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Einleitung   1 

 

1 Einleitung 
1.1 Proteine 

Proteine sind essentielle Bausteine des Lebens. Die Bezeichnung Protein ist aus dem Alt-

Griechischen proteuo, ich nehme den ersten Platz ein“ und protos, „erstes“, „wichtigstes“ 

abgeleitet worden. Proteine sind linear Polymere, aufgebaut aus 20 Aminosäuren, die in 

einer für jedes Protein spezifischen Abfolge über Peptidbindungen miteinander kovalent 

verknüpft werden. Die exakte Abfolge der Verknüpfung, die Primärsequenz der Proteine, 

ist als universeller Code auf dem entsprechenden Gen abgelegt. Aktivierte Aminosäuren 

werden im Zytoplasma der Zelle am Ribosom verknüpft. Dabei wird die genetische 

Information in die Bildung der Proteinen übersetzt (Translation).  

Proteine übernehmen eine schier unüberschaubar große Anzahl von Funktionen in 

lebenden Organismen. Katalysieren Proteine chemische Reaktionen z.B. im Stoffwechsel 

der Zelle, werden sie als Enzyme bezeichnet. Proteine übernehmen aber auch weitere 

biologische Funktionen in der Immunabwehr, der Strukturbildung oder im Transport von 

Makromolekülen. Können mit der Nahrung nicht genügend Proteine dem menschlichen 

Organismus zugefügt werden, kommt es zu Proteinmangelkrankheiten, wie Kwashiorkor, 

eine Krankheit, die meist Kinder betrifft und sich in einem so genannten Hungerbauch, 

eine übermäßige Einlagerung von Wasser, äußert (Rubin, 2008).. 

Für die Funktionalität der Proteine ist aber nicht nur ihre Primärsequenz von Bedeutung. 

Die Ausbildung der korrekten, dreidimensionalen Faltung, sowie die Bildung von höheren 

Assoziaten entscheidet darüber, ob ein Protein aktiv in den Lebenszyklus der Zelle 

eingreift oder abgebaut wird.  

 

1.2 Proteinfaltung in vitro 

Die Faltung von Proteinen beschreibt im Wesentlichen einen physikalischen Prozess, bei 

dem ein Polypeptid eine definierte, dreidimensionale Struktur einnimmt. In den 1960er 

Jahren wurde der Grundstein zum Verständnis der Proteinfaltung wesentlich von Christian 

B. Anfinsen gelegt, der mit seinen Versuchen zur Rückfaltung von chemisch denaturierte 

Ribonuklease A zeigen konnte, dass die zur Ausbildung der korrekten, reversiblen Faltung 

benötigte Information in der Primärsequenz des Proteins enthalten ist (Anfinsen et al., 

1961; Anfinsen, 1973). Die native Faltung eines Proteins ist die Grundvoraussetzung für 
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seine Aktivität (Dill et al., 1995). Bei der Faltung spielt eine Vielzahl verschiedener 

Faktoren zusammen, wie die unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der 

Aminosäuren oder deren Freiheitsgerade. Die Faltung eines Proteins ist von all diesen 

Faktoren und von zusätzlichen atomaren Interaktionen abhängig, wobei der 

Faltungsprozess kooperativ verläuft (Go & Taketome 1978, Kortemme et al., 1998). Eine 

Vorhersage der finalen Struktur eines Proteins aus der Primärstruktur ist bis heute 

allerdings nur eingeschränkt möglich (Fersht & Daggett, 2002) und zeigt die Grenzen des 

Verständnisses über die vorhersagbare Proteinfaltung auf. Ein Konsensus der entwickelten 

Modelle kann auf die meisten bisher untersuchten Proteine übertragen werden. Ein 

Grundsatz beruht dabei auf dem Levinthal Paradoxon, das besagt, dass ein Protein seine 

native Konformation nicht durch eine statische Suche innerhalb des biologischen 

Zeitraums finden kann. Es wird daher davon ausgegangen, dass gerichtete Faltungswege 

existieren (Levinthal, 1968). Auf diesen Wegen führt der Faltungsvorgang über die 

Ausbildung von Faltungskernen (Fersht, 1997) und über einen schnellen Kollaps zu einer 

Struktur mit bereits ausgebildeten Sekundärstrukturen. Daraufhin wird der Hauptanteil der 

hydrophoben Aminosäureresten im Inneren des Proteins angeordnet, was zu einem 

vollständigen Wasserausschluss im Kern des Moleküls (Creighton, 1990) und zur 

Ausbildung der Tertiärstruktur führt. Auf dem Weg zur nativen Konformation durchläuft 

ein Protein ausgehend von der ungefalteten Peptidsequenz Intermediate, energetisch 

unterschiedliche lokale Minima. Der Faltungsweg und die damit verbundenen 

unterschiedlichen Energiezustände des Moleküls, kann durch einen Trichter bildlich 

veranschaulicht werden (Abb. 1-1). Der obere Rand entspricht hierbei dem Ensemble 

ungefalteter Zustände hoher innerer Energie, während die native Struktur das globale 

Minimum darstellt (N). Die Innenwand des Trichters repräsentiert das Energie-Potential 

ΔG, welches im verlauf der Faltung durchschritten wird. Erhöhungen entsprechen 

energetisch ungünstigen Konformationen, lokale Minima entsprechen 

Intermediatskonformationen oder energetisch stabileren, falschen Konformationen (Dill & 

Chan, 1997; Gruebele, 2000).  

 



Einleitung   3 

 
Abbildung 1-1: Faltungstrichter nach Dill & Chan (1997) 
Die Faltung erfolgt entlang eines Gradienten, der durch die Zustandsfunktion ΔG gebildet wird. Der native 
Faltungszustand befindet sich in einem definierten Zustand mit minimaler Energie, während der entfaltete 
Zustand durch eine Vielzahl energetisch sehr ähnlicher Zustände am Rand des Trichters beschrieben wird.  

 

1.3 Proteinfaltung in vivo 

Die Proteinfaltung in lebenden Organismen unterscheidet sich von der Faltung der 

isolierten Proteine in Lösung hauptsächlich dadurch, dass die Falting der am Ribosom 

synthetisierten Proteine bereits während der Synthese beginnt (Bergmann & Kuehl, 1979; 

Braakman et al., 1991). Schon in diesem frühen Stadium kann es zur Fehlfaltung oder 

Aggregation kommen (Craig et al., 2003), wobei, wenn diese Fehlfaltung irreversibler 

Natur ist, die Proteine den energetisch ungünstigen proteolytischen Abbau zugeführt 

werden. Bei einer zellulären Proteinkonzentration von bis zu 400 mg/ml (Ross & Miton, 

1977, Fulton, 1982) und einer Syntheserate von 60.000 Proteinen in der Minute (Lorimer, 

1996), ist die Fehlerrate bei der Faltung neu synthetisierter Proteine, die sofort dem Abbau 

zugefügt werden, mit 30 % entsprechend hoch (Schubert et al., 2000). Zur Verringerung 

der Aggregationsvorgänge in der Zelle haben sich evolutiv mehrere Klassen von 

Faltungshelfer-Proteinen herausgebildet, die verschiedene Schritte der Proteinfaltung 

kontrollieren (Buchner, 1996, Hartl, 1996). Eine spezielle Gruppe von Faltngshelfern hilft 

individuelle Faltungsreaktionen zu beschleunigen, damit das Protein schnell seine native 

Struktur einnimmt und aggregationsanfällige Faltungsintermediate vermieden werden 

(Gething & Sambrook, 1992). In der Faltung von Proteinen können vor allem zwei 

langsam ablaufende und daher geschwindigkeitsbestimmende Schritte katalysiert werden, 

die Bildung korrekter Disulfibrücken (Darby et al., 1994) und die Isomerisierung der 
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Prolyl-Peptidbindungen (Brandts et al., 1975). Für beide Schritte haben sich selektiv 

Faltungskatalysatoren herausgebildet, zum einen die Protein-Disulfid Isomerasen (PDIs) 

(Freedman et al., 1994; Gruber et al, 2006) und zum anderen die Peptidylprolyl-cis/trans-

Isomerasen (PPIasen) (Fischer et al, 1984, Fischer und Aumuller, 2003). PDIs wirken im 

Endoplasmatischen Retikulum, wo sie die korrekte Ausbildung von intra-molekularen 

Disulfidbrücken katalysieren. PPIasen zeichnen sich durch einen ähnlichen 

Wirkungsmechanismus aus. Hier binden PPIasen ihre Substrate in einem 

Übergangszustand, der einer teilweisen rotierten Cxaa-NPro Bindung entspricht, und 

katalysieren die Isomerisierungsrate der Peptidylprolyl-Bindung durch die Erniedrigung 

der Aktivierungsenergie für die Rotation um diese Bindung (Fanghanel & Fischer, 2004). 

Dabei erhöhen PPIasen die Reaktionsgeschwindigkeit z.B. des Substrates RNAse T1 bei 

der Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerisierung um das Dreihundertfache (Schonbrunner et al., 

1991). Die PPIasen teilen sich zwar den gleichen Wirkungsmechanismus, unterscheiden 

sich aber erheblich in Größe, Struktur und Substratspezifität und werden in die Klassen der 

Cyclophiline, der FK506-bindenden Proteine (FKBPs) und der Parvuline. In der Therapie 

eingesetzte Immunsuppressiva basieren auf der selektiven Inhibierung der PPIase-Aktivität 

(Fischer, 1994). 

 

Trotz dieser verschiedenen Faltungshelfer können Proteine aggregieren und zu dauerhaften 

Schädigungen des Zelle und des Organismus führen. Die Aggregationsanfälligkeit 

spezifischer Proteine wird auch als Ursache für eine Reihe von neurodegenerativen 

Krankheiten vermutet. Die Ablagerung von Proteinaggregaten im Gehirn von Säugern 

kann zur Alzheimer Krankheit (Beyreuther et al., 1991) und zur Prionenerkrankung 

(Prusiner, 1996) führen. Weitere Krankheiten, die durch eine Aggregation fehlgefalteter 

Proteine hervorgerufen wird, ist die Lateralsklerose (Shibata et al., 2000), Morbus 

Parkinson (Lucking & Brice, 2000), sowie die Chorea Huntington (Bates, 2003). Dabei 

bilden sich Plaques und andere Ablagerungskörper aus, die Neuronen und Motorneuronen 

zerstören können, was wiederum eine Funktionsverlust der Muskulatur zur Folge hat 

(Bossy-Wetzel et al., 2004). 

Verschiedene Qualitätskontrollen von Proteinen haben sich im eukaryontischen System 

ausgebildet. So veranlasst eine Ansammlung ungefalteter Proteine im Cytosol eine so 

genannte heat shock response, die eine erhöhte Syntheserate von Faltungshelfern bewirkt 

(Morimoto et al, 1996). Eine wichtige Rolle in der Qualitätskontrolle spielt das 

Endoplasmatische Reticulum (ER). Das ER besitzt durch einen Mechanismus, der 
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„Unfolded Protein Response“ (UPR) genannt wird, die Möglichkeit, die korrekte Faltung 

von Proteinen auch während Stresssituationen zu gewährleisten. Bei der UPR wird die 

Translation von Protein verringert und Signalewege, die zu einer erhöhten Expression von 

molekularen Chaperonen führt, aktiviert oder die Apoptose der Zelle initiiert. Proteine, die 

im ER nicht in der Lage sind, ihre native Konformation einzunehmen, werden durch den 

SEC61-Porenkomplex in das Cytosol retranslokiert und dort durch Proteasen abgebaut 

(Tsai & Rapoport, 2002; Kostova & Wolf, 2003). Die Erkennung von falsch gefalteten 

oder auch mutierten Proteinen im ER zusammen mit den ubiquitin-basierten Abbau der 

Proteine im Cytosol nennt man „ER associated degradation“ (ERAD). 

 

1.4 Molekulare Chaperone 

Neben den Faltungskatalysatoren hat sich eine weitere Gruppe von Proteinen 

herausgebildet, die mit aggregationsanfälligen Proteinen interagieren und somit direkt in 

Konkurrenz zur Aggregationsreaktion stehen (Buchner, 1996, Walter und Buchner, 2002). 

Die Mitglieder dieser Proteinfamilie werden molekulare Chaperone genannt, die meist 

essentielle Funktionen für die Zelle übernehmen. Molekulare Chaperone sind komplexe, 

hochkonservierte Proteinmaschinerien, die unter Stressbedingungen eine erhöhte 

Syntheserate aufweisen und somit zu den klassischen Hitzeschockproteinen (Hsp) gehören 

(Georgopoulos et al., 1993). Beim Auftreten anderer Stressfaktoren wie oxidativer Stress 

oder zellschädigende Substanzen, wird ebenfalls eine erhöhte Expressionsrate der 

Hitzeschockproteine beobachtet (Gething et al., 1992; Ruddock et al. 1999).  

Die Familie der Chaperone kann in fünf Gruppen unterteilt werden (Abb. 1-2), wobei die 

Einteilung hauptsächlich über die molekulare Größe stattfindet. Die Familie der Chaperone 

zeichnet sich vor allem durch eine vergleichbare Funktion aus. Innerhalb jeder Gruppe 

besitzen die einzelnen Mitglieder eine hohe Sequenzhomologie, die charakteristisch für 

jede Gruppe ist und nicht übertragen werden kann. Im Einzelnen handelt es sich dabei um 

folgende Unterteilungen: die Hsp100/Clp Familie (Parsell et al., 1994; Schirmer et al., 

1996), die Hsp90 Familie (Prodromou et al., 2003, Richter et al., 2001, Wegele et al., 

2004, Young et al., 2001), die Hsp70 Familie (Bukau et al., 1998, Craig et al., 2003), die 

Hsp60 Familie (Beissinger et al., 1998; Goloubinoff et al., 1989; Lorimer et al., 1996; 

Walter et al., 2002; Martin et al., 1992) und die Familie der kleinen Hitzeschockproteine 

(Haslbeck et al., 2002, Mournier et al., 2002, Van Montfort et al., 2001).  

Die identische Funktion der Chaperone besteht darin, Zellfunktionen aufrecht zu erhalten, 

in dem sie mit aggregationsanfälligen Substraten interagieren und diese entweder in die 
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native und daher aktive Konformation überführen oder sie in dieser halten. Dabei erkennen 

Chaperone ein weites Spektrum von Substraten, die eine aggregationsanfällige oder partiell 

ungefaltete Struktur mit exponierten hydrophoben Resten teilen (Walter &  Buchner, 

2002). Das Auftreten von Chaperonen erhöht die Toleranz der Zelle gegenüber 

Stressbedingungen, die zu einer vermehrten Aggregation von Proteinen führen würden 

(Lindquist et al., 1988).  

Die Familie der Hsp60-Proteine, zu denen das E. coli Protein GroEL und das humane CCT 

gehören sind Oligomere, die einen abgeschlossenen Raum bilden, in dem 

aggregationsanfällige Proteine mit hydrophoben Oberflächen isoliert werden (Mayhew et 

al., 1996). Durch die weitere Interaktion mit dem Co-Chaperon GroES können Proteine 

unter dem Schutz der Chaperone zur nativen Konformation finden und werden über eine 

ATP-getriebene Reaktion wieder entlassen. Die Anwesenheit der Nukleotide ATP und 

ADP reguliert dabei einerseits die Affinität des Chaperons zum Substrat (Fenton & 

Horwich, 1997) und anderseits die Konformation des Chaperons, die dadurch entweder 

eine Bindestelle für Substrate freilegt oder verbirgt (Xu et al., 1997).  

Die Mitglieder der Hsp70 Chaperon-Familie können in allen Lebewesen, bis auf einige 

Archaeenarten, gefunden werden. Es wurden allein in S. cerevisiae 14 verschiedene Gene 

dieser Familie identifiziert (Craig & Yan, 1999) und einige Vertreter besitzen sehr 

spezifische Funktionen, wie das im ER lokalisierte Hsp70 Homologe BiP (heavy chain 

binding protein) (Haas & Wabl, 1983). Die Domänenstruktur von Hsp70 weist eine N-

terminale ATPase Domäne mit ≈ 44 kDa auf, die getrennt durch einen flexiblen Linker mit 

der Substratbindedomäne von ≈ 30 kDa verbunden ist. Hsp70 Proteine können Dimere 

ausbilden, die Ähnlichkeit mit dem Substratkomplex aufweisen. Allerdings kann durch 

Zugabe von Substratpeptid oder ATP die Dimerisierung wieder aufgelöst werden (Blond-

Elguind et al., 1993; Benaroudj et al., 1995, Knarr et al., 2002). Wie auch bei GroEL 

reguliert die Nukleotidbindung die Substrataffinität. Im ADP gebundenen Zustand besitzt 

Hsp70 eine hohe Affinität, im ATP gebundenen Zustand eine niedrige Affinität zu 

Substraten (Greene et al., 1995; McCarty et al., 1995). Zwei Klassen von Co-Chaperonen 

regulieren dabei die Funktion von Hsp70, die Hsp40/J-Domänen Proteine und die 

Homologen des bakteriellen GrpE, die als Nukleotidaustauschfaktoren bezeichnet werden. 

Die Hsp40/J-Domänen Proteine können dabei selbst Substrate binden und an das Hsp70-

Chaperon weiterleiten (Erbse et al., 2004). Zudem stimulieren sie die ATPase Aktivität 

von Hsp70, in dem sie das Substrat in die Bindetasche des Chaperones führen (Cheetham 

et al., 1994; Liberek et al., 1991). GrpE bindet dagegen an de ADP-gebundene Form von 
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Hsp70 und beschleunigt den Austausch des Nukleotids, indem es die ATP-Bindetasche 

öffnet (Harrison et al., 1997). Die Co-Chaperone sind für die Rückfaltung von Proteinen in 

vitro essentiell (Liberek et al., 1991, Schroder et al., 1993; Wall et al., 1994). In vivo 

reguliert Hsp70 die Translokation von Proteinen durch Membranen (Ungermann et al., 

1994), die Rückfaltung von aggregierten Proteinen (Goloubinoff et al., 1999) und ist an der 

Umordnung des Cytoskeletts beteiligt (Linag & Macrae, 1997).  

Die Klasse der Hsp100-Proteine wird eine Funktion als Disaggregase zugeteilt (ClpB, (Lee 

et al., 2003); Hsp104, (Bösl et al., 2006)). Diese Proteine sind in der Lage, bestehende 

Aggregate von Proteinen wieder aufzulösen und die darin enthaltenen Proteine mit der 

Hilfe andere Chaperone wie Hsp70 wieder zurückzufalten (Glover & Lindquist, 1998; 

Gloubinoff et al., 1999). Neben der Disaggregasefunktion können die Hsp100-Proteine 

auch als Protease fungieren (ClpX, (Wojkowiak et al., 1993); ClpA (Thompson & Maurizi, 

1994)), indem sie ihr Substrat falten und mit Hilfe einer assoziierten Protease abbauen 

(Zolkiewski, 2006). Die Struktur der Hsp100-Proteine weist zwei ATP-Bindestellen und 

zwei Hydrolyseaktivitäten auf (Parsell et al., 1991; Woo et al., 1992). Es wird 

angenommen, dass die Hydrolyse von ATP verwendet wird, um die ansonsten 

endergonische Faltungsreaktion wieder umzukehren (Zollkiewski, 2006). Hsp104 aus S. 

cerevisiae vermittelt eine erhöhte Thermotoleranz und vergrößert die Resistenz gegenüber 

anderen, zellulären Stressarten (Sanchez et al., 1992).  

Eine weitere Klasse der molekularen Chaperone bilden die Vertreter der kleinen 

Hitzeschockproteine (sHsp), die vor allem Stressbedingungen in der Zelle dadurch 

abpuffern sollen, dass sie partiell denaturierte Substratproteine binden und dadurch in 

Lösung halten (de Jong et al, 1993; Haslbeck et al., 2005a; Nakamoto & Vigh, 2007). Im 

zellulären Chaperonnetzwerk erfolgt die Übergabe der gebundenen Substrate an die ATP-

regulierte Chaperone der Hsp70 und Hsp100 Familie, welche die Rückfaltung des 

Substrats in seine native Konformation bewirken (Lee & Verling, 2000; Cashika et al., 

2005; Haslbeck et al, 2005b). Die sHsps besitzen eine große Varianz in den einzelnen 

Organismen, deren Bedeutung bisher noch ungeklärt ist. Der Großteil der sHsps ist im 

Cytosol lokalisiert, es wurden aber auch schon Vertreter in den Mitochondrien, 

Chloroplasten und im ER identifiziert (Waters & Verling, 1999; Scharf et al., 2001). Zu 

der Klasse der sHsps gehört auch das α-Crystallin der menschlichen Augenlinse. In der 

Augenlinse sind die beiden Isoformen αA- und αB-Crystallin sehr hoch konzentriert und 

unterdrücken die Aggregation der Linsenproteine, wodurch sie die Bildung von 

lichtstreuenden Aggregaten verhindern (Horwitz, 2003). Die Bedeutung von α-Crystallin 
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konnte durch knock-out Mäusen gezeigt werden, die bereits im jungen Alter schwere 

Katerakte der Augenlinse aufwiesen (Horwitz, 2003; Brady 1997).  

Die Familie der Hsp90-Proteine bildet transiente Dimere aus und besitzt eine ATPase-

Aktivität, die für ihre in vivo Funktion essentiell ist (Obermann et al., 1998, Panaretou et 

al., 1997). Die Vertreter der Hsp90-Familie sind abundant vorkommende Proteine mit 

einem zellulären Proteinanteil von 1 – 2 % (Welch et al., 1982). Hsp90 übernimmt neben 

der stabilisierenden Funktion auf metastabile Substrate auch eine essentielle Ausgabe bei 

der Reifung von Proteinen. Viele der Hsp90 Substrate sind in der Signaltransduktion der 

Zelle involviert, wie Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren oder Steroidhormonrezeptoren 

(Pratt, 1997, Picard, 2002). Vertreter der Hsp90 Familie finden sich in fast allen 

Lebewesen wieder, wie in Eubakterien, bei höheren Eukaryoten im Cytosol, in 

Mitochondrien und im ER, sowie bei Pflanzen in Chloroplasten (Wegele et al., 2004). Nur 

Archaeen scheinen keine Hsp90-Proteine zu besitzen (Chen et al., 2006). Die Expression 

von Hsp90 liegt unter der Kontrolle des Hitzeschockfaktors (Hsf1) (Rabindran et al., 

1991), welcher selbst wiederum ein Substrat von Hsp90 darstellt und die Induktion 

dadurch an eine feedback-Schleife gekoppelt ist (Nadeau et al., 1993; Zuckermann, 1980). 

Eine Reihe von Hsp90 Proteinen ist ähnlich zu einigen Hsp70-Vertretern konstitutiv 

exprimiert, die so genannten Hsc90-Proteine. Über die genaue Struktur und Funktion von 

Hsp90 wird in Kapitel 1.5 berichtet.  
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Abbildung 1-2:  Kristallstrukturen wichtiger Vertreter der Chaperonklassen 
Die Bezeichnung der Ursprungsorganismen sowie der pdb code sind in Klammer angegeben. Bei oligomeren 
Strukturen sind einzelne Monomere durch Grautöne hervorgehoben. Reihenfolge von links nach rechts, oben 
nach unten: Trigger Factor, PPIase Domäne in grün hervorgehoben (E. coli, pbd: 1W26); Prefoldin (M. 
thermoautotrophicum, pdb: 1fXK); ClpB (T. thermophilus, pdb: 1QVR); GroEL/GroES in hellbeige und 
dunkelbeige, GroES in grün (E. coli, pdb: 1AoN); Hsp16.5 (M. jannaschii, pdb: 1QVR); Hsp70, ATPase 
Domäne in grün, Substratbindedomäne in hellbeige (modelliert aus DNaK von E.coli, pdb: 1dkX und Hsp70 
aus B. taurus, pdb: 1YUW); Hsp90 (S. cerevisiae, pdb: 2CG9). Der Maßstabbalken hat eine Länge von 20 Å. 
Abbildung übernommen aus der Dissertationsarbeit von Dr- O. Hainzl. 
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1.5 Das Molekulare Chaperon Hsp90 

1.5.1 Unterschiede und Sonderfälle der Hsp90-Familie 

Wie schon in Kapitel 1.4 beschrieben, besteht die Hsp90-Familie aus hoch konservierten 

Mitgliedern, die in fast allen Lebensformen gefunden werden. Cytoplasmatisches Hsp90 ist 

in Eukaryoten für die Lebensfähigkeit essentiell, in Bakterien hingegen scheint das Hsp90 

Homologe HtpG unter Normalbedingungen verzichtbar zu sein (Bradwell & Craig, 1988, 

Spence & Geogopoulos, 1989). Auch bei den Pilzen gibt es eine Besonderheit, denn sie 

scheinen das Grp94, das Hsp90 im endoplasmatische Retikulum verloren zu haben (Gupta, 

1995, Chen et al., 2005). Um eine schnelle Antwort auf Stressbedingungen geben zu 

können, entwickelten höhere Eukaryoten evolutionär zwei oder mehr Genkopien 

cytosolischer Hsp90 Isoformen (Langkjaer et al., 2003; Kellis et al., 2004). In der 

Bäckerhefe S. cerevisiae findet man das konstitutiv exprimierte Hsc82 und das stark 

regulierbare Hsp82 (Borkovich et al., 1989), die entsprechenden Isoformen des Menschen 

sind Hsp90α und Hsp90β. Hefezellen, die in der logarithmischen Phase auf SD Medium 

wachen, enthalten in ihrem Cytosol 132.000 Moleküle Hsc90 und 445.000 Moleküle 

Hsp90 (Ghaemmaghami et al., 2003). Reduziert man die Hsp90 Konzentration in S. 

cerevisiae auf ein Zwanzigstel der normalen Menge, sind Hefezellen immer noch 

lebensfähig (Picard et al., 1990; Xu & Lindquist, 1993). Zudem ist nur der doppel-knock-

out beider Hsp90 Isoformen für die Hefezellen tödlich (Brokovich et al., 1989). Es sind 

zwei Fälle bekannt, bei denen nur eine Form von Hsp90 genetisch codiert ist, die aber 

ebenfalls lebenswichtig sind. Der Nematode C. elegans verfügt nur über Daf-21 und in der 

Fruchtfliege Drosophila ssp. wurde nur das Hsp83 identifiziert (Birnby et al., 2000; van 

der Straten et al., 1997; Yue et al., 1999).   

 

1.5.2 Domänenstruktur von Hsp90-Proteinen 

Das 90 kDa schwere Hsp90 Monomer bildet unter physiologischen Bedingungen Dimere 

aus. Die Dimerisierung ist dabei für die Aktivität von Hsp90 essentiell (Wayne & Bolon, 

2007). Die permanente C-terminale Dimerisierung mit einer Dimerisierungskonstante von 

ungefähr 60 nM für Hefe Hsp90 bildet eine ATP-unabhängige, hochaffine 

Dimersierungsfläche (Richter et al., 2001). Eine weitere, transiente Dimerisierung erfolgt 

nach ATP-Bindung zwischen der N-terminalen Domänen von Hsp90 (Ali et al., 2006). 

Prinzipiell ist Hsp90 in drei voneinander abhängigen, hochkonservierten Domänen 

unterteilt (Prodromou et al., 1997; Maruya et al., 1999; Chadli et al., 2000). Die N-
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terminale ATPase Domäne, die Mitteldomäne und die C-terminale Dimerisierungsdomäne 

(Abb. 1-3).  

 

1 709

210 272                                                527
ATP-Bindung Mitteldomäne Dimerisierung  Extension

linkerHsp90 (S. cerevisiae) - MEEVD

Hsp90 (H. sapiens) 1 724linker - MEEVD

HtpG (E. coli) 1 624  
 

Abbildung 1-3: Domänenstruktur der Vertreter der Hsp90-Familie 
Gezeigt sind die Domänenstrukturen von Hsp90 aus S. cerevisiae, Hsp90β aus H. sapiens und HtpG aus E. 
coli. Die Domänen sind hellgrau: ATPase Bindedomäne, grau: die Mitteldomäne und dunkelgrau: die 
Dimerisierungsdomäne. Die unstrukturierten Bereiche wie der geladene Linker, der die N- mit der M-
Domäne verknüpft, sowie die C-terminale Verlägerung sind weiß. Das –MEEVD Motiv ist für die Bindung 
von TPR-Co-Chaperonen wichtig. 

