/N ° O cl

Da einer der Inhibitoren eine Sulfat-Struktur enthielt, die als Phosphatmimetikum
bekannt ist, wurde im nachsten Schritt die Specs.net Datenbank nach enthaltenen
Sulfaten durchsucht, die wiederum gedockt und 24 flr die Testung ausgewahlt
wurden. Weiter sechs Derivate wurden einer internen Substanzbibliothek

entnommen.
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Abbildung 43: Inhibition in Prozent (n=3) bei Einsatz
100 uM
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sEHP368 wurde aufgrund seiner Eigenfluoreszenz verworfen, von den anderen
Substanzen, die bei 100 uM eine Inhibition von Uber 30 % zeigten, wurden die

ICsos bestimmt.

Tabelle 8: Strukturen und zugehdérige ICsps der sulfonsdure-haltigen Inhibitoren

Struktur Identifier ICso [UM]

N ©O
j@r & on SEHP381 115 + 25
S
) . SEHP382 186 + 23

N o SsEHP384 76 £ 2
Lo
N o
O, OH
NS SEHP385/335 | 173 £ 20
N\<\ T ©
N-N
Q\ (0)
A SEHP391 330 % 19

An dieser Stelle ergaben sich mehrere Probleme. Erstens wurde kein Inhibitor im
niedrigen mikromolaren Bereich gefunden. Zweitens sind Sulfonsduren keine
wirkstoffartigen Strukturen und drittens enthalten die potentesten Verbindungen
sEHP381, sEHP382 und seEHP384 Benzimidazol-Strukturen. Benzimidazole sind als
Inhibitoren der sEH Hydrolase Domane bekannt’”® und wéren daher

héchstwahrscheinlich keine selektiven Inhibitoren der sEH Phosphatase.
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Im Januar und Februar 2015 wurde in Kollaboration mit dem European
ScreeningPort Hamburg ein High Throughput Screening durchgefiihrt. Nach
Anpassung des FDP Assays auf die Gerate vor Ort wurden zunachst mehrere
Validierungsschritte durchgefiihrt, um die Auswirkung der Anpassungen zu
Uberblicken. Dazu wurden mehrfach Kmn des Substrats und ICso Werte des
Referenzinhibitors Ebselen3’” an verschiedenen Stellen der Platte und in
unterschiedlichen Assayformaten (kinetische Messung versus Endpunktmessung)
bestimmt (siehe Anhang Abbildung 55). Nachdem klar war, dass eine Umstellung
auf eine Endpunktmessung keine Anderungen ergab, wurde entschieden, mit
diesem Format weiter zu arbeiten, da es die Messzeit wesentlich verkirzte.
Weiterhin wurden in Testassays optimale Inkubationszeiten sowie die Totvolumina
der Pipettierroboter bestimmt. Nachdem die Robustheit des Assays hinreichend

bewiesen war, konnte mit der Programmierung der Screening-Anlage begonnen

werden.
Hotel Workstation (HW) = Reader Workstation (RW)
» 2 Incubators, holding 189 plates /'o/ o D « ELx405™ (Bio Tek) Plate Washer to remove

at stable temp. (RT +5° C) with up
to 20% CO,, or holding 30 plates
under controlled conditions
(temp., CO,, humidity)

+ Multidrop® (Thermo) Dispenser

cell medium, washing adhered cells,
formaldehyde fixation of cells
« FlexDrop™ (PE) Dispenser
_’ + EnVision® (PE) multifunction Plate Reader
(FI, FP, Lum., Abs., AlphaScreen)

Compound Workstation (CW)

« 2 Dry Storage Systems holding
1000 or 500 plates at temperatures
from 4° to 25° C and an active dehumidification

« Echo® 550 (Labcyte) for touchless liquid transfer
via ultrasonic

« Plate centrifuge VSpin® (Agilent)

Opera Workstation (OW)
+ High Content Reader Opera™ (PE) « Incubator holding up to 30 plates under

= Janus® MDT (PE) Dispenser controlled conditions (temp., CO,, humidity)
« Janus® Varispan (PE) Dispenser + Multidrop® (Thermo) Dispenser

Abbildung 44: Screening Anlage des ESP Hamburg®®

Zunachst wurden die vorplattierten Testsubstanzen aus Mutterplatten in
Assayplatten Uberflihrt. Dies geschah an der Compound Workstation (CW) mit
einem Echo 550. AnschlieBend wurden die Assayplatten in einen
Inkubationsschrank an der Hotel Workstation (HW) Uberfihrt. In dieser
Workstation wurde der Assay durch Proteinzugabe mit einem Multidrop Dispenser
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begonnen, und die Platte fiir eine 15 minltige Inkubation bei 25 °C in einen
Inkubationsschrank der CW Uberfuhrt. AnschlieBend wurde ebenfalls an der CW
mit einem zweiten Multidrop Dispenser FDP zugegeben, und die Platte in die
Reader Workstation (RW) zu einer Probemessung in das EnVision Plattenlesegerat
gebracht, um Quenching oder Eigenfluoreszenz der Testsubstanzen zu lGberprifen.
Nach der Testmessung wurde die Platte zurlck in einen Inkubationsschrank der
CW gebracht und dort 60 Minuten bei 25 °C inkubiert. Die Reaktion wurde an der
Opera Workstation (OW) mit einem Janus Dispenser durch Zugabe von
Natronlauge abgestoppt, und die Platte in RW gebracht zum Auslesen am EnVision

Plattenlesegerat.

Als erstes wurde die Enzo Bibliothek von Wirkstoffen, die durch die amerikanische
Zulassungsbehoérde (Food and Drug Administration, FDA) zugelassen sind,
getestet. Diese Bibliothek (ENZO BML-2843-0100) enthalt 640 bereits zugelassene
Wirkstoffe und wurde mit einer Konzentration von 10 pM getestet. Neun
Substanzen zeigten mehr als 50 % Inhibition bei dieser Konzentration: Auranofin,
Entacapone, Tolacapone, Carboplatin, Cefotetan, Cisplatin, Oxaprozin, Silber-
Sulfadiazin und Tiludronsaure. Die Chemotherapeutika wurden verworfen sowie
Entacapone und Tolacapone, da bei ihrer Struktur von einer Wechselwirkung mit
dem Substrat auszugehen ist. Fur die Ubrigen Substanzen wurden die ICso Werte

gemessen.

