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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Proteinfaltung in vitro und in vivo —

Die Aufgabe von molekularen Chaperonen

Proteine sind essentielle Bausteine aler prokaryontischen und eukaryontischen
Organismen und spielen in nahezu alen biologischen Prozessen eine entscheidende Rolle.
lhre Funktionen reichen von enzymatischer Katalyse, Signaltransduktion, Transport und
Speicherung Uber koordinierte Bewegung und Immunabwehr bis hin zu mechanischen
Sttzfunktionen. Dabei wird die biologische Aktivitét eines Proteins durch seinen nativen
Zustand festgelegt, der meistens einer einzigartigen dreidimensionalen Struktur entspricht
(vgl. Dill et al., 1995). Dahingegen muss der nicht-native oder entfaltete Zustand eines
Proteins als Vielzahl unterschiedlicher, nicht genau definierter Konformationen beschrieben
werden (Shortle, 1996).

Es ist algemein anerkannt, dass die Information, die fur die Ausbildung der nativen,
dreidimensionalen Struktur aus dem ungefalteten Zustand bendtigt wird, durch die
Aminosauresequenz eines Proteins codiert wird (Anfinsen, 1973). So konnte Anfinsen in
seinen klassischen Experimenten zeigen, dass die Rickfaltung von denaturierten Proteinen ein
spontaner Prozess ist (Anfinsen, 1973). Die treibende Kraft fir diese Reaktion ist ein kleiner,
jedoch signifikanter Unterschied der freien Enthalpie zwischen nativem und denaturiertem
Zustand (Tanford, 1968, 1970; Kim & Baldwin, 1982; Jaenicke, 1987; Tsou, 1988). Das
derzeitige Verstandnis der komplexen Mechanismen und sequentiellen Reaktionsabfolgen, die
bei der Proteinfaltung zum tragen kommen, beruht zum groften Teil auf in-vitro-
Rickfaltungsstudien. Obwohl diese nicht genau die Bedingungen in der Zelle widerspiegeln,
liefern sie doch ein ausreichend gutes Modell fur die Faltung in vivo. Durch die Entwicklung
geeigneter Techniken zur Auflosung schneller Prozesse in der Proteinfaltung (Stopped-Flow-
Methoden, dynamisches NMR etc.) konnte in den letzten Jahren bedeutender Fortschritt bei
der EntschlUsselung der ,,zweiten Hélfte des genetischen Codes* gemacht werden (Clarke &
Waltho, 1997; Clarke et al., 1997; Dill et al., 1995; Dill & Chan, 1997; Fersht, 1997; Fink,
1995; Privalov, 1996; Roder & Colon, 1997, Baldwin & Rose, 1999ab; Brockwell et al.,
2000). Sowohl in vivo as auch in vitro ist Proteinfaltung ein bemerkenswert schneller

Prozess, was darauf hindeutet, dass der Faltungsweg vorgegeben ist (Levinthal, 1968). Bei
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zahlreichen  in-vitro-Fatungsexperimenten  konnte dabel die Existenz  von
Fatungsintermediaten nachgewiesen werden (Clarke & Waltho, 1997). Obwohl diese
Intermediate in einigen Fallen sogenannte ,, off-pathway”-Spezies zu sein scheinen (Silow &
Olivenberg, 1997), sind die meisten tatséchlich Intermediate auf einem produktiven
Faltungsweg. Dies kann durch das gegenwartige Modell der Proteinfaltung als Energietrichter
mit kinetisch und thermodynamisch stabilisierten Zwischenzustdnden anschaulich beschrieben
werden (Dill et al., 1995; Fersht, 1997) (Abbildungl.1).

G

CcC’

CC

Abbildung 1.1:  Energie-Landschaft
Schematische Darstellung der freien Enthalpie (G) fur den Faltungsprozess eines Proteins als
Funktion der Proteinkonfigurationskoordinaten CC und CC'. Ein Folding-Funnel, der den
nativen Zustand (N) beschreibt, und ein lokales Energieminimum, das einen
Intermediatszustand (T) repréasentiert, sind Teile der Energielandschaft (nach Goldbeck et al.,
1999).

Unter bestimmten Bedingungen kénnen kleine Proteine (weniger as 100 Aminosauren)
den nativen Zustand ohne nachweispbare Intermediate innerhalb von zehntel Millisekunden
erreichen (Privalov, 1996; Sosnick et al., 1994), wobei erste Seitenkettenkontakte schon im
Nanosekundenbereich aufteten (Bieri et al., 1999). Entweder falten diese Proteine tatséchlich
nach dem Zwei-Zustands-Modell oder die auftretenden Intermediate besitzen eine so kurze
L ebensdauer, dass sie durch gangige Methoden nicht detektiert werden kénnen (Dill & Chan,
1997). Die durchschnittliche Kettenlange eines Proteins in E. coli betragt 317 Aminosauren,
diein S cerevisiae 496 Aminosauren (Ellis & Hartl, 2000). Bel Proteinen dieser Grof3e kann
oftmals die Existenz von Intermediaten wahrend des Faltungsprozesses nachgewiesen werden.

Obwonhl ein Grofdtell an Sekundarstruktur bereits innerhalb weniger Millisekunden ausgebildet
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ist, wird daher fur die vollstandige Faltung zum nativen Zustand wesentlich mehr Zeit
bendtigt (Sekunden).

Partiell gefaltete Intermediate, wie sie auch wahrend der Neusynthese von Proteinen in der
Zelle auftreten, besitzen eine hohe Tendenz zu unspezifischen Aggregationsreaktionen. Diese
Aggregation beruht hochstwahrscheinlich auf intermolekularen Wechselwirkungen von
hydrophoben Oberflachen, die vor Erreichen der nativen Struktur auf strukturellen
Untereinheiten exponiert sind (Fink, 1998; Wetzel, 1996). Die Tendenz zur Aggregation ist
bei Fatungsintermediaten deswegen stérker ausgepragt als beim komplett ungefalteten
Zustand, weil im letzteren die hydrophoben Reste statistisch als kleine Cluster Uber die
Polypeptidkette vertellt sind, wahrend sie in den Faltungsintermediaten bereits zu grof3en
hydrophoben Oberflachen zusammengefunden haben (Fink, 1998). Daher miissen im in-vitro-
Ruckfaltungsexperiment  physikalisch-chemische Parameter wie Proteinkonzentration,
Temperatur und lonenstérke optimiert werden, um eine maximale Rekonstitutionsausbeute zu
gewéhrleisten (Jaenicke & Rudolph, 1989; Jaenicke, 1997). Wenn der Faltungsprozess unter
den physiologischen Bedingungen ablauft, wie sie in der Zelle vorliegen, stellt Aggregation
ein dgignifikantes Problem dar. Erhohte zelluldare Temperaturen und die hohen
Makromol ekiilkonzentrationen in der Zelle (300 g/l im Fall von E. coli, Zimmermann &
Trach, 1991) schaffen Faltungsbedingungen, die Aggregation als Konkurrenzreaktion zum
korrekten Faltungsablauf favorisieren (Kiefhaber et al., 1991).

Die Fatung neu trandatierter Polypeptide wird zusétzlich dadurch beeinflusst, dass sie
kotrandational im Kontext des vektoriellen Proteinsyntheseprozesses ablaufen muss
(Bergman & Kuehl, 1979; Braakman et al., 1991). Die Kooperativitdt der Wechselwirkungen,
die gefatete Strukturen stabilisieren, erfordert das Vorhandensein einer kompletten
Faltungsdoméane (50 — 200 Aminosduren) as Vorraussetzung fir produktive Fatung
(Feldman & Frydman, 2000). Darlber hinaus lauft der Trandationsprozef3 in einem
Zeitrahmen von Sekunden (bel Bakterien) bis Minuten (bei Eukaryonten) ab. Dies Ubersteigt
deutlich die Dauer des hydrophoben Kollapses, der am Anfang des Faltungsprozesses steht
(Chan et al., 1997). Ahnliche Probleme treten beim vektoriellen Import von Proteinen in
separate  Zellkompartimente wie Mitochondrien, Chloroplasten und Endoplasmatisches
Retikulum (ER) auf, wahrend dessen die Proteine in entfalteter Konformation vorliegen
(Herrman & Neupert, 2000; Schatz & Dobberstein, 1996; Baker et al., 1996). Daher miissen

Proteine wahrend der Translation oder des Imports vor unkorrekter Faltung und Aggregation
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geschutzt werden, bis ein fur produktive Faltung ausreichender Teil des Proteins synthetisiert
bzw. transportiert worden ist.

Die genannten Probleme werden in prokaryontischen wie eukaryontischen Zellen durch
die Existenz einer Gruppe von spezidisierten Faltungshelferproteinen, den molekularen
Chaperonen gelost. Molekulare Chaperone haben die Funktion, partiell ungefaltete Proteine
von nativen Proteinen zu diskriminieren und diese zu stabilisieren (Ellis, 1990). Sie binden
primér an reaktive Oberflachen von Polypeptiden (wie die exponierten hydrophoben Reste der
Faltungsintermediate) und machen damit diese Zonen unzugédnglich fir andere reaktive
Oberflachen. Chaperone sind in dem Sinn Katalysatoren, dass sie transient mit ihren
Substratproteinen interagieren, jedoch nicht Bestandteil des gefalteten Endprodukts sind
(Ellis, 1987; Fink, 1999). Sie sind jedoch nicht in der Lage, die Geschwindigkeit der
Faltungsreaktion zu erhohen. Vielmehr beeinflussen sie die kinetisch kontrollierte Konkurrenz
zwischen Proteinfaltung und deren Nebenreaktionen zugunsten des produktiven
Faltungsprozesses (Jaenicke & Buchner, 1993).

Neben der Stabilisierung partiell entfalteter Polypeptidketten wahrend Proteinbiosynthese,
Import oder Komplexassemblierung kommt den Chaperonen noch eine wichtige Aufgabe
beim Schutz der Zelle unter Stressbedingungen zu. Stressbedingungen, wie zum Beispiel eine
unphysiologische Erhohung der Wachstumstemperatur fuhrt bei alen Organismen zu
schadlichen Auswirkungen auf zelluldre Strukturen und metabolische Prozesse (Nover, 1991;
Laszlo, 1992; Parsell & Lindquist, 1994). Diese Storung des zellul&ren Gleichgewichts
destabilisiert vorhandene Proteinstrukturen, die sonst unter idealen Bedingungen in
thermodynamischem Gleichgewicht vorliegen (Morimoto, 1998). So kommt es unter
Stressbedingungen oft zu Entfaltung und Aggregation von Proteinen. Um die
Proteinhomoostase aufrechtzuerhalten, reagiert die Zelle daher mit der verstéarkten Synthese
von molekularen Chaperonen (die aus diesem Grund auch Hitzeschockproteine genannt
werden) und Proteasen. Die Hitzeschockantwort kann bei allen darauf untersuchten
Organismen beobachtet werden und scheint universell zu sein (Lindquist & Craig, 1988). In
E. coli zdhlen bei 46°C mehr as 20% aller zelluldren Polypeptide zur Klasse der
Hitzeschockproteine (Herendeen et al, 1979). Die Synthese von Hitzeschockproteinen wird
nicht nur infolge abrupter Temperaturerhohung induziert, sondern auch as Reaktion auf
andere Stressfaktoren wie z.B. Alkohol, Schwermetallionen oder Sauerstoffmangel (Lindquist
& Crag, 1988). Deshalb werden diese Proteine algemeiner auch als Stressproteine

bezeichnet.
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Das primére Signal, das zur Ausldsung der Hitzeschockantwort fuhrt, ist die intrazellulére
Akkumulation von nicht-nativ gefalteten Polypeptiden (Morimoto et al., 1994). Als Folge
dieses Signals werden in hoheren Organismen sogenannte Hitzeschockfaktoren (HSF)
aktiviert (Vollmey, 1994; Wu, 1995). HSFs sind unter physiologischen Bedingungen
intramolekular negativ regulierte Transkriptionsfaktoren, die nach Aktivierung Homotrimere
mit  DNA-Bindeaktivitdt ausbilden. Die Bindung dieser Homotrimere an
Hitzeschockpromotorelemente (HSE) fuhrt letztendlich zur verstadrkten Transkription der
Hitzeschockgene (Fernandes et al., 1994). Die Expression von Chaperonen, die im ER
lokalisiert sind, wird Uber eine gesonderte Signaltransduktionskaskade reguliert (Unfolded
Protein Response). Hier wird die Aktivitét des Transkriptionsfaktors Haclp durch reguliertes
Spleissen der Haclp codierenden mRNA kontrolliert. Das Spleissen erfolgt dabel nicht Gber
~Spliceosome®  sondern Uber speziaisierte Enzyme, von denen eines (Irelp) als
SignalUbertrager vom ER-Lumen, wo die Stressantwort durch Akkumulation ungefalteter
Proteine ausgel 6st wird, ins Cytosol fungiert (Chapman et al., 1998). In Prokaryonten wird die
Hitzeschockantwort durch die verstérkte Synthese einer auf Hitzeschockpromotorelemente
spezidisierten Untereinheit der RNA-Polymerase (0%-Faktor in E. coli) reguliert (Yuraet al.,
1996).

Neben den molekularen Chaperonen existieren zwei Klassen von Enzymen, die durch
Katalyse langsamer Faltungsschritte zum effektiven Faltungsprozess von Proteinen beitragen
(Schiene & Fischer, 2000). Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen (PPl) katalysieren die
intrinsisch langsame cis/trans-Isomerisierung von Peptidbindungen, auf die ein Prolinrest
folgt (Schmid, 1997; Dolinski & Heitman, 1997). Proteindisulfidisomerasen (PDI) aus dem
ER (im prokaryontischen Periplasma: DsbA-, DsbB- und DsbC-System) sind verantwortlich
fur Thiol/Disulfidaustauschreaktionen an Cysteinresten, die zur Ausbildung korrekter
Disulfidoricken ~ fihren  (Freedman, 1989; Bardwell, 1994, 1997). Beide
Isomerisierungsreaktionen  stellen  oft  geschwindigkeitsbestimmende  Schritte  der
Proteinfaltung dar und fuhren dadurch zur Population von aggregationssensitiven
Intermediaten (Schiene & Fischer, 2000). Durch kinetische Kontrolle dieser langsamen
Faltungsschritte verhindern PPIs und PDIs die kritische Akkumulation von Intermediaten und
komplementieren somit die Wirkung von molekularen Chaperonen.

Nicht alle Hitzeschockproteine sind als Faltungshelferproteine an der Hitzeschockantwort
beteiligt. Auch verschiedene Proteasen und Ubiquitin, die zentrale Komponente des nicht-

lysosomalen Proteinabbaus (Parag et al., 1987) werden unter Stressbedingungen verstarkt
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exprimiert. Dies hat zur Folge, dass Proteine, die nicht mehr auf einen produktiven
Faltungsweg zurtckgefuhrt werden konnen, effektiv degradiert werden koénnen. Somit
existiert im Rahmen der Hitzeschockantwort ein aufeinander abgespieltes Zusammenspiel von
molekularen Chaperonen und Proteasen, um die Proteinqualitdtskontrolle in der Zelle zu
gewdhrleisten (Gottesman et al., 1997; Wickner et al., 1999).

Das Interesse an molekularen Chaperonen wéchst, seitdem eine wachsende Anzahl von
Krankheiten mit unkorrekt gefalteten Proteinen korreliert werden kann (Carrel & Lomas,
1997). Solche Proteinfaltungskrankheiten werden oft von der Aggregation zelleigener
Proteine begleitet, wie dies bei den Prionen der Fall ist. Das Auftreten solcher amyloidalen
Plagues fuhrt im Fall der Alzheimer-Krankheit (Wetzel, 1997) oder des Kreuzfeld-Jakob-
Syndroms (Prusiner, 1997) zur Zerstérung von Nervenzellen. Haufig werden Chaperone in
Assoziation mit dem aggregierten Proteinmaterial bel Faltungskrankheiten gefunden. So
wurde auch eine Anderung des Expressionsevels von molekularen Chaperonen in Prion-
erkrankten Zellen nachgewiesen (Tazelt et al., 1995). Eine Veranderung der Expressionsrate
konnte fur kleine Hitzeschockproteine auch mit dem Auftreten unterschiedlicher Krebsarten
korreliert werden (Thor et al., 1991; Tetu et al., 1992).

1.2. Uberblick Uber die Klassen der Hitzeschockproteine und ihre

Funktionen

Hitzeschockproteine kénnen in unterschiedliche Proteinfamilien unterteilt werden.
Angehtrige dieser Familien werden sowohl in ener Vielzahl prokaryontischer und
eukaryontischer  Organismen ads auch in  unterschiedlichen  eukaryontischen
Zellkompartimenten angetroffen (siehe Tabelle 1.1). Die Klassifizierung in die
unterschiedlichen Hitzeschockproteinfamilien erfolgte anhand von Sequenzhomologien und
vergleichbaren Molekulargewichten. Als die wichtigsten Klassen werden meist die Hsp40-,
Hsp60-, Hsp70-, Hsp90- und HsplOO0-Familien, sowie die Familie der Kkleinen
Hitzeschockproteine genannt (Fink, 1999). Unter diesen sind wiederum die Hsp60- und die
Hsp70-Familie die am besten charakterisierten Klassen von molekularen Chaperonen (Bukau
& Horwich, 1998).

Die Hsp70-Proteine sind molekulare Chaperone mit einer schwachen ATPase-Aktivitét
(siehe Abschnitt 1.3.1.). Sie besitzen zwel funktionelle Doméanen, eine N-terminale, hoch
konservierte ATPase-Domane und die C-terminale Peptidbindedoméne, die kooperativ
zusammenarbeiten (Buchberger et al., 1995; Buchberger et al., 1994). Die Hsp70-Familie
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umfasst viele Mitglieder und die meisten Organismen besitzen zahlreiche Vertreter in
unterschiedlichen Zellkompartimenten. Fir Mitglieder der Hsp70-Familie (DnaK in E. coli)
konnte gezeigt werden, dass sie an naszierende Polypeptidketten am Ribosom binden (Egers
et al., 1997; Frydman et al., 1994; Nelson et al., 1992; Beckmann et al., 1990; Beck &
DeMaio, 1994; Hansen et al., 1994), wodurch vorzeitige Faltung, fehlerhafte Faltung und
Aggregation verhindert werden. Es konnte jedoch bisher noch nicht geklart werden, ob
naszierende Ketten generell oder nur teillweise Substrate fir die Hsp70-Klasse darstellen
(Frydman et al., 1994; Kim et al., 1994; Lorimer, 1996). Eine dhnliche Funktion erfillen die
Hsp70s, die wahrend des Transl okationsprozesses neu synthetisierter Proteine vom Cytosol in
Mitochondrien oder ins ER an die translozierenden Polypeptidketten binden (Johnson, 1997;
Haucke & Schatz, 1997). Das Bindemotiv der Hsp70-Familie scheint ein kurzer, hydrophober
Abschnitt im Substratprotein zu sein, mit einer besonderen Pré&ferenz fir die Aminosaure
Leucin an zentraler Position (Blond-Elguindi et al., 1993; Gragerov & Gottesman, 1994).
Zusatzlich zu ihrer Betelligung an der Proteinfaltung besitzen die Hsp70-Proteine noch einige
speziaisierte Aufgaben in der Zelle wie z. B. das Entpacken von ,, Clathrin-Coated Vesicles'
(Chappell et al., 1986).

Die Aktivitéat der Hsp70-Proteine wird zumindest zum Teil durch Vertreter der Hsp40-
Familie (in E. coli Dnal) reguliert, die somit als Hsp70-Co-Chaperone bezeichnet werden
konnen (Cyr & Douglas, 1994; Cyr et al., 1994). Diese Regulation wird durch eine
Beeinflussung der ATPase-Aktivitdt von Hsp70-Molekilen erreicht und wird genauer in
Kapitel 1.3.1. diskutiert. Dartiber hinaus gibt es Befunde, die darauf hinweisen, dass Dnal und
andere Mitglieder der Familie selbst als Chaperone angesehen werden kénnen, da sie zum Teil
ungefaltete Proteine erkennen und binden kdnnen (Laufen et al., 1998). Ein gemeinsames
strukturelles Merkmal der Hsp40-Familie ist die sogenannte J-Domane, die unter anderem fir
die Interaktion mit Hsp70 verantwortlich ist (Karzai & McMacken, 1996).

Mitglieder der Hsp60-Familie sind grof3e oligomere Proteine mit Ringstruktur, die auch
als Chaperonine bekannt sind (Ellis, 1990; Horwich & Willison, 1993). Sie bestehen aus zwei
Ubereinandergestapelten Ringen, die aus je sieben bis neun Untereinheiten aufgebaut sind
(Bukau & Horwich, 1998; Hartl, 1996). Chaperonine der Gruppe I, wie GroEL aus E. coli
oder die Hsp60s aus Mitochondrien und Chloroplasten werden wie Hsp70 in ihrem ATPase-
Zyklus durch Co-Chaperone, in diesem Fall Proteine aus der Hspl0-Familie (GroES bei E.
coli) reguliert. Die ringférmigen Co-Chaperone verschlief3en dabei den zentralen Hohlraum

im Inneren der Hsp60-Proteinkomplexe, wodurch ein abgeschirmtes Mikrokompartiment fir
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die Faltung nicht-nativer Proteine (, Anfinsen Cage") bereitgestellt wird (Bukau & Horwich,
1998; Hartl, 1996). Im Gegensatz dazu konnten derartige Co-Chaperone fur die entfernt
verwandte Gruppe Il der Chaperonine aus Archaeen und Eukaryonten nicht identifiziert
werden. Das Chaperonin des eukaryontischen Cytosols, TCP-1 (CCT oder TriC) bildet auch
eine Ringstruktur mit zentralem Hohlraum aus, die im Unterschied zum tetradecameren
GroEL jedoch as Heterooligomer aus acht unterschiedlichen Untereinheiten pro Ring
aufgebaut ist (Kubota et al., 1995; Gutsche et al., 1999). Im endoplasmatischen Reticulum
konnten keine Vertreter dieser Familie identifiziert werden. Im Gegensatz zu den Hsp70-
Molekilen, die ein klar definiertes, lineares Bindemotiv aufweisen, interagieren Chaperonine
auch mit nichtlinearen hydrophoben Determinanten, wie sie von kompakten
Faltungsintermediaten exponiert werden, und kdnnen so ein breites Proteinspektrum von
entfalteten bis nativ-ahnlichen Konformationen binden (Frydman et al., 1994; Rommelaere et
al., 1999; Hayer-Hartl et al., 1994; Lilie & Buchner, 1995; Buchner, 1996). Dadurch kénnen
sie effektiv nicht-native Proteine wahrend der de-novo-Synthese oder unter Stressbedingungen
vor Aggregation schiitzen. Zudem wurde postuliert, dass GroEL dariiber hinaus die Fahigkeit
besitzt, missgefaltete Strukturen zu entfalten und korrekt riickzufalten (Shtilerman et al.,
1999).

Hsp90-Proteine sind in vivo meist mit verschiedenen Substratproteinen assoziiert, deren
Aktivitdt sie modulieren (Buchner, 1999). Da das Hsp90-Protein das Hauptthema der
vorliegenden Arbeit darstellt, erfolgt eine detaillierte Beschreibung dieser Molekilklasse in
Kapitel 1.4. der Einleitung.

Die kleinen Hitzeschockproteine sind 12- bis 43-kDa-Proteine, die zu grossen multimeren
Strukturen assemblieren (Ehrnsperger et a, 1998). Sie enthalten eine konservierte C-terminale
Domane, die a-Kristallin-Domane, benannt nach dem prominentesten Vertreter der Familie,
dem a-Kristallin aus der Augenlinse. Dain der Augenlinse kein Proteinturnover stattfindet, ist
es die Aufgabe dieses Hitzeschockproteins, an denaturierte Proteine zu binden und deren
Aggregation zu verhindern, um Katarakten vorzubeugen (Horwitz, 1992). Dartber hinaus ist
die Rolle der kleinen Hitzeschockproteine bei der Proteinfaltung noch weitgehend ungeklart,
allerdings wurde postuliert, dass ihre Hauptaufgabe darin besteht, unter Stressbedingungen
denaturierte Proteine zu binden, um deren Aggregation zu verhindern. Somit stellen sie ein
Proteinreservoir zur Verfligung, das nach Verschwinden der Stresssituation von der Hsp70-
Maschinerie zur produktiven Ruckfaltung genutzt werden kann (Ehrnsperger et al., 1997,

Buchner, 1996). Die kleinen Hitzeschockproteine besitzen eine hohe Affinitét fur partiell
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gefatete Intermediatszustdnde und sind nur in ihrer oligomeren Form aktiv. Es wird
angenommen, dass Substrate dabei mit einer bemerkenswerten Stéchiometrie von einem
Substrat pro Untereinheit an die Aussenseite der hocholigomeren Komplexe binden (Lee et
a., 1997, Hadlbeck et al., 1999). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass Hsp26, ein kleines
Hitzeschockprotein aus S. cerevisiae, einem aussergewohnlichen Regulationsmechanismus
unterliegt. Hsp26 ist in seiner oligomeren Form inaktiv und erst nach temperaturinduzierter
Dissoziation in kleinere Einheiten in der Lage, Substrate zu binden (Haslbeck et al., 1999).

Ein gemeinsames Merkmal der hitzeinduzierbaren Mitglieder der Hspl00-(oder Clp)
Familie ist, dass sie Organismen dabei helfen, extreme Stressbedingungen zu Uberleben
(Glover et al., 1998). Dabel ist der grundlegende Mechanismus, nach dem diese Chaperone
arbeiten, noch nicht entschliisselt. Es wurde spekuliert, dass Hspl04 (aus S. cerevisiae) in
Zusammenarbeit mit Hsp70- und Hsp40-Homologen die Ausbeute an renaturiertem Protein
nach Stressbedingungen verbessert (Glover et al., 1998). Im Gegensatz zu den meisten
anderen Chaperonen konnte fur Hspl04 gezeigt werden, dass es die Fahigkeit besitzt, durch
Hitzestress entstandene Proteinaggregate sowohl in vitro as auch in vivo zu resolubilisieren
(Parsell et al., 1994). Bemerkenswerterweise beeinflusst der intrazellulare Hsp104-Spiegel
auch die Aggregation von prionendhnlichen Proteinen in S. cerevisiae (Debburman et al.,
1997).

Wahrend die Charakterisierung der einzelnen Hitzeschockproteinfamilien zunehmend
fortschreitet, steht die Untersuchung des funktionellen Zusammenspiels der verschiedenen
Chaperone erst am Anfang. Es wird algemein angenommen, dass in Eukaryonten und
Prokaryonten bei einigen Substratmolekilen eine konsekutive Interaktion der naszierenden
Kette mit Hsp70- und Hsp60-Molekilen in Anaogie zur Trandlokation Uber die
Mitochondrienmembran besteht (Langer et al., 1992; Frydman et al., 1994; Kim et al., 1994;
Lorimer, 1996; Martin & Hartl, 1997; Welch et al., 1997; Bukau et al., 2000). Ein
sequentielles Zusammenspiel der Hsp70- und Hsp90-Familie wird bei der Bindung von
antigenen Tumorpeptiden postuliert. Diese Peptide werden von den Hitzeschockproteinen zu
MHC-Klasse-I-Molekllen transportiert, wo sie zur Auslésung der Immunantwort préasentiert
werden (Srivastava et al., 1994; Blachere et al., 1997). Die Kooperation der Hsp70-Familie
mit kleinen Hitzeschockproteinen unter Stressbedingungen (s. 0.) ist ein weiteres Beispidl in
diesem Kontext.

Neben den groflen Hitzeschockproteinfamilien existieren noch einige spezidisierte

Chaperone, die besondere Aufgaben bel der Faltung oder Assemblierung von Proteinen
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Ubernehmen. So sind die ER-Chaperone Calnexin und Calreticulin mal3geblich an der Reifung
von Glycoproteinen und der Qualitétskontrolle im Endoplasmatischen Reticulum beteiligt
(Hebert et al., 1995). Auch im ER lokalisiert ist Hgp47, das as Chaperon an der Regulation
von Prokollagenfaltung und -assemblierung mitwirkt (Nagata et al., 1998). In E. coli wird der
Export von Proteinen ins Periplasma durch SecB (Hardy & Randall, 1993) vermittelt. Dort
wird die Assemblierung der Bakterienpili Uber das Periplasma-Chaperon PapD reguliert
(Kuehn et a., 1993).

Moleklklasse Unterklasse Z€ellulére Lokalisation
Hsp100 Cytoplasma, Chloroplasten, Mitochondrien,
Prokaryonten
Hsp90 Cytoplasma, Chloroplasten, Mitochondrien,
ER, Zellkern, Prokaryonten
Hsp70 Cytoplasma, ER, Mitochondrien, Zellkern,
Plastiden, Prokaryonten
Hsp40 Cytoplasma, ER, Mitochondrien, Zellkern,
Prokaryonten
Hsp60 Cpn60/GroEL Mitochondrien, Plastiden, Prokaryonten
CCT Cytoplasma
Hspl10 Cpnl10/GroES Mitochondrien, Bakteriophagen, Prokaryonten
sHsp Cytoplasma, Augenlinsen, Chloroplasten, ER,
Mitochondrien, Zellkern, Prokaryonten
PDI Cytoplasma, Chloroplasten, ER, Periplasma,
Prokaryonten
PPI Cyclophilin Cytoplasma, ER, Mitochondrien, Periplasma,
Prokaryonten
FKBP Cytoplasma, ER, Periplasma, Prokaryonten
Parvulin Cytoplasma, Periplasma, Prokaryonten
spezifische Chaperone PapD Periplasma
Hsp47 ER
andere Canexin/Calreticulin ER
SecB Prokaryonten

Tabelle1.1: Ubersicht (iber die wichtigsten Faltungshelferproteine und ihre jeweilige Lokalisierung in
der Zelle (nach Gething, 1997)
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1.3. Chaperon-Mechanismen: Abhangigkeit von ATP

Alle molekularen Chaperone haben die kennzeichnende Eigenschaft, dass sie an nicht-
native Proteine binden, um unproduktive Nebenreaktionen der Faltung zu unterdriicken (s. 0.).
Jedoch unterscheiden sich die einzelnen Hitzeschockproteinfamilien grundlegend in der Art
und Weise, wie sie mit ihrem Substrat wechselwirken (Beissinger & Buchner, 1998).
Wahrend Mitglieder der Hsp70-Familie einen kurzen Proteinabschnitt in komplett entfalteter
Konformation binden (Zhu et al., 1996), besitzt GroEL zwei identische hydrophobe
Bindestellen im Inneren des zentralen Hohlraums (Braig et al., 1994) fir Proteine von
komplett ungefateter bis hin zu fast-nativer Struktur (s. 0.). In Hsp90 existieren zwel
funktionell unterschiedliche Substratbindestellen (Scheibel et al., 1998) (s. u.). Kleine
Hitzeschockproteine scheinen eine Bindestelle pro Untereinheit auf der Oberflache des
oligomeren Komplexes zu présentieren, was sie auf molarer Ebene zu den effizientesten
Chaperonen macht (Jaenicke & Creighton, 1993). Dartberhinaus unterscheiden sich die
Chaperone in ihren Bindungs- und Freisetzungsglei chgewichten zum nicht-nativen Substrat.
Das Spektrum der Wechselwirkungen reicht von stabil-langlebig bis hin zu dynamisch-
transienten Komplexen (Beissinger & Buchner, 1998). Eine der stabilsten Wechselwirkungen
mit dem Substratprotein gehen kleine Hitzeschockproteine ein, so dass Komplexe aus beiden
Komponenten noch Tage nach der Ausbildung detektiert werden kdnnen (Ehrnsperger et al.,
1998). Die Modulation der Bindeeigenschaften eines Chaperons durch den entsprechenden
Satz an Co-Chaperonen erhoht zusétzlich die Diversitét der Interaktionen.

Eine klare Trennung in zwei Chaperonklassen kann aufgrund des Kriteriums der ATP-
Abhangigkeit von Substratbindezyklen getroffen werden. So werden die Affinitéten der
Substratbindestellen von Hsp60- und Hsp70-Familien durch ATP-Bindung und —Hydrolyse
im Molekil beeinflusst (Bukau & Horwich, 1998). Es konnte zwar fir sowohl das DnaK- as
auch das GroE-System gezeigt werden, dass Bindung und Freisetzung von Substrat auch in
der Abwesenheit von ATP erfolgen (Schmid et al., 1994; Sparrer et al., 1996), jedoch scheint
die Freisetzungsreaktion in Anwesenheit von ATP stark favorisiert zu sein. Dies wird im Fall
von GroE durch einen negativen Effekt auf die ,,on-rate* der Substratbindereaktion bewirkt
(Sparrer et al., 1996), wahrend ATP im DnaK-System einen steigernden Einfluss auf die ,, off-
rate* austibt (Schmid et al., 1994; Theyssen et al., 1996). In beiden Félen induziert die
Bindung von ATP einen Zyklus von konformationellen Umlagerungen, welche signifikanten

Einfluss auf die Interaktion mit dem nicht-nativen Substratprotein haben. Durch



12 Einleitung

anschlieffende ATP-Hydrolyse wird die hochaffine Konformation des Chaperons wieder
hergestellt. Somit fungiert die ATP-Hydrolyse-Reaktion als Zeitgeber fur die Interaktion
zwischen Chaperon und nicht-nativem Protein (Beissinger & Buchner, 1998). Dies erkléart die
komplexe Regulation der ATP-Hydrolyse-Reaktion durch verschiedene Faktoren. So
stimulieren Substratbindung und Co-Chaperone des Systems die intrinsisch niedrige ATPase-
Aktivitdt des DnaK-Molekils. Dahingegen wird die hohere ATPase des GroEL-Molekiils
durch GroES vermindert (Bukau & Horwich, 1998). Diese Regulation fuhrt in beiden Fallen
zu Substratzykluslangen von etwa 20 Sekunden bei 25°C, was ein ideales Verhdltnis zwischen
Energieverbrauch und spontanen zelluldren Faltungsraten darzustellen scheint (Beissinger &
Buchner, 1998).

Die ATP-Abhangigkeit der Hsp90-Familie war lange Zeit ein kontrovers diskutiertes
Thema. Der endgultige Beweis der ATP-Bindung wurde erst durch die Kristallstruktur einer
N-terminalen Hsp90-Doméane im Komplex mit ATP erbracht (Prodromou et al., 1997b). Die
Existenz einer N-terminalen, ATP-abhangigen Substratstelle war jedoch durch eine zwelite, C-
terminale und ATP-unabhangige Substratbindestelle lange maskiert worden (Scheibel et al.,
1998). Die ATP-Abhangigkeit von Hsp90 wird genauer in Kapitel 1.4.3. diskutiert.