 

Innerhalb der Hsp90-Familie haben sich zwischen prokaryotischen und eukaryotischen 

Hsp90 Formen individuelle Unterschiede einzelner Bereiche herausgebildet. In 

prokaryotischen Vertretern, wie dem HtpG, ist die N-terminale Domäne mit der 

Mitteldomäne durch einen acht Aminosäuren langen, hydrophoben Linker verbunden, in 

eukaryotischen Formen dagegen besteht dieser Bereich aus einem 50 – 60 Aminosäure 

langen, hoch geladenen Linker oder sogar aus einem Linker bestehend aus 90 

Aminosäuren, wie er im Malariaerreger Plasmodium falciparium vorkommt (Bonnefoy et 

al., 1994; Kumar et al., 2007). Dem Linkerbereich wird eine Rolle in der 

Substraterkennung und –Bindung zugeordnet (Scheibel et al. 1999; Johnson et al. 2000). 

Weiterhin besitzen eukaryotische Hsp90-Proteine eine Extension am Carboxyterminus, die 

aus bis zu 60 Aminosäuren besteht und mit dem strikt konservierten Motiv –MEEVD 

endet. Dieses Motiv dient als Bindestelle für eine Reihe von Co-Chaperonen, die ein 

Tetratricopeptidrepeat (TPR) Sequenzmotiv aufweisen. Prokaryotische Hsp90-Vertretern 

fehlt diese C-terminale Verlängerung. Für diese Vertreter sind auch noch keine Co-

Chaperone bekannt.  

 

1.5.3 Struktureller Aufbau von Hsp90 

In den letzten 3 Jahren sind die biologischen und biochemischen Daten zum strukturellen 

Aufbau von Hsp90 immer präziser geworden. Die Kristallstrukturen gleich mehrerer 
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Vertreter der Hsp90-Familie (Abb. 1-4) (Ali et al., 2006; Dollins et al., 2007; Shiau et al., 

2006) und die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von verschiedenen 

konformationellen Zuständen des HtpGs (Shiau et al., 2006; Krukenberg et al., 2008; 

Southworth & Agard, 2008) ergänzen die biochemischen und biologischen Daten zu einem 

vollständigen Bild. 

 

M1

M2

N-terminale 
ATPase Domäne

Mitteldomäne

C-terminale
Dimerisierungsdomäne

geladener
Linker

ersten
24 AA Protomer 1 Protomer 2

ATP 
Tasche

 
 

Abbildung 1-4: Struktur des geschlossenen Zustands von Hsp90 
Der geschlossenen Zustand von Hefe Hsp90 im AMP-PNP gebundenen Zustand (pdb: 2cg9). Rechts ist ein 
Protomer gezeigt, bei dem die ersten 24 Aminosäuren hervorgehoben sind (blau), die am Strangaustausch bei 
der N-terminalen Dimerisierung beteiligt sind. Der geladene Linker (grün) ist in der Struktur nicht 
vollständig aufgelöst und nur angedeutet. Die Mitteldomäne ist in ihre Subdomänen M1 (Aminosäure 272 – 
441, braun) und M2 (AA 442 – 527, orange) unterteilt. Die C-terminale Domäne (rot) ist nur teilweise 
dargestellt. Die C-terminale Extension sowie das MEEVD Motiv sind strukturell nicht aufgelöst. Links ist 
das Hsp90 Dimer in geschlossenen Zustand mit den entsprechenden Farbcodes für die einzelnen Domänen 
dargestellt.  

 

Da die Domänenorganisation von Hsp90 sowie dessen ATPase Mechanismus starke 

Ähnlichkeit mit der bakteriellen DNA Gyrase B und MutL ausweist, wurden diese Proteine 

als Klasse der GHKL ATPase zusammengefasst (Gyrase Hsp90 Histidin Kinase MutL) 

(Ban & Yang, 1998; Bilwes et al., 1999; Dutta & Inonye, 2000). In Einzelnen sind die 

Domänen von Hsp90 wie folgt charakterisiert. Die N-terminale ATP-Bindedomäne (N-

Domäne) besteht aus einer β–Faltblattsstruktur, die von mehreren α-Helices umgeben ist. 

In der N-Domäne befindet sich die tief liegende Nukleotid-Bindetasche, die sowohl ATP 

als auch ADP bindet, aber auch die Bindestelle für spezifische Hsp90 Inhibitoren wie 

Geldanamycin (Stebbins et al., 1997) und Radicicol (Roe et al. 1999) darstellt. Die 

Effektivität der Inhibitoren lässt sich durch die Architektur der ATP Bindetasche erklären, 

dem so genannten „Bergerat Fold“ (Bergerat et al., 1997). Bei der Bindung wird das ATP-



Einleitung   13 

Molekül ungewöhnlich stark geknickt, so dass nur noch das γ-Phosphat Lösungsmittel-

exponiert ist (Prodromou et al., 1997; Wigley et al. 1991; Ban et al., 1998). Die Inhibitoren 

imitieren diesen geknickten Zustand und binden in die Nukleotid-Bindetasche von Hsp90 

mit einer wesentlich höheren Affinität als ATP (Roe et al., 1999). Nach ATP-Bindung 

findet eine konformationelle Änderung in der N-terminalen Domäne statt, wobei sich der 

aus zwei α-Helices und einem flexiblen Loop bestehende ATP-Lid von oben über die 

Bindetasche legt und das Nukleotid fixiert (Richter et al., 2006). Eine weitere 

konformationelle Änderung führt die N-terminalen Domänen beider Protomere nähern 

zusammen, die dann in einer gegenseitigen Austauschreaktion (strand swap) den ersten 

Strang des β-Faltblattes untereinander austauschen, wobei die transiente N-terminale 

Dimerisierung stabilisiert wird (Ali et al., 2006; Prodromou et al., 2000; Richter et al., 

2006).  

Die Mitteldomäne von Hsp90 kann in zwei Subdomänen unterteilt werden. Dabei besteht 

die größere Domäne aus einer charakteristischen α-β-α Architektur, die über eine 

coil/Helix-Struktur mit einer kleineren Domäne der gleichen Faltung (α-β-α) verbunden ist. 

Die Mitteldomäne, die keine Nukleotid-Bindestelle aufweist, ist trotzdem direkt an der 

ATP-Hydrolyse beteiligt. In einem flexiblen Loop befindet sich ein katalytisches Arginin 

an der Position 380, das als Akzeptor der γ-Phosphatgruppe des N-terminal gebundenen 

ATPs dient (Meyer et al., 2004; Ali et al., 2006). Da sich der für die ATP-Hydrolyse 

wichtige katalytische Rest in der Mitteldomäne befindet, und damit in einer andern 

Domäne als die eigentliche Nukleotidbindestelle, wird Hsp90 auch als split ATPase 

bezeichnet (Meyer et al., 2003). Während der ATP-Bindung und Hydrolyse wurden in der 

Mitteldomäne keine signifikanten konformationellen Änderungen festgestellt. Durch 

Strukturanalysen von Komplexen identifizierte man das Co-Chaperone Aha1, dass mit der 

Mitteldomäne von Hsp90 interagiert (Mayer et al., 2004; s.h. Abb. 1-7). Der Mitteldomäne 

von Hsp90 wurde eine Rolle als Diskriminator zwischen verschiedenen Substratproteinen 

zugewiesen und scheinbar spielt sie bei der Erkennung und Bindung von Substraten eine 

entscheidende Rolle (Hawle et al., 2006).  

Die carboxyterminale Domäne von Hsp90 ist mit der Mitteldomäne über eine ausgedehnte 

α-Helix verbunden. Abgesehen von der C-terminalen Extension, die mit dem für die Co-

Chaperon wichtigen Bindemotiv MEEVD endet, wird der C-terminalen Domäne nur eine 

Dimerisierungsfunktion zugeordnet, wobei die Domäne in Hefe Hsp90 sogar durch 

Substitution einer artifiziellen Disulfid-Brücke ausgetauscht werden können (Wegele et al., 

2003). Strukturell besteht diese etwa 12 kDa schwere Domäne aus einem labilen 
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dreisträngigen β-Faltblatt, das gegen die domänenverbindende α-Helix orientiert ist. Die 

Kontaktflächen der Dimersisierung setzt sich in einem aus α-Helices und β-Faltblättern 

zusammengesetzten Teil fort. Der Bereich nach der Dimerisierungshelix konnte bisher 

noch in keiner Struktur aufgelöst werden, was auf eine sehr hohe Flexibilität der 

Polypeptidkette schließen lässt. 

 

1.5.4 Das „aktive“ Chaperone Hsp90 

Wie schon erwähnt, ist die ATPase Funktion von Hsp90 in vivo essentiell (Panaretou et al., 

1997; Obermann et al., 1998). Allerdings besitzt Hsp90 eine sehr geringe ATP-

Hydrolyserate (Hefe Hsp90 ≈ 1 min-1, humanes Hsp90 ≈ 0.08 min-1, Richter et al., 2001; 

Richter et al., 2008) und bindet ATP mit einer Affinität von 300 µM (Scheibel et al., 

1997). Die Bindung von ADP ist um Faktor 3 stärker, was unter physiologischen 

Bedingungen allerdings keine Rolle spielt, da die ATP- gegenüber der ADP-Konzentration 

etwa 100fach höher ist (Kuster et al., 1976). Bisher ist nicht geklärt, wofür Hsp90 seine 

ATPase Funktion wirklich benötigt. Die Konformationsänderungen, die durch Bindung des 

Nukleotids induziert werden, sind für die langsame Hydrolyserate verantwortlich und 

bilden den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im ATPase Zyklus (Abb. 1-5) 

(Wandinger et al., 2008). Die Konformationsänderungen beginnen mit der ATP-Bindung, 

wobei der ATP-Lid der N-terminalen Domäne sich von oben auf die ATP-Bindetasche legt 

(Richter et al., 2006). Diese Bewegung setzt ein kleines Segment der N-Domäne frei, das 

in einer Austauschreaktion  mit dem N-terminalen Segment des anderen Protomers 

transiente Dimere bildet (Ali et al., 2006; Richter et al., 2006). Die N-terminale 

Assoziation induziert weitere Neuorientierungen der Domänen im ganzen Hsp90 Dimer 

und führt zu einer kompakten, verdrillten Form, in der sich die N-terminale und die 

Mitteldomäne um 40 Å im Vergleich zum offenen Zustand annähern (Ali et al., 2006). 

Diese Annäherung bringt das Arg-380 der Hsp90 Mitteldomäne in die hydrolyseaktive 

Position und katalysiert die ATP-Hydrolyse. Nach Abspaltung des γ-Phosphats scheint 

Hsp90 in den ADP-gebundenen Zustand eine weitere, sehr kompakte Konformation zu 

durchlaufen, bei der die N-Domäne auf die Mitteldomäne klappt und eine große 

Interaktionfläche zwischen den beiden Domänen entsteht, wie es für HtpG gezeigt wurde 

(Shiau et al., 2006). Dieser Schritt könnte bei der Freisetzung der Substrate eine wichtige 

Rolle spielen. Die Konformationsänderungen im ATPase Zyklus sind in der ganzen 

Hsp90-Familie konserviert (Frey et al., 2007; Leskovar et al, 2008; Richter et al., 2008). 
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Abbildung 1-5: ATPase Zyklus der Hsp90-Familie 
Nach ATP-Bindung (1), durchläuft die N-terminale ATPase Domäne eine Konformationsänderung, wobei 
der ATP-Lid sich über die ATP-Bindetasche legt (2), der im offenen ATP-freien Zustand mit den letzten N-
terminalen Resten in Verbindung steht. Nach der Lid-Bewegung, dimerisieren die ersten 24 Aminosäuren der 
Hsp90 Protomere untereinander, indem der erste β-Strand und die erste α-Helix in einer Austauschreaktion 
auf die jeweils andere N-Domäne überspringen (3). Zusätzlich bilden sich neue Kontakte zwischen der N-
terminalen und der Mitteldomäne jedes Protomers aus. Diese metastabile Konformation ist für die ATP-
Hydrolyse notwendig (4). Diese Konformationsänderungen führen zu einer kompakten Struktur, in der die 
individuellen Monomere gegeneinander verdreht vorliegen. Nach der ATP-Hydrolyse lösen sich die N-
terminalen Domänen wieder, wobei der ATP-Lid sich öffnet und ADP sowie abgespaltenes Phosphat 
freisetzt und Hsp90 in seinen Grundzustand zurückkehrt (5, 6). Abbildung entnommen aus Wandinger et al., 
(2008). 

 

In der N-terminalen Domäne sind die Reste Glu-33 und Asp-79 wichtig für die Bindung 

und Hydrolyse von ATP (Panaretou et al., 1998). Asp-79 bildet eine Wasserstoffbrücke 

mit der exocyclischen Amingruppe N6 des Adenins, während alle anderen 

Wasserstoffbrücken zwischen der Adeninbase und der Nukleotidbindetasche indirekt über 

Wassermoleküle ermittelt werden (Panaretou et al., 1998). Die Seitenkette des Glu-33 stellt 

eine katalytische Gruppe der Hydrolyse, indem es H2O aktiviert und so die Hydrolyse der 

γ-Phosphatgruppe durch nukleophile Substitution ermöglicht. Punktmutationen dieser 

Reste sind in der Hefe lethal (Obermann et al., 1998; Panaretou et al., 1998). 

 

1.5.5 Inaktivierung von Hsp90 durch spezifische Inhibitoren 

Die unüblich geknickte Form in der ATP in der Bindetasche der N-terminalen Hsp90 

Domäne vorliegt, wird durch einige natürlich vorkommende Verbindungen wie Radicicol 
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und Geldanamycin perfekt imitiert (Abb. 1-6). Diese Verbindungen konnten ursprünglich 

aus Pilzen und Bakterien (Streptomyceten) isoliert werden (Whitsell et al., 1994; Uehara et 

al., 2003). Die Affinität dieser heterozyklischen Inhibitoren zu der ATP-Bindetasche ist um 

ein Vielfaches höher im Vergleich zu ATP, im Fall von Geldanamycin beträgt sie 1.2 µM 

und bei Radicicol 19 nM (Stebbins et al., 1997; Grenert et al., 1997; Roe et al., 1999). Die 

kompetetive Bindung der Inhibitoren in die ATP-Bindetasche blockiert damit effektiv alle 

ATP-abhängigen Vorgänge von Hsp90, wie Konformationsänderungen und die 

Prozessierung der Hsp90 Substrate (Whitsell et al., 1994). Die Hsp90 Inhibitoren werden 

in klinischen Studien zur Bekämpfung von malignen Tumoren eingesetzt (Pratt & Toft, 

2003, Neckers, 2006). Dazu werden vor allem wasserlösliche Geldanamycin-Derivate 

eingesetzt, wie 17-AAG (17-allylamino, 17-demthoxygeldanamycin), was bereits einige 

Erfolge in klinischen Studien zeigte (Goetz et al., 2003; Goetz et al., 2005; Ronnen et al., 

2006). Radicicol scheint uneeignet für klinische Studien zu sein, das es im Körper schnell 

inaktiviert wird und toxische Nebenwirkungen zeigte (Workman et al., 2007). Die 

Inhibierung von Signal-Transduktionswegen in vivo kann durch den Hsp90 Inhibitor 17-

allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) erreicht werden (Hostein et al., 2001). 

Dabei bildet die Klasse der Oncogene, darunter v-Src, Bcr-Abl, Raf-1, und ErbB2 sind 

häufig das Angriffsziel der Hsp90-Inhibitor gestützten Therapie (Ziemiecki et al., 1986; 

Schulte et al., 1995; Grammatikakis et al., 2002). Dass die Inhibitoren vor allem in 

Tumorzellen ihre Wirkung entfalten, könnte mit der Bobachtung erklärt werden, dass 

Hsp90 in Tumorzellen in einem so genannten high ATPase Zustand vorliegt, der eine 

100fache erhöhte Affinität zu 17-AAG aufweist (Kamal et al., 2003).  

Trotz dieser sichtbaren Effekte der Hsp90-Inhibitoren, ist die breite Anwendung in 

klinischen Studien auf Grund der noch zu geringen Bioverfügbarkeit aller Derivate 

beschränkt. In neunen Ansätzen wird versucht, chimäre Substanzen zu synthetisieren, die 

die Vorteile aus Radicicol und Geldamanycin zu einer neuen Inhibitorklassen kombinieren. 

Dazu werden die Elemente von Geldananmycin (Chinon) und Radicicol (Resorcinolring) 

zu Radamiden bzw. Radester kombiniert (Clevenger & Blagg, 2004; Shen & Blagg, 2005).  
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Abbildung 1-6: Struktur und Form der Inhibitoren von Hsp90 
A, dargestellt sind die Inhibitoren Radicicol und Geldamamycin sowie die sich aus Geldamaycin ableitenden 
Derivate 17-AAG und 17-DMAG. B, dargestellt sind ATP (pdb: 2CG9), Geldanamycin (pdb: 1A4H) und 
Radicicol (pbd: 1BGQ) in ihrer in der Hsp90-Bindetasche gebundenen Form. Geldanamycin muss im 
Gegensatz zu Radicicol die geknickte Form bei der Bindung an Hsp90 erst einnehmen, was sich in der 
verringerten Affinität widerspiegelt. Farbcode: Kohlenstoff: gelb; Sauerstoff: rot; Stickstoff: blau; Phosphor: 
orange; Chlor: grün. 

 

Ein weiterer, nicht abgebildeter Inhibitor Novobiocin gehört zu einer anderen, auf 

Coumeromycin basierenden Klasse von Hsp90-Inhibitoren, die an eine kryptische 

sekundäre Nukelotidbindestelle in der C-terminalen Domäne von Hsp90 binden sollen 

(Soti et al., 2002). Die schwache Affinität von Novobiocin zu Hsp90 (≈ 700 µM) bedingt 

Screeningverfahren zur Entdeckung analoger Inhibitoren mit höhere Spezifität. Für diese 

Inhibitoren wurde ebenfalls ein Struktur-Aktivitäts Zusammenhang gezeigt, der sich in 

Anti-Proliferationseffekten äußert (Donnelly & Blagg, 2008).  

 

1.5.6 Modellierung der Hsp90 Aktivität durch Co-Chaperone 

Die basale Aktivität von Hsp90 wird entscheidend von Co-Chaperonen beeinflusst, die 

sowohl die ATPase Aktivität von Hsp90 als auch die Fähigkeit, Substratproteine zu 

erkennen und zu prozessieren, betreffen. Dabei binden, induzieren und stabilisieren Co-

Chaperone jeweils bestimmte Konformationen von Hsp90 und regulieren so die ATPase 

Aktivität sowie die Substrataffinität. Für einige Co-Chaperone ist die Interaktionsfläche 

mit Hsp90 bekannt (Abb. 1-7), bei anderen ist nur die Interaktion mit den TPR-

Bindemotiv MEEVD nachgewiesen.  

Aha1: Der Aktivator der Hsp90 Aktivität ist der einzig bekannte Co-Faktor von Hsp90, der 

die relativ niedrige ATPase Aktivität von Hsp90 um das 12-fache stimulieren kann 

(Panaretou et al., 2002). In genetischen screens wurde zuerst das Hefe-Protein Hch1 als 
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high copy Hsp90 Suppressor einer temperatur-sensitive Hsp90-Mutanten in S. cerevisiae 

identifiziert (Nathan & Lindquist, 1999). Hch1 weist eine hohe Homologie zur N-

terminalen Domäne von Aha1 auf, kann die ATPase von Hsp90 aber wesentlich weniger 

aktivieren und kommt nur in niederen Eukaryoten vor, im Gegensatz zu Aha1, dessen 

Homologe von Hefe zum Menschen identifiziert wurden (Panaretou et al., 2002; Lotz et 

al., 2003). Durch Röntgenkristallographie konnte gezeigt werden, dass die N-terminale 

Domäne von Aha1 hauptsächlich über ionische Wechelwirkungen mit der Mitteldomäne 

von Hsp90 interagiert und dabei wahrscheinlich eine Konformationsänderung in dem Loop 

induziert, der das für die ATP-Hydrolyse wichtige, katalytische Arg-380 enthält (Meyer et 

al., 2004). Der Einfluss von Aha1 wurde auf eine Anzahl von zellulären Prozessen wie die 

Aktivierung von v-Src und von Glukokortikoid-Rezeptoren (Panaretou et al., 2002; Lotz et 

al., 2003; Holmes et al., 2008) sowie für den Phosphorylierungsstatus von 

Signaltransduktions-Proteinen beschrieben (Holmes et al., 2008). Eine bedeutende Rolle 

kommt Aha1 bei der Qualitätskontrolle von CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator) zu, dessen Mutation im Menschen zum Fehlen oder zu einer 

eingeschränkten Funktion des Chloridkanals führt, was die Ursache der Mukoviszidose 

darstellt (Wang et al., 2006).  

p23/Sba1: Das Co-Chaperon p23/Sba1 bindet an die N-terminale Domäne von Hsp90 (Ali 

et al., 2006), wobei auch Kontakte zur Hsp90 Mitteldomäne identifiziert werden konnten 

(Martinez-Yamout et al., 2006). Für das Protein p23 und das Hefe-Homologe Sba1 (Fang 

et al., 1998) konnte gezeigt werden, dass es selbst Chaperonfunktion besitzt (Bose et al., 

1996; Freeman et al., 1996), die von einem unstrukturierten, geladenen Bereich im C-

terminalen Teil des Proteins ausgeht (Weikl et al., 2000; Weaver et al., 2000). Im Komplex 

mit Hsp90 bindet p23/Sba1 bevorzugt an die ATP-gebundene, N-terminal dimerisierte 

Form (Ali et al., 2006; Prodromou et al., 2000; Sullivan et al., 2002) und inhibiert die 

ATPase Aktivität von Hsp90 wahrscheinlich durch die Konservierung einer ATP-

hydrolyse inkompetenten Konformation (Panaretou et al., 2002; Richter et al., 2004). 

Durch die Interaktion von Hsp90 mit p23/Sba1 wird Hsp90 in einem substrataffinen 

Zustand gehalten, wobei die für die Freisetzung des Substrats verantwortliche ATP-

Hydrolyse inhibiert wird (Morishima et al., 2003; McLaughlin et al., 2006). Deshalb wirkt 

sich die Interaktion mit p23/Sba1 auf die Hsp90 ATPase Aktivität sowie den Chaperon-

Zyklus aus (Richter et al., 2004). 

Hop/Sti1: Das Protein Hop (Hsp79/Hsp90 organizing protein) stellt eine andere 

Möglichkeit der Modellierung der ATPase Aktivität von Hsp90 dar. Hop/Sba1 wurde in 
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Hsp70-Hsp90-Komplexen mit dem Progesteronrezeptor identifiziert und zunächst auf 

Grund seiner Größe als p60 beschrieben (Smith et al., 1993). Seine Funktion besteht darin, 

die Chaperonnetzwerke Hsp70 und Hsp90 zu verbrücken, um so den Transfer eines 

Substratproteins zu ermöglichen (Chen et al., 1996; Chen & Smith, 1998; Wegele et al., 

2006). Sti1/Hop besteht zu einem Großteil aus TPR-Motiven. Insgesamt finden sich bei 

Hop neun TPR-Motive, die sich in drei Domänen (TPR1, TPR2A, TPR2B) gliedern lassen 

(Sikorski et al., 1990; Boguski et al., 1990). Dabei bindet die TPR2A Domäne das C-

terminale MEEVD-Peptid von Hsp90 (Scheufler et al., 2000). Eine zusätzliche Bindestelle 

von Sti1 in der Hsp90 N- oder M-Domäne wird vermutet (Richter et al., 2003). Durch die 

Bindung von Sti1 kann die ATPase Aktivität von Hsp90 sehr effektiv inhibiert werden 

(Prodromou et al., 1999; Richter et al., 2004), wobei Sti1 an die offene Konformation von 

Hsp90 bindet und die N-terminale Dimerisierung verhindert (Richter et al., 2004). Die 

Affinität von Hsp90 zum ATP (KM-Wert) wird dabei nicht beeinflusst, die Umsatzrate 

(kcat-Wert) für ATP wird aber signifikant erniedrigt, was Sti1 zu einem klassischen nicht-

kompetitiven Inhibitor macht.  

Cdc37: Bei der Charakterisierung von Hsp90-Kinase Komplexen wurde das Protein Cdc37 

identifiziert (Brugge, 1986; Perdew et al., 1991; Stepanova et al., 1996; Dey et al., 1996). 

Cdc37 wird als Kinase-spezifisches Partnerprotein beschrieben (Kimura et al., 1997; 

Caplan et al., 2007), das direkt an Hsp90 bindet. Dabei ist die Bindung von Cdc37 an 

Hsp90 mit 100 µM sehr schwach, bei hohen Überschuss an Cdc37 konnte jedoch eine 

Inhibierung der ATPase von Hsp90 festgestellt werden (Siligardi et al., 2002). 

Kristallographische Daten suggerieren, dass Cdc37 mit der der N-terminalen ATPase 

Domäne interagiert (Sreeramulu et al., 2009) und die N-terminale Dimerisierung von 

Hsp90 beeinträchtigt, indem es als Dimer zwischen die beiden Hsp90 N-Domänen 

insertiert (Roe et al., 2004). Cdc37 könnte so die offene Konformation von Hsp90 

einfrieren, die zur Erkennung der Kinasen wichtig ist. Der Komplex aus Hsp90-Cdc37 und 

der Kinase Cdk4 zeigt einen assymetrischen Komplex, der auf einer Seite Cdc37 und auf 

der anderen Seite Cdk4 gebunden hat (Vaughan et al., 2006). Dabei scheint der 

Phosphorylierungszustand von Cdc37 selbst einen Einfluss auf den Hsp90 Chaperonzyklus 

zu nehmen (Vaughan et al., 2008).  

Weitere Co-Chaperone: Hsp90 besitzt noch weitere Co-Chaperone, die in den Hsp90 

Zyklus eingreifen. Die Prolylisomerase der menschlichen FKBP-Familie, zu denen auch 

die Hefe-Homologen Cyclophiline Cpr6 und Cpr7 gehören, sind strukturell und 

funktionell verwandt mit den Peptidyl-prolyl-cis/trans Isomerasen. Sie teilen mit den 
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Isomerasen jeweils die PPIase-Domäne und binden an Hsp90 über eine TPR-Domäne. Die 

Funktion der PPIase in den Hsp90-Komplexen ist nicht geklärt, eine substratspezifische 

Beteiligung an dem Hsp90 Zyklus wird jedoch vermutet (Dunia et al., 1996a; Mayr et al., 

2000; Dolinski et al., 1998).  

Die Hsp90-spezfische Phosphatase PP5/Ppt1 ist eine Serin/Threonin Phosphatase (Becker 

et al., 1994; Sinclair et al., 1999), die ebenfalls über das TPR-Motiv mit Hsp90 interagiert. 

Die Bindung des MEEVD-Peptids an die TPR Domäne von PP5/Ppt1 induziert eine 

Ablösung der TPR-Domäne von der Phosphatasedomäne, löst die Autoinhibierung auf und 

aktiviert so die Phosphatase (Sinclair et al., 1999; Kang et al., 2001). Die Phosphastase 

Ppt1 reguliert den Phosphorylierungsstatus von Hsp90 in der Hefe, der eng an die 

Substratprozessierung durch Hsp90 gekoppelt ist. Wird Hsp90 nicht mehr durch die 

Phosphatase dephsphoryliert, ist die Reifung von verschiedenen Hsp90-Substratproteinen 

stark beeinflusst (Wandinger et al., 2006).  

Für die Lebensfähigkeit von Hefezellen sind das Co-chaperon Cdc37 und ein weiterer Co-

Faktor Cns1 essentiell (Kimura et al., 1997; Marsh et al., 1998; Hainzl et al., 2004). Cns1 

wurde in Komplexen mit Hsp70 und mit Hsp90 identifiziert, da es aber nur eine TPR-

Domäne besitzt, ist ein ternärer Komplex ausgeschlossen (Hainzl et al., 2004). Cns1 ist in 

der Lage, die Wachstumsdefekt eines ΔCpr7 Deletionsstammes aufzuheben, so dass die 

Hefezellen eine normale Wachstumsgeschwindigkeit aufweisen (Duina et al., 1996b). 

Daher leitet sich auch der Name cyclophilin seven suppressor 1 ab. Die Funktion von Cns1 

allerdings ist immer noch nicht aufgeklärt.  
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Abbildung 1-7: Bindungsstellen der Co-Chaperone  
A – D, die Bindungsstellen der individuellen Co-Chaperone aus den Kristall- und NMR-Strukturdaten sind 
auf die geschlossene Struktur von Hsp90 (pbd: 2cg9) übertragen worden. A, die Interaktionsfläche der N-
terminalen Domäne von Aha1 (pdb: 1usu). B, die Interaktionsfläche von Sba1 (pdb: 2cg9). C, 
Interaktionsfläche von Cdc37, entnommen aus der NMR-basierten Interaktion von M-Cdc37 und der N-
terminalen Domäne von Hsp90 (pdb: 2k5b), daher ergeben sich bei der dimeren Hsp90 Volllängen sterische 
Überlappungen. D, elektronenmikroskopische Aufnahme des ternären Komplexes aus Hsp90-Cdc37-Cdk4. 
Abbildung direkt entnommen aus Vaughan et al., (2006). 

