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Allosterische Aktivierung der HtrA-Protease DegP durch Stress-
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Die zelluldre Proteinqualititskontrolle (PQK) iiberwacht die
strukturelle und funktionale Integritidt und die Lokalisierung
von Proteinen und ist insbesondere unter erhohten Stress-
bedingungen, wie sie z.B. wihrend des Hitzeschocks vorlie-
gen, essenziell.!'! Da Proteinfehlfaltungen jedoch auch unter
homoostatischen Bedingungen auftreten konnen, ist eine ef-
fiziente PQK unter allen Umweltbedingungen lebensnot-
wendig. Ein Versagen der PQK fiihrt hédufig zur Bildung von
Proteinaggregaten, die im Mittelpunkt einer Vielzahl schwe-
rer Erkrankungen wie der Alzheimerschen oder Parkinson-
schen Krankheit stehen.”) Dariiber hinaus steht die PQK
auch im Zusammenhang mit der Virulenz pathogener Bak-
terien, da die Uberlebensrate in Wirtszellen von einer funk-
tionierenden PQK abhiingt.”! Dementsprechend kénnte die
selektive Hemmung der POK in Bakterien eine vielverspre-
chende Strategie fiir die Entwicklung neuartiger Antibiotika
sein.

Die zwei HtrA-Proteasen (Htr=high temperature re-
quirement) DegP und DegS tragen entscheidend zu einer
effizienten PQK im bakteriellen Periplasma bei. HtrA-Pro-
teasen unterschiedlicher Organismen sind stark konserviert
und sind modular aus einer Chymotrypsin-artigen Protease-
domine und einer oder zwei PDZ-Dominen aufgebaut.!

[*] Dipl.-Biol. M. Meltzer, Dr. S. Hasenbein, Dipl.-Biol. N. Kucz,
Dr. M. Merdanovic, Prof. Dr. M. Ehrmann
Zentrum fiir Medizinische Biotechnologie
FB Biologie und Geographie
Universitit Duisburg-Essen, 45117 Essen (Deutschland)
Fax: (+49)201-183-3315
E-Mail: michael.ehrmann@uni-due.de
Dipl.-Chem. P. Hauske, Dr. M. Kaiser
Chemical Genomics Centre der Max-Planck-Gesellschaft
Otto-Hahn-StraRe 15, 44227 Dortmund (Deutschland)
Fax: (+49)231-9742-6479
E-Mail: markus.kaiser@cgc.mpg.de
Dr. S. Grau, Dr. A. Beil, Dr. D. Jones, Prof. Dr. M. Ehrmann
Cardiff School of Biosciences, Cardiff University
Museum Avenue, Cardiff CF10 3US (Grof3britannien)

Dr. T. Krojer, Dr. T. Clausen
Forschungsinstitut fir Molekulare Pathologie (IMP)
Dr. Bohr-Gasse 7, 1030 Wien (Osterreich)

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft,
dem Fonds der Chemischen Industrie (M.E.), dem Osterreichischen
Wissenschaftsfonds (FWF P17881-B10, T.K.) und dem BBSRC (D.).,
M.E.) unterstiitzt.

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

S IWILEY

Y. InterScience’

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

Ihre proteolytische Aktivitdt wird durch zelluldre Stress-Si-
gnale reguliert, die ein reversibles Anschalten der Proteasen
bewirken. Eine Untersuchung solcher Stress-Signale fiihrte
zur Aufkldrung eines allosterischen Aktivierungsmechanis-
mus bei der HtrA-Protease DegS. Als Aktivierungssignal
konnte die Bindung eines falsch lokalisierten Membranpro-
teins der duBleren Zellhiille an die PDZ- und Proteasedoméne
von DegS identifiziert werden.”! Die Aktivierung von DegS
induziert eine proteolytische Signalkaskade, die in der er-
hohten Expression von DegP miindet.[’! Der proteolytische
Abbau der fehlgefalteten Proteine im Periplasma wird dann
von der Substrat-unspezifischen Protease DegP iibernom-
men.