Zu den Chaperonen, deren Funktionsweise ATP-unabhangig ist, gehtren kleine
Hitzeschockproteine (Jakob et al., 1993), Dnal (Langer et al., 1992), SecB (Randall & Hardy,
1995), Calnexin (Helenius, 1994) und Hsp47 (Saga et al., 1987; El-Thaher et al., 1996). Die
ATP-unabhéangigen Chaperone werden im Gegensatz zu den ATP-abhangigen Chaperonen als
passive Teillnehmer am Faltungsgeschehen angesehen, da Substrate von ihnen in der gleichen
Konformation entlassen werden, in der sie zuvor gebunden wurden (Beissinger & Buchner,
1998). Vor alem fur die kleinen Hitzeschockproteine wurde postuliert, dass sie hauptsachlich
einen Puffer-Effekt fur aggregationsanfdlige Intermediate ausiben, bis diese unter
permissiven Bedingungen an ATP-abhangige Chaperonsysteme wie Hsp70 weitergegeben
werden (Ehrnsperger et al., 1997). Eine ahnliche Funktion wurde bis zur Entdeckung der
ATP-Abhéngigkeit auch fur Hsp90 vermutet (Freeman & Morimoto, 1996).

Die Charakterisierung des ATPase-Zyklus von Hsp90 ist eines der Hauptziele der
vorliegenden Arbeit. Zum Vergleich werden deshalb im folgenden die an Substratbindung
gekoppelten ATP-Hydrolyse-Zyklen von je einem Vertreter der Hsp60- und Hsp70-Klasse im
Uberblick geschildert, die bereits detailliert untersucht worden sind (Bukau & Horwich,
1998).
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1.3.1. DnaJ-vermittelte Kopplung der ATPase-Aktivitdt an Substratbindung - en
Modell fir den Chaperon-Zyklusvon Hsp70 am Beispiel von DnaK

In den Hsp70-abhangigen Faltungsreaktionen sind die Substrate wiederholten Bindungs-
und Freisetzungszyklen unterworfen (Szabo et al., 1994; Buchberger et al., 1996), bel denen
normalerweise eine Stochiometrie von einem Hsp70-Monomer pro Substratmolekdl vorliegt.
Durch die Bindung eines ATP-Moleklls an die N-terminale Doméane von Hsp70 wird eine
konformationelle Umlagerung in der C-terminalen Peptidbindedoméane induziert, infolge derer
die Affinitét von Hsp70 fur Substrat signifikant verandert wird. So erhéht ATP-Bindung die
Dissoziationskonstante des Hsp70-Substratkomplexes um ein 5- bis 85-faches. Dieser Faktor
resultiert aus der Erhthung der ,off-rate® um zwe bis drei GrofRenordnungen mit
gleichzeitiger Erhdhung der ,,on-rate’ um ein Funzigfaches (Palleros et al., 1993; Schmid et
al., 1994; McCarty et al., 1995; Theyssen et al., 1996). Somit besteht der ATPase-Zyklus von
Hsp70 vereinfacht dargestellt aus zwel aternierenden Zustdnden: dem ATP-gebundenen
Zustand mit niedriger Affinitdt und schnellen Austauschraten fir Substrate (offene
Substratbindetasche) und dem ADP-gebundenen Zustand mit hoher Affinitdt und langsamen
Austauschraten fur Substrate (geschlossene Substratbindetasche). Aufgrund der kinetischen
Parameter dieser zwei Zusténde kann die schnelle Assoziation von Hsp70 mit Substrat nur im
ATP-Zustand erfolgen, da Substratbindung an den ADP-Zustand nach den Zeitmassstdben
effizienter Faltungsreaktionen zu langsam ist (Bukau & Horwich, 1998).

Die Hydrolyse des gebundenen ATP, die zur Konvertierung vom ,, low-affinity state® zum
Lhigh-affinity  state® des Molektls fahrt, ist im isolieten Hsp70  der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des ATPase-Zyklus (Gao et al., 1993; McCarty et al.,
1995; Karzai & McMacken, 1996; Theyssen et al., 1996). Sogar in der Anwesenheit von
Substraten, die typischerweise die ATP-Hydrolyserate um ein zwei- bis zehnfaches steigern,
ist die Steady-State Turnover-Rate der Hsp70-ATPase (im unstimulierten Zustand zwischen
0,02 und 0,2 min™) zu langsam, um eine effiziente Chaperon-Aktivitdt zu gewahrleisten
(Flynn et al., 1989; Gao et al., 1994; Ha & McKay, 1994; Jordan & McMacken, 1995;
McCarty et al., 1995; Theyssen et al., 1996). Aus diesem Grund wird die ATPase-Aktivitét
und damit auch die Chaperon-Funktion von Hsp70 sowohl in Prokaryonten as auch in
Eukaryonten durch Mitglieder der Dnal-Familie (Hsp40 s. 0.) reguliert bzw. stimuliert
(Liberek et al., 1991; McCarty et al., 1995).
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In bakteriellem DnaK und mitochondrialen Hsp70-Vertretern wird auch die Freisetzung
von ADP und Phosphat vom Molekil reguliert, in diesem Fall durch Mitglieder der GrpE-
Familie (Liberek et al., 1991; Dekker & Pfanner, 1997, Miao et al., 1997). Durch die
Assoziation von GrpE mit dem DnaK-ADP-Komplex wird die Affinitdt von DnaK fur ADP
200-fach reduziert, wodurch der Nukleotidaustausch um das 5000-fache gesteigert wird
(Packschies et al., 1997). Interessanterweise konnten GrpE-Homologe in Eukaryonten weder
im Cytosol noch in Zellkompartimenten identifiziert werden. Dahingegen existieren im
eukaryontischen Cytosol andere Regulatoren des Hsp70-ATPase-Zyklus, wie Hip, das den
ADP-gebundenen Zustand des Hsp70-Molekiils stabilisiert oder Hop und BAG-1, die as
Nukleotidaustauschfaktoren diskutiert werden (Frydman & Hohfeld, 1997; Hohfeld &
Jentsch, 1997).

Die Kopplung des regulierten ATPase-Zyklus von Hsp70 an produktive Substratbindung
durch Dnal-Proteine ist die Grundlage des Hsp70-Chaperon-Zyklus, da durch die Kopplung
eine sinnlose ATP-Hydrolyse in Abwesenheit von Substrat vermieden wird. Durch
Kombination der oben diskutierten Daten erhdt man folgendes Modell fur den
Substratbinde/ATP-Hydrolyse-Zyklus von DnaK (nach Bukau & Horwich, 1998) (Abbildung

1.2a):
Folding

@ K-ATP

Abbildung 1.2a: Substratbindungs- und ATPase-Zyklus von DnaK
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(1) Der Zyklus beginnt mit der schnellen und transienten Assoziation von Dnal mit
Substrat

(2 Der DnaK-ATP-Komplex tdbernimmt das Polypeptid vom Dnal-Substrat-Komplex
in einem Prozess, der in zwel Schritten ablauft: transiente Interaktion von DnaK-
ATP mit der J-Doméne des DnaJ-Molekils und Transfer des Substratproteins von
Dnal zur offenen Substratbindetasche von DnaK-ATP. Beide Teilschritte sind
erforderlich zur Stimulation der ATP-Hydrolyse, welche zur Stabilisierung des
DnaK-Substrat Komplexes fihrt.

3 Nach Substrattransfer auf DnaK und Konversion von DnaK in den ADP-gebundenen
Zustand sinkt die Affinitét des DnaK-Substrat Komplexes fir Dnal, welches vom
Komplex abdissoziert.

4 GrpE bindet an den DnaK-Substrat-K omplex und 16st die Freisetzung von ADP aus

(5) ATP bindet schnell an DnaK, was zur Freisetzung des gebundenen Substrats und zur
Wiederherstellung des urspriinglichen Zustands von DnaK fihrt.

1.3.2. Die Chaperonine: ATP-gekoppelte Substratbindung und —faltung am Beispiel von
GroEL

Mitglieder der Chaperoninfamilie mit dem typischen Aufbau aus zwe back-to-back
Ringsystemen (bestehend aus mehreren Untereinheiten s. 0.) assistieren einer grossen Zahl
neu synthetisierter oder translozierter Proteine, ihre native Konformation zu erlangen, indem
sie die Substratproteine binden und ihre Fatung im zentralen Kanal des Ringsystems
erleichtern (Ellis, 1996; Fenton & Horwich, 1997). Dieser zentrale Hohlraum jedes Ringes,
der das aktive Zentrum der Faltungsmaschinerie darstellt, liegt in zwei verschiedenen
funktionellen Zustanden vor.

Im bindungsaktiven Zustand ist der Kanal am Ende des Zylinders fur den Eintritt von
nicht-nativen Substratproteinen getffnet (Langer et al., 1992b; Braig et al., 1993) und
exponiert seine hydrophobe innere Oberflache, an die nicht-native Spezies Uber deren
hydrophobe Oberflachen (die im nativen Zustand im Inneren des Proteins verborgen sind)
binden (Braig et al., 1994; Fenton et al., 1994). In manchen Fallen kann diese Bindung mit
partieller Entfaltung des Proteins verbunden sein, um missgefaltete Zustande aus einer
kinetischen Falle auf einen produktiven Faltungsweg zuriickzufihren (Ranson et al., 1995;
Zahn et al., 1996).
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Der faltungsaktive Zustand wird induziert durch die Bindung von ATP, wobei im Falle
der bakteriellen oder in Organellen lokalisierten Chaperonine die gleichzeitige Bindung eines
Co-Chaperonins aus der HsplO-Familie, das ebenfalls als Ringstruktur aus Untereinheiten
organisiert ist, erfolgt (Hunt et al., 1996; Mande et al., 1996). Im GroEL-Molekll ist der
Ubergang vom bindungsaktiven zum faltungsaktiven Zustand nach Bindung des Co-
Chaperonins GroES mit signifikanten konformationellen Umlagerungen verbunden. Das
Volumen des zentralen Hohlraums im gebundenen Ring verdoppelt sich und wird durch
GroES verschlossen. Die innere hydrophobe Oberfléache verschiebt sich weg vom gebundenen
Polypeptid, das in den Hohlraum entlassen wird und die Hohlraumoberfléche nimmt statt
dessen einen hydrophilen Charakter an. Diese hydrophile Umgebung favorisiert im faltenden
Substratprotein die Minimierung der hydrophoben Oberflache und férdert damit den nativen
Zustand (Xu et al., 1997).

Die Bindung von GroES und die Bindung und Hydrolyse von ATP beeinflussen den
Affinitdtszustand des GroEL-Molekils im Bezug auf weitere Liganden. Dabel muss
unterschieden werden, ob die Liganden in cis-Stellung (d. h. am Ringsystem, an dem auch
Substrat gebunden ist) oder in trans-Stellung (d. h. am gegeniberliegenden Ringsystem)
gebunden werden. So fordert Nukleotidbindung die gleichzeitige Assoziation von GroES und
stabilisiert damit den faltungsaktiven Zustand im selben Ringsystem. In dhnlicher Weise
stabilisiert GroES-Bindung die nukleotidgebundene Konformation (Xu et al., 1997), was dazu
fuhrt, dass in dieser Weise gebundenes ATP zur Hydrolyse vorbestimmt (,,committed”) ist.
Gleichzeitig wird die intrinsische ATPase-Aktivitdt des GroEL-Molekils durch GroES
partiell inhibiert. Die Bindung von ATP an einen Ring des Systems verlauft hochkooperativ
im Hinblick auf die sieben Untereinheiten, die je ein ATP-Molekil binden kénnen (Gray &
Fersht, 1991; Bochkareva et al., 1992), wahrend sie eine anti-kooperative Wirkung auf die
ATP-Bindung im gegenlberliegenden Ring ausiben (Bochkareva & Girshovich, 1994;
Yifrach & Horovitz, 1995). Denselben anti-kooperativen Effekt hat die Bindung des GroES-
Moleklls im Bezug auf GroES-Bindung an den zweiten Ring. Die Freisetzung von Substrat
und GroES erfolgt interessanterweise durch Bindung von ATP in trans-Position zu den
entlassenen Liganden (Todd et al., 1994; Hayer-Hartl et al., 1995).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass hauptsachlich die Bindung von Nukleotid und
nicht dessen Hydrolyse fir die Prozessierung des Substratproteins in der GroEL-Maschinerie
verantwortlich ist (Bukau & Horwich, 1998). Durch cis-gebundenes ATP/GroES wird die

Dissoziation des Substrates in den Hohlraum induziert, der die produktive Faltung ermdglicht,
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dagegen fihrt trans-gebundenes ATP zur Freisetzung von GroES und Substratprotein.
Hydrolyse-Reaktionen haben andererseits die Aufgabe, das System in den néchsten Zustand
zu befordern. So wird durch cis-Hydrolyse die hoch-affine Interaktion zwischen GroES und
GroEL abgeschwéacht, wodurch der cis-Ring auf die Freisetzung von Substrat und GroES
vorbereitet wird. Die Regulation der ATPase-Rate durch GroES stellt somit eine angemessen
Zeitspanne fur den Verbleib des Substratproteinsim ,, Anfinsen Cage® sicher.

ADP
Pi

Abbildung 1.2b: Modell fiir den Reaktionszyklusvon GroE

Ein cis-Partikel mit gebundenem GroES, ADP (blau) und nicht-nativem Protein auf
einer Seite ist der Akzeptorzustand fir die Bindung eines zweiten nicht-nativen
Proteins (U") an der hochaffinen trans-Seite (grau) (1). Assoziation von ATP (rot) und
einem zweiten GroES-Molekdl fihrt zur Ausbildung eines Football-férmigen
Partikels, der zwei Faltungsintermediate einschlief3t (2). ATP-Hydrolyse im unteren
Ring fuhrt zur Freisetzung von GroES, Nukleotid und Substrat vom
gegenuberliegenden Ringsystem und stellt die hoch-affine Bindungsstelle fir Substrate
wieder her (3). Das freigesetzte Substrat hat die Mdglichkeit, zum nativen Zustand (N)
zu falten (7) oder erneut an die hoch-affine Substratbindestelle des GroE-Systems zu
binden (4). Schritte (4) bis (6) sind aquivalent zu Schritten (1) bis (3).

D>@U /é\
&

Basierend auf den genannten Daten konnen mehrere schltssige Modelle fur den
ATPase/Substratbindezyklus von GroEL postuliert werden. Das im folgenden vorgestellte
Modell (nach Beissinger & Buchner, 1998) geht davon aus, dass die trans-Seite des
asymmetrischen Komplexes die bevorzugte Akzeptorstelle fir Substratproteine ist (Sparrer &
Buchner, 1997). Nach dem ,, Two-Stroke"-Modell verlauft ATP-Hydrolyse dann immer nur im
Kontext des cissKomplexes und alterniert konsekutiv zwischen beiden Ringen (Lorimer,
1997) (Abbildung 1.2b).
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Der Zyklus startet mit einem ADP-gebundenen GroE-Komplex, der in cis-Stellung
GroES und Substrat gebunden hat. In diesem Zustand kann ein nicht-natives Substratprotein
an die hochaffine Bindungsstelle im trans-Ring binden (1). Im néchsten Schritt kommt es zur
Assoziation von ATP und GroES, wodurch der trans-Ring in den faltungsaktiven Zustand
Uberfahrt wird (2). Als Folge dieser Assoziation werden GroES, ADP und Substrat vom cis-
Ring freigesetzt, mit dem Protein entweder in nativer oder nicht-nativer Konformation (3). In
Schritten (3) bis (6) wiederholt sich der beschriebene Vorgang, wobel die beiden Ringe nun
ihre Rollen vertauscht haben. Wenn das Protein nach der Freisetzung vom GroE-System (7)
seine native Konformation noch nicht erreicht hat, wird es abermals als Substrat erkannt und

tritt erneut in den Zyklus ein (,,iterative annealing”) (Todd et al., 1996).

1.4. Charakterisierung der Hsp90-Familie

Auch in Abwesenheit von Stressbedingungen ist Hsp90 eines der am stérksten vertretenen
Proteine im eukaryontischen Cytosol und stellt ca. 1-2 % des gesamten l6slichen Proteins
einer Zelle dar (Welch & Feramisco, 1982). Von Bakterien bis zum Mensch sind die
Angehorigen der Hsp90-Familie mit mindestens 50 % Identitdt auf Aminosaureebene unter
den eukaryontischen Vertretern stark konserviert (Lindquist & Craig, 1988). Wéahrend
Deletion von HtpG, dem Hsp90-Homologen aus E. coli, keinen Einfluss auf das bakterielle
Wachstum zeigt (Bardwell & Craig, 1988), ist Hsp90 in S cerevisiae und Drosophila
melanogaster essentiell (Parsell & Lindquist, 1993; Cutforth & Rubin, 1994).

Im eukaryontischen Cytosol liegen ofters zwei Hsp90-Isoformen vor, die durch
Genduplikation entstanden zu sein scheinen (Gupta & Golding, 1996) (menschliches Cytosol:
Hsp90a und Hsp90B; Hefecytosol: Hsc82 und Hsp82). Obwohl diese Isoformen
austauschbare Funktionen haben (Borkovich et al., 1989), werden die entsprechenden Gene
unterschiedlich reguliert. In den meisten eukaryontischen Zellen wird einer der beiden
cytosolischen Vertreter unter physiologischen Bedingungen stark konstitutiv exprimiert und
bei Hitzeschock nur um den Faktor 2 bis 3 hochreguliert (in Hefe Hsc82). Das zweite Hsp90-
Gen wird auf niedrigem Basalniveau exprimiert, seine Expression steigt unter restriktiven
Wachstumsbedingungen jedoch um ein Vielfaches an (in Hefe: Hsp82) (Borkovich et al.,
1989; Krone & Sass, 1994). Darlber hinaus existiert in hoheren Eukaryonten eine zusétzliche
mitochondriale Spezies namens Hsp75 oder TRAP-1, die groRRe strukturelle Ahnlichkeit zu
den prokaryontischen Hsp90-Proteinen aufweist (Felts et al.,, 2000). TRAP-1 wurde

urspringlich als Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziiertes Protein und als Retinoblastoma-
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bindendes Protein identifiziert (Song et al., 1995; Chen et al., 1996a). Weiterhin ist Hsp90 in
Eukaryonten auch in Chloroplasten und im Endoplasmatischen Reticulum (as glucose
regulated protein 94/grp94) lokalisiert (Little et al., 1994; Wearsch & Nicchitta, 1996).

1.4.1. Struktur von Hsp90

Anhand von Sequenzvergleichen und limitierter Proteolyse konnte gezeigt werden, dass
Hsp90 eine Doménenstruktur aufweist, in der zwel stark konservierte Regionen durch einen
»Linker" variabler Lange mit hoher Ladungsdichte verbunden sind (Abbildung 1.339)
(Buchner, 1999). Diese geladene Region ist in prokaryontischen Mitgliedern der Hsp90-
Familie (wie HtpG in E. coli) und auch im TRAP-1-Molekil nicht vorhanden (Lindquist &
Craig, 1998; Song et al., 1995).

conserved conserved
Ll aTP I I | | MEEVD  hHsp90a
1 charged 726
region
[ _ATP [~ | hTRAPL
1 645
| ATP | | | | MEEVD yHsp90
1 704
[ _ATP |~ | HtpG
1 624
Abbildung 1.3a: Domanenstruktur von Hsp90

Hochkonservierte Regionen in verschiedenen Hsp90-Spezies sind in grau angezeigt.
Die Lange der geladenen Region ist variabel. In prokaryontischen und einigen
eukaryontischen Hsp90-Vertretern fehlt diese Region fast vollstandig.

Das native Hsp90-Molekul liegt als langgestrecktes Dimer vor, und obwohl Homodimere
die Regel zu sein scheinen (Minami et al., 1991, 1994), wurden auch Heterodimere aus
Hsp90a und Hsp90B beobachtet (Perdew et al., 1993). Die Dimerisierungsstelle liegt in der
C-terminalen Region des Proteins (Pamer e al., 1995). Aufgrund von
el ektronenmikroskopischen Aufnahmen und Antikérperbindungsstudien wird angenommen,
dass die N-terminden Doménen des Hsp90-Molekils in entgegengesetzte Richtungen
orientiert sind, wahrend sich die C-terminalen Teile in der Mitte treffen und den Kontakt
herstellen (Abbildung 1.3b) (Maruya et al., 1999). Das Dimer scheint jedoch sehr flexibel zu

sain, da verschiedene Konformationen des Moleklls beobachtet werden konnten. Dariiber
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hinaus l6st Hitzestress eine weitere spezifische strukturelle Konformationsénderung des
Hsp90-Moleklls aus, welche die beiden N-terminalen Domanen des Proteins in enge
Nachbarschaft riickt (Maruyaet al., 1999).

> .
Abbildung 1.3b: Flexibilitat des Hsp90-Dimers

Ausbildung des Dimers erfolgt durch antiparallele Assoziation der C-terminalen
Regionen. Die relative Orientierung der Doménen zueinander macht es dem Hsp90-
Dimer mdglich, verschiedene Konformationen anzunehmen. Temperaturanstieg fuhrt
zur Aushildung einer geschlossenen Konformation.

Die dreidimensionale Struktur der N-terminalen Fragmente von menschlichem Hsp90 und
Hsp90 aus S cerevisiae konnte durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklart werden (Stebbins et
al., 1997; Prodromou et al., 1997a; Prodromou et al., 1997b) (Abbildung 1.4).

Abbildung 1.4:  Struktur der N-terminalen Hsp90-Doméane (Aminosduren 1-219) aus S. cervevisiae mit
gebundenem Nukleotid

Demnach besteht die N-terminale Domane aus einem achtstréngigen antiparallelen
B-Faltblatt und neun a-Helices. Das N-terminale Fragment aus Hefe wurde im Komplex mit
Nukleotid kristallisiert, was den eindeutigen Bewels fur die lange Zeit kontrovers diskutierte
Frage der Nukleotid-Bindung von Hsp90 lieferte (Prodromou et al., 1997b) (siehe Kapitel
1.4.3). Die ATP-Bindestelle ist in einer 15A tiefen Tasche lokalisiert, deren Boden vom
B-Faltblatt gebildet wird und der Ligand ist von Helices und Loops umgeben (Prodromou et
al., 1997b) (s. u.).



Einleitung 21

1.4.2. Funktion von Hsp90

Obwohl Hsp90 in eukaryontischen Organismen sehr stark exprimiert wird, sind diese
hohen zelluléren Konzentrationen unter physiologischen Bedingungen fir das Zellwachstum
nicht notwendig. Sogar eine Reduktion auf 1/20 der normalen Menge wird in S. cerevisiae
toleriert (Picard, et al., 1990; Xu & Lindquist, 1993). Da hohe Hsp90-K onzentrationen jedoch
fur Zellwachstum bei erhohten Temperaturen unentbehrlich sind, wurde postuliert, dass
Hsp90 unter normalen Bedingungen eine Pufferfunktion ausitibt, um die Zelle gegen die
verheerenden Folgen einer plétzlich auftretenden Stresssituation und die damit verbundene
Akkumulation nicht-nativer Proteine zu schiitzen (Buchner, 1999). Dies scheint jedoch nur fiir
eukaryontische Organismen zu gelten, da sogar unter Stressbedingungen das Hsp9O-
Homologe in E. coli (HtpG) entbehrlich ist (Bardwell & Craig, 1988). Auch ist HtpG, im
Gegensatz zu Hsp90 aus eukaryontischen Organismen, nicht in der Lage ist, einen Hsp90-
defizienten Hefestamm am Leben zu erhalten (Palmer et al., 1995). Da bakteriellem Hsp90
sowohl die geladene Mittelregion als auch ein hochkonserviertes Motiv am C-terminus fehlt,
wurden diesen Bereichen zunéchst wichtige funktionelle Eigenschaften zugesprochen. Die
Deletion dieser Regionen zeigte jedoch in Hefen keine Auswirkungen auf das Wachstum der
Zellen oder die Aktivitét des Proteins (Louvion et al., 1996). Es scheinen daher noch weitere
strukturelle Unterschiede zwischen pro- und eukaryontischem Hsp90 zu bestehen, die
Auswirkungen auf die Funktionalitdt des Molekuils haben.

1.4.2.1. Hsp9O als speziaisiertes Chaperon fir die Reifung von Substratproteinen

Hsp90 wird in vivo im Komplex mit einigen wenigen Substratproteinen gefunden (vgl.
Buchner, 1999; Neckers et al., 1999; Mayer & Bukau, 1999; Pearl & Prodromou, 2000). An
den Komplexen sind neben Substratprotein und Hsp90 noch weitere Chaperone und Co-
Chaperone betelligt (s. u.). Durch die Interaktion im Multi-Chaperon-Komplex kann so die
Reifung, der intrazellulére Transport und die Aktivitét der gebundenen Substratmolekile
konformationell reguliert werden (Mayer & Bukau, 1999).

Einen Grofteil der standig anwachsenden Liste von identifizierten Substraten stellen
Proteine dar, die an Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind (Tabelle 1.2 nach Buchner,
1999). Unter diesen sind die Steroidhormonrezeptoren (SHR) die am besten untersuchten in-
vivo-Substrate von Hsp90 (Pratt & Toft, 1997). Im Gegensatz zu vielen anderen Rezeptoren

sind SHRs lédiche intrazelluléare Proteine, die als induzierbare Transkriptionsfaktoren
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fungieren. Im hormonfreien, inaktiven Zustand liegen die SHRs im Komplex mit Hsp90 (und
anderen Chaperonen und Co-Chaperonen s. u.) als sogenannte Aporezeptorkomplexe vor.
Durch die Bindung des Hormonliganden kommt es nach Dissoziation des Komplexes zur
Dimerisierung des Rezeptors, der daraufhin in der Lage ist, an spezifische DNA-Sequenzen zu
binden, um die Transkriptionsaktivitét benachbarter Promotoren zu regulieren (Y amamoto et
al., 1988; Louvion et al.,1996). Die Wechselwirkung zwischen Hsp90 und Rezeptorprotein
erfolgt Uber die hormonbindende Doméne des Rezeptors (Picard, 1994). Fusioniert man diese
Doméne mit Reporterproteinen, wird auch deren Aktivierung hormon- und Hsp90-abhangig
(Picard, 1994). Daher scheint es die Funktion von Hsp90 zu sein, den Rezeptor in der
Abwesenheit von Hormon in einem inaktiven, jedoch durch Hormon aktivierbaren Zustand zu
halten (Xu & Lindquist, 1993; Bohen & Yamamoto, 1994). Die Kléung der
dreidimensionalen Struktur der hormonbindenden Domane einiger SHRs fuhrte zu der
Hypothese vom Hormonligand als Teil des hydrophoben Rezeptorkerns (Renaud et al., 1995;
Wagner et al., 1995). In Abwesenheit des Liganden fehlt ein entscheidender Tell dieses
hydrophoben Kerns und hinterlasst eine grof3e Ho6hlung. Man nimmt daher an, dass das
Hormon die Stabilitdt des Rezeptors erhdht, moglicherweise konformationelle Anderungen
bewirkt und die Dimerisierung des Rezeptors induziert. Hsp90 konnte in diesem
Zusammenhang die Hormonbindetasche vor einem hydrophoben Kollaps bewahren, um eine
potentielle Hormonbindung zu gewéahrleisten (Buchner, 1999).

Zu den in-vivo-Substraten von Hsp90 zadhlen auch zahlreiche Tyrosin- und Serin/Threonin-
Kinasen (siehe Tabelle 1.2). Eines der ersten identifizierten Beispiele war virale pp60>°-
Kinase (v-Src), deren Aktivitdt zu unkontrollierter, onkogener Proliferation der Wirtszelle
fahrt. Im aktiven Zustand ist v-Src durch Myristoylierung in der Plasmamembran der Zelle
verankert. Jedoch nur die [6sliche, inaktive Form von v-Src bildet einen stabilen Komplex mit
Hsp90 (und zusétzlich assoziierten Proteinen), was die Vermutung nahe legt, dass Hsp9O0 in
einem bestimmten Stadium am Reifungsprozess der Kinase beteiligt ist (Brugge, 1986). Die
Interaktion von Hsp90 mit v-Src folgt demnach einem &hnlichen Schema wie im Fall der
SHRs. Hsp90 bindet an die inaktive Konformation des Proteins, bevor der letzte
Prozessierungsschritt (Ligandbindung bel den SHRs und Membranverankerung bei v-Src)
stattfindet.

Die Zahl der Proteine, deren Funktion und Stabilitét in vivo durch Hsp90 moduliert wird,
ist in den letzten Jahren kontinuierlich angestiegen. Wahren die meisten dieser Proteine

Transkriptionsfaktoren oder Kinasen sind, gibt es auch einige Substrate, die nicht diesen
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beiden Klassen angehdren. So wurde Interaktion mit Hsp90 auch fur die mutierte Form des
Tumor-Suppressorproteins p53 (Blagosklonny et al., 1996), die reverse Transkriptase des
Hepatitis-B-Virus (Hu & Seeger, 1996; Hu et al., 1997) und Telomerase (Holt et al., 1999)
nachgewiesen. Interessanterweise werden in HBV Hsp90 und assoziierte Partnerproteine
sogar mit ins Viruscapsid verpackt (Hu et al., 1997). Da die unterschiedlichen Klassen von
Hsp90-Substraten keine offensichtlichen strukturellen Gemeinsamkeiten haben, missen
andere Kriterien — wie zum Beispiel der konformationelle Zustand der Proteine und deren
Faltungscharakteristika — ausschlaggebend fur die Interaktion mit Hsp90 sein (Jakob &
Buchner, 1994; Buchner, 1996; Buchner, 1999).

Ster oidhor monr ezeptor en Kinasen Andere Substrate
Progesteronrezeptor V-Src Hitzeschockfaktor
Glucocorticoidrezeptor Weel p53
Ostrogenrezeptor elF-2a-Kinase Reverse Transkriptase
Androgenrezeptor Casein-Kinase 2 Tumornekrosefaktor
Mineral corticoidrezeptor Raf-1 DHFRa
Stell Telomerase
Gen2
Calcineurin

Tabelle 1.2: Hsp90-Substrate in vivo (nach Buchner, 1999)

Die Schltsselrolle, die Hsp90 bel der Faltung, Aktivierung und Assemblierung von
Komponenten zahlreicher Zellzyklusregulationsmechanismen und Signaltransduktionswege
spielt, hat tiefgreifende Auswirkungen auf die Evolution dieser Systeme. Kirzlich konnte
gezeigt werden, dass Hsp90 eine Pufferfunktion austibt, indem es Proteinen, die Mutationen
enthalten, dabel assistiert, Struktur und Funktion des entsprechenden Wildtyps
aufrechtzuerhalten (Rutherford & Lindquist, 1998). Wenn die Funktion von Hsp90 in diesem
Kontext gestort wird, manifestieren sich die bis dahin versteckten Phanotypen der mutierten
Substratproteine, so dass ein neuer variabler Pool fur natiirliche Selektion zuganglich wird.
Selbst bei wiederhergestellter Hsp90-Funktion bleiben diese Phanotypen stabil. Man kann
davon ausgehen, dass es sich hierbei um einen effizienten Evolutionsmechanismus handelt,
der zum einen unter physiologischen Bedingungen anscheinende genetische Stabilitét

gewéhrleistet, wahrend er zum anderen die Akkumulation von Mutationen erlaubt. Diese
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Mutationen kdnnen sich unter Stressbedingungen, unter denen Hsp90 zur Aufrechterhaltung
der Zelllebensfahigkeit rekrutiert wird, pl6tzlich phanotypisch manifestieren.

An der Modulation der Aktivitéten obengenannter Substratproteine sind neben Hp90 noch
andere Chaperone und Co-Chaperone beteiligt. Das funktionelle Zusammenspiel der
einzelnen Komponenten ist am besten untersucht fur die SHRs, welche in Abwesenheit von
Hormon einen Chaperonzyklus durchlaufen, an dem drel Komplexe beteiligt sind, von denen
zwei Hsp90 als zentralen Bestandteil haben (Smith, 1995; Picard, 1997) (Abbildung 1.5 nach
Smith, 1995). Identifiziert wurden die einzelnen Komponenten des Zyklus hauptséachlich

durch Immunoprézipitationen der Komplexe aus Zellysaten (Smith et al., 1995).

S ®
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Abbildung 1.5: Hsp90-Chaperon-Zyklus fir die Progesteronrezeptor-Reifung

SHR: Steroidhormonrezeptor; | P: Immunophilin; GA: Geldanamycin
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1.4.2.1.1. Der Early Protein Folding Complex

Wahrend Proteine an Polyribosomen synthetisiert werden, gehen zumindest einige von
ihnen eine Interaktion mit dem , Early Protein Folding Complex” ein (siehe Kapitel 1.1. und
1.2). Dieser enthdt Hsp70/Hsc70 as die zentrale Chaperon-Komponente. Die stabile
Bindung von Hsp70 an die Polypeptidkette erfordert die Hydrolyse des Hsp70-gebundenen
ATPs, ein Prozess, der durch die transiente Wechselwirkung mit einem Protein der Hsp40-
Familie (menschliches Homolog Hdj-1 fur human Dnal-like protein) stimuliert wird, und die
Présenz von p48/Hip (Johnson & Craig, 1997; Ziegelhoffer et al., 1996). Dieses Co-Chaperon
bindet an die Hsp70-ATPase-Domane und stabilisiert den ADP-gebundenen Zustand des
Hitzeschockproteins (Hohfeld et al., 1995; Prapapanich, et al., 1996). Die Interaktion mit
Hsp70 wird durch drei im Hip-Molekil lokalisierte Tetratricopeptide Repeats (TPRs)
vermittelt. TPRs sind degenerierte Sequenzmotive von 34 Aminosauren, die oftmals in
sequentieller  Wiederholung auftreten und fir Protein-Protein-Wechselwirkungen eine
wichtige Rolle zu spielen scheinen (Sikorski et al., 1990).

Der ,Early Protein Folding Complex” fihrt zu partiell gefateten Intermediaten, die
oftmals weitere Interaktionen mit Chaperoninen bendtigen, um die native Konformation zu
erhalten (Kapitel 1.2.) (Hartl, 1996). Bel manchen Proteinen wie z. B. Steroidrezeptoren wird
die endguiltige Struktur jedoch durch sequentielle Interaktion mit Hsp90-enthaltenden Multi-

Chaperon-Komplexen erreicht.