 

 

1.5.7 Modellierung der Hsp90 Aktiviät durch post-translationale Modifikationen  

Nicht nur Co-Chaperone können die Aktivität von Hsp90 regulieren, Veränderungen von 

Aminosäureseitenketten durch post-translationale Modifikationen scheinen bei der 

Regulation der Hsp90 Aktivität sowie bei der Substratprozessierung eine wichtige Rolle zu 

spielen (Scroggins & Neckers, 2007). Drei Formen von post-translationalen 

Modifikationen sind bisher beschrieben worden, die Acetylierung (Scroggins et al., 2007), 

die Phosphorylierung (Sefton et al., 1978; Dougherty et al, 1982; Dougherty et al., 1987; 

Wandinger et al., 2006), sowie die S-Nitrosylierung (Martinez-Ruiz et al., 2006). Alle drei 

Modifikationen beeinflussen die Reifung von Hsp90 Substraten (Scroggins et al., 2007).  

Die Acetylierung: Diese Modifikation betrifft Lysin-Seitenketten, die durch eine Acetyl-

Gruppe modifiziert werden. Unter dem Einsatz von Histon-Deacetylase (HDAC) 
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Inhibitoren sowie in HDCC6 knock-out Mäusen konnte eine hyperacetylierte Form von 

Hsp90 isoliert werden. Diese Hyperacetylierung resultierte in einer verringerten Interaktion 

mit Hsp90-Substraten und einer inhibierten Reifung von p53, Raf1, Bcl-Abl und den 

Glukokortikoid-Rezeptoren (Kovacs et al., 2005; Yu et al., 2002; Nimmanapalli et al., 

2003; Murphy et al., 2005). HDAC6 wurde dabei als ein Enzym zur Deacetylierung von 

Hsp90 identifiziert (Kavacs et al., 2005). In vivo wird Hsp90 an mindestens zwei Stellen 

acetyliert, eine davon ist Lys-294 (Scroggins et al., 2007). Mutationsstudien an Lys-294 

zeigten, dass die Acetylierung ein starker Regulator der Hsp90 Funktion ist und das 

Mutanten, die nicht mehr acetyliert werden konnten, eine reduzierte Chaperonaktivität 

verbunden mit einer geringeren Lebensfähigkeit in transfizierten Hefezellen zeigten 

(Murphy et al., 2005; Nimmanapalli et al., 2003; Scroggin et al., 2007).  

Die Phosphorylierung: Die Phosphorylierung von Hsp90 ist schon seit über 30 Jahren 

bekannt (Sefton et al., 1978). Dabei wurden mindestens vier verschieden phosporylierte 

Isoformen von Hsp90 identifiziert (Kelley & Schlesinger, 1982; Welch et al., 1983). Das 

menschliche Hsp90-Protein ist im Durchschnitt an drei Stellen pro Monomer 

phosphoryliert (Iannotti et al., 1988) und der Phosphorylierungsstatus unter 

physiologischen Bedingungen ist relativ hoch (Lees-Miller & Anderson, 1989). Die 

Phosphatase PP5/Ppt1 reguliert den Phosphorylierungszustand von Hsp90 und damit auch 

dessen Funktion gegenüber den Hsp90 Substraten (Wandinger et al, 2006). Alle bisher 

bekannten Phosphorylierungsstellen liegen in der N-terminalen Domäne von Hsp90, aber 

bisher konnte noch kein spezifischer Effekt einer Phosphorylierung zugeordnet werden.  

Die S-Nitrolysierung: Die S-Nitrosylierung von Hsp90 ist eine erst kürzlich entdeckte 

Modifikation von Hsp90 (Martinez-Ruiz et al., 2006), die auf der reversiblen Modifikation 

einer Cystein-Seitenkette basiert, die kovalent mit dem freien Radikal Stickstoffmonooxid 

(NO) reagiert, wobei S-Nitrosothiole gebildet werden. Dieser Vorgang wird S-

Nitrosylierung (SNO) genannt. Für humanes Hsp90α wurde durch Massenspektrometrie 

ein Cystein identifiziert (Cys-597), dass nach der Inkubation von rekombinant 

exprimierten Hsp90 mit einem NO-Donorsalz die SNO-Modifikation aufwies (Martinez-

Ruiz et al., 2006). Dieses Cystein befindet sich in der C-terminalen Domäne von Hsp90 

und Hsp90 zeigte nach der SNO-Modifikation ein verringerte ATPase Aktivität, sowie eine 

inhibierte Stimulierung der Hsp90-vermittelten endotheliale NO-Synthase (eNOS) 

Aktivität (Martinez-Ruiz et al., 2006). Die Inhibierung von Hsp90 durch NO ist damit an 

der Hsp90-vermittelten Stimulierung der eNOS in einem negativen feedback-loop 
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gekoppelt, was möglicherweise eine Regulationsmechanismus des zellulären NO Levels 

darstellt (Garcia-Gardena et al., 1998).  

 

1.5.8 Mechanismus der S-Nitrosylierung  

Stickstoffmonooxid spielt in vielen Signalwegen wie der Xylogenese, der Angiogenese, 

den programmierten Zelltod und in der Abwehr von pathogenen Organismen eine 

besondere Rolle (Gallo et al., 1998; Fukumura et al., 2001; Fukumura et al., 2006; Desikan 

et al., 2006). In der Zelle kann dabei freies NO mit Superoxiden, Übergangsmetallen und 

Haem-Gruppen von Proteinen sowie mit freien Cysteinen reagieren (SNO). Die S-

Nitrosylierung (Abb. 1-8) ist eine reversible, redox-basierte post-translationale 

Modifikation von Proteinen. Das erste SNO modifizierte Enzym wurde vor 15 Jahren 

entdeckt, als gezeigt werden konnte, dass micromolare Mengen eines S-Nitrosoadduktes 

des Albumins im Blut zirkulierten (Stamler et al., 1992). Bis heute sind mehrere Hundert 

Proteine gefunden worden, die unter der Regulation von NO stehen (Stamler et al., 2001). 

Im Vergleich zu alle anderen post-translationalen Modifikationen wie die 

Phosphorylierung von Serinen/Threoninen oder die Acetylierung von Lysinen, ist die 

Reaktion von NO mit Cystein-Seitenketten nicht abhängig von Kinasen oder 

Phosphatasen. Dennoch ist die Modifikation von Cysteinen eine hochselektive 

Modifikation. In fast allen Fällen wird nur ein Cystein im ganzen Protein oder sogar in 

Proteinkomplexen modifiziert. Die Spezifität der SNO-Modifikation zeigt sich bei dem 

Ryanodinrezeptor, bei den die Thiolgruppe nur eines von 50 Cysteinen des Proteins SNO 

modifiziert wird (Sun et al., 2001). Dabei liegen die Thiolgruppen meist nicht 

lösungsmittelexponiert vor, sondern innerhalb einer Pore, die durch eine bestimmte 

Architektur von hydrophoben, sauren und basischen Motiven gebildet wird, die das 

eintretende NO Molekül positionieren und aktivieren (Hao et al., 2006).  

 

i. 2 NO + O2 2 NO2
ii. NO2 + NO               N2O3 = +ON…NO2

-

iii. +ON…NO2
- + R-SH RSNO + HNO2  

Abb. 1-8: Reaktionsmechanis der S-Nitrosylierung von Thiolresten (R) eines Proteins 
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1.5.9 Hsp90 Substrate 

Hsp90, das 2 % der zellulären Proteinkonzentration stellt, interagiert mit einer Vielzahl 

von Substraten (Picard, 2002). Die entscheidende Frage dabei gilt der Substraterkennung 

und der Substratspezifität. Die meisten der Hsp90 Substrate lassen sich in zwei Klassen 

einteilen, die Transkriptionsfaktoren (SHRs und p53) und die Kinasen (v-Src, Cdk4). Da 

Hsp90 mit wichtigen Regulationsproteinen interagiert, kann es indirekt eine Vielzahl von 

Prozessen regulieren, wie Evolutionsereignisse (Queitsch et al., 2002; Cowen et al., 2005), 

mitochondriale Homeostase (Kang et al., 2007) oder die Vermehrung von RNA Viren 

(Geller et al., 2007). Die verschiedenen Substrat-Proteine unterschieden sich stark in ihrer 

Struktur und lassen kein einheitliches Motiv für die Erkennung durch Hsp90 erkennen. Die 

Src-Kinase zum Beispiel, kommt in zwei Isoformen vor, in der zellulären Form (c-Src) und 

in der viralen Form (v-Src). Beiden Formen sind nahezu identisch (95 % Identität). Es 

hängt aber nur die Aktivität der v-Src strikt von der Anwesenheit von Hsp90 ab, 

wohingegen die Aktivität der c-Src fast vollständig Hsp90-unabhängig ist (Xu & 

Lindquist, 1993). Dieses Verhältnis der Abhängigkeit der beiden Src-Proteine von Hsp90 

wird deutlicher, vergleicht man die intrinsischen Stabilitäten der beiden Proteine, wobei v-

Src eine sehr instabiles Protein ist (Falsone et al., 2004). Systematische Veränderungen 

von Kinasen, die mit Hsp90 wechselwirken, vertiefen die Ansicht, dass nicht bestimmte 

Bindemotive in Substraten für die Interaktion mit Hsp90 verantwortlich sind, sondern eher 

der Zustand eines Proteins die Interaktion mit Hsp90 bedingt (Terasawa et al., 2006). 

Allerdings sei hier erwähnt, dass in Hsp90 ein spezieller Kinase-Loop identifiziert wurde, 

der möglicherweise für die Interaktion mit den Kinasen verantwortlich ist (Sato et al., 

2000). Im Vergleich zu anderen molekularen Chaperonen, für die ein klares Bild über die 

Interaktionsfläche und den Interaktionsmechanismus mit Substraten erstellt werden konnte, 

ist noch kein einheitlicher Konsensus für Hsp90 postuliert worden. Experimentelle Daten 

zeigten für alle drei Hsp90-Domänen eine Interaktionsfläche mit Substraten (Young et al., 

1997; Scheibel et al., 1999; Vaughan et al., 2006). Die Parallelen, die auf Grund der 

vergleichbaren Konformationsänderung zwischen den GHKL-Proteinen gezogen wurden, 

versuchte man auch auf die Substratbindung zu übertragen. Dabei wurde postuliert, dass 

Hsp90 als clamp-like Protein die Substrate zwischen den beiden Protomeren des Hsp90 

Dimers einschließen und so die hydrophoben Flächen der Substrate schützet (Harris et al., 

2006; Prodromou et al., 2000; Stirling et al., 2006). Dieses Modell kann nach der 

strukturellen Charakterisierung der offenen und geschlossenen Hsp90 Zustände nicht mehr 

aufrechterhalten werden (Ali et al, 2006). Einen ersten Einblick in die Substratbindestelle 
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konnte aus den elektromikroskopischen Aufnahmen des Hsp90-Cdc37-Cdk4-Komplexes 

gewonnen werden (Vaughan et al., 2006). Hier bindet die Kinase an die Mitteldomäne und 

wahrscheinlich an die N-terminale Domäne von Hsp90 und die Kinase interagiert auf der 

anderen Seite des Chaperons, was zu einen hoch asymmetrischem Komplex führt. Ob diese 

Bindestelle auch für andere Substrate zutrifft und wie andere Co-Chaperone dabei mit den 

Substraten interagieren, bleibt zu klären.  

 

 

1.6 Der Tumorsuppressor p53 

Eines der am intensivsten beforschten Protein der letzten 25 Jahre ist das 

Tumorsuppressor-Protein p53, dass mit gut 50.000 Publikationen (Stand 2009) beschrieben 

ist. Die enorme Wichtigkeit von p53 für Therapieansätze gegen Krebs wird klar, bedenkt 

man, dass mutiertes p53 in 50 % aller menschlichen Tumore identifiziert wird (Soussi et 

al., 1994; Vogelstein et al., 2000). Die dabei auftretenden Mutationen von p53 betreffen 

vor allem die so genannten hot spot Aminosäuren in der DNA-Binderegion von p53 (Abb. 

1-9) (Hernandez-Boussard et al., 1999). p53 übernimmt als „Wächter des Genoms“ 

(Levine, 1997; Lane, 1992) vor allem die Aufgabe, die täglich tausende Mal auftretenden, 

natürlich vorkommenden Mutation im Erbgut zu erkennen und entweder die Reparatur der 

geschädigten DNA einzuleiten, oder in der Zelle den programmierten Zelltod, die 

Apoptose, zu aktivieren (Prives et al., 1999; Hofseth et al., 2004). Ist die Funktion von p53 

dabei durch Mutationen gestört, kommt es in der Zelle schneller zur Ausbildung von 

Tumoren (Hofseth et al., 2004). 

 

 
 

 

 

 

 

Abbildung 1-8: Häufig auftretende 
Mutation in p53 
Gezeigt sind die in malignen Zellen 
identifizierten Mutationen von p53, geordnet 
nach ihrer Häufigkeit. Dabei stechen die so 
genannten hot spot Mutationen heraus, die 
sich alle in der DNA-Binderegion von p53 
befinden. Angegeben sind außerdem 
signifikante Stellen für post-translationale 
Modifikationen P (Phosphorylierung) und Ac 
(Acetylierung). Das Bild wurde aus Ko & 
Prives, (1996) adaptiert. 
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1.6.1 Domänenstruktur von p53 

Da p53 im Zentrum eines großflächigen Netzwerks steht, das durch Signal-Kaskaden eine 

enorme Anzahl von Protein steuert, ist das Expressionslevel in normalen Zellen 

erwartungsgemäß niedrig. Zudem unterliegt p53 in der Zelle einer sehr schnellen turnover 

Rate mit einer Halbwertszeit von wenigen Minuten (Maltzman & Czyzyk, 1984). Erst 

Stresssignale wie z.B. DNA-Schäden sorgen für eine erhöhte Syntheserate von p53 und 

aktivieren das Protein u.a. dadurch, dass die Ausbildung von Tetrameren und damit aktiven 

p53 Assoziaten möglich ist (Weinberg et al., 2004). Die niedrige Halbwertszeit von p53 in 

der Zelle ist auch auf die Stabilität des Proteins zurückzuführen. p53 ist ein labiles Protein, 

das aus vier unterschiedlichen Domänen besteht (Abb. 1-10).  

 

Transaktiverung DNA Bindungsdomäne TD             RD

Nativ entfaltet ß-sheet                                  α-Helix ungefaltet

1 100 300 363 393

 
 

Abbildung 1-10: Die Domänenstruktur von p53 
Die Domänenstruktur von p53 (H. sapiens) besteht aus einer N-terminalen Transaktivierungsdomäne, die 
nativ entfaltet ist, gefolgt von der DNA-Bindedomäne (DBD). Die p53 DBD besteht hauptsächlich aus einer 
Anordnung von β-Faltblättern. Die DBD und die Tetramerisierungsdomäne (TD) sind durch einen flexiblen, 
unstrukturierten Linker verbunden. Die TD besteht aus einem α-Helixbündel, dass durch ein β-Faltblatt 
stabilisiert wird. Die negative Regulationsdomäne (RD) am C-terminalen Ende von p53 besitzt ebenfalls 
keine definierte Struktur.  

 

Das humane Gen von p53 kodiert für 393 Aminosäuren, die vier Domänen bilden. Die 

nativ entfaltete N-terminale Domäne von p53 besitzt eine Transkriptionsfunktion 

(Aminosäure 1 – 42) (Walker and Levine, 1996) und enthält zudem eine Prolin-reiche 

SH3-Region (Aminosäure 60 -97) (Yu et al., 1994). Die DNA-Binderegion von p53 wird 

von einer stabilen Domäne gebildet, die für die spezifische DNA-Bindung verantwortlich 

ist. Die Tetramerisierungsdomäne (TD) (Aminosäure 323 – 365) bildet ebenfalls eine 

stabile Subdomäne von p53, die auch isoliert exprimiert stabile Tetramere ausbildet 

(Sakaguchi et al., 1997). Die unstrukturierte carboxyterminale Domäne ist hoch geladen, 

ein Agriffspunkt für viele post-translationale Modifikationen und wird auf Grund der 

inhibierenden spezifischen DNA-Bindung in p53 auch als negative Regulationsdomäne 

beschrieben (Muller-Tiemann et al., 1998; Sauer et al., 2008).  
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1.6.2 Die DNA-Binderegion 

Die DNA-Binderegion wird auch als core (Kern, Herz) Region von p53 bezeichnet. Sie 

besteht aus einem viersträngigen und einem fünfsträngigen β-Faltblatt und einem 

Schleifen-Faltblatt-Helix-Motiv, das eine Schleife (Reste 113 – 123), ein dreisträngiges 

Fatlblatt und eine α-Helix (Reste 278 – 286) umschließt. Zwei weitere Schleifen (Reste 

278 – 286 und 237 – 250) werden durch ein komplexiertes Zinkion stabilisiert (Cho et al., 

1994; Bullock & Fersht, 2001). Bei der Bindung von p53 an seine palindrome Konsensus-

Sequenz, wird die DNA in einer ungewöhnlichen Form geknickt (Nagaich et al., 1999; 

Balagurumoorthy et al., 1995). Die Bindung von DNA an die p53 DBD in Lösung ist 

kooperativ, wobei jeweils zwei Untereinheiten der DNA-Binderegion eine 

Dimerisierungsstelle bilden (Klein et al., 2001; Rippin et al., 2002; Dehner et al. 2005; 

Kitayner et al., 2006). Dabei wird die Dimerisierungsstelle u.a. durch eine Salzbrücke der 

Reste E180 – R181 gebildet, die, wenn es zu Mutationen in den beiden Reste kommt, mit 

einer autosomalen Erbkrankheit (Li-Fraumeni-Sydrom) assoziiert ist, die zu frühzeitiger 

Krebserkrankung führen kann (Wang et al., 1995; Campomenosi et al., 2001). Die meisten 

für die Entstehung verantwortlichen Mutationen von p53 befinden sich ebenfalls in der 

DNA-Binderegion (hot spot Mutationen) und beeinflussen die Effektivität der DNA-

Bindung und dadurch die transkriptionale Aktivierung der Zielgene von p53 auf 

unterschiedliche Weise. Dabei lassen sich drei Klassen von Mutationen unterschieden, die 

Kontaktmutanten, die direkt an der DNA-Bindung beteiligt sind, die 

Destabilisierungsmutanten, die die thermodynamische Stabilität von p53 herabsetzten oder 

lokale Entfaltung von p53 bewirken und schließlich die Mutationen der Helixregion, die 

die kooperative Bindung verhindern (Dehner et al., 2005; Bullock & Fersht, 2001). Ist p53 

nur auf einem Allel der Gensequenz mutiert kann es auch zur Ausbildung von dominant-

negativen Effekten kommen, die ebenfalls zur Krebsentstehung beitragen (Chene, 1998; 

Kern et al., 1992; Milner et al., 1991; Shaulian et al., 1992). 
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Abbildung 1-11: Die p53 DNA-Bindedomäne als Tetramer im Komplex mit DNA 
Vier p53 DBD (gekennzeichnet als A, B, C und D) gezeigt als Rückgrat-Präsentation interagieren mit zwei 
doppelsträngigen DNA Molekülen (blau). Die p53 DBD besteht aus einem Dimer von Dimeren: A-B (in 
cyan) und C-D (in grün). Die Van-der-Waals Oberfläche ist in einem transparenten Grau dargestellt. Die vier 
Zin-Ionen sind in magenta-farbigen Kügelchen abgebildet. In rot dargestellt sind die zweizähligen Achsen, 
die sich bei der Kristallisation ergaben (pdb: 2ATA, 2AHI, 2ACO). Abbildung entnommen aus Kitayner et 
al.,( 2006). 
 

1.6.3 Die Tetramerisierungsdomäne 

Die Ausbildung tetramerer Assoziate ist wichtig für die Aktivität von p53 (Hainaut et al., 

1994). Der Oligomerisierungszustand von p53 wird dabei durch die 

Tetramerisierungsdomäne (TD) reguliert (Hupp et al., 1992; Wang et al., 1994). Die 

isolierte Tetramerisierungsdomäne ist im Gegensatz zur p53 Volllänge relativ stabil, wobei 

die Affinität zur Ausbildung von Tetrameren im Volllängenprotein wesentlich höher als in 

der isolierten Tetramerisierungsdomäne ist (Johnson et al., 1995; Mateu & Fersht, 1998; 

Mateu & Fersht, 1999). Die Abb. 1-12 zeigt, dass p53 aus einem Dimer von Dimeren 

aufgebaut ist (Clore et al., 1995; Lee et al., 1994; Jeffey et al., 1995). In der isolierten 

Tetramerisierungsdomäne konnte gezeigt werden, dass die Dimerisierung über einen 

Übergangszustand stattfindet, in dem die primären Dimere vollständig gefaltet sind, die 

Interaktionsflächen zwischen den Dimeren aber nur partiell ausgebildet werden (Mateu & 

Fersht, 1999). In der Zelle herrscht auf Grund der geringen Expression und der niedrigen 

Halbwertszeit von p53 ein Gleichgewicht zwischen p53 Monomeren, Dimeren und 

Tetrameren, wobei die Tetramerisierung durch die Anwesenheit von spezifischen p53-

DNA-Bindungssequenzen bevorzugt wird (Weinberg et al., 2004). Zudem bindet der p53 

Co-Faktor 14-3-3 (epsilon und gamma) an die Tetramerisierungsdomäne und stabilisiert so 
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die tetramere Form von p53 und erhöht die DNA-Bindeeigenschaft (Rajagopalan et al., 

2008). Eine Mutante der Tetramerisierungsdomäne, die nur in der Lage ist, Dimere 

auszubilden, weist eine um die Hälfte reduzierte DNA-Bindefähigkeit auf (Davison et al., 

2001). Der Kooperativität der DNA-Bindung durch die p53 DBD (Abb. 1-11) folgt 

demnach eine zweite Kooperativität bei der Ausbildung von Tetrameren.  

 

 
Abbildung 1-12: Die Struktur der Tetramerisierungsdomänen von p53 
Die NMR-Struktur der p53 Tetramerisierungsdomäne (pdb: 3sak) besteht aus einem Vier-Helix Bündel und 
zeigt, dass das p53 Tetramer aus einem Dimer von Dimeren besteht. Je zwei α-Helices sind zu einander 
parallel und 90 °C verdreht zu zwei weiteren α-Helices angeordnet.  

 
 

1.6.4 Die Regulationsdomäne 

Die carboxyterminale Regulationsdomäne (RD) ist eine in nativen p53 ungefaltete, hoch 

geladene Domäne, die über einen basischen Linker mit der Tetramerisierungsdomäne 

verbunden ist. In der Sequenz der Regulationsdomäne ist die Kernlokalisierungssequenz 

von p53 codiert (Shaulsky et al., 1990). Es wurde immer wieder von einem inhibierenden 

Einfluss der Regulationsdomäne auf die Aktivität von p53 berichtet, weswegen auch von 

der negativ regulatorischen Domäne gesprochen wird (Hupp et al., 1992). Durch post-

translationale Modifikationen (oder durch den Einsatz von RD-spezifischen Antikörpern) 

kann die Aktivierung und die Stabilität von p53 erhöht werden (Hupp & Lane, 1994; Hupp 

et al., 1995; Anderson et al., 1997). Die RD selbst besitzt die Fähigkeit auf Grund von 

elektrostatischen Wechselwirkungen, unspezifisch an doppelsträngige DNA und 

Doppelstrangbrüche zu binden (Steinmeyer et al., 1988; Bakalkin et al., 1995). Die 

Erkennung von Insertions- und Deletionsschäden in die DNA-Doppelstränge (Lee et al., 

1995) führt dazu, dass p53 die DNA-Schädigungen erkennt und Reparaturmechanismen 
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einleitet. Wie die Regulation von p53 durch die C-terminale Domäne allerdings genau 

funktioniert, wird in der Literatur noch kontrovers diskutiert. Ein allosterisches Modell 

geht davon aus, dass es eine direkte Wechselwirkung der RD mit der DNA-Bindedomäne 

gibt, wobei die p53 DBD in einer inaktiven Konformation gehalten wird und zwar so 

lange, bis aktivierende Modifikationen an der RD diese Wechselwirkung inhibiert (Hupp 

& Lane, 1994). Ein Interferenzmodell basiert auf der Konkurrenz zwischen der 

spezifischen DNA Bindung durch die DBD und der unspezifischen durch die RD. Hier 

bewirken Modifikationen der RD eine Freisetzung der DNA-Bindeaktivität der DBD 

(Anderson et al., 1997; May & May, 1999).  

Zusätzlich wird angenommen, dass die Regulationsdomäne mit ihrer unspezifischen 

Wechselwirkung dazu beiträgt, dass p53 über eine permanente Interaktion auf der DNA 

eindimensional-diffusionskontrolliert entlanggleitet (McKinney et al., 2004; Tafvizi et al., 

2008) und so DNA-Schäden erkennt. 

Die Aktivität der Regulationsdomäne wird dabei selbst von dem S100B-Protein reguliert. 

S100B bindet an Regulationsdomäne, induziert eine α-helikale Struktur und blockiert so 

effektiv die Phosporylierungs- und Acetylierungsstellen der RD (Abb. 1-13). 

 
 

 
Abbildung 1-13: Die Struktur der Regulationsdomäne von p53 in Komplex mit S100 
Die Regulationsdomäne von p53 besitzt in der nativen, ungebundenen Form von p53 keine Struktur. Im 
Komplex mit dem Calzium-komplexierten Protein S100 (grau) adaptieren die letzten Aminosäuren der 
Regulationsdomäne eine α-helikale Struktur (gelb) (pdb: 1dt7). 

 

1.6.5 Die Quartärstruktur von p53 

Auf Grund der hohen Flexibilität der terminalen Domänen von p53 konnte das Molekül 

bisher nicht erfolgreich kristallisiert werden. Zwei kürzlich veröffentlichte 

elektronenmikroskopische Strukturen können einen ersten Einblick in die Quartärstruktur 

von p53 liefern (Okorokov et al., 2006; Tidow et al., 2007). Dabei scheint die Struktur, die 
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eine Tetramerisierung von p53 über N- und C-terminale Kontakte beschreibt, eine 

ungewöhnliche, vielleicht nicht biologisch relevante zu sein (Okorokov et al., 2006). Eine 

weitere Struktur, basierend auf einer Kombination von NMR- und Kristallisations- sowie 

SAXS-Daten (small angle X-ray scattering), zeigte, dass sowohl die N-terminale als auch 

die Regulationsdomäne von p53 zugänglich für post-translationale Modifikationen und 

Interaktionen mit Bindungspartner sind (Tidow et al., 2007). Bei dieser Studie konnte 

sowohl die offene, als auch eine DNA-bindende geschlossenen Struktur charakterisiert 

werden (Abb. 1-14). Dabei bilden vier p53 DBD eine tetramere Einheit und binden an die 

DNA (Kitayner et al., 2006). Auf der anderen Seite der DNA liegt die 

Tetramerisierungsdomäne. Der Komplex der Tetramerisierungsdomäne ist dabei parallel 

zur DNA angeordnet, so dass die positiv-geladenen C-Termini am Ende des p53 Tetramers 

unspezifisch mit der negativ-geladenen DNA wechselwirken können. 

 

 

 
 

Abbildung 1-14: Die Quatärstruktur von p53 im DNA-gebundenen Zustand 
3D-Elektronenmikrospische Struktur für den Komplex aus p53 und DNA. Das p53 Tetramer in Komplex mit 
DNA ist einmal als undurchsichtige Struktur (a - c) und als halb-transparente Struktur gezeigt (d – f). In der 
Ansicht a und d schaut man in lila hervorgehobene DNA hinein. Abbildung übernommen aus (Tidow et al., 
2007). 

