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Ein Konformationsschalter ist fiir die Funktionsweise der Protease

ClpP verantwortlich**

Sebastian R. Geiger, Thomas Bottcher, Stephan A. Sieber* und Patrick Cramer*

Die fassartig geformte Serinprotease ClpP baut falsch gefal-
tete, beschidigte und regulatorische Proteine ab. Die Sub-
stratproteine gelangen iiber zwei axiale Poren in den Innen-
raum von ClpP, jedoch war bisher unklar, wie die Peptid-
produkte diesen wieder verlassen konnen. Hier wird die
Struktur von ClpP aus Staphylococcus aureus beschrieben,
wobei erstmals ein komprimierter Zustand der fassartig ge-
formten Protease ClpP beobachtet wurde. Ein Umschalten
der Konformation in einer ,Henkelregion“ des aktiven
Zentrums fithrt zu einem Verschluss des aktiven Zentrums
und zur Offnung dquatorialer Poren. Konservierte Reste in
der Henkelregion sind fiir das Umschalten der Konformation
verantwortlich und von essenzieller funktioneller Bedeutung,
obwohl sie nicht Teil des aktiven Zentrums sind. Diese Er-
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gebnisse sind in Einklang mit einem prozessiven Kreislauf,
dem Ubergang von ClpP aus einem gestreckten Zustand mit
offenen aktiven Zentren und geschlossenen #quatorialen
Poren in einen komprimierten Zustand mit geschlossenem
aktiven Zentrum und offenen Poren, durch die Produkte
freigesetzt werden konnen.

Energieabhédngige Proteasen kontrollieren die Qualitdt
und Quantitédt der zelluldren Proteine, indem sie falsch ge-
faltete, beschédigte oder regulatorische und damit kurzlebige
Proteine abbauen.'! Zur Familie dieser Proteasen gehoren
das eukaryotische 26S-Proteasom und die Caseinolytische
Protease (Clp) in Bakterien.”*! Clp-Enzyme bestehen aus
der fassartig geformten Serinprotease ClpP, die Substratpro-
teine abbaut, sowie einer AAA + ATPase wie ClpX oder
ClpA, die das Substrat erkennt, entfaltet und iiber die axialen
Poren in das ClpP-Fass einfiihrt.®*®! ClpP spaltet die einge-
fithrten Polypeptide prozessiv in kleinere Peptidfragmente
mit einer Linge von 6-8 Aminosiuren.””! Die Kristallstruk-
turen von ClpP aus verschiedenen Spezies dhneln sich stark
und weisen stets zwei aufeinandergesetzte heptamere Ringe
auf, die eine grofrdumige innere Kammer mit 14 aktiven
Zentren begrenzen.” Bei ClpP handelt es sich um eine Se-
rinprotease mit kanonischen katalytischen Triaden, von
denen jede aus einem Serin-, einem Histidin- und einem
Aspartatrest besteht. Verschiedene Strukturen von ClpP mit
gebundenem Inhibitor® oder einem Peptid”! zeigen, dass die
Region des aktiven Zentrums flexibel ist und von einer
funktionell bedeutsamen mobilen ,,Henkelregion® flankiert
wird.[®

Die zentrale offene Frage des ClpP-Mechanismus ist, wie
die Peptidprodukte aus dem aktiven Zentrum freigesetzt
werden und wie sie die Kammer des ClpP-Fasses verlassen
konnen. Ein Modell schldgt vor, dass die Peptide ebenfalls
durch die axialen Poren austreten, durch die die Substrate
eingefiihrt werden,!'®® aber dieses Modell ist nicht konsistent
mit publizierten Daten® und postuliert eine partielle Disso-
ziation der ATPasen von ClpP, die mit einer prozessiven
Funktion inkompatibel sein diirfte."!! Ein zweites Modell
geht davon aus, dass sich die heptameren Ringe voriiberge-
hend trennen, jedoch gibt es hierfiir keine Anhaltspunkte. In
einem dritten Modell wird vorgeschlagen, dass die Peptide
durch dquatoriale Poren freigesetzt werden, die sich temporir
an der Seite der Fassstruktur bilden.®*!? Derartige Poren
wurden bisher jedoch nicht beobachtet, und ihre Bildung
wiirde grofere Konformationsinderungen erfordern, was
ohne Dissoziation der Fassstruktur schwierig erscheint. Wir
stellen hier die Kristallstruktur von ClpP aus Staphylococcus
aureus (SaClpP) vor, die erstmals die vorhergesagten
dquatorialen Poren und die Konformationsdnderungen auf-
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weist, die fiir deren Bildung ohne Dissoziation des Fasses a)
notig sind.