1.4.2.1.2. Der Steroidrezeptor-assoziierte Hsp90-enthaltende intermediare Faltungskomplex
Zur weiteren Prozessierung des Rezeptormolekils treten Hsp90 und Hop/p60 (STI1 in
Hefe) in den Zyklus ein. Da Hop sowohl Hsp90 as auch Hsp70 bindet, scheint es als
Adaptorprotein zu fungieren, welches den Hsp70/Hop/Hsp90-Rezeptor-Intermediarkomplex
assembliert (Chen et al., 1996b; Lassle et al., 1997; Smith et al., 1993). Auch Hop besitzt wie
Hip TPR-Motive, die fur die Interaktion mit sowohl Hsp70 als auch Hsp90 verantwortlich
sind (Chen et al., 1996b; Lassle et al., 1997; Smith et al., 1993). Dabei erkennt die TPR1-
Domaéne des Hop-Mol ekiils spezifisch das C-terminale Heptapeptid von Hsp70, wahrend die
Hop-TPR2A-Doméne an das C-terminale Pentapeptid von Hsp90 bindet (Scheufler et al.,
2000). Die Bindung wird zum Teil durch hydrophobe Interaktionen und zum Teil durch
elektrostatische Wechselwirkungen der TPR-Domanen mit dem EEVD-Motiv, welches am C-

terminus beider Hitzeschockproteine lokalisiert ist, vermittelt. Es ist nicht bekannt, ob bel
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dieser Komplexbildung das schon gebundene Hsp70 rekrutiert oder ein vorgeformter Super-
Chaperon-Komplex gebunden wird. Da man den Komplex aus Hsp70, Hop und Hsp90 jedoch
auch in Abwesenheit von Substrat in der Zelle detektieren kann, scheint die
substratunabhangige Bildung eines Komplexes wahrscheinlicher zu sein (Chen et al., 1996b;
Pratt & Toft, 1997).

Was mit dem SHR im intermedigren Komplex geschieht, ist unklar. Obwohl
Hormonbindung in vivo erst an den ,,mature complex” erfolgt (s. u.), konnte in einem
rekonstituierten in-vitro-System gezeigt werden, dass auch der Hsp70/Hop/Hsp90-Komplex in
der Lage ist, SHRs zu einem hormonbindungskompetenten Zustand zu falten (Dittmar &
Pratt, 1997). Ein stabiler Komplex mit dem Substrat wird jedoch erst in Anwesenheit von p23
(s. u.) gebildet (Morishimaet al., 2000). Der intermedidre Komplex wird durch Benzochinon-
Ansamycine wie Geldanamycin (s. u.) stabilisiert, da durch diese Substanzen die Ausbildung
des ,,mature folding complex* inhibiert wird (Smith et al., 1995; Johnson & Toft, 1995).

1.4.2.1.3. Der Steroidrezeptor-assoziierte Hsp90-enthaltende reife Faltungskomplex

Der intermedidre Komplex wird durch den sogenannten ,mature complex® ersetzt,
welcher Hsp90, p23 und eines der grofRen Immunophiline (FKBP51, FKBP52 oder
Cyclophilin-40) enthdt. Obwohl fir SHRs auch im ,intermediate complex® schon
Hormonbindung nachgewiesen werden konnte (Dittmar & Pratt, 1997), wird erst im ,, mature
complex” die stabile ligandbindungskompetente Konformation des Rezeptors erreicht
(Dittmar et al., 1997).

Immunophiline sind ubiquitér exprimierte, hoch konservierte Proteine mit PPlase-
Aktivitét (siehe Kapitel 1.1.). Durch Bindung der Immunsuppressiva FK506, Cyclosporin A
oder Rapamycin wird diese PPlase-Aktivitét inhibiert (Pesttie et al., 1992; Schmid, 1993;
Schreiber, 1991; Walsh et al., 1992). Auf dieser Tatsache beruht die Einteilung der
Immunophiline in FK506-bindende Proteine (FKBPs) und Cyclosporin-A-bindende Proteine
(Cylophiline). Fir FKBP52 und Cyclophilin-40 konnte in vitro eine Chaperon-Aktivitét
nachgewiesen werden, welche nicht von Immunsuppressiva beeinflusst wird (Bose et al.,
1996; Freeman et al., 1996). Immunophiline binden an Hsp90 Uber ihre TPR-Motive und
ersetzen dadurch Hop im Multi-Chaperon-Komplex (Owens-Grillo et al., 1996). Dabei erfogt
die Rekrutierung eines der drei grof3en Immunophiline an den Komplex in Abhangigkeit von

der Art des gebundenen SHR. Diese Tatsache und die beobachtete Chaperon-Aktivitét in vitro
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macht eine direkte Interaktion der Immunophiline mit dem Steroidrezeptorprotein im
Komplex wahrscheinlich.

Fur p23 konnte gezeigt werden, dass seine Prasenz im ,mature complex” eine
entscheidende Vorraussetzung fur die stabile hormonbindende Konformation des
Rezeptorproteins ist (Smith et al., 1995; Dittmar et al., 1997; Morishima et al., 2000). Der
Grund fur diese stabilisierende Wirkung von p23 konnte bis jetzt noch nicht geklart werden.
Da p23 ein Hauptthema der vorliegenden Arbeit ist, wird dieses Protein genauer in Kapitel
1.5. diskutiert.

Die Interaktionen zwischen SHR und Hsp90-Komplexen scheinen hochdynamisch zu
sein, da der vollstandige Chaperon-Zyklus innerhalb weniger Minuten durchlaufen wird. In
Abwesenheit von Hormon tritt das Rezeptorprotein daraufhin erneut in den Zyklus ein und
wird so weiter in einem hormonbindungskompetenten und damit aktivierbaren Zustand
gehalten (Smith, 1993). Bei Hormonbindung an den im ,mature complex" gebundenen
Rezeptor wird dahingegen die oben beschriebene Dimerisierung des Rezeptorproteins
induziert, welche zur Aktivierung as Transkriptionsfaktor fuhrt (s. 0.). Interessanterweise
konnten sowohl Hsp90/Hop/Hsp70 Komplexe (Chen et al.,, 1996) as auch
Hsp90/Immunophilin/p23 Komplexe (Johnson & Toft, 1994) in Abwesenheit von Substrat
nachgewiesen werden. Daher konnten diese Komplexe eine algemeinere Rolle bei Hsp90-
abhangigen Faltungsreaktionen spielen (Buchner, 1999). Es ist vorstellbar, dass Hsp90 friher
eine generelle Funktion bei der de-novo-Faltung von Proteinen besal3, welche im Lauf der
Evolution verloren ging. Fir die Funktionalitdt einiger Substratproteine war jedoch die
Interaktion mit der Hsp90-Maschinerie vorteilhaft, so dass einige nicht-native strukturelle
Merkmale auch im nativen Molekll beibehalten wurden, um die Wechselwirkung mit Hsp90
aufrechtzuerhaten (D. Smith, personliche Mitteilung).

1.4.2.1.4. Weitere Komponenten von Hsp90-enthaltenden Chaperon-Komplexen

Die Zusammensetzung der Hsp90-Multichaperon-Komplexe variiert in Abhangigkeit des
gebundenen Substrats. Nicht immer sind alle oben beschriebenen Komponenten an der
Hsp90-abhéngigen Faltungsreaktion des Substrats beteiligt. Dartiber hinaus existieren noch
weitere Partnerproteine, die in solchen Komplexen identifiziert wurden.

Ein kinase-spezifischer Kofaktor von Hsp90 ist p50, dessen Homologes in Hefe als Cdc37
charakterisiert wurde. p50 wurde erstmals als Phosphoprotein beschrieben, welches im

Komplex mit Hsp90 und v-Src koprézipitiert werden konnte (Brugge et al., 1981; Opperman
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et al., 1981). Cdc37 wurde in S. cerevisiae durch eine temperatursensitive Mutation, die zum
G1-Arrest fuhrt, identifiziert (Reed, 1980). In den Hsp90-Komplexen mit Kinasen wie Cdk4,
v-Src und Raf-1 nimmt das p50-Protein, das in vitro Chaperon-Eigenschaften besitzt (Kimura
et al., 1997), die Stellung der Immunophiline ein (Brugge, 1986; Stancato et al., 1994;
Wartmann & Davis, 1994). p50 besitzt jedoch keine TPR-Motive sondern bindet an Hsp90 in
unmittelbarer Ndhe der TPR-Bindungsregion (Pratt & Toft, 1997). Abgesehen von der
Chaperon-Aktivitét ist die genaue Funktion von p50/Cdc37 in den Chaperon-Komplexen noch
unklar.

Im Cytosol von L-Zellen konnte gezeigt werden, dass eine Subpopulation der Hsp90-
Glucocorticoidrezeptor-(GR)-Komplexe anstelle von Immunophilinen ein Protein namens
PP5 enthdlt (Silverstein et al., 1997). PP5 ist eine Serin/Threonin-Phosphatase mit 4 TPR-
Motiven in der N-terminalen Domane, welche fur die Interaktion mit Hsp90 verantwortlich
sind (Becker et al., 1994). Obwohl die Funktion von PP5 in GR-Komplexen nicht bekannt ist,
wird aufgrund der enzymatischen Aktivitdt angenommen, dass durch PP5 der

Phosphorylierungszustand einiger Komponenten des Komplexes reguliert wird.

1.4.2.2. Allgemeine Chaperon-Eigenschaften von Hsp90

Die hohen cytosolischen Konzentrationen von Hsp90 unter physiologischen Bedingungen
ebenso wie die gesteigerte Expression infolge von Stress sprechen gegen eine absolute
Spezialisierung von Hsp90 auf eine kleine Subpopulation von Substratproteinen. Demzufolge
ist es wahrscheinlich, dass Hsp90 zumindest unter Stressbedingungen allgemeinere
Funktionen erfullt.

Die Art, in der Hsp90 zur Stressantwort beitragen konnte, wurde in Faltungsassays in vitro
demonstriert. Wie andere molekulare Chaperone erkennt Hsp90 spezifisch nicht-native
Proteine und verhindert deren irreversible Aggregation infolge von chemischer oder
thermischer Denaturierung (Wiech et al., 1992; Jakob et al., 1995; Freeman & Morimoto,
1996). Wahrend Hsp90 in der Lage ist, diese Substratproteine in einem faltungskompetenten
Zustand zu halten, wird fur die Ruckfaltung zur nativen Konformation das Hsp70-System
benttigt (Freeman & Morimoto, 1996). Interessanterweise ist Hsp90 Uber die Interaktion mit
einem seiner Substratproteine auch an der Regulation der Stressantwort beteiligt. Es konnte
gezeigt werden, dass Hitzeschockfaktoren durch Hsp90 in einem inaktiven Komplex gehalten

werden, bis dieser Komplex spezifisch durch Hitzeschock disruptiert wird (Zou et al., 1998).
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Die Anayse der denovo-Faltung von neu synthetisierten Proteinen in hsp82-
Hefemutanten |asst darauf schlief3en, dass Hsp90 nicht mal3geblich am Faltungsprozess der
meisten Proteine aus S. cerevisiae beteiligt ist (Nathan et al., 1997). Darlber hinaus gelang es
bis jetzt nicht, Hgp90 in Assoziation mit naszierenden Polypeptidketten am Ribosom
nachzuweisen (Bukau et al., 1996). Somit scheint Hsp90 zwar eine allgemeine Funktion bei
der Rickfaltung von Proteinen zu haben, die nach Stressbedingungen im Cytosol
akkumulieren, fur eine algemeine Beteiligung am de-novo-Faltungsgeschehen gibt es jedoch
keine Hinweise (Mayer & Bukau, 1999).

Sowohl in vivo als auch in vitro wird von Hsp90 ein Spektrum von Substraten erkannt, das
von kleinen Peptiden bis zu grof3en Proteinen reicht. So bindet Grp94 in vivo spezifisch an
Peptide, die eine Rolle bei der Antigen-Prasentation am MHC-Komplex spielen (Udono &
Srivastava, 1997; Wearsch & Nicchitta, 1997). Dagegen sind die Steroidhormonrezeptoren
grof3e Proteine mit z. T. Uber 100 kD Molekulargewicht (Buchner, 1999). In vitro assoziiert
Hsp90 mit vielen verschiedenen nicht-nativen Zustdnden — von komplett ungefalteten
Proteinen (Scheibel et al., 1998; Miyata & Y ahara, 1995) bis zu quartér strukturierten, nativ-
ahnlichen, aber inaktiven Faltungsintermediaten (Jakob et al., 1995). Dieses unspezifische
Bindungsverhalten und die freie Zuganglichkeit von SHR-Hsp90-Komplexen fur Antikdrper
sprechen dafUr, dass nicht-native Proteine and der Oberfldche des Hsp90-Molekiils gebunden
werden (Buchner, 1999).

Wichtige Erkenntnisse Uber die Struktur-Funktionsbeziehung des Hsp90-Molekils
konnten durch Analyse der isolierten N- und C-terminalen Doméanen gewonnen werden, die
beide rekombinant in E. coli exprimiert werden kdnnen (Scheibel et al., 1998; Young et al.,
1997). Diese Untersuchungen zeigten, dass Hsp90 zwel voneinander unabhangige
chaperonaktive Zentren besitzt, die sich in ihrer Substratspezifitdt und ATP-Abhangigkeit
unterscheiden. Wahrend das C-terminale Chaperon-Zentrum keine Préferenzen im Bezug auf
gebundene Substrate aufweist, mussen die Substrate der N-terminalen Chaperon-Stelle in
entfalteter Konformation vorliegen. Dabel wird die Affinitét der N-terminalen Bindestelle
durch die Bindung von Nukleotiden an Hsp90 signifikant beeinflusst, so dass es in
Anwesenheit von ATP zu einer Freisetzung von Substrat kommt. Die C-terminale Doméne
weist dahingegen eine ATP-unabhangige Chaperon-Aktivité auf. Diese Kombination zwel
unabhéangiger, funktionell unterschiedlicher chaperon-aktiver Zentren in einem Molekdl
konnte die Grundlage fur die ambivalente Funktionalitét von Hsp90 (allgemeines und
speziaisiertes Chaperon) in der Zelle sein (Buchner, 1999).
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1.4.3. Hsp90 und ATP

Die ATP-Abhangigkeit von Hsp90 war lange Zeit ein kontrovers diskutiertes Thema. Von
einigen Arbeitsgruppen wurde sowohl Bindung von Hsp90 an ATP a's auch eine intrinsische
ATPase-Aktivitét fur Hsp90 und Grp94 berichtet (Csermely et al., 1993; 1995; Nadeau et al.,
1993; Li & Srivastava, 1993). Diese Befunde konnten jedoch in systematischen Studien nicht
reproduziert werden (Jakob et al., 1996). Auch die in-vitro-Chaperon-Aktivitdt von Hsp90
wurde als ATP-unabhangig charakterisiert (Shaknovich et al., 1992; Jakob et al., 1995;
Freeman & Morimoto, 1996). Dennoch stellte sich heraus, dass die Bindung des
Partnerproteins p23 an Hsp90 ATP-abhéngig ist und durch ADP inhibiert werden kann
(Johnson & Toft, 1995; Sullivan et al., 1997). Auch die Affinitéat von Hsp90 zu hydrophoben
Oberflachen scheint durch antagonistische Wirkung von ATP und ADP reguliert zu werden
(Sullivan et al., 1997). Diese Diskrepanz wurde im Rahmen einer Studie geklart, die mit Hilfe
von Elektronen-Spin-Resonanz-Experimenten eine schwache, jedoch spezifische Bindung von
ATP an Hsp90 mit einem Kp um die 400 uM nachweisen konnte (Scheibel et al., 1997).
Dabei konnte gezeigt werden, dass nur solche spin-markierten ATP-Analoga an Hsp90
banden, bei denen die Markierung an der Ribose-Einheit des Molekils lokalisiert war. ATP-
Anaoga, die am Adenin-Ring modifiziert waren, wie sie auch in den friheren Studien
gebrauchlich waren, wurden vom Protein nicht akzeptiert.

Der eindeutige Beweis fur die Bindung von ATP an Hsp90 wurde durch die
Kristallstruktur eines N-terminalen Hsp90-Fragments im Komplex mit Nukleotid erbracht
(Prodromou et al., 1997b) (siehe Kapitel 1.4.1. und Abbildung 1.4). Das gebundene Nukleotid
hat in diesem Komplex eine gebogene Konformation, wobei die hydrophobe Adenin-Einheit
des Molekiils tiefer im Inneren der Nukleotidbindetasche lokalisiert ist, wahrend die polaren
Zucker- und Phosphateinheiten naher an der Offnung der Tasche liegen (Prodromou et al.,
1997b; Grenert et al., 1997). Dahingegen nehmen Nukleotide, die an Hsp70 oder GroE
gebunden sind, eine eher langgestreckte Konformation ein (Prodromou et al., 1997b; Buchner,
1999) (Abbildung 1.6 nach Beissinger & Buchner, 1998).

Basierend auf diesen Daten wurde fur die ATP-Bindestelle eine molekulare
Schalterfunktion postuliert, die durch konformationelle Umlagerungen die Assemblierung der
Multi-Chaperon-Komplexe reguliert (Grenert et al., 1997). So binden Hop und dessen
Hefehomologes STI1 préferentiell in Anwesenheit von ADP an Hsp70 oder Hsp90 (Johnson
et al., 1998). Da p23 den ATP-gebundenen Zustand von Hsp90 bevorzugt (Johnson & Toft,
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1995; Sullivan et al., 1997), ist die gleichzeitige Assoziation von Hop und p23 mit Hsp90
ausgeschlossen, obwohl die Partnerproteine mit unterschiedlichen Bereichen des Hsp90-
Molekils in Wechselwirkung treten (Chen et al., 1998). Auch die nukleotidregulierte Affinitét
des Hsp90-Molekils fur hydrophobe Oberflachen (Sullivan et al., 1997) konnte durch die
Identifizierung von zwei chaperon-aktiven Zentren (s. 0.) im Hsp90-Molekll erklart werden,
von denen eines (das N- terminale) als ATP-abhangig charakterisiert wurde (Scheibel et al.,
1998). Bel dieser N-terminalen Chaperon-Doméne reguliert ATP-Bindung das Umschalten
von einem hoch-affinen in einen niedrig-affinen Substratbindezustand. Dahingegen ist die
schon friher postulierte und charakterisierte Chaperon-Aktivitat von Hsp90 (Wiech et al.,
1992; Jakaob et al., 1995) in der C-terminalen Domane lokalisiert (Scheibel et al., 1998). Diese
nimmt im Wildtypprotein zumindest in in-vitro-Testsystemen eine dominante Rolle ein, so
dass die ATP-abhangige Chaperon-Aktivitdt des Hsp90-Molekils lange nicht identifiziert

werden konnte.

GroEL

Hsp90

Hsc70 Geldanamycin

Abbildung 1.6:  Konformationen von Nukleotiden und Geldanamycin im Hsp-gebundenen Zustand
Gezeigt ist die Konformation von ATPyS im GroEL-gebundenen Zustand (oben links), von
ATP im Hsc70-gebundenen Zustand (unten links), von ADP im Hsp90-gebundenen Zustand
(oben rechts) und von Geldanamycin im Hsp90-gebundenen Zustand (unten rechts).

Hsp90 weist wie andere ATP-bindende Hitzeschockproteine ebenfals eine ATPase-
Aktivitét auf, die im N-terminalen Fragment des Molekdls lokalisiert ist (Panaretou et al.,
1998; Scheibel et al., 1998). Mit Turnover-Zahlen von 0.4 min™ fir das Hefeprotein ist die
ATPase-Aktivitat von Hsp90 dabel dhnlich niedrig wie die der Hsp70-Familie (Panaretou et

al., 1998). In der isolierten N-terminalen ATP-Bindedomane kann nur eine um den Faktor 10
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verringerte ATPase-Aktivitdt gemessen werden (Scheibel et al., 1998), was darauf hindeutet,
dass zusétzliche Regionen des Hsp90-Molekiils an der ATP-Hydrolyse-Reaktion beteiligt sein
konnten. Durch Mutation der Aminosauren, die als kritisch fur ATP-Bindung und —Hydrolyse
erachtet wurden, konnte gezeigt werden, dass die Funktion von Hsp90 in vivo ATP-abhangig
ist (Panaretou et al., 1998; Obermann et al., 1998). Dartiber hinaus ist die Aktivierung des
Progesteronrezeptormolekiils, eines authentischen Hsp90-abhangigen Substratproteins, zum
hormonbindenden Zustand in vitro von einer funktionellen Hsp90-ATPase-Aktivitét abhangig
(Grenert et al., 1999). Uber die Regulation dieser ATPase-Aktivitét durch Partnerproteine ist
im Vergleich zu anderen molekularen Chaperonen wenig bekannt. Zumindest in vitro scheint
STI1 einen inhibierenden Einfluss auf die ATPase-Aktivitéat von Hefe-Hsp90 auszuiiben, der
durch andere TPR-Cochaperone wie Cpr6 (ein Cyclophilin-Homologes aus Hefe) aufgehoben
werden kann (Prodromou et al., 1999).

Die Kristallstruktur von Hefe-Hsp90 im Komplex mit gebundenem Nukleotid zeigte eine
strukturelle Homologie zwischen Hsp90 und der Typ-11-Topoisomerase DNA-Gyrase B auf,
mit einer starken Konservierung der Aminosauren, welche an ATP-Bindung und Hydrolyse
beteiligt sind (Prodromou et al., 1997b). In der Zwischenzeit wurden weitere Mitglieder dieser
ungewohnlichen Familie (GHKL-Superfamilie) identifiziert, die sich durch ein spezifisches
ATPase-Motiv auszeichnet (Dutta & Inouye, 2000). Zu diesen gehdren das MutL DNA-
Mismatch-Repair Protein (Ban & Yang, 1998; Ban et al., 1999) und ein C-terminales
Fragment der bakteriellen Histidin-Kinase CheA (Bilwes et al., 1999). Wahrend in Hsp90,
DNA-Gyrase und MutL die ATP-bindende Doméne N-terminal lokalisiert ist, liegt sie in
CheA (und anderen Histidin-Kinasen) zentral in der Polypeptidkette. Fur das 40-kDa N-
terminale Fragment von MutL (LN40) konnte gezeigt werden, dass infolge von Nukleotid-
Bindung signifikante konformationelle Umlagerungen stattfinden, welche zur Dimerisierung
dieser Domane fuhren (Ban et al., 1999). Finf Loop-Strukturen L1, L2, L3, L45 und en
Loop, der die Tasche nach Nukleotidbindung verschliesst (,Lid*“), nehmen im Gegensatz zum
nukleotidfreien Zustand ene geordnete Konformation an (Abbildung 1.7). Die
Kristallstruktur dieses Fragments enthtillte auch Kontakte zwischen Protein und gebundenem
Nukleotid, die auf3erhalb des urspriinglich a's ATP-Bindestelle identifizierten Bereichs liegen
und welche fur die ATPase-Aktivitét des Proteins wichtig zu sein scheinen (Ban et al., 1999).
So inseriert bel Nukleotid-Bindung ein konservierter Lysinrest (Lysin 307), der auf dem L3-
Loop lokalisiert ist, spezifisch in die ATP-Bindestelle und bildet einen direkten Kontakt zum
aus der Bindestelle herausragenden y-Phosphatrest des Nukleotids aus . Esist vorstellbar, dass



Einleitung 33

im Hsp90-Molekll ahnliche Kontakte existieren, die eine wichtige Rolle bei ATP-Bindung
und —Hydrolyse spielen.
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Abbildung 1.7: Kristallstruktur des N-terminalen Fragments von MutL (LN40)

LN40 ist ohne Nukleatid (links) und im Komplex mit AMP-PNP (rechts) gezeigt. Die
Loops, die nach Nukleotid-Bindung eine geordnete Konformation annehmen, sind in
rot markiert.

1.4.4. Hsp90 als Zielmolektl fur Anti-Tumor-M edikamente

Antibiotika aus der Familie der Ansamycine wie Geldanamycin und Herbimycin A
werden schon seit langerem als Antitumor-Medikamente diskutiert (Supko et al., 1995), dasie
die Aktivitdt onkogener Tyrosinkinasen wie v-Src oder ErbB-2 signifikant verringern (Uehara
et al., 1988). Ahnliche Antitumor-Eigenschaften wurden auch fir die chemisch nicht
verwandte Substanz Radicicol beschrieben, durch welche der Tumor-Phanotyp von src- oder
ras-transformierten Zelllinien umgekehrt werden kann. In beiden Falen wurde zunéchst
angenommen, dass die Antitumor-Wirkung auf eine direkte Inhibition der Proteinkinase-
Aktivitét zuriickzufthren ist. Es zeigte sich jedoch, dass das tatsachliche Zielmolekil beider
Substanzklassen Hsp90 ist (Whitesell et al., 1994; Sharma et al., 1998). Die
Antitumorwirkung beruht daher auf der Interferenz von Ansamycinen oder Radicicol mit der
Hsp90-abhéngigen Aktivierung der Substratproteine (Soga et al., 1998; Whitesell et al.,
1998).

Die Bindestelle fir Geldanamycin und Radicicol ist identisch mit der
Nukleotidbindetasche (Grenert et al., 1997; Roe et al., 1999; Stebbins et al., 1997; Schulte et
al., 1998; Prodromou et al., 1997b). Beide Substanzen erwiesen sich demzufolge als
hocheffektive, kompetitive Inhibitoren der intrinsischen ATPase-Aktivitée von Hsp90
(Panaretou et al., 1998; Roe et al., 1999; Schulte et al., 1998; Scheibel et al., 1998), da sie
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hohere Affinitdten fir das Hsp90-Molekll aufweisen als Nukleotide (Buchner, 1999). Im
Hsp90-gebundenen Zustand imitieren Geldanamycin und Radicicol die Struktur der an Hsp90
gebundenen Nukleotide und bilden dhnliche Wechselwirkungen zur Nukleotidbindestelle aus
(Roe et al., 1999) (Abbildung 1.6). So haben fast ale hydrophoben Interaktionen zwischen
Geldanamycin und Hsp90 ein exaktes Aquivaent im Hsp90-Nukleotid-K omplex (Prodromou
et al., 1997b; Stebbins et al., 1997). Wéahrend die Bindung von Geldanamycin an Hsp90 sehr
spezifisch ist, konnte keine Wechselwirkung zwischen Ansamycinen und Hsp70 beobachtet
werden, da in diesem Fall gebundene Nukleotide eine andere Konformation einnehmen
(Whitesell et al., 1994).

Da Ansamycine als kompetitive Inhibitoren fir ATP-abhéngige Funktionen von Hsp90
fungieren, wird auch die Assoziation von p23 mit Hsp90 durch Geldanamycin beeinflusst. So
kommt es in Anwesenheit von Geldanamycin zu einer Disruption der Hsp90/p23-Interaktion
(Johnson & Toft, 1995), was zu einem Arrest des Steroidrezeptorzyklus auf der Stufe des
.intermediate complex” fuhrt (Smith et al., 1995). Ob die Antitumorwirkung von
Geldanamycin in vivo alein auf der Disruption des Hsp90/p23-Komplexes beruht, oder ob
Geldanamycin zusétzliche Effekte auslbt, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch nicht
geklart. In vitro konnte anhand der isolierten Hsp90-Doménen gezeigt werden, dass
Geldanamycin in dhnlicher Weise wie ATP die Affinitét des N-terminalen chaperon-aktiven
Zentrums fUr nicht-native Proteine verandert, wahrend die C-terminale Chaperon-Aktivitét
davon unbeeinflusst ist (Scheibel et al., 1998).

Die essentielle Rolle von Hsp90 bei der Aktivierung wichtiger Antitumorzielmolekiile wie
Raf-1, Kinasen der Src-Familie und Cdk4 macht das Hsp90-Molekdl in jedem Fall auch zu
einem vielversprechenden Angriffspunkt, so dass wachsendes Interesse am klinischen Einsatz
von Geldanamycin, Radicicol und deren Derivaten besteht. Unabhéngig von dieser
Entwicklung erweisen sich diese spezifischen Hsp90-Inhibitoren als wichtige Hilfsmittel bel

der Aufkl&rung der in-vivo-Funktion von Hsp90-enthaltenden Chaperon-Systemen.

1.5. p23 —ein Hsp90-Partnerprotein im ,, matur e folding complex*

p23 ist ein stark saures Phosphoprotein, das erstmals im Jahr 1990 als Komponente des
reifen, nicht-aktivierten Progesteronrezeptorkomplexes in der Literatur beschrieben wurde
(Smith et al., 1990). Expressions- und Sequenzanalysen zeigten, dass es sich bei p23 um ein
in alen Geweben ubiquitdr exprimiertes und in héheren Eukaryonten hoch konserviertes
Molekll handelt (Johnson et al., 1994). Dahingegen weist Sbal, das p23-Homologe aus
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Saccharomyces cerevisiae, nur 26% Aminosaureidentitét zum menschlichen p23 auf (Bohen,
1998; Fang et al., 1998) (Abbildung 1.8).
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Abbildung 1.8: Aminosiuresequenzvergleich von hp23 und Sbhal

Ein zweites menschliches Homologes, tsp23 (transcript similar p23) besitzt 44%
Aminosaureidentitét zum p23-Protein und 17% Aminosdureidentitét zu Shal (Castilla, 1995).
Die beiden humanen p23-Proteine unterscheiden sich stark in ihren Expressionsmustern.
Wahrend p23 in fast alen Geweben auler Herz- und Skelettmuskel gleichermalien
nachgewiesen werden kann, scheint das Vorkommen von tsp23 hauptsachlich auf diese
beiden Gewebetypen beschrankt zu sein (Freeman et al., 2000). Sequenzhomologien der p23-
Proteine zu anderen Proteinfamilien konnten nicht festgestellt werden (Johnson et al., 1994).

p23 wird meist in Assoziation mit Hsp90 und Immunophilinen aus Zelllysaten isoliert,
wobei diese Wechsaelwirkung nicht substratabhangig ist, da auch Hsp90-Immunophilin-p23-
Komplexe in Abwesenheit von Substrat detektiert werden konnen (Johnson & Toft, 1994).
p23 bindet dabei direkt an Hsp90 und die Ausbildung dieser Wechselwirkung ist ATP-
abhangig und Geldanamycin-sensitiv (Johnson & Toft, 1995; Sullivan et al., 1997). Im
Gegensatz dazu weist p23 keine Affinitdt zu ADP-gebundenem Hsp90 auf (Sullivan et al.,
1997). In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung konnte anhand von ATPase-defizienten
Hsp90-Mutanten in vitro gezeigt werden, dass ATP-Hydrolyse nicht zur Ausbildung des
Komplexes bendtigt wird (Grenert et al., 1999). Die Funktion von ATP in diesem Kontext

scheint zu sein, HspP90 von einer Konformation mit niedriger Affinitét fur p23 zu ener
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Konformation mit hoher Affinitét umzuschalten (Grenert et al., 1997). Dies erklart auch den
positiven Einfluss des nicht-hydrolysierbaren ATP-Analogons ATPYS auf die Assoziation von
Hsp90 und p23 (Sullivan et al., 1997). Der Hsp90-p23-Komplex wird in vitro zusétzlich
durch das Detergens Nonidet P-40 und das Metalloxianion Molybdat stabilisiert (Sullivan et
al., 1997), welches schon seit langerem as stabilisierender Faktor fir nicht-aktivierte
Rezeptorkomplexe bekannt war (Redeuilh et al. 1987). Es wurde postuliert, dass Molybdat
nach ATP-Hydrolyse in der Hsp90-Nukleotidtasche bindet und dadurch Hsp90 in seiner ATP-
gebundenen Konformation festhalt (Grenert et al. 1999).

Wahrend fir viele Hsp90-Partnerproteine bekannt ist, an welcher Region von Hsp9O0 ihre
Bindung erfolgt, ist diese Frage fur p23 noch nicht endguiltig gekléart. Da die Wechselwirkung
von p23 mit Hsp90 durch N-termina gebundene Nukleotide reguliert wird (Grenert et al.,
1997), wurde die Bindestelle zun&chst in der N-terminalen Doméne vermutet. In-vitro-
Experimente mit Hsp90-Punktmutanten weisen jedoch darauf hin, dass auch C-terminale
Bereiche des Hsp90-Molekiils an dieser Interaktion beteiligt sind (Chen et al., 1998; Fang et
al., 1998). In Ubereinstimmung mit diesem Befund gelang es nicht, eine Wechselwirkung
zwischen p23 und der isolierten N-terminalen Domane von Hsp90 nachzuweisen (Scheibel et
al., 1999).

Neben Steroidhormonrezeptoren wurden verschiedene andere Hsp90-Substratproteine
identifiziert, welche die Anwesenheit von p23 im Heterokomplex fir eine korrekten
Faltungsprozess zu benttigen scheinen. Zu diesen Substratproteinen zahlen unter anderem die
reverse Transkriptase des Hepatitis-B-Virus (Hu et al., 1997) und Telomerase (Holt et al.,
1999). Da fur p23 in vitro eine Chaperon-Aktivitéat festgestellt werden konnte (Bose et al.,
1996; Freeman et al., 1996), ist es wahrscheinlich, dass Substratmolekiile im Heterokomplex
von p23 direkt kontaktiert werden. Die genaue Funktion des p23-Molekils in diesem Kontext
ist noch nicht geklart, obwohl Assemblierungsstudien des Glucocorticoid-
Aporezeptorkomplexes in vitro vermuten lassen, dass die Anwesenheit von p23 zu einer
Stabilisierung der hormonbindenden Form des Steroidhormonrezeptors fhrt (Dittmar et al.,
1997). Diese Vermutung wird auch durch in-vivo-Untersuchungen in Saccharomyces
cerevisiae bekréftigt. So fuhrt die Deletion von sbal zu einer erhdhten Sensitivitét von Hsp90-
abhangigen Faltungsprozessen gegenuber Ansamycin-Antibiotika (Bohen, 1998). Auch dies
lasst auf eine Destabilisierung des Hsp90-Substrat-Komplexes in Abwesenheit von p23
schlief3en. Im Widerspruch dazu wurde kirzlich postuliert, dass p23-Homologe keinen

Einfluss auf die Hormonbindeaktivitét sondern auf die Aktivierung der Transkriptionsaktivitét
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des Rezeptors ausiiben (Freeman et al., 2000). Nach dieser Hypothese moduliert p23 nicht die
Aktivitdt des Aporezeptormolekiils, sondern des Holorezeptors (d. h. die Ligandeneffizienz).
Um jedoch die prazise Funktion von p23 im Zusammenspiel mit Hsp90 definieren zu kdnnen,
ist es unerlasslich, weitere Substratmolekiile neben Steroidrezeptoren in diesem Kontext zu

untersuchen.

1.6. Problemstellung

Molekulare Chaperone der Hsp90-Familie binden Nukleotide mit vergleichsweise
schwachen Affinitéten. Als Konsequenz der Nukleotidbindung kann eine Modulation der
Affinitdten des Hsp90-Molekils fur Substrat- und Partnerproteine beobachtet werden. Im
Vergleich zu den detailliert analysierten Substratbinde- und ATP-Hydrolysezyklen anderer
molekularer Chaperone sind diese Zusammenhénge jedoch fir Hsp90 kaum verstanden.
Daher kdnnen auch in vitro beobachtete Einflisse auf die von Hsp90 katalysierte ATP-
Hydrolyse nur schwer erklart werden.