Tabelle 9: Hits der Enzo Bibliothek und entsprechende ICsp Werte

Struktur Name ICso [UM] ;Jnrjﬁ(r:t?g:‘:hes Target/
O 0 . Cyclooxygenase-1 /
O |N/>—\_/<O Oxaprozin 11,2 NSAID
OH
\/O N/ i —_—
PN Silber Nicht Dihydropteroat
O & " Sufadiazin bestimmbar Synthase /
HoN AS Antibiotikum
HO
s. PP Osteoclasts ATP /
Q ' oH Tiludronséure | 1,9 Osteodystrophia
cl HO'Z‘OH deformans
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Von Silber-Sulfadiazin konnte keine Regression durchgefihrt werden, da
wahrscheinlich das Silberkation mit dem Assay interferierte. Tiludronsaure war ein
ungewdhnlicher Hit, da zu erwarten war, dass die sEH-P die Struktur spalten kann.
Oxaprozin war besonders interessant, da es in seiner Struktur stark einem
Inhibitor ahnelte, der wahrend meiner Diplomarbeit synthetisiert und als sEH-P-

Inhibitor gefunden wurde.#°

Fur das zweite Screening wurde die ChemBioNet Bilbliothek gewahlt. Die
ChemBioNet?! ist eine akademische Initiative von Chemikern und Biologen, die sich
einerseits ein Aktivitatsprofil flir ihre Moleklle und andererseits Zugang zu einer
Substanzbibliothek wiinschen. Jeder Synthesechemiker kann seine Molekdle an die
Initiative spenden, und zu akademischen Zwecken darf die Bibliothek kostenfrei
zum Screening verwendet werden. Die aktuelle Version der ChemBioNet Bibliothek
enthalt ca. 16000 Substanzen, die bei einer Konzentration von 10 uM getestet
wurden. 400 Substanzen zeigten Inhibitionen dreifach oberhalb der
Standardabweichung. Da dies sehr viele Substanzen waren, wurden die Strukturen
der potentiellen Inhibitoren visuell inspiziert. Leider befanden sich in der
ChemBioNet Library sehr viele Substanzen, die daflir bekannt sind, unspezifisch
mit vielen Assays zu interfieren, die so genannten PAINS (engl. Pan Assay
Interfering Substances).8?2 AuBerdem wurden viele B-Lactam-Antibiotika sowie
offensichtliche Inhibitoren der sEH-Hydrolase (Harnstoffe) gefunden. Nachdem
diese manuell entfernt wurden, verblieben 59 Substanzen, von denen der ICso
bestimmt werden sollte. Insgesamt lieBen sich elf Substanzen fitten (Tabelle 10).
Die Wahl der ChemBioNet Bibliothek ist kritisch zu betrachten, da sie zum GroBteil
aus Substanzen besteht, die PAINS sind. Die Anzahl manuell deletierter
Substanzen nach dem ersten Screening steht in keinem Verhaltnis zu denen, die
nicht direkt als stérend entfernt wurden, wobei trotzdem noch einige Ubersehen
wurden wie z.B. CBN_8_N19. Allerdings stand aufgrund der Kosten, die bei
Verwendung einer anderen Bibliothek entstanden waren, lediglich diese zur

Verfigung.
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Tabelle 10: Strukturen der ChemBioNet Inhibitoren und entsprechende ICsps

Struktur Identifier ICso [UM]
\
O O
iy o CBN_7 K3 |30
\s WOH
(o]
oy » CBN_7 36 |65
S Cl
H,N
/
I\ CBN_8 _N19 | 250
O
O,
OH
< CBN_ 9 121 |130
Y ”O CBN_10 017 0,75

CBN_12_P16 | 36

CBN_18_H22 | 41

X
siN ® CBN_18_122 |2
o N——S \
>L\ s CBN_25_J13 | 110

CBN_28_H20 | 2

CBN_37_C18 | 565
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Aufgrund der Vielzahl von Screeningsubstanzen waren diese am ESP bereits in
DMSO geldst und vorplattiert. Gelagert wurden sie bei -20 °C und wurden bereits
fir mehrere Assays aufgetaut und wieder eingefroren. Da allerdings nicht alle
Substanzen Uber lange Zeit in DMSO und bei Temperaturschwankungen stabil
sind, wurde nach Abschluss der Arbeiten am ESP versucht, alle Substanzen, von
denen ein ICso gemessen wurde, nachzubestellen, um die Ergebnisse in Frankfurt
weiter zu validieren. Nicht alle Substanzen waren kommerziell erhaltlich, so dass
lediglich die folgenden Substanzen bestellt wurden: Oxaprozin, Sulfadiazin (als
Natriumsalz, um Stérungen  durch Silberkationen zu  vermeiden),
Natriumtiludronat sowie CBN_18_H22 und CBN_18_L22. Leider konnte nur der
ICso von Oxaprozin reproduziert werden, so dass davon auszugehen ist, dass einige

der Substanzen durch mehrere Einfrierzyklen degradiert waren.
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Abbildung 45: ICsp flir Oxaprozin (15 uM) und das strukturell sehr Ghnliche FK40 (19 uM)

Die Tatsache, dass FK40 einen ahnlichen ICso liefert wie Oxaprozin bestatigt das
Strukturmotiv und ist ein erster Schritt in Richtung Leitstruktur fir sEH-P
Inhibitoren. Leider konnte CBN_9_L21 nicht nachbestellt werden, denn aufgrund
seiner Ahnlichkeit zur Struktur der beiden Inhibitoren wére er sehr interessant
gewesen ware. Die weitere biophysikalische Evaluierung von Oxaprozin wird durch

Annika Herrmann in ihrer Masterarbeit durchgefihrt.
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Fir die sEH-P konnte ein praktikables Substrat gefunden werden (FDP), das in
diversen Assay-Formaten verwendet und evaluiert wurde. Wahrend meiner
Diplomarbeit wurden klassische Phosphatmimetika sowie Phosphatase-Inhibitoren
getestet, die keine Inhibition zeigten. Daher wurden neue Ansatze - in silico und
High-Troughput Screening — gewahlt, um einen Inhibitor zu finden. Aufgrund der
Vielzahl getesteter Substanzen und der wenigen validierten Hits, kann die sEH-P
als schwieriges Target bezeichnet werden. Die Struktur der Domane Iasst
vermuten, dass eine Konformationsanderung moglich ist,3® und eine durch
Liganden induzierte Anderung der Tertidrstruktur geschieht, der die Suche nach
einem Inhibitor schwierig gestaltet. Lediglich Sulfonsauren, die in der Literatur
schon bekannt waren, konnten als Inhibitoren bestatigt werden, sowie Oxaprozin,
eigentlich ein COX-1 Inhibitor, wurde gefunden. Die weitere Evaluierung des Hits

steht noch aus und wird durch Frau Annika Herrmann geschehen.
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4 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Dissertation wurden flir unterschiedliche Proteine Fluoreszenz-
Intensitats-Assays und orthogonale biophysikalische Methoden entwickelt. Dabei
wurden diverse Schwierigkeiten aufgedeckt, die zu falschen Ergebnissen fuhren
kdénnen. Daher folgt ein generelles Protokoll zur Etablierung funktionaler Assays

an rekombinanten, l6slichen Proteinen.