 

1.7 Post-translationale Modifikationen 

Die Regulierung der Aktivität und Stabilität von p53 wird, wie schon angedeutet, durch 

post-translationale Modifikationen beeinflusst. Unter physiologischen Bedingungen wird 

die Expression von p53 stark reguliert und wird erst auf Grund zellulärer Stresssignale 
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stimuliert. Regulationsmechanismen können dabei durch die Interaktion von p53 mit 

Partnerproteinen wie den Antagonisten Mdm2, der p53 in einer negativen feedback-

Schleife reguliert (Juven-Gershon & Oren, 1999; Freedman et al., 1997), stattfinden, oder 

durch post-translationale Modifikationen an p53 selbst wirken (Brooks & Gu, 2003; Bode 

& Dong, 2004).  

 

1.7.1 Phosphorylierung 

Neben der Phosphorylierung von p53 Partnerproteinen oder MDM2 regulierenden 

Proteinen kann p53 selbst durch Kinasen an 17 Stellen des Proteins phosphoryliert werden. 

Die modifizierbaren Serin- und Threoninreste befinden sich ausschließlich in der N-

terminalen und in der Regulationsdomäne. Die Regulation beruht dabei auf der 

thermodynamischen Stabilisierung und einer verringerten Abbaurate von p53, was zu einer 

Akkumulation und Aktivierung von p53 führen kann (Bode & Dong, 2004; Steegenga et 

al., 1996). Phosphorylierungen werden allgemein durch zellulären Stress induziert, wie 

z.B. durch DNA-Schäden oder Aktivierung von Onkogenen. Die wichtigsten 

Signaltransduktionswege werden durch ATM- (Ataxia-telangiectasia-mutiertes 

Genprodukt) oder ATR-Kinasen (ATM- und Rad3-verwandte Proteinkinase) aktiviert. 

Durch nachgeschaltete Kinasen werden z.B. Ser-15 und Thr-18 in p53 phosphoryliert, was 

den Kerntransport von p53 inhibiert. Phosphorylierung von Thr-18 und Ser-20 unterbindet 

die Wechselwirkung von p53 mit Mdm2 und inaktiviert so die durch Mdm2-induzierte und 

durch das Proteasom gesteuerte Degradation von p53 und führt letztendlich zu einer 

Akkumulation von p53, sowie zur Erhöhung der p53 Affinität für spezifische 

Promotorsequenzen (Caspari, 2000). Die wichtigste Phorphorylierungsstelle ist Ser-46. 

Dessen Modifikation wird durch akute Stresssignale ausgelöst und als Folge wird direkt 

die Apoptose eingeleitet (Oda et al., 2000). Zur Phosphorylierung der Regulationsdomäne 

gibt es kontroverse Berichte. Für die Modifikation von Ser-392 konnte zum Beispiel eine 

Aktivierung und Stabilisierung von p53 gezeigt werden (Nichols et al., 2002). Außerdem 

erhöht die Phosphorylierung von Ser-392 die Tetramerisierungsstabilität der isolierten 

Domäne (Sakaguchi et al., 1997). Allerdings konnten diese Effekte nicht deutlich in 

anderen Experimenten reproduziert werden. In Abb. 1-15 sind die möglichen post-

translationalen Modifikationen von p53 und die dadurch induzierten Auswirkungen 

dargestellt.  
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Abbildung 1-15: Post-translationale Modifikation von p53 und MDM2  
Durch DNA-Schaden werden in p53 und Mdm2 Phosphorylierungen (P) und Acetylierungen (Ac) eingeführt, 
die die Aktivität von p53 beeinflussen. p53 ist hier schematisch dargestellt, die Größe der Domänen spiegelt 
nicht die durch Aminosäureanzahl gegebene Größe wieder. Unterbrochene Pfeile symbolisieren indirekte 
Aktivierungen. Adaptiert nach Meek, (2004). 

 

1.7.2 Acetylierung 

Die Acetylierung über p300/CBP von Lysin-Resten der Carboxyterminalen Domäne stellt 

einen effektiven Regulationsmechanismus von p53 dar (Bode & Dong, 2004; Gu et al., 

1997; Grossman, 2001). Induziert werden die Acetylierungsmodifikationen ebenfalls wie 

die Phosphorylierungen, durch den zellulären Stress bei DNA-Schädigung. Dabei sind 

Histon-Acetyl-Transferasen bei der Regulation der Transkriptionsaktivität von p53 von 

Bedeutung (Barlev et al., 2001; Prives and Manley, 2001). Gleichzeitig scheint die 

Deacetylierung von acetyliertem p53 durch Histone-deacetylasen wie PID und Sir2 eine 

wichtige regulatorische Rolle zu spielen (Luo et al., 2000; Luo et al., 1997; Vaziri et al., 

2001). 

 

1.7.3 Ubiquitinierung 

Der p53-Antagonist Mdm2, gleichzeitig E3-Ligase und Onkoprotein, ist hauptsächlich an 

der Ubiquitinierung von p53 beteiligt. Die Markierung von p53 mit Poly-Ubiquitin führt zu 

einem proteasomalen Abbau von p53 und ist wesentlich für die geringe Halbwertszeit von 
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p53 verantwortlich (Jesenberger & Jentsch, 2002; Fang et al., 2000). Diskutiert wird in 

diesem Zusammenhang, ob niedrige Konzentrationen von Mdm2 eine Mono-

Ubiquitinierung induzieren und dadurch den Kerntransport von p53 einleiten. Hohe 

Konzentrationen an Mdm2 dagegen resultieren in einer Poly-Ubiquitinmarkierung und in 

proteasomalen Abbau von p53 (Li et al., 2003). Ubiquitin-markiertes p53 kann direkt 

durch die Herpesvirus-assoziierte Ubiquitin-spezifische Protease desubiquitiniert werden 

(Li et al., 2003; Li et al., 2004). Weiterhin wurden zusätzlich p53-spezifische 

Ubiquitinligasen charakterisiert (Dornan et al., 2004; Shmueli & Oren, 2005), wodurch der 

Ubiquitin-Status von p53 durch mehrere Faktoren in der Zelle beinflusst wird. 

 

1.7.4 Weitere Modifikationen von p53 

Die Funktion von p53 kann weiterhin durch Lysin-spezifische Modifikationen in der 

carboxyterminalen Domäne von p53 reguliert werden. Dabei findet die Markierung von 

p53 mit SUMO1 (small ubiquitin-related modifier1) und NEED8 statt (Rodriguez et al., 

1999; Gostissa et al., 1999; Melchior & Hengst, 2002; Harper, 2004; Xirodimas et al., 

2004). Ebenso konnte die Glykosylierung von p53 nachgewiesen werden (Shaw et al., 

1996).  

 
 

1.8 Die Regulation von p53 durch Chaperone 

Das labile Protein p53 besitzt nur eine geringe Thermotoleranz und verliert seine Aktivität 

schon bei gering erhöhten Temperaturen (Muller et al., 2002; Walerych et al., 2004). Dazu 

kommt, dass die Akkumulation von p53 Tetrameren erst zu einem aktiven Protein führt, 

wobei diese Akkumulation durch post-translationale Modifikationen oder durch die direkte 

Bindung von Partnerproteinen an die Tetramerisierungsdomäne von p53 stattfindet 

(Sakaguchi et al., 1997; Rajagopalan et al., 2008). Die metastabile Struktur, die Größe von 

p53 und die Eigenschaft höhere Assoziate auszubilden, machen p53 zu einem klassischen 

Substrat von Chaperonen. Außerdem konnte ein direkter Bezug zwischen der 

Kernlokalisierung von p53 Mutanten und der Expression von Hsf1 nachgewiesen werden 

(s.h. Kapitel 1.5), wobei der Kerntransport von p53 auf die Expression von Hsf1 

angewiesen ist (Li et al., 2008).  

In Tumorzellen zeigt mutiertes p53 im Allgemeinen eine höhere Stabilität, die auf eine 

inhibierte Funktion von p53 beruht, die Expression seines Antagonisten Mdm2 zu 

induzieren. In diesen Tumorzellen ist mutiertes p53 auf die Anwesenheit von Hsp70, 
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Hsp90 und CHIP (carboxy terminus of Hsp70-interacting protein) angewiesen (Muller et 

al., 2008; Walerych et al., 2004).  

 

1.8.1 p53 und Hsp70/Hsp40 

Die Hitzeschockproteine der Hsp70 Familie sind an der frühen zellulären Proteinfaltung 

von neu-synthetisierten oder entfalteten Substraten beteiligt (Bukau & Horwich, 1998; 

Frydman et al., 1994). Es konnten stabile Komplexe von Hsc70, dem konstitutiv 

exprimierten Hsp70-Protein, mit mutiertem, aber nicht mit Wildtyp p53 nachgewiesen 

werden (Hupp et al., 2000). In diesem Komplex wurde zudem das molekulare Chaperone 

Hsp90 und das Hsp70 Co-Chaperon Hsp40 identifiziert (King et al., 2001; Sugito et al., 

1995). Hier maskiert Hsc70 die Kernlokalisierungssequenz von p53 und verhindert so den 

Eintritt von mutiertem p53 in den Kern (Akakura et al., 2001). Die Regulation der 

Translokalisation von p53 scheint dabei die Hauptaufgabe von Hsp70 zu sein (Zylicz et al., 

2001), womit Hsp70 eine Funktion in der Qualitätskontrolle von Proteinen zukommt. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Hsp70 die Akkumulierung von cytosolischem p53 

in einigen Tumorzellen bewirkt (Helmbrecht et al., 2000) und p53 so aus der Regulation 

durch Mdm2 entzieht (Zaika et al., 1999). Da aber p53 so nicht mehr nach der Ubiquitin-

Markierung durch Mdm2 proteasomal abgebaut werden kann, aggregiert es im Cytosol 

wobei die zelluläre Kontrolle von DNA-Schädigungen negativ beeinflusst wird (Moll et 

al., 1996).  

 

1.8.2 p53 und Hsp90 

Die chaperon-abhängige Stabilisierung und Degradierung von mutierten p53 ist auf ein 

Zusammenspiel von Hsp70/Hsp90 und der Ubiquitin-Ligase CHIP zurückzuführen (Muller 

et al., 2008). In anderen Experimenten wurde auch Hsp90 allein im Komplex mit 

mutiertem p53 in Tumorzellen nachgewiesen (Sepehrnia at al., 1996; Whitsell et al., 1998). 

Hier bindet Hsp90 vorzugsweise an p53, dass in einer mutanten Konformation vorliegt. 

Die Komplexbildung unter Stressbedingungen findet zwischen Hsp90 und p53 dabei 

hauptsächlich im cytosolischen Kompartement der Zelle statt, weniger im Zellkern 

(Sepehrnia et al., 1996). Es wurde weiterhin gezeigt, dass ein Komplexbildung aus Hsp90 

und p53 die Eigenschaft von MDM2 inhibiert, p53 zu ubiquitinieren und so den 

proteolytischen Abbau von p53 zu initiieren (Nagata et al., 1999). In vielen Studien wurde 

eine Association von Hsp90 bevorzugt mit mutierten p53 gefunden. Eine Inhibierung von 
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Hsp90 durch Geldamanycin resultierte in Zellen mit mutiertem p53 in einem schnellen 

Abbau  von 50 % des p53 Levels (Dasgupta and Momand, 1997). Zusätzlich wirkt sich 

Geldanamycin auf die Translokation von mutiertem p53 aus und verhindert den 

Kerntransport von mutiertem p53 (Dasgupta et al., 1997). Der Kerntransport von p53 

findet grundsätzlich wahrscheinlich über große Heterokomplexe aus Hsp70/Hsp90 und Co-

Faktoren statt, wobei Immunophiline p53 mit dem Motorprotein Dynein verbinden 

(Galigniana et al., 2004).  

Setzt man Zellen, die p53 Wildtyp enthalten, erhöhten Temperaturen aus, so konnte 

festgestellt werden, dass die Interaktion von Hsp90 mit p53, sowie die Akt-abhängige 

Phosphorylierung von Ser-15 an p53, zu der Stabilisierung von p53 nach Hitzeschock 

beitragen (Wang and Chen, 2003). Eine Interaktion von Hsp90 mit nativem p53 unter 

Normalbedingungen, wie bei erhöhter Temperatur, konnte ebenfalls festgestellt werden 

(Müller et al., 2004; Walerych et al., 2004; King et al., 2001). Durch die Anwesenheit von 

Hsp90 ist p53 in der Lage, auch nach einem Hitzeschock noch aktiv an seine Konsensus-

DNA zu binden. Die Interaktion der beiden nativen Proteine scheint dabei von kurzlebiger 

Natur zu sein (King et al., 2001). Die Interaktionsfläche beider Proteine findet 

wahrscheinlich zwischen der Hsp90 Mitteldomäne und der DNA-Bindedomäne von p53 

statt (Müller et al., 2004; Rudiger et al., 2002). NMR-Untersuchungen zeigten, dass eine 

komplett denaturierte Form von p53 DBD irreversibel an Hsp90 bindet (Rudiger et al., 

2002). Die physiologische Bedeutung dieser Interaktion konnte bisher aber nicht aufgeklärt 

werden.  
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1.9 Problemstellung 

Nach der erfolgreichen Fertigstellung des Human-Genomprojekts wird eins immer 

deutlicher: zum Verständnis von zellulären Prozessen und folgend zur Heilung von 

Krankheiten, treten die Eigenschaften individueller Proteine, im Kontext der durch sie 

beeinflussten Signalwege, immer mehr in den Vordergrund. Dazu ist das Verständnis der 

Struktur, der Funktion und der Regulation der Proteine von großer Wichtigkeit.  

Das molekulare Chaperone Hsp90 ist in hoher Konzentration in fast allen Lebensformen 

vertreten und ist für die Lebensfähigkeit essentiell. In den letzten Jahren wurde vor allem 

das Verständnis der Struktur und der Konformationsänderungen dieser ATPase durch 

detaillierte Studien erweitert. Dennoch ist noch immer unklar, wie dieses Chaperon seine 

Vielzahl von unterschiedlichen Substraten erkennt, bindet und durch die Verknüpfung des 

ATPase- mit dem Chaperonzyklus letzten Endes prozessiert. Dabei besitzt Hsp90 eine 

geringe intrinsische ATPase Aktivität, die aber für dessen Funktionalität notwendig ist. 

Wie aber wird diese Aktivität unter physiologischen Bedingungen reguliert?  

Es können zwei Regulationsmechanismen von Hsp90 unterschieden werden, die 

Regulation von Hsp90 durch seine Co-Chaperone sowie durch post-translationale 

Modifikationen. Beide Mechanismen sind in der gegenwärtigen Literatur nur wenig 

beschrieben. In dieser Arbeit soll daher aufgeklärt werden, wie der einzige bisher bekannte 

Aktivator von Hsp90 (Aha1) die Aktivität von Hsp90 stimuliert und wie die Modifikation 

einer bestimmten Seitenkette in der C-terminalen Domäne von Hsp90 dessen Funktion 

beeinflussen kann, wie es für die S-Nitrosylierung im humanen Hsp90 gezeigt wurde.  

 

Das die Interaktion von Hsp90 mit seinen Substraten auch therapeutisch sehr interessant 

ist, wird durch den Einsatz von Hsp90-Inhibitoren in der Tumortherapie deutlich. In 50 % 

aller Tumore liegt der Tumorsuppressor p53 in einer mutanten Form vor, die mit 

molekularen Chaperonen assoziiert ist. Trotz intensiver klinischer Studien ist das 

Verständnis zur Wechselwirkung dieser beiden Proteine nur ansatzweise vorhanden, 

weshalb die Interaktion zwischen Hsp90 und dem Tumorsuppressor p53 in den Fokus 

dieser Arbeit rückt. Die Frage der Interaktionsfläche der beiden Proteine ist auch eine 

Frage der Regulation von p53 durch Hsp90. Weitere Regulationsmöglichkeiten von p53 

sind post-translationale Modifikationen, die vor allem in der N-terminalen 

Transkriptionsdomäne und in der carboxyterminalen Regulationsdomäne stattfinden. Wie 

die Aktivität von p53 durch das Zusammenspiel seiner individuellen Domänen reguliert 

werden kann und welchen Einfluss dabei die post-translationalen Modifikationen spielen, 
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ist noch immer rätselhaft. Zur Erklärung wurden kontroverse Modelle postuliert, die aber 

meist auf Daten der isolierten Domänen basierten. In dieser Arbeit wird der Einfluss jeder 

Domäne auf die Volllänge von p53 untersucht, um so die komplexen Wechselwirkungen 

der einzelnen Domänen in p53 verstehen zu können.  
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Verwendete Materialien 

 

2.1.1 Chemikalien 

 
Acrylamid 40 % (38% Acrylamid, 2% Bisacrylamid)  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Adenosin-5’-triphosphat (ATP), Dinatriumsalz   Roche (Mannheim, Deutschland) 
15N Ammoniumchlorid       Euriso-top (Au, Deutschland) 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)     Serva (Heidelberg, Deutschland) 
Ampicillin       Sigma (St. Louis, USA) 
Bacto Agar       Difco Laboratories (Detroit, USA) 
Bromphenolblau S      Serva (Heidelberg, Deutschland) 
Chloramphenicol       Sigma (St. Louis, USA) 
Coomassie Brilliant Blue (R-250)     Serva (Heidelberg, Deutschland) 
D2O (60 %, > 99 %)      Euriso-top (Au, Deutschland) 
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs)    Roche (Mannheim, Deutschland) 
Diethylamine NONOate sodium salt hydrate   Sigma (München, Deutschland) 
1,5 Dithiothreitol (DTT)      Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Ethidiumbromid       Roth (Karlsruhe, Deutschland)  
(3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid) 
Fluorescein-5-maleimide (FITC)     Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
Fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)    Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
13C-Glukose, (u.a. 2H gelabellt)      Euriso-top (Au, Deutschland) 
Harnstoff, ultra rein      ICN (Meckenheim, Deutschland) 
Iodoacetamide        Sigma (München, Deutschland) 
Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)   Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Kanamycin       Sigma (St. Louis, USA) 
LB-Medium (Luria/Miller)     Roche (Mannheim, Deutschland) 
2-Mercaptoethanol      Serva (Heidelberg, Deutschland) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Serva (Heidelberg, Deutschland) 
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-    ICN (Meckenheim, Deutschland) 

ethansulfonsäure (HEPES)       
Nikotinsäureamidadenindinukleotid (NADH), Dinatriumsalz  Roche (Mannheim, Deutschland)  
N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin (TEMED)    Sigma (St. Louis, USA)  
Phosphoenolpyruvat (PEP), Kaliumsalz    Sigma (St. Louis, USA) 
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20)   Calbiochem (San Diego, USA)  
Proteaseinhibitor MixG, MixHP und Mix YF   Serva (Heidelberg, Deutschland)  
Radicicol       Sigma (München, Deutschland) 
Tetramethylrhodamine-5-(and-6)-iodoacetamide (TAMRA)  Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)    Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Yeast Nitrogen Base      Difco Laboratories (Detroit, USA) 
     
Hier aufgelistet sind nur Chemikalien, die häufig verwendet wurden oder speziell für 

Versuche bestellt wurden. Alle weiteren Chemikalien stammen von der Firma Merck 

(Darmstadt, Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) und besitzen, falls nicht 

anders vermerkt, den Reinheitsgrad p.A. Alle Lösungen und Puffer wurden mit 

bidestiliertem Wasser (H2Odd) hergestellt. Für die Lösung von Mediensubstanzen wurde 

entionisiertes Reinwasser (VE-Wasser) verwendet.  
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2.1.2 Proteine und Antikörper 

 
polyklonales Serum (Kaninchen) gegen Hsp90   Dr. J. Pineda Antikörper Service, 

(Berlin, Deutschland) 

monoklonaler IgG-POD Konjugat     Sigma  (St. Louis, USA) 

gegen Kaninchen-IgG (Ziege) 

monoklonales IgG-POD Konjugat     Sigma (St. Louis, USA) 

gegen Maus-IgG (Schaf) 

Restriktionsenzyme     Roche (Mannheim, Deutschland) 

Trypsin (modifiziert, Sequenzierungsgrad)   Roche (Mannheim, Deutschland) 

Thrombin       Calbiochem (Darmstadt, Deutschland) 

DNA Polymerase Pwo, Hifi    Roche (Mannheim, Deutschland) 

Alkaline Phosphatase (Shrimp)    Roche (Mannheim, Deutschland) 

DNA Ligase T4      Promega (Mannheim, Deutschland) 

Bovines Serum Albumin (BSA)    Promega (Mannheim, Deutschland) 

Pyruvatkinase      Roche (Mannheim, Deutschland) 

Lactatdehydrogenase     Roche (Mannheim, Deutschland) 

Sba1        Martin Hessling (TU München) 

 

2.1.3 Größenstandards, Kits und sonstige Materialien 

 
Standards  

 „1 kB DNA-Leiter“ Standard    Peqlab (Erlangen, Deutschland) 

Low/High Range Molekulargewichtsstandard (SDS-PAGE) BioRad (München, Deutschland) 

Rotimark Molekulargewichtsstandard (SDS-PAGE)  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

HPLC- Eichproteinsets LMW/HMW               GE Healthcare (München,Deutschland) 

  

Kits 

ECL plus Western blot Detektionssystem   GE Healthcare 
(München,Deutschland)  

Plasmid Preparation Kit     Promega (Mannheim, Deutschland) 

PCR Product Purification & Gel Extraction Kit  Promega (Mannheim, Deutschland) 

Quickchange side-directed Mutagenesis Kit   Stratagene (La Jolla, USA) 

 

Sonstige Materialien 

Centricon 5, Centricon 10, Centricon 30    Amicon (Witten, Deutschland) 

Dialyseschläuche  (6-8 kDa MWCO)      Spectrum Laboratories (Houston, 
USA) 

Dialysekassetten Slide-A-Lyzer    Pierce (Rockford, USA) 

Ni-NTA magnetic beads     Qiagen (Hilden, Deutschland) 
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Plastik-Einmalküvetten, UV-zertifiziert   Brand (Wertheim, Deutschland) 

PE-Röhrchen (50;15 ml)     Greiner&Söhne (Nürtingen, 
Deutschland) 

Petrischalen aus Polystyrol, ∅ 94mm   Greiner&Söhne (Nürtingen, 
Deutschland) 

pH-Indikatorstreifen     Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Röntgenfilme X-OMATTM AR    Eastman Kodak (Rochester, USA) 

Sterilfilter (0,22 µm)     Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Membranfilter (0,22 µm)     Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

Filterpapier       Whatman (Maidstone, UK) 
Immobilon-NC(Nitrocellulose)-Membran   Millipore (Bedford, USA) 

Immobilon-P (PVDF) Membran    Brand (Wertheim, Deutschland) 

UV-Küvetten      Hellma (Müllheim) 

Ultrafiltrationsmembran YM5, YM10,YM30  Amicon (Lexington, USA)  

 

2.1.4 Geräte 

 

Circulardichroismus-Spektropolarimeter 

Jasco J-715       Jasco (Groß-Umstadt, Deutschland) 

mit PTC 343 Peltier Temperiereinheit   

 

Fluoreszenzspektrometer   

Spex Fluoromax  II mit temperierbarem Küvettenhalter  Jobin Yvon (Grasbrunn, Deutschland) 

Spex Fluoromax  III mit temperierbarem Küvettenhalter Jobin Yvon (Grasbrunn, Deutschland) 

 

UV-VIS-Spektrophotometer  

Cary 50 Bio      Varian (Darmstadt, Deutschland) 

 

Kalorimetrische Geräte 

VP-DSC Microcalorimeter      Microcal (Northampton, UK) 

 

Gelelektrophorese- und Blotapparaturen 

Hoefer Mighty Small II                GE Healthcare (München, Deutschland) 

Gelelektrophoreseeinheit  SE220-10A-75   

Fast Blot B44 Apparatur     Biometra (Göttingen, Deutschland) 

 

Spannungsquellen 

EPS 3500, 301 und 1001     GE Healthcare (München, 
Deutschland) 
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Waagen 

Analysenwaage BP 121 S      Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

Laborwaage  1601 004     Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

Halbmikrowaagen BL 310      Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

und BL 1500S 

 

Zentrifugen 

Tischzentrifuge 5415 C      Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Kühlzentrifugen Universal 32 R    Hettich (Tuttlingen, Deutschland) 

und Rotina 46R 

Avanti J 25 und J2-HS     Beckman (Krefeld, Deutschland) 

mit Rotoren JA-10 und JA-25.50 

Analytische Ultrazentrifuge      Beckman (Krefeld, Deutschland) 

Optima XL-I    

 

Chromatographieanlagen   

FPLC-System ÄKTA                GE Healthcare (München, Deutschland) 

Pumpe P920 

UV-Detektor UPC900 

Fraktionskollektor Frac900 

 

HPLC-System        

Pumpe Mod.2248                 GE Healthcare (München, Deutschland) 

UV-Detektor Uvicord VW 2251               GE Healthcare (München, Deutschland) 

Fluoreszenzdetektor FP-920     Jasco (Groß-Umstadt, Deutschland) 

Lösungsmittelentgaser Degasys DG 1310   Uniflows 

 

Chromatographiesäulen/Säulenmaterial 

Ni-NTA FastFlow/HP                GE Healthcare (München, Deutschland) 

Q - / SP-Sepharose Fast Flow Säulenmaterial              GE Healthcare (München, Deutschland) 

HiLoad Superdex 75/200 16/60, 26/60 prep grade             GE Healthcare (München, Deutschland) 

HiTrap Heparin HP 5 ml Säulen               GE Healthcare (München, Deutschland) 

Bio-Gel HT Hydroxyapatit Säulenmaterial               GE Healthcare (München, Deutschland) 

 

 

Weitere Geräte 

Äkta-FPLC Anlage                 GE Healthcare (München, Deutschland) 

 

Entwicklermaschine Optimax TR                                          MS Laborgeräte (Heidelberg, Deutschland)
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Kulturschüttler Certomat S B. Braun Biotech intl. (Melsungen, 
Deutschland) 

Geldokumentationssystem Biodoc II    Biometra (Göttingen, Deutschland) 

Homogenisator Ultra Thurrax DIAX900   Heidolph (Schwabach, Deutschland) 

Massenspektrometer Ultraflex II MALDI ToF/ToF           Bruker Daltonics (Bremen, Deutschland) 

NMR Spektrometer 600/750/900 MHz   Bruker (Bremen, Deutschland) 

PCR Thermocycler Primus     MWG (Ebersberg, Deutschland) 

pH-Meter Multical pH 538     WTW (Weilheim, Deutschland) 

Refraktometer Abbe MARK II     Leica Inc. (Buffalo, USA) 

Temperatur-Gradient Gelelektrophorese System  Biometra (Göttingen, Germany) 

Thermomixer compact/comfort    Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Umluftinkubator             New Brunswick (Nürtingen, Deutschland) 

Zellaufschlussgerät (Prallstrahl) Basic Z   Constant Systems Ltd. (Warwick, UK) 
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2.2 Verwendete Kulturen und Medien 

2.2.1 Bakterienstämme 

Tabelle 1: Verwendete E. coli Stämme 
 

Stamm Genotyp Herkunft 
 

E. coli DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 
relA1 gyrA96 deoR nupG 
Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK

- 
mK

+), λ– 

Invitrogen (Karlsruhe, 
Deutschland) 
 

 

E. coli DH10B F- araD139 Δ(ara, leu)7697 
Δ lacX74 galU galK rpsL 
deoR φ8OdlacZ Δ M15 
endAI nupG recAl mcrA 
Δ(mrr hsdRMS mcrBC) 
 

Invitrogen (Karlsruhe, 
Deutschland) 
 

E. coli XL1 Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 
proAB 
lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
 

Stratagene (La Jolla, USA) 
 

E. coli BL21 (DE3) 
Codon+ 

F- ompT gal dcm lon 
hsdSB(rB

- mB
-) λ(DE3) 

pLysS(cmR) 

Novagen (Madison, USA) 
 

E. coli BL21 (DE3)  F– ompT gal dcm lon 
hsdSB(rB

- mB
-) λ(DE3 [lacI 

lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 
nin5]) 

Novagen (Madison, USA) 
 

 

2.2.2 Hefestämme 

Tabelle 2: Verwendete Hefestämme 
 
Stamm  Genotyp Herkunft/Referenz 

 
ECU82α  α can1-100 ade2-1 his3-11,15 

leu2-3,12 trp1-1 ura3-1 
hsc82::LEU2 hsp82::LEU2 
(pKAT6) 
 

D. Nathan  
(Nathan et al., 1995) 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
Bei allen molekularbiologischen Arbeiten und zur Anzucht wurden sterile Geräte und 

Lösungen verwendet und bei Raumtemperatur gearbeitet. 