Aus diesem Grund sollte die ATPase-Aktivitdt des Hitzeschockproteins grundiegend
beschrieben werden. Ein Hauptziel war dabel, den kompletten ATPase-Zyklus des isolierten
Hsp90-Molekils in seine Teilreaktionen zu zerlegen und diese genauer zu charakterisieren.
Die Zuordnung kinetischer Parameter zu diesen Teilreaktionen und vor adlem die
Identifizierung des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes waren wichtige Fragestellungen,
da die Etablierung eines schlissigen Modells eine wichtige Vorraussetzung fir die
Beschreibung des durch ATP modulierten Chaperon-Zyklus von Hsp90 ist. Darliber hinaus
konnten die erhaltenen Informationen auch erkléren, warum die ATPase-Aktivitét des die
Nukleotidbindestelle enthaltenden N-terminalen Hsp90-Fragmentes im Vergleich zum
Wildtypprotein 10-fach verringert ist. Es wurde spekuliert, dass ahnlich wie im MutL-Protein
zusétzliche, aulferhalb der ATP-Bindedoméne liegende Aminosduren bendtigt werden, um
Kontakte zum Nukleotid auszubilden und dadurch die ATPase-Rate zu steigern. Diese
Theorie sollte mit Hilfe verschiedener C-terminal verkirzter Hsp90-Konstrukte Gberprift
werden.

Ein weiteres Thema der vorliegenden Arbeit war das Hsp90-Partnerprotein p23. Dieses
Protein scheint im Zusammenspiel mit Hsp90 eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung
des aktiven Zustandes von Substratmolekilen im Heterokomplex zu spielen. In der Literatur
beschrieben sind jedoch hauptséchlich die Funktionalitdten des isolierten Proteins in vitro

(Hsp90-Bindung und Chaperon-Eigenschaften). Die identifizierte Chaperon-Eigenschaft von
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p23 sollte im folgenden genauer analysiert werden. Es sollten weitere Substratproteine
getestet werden, um moglicherweise anhand eines umfassenden Substratspektrums Aussagen
Uber Bindeeigenschaften von p23 treffen zu koénnen. Darlber hinaus war es wichtig, die
Chaperon-Aktivitdt einem bestimmten strukturellen Bereich von p23 zuzuordnen. Ahnlich
wie schon beim Hsp90-Molekil geschehen, sollte daher eine Struktur-Funktions-Analyse des
p23-Molekils erstellt werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Verwendete M aterialien

2.1.1. Organismen
Bakterienstdmme;

Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS

Escherichia coli XL1-Blue

Hefestdmme:

Saccharomyces cerevisiae JC6a

F lon ompT hsdSg (rs” mg’), gal (Aclts857 ind1
Sam7 nin5 lacUV5-T7 genel) (Phillipset al.,
1984)

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 suppE44
relAllac[F proAB lac’ZAM15 Tn10(Tet")]

canl, ade2, leu2, his3, trpl, ura3, (hsc82::Leu2),
(hsp82::Leu2), (pep4d::His3) p2uGPD-Hsp82;
wurde von Susan Lindquist zur Verfligung
gestellt.

Infizierte Spodoptera frugiperda (SF9) Zellpellets wurden kommerziell vom University of

Colorado Cancer Center Tissue Culture Core (Denver, Colorado, USA) erworben. Die Sf9

Zellen waren 48 Stunden mit rekombinantem Autographa californica nuclear polyhedrosis

virus (ACMNPV) infiziert worden, dessen Polyhedrin Gen durch das Gen fur die [3-Isoform

von humanem Hsp90 ersetzt wurde.

2.1.2. Plasmide
Plasmid pET17b
Plasmid pET23a-hp23

Plasmid pET23ayp23
gestellt.

2.1.3. Proteine und Peptide
a-Glucosidase aus Hefe

Albumin aus Rinderserum (BSA)

wurde von David O. Toft zur Verfigung gestel It
(Johnson & Toft, 1994).

wurde von Brian C. Freeman zur Verflgung

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Serva, Heidelberg
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Alkalische Phosphatase aus Shrimp
Citratsynthase aus Schweineherz

Insulin aus Rinderpankreas

L aktatdehydrogenase aus Kaninchenmuskel
MAK33-1gG aus Maus

Malat Dehydrogenase aus Schweineherz
Proteinase K aus Tritirachium album
Pwo-Polymerase aus Pyrococcus woesei
Pyruvatkinase aus Kaninchenmuskel
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA Ligase

Trypsin aus Rinderpankreas

N-terminale Fragmente von Hefe Hsp82

Monoklonaler Antikorper JJ3 aus Maus
(anti-hp23; 1gG)
anti-Maus-1g-POD-K onjugat

PEP1

2.1.4. Chemikalien

Acetyl-Coenzym A, Trilithiumsalz
Acrylamid/Bisacrylamidl ésung (40%)
Adenosin-5'-diphosphat, Dinatriumsalz
Adenosin-5’-(y-thiotriphosphat), Lithiumsalz
Adenosin-5’ -triphosphat, Dinatriumsalz
a-*?P-Adenosin-5' -triphosphat (110TBg/mmol)
Adenylyl-imidodiphosphat, Tetralithiumsalz
Agarose NEEO, ultra pure
Ammoniumperoxodisulfat, p.a.

Ammoniumsulfat

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega, Mannheim

Sigma, St. Louis, USA

Paul Muschler (Technische Universitét,
M Unchen) und Klaus Richter (Technische
Universitdt, M inchen)

David O. Toft (Mayo Graduate School,
Minnesota), (Johnson et al., 1994)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Dr. Susanne Modrow, Institut fur

M edi zinische Mikrobiologie und Hygiene,
Universitét Regensburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Hartmann Analytic, Braunschweig
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
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Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Pepton

Bacto Trypton

Bacto Y east Extract

Bromphenolblau

Completel] Protease Inhibitoren
Coomassie Brilliant Blue R 250
Coomassie Protein Assay Reagent

5,5’ -Dithio-bis-Nitrobenzoesaure (DTNB)
1,4-Dithioerythrit (DTE)
Dithiobis(succinimidyl propionat) (DSP)
ECL-Westernbl ot-Detektionssystem
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure, Titriplex 111
Essigsaure

Glutaraldehyd, 25% in H,O

Glycerin

Guanidin Hydrochlorid, p.a
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-

N’ -2-ethansulfonséure (HEPES)

Isopropyl-B-D-thio-galactopyranosid (IPTG)

3-Mercaptoethanol

Milchpulver

NADH

NAD*

Natriumdodecylsulfat (SDS), reinst
p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid
Nonidet P-40 (10%)

Oxal acetat

Pefablocl]

Phosphoenol pyruvat

Serva, Heidelberg

Difco Biotec., Detroit, USA
Difco Biotec., Detroit, USA
Difco Biotec., Detroit, USA
Difco Biotec., Detroit, USA
Biorad, Munchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA
Pierce, Rockford, USA
Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Pierce, Rockford, USA
Amersham Pharmacia Biotech
Riedel de Haen AG, Seelze
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Riedel de Haen AG, Seelze
Serva, Heidelberg

ICN, Meckenheim

ICN, Meckenheim

ICN, Meckenheim

Biomol, Hamburg

Sigma, St. Louis, USA

Glucksklee

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Serva, Heidelberg

Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA
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Polyoxyethylen-sorbitan-monol aurat Sigma, St. Louis, USA

(Tween 20)

Ponceau S Lésung Serva, Heidelberg
Silbernitrat, p.a. Merck, Darmstadt
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg
Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Merck, Darmstadt

Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen und hatten
den Reinheitsgrad p.a. Puffer und Lésungen wurden mit quarzbidestilliertem Wasser

hergestellt; fur E. coli-Medien wurde Reinwasser benutzt. Alle Puffer wurden vor ihrer

Verwendung sterilfiltriert und fir

zusétzlich entgast.

2.1.5. Standards und Kits
BioRad Miniprep Kit

DNA Léngenstandard A/BstE |1
EnzChek ATPase-Assay Kit

High Pure PCR Product Purification Kit

High Range Molekularmassenmarker
Low Range Molekularmassenmarker
Promega Wizard Plasmid Miniprep Kit
Rainbow M olekularmassenmarker
Qiex Il Kit

2.1.6. Oligonuklectide
PCR-Primer flr Ap23:

Gelfiltrationssdulen und FPLC-Chromatographien

BioRad, Minchen

New England Biolabs, Schalbach
Molecular Probes Inc., Leiden,
Niederlande

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

BioRad, Minchen

BioRad, Mlinchen

Promega, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech

Qiagen, Hilden

Start: 5 GATC CAT ATG CAG CCT GCT TCT GCA 3
Stop: 5 GATCGAATTCTTA TTA CAT GTT GTT CAT CAT CTC AGA GAA 3

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) bezogen.
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2.1.7. Sonstige M aterialien
Cellulosenitrat Membranfilter

Centricon Mikrokonzentratoren 10 und 30
Centriplus Konzentratoren 10 und 30
Centriprep Konzentratoren 10 und 30
DC-Fertigfolien, PEI Cellulose
Dialyseschlauche Spectra/Por, 6000-8000 Da
Filterpapier

Immobilon P Membran

Kulturréhrchen (17 x 100 mm)
Microcon-Mikrokonzentratoren
Nitrocellulose Membran

PE Rohrchen (15ml/50ml)

Petrischalen aus Polystyrol
pH-Indikatorstabchen

Pottergefal’ und —kolben (handbetrieben)
Quarzkiivetten

Rontgenfilme X-OMAT AR

Sterilfilter
Tris-Glycin Gradientengele
Ultrafiltrationsmembranen YM10, YM30

Chromatographiematerialien:
DEAE Sephacel
Q-Sepharose Fast Flow
SP-Sepharose Fast Flow
Resource-Q (FPLC)
Hydroxylapatit CHT
Superdex 200 prep. grade
Superdex 75 prep. Grade

Sartorius, Géttingen
Amicon, Witten

Amicon, Witten

Amicon, Witten

Merck, Darmstadt
Spectrum, Houston, USA
Whatman, Maidstone, USA
Millipore, Bedford, USA
Elkay Laboratory Products, UK
Amicon, Witten

Millipore, Bedford, USA
Greiner & Sohne, Nurtingen
Greiner & Sohne, Nirtingen
Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Hellma, Mullheim

Eastman Kodak Company, Rochester,

USA
Renner, Darmstadt
Novex, San Diego, USA

Amicon, Witten

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Biorad, Minchen

Amersham Pharmacia Biotech

Amersham Pharmacia Biotech
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2.1.8. Medien und Puffer

Puffer, Medien und Medienzusétze fur Arbeiten mit Bakterien oder Hefen wurden direkt
nach ihrer Herstellung autoklaviert (Medien) bzw. sterilfiltriert (Puffer, Antibiotika)
(Sambrook, 1989). Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

Antibiotika und Medien:
LB-Medium 10 g/l Bacto Trypton
5 g/l Yeast Extract
5 g/l NaCl
Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf pH 7,5 eingestellt.

Y PD-Medium 10 g/l Bacto Y east Extract
20 g/l Bacto Pepton
20 g/l D(+)-Glucose
Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf pH 7,5 eingestellt.

Ampicillin-Stammlésung 100 mg/ml in H,0O, stabil bei -20°C
Die Stammldsung wird dem LB-Medium im Verhaltnis 1:1000
Zugesetzt.

Zur Herstellung von Agarplatten wurden dem jeweiligen Medium 15 g/l Agar
hinzugeflgt.

Puffer flr molekularbiologische M ethoden:
DNA-Auftragspuffer 50% v/v Glycerin
0,25% w/v Xylencyanol
0,25% w/v Bromphenolblau

TAE-Puffer 40 mM Trig/Acetat pH 8,0
1 mM EDTA
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TE-Puffer (steril) 10 mM Trig/HCI pH 8,0
1 mM EDTA

Bel der Verwendung von Kits und Enzymen wurden die jeweils von der Herstellerfirma

mitgelieferten Puffer benutzt.

Puffer flr proteinchemische Methoden

Puffer fir die Reinigung von humanem Hsp903

TEN,-Puffer 20 mM Trig/HCI, pH 6,9

0,1 mM EDTA
TEN00-Puffer TENg-Puffer mit 2100 mM NaCl
TEN;-Puffer TEN,-Puffer mit 1 M NaCl
KP-1-Puffer 20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,8
KP-3-Puffer 400 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,8
Gelfiltrationspuffer 40 mM HepesKOH, pH 7,5

400 mM KClI

5 % Glyzerin
Aufbewahrungspuffer 40 mM HepesKOH, pH 7,5

5 % Glyzerin
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Puffer fir die Reiniqung von Hefe Hsp90 (Hsp82)

Lyse-Puffer

NaP-Puffer

KP-1-Puffer

KP-3-Puffer

Gelfiltrationspuffer

Aufbewahrungspuffer

40 mM Hepes’/KOH, pH 7,5
50 mM NaCl

5mM EDTA

1mM DTE

5 % Glyzerin

20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 5,5
5 % Glyzerin

100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,8
5 % Glyzerin

300 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,8
5 % Glyzerin

40 mM Hepes/KOH, pH 7,5
400 mM KCl

20 mM MgCl;

5 % Glyzerin

40 mM HepesKOH, pH 7,5
20 mM KCl
5 % Glyzerin

Puffer fur die Reinigung von humanem p23 (hp23)

Reinigungspuffer

50 mM Trig/HCI, pH 7.5
10 mM Glyzerin

>smM DTE

2mM EDTA
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Gelfiltrationspuffer

Aufbewahrungspuffer

40 mM Hepes’KOH, pH 7,5
500 mM NaCl
5mM DTE

40 mM HepesKOH, pH 7,5
5mM DTE

Puffer fur die Reiniqung von Hefe p23 (yp23/Shal)

TE-Puffer

TEso- Puffer

TEs5q0- Puffer

Gelfiltrationspuffer

Aufbewahrungspuffer

50 mM Trig/HCI, pH 7,5
2mM EDTA

TE-Puffer
+ 50 mM KCI
+5mM DTE

TE-Puffer
+ 500 mM KCl
+5mM DTE

TE-Puffer
+ 100 mM NaCl
+5mM DTE

50 mM Tris/HCI, pH 7,5
2mM DTE

Puffer fir die Reiniqung von Ap23

Fur die Reinigung von Ap23 wurden identische Pufferbedingungen wie fir die Reinigung

von humanem p23 gewahlt.
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Weitere Puffer

TE-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 (25°C)
2mM EDTA

PBS-Puffer 4 mM KH,PO,4
16 mM Na,HPO,
115 mM NaCl

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle pH-Werte der Puffer bei 4°C eingestellt.

2.1.9. Gerate

Absorptionsspektrophotometer:
Perkin Elmer 551 S, UV/VIS-Spektrophotometer
Pharmacia Biochrom 4060, UV/VIS-Spektrophotometer
Pharmacia Ultrospec 3000, UV/V1S-Spektrophotometer
Jasco V-550, UV/VIS-Spektrophotometer

Spektrofluorimeter:
Perkin Elmer MPF 44 A, Fluoreszenz-Spektrophotometer

Circulardichroismus-Spektropolarimeter
Jasco J715, Spektropolarimeter mit PTC 343 Peltier-Temperiereinheit

Chromatographieeinheiten:
LKB 2211, Superrac-Fraktionskollektor
LKB 2238 Uvicord-S-11, UV-Durchfluf3photometer
LKB 2210, Zweikanal -Flachbettschreiber
LKB Peristaltische Pumpe P-1
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Pharmacia HiL oad- System:
Gradientenprogrammierer GP-10
Pumpe P-50

Einstrahlmonitor Uvicord-S-I|
Fraktionskollektor Redifrac
Einkanalschreiber REC-101

Pharmacia Gradi Frac-System:
Pumpe P-50

Kontrolleinheit UV-1
Optische Einheit UV-1
Zweikanal schreiber REC-112

Pharmacia FPLC-Anlage:

Kontrolleinheit LCC-500-Plus
FPLC-Pumpen P-500

Einstrahlmonitor UV-1 mit HR-10-Mef3zelle
Fraktionskollektor FRAC-100
Zweikanalschreiber REC-482

Gelelektrophorese- und Blotapparaturen:
LKB 2050 Midget, Elektrophorese-Einheit
Agarosegel-Apparatur Pharmacia LKB GNA 100
Biometra Fast-Blot-Apparatur

Spannungsgeréte:
LKB 2197, Power Supply
Pharmacia EPS 600, 3500 und 3501 XL, Power Supply
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Waagen:
Mettler Analysenwaage H-20-T
Sartorius Analysenwaage
Sartorius Halbmikrowaage L-160-D
Sartorius Halbmikrowaage BL -500-S

Zentrifugen:
Eppendorf Khlzentrifuge 5402

Eppendorf Tischzentrifugen 5415-C und 5417-C
Kontron Centrikon T-42K Kuhlzentrifuge
Hettich Mikroliter Zentrifuge 2041

Hettich Rotina 46-R Kihlzentrifuge

Sorvall Superspeed RC-2 und RC-5-B
Beckmann Avanti J-25 und J2-HS

Sonstige Geréte:
Amicon Ultrafiltrationszelle mit Filtermembran YM-10 und Y M-30
Autoklav MM Munchen 25 mit Dampfkessel (TRD) 601
Beckmann Szintillationsmessgerat LS-8000
Beckmann 89-60 pH-Meter

Brutschrank, Memmert

French Pressure Cell Press, Aminco SLM Instrument
Keithley Digitalthermometer mit Thermofuhler
Kryostaten Haake F3/K und Haake D-87-GH
Kuhlschrank Labcool, Sanyo

Magnetrihrer Heidolph MR-2000
Metallblockthermostat Reacti-Therm

Mytron Umluftinkubatoren

Molecular Dynamics Storm-860 Phospho Imager
Thermomixer 5436, Eppendorf
Zéellaufschlussmaschine, Amherst

Ziegra Eismaschine
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2.1.10. Computer programme:

Corel Draw 8.0 Corel Corporation Ltd

Corel Photo Paint 8.0 Corel Corporation Ltd

Microsoft Office 7.0 Microsoft

ProtParam Tools ExPASy (http://expasy.hcuge.ch)
Sigma Plot 4.01 fur Windows 95/NT Jandel Scientific

2.2. Mikrobiologische M ethoden

Zur Anzucht von Bakterien und Hefen wurden sterile Gefél3e und Ldsungen verwendet.

2.2.1. Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stammen

Die Anzucht von E. coli-Stdmmen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37°C in
LB-Medium in enem Umluftinkubator mit Schittelfunktion (200 Upm). Bei
plasmidtragenden Stdmmen wurde das entsprechende Antibiotikum zugegeben. Vorkulturen
wurden mit Einzelkolonien von LB-Agar-Platten oder aus Glycerinkulturen angeimpft. Das
Wachstum der Bakterien in Flissigmedium wurde durch Messung der optischen Dichte bel
600 nm verfolgt. Fur kirzere Zeitraume wurden E. coli-Stdmme auf LB-Agar-Platten bei 4°C
aufbewahrt. Bel einer langerfristigen Lagerung wurden Glycerinkulturen aus 0,85 ml einer
Ubernachtkultur mit 0,15 ml 87% (w/v) Glycerin vermischt, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -70°C gelagert.

2.2.2. Kultivierung und Konservierung von Hefestammen

Die Anzucht von S. cerevisiae Stammen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 30°C
in YPD-Medium in einem Umluftinkubator mit Schittelfunktion (200 Upm). Vorkulturen
wurden mit Einzelkolonien von Y PD-Agar-Platten oder aus Glyzerinkulturen angeimpft. Das
Wachstum der Hefen in Flissigmedium wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600
nm verfolgt. Fr kiirzere Zeitraume wurden S. cerevisiae Stamme auf Y PD-Agar-Platten oder
als Flussigkulturen in YPD-Medium bei 4°C aufbewahrt. Bel einer langerfristigen Lagerung
wurden Glyzerinkulturen aus 0,85 ml einer Ubernachtkultur mit 0,15 ml 87% (w/v) Glyzerin

vermischt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.
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2.3. Molekular biologische M ethoden
Zu molekularbiologischen Arbeiten wurden sterile Gefalle und Losungen verwendet.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Arbeiten bei Raumtemperatur durchgefthrt.

2.3.1. Agar ose-Gelelektrophorese von DNA

Agarosegele wurden nach der Vorschrift von Sambrook et al. (1989) unter Zusatz von 0,5
pg/ml Ethidiumbromid hergestellt. Hierfur wurde 1% (w/v) Agarose durch Erhitzen in TAE-
Puffer gel6st. Die Proben wurden mit 1/10 ihres Volumen DNA-Auftragspuffer versetzt und
anschlief3end mit einer konstanten Spannung von 100V elektrophoretisch getrennt. Die DNA
wurde nach dem Lauf mittels Licht der Wellenlange 254 nm sichtbar gemacht und das
Ergebnis photographiert. Anhand des mitgelaufenen A/BstEll-Standards wurden die Grof3en
der getrennten Fragmente abgeschétzt.

2.3.2. Isolierung und Reinigung von DNA
2.3.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Stammen
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach der Vorschrift der Firma

Promega mit dem Promega Wizard Plasmid Miniprep Kit durchgefihrt.

2.3.2.2. Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Reinigung von PCR-Produkten wurde die DNA in einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt. Die zu isolierenden Fragmente wurden unter langwelliger UV-Belichtung mit
einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem Qiex Il Kit der Firma Qiagen nach

Herstellerangaben gereinigt.

2.3.3. Enzymatische M odifikation von DNA
2.3.3.1. Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Analytische Restriktionshydrolysen wurden gewohnlich mit 0,1-0,5 pg DNA und je 5
Units der entsprechenden Restriktionsenzyme in einem vom Hersteller mitgelieferten Puffer
in enem Endvolumen von 20 pl durchgefihrt. Dabei wurde auf kompatible
Pufferbedingungen fir beide Restriktionsendonukleasen geachtet. Die Ansédtze wurden 60 min

bei 37°C inkubiert und anschlief3end auf einem Agarosegel analysiert.
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Préparative Ansdtze wurden in einem entsprechend vergréf3erten Volumen mit je 20 Units
Enzym durchgefiihrt und fur 2 Stunden inkubiert. Die verdaute DNA wurde im Anschluss mit

dem High Pure PCR Product Purification Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.3.3.2. Behandlung mit Alkalischer Phosphatase

Plasmid-DNA wurde nach dem Restriktionsverdau mit akalischer Phosphatase
behandelt. Diese Reaktion erfolgte im selben Ansatz wie die prdparative
Restriktionshydrolyse. Dazu wurden nach zehnminttiger Hitzeinaktivierung der
Restriktionsenzyme bei 75°C und anschliefendem Abkihlen dem Ansatz 1/10 Volumen an
Phosphatasepuffer und 6 Units akalische Phosphatase zugegeben. Nach einstiindiger
Inkubation bel 37°C wurde erneut Phophatase zugegeben und fir weitere 15 min inkubiert.
Zur Aufreinigung der DNA wurde der Verdau anschlief3end mit dem High Pure PCR Product
Purification Kit behandelt und konnte so direkt in die Ligation eingesetzt werden.

2.3.3.3. Ligation

Ligationen wurden mit etwa 200 ng geschnittener Plasmid-DNA nach Behandlung mit
alkalischer Phosphatase, geschnittenem Insert in drei- bis finffach molarem Uberschuss und 3
Units T4-DNA-Ligase bei 4°C Uber Nacht durchgefiihrt.

2.3.4. Polymer asekettenr eaktion (PCR)

Fur die von Mullis & Faloona (1987) entwickelte Polymerasekettenreaktion wurde anstelle
der standardmdl3ig verwendeten Tag-Polymerase die Pwo-Polymerase eingesetzt. Diese
zeichnet sich gegenliber der Tag-Polymerase durch erhdhte Zuverlassigkeit aus, da sie eine

proof-reading Eigenschaft besitzt. Ein Standardreaktionsansatz von 100 pl enthielt:

je 100 pmol Primer (Start und Stop Primer)

20-100 ng Template-DNA

je0,2mM dATP, dCTP, dGTPund dTTP

2,0 mM MgCl,

2,5 U Polymerase

10 pl vom Hersteller mitgelieferter 10x Reaktionspuffer
steriles bidestilliertes Wasser ad 100 pl
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Die Amplifizierung erfolgte zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen und

Aktivitdtsverluste der Polymerase als hot start unter folgenden Bedingungen:

Hot Start: 95°C 5 min, dann Zugabe der Pwo-Polymerase
Denaturierung: 95°C 30 sec
Annealing: 60°C 45 sec
Synthese: 72°C 1 min

Zahl der Zyklen: 36

Der Syntheseschritt im letzten Amplifikationszyklus wurde auf 4 min ausgedehnt, um die
Reaktion zu vervollstandigen.
Der Erfolg der PCR wurde auf einem 1%igen Agarosegel Uberprift, das gewtinschte Produkt

aus dem Gel isoliert und mit dem Gene Clean Kit gereinigt.

2.3.5. Transformation von E. coli-Zellen

Die Transformation von E. coli-Stammen mit Plasmid-DNA wurde nach der Methode
von Chung et al. (1989) durchgefiihrt. Diese Methode liefert eine Ausbeute von etwa 100
Transformanden pro pg Plasmid-DNA. Die transformationsfahigen Zellen konnen bei -70°C

aufbewahrt werden und stehen somit schnell fir eine Transformation zur Verflgung.

2.3.6. Sequenzierung von klonierten DNA-Fragmenten
Zur Sequenzierung wurden ca. 7 pg PEG-gefdlter Plasmid-DNA eingesetzt. Die
Sequenzierungen wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) durchgefihrt.

2.4. Prapar ative Methoden

Alle Proteinreinigungen wurden bel 4°C durchgefiihrt. Besonders zu Beginn jeder
Reinigung wurden den Proteinldsungen ausreichend Proteaseinhibitoren zugesetzt. Nach
jedem Reinigungsschritt wurde der Erfolg der Reinigung auf einem coomassiegeféarbten SDS-
Polyacrylamidgel analysiert und die gewlinschten Proteinfraktionen zur Weliterverarbeitung
vereinigt. Der Reinheitsgrad der endgultigen Proteinpréparation wurde mit Hilfe eines
silbergefarbten SDS-Polyacrylamidgel s abgeschétzt.
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2.4.1. Reinigung von humanem p23 (hp23)

Die Reinigung von humanem p23 efolgte nach der leicht modifizierten
Reinigungsvorschrift von Buchner et al. (19984).

Dazu wurde LBgny-Medium mit 1/50 Volumen einer Ubernachtkultur des
expressionsplasmidtragenden E. coli-Stammes BL21(DE3)pLysS/pET23a-hp23 angei mpft
und bei 37°C unter Schiitteln (200 Upm) inkubiert. Bei einer optischen Dichte (ODggo) von
0,4 wurde in den Kulturen die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die
Induktion erfolgte fur drel Stunden bei einer reduzierten Inkubationstemperatur von 25°C. Im
Anschlul® wurden die Zellen durch Zentrifugation (Sorvall, 5000 Upm, 5 min, 4°C, GS3)
geerntet, durch Resuspension in PBS-Puffer gewaschen und nochmals abzentrifugiert
(Sorvall, 5000 Upm, 5 min, 4°C, GS3). Die so erhatenen Zelpellets wurden dann in
Reinigungspuffer (/20 des urspringlichen Kulturvolumens) resuspendiert und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Lyse der Zellen erfolgte beim anschlieffenden Auftauen bei
Raumtemperatur. Nach Zentrifugation des Zellhomogenisats (Sorvall, 20000Upm, 60 min,
4°C, SS34) wurde humanes p23 aus der 16slichen Proteinfraktion nach folgendem Protokoll

isoliert:

1. Anionenaustauscherchromatographie:
Die lodliche Fraktion des Zellhomogenisats wurde auf eine DEAE-Sephacel-Saule

aufgetragen. Humanes p23 eluierte im Salzgradienten (0-0,5 M KCI in Reinigungspuffer) bei
ca. 0,3 M KCI von der Saule.

2. Ammoniumsul f atprazipitation:

Die vereinigten hp23-haltigen Fraktionen aus der DEAE-Chromatographie wurden in 2,5 M
Ammoniumsulfat prazipitiert. Humanes p23 verblieb dabei im |6slichen Uberstand und wurde
durch Zentrifugation (Sorvall, 20000 Upm, 60 min, 4°C, SS34) von den préazipitierten
Proteinen abgetrennt.

3. Anionenaustauscherchromatographie:

Der 16sliche Uberstand aus der Ammoniumsulfatprazipitation wurde nach Dialyse gegen
Reinigungspuffer auf eine Resource-Q-Saule aufgetragen. Die Elution gebundener Proteine
erfolgte mit einem KCI-Gradienten von 0-0,5 M in Reinigungspuffer, wobei humanes p23 bei
0,35-0,4 M KCI von der Séule gel6st wurde.
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4. Gdlfiltration:

Die vereinigten hp23-haltigen Fraktionen aus der Resource-Q-Chromatographie wurden
aufkonzentriert und auf eine Superdex-75-pg-Saule aufgetragen. Nach der Gelfiltration
wurden die Fraktionen, die zur Homogenitét gereinigtes hp23 enthielten, gegen
Aufbewahrungspuffer dialysiert, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Verwendung
bei —70°C gelagert. Die beschriebene Reinigungsvorschrift lieferte eine Ausbeute von 5 mg/l
Bakterienkultur.

2.4.2. Reinigung von Ap23

Die Renigung von Ap23 aus dem expressionsplasmidiragenden E. coli-Stamm
BL21(DE3)pLysS/pET17b-Ap23 erfolgte nach der Vorschrift fir die Reinigung von humanem
p23 (2.4.1.). Es wurden identische Pufferbedingungen gewahlt, mit der Ausnahme, dass die
Ammoniumsulfatprézipitation in 2,25 M Ammoniumsulfat erfolgte. Die Reinigung lieferte

eine dhnliche Ausbeute wie die Reinigung von humanem p23.

2.4.3. Reinigung von Hefe-p23 (yp23/Shal)

Die Reinigung von Sbal aus dem expressionsplasmidtragenden E. coli-Stamm
BL21(DE3)pLysS/pET23a-yp23 erfolgte nach der Vorschrift fir die Reinigung von humanem
p23 (2.4.1.). Dabei wurden die Pufferzusammensetzungen fur die Sdulenchromatographien
leicht modifiziert (siehe Abschnitt 2.1.8.), wobei jedoch die Salzgradienten zur Elution nicht
verdndert wurden. Die Ammoniumsulfatprézipitation wurde in 2 M Ammoniumsulfat
durchgefihrt. Die Reinigung lieferte eine dhnliche Ausbeute wie die Reinigung von humanem
p23.

2.4.4. Reinigung von humanem Hsp90f3

Humanes Hsp90B wurde aus baculovirus-infizierten Sf9-Zellen gereinigt. Das Protein
wurde aus den infizierten Zellen nach dem leicht modifizierten Protokoll von Buchner et al.
(1998b) isoliert. Dazu wurden die Sf9-Zellpellets gewogen und in 7,5 ml TENgo-Puffer pro
Gramm Zéellpellet resuspendiert. Nach einer 30 mindtigen Inkubationsphase auf Eis, um ein
ausreichendes Quellen der Sf9-Zellen zu gewahrleisten, wurde die Zellsuspension unter
Kuhlung durch sanftes, gleichméalliges Pottern (50 Wiederholungen) aufgeschlossen. Die

unléslichen Zellbestandteile wurden von den loslichen Proteinen durch Zentrifugation
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(Sorvall, 12000 Upm, 30 min, 4°C, SS34) abgetrennt. Die Aufreinigung der Proteinlésung

erfolgte in folgenden Schritten:

1. Anionenaustauscherchromatographie:
Die I6dliche Fraktion des Sf9-Zellaufschlusses wurde auf eine Q-Sepharose-Fast-Flow-Saule

aufgetragen. Humanes Hsp90B eluierte im Salzgradienten von TENoo — TEN; bel ca. 0,5 M
NaCl.
2. Hydroxylapatitchromatographie:

Nach Dialyse gegen KP-1-Puffer wurden die Hsp90-haltigen Fraktionen aus der
Anionenaustauscherchromatographie auf ene Hydroxylapatitsaule aufgetragen. Unter
ansteigenden Kaliumphosphatkonzentrationen (KP-1 bis KP-3) eluierte Hsp90 bei ca. 0,2 M
Kaliumphosphat von der Séaule.

3. Gelfiltration:

Die Hsp90-enthaltenden Fraktionen aus der Hydroxylapatitchromatographie wurden
aufkonzentriert und auf eine Superdex-200-pg-Saule aufgetragen. Nach der Gelfiltration
wurden die Fraktionen, die zur Homogenitét gereinigtes humanes Hsp903 enthielten, gegen
Aufbewahrungspuffer dialysiert, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Verwendung
bei —70°C gelagert. Die beschriebene Reinigungsvorschrift lieferte eine Ausbeute von 10
mg/g Sf9-Zellpellet.

2.4.5. Reinigung von Hefe-Hsp90 (Hsp82)

Hsp82 wurde nach der leicht modifizierten Vorschrift von Buchner et al. (1998b)
gereinigt. Dazu wurde YPD-Medium mit einer Vorkultur des Hsp82 Uberexprimierenden
Saccharomyces cerevisiae-Stammes JC6a angeimpft. Die Inokulation erfolgte mit 25 ml
Vorkultur pro Liter Endvolumen. Nach Inkubation der Hefekultur unter Schiitteln (200 Upm)
bei 30°C bis zu einer ODgyo Von 2 wurden die Zellen durch Zentrifugation (Beckmann, 5000
Upm, 10 min, 4°C, JA-10) abgeerntet. Die Hefezellen wurden dann durch Resuspension in
Lysepuffer gewaschen, abzentrifugiert (Beckmann, 5000 Upm, 10 min, 4°C, JA-10) und die
so erhaltenen Zellpellets nochmals in Lysepuffer (2,5 ml/g Hefezellen) aufgenommen. Der
Aufschlul3 der Hefezellen erfolgte durch zwei Zyklen in der Zellaufschlussmaschine (2,5
kbar), wobei die Zellsuspension zwischen den Passagen dreimal fur je 20 s mit Ultraschall
behandelt wurde. Nach Zentrifugation des Zellhomogenisats (Beckmann, 18000 Upm, 50 min,
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4°C, JA-25.10) wurde Hsp82 aus der |6dlichen Proteinfraktion nach folgendem Protokoll

isoliert:

1. Anionenaustauscherchromatographie:

Die Proteinlosung wurde auf eine DEAE-Sephacel-Saule aufgetragen. Zur Elution der
gebundenen Proteine wurde ein Salzgradient von 0,05 M bis 0,4 M NaCl angelegt. Hsp82
eluierte im Bereich von 0,2 M NaCl von der DEAE-Sephacel-Saule.