1) Zunachst ist ein geeigneter Assay-Puffer zu finden. Oft geben schon die
Bedingungen, die zur Aufreinigung des Proteins bendtigt werden, dariber
Aufschluss. Generell ist zu beachten, dass der pH-Wert weit genug vom
isoelektrischen Punkt des Proteins weg liegt, da das Protein sonst sehr leicht
ausfallt. Die Stabilitat des Proteins kann mit Hilfe der Schmelzpunktbestimmung
eingeordnet werden, denn Stabilitat korreliert oft mit korrekter Faltung und
einhergehender Aktivitat. Dies bezieht sich auch auf eventuelle Cofaktoren des
Proteins oder bendtigter Salze. Weiterhin ist auch die Funktionalitat des Proteins
zu beachten. Die sEH-P zum Beispiel ist eine Phosphatase und wird von
Sulfonsauren inhibiert. Daher sind Sulfonsaurepuffer (z.B. HEPES, MES...) und
auch Phosphatpuffer, der ebenfalls eine Affinitat zur Besetzung der Bindetasche

hat, komplett ungeeignet.

2) Ein geeignetes Substrat ergibt sich Gber die Funktionalitét des Proteins. Oft
findet es sich in der Literatur bei der Suche Proteinen mit einer ahnlichen Funktion.
Es muss beim gewlnschten pH-Wert I6slich sein und eine mdglichst groBe
Veranderung in einem Parameter durchlaufen, wenn es vom Enzym umgesetzt
wird, z.B. starker bathochromer Effekt. Generell gilt, dass fluoreszenz-basierte
Assays sensitiver sind als kolorimetrische, da Fluoreszenz besser detektiert werden
kann. Weiterhin interagieren die gemessenen Wellenlangen bei fluoreszenz-
basierten Assays seltener mit den Testsubstanzen. Der Fluorophor sollte ebenfalls

madglichst weit im langwelligen Bereich absorbieren und emittieren.

3) Die Wahl der Assay-Platte ist entscheidend. Soll der Assay von Hand
durchgefihrt werden, empfiehlt sich das 96well Format, stehen Pipettierroboter

zur Verfigung, ist das 384well Format praktikabler. Die Farbe der Platte
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entscheidet sich entsprechend der MessgroBe. So werden fir colorimetrische
Assays selbstverstandlich transparente Platten gewahlt, bei Fluoreszenz-Detektion
am besten schwarze Platten, um Querstrahlung zu vermeiden. Generell empfehlen
sich Platten mit einer besonders wenig bindenden Oberflache (low binding), da
dort weniger Testsubstanzen haften. Die Form des Bodens (flach, konisch oder

rund) entscheidet sich nhach dem Aufbau des Plattenlesegerats.

4) Falls sich in der Literatur keinerlei Angaben zu einer brauchbaren Konzentration
von Protein oder Substrat finden lassen, empfiehlt sich ein Checkerboard-Assay
(s. Kapitel 3.1.1.2). Auf einer Platte werden unterschiedlichste Kombinationen aus
Protein und Substrat getestet, so dass gleich das Signhal-Rausch-Verhaltnis
bestimmt werden kann und Z'-Faktoren flr die verschiedenen Kombinationen.
Dabei darf nicht vergessen werden, dass auch die Verstarkung am Plattenlesegerat
sowie die Temperatur optimiert werden kénnen. Fir humane Proteine bieten sich
37 °C oft als optimale Assay-Temperatur an. ErfahrungsgemaB lohnt es, sich
anfangs Proteinkonzentrationen zwischen 1 nM und 1 pM zu testen.
Selbstverstandlich ist schlussendlich eine mdglichst niedrige Konzentration zu
wahlen, damit ressourcensparend gearbeitet werden kann. Ist ein vernlUnftiger
Proteinkonzentrationsbereich gefunden, muss der K., des Substrats bestimmt
werden, denn nur so kdnnen spater aussagekraftige ICso Werte gemessen werden.
Dabei sind Proteinkonzentration und K., immer wieder so aufeinander
abzustimmen, dass letztendlich ein robuster Assay entsteht. Bei Substraten mit
hoher Quantenausbeute (z.B. Fluorescein) sollten keine sehr hohen
Substratkonzentrationen (> 10 uM) eingesetzt werden, da sonst Querstrahlung zu

Nachbarwells zu beobachten ist.

5) Da Testsubstanzen selten in reinen wassrigen Puffern I8slich sind, muss im
nachsten Schritt der Einfluss von organischen L&semitteln auf den Assay
untersucht werden. Aufgrund der Lipophilie vieler bioaktiver Molekiile ist auBerdem
die Zugabe eines Detergenz zum Assay hilfreich, damit man nicht falsch-positive
Ergebnisse durch Mizellenbildung detektiert. Sowohl der Einfluss von Ldsemitteln
als auch von Detergenzien ist zu untersuchen, so dass der Assay konstant
innerhalb der Toleranzgrenzen gehalten werden kann. Da diese Effekte teilweise
pH abhangig sind, ist der Einfluss bei Veréanderung des Assay-Puffers erneut zu

untersuchen.
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6) Sind keinerlei Referenz-Inhibitoren bekannt, empfiehlt es sich, kinetische
Zyklen aufzunehmen, da so die enzymatische Reaktion wesentlich genauer
beobachtet werden kann. Ist ein Inhibitor bekannt, sollte zur Testung des Systems
ein ICso gemessen werden, um zu sehen, ob die gewahlten Bedingungen geeignet
sind, die Literaturwerte zu reproduzieren. Generell empfiehlt es sich immer wieder,
nach der Anderung eines Parameters eine ICso Kurve der Referenz aufzunehmen,
um die Auswirkungen abschatzen zu kdénnen. Am besten nimmt man zur
kompletten Etablierung ein und dieselbe ICso Kurve an verschiedenen Stellen der
Platte und in unterschiedlichen Pipettiermustern auf, um eventuelle
Inhomogenitaten auf der Platte zu detektieren. Inhomogenitaten kdénnen z.B.
durch verwendete Multipetten aber auch durch Zeitfaktoren beim hdandigen

Pipettieren auftreten.