 

2.3.1 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli 

Die Anzucht von E. coli-Flüssigkulturen in LB-Medium erfolgte unter Zugabe 

entsprechender Antibiotika (Kana50, Chloramp35, Amp100) zur Selektion auf die jeweiligen 

Plasmidkombinationen. Hierbei wurden 50 ml von einer Einzelkolonie für eine 

Übernachtkulturen angeimpft, wobei die Vorkulturen falls möglich eine 

Antibiotikakombination enthielt, die Hauptkulturen jedoch nur auf das eingebrachte 

Plasmid selektioniert wurden.. Wachstum und Zelldichte der Bakterienkulturen wurde in 

UV/Vis Spektrophotometer bei 600 nm protokolliert. Dabei entspricht eine OD600 von Eins 

etwa 8 x 108
 Zellen/ml. Zur Langzeitaufbewahrung von Bakterienstämmen wurden 500 µl 

einer exponentiell wachsenden Kultur mit 500 μl 80% (v/v) Glycerin versetzt, in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. 

 

2.3.2 Anzucht und Aufbewahrung von S. cerevisiae 

Ausstrichkulturen von S. cerevisiae wurden auf YPD-Platten 2-4 Tage bei 30°C inkubiert. 

Die Anzucht in Flüssigmedien erfolgte bei kleineren Volumina im Reagenzglasroller und 

bei größeren Volumina im Umluftschüttelinkubator. Kleinere Volumina wurden hierbei 

aus Einzelkolonien, größere Volumina aus Übernachtkulturen angeimpft. Das Wachstum 

der Zellen wurde photometrisch bei 595 nm verfolgt. Dabei entspricht eine OD595 von Eins 

etwa 2 x 107
 Zellen/ml. Die Hefestämme wurden über kürzere Zeiträume auf Agarplatten 

bei 4°C gelagert. Alternativ wurden zur Langzeitaufbewahrung 600 µl einer exponentiell 

wachsenden Kultur mit 400 µl frischem 80% (v/v) Glycerin versetzt, bei -20 °C für eine 

Stunde gefroren und dann überführt und bei -80°C aufbewahrt. 

 

2.3.3 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen  

Mit einer frischen Vorkultur wurden 100 mL LB-Medium angeimpft und bis zu einer 

OD600 von 0.8 inkubiert. Zur Kultur wurden dann 2 mL einer 1 M MgCl2 Lösung zugesetzt 

und die Kultur wird 10 Minuten bei 37 °C weiterberühtet. Die Zellen wurden durch 

Zentrifugation mit 4600 x g bei 4°C geerntet. Das Zellpellet wurde in 20 mL Puffer (3 M 
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Natriumacetat, 1 M CaCl2, 2,8 M MnCl2, pH 5,5) resuspendiert und für 60 Minuten auf Eis 

gekühlt. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 1500 x g und 4°C wurde das Pellet in 2 

mL Puffer (1 M Natriumacetat, 0,3 M CaCl2, 0,9 M MnCl2, 87% Glyzerin, pH 5,5) 

resuspendiert, die Zellen aliquotiert und im flüssigen Stickstoff schockgefroren. Die 

Lagerung erfolg bei -80 °C. 

 

2.3.4 Transformation mit Plasmiden in E. coli Stämme 

Die Transformation von E. coli-Stämmen mit Plasmid-DNA wurde nach der Methode von 

Hanahan durchgeführt (Hanahan, 1983). Diese Methode liefert eine Ausbeute von etwa 

107-108 Transformanden pro µg Plasmid-DNA. Je 100 µL kompetenter Zellen wurden mit 

0,5-1 µL Plasmid-DNA Lösung vermischt und 5-10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 

einem einminütigen Hitzeschritt bei 42°C wurden die Zellen auf Eis abgekühlt und mit 1 

mL LB0 Medium versetzt. Dieser Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen pelletiert und auf Selektionsplatten ausplattiert. Ampicillin-resitente 

Zellen können nach 10 Minuten ausplattiert werden. 

 

2.3.5 Transformation von S. cerevisiae mit Hilfe der Lithiumacetat-Methode  

Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach der Lithium-Acetat Methode (Ito et al., 

1983). Hierzu wurden 100 ml exponentiell wachsende Flüssigkulturen (2-3x106
 Zellen/ml) 

bei RT für 5 min, 1500 x g zentrifugiert. Das Zellsediment wurde dreimal in 20 ml 0,1 M 

LiAc/TE gewaschen. Die Zellen wurden schließlich in 1 ml 0,1 M LiAc/TE resuspendiert 

und innerhalb der nächsten 3 h verarbeitet. 50 μl kompetente Hefezellen wurden mit 5 μl 

Plasmid-DNA aus einer Standardplasmidpräparation transformiert. Dazu wurde die 

Proben-DNA mit den kompetenten Zellen vermischt, 5 μl Lachssperma-DNA (Sigma, St. 

Louis, USA) als Carrier-DNA und 300 μl Puffer (40% (w/v) PEG4000 in 0,1 M LiAc/TE 

10.1) zugesetzt. Diese Mischung wurde 30 min bei 30°C inkubiert. Nach 15 min 

Hitzeschock bei 42°C wurde 1 ml steriles Wasser (RT) zugegeben und 5 min bei RT und 

1500 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Sediment im 

verbleibenden Restmedium resuspendiert und auf CSM Selektionsplatten ausgestrichen. 

 

2.3.6 Vektoren 

Zur Klonierung alle die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte wurde der pET28a 

Vektor (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) unter der Verwendung der 
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Restriktionsenzyme Nde1/Xho1 oder Nde1/BamH1 benutzt. Die Ausnahme bilden alle 

Konstrukte, die auf der p53 Sequenz basieren. Hier wurde Nco1/Xho1 verwendet, um tag-

freie p53 Gene zu exprimieren. 

 

2.3.7 Oligonukleotide 

Die zur Klonierung verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech 

(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Zur Planung der Primer wurde das Programm 

FastPCR (University of Helsinki, Finnland) verwendet, um optimale Primersequenzen zu 

erhalten. Primer für die Quick-Change Mutagenese wurden nach Herstellerangaben geplant 

und mittels FastPCR Programm optimiert.  

Zur Ermittlung der DNA-Bindeeigenschaften von p53 in den Fluoreszenzanisotropie 

Versuchen wurden die Oligonukleotide abgeleitet von der  p21-Bindesequenz oder der 

Konsensussequenz synthetisiert und am 5´-Ende entweder FITC oder Cy5-gelabellt. 

 
p21-DNA_fwd:  Modifikation Cy5 / FITC-5´ 
5´- TGGCCATCAGGAACATGTCCCAACATGTTGAGCTCTGGCA 
p21-DNA_bwd:  
5´- TGCCAGAGCTCAACATGTTGGGACATGTTCCTGATGGCCA 

 
p53-con2x5_fwd: Modifikation Cy5/FITC-5´ 
5´-CCTAGACATGCCTAAT 
p53-con2x5_bwd: 
5`-ATTAGGCATGTCTAGG 
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2.3.8 Plasmide 

Folgende Plasmide/Konstrukte wurden in dieser Arbeit hergestellt bzw. verwendet:  
 
Tabelle 3: Verwendete Konstrukte und Plasmide 
 
Insert/Fragment Plasmid Klonierung Herkunft/Referenz 
yeast Hsp82 wild type 
yeast Hsp82D61C 
yeast Hsp82Q385C 
yeast Hsp82A577C 
yeast Hsp82A577I 
yeast Hsp82A577N 
yeast Hsp82A577D 
yeast Hsp82A576C 
yeast Hsp82P486A 
yeast Hsp82A509C 
yeast Hsp82Q286K 
yeast Hsp82V306R 
yeast Hsp82E412K 
yeast Hsp82E415K 
yeast Hsp82L454R 
yeast Hsp82D503H 
yeast Hsp82D61C/A577I 
yeast Hsp82D61C/A577N 
yeast Hsp82Q385C/A577I 
yeast Hsp82Q385C/A577N 
yeast Hsp82D79N 
yeast Hsp82K387D 
yeast Hsp82V391E 
yeast Hsp82Q206A 
yeast Hsp82V209A 
yeast Hsp82D79N/V391E 
yeast Hsp82D79N/V209A 
 
 
 
yeast Hsp82MD_NMR (aa 272-527) 
yeast Hsp82MDII (aa 272-560) 
yeast Hsp82M1 (aa 272-441) 
yeast Hsp82MshortCshort (aa 442-636) 
yeast Hsp82MshortCshort-A577C 
yeast Hsp82Cshort (aa 528-636) 
yeast Hsp82Cshort-A577C 
 
yeast Aha1 
yeast Aha1-N (aa 1-156) 
yeast Aha1-C (aa 157-356) 
 
yeast Sti1 
 
yeast Ppt5 
 
 
human Hsp90ß wild type 
human Hsp90ßC590A 
human Hsp90ßC590I 
 

pET28a  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pET28a 
 
 
 
pET28a 
 
pET28a 
 
 
pET28a 

Nde1/Xho1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nde1/Xho1 
 
 
 
Nde1/Xho1 
 
 
 
 
Nde1/Xho1 
 

 
Hessling , TU München 
Hessling , TU München 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Richter, TU München 
 
 
 
Schmid, TU München 
 
Wandinger, TUM 
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yeast Hsp82 wild type 
yeast Hsp82A577C 
yeast Hsp82A577I 
yeast Hsp82A577N 
yeast Hsp82A577D 
yeast Hsp82Q286K 
yeast Hsp82V306R 
yeast Hsp82E412K 
yeast Hsp82E415K 
yeast Hsp82L454R 
yeast Hsp82D503H 
 
 
 
 
 

pRS423 
(Amp,His) 

 Hainzl, TU München 
 

p53 wild type 
p53 DBD (aa 94-312) 
p53Δ10 
p53Δ30 
p53Δ37 
N93p53 
p53R280E 
p53S392E 
p53S392R 
N93p53S392E 
N93p53S392R 
N93p53R280E 
 
 
 
 
 
 
 

pET28a 
 

Nco1/Xho1 
Nde1/Xho1 
Nco1/Xho1 

 
Hagn, TU München 
 

yeast Hsp82M2 (aa 442-527) 
 

pQE30 Xa 
(Amp) 
 

 diese Arbeit 

yeast Cpr6 pRSETA  Grimminger, TUM 
v-Src  pCH3Src (URA)  Nathan et al., (1997) 
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2.3.9 Medien 

 
Folgende Medien wurden für die Anzucht von Bakterien verwendet. 

LB-Medium    10 g/l Bacto Trypton 
5 g/l Yeast Extract 
5 g/l NaCl 

 
 
Minimal Medium (M9) zur Isotopenmarkierung von Proteinen für NMR Messungen:  

(Die Angaben beziehen sich auf 1 Liter Medium (steril filtriert)) 

 
  1 g   (NH4)2 Cl4  

0.5 g   NaCl    
  3 g   KH2PO4    
  6 g   Na2HPO4 pH 7.4 
  2 ml 1 M   MgSO4    
  12.5 ml   20% D-Glucose   
  0.2 ml 0.5 M  CaCl2    

  Antibiotika 
  1 mg   Biotin  
  0.5 ml (  2 mg/l) Thiamin Hydrochlorid 
  1 ml (15 mg/l)  FeSO4 · 7H2O 
  1 ml (15 mg/l)  ZnCl2 

1ml   Spurenelemente* 
______________________________ 

 
* Spurenelementen-Mix: Anleitung für 1L 100x Spurenelementenmix 

 

0,01g CuCl2  

0,01g CoCl2 

0,01g Borsäure 

1,6g MnCl2 

etwas Ni2SO4 

etwas molybdic acid  

in 1L H2O lösen,  

nicht den pH einstellen, da sonst Mn(OH)2 o.ä. ausfällt und daher nicht autoklavieren, sondern steril 

filtrieren. 

 

Nach der Induktion wird dem Medium 2.5 ml 20 % D-Glukose zugegeben.  
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2.3.10 Antibiotika 
Ampicillin-Stammlösung:   100 mg/ml in H2Odd, stabil bei -20°C 
Kanamycin-Stammlösung:   50 mg/ml in H2Odd, stabil bei -20°C 
Chloramphenicol-Stammlösung:      35 mg/ml in EtOH, stabil bei -20°C 

 

Die Stammlösung wird dem LB-Medium im Verhältnis 1:1000 zugesetzt. 

 
 
Folgende Medien wurden für die Anzucht von Hefen verwendet: 
 

YPD-Medium   10 g/l  Yeast Extract 
20 g/l  Bacto Pepton 
20 g/l  D(+)-Glucose 

 

CSM-Selektivmedium:  6,7 g/l  YNB  
1,4 g/l  Selektiv-Aminosäuren-Mix  
20 g/l  D(+)-Glucose  
mit NaOH auf pH 7.2 einstellen  

 
 
Selektiv-Aminosäure-Mix:  
  

Adenin 0,5 g 
Alanin 2,0 g 
Arginin 2,0 g 
Asparagin 2,0 g 
Aspartat 2,0 g 
Cystein 2,0 g 
Glutamin 2,0 g 
Glutamat 2,0 g 
Glycin 2,0 g 
Histidin 2,0 g 
Inositol 2,0 g 
Isoleucin 2,0 g 

 
 

5’-FOA – Platten: zusätzlich 0,1% (w/v) 5’-Fluor-orothsäure bei 50 °C zugeben 

2.3.11 Puffer für molekularbiologische Methoden 

 
10x DNA-Auftragspuffer:   50% (v/v) Glycerin 

0,25% (w/v) Xylencyanol 

0,25% (w/v) Bromphenolblau 

 

TAE-Puffer:     40 mM Tris/Acetat pH 8,0 

1 mM EDTA 

Leucin 10,0 g 
Lysin 2,0 g 
Methionin 2,0 g 
para-Aminobenzoesäure 0,2 g 
Phenylalanin 2,0 g 
Prolin 2,0 g 
Serin 2,0 g 
Threonin 2,0 g 
Tryptophan 2,0 g 
Uracil 2,0 g 
Valin 2,0 g 
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2.3.12 Polymerase-Kettenreaktion PCR 

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; PCR) (Mullis & 

Faloona, 1987) wurden DNA-Bereiche aus plasmidcodierten cDNAs amplifiziert. Um die 

Fehlerrate bei der PCR zu minimieren wurde die Polymerase Pwo aus Pyrococcus woesei 

mit 3’-5’ Exonukleaseaktivität (proof reading-Aktivität) verwendet. Eine PCR findet in 

Zyklen von (i) DNA-Denaturierung, (ii) Primer-Anlagerung und (iii) Primer-Extension 

statt. Die Amplifikation wurde in 30 Zyklen wiederholt. Zum Abschluss können eventuell 

unvollständige Amplifikate in einer verlängerten Extensionsphase komplettiert werden. In 

der Regel wurden die PCR-Amplifikationen in folgendem Standardansatz durchgeführt. 

Standardreaktionsansatz einer PCR von 100 µl 

     1 µl     fwd-Primer (100 pmol) 

     1 µl     bwd-Primer (100 pmol) 

  0.5 µl      Template-DNA (cDNA auf Plasmid) 

     2 µl    dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP; je 0,2 mM) 

   10 µl    10x Pwo-Reaktionspuffer (mit 20 mM MgCl2) 

84,5 µl    H2Odd 

  0,5 µl      Pwo-Polymerase (2,5 U) 

 

 

Standarddurchführung einer PCR im ThermoCycler Primus (MWG, 

Ebersberg,Deutschland) 
Denaturierung 95 °C   60 s 

Denaturierung 95 °C   45 s 

Annealing 52-55 °C   45 s               30 Zyklen 

Synthese 68 °C    1min/kb 

Extention 68 °C    10 min 

Lagerung bei 4 °C 

 

Die Annealing Temperatur und die Synthesezeit wurde je nach Primerpaarung und zu 
amplifizierendes Konstrukt variiert.  
 

2.3.13 Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese 

Die Auftrennung von DNA erfolgte in Gelen aus 1% (w/v) Agarose (in 1x TAE), denen 

0,4 μg/ml Ethidiumbromid zugesetzt wurde. Die Elektrophorese wurde mit 1x TAE als 

Laufpuffer bei einer konstanten Stromstärke von 120 mA durchgeführt und anschließend 

mittels einer CCD-Kamera unter UV-Licht (Biodoc II, Biometra) detektiert. Als 

Längenstandard diente die „1 kb DNA-Leiter“ (Peqlab). 



Material und Methden   53 

 

2.3.14 Aufreinigung von PCR-Produkten und DNA-Fragmente 

Alle PCR-Prdukte wurden mit dem Aufreinigungskit PCR Product Purification & Gel 

Extraction Kit (Promega) nach Herstellerangaben aufgereinigt. 

 

2.3.15 Einführung von Punktmutationen in Plasmid-DNA 

Durch die Einführung von Punktmutationen wurde mit Hilfe des Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, USA) eine gezielte Aminosäure ausgetauscht. Diese 

Technik kann auch verwendet werden, um bestimmte Sequenzen eines Gens zu deletieren 

oder zu insertieren.  

Als Templat dient das komplette Plasmid auf dem sich das Gen befindet. Die Synthese 

erfolgte mit der Pfu Turbo DNA Polymerase. Die Oligonukleotid-Primer wurden nach 

Herstellerangaben geplant. Die Plasmidamplification wurde im ThermoCycler 

durchgeführt. Der Zyklus bestehend aus Denaturierung bei 95 °C, Hybridisierung bei 55 

°C und DNA-Synthese bei 68 °C wurde 18 mal wiederholt. Direkt zu dem PCR Produkt 

wurde 1 µl Dpn1 zugegeben und der Ansatz für 2 h bei 37 °C inkubiert. Das 

Restriktionsenzym DpnI schneidet spezifisch nur methylierte und hemimethylierte DNA. 

DpnI wurde eingesetzt, um sämtliche DNA-Stränge eines unmutierten Templatplasmids, 

die sich im Reaktionsgemisch der PCR befinden, vollständig zu verdauen und so auf das in 

der PCR produzierte, nicht methylierte Plasmid mit den gewünschten Mutationen zu 

selektieren. 

Schließlich wurden 8 µl des PCR Ansatzes zur Transformation in kompetente E. coli 

Stämme verwendet und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Zur Kostenreduzierung 

wurden die Punktmutationen aus einzelnen Komponenten wie folgt zusammengesetzt: 
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Standardreaktionsansatz einer site directed Mutagenesis Reaktion von 50 µl 

     0.5 µl  fwd-Primer (20 pmol) 

     0.5 µl  bwd-Primer (20 pmol) 

     0.4 µl Template-DNA (cDNA auf Plasmid) 

        1 µl dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP; je 0,2 mM) 

        5 µl 10x Pfu-Reaktionspuffer (mit 20 mM MgCl2) 

   41,6 µl* H2Odd 

        1 µl Pfu-Polymerase (2,5 U) 

  * Wahlweise 1 µl DMSO zur Reaktion zugeben 

 

Standarddurchführung einer site directed Mutagenesis Reaktion 
Denaturierung 95 °C   45 s 

Denaturierung 95 °C   30 s 

Annealing       55 °C   60 s               18 Zyklen 

Synthese 68 °C    1min/kb 

Extention 68 °C    10 min 

Lagerung bei 4 °C 

 

2.3.16 Restriktionsverdau 

Doppelsträngige DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen geschnitten. Diese Enzyme 

erkennen spezifische DNA-Sequenzen und spalten hydrolytisch zu überhängenden (sticky) 

Enden. Der Verdau wurde bei 37° C für 2 Stunde inkubiert. 

 

2.3.17 Dephosphorylierung von DNA-Enden 

Zur Vermeidung von Re-Ligationen geschnittener Vektoren wurde der Restriktionsansatz 

nach dem Verdau mit alkalischer Phosphatase (Roche) behandelt. Entsprechende Ansätze 

wurden mit ca. 8-12 U alkalischer Phosphatase für ca. 30 min bei 37 °C inkubiert. 

 

2.3.18 Ligation 

Ligationen wurden mit etwa 200-300 ng verdauter, dephosphorylierter Plasmid-DNA (ca. 

0.5 µl), verdautem Insert (ca. 2 µl) in drei- bis fünffach molarem Überschuss und 2 U T4-

DNA-Ligase (2 µl) (Promega, Madison, USA) durchgeführt. Die Ligation erfolgte bei 

Raumtemperatur nach dem so genannten Quick-Ligation Ansatz für 15 Minuten unter 

Verwendung des folgenden Puffers. 
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Zusammensetzung des Quick-Ligation Puffers: 
132 mM Tris HCl  (3.3 ml of 1 M stock) 

   20 mM MgCl2    (0.5 ml of 1 µ stock) 
   2 mM DTT   (50 µl of 1 M stock) 
   2 mM ATP   (100 µl of 500 mM stock) 
   15 % PEG 6000   3.75 g 
 

Mit H2O auf 25 ml auffüllen und pH auf 7.6 einstellen. Lagerung bei – 20 °C 
 

 

2.3.19 DNA Sequenzanalyse 

Alle molekularbiologisch veränderten Vektoren und DNA-Fragmente wurden vor ihrer 

Weiterverwendung vollständig sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma 

GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland). 

 

2.4 Proteinanalytische Methoden 

 

2.4.1 Diskontinuierliche Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat Polyacryl-Gelelektrophorese wird verwendet, 

um Proteine ihrer Größe entsprechend in einem elektrischen Feld aufzutrennen. Das 

anionische Detergens SDS maskiert hierbei die Eigenladung der Proteine und bindet an 

Proteine in einem bestimmten Verhältnis von 1.4 g SDS pro Gramm Protein. So entsteht 

ein konstantes Ladungs- zu Massenverhältnis. Die native Sekundär- und Tertiärstruktur der 

Proteine wird durch Hitzedenaturierung und durch die Zugabe von 2-Mercaptoethanol in 

den Probenpuffer aufgelöst, so dass die Proteine eine einheitliche ellipsoide Form mit 

reduzierten Cysteinen bilden. Die Wanderungsstrecke eines Proteins ist somit dem 

Logarithmus seiner Molekulargewichts indirekt proportional.  

Für die SDS-PAGE wurde ein 8-15 %iges SDS-Gel verwendet. Die Proteinproben wurden 

mit 5 x Lämmli-Auftragspuffer (300 mM Tris, 10% (w/v) SDS, 50% (v/v) Glycerin, 0,05% 

(w/v) Bromphenolblau, 5% (v/v) 2-Mercaptoethanol, pH 6,8) versetzt und zur 

vollständigen Denaturierung 5 min bei 95°C inkubiert. Nach Auftragung wurde für ca. 45 

min bei 25 mA in Gel-Laufpuffer (0.1% (w/v) SDS,  0,25 M Tris, 0.2 M Glycin, pH 8,8) 

aufgetrennt. 

Die Detektion der Proteine wurde nach dem von Fairbanks entwickelten Verfahren 

durchgeführt (Fairbanks et al., 1971). Das Polyacrylamidgel wird in Fairbanks-
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Färbelösung A (25% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsäure, 0,05% (w/v) Coomassie 

Blau R250) aufgekocht und für einige Minuten unter Schütteln inkubiert. Danach wurde 

mit 10 %iger Essigsäure unter kurzem Aufkochen entfärbt. Bei in dieser Arbeit 

abgebildeten Gelen ist die Größe von Markerbanden in Kilodalton (kDa) angegeben. Das 

Detektionslimit mit dieser Methode liegt bei ungefähr 50 ng Protein. 

2.4.2 Nativ-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von nativ gefalteten Proteinen nach ihrer Größe wurde eine Nativ-

Gelelektrophorese durchgeführt. Analog zu SDS-PAGE wurden die Proben auf ein 

Polyacrylamidgel (4%) aufgetragen (ohne SDS Zugabe). Die Proben werden native 

aufgetragen und nicht denaturiert. Nach Auftragung wurde für ca. 2 h bei 25 mA in Nativ-

Gel-Laufpuffer (0,03 M Tris, 0,03 M Borsäure, 0,005 mM EDTA, 0,1% Triton X-100, pH 

8) bei 4 °C aufgetrennt. So können die Proteine in ihrer nativen, aktiven Form in das Gel 

eindringen und anschließend durch Coomassie oder Fluoreszenzdetektion nachgewiesen 

werden. Da die Auftrennung von Proteinen Ladungsabhängig ist, sollte der pI-Wert eines 

Proteins beachtet werden. 
 
 

2.4.3 Immunoblotting (Western Blot) 

Der Immunoblot von Proteinen ist eine sehr empfindliche Nachweismethode zur Detektion 

eines spezifischen Proteins aus einem Zelllysat heraus oder nach einer Proteinpräparation. 

Die Methode  (Towbin et al., 1979) basiert auf der Wechselwirkung zwischen Antigen und 

Antikörper. Zu Beginn werden die Proteine über SDS-PAGE aufgetrennt, dann im Semi-

dry Verfahren mittels Whatman Filterpapiere auf eine PVDF-Membran übertragen. Die 

Übertragung der Proteine erfolgte für 90 Minuten bei 1.5 A/mm² Fläche des SDS-PAGE 

Gels. Freie Oberflächenvalenzen der Membran werden mit Milchpulver abgesättigt. Die 

Proteine werden dann durch eine spezifische Immunreaktion mit einem primären 

Antikörper nachgewiesen. Der Nachweis erfolgt mittels ECL Reaktion. Hierbei ermöglicht 

eine an einen sekundären Antikörper gekoppelte Peroxidase durch Abbau von H2O2 die 

Oxidation von zyklischem Diacylhydrazin-Luminol, wobei Licht freigesetzt wird 

(Chemolumineszenz). Die Lichtreaktion wurde auf Röntgenfilmen (X-Omat, Kodak, 

Rochester, USA) detektiert. 
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Standardvorschrift für die Immunoblot Methode: 
 

Blockieren:  Blocking- Reagenz    90 min bei RT 

Waschen:  H2O      3 x 10 min bei RT 

Inkubation I:  prim. Antikörperlösung in Inkubationspuffer 60 min/ÜN bei 4 °C 

Waschen:  PBS-Tween Waschpuffer    3 x 20 min bei 4 °C 

Inkubation II:  sek. Antikörperlösung in Inkubationspuffer  40 min bei 4 °C 

Waschen:   PBS-Tween Waschpuffer    3 x 10 min bei 4 °C 

Entwicklung:  ECL I (2mL) + ECL II (50µL)   Filmbelichtung  

 

Inkubationspuffer:  50 mM Tris  pH 7.5 

    40 mM Glycin  

    0,04% (w/v) SDS   

    20% (v/v) Methanol  

   

PBS (pH 7,5):   2 mM Kaliumphosphat  

16 mM Natriumphosphat 

115 mM Natriumchlorid 

0.1 % (v/v) Tween 20 

   

Blocking-Reagenz:  PBS + 0,05% (v/v) Tween20 + 5% (w/v) Milchpulver 

   

Ak- Inkubationspuffer: Ak (Verdünnung) + 1% (w/v) Milchpulver + 0,1% (v/v) Tween20 

 

Verdünnugsvorschrift und Inkubationszeit für verschiedene Antikörper: 
 

Anti-Hsp82 1 : 50.000 90 min 
Anti-p53 (Ab-1) 1 : 20.000 3 h - über Nacht 
Anti-v-Src (4G10) 1 : 2000 Über Nacht 

 

 

2.4.4 Electrophoretic Mobility Shift Assay  

Auf der Grundlage des Nativgels wurde in dieser Arbeit ein Assay verwendet, der zum 

Nachweis der spezifischen DNA-Bindung von p53 an gelabellte konsensus DNA dient 

(Bell et al., 2002, Hansen et al. 1996). Dieser EMSA Assay  (Electrophoretic Mobility 

Shift Assay / Bandshift) basiert darauf, dass die freie fluoreszenz-gelabellte DNA schnell 

in das Nativgel einwandert, während der Protein-DNA-Komplex auf Grund seiner Größe 

einen so genannten supershift erfährt und sehr viel langsamer ins Gel einwandert.  
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Der Protein-DNA-Komplex wird dazu vorher auf Eis inkubiert. Das fluoreszenz-markierte 

Oligonukleotid enthält z.B. die doppelsträngige p21-DNA-Sequenz (Szak et al., 2001) und 

ist am 5´-Ende Cy5 markiert. Um eine unspezifische Bindung von DNA mit der positiv 

geladenen carboxy-terminalen Regulationsdomäne von p53 auszuschließen, wurde dem 

Reaktionsansatz Kompetitor-DNA (z.B. in Form von Poly dI-dC) zugesetzt. Die Bindung 

von nativen p53 an DNA kann allosterisch durch einen Antikörper Pab421 (Ab-1), der am 

carboxy-terminalen Ende von p53 bindet, aktiviert werden.  

