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Vibralacton als Sonde zur Aufklirung der Aktivitat und Struktur des
ClpP1P2-Komplexes aus Listeria monocytogenes**

Evelyn Zeiler, Nathalie Braun, Thomas Bottcher, Andreas Kastenmiiller, Sevil Weinkauf und

Stephan A. Sieber*

Unter den Naturstoffen findet sich eine Vielzahl biologisch
aktiver Verbindungen mit elektrophilem Grundgeriist, die
spezifisch mit nukleophilen Resten, wie Cystein und Serin, im
aktiven Zentrum der entsprechenden Enzyme reagieren.['™!
Die Reste sind hauptséichlich fiir die Katalyse von Reaktio-
nen wichtig und bieten eine malBgeschneiderte Reaktivitit
gegeniiber geeigneten Substraten.)’ Wir und andere er-
forschten bisher die Angriffsziele von monocyclischen f3-
Lactonen, die sich als potente und selektive Inhibitoren di-
verser krankheitsrelevanter Enzymklassen herausstell-
ten.>*>¥ Im Falle der kovalenten Bindung und Inhibition der
caseinolytischen Peptidase ClpP wurde eine drastische Ver-
minderung der Virulenz von Bakterien festgestellt.’! CIpP ist
ein zentrales, hoch konserviertes Hitzeschockprotein mit zu-
sdtzlichen regulatorischen Funktionen in vielen pathogenen
Bakterien.” !l Einige Organismen, wie Listeria monocytoge-
nes, kodieren in ihrem Genom zwei ClpP-Isoformen (ClpP1
und ClpP2), deren Funktion und Struktur noch nicht cha-
rakterisiert wurden. Bisher wurde ausschlieB3lich ClpP2 als
Angriffsziel der p-Lactone beschrieben.”! Es ist daher mog-
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lich, dass es monocyclischen 3-Lactonen an entsprechender
Reaktivitit fehlt, um mit dem nukleophilen aktiven Zentrum
von ClpP1 zu reagieren.

In unseren hier vorgestellten Studien haben wir den
Rahmen der von Naturstoffen inspirierten (-Lactone zu
einem gespannten bicyclischen Ringsystem erweitert, das
eine hohere Reaktivitdt aufweisen konnte. Die Naturstoffe
Omuralid, Salinosporamid und Vibralacton (VL) stellen
solch ein Strukturgeriist dar und wurden bisher als Protea-
som- oder Lipase-Inhibitoren beschrieben.'>'*l Wir nutzen
hier eine kombinierte Strategie aus Proteomik und biologi-
scher Chemie, genannt ,,aktivitidtsbasiertes Protein-Profiling
(ABPP)“ >l ym nachzuweisen, dass VL, im Unterschied zu
monocyclischen (-Lactonen, zu beiden ClpP-Isoformen
(ClpP1 und ClpP2) in L. monocytogenes eine Affinitit auf-
weist. AuBerdem war es in Kombination mit Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM), Homologie-Modellierung
und Strukturvorhersage moglich, die quartdre Struktur des
heterooligomeren Komplexes aufzuklaren (Abbildung 1).

