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Die zellul�re Proteinqualit�tskontrolle (PQK) �berwacht die
strukturelle und funktionale Integrit�t und die Lokalisierung
von Proteinen und ist insbesondere unter erh hten Stress-
bedingungen, wie sie z.B. w�hrend des Hitzeschocks vorlie-
gen, essenziell.[1] Da Proteinfehlfaltungen jedoch auch unter
hom ostatischen Bedingungen auftreten k nnen, ist eine ef-
fiziente PQK unter allen Umweltbedingungen lebensnot-
wendig. Ein Versagen der PQK f�hrt h�ufig zur Bildung von
Proteinaggregaten, die im Mittelpunkt einer Vielzahl schwe-
rer Erkrankungen wie der Alzheimerschen oder Parkinson-
schen Krankheit stehen.[2] Dar�ber hinaus steht die PQK
auch im Zusammenhang mit der Virulenz pathogener Bak-
terien, da die 4berlebensrate in Wirtszellen von einer funk-
tionierenden PQK abh�ngt.[3] Dementsprechend k nnte die
selektive Hemmung der PQK in Bakterien eine vielverspre-
chende Strategie f�r 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-
dom�ne und einer oder zwei PDZ-Dom�nen aufgebaut.[4]

Ihre proteolytische Aktivit�t wird durch zellul�re Stress-Si-
gnale reguliert, die ein reversibles Anschalten der Proteasen
bewirken. Eine Untersuchung solcher Stress-Signale f�hrte
zur Aufkl�rung eines allosterischen Aktivierungsmechanis-
mus bei der HtrA-Protease DegS. Als Aktivierungssignal
konnte die Bindung eines falsch lokalisierten Membranpro-
teins der �ußeren Zellh�lle an die PDZ- und Proteasedom�ne
von DegS identifiziert werden.[5] Die Aktivierung von DegS
induziert eine proteolytische Signalkaskade, die in der er-
h hten Expression von DegP m�ndet.[6] Der proteolytische
Abbau der fehlgefalteten Proteine im Periplasma wird dann
von der Substrat-unspezifischen Protease DegP �bernom-
men.

DegP ist aus einer Protease- und zwei PDZ-Dom�nen
aufgebaut und bildet komplexe, multimere Partikel. Es kann
sowohl als Chaperon (Proteinreparaturfaktor) wie auch als
Protease wirken und schaltet temperaturabh�ngig zwischen
diesen beiden Funktionen um.[7] Bei niedrigen Temperaturen
erf�llt DegP die Funktion eines Chaperons, bei h heren
Temperaturen jedoch dominiert die Proteaseaktivit�t, sodass
bei 37 8C bereits eine ausgepr�gte proteolytische Aktivit�t
vorliegt. Trotz der Aufkl�rung der molekularen Struktur der
Chaperonkonformation von DegP[8] ist die Regulation der
beiden katalytischen Aktivit�ten von DegP bisher noch nicht
verstanden. Ziel der vorliegenden Studie war die Untersu-
chung der Fragestellung, ob neben der bereits bekannten
temperaturabh�ngigen Proteaseaktivierung von DegP auch
ein zus�tzlicher, chemischer Regulationsmechanismus exis-
tiert. Da DegP bei 37 8C bereits merklich proteolytisch aktiv
ist, sollte ein solcher Aktivierungsmechanismus zu einer
Verst�rkung der temperaturabh�ngigen Proteolyse f�hren.

Ein chromogenes Peptidsubstrat ist ein wertvolles Hilfs-
mittel zum Studium der Proteolyseaktivit�t. F�r 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
durchgef�hrt. Durch 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
Festphasenpeptidsynthese auf einem 2-Chlortritylharz, die
nach Abspaltung vom Harz vollgesch�tzte Vorstufenpeptide
lieferte, und anschließende Kupplung mit kommerziell er-
h�ltlichem H-Val-pNA in L sung 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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ermittelt, das kooperativ mit einem K0.5-Wert (K0.5 : Halbs�t-
tigungskonstante der Hill-Gleichung) von 2.7 mm, vmax =

1.28 mmol min�1, kcat = 0.56 s�1 und einer Spezifit�tskonstante
kcat/K0.5 = 0.21 mm

�1 s�1 gespalten wurde, w�hrend bei 2 und 3
keine Reaktion stattfand. Durch eine systematische Variie-
rung von pH-Wert, Puffern und Salzen wurden die optimalen
Versuchsbedingungen (50 mm NaH2PO4-Puffer, pH 8.0) f�r
sp�tere Protease-Aktivit�tstests gefunden (eine detaillierte
biochemische Charakterisierung findet sich in den
Hintergrundinformationen).