7) Sobald der Assay gut etabliert ist, kann iiber die Uberfiihrung in ein Endpunkt-
Format nachgedacht werden. Als Stopreagenzien eignen sich organische
Lésemittel, die zur Fallung des Proteins flihren, sowie starke Sauren oder Basen,
die den pH Wert in einen Bereich bringen, in dem das Protein keine Aktivitat zeigt
oder, falls Cofaktoren verwendet werden, chemische Substanzen, die den Cofaktor

entziehen (z.B. EDTA bei zinkabhangigen Proteinen).

8) Testsubstanzen sollten auf ihre Absorptionswellenlangen sowie Eigen-
fluoreszenz untersucht werden, um falsch-positive sowie falsch-negative
Ergebnisse auszuschlieBen. Gibt es eine Interferenz zwischen Testsubstanz und
Assay sollte ein anderer Assay oder eine biophysikalische Methode gewahlt

werden.

9) Auch der beste funktionale Assay alleine reicht nicht aus. Grundsatzlich sollten
die Ergebnisse mit einem sekundaren, orthogonalen Assay bestatigt werden. Dazu
eighen sich biophysikalische Methoden, wie z.B. TSA oder NMR. Generell sollte es
eine Methode sein, die die Bindung des Liganden ohne ein Substrat bestatigt. Dabei
sind die biochemischen Eigenschaften des untersuchten Enzyms zu beachten. Ist
es ein globulares Protein, das bestenfalls auch noch einen metallischen Cofaktor
tragt, eignet sich TSA perfekt. Flr solche Proteine kénnen groBe Shifts beobachtet

werden, man bendtigt vergleichsweise wenig Protein (ca. 30 yL 5uM Proteinlésung
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pro Well) und muss keine andere Expression oder Aufreinigung betreiben als
dblich. Will man einen Kp bestimmen, ist ITC eine gute Methode. Sie beruht auf
einem ahnlichen Prinzip wie TSA, ist genauer, benétigt allerdings auch mehr
Protein (ca. 2mL 50 pM Proteinlésung pro Kurve) und ist anfalliger fur Einflisse
von DMSO, daher also schwierig durchzuflihren, wenn der Ligand in hohen
Konzentrationen schlecht I6slich ist.

Lasst sich das Enzym problemlos lyophilisieren und in DO re-suspendieren, ist
STD-NMR eine einfache Methode, die wenig Protein benétigt (ca. 1 mL 30 uM
Proteinldsung) und eine direkte Aussage gibt, ob der Ligand reversibel bindet oder
nicht. Muss das Enzym erst in deuterierten Puffer Uberfihrt werden, ist es eine
sehr teure Methode. Lasst sich das Protein in Minimalmedium gut exprimieren,
eignet sich die Titration im NMR als Methode, um einen Kp zu bestimmen (ca. 1
mL 100 uM Proteinlésung). Dazu misst man ein °*N-H-HSQC pro Titrationspunkt
und beobachtet die Verschiebung der Peaks.

Selbstverstandlich gibt es eine groBe Zahl weiterer biophysikalischer Methoden,
die jedoch entweder nicht zuganglich waren oder aus Zeitgrinden nicht

durchgefihrt werden konnten.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden drei bakterielle Enzyme, die Metallo-B-
Lactamasen NDM-1 (New Delhi Metallo-B-Lactamase 1), VIM-1 (Verona-Integron
Encoded Metallo-B-Lactamase 1) und IMP-7 (Imipenemase 7), sowie ein humanes

Enzym, die sEH-Phosphatase, behandelt.

Das Auftreten multiresistenter Bakterien ist eine alarmierende Entwicklung. Dabei
ist das vermehrte Erscheinen von Metallo-B-Lactamasen (MBLs) in Gram-
negativen Bakterien zu beobachten, die von Inhibitoren anderer B-Lactamasen
unbeeinflusst bleiben.” MBLs sind Enzyme, die B-Lactam-Antibiotika hydrolysieren
und somit unwirksam machen. [B-Lactam-Antibiotika hemmen die
Zellwandsynthese von Bakterien und haben keinen Einfluss auf menschliche
Zellen. Daher sind sie flir den Menschen sehr gut vertraglich und werden oft
eingesetzt. Gerade diese haufige Verwendung und der Fehleinsatz fihren vermehrt
zur Resistenzbildung.!! Suche nach neuen Wirkstoffen zur Behandlung von
Pathogenen mit Resistenz ist von auBerster Dringlichkeit, da die Resistenzen sich
in klirzester Zeit Uber den kompletten Planeten verbreiten.”

NDM-1, VIM-1 und IMP-5 wurden in E.coli GUberexprimiert und aufgereinigt, um die
rekombinanten Enzyme zu erhalten. Damit wurde zunachst ein Fluoreszenz-
Intensitats-Assay entwickelt, um die Wirksamkeit moéglicher Inhibitoren zu
quantifizieren. Als Testsubstanzen wurden elf zugelassene Wirkstoffe gewahlt, die
eine Thiol-Gruppe enthalten, da bekannt ist, das Thiole Zink-abhangige Proteine
inhibieren. Weiterhin wurden Thermal Shift Assays®’ durchgefiihrt, um zwischen
Liganden, die durch Bindung an die MBL inhibieren, und Liganden, die nur dadurch
inhibieren, dass sie der Bindetasche das nétige Zink entziehen, unterscheiden zu
kdnnen. Substanzen, die Inhibition im Assay zeigten und keine Zink-Chelatoren
waren, wurden weiterhin auf Aktivitat in bakteriellen Zellen untersucht. Daflr
wurden pathogenene Stamme aus Patienten sowie mit den Resistenzplasmiden
transfizierte Laborstamme einem Test auf Antibiotikaempfindlichkeit unterzogen.
Die Wirksamkeit von Imipenem sollte in Kombination mit den Testsubstanzen

wieder hergestellt werden.
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Insgesamt wurden vier Substanzen mit nicht-antiinfektiésen Indikationen
gefunden, die MBLs im niedrig-mikromolaren Bereich inhibieren und die
Wirksamkeit von Imipenem in Bakterien partiell wieder herstellen.%®

In einem zweiten Ansatz wurden Fragmente mittels Docking ausgewahlt und
ebenfalls im Fluoreszenz-basierten Assay getestet. Die Bestatigung der Bindung
erfolgte in diesem Fall mit STD-NMR#* und die Bestimmung der
Dissoziationskonstante des besten Fragments mittels Messung der Chemical Shift
Perturbation®! im NMR. In diesem Projekt wurde leider kein pan-Inhibitor fiir alle

MBLs gefunden, allerdings ein Fragment mit hoher Bindeeffizienz zur NDM-1.