VL wurde nach Zhou und Snider™ synthetisiert
(Schema 1 der Hintergrundinformationen) und im letzten
Schritt mit einem Alkinmarker, der die Identifizierung der
Angriffsziele durch ABPP ermoglicht, zur Sonde modifiziert
(Abbildung 1).1) Dabei wurden zunichst lebende Zellen von
L. welshimeri und dessen pathogenem Pendant L. monocy-
togenes mit der Vibralactonsonde (VLP) inkubiert. Nach
Zellaufschluss wurde das erhaltene Proteom iiber ,,Click-
Chemie® (CC)?*? mit Rhodaminazid behandelt, und die
markierten Ziele der Sonde wurden auf einem Fluoreszenzgel
(SDS-PAGE) visualisiert (Abbildung 1 der Hintergrundin-
formationen). Zwei stark fluoreszierende, gleich intensive
Banden etwa 20 kDa schwerer Proteine konnten in L. wel-
shimeri sowie auch in L. monocytogenes (Abbildung 2 A) bis
zu einer VLP-Konzentration von 3.4 uMm (Abbildung 1C der
Hintergrundinformationen) beobachtet werden. Vorinkuba-
tion mit verschiedenen Konzentrationen von unmodifizier-
tem VL fiihrte zur graduellen Ausloschung der Banden, was
bedeutet, dass der Naturstoff eine Selektivitit fiir das gleiche
Ziel aufweist (Abbildung 2B). Eine massenspektrometrische
(MS-)Analyse ergab, dass die untere Bande ClpP2 entspricht,
das von monocyclischen f-Lactonen bereits markiert wurde.”!
Die obere Bande entspricht ClpP1, das von keiner anderen 3-
Lactonsonde als VLP markiert wurde (Abbildung 2A; Ta-
belle 1 der Hintergrundinformationen). Wihrend ClpP2-Or-
thologe von verschiedenen Organismen eine hohe Sequenz-
homologie (77 % Identitdt zwischen L.monocytogenes und
S. aureus) und eine tetradecamere, fassartige Anordnung in
der Kristallstruktur aufweisen,™?% teilt ClpP1 nur 41%
Identitdt mit ClpP2 (Abbildung 2 der Hintergrundinforma-
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Abbildung 1. Schema zur Auf-
klarung der strukturellen Or-
ganisation von ClpP1P2. Die
Vibralactonsonde (VLP) wird
mit lebenden Zellen inkubiert,
und die entsprechenden Ziele
werden tiber SDS-Gelanalyse
und MS identifiziert. Funktio-
nelle Studien mit den Haupt-
zielen ClpP1 und ClpP2
weisen auf eine heterooligo-
mere Anordnung hin, die zu-
sitzlich uber Elektronenmi-
kroskopie (EM) bestitigt
wurde.

ClpP1 ClpP2

19

Ziele

J

)

rekombinante Proteine

tionen). Dies gab Anlass zur Frage, ob ClpP1
eine unterschiedliche Struktur und Funktion
hat und mit ClpP2 zusammen Mischkomplexe
bildet, wie es schon fiir heterooligomere
Komplexe unterschiedlicher ClpP-Isoformen
beschrieben wurde.””

Um diese Frage zu beantworten, wurden
ClpP1 und ClpP2 sowohl getrennt als auch
gemeinsam iiber ein Koexpressionsvektorsys-
tem in Escherichia coli rekombinant iiberex-
primiert. Koexprimiertes ClpP1P2 wurde iiber
einen C-terminalen Strep-Tag an ClpP2 durch
Affinitdtssdulenchromatographie isoliert,
wobei eine Anreicherung von ClpPl nur
moglich war, wenn beide Enzyme einen stabi-
len heterooligomeren Komplex gebildet
hatten. Tatsdchlich wurde die Existenz des
heterooligomeren ClpP1P2-Komplexes iiber
die Markierung durch VLP bestitigt (Abbil-
dung 3 der Hintergrundinformationen). Eine
dquimolare Mischung von ClpP1 und ClpP2,
die unterschiedlich lange inkubiert wurde,
zeigte eine gleichstarke Markierung beider
Proteine zwischen 24 h und 3 d (Abbildung 4
der  Hintergrundinformationen).  Dieser
Befund belegt, dass ClpP1 durch ClpP2 akti-
viert wird. Wahrend koexprimiertes ClpP1P2
mit VLP das gleiche Markierungsprofil ergab,
wie es im nativen Listeria-Proteom beobachtet
wurde, interagierte isoliertes ClpP1 weder mit
VLP noch mit einigen ausgewéhlten monocy-