Nach der Entwicklung eines geeigneten Aktivit�tstestes
konnte nun eine m gliche allosterische Aktivierung von
DegP untersucht werden. Hierzu wurde photometrisch der
DegP-katalysierte Abbau des pNA-Substrates 1 in Gegen-
wart von Casein, einem Modellprotein f�r ein denaturiertes
Protein, verfolgt, um zu �berpr�fen, ob die durch den
gleichzeitigen Caseinabbau entstehenden kurzen Fragmente
die proteolytische Aktivit�t von DegP stimulieren. In der Tat
wurde eine 2.5-fache Verst�rkung beobachtet, was unsere
Hypothese einer zus�tzlichen allosterischen Aktivierung un-
termauert. In einem zweiten Versuch wurde deshalb peri-
plasmatische a-Amylase (MalS), ein nat�rliches DegP-Sub-
strat, verwendet. Bei diesem Versuch induzierten komplett
denaturiertes MalS, aber auch k�rzere Fragmente und ein C-
terminales Fragment von MalS eine Verst�rkung der DegP-
Proteolyse (Hintergrundinformationen).

Diese Befunde wiesen eindeutig auf eine durch Oligo-
peptide bewirkte Aktivierung von DegP hin, mit einem
m glicherweise �hnlichen Mechanismus wie bei DegS. Durch
Kristallstrukturanalyse eines DegS-Aktivator-Komplexes
wurde der Aktivierungsmechanismus aufgekl�rt: Die akti-
vierenden Peptide binden an die PDZ-Dom�ne, wobei die
vorletzte Aminos�ure X des C-terminalen YXF-Motivs zu-
s�tzlich mit einer Schleife der Proteasedom�ne wechselwirkt

und so die Protease aktiviert. Die Aktivierung der Protease
h�ngt dabei von den chemischen Eigenschaften von X ab.
Dies sollte in analoger Weise f�r DegP durch Decapeptid-
derivate der bekannten Stress-Signalsequenz DNRDGN-
VYXF untersucht werden. Durch Festphasenpeptidsynthese
wurden zehn Peptide hergestellt, die an Position X unter-
schiedliche Aminos�uren enthielten. Diese zehn sowie drei
zus�tzliche Decapeptide, die den C-Termini nat�rlicher
Zellh�llenproteine (z.B. dem Außenmembranporin C
(OmpC), periplasmatischer alkalischer Phosphatase A
(PhoA) und MalS) entsprechen, wurden bez�glich ihres
Einflusses auf die proteolytische Aktivierung von DegP ge-
testet. Das C-terminale Fragment von OmpC ist ein be-
kannter DegS-Aktivator, w�hrend der C-Terminus von PhoA
als Negativkontrolle eingesetzt wurde. Die proteolytische
Aktivit�t von DegP in Gegenwart der Decapeptide wurde
sowohl mit Substrat 1 (Abbildung 1) als auch mit denatu-

riertem MalS verfolgt, um einen Einfluss des syn-
thetischen Substrates auf die beobachteten Effekte auszu-
schließen (siehe Hintergrundinformationen). Die Aktivit�t
von DegS wurde unter Verwendung des nat�rlichen
Substrates anti-Sigma-Faktor RseA bestimmt (siehe
Hintergrundinformationen). Die Peptide 4 und 5 mit einem
C-terminalen YFF- bzw. YWF-Motiv aktivierten DegP ca.
2.5- bzw. 2-fach. Peptid 7mit der C-terminalen YQF-Sequenz
des C-Terminus des nat�rlichen 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
verst�rkte die Proteolyse um den Faktor 3. Die gemessenen
Werte deuten auf eine allosterische Aktivierung der Pro-
teaseaktivit�t von DegP hin. Zus�tzlich konnte eine gute
Korrelation der Aktivierung von DegP und DegS durch die

Schema 1. Festphasenpeptidsynthese (FPPS) der chromogenen Sub-
strate auf 2-Chlortritylharz. a) Essigs2ure/Trifluorethanol/Dichlorme-
than (2:2:6); b) H-Val-pNA·HCl (2 Mquiv.), EDC·HCl (1.5 Mquiv.), HOBt
(2 Mquiv.), DIEA (3.5 Mquiv.); c) TFA/H2O/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=Trifluoressigs2ure.

Abbildung 1. Sequenzen der aktivierenden Peptide 4–16 und S2ulen-
diagramm der Proteolyseexperimente unter Verwendung des Substra-
tes 1. Assay-Bedingungen: 0.5 mm 1, 50 mm aktivierende Peptide 4–16,
0.13 mm DegP, 50 mm NaH2PO4 pH 8.0; die Messergebnisse wurden
auf die basale Proteolyseaktivit2t ohne Zugabe von aktivierenden Pep-
tiden normalisiert. Jede Messung wurde f.nfmal mit Doppelproben
durchgef.hrt; die hieraus erhaltene Standardabweichung ist durch
Fehlerbalken angegeben.
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Peptide 4–16 festgestellt werden, was f�r einen auch physio-
logisch relevanten Regulationsmechanismus spricht.

In einem weiteren Experiment wurden die thermodyna-
mischen Bindungsaffinit�ten des Peptides 4 mit einem akti-
vierenden YFF-Motiv und des Peptides 6 mit dem schw�cher
aktivierenden YLF-Motiv durch isotherme Titrationskalori-
metrie bestimmt. An die experimentellen Daten ließ sich ein
sequenzielles Drei-Bindestellen-Modell anpassen, was eine
kooperative Bindung belegt. F�r alle drei Bindestellen
konnten nur geringe Unterschiede in der Dissoziationskon-
stante Kd gefunden werden, was die besondere Rolle der
chemischen Natur der vorletzten Aminos�ure bei der Akti-
vierung best�tigt (siehe Hintergrundinformationen).