Die l6sliche Epoxid-Hydrolase (englisch: soluble Epoxid Hydolase, sEH) katalysiert
die Umsetzung von Epoxyeicosatriensauren (EETs), Lipidmediatoren mit
entziindungshemmenden und kardiovaskular-protektiven Eigenschaften, zu
Dihydroxyeicosatriensauren (DHETs). Diese Reaktion ist ein Bestandteil der
Arachidonsdurekaskade.?® Das Enzym besteht aus zwei Domé&nen mit
unterschiedlichen katalytischen Funktionen, einerseits der viel erforschten C-
terminalen Epoxid-Hydrolase-Domadne, aber auch der N-terminalen Domane, die
eine Phosphatase-Eigenschaft zeigt.?® Die N-terminale Domane katalysiert die
Hydrolyse von Phosphat-Monoestern, Isoprenoid- sowie Lipid-Phosphaten.3! Die
biologische Funktion dieser Domane ist nicht aufgeklart, und die Phosphatase
Aktivitat wird von typischen Phosphatase-Inhibitoren nicht beeinflusst. Daher ist
es von Interesse, einen Inhibitor zu entwickeln.

Zunachst wurde ein Aktivitatsassay mit einem fluorogenen Substrat entwickelt und
dieser in verschiedene Formate Uberfiihrt, um in unterschiedlichen GréB8en testen
zu kénnen. Im 96well Format wurden maégliche Inhibitoren getestet, die mittels
Docking ausgesucht wurden. Allerdings wurden nur Inhibitoren mit ICses Uber
100 uM gefunden oder Inhibitoren, die Sulfonsdaure-Strukturen aufweisen. Im
384well Format wurde, in Kollaboration mit dem European ScreeningPort
Hamburg, ein High-Throughput Screening von ca. 17000 Substanzen
durchgefihrt. So wurde Oxaprozin gefunden, ein Inhibitor, der strukturelle

Ahnlichkeit zu bereits bekannten Inhibitoren zeigt.

76



Abkurzungsverzeichnis

6 Abklrzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

A

ACE
Ala

AU
CAMHB
COX
CSP
CYP450
DHET
DiFMUP
DMSO
EDTA
EET
ESP
FDA
FDP
HEPES
HETE
ICso
IMP-7
KBE

Kb

Km

LB

LOX
MBL
MES
MIC
NDM-1
NMR
ODsoo

Angstrgm (10-10 m)
Angiotensin-konvertierendes Enzym

Alanin

Absorption Units (Absorptionseinheiten)
cation adjusted Mueller Hinton Broth
Cyclooxigenase

Chemical Shift Perturbation

Cytochrom P450
Dihydroxyeicosatriensaure
6,8-Difluoro-4-methylumbelliferyl-phosphat
Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraacetat
Epoxyeicosatriensaure

European ScreeningPort Hamburg

Food and Drug Administration (Amerikanische Zulassungsbehdrde)
Fluoresceindiphosphat
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hydroxyicosatetraeensaure

Halb-Maximale Inhibitorische Konzentration
Imipenemase 7

Kolonie-bildende Einheit
Dissoziationskonstante
Michaelis-Menten-Konstante

lysogeny broth

Lipoxygenase

Metallo-B-Lactamase
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

Minimal Inbitory Concentration

New Delhi Metallo-B-Lactamase 1

Nuclear Magnetic Resonance

Optische Dichte bei 600 nm
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PAINS
PpPM
RFU
RMSD
sEH
SEH-P
STD-NMR
T

Tris
TSA

\Y
VIM-1
WHO

Abkurzungsverzeichnis

Pan Assay Interfering Substance

Parts Per Million

relative Fluorescence Units (relative Fluoreszeneinheiten)
root-mean-square deviation

Soluble Epoxide Hydrolase (l6sliche Epoxid Hydrolase)
sEH-Phosphatase

Saturation Transfer Difference - NMR

Time (Zeit)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Thermal Shift Assay

Geschwindigkeit (Velocity)
Verona-Integron-Encoded-Metallo-B-Lactamase 1

World Health Organization
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Abbildung 46: SDS-PAGE von VIM-1 nach der HisTrap
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Abbildung 47: SDS-PAGE von IMP-7 nach der HisTrap
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Abbildung 48: Spur 2 der Titration
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Abbildung 49: Spur 3 und 4 der Titration
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Abbildung 50: Komplettes HSQC-Spektrum der Titration von Fragement 71 zur NDM-1.
Unterschiedliche Farben bedeuten verschiedene Inhibitor-Konzentrationen
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Abbildung 52: STD-NMR-Spektrum von MBL73 (400 uM) mit IMP-7
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Abbildung 54: STD-NMR-Spektrum von MBL79 (800 uM) mit VIM-1
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Abbildung 55: ICso-Kurve des Referenz-Inhibitors Ebselen. Kinetische Auswertung mit jeweils 5
Punken nach 60 Min und 15 Min, sowie nach Abstoppen der Reaktion nach 60 Min
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ABSTRACT: Resistance to f-lactam antibiotics can be mediated by metallo-f- oH o n\i
lactamase enzymes (MBLs). An MBL inhibitor could restore the effectiveness of f- o N I o
lactams. We report on the evaluation of approved thiol-containing drugs as inhibitors 2 F° SH\ / - o
of NDM-1, VIM-1, and IMP-7. Drugs were assessed by a novel assay using a \ﬁLN A @Aﬁﬂ/ﬁf

. . SH T o O s ©
purchasable fluorescent substrate and thermal shift. Best compounds were tested in N N Hew
antimicrobial susceptibility assay. Using these orthogonal screening methods, we & g{f;‘ .
identified drugs that restored the activity of imipenem. - P S

¢

S, »—S
}:‘ " HN‘\\NH Ol:‘ " HN‘\\NH
B INTRODUCTION susceptible to any serine-f-lactamase inhibitors. Further

categorization into subfamily B1, B2, and B3 is determined
by sequence identity and the number of bound zinc ions. King
et al. recently reported the natural product aspergillomarasmine
A to have MBL inhibitory activity in a murine infection model;*
however, no inhibitors of class B MBLs are clinically approved
so far. Thus, there is a high unmet medical need to develop
novel effective inhibitors of MBLs to restore the activity of f-
lactam antibiotics.