2. Kationenaustauscherchromatographie:

Nach Dialyse gegen NaP-Puffer wurden die vereinigten Fraktionen aus der DEAE-
Chromatographie auf eine S-Sepharose-Séule aufgetragen. Die Chromatographie erfolgte bei
einem pH Wert von 5,5, um den Anteil der an die Saule bindenden Proteine zu erhthen.
Hsp82 wurde aufgrund seines niedrigen isoel ektrischen Punktes nicht an die Séule gebunden
und befand sich im Durchlauf und in den Waschfraktionen der Saulenchromatographie. Mit 1
M Hepes/KOH-Puffer, pH 8,0 wurden die eluierten Fraktionen unmittelbar nach der
Chromatographie auf einen physiologischen pH-Wert zurtcktitriert.

3. Hydroxylapatitchromatographie:

Die vereinigten Durchlauf- und Waschfraktionen aus dem letzten Chromatographieschritt
wurden nach Diayse gegen KP-1-Puffer auf eine Hydroxylapatitsdule aufgetragen. Unter
ansteigenden Kaliumphosphatkonzentrationen (KP-1 bis KP-3) eluierte Hsp82 bei ca. 0,2 M
Kaliumphosphat von der Saule.

4. Gelfiltrationschromatographie:

Die Hsp82 enthatenden Fraktionen aus der Hydroxylapatitchromatographie wurden
aufkonzentriert und auf eine Superdex-200-pg-Séaule aufgetragen. Nach der Gelfiltration
wurden die Fraktionen, die zur Homogenitét gereinigtes Hsp82 enthielten, gegen
Aufbewahrungspuffer dialysiert, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Verwendung
bei —70°C gelagert. Die beschriebene Reinigungsvorschrift lieferte eine Ausbeute von 0,5
mg/g Zellpellet.
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2.5 Proteinchemische M ethoden
2.5.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (SDS-PAGE)

Fur die vorliegende Arbeit wurden 10 und 15%ige SDS-Polyacrylamidgele mit Trenn-
und Sammelgel hergestellt (modifizierte Methode nach Fling & Gregerson, 1986). Aul3erdem
wurden zur Anayse der Quervernetzungsexperimente kommerziell  erhdltliche,
gebrauchsfertige Tris-Glycin Gradientengele  (Novex, San Diego) benutzt. Bei der
Probenvorbereitung wurden die Ansédtze mit 1/5 ihres Volumens 5x Laemmli-Auftragspuffer
versetzt. Zur Reduktion der Disulfidbriicken wurde 3-Mercaptoethanol verwendet (Laemmli,
1970; Hannes & Rickwood, 1982). Vor dem Auftragen wurden die Proteine durch Erhitzen (1
min, 95°C) denaturiert.

Falls erforderlich wurden zur Aufkonzentrierung oder Entsalzung der Proteinproben vor
SDS-PAGE diese einer TCA-Préazipitation unterzogen. Dazu wurde der auszufallenden Probe
eiskalte TCA zu einer Endkonzentration von 10% zugesetzt. Der Ansatz wurde 15 min auf Eis
inkubiert und anschlief3end abzentrifugiert (Eppendorf-Kihlzentrifuge, 14000 Upm, 5 min,
4°C). Die Proteinpellets wurden mit eiskaltem 80%igem Aceton gewaschen und zur Beladung
des Gels im gewinschten Volumen einfachen Laemmlipuffers (+B-Mercaptoethanol)
aufgenommen.

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte bel einer konstanten Stromstérke von 25 mA
pro Gel. Um das Molekulargewicht der einzelnen Proteine abschatzen zu kdnnen, wurde

zusétzlich ein Molekulargewichtsstandard auf die Gele aufgetragen.

2.5.2. Farbemethoden
Zur Farbung der Proteingele wurden zwei verschiedene Farbeverfahren eingesetzt. Zum
einen die hoch empfindliche Silberfarbung (Nachweisgrenze: 10 ng) und die Farbung nach

Fairbanks, deren Nachweisgrenze bel 100 ng liegt.

2.5.2.1. Silberféarbung
Die Silberfarbung wurde nach der Vorschrift von Heukeshoven & Dernick (1988)

durchgefuhrt. Es wurde folgendes Farbeprotokol | verwendet:
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Fixierer 1. 10-30 min 30 % (v/v) Ethanol, 10% Essigsdure

Fixierer 2: 30-60 min 2 ml 25% Glutaraldehyd, 0,1 g Natriumdithiosulfat ad 100 ml mit
0,4 M Natriumacetat, 0,5 % (v/v) Essigsaure, 30 % (v/v) Ethanol

Waschen: 3x 10 min H,O

Farbelésung: 45 min 0,5ml 1,2 M Silbernitratl6sung, 25 pl Formaldehyd (37 % (w/v))
ad 100 ml mit H,O bidest.

Entwickler: 1-5 min5 g Natriumcarbonat (wasserfrei), 75 ul Formaldehyd (37 % (w/v))
ad 200 ml mit H,O bidest.

Stopplésung: =10 min 50 mM EDTA,pH 7,5

2.5.2.2. Farbung nach Fairbanks (Fairbanks et al., 1971)

Nach dieser Farbemethode werden die SDS-Polyacrylamidgele in Losung A gefarbt und
dann schrittweise in den Losungen B, C und D entfarbt. Durch kurzes Aufkochen der
Proteingele kdnnen die Inkubationszeiten in den verschiedenen Lésungen, abweichend von

der Originalvorschrift (2 h férben und jeweils 1 h entfarben) auf etwa 10 min verkirzt werden.

Férbe- und Entfarbel dsungen:

Loésung A:  25% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) techn. Eisessig, 0,05% (w/v) Coomassie
Blau R

Losung B:  10% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) techn. Eisessig, 0,005% (w/v) Coomassie
Blau R

Loésung C:  10% (v/v) techn. Eisessig, 0,002% (w/v) Coomassie Blau R

Loésung D:  10% (v/v) techn. Eisessig

2.5.3. Immunoblotting

Western Blots wurden in einer Semi-Dry-Blot-Apparatur durchgefuhrt (Khyse-Anderson,
1984). Die Dauer des Blotvorganges betrug 90 min bel einer konstanten Stromstérke von 1
mA/cm?2. Mit Hilfe der reversiblen Ponceau-S-Farbung wurde der Transfererfolg Uberprift
(Salinovich & Montelaro, 1986). Anschlief3end erfolgte der Nachweis der Proteine mittels

immunspezifischer Farbung nach folgendem Protokoll (modifiziert nach Blake et al., 1984):

Absattigung der Membran mit 5% Milchpulver in PBS-0,05% Tween

Inkubation mit priméarem Antikorper (1:500 — 1: 5000 verdinnt in PBS-0,05% Tween mit 1%
Milchpulver) fir 90 min

Waschen mit PBS-0,1% Tween fir 5x 5min
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Inkubation mit sekundéarem Antikorper (1:1000 — 1: 4000 verdinnt in PBS-0,05% Tween mit
1% Milchpulver) fir 45 min

Waschen mit PBS-0,1% Tween fir 5x 5min

Nachweis der immunspezifisch gefarbten Banden mit dem ECL System nach Vorschrift des

Herstellers

2.5.4. Proteinbestimmungsmethoden
2.5.4.1. Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Zur Proteinbestimmung nach Bradford wurde die Farbel 6sung (Coomassie Protein Assay
Reagent) 1:2 mit H,O bidest verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden jeweils 1 ml mit 100
pul Probe versetzt. Die Ansdtize wurden 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlief3end deren Absorption bel 595 nm bestimmt. Es wurde eine Eichkurve mit BSA
erstellt, wobei die exakte BSA-Konzentration photometrisch bei 280 nm ermittelt wurde
(BSA: Azgonm, 0.1% = 0,667).

2.5.4.2. Proteinbestimmung durch UV-Absorption (modifiziert nach Wetlaufer, 1962)

Die Konzentration zur Homogenitét gereinigter Proteine wurde préferentiell durch UV-
Absorption ermittelt. Dazu wurde die Proteinprobe zunachst zentrifugiert (Eppendorf-
K uihlzentrifuge, 14000 Upm, 15 min, 4°C). Die Absorption des |6slichen Uberstandes wurde
bei einer Wellenlange von 280 nm vermessen. Aus der Aminosaurezusammensetzung des zu
analysierenden Proteins wurde mit Hilfe des Programms ProtParam die UV-Absorption bei
280 nm einer 0,1% Losung (bei 1 cm Schichtdicke der Kivette) dieses Proteins bestimmt
(nach Wetlaufer, 1962). Mit diesen Parametern wurde dann die Konzentration der
vermessenen Proteinprobe errechnet. Fir die in der vorliegenden Arbeit verwendeten,

selbstgereinigten Proteine wurden folgende A bsorptionswerte von ProtParam errechnet:

Protein A280nm, 0,1% Protein A280nm, 0,1%
Humanes Hsp90B 0,65 N210 0,56
Hsp82 0,66 N272 043
Humanesp23 1,67 N386 0,78
sbal 1,19 N451 0,72

Ap23 2,02 N527 0,70
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2.6. Spektroskopische Methoden

Bel alen spektroskopischen Untersuchungen wurden die aufgenommenen Spektren gegen
eine Pufferreferenz korrigiert, deren Zusammensetzung der zu vermessenden Probe entsprach,

wobei jedoch das Protein gegen ein agquivalentes Volumen an Puffer ersetzt wurde.

2.6.1. Absor ptionsspektroskopie

Proteine absorbieren Licht im UV-Bereich des Spektrums. Im Wellenléngenbereich von
180 bis 240 nm wird die Absorption der Proteine durch die Carbonylgruppen der
Peptidbindungen bestimmt, wéahrend im Bereich von 250 bis 300 nm insbesondere die
aromatischen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sowie in geringem Mal3e
Disulfidbriicken absorbieren. Der Absorptionsanteil der drei aromatischen Aminosauren ist
dabel unterschiedlich grof3, da sie sich sowohl in ihrem molaren Extinktionskoeffizienten als
auch in der maximalen Absorptionswellenldnge unterscheiden.

Zur Vorbereitung auf die Spektrenaufnahme wurden die Proteinldsungen Uber Nacht
gegen den entsprechenden Puffer dialysiert. Das Dialysat wurde abzentrifugiert (Eppendorf-
K uhlzentrifuge, 14000 Upm, 15 min, 4°C) und der |6sliche Uberstand wurde in Quarz-UV-
Kvetten vermessen. UV-Absorptionsspektren wurden in der Regel im Wellenldngenbereich
von 400 bis 240 nm bei 25°C aufgenommen. Aus dem Wert der UV-Absorption bel 280 nm
konnte die Proteinkonzentration ermittelt werden (siehe 2.5.4.2.). Aus dem Verhdtnis der
Absorption bel 280 nm und 260 nm (Azso2e0) lief? sich der Grad der Verunreinigung der
Proteinldsung durch Nukleotide abschétzen. Das Vorhandensein von Aggregaten wurde, falls

vorhanden, durch eine Grundliniendrift oberhalb von 300 nm angezeigt.

2.6.2. Circulardichroismus-(CD)-M essungen
Unter Circulardichroismus versteht man die unterschiedliche Absorption von links und
rechts polarisiertem Licht durch optisch aktive Molekile. Je nach Wellenldnge des
eingestrahlten Lichtes unterscheidet man beim Circulardichroismus zwel Bereiche:
* Die Fern-UV- oder Amidregion erstreckt sich von 170 bis 250 nm. CD-Spektren in
diesem Bereich enthalten Informationen tber die Anordnung der Peptidbindungen und
somit die Sekundarstruktur eines Proteins. Charakteristische Signale sind ein

Doppelminimum bel 208 und 222 nm, welches auf a-Helices zurtickzufhren ist, und
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ein weniger ausgepragtes Minimum bel 218 nm, welches auf B-Faltblattstrukturen
hinweist (Schmid, 1989).

 CD-Banden im Nah-UV-Bereich (250 bis 350 nm) werden beobachtet, wenn
aromatische Seitenketten Tell einer asymmetrischen Struktur darstellen, wie es im
gefalteten Protein der Fall ist. Anders als im Fern-UV-Bereich kdnnen diese Banden
jedoch nicht definierten Strukturelementen zugeordnet werden. Ebenso wie ein
Infrarotspektrum liefern sie jedoch einen , Fingerabdruck® fur ein spezielles Protein
(Schmid, 1989).

CD-Signale werden as Elliptizitdt © in Grad angegeben. Standardisierung in molare

Elliptizitéat erfolgt durch folgende Formel:

_ ©000MRW  ©[100[M,

Owaw = cld cl [N,
mit.  Owrw: Elliptizitat der Aminoséure (Grad x cm? x dmol ™)

o: gemessene Elliptizitéat
MRW. mittleres Molekulargewicht der Aminosauren
C Konzentration der Proteinldsung (mg/ml)
d: Schichtdicke der Klivette (cm)
M;: Molekulargewicht (g/mol)
Na: Anzahl der Aminosauren je Proteinkette

In der vorliegenden Arbeit wurden Fern-UV-CD Spektren von hp23 und durch
proteolytischen Verdau identifizierten Fragmenten von hp23 erstellt. Zur Vorbereitung auf
die Spektrenaufnahme wurden die Proteine Gber Nacht gegen 40 mM Kaliumphosphatpuffer,
pH 6,8 dialysiert und die dialysierte Proteinlésung im Anschluss abzentrifugiert (Eppendorf-
Kuhlzentrifuge, 14000 Upm, 15 min, 4°C). Fen-UV-CD Spektren wurden in
thermostatisierten Quarz-Kuvetten (20°C) mit einer Schichtdicke von 0,1 cm im
Wellenlangenbereich von 250 bis 200 nm aufgenommen. Die Proteinkonzentration betrug
dabel 0,2 mg/ml.

Um den Einflul3 erhohter Temperaturen auf die strukturelle Integritét der Proteine zu
untersuchen, wurde deren CD-Signal bel einer ausgesuchten Wellenlénge vermessen, wahrend

die Proteinlésung mit einer konstanten Heizrate von 0,5°C/min im Bereich von 20°C bis 80°C
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erwdrmt wurde. Im Anschlul3 wurde die Proteinlosung mit derselben Geschwindigkeit

abgekihlt, um die Reversibilitét des Prozesses zu Uberprifen.

2.6.3. Lichtstreuungsmessungen

Aggregation von Proteinen infolge thermischer oder chemischer Denaturierung wurde mit
Hilfe von Lichtstreuungsmessungen verfolgt. Die Messungen erfolgten entweder im
Absorptionsspektrophotometer oder im Fluoreszenzspektrophotometer, wobei im letzteren
Fall die Anregungs- und Emissionswellenldngen gleich gewahlt wurden. Um ein Absinken der
Aggregate zu vermeiden, erfolgten die Messungen, wenn moglich, unter konstantem Ruhren.
Die Versuche wurden in thermostatiserbaren Kuivettenhaltern durchgefihrt und die
Temperatur wurde in einer Referenzkiivette Uberprift. Die genauen Parameter der jeweiligen
Experimente sind im entsprechenden Tell dieser Arbeit beschrieben (sehe 2.9.1.2., 2.9.2,,
2.9.3.,2.9.4).

2.7. Proteolytische Spaltung von Proteinen

Die proteolytische Spaltung zur Erzeugung stabiler Fragmente von humanem p23 wurde
entweder mit Proteinase K oder mit Trypsin durchgefiihrt. Das zu spaltende Protein wurde
dazu in 40 mM Hepes/KOH-Puffer, pH 7,5, 5 mM EDTA inkubiert. Die Proteinkonzentration
betrug 0,1 mg/ml in einem Endvolumen von 100 pl. Die Spaltreaktion wurde durch Zugabe
eines molaren Unterschusses an Protease gestartet (bei Proteinase K 4000-facher Unterschuss,
bei Trypsin 50-facher Unterschuss). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots von 19 pl
aus dem Reaktionsansatz entnommen, in denen durch Zugabe von 1 pl Completel] Protease
Inhibitorlésung die Proteolyse gestoppt wurde. Die Aliquots wurden im Anschluss auf einem
12,5 — 20%igen SDS-PAGE Gradientengel analysiert.

2.8. Chemische Quervernetzung von Proteinen

Zur Analyse der Wechselwirkung von Proteinen untereinander wurden die zu
untersuchenden Proteine chemisch quervernetzt. Als quervernetzendes Reagenz wurde der
thiolspaltbare Crosslinker Dithiobis(succinimidylpropionat) (DSP) verwendet, welcher
Proteine in einer zu Glutaradehyd vergleichbaren Reaktion Uber deren Lysinseitenketten
kovalent miteinanader verknupft. Die Reaktion wurde in 40 mM Hepes/KOH, pH 7,5, 10 mM
MgCl, in einem Endvolumen von 20 pl durchgefihrt. Die Konzentrationen der zu

vernetzenden Proteinkomponenten lagen dabel zwischen 0,2 und 0,4 mg/ml. Je nach Testreihe
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wurden den Reaktionsansétzen weitere Komponenten beigefigt, um optimae
Vernetzungsbedingungen zu erhalten (siehe Bildunterschriften). Die Proteine wurden bel
30°C fur 30 min inkubiert um eine ausreichende Komplexbildung zu gewéhrleisten.
Anschlieflend wurde die Vernetzungsreaktion durch Zugabe von DSP zu einer
Endkonzentration von 250 uM gestartet und die Inkubation fir 30 min bei Raumtemperatur
fortgesetzt. Der Stopp der Reaktion erfolgte durch Zugabe eines Uberschusses an Tris/HCI
(pH 8.0), wodurch freie , noch nicht reagierte DSP-Moleklle abgefangen und inaktiviert
wurden. Die quervernetzten Ansdtze wurden im Anschluss durch SDS-PAGE auf 4 —

12%igen Gradientengelen analysiert.

2.9. Chaperon-Assays

In der vorliegenden Arbeit wurden Aktivitétstests und Aggregationsmessungen an
Substratproteinen durchgeftihrt, die denaturierenden Bedingungen ausgesetzt waren. Ziel
dieser Experimente war es, den Einflul? von p23 auf den Aktivitdtsverlust und das
Aggregationsverhalten dieser nicht-nativen  Substratproteine zu untersuchen. Als

M odellsubstrate wurden dabei folgende Proteine gewahit:

2.9.1. Chaperon-Assays mit Citratsynthase (CS) als Substratprotein
2.9.1.1. Citratsynthase-Aktivitatstest

Citratsynthase aus Schweineherz ist ein Enzym der mitochondrialen Matrix und liegt
nativ als Homodimer aus Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 48900 Davor. Das
Enzym katalysiert im Citratzyclus die Umwandlung von Oxalacetat, Acetyl-CoA und Wasser
zu Citrat und Coenzym A. Diese Reaktion stellt eine Aldolkondensation von Oxalacetat mit
Acetyl-CoA zu Citryl-CoA dar, der sich die Hydrolyse von Citryl-CoA zu Citrat und CoA-SH
anschlieft.

CH,-COO
O=CO COoO O=C0O CH3; o
] + o +H0 - OHO COCOO" +HSOCoA +H0
CH,-COO SO CoA o
CH,-COO

Oxalacetat +  Acetyl-CoA Citrat +  CoenzymA
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Die freien SH-Gruppen am Coenzym A, die bei dieser Reaktion entstehen, werden im
Aktivitdtstest mit DTNB, einem Thiolnachweisreagenz, nachgewiesen. Die durch die
Thiobenzole entstehende Gelbféarbung wird im Photometer bei 412 nm gemessen.

Im Aktivitdtstest wurde die thermische Inaktivierung der Citratsynthase sowie der Einfluf
von p23 auf diese untersucht (Buchner et al., 1998c). Die Citratsynthase (15 uM
Stammldsung bezogen auf das Monomer) wurde 1:100 im Testansatz verdunnt und bei 43°C
inkubiert. Zur Inaktivierung wurde das zu untersuchende Protein in unterschiedlichen
Konzentrationen beigegeben. Je 20 pl wurden zu definierten Zeitpunkten entnommen und
sofort in den Aktivitétstest eingesetzt. Die Inaktivierungskinetiken wurden in 40 mM
Hepes/KOH, pH 7,5 durchgefihrt.

Folgende Reagenzien wurden fur den Test in Halbmikroplastikktvetten vorgelegt und auf
25°C temperiert:

0,93 ml 50 mM TE-Puffer pH 8,0

0,01 ml 10 mM DTNB (in TE-Puffer pH 8,0)
0,01 ml 10 mM Oxalacetat (in 50 mMM Tris)

0,03 ml 5 mM Acetyl-CoA (in TE-Puffer, pH 8,0)

Die spezifische Aktivitét der Citratsynthase konnte nach folgender Formel berechnet werden:

spez. Akt. = AE/min x V /(ex d X v X €)
V = Testvolumen [ml]
€ = molarer Extinktionskoeffizient [= 13600 /M x cm]
d = Schichtdicke [cm]
v = Probenvolumen [ml]

¢ = Konzentration des Enzyms [mg/ml]

Zur Interpretation der Werte wurde die Aktivitdt der nativen Citratsynthase zum Zeitpunkt
Null gleich 100 % gesetzt.

2.9.1.2. Citratsynthase-Aggregationstest

Mitochondriale  Citratsynthase eignet sich auch as Modelsubstrat  fir
Aggregationsmessungen, da dieses Protein bereits bel 43°C unter Aggregatausbildung
irreversibel denaturiert.  Diese  Aggregatbildung  kann  photometrisch  oder
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spektrofluorometrisch bestimmt werden, da sie zu vermehrter Lichtstreuung der ProteinlGsung
fuhrt (Jakob et al., 1995; Buchner et al., 1998c)

Zur Messung im Spektrofluorometer wurde eine Stammldsung mitochondrialer
Citratsynthase (30 pM in TE-Puffer bezogen auf das Monomer) 1:200 in den 1,5 ml
Inkubationsansatz (40 mM HepesKOH, pH 7,5 verdinnt. Die Aggregation der
Citratsynthase bel 43°C wurde in thermostatisierbaren Kivettenhaltern bei Anregungs-und
Emissionswellenléangen von 500 nm (Spaltbreite 2 nm) kontinuierlich Gber einen Zeitraum
von 30 min verfolgt. p23 wurde in unterschiedlichen Konzentrationen im Inkubationsansatz
vorgel egt.

Die Messung von Citratsynthaseaggregation im Absorptionsspektrophotometer wurde
nach einem leicht modifizierten Protokoll durchgefiihrt. Demnach wurde der Raktionsansatz
auf ein Volumen von 120 pl reduziert und die CS-Konzentration in der Kuvette auf 4 pM
abgeéndert. Die von der aggregierenden CS ausgel6ste Lichtstreuung wurde bei 360 nm im

Photometer verfolgt.

2.9.2. Malatdehydr ogenase-Aggr egationstest

Malatdehydrogenase (MDH), ein mitochondriales Enzym des Citratzyclus, ist ein
Homodimer aus 35000-Da-Untereinheiten. MDH wird wie CS haufig in Chaperon-Assays
eingesetzt, da Inkubation bei 37°C zu Aktivitéatsverlust und Aggregation des Proteins fihrt
(Hartman et al., 1993).

Der Einflul3 von p23 auf die temperaturinduzierte MDH-Aggregation wurde bei 46°C
vermessen, da sich diese Temperatur in Vorversuchen as gunstig erwiesen hatte, um
geeignete Aggregationskinetiken zu erhalten. Die Messung erfolgte im Spektrofluorometer
analog zum Citratsynthase-Aggregationstest (2.9.1.2.), wobei die Anregungs-und
Emissionswellenléngen auf 360 nm (Spaltenbreite 2 nm) verschoben wurden. Die MDH-

Konzentration in der Klvette betrug 200 nM (bezogen auf das Monomer).

2.9.3. a-Glucosidase-Aggr egationstest

o-Glucosidase aus S. cerevisiae ist ein monomeres Protein mit einer molekularen Masse
von 68000 Da. Wie CS oder MDH wird a-Glucosidase bei erhdhten Temperaturen rasch
inaktiviert, und die inaktiven Molekile zeigen eine starke Tendenz zur Aggregation (HOll-
Neugebauer & Rudolph, 1991).
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Der Einflul3 von p23 auf die Aggregation von a-Glucosidase wurde bel 49°C vermessen.
Die anderen Parameter des Experiments sind diesselben wie beim Malatdehydrogenase-
Aggregationsassay mit der Ausnahme, dass die Aggregationsreaktion in 0,1 M Tris/Cl, pH 7,6
durchgefuhrt wurde. Die Proteinkonzentration in der Kuivette betrug wie beim CS-

Aggregationsassay 150 nM.

2.9.4. Insulin-Aggr egationstest

Insulin liegt in seiner aktiven Form als Heterodimer aus zwel Polypeptidketten vor, die
miteinander durch zwei Disulfidbricken verbunden sind. Ein Aufbrechen dieser
Disulfidbriicken durch Reduktionsmittel wie DTE fihrt zur Aggregation der 30 Aminosaure
langen B-Kette des Molekils, wahrend die A-Kette in Lésung bleibt (Sanger, 1949). Folglich
kann &hnlich wie bel Citratsynthase, Malatdehydrogenase oder a-Glucosidase der Einfluf3 von
Chaperonen auf das Aggregationsverhalten der reduzierten Insulinkette getestet werden. Dabei
bietet der Insulinassay jedoch den Vorteil, dass er bel unterschiedlichen Temperaturen
durchgefthrt werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Insulin-Aggregationstests in 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 und 100 mM KCI durchgefihrt. Die durch Aggregation
hervorgerufene Trubung der Losung wurde bel 650 nm in einem Spektrophotometer verfolgt,
das mit einer Temperaturkontrolleinheit ausgestattet war. 45 pM Insulin in einem
Endvolumen von 120 pl wurden bei 30°C mit verschiedenen Konzentrationen an p23
vorinkubiert. Die Aggregationsreaktion wurde durch die Zugabe von DTE zu einer

Endkonzentration von 20 mM gestartet und Uber einen Zeitraum von 30 min vermessen.

2.10. AT Pase-Aktivitatstests

ATPase-Aktivitatsbestimmungen von humanem Hsp90, Hsp82 und Hsp82-Fragmenten
wurden nach der Methode von Kornberg et al. (1978) durchgefihrt. Dabei wird die Hydrolyse
von an der a-Phosphatgruppe radioaktiv markiertem ATP zu ADP und Phosphat vermessen.
Die Methode von Kornberg zeichnet sich gegentiber anderen tblichen ATPase-Aktivitétstests
durch hohe Sensitivitédt aus. Zudem bietet sie den Vorteil, dass der ATP-Hydrolyse keine
weiteren Reaktionen nachgeschaltet werden miissen, um ein messbares Signal zu erhalten, wie

es bei gekoppelten enzymatischen Tests der Fall ist.
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2.10.1. Steady-State Hydrolyse-Messungen

Zur Bestimmung der Steady-State Hydrolyserate von Hsp90 wurde das Protein, wenn
nicht anders angegeben, in 40 mM HepesKOH, pH 7,5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl;
verdinnt. Die Hsp90-K onzentration in den Messansétzen betrug dabei zwischen 5 und 20 uM
in Endvolumina von 20 bis 60 pl. Die ATPase-Reaktion wurde durch die Zugabe eines
Gemisches aus unmarkiertem und radioaktiv markiertem ATP (0-*P-ATP) gestartet, so dass
die ATP-Endkonzentration im Ansatz 2 mM betrug. Ublicherweise enthielt ein
Reaktionsansatz zwischen 0,1 und 1 uCi radioaktiv markiertes ATP. Wahrend der
Inkubationsphase bei 37°C wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquots von 3 ul aus dem
Reaktionsansatz entnommen, in denen die ATP-Hydrolyse durch Zugabe von 2 pl einer 60
mM EDTA-LGsung gestoppt wurde. 4 pl dieses gestoppten Ansatzes wurden 2,5 cm vom
unteren Rand entfernt auf eine PEI-Cellulose Diinnschichtchromatographieplatte aufgetragen.
Die Chromatographie wurde in 0,5 M LiCl und 2 N Amesensdure fur ca 25 min
durchgefiihrt. Dabei wurde radioaktiv markiertes ADP vom nicht hydrolysierten radioaktiven
ATP aufgrund der unterschiedlichen Ladungsdichte beider Nukleotide abgetrennt. Die
Chromatographieplatten wurden unter Rotlicht getrocknet und die ATP- bzw. ADP-Spots
wurden mit Hilfe eines Molecular Dynamics Storm 860 Phosphoimagers quantifiziert. Nach
Abzug der entsprechenden Nullprobenwerte konnte so die tatséchliche Menge an

produziertem ADP nach folgender Formel berechnet werden:

M ADP = counts( ADP) [2000uM
H " counts( ATP) + counts( ADP)

2.10.2. Single-Turnover Messungen

Zur Bestimmung der Single-Turnover Hydrolyse-Rate eines Proteins wird Ublicherweise
ATPim molaren Unterschuss zum Protein zugegeben, um zu gewahrleisten, dass die Reaktion
nach einem komplett durchlaufenen Zyklus zum Erliegen kommt. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Verhdtnis von Hsp90 zu ATP daher auf 1 : 0,8 eingestellt, wobel die Protein-
konzentrationen im Vergleich zu den Steady-State Messungen signifikant erhéht wurden. Die
Durchfuhrung des Experiments verlief nach dem oben beschriebenen Protokoll (2.10.1.1.).
Nach der Messung wurde die erhaltene Kinetik nach folgender Gleichung erster Ordnung
gefittet, um die Ratenkonstante der Hydrolysereaktion zu erhalten: y = a(1-e™)
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Charakterisierung der AT Pase-Aktivitat von Hsp82
3.1.1. Festlegung geeigneter Messparameter fur die ATPase-Aktivitatstests

Die fur die Messung der durch Hsp90 katalysierten ATP-Hydrolyse-Reaktion
beschriebenen Aktivitétstests beruhen Ublicherweise auf dem Prinzip des gekoppelten
enzymatischen Tests nach Kreuzer und Jongeneel (1983) (Panaretou et al., 1998; Prodromou
et al., 1999). Da bel diesem Testverfahren die Beteiligung mehrerer Enzymkomponenten an
der Signalentwicklung jedoch eine prazise Charakterisierung der intrinsischen Hsp90-ATPase
erschwert, wurden die im Rahmen dieser Doktorarbeit beschriebenen ATPase-Messungen
nach der Methode von Kornberg et al. (1978) durchgefiihrt. Dabel wird die Hydrolyse von an
der a-Phosphatgruppe radioaktiv markiertem ATP zu ADP und Phosphat vermessen. Nach
erfolgter Reaktion kdnnen radioaktiv markierte Nukleosiddi- und triphosphate aufgrund ihrer
unterschiedlichen Polaritét chromatographisch aufgetrennt und quantitativ erfasst werden
(siehe Materiadlien & Methoden 2.10.). An der Signalentwicklung ist somit nur Hsp90
beteiligt, womit diese Methode am geeignetsten schien, um die Einfllsse verschiedener
Parameter auf die ATPase-Aktivitdt von Hsp90 zu testen.

Zu Beginn wurde die Steady-State-Hydrolyserate von Hefe-Hsp82 ermittelt. Unter diesen
Bedingungen liegt das Substrat ATP im hohen molaren Uberschuss zu Hsp82 vor, so dass von
einer  Substratsdttigung des  Proteins und  daraus  resultierenden  Hiel3-
gleichgewichtsbedingungen ausgegangen werden kann. Aufgrund des hohen Kp-Wertes im
100 uM-Bereich (Panaretou et al., 1998; Scheibel et al., 1997) wurde bei Protein-
Konzentrationen von 5 uM daher eine ATP-Konzentration von 2 mM gewahlt. Dartber
hinaus waren neben dem fir die Katalyse benttigten Magnesium (5 mM) zunédchst keine
weiteren Salze im Reaktionsansatz vorhanden. Die ATP-Hydrolyse wurde Uber einen
Zeitraum von 150 min bel 37°C verfolgt (Abbildung 3.1). Um auszuschlief3en, dass die
erhaltene Hydrolyserate auf ATPase-aktive Kontaminationen der verwendeten Hsp82-
Praparation zurtickzufihren ist, wie schon 6fter spekuliert worden war (Montel et al., 1999),
wurde in einem Kontrollansatz die gleiche Reaktion in Anwesenheit von Geldanamycin
durchgefuhrt (Abbildung 3.1). Da Ansamycine bedeutend hohere Affinitdten zum Hsp90-
Molekll aufweisen als Nukleotide (Roe et al., 1999) und die Loslichkeitsgrenze von



Ergebnisse und Diskussion 71

Geldanamycin in wassrigen Loésungen 100 uM betragt (T. Scheibel, personliche Mitteilung),
wurde das molare Verhdltnis von Geldanamycin zu Hsp82 auf 5:1 eingestellt. Unter den
genannten Bedingungen konnte im Ansatz ohne Geldanamycin ein Turnover von 0,25 min™
ermittelt werden, was einem massenbezogenen Umsatz von 3,0 pmol ATP min? png*
entspricht. Obwohl dieser Wert fir keg relativ niedrig im Vergleich zu anderen ATP-
hydrolysierenden Enzymen ist, befindet er sich in derselben Grof3enordnung wie die ATP-
Hydrolyseraten der Hsp70-Familie (Theyssen et al., 1996; McKay, 1993). Dahingegen ist die
intrinsische ATPase-Aktivitdt von Mitgliedern der Chaperonin-Familie wie GroEL mit einem

Turnover von ca6 min™ um den Faktor 20 hther (Viitanen et al., 1990).

250

200

150

100

50

UM ATP hydrolysiert

O | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Zeit (min)

Abbildung 3.1:  Steady-State Hydrolyse von Hsp82
Steady-State ATP-Hydrolyse von 5 uM Hsp82 in Abwesenheit (®) oder in Anwesenheit (O)
von 25 uM Geldanamycin bei 37°C.
Puffer: 40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 5 mM MgCl,
ATP-Konzentration: 2 mM

Durch die Anwesenheit von Geldanamycin in funffachem Uberschuss wurde die ATPase-
Aktivitdt von Hsp82 fast komplett unterdriickt, wodurch signifikante Kontaminationen mit
ATPase-aktiven Enzymen in der verwendeten Hsp82-Praparation ausgeschlossen werden
konnten. Eine vollstdndige Inhibition konnte auch durch Steigerung der Geldanamycin-
Konzentration nicht erzielt werden (Daten nicht gezeigt), so dass man von einer quantitativen
Komplexierung von Hsp82 mit Geldanamycin unter den gewdahlten Bedingungen ausgehen
kann. Ein Anteil von 1% DM SO im Reaktionsansatz hatte keinen Einfluss auf die intrinsische

ATPase-Aktivitat von Hsp82 (Daten nicht gezeigt). Daher wurde die Uber die Geldanamycin-
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Stammldsung eingebrachte DM SO-Konzentration in den ATPase-Ansédtzen im folgenden zu

1% oder darunter eingestellt.