SaClpP wurde aufgereinigt und kristallisiert, und seine
Struktur wurde mithilfe von ,,Molecular Replacement unter
Verwendung der ClpP-Struktur von Streptococcus pneumo-
niae (SpClpP, 1Y70)® als Suchmodell geldst (siehe Tabelle 1
und die Hintergrundinformationen). Wie ClpP aus anderen

Tabelle 1: Diffraktionsdaten und Statistiken der Strukturverfeinerung fiir

SaClpP.

Datensammlung

Raumgruppe
Elementarzellenachsen [A]
Wellenlinge [A]
Auflésungsbereich [A]
Einzigartige Reflexe

P2,2,2
172.1,178.0, 100.3
1.0000

100-2.55 (2.65-2.55)%
100837 (10859)

5868

Vollstandigkeit [%] 99.9 (99.9)
Redundanz 10.4 (10.9)
Mosaizitat [°] 0.17

Reym [9%] 6.8 (78.0)
1/o(l) 25.5 (4.9)
Strukturverfeinerung

Nichtwasserstoffatome 20407
RMSD® Bindungen [A] 0.010
RMSD®! Winkel [°] 1.15

Ry (%] 208

R [%] 22.6
Bevorzugte Restel” [%)] 96.4
Erlaubte Restel [%] 3.6

[a] Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungsschale.
[b] Mittlere quadratische Abweichung. [c] Ramachandran-Diagramm-
Statistik von PROCHECK."

Spezies! besteht auch SaClpP aus zwei heptameren Ringen,
die ein tetradekameres Fass bilden (Abbildung 1). Im Un-
terschied zu allen anderen bekannten ClpP-Strukturen ist das
Fass jedoch um etwa 10 A in axialer Richtung komprimiert,
und die Kontaktflache der beiden Ringe enthilt 14 dquato-

a) ClpP-Monomer

Aufsicht

S. aureus ClpP (komprimierter Zustand)

A

Seitenansicht

4 Seitenansicht

S. aureus CIpP (komprimierter Zustand)
E. coli ClpP (gestreckter Zustand)

g A o, ¥ .
S. aureus ClpP (komprimierter Zustand) E. coli CIpP (gestreckter Zustand)

Abbildung 2. Ubergang in der Kontaktfliche der beiden ClpP-Ringe
und Bildung der dquatorialen Poren. a) Darstellung der Oberfliche von
SaClpP (komprimierter Zustand mit gekennzeichneter dquatorialer
Pore, links) und EcClpP (gestreckter Zustand ohne dquatoriale Poren,
rechts). b) Nahansicht der Kontaktfliche beider Ringe im komprimier-
ten Zustand von SaClpP. Stabilisierende hydrophobe Reste und Salz-
briicken zwischen D170 und R171 der angrenzenden Untereinheiten
sind angegeben. Die alternative Lage der Helix F im gestreckten Zu-
stand ist hervorgehoben (orange). c) Umorganisierte Salzbriicken an
der Kontaktfliche der beiden ClpP-Ringe im gestreckten Zustand (ver-
gleiche Bildteil b).

riale Seitenporen, deren Durchmesser, je nach Konformation
der Seitenketten, bis zu 6 A betragen kann (Abbildung 2).
Die Seitenporen sind durch konservierte hydrophobe Reste
begrenzt und stellen offensichtlich den lange gesuchten
Ausgang fiir die Peptidprodukte aus der Fasskammer von
ClpP dar.®” Da die Primir-
struktur von SaClpP zu 73%
identisch mit SpClpP ist und das
Protein in allen Spezies hoch
konserviert ist, reprédsentiert das
komprimierte Fass nicht eine
speziesspezifische Faltung, son-
dern einen anderen Konforma-
tionszustand.