Zwei DegP-Mutanten mit Punktmutationen in der PDZ-
Dom�ne 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 r�umliche Struktur der Bindungsstelle ver�ndert
wird.[8] Durch diese Mutationen wurde jegliche Aktivierung
durch aktivierende Peptide inklusive des am st�rksten akti-
vierenden Peptides 15 unterdr�ckt, sodass die allosterische
Aktivierungsstelle eindeutig der PDZ-Dom�ne 1 zugeordnet
werden konnte (Abbildung 2 und Hintergrundinformatio-

nen). Auch durch isotherme Titrationskalorimetrie konnte
keinerlei Bindung von 4 anDegPmehr nachgewiesen werden.
Zwar best�tigen diese Experimente, dass die PDZ-Dom�ne 1
eine Aktivierung an die Proteasedom�ne vermittelt, aller-
dings machen die strukturellen Unterschiede zwischen DegS
und DegP (z.B. unterschiedliche Oligomerisierungszust�nde,
Aktivierungsdom�nen und Sensorschleifen) noch weitere
Studien zum besseren Verst�ndnis des Aktivierungsmecha-
nismus notwendig. Des Weiteren zeigen 7 und 15, die beide
das C-terminale YQF-Motiv von OmpC tragen, einen großen
Unterschied in ihrem Aktivierungspotenzial. Dies impliziert,
dass zwar die letzten drei C-terminalen Aminos�uren essen-
ziell f�r 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 abschließenden Experiment wurde der Einfluss
aktivierender Peptide auf die bei niedrigen Temperaturen
vorliegende Chaperonaktivit�t untersucht. Hierzu wurden
R�ckfaltungsexperimente mit MalS und dem aktivierenden
Peptid 4 durchgef�hrt (siehe Hintergrundinformationen). In

Gegenwart von 4 findet ein erh hter Abbau bei nur sehr
geringer R�ckfaltung von MalS statt, was belegt, dass akti-
vierende Peptide DegP von der Chaperon- in die Protease-
aktivit�t �berf�hren k nnen; das heißt, dass eine chemisch
induzierte Aktivierung einen st�rkeren Einfluss auf die Re-
gulation der DegP-Enzymaktivit�ten hat als die Temperatur.

Der bakterielle PQK-Faktor DegP wird allosterisch durch
Modellpeptide zellul�rer Stress-Signale reguliert. Damit wird
der bekannten Aktivierung von DegP durch erh hte Ex-
pression aufgrund induzierter Transkription eine zus�tzliche
allosterische Aktivierung hinzugef�gt. Die gleichzeitige al-
losterische Aktivierung von DegP und DegS tr�gt im biolo-
gischen System zu einer schnellen und robusten Stressantwort
bei und ergibt somit eine fein abgestimmte Verst�rkung des
urspr�nglichen Stress-Signals (Abbildung 3). Deshalb sollten

nichtaktivierende Peptidmimetika, die die allosterische Ak-
tivierungsbindestelle blockieren, eine schwerwiegende St -
rung der bakteriellen PQK bewirken und somit eine neue
M glichkeit zur Entwicklung von antimikrobiellen Wirk-
stoffen bieten. Dar�ber hinaus postulieren wir, dass s�mtliche
HtrA-Proteasen �ber einen allosterischen Aktivierungsme-
chanismus verf�gen, in Einklang mit Peptidbindungsstudien
an den humanen HtrA-Proteasen HtrA1 und HtrA2.[9] Bisher
wurden noch keine peptidischen Stress-Signale f�r humane
HtrA-Proteasen identifiziert, allerdings k nnte dieser kon-
servierte Aktivierungsmechanismus f�r ein besseres Ver-
st�ndnis von Proteinfaltungskrankheiten relevant sein, da
HtrA1 als ein Risikofaktor f�r amyloide Erkrankungen, z.B.
der altersbedingten Makuladegeneration, beschrieben
wurde.[10]

Eingegangen am 21. Juli 2007,
ver�nderte Fassung am 19. September 2007
Online ver ffentlicht am 3. Januar 2008

Abbildung 2. Allosterische Aktivierung von DegP. Aktivierende Peptide
(blau) binden an die PDZ-Dom2ne 1. Das Ausmaß der Aktivierung
wird von den chemischen Eigenschaften der vorletzten Aminos2ure
(rot) bestimmt.

Abbildung 3. Verst2rkung der bakteriellen Stressantwort durch die allo-
sterische Aktivierung. DegS detektiert ungefaltete Proteine und initiiert
eine proteolytische Signalkaskade, die zur erhIhten Exprimierung von
DegP f.hrt. Zus2tzlich aktivieren die fehlgefalteten Proteine alloste-
risch DegP, wodurch eine Verst2rkung des urspr.nglichen Stress-
Signals auftritt.
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