3.1.1.1. Kaliumchloridabhangigkeit der Hsp82-ATPase-Aktivitét

Fur Mitglieder der Hsp60- und Hsp70-Familie konnte eine signifikante Stimulation ihrer
intrinsischen ATPase-Aktivitat durch die Anwesenheit von monovalenten Kationen wie K,
Rb" und NH," nachgewiesen werden (Viitanen et al., 1990; O'Brien & McKay, 1995). Als
Folge dieser kationenabhangigen ATPase-Aktivitdt erwiesen sich auch charakteristische
Funktionalitdten beider Chaperonklassen wie die Ruickfaltung chemisch denaturierter
Ribul osebi sphosphatcarboxylase (Rubisco) durch das GroEL-System oder das ,,Uncoating*
von , Clathrin-Coated Vesicles® durch Hsc70 als salzabhangig (Viitanen et al., 1990;
Schlossmann et al., 1984). Im Ko-Kristal mit dem Hsc70-ATPase-Fragment nehmen
Kaliumionen zwel Positionen im aktiven Zentrum ein, die es ihnen erlauben, as spezifische
Kofaktoren der ATPase zu fungieren (Wilbanks & McKay, 1995). Es wurde postuliert, dass
sowohl der MgATP-Hsc70-Komplex selbst as auch der Ubergangszustand der ATPase-
Reaktion von diesen beiden Kaliumionen stabilisiert werden kann (Wilbanks & McKay,
1995).

Aus diesen Uberlegungen heraus sollte eine magliche lonen- bzw. Salzabhangigkeit von
Hsp90 Uberprift werden. Dazu wurde die ATP-Umsatzrate von Hsp82 unter Steady-State-
Bedingungen in Anwesenheit steigender KCI-Konzentrationen bis zu 500 mM ermittelt
(Abbildung 3.2). Hohere KCI-Konzentrationen erschweren die  dinnschicht-
chromatographische Auftrennung der Nukleotide und verfélschen so das Ergebnis des
Experiments. Im vermessenen Konzentrationsbereich zeigte die intrinsische ATPase von
Hsp82 eine signifikante Abhangigkeit von der Salzkonzentration, so dass bei 500 mM KCl ein
Turnover von 0,8 min™ ermittelt werden konnte. Die Aktivitét des Hitzeschockproteins stieg
dabei linear an und zeigte kein Séttigungsverhalten. Im Gegensatz dazu sind im isolierten
Hsc70-Molekil bel 50 — 75 mM KCI (O’ Brien & McKay) und im isolierten GroEL-Mol ekl
bereits bet 1 mM KCI (Viitanen et al., 1990) maximale ATP-Hydrolyseraten erreicht. Die
mechanistische Grundlage fur diese Salzeffekte im Hgp82-Molekil ist unklar. Der Klérung
dieser Frage sollte in jedem Fall die Identifizierung des geschwindigkeitsbestimmenden
Schrittes im ATPase-Zyklus vorangehen. Im Anschluss kann die Ursache fir den
stimulierenden Effekt, den Salze auf diesen Schritt ausiiben, untersucht werden. Da fir

Hsp82 keine optimale K Cl-Konzentration ermittelt werden konnte, wurden die nachfolgenden
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Messungen in 150 mM KCI durchgefihrt, was den physiologischen Bedingungen im Cytosol
eukaryontischer Zellen entspricht (Alberts et al., 1994).
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Abbildung 3.2 KCI-Abhéngigkeit der ATPase-Aktivitat von Hsp82
Steady-State Hydrolyseraten von Hsp82 bei ansteigenden K CI-Konzentrationen (37°C)
Puffer: 40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 5 mM MgCl,
ATP-Konzentration: 2mM

3.1.1.2. Allgemeine Salzabhangigkeit von Hsp82

Wie im Fall anderer K*-bendtigender Enzyme (Evans & Sorger, 1966; Suelter, 1974),
kann das Kalium-lon in Hsp60- oder Hsp70-abhéngigen Reaktion durch Rb* und NH,", nicht
jedoch durch Na', Li* oder Cs" substituiert werden (Viitanen et al., 1990; O'Brien & McKay,
1995). Ein vergleichbarer Zusammenhang konnte jedoch fur die ATPase-Aktivitdt von Hsp82
im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht festgestellt werden (Abbildung 3.3). Vielmehr scheinen
sich alle getesteten monovalenten Alkalikationen in ihrem stimulierenden Einfluss auf Hsp82
nur wenig zu unterscheiden. Trotzdem kann die Steigerung der ATPase-Aktivitét in
Anwesenheit von Salzen nicht ausschliefdich auf der erhohten lonenstéarke des
Reaktionsmilieus beruhen, da kein Einfluss von Et4NCI, welchesim Vergleich zu den anderen
getesteten Salzen einen signifikant grofderen Kationenradius aufweist, auf Hsp82 detektiert

werden konnte.
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Abbildung 3.3:  Allgemeine Salzabhangigkeit der ATPase-Aktivitat von Hsp82
Steady-State Hydrolyseraten von Hsp82 in Anwesenheit verschiedener Salze (37°C)
jeweilige Salzkonzentrationen: 200 mM
Puffer: 40 mM HEPESIKOH, pH 7,5; 5 mM MgCl,
ATP-Konzentration: 2 mM

3.1.1.3. Ky-Wert fur die von Hsp82 katalysierte ATP-Hydrolyse

Um zu gewéhrleisten, dass die gewdhlte ATP-Konzentration von 2 mM ausreichend ist,
um unter Steady-State-Bedingungen eine maximale Umsatzrate zu erhalten, wurde der Ky-
Wert fur die Hydrolysereaktion nach der Methode von MichaelisMenten (Michaelis &

Menten, 1913) ermittelt. Ausgehend von dem vereinfachten Reaktionsschema

kon kC
Hsp82 + ATP == Hsp82- ATP —> Hsp82 + ADP
I(off
mit:
kOﬁ kcat
Kp = und Kv=Kp+ —

k

on

wurde unter Kenntnis des hohen Kp-Wertes fur Hsp90 und ATP (Scheibel et al., 1997;
Prodromou et al., 1997; Panaretou et al., 1998) ein Ky-Wert ebenfalls im 100 uM-Bereich

on

erwartet.
Zur Ermittlung des Ky-Wertes wurde die ATP-Konzentration in den verschiedenen Ansétzen
von 5 puM bis 2000 pM variiert. Die Umsatzraten wurden aus den linearen Anfangsphasen der
einzelnen Kinetiken errechnet und graphisch gegen die ATP-Konzentrationen aufgetragen
(Abbildung 3.4a). Aus dem Fit nach folgender Gleichung
_ax
y= b+ x
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analog zu

V= v, LATP]
[ATP] + K,,

ergaben sich fir den Ky, in Ubereinstimmung mit den Erwartungen ein Wert von 300 uM und
fr Vmax €in Wert von 0.55 min™. Ahnliche Parameter wurden bei der Auftragung derselben
Messdaten nach Eadie-Hofstee ermittelt (Abbildung 3.4b). Hier kann vy aus dem Y-

Achsenabschnitt und Ky aus der negativen Steigung der Geraden ermittelt werden.
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Abbildung 3.4a: Bestimmung des Ky-Wertes nach Michaelis-Menten
Hsp82 wurde bei verschiedenen ATP-K onzentrationen bei 37°C inkubiert.
Die Umsatzraten wurden aus den linearen Anfangsphasen der jeweiligen Hydrolysekinetik
ermittelt.
Puffer: 40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 150 mM KCl; 5 mM MgCl,

Der hier gemessene Ky-Wert muss als Naherung betrachtet werden, da die Messparameter
nicht exakt den Michaelis-Menten-Anforderungen geniigten. Besonders bei niedrigen ATP-
Konzentrationen waren die Quasi-Stationaritéts-Bedingungen fur den Enzym-Substrat-
Komplex nicht gewéhrleistet, da hier Enzym und Substrat fast in aguimolaren Verhaltnissen
vorlagen, wahrend im Michaelis-Menten-Modell ein hoher Substratiiberschuss erwiinscht ist.
Aus diesem Grund steigt die Fitkurve im Bereich zwischen 1 mM und 2 mM weiter an,
wéhrend bei diesen Konzentrationen die ermittelten Messwerte bereits ein Maximum erreicht
haben. Die in den folgenden Messungen eingesetzte ATP-Konzentration kann jedoch
aufgrund dieser Messungen in jedem Fall as ausreichend fur die Gewéhrleistung von Steady-

State-Bedingungen angesehen werden.
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Abbildung 3.4b: Bestimmung des Ky-Wertes nach Eadie-Hofstee
Auftragung der Daten aus Abbildung 3.4ain einem Eadie-Hofstee-Diagramm

3.1.1.4. Temperaturabhangigkeit der ATPase-Aktivitat von Hsp82

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden viele ATPase-Tests bei 37°C durchgefiihrt,
da bel dieser Temperatur eine gut messhare Hydrolyseaktivitét von Hsp82 vorliegt. Fir das
aus Saccharomyces cerevisiae stammende Hitzeschockprotein stellen diese Parameter jedoch
Hitzestressbedingungen dar, wahrend die optimale Wachstumstemperatur fir Hefezellen im
Bereich von 30°C liegt (Walker, 1998). Daher wére es vorstellbar, dass sich die ATPase-
Aktivitdt des Hsp82-Molekils in diesem Temperaturbereich in signifikanter Weise verandert,
um die Funktionalitdt von Hsp82 den jewelligen Erfordernissen anzupassen. Eine
grundlegende konformationelle Umlagerung von Hsp90 mit Neuorientierung der die ATP-
Bindestelle enthaltenden N-terminalen Domanen zueinander konnte bereits nachgewiesen
werden (Maruya et al., 1999). Eine derartige Verschiebung kénnte zu einer Modulation der
ATP-hydrolysierenden Aktivitat mit inhibierendem oder stimulierendem Effekt flhren.

Um diese Moglichkeit von einer einfachen, der Arrhenius-Gleichung (k = A - €52/ RT)
gehorchenden Temperaturabhéngigkeit abzugrenzen, wurde die ATPase-Aktivitét von Hsp82
bei verschiedenen Temperaturen im Bereich von 25 bis 51°C vermessen. In der linearen
Darstellung dieser Messwerte scheint die ATPase-Aktivitét dem Arrhenius-Gesetz gemald in
exponentiellem Zusammenhang mit der Temperatur anzusteigen (Abbildung 3.58). Die

logarithmische Auftragung der Umsatzraten gegen den reziproken Wert der Temperatur as
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Arrhenius-Plot zeigt jedoch, dass die temperaturabhangige Aktivitétszunahme im Bereich von
25°C bis40°C stérker ist alsim Bereich zwischen 40°C und 51°C (Abbildung 3.5b).
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Abbildung 3.5a: Temperaturabhéngigkeit der ATPase-Aktivitét von Hsp82
Steady-State Hydrolyseraten von Hsp82 bei verschiedenen Temperaturen
Puffer: 40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 150 mM KCl; 5 mM MgCl,

In Hydrolyserate (s™)
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Abbildung 3.5b: Arrhenius-Diagramm
Auftragung der Daten aus Abbildung 3.5ain einem Arrhenius-Diagramm
Temperaturbereich 25°C bis 38°C: @
Temperaturbereich 39°C bis51°C: O

Dabel kann mit grosser Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, dass diese

Verlangsamung der Aktivitdtszunahme auf einer beginnenden partiellen Hitzedenaturierung
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des Hsp82-Molekiils beruht, da durch Messung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz des
Hitzeschockproteins bel steigenden Temperaturen gezeigt werden konnte, dass
temperaturinduzierte Entfaltung erst ab 55°C einsetzt (Jakob et al., 1995c). Insofern kénnte
die Zweiphasigkeit des Arrhenius-Plots eher dadurch begriindet sein, dass oberhalb der
ermittelten Temperaturgrenze von 39°C eine andere Teilreaktion des Hsp82-ATPase-Zyklus
geschwindigkeitsbestimmend ist als bel niedrigeren Temperaturen. Aus den Steigungen der
beiden Geradenabschnitte konnen die jeweiligen Aktivierungsenergien fur die ATP-

Hydrolysereaktion berechnet werden, dafolgender Zusammenhang gilt:

mit  A: Haufigkeitsfaktor
Ea Aktivierungsenergie
R: allgemeine Gaskonstante (8,31 J mol™ K™
T: Temperatur (in Kelvin)

Demnach ergibt sich fir die Aktivierungsenergie des geschwindigkeitsbestimmenden
Schrittes im Temperaturbereich bis 39°C ein Wert von 118,4 kJ mol™ und bei hoheren
Temperaturen eine Aktivierungsenergie von 1014 kJ mol™. Eine niedrigere
Aktivierungsenergie von 25,7 kJ mol™ wurde firr die durch DnaK aus Thermus thermophilus
katalysierte ATP-Hydrolysereaktion bereits beschrieben (Klostermeier et al., 1998). Von
Bedeutung fur die nachfolgenden Experimente ist die Tatsache, dass die Durchfiihrung der
ATPase-Aktivitétstests bei 37°C anstelle von 30°C keinen Einfluss auf die Interpretation der
gewonnen Daten haben sollte, da beide Temperaturen derselben Phase des Arrhenius-
Diagramms zuzuordnen sind. Somit sind die definierten Standardparameter fir nachfolgende
Steady-State-ATPase-Aktivitatstests:

150 mM KCl

5mM MgCl,

2mM ATP

37°C
Unter diesen Bedingungen betragt die Umsatzrate von Hsp82 0,4 + 0,05 min’ (siehe
Abbildungen 3.2, 3.4aund 3.5a)
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3.1.2. Analyse der Tellreaktionen des AT Pase-Zyklusvon Hsp82
3.1.2.1. Einfluss von Produktinhibition durch ADP auf den Reaktionszyklus von Hsp82
Aufgrund von isothermalen Titrationskalorimetrie-Messungen (ITC) wurde postuliert,
dass die Nukleotidbindetasche des Hsp90-Molekiils eine im Vergleich zu ATP 3- bis 4-fach
hohere Affinitat fur ADP aufweist (Prodromou et al., 1997). Die erneute Assoziation eines
ATP-Molekils an Hsp90 nach einem durchlaufenen Hydrolysezyklus kénnte somit erschwert
werden, wenn freies ATP, obwohl im Uberschuss vorhanden, mit dem hoher-affinen
Reaktionsprodukt ADP um die Bindung konkurrieren muss. ADP sollte demnach eine
inhibierende Wirkung auf die von Hsp90 katalysierte ATP-Hydrolysereaktion austiben.
Um diesen Einfluss von ADP genauer zu untersuchen, wurde die ATP-Hydrolyse durch
Hsp82 unter Steady-State-Bedingungen verfolgt. Nach 30 min wurde der Reaktionsansatz
halbiert und einem der beiden resultierenden Ansétze wurde nicht radioaktiv markiertes ADP

in 10-fach molarem Uberschuss (= 20 mM) zu ATP zugegeben (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Inhibition der ATPase-Aktivitat von Hsp82 durch ADP
Steady-State ATPase-Aktivitdt von 5 uM Hsp82 unter Standardbedingungen (®);
nach 30 min wurde der Ansatz halbiert und entweder ein 10-facher molarer Uberschuss an
ADP (Q) oder ein &quivalentes Volumen an Puffer () zugegeben

Die Anwesenheit des Reaktionsprodukts ADP fihrte zu einer deutlichen Reduktion der
ATP-Hydrolyserate. Wahrend vor ADP-Zugabe und im Kontrollansatz ein Turnover von
0,37 min™ errechnet wurde, war nach Addition von ADP kein ATP-Umsatz mehr feststellbar.

Dies Uberschreitet das Mal3 an Inhibition, dass zu erwarten wére, wenn beide Nukleotide
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vergleichbare Affinitdéten zum Hsp90 Molekll aufweisen wirden. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass Hsp90 tatsachlich starker an ADP als an ATP bindet.

Als Konsequenz dieser Beobachtung kann postuliert werden, dass ADP-Freisetzung am
Ende eines durchlaufenen Hydrolysezyklus den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Gesamtreaktion darstellt und somit verantwortlich fir die makroskopische Umsatzrate von
0,4 min™ ist. Im Einklang mit dieser Hypothese konnte in der Anfangsphase der Steady-State-
Messungen ein , Burst“-Effekt beobachtet werden (Abbildung 3.7), wie er auch schon fir
andere ATP-hydrolysierende Hitzeschockproteine beobachtet worden war (Gerhard Knarr,
personliche Mitteilung). Jedoch konnte keine lineare Abhéngigkeit des ,, Burst”-Effektes von
der eingesetzten Hsp82-Konzentration beobachtet werden, wie sie in Ubereinstimmung mit

der genannten Hypothese erwartet werden kénnte (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.7: Burst-Effekt
Steady-State ATPase-Aktivitde von 5 pM Hsp82 unter Standardbedingungen; in der
Anfangsphase der Reaktion wurden vermehrt Messwerte genommen, um diese Phase gut
aufzuldsen

Zur Klérung dieser Frage wurden Single-Turnover-Experimente durchgefihrt. Bel diesen
Messungen lag das Substrat ATP im Gegensatz zum Steady-State im 0,8-fach molaren
Unterschuss zum Hsp90-Molekll vor, so dass nur ein einziger Reaktionszyklus durchlaufen
werden kann. Infolgedessen trégt ADP-Freisetzung nicht zur beobachteten Umsatzrate der
Reaktion bei.

Es muss betont werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen

aufgrund des hohen Kp, fir Hsp90 und ATP nur annghernd den Single-Turnover-Bedingungen



Ergebnisse und Diskussion 81

entsprechen, da eine quantitative Komplexbildung beider Reaktionspartner auch bei hohen
Konzentrationen nicht erreicht werden kann. Geht man von einem Kp von 100 uM aus, so
liegen selbst bei einer Hsp90-Konzentration von 200 UM nur ca. 85 UM Hsp90 und ATP im
Komplex vor. Daher wurden Single-Turnover-Experimente mit steigenden Mengen an Hsp82
durchgefihrt, um die Proteinkonzentration zu identifizieren, die zumindest anndhernde

Single-Turnover-Bedingungen garantiert (Abbildung 3.83).
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Abbildung 3.8a: Single-Turnover Hydrolyse
Single-Turnover Hydrolysekinetiken von 20 uM (O),60 uM (@),120 uM (), 200 M (m)
und 272 pM (A) Hsp82 bei 37°C;
Puffer: 40 mM HepesKOH, pH 7,5; 150 mM KCl, 5 mM MgCl,

Die Single-Turnover-Kinetiken wurden nach einer Exponentialgleichung erster Ordnung
gefittet (siehe Material und Methoden). Erst ab einer Hsp82-Konzentration von 200 uM
erreichen die aus dem Fit erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten ein Maximum (Abbildung
3.8b). Somit kann angenommen werden, dass unter diesen Bedingungen signifikante
Komplexbildung gewahrleistet ist, die eine Auswertung nach dem Single-Turnover-Modell
erlaubt. Die bel diesen Konzentrationen beobachteten Geschwindigkeitskonstanten von
0,4 min™ sind dabei in sehr guter Ubereinstimmung mit den aus den Steady-State-Messungen
erhaltenen Umsatzraten. Dies fuhrt zu dem Schluss, dass ADP-Freisetzung nicht der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ATP-Hydrolyse durch Hsp82 sein kann.
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Abbildung 3.8b: Konzentrationsabhangigkeit der Single-Turnover Hydrolyseraten
Die Hydrolysekinetiken aus 3.8a wurden nach einer Exponentialgleichung erster Ordnung
gefitted. Die erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten wurden gegen die jeweilige Hsp82-
Konzentration aufgetragen.

Eine ahnliche Beobachtung wurde fir das isolierte DnaK-Molekll aus E. coli gemacht
(Theyssen et al., 1996). Auch hier wurde im Single-Turnover eine Geschwindigkeitskonstante
ermittelt, die vergleichbar zum Steady-State-Umsatz ist, was die Schlussfolgerung nahel egte,
dass ATP-Hydrolyse den geschwindigkeits-bestimmenden Schritt des gesamten ATPase-
Zyklus darstellt. Eine Ursache fur den beschriebenen , Burst*-Effekt konnte im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht identifiziert werden.

3.1.2.2. Bestimmung kinetischer Parameter fur die ATP-Bindung an Hsp82

Zur genaueren Beschreibung des ATPase-Zyklus von Hsp90 wurden die kinetischen
Parameter ko, und Ko fir die Bindung von Hsp82 an ATP ermittelt. Die Messungen wurden
mit dem fluoreszenzmarkierten ATP-Anaogon (Py)-MABA-ATP (Abbildung 3.9) im
Stopped-Flow-Fluoreszenz-Spektrophotometer  durchgefuhrt, um die Anfangsphasen der
Assoziations- und Dissoziationsreaktionen gut aufzulésen. Im (Py)-MABA-ATP-Molekll ist
die fluoreszierende Gruppe im Gegensatz zu bis dato in der Literatur beschriebenen
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden (vgl. Scheibel et al., 1997; Klostermeier et al., 1998) Uber
die y-Phosphatgruppe mit dem ATP-Molekil gekoppelt, so dass keine sterische Hinderung bei
Assoziation mit Hsp82 auftritt (vgl. Kapitel 1.4.3. der Einleitung). (Py)-MABA-ATP emittiert
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nach Anregung bei 334 nm Licht der Wellenlange 418 nm und das Ausmald dieser

Fluoreszenz steigt an, wenn das Nukleotid im Hsp90-gebundenen Zustand vorliegt.

ol
Sile

Abbildung 3.9:  Struktur von (PY)-MABA-ATP

Die Stopped-Flow-Messungen mussten bel 25°C durchgefihrt werden, da bei 37°C das
Signal/Rauschverhdltnis fur sinnvolle Auswertungen nicht optimal ist (Jochen Reinstein,
personliche Mitteilung). Bel dieser Temperatur betrégt die beobachtete Umsatzrate fir die
ATP-Hydrolyse ungefahr 0,1 min™ (siehe Abschnitt 3.1.1.4.) bzw. 1,5 x 102 s*. Gleichzeitig
sinkt der Ky fur die ATP-Hydrolyse von 300 uM auf 100 uM (Daten nicht gezeigt). Die
erhaltenen Daten konnen mit den bei 37°C ermittelten Messwerten korreliert werden, da beide
Temperaturen derselben Phase des Arrhenius-Diagramms zuzuordnen sind.

Zu Beginn wurde die ,, Off-Rate” fur das gebundene Nukleotid durch direkte Verdrangung
von (Py)-MABA-ATP aus einem vorgeformten Komplex bestimmt. Zu diesem Zweck wurde
durch 30 minttige gemeinsame Inkubation ein Komplex aus Hsp82 und (Py)-MABA-ATP
gebildet. Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz mit einem hohen molaren Uberschuss an
nicht-markiertem ATP versetzt. Die aus der Verdrangung des markierten Nukleotids
resultierende Fluoreszenzabnahme wurde spektroskopisch verfolgt (Abbildung 3.10). Die
Verdrangungsreaktion lasst sich durch eine Exponentialfunktion erster Ordnung mit einer
Geschwindigkeitskonstante kqr = 3,2 s* beschreiben. Somit ist die Dissoziation des (Py)-
MABA-ATP Molekils von Hgp82 um 3 Grdssenordnungen schneller als die im Steady-State
oder Single-Turnover beobachteten Umsatzraten fir ATP-Hydrolyse (1,5 x 102 s bei 25°C).



84 Ergebnisse und Diskussion

Fluoreszenzsignal
(willkdirliche Einheiten)

Zeit (s)

Abbildung 3.10: Bestimmung der Dissoz ationsgeschwindigkeitskonstanten fiir Hsp82 und(P))-MABA-ATP
Ein Komplex aus (Py)-MABA-ATP und Hsp82 wurde durch 30minttige Inkubation in Spritze
A eines Stopped-Fl ow-Spektrofluorimeters vorgeformt. k¢ wurde durch direkte Verdrangung
von (Py)-MABA-ATP aus dem Komplex mit einem Uberschuss an nicht-markiertem ATP
bestimmt. Spritze A enthielt 5 uM (Py)-MABA-ATP und 10 uM Hsp82, Spritze B enthielt
1014 pM ATP. Nach der Durchmischung betrugen die Konzentrationen in der Messzelle 3,4
UM (Py)-MABA-ATP, 6,8 pM Hsp82 und 334 uM ATP.

Stopped-Flow-Gerét: HiTech SF-61 DX2

Puffer: 40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 150 mM KCl, 5 mM MgCl,
Temperatur: 25°C

Anregungswellenlénge: 334 nm / Emissionswellenlénge: 418 nm

Als néchster Schritt wurde die Kinetik der Assoziation von (Py)-MABA-ATP und Hsp82
verfolgt (Abbildung 3.11a). Auch hier kann die Fluoreszenzanderung, die auf Bindung des
Nukleotids an Hsp82 beruht, mit einer Exponentialfunktion erster Ordnung beschriebenen
werden. Daraus &8sst sich fur die im Reaktionsansatz vorhandenen Konzentrationen von 14
UM far Hsp82 und 0,7 puM fur (Py)-MABA-ATP eine Geschwindigkeitskonstante Kops VOn

4,8+ 0,2 s* errechnen.
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Abbildung 3.11a: Assoziationskinetik von Hsp82 und (Py)-MABA-ATP
20 UM Hsp82 aus Spritze A und 2,1 uM (Py)-MABA-ATP aus Spritze B wurden
gemischt. Die Konzentrationen in der Messzelle betrugen 14 uM Hsp82 und 0,7 uM
(Py)-MABA-ATP.
Stopped-Flow-Gerét: HiTech SF-61 DX2
Puffer: 40 mM HEPESIKOH, pH 7,5; 150 mM KCI, 5 mM MgCl,
Temperatur: 25°C
Anregungswellenlénge: 334 nm / Emissionswellenlénge: 418 nm

Das Experiment wurde analog bei verschiedenen Hsp82-Konzentrationen durchgefihrt
und die jeweils ermittelten Geschwindigkeitskonstanten kq,s Wurden graphisch gegen die
Proteinkonzentration aufgetragen (Abbildung 3.11b). Extrapolation der Messwerte fihrte zu
einer aus dem Y-Achsenabschnitt ermittelten Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten K
von 3,2 + 0,2 s und bekraftigte somit den im Verdrangungsexperiment erhaltenen Wert von
32s'. Des weiteren konnte aus der Steigung der Geraden die Assoziations-
geschwindigkeitskonstante (o) firr (Py)-MABA-ATP und Hsp82 zu 0,16 + 0,03 uM™* s*

off

K ) von 18 uM fir Hsp82 und

bestimmt werden. Daraus ergibt sich ein berechneter Kp (=

(Py)-MABA-ATP. Ausgehend von diesen kinetischen Parametern kann postuliert werden,
dass die Bindung von (Py)-MABA-ATP an Hsp82 mit einem einfachen, einstufigen
Bindungsmodell beschrieben werden kann. Die ermittelten Werte fur Kon, Kot Und Kp weisen

dabel auf eine schnelle und schwache Bindungsreaktion hin.
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Abbildung 3.11hb: Bestimmung der Assoz ationsgeschwindigkeitskonstanten fiir Hsp82 und(Py)-
MABA-ATP
Analoge Experimente zu Abbildung 3.11a wurden mit verschiedenen Hsp82-
Konzentrationen bel  konstanter (Py)-MABA-ATP-Konzentration (0,7 M)
durchgefiihrt. Die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionen wurden gegen die
verwendete Proteinkonzentration aufgetragen. Der Wert bel 0 uM entstammt dem
V erdréngungsexperiment

Um abschétzen zu konnen, in welchem Mal3 die kinetischen Parameter fur unmarkiertes
ATP im Vergleich zu den Werten fur (Py)-MABA-ATP abweichen, wurden kinetische
K ompetitionsexperimente durchgefihrt. Dabel wurde die Bindungskinetik von (Py)-MABA-
ATP an Hsp82 in Anwesenheit ansteigender Mengen ATP verfolgt. Die Bindung von ATP in
diesem Kompetitionsexperiment scheint eine schnelle Reaktion zu sein, da sich nach 5 s ein
stabiles Fluoreszenzsignal einstellt. Eine leichte Abnahme dieses Signals mit der Zeit kann
durch Hydrolyse von ATP zum stérker bindenden ADP erklért werden, welche zur weiteren
Verdréngung von gebundenem MABA-ATP fuhrt. Aus der graphischen Auftragung der
Signalamplituden der schnellen Reaktionsphase gegen die im Reaktionsansatz vorhandene
ATP-Konzentration (Abbildung 3.12) wird deutlich, dass ca. 150 uM ATP bendtigt werden,
um 5 uM (Py)-MABA-ATP zur Hafte vom Hsp82-Molekil zu verdréngen (Abbildung 3.12).

Nach folgendem Zusammenhang

[ATPL,  _, 150
[MABA- ATP] ~~ 5 H

Ko(ATP) = Kp(MABA-ATP)
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kann damit der Kp fir ATP auf einen Wert um 500 uM abgeschétzt werden. Affinitéten dieser
Grolenordnung waren auch in friheren Messungen mit spin-markierten Nukleotiden ermittelt

worden (Scheibel et al., 1997).

Amplitude
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Abbildung 3.12 : Kinetische Kompetition zwischen ATP und (PY)-MABA-ATP
In einem Stopped-Flow-Spektrofluorimeter wurden 5 uM Hsp82 und 5 uM (Py)-
MABA-ATP in Anwesenheit verschiedener ATP-Konzentrationen gemischt. Die
Amplituden der jeweiligen Bindungskinetiken wurden as Funktion der ATP-

Konzentration aufgetragen.

Stopped-Flow-Gerét: HiTech SF-61 DX2

Puffer: 40 mM HEPESIKOH, pH 7,5; 150 mM KCI, 5 mM MgCl,
Temperatur: 25°C

Anregungswellenlénge: 334 nm / Emissionswellenlénge: 418 nm

Ein @hnliches Kompetitionsexperiment wurde mit unmarkiertem ADP anstelle von ATP
durchgefthrt. Dabei wurde ein ungeféhrer Kp von 150 uM ermittelt (Daten nicht gezeigt).
Dieser Befund steht im Einklang mit der friheren Beobachtung, dass ADP fester an Hsp82
bindet alsATP.

Als Konsequenz der Single-Turnover-Experimente und Stopped-Flow-Messungen |&sst
sich ausschliessen, dass die Teilreaktionen von ATP-Bindung oder ADP-Freisetzung fir die
im Steady-State erhatenen Hydrolyseumsatzraten verantwortlich sind. Somit muss entweder
die Hydrolysereaktion selbst oder ene im Zyklus enthatene intramolekulare
Umlagerungsreaktion den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der durch Hsp82
katalysierten ATP-Hydrolyse darstellen.
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3.1.2.3. Identifizierung einer der ATP-Bindung nachgeschalteten Umlagerungsreaktion

Ein wichtiger Aspekt des ATP-Hydrolyse-Zyklus ist die Frage, ob Nukleotide nach ihrer
Bindung an Hsp82 zur Hydrolyse determiniert sind. Eine derartige Festlegung
(, Commitment*) des gebundenen Nukleotids resultiert gewohnlich aus konformationellen
Umlagerungen des Proteins, die das Nukleotid in der Bindetasche immobilisieren, so dass es
hydrolysiert werden muss, bevor es aus der Bindetasche entlassen werden kann. Im
Chaperonin GroEL kann Commitment des gebundenen ATP-Molekils im asymmetrischen
Komplex mit einem GroES-Ring, nicht jedoch im GroES-freien tetradecameren Zustand
beobachtet werden (Todd et al., 1994).

Um festzustellen, ob der Hsp82-ATPase-Zyklus ebenfalls einen Schritt beinhaltet, welcher
das gebundene ATP zur Hydrolyse determiniert, wurde ein Pulse-Chase-Experiment
durchgefihrt. Dazu wurde unter Single-Turnover-Bedingungen kurz nach Komplexbildung
zwischen radioaktiv markiertem ATP und Hsp82 ein 50-fach molarer Uberschuss an
unmarkiertem ATP zum Reaktionsansatz zugegeben (Abbildung 3.13). Als Konsequenz sollte
nicht-determiniertes ATP vom Hsp82-Molekil verdrangt werden, wahrend determiniertes,
konformationell immobilisiertes Nukleotid nicht beeinflusst wird. Tatsachlich wird auch nach
dem Chase mit unmarkiertem ATP die Hydrolyse radioaktiv markierten ATPs fortgesetzt. Das
Ausbleiben einer Plateau-Phase im Chase-Experiment kann durch Steady-State-Background-
Hydrolyse nach Zugabe des ATP-Uberschusses erklart werden. Nach Subtraktion des unter
diesen Bedingungen erwarteten Steady-State-Umsatzes kann die Umsetzung des
konformationell determinierten, markierten Nukleotids durch eine Exponentialfunktion erster
Ordnung mit einer Geschwindigkeitskonstanten von 0,24 min™ bzw. 4 x 102 s* bei 37°C
beschrieben werden. Die Umlagerung, die zu einer derartigen Determinierung des gebundenen
Nukleotids im hydrolyseaktiven Zentrum fuhrt, muss wenigstens mehrfach schneller als die
nachfolgende Hydrolyse ablaufen, da im Single-Turnover-Experiment keine , Lag-Phase® zu
beobachten ist. Die entsprechende Rickreaktion, d. h. Wiederéffnung der verschlossenen
Nukleotidbindetasche scheint mit &hnlichen Geschwindigkeiten wie die ATP-Hydrolyse
abzulaufen, da nach dem Chase ungeféhr gleiche Mengen an verbliebenem radioaktiv

markiertem ATP und ADP detektiert werden konnen.
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Abbildung 3.13: Pulse/Chase-Single-Turnover von Hsp82
200uM Hsp82 wurden unter Single-Turnover-Bedingungen bei 37°C inkubiert (®). Nach 75 s
wurde der Ansatz geteilt und einer Halfte (QO) wurde ein 50-facher Uberschuss an nicht-
markiertem ATP zugesetzt, wahrend die andere Halfte (®) mit einem aquivalenten Volumen an
Puffer versehen wurde.

3.1.2.4. Diskussion des von Hsp82 katalysierten ATP-Hydrolyse-Zyklus

Mit den erhaltenen Daten kann nun ein Reaktionsschema fur die ATP-Hydrolysereaktion
von Hsp82, dem Hsp90-Homologen aus Saccharomyces cerevisiae postuliert werden
(Abbildung 3.14). Es muss jedoch betont werden, dass einige der kinetischen Parameter des
Modells nur as qualitative Anndherungen zu verstehen sind, da sie aufgrund der besonderen
Nukl eotidbindeei genschaften von Hsp90 nicht auf direktem Wege ermittelt werden konnten.