The objective of this study was to find already approved
compounds that inhibit highly prevalent and clinically relevant
MBLs. As was stated by the Nobel laureate Sir James Black:

“The most fruitful basis for the discovery of a new drug is to
start with an old drug.”® Thiol groups are known zinc chelators’
and therefore inhibit MBLs, like it is shown for captopril, an
approved angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor.®
Recent studies”'® indicate the inhibitory potential of captopril
derivatives as NDM-1 inhibitors. Hence we chose already
approved drugs that exhibit sulthydryl moieties as screening
compounds. We established a novel sensitive fluorescence-
based assay platform for studying inhibition of f-lactamases

The increasing occurrence of multidrug-resistant bacteria is one
of the major global threats to human health." Especially Gram-
negative bacteria exhibit several genes encoding for f-
lactamases, proteins that efficiently hydrolyze f-lactam anti-
biotics. With the increasing prevalence of p-lactamases the
effectiveness of f-lactam antibiotics becomes more and more
impaired. Despite this, f-lactam antibiotics are still the most
applied antibiotics in the world due to high efficacy and broad
activity range combined with low toxicity in humans. Inhibiting
P-lactamases could restore the effectiveness of f-lactam
antibiotics in resistant organisms.” Of critical importance are
the Gram-negative bacteria among the ESKAPE pathogens
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and
Enterobacter species).” These multidrug-resistant bacteria can
even carry more than one resistance plasmid obtained by
horizontal gene transfer and are highly pathogenic especially for
immunocompromised patients.

p-Lactamases can be categorized in mainly two groups.*
Serine-f-lactamases covalently bind to a hydrolyzed f-lactam by
a nucleophilic serine moiety. They are further categorized as ; ave ! )
Ambler class A, C, or D, and most of them can be inhibited by confirmed the direct binding of hit compounds by performing
compounds like clavulanic acid, sulbactam, and tazobactam. thermal shift assays on three class B MBLs (New Delhi metallo-
Metallo-fB-lactamases (MBLs, Ambler class B) contain one or P-lactamase 1 (NDM-1), Verona integron encoded metallo--
two zinc ions in their active site to nucleophilicly attack the -
lactams via a polarized water molecule. They cleave all known Received: November 28, 2014
P-lactam antibiotics except for monobactams and are not Published: March 27, 2015

using a commercially available substrate.'' Furthermore, we
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Chart 1. Structures of Selected Compounds
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lactamase 1 (VIM-1), imipenemase 7 (IMP-7)). The most
promising compounds were tested for their activity against
MBL expressing bacteria and provide promising opportunities
for further development.

B RESULTS AND DISCUSSION

Several assay platforms for MBLs have been reported, most of
them based on chromogenic substrates, like nitrocefin or
imipenem.'>'® Because of rapid decomposition of those
substrates by the MBLs and a bad signal-to-noise ratio at low
substrate concentrations, they are not optimal for compound
screening. Substrates with fluorophores have been published
showing the advantages of better sensitivity and optimized
kinetic parameters'* but having the disadvantage that synthesis
capabilities are needed in the first instance.”> To overcome
these drawbacks, we established a fluorescence-based assay that
is applicable for all MBLs that cleave cephalosporins. The
fluorogenic substrate dicefalotinodifluorofluorescein is com-
mercially available and therefore opens up the access to a
fluorescence-based assay without the necessity of synthetic
work. Dicefalotinodifluorofluorescein (~1.1 kDa) consists of a
difluorofluorescein core coupled to two cefalotin moieties. After
cleavage of the cefem ring by a MBL, the substrate decomposes
under release of the fluorescent difluorofluorescein (see
Supporting Information). This procedure offers a sensitive,
reliable, cheap, and easily available assay with excellent Z'-
factors (>0.8)' suitable for diverse MBLs as shown in our
screening.

We chose the clinically relevant MBLs NDM-1, VIM-1, and
IMP-7 identified from isolates from patient samples. Genes
encoding for MBLs were cloned into pET24a(+) expression
vector to yield proteins carrying a hexahistidine tag for
purification and were transformed in E. coli BL21(DE3).
Overexpression was done in LB medium, and purification was
via imidazole gradient on Ni-NTA column with AEKTA
purifier. The purity of MBLs was over 95% as determined by
SDS—PAGE. We selected 11 approved agents or their active
metabolites carrying a free thiol moiety (Chart 1). All
compounds are approved but for non-anti-infective indication.
These compounds were subsequently purchased, and their
inhibitory activity against NDM-1, VIM-1, and IMP-7 was
evaluated. All substances were solved in DMSO (50 mM) and
further diluted in assay buffer to reach the first test
concentration of 50 M.

Interestingly different inhibition patterns could be observed
and not all compounds were able to inhibit all three tested

3627

MBLs (Figure 1). This implies that the thiol moiety itself is not
the only parameter for inhibition of MBLs. The fact that thiols
are selective inhibitors for different f-lactamases could not have
been foreseen because the chelating effect should be the same
in all binding sites. For compounds showing inhibition over
50% on at least two targets ICy, values were measured (Table

100 -

ONDM-1
8|MP-7
avim-1

Inhibition [%]

||| | [mil | L

4 5 6 7 8 9 10 1
compound number

Figure 1. Inhibition [%] + SEM of the compounds at SO uM in the
fluorescence-based assay.

1). Some thiols (5, 7, 8) were not stable in assay buffer and
discarded for further evaluation. Captopril (2), which is
approved as ACE inhibitor for treatment of hypertension,
showed low ICs, values on all three enzymes (NDM, 6.4 uM;
IMP, 29 uM; VIM, 6.8 uM). Thiorphan (3), the active
metabolite of racecadotril, is an enkephalinase inhibitor and
exhibits antidiarrheal effects in human. It was active on all three
enzymes, too (NDM, 1.8 uM; IMP, 5.3 uM; VIM, 5.8 uM).
Dimercaprol (6), also known as British anti-Lewisite, which is a
drug against toxic metal poisoning, showed the lowest IC;,
values of all compounds tested on MBLs (NDM, 1.3 uM; IMP,
3.5 uM; VIM, 0.6 uM). Compound 11, tiopronin, another drug
against heavy metal poisoning, liver diseases, or cystenuria, was
active on all MBLs (NDM, 84 uM; IMP, 5.9 uM; VIM, 8.6
uM). Interestingly, the widespread molecule N-acetylcysteine
(4) was able to inhibit IMP-7 (ICs, of 20.7 uM).