Abbildung 2. A) Fluoreszenz-SDS-PAGE-Analyse des
Proteoms aus L. monocytogenes nach Inkubation mit
VLP und verschiedenen monocyclischen p-Lactonen.
B) Kompetitives Experiment mit unterschiedlichem
Uberschuss an VL. Aktivitit von C) rekombinantem
ClpP2 und D) einer 1:1-Mischung von ClpP1/ClpP2
nach Inkubation mit VLP, VL und U1P unterschiedli-
cher Konzentrationen.
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clischen B-Lactonen (U1P, D3). Im Unter- A)
schied dazu wurde isoliertes ClpP2 durch alle
Lactone markiert (Abbildung3 der Hinter-
grundinformationen). Dies deutet stark
darauf hin, dass die Gegenwart von ClpP2
entscheidend fiir die Aktivierung von ClpP1
ist, zumindest in vitro.

In einem Peptidaseaktivititsassay mit
einem fluorogenen Modellsubstrat inhibierten
VLP, VL und das monocyclische [-Lacton
U1P sowohl ClpP2 mit einem ECs-Wert von
27, 154 bzw. 4 um (Abbildung 2C) als auch
eine dquimolare ClpP1/ClpP2-Mischung mit
einem ECs-Wert von 41, 167 bzw. 3 um (Ab-
bildung 2D). Zusitzlich konnte eine kova-
lente Bindung zwischen VL oder VLP und
dem Rest S98 im aktiven Zentrum von ClpP2
tiber LC-MS nachgewiesen werden (Abbil-
dung 5 der Hintergrundinformationen). Diese
Resultate zusammen mit den Befunden aus
der Hitzekontrolle (Abbildung 1D der Hin-
tergrundinformationen) demonstrieren, dass
die Sondenmarkierung am aktiven Zentrum
erfolgt und nur mit dem nativen, gefalteten
Protein moglich ist.

Die maximale Peptidaseaktivitdt wurde bei pH 7 erreicht
(Abbildung 6 A der Hintergrundinformationen), und die
Aktivitdt von ClpP2 und ClpP1P2 wurde nach der Zugabe
von 5% Glycerin mehr als zweifach erhoht (Abbildung 6 B
der Hintergrundinformationen).”® Fiir isoliertes ClpP1
wurde unter keinen der hier beschriebenen Bedingungen eine
Enzymaktivitit beobachtet.

Um die Enzymaktivitdt mit der strukturellen Organisati-
on von CIpP1, ClpP2 und ClpP1P2 zu vergleichen, wurden
alle isolierten Proteine iiber eine GroBenausschlusschroma-
tographie untersucht. Wéhrend in Gegenwart von 5 Vol.-%
Glycerin ClpP2 und koexprimiertes ClpP1P2 als tetradeca-
merer Komplex gefunden wurden, dissoziierten diese in Ab-
wesenheit von Glycerin zum Grofteil in Heptamere (Abbil-
dung 7 A der Hintergrundinformationen). Dies ldsst darauf
schlieBen, dass Glycerin, welches die kompakte Form von
flexiblen Proteinen stabilisiert, die Oligomerisierung zu Te-
tradecameren unterstiitzt, wie es frither schon beschrieben
wurde.” ClpP1 kam, unabhéngig vom Glyceringehalt, immer
als Heptamer vor, was darauf hindeutet, dass die Aktivitét
von ClpP1/ClpP2 vom oligomeren Aufbau abhéngig ist, mit
Tetradecameren als aktiver und Heptameren als inaktiver
Form. Diese Schlussfolgerung wurde weiterhin durch Inku-
bation von ClpP2 und koexprimiertem ClpP1P2 mit VLP in
Abwesenheit von Glycerin bestétigt, wobei ClpP2 weniger
und ClpP1 nicht mehr im koexprimierten Komplex markiert
wurden (Abbildung 7B der Hintergrundinformationen).