Der Hydrolysezyklus (bei 25°C) wird eingeleitet durch schnelle, jedoch schwache
Bindung von ATP an Hsp82. Fir (Py)-MABA-ATP und Hsp82 wurden eine Assoziations-
geschwindigkeitskonstante von ca. 0,16 uM™ s und eine Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante von ca. 3 s ermittelt. Somit laufen diese Teilreaktionen im Vergleich zur im
Single-Turnover oder Steady-State ermittelten Hydrolyseumsatzrate sehr schnell ab. Aus den
Kinetischen Parametern kon (= ki1 im Reaktionsschema) und ket (= k.3 im Reaktionsschema)
konnte der Kp fur die Bindung von (Py)-MABA-ATP an Hsp82 zu ca. 20 uM bestimmt
werden. Obwohl der Kp fur das unmarkierte ATP von diesem Wert abweicht (500 uM = Kpl
im Reaktionsschema), kann dennoch davon ausgegangen werden, dass ATP-Bindung nicht
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion darstellt.

Im Anschluss an die Nukleotidbindung ist das Hsp82-Molekil wahrscheinlich einer

strukturellen Umlagerung unterworfen, welche zur Determinierung des in der Nukleotidtasche



90 Ergebnisse und Diskussion

gebunden ATP fur die anschlief3ende Hydrolyse fihrt. Eine derartige konformationelle
Veradnderung konnte den Umorientierungen dhnlich sein, die fur die Kristallstruktur von MutL
infolge Nukleotidbindung beobachtet wurden (Ban et al., 1999) (siehe Abbildung 1.7), wo
ATP-Bindung signifikante Domanenbewegungen auslost. In diesem Zusammenhang konnte
der Lysinrest 342 aus Hsp82, welcher homolog zum Lysin 307 des MutL-Molekils ist, eine
wichtige Rolle bei der Bildung =zusétzlicher Protein/Nukleotid-Kontakte spielen.
Konformationelle Veranderungen von Hsp90 als Konsequenz von ATP-Bindung, welche zur
Modulation der Affinitét des Moleklls fur hydrophobe Oberflachen fihren, wurden bereits
friher postuliert (Sullivan et al., 1997).

fast kip=6x10°s? k., =15x10°s?
k+1 k+2 kcat koffADP
Hsp90 + ATP == Hp90-ATP =—= Hsp90* -ATP—> Hsp90:ADP >
k-l k_2
rate limiting KpADP ~150uM
k,~k
Kol ~500 uM 2 e
Kp2~0.2
Abbildung 3.14: Modell fir den ATPase-Reaktionszyklus von Hsp82

Hsp82 bindet ATP in einer schnellen, einstufigen Reaktion. Diese Bindung induziert
signifikante  intramolekulare  Umlagerungen, die zur  Schliessung  der
Nukleotidbindetasche fahren. ATP-Hydrolyse stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Resktion dar. Der Zyklus wird durch
Freisetzung des Reaktionsprodukts ADP abgeschl ossen.

Die molekularen Umlagerungen, die zur Determinierung des gebundenen Nukleotids
fuhren, mussen wenigstens mehrfach schneller sein als die anschlief3ende Hydrolysereaktion,
wie aus dem Fehlen einer ,Lag-Phase” im Single-Turnover-Experiment gefolgert werden
kann. Somit stellt die ATP-Hydrolyse mit einer Geschwindigkeitskonstante ke von 0,1 min™
bzw. 1,5 x 10° s (bei 25°C) den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der gesamten
ATPase-Reaktion dar. Aus der Vertellung von determiniertem und nicht-determiniertem
Nukleotid wird deutlich, dass die Wieder6ffnung der verschlossenen Nukleotidtasche mit
gebundenem ATP mit einer dhnlichen Geschwindigkeitskonstanten wie die ATP-Hydrolyse

ablaufen muss und somit auch bei ca. 1,5 x 10° s* (= k.,) liegt.
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Unter Beriicksichtigung des Ky-Wertes von 100 uM und der Dissoziationskonstanten von
500 uM ist es nach Formel (1) moglich, den ki, Wert fur die molekulare Umlagerung zu ca.

6 x 10° st zu errechnen.

K
Formel (1): Km = Kpl ﬁ (Fersht, 1985)
cat +2

Dieser Wert ist in Ubereintimmung mit der Annahme, dass die Schliessung der
Nukleotidtasche schneller verlaufen muss a's die nachfolgende Hydrolyse (s. 0.). Aus k., und
k., lasst sich der Kp2 Wert fur die molekulare Umlagerung zu 0,2 berechnen. Somit ist die
geschlossene Form der Nukleotidbindetasche in Anwesenheit von ATP 5-fach gegentiber der
offenen Form favorisiert. Der ATPase-Zyklus wird durch Freisetzung des Reaktionsprodukts
ADP abgeschlossen. Diese Freisetzungsreaktion muss schneller sein as die vorausgegangene
Hydrolyse und trégt nicht zur ermittelten Umsatzrate der Steady-State-Reaktion bei.
Zusammenfassend |asst sich sagen, dass ATP-Bindung zu signifikanten konformationellen
Umlagerungen im Hsp82-Molekll fuhrt. Als Konsequenz dieser Umorientierung wird das
gebundene Nukleotid zur Hydrolyse determiniert. Es kann davon ausgegangen werden, dass
die Interaktionen von Hsp82 mit Co-Chaperonen und Partnerproteinen von diesen Reaktionen

ebenfalls moduliert werden.

3.1.3. ATPase-Aktivitat von N-terminalen Hsp82-Fragmenten
3.1.3.1. Steady-State ATPase-Aktivitat von N210

Um die Bereiche des Hsp82-Molekils zu identifizieren, die zur ATPase-Aktivitét
beitragen, wurden verschiedene C-termina verkurzte Fragmente des Hefeproteins anaysiert.
Zu Beginn wurde die Steady-State-ATP-Hydrolyse der N-terminalen Region von Aminosaure
1 bis 210 (N210) vermessen (Abbildung 3.15a). Dieses Proteinfragment beinhaltet die
kompl ette Nukleotidbindestelle, wie sie in der Literatur beschrieben wurde (Prodromou et al.,
1997b). Unter Standardbedingungen weist N210 eine Umsatzrate von 0,04 min’ auf, was
genau einem Zehntel der Aktivitdt des Wildtypproteins entspricht. Die Hsp90-Spezifitét der
ermittelten ATP-Hydrolyse wurde durch komplette Inhibition mit einem 5-fach molaren
Uberschuss an Geldanamycin bewiesen. Darliberhinaus konnte fiir N210 eine zum Wildtyp
analoge Kaliumchloridabhangigkeit der ATPase-Aktivitét festgestellt werden (Abbildung
3.15b), wobel jeweils um den Faktor 10 reduzierte Turnover-Zahlen ermittelt wurden. Eine
derartig verminderte ATPase-Aktivitéat fur die isolierte ATP-Bindedoméne war auch bereits
beschrieben worden (Panaretou et al., 1998). Somit scheinen Regionen des Hsp90-Molekills,
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welche aulRerhalb der Nukleotidbindetasche lokaisiert sind, fir die ATPase-Aktivitéat des

Wildtypproteins von Bedeutung zu sein.

Abbildung 3.15a:

Abbildung 3.15b:
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Steady-State Hydrolyse von N210

Steady-State ATP-Hydrolyse von 10 pM N210 in Abwesenheit (H) oder in
Anwesenheit (O) von 50 pM Geldanamycin bei 37°C. Zum Vergleich: 5 uM Hsp82 in
Abwesenheit (®) oder in Anwesenheit (O) von 25 uM Geldanamycin

Puffer: 40 mM HEPESIKOH, pH 7,5; 5 mM MgCl,

ATP-Konzentration: 2 mM
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Steady-State Hydrolyseraten von N210 bei ansteigenden K Cl-Konzentrationen (37°C)
Puffer: 40 mM HEPESIKOH, pH 7,5; 5 mM MgCl,

ATP-Konzentration: 2mM
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3.1.3.2. Determinierung des gebundenen Nukleotids in verschiedenen Hsp82-Fragmenten

Eine mogliche Erklarung fur die 10-fach reduzierte ATPase-Aktivitét isolierter ATP-
Bindedomanen konnte sein, dass Wildtyp-Umsatzraten nur dann erzielt werden konnen, wenn
ATP in der Bindetasche , eingefangen” und somit zur Hydrolyse determiniert wird. Im N210-
Molekll ist der Lysinrest 342 nicht vorhanden, welcher as potentieller zusétzlicher
Kontaktpunkt zwischen Nukleotid und Protein bel geschlossener Proteinkonformation
diskutiert wird. Wenn diese Annahme stimmt, kann im N210 das gebundene Nukleotid nicht
konformationell eingefangen werden und es sollte sich keine Determinierung nachweisen
lassen.

Um diese Hypothese zu testen, wurde ein Pulse/Chase-Experiment unter Single-Turnover-
Bedingungen mit N210 durchgefiihrt (Abbildung 3.16a). Im Gegensatz zum Wildtypprotein
fuhrte der Chase mit einem molaren Uberschuss an unmarkiertem ATP hier zum kompletten
Stillstand der Hydrolyse von radioaktivem ATP. Gebundenes Nukleotid konnte demnach
quantitativ durch freles, unmarkiertes ATP vom Protein verdrangt werden. Somit scheinen in
der Tat zusétzliche Regionen des Hsp82-Molekils an der Verschliefung der ATP-Bindetasche

beteiligt zu sein, welche zur Determinierung des gebundenen Nukleotids fihrt.
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Abbildung 3.16a: Pulse/Chase-Single-Turnover von N210
300uM N210 wurden unter Single-Turnover-Bedingungen bei 37°C inkubiert (®).
Nach 5 min wurde der Ansatz geteilt und einer Halfte (O) wurde ein 50 facher
Uberschuss an nicht-markiertem ATP zugesetzt, wahrend die andere Halfte (®) mit
einem &guivalenten VVolumen an Puffer versehen wurde.
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Diese Annahme wurde bestétigt, als gezeigt werden konnte, dass in eéinem weiteren N-
terminalen Konstrukt, welches die Aminosauren 1 bis 451 des Wildtypproteins umfasst
(N451), eine énliche Determinierung des Nukleotids beobachtet werden konnte wie im
kompletten Hsp82 (Abbildung 3.16b).
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Abbildung 3.16b: Pulse/Chase-Single-Turnover von N451

60 uM N451 wurden unter Single-Turnover-Bedingungen bei 37°C inkubiert (®).
Nach 5 min wurde der Ansatz geteilt und einer Halfte (O) wurde ein 50 facher
Uberschuss an nicht-markiertem ATP zugesetzt, wahrend die andere Halfte (®) mit
einem &guivalenten Volumen an Puffer versehen wurde.

Im Einklang mit friheren Spekulationen enthalt dieses determinierungskompetente
Fragment die im verschlossenen Zustand postulierte Kontaktposition Lysin 342
Erstaunlicherweise wies jedoch auch N451 niedrigere Aktivitéten als der Wildtyp auf (siehe
Tabelle3.1). Im Steady-State konnten nur Umsatzraten in der Grdssenordnung von N210
beobachtet werden.

Protein Hydrolyserate (min™)
Hsp82 (Wildtyp) 04
N210 0,041
N272 0,038
N386 0,043
N451 0,041
N527 0,1
Tabelle 3.1: Vergleich der Steady-State Hydrolyseraten verschiedener N-terminaler Konstrukte

von Hsp82 (37°C)
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Ahnlich verhielten sich weitere getestete C-termina verkiirzte Hsp82-Fragmente (siehe
Tabelle 3.1). Nur im Konstrukt N527 wurde eine im Vergleich zu N210 2,5-fache Steigerung
der ATPase-Aktivitét ermittelt. Somit scheint der vermutete zusétzliche Kontakt zwischen
Protein und Nukleotid, der durch den Lysinrest 342 vermittelt wird, nicht der entscheidende
Faktor fUr gesteigerte ATP-Hydrolyse zu sein.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass im Einklang mit den Erwartungen C-
terminale Bereiche des Hsp82-Molekils fur das Einfangen und das daraus resultierende
»Commitment® von Nukleotiden verantwortlich sind. Fir maximale Hydrolyseumsatzraten
sind jedoch noch zusétzliche Abschnitte des Proteins, welche zwischen Aminosauren 451 und

709 lokalisiert sind, erforderlich.

3.1.3.3. Diskussion der ATPase-Aktivitét N-terminaler Hsp82-Fragmente

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass C-terminale Regionen des Hsp82-
Molekdls, die auf}erhalb der ATP-Bindestelle lokalisiert sind, fur den durch konformationelle
Umlagerungen ausgel dsten Verschluss der Nukleotidbindetasche erforderlich sind (Abbildung
3.17). In der Kristallstruktur der isolierten ATP-Bindungsdoméne im Komplex mit ATP
konnte dahingegen keine strukturelle Reorientierung im Vergleich zur unkomplexierten
Doméane beobachtet werden (Prodromou et al., 1997b). Uberraschenderweise fihrt die
Determinierung des Nukleotids zur Hydrolyse jedoch nicht zu ATP-Hydrolyse-Umsatzraten in
der Grossenordnung des Wildtypproteins.

Da den getesteten Hsp82-Fragmenten die C-terminale Dimerisierungsstelle fehlt (Palmer
et al., 1995), kdnnte spekuliert werden, dass Wildtyp-ATPase-Aktivitét eine Dimerisierung
des Proteins voraussetzt. Auch im MutL-Protein wird die ATPase-Aktivitat durch Kontakte
gesteigert, die von den beiden N-terminalen Doméanen untereinander ausgebildet werden (Ban
et al., 1999). Und obwohl die N-terminale Doméane von Hefe-Hsp82 in Lbésung keine
detektierbaren stabilen Dimere ausbildet (Scheibel et al., 1999b), zeigte die Kristallstruktur
dieses Fragments eine dimere Struktur mit Kontaktstellen im auf3ersten C-terminalen Bereich
des Proteins (Prodromou et al., 1997a). Im dimeren Wildtyp wére die Knipfung derartiger
Kontakte im Vergleich zu den monomeren Fragmenten signifikant erleichtert.

Wenn N-terminale Dimerisierung entscheidend fur Wildtyp-ATPase-Aktivitat ist, dann
sollte diese Aktivitdt mit den im Test eingesetzten Fragmentkonzentrationen ansteigen.
Jedoch selbst bel den fir die Single-Turnover-Experimente eingesetzten hohen Proteinmengen

(300 uM N210) konnte keine Steigerung von K.z beobachtet werden. Dartiber hinaus wurde
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durch Elektronenmikroskopie gezeigt, dass Hsp90 unter physiologischen Bedingungen als
langgestrecktes, antiparalleles Dimer vorliegt, be dem die N-terminalen Domanen in
entgegengesetzte Richtungen weisen (Maruya et al., 1999). Somit scheinen permanente
Kontakte zwischen diesen Domanen unwahrscheinlich. Wahrend es moglich ist, dass im
Laufe des Hsp90-Chaperon-Zyklus strukturelle Umlagerungen ablaufen, welche die beiden N-
Temini des Proteins in Nachbarschaft bringen, muss noch geklart werden, ob diese

Interaktionen oder zusétzliche C-terminale Regionen an der Stimulation der ATPase-Aktivitat

beteiligt sind.
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Abbildung 3.17: Modell fir die postulierte molekulare Umlagerung des Hsp90-Molekiils

Durch ATP-Bindung in der N-terminalen Nukleotidbindestelle wird eine
Konformationsanderung im Hsp82-Molekil ausgeldst, die zum Verschluss der
Bindetasche fihrt. C-termindle Regionen des Molekils sind an dieser
Verschlussreaktion beteiligt. Durch  ATP-Hydrolyse wird die urspringliche
Konformation des Proteins wiederhergestellt.
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3.2. Funktionelle und strukturelle Char akterisierung von p23
3.2.1. Chaper on-Eigenschaften von p23

Fur das isolierte p23-Molekil konnte in etablierten Chaperon-Assays eine Aktivitét
festgestellt werden, die vergleichbar mit den Chaperon-Eigenschaften eniger
Hitzeschockproteine ist. So ist humanes p23 in der Lage, chemisch denaturierte
B-Galaktosidase-Molekile in einem durch das Hsp70-System rickfaltungskompetenten
Zustand zu halten (Freeman et al., 1996). Des weiteren hat die Interaktion mit humanem p23
einen dtabilisierenden Effekt auf thermisch denaturierte Citratsynthase, was zur
Verlangsamung der Inaktivierungkinetik und Unterdriickung der Aggregationsreaktion fuhrt
(Weikl, 1996; Bose et al., 1996).

3.2.1.1. Vergleich von hp23 und Shal in Citratsynthase-Chaperon-Assays

Um nachzuprifen, ob die in der Literatur beschriebenen Chaperon-Aktivitdten von hp23
eine allgemeine Eigenschaft der Mitglieder aus der p23-Familie darstellen, wurden analoge
Chaperon-Assays mit Sbal, dem p23-Homologen aus Saccharomyces cerevisiae
durchgefihrt. Zunachst wurde der Einfluss von Sbal auf die thermisch induzierte Aggregation
von Citratsynthase (CS) im Fluoreszenzspektrophotometer beobachtet (Abbildung 3.18a).
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Abbildung 3.18a: I nteraktion von Shal/yp23 und hp23 mit thermisch denaturierter CS (Aggregation)

150 nM CS (Monomer) wurden bei 43°C inkubiert. Die durch CS-Aggregation
bewirkte Lichtstreuung des Reaktionsansatzes wurde in Abwesenheit zusétzlicher
Komponenten () oder in Anwesenheit eines 5-fachen (e ), 10-fachen (A) oder 15-
fachen () molaren Uberschusses an Shal beobachtet. Zum Vergleich wurde ein
Ansatz mit 5-fach molarem Uberschuss an hp23 vermessen (0).
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Das molare Verhdtnis von Sbal zu CS betrug dabei zwischen 5:1 und 15:1. Wahrend der
30 mindtigen Inkubation bei 43°C nahm die Lichtstreuung im Kontrollansatz ohne p23
signifikant zu und erreichte nach ca. 15 min ein Maximum. Durch Anwesenheit von Shal in
der temperierten Kuvette konnte der Verlauf dieser Aggregationskinetik deutlich beeinflusst
werden. Die temperaturinduzierte CS-Aggregation wurde in konzentrationsabhangiger Weise
durch Shal verlangsamt. Dabei stellte diese Aggregationsunterdriickung nicht enen
unspezifischen , Proteineffekt® dar, wie in einer Kontrollreaktion mit gleichen Mengen an
MAK33-1gG deutlich wurde (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich mit hp23 zeigte sich jedoch,
dass Shal a's Chaperon weniger effektiv ist als sein humanes Homolog. Selbst mit einem 15-
fachen molaren Uberschuss an Sbal zu CS wurde nicht das Ausmal3 an Unterdriickung
erreicht, das sich bei einem 5-fachen Uberschuss von hp23 zeigt. Geringe Unterschiede
wurden auch beim Einfluss beider Proteine auf die thermische Inaktivierung von CS deutlich
(Abbildung 3.18b).
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Abbildung 3.18h: Interaktion wvon Sbal/lyp23 und hp23 mit thermisch denaturierter CS
(Inaktivierung)
150 nM CS (Monomer) wurden bei 43°C inkubiert. Die Inaktivierungskinetik des
Enzyms wurde in Abwesenheit sonstiger Komponenten (e ), oder in Anwesenheit
eines 2-fachen molaren Unterschusses an Shal () bzw. in Anwesenheit &quimolarer
Mengen an Sbhal (m) vefolgt. Zum Vergleich wurde ein Ansatz mit aquimolaren
Mengen an hp23 vermessen (0). Die Geschwindigkeitskonstanten der
I naktivierungsreaktion sind angegeben.

Wahrend die Geschwindigkeitskonstante der Inaktivierungsreaktion durch die
Anwesenheit aguimolarer Mengen an hp23 ca. um den Faktor 4 verringert wird, ist Sbal in

diesem Kontext weniger effektiv (ca. Faktor 3 bel dguimolaren Mengen). Wie im Fall der
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Aggregationsreaktion konnte auch hier ein unspezifischer Proteineffekt ausgeschlossen
werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die in der Literatur beschriebenen Chaperon-
Eigenschaften ein charakteristisches Merkmal der p23-Familie zu sein scheinen. Unter den
einzelnen Mitgliedern der Familie zeigen sich jedoch Unterschiede im Bezug auf die

Effektivitét.

3.2.1.2. Einfluss von hp23 auf die thermisch induzierte Aggregation weiterer Substratproteine

Humanes p23 geht eine produktive Wechselwirkung mit Entfaltungsintermediaten von
B-Galactosidase und Citratsynthase ein (Bose et al., 1996; Freeman et al., 1996). Basierend
auf diesem kleinen Substratrepertoire lassen sich jedoch keine Schliisse hinsichtlich Substrat-
Chaperon-Interaktionen und insbesondere bezlglich Substratpréferenzen von p23 ziehen.
Daher wurde der Einfluss von p23 in weiteren Chaperon-Assays mit Modellsubstraten
getestet, um zusétzliche Proteine zu identifizieren, die durch Interaktion mit p23 stabilisiert
werden. Als erstes Modellsubstrat wurde a-Glucosidase (a-Glc) gewdahit. Dieses Hefeprotein
zeigt nach Inkubation bei erhthten Temperaturen ein dhnliches Aggregationsverhalten wie

Citratsynthase, welches im Fluoreszenzspektrophotometer verfolgt wurde (Abbildung 3.19a).
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Abbildung 3.19a: I nteraktion von hp23 mit thermisch denaturierter a-Glucosidase

150 nM a-Glucosidase wurden bei 49°C inkubiert. Die durch Aggregation des
Proteins bewirkte Lichtstreuung wurde in Abwesenheit sonstiger Komponenten (4)
oder in Anwesenheit eines 10-fachen (A), 20-fachen ([0) oder 40-fachen (1) molaren
Uberschusses an hp23 beobachtet. Zum Vergleich wurde ein Ansatz mit aquimolaren
Mengen an tetradecamerem GroEL (e ) oder einem 40-fachen Uberschuss an MAK 33-
1gG (m) vermessen.
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Die Aggregation konnte durch einen hohen molaren Uberschuss an hp23 zu einem Telil
unterdriickt werden. Im Vergleich zum Citratsynthase-Assay erwies sich p23 jedoch hier auf
molarer Ebene as weitaus weniger effektiv (s.0.). Dartiber hinaus war fir die beobachtete
Unterdriickung zu einem Grossteil ein unspezifischer Proteineffekt verantwortlich, da auch
grofRe Mengen an MAK33 zu einer dhnlichen Veranderung der Aggregationskinetik fuhrten.
Dahingegen konnte durch &quimolaren Mengen an GroEL die beobachtete Lichtstreuung fast
komplett inhibiert werden.

Im Bezug auf das Modellsubstrat Ma atdehydrogenase (MDH) konnten fir p23 ebenfalls
keine Chaperon-Aktivitéaten festgestellt werden (Abbildung 3.19b). Die durch Inkubation bei
erhohten Temperaturen ausgel 0ste Aggregation des Proteins scheint in Anwesenheit von hp23
sogar schneller zu verlaufen. Das Erreichen eines Maximalwertes ist in diesem Fall auf ein
Uberschreiten des auf die Standardreaktion (MDH ohne Chaperone) geeichten Messbereiches
zurtckzufihren. Auch die Aggregation von MDH kann durch die Zugabe von GroEL im
Verhdltnis 1:1 zum Substratprotein fast komplett unterdrtickt werden.
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Abbildung 3.190b: I nteraktion von hp23 mit thermisch denaturierter Malatdehydrogenase

200 nM MDH (Monomer) wurden bei 46°C inkubiert. Die durch Aggregation des
Proteins bewirkte Lichtstreuung wurde in Abwesenheit sonstiger Komponenten (e )
oder in Anwesenheit einer &guimolaren Menge an hp23 (0) beobachtet. Zum
Vergleich wurde ein Ansatz mit &guimolaren Mengen an tetradecamerem GroEL ([0)
vermessen.

Zur genaueren Analyse der beschriebenen Chaperon-Aktivitatstests wurde hp23 mit den
Substratproteinen unter den Bedingungen jeweiligen Tests quervernetzt (Abbildung 3.19c).
Wie erwartet, bildete sich ein Komplex zwischen dem Entfaltungsintermediat von CS und p23

aus, der mit Hilfe eines monoklonalen Antikérpers gegen p23 sichtbar gemacht werden
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konnte. p23 interagierte dabei sowohl mit der monomeren als auch der dimeren Form des
Citratsynthasemolekils. Ein dhnliches Muster konnte fur die Wechselwirkung mit
Malatdehydrogenase beobachtet werden. Dahingegen trat weder bei 44°C, 49°C noch bei
52°C ein Komplex zwischen p23 und a-Glucosidase auf. Dies erklart die mangelnde

Stabilisierung von a-Glucosidase im Aggregationsassay.

1 2 3 4 5

p23und CS-Dimer =% .

<€— 23 und MDH-Dimer
p23 und CS-Monomer —>
"9 <— 23 und MDH-Monomer

< 23

Abbildung 3.19c: I nteraktion von hp23 mit verschiedenen Substratproteinen
0,075 mg/ml hp23 wurde mit 0,075 mg/ml des jeweiligen Substratproteins fir 5 min
bei der angegebenen Temperatur inkubiert und im Anschluss chemisch quervernetzt.
p23-enthaltende Komplexe wurden nach der SDS-PAGE durch Immunoblot und
Detektion mit monoklonalem Antikérper JJ3 sichtbar gemacht (primérer
Antikérper:1:2000; sekundarer Antikérper: 1:2000)
Spur 1: p23 und CS bei 43°C Spur 2: p23 und a-Glc bei 44°C
Spur 3: p23 und a-Glc bei 49°C Spur 4: p23 und a-Glc bei 52°C
Spur 5: p23 und MDH bei 46°C

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass im Gegensatz zu anderen Chaperonen (wie z. B.
GroEL) p23 nur mit einigen Substratproteinen Interaktionen eingeht. Darliber hinaus fihren
nicht alle Wechselwirkungen zu einer apparenten Stabilisierung des Substratproteins wie am

Beispiel von MDH gezeigt werden konnte.

3.2.1.3. Einfluss von hp23 auf die chemisch induzierte Aggregation von Insulin

Neben Citratsynthase und [3-Galaktosidase konnte im Rahmen dieser Arbeit Insulin as
weiteres Substrat fir p23 identifiziert werden (Abbildung 3.20). Es zeigte sich, dass die durch
chemische Reduktion ausgelGste Aggregation der Insulin-B-Kette durch Anwesenheit von
hp23 signifikant unterrickt werden kann. Da das Ausmal} der Unterdriickung wie im
Citratsynthase-Assay in direkter Relation zur eingesetzten p23-Menge steht und 1gG keinen

Einfluss auf die Insulinaggregation zeigt (nicht gezeigt), kann davon ausgegangen werden,
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dass es sich um einen p23-spezifischen Effekt handelt. Dabel erweist sich hp23 auf molarer
Ebene im Insulinassay als effektiveres Chaperon als im CS-Assay, da bereits ein &quimolares
Verhdltnis von hp23 zu Insulin ausreicht, um signifikante Unterdriickung zu erzielen. Diese
Unterschiede, die auch fir Hsp82 beschrieben wurden (Scheibel et al., 1998), reflektieren die
unterschiedlichen Aggregationskinetiken beider Substratproteine, welche schnell im Fall von
CS und deutlich langsamer im Fall von Insulin sind (siehe Lag-Phase am Anfang der
Aggregationskinetik).
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Abbildung 3.20: I nteraktion von hp23 mit reduziertem Insulin

Die Aggregation von 45 pM Insulin wurde durch Reduktion mit 20 mM DTE
induziert. Die durch Aggregation der Insulin-B-K ette bewirkte Absorptionszunahme
bei 650 nm wurde in Abwesenheit zusétzlicher Komponenten ([1) oder in
Anwesenheit eines 2-fachen molaren Unterschusses (e ), &quimolarer Mengen (O)
oder eines 2-fachen molaren Uberschusses (m) an hp23 beobachtet. Die Aggregation
setzt erst 10 min nach DTE-Zugabe ein.

3.2.1.4. Diskussion der Chaperon-Aktivitét von p23

p23 wurde als Komponente zahlreicher Hsp90-Substratkomplexe identifiziert (Johnson et
al., 1994; Hu et al., 1997; Holt et al., 1999). Somit scheint dieses Molekll eine essentielle
Rolle bei der Hsp90-abhangigen Reifung von Substratproteinen zu spielen. Dennoch ist Uber
die genaue Funktion von p23 in diesem Kontext wenig bekannt. Fir das isolierte p23-Mol ekl
konnten in vitro Chaperon-Eigenschaften festgestellt werden (Bose et al., 1996; Freeman et
al., 1996). Die Wechselwirkung, die p23 mit den Substratproteinen eingeht, scheint eher
transienter Natur zu sein (Welkl, 1996). Zum einen wirde bel stabiler Interaktion zwischen

Chaperon und Substrat kein Einfluss auf die Inaktivierungskinetik von CS zu erkennen sein,
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wie dies auch bei den kleinen Hitzeschockproteinen der Fall ist (Ehrnsperger et al., 1997).
Dariiber hinaus deutet der ansteigende Verlauf der CS-Aggreagtionskinetik in Anwesenheit
von p23 darauf hin, dass CS-Molekile kontinuierlich von p23 abdissoziieren und in Folge
dessen wieder aggregationsanfallig sind.

Nach Kenntnis der Chaperon-Eigenschaften von p23 wurde spekuliert, dass p23 im
Hsp90-Heterokomplex nicht nur Wechselwirkungen zum Hsp90-Molekil ausbildet, sondern
auch direkt mit dem Substratprotein in Kontakt tritt (Bose et al., 1996; Weikl, 1996; Freeman
et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Chaperon-Eigenschaften eingehender
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass nicht ale Proteine von p23 als Substrate erkannt
und gebunden werden. Im Fall von Maatdehydrogenase fiihrte die ausgebildete Interaktion
nicht zu einer apparenten Stabilisierung der Entfaltungsintermediate, sondern sogar zu einer
Beschleunigung der Aggregationskinetik. Esist vorstellbar, dass in diesem speziellen Beispiel
die Chaperon-Substrat-Wechselwirkung destabilisierende Wirkung auf p23 austibt, so dass
auch p23 in die Aggregationsreaktion involviert ist.

Ein algemeines Substraterkennungsmuster fir p23 kann basierend auf den gezeigten
Daten nicht erstellt werden. Vor kurzem wurde postuliert, dass die Funktionalitét von
Steroidhormonrezeptoren durch verschiedene p23-Homologe unterschiedlich moduliert wird
(Freeman et al., 2000). Demnach scheinen innerhalb der p23-Familie Unterschiede bezlglich

Substraterkennung bzw. Interaktion mit dem jeweiligen Substratprotein zu existieren.

3.2.2. Wechsdwirkung zwischen Hsp90 und p23
3.2.2.1. Chemische Quervernetzung von Hsp90 und p23

Die Ausbildung eines detektierbaren Komplexes aus Hsp90 und p23 kann durch
zahlreiche Faktoren beeinflusst werden. Eine absolute Vorrausetzung fur das
Zustandekommen der wechselseitigen Interaktion ist dabei das Vorhandensein von ATP,
damit das Hsp90-Molekil im ATP-gebundenen und damit fur p23 affinen Zustand vorliegt
(Sullivan et al., 1997; Grenert et al., 1997). Da ATP-Hydrolyse in diesem Kontext einen
negativen Effekt ausiibt, wie anhand von ATP-Hydrolyse-defizienten Hsp90-M utanten gezeigt
wurde (Grenert et al., 1999), wird der Hsp90-p23-Komplex zusétzlich durch die Substitution
von ATP durch das nicht-hydrolysierbare ATP-Analogon ATPyS stabilisiert (Sullivan et al.,
1997).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Wechselwirkung zwischen p23 und Hsp90
durch geringe Konzentrationen (0,01%) des nicht-ionischen Detergens Nonidet P-40 gefordert
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wird (Sullivan et al., 1997). Diese Substanz wurde urspringlich zum Aufschluss von Zellen
verwendet, aus denen nicht-aktivierte Steroidhormonrezeptoren isoliert wurden. Die
chemische Grundlage fur die Stabilisierung einer Protein-Protein-Interaktion durch ein
Detergensist noch unklar.

Als weitere unphysiologische Substanz mit stabilisierendem Einfluss wurde Molybdat in
Konzentrationen zu ca. 10 mM identifiziert (Sullivan et al., 1997). Fir Molybdat wird ein
Einfluss auf die Konformationserhaltung des Hsp90-Molekiils nach ATP-Hydrolyse diskutiert
(Grenert et al., 1999) (Einleitung Kapitel 1.5.).

Die in der Literatur beschriebenen Effekte auf Wechselwirkungen zwischen Hsp90 und
p23 wurden vorwiegend durch Immunpréazipitationen der gebildeten Komplexe untersucht. In
der vorliegenden Arbeit sollte Uberprift werden, ob auch chemische Quervernetzung beider
Proteine geeignet ist, um diese Komplexbildung zu dokumentieren. Zunéchst wurden beide
Komponenten des Hefesystems (Hsp82 und Sbhal) in Anwesenheit von ATP bzw. der nicht-
hydrolysierbaren ATP-Analoga ATPyS und AMP-PNP nach 30 minitiger Inkubation
quervernetzt (Abbildung 3.21a).

+ + +
ATPYS AMP-PNP ATP

+ -+ - + Geldanamycin -/+

<€— Hsp82-Dimer und Sbhal
< Hspg2-Dimer

<— Hsp82-Monomer

< Sbal-Monomer

Abbildung 3.21a: I nteraktion von Hsp82 und Shal in Abhangigkeit verschiedener Nukleotide
0,2 mg/ml Hsp82 und 0,2 mg/ml Shal wurden unter Zusatz verschiedener Nukleotide
(bzw. Nukleotidanaloga) fir 30 min inkubiert und anschlielend chemisch
quervernetzt. Die Konzentrationen der Nukleotide betrugen jeweils 2 mM. Zur
Kontrolle wurden entsprechende Ansitze mit Geldanamycin (GA) in 2-fachem
Uberschuss zu Hsp82 angesetzt.
Puffer: 40 mM HEPESIKOH, pH 7,5; 15 mM MgCl,

Spur 1: Hsp82 nicht quervernetzt Spur 2: Hsp82
Spur 3: Shal nicht quervernetzt Spur 4: Shal
Spur 5: Hsp82 und Shal mit ATPyS Spur 6: analog Spur 5 mit GA

Spur 7: Hsp82 und Shal mit AMP-PNP  Spur 8: analog Spur 7 mit GA
Spur 9: Hsp82 und Sbhal mit ATP Spur 10: analog Spur 9 mit GA
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Es zeigte sich, dass die aleinige Anwesenheit von ATP im Ansatz nicht ausreichend ist,
um eine durch Quervernetzung nachweisbare Komplexbildung beider Proteine zu bewirken.
Die fehlende Interaktion kénnte ihren Grund darin haben, dass Hsp82 unter den vorliegenden
Steady-State-Bedingungen einer kontinuierlichen Abfolge von ATP-Hydrolyse-Zyklen
unterworfen ist. Somit konnte die Zeitspanne, in der das Hitzeschockprotein im ATP-
gebundenen Zustand vorliegt, zu kurz sein, um eine effektive Komplexbildung mit Shal zu
gewdhrleisten. Dahingegen konnte in den Ansdizen mit ATPYS und AMP-PNP eine
erkennbare Verschiebung der Hsp82-Dimerenbande zu hoheren Molekulargewichten
beobachtet werden. Diese Verschiebung beruht auf einer spezifischen Wechselwirkung mit
Shal, dain den entsprechenden Kontrollansétzen mit Geldanamycin keine Verschiebung der
Dimerenbande auftrat.