Die Struktur des ClpP-Mo-
nomers ist bis auf einen ent-

scheidenden Unterschied in der
n

- ;
Seitenansicht

E. coli ClpP (gestreckter Zustand)

Abbildung 1. S. aureus ClpP nimmt einen komprimierten Zustand an. a) Zwei Ansichten im Béndermodell
der Kristallstruktur von S. aureus ClpP (SaClpP) im bisher nicht beobachteten komprimierten Zustand.
Das Enzym besteht aus zwei heptameren Ringen (nur einer ist in der Aufsicht dargestellt) mit einer sie-
benfachen Symmetrieachse im Zentrum der axialen Pore. b) Gestreckter Zustand von ClpP, wie er in
fritheren Studien beobachtet wurde. Dargestellt ist hier die E.-coli-ClpP-Struktur (EcClpP, PDB-Code
2FZS), die etwa 10 A entlang der axialen Richtung gestreckt ist.
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Henkelregion  (Abbildung 3)
sehr dhnlich zu anderen ClpP-
Strukturen. Wéhrend die Hen-
kelregion in allen bekannten
Strukturen aus einer ausge-
streckten oder teilweise unge-
ordneten oE-Helix und einem
sich daran anschlieBenden [36-
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Abbildung 3. Die aktiven Zentren sind im komprimierten Zustand geschlossen. a) Das SaClpP-Monomer ist angelehnt an seine kristallographi-
schen B-Faktoren in Regenbogenfarben von blau (niedrig) bis rot (hoch) dargestellt. Die Sekundérstrukturelemente, die axiale Schleife, die Hen-
keldomine und die Reste der katalytischen Triade sind markiert. b) Uberlagerung der abgeknickten aE-Helix im komprimierten Zustand (SaClpP)
und der ausgestreckten oE-Helix im gestreckten Zustand (EcClpP, PDB-Code 2FZS, dunkelblau). c) Die abgeknickte Helix aE schlielt das aktive
Zentrum im komprimierten Zustand (SaClpP). Der abgeknickte Teil der Helix oE in SaClpP (hellblau) ergibt einen Zusammenstofd mit einem
gebundenem Peptid im aktiven Zentrum von HpClpP, das sich im gestreckten Zustand befindet (griin, 2ZL2). d) SaClpP weist eine inaktive
Konformation der katalytischen Triade auf. Die Reste der Triade S98, H123 und D172 sind gekennzeichnet.

Faltblatt besteht, ist in der SaClpP-Struktur
oE abgeknickt und 6 ungeordnet (Abbil-
dung 3b). Dieser groBe Strukturunter-
schied ist fiir die Kompression des ClpP-
Fasses und die Offnung der Seitenporen
verantwortlich. Eine Uberlagerung der
SaClpP-Struktur mit dem H.-pylori-ClpP-
Substratkomplex (HpClpP, 2Z12) ergab
einen Zusammenstol der abgeknickten
Henkelhelix mit dem Substrat (Abbil-
dung 3c¢), was zeigt dass es sich bei der ab-
geknickten ClpP-Struktur um einen inakti-
ven Zustand handelt. Die katalytische
Triade befindet sich ebenfalls in einer
nichtfunktionalen Konfiguration (Abbil-
dung 3d). Die abgeknickte Helix zeigt hohe
kristallographische B-Faktoren (Abbil-
dung 3 a), was mit einer erhohten Mobilitét
und unterschiedlichen Konformationen aus
NMR-spektroskopischen Beobachtungen!®
und Vorhersagen aus biochemischen Daten
und Berechnungen!? iibereinstimmt. Dies
lasst vermuten, dass ein Konformationsschalter existiert,
welcher den bisher beobachteten ClpP-Zustand in den neuen,
hier vorgestellten komprimierten Zustand tberfiihrt. Der
komprimierte Zustand unterscheidet sich von einem zuvor
beschriebenen , kompakten Zustand“ von ClpP*'? der dem
gestreckten Zustand dhnelt, der keinen Knick in der Helix o E
und nur eine geringe Verschiebung der Helix oF aufweist
(Abbildung 4). Der kompakte Zustand konnte jedoch ein
intermedidrer Zustand am Beginn des Ubergangs vom ge-
streckten in den komprimierten Zustand sein.
Strukturvergleiche lassen vermuten, dass konservierte
Reste ein ,,Scharnier* bilden, das die Basis fiir den funktionell
entscheidenden Schalter in der Henkelregion darstellt. Um
diese Vermutung zu testen, mutierten wir die Scharnierreste,
die nicht Teil des katalytischen Zentrums sind, und analy-
sierten den Effekt dieser Mutationen auf die Peptidasefunk-
tion von ClpP bei der Spaltung eines Modellsubstrats (siche
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gerade Helix kleine \erschiebung

o

B E. coli CIpP (gestreckter Zustand)
E. coli ClpP (kempakter Zustand!™)