To ensure that inhibitory effects result from binding of the
compounds to the proteins but not from withdrawing zinc from
the active site, we chose thermal shift measurement as
secondary assay, a method that is widely applied to assess
ligand binding.'” This assay measures the melting temperature
of the protein with or without an inhibitor by monitoring a
fluorescent dye. In an aqueous solution of folded protein the

DOI: 10.1021/jm501844d
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Table 1. ICy, (Bold) of Selected Compounds (in #uM) and
Thermal Shifts (TS) (in A °C) of Compounds at 500 M on
Different MBLs

IC4o/TS
compd NDM-1 IMP-7 VIM-1
2 6.4/7.0 2.9/3.4 6.8/2.2
3 1.8/72 5.3/3.6 5.8/4.6
4 inactive 20.7/1.1 inactive
6 1.3/83 3.5/1.7 0.6/14.9
11 84/4.5 5.9/1.8 8.6/5.1

dye signal is low, but with increasing temperature the protein
unfolds, exposes its hydrophobic core regions, and results in
intensification of fluorescence.'”® It is postulated that the
formation of an inhibitor protein complex stabilizes the protein,
resulting in an increased melting temperature. Compounds that
withdraw zinc ions from the active site, like EDTA, destabilize
the protein and diminish the melting temperature (Figure 2).

30
201 Blank
5 10. — Pos
=} -6
&
- 04 -
— EDTA
-104
-20 v v T v
30 40 50 60 70
T[°C]

Figure 2. Derivative of the melting curves of NDM-1 without (Pos)
and with different inhibitors (500 xM). The maximum turning point
of the derivative indicates the melting temperature of the protein.

In contrast, active site binders like tiopronin (11) cause an
increase of the protein melting temperature. Thermal shifts are
listed in Table 1 and indicated in +A °C. Strong shifts can be
observed for the selected compounds, thereby confirming the
results of the functional assay. Interestingly 6 shows a double
peak in the first derivative of the melting curve on NDM
protein (Figure 2). We assume that this is an effect of enzyme
destabilization by pulling zinc out of the binding site first and
binding subsequently.

The direct binding of tiopronin (11) to NDM could be
confirmed by X-ray crystallography (Figure 3). The structure of
NDM-1 in complex with tiopronin was solved using molecular
replacement with corresponding model of NDM-1 (PDB entry
3Q6X)"?* at 2.6 A resolution. The obtained NDM-1—tiopronin
complex crystals in the space group P4,2)2; contained two
protein chains in the asymmetric unit (Supporting Informa-
tion). In the initial F, — F, difference map obtained after the
molecular replacement, the pronounced region of the positive
electron density (Figure 3, green mesh) was identified in the
vicinity of the dizinc-containing active sites of both protein
chains in the asymmetric unit. This region of positive electron
density was interpreted as bound ligand after soaking of the
crystals with tiopronin. Properties of the obtained 2F, — F,
electron density map allowed placement of tiopronin molecule
in several conformations. Unfortunately it was not possible to
unambiguously discriminate all possible conformations of the
ligand in the active site of NDM-1 molecule. Therefore,
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Figure 3. Ligand interactions in the X-ray structure of NDM-1 active
site in complex with tiopronin (11). Ribbon representation of NDM-1
is shown. Tiopronin molecule and neighboring protein environment
are shown as bold and thin stick models. The positive F, — F.
difference maps around the molecule were calculated from the model
before ligand assignment (green mesh contoured at 2.5 and 2 A
around the ligand) and from the final model with the omitted ligand
(cyan mesh, contoured at 30 and 2 A around the ligand). The black-
dotted lines indicate the interactions of 11 with the zinc ions (light
blue spheres) and the key residues of the active site.

tiopronin molecule was fitted into 2F, — F, electron density
map with the most profound orientation and refined at 50%
occupancy for all ligand atoms. In the present model we
propose that the thiol moiety of tiopronin (11) intercalates
directly between the zinc atoms and replaces the catalytic water
molecule found in the apo structure at this site. Therefore,
tiopronin (11) competitively inhibits the active site of the
enzyme in a similar manner as has been proposed for L-
captopril."

Compounds showing inhibition in the fluorescence assay and
binding in the thermal shift assay were further evaluated for
their potential to inhibit bacterial f-lactamase activity by means
of antimicrobial susceptibility testing. For that purpose,
imipenem-resistant Gram-negative bacteria isolated from
patient samples and genetically modified E. coli laboratory
strains carrying the MBLs NDM-1, IMP-7, and VIM-1 were
exposed to imipenem combined with compounds. Minimal
inhibitory concentrations (MIC) of imipenem with and without
the f-lactamase inhibitor were determined (Table 2). Notably,
MBL inhibitors alone did not exhibit any intrinsic antibacterial
activity at 128 mg/L in any of the isolates. All compounds were
able to reduce MICs of imipenem for several MBLs. Notably,
thiorphan (3) was able to significantly inhibit NDM-1, VIM-1,
and IMP-7 in the case of E. coli BL21(DE3) derivatives.

B CONCLUSION

We developed an easily available, fluorescence-based, functional
assay for f-lactamase inhibitor testing. The reliability of the
system was evaluated on three different class B MBLs: NDM-1,
VIM-1, and IMP-7. To find an inhibitor for these enzymes, we
tested 11 approved drugs containing a thiol moiety in the
fluorescent assay and ICs values were determined. Remarkably,
not all drugs inhibited MBLs, although every compound carried
a thiol group. This effect is interesting because MBLs have
conserved binding sites and the chelating effect to the zinc ion
should be similar. However, comparison of substrate binding
sites of NDM-1, VIM-1, and IMP-7 indicates substantial
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Table 2. MIC (mg/L) of Imipenem for Clinical Isolates and E. coli Transformants with Respective MBL in pET24a“

isolates Imi Imi + 2
E. coli BL21 (DE3) NDM-1 64 32 (2)
K. pneumoniae T2301 NDM-1 32 8 (4)
E. coli BL21 (DE3) IMP-7 2 0.25 (8)
P. aeruginosa T2226 IMP-7 32 32 (1)
E. coli BL21 (DE3) VIM-1 32 16 (2)
K. pneumoniae T2216 VIM-1 16 1 (16)

Imi + 3 Imi + 4 Imi + 6 Imi + 11
1 (64) 32 (2) 2 (32) 16 (4)
8 (4) 16 (2) 16 (2) 8 (4)
0.25 (8) 2 (1) 0.5 (4) 1(2)
16 (2) 8 (4) 16 (2) 1(32)
4 (8) 32 (1) 16 (2) 2 (16)
4 (4) 8 (2) 4 (4) 8 (2)

“The median of three experiments is given. MBL inhibitors in combination with imipenem (Imi) are tested at a constant concentration of 128 mg/L.