Alle Ansätze enthielten 150 ng p53 und 500 ng Hsp90 (oder andere Chaperone) verdünnt 

in 5 µL DNA-Bindepuffer. Den Ansätzen wurden danach wurden 20 µL Reaktionssmix 

zugegeben und der Reaktionsansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert. 

 
Zusammensetzung für 2x DNA-Bindepuffer (pH 8): 

    Hepes   80 mM 

   Glycerin   30% (v/v) 

MgCl2    20 mM 

    Triton X-100  0,2% (v/v) 

   BSA    2 mg/mL 

DTT    10 mM  

KCl   100 mM 

 

Zusammensetzung des Reaktionsmixes: 

    DNA-Label p21 Oligonukleotid (0,5 pmol/µL) 6 µL     

Antiköper pAb421 (0,1 µg/µL)   32 µL    

2x DNA-Bindepuffer      200 µL  

Kompetitor DNA Poly dI-dC    0,8 µL     

H2O       87,5 µL 

 

Die Gelelektrophorese wurde für ca. 3 h bei 20 mA in 4%igen Nativ-Gelen (vergleiche 

Kapitel 2.4.2) durchgeführt. Die Detektion der Cy5-markierten DNA erfolgte durch den 

Typhoon 9600 Phosphoimager. 

 

 

2.4.5 Methoden der Proteinreinigung 

In dieser Arbeit wurde die Proteinreinigung nach den folgenden chromatographischen 

Methoden an einer Äkta FPLC Anlage (Amersham, Uppsala, Schweden) durchgeführt. 

Jeder Schritt im Aufreinigungsschema wurde mit Hilfe der SDS-Page auf 
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Proteinanwesenheit und Reinheit geprüft. Die erhaltenden Proteine wurden mittels 

Massenspektrometrie am Maldi ToF/ToF auf die zu erwartende Masse und Reinheit 

geprüft. Im Nachfolgenden werden die chromatographischen Verfahren anhand von zwei 

Reinigungen gezeigt, die universell für die Reinigung von Hsp90 und Hsp90-Fragmenten, 

sowie p53 und p53 Fragmente angewendet werden können. Alle weiteren Proteine wie 

Hsp90 Co-chaperone, Aha1-Fragmente und sonstige Proteine wurden nach demselben 

Schema wie die Hsp90 Reinigung aufgereinigt.  

 

2.4.6 Verwendete Puffer für die Reinigung von Hsp90 und p53 

 
Zellaufschlusspuffer (pH 7.5)  

Hsp90:   100 mM KPP    p53:  40 mM KPP 

  50 mM KCl     50 mM KCl 

        1 mM TCEP 

        1 mM EDTA 

 

  Ni-NTA Puffer (pH 7.5) 

Hsp90:  50 mM KPP 

  100 mM KCl 

  10 mM Imidazol (A) / 500 mM Imidazol (B) 

 

       Heparin Puffer (pH 7.5) 

       p53:  40 mM KPP 

        1 mM TCEP 

        5 % Glycerin 

        50 mM KCl (A) / 1000 mM KCl (B) 

 

  Sepharose Puffer (pH 7.5) 

Hsp90:  50 mM KPP    p53:  50 mM KPP 

  50 mM KCl (A) / 1000 mM KCl (B)  1 mM TCEP 

        5 mM EDTA 

        50 mM KCl (A) / 1000 mM KCl (B) 

 

  Gelfiltrationspuffer (pH 7.5) 

Hsp90:  50 mM HEPES    p53: 50 mM KPP 

  150 mM KCl     100 mM KCl 

        1 mM TCEP 
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2.4.7 Anzucht von Bakterienkulturen 

Von einer Selektionsplatte wurden mehrere Bakterienkolonien in eine mit den 

entsprechenden Antibiotika (z.B. Kana50 und Chloramp35) versehende 100 ml LB-Kultur 

überführt und über Nacht bei 37 °C bebrühtet. Diese Vorkultur wurde in 4 Liter LB-Kultur 

(Kana50) überführt und bei 37 °C bis zu einer OD600 ≈ 0.8 für ca. 3 – 3.5 h inkubiert. 

Danach wurde die Hauptkultur auf Eis ca. 8 Minuten abgekühlt und anschließend mit 1 

mM IPTG induziert. Die Expression der Zielgene wurde über Nacht bei 22 Grad 

durchgeführt.  

 

2.4.8 Zellaufschluss 

Die Zellkulturen wurden für 10 min bei 6000 x g pelletiert und in 150 ml Aufschlusspuffer 

resuspendiert. Der Aufluss der Zellen erfolgte mit dem Zellaufschlussgerät (Prallstrahl) 

Basic Z unter Zugabe von DNAse und einem Protease-Inhibitormix (Serva, Heidelberg, 

Deutschland). Zellbruchstücke u.ä. wurden bei 40.000 x g für 35 min durch Zentrifugation 

entfernt.  

 

2.5 Chromatographische Methoden 

2.5.1 Affinitätschromatographie mit Ni-Sepharose als Säulenmaterial 

Alle Hsp90 Proteine und die p53 DBD enthielten einen N-terminalen RGS-His6-tag, 

eingefügt durch die Klonierung mit Nde1 im pET28 Vektor. Die artifizielle Extension mit 

sechs Histidinen erlaubt eine Komplexbildung des tags mit Übergangsmetallionen wie Ni²+ 

die vorher in die Säulenmatrix (gecrosslinkte Sepharose) eingefügt wurden (IMAC = 

immobilisierte Metallchelat-Affinitätschromatographie). Die Elution der Proteine erfolgt 

durch kompetetive Verdrängung des Proteins von der Matrix oder durch einen pH-Wert 

Änderung auf pH 3, da hier die Histidine-Seitenketten keine positive Ladung mehr tragen.  

Das Zelllysat wurde direkt auf eine HisTrap Ni-chelating FastFlow Säule (GE Healthcare, 

München, Deutschland) aufgetragen und mit 5 % Puffer B gewaschen. Die Elutions 

erfolgte durch einen Sprung auf 60 % Puffer B (300 mM Imidazolkonzentration). Die 

proteinenthaltenen Fraktionen wurden per SDS-PAGE analysiert und vereinigt. Zur 

weiteren Reinigung per Ionenaustauscherchromatographie wurde der vereinigte Pool 1:7 

mit Wasser verdünnt.  
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2.5.2 Affinitätschromatographie mit Heparin-Sepharose als Säulenmaterial 

Alle tag-freien p53 Proteine außer die p53 DBD wurden über die Heparin-Säule 

aufgereinigt. Heparin-Sepharose ist ein sehr gutes Säulenmaterial zur Trennung von DNA-

Bindeproteinen, Wachstumsfaktoren und Steroid Rezeptoren. Der Ligand der Heparin-

Sepharose ist natürlich vorkommendes Glycosaminglycan, das zwei bis drei Sulfatgruppen 

trägt. Die DNA-Bindedomäne von p53 bindet spezifisch an die Heparin-Säule und kann 

durch die Erhöhung der Ionenstärke des Puffers eluiert werden.  

Das Zelllysat wurde direkt auf eine HiTrep Heparin HP 5ml Säule (GE Healthcare, 

München, Deutschland) gegeben und mit 5 % Puffer B gewaschen. Die Elution erfolgte 

durch einen linearen Gradienten mit Heparin Puffer B. Die Elution von p53 erfolgte bei 

etwa 350 – 400 mM KCl. Proteinenthaltene Fraktionen wurden per SDS-PAGE überprüft 

und vereinigt. Zur weiteren Reinigung per Ionenaustauscherchromatographie wurde der 

vereinigte Pool 1:3 mit einem Puffer aus 20 mM KPP (pH 7.5) unter Zugabe von 

Proteaseinhibitoren verdünnt. 

 

2.5.3 Ionenaustauscherchromatographie  

Die Ionenaustauscherchromatographie basiert auf elektrostatischen Wechselwirkungen 

zwischen Protein und Matrix. Je nach Ladung des Proteins, die über den theoretischen 

isoelektronischen Punkt pI-Wert (www. Expasy.ch) abgeschätzt werden kann, wird eine 

positiv geladene Matrix (gecrosslinkte Sepharose mit quatären Ammonium-Ionen, Q-

Sepharose) oder eine negativ geladenen Matrix (gecrosslinkte Sepharose mit Sulfat-

Gruppen, SP-Sepharose) verwendet. Die Elution erfolgt durch das Anlegen eines linearen 

Gradienten zur Erhöhung der Ionenstärke.  

Hsp90 und Hsp90 Fragmente werden nach der Ni-Sepharose auf die Q-Sepharose 

aufgetragen und mit 5 % Puffer B gewaschen. Die Elution erfolgt mit einem linearen KCl-

Gradienten. Hsp90 eluiert für gewöhnlich bei 200 – 300 mM KCl. Die p53 DNA-Binde 

Domäne wird ebenfalls auf die Q-Sepharose aufgetragen, jedoch bindet die p53 DBD nicht 

an die Säule und befindet sich im Durchlauf.  

Die Bindeeigenschaften von p53 und  p53 Fragmente sind schwer vorhersagbar. Deswegen 

wird hier das verdünnte Protein auf eine Q-Sepharose und eine SP-Sepharose gleichzeitig 

aufgetragen. Die beiden Säulen werden dazu hintereinander geschaltet. Danach werden die 

Säule getrennt, mit Puffer A gewaschen und jeweils mit einem linearen KCl-Gradienten 

eluiert.  



Material und Methden   62 

Alle proteinenthaltenen Fraktionen werden auf die Reinheit mittels SDS-PAGE überprüft 

und gepoolt.  

 

2.5.4 Abspaltung des His6-tag durch Thrombinverdau 

Bei alle Hsp90 Fragmente und der p53 DBD wurde der His-tag durch Thrombinverdau 

abgespalten. Dazu wurden die Proteinproben mit Thrombin versetzt (je 15 mg Protein 100 

U Thrombin) und über Nacht bei 4 °C unter Rühren inkubiert. Die Proteinlösung wurde 

erneut über eine Ni-Sepharose geleitet und der Durchlauf aufgefangen. Das 

Molekulargewicht des Thrombins liegt bei 36 kDa, so dass eine weiterer Reinigungsschritt 

(mittels Hydroxyapatit) bei Proteinfragmenten nötig war, die ein ähnliches 

Molekulargewicht aufwiesen. 

 

2.5.5 Chromatographie mit Hydroxyapatit-Säulenmaterial 

Hydroxyapatit ist die kristalline Form von Kalziumphosphat und dieses Säulenmaterial 

kann für die präparative Reinigung von Proteinen, Antikörper und Nukleinsäure verwendet 

werden. Da die molekulare Auftrennung durch Hydroxyapaptit nicht vom Molekülgewicht, 

der Molekülgestalt, dem isoelektronischen Punkt oder der Ladung des Proteins abhängig 

ist, kann die Reinigung mit Hydroxyapatit sehr gute Erfolge erzielen.  

In dieser Arbeit wurde die Reinigung mit Hydroxyapatit bei den Hsp90 Mitteldomänen 

Fragmenten verwendet. Nach der Elution von der Q-Sepharose wurden die Hsp90MD 

Fragmente 1:10 mit Wasser verdünnt und auf die Hydoxyapatit-Säule geladen. Die Säule 

wurde mit Puffer A (20 mM KPP, pH 7.5) gewaschen und die Elution erfolgte mit einem 

linearen Phosphat-Gradient mit Puffer B (400 mM KPP, pH 7.5). Alle proteinenthaltenen 

Fraktionen werden auf die Reinheit mittels SDS-PAGE überprüft und gepoolt.  

 

2.5.6 Größenausschluss-Chromatographie (Gelfiltration) 

Bevor die Proteine durch die Gelfiltration weiter aufgereinigt werden können, müssen sie 

aufkonzentriert werden. Dazu wurden Centricons mit einem entsprechenden MWCO Wert 

(molecular weight cutoff) gewählt. Die Aufkonzentrierung fand bei 4 °C und 4000 x g 

statt.  

Das Trennprinzip der Größenausschluss-Chromatographie beruht auf der Diffusion und 

trennt Proteine nach ihrem hydrodynamischen Radius auf. Die Matrix der Säulen besteht 

meist aus Mikrogranulat von quervernetztem Dextran mit definierter Partikel- und 
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Porengröße. Proteine, deren Durchmesser größer ist als die Porengröße, sind nicht in der 

Lage, in die Partikel des Trägermaterials hinein zu diffundieren und eluieren daher 

gemeinsam im Ausschlussvolumen. Kleinere Proteine können dagegen in die Partikel 

eindringen und wandern daher langsamer durch die Säule. Da die Proteine vor der 

Gelfiltration schon einen sehr hohen Reinhietsgrad auswiesen, wurde als Laufpuffer der 

Aufbewahrungspuffer der Proteine verwendet. Je nach Größe der Proteine wurde entweder 

die Superdex75 oder die Superdex200 Prep Grade 26/60 (GE Healthcare, München, 

Deutschland) verwendet.  

Alle proteinenthaltenen Fraktionen wurden per SDS-PAGE analysiert. Die zur 

homogenität gereinigten Proteine wurden gepoolt aud erneut mittels Centricons 

aufkonzentriert.  

Die Proteine wurden per Massenspektrometrie auf ihr Molekulargewicht und Reinheit hin 

überprüft, aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei – 80 °C gelagert. 

 

2.5.7 Analytische Hochleistungsflüssigkeitschromotographie (HPLC) 

Mit der HPLC Methode können Quatärstrukturen und Oligomerisierungszustände von 

Proteinen qualifiziert und Molekulargewichte über Standardproteine abgeschätzt werden. 

Obwohl es sich bei dieser Methode nicht um eine Gleichgewichtsmethode handelt und 

Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Matrix möglich sind, bedient man sich der 

HPLC Methode, um schnelle Aussagen über Oligomerisierungsverhalten von Proteinen 

und Proteinkomplexe zu erhalten. Die HPLC Methode wurde hier verwandt um einmal den 

Oligomerisierungszustand von p53 nachweisen zu können und weiterhin, um die apparente 

Dissoziationskonstante der C-terminal vermittelten Hsp90 Dimerisierung über die 

Retentionszeit quantifizieren zu können. Für letzteres wurden die Retentionszeit von je 100 

µl einer 8 nM bis 30 µM Hsp90 Proteinlösung auf einer Superdex 200HR Säule (GE 

Biosciences Europe, Freiburg, Germany) bei einer Flussrate von 0.75 ml/min über die 

intrinsische Fluoreszenz von Hsp90 (λem = 280 nm, λex = 330 nm) detektiert. Der 

konzentrationsabhängige shift der Retentionszeit kann zur Errechnung der apparenten C-

terminalen Dimerisierungskonstante herangezogen werden. (Richter et al., 2002). Bei 

dieser Nährung wird angenommen, dass sich das Protein zu jedem Zeitpunkt in einem 

schnellen Gleichgewicht zwischen Monomer und Dimer befindet. Da die Verdünnung des 

Proteins durch den Lauf nicht berücksichtig wird, muss die erhaltenen 

Dimerisierungskonstante noch durch einen Verdünnungsfaktor 5,5 geteilt werden, der sich 
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aus dem eingespritzen Volumen und dem Volumen bei Detektion berechnet nach 

Peakfläche und Peakhöhe ergibt. Es wurde folgende Formel verwandt:  

 

( )
)()90(

)90(

appD
DimerMonomerMonomer KHspc

HspcRTRTRTRT
+

⋅−−=      (1) 

 

mit RT als Retentionszeit und der Konzentration des injizierten Hsp90 c(Hsp90), sowie der 

apparenten Dissoziationskonstanten. 

 

2.5.8 Markierung von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen  

Proteine, die für fluoreszenzspektroskopische Assays oder Nativgele fluoreszenzmarkiert 

wurden, wurden nach folgenden Schemata markiert und gereinigt. Die kovalente Kopplung 

von Fluoreszenzfarbstoffen erfolgte entweder unspezifisch an primäre Ammoniumgruppen 

wie Lysin-Seitenketten durch den Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescein-5-isothiocyanat oder 

spezifisch mit Thiolgruppen der Cystein-Seitenketten durch die Verwendung von 

Iodacetamid- oder Maleimid-Kopplungsgruppen. Das Fluorescein-5-isothiocyanat Label 

wurde nach der Vorschrift mit dem FluoReporter FITC Protein Labeling Kit (Molecular 

Probes, Eugene, USA) durchgeführt. 200 µL einer etwa 100 µM Hsp90 Proteinlösung 

wurden mit Natriumbicarbonat gepufferten Proteinlösung und nach Zugabe des Labels 90 

min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Überschüssiges Label wurde 

durch Zugabe von 1 M Tris/HCl Puffer pH 8 für 20 min bei RT gequenched und über 

Entsalzungsäule Desalting HP 26/10 abgetrennt.  

Für das Labeln von Hefe Hsp90 Cysteinmutanten wurde der Farbstoff mit entsprechender 

Kopplungsgruppe (TAMRA, ATTO565, Luzifer Yellow oder Fluorescein-maleimid) in 

einem 5 molaren Überschüss zur Proteinlösung gegeben (Puffer: 50 mM HEPES pH 7.5, 

150 mM KCl) und 90 min bei RT unter Lichtausschuss inkubiert. Freies Label wurde mit 

DTT gequenched und über eine Entsalzungsäule Desalting HP 26/10 abgetrennt. Die 

Labeleffizienz wurde mit den entsprechenden molaren Extinktionskoeffizienten der 

Proteine und der Farbstoffe berechnet. 

 

2.5.9 Modifizierung von Proteinen durch in vitro S-Nitrosylierung 

Die reversible Modifikation von Thiolgruppen durch das Radikal Stickstoffmonooxid NO·, 

die so genannte S-Nitrosylierung, verläuft im Gegensatz zu anderen Post-translationalen 
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Modifikationen ohne den Einfluss weitere Enzyme, ist aber trotzdem hoch selektiv. Daher 

kann die S-Nitrosylierung in vitro durch die Anwesenheit von NO-Donoren nachgestellt 

werden. Hierzu wurde jeweils frisch eine Lösung von Diethylamine NONOate Natriumsalz 

hydrate ((CH3CH2)2N–N(N=O)O- Na+ xH2O) (Sigma, Munich, Germany) in 50 mM 

KH2PO4 pH 7.5, 50 mM KCl, gelöst und im 20-fach Überschuss mit 100 µM zu 

modifizierendes Protein für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird das post-

translationale Protein direkt weiterverwendet oder überschüssiger NO-Donor durch eine 

Entsalzungssäule Desalting HP 26/10 abgetrennt. Der Nachweis der Cysteinmodifikation 

wurde mit Hilfe des Ellmann Assays durchgeführt. 

 

2.5.10 Ellmann Assay 

Der Ellmann Assay wird zur quantitativen Analyse von Thiolgruppen verwendet. Dabei 

reagiert im Überschuss eingesetztes 5, 5´-Dithiobis-2, 2´-nitrobenzoesäure (DNTB) mit 

den reduzierten Thionlgruppen der Cystein-Seitenketten. Bei der Bildung eines gemischten 

Disulfids aus aus dem Thiolrest und 2-Nitro-5-thiobenzoat (NTB) wird das 2-

Nitrobenzoat-thio-Anion stöchiometrisch freigesetzt. Dessen Konzentration kann 

photometrisch bei einer Wellenlänge von 412 nm mit ε = 13.600 M-1cm-1 bestimmt 

werden. Dazu wird 1 ml einer verdünnten Proteinlösung direkt in der Küvette mit 30 µl 

einer 1 M DTNB-Lösung versetzt und für 20 Minuten inkubiert. Die Konzentration an 

freien Thiogruppen wird über das Lamber-Beer´sche Gesetzt berechnet.  

 

2.6 Spektrometrische Methoden 

2.6.1 Maldi ToF/ToF Massenspektrometrie 

In der Massenspektrometrie werden Ionen in einem Hochvakuum erzeugt und nach ihrem 

Masse/Ladungs-Quotienten m/z aufgetrennt. Bei dem hier verwendeten Maldi ToF/ToF 

Spektrometer erfolgt die Ionisation der Probe durch Laserpulse auf die in einer Matrix 

eingebetteten Proben (Matrix-unterstützte Laserdesoprtions/Ionisations-

Massenspektrometrie). Danach werden die Proben beschleunigt und anschließend in einer 

feldfreien Driftstrecke nach ihrer Flufzeit (Time of Flight) aufgeschlüsselt. Am Ende des 

Analysators werden die Ionen in einem Detektor durch Sekündarelektronenvervielfachung 

(SEV) erkannt und ihr Masse/Ladungsverhältnis m/z ausgewertet. Das verwendete Maldi 

ToF/ToF verfügt über zwei Flugzeitmassenanalysatoren, welche durch einen abschaltbaren 

Reflektor am Ender der ersten Driftstrecke in Serie geschaltet werden können.  Die 
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Massenspektrometrie wurde bei allen aufgereinigten Protein angewandt, um die korrekte 

Masse zu bestätigen. 

Desweiteren wurden Proteinproben durch Peptidasen verdaut und die Peptid-

Zusammensetzung sowie die Peptid-Sequenz analysiert. Durch spontanen Zerfall der 

Peptide auf der Driftstrecke ist es möglich, die dabei Auftretenden PSD-Ionen (post-

source-decay) im Reflektormodus das Gerätes näher zu analysieren. Damit kann man die 

Aminosäuresequenz der Peptide erhalten. Neben der Möglichkeit das Peptidmuster eines 

proteolytischen Verdaus (z.B. mit Trypsin) zu analysieren ist die PSD-Ionen-Analyse eine 

Internet gestützte Methode zur Identifikation von Proteinen. 

 

2.6.2 Probenvorbereitung für die MS-Analyse von Proteinen nach Trypsinverdau 

Die massenspektrometrische Analyse von Proteinen nach Trypsinverdau eignet sich 

einerseits zur Identifizierung von Proteinen und zur Analyse von Proteinmodifikationen 

wie Disulfidbrücken nach einer SDS-PAGE. Die MS-Analyse wurde hier verwendet, um 

die Ausbildung von nativen Disulfidbrücken oder Crosslinker-basierte Verknüpfung 

zweier Thiolgruppen nachzuweisen. Dazu wurden die Proben vor der SDS-PAGE mit 

Iodazedamid behandelt, um freie Cysteine zu carboxymethylieren. Die zu analysierende 

Proteinspots wurden ausgestochen und wie folgt behandelt (Disulfidbrücken sollen hierbei 

erhalten bleiben): 

 
Standardanweisung zur Präparation von MS-Proben: 

 2 mal 100 µl einer 10 mM NH4HCO3-Lsg zugeben, nach 10 min abziehen 

 100 µl einer Mischung aus Acetonitril : 10 mM NH4HCO3 (1:1) zugeben, nach 10 min abziehen 

 Pellet behandeln mit 100 ml der Lösung und für 30 min bei 37 °C schütteln: 

 0.5 mM Gua/HCl, 0.8 mM EDTA, 0.1 mM Tris/Hcl pH 8.2 

 100 µl einer  10 mM NH4HCO3 zugeben, nach 10 min abziehen 

 Waschen der Gelstücke mit je 100 µl folgender Lösung, nach 10 min jeweils abziehen 

  Acetonitril : 10 mM NH4HCO3 (1:1) 

  10 mM NH4HCO3  

  Acetonitril : 10 mM NH4HCO3 (1:1) 

  10 mM NH4HCO3  

  Acetonitril : 10 mM NH4HCO3 (1:1) 

 Die Gelstücke mit einer Vakuumzentrifuge vollständig trocknen (5 min) 

 2 µl einer vorverdünnten Trypsin-Lösung zugeben und über Nacht bei 37 °C inkubieren 

 Weitere Verarbeitung zur Massenanalyse über ZipTips und Peptidanalyse im Maldi ToF/ToF 

 Auswertung des Peptid-Fingerprints über MMass 
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2.7 Kalorimetrische Verfahren 

2.7.1 Differenzial-Scanning Kalorimetrie (DSC) 

Die DSC Methode (Difference Scanning Calorimetry) ist eine quantitative Methode, die 

zur kalorimetrischen Untersuchung von Proteinen verwendet wurde. Dabei wurden zwei 

isolierte Zellen (Proben- und Referenzzelle) entlang eines Temperaturgradienten bei 

identischer Temperatur gehalten. Findet in der Probenzelle eine endo- oder exotherme 

Phasenumwandlung statt, resultiert das in einer Differenz der für die Zellen benötigten 

Heizleistung. Als Messgröße wird diese Differenz (P) gewählt, die dem Unterschied der 

Wärmekapazitäten der zu messenden Probe cp und der Referenz cr direkt proportional ist:   

 

β
)()( TPccTC rp

Δ
=−=Δ   (2) 

 

Hierbei erfolgt da Aufheizen von Proben- und Messzelle mit einer konstanten Heizrate β. 

Die Kalorimetrischen Messungen wurden alle an einem VP-DSC Microcalorimeter 

(Microcal) durchgeführt. Der Temperaturgradient wurde von 10 °C – 90 °C gewählt bei 

einer konstanten Heizrate von 20 °C/h. Die Proteinkonzentration betrug 30 µM in 50 mM 

KPP, pH 6.8, 50 mM KCl. Die Scmelztemperatur wurde nach Abzug der Basislinie mit 

dem Programm ORIGIN (Microcal) ausgewertet.  
 

2.8 Multidimensionale Kernresonanz Spetroskopie (NMR) 

Alle NMR Messungen sind von Franz Hagn und Stephan Lagleder durchgeführt worden 

und werden in ihren Arbeiten ausführlicher beschrieben. 

Für das Assignment des Protein-backbones der Hsp90 Mitteldomäne (aa 272-527) wurde 

eine hochdeuterierte (> 95 %) 13C- und 15N-isotopenmarkierte Probe auf 1 mM 

aufkonzentriert und in 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM KCl Puffer vermessen. Eine Reihe 

TROSY-basierter Triple-Resonanz Experimente wie HNCO, HNCA, HNCACB, 

HN(CO)CA, HN(CO)CACB und HN(CA)CO wurden an einem Bruker DMX750 

Spektrometer (Bruker, Rheinstetten, Deutschland) bei 25 °C aufgenommen. Zusätzlich 

wurde ein 15N-basiertes NOESY-Spektrum vermessen, um das angefertigte Assignment zu 

bestätigen. Das Sequenz-spezifische Assignment wurde mit dem halb-automatischen 

Programm PASTA durchgeführt.  
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Zur Lokalisierung der Interaktionsfläche von Hsp90 mit Bindepartnern wurden die 

chemischen Verschiebungen des 15N-TROSY Experiments mit 1kx256 Datenpunkte 

aufgenommen. Dazu wurden ein Spektrum von 500 µM des 15N-markierten Proteins in 10 

mM Na-phosphat pH 7.2 aufgenommen und die chemischen Verschiebungen nach Zugabe 

des Bindungspartners (mindestens 1.5 molarer Überschüss) analysiert. Die gewichteten 

chemischen Verschiebungen Δav wurden nach folgender Formel ausgewertet: 

2
25
1 22 NH

av

Δ+Δ
=Δ          (3) 

wobei ΔH und ΔN die chemischen Verschiebungen für die Proton- und 

Stickstoffdimension bedeuten. Für die Extraktion der Wasserstoffaustausch-Raten wurden 

MEXICO Experimente mit 50, 100 und 150 ms dephrasing time aufgenommen. 

Wasserstoffaustausch-Raten wurden mit Hilfe des Programms Xmgrace errechnet und 

gegen die Aminosäure Sequenz aufgetragen (Grace development team, http://plasma-

gate.weizmann.ac.il/Grace/). Dynamiken im Nanosekunden- bis Pikosekundenbereich 

wurden über ein {1H}-15N heteronukleares NOE Experiment aufgenommen. Für die 

Messung von HN residualen dipolaren Kopplungen wurden TROSY und semi-TROSY 

Komponenten der HN Korrelationssignale für den isotopischen und anisotopischen Fall 

verglichen. Das Alignment wurde  durch die Zugabe von 6 mg/ml Pf1 Phagen (Profos AG, 

Germany) induziert. Spin-Labellings von Cysteine in p53 wurden nach dem 

Herstellerprotokoll angebracht (Battiste&Wagner2000). MTSL-markierte p53 DBD wurde 

zur 15N-markierten Hsp90 Mitteldomäne titriert, während TROSY Experimente in der 

Anwesenheit und Abwesenheit von 10 mM Askorbinsäure aufgenommen wurden. 