DegP ist aus einer Protease- und zwei PDZ-Doménen
aufgebaut und bildet komplexe, multimere Partikel. Es kann
sowohl als Chaperon (Proteinreparaturfaktor) wie auch als
Protease wirken und schaltet temperaturabhéngig zwischen
diesen beiden Funktionen um.”’ Bei niedrigen Temperaturen
erfiilllt DegP die Funktion eines Chaperons, bei hoheren
Temperaturen jedoch dominiert die Proteaseaktivitét, sodass
bei 37°C bereits eine ausgeprigte proteolytische Aktivitit
vorliegt. Trotz der Aufkldrung der molekularen Struktur der
Chaperonkonformation von DegP!® ist die Regulation der
beiden katalytischen Aktivitdten von DegP bisher noch nicht
verstanden. Ziel der vorliegenden Studie war die Untersu-
chung der Fragestellung, ob neben der bereits bekannten
temperaturabhéngigen Proteaseaktivierung von DegP auch
ein zusitzlicher, chemischer Regulationsmechanismus exis-
tiert. Da DegP bei 37°C bereits merklich proteolytisch aktiv
ist, sollte ein solcher Aktivierungsmechanismus zu einer
Verstdrkung der temperaturabhéngigen Proteolyse fiihren.

Ein chromogenes Peptidsubstrat ist ein wertvolles Hilfs-
mittel zum Studium der Proteolyseaktivitit. Fiir die patho-
physiologisch relevanten HtrA-Proteasen wurden bisher
jedoch noch keine solchen Substrate beschrieben, wodurch
auch deren weitergehende enzymatische Charakterisierung
stark behindert wurde. Um einen Zugang zu einem solchen
Substrat zu erhalten, wurden ein Verdau des bekannten
DegP-Substrates Citratsynthase und eine Synthese von para-
Nitroanilin(pNA)-Derivaten der entstehenden Fragmente
durchgefiihrt. Durch 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
Festphasenpeptidsynthese auf einem 2-Chlortritylharz, die
nach Abspaltung vom Harz vollgeschiitzte Vorstufenpeptide
lieferte, und anschlieBende Kupplung mit kommerziell er-
hiltlichem H-Val-pNA in Losung wurden die pNA-Verbin-
dungen 1-3 (Schema 1) erhalten. Als geeignetes Substrat
wurde das pNA-Derivat 1 mit der Sequenz SPMFKGV-pNA
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1: SPMFKGV-pNA
2: STDGGV-pNA
3: SKAKGGEEPLPEGV-pNA

Schema 1. Festphasenpeptidsynthese (FPPS) der chromogenen Sub-
strate auf 2-Chlortritylharz. a) Essigsaure/Trifluorethanol/Dichlorme-
than (2:2:6); b) H-Val-pNA-HCI (2 Aquiv.), EDC-HCI (1.5 Aquiv.), HOBt
(2 Aquiv.), DIEA (3.5 Aquiv.); c) TFA/H,0O/Ethandithiol /Triisopropylsi-
lan (94:2,5:2,5:1). Boc=tert-Butoxycarbonyl, EDC= N'-(3-Dimethylami-
nopropyl)-N-ethylcarbodiimid, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol,
DIEA= N,N-Diisopropylethylamin, TFA=Trifluoressigsaure.

ermittelt, das kooperativ mit einem K,s-Wert (K, s: Halbsit-
tigungskonstante der Hill-Gleichung) von 2.7 mM, v, =
1.28 umol min ™, k., = 0.56 s™' und einer Spezifititskonstante
keu/Kos=0.21 mm~'s! gespalten wurde, withrend bei 2 und 3
keine Reaktion stattfand. Durch eine systematische Variie-
rung von pH-Wert, Puffern und Salzen wurden die optimalen
Versuchsbedingungen (50 mm NaH,PO,-Puffer, pH 8.0) fiir
spatere Protease-Aktivititstests gefunden (eine detaillierte
biochemische Charakterisierung findet sich in den
Hintergrundinformationen).