Im Gegensatz zum Hefesystem ist die Anwesenheit von ATPYS nicht ausreichend, um
signifikante Komplexbildung zwischen den humanen Hsp90- und p23-Homologen zu
bewirken (Abbildung 3.21b).

Keine + + +
Zusatze Mo No Mo/No

-+ -+ - + Geldanamycin +/-

Hsp90-Di d hp23
! sp imer und hp

<€— Hsp90-Dimer

| g W T b B e W < Hsp90-Monomer

Abbildung 3.21h: I nteraktion von humanem Hsp90 und hp23 unter verschiedenen Bedingungen
0,2 mg/ml Hsp90 und 0,2 mg/ml hp23 wurden vor Quervernetzung mit 2 mM ATPyS
und verschiedenen Zusétzen 30 min inkubiert. Zur Kontrolle wurden entsprechende
Ansitze mit Geldanamycin (GA) in 2-fachem Uberschuss zu Hsp90 angesetzt. Die
Konzentration von Molybdat (Mo) in den Ansétzen betrug 10 mM, die Konzentration
von Nonidet P-40 (No) betrug 0,01%. Die monomere p23-Bande ist nicht zu erkennen.
Puffer: 40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 15 mM MgCl,

Spur 1: Hsp90 Spur 2: hp23

Spur 3: Hsp90 und hp23 ohne Zusétze Spur 4: analog Spur 3 mit GA
Spur 5: Hsp90 und hp23 + Mo Spur 6: analog Spur 5 mit GA
Spur 7: Hsp90 und hp23 +No Spur 8: analog Spur 7 mit GA

Spur 9: Hsp90 und hp23 +Mo/No Spur 10: analog Spur 9 mit GA
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Eine deutliche Verschiebung der Hsp90-Dimerenbande zeigte sich erst nach Zugabe von
Molybdat oder Nonidet P-40. Am effektivsten erwies sich die Kombination beider
Substanzen. Auch in diesem Fall wurde die Spezifitét der Interaktion durch Disruption des
Komplexes mit Geldanamycin erwiesen. Auf die Wechselwirkung zwischen Hsp82 und Shal
haben Molybdat und Nonidet P-40 keinen steigernden Einfluss, wenn die
Quervernetzungsreaktion in Anwesenheit von ATPYS durchgefihrt wird (Daten nicht
gezeigt). Bel Substitution des nicht-hydrolysierbaren ATP-Analogons gegen ATP flhrt die
gleichzeitige Zugabe dieser Substanzen jedoch zu einem fir Komplexbildung typischen
Bandenshift (Daten nicht gezeigt), welcher Ublicherweise in Anwesenheit von ATP nicht
auftritt (s.0.). Diese Beobachtung unterstiitzt die Annahme, dass durch die Anwesenheit von
Molybdat die Konformation von Hsp90 auch nach ATP-Hydrolyse im ATP-gebundenen und
damit fur p23 affinen Zustand gehaten wird (Grenert et al., 1999). Auch heterologe
Wechselwirkungen zwischen Hsp90 und p23 wurden im Rahmen dieser Arbeit analysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass Hsp82 und hp23 unter keinen Bedingungen miteinander
assoziieren (Daten nicht gezeigt). Dagegen konnte fur humanes Hsp90 und Sbal die
Ausbildung eines Komplexes unter den fir das humane System etablierten Bedingungen
(Molybdat und Nonidet P-40) beobachtet werden (Abbildung 3.21c).

keine +
Zusatze Mo/NO
-+ -+ Geldanamycin +/-

- Hsp90-Dimer und Shal
- Hsp90-Dimer

v | €= Spa1-Monomer

Abbildung 3.21c: I nteraktion von humanem Hsp908 mit Shal

0,2 mg/ml Hsp90 und 0,2 mg/ml Shal wurden vor Quervernetzung mit 2 mM ATPyS
und falls angegeben mit entsprechenden Zusétzen inkubiert. Zur Kontrolle wurden
entsprechende Ansitze mit Geldanamycin (GA) in 2-fachem Uberschuss zu Hsp90
angesetzt. Die Konzentration von Molybdat (Mo) in den Ansétzen betrug 10 mM, die
Konzentration von Nonidet P-40 (No) betrug 0,01%.

Puffer: 40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 15 mM MgCl,

Spur 1: Hsp90 und Shal ohne Zusétze Spur 2; analog Spur 1 mit GA

Spur 3: Hsp90 und Shal +Mo/No Spur 4: analog Spur 3 mit GA
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3.2.2.2. Diskussion der chemischen Quervernetzung von Hsp90 und p23

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Komplexbildung zwischen Hsp90 und
p23 auch durch chemische Quervernetzung anstelle der bisher Ublichen Immunprazipitation
nachgewiesen werden kann. Zwar wurde im Quervernetzungsexperiment nur ein gewisser
Antell des Gesamtproteins im Komplex detektiert, wie aus der Fraktion ungebundenen
Proteins geschlossen werden kann. Die Ausbeute an quervernetztem Protein konnte auch
durch Titration der p23-Menge nicht weiter optimiert werden. Jedoch kann die beobachtete
Bandenverschiebung as signifikantes und ausreichendes Signal zum Nachweis einer
ausgebildeten Wechselwirkung angesehen werden. Bei beiden Methoden wurden dieselben
Komponenten als Stabilisatoren des Komplexes identifiziert. In vivo missen andere Faktoren
existieren, die einen stabiliserenden Effekt auf Hsp90/p23-Komplexe ausiiben. Zum einen
konnte die Rekrutierung von p23 in den Komplex mit Hsp90 durch solche Faktoren
beschleunigt werden. Damit wére die Zeitspanne, die sich Hsp90 vor der Hydrolyse im ATP-
gebundenen Zustand befindet, moglicherweise ausreichend fir effektive Wechselwirkung
beider Proteine. Zum anderen ist vorstellbar, dass die Interaktion zwischen Hsp90 und p23
dadurch erleichtert wird, dass das Hsp90-Molekil im ATP-gebundenen Zustand stabilisiert
wird. Dies kénnte durch STI1-Homologe bewirkt werden, von denen gezeigt wurde, dass sie
in vitro einen inhibierenden Effekt auf die intrinsische ATPase-Aktivitét von Hsp90 ausiiben
(Prodromou et al., 1999).

3.2.3. Struktur-Funktions-Beziehung von humanem p23
3.2.3.1. Strukturelle Charakterisierung von hp23

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die beiden fur p23 in vitro beschriebenen
Funktionen (Bindung an Hsp90 und in-vitro-Chaperon-Aktivitéat) definierten Struktur-
bereichen des Molekils zuzuordnen. Im Rahmen einer grundlegenden strukturellen
Charakteriserung wurde daher ein Fern-UV-CD-Spektrum von hp23 aufgenommen
(Abbildung 3.22). Das von 250 nm bis 200 nm gemessene Spektrum, anhand dessen
Rickschlisse auf Sekundérstrukturelemente des p23-Molekils gezogen werden kénnen, wies
einen fur Fern-UV-CD-Spektren ungewdhnlichen Peak bel 230 nm auf. Dieser Peak, der
charakteristisch fur die p23-Familie zu sein scheint, da er auch im Fern-UV-CD-Spektrum
von Sbal zu beobachten ist (Daten nicht gezeigt), beruht wahrscheinlich auf dem hohen

Antell (10 %) aromatischer Aminosduren im Protein. Aufgrund des lokalen Minimums im
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Bereich von 218 nm zusammen mit dem geringen negativen Elliptizitatssignal kénnen fir
hp23 Uberwiegend (-Strukturanteile postuliert werden. Jedoch ist die negative Elliptizitdt im
Bereich von 200 nm uncharakteristisch fir nativ gefaltete Proteine (Schmid, 1989). Diese
Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass das p23-Molekil ungefatete Strukturbereiche
enthdlt.
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Abbildung 3.22: Sekundarstruktur von humanem p23

Fern-UV-CD-Spektrum von 0,2 mg/ml hp23 bei 20°C.
Puffer: 40 mM Kaliumphosphat, pH 6,8

Um diese Theorie zu testen, wurde humanes p23 einer limitierten Proteolyse durch

Proteinase K ausgesetzt (Abbildung 3.23).

Imin 5min 10min 20 min 60 min

< Ap23

Abbildung 3.23: Proteolytischer Verdau von hp23
hp23 wurde mit 4000-fachem Unterschuss an Proteinase K bei 25°C verdaut.
SDS-PAGE: 12.5%-20% Gradientengel
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Die 60 mindtige Inkubation des Wildtypproteins mit einem 4000-fachen Unterschuss an
Protease flhrte zur Entstehung enes neuen stabilen Fragments, welches nach
Grossenabschétzung auf der SDS-PAGE ungeféhr 3 kDa kleiner ist als das unprozessierte
Protein. Dieses Fragment erwies sich auch bel Verlangerung der Inkubationszeiten oder
Erhohung der Proteasekonzentration als stabil. Ahnliche Ergebnisse wurden bei Verwendung
von Trypsin anstelle von Proteinase K erzielt. Die Grésse des proteol ytischen Produkts wurde
anhand von Massenspektrometrie zu ca. 15400 Da bestimmt. Durch Edman-Abbau wurden
die N-terminalen Aminosduren des entstandenen Fragments as MQPASAK identifiziert.
Diese Sequenz entspricht der N-terminalen Region des Wildtypproteins. Als Konsequenz
dieser Ergebnisse und nach Lokalisierung moglicher Proteinase-K-Schnittstellen in der hp23-
Sequenz konnte gefolgert werden, dass das durch proteolytischen Verdau aus hp23
entstandene Fragment die Aminosauren 1 bis 130 des 160 Aminosauren langen
Wildtypproteins umfasst. Dahingegen fehlen die 30 C-terminalen Aminosauren, die

maoglicherwel se einen ungefalteten, proteaseanfalligen Schwanz des p23-Molekils darstellen.

3.2.3.2. Klonierung und strukturelle Charakterisierung von Ap23

Um die strukturellen Eigenschaften des Wildtypproteins mit denen des proteolytischen
Abbauproduktes vergleichen zu kénnen, wurde die DNA-Sequenz des entsprechenden
Fragments vom Originalplasmid pET23a-hp23 durch PCR amplifiziert (zur Klonierung siehe
Material und Methoden). Das PCR-Produkt wurde in den pET17b-Vektor tber die Ndel- und
EcoRI-Schnittstellen inseriert. Nach Transformation des entstandenen Klons pET17b-Ap23 in
ein bakterielles Expressionssystem wurde Ap23 nach der in Materiad und Methoden
beschriebenen Vorschrift gereinigt.

Das Fern-UV-CD-Spektrum von Ap23 ist typisch fir ein -Fatblatt-Protein mit einem
lokalen Minimum von 5000 Grad cm? dmol™ (Abbildung 3.244).
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Abbildung 3.24a: Sekundarstruktur von humanem p23 und Ap23

Fern-UV-CD-Spektren von 0,2 mg/ml hp23 (0 ) und 0,2 mg/ml Ap23 (-+-+) bei 20°C.
Puffer: 40 mM Kaliumphosphat, pH 6,8

Das Signal bel 230 nm ist hier sogar noch starker ausgepragt als im Wildtypprotein, da
alle aromatischen Aminosauren der hp23-Sequenz auch im Ap23-Molekil vorhanden sind.
Wie erwartet, steigt das CD-Signal von Ap23 im Bereich zwischen 210 nm und 200 nm auf
Werte um 0 Grad cm? dmol™ an, was auf eine nativ gefaltete Struktur des Proteins hinweist.
Zum Vergleich wurde ein Fern-CD-Signal von PEP1 aufgenommen (Abbildung 3.24b). PEP1
ist ein chemisch synthetisiertes Peptid, welches den 37 C-terminalen Aminosauren des hp23-
Molekils entspricht. In Ubereingtimmung mit der Annahme, dass dieser Teil von p23
grofdtenteils in ungefaltetem Zustand vorliegt, konnten im Fern-UV-CD-Spektrum von PEP1

keine Sekundéarstrukturel emente erkannt werden.
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Abbildung 3.24b: Sekundarstruktur von PEP1
Fern-UV-CD-Spektrum von 0,2 mg/ml PEP1 bei 20°C.

Als Grundlage fir die nachfolgenden Chaperon-Assays wurde die Stabilitdt von Ap23 mit
der des Wildtypproteins verglichen. Dies erfolgte durch Messung des CD-Signals beider
Proteine bei der charakteristischen Wellenlange von 230 nm wahrend kontinuierlicher
Temperaturerhohung (Abbildung 3.25). Wéhrend das CD-Signal von hp23 ab ca. 45°C an
Intensitét verlor, blieb das entsprechende Ap23-Signa konstant bis ca. 60°C. Oberhalb 60°C
wurde ein scharfes Abfallen der Elliptizitét beobachtet, was auf einen kooperativen Verlust
von Sekundérstrukturelementen als Folge thermischer Entfaltung hinweist. Bel beiden
Proteinen war der Entfaltungsprozess bel ca. 70°C abgeschlossen. Die thermische Entfaltung
stellte eine irreversible Resktion dar, da en anschliefendes Abkuhlen nicht zur
Wiederausbildung von nativen Sekundérstrukturen fihrte. Von Bedeutung ist, dass die
Entfernung der C-terminalen Region von hp23 dessen thermische Stabilitdt nicht verringert,

sondern vielmehr zu einem kooperativeren Entfaltungstibergang fuhrt.
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Abbildung 3.25: Temperaturiibergang von hp23 und Ap23

Das CD-Signa von 0,2 mg/ml hp23 (O) und 0,2 mg/ml Ap23 (e ) wurde bei 230 nm
wahrend konstanter Temperaturerhthung mit einer Heizrate von 0,5°C/min
beobachtet.

Puffer: 40 mM Kaliumphosphat, pH 6,8

3.2.3.3. Wechselwirkung von Ap23 mit Hsp90

Um zu analysieren, welche Auswirkungen die Entfernung der C-terminalen Region auf die
Funktionalitét des p23-Molekils hat, wurde zunéachst die Interaktion von Ap23 mit humanem
Hsp90 untersucht (Abbildung 3.26). Als Bedingungen wurden digjenigen gewdahit, welche
sich als optimal fur die Stabiliserung des Hsp90-p23-Komplexes aus den humanen
Komponenten erwiesen hatten (Sullivan et al., 1997; Grenert et al., 1999; Kapitel 3.2.2.).
hp23 oder Ap23 wurden in der Anwesenheit von ATPYS mit humanem Hsp90 nach 30
mindtiger Inkubation chemisch vernetzt. Als Kontrolle dienten analoge Reaktionen mit
Geldanamycin. Es zeigte sich, dass sowohl hp23 als auch Ap23 gleichermal3en in der Lage
sind, an Hsp90 zu binden. In beiden Fallen kann die Komplexbildung spezifisch durch
Geldanamycin-Zugabe inhibiert werden. Somit konnten im Bezug auf Interaktion mit Hsp90
keine Unterschiede zwischen hp23 und Ap23 festgestellt werden. Es ist daher anzunehmen,
dass die ungefaltete C-terminale Region des p23-Molekuls fur die Wechselwirkung mit Hsp90

nicht notwendig ist.
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Abbildung 3.26: I nteraktion von Hsp82 mit hp23/Ap23
Die Proteine (Konzentration 0,4 mg/ml) wurden vor Quervernetzung in folgendem

Puffer inkubiert:
40 mM HEPES/KOH, pH 7,5; 10 mM MgCl,; 2 mM ATPyS; 10 mM Na,Mo,; 0,01 %

Nonidet

Spur 1: hp23 Spur 2: Ap23

Spur 3: Hsp90 und hp23 Spur 4: Hsp90, hp23 und Geldanamycin
Spur 5: Hsp90 und Ap23 Spur 6: Hsp90, Ap23 und Geldanamycin
Spur 7: Hsp90

Geldanamycin wurde in 2-fachem Uberschuss zu Hsp90 eingesetzt.

3.2.3.4. Chaperon-Eigenschaften von Ap23

Um die Chaperon-Eigenschaften von Ap23 mit denen des Wildtypproteins zu vergleichen,
wurden Chaperon-Assays mit Citratsynthase as Substratprotein im
Absorptionsspektrophotometer  durchgefuhrt. Im  CS-Aggregationsassay fuhrte die
Anwesenheit eines molaren Uberschusses an hp23 wie bereits in der Literatur beschrieben
(Bose et al., 1996) zu einer effektiven Unterdriickung der thermisch induzierten CS-
Aggregation (Abbildung 3.273). Im Gegensatz dazu hatte dieselbe Menge an Ap23 keinen
signifikanten Einfluss auf das Aggregationsverhalten von CS. Somit scheint das
Vorhandensein der C-terminalen Region im p23-Molekil eine Vorraussetzung fur die
effiziente Wechselwirkung von p23 mit nicht-nativen Substratproteinen zu sein. Isoliertes
PEP1, welches dieser ungefalteten Region entspricht, hatte aleine keinen Einfluss auf CS-
Aggregation (Daten nicht gezeigt). Ebensowenig konnte die Funktion von Ap23 durch die
Anwesenheit eines Uberschusses an PEP1 im CS-Aggregationsassay trans-komplementiert

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.27a: I nteraktion von hp23 und Ap23 mit nicht-nativer CS (Aggregation)
4 uM CS (Monomer) wurden bei 43°C inkubiert. Die durch CS-Aggregation bewirkte
Absorptionszunahme bei 360 nm wurde in Abwesenheit zusétzlicher Komponenten
(O) oder in Anwesenheit eines 5-fachen (A) oder 10-fachen (O) molaren
Uberschusses an hp23 beobachtet. Zusitzlich wurde ein Ansatz mit 10-fach molarem
Uberschuss an Ap23 (m) vermessen.

Ahnliche Ergebnisse wurden erzielt, als der Einfluss von hp23 und Ap23 auf die
Inaktivierungskinetik von CS untersucht wurde (Abbildung 3.27b). Aquimolare Mengen an
hp23 verlangsamten den Inaktivierungsprozess des CS-Molekils um den Faktor 5.
Dahingegen blieben die Geschwindigkeitskonstanten der Inaktivierungsreaktion in der
Anwesenheit von Ap23 unverandert. Auch in diesem Fall konnte durch gleichzeitige Zugabe
von PEP1 die Chaperon-Eigenschaft von Ap23 nicht wiederhergestellt werden. Aufgrund
dieser Beobachtungen kann postuliert werden, dass der ungefaltete C-terminus von p23 als
integraler Bestandteil des Moleklls einen entscheidenden Beitrag zur Chaperon-Eigenschaft

des Gesamtmol ekl s | eistet.
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Abbildung 3.27b: I nteraktion von hp23 und Ap23 mit nicht-nativer CS (Inaktivierung)
150 nM CS (Monomer) wurden bei 43°C inkubiert. Die Inaktivierungskinetik des
Enzyms wurde in Abwesenheit sonstiger Komponenten (C1) oder in Anwesenheit eines
2-fachen molaren Unterschusses an hp23 (e) bzw. in Anwesenheit &gquimolarer
Mengen an hp23 (0) vefolgt. Zusdtzlich wurden Ansdtze mit dguimolaren Mengen
(m) oder einem einem 5-fach moleren Uberschuss (A) an Ap23 vermessen. Die
Geschwindigkeitskonstanten der | naktivierungsreaktion sind angegeben.

3.2.3.5. Diskussion der Struktur-Funktions-Beziehung von humanem p23

In der vorliegenden Arbeit konnte eine C-terminale Region des hp23-Molekils
identifiziert werden, die offenbar Uberwiegend unstrukturiert ist und leicht proteolytisch vom
Gesamtmolekil abgespalten werden kann. Den ersten Hinweis auf das Vorhandensein einer
solch ungefalteten Doméne lieferte der ungewdhnliche Verlauf des Fern-UV-CD-Spektrums
von hp23 im Bereich zwischen 210 und 200 nm. Da das CD-Signal von Shal ebenfalls in
diesem Bereich nicht anstieg (Daten nicht gezeigt), wie es fur nativ gefaltete Proteine
charakteristisch ist, kann spekuliert werden, dass ein unstrukturierter C-terminer Bereich fir
die Mitglieder der p23-Familie kennzeichnend ist. Tatsachlich lieferten analoge
Proteolyseexperimente mit Sbal ein vergleichbares Ergebnis zu hp23. In diesem Fall wurde
das 216 Aminosduren lange Molekil an Position 145 geschnitten (Daten nicht gezeigt). Als
Konsequenz dieser Ergebnisse wurde gefolgert, dass das p23-Molekil aus zwei strukturellen
Bereichen besteht: (i) einer stabil gefalteten und hoch-kooperativen [3-Faltblattdoméne und (ii)
einem Uberwiegend unstrukturierten C-terminalen Schwanz.

Funktionelle Charakterisierungen von p23 konzentrierten sich bis jetzt hauptsachlich auf

die Bindung von p23 an Hsp90 oder die in-vitro-Chaperon-Eigenschaften von isoliertem p23.
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Die Ausbildung eines Komplexes zwischen p23 und Hsp90 wurde als streng ATP-abhangig
charakterisiert. Diese dtraffe Regulation der Assoziationsreaktion, die Uber den
Nukleotidbindungszustand des Hsp90-Molekils kontrolliert wird, ist insbesondere interessant,
da gleichzeitig die Affinitdt der N-terminalen Chaperon-Aktivitdt fur Substrate durch
Nukleotide beeinflusst. Fur die Interaktion mit p23 ist die N-terminale Region, welche die
ATP-Bindestelle enthdlt, zumindest zum Teil mit verantwortlich (Chen et al., 1998; Fang et
al., 1998). Da es jedoch nicht méglich ist, p23 mit der isolierten N-terminalen Doméane von
Hsp90 chemisch querzuvernetzen (Scheibel et al., 1999), scheinen auch andere Bereiche des
Hitzeschockproteins an der Interaktion mit p23 beteiligt zu sein.

Waéhrend die Wechselwirkung zwischen p23 und Hsp90 Ublicherweise durch
Immunoprézipitation nachgewiesen wurde (Sullivan et al., 1997), wurde in der vorliegenden
Arbeit der gebildete Komplex durch chemische Quervernetzung sichtbar gemacht. So konnte
gezeigt werden, dass Ap23 dieselbe Affinitét zu Hsp90 aufweist wie das Wildtypprotein hp23.
Daher scheint die Hsp90-Bindestelle innerhalb der strukturierten B-Faltblattdomane von p23
lokalisiert zu sein.

Ein wichtiger Befund der vorliegenden Arbeit war die Beobachtung, dass die Fahigkeit
von hp23, mit nicht-nativen Proteinen zu interagieren, von der C-terminalen Region des
Molekils abhangig ist. Das C-terminal verkirzte Fragment Ap23 war nicht in der Lage, CS-
Aggregation zu unterdriicken oder die Inaktivierung dieses Substratproteins zu verlangsamen.
Das isolierte C-terminale Peptid wies jedoch auch keine Chaperon-Aktivitédt auf, noch konnte
es das inaktive Fragment Ap23 komplementieren. Ob der C-terminale Schwanz direkt oder
indirekt fUr die beobachtete Chaperon-Aktivitét von p23 notwendig ist, ist noch unklar. Da
diese Region des p23-Molekils wenig konserviert ist, scheint eine indirekte Beteiligung
wahrscheinlicher. So kénnte der sehr hydrophile Schwanz notwendig sein, um die Loslichkeit
des p23-Substrat-Komplexes zu gewéhrleisten. Alternativ dazu koénnte durch C-terminae
Region ein hydrophober Bereich des p23-Moleklls maskiert werden, wenn dieses frei in
Ldsung vorliegt.

Als Konsequenz der beschriebenen Experimente war es moglich, die beiden fur p23
beschriebenen Funktionalitéten (Bindung an Hsp90 und produktive Interaktion mit nicht-
nativen Proteinen) bestimmten Regionen des Molekils zuzuordnen. Wie diese zweigeteilte
Struktur von p23 in Zusammenarbeit mit Hsp90 zur Erhaltung der aktiven Konformation

vieler Substratmolekile beitrégt, muss noch entschltisselt werden.
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Viele der in der vorliegenden Arbeit fir p23 beschriebenen Ergebnisse wurden kirzlich
durch die Bestimmung der Kristallstruktur des hp23-Molekiils bekréftigt (Weaver et al., 2000)
(Abbildung 3.28).

Abbildung 3.28: Kristallstruktur eines C-terminal verkiirzten hp23-Fragments (p23-C35) (hach
Weaver et al., 2000)
Die zwei Domanen sind durch die in gelb gezeigte Disulfidbriicke verbunden.

Die Kristallstruktur zeigt ein C-terminal um 35 Aminosduren verkirztes Fragment von
hp23, da das Wildtypprotein mit der unstrukturierten Region nicht kristallisiert werden
konnte. hp23 liegt im Kristall as Homodimer vor, wobei die einzelnen Untereinheiten aus
acht antiparallelen 3-Stréngen bestehen und so eine kompakte (3-Sandwich-Struktur ausbilden.
Das Dimer wird durch eine Disulfidbriicke zischen den beiden Untereinheiten stabilisiert,
welche jedoch aufgrund der unphysiologischen Kristallisationsbedingungen entstanden sein
konnte. Konservierte Reste, die moglicherweise an der Aushildung des Kontakts zu Hsp90
beteiligt sind, befinden sich als Cluster auf einer Seite des Homodimers. Das kristallisierte
Fragment verhielt sich in vitro wie Ap23 (Weaver et al., 2000). Es war in der Lage, an Hsp90
zu binden, wies jedoch keine Chaperon-Aktivitat auf.

Die genaue Funktion von p23 bleibt weiterhin unklar. Einen Hinweis darauf konnte die
kirzlich entdeckte Gewebespezifitdt mancher Mitglieder der p23-Familie (Freeman et al.,
2000) geben. Da die enzelnen p23-Homologe unterschiedliche Effekte auf die
Transkriptionsaktivierungsaktivitét von Steroidrezeptoren ausliben, konnte mittels p23 die
zelluldre Antwort auf Hormonsignale unterschiedlich reguliert werden. So  kdnnen
verschiedene, durch Steroidrezeptoren aktivierbare Gene durch die Existenz verschiedener

p23-Homologe mit einem einzigen Hormonsignal differentiell aktiviert werden.
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4. Zusammenfassung

Hsp90 ist ein molekulares Chaperon, dessen Funktionsweise in vivo ATP-abhéngig zu
sein scheint. Die ATP-Bindestelle wurde in der N-terminalen Doméne des Molekils
lokalisiert. In dieser N-terminalen Region konnte auch ein chaperon-aktives Zentrum
identifiziert werden, welches in seiner Affinitét fr Substrate durch Nukleotide reguliert wird.
Dahingegen ist die C-terminal |okalisierte Chaperon-Aktivitat ATP-unabhéangig.

Um die intrinsische ATPase-Aktivitét des Hsp90-Homologen aus S cerevisiae (Hsp82)
genauer zu charakterisieren, wurden in der vorliegenden Arbeit zunéchst geeignete Parameter
fur die ATPase-Aktivitatstests ermittelt. Dabei zeigte sich, dass Hsp82 in dhnlicher Weise wie
andere ATP-abhéngige Chaperone in seiner ATPase-Aktivitdt durch monovalente Kationen
stimuliert werden kann. Jedoch konnten im Gegensatz zu molekularen Chaperonen der
Hsp60- und Hsp70-Familie keine signifikanten Praferenzen fir bestimmte Kationen
festgestellt werden.

Im Anschluss wurden die Teilreaktionen des von Hsp82 katalysierten ATP-Hydrolyse-
Zyklus kinetisch analysiert. Es zeigte sich, dass ATP-Bindung an Hsp82 in zwei Schritten
erfolgt. Der zweite Teilschritt scheint eine molekulare Umlagerung innerhalb des Hsp82-
Molekils zu sein, welche dazu fuhrt, dass das gebundene Nukleotid zur Hydrolyse
determiniert ist. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Zyklus ist die ATP-Hydrolyse-
Reaktion selbst.

In der isolierten ATP-Bindedoméane konnte keine Determinierung des gebundenen
Nukleotids festgestellt werden. AulRerdem waren die Umsatzraten dieses Fragmentes im
Vergleich zum Wildtypprotein deutlich herabgesetzt. Durch Untersuchung einer Reihe C-
terminal verklrzter Hsp82-Fragmente stellte sich heraus, dass Regionen des Hsp82-Molekils,
die auRRerhalb der Nukleotidbindedomane liegen, fir das zur Determinierung fuhrende
Einfangen des ATP-Molekils von Bedeutung sind. Jedoch konnten auch in
determinierungskompetenten Fragmenten keine Umsatzraten in der Grolenordnung des
Wildtypproteins gemessen werden. Es scheinen somit noch weiter C-terminal gelegene Teile
des Hsp82-Molekils fur die komplette ATPase-Aktivitdt verantwortlich zu sein. Die
erhaltenen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ATP-Bindung konformationelle
Umlagerungen in Hsp82 auddst, welche das gesamte Molekil miteinbeziehen und zu

Repositionierung der N- und C-terminalen Doméanen zueinander fahrt.
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Ein weiteres Thema der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von p23, einem
Co-Chaperon von Hsp90. p23 bindet an Hsp90 im ATP-gebundenen Zustand des
Hitzeschockproteins. Fur isoliertes p23 konnte in vitro eine spezifische, produktive
Interaktion mit nicht-nativen Proteinen festgestellt werden. Diese beiden Funktionen wurden
hier mit entsprechenden Bereichen des p23-Molekils korreliert. Dabei wurde eine
unstrukturierte Region innerhalb des Molekils identifiziert, welche im C-terminalen Bereich
der Proteinsequenz lokalisiert ist. Dieser ungefaltete Anteil ist nicht notwendig fir die
Interaktion zwischen p23 und Hsp90, da C-terminal verkirztes p23 (Ap23) welterhin in der
Lage ist, spezifische Komplexe mit Hsp90 auszubilden. Dahingegen verhindert das Entfernen
der C-terminaden Region die effiziente Interaktion des p23-Molekils mit nicht-nativen
Substraten. Die isolierte C-terminale Region selbst ist nicht in der Lage, als Chaperon zu
fungieren. Auch die Komplementation der Chaperon-Eigenschaft von Ap23 durch
gleichzeitige Anwesenheit dieser isolierten Domane war nicht méglich.

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die Bindungsstelle fur Hsp90 in der
gefalteten Doméne des p23-Molekils vermutet werden kann. Fur die produktive Interaktion
von p23 mit nicht-nativen Proteinen sind sowohl die strukturierte a's auch die unstrukturierte

C-terminale Region des Mol ekils bendtigt.
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6. AbkUrzungen

A

Azgo
a-Glc
AcCoA
ADP
AMP
amp
AMP-PNP
APS
ATP
ATPYS
BiP
BSA
CCT
CD
Cpn
cdc37
Cpré
CS

Da
DNA
DSP
DTE
DTNB
E. coli
EDTA
ER

FKBP

Angstrom

UV-Absorption bei 280 nm
o-Glucosidase
Acetyl-Coenzym A
Adenosin-5’ -diphosphat
Adenosin-5"-monophosphat
Ampicillin
Adenylyl-imido-diphosphat
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-5’ -triphosphat
Adenosin-5’-y-thio-triphosphat
Heavy Chain Binding Protein
Rinderserumalbumin
Gruppe-11-Chaperonin
Circulardichroismus
Gruppe-1-Chaperonin

Cell Division Cycle Protein
Cyclophilin aus S. cerevisiae
Citratsynthase

Dalton

Desoxyribonukleinséure

Dithiobi s(succinimidyl propionat)

1,4-Dithioerythritol

5,5 -Ditio-bis-2-Nitrobenzoesaure

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Endoplasmatisches Retikulum
molarer Extinktionskoeffizient
FK506-bindendes Protein

Gramm



136 Abkurzungen

GA Geldanamycin

GR Glucocorticoidrezeptor

GroE GroEL und GroES

GroEL Chaperonin der Hsp60-Familie aus E. coli

GroeS Co-Chaperonin von GroEL aus E. coli

Grpo4 Glucose-reguliertes Protein mit der apparenten molekularen Masse
von 94.000 Da

h Stunde

HCI Salzsdure

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’ -2-ethansulfonsaure

H,0 bidest Quarzdestilliertes Wasser

Hip mit Hsp70 interagierendes Protein

Hop Hsp70/Hsp90-organizing protein

Hsp Hitzeschockprotein

19G Immunoglobilin G

IP Immunophilin

IPTG Isopropyl-B-D-thio-galactopyranosid

KCl Kaiumchlorid

kDa Kilodalton

KP Kaliumphosphat

I Liter

LB Luria-Bertani-Medium

A Wellenlange

M molar

MDH Mal atdehydrogenase

MHC Magjor Histocompatibility Complex

min Minuten

mM millimolar

uM micromolar

MW Molekulare Masse

nm Nanometer

OAA Oxal acetat

oD optische Dichte
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p. A.
PAGE
PDI
POD
PPI
PR
RT
SDS

SHsp

TCA

TE
TEMED
TPR
TRAP-1

Tris/HCI
Tween
Upm
uv

viv
V-Src

wit

wiv

per analysis

Polyacrylamidgel el ektrophorese
Proteindisulfidisomerase

Peroxidase
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-1somerase
Progesteronrezeptor

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Steroi dhormonrezeptor

kleines Hitzeschockprotein

Temperatur

Trichloressigséure

TrisEDTA

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
Tetratricopeptid-Repeat

Mitglied der Hsp90-Chaperonklasse mit apparenter molekularer Masse
von 75.000 Da
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan/Hydrochlorid
Polyoxyethylen(20)sorbitanmonol aurat
Umdrehungen pro Minute

ultraviol ett

Volumen pro Volumen

pp60 virale Src-Kinase

Wildtyp

Gewicht pro Volumen
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