Um die quartdre Struktur des ClpP1P2-Komplexes im
Detail aufzuklidren, wurden die Proben iiber Transmissions-
elektronenmikroskopie mittels Negativkontrastierung visua-
lisiert (Abbildung 8 der Hintergrundinformationen). So
konnten Seitenansichten und Aufsichten von fassformigen
Oligomeren mit einer Hohe von 11.5 nm und einem Durch-
messer von 11.0 nm beobachtet werden. Das dreidimensio-
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Abbildung 3. Dreidimensionales Modell des ClpP1P2-Tetradecamers. Obere Reihe: Ober-
flichendarstellungen und Dichtequerschnitte des ClpP1P2-Tetradecamers als Seitenan-
sicht (A) und Aufsichten (B,C) mit Querschnitten durch die 7-zihlige Symmetrieachse
der ClpP1- (B) und ClpP2-Ringe (C). Die Positionen der Schnitte in (B) und (C) sind
durch die gestrichelten Linien in (A) gekennzeichnet. Auffillig ist hier die zusatzliche
Dichte auf dem ClpP2-Ring (Pfeil). Untere Reihe: Ansichten des Oligomers aus der glei-
chen Perspektive wie in der oberen Reihe, tiberlagert mit dem Homologiemodell (Ban-
derdarstellung) des ClpP1P2-Tetradecamers. Die Bander von ClpP2 sind in Rot und die
von ClpP1 in Blau dargestellt. Die N-terminale Schleife von ClpP2 ist griin, der Strep-Tag
ist gelb. Maf3stabsbalken: 5 nm.

nale (3D-)Modell (Auflssung 15 A), das durch Einzelparti-
kel-Rekonstruktion erhalten wurde, zeigt eine tetradecamere
Anordnung mit einer zentralen Pore, dhnlich wie bei ClpP-
Strukturen aus anderen Spezies (Abbildung 3).%*3! Hierbei
war aufféllig, dass die beiden heptameren Ringe des Tetra-
decamers nicht identisch sind, da einer der Ringe eine zu-
sdtzliche Masse an einem Ende des Fasses aufweist (Abbil-
dung 3 A). Uber Homologiemodellierung des Tetradecamers
mit den vorhergesagten Strukturen von ClpP1, ClpP2 und der
Struktur von ClpP aus E. coli (pdb-Code 1YG6) als Templat,
war es moglich, diese zusitzliche Masse einer N-terminalen
Schleife zuzuordnen. Diese flexible Schleifenregion mit sechs
zusdtzlichen Aminoséduren ist nur in der Sequenz von ClpP2
und nicht in der von ClpP1 vorhanden (Abbildungen 2 und 9
der Hintergrundinformationen). Obwohl sich ClpP1- und
ClpP2-Monomere bis auf die N-terminale Schleife (Abbil-
dung 9A der Hintergrundinformationen) in Bezug auf die
vorhergesagten sekundiren und tertidren Strukturelemente
stark dhneln, zeigen die entsprechenden homoheptameren
Modelle deutliche Unterschiede (Abbildung 4). Der Poren-
durchmesser am Eingang von ClpP2 (2 nm) erscheint wegen
der Préisenz der N-terminalen Schleife schmaler als in ClpP1
(3 nm; Abbildung 4). Dariiber hinaus zeigen die geladenen
Reste an der Oberfldache von ClpP1 eine zufillige Verteilung
(Abbildung 4 A; Abbildung 10 der Hintergrundinformatio-
nen), wihrend sich auf der Oberfliche von ClpP2 Bereiche
mit hoher negativer Ladung befinden (Abbildung 4B; Ab-
bildung 10 der Hintergrundinformationen). Tatséchlich
wurden diese unterschiedlichen Obrfldcheneigenschaften in
TEM-Aufnahmen der Homoheptamere von ClpP1 und ClpP2
in der Negativkontrastierung reflektiert. Ubereinstimmend
mit der Oberfldchenladungsverteilung zeigten ClpP2-Hepta-
mere eine starke Akkumulation des Kontrastmittels, welche
die leichten Vertiefungen aus der vorhergesagten Struktur
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Abbildung 4. Verteilung der geladenen Reste auf Homologiemodell-
Oberflachen von ClpP1 (A) und ClpP2-Homoheptameren (B). Farbko-
dierung der Reste: negativ geladen: rot, neutral: weif, positiv geladen:
blau. Maf3stabsbalken: 10 nm. C) TEM-Abbildungen von ClpP1, ClpP2
und ClpP1P2-Komplexen (Negativkontrastierung, 0.2 mgmL™' Protein,
1.5 Gew.-% Uranylacetat) mit 5 Vol.-% Glyceringehalt (links) oder mit
weniger als 0.5 Vol.-% Glycerin (rechts). Einschiibe: charakteristische
Klassenmittelungen; oben: Seitenansicht; unten: Aufsichten nach sie-
benfacher Symmetrisierung. Fiir jeden Datensatz wurden fiinf Klassen-
mittelungen aus etwa 1500 Aufsichten auf die siebenzahlige Symme-
trieachse berechnet und verglichen. Farbkodierung der Rahmen:
ClpP1: blau, ClpP2: rot. MaRistabsbalken: 100 nm. KastengréRe der
Klassenmittelungen: 19 nm.