Nach der Entwicklung eines geeigneten Aktivititstestes
konnte nun eine mogliche allosterische Aktivierung von
DegP untersucht werden. Hierzu wurde photometrisch der
DegP-katalysierte Abbau des pNA-Substrates 1 in Gegen-
wart von Casein, einem Modellprotein fiir ein denaturiertes
Protein, verfolgt, um zu tiberpriifen, ob die durch den
gleichzeitigen Caseinabbau entstehenden kurzen Fragmente
die proteolytische Aktivitdt von DegP stimulieren. In der Tat
wurde eine 2.5-fache Verstdrkung beobachtet, was unsere
Hypothese einer zusitzlichen allosterischen Aktivierung un-
termauert. In einem zweiten Versuch wurde deshalb peri-
plasmatische a-Amylase (MalS), ein natiirliches DegP-Sub-
strat, verwendet. Bei diesem Versuch induzierten komplett
denaturiertes MalS, aber auch kiirzere Fragmente und ein C-
terminales Fragment von MalS eine Verstdarkung der DegP-
Proteolyse (Hintergrundinformationen).

Diese Befunde wiesen eindeutig auf eine durch Oligo-
peptide bewirkte Aktivierung von DegP hin, mit einem
moglicherweise dhnlichen Mechanismus wie bei DegS. Durch
Kristallstrukturanalyse eines DegS-Aktivator-Komplexes
wurde der Aktivierungsmechanismus aufgeklért: Die akti-
vierenden Peptide binden an die PDZ-Domine, wobei die
vorletzte Aminosdure X des C-terminalen YXF-Motivs zu-
sétzlich mit einer Schleife der Proteasedoméne wechselwirkt
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und so die Protease aktiviert. Die Aktivierung der Protease
hingt dabei von den chemischen Eigenschaften von X ab.
Dies sollte in analoger Weise fiir DegP durch Decapeptid-
derivate der bekannten Stress-Signalsequenz DNRDGN-
VYXF untersucht werden. Durch Festphasenpeptidsynthese
wurden zehn Peptide hergestellt, die an Position X unter-
schiedliche Aminosduren enthielten. Diese zehn sowie drei
zusdtzliche Decapeptide, die den C-Termini natiirlicher
Zellhiillenproteine  (z.B. dem  AuBenmembranporin C
(OmpC), periplasmatischer alkalischer Phosphatase A
(PhoA) und MalS) entsprechen, wurden beziiglich ihres
Einflusses auf die proteolytische Aktivierung von DegP ge-
testet. Das C-terminale Fragment von OmpC ist ein be-
kannter DegS-Aktivator, wihrend der C-Terminus von PhoA
als Negativkontrolle eingesetzt wurde. Die proteolytische
Aktivitdt von DegP in Gegenwart der Decapeptide wurde
sowohl mit Substrat 1 (Abbildung 1) als auch mit denatu-

35
3.0

25

x-fache Verstarkung der Proteolyse

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 -

aktivierende Peptide

4: DNRNGNVYFF
5: DNRNGNVYWF
6: DNRNGNVYLF
7: DNRNGNVYQF
8. DNRNGNVYYF

9: DNRNGNVYSF
10: DNRNGNVYDF
11: DNRNGNVYGF
12: DNRNGNVYIF
13: DNRNGNVYKF

14: YTMKAAGLGK (PhoA)
15: IVALGLVYQF (OmpC)
16: DKVLVVWAGQQ (MalS)