Significant fold change (> 4) is indicated in bold.

differences in shape and size (Supporting Information Figure
SS) which could have an impact on inhibitor binding. To
discriminate between zinc-withdrawing and direct binding to
the enzyme, thermal shift assay was conducted. This assay
combination provides a method to find inhibitors of MBLs that
really bind to the active site and do not only chelate zinc. Most
promising compounds were passed to antimicrobial suscepti-
bility testing using laboratory strains and patient isolates.
Results showed that some of our compounds partially restored
the efficacy of imipenem against pathogenic bacteria. The
difference between the results of the functional assay and cell
data may be due to the fact that the compounds were not able
to pass the outer membrane of Gram-negative bacteria.

With our approach we could show that some of the selected
compounds inhibit recombinant protein by binding to the
protein and partially restore the function of a f-lactam
antibiotic in Gram-negative bacteria. This three-step approach
provides a platform for the further development of novel
specific inhibitors but indicates the difficulties of finding a
universal compound inhibiting all or most MBLs. Overall, we
found four approved drugs, which inhibit three clinically
important MBLs, namely, captopril (2), thiorphan (3),
dimercaprol (6), and tiopronin (11). This result yields a
good starting point for the development of potent MBL
inhibitors. The PK data of captopril (2),"” thiorphan (3),** and
tiopronin (11)*' indicate that concentrations required for in
vitro inhibition of MBLs can be reached after usual dosage of
these drugs (Supporting Information, Table S2). However,
concentrations needed for restoring the activity of imipinem
cannot be reached. Thus, the primary optimization goal might
be the uptake and activity in pathogens.

B EXPERIMENTAL SECTION

Protein Purification. E. coli clones harboring MBL plasmid were
grown in 500 mL of LB medium containing kanamycin (100 mg/L) at
37 °C to an OD® of 0.8—1 before induction with 400 yM IPTG.
Cells were allowed to grow for another 18—20 h at 22 °C and
harvested (5000 rpm for 30 min). Cell pellets were resuspended in 30
mL of buffer (50 mM Tris, S00 mM NaCl, pH 8.0, 1 dose of Complete
EDTA free and a trace amount of DNase I) before passage through a
cell disruptor (Constant Systems) three times at 14 S00 psi. Broken
cells were centrifuged for 45 min at 20000g at 4 °C to remove
unbroken cells and cell debris and subsequently subjected to high spin
centrifugation at 100 000g for 70 min at 4 °C. The supernatant was
applied to a S mL HisTrap HP (GE Healthcare) column, which was
washed with buffer A (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.0) containing
4 mM imidazole. Purified hexa-his-tagged protein was eluted using a
linear gradient from 4 to 400 mM imidazole at around 80 mM
imidazole. To remove imidazole, protein was dialyzed against buffer A
using a 3.5 kDa cutoff membrane followed by concentration using
CentriPrep concentrator (Millipore) with a S kDa cutoff membrane.
Protein concentrations were determined according to the method of

Bradford. Purity and identity of MBLs (>95%) were determined by
SDS—PAGE and mass spectrometry analysis, respectively.

Fluorescence Based Assay. Activity assays for MBLs were
performed at room temperature in black polystyrol 96-well plates
(Corning) using dicefalotinodifluorofluorescein, known as Fluorocillin
(Invitrogen Darmstadt, Germany), as substrate. An amount of 10 uL
of the respective test compound at different concentrations was
incubated with 80 uL of enzyme in assay buffer (HEPES 50 mM, pH
7.5 containing 0.01% Triton X-100; final protein concentrations of
(NDM-1) 0.1 nM, (VIM-1) 1.5 nM, (IMP-1) 0.1S nM) during 30 min
at room temperature. Each well contained the same amount of 1%
DMSO. Briefly, an amount of 10 L of Fluorocillin substrate (0.1 ug/
well final concentration) was added to yield the final assay volume of
100 uL. The fluorescence emitted by the fluorescent product
difluorofluorescein was monitored every 4S5 s for 30 cycles using a
TECAN fluorescent plate reader Infinite 200 (excitation at 495 nm
and emission at 525 nm) and was compared to a standard curve. The
rate of the enzymatic reaction was obtained by dividing the quantity of
the fluorescent product (RFU) by time (minutes). Negative controls
were performed in the absence of enzyme, whereas the positive
controls were done in the presence of enzyme and in the absence of
inhibitors. The inhibitory effect of each substance was measured as
triplicates in three independent experiments. IC, values were
calculated using data obtained from measurements with at least six
different inhibitor concentrations, applying a sigmoidal dose response
(variable slope with four parameters) equation using GraphPad Prism
S (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) software.

Thermal Shift Assay. Thermal shift assay was performed in clear
96-well plates (Invitrogen) using SYPRO Orange (Invitrogen
Darmstadt, Germany) as dye. An amount of 4 uL of test compound
(500 uM final concentration) in assay buffer (S0 mM HEPES, pH 7.5,
containing 0.01% Triton X-100 for NDM and IMP; 50 mM MES, pH
6.0, SO mM NaCl for VIM) was mixed with 32 uL of enzyme in assay
buffer (final protein concentrations for all MBLs S 4M) and 4 uL of
SYPRO Orange (2.5 X final concentration). Temperature-dependent
fluorescence increase reporting protein denaturation was measured in
triplicate in an ICycler (Bio-Rad) from 20 to 90 °C in steps of 0.2 °C
at 300 nm excitation and 570 nm emission wavelength. The first
derivative of the MBL melting curve was calculated using the Graph
Pad software.

Broth Microdilution Assay. Antimicrobial susceptibility was
evaluated by determining the minimal inhibitory concentration
(MIC), i.e., the lowest concentration of the antimicrobial agent that
prevents visible growth of a microorganism in a broth microdilution
susceptibility test, following guidelines set by Clinical and Laboratory
Standards Institute. MBL inhibitors were tested at a fixed
concentration of 128 ug/mL in combination with imipenem. A 2-
fold or more MIC reduction of imipenem plus MBL inhibitor
compared to imipenem alone was considered a significant increase of
susceptibility. All MICs were determined in triplicate. Quality control
was performed according to CLSI recommendations.
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