 

2.8.1 Struktur-Kalkulation und Molekulares Docking 

Sämtliche Messungen von von Franz Hagn durchgeführt. Strukturfiles wurden der pdb 

Datenbank entnommen(Hsp90MD: 1hk7, Hsp90 full-length: 2cg9, p53 DBD: 2fej). Eine 

Strukturvorlage der Hsp90 Mitteldomäne wurde im Programm Xplor-NIH erstellt. NMR 

basierte Docking Läufe wurden auf der Grundlage der chemischen Verschiebungen und 

der paramagnetischen Relaxationverstärkung als Basis für die direkt an der Interaktion 

beteiligen Aminosäuren (aktive Reste) sowie deren Nachbarn (passive Reste) mit Hilfe des 

Programms HADDOCKv2.0 (Dominguez et al., 2003) durchgeführt. Die erhaltenen 

Strukturen wurden analysiert und vereinigt, basierend auf den intermolekularen 

Energietermen und den Standardabweichungen die Struktur mit der niedrigsten Energie.  
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2.9 Spektroskopische Methoden 

Alle in dieser Arbeit aufgenommenen Fluoreszenz oder CD-Spektren wurden gegen ein 

entsprechendes Pufferspektrum als Referenz korrigiert, das den Puffer enthielt, in dem sich 

das Protein befand. Bei allen UV/Vis-Spektren und bei den Konzentrationsbestimmungen 

per UV/Vis Spektroskopie wurde als Basisline ein Pufferspektrum gemessen.  

 

2.9.1 UV/Vis-Spektroskopie 

Die UV/Vis-Spektroskopie ist eine Absorptions-Spektroskopie, bei der eine Absorption 

von elektromagnetischer Strahlung in UV/Vis-Bereich erfolgt. π-Elektronen werden dabei 

aus ihrem Grundzustand in einen angeregten, energiereicheren Zustand durch Absorption 

von Energie angehoben. Die Carbonylgruppen des Proteinrückgrats absorbieren 

elektromagnetische Strahlung der Wellenlänge 180 – 240 nm, spielen aber eher eine 

untergeordnete Rolle. Die Absorption der aromatischen Seitenketten eines Proteins 

hingegen kann vielseitig z.B. zur Konzentrationsbestimmung des nativen Proteins genutzt 

werden. Die Seitenketten der aromatischen Aminosäuren absorbieren elektromagnetische 

Strahlung in unterschiedlicher Stärke mit folgender Reihenfolge: Tryptophan > Tyrosin > 

Phenylanalin. Auch Disulfidbrücken sind an der Absoprtion allerdings im geringeren Maße 

beteiligt.  

 

Tabelle 4: Absorptionseigenschaften der aromatischen Seitenketten von Aminosäuren 
und der S-S-Brücken gemessen in Wasser bei neutralem pH Wert (nach Schmid, 
1989) 
 

Aminosäure λmax [nm] εmax  [M-1cm-1] 

Tryptophan 280 5600 

Tyrosin 274 1400 

Phenylalanin 257 200 

Disulfidbrücke  250 300 

 
 

Da die Absorptionsintensität und das Maximum der Wellenlängenabsoprtion von der 

Polarität des den Aromaten umgebenen Lösungsmittel ist, kann die UV/Vis-Spektroskopie 

zur Charakterisierung der Proteinfaltung herangezogen werden. Spektren von nativen und 

denaturierten Protein können hier gravierende Unterschiede aufweisen.  
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Die UV/Vis-Spektroskopie wurde in dieser Arbeit verwandet, um die Konzentration von 

Proteinlösungen über das Lambert-Beer´sche Gesetz mit Hilfe des über das Programm 

ProtParam (www.expasy.ch) ermittelten molaren Extinktionskoeffizienten in Wasser zu 

ermitteln. Dazu wurden Proteinlösungen so weit verdünnt, dass sie nach Abzug der Puffer-

Referenz als Basislinie eine Absorption von 0.1 – 0.7 aufwies. Von dem 

Proteinabsorptionsmaximum bei 280 nm wurde der Absorptionswert bei 350 nm 

abgezogen und die Proteinkonzentration nach folgender Formel ermittelt: 
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mit A gleich der Absorption bei der entsprechenden Wellenlänge und ε dem über 

ProtParam ermittelten molaren Extinktionskoeffizienten.  

Wenn es die Proteinstabilität erlaubte, wurden die Absorptionsspektren zur 

Konzentrationsbestimmung in Wasser gemessen. P53 wurde in einem Puffer aus 25 mM 

KPP, pH 7.5, 20 mM KCl gemessen, der hier gleichzeitig als Referenzpuffer diente. Alle 

UV-Absorptionsexperimente wurden in Quarzglas Suprasil Küvetten (Starna, Pfunderstadt, 

Deutschland) gemessen. 

 

2.9.2 Fluoreszenzspektroskopie  

Bei der Fluoreszenz handelt es sich um einen Vorgang, bei dem ein elektronisch angeregter 

Zustand seine Energie durch strahlende Desaktivierung durch spontane Emission sofort 

nach Abschaltung der anregenden Strahlung abklingen lässt. Die Absorption versetzt das 

Molekül in einen elektronisch angeregten Zustand. Nachdem das Molekül strahlungslos 

Energie durch z.B. Stöße an die Umgebung abgegeben hat und an dem 

Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustands angelangt ist, wird die 

verbleibende Anregungsenergie durch spontane Emission freigegeben. Der Übergang 

erfolgt vertikal im Einklang mit dem Franck-Condon-Prinzip und da ein Teil der Energie 

durch Schwingungsenergie übertragen wurde, erscheint die Emissionspektrum des 

Moleküls in einem längerwelligen Bereich, als das Absoprtionsspektrum des Moleküls 

(Stoke´sche Verschiebung). Diese Art der Energieabgabe ist stark temperaturabhängig, so 

daß bei steigender Temperatur die Fluoreszenz abnimmt. 

Bei Proteinen bilden die aromatischen Seitenketten der Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin 

und Phenylalanin die intrinsische Fluoreszenz des Proteins, wobei die relative 
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Empfindlichkeit der einzelnen Aminosäuren etwa dem Verhältnis entspricht: 1100: 200: 8 

(Schmid, 1989). Tryptophan hat eine relativ hohe Empfindlichkeit, da es zusätzlich von der 

Emission der Tyrosine und Phenylalanine angeregt werden kann. Zudem ist das 

Emissionsmaximum der Tryptophan-Fluoreszenz abhängig von der Polarität der 

Tryptophanumgebung und kann daher zur Charakterisierung von Faltungszuständen von 

Proteinen verwendet werden. Bei Tyrosinen ändert sich lediglich die Signalintensität. 

Fluoreszenzspektren wurden in einem Spex FluoroMax2 oder FluoroMax3 

Spektrofluorometer mit einer Anregungswellenlänge von 280 nm gemessen. 

 

2.9.3 Fluoreszenztitration 

Die Änderung der Fluoreszenzintensität eines Moleküls nach Zugabe eines 

Bindungspartners wurde in dieser Arbeit benutzt, um Affinitäten der beiden Moleküle 

zueinander näherungsweise zu beschreiben. Es wurde hauptsächlich, wenn auch nicht 

immer, Fluoreszenzlösungen (Quenchingeffekte) beobachtet. Zu den Quenching-Effekten 

gehören alle die Vorgänge, die entweder den angeregten Zustand des Fluorophors 

strahlungslos in den Grundzustand überführen oder aber verhindern, dass das Fluorophor 

in den angeregten Zustand übergehen kann.  

Die Fluoreszenztitration wurde benutzt, um die Affinität von Hsp90 und p53 zu 

quantifizieren. Dazu wurde Hsp90 oder Fragmente von Hsp90 unspezifisch durch den 

Fluoreszenzmarker Fluorescein-5-isothiocyanat gelabelt (etwas 1 Farbstoffmoleküle pro 

Hsp90-Monomer). Die Abnahme der Fluoreszenz von 1µM Hsp90-FITC nach Zugabe des 

Bindungspartners p53 wurde bei 15 °C in 20 mM Tris, pH 7.5, 20 mM KCl bei einer 

Wellenlänge von λex  = 498 nm und λex = 516 nm gemessen. Hsp90-FITC wurde vor der 

Zugabe von p53 für 30 min gebleached, dann erfolgte die Zugabe von p53 alle 80 sek. Die 

Fluoreszenzintensität im Gleichgewicht, um die Verdünnung nach der p53 Zugabe 

korrigiert, wurde nach einem one-side binding model mit der Software Origin (Microcal) 

nach folgender Formel gefitted:  

 

y =
Bmax ⋅ x
Kapp + x    (5) 

mit Bmax gleich der obersten Asymptote, und Kapp der apparenten Bindungskonstante der 

[Hsp90●p53] Komplex. 
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2.9.4 Fluoreszenzpolarisation 

Unter Einwirkung von elektromagnetischer Strahlung des UV/Vis-Bereichs (200 nm bis 

800 nm) auf Moleküle mit geeigneten Chromophoren kommt es durch Lichtabsorption zur 

Elektronenanregung. Bei der Energieabgabe durch Fluoreszenz ändert sich das 

Dipolmoment des Moleküls und man kann für die strahlenden Prozesse ein 

Emissionsübergangsdipolmoment bestimmen. Die Übergangsdipolmomente für die 

Absorption und die Emission sind nicht parallel, sondern um einen bestimmten, aber meist 

kleinen Winkel gegeneinander verschoben. Unter der Voraussetzung, dass sich ein 

Fluorophor zwischen Absorption und Emission nicht nennenswert bewegt, folgt daraus, 

dass bei Anregung mit linear polarisiertem Licht auch die entstehende 

Fluoreszenzstrahlung zu einem gewissen Grad polarisiert ist. 

Bei Fluoreszenzanisotropie- oder Fluoreszenzpolarisations-Messungen wurde das Spex 

FluoroMax-3 fluorometer verwendet, bei denen sowohl in den Anregungs- als auch in den 

Emissionsstrahlengang zusätzlich zum Monochromator je ein Polarisator installiert ist. Die 

Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt mit monochromatischem, vertikal linear 

polarisiertem Licht. Die Fluoreszenzintensität wird einmal bei vertikal und einmal bei 

horizontal gestelltem Emissionspolarisator gemessen. Das Ausmaß der teilweisen 

Verschiebung der Polarisationsebene des Emissionslichtes gegen die des 

Absorptionslichtes wird durch die Polarisation P (Anisotropie r) nach folgenden Formeln 

bestimmt. 

⊥ΙΙ

⊥ΙΙ

⋅+
⋅−

=
IGI
IGIP        (6) 

 

⊥ΙΙ

⊥ΙΙ

⋅⋅+
⋅−

=
IGI

IGIr
2

      (7) 

wobei III die Intensität der parallelen Strahlung und I┴ die Intensität der perpendikulären 

Strahlung ist. Der G-Faktor kann vor der eigentlichen Messung der Probe bestimmt 

werden.  

 

Mit Hilfe dieser Technik kann die Rotationskorrelationszeit von Fluorophoren bekannten 

Lebensdauer bestimmt werden. Unter Kenntnis der Viskosität der Umgebungslösung kann 

so durch Messung der Anisotropie bei verschiedenen Temperaturen die maximale 

Polarisation für diesen Komplex ermittelt werden. Ändert sich die Größe des Komplexes 

(z.B. durch Bindung von DNA an ein Protein) so verringert sich die 
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Rotationsgeschwindigkeit des Proteins und die Polarisation nimmt ab. 

Fluoreszenzpolarisationsmessungen dienten in dieser Arbeit zur Affinitätsbestimmung der 

Bindung zwischen fluoreszenz-markierter DNA und p53. Um auszuschließen, dass sich die 

Quantenausbeute des an die DNA gekoppelten Fluorophors während der Bildung des 

DNA-Protein-Komplex nicht verändert, wurde das Fluoreszenz-Spektrum von 50 nM 

freier Cy5-markierter p21-DNA in 50 mM KPP, pH 7.5, 150 mM KCl, 1 mM TCEP bei 15 

°C mit λex = 650 nm verglichen mit dem Fluoreszenzspektrum der Cy5-p21-DNA in 

Anwesenheit von 1µM p53. Um Bindungsparameter zu erhalten, wurde die Änderung der 

Anisotropie von 50 nM Cy5-p21-DNA nach der Titration von p53 und p53 Fragmenten in 

einem Konzentrationsbereich von 0 – 3.5 µM ebenfalls bei 15 °C im obigen Puffer mit 

einer Anregungswellenlänge von λex = 650 nm und einer Emissionswellenlänge von λem = 

680 nm im Gleichgewicht detektiert. Die Daten wurden nach folgender Formel 

ausgewertet, um Affinitätsparameter der Bindung zwischen p53 und der p21-DNA zu 

erhalten: 

 

 
xk
xy

y
D +

⋅
= max              (8) 

mit ymax gleich der oberen Asymptote und kD der apparenten Dissoziationskonstanten. 

2.9.5 Fluoreszenzspektroskopie der ANS Bindung 

Der Fluoreszenz-Farbstoff 1-Anilinonaphthalene-8-sulfonsäure (1,8-ANS) bindet an 

hydrophobe Oberflächen von z.B. Proteinen und weist nach der Bindung eine stark erhöhte 

Fluoreszenzintensität auf. In dieser Arbeit wurde die Bindung von ANS an Hsp90 

verwendet, um eine Aussage über die exponierte, hydrophobe Oberflächenstruktur von 

Hsp90 und Hsp90 Mutanten zu erhalten. Alles Experimente wurden bei 25 °C in 50 mM 

HEPES, pH 7.5, 150 mM KCl in einer 1.5 ml Rührküvette am Spex FluoroMax-2 

fluorometer aufgenommen. Die Fluoreszenz-Spektren für ANS in Ab- und Anwesenheit 

von Hsp90 wurden mit einer Anregungswellenlänge von λex = 380 nm und einem 

Emissionsbereich von 400 bis 650 nm aufgenommen. Zur Bestimmung von 

Bindungsparametern, Die Fluoreszenz von 2 µM Hsp90 wurden bei einer 

Anregungswellenlänge von λex = 380 nm und einer Emissionswellenlänge von λex = 475 

nm detektiert und der Bindungspartner ANS wurde alle 80 sek. zu der Lösung bis zu einer 

finalen Konzentration von 120 µM titriert. Die Emissionsdaten wurden auf Grund des 

inner filter Effekts nach folgernder Formel ausgewertet und die apparente 

Dissoziationskonstante KDapp bestimmt: 
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                                                                                                                                            (9) 
 
 
mit OD380 und OD475 als die optischen Absorptiondichten bei 380 nm und 475 nm und Fmax 

als maximale Quantenausbeute. Die korrigierten Daten wurden mit der Software ORIGIN 

(Microcal) gefittet.  

 

2.9.6 Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) 

Der Energietransfer der Fluorszenzresonanz ist ein physikalischer Prozess, der auf der 

Dipol-Dipol-Wechselwirkung zweier Fluorophore beruht und in der Biophysik als ein 

Metermass in Nanometermaßstab benutzt wird. Dabei wird die Energie eines angeregten 

Fluoreszenzfarbstoffs (Donor) strahlungsfrei auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff 

(Akzeptor) übertragen, wobei die Fluoreszenz des Donors abnimmt, die Fluoreszenz des 

Akzeptors aber zunimmt. Die Effizienz der Energieübertragung der FRET-Paarung nimmt 

mit der 6. Potenz des Abstands beider Fluorophore ab. Außerdem ist der Energietransfer 

vom Försterradius R0 des Fluorophorenpaars abhängig. Als Förterradius ist der Abstand 

zwischen Donor und Akzeptor definiert, bei dem die Effizienz der Energieübertragung 50 

% ist. Dieser ist von der chemischen Natur der verwendeten Fluorophore abhängig.  
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Als FRET-Paare können zwei Fluorophore benutzt werden, die ein Überlappungsintegral 

des Donor-Emissionsspektrums und des Akzetor-Absorptionsspektrums aufweisen. In 

dierser Arbeit wurden zwei FRET-Paare benutzt, die Paarung FITC-TAMRA (Fluorescein-

5-maleimide und Tetramethylrhodamine-5-(und-6)-iodacetamid (Invitrogen, Karlsruhe, 

Germany)) und die Paarung FITC-ATTO565 (ATTO565-maleimide, (ATTO-TEC, Siegen, 

Deutschland). Das Markieren von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen wurden nach 

Herstellerangaben durchgeführt und die Markierungseffizienz spektroskopisch bestimmt. 

Freies Label wurde mit DTT gequenched und über eine Entsalzungssäule Desalting HP 

26/10 abgetrennt. 
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2.9.7 Dimeraustausch von Hsp90 gemessen mit FRET 

Der Dimeraustausch (Subunit exchange) von Hsp90 in Lösung wurde mit FRET Kinetiken 

bei verschiedenen Konzentrationen und Temperaturen gemessen. Hierzu wurde eine 

Paarung von unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Hsp90 Mutanten verwendet. Hefe 

Hsp90D61C wurde FITC markiert und Hefe Hsp90Q385C wurde entweder TAMRA oder 

ATTO565 markiert. Es wurden zwei unterschiedliche Messmethoden zur Analyse des 

Dimeraustausches verwendet, die einmal auf der Bildung und einmal auf der Dissoziation 

des Heteromerkomplexes beruht.  

Subunit exchange für die Bildung des Hsp90 Heteromerkomplexes 

Die FRET-Paarung aus FITC/TAMRA wurde in einem Puffer aus 50 mM HEPES, pH 7.5, 

150 mM KCl bei 25 °C mit einer Anregungswellenlänge von λex = 496 nm und einer 

Emissionswellenlänge von λem = 520 nm gemessen. Dazu wurden 100 nM FITC-

markiertes Hsp90 für 30 Minuten gebleached. Nach der Zugabe von 100 nM TAMRA-

markiertes Hsp90 wurde die Abnahme des FITC-Signals für 25 Minuten detektiert. Zur 

Analyse der C-terminalen Mutanten von Hsp90 wurden zusätzlich zur Cystein-Mutation 

entweder die Hsp90A577N oder die Hsp90A577I eingeführt und den Einfluss der C-

terminalen Mutationen auf den subunit exchange gemessen. Dabei wurde die apparente 

Halbwertszeit t1/2 der Reaktion ermittelt, um eine qualitative Aussage über die Änderung in 

der Reaktionsgeschwindigkeit zu erhalten. Die Daten wurden um das lineare Bleaching des 

FITC-Donors korrigiert und ausgewerttet nach der Gleichung (11):  
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wobei y0 der Offset und t1/2 app die qualitative apparente Halbwertszeit der beobachteten 

Reaktion 

 

Subunit exchange für den Zerfall der Heterodimerkomplexe 

Um den Einfluss von Aha1 auf die Dimeraustauschraten von Hsp90 charakterisieren zu 

können, wurde die FRET-Paarung FITC/ATTO565 in einem Puffer aus 40 mM HEPES, 

pH 7.5, 20 mM KCl bei 20 °C mit einer Anregungswellenlänge von von λex = 475 nm und 

einer Emissionswellenlänge von λem = 520 nm gemessen. 100 nM FITC-markiertes Hsp90 

und 100 nM ATTO565-markiertes Hsp90 wurden zusammen bei 20 °C inkubiert und für 

30 min gebleached. Nach der Zugabe von 2 µM unmarkiertes Hsp90 wurde die Zunahme 
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des FITC-Signals detektiert. Um den Einfluss von Aha1 auf die Austauschkinetik zu 

messen, wurde der Hsp90 Heterodimerkomplex geformt und Aha1 oder Aha1 Fragmente 

zugegeben und bei 20 °C für weitere 30 min inkubiert, bevor die Zugabe von 

unmarkiertem Hsp90 erfolgte. Die Daten wurden nach Gleichung (11) ausgewertet.  

 

 

N-terminale Dimerisierung der Heterokomplexe 

Nachdem Hsp90 Heteromere geformt wurden, kann durch die Zugabe von Nukleotiden 

eine weitere konformationelle Änderung indiziert werden, die eine N-terminale 

Assoziation der Hsp90 Heterodimere einschließlich eines Strangaustauschs zur Folge hat. 

Diese Strukturänderung bringt das FRET-Paar erneut in eine nähere räumliche Umgebung 

und resultiert erneut in der Abnahme des FRET Signals. Dazu wurden 2 mM ATPγS 

(Roche, Mannheim, Deutschland) gelöst in 50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM KCl zu den 

Hsp90 Heterodimeren gegeben und nach einer Mischzeit von 10 sek der Abfall des FITC-

Signals mit einer Anregungswellenlänge von von λex = 498 nm und einer 

Emissionswellenlänge von λem = 520 nm gemessen. Die Daten wurden um das lineare 

Bleaching korrigiert und nach Gleichung (11) ausgewertet. 

 

2.9.8 Analytische Gleichgewichts-Ultrazentrifugation 

Alle Messungen zur Analytischen Ultrazentrifugation wurden von Dr. Titus Franzmann 

durchgeführt. Die analytische Gleichgwichts-Ultrazentrifugation eignet sich im 

Allgemeinen, um eine exakte Bestimmung von Molekulargewichten von Proteinen unter 

nativen Bedingungen zu bestimmen, da bei dieser Methode ihr hydrodynamischer Radius 

keine Rolle spielt, oder wie in dieser Arbeit, um Protein-DNA Komplexe quali- und 

quantifizieren zu können. Über das Sedimentationsverhalten von FITC-markierter DNA 

sollte eine Aussage über die Komplexbildung mit p53 und über die Komplexgestalt 

erhalten werden. Für die Sedimentationsläufe wurden die analytische Ultrazentrifuge 

Optima XL-I von Beckman mit Fluoreszenzdetektion und mit dem Rotor Ti-60 verwendet. 

Eine Probenzellen wurde mit 120 µl der freien doppelsträngigen FITC-markierten p21-

DNA (50 nM und 25 nM) im p53 Aufbewahrungspuffer befüllt. Die weiteren Probenzellen 

enthielten p53 oder p53 Mutanten in unterschiedlichen Konzentrationen von 100 und 400 

nM. Die Sedimentationsgeschwindigkeit lag bei 20.000 rpm und es wurde für 12 h rotiert.  

Zur Analyse der Komplexbildung zwischen Aha1 und Hsp90 wurde Aha1 mit Fluorescein-

5-isothiocyanate (FITC) für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde mit 
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einem Überschuss an Tris/HCl Puffer gequencht und freier Label wurde über eine 

Entsaltzungssäule (26/10, GE Healthcare, München) abgetrennt. 1 µM Aha1-FITC wurde 

mit 4 µM Hsp90 Varinaten in 40 mM HEPES, pH 7.5, 20 mM KCl für 30 Minuten 

inkubiert. Sedimentationsanalyse wurde bei 45.000 rpm und 23 °C durchgeführt. Rohdaten 

wurden zu nach Literaturangaben konvertiert (zu dc/dt) (Stafford, 1992). Die Daten 

wurden dann gefittet um die apparenten Sedimentationskoeffizienten zu erhalten.  

 

2.9.9 Circulardichroismus 

Der Circulardichroismus (CD) gehört zu dem chiroptischen Methoden, die auf der 

Chiralität der untersuchten Stoffe beruht. Ein Stoff ist optisch aktiv, wenn er die Ebene des 

linear polarisierten Lichts dreht, in dem er die Eigenschaft besitzt, links- und rechtszirkular 

polarisiertes Licht gleicher Wellenlänge unterschiedlich stark zu absorbieren. Zusammen 

mit der optischen Rotationsdispersion (ORD) bildet der Circulardichroismus den Cotton-

Effekt und liefert wichtige Information über die Struktur von Biomolekülen.  

Proteine besitzen eine große Anzahl asymmetrische Kohlenstoffatome die sich in der 

Sekundär- und Tertiärstruktur des Proteins befinden und optisch aktiv sind. Die CD-

Spektroskopie kann genutzt werden, um Struktureigenschaften von Proteinen zu 

analysieren und diese Strukturerhaltung in Abhängigkeit der Temperatur zu analysieren.  

In einem CD-Spektrometer wird in einem Monochromator erzeugtes Licht der 

Wellenlänge λ polarisiert und dann durch einen Modulator im hochfrequenten Wechselfeld 

links- oder rechtszirkular polarisiert. Ein synchron geschalteter Detektor misst alternierend 

die Lichtintensitäten IL und IR. Durch die chirale Proteinlösung wird wellenlängenabhängig 

einer der beiden elektronischen Feldvektoren des linear polarisierten Lichts unterschiedlich 

stark absorbiert und die Polarisationsebene des Lichts um einen bestimmten Betrag 

gedreht, wonach man das CD-Spektrum der Proteinlösung erhält. Die gemessene 

Elliptizität Θ [Grad] wird als quantitatives Maß für die Größe des Circulardichroismus 

verwendet. Die Berechnung der molaren Elliptizität, d.h. der Elliptizität bezogen auf das 

durchschnittliche Molekulargewicht von Aminosäuren ΘMRW [deg.cm2.dmol-1] erfolgt nach 

folgender Formel: 

A

r
MRW Ndc

M
⋅⋅
⋅⋅Θ

=Θ
100    (12) 

Dabei ist Θ die gemessenen Elliptizität [deg], Mr das Molekulargewicht des Proteins 

[g/mol], c die Proteinkonzentration [mg/ml], d die Schichtdicke der Küvette [cm] und NA 
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die Anzahl der Peptidbindungen im Protein. Der Faktor 100 im Zähler entpricht der 

Umwandlung der molaren  Konzentration in [dmol. ml-1].  

 

Strukturaussagen über Protein in der CD-Spektroskopie kann man in unterschiedlicher 

Weise erhalten. Sekundärstrukturelemente ergeben im CD-Spektrum des Fern-UV-

Bereichs (180-260 nm) auf der Konformation der Polypeptidketten definierte Mini- and 

Maxima. α-Helices sind durch ein Doppelminimum bei 208 nm und 222 nm 

charakterisiert, β-Faltblätter zeichnen sich durch ein starkes Minimum bei 218 nm aus. 

Über die Intensität des CD-Spektrums bei den jeweiligen Wellenlängen lässt sich mit 

entsprechenden Algorithmen die Sekundärzusammensetzung von Proteinen berechnen 

(Schmid, 1989, Bohm et al., 1992). Die aromatischen Aminosäuren von Proteinen ergeben 

im Nah-UV-Bereich (250 – 320 nm) einen protein-spezifischen Fingerabdruck. Die CD-

Spektren kommen durch die asymmetrische Umgebung der aromatischen Seitenketten im 

gefalteten Protein zustande und lassen Rückschlüsse auf die Tertiärstruktur im Protein zu 

(Schmid, 1989).  

Eine Zusammenfassung der Messparameter der in dieser Arbeit angewandten CD-

Spektroskopie ist in der nachfolgenden Tabelle 5 zusammengefasst. 

 

Tabelle 5: Standardparameter der CD-Messungen 
 

Parameter Fern-UV-CD Nah-UV-CD 

Startwellenlänge 260 nm 320 

Endwellenlänge 195 nm 250 

Auflösung 0,2 nm 0,2 nm 

Akkumulationen 20 20 

Scangeschwindigkeit 20 nm/min 20 nm/min 

Schichtdicke der Küvette 0,1 cm 0,5 cm 

Temperatur 15 °C - 20°C 15 °C - 20°C 

Proteinkonzentration 0,1 - 0,3 mg/ml 1,5 mg/ml 

 

Da die molaren Elliptizitäten nicht von der Temperatur abhängen, die Signalintensitäten 

aber die Sekundärstrukturen der Proteine beschreiben, kann die Änderung des CD-Signals 

in diesem Wellenlängenbereich bei einer Temperaturerhöhung als Indikation der 

Denaturierung von nativen Proteinstrukturen verwendet werden. Die Temperaturerhöhung 



Material und Methden   79 

wurde mit Hilfe der PTC343 Peltier-Temperiereinheit (Jasco, Groß-Umstadt, Deutschland) 

durchgeführt. Die Vermessung der Proben erfolgte bei einer konstanten Heizrate von 60 

°C/h in einem temperaturstabilen Puffer (20 mM KPP, pH 7.5, 25 mM KCl oder anders 

vermerkt). Die Wellenlänge wurde aus dem größten Minimum des CD-Spektrums des 

nativen Proteins ermittelt und wurde für Proteinlösungen die p53 enthielten auf 218 nm, 

für Hsp90 enthaltenen Proteine auf 222 nm eingestellt. Die Parameter sind in der folgenden 

Tabelle 6 noch einmal zusammengefasst. 

 

Tabelle 6: Standardparameter für die thermische Denaturierung von Proteinen im 
CD 
 

Parameter  Einstellung 

Heizrate  60 °C/h 

Wellenlänge  218 nm / 222 nm 

Temperatur  15 °C – 90 °C 

Auflösung  0.2 °C 

Puffer  20 mM KPP pH 7.5, 25 mM KCl 

Küvette  0.1 cm 

 

Da alle untersuchten Proben in dieser Arbeit einen irreversiblen Denaturierungsübergang 

zeigten, wurden die Übergänge sigmoidal nach der Boltzmann-Funktion gefittet. 