Abbildung 4. Der komprimierte Zustand von ClpP unterscheidet sich vom zuvor beschriebe-
nen kompakten Zustand. a) Die Uberlagerung von SaClpP (komprimierter Zustand) mit
EcClpP im gestreckten Zustand (2FZS) zeigt das Abknicken der Helix a.E und die grofie Ver-
schiebung der Helix aF. b) Durch die Uberlagerung von SaClpP (komprimierter Zustand)
mit EcClpP im kompakten Zustand (3HLN)!" erkennt man kein Abknicken der Helix oE und
nur eine geringe Verschiebung der Helix oF.

die Hintergrundinformationen). In diesen Untersuchungen
war Wildtyp-ClpP aktiv (K, =580 uM, ke =0.093 s™") wih-
rend die Alanin-Mutation des katalytischen Rests S98 keine
Aktivitdt aufwies (Abbildung 5); somit standen eine Positiv-
und eine Negativkontrolle zur Verfiigung. Zwei invariante
Glycinreste, G127 und G131, sowie der Glycinrest G128
bilden einen Teil des Scharniers, und ihre Mutation zu Alanin
fiihrte zur Inaktivierung der Peptidase (Abbildung 5Sb). Der
Rest E135 bildet eine Salzbriicke zu R171 wenn die Hen-
kelhelix ausgestreckt ist, jedoch nicht wenn sie abgeknickt ist
(Abbildung 5a). Dies ldsst vermuten, dass die Salzbriicke den
aktiven offenen Zustand stabilisiert. In Konsistenz mit diesem
Modell fiihrte die Mutation von E135 zu Alanin oder Arginin
zum Verlust der Aktivitit (Abbildung 5b). In dhnlicher Weise
nimmt L144 verschiedene Positionen in beiden Zustdnden ein
und bildet Kontakte, die offensichtlich den abgeknickten
Zustand stabilisieren (Abbildung 5a). Diese Vermutung
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Abbildung 5. Ein Konformationsschalter ist fir die Funktion von ClpP
entscheidend. a) Positionen der ClpP-Aminosiurereste, die am Um-
schalten der Konformation in der Henkelregion beteiligt sind. Die
Reste G127, G128 und G131 sind im komprimierten SaClpP (blau)
und im gestreckten HpClpP (griin, 2ZL2) gekennzeichnet. Die Reste
R171 und E135 bilden eine Salzbriicke im gestreckten, jedoch nicht im
komprimierten Zustand. Der Rest L144 bildet Kontakte zu verschiede-
nen Resten in beiden Zusténden. b) Michaelis-Menten-Kinetik von
ClpP-Mutanten. Der ClpP-Wildtyp ist als positive Kontrolle, die ClpP-
Variante S98A als negative Kontrolle gegeben.

wurde durch die Mutationen von L144 zum isosteren hydro-
phoben Methioninrest mit teilweiser Aufrechterhaltung der
Aktivitit (L144M, K, = 523 uM, k., = 0,003 s™!) und Mutati-
on zu Glycin, Glutamat oder Arginin unter Verlust der Ak-
tivitdt, bestitigt (Abbildung 5b). Diese Resultate sind in
Einklang mit einem funktionell essenziellen Schalter, der die
beiden beobachteten ClpP-Konformationen ineinander
iiberfiihrt.

