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B Das HSP100/Clp-Protein ClpC gehort zur
Familie der AAA+-Proteine und ist eine von
drei Clp-ATPasen in Bacillus subtilis. ClpC
nimmt eine duale Funktion wahr: Zum einen
ist ClpC durch die unspezifische Proteolyse
missgefalteter und aggregierter Proteine ein
Bestandteil der Proteinqualitatskontrolle; dar-
iiber hinaus spielt ClpC auch beim gezielten
Abbau spezifischer Regulatorproteine eine
Rolle. Da diese Regulatorproteine Schliissel-
positionen in Signaltransduktionswegen ein-
nehmen, ist ClpC in eine Vielzahl von Ent-
wicklungs-, Differenzierungs- und Adap-
tionsprozessen involviert.

Unter Verwendung molekularbiologischer,
biochemischer und biophysikalischer Metho-
den zeigte meine Dissertation folgende Ergeb-
nisse:
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(1) Der zugrunde liegende Mechanismus
der ClpC-Aktivierung liegt in der Adapter-
vermittelten ClpC-Oligomerisierung. Der
assemblierte Komplex ist zur Substratinter-
aktion befdhigt und stellt somit den aktiven
ATPase-Adapter-Komplex darf!l,

(2) Dieser vermittelt dariiber hinaus aber
auch die weitere Assemblierung zum funk-
tionalen proteolytischen ClpCP-Komplex. Die
proteolytische Untereinheit, CIpP, liegt in B.
subtilis als Monomer vor und bedarf fiir sei-
ne Assemblierung in ein aktives Tetradeka-
mer eines oligomerisierten ATPase-Hexamers.
ClpCP-abhéngige Proteolyse unterliegt daher
einer hierarchischen Kontrolle: Zunachst wird
ClpC durch ein Adapterprotein in ein aktives
Hexamer {iiberfiihrt, welches sodann ClpP
rekrutieren und assemblieren kann!'l.
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A Abb. 1: Modell der Regulation des CtsR-Regulons. Das Schliisselereignis ist die Aufhebung der
inhibierenden Interaktion zwischen ClpC und McsA-McsB durch Kompetition mit anderen Adap-
terproteinen (z. B. MecA nach Hitzeschock). McsB ist nun als Kinase und Adapter aktiv und phos-
phoryliert sich selbst, McsA und CtsR. Die Phosphorylierung von CtsR fiihrt zur Aufhebung der
DNA-Interaktion und damit zur Derepression des CtsR-Regulons. CtsR-P wird anschlieBend von
McsB-P zur Proteolyse an CIpCP weitergegeben. Die Phosphatase YwIE konnte eine wichtige Rolle
in der Feedback-Reaktion spielen und zur Re-Repression des CtsR-Regulons nach Abklingen des

Hitzeschocks flihren.

(3) Die Charakterisierung eines cyanobak-
teriellen ClpC-Homologs ergab, dass dieses
fiir seine Basisaktivitat keinen Adapter bend-
tigt. Die Abhangigkeit zwischen ClpC und
Adapter ist daher nicht innerhalb der ClpC-
Familie konserviert und scheint somit ein
spezifisches Merkmal des B. subtilis-ClpC zu
seinl?l.

(4) Neben ihrer Aktivierungsfunktion ver-
mitteln Adapterproteine auch die Substrater-
kennung fiir ClpC. Das bisherige ClpC-Sub-
stratspektrum umfasst die regulatorischen
Proteine ComK, ComS, SpolIAB, CtsR und
MurAA. Die Vielzahl der Substrate ldsst eine
entsprechend groBe Anzahl an Adaptern ver-
muten. Der spezifische Adapter fiir CtsR, den
Regulator der Klasse-IlI-Hitzeschockgene, war
bisher unbekannt und konnte in dieser Arbeit
als McsB identifiziert werden. McsB ist damit
neben MecA und seinem Paralog YpbH das
dritte Adapterprotein fiir ClpC. Die Besonder-
heiten von McsB liegen in seiner zusitzlichen
Aktivitdt als Tyrosinkinase und der damit
direkt gekoppelten Adapterfunktion. Der
Kinase kommt eine zweifache Bedeutung zu:
McsB phosphoryliert CtsR, wodurch die CtsR-
DNA-Interaktion aufgehoben wird. Nur im
phosphorylierten Zustand ist McsB fidhig,
CtsR an ClpCP der anschlieBenden Proteoly-
se zuzufiihren. Die Kinaseaktivitat unterliegt
einer strengen Kontrolle: die von McsB wird
durch sein Aktivatorprotein McsA induziert,
durch ClpC inhibiert und McsB wird durch
seine spezifische Phosphatase YWIE dephos-
phoryliert. Aufgrund der Kopplung zwischen
Kinase- und Adapteraktivitat kann McsB als
regulierter Adapter angesehen werden.

(5) Obwohl McsB keinerlei Ahnlichkeit zu
MecA und YpbH aufweist, interagiert es mit
den gleichen ClpC-Domanen. Dies wiederum
legt die Vermutung nahe, dass sich die simul-
tane Interaktion zweier verschiedener Adap-
terproteine mit ClpC ausschlieBt. Die Annah-
me einer potenziellen Kompetition konnte
experimentell erhdrtet werden. In seiner
phosphorylierten Form unterdriickt McsB die
Adapterfunktion von MecAl3 41,
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Ein Modell zur Regulation der CtsR-Akti-
vitdt (Abb. 1) beriicksichtigt die neuen
Erkenntnisse etwa zur Identifizierung des
spezifischen Adapters fiir CtsR, McsB, den
Phosphattransfer zwischen McsB, CtsR und
YWwIE sowie der Interaktion von ClpC mit sei-
nen weiteren Adapterproteinen. Die Konkur-
renz verschiedener Adapterproteine konnte
generell ein wesentlicher Bestandteil der Kon-
trolle der regulierten Proteolyse sein. |
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