maskierten und weniger konturenreiche Klassenmittelung
ergaben (Abbildung 4 C). Im Unterschied dazu waren ClpP1-
Heptamere nur schwach konstrastiert und dhnelten einem
symmetrischen, siebenzackigen Stern. In Ubereinstimmung
mit der vorhergesagten Struktur erschien auch die zentrale
Pore von ClpP2 in der Konstrastierung schmaler als bei
ClpP1. GeméaB den Befunden der Grofenausschlusschroma-
tographie (Abbildung 7A der Hintergrundinformationen)
wurden in der Probe des koexprimierten ClpP1P2-Komple-
xes, die 5% Glycerin enthielt, hauptsichlich tetradecamere
Oligomere beobachtet, deren Aufsichten stark denen von
ClpP1- und ClpP2-homoheptameren Ringen dhnelten (Ab-
bildung 4 C). Bei einer Glycerinkonzentration unter 0.5%
wurden wiederum nur Klassenmittelungen in Analogie zu
den ClpP1- oder ClpP2-Homoheptameren gefunden. Da
diese homoheptameren Ringe aus der Dissoziation der te-
tradecameren Spezies stammen, kann zusammengefasst
werden, dass das ClpP1P2-Tetradecamer hauptséchlich aus
homoheptameren ClpP1- und ClpP2-Ringen zusammenge-
setzt ist.
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Eine andere Strukturanordnung wurde fiir entfernt ver-
wandte, in Cyanobakterien vorkommende ClpP-Isoformen
vorgeschlagen, die aus zwei heteroheptameren Ringen zu-
sammengesetzt sein sollen.”*" Ubereinstimmend mit den
hier vorgestellten Ergebnissen deutet dies auf eine funktio-
nelle Spezialisierung von ClpP-Isoformen, mit bis heute un-
erforschten, vermutlich regulatorischen Funktionen, hin.

Zusammenfassend berichten wir hier tiber das bicyclische
B-Lacton Vibralacton als neue Sonde fiir die Markierung
zweier Isoformen der bedeutenden ClpP-Protease aus
L. monocytogenes. Wir haben die Anwendung der Sonde als
Hilfsmittel erweitert, um die Aktivitdt und die Anordnung
der ClpP1- und ClpP2-Untereinheiten in einem heterooligo-
meren Komplex zu untersuchen. Unsere Befunde lassen
darauf schlieBBen, dass ClpP1 durch eine Heterooligomerisa-
tion mit ClpP2 aktiviert wird. TEM-Aufnahmen gaben Auf-
schluss dariiber, dass der tetradecamere Komplex aus zwei
aufeinanderliegenden homoheptameren ClpP1- und ClpP2-
Ringen zusammengesetzt ist. Diese Beobachtungen geben
den ersten Einblick in eine neue Komplexanordnung einer fiir
Bakterien wichtigen Enzymklasse.

Eingegangen am 24. Juni 2011,
verdanderte Fassung am 1. August 2011
Online veroffentlicht am 22. September 2011
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