Abbildung 1. Sequenzen der aktivierenden Peptide 4-16 und Siulen-
diagramm der Proteolyseexperimente unter Verwendung des Substra-
tes 1. Assay-Bedingungen: 0.5 mm 1, 50 um aktivierende Peptide 4-16,
0.13 um DegP, 50 mm NaH,PO, pH 8.0; die Messergebnisse wurden
auf die basale Proteolyseaktivitit ohne Zugabe von aktivierenden Pep-
tiden normalisiert. Jede Messung wurde fiinfmal mit Doppelproben
durchgefihrt; die hieraus erhaltene Standardabweichung ist durch
Fehlerbalken angegeben.

riertem MalS verfolgt, um einen Einfluss des syn-
thetischen Substrates auf die beobachteten Effekte auszu-
schlieBen (siche Hintergrundinformationen). Die Aktivitit
von DegS wurde unter Verwendung des natiirlichen
Substrates anti-Sigma-Faktor RseA bestimmt (siche
Hintergrundinformationen). Die Peptide 4 und 5 mit einem
C-terminalen YFF- bzw. YWF-Motiv aktivierten DegP ca.
2.5- bzw. 2-fach. Peptid 7 mit der C-terminalen YQF-Sequenz
des C-Terminus des natiirlichen Stress-Signals OmpC indu-
zierte eine 1.5-fache Aktivierung. Das C-terminale Deca-
peptid von OmpC (15) erwies sich als der beste Aktivator und
verstiarkte die Proteolyse um den Faktor 3. Die gemessenen
Werte deuten auf eine allosterische Aktivierung der Pro-
teaseaktivitit von DegP hin. Zuséatzlich konnte eine gute
Korrelation der Aktivierung von DegP und DegS durch die
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Peptide 4-16 festgestellt werden, was fiir einen auch physio-
logisch relevanten Regulationsmechanismus spricht.

In einem weiteren Experiment wurden die thermodyna-
mischen Bindungsaffinitdten des Peptides 4 mit einem akti-
vierenden YFF-Motiv und des Peptides 6 mit dem schwécher
aktivierenden YLF-Motiv durch isotherme Titrationskalori-
metrie bestimmt. An die experimentellen Daten liel3 sich ein
sequenzielles Drei-Bindestellen-Modell anpassen, was eine
kooperative Bindung belegt. Fiir alle drei Bindestellen
konnten nur geringe Unterschiede in der Dissoziationskon-
stante K, gefunden werden, was die besondere Rolle der
chemischen Natur der vorletzten Aminosdure bei der Akti-
vierung bestitigt (siche Hintergrundinformationen).

Zwei DegP-Mutanten mit Punktmutationen in der PDZ-
Doméne 1 wurden zur Untersuchung der Bindungsstelle der
aktivierenden Peptide exprimiert. In der ersten Mutante
wurde Arg262, das mit der C-terminalen Carboxygruppe des
aktivierenden Peptides wechselwirkt, durch Alanin ersetzt. In
der zweiten Mutante wurde Val328 durch Serin ersetzt, wo-
durch die rdumliche Struktur der Bindungsstelle verdndert
wird.® Durch diese Mutationen wurde jegliche Aktivierung
durch aktivierende Peptide inklusive des am stirksten akti-
vierenden Peptides 15 unterdriickt, sodass die allosterische
Aktivierungsstelle eindeutig der PDZ-Doméne 1 zugeordnet
werden konnte (Abbildung2 und Hintergrundinformatio-

Protease-
doméane H
T 2
= L
PDZ-
Domane 2 PDZ-”
Doméne 1

Abbildung 2. Allosterische Aktivierung von DegP. Aktivierende Peptide
(blau) binden an die PDZ-Domine 1. Das Ausmaf3 der Aktivierung
wird von den chemischen Eigenschaften der vorletzten Aminosiure
(rot) bestimmt.