 

2.10 Stabilitätsuntersuchungen an Proteinen 

2.10.1 Chemische Denaturierung und Renaturierung 

Entfaltungsübergänge von Proteinen können sowohl thermisch als auch durch die Zugabe 

von chaotropen Reagenzien (Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid) induziert werde. 

Diese Reagenzien destabilisieren die Sekundär- und Tertiärstruktur von Proteinen. Man 

wählt zur Verfolgung der Proteinstabilität unter Erhöhung des Denaturierungsmittels 

entweder die Änderung des Fluoreszenzsignals, welche meistens auf der Änderung der 

Tryptophan-Fluoreszenz beruht, die abhängig von der Umgebung des Aromaten ist, oder 

man verfolgt die Abnahme des für das Protein maximalen CD-Signals entsprechender 

Wellenlänge. Da bei konstanter Temperatur gemessen wird, ist die Methode mit dem 

größtmöglichen Unterschied zwischen nativen und denaturierten Spektrum am besten 

geeignet. Die Proteine werden so lange im steigenden Denaturierungsmittel inkubiert, bis 
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sich ein Gleichgewicht einstellt und sich der Messwert nicht mehr mit der Zeit verändert, 

meist über Nacht. Die Konzentrationsabhängigkeit des chemischen Übergangs gibt 

Aufschluss über das Monomer-Oligomer Verhalten des Proteins.  

Zur Analyse der chemischen Stabilität der Hsp90 Mitteldomäne wurden die 

harnstoffinduzierte Entfaltung unter Gleichgewichtsbedingungen mit 10 µM Hsp90 

Mitteldomäne in 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM KCl gemessen. Die Proteinlösungen wurden 

mit steigenden Harnstoffkonzentrationen von 0 – 6.6 M Harnstoff über Nacht bei 20 °C 

inkubiert und das CD-Signal bei 222 nm für 1 min gemessen. Diese Datenpunkte wurden  

gegen die Harnstoffkonzentration aufgetragen. Aus dem Verlauf der Denaturierungskurve 

und der Analyse der Reversibilität des Übergangs wurde angenommen, dass die native 

Hsp90 Mitteldomäne zur denaturierten Struktur ohne die Besetzung von intermediären 

Zuständen entfaltet. Für einen solches reversibles Zwei-Zustandsmodell kann zur 

Auswertung des Entfaltungsübergangs folgende Formel verwandt werden:   
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Dabei bilden die Werte Fn, mn, Fd und md die beiden Grundlinien des Übergangs, der Wert 

m ist der so genannte Kooperativitätsfaktor des Übergangs und x ist die Konzentration an 

Denaturierungsmittel. Der Parameter ΔG steht für die Stabilisierungsenergie, R ist die 

allgemeine Gaskonstante und T die absolute Temperatur. 

 

 

2.11 Biochemischen Methoden zur Bestimmung von Aktivitäten 

 

2.11.1 Regenerativer-enzymgekoppelter ATPase Aktivitätsassay 

Zur Bestimmung der ATPase Aktivität von Hsp90 wurde ein regnerativer ATPase Assay 

verwendet, um zu vermeiden, dass sich größere Mengen ADP bilden, das eine etwa 

dreifach höhere Affinität zu Hsp90 besitzt als ATP und somit eine Produktinhibierung 

eintreten könnte.  Der hier verwendet Enzym-gekoppelte ATPase Assay (Ali et al. 1993) 

beruht, dass nach der Hydrolyse entstehende ADP sofort unter Verwendung von 

Phosphoenolpyruvat und NADH durch die enzymatische Beteiligung von Pyruvatkinase 

und Lactatdehydrogenase gleich wieder in ATP umgewandelt wird. Da die Konvertierung 
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von ADP zu ATP equimolar mit dem Verbrauch an NADH ist, lässt sich über die 

Abnahme der NADH-Konzentration die ATPase Aktivität messen. Dies geschieht 

spektroskopisch bei einer Wellenlänge von 340 nm.    
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Der ATPase Prämix hat in diesem Assay folgende Zusammensetzung: Der Puffer kann 

variiert werden, bestand für alle ATPase Assays aus 50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM KCl, 

10 mM oder bei allen Aha1-betreffenden Messungen aus 40 mM HEPES, pH 7.5, 20 mM 

KCl, 10 mM MgCl2 
Zusammensetzung des ATPase Assay Prämixes: 

8500 μl   Puffer 
240 μl   100 mM Phosphoenolpyruvat 
48 μl   50 mM NADH 
12 μl   Pyruvatkinase-Suspension (Roche Diagnostics) 
44 μl   Lactatdehydrogenase-Suspension (Roche Diagnostics) 

 
Von diesem Prämix wurden 150 μl für jeden 200 μl Assay-Ansatz in Einmal-

Plastikküvetten eingesetzt. Die Assays wurden bei der entsprechenden Temperatur in 

einem UV/Vis-Spektrometer Cary 50 (Varian) bis zu einer stabilen Baseline vorinkubiert 

und mit 5 mM ATP (gelöst in Wasser, pH 7.5) Zugabe gestartet und mit 100 µM Radicicol 

(in DMSO) abgestoppt, um die Hintergrundaktivität abziehen zu können.  

Zur Bestimmung der spezifischen ATPase Aktivität wurde die Abnahme von NADH mit 

Hilfe der Linearen Regression bestimmt und nach folgender Formel mit dem 

differentiellen molaren Extinktionskoeffiziente für NADH/NAD+ bei 340 nm (6200 cm-1 

M-1) bestimmt: 

 

)(16200 ATPasec
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d

mvspez

⋅⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

⋅
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=    (14) 

mit m als lineare Abnahme des NADH-Signals, d der Schichtdicke der Küvette und c die 

Konzentration der ATPase. 

Zur Bestimmung der Affinität der ATPase zum ATP (KM-Wert) sowie der stationären 

ATPase Aktivität kcat wurde bei gleich bleibender ATPase Konzentration die 

Konzentration von ATP in einem Bereich von 0 – 5 mM Variiert und die erhaltenen 

spezifischen Aktivitäten nach der Michaelis-Menten-Gleichung ausgewertet: 

 

M
catspez KATPc

ATPckv
+

=
)(

)(      (15) 

 
Die Bildung von Heterodimeren unterschiedlicher ATPase Aktivität führte Teilweise zu 

einer Veränderung der ATPase Aktivität der einzelnen Untereinheiten. Dieses wurde durch 

ein von Dr. Klaus Richter eingeführtes Modell ausgewertet, das eine Aussage darüber 
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ermöglicht, ob die Bildung von Heterodimeren gleichwahrscheinlich ist, wie die Bildung 

der Homodimere. Dazu wurden die Homodimer vor dem ATPase Assay gemischt, wobei 

nur die Konzentration der Hsp90 Mutanten variiert wurde und für 5 Minuten bei 37 °C 

inkubiert, bevor mit der ATP Zugabe die Aktivität bestimmt wurde. Die Aktivität wurde 

nach folgender Formel ausgewertet: 
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)90(
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tMu
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⋅
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mit vHsp90 als die Aktivität des Hsp90-Homodimers und vHetero als die Aktivität bei 

Sättigung der Lösung durch die Hsp90 Mutante. Dabei ergeben sich aus den bekannten 

Konzentrationen von Hsp90 und der kompetetiven Hsp90 Mutanten die Aktivität von 

Hsp90 und dem gebildeten Heterodimer. N ist eine Wahrscheinlichkeitsaussage. Ist n ≈ 1, 

so ist die Bildung der Heterodimer gleichwahrscheinlich, ist n > 1 ist die Bildung der 

Heterodimere weniger wahrscheinlich als die Bildung der Homodimere (Richter et al., 

2001). 

 

2.11.2 Unterdrückung von thermisch induzierter Aggregation (Chaperon Assay) 

Viele Proteine aggregieren zeitabhängig bei einer Erhöhung der Temperatur. Und unter 

nicht stabilisierenden Pufferbedingungen. Zur Abschätzung bei welcher Temperatur ein 

Protein aggregiert, kann eine proteinspezische thermische Entfaltungkurve im CD-

Spektrometer aufgenommen werden. Chaperone besitzen die Eigenschaft diese thermische 

Entfaltung ihrer Substrate zu verhindern. Über den Einfluss von Chaperonen auf die 

Aggregation von Proteinen lässt sich eine Aussage über die Chaperonaktivität treffen, 

allerdings muss hier berücksichtig werden, dass es sich nicht um eine Wechselwirkung 

zweier nativer Proteine handelt und zusätzlich herrscht auch kein Gleichgewicht bei der 

Wechselwirkung. Methodisch misst man die Trübung einer Lösung bei erhöhten 

Temperaturen in einem UV7Vis-Spektrometer bei 360 nm. Es sei angemerkt, dass man 

lediglich eine Aussage über die Teilchengröße erhält, die bei einer bestimmten Größe das 

Licht streuen und somit für eine Absorption sorgen.  

Es wurde hauptsächlich die Aggregation von p53 DBD und den Einfluss von Hsp90 

untersucht. Dazu wurde eine Lösung von 1.8 µM p53 DBD und 9 µM Hsp90 in 50 mM 

HEPES, pH 7.5, 25 mM KCl bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert. Danach wurde die 
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Absorption bei 360 nm bei einer Temperatur von 45 °C gemessen. Weitere Variationen 

werden direkt angegeben. 

 

2.11.3 Hsp90 vermittelte Reverse Transkriptase- Aktivität 

Alle Experimente der RT-Aktivierung wurden von Dr. Michael Stahl durchgeführt und 

werden an anderer Stelle ausführlich diskutiert (Beck & Nassal, 2003; Stahl et al., 2007).  

Hepadnaviruses ist ein partiell doppelsträngiger DNA-Virus, der sich mit Hilfe der 

Reversen Transkriptase (RT) repliziert. Ein wichtiger Schritt in der Replikation ist die 

Bindung von ε-RNA, was die RT veranlasst, ein kurzes DNA Oligonuleotid zu 

synthetisieren (priming reaction), das an der RT gebunden bleibt. Hsp90 besitzt in diesem 

Zusammenhang zusammen mit Hsc70/Hsp40 und HOP eine stimulierende Eigenschaft auf 

die Aktivierung der RT. Dazu ist allerdings eine funktionale ATPase Domäne von Hsp90 

essentiell und der stimulierende Effekt ist stringent abhängig von der Anwesenheit von 

Hsc70/Hsp40 und HOP. Die Hsp90 abhängige Aktivierung der RT wurde in dieser Arbeit 

genutzt, um den Einfluss von Hsp90 Punktmutationen auf die Aktivierung der RT zu 

messen. 

Dazu wurde zuerst der RT-ε-RNA Komplex in Anwesenheit der Chaperone gebildet und 

dann die Synthese der DNA-Oligonukleotide in der priming reaction mit radioaktiv-

markierten Nukleotiden quantitativ ausgewertet. Standard Reaktionen beinhalten 150 nM 

(150 ng) GrpDP (ein Fusionsprotein aus RT und GrpE, mit der Bezeichnung GrpDP), 4.2 

µM (3 µg) Hsc70, 5.3 µM (2 µg) Hsp40, 0.6 µM (0.5 µg) Hsp90 oder Hsp90 Mutanten, 

0.9 µM (0.5 µg) Hop, 2 µl TKD Puffer (100 mM Tris, pH 7.5, 250 mM KCl, 10 mM 

DTT), 1 µl eines ATP-regenerativen Systems (50 mM ATP, 25 mM MgCl2, 250 mM 

Kreatinephosphat, 100 U/ml Phosphokreatine Kinase), 10 units von RNasin (RNase 

inhibitor, Promega, Mannheim, Deutschland), 1 µM in vitro transkribierte Dε RNA und 

H2O zum Auffüllen auf ein finales Volumen von 10 µl. Der RT-ε-RNA Komplex wurde 

bei 25 °C für 2 h geformt. Die Syntheseaktivität wurde mit Hilfe von [α32P]dATP 

detektiert wie in (Stahl et al., 2007) beschrieben. Die Proben wurde per SDS-PAGE 

separiert und 32P-markierte Protein wurden in einem Autoradiogramm oder über 

Phosphimaging (BAS-1500, Fuji Medical Systems, Stanford, USA) detektiert und mit 

MacBas Software (Fuji Medical Systems, Stanford, USA) quantifiziert.  
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2.11.4 Hsp90 vermittelte v-Src Aktivität 

Die v-Src Kinase ist ein natürliches Substrat von Hsp90 dessen Aktivität strikt von Hsp90 

abhängt. Zur Analyse der Hsp90 vermittelten Aktivität der v-Src wurde die Kinase 

artifizielle in Hefezellen transformiert, die bei längerer Expression der Kinase absterben. 

Dort kann die Phosphorylierung aller löslichen Proteine als Maß der Hsp90 vermittelten 

Aktivität der heterolog exprimierten v-Src im Immunoblot über einen spezifischen 

Phophotyrosin-Antikörper ausgelesen werden (Nathan & Lindquist, 1995). Dazu wurden 

ein Eco82α HSP82/HSC82-/- Doppelknockout Hefestamm verwendet, in den Hefe Hsp90 

oder Hsp90 Mutanten auf einen pRS423 Plasmid über die Lithium-Acetatmethode 

eingebracht wurde. Das rescue Plasmid wurde über mehrere Ausstriche auf Leu- / 0.1 % 5-

fluoro-oroticsäure Paltten herausgeshuffeled.  

Um dem Temperatur-Phänotyp der Hsp90 Mutanten zu testen, wurden auf His- drop out 

Medien 3 x 105 Zellen gespotted und 1 h bei Raumtemperatur anwachsen gelassen. Danach 

wurde linearer Temperaturgradienten von 30 °C – 50 °C mit Hilfe eines Temperatur-

Gradient-Gel- Elektrophoretrischen System (Biometra, Göttingen, Germany) angelegt.  

Zur Analyse der v-Src Aktivität wurden die Hefezellen, die die verschiedenen Hsp90 

Varianten exprimieren, mit dem Expressionsplasmid YpR316 transformiert (URA3-

Marker). Aufgrund der Toxizität der v-Src Kinase steht die Expression unter Kontrolle 

eines induzierbaren Galaktose-Promotors. Dadurch ist der Hefe auf Glucose als C-Quelle 

reguläres Wachstum möglich, da Glucose den Galaktose-Promotor vollständig reprimiert. 

Zur Aktivitätsanalyse wurden in Glucose gewachsene Hefezellen über Nacht in ein 

Raffinose-Medium überführt. Zur Expression der v-Src wurden die Hefezellen in ein 

Galaktose Medium überführt und die Zellen für 6 h bei 30 °C inkubiert. 2 ml Zellen 

wurden geerntet und mit Hilfe von Glaskugeln in 450 µl PBS Puffer mit 30µl Protease 

Inhibitor FY (Serva, Heidelberg, Deutschland) aufgeschlossen. Die Zellbruchstücke 

wurden bei 14.000 x g und 4 °C abgetrennt und 200 µl Überstand abgenommen. Die 

Proteinkonzentration im Überstand wurde mit Hilfe des Bradford Assay (Pierce, Rockford, 

USA) (50 µl Proteinlösung in 950 µl Assaylösung, OD595 bei etwa 0.2) bestimmt. Nach 

einer Angleichung mit PBS Puffer wurden gleiche Proteinkonzentrationen (120 µl) im 50 

µl 5 x Laemmli-Puffer für die SDS-PAGE und Westerblot Analyse verwendet, wobei die 

gleiche Beladung (25 µl) des Gels über die Coomassie Färbung überprüft wurde. Der 

quantitative Nachweis von Phosphotyrosinen im Westerblot wurde mittels des spezifischen 

Antikörpers 4G10 (Stratagene, Ja Jolla, USA) als primären und einem Anti-Maus-POD 

Antikörper als sekündären Antikörper durchgeführt. Die Expression von Hsp90 wurde mit 
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einem Anti-Hefe Hsp90 spezifischen Antikörper überprüft. Eine densitrometrische 

Auswertung von drei unabhängigen Westerblot wurde mit Hilfe der software ImageJ 

(National Institutes of Health, Bethesda, USA) durchgeführt.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Domänenstruktur von Hsp90 

Das molekulare Chaperone Hsp90 besteht aus drei Domänen, die unterschiedliche 

Aufgaben sowohl im ATPase Zyklus als auch in der Substraterkennung übernehmen. Die 

N-terminale Nukleotid-Bindedomäne ist sehr gut charakterisiert. Hier binden die Hsp90 

Inhibitoren wie 17-AAG, Geldanamycin oder Radicicol und konkurrieren mit ATP um die 

Bindung in die Nukleotid-Bindetasche (Roe et al., 1999). Die Hsp90 Mitteldomäne weist 

einerseits direkte Kontakte zur N-Domäne auf und stellt andererseits ein katalytisches 

Arginin, was zur Hydrolyse von ATP wichtig ist und Hsp90 als eine „split ATPase“ 

klassifiziert (Meyer at al., 2003). Eine vollständige Charakterisierung der Hsp90 

Mitteldomäne ist bisher noch nicht vorgenommen worden. Die C-terminale Domäne ist 

hauptsächlich an der Dimerisierung von Hsp90 beteiligt (Wegele et al., 2003). Die 

Grenzen der einzelnen Domänen, die im Hefe Hsp90 (yHsp90) durch unstrukturierte 

Linker miteinander verbunden sind, kann durch einen Blot vorhergesagt werden, der 

strukturierte und unstrukturierte Bereiche eines Proteins identifiziert (Abb. 3-1). 

 

 
Abbildung 3-1: Vorhersage von unstrukturierten Bereichen in yHsp90 
Die Berechnung der Tendenz für ungefaltete Bereiche (disorder tendency) erfolgte mit Hilfe des Programms 
IUPred (http://iupred.enzim.hu/) bei einer Voreinstellung für kurze, unstrukturierte Bereiche. Ein Wert über 
0.5 zeigt Bereiche an, die eine erhöhte Tendenz aufweisen, unstrukturiert zu sein, wie Linker-Bereiche, oder 
terminale Peptidbereiche. Der Blot wurde nach (Dosztányi et al., 2005) durchgeführt. 

 

Es ist deutlich zu erkennen, dass in der Hsp90 Struktur einige Bereiche eine Tendenz zur 

Unordnung besitzen. Der letzte Bereich der C-terminalen Domäne zeigt ebenso eine starke 

Tendenz zur Unordnung an wie der so genannte Linker im Bereich zwischen Aminosäure 

210 und 290, der die N-terminale mit der Mitteldomäne von Hsp90 verbindet. Es sind drei 

weitere intrinsische Bereiche in Hsp90 erkennbar, die ebenso eine Tendenz zur Unordnung 
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anzeigen. Der tendenziell unstrukturierte Bereich zwischen Aminosäure 520 – 560 wurde 

als Domänengrenze für die Hsp90 Mitteldomäne herangezogen (s.h. 3.2). 

 

3.2 Charakterisierung der Hsp90 Mitteldomäne 

Die Mitteldomäne von Hsp90 zeigt in Abb. 3-1 einen gut strukturierten Bereich in der 

Polypeptidkette von Aminosäure 290 – 520. Zur Charakterisierung der M-Domäne wurden 

mehrere Konstrukte geplant, die in Abb. 3-2 schematisch aufgelistet sind.  

 

MD (272 - 527)

MDII (272 – 560)

M1 (272 – 441)

M2 (442 – 527)

GSHM-

GSHM-

His6-

GSHM-

ATP-Bindung Mittel-Domäne Dimerisierung MEEVDHsp90 Linker

 
Abbildung 3-2: Darstellung der klonierten Konstrukte für die Hsp90 Mitteldomäne 
Die Konstrukte für die yHsp90 Mitteldomäne wurden anhand der Abb. 1 und auf Grundlage der 
Kristallstruktur  (Meyer et al., 2004) kloniert. Die Vorsequenz GSHM ergibt sich bei der Klonierung in den 
pET28a Vektor und nach tag-Proteolyse durch Thrombin.  M2 wurde in den pQE30Xa Vektor mit N-
terminalem His6-tag kloniert.  

 
Die Einteilung der Hsp90 Mitteldomäne in die obigen Subdomänen M1 und M2 wurde 

unter anderem deswegen notwendig, weil die Zuordnung des backbones im 

heteronukularen 2-Dimensionalen NMR des Konstruktes MD über die Subdomänen M1 

und M2 erfolgte. Die bis zur Aminosäure verlängerte Mitteldomäne MDII bis zur 

Aminosäure 560 wurde für NMR Titrationsexperimente verwendet. Die Reinigung der 

Konstrukte, die Abspaltung des His6-tags, sowie die 2H, 13C, 15N - Isotopenmarkierung 

erfolgte wie unter 2.4.5 beschrieben und gab Ausbeuten von ~ 10 mg Protein pro Liter 

Kulturmedium.  
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3.2.1 Struktur- und Stabilitätsanalyse der Hsp90 Mitteldomäne 

Die Faltung und die Stabilität der Hsp90 Mitteldomäne und der Subdomänen wurden mit 

verschiedenen biochemischen Methoden analysiert. Die Hsp90 Mitteldomäne (MD) (Abb. 

3-3) zeigt eine kompakte Faltung, die sowohl thermisch als auch chemisch in einem 

kooperativen Ein-Phasenübergang Native <-> Unfolded entfaltet. 
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Abbildung 3-3: Strukturelle Untersuchung von Hsp90MD 
A, das Fern-UV CD-Spektrum und B, das Nah-UV CD-Spektrum von 10 µM Hsp90MD aufgenommen bei 
20 °C (O) und bei 80 °C (□). C, die thermische Stabilität der Hsp90MD ergab bei einer konstanten Heizrate 
von 20 °C/h bei einer Wellenlänge von 222 nm im CD-Spektrometer eine Schmelztemperatur von 63.2 °C, 
gefitted nach Boltzmann (rot). D, DSC Lauf von 30 µM Hsp90MD bei einer konstanten Heizrate von 20 °C/h 
im Bereich von 10 °C bis 90 °C. Die apparente Schmelztemperatur (61.7 °C) wurde nach einer Korrektur der 
Basislinie ermittelt. E, Fluoreszenzspektren von 10 µM Hsp90MD bei einer Anregungswellenlänge von λex = 
280 nm bei 20 °C für die native Form (O) und die in 6 M Harnstoff entfaltete Struktur (□). F, Harnstoff-
induzierte chemische Entfaltung von Hsp90MD im Gleichgewicht. 10 µM Hsp90MD enthaltenen Proben 
wurden bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen von 0 – 6.6 M Harnstoff über Nacht bei 20 °C inkubiert 
und die Signalintensität für die Entfaltung (O) und Rückfaltung (●) im CD-Spektrometer bei einer 
Wellenlänge von 222 nm über 60 s gemessen und nach Gleichung (13) ausgewertet. Alle Messungen wurden 
im Standardpuffer 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM KCl durchgeführt.  
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Die Hsp90 Mitteldomäne zeigt eine hohe Toleranz gegenüber thermisch oder chemisch 

induzierter Entfaltung mit einem Schmelzpunkt von ≈ 62 °C und einem Mittelpunkt des 

harnstoffinduzierten Übergangs von 4.2 M. Damit bildet die Hsp90 Mitteldomäne 

vergleichbar zur N-terminalen Domäne eine in sich sehr stabile, kompakt gefaltete 

Struktur. Im Bereich zwischen 10 °C und 45 °C wurde keine strukturelle Veränderung der 

Hsp90 Mitteldomäne festgestellt, weshalb Messungen wie das Assignment im NMR oder 

der Chaperon-Assay bei erhöhten Temperaturen durchgeführt werden konnten.  

Die Unterteilung der Hsp90 Mitteldomäne in die zwei Subdomänen M1 und M2 ergab 

zwei gefaltete Domänen (Abb. 3-4), wobei die Subdomäne M1 aggregationsanfällig war.  

 

a b   
 

c  d 
 

 

 
Abbildung 3-4: Strukturelle Untersuchung der Subdomänen M1 und M2 
A - B, Fern-UV CD-Spektrum und thermische Stabilität der Hsp90M1 (Δ). C – D, Fern-UV CD-Spektrum 
und thermische Stabilität der Hsp90M2 ( ). CD-Spektren wurden bei 20 °C in 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM 
KCl aufgenommen. Die thermischen Stabilitäten wurden bei einer konstanten Heizrate von 20 °C/h bei einer 
Wellenlänge von 222 nm aufgenommen und nach Boltzmann gefittet (rot). A und B wurden bei einer 
Proteinkonzentration von 5 µM aufgenommen, C und D bei jeweils 20 µM. 

 

Ein Vergleich beider Domänen macht deutlich, dass die Subdomäne M1 eine kompaktere 

Faltung als M2 besitzt. Die Fern-UV CD-Spektren lassen sowohl für M1 als auch für M2 

auf eine gefaltete Domäne schließen, wobei die Domäne M2 durch den vorhandenen His-
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tag einen größeren random coil Anteil aufweist. Der thermisch induzierte 

Entfaltungsübergang der Subdomäne M1 zeigt einen kooperativen Übergang mit einer 

Schmelztemperatur von 51 °C. Die Subdomäne M2 entfaltet weniger kooperativ, besitzt 

aber eine ähnliche Schmelztemperatur (49 °C). Zusammenfassend sind die Subdomänen 

für eine NMR Charakterisierung geeignet und wurden dementsprechend isotopenmarkiert 

und vermessen. Die erhaltenen heteronuklearen HSQC-Spektren für M1 und M2 sind in 

Abb. 3-5 gezeigt.  

 

a 

 

b  

Abbildung 3-5: 15N, 1H – HSQC Spektrum der Hsp90 Subdomänen M1 und M2 
A, 15N, 1H - HSQC Spektrum von Hsp90M1. Zur Erhöhung der Dispersion wurde die Probe 2H, 13C, 15N – 
isotopenmarkiert. B, 15N, 1H - HSQC Spektrum von Hsp90M2. Die Probe wurde 15N – isotopenmarkiert.  

 

Die beiden Subdomänen M1 und M2 zeigen die für eine kompakt gefaltete Struktur mit 

hohem β-sheet Anteil typische Dispersion im HSQC Spektrum. Die M1 Domäne allerdings 

zeigte eine deutliche Tendenz zur Aggregation und musste aus inclusion bodies gereinigt 

werden. Die Reinigung von M2 erfolgte nach den Standardvorgaben (s.h. 2.4.1). Die 

Informationen, die aus diesen Spektren gewonnen werden könnten, wurden für die Protein-

Rückgrat Zuordnung (assignment) der Hsp90MD Domäne benötigt (Abb. 3-6).  
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Abbildung 3-6: Protein-Rückgrat Zuordnung der Hsp90 Mitteldomäne bei 25 °C 
15N-TROSY Spektrum in 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM KCl inklusive der Zuordnung der NH 
Korrelationssignale. Die Zuordnungseffizienz liegt bei 85 %. Die sekundäre chemische Verschiebung ΔCα – 
ΔCβ ist ein Indikator für die korrekte Zuordnung. In Grau sind die sekundär Strukturelemente aus der 
Kristallstruktur der Mitteldomäne dargestellt, wobei positive Zählen α-Helices und negative Zahlen β-
Strukturelemente verdeutlichen. Die NMR Messungen wurden von Franz Hagn durchgeführt.  

 

Das HSQC-Spektrum der Hsp90 Mitteldomäne zeigt eine Dispersion, die ebenfalls 

charakteristisch ist für eine kompakt gefaltete Struktur. Allerdings musste die 

Mitteldomäne für die Zuordnung deuteriert werden, um eine bessere Signaldispersion zu 

erhalten. Die sekundären Strukturelemente der Hsp90 Mitteldomäne im Kristall und in 

Lösung sind gut vergleichbar (Abb. 3-6, unten) und verifizieren gleichzeitig die Struktur 

sowie das Assignment der Hsp90 Mitteldomäne.  
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3.3 Die Hsp90 C-terminale Domäne  

Die C-terminale Domäne von Hsp90 besitzt hauptsächlich zwei Funktionen. Eine Helix-

Anordnung bildet die konstante Dimerisierungsstelle in Hsp90 und am C-terminalen Ende 

befindet sich mit dem MEEVD-Motiv eine Peptidsequenz, die viele Co-Chaperone über 

die TPR-Domäne binden. Die C-Domäne (Aminosäure 528 – 709) ist im Unterschied zu 