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, wie solche groB3-
rdumigen Konformationsdnderungen ohne Dissoziation der
Ringe gewihrleistet werden konnen, insbesondere da die
beiden heptameren Ringe um acht Grad in axialer Richtung
gegeneinander gedreht werden. Eine detaillierte Analyse der
Anderungen in der Kontaktfliche zwischen den Ringen
ergab, dass die Helix oF um 9 A nach oben verschoben wird
und die Reste D170 und R171 in einer zu dieser Helix be-
nachbarten Schleife Salzbriicken zu ihren auf dem jeweils
anderen Ring gegeniiberliegenden entsprechenden Partnern
eingehen (Abbildung 2b). Die Salzbriicken werden im akti-
ven, gestreckten Zustand von ClpP umorganisiert, bleiben
jedoch erhalten (Abbildung 2¢) und sind essenziell fiir die
Stabilisierung der Kontaktfliche beider Ringe.”™ Diese Er-
gebnisse weisen darauf hin, dass die beiden Kontakte nahe
der aF-Helices beider Ringe den Zusammenhalt der Ringe
stabilisieren. Im Einklang mit diesen Resultaten fiihrt die
Unterbrechung der Henkeldoméne nicht zur Dissoziation der
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Ringe,® und ein intaktes ClpP-Tetradekamer mit teilweise
ungeordneter Henkeldoméne wurde fiir ClpP von M. tuber-
culosis beobachtet.™!

Unsere Ergebnisse und publizierte Daten fithren zu einem
dynamischen Modell der prozessiven ClpP-Proteasefunktion
mit zwei Zustdnden. Nach diesem Modell findet der Clp-
vermittelte Abbau von Proteinen in sich wiederholenden
Zyklen mit drei Schritten statt. Zuerst entfaltet eine ClpX/A-
ATPase das Zielprotein und fiihrt es tiber die axialen Poren in
die Fasskammer von ClpP ein. AnschlieBend wird die Pro-
teinkette von den aktiven Zentren der Protease ClpP in
kleinere Peptidfragmente zerschnitten. Im dritten Schritt
fithrt ein Umschalten der Konformation in der Henkelregion
zusammen mit einer axialen Rotation der Ringe zum Ver-
schluss der aktiven Zentren und zur Offnung der dquatorialen
Poren, was die Freisetzung und den Austritt der Produkte
ermoglicht. Dieser Reaktionszyklus erklidrt den prozessiven
Charakter des Proteinabbaus durch ClpP, ohne Dissoziation
der beiden ClpP-Ringe oder des Protease-ATPase-Komple-
xes. Um die Schliisselschritte der Umwandlung des bereits
bekannten gestreckten Zustands des ClpP-Fasses” in den hier
fiir SaClpP beschrieben komprimierten Zustand zu verdeut-
lichen, haben wir eine Animation beigefiigt (siche die Hin-
tergrundinformationen).

Experimentelles

Details fiir die Produktion und Aufreinigung von rekombinantem
Protein sind in den Hintergrundinformationen hinterlegt. Kurz ge-
fasst wurden die E.-coli-BL21-Zellen nach der Produktion von re-
kombinantem S. aureus ClpP lysiert, das Lysat mit 0.1 % Polyethy-
lenimin (pH 8.0) behandelt und der Uberstand mit Anionenaus-
tauschchromatographie (HiTrap Q HP, GE Healthcare) gereinigt.
Reines ClpP wurde durch anschlieBende Aufreinigung an StrepTac-
tin-Superflow-Kiigelchen (IBA) erhalten. Die Kristallisation erfolgte
in Héngetropfen bei 20°C mit einer Reservoirlosung von 1.8M Am-
moniumsulfat und 100 mm Natriumacetat bei pH 4.5. Die Struktur
wurde durch ,,Molecular Replacement* mit AMORE gelost.

Die Mutagenese wurde mit dem QuikChange-1I-Kit fiir ortsge-
richtete Mutagenese (Stratagene) durchgefiihrt. Die Michaelis-
Menten-Kinetiken der verschiedenen ClpP-Varianten wurden durch
die Spaltung des fluorogenen Modellsubstrats N-Succinyl-Leu-Tyr-7-
amido-4-methylcumarin (SLY-AMC) und die daraus resultierende
Freisetzung von AMC gemessen.

Die Koordinaten und Strukturfaktoren fiir die S.-aureus-ClpP-
Struktur wurden in der Protein Data Bank abgelegt (Zugangscode
3QWD).

Eingegangen am 26. Januar 2011
Online veroffentlicht am 4. Mai 2011
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