nen). Auch durch isotherme Titrationskalorimetrie konnte
keinerlei Bindung von 4 an DegP mehr nachgewiesen werden.
Zwar bestétigen diese Experimente, dass die PDZ-Doméne 1
eine Aktivierung an die Proteasedomine vermittelt, aller-
dings machen die strukturellen Unterschiede zwischen DegS
und DegP (z.B. unterschiedliche Oligomerisierungszustinde,
Aktivierungsdominen und Sensorschleifen) noch weitere
Studien zum besseren Verstdndnis des Aktivierungsmecha-
nismus notwendig. Des Weiteren zeigen 7 und 15, die beide
das C-terminale YQF-Motiv von OmpC tragen, einen grofen
Unterschied in ihrem Aktivierungspotenzial. Dies impliziert,
dass zwar die letzten drei C-terminalen Aminosduren essen-
ziell fir die Aktivierung sind, dass aber auch weitere Wech-
selwirkungen innerhalb der Aktivierungssequenz zur Akti-
vierung beitragen. Die strukturellen Grundlagen dieses Ef-
fektes sind zurzeit noch unklar.

In einem abschlieBenden Experiment wurde der Einfluss
aktivierender Peptide auf die bei niedrigen Temperaturen
vorliegende Chaperonaktivitdt untersucht. Hierzu wurden
Riickfaltungsexperimente mit MalS und dem aktivierenden
Peptid 4 durchgefiihrt (siehe Hintergrundinformationen). In

www.angewandte.de

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

Gegenwart von 4 findet ein erhohter Abbau bei nur sehr
geringer Riickfaltung von MalS statt, was belegt, dass akti-
vierende Peptide DegP von der Chaperon- in die Protease-
aktivitit tiberfithren konnen; das heif3t, dass eine chemisch
induzierte Aktivierung einen stirkeren Einfluss auf die Re-
gulation der DegP-Enzymaktivitidten hat als die Temperatur.

Der bakterielle PQK-Faktor DegP wird allosterisch durch
Modellpeptide zellulédrer Stress-Signale reguliert. Damit wird
der bekannten Aktivierung von DegP durch erhohte Ex-
pression aufgrund induzierter Transkription eine zusitzliche
allosterische Aktivierung hinzugefiigt. Die gleichzeitige al-
losterische Aktivierung von DegP und DegS trigt im biolo-
gischen System zu einer schnellen und robusten Stressantwort
bei und ergibt somit eine fein abgestimmte Verstarkung des
urspriinglichen Stress-Signals (Abbildung 3). Deshalb sollten

auBere
Membran
N YxF
Periplasma J = -.':
) 1. YxF ;
> DegP DegP
DegS

E
Cytoplasma-
e RseP RseA

CIpXP

RpoE

Cytoplasma

Expression und Sekretion
von DegP

Abbildung 3. Verstirkung der bakteriellen Stressantwort durch die allo-
sterische Aktivierung. DegS detektiert ungefaltete Proteine und initiiert
eine proteolytische Signalkaskade, die zur erhéhten Exprimierung von
DegP fiihrt. Zusitzlich aktivieren die fehlgefalteten Proteine alloste-
risch DegP, wodurch eine Verstirkung des urspriinglichen Stress-
Signals auftritt.

nichtaktivierende Peptidmimetika, die die allosterische Ak-
tivierungsbindestelle blockieren, eine schwerwiegende Sto-
rung der bakteriellen PQK bewirken und somit eine neue
Moglichkeit zur Entwicklung von antimikrobiellen Wirk-
stoffen bieten. Dariiber hinaus postulieren wir, dass samtliche
HtrA-Proteasen tiiber einen allosterischen Aktivierungsme-
chanismus verfiigen, in Einklang mit Peptidbindungsstudien
an den humanen HtrA-Proteasen HtrA1 und HtrA2."” Bisher
wurden noch keine peptidischen Stress-Signale fiir humane
HtrA-Proteasen identifiziert, allerdings konnte dieser kon-
servierte Aktivierungsmechanismus fiir ein besseres Ver-
stindnis von Proteinfaltungskrankheiten relevant sein, da
HtrAl als ein Risikofaktor fiir amyloide Erkrankungen, z.B.
der altersbedingten Makuladegeneration, beschrieben
wurde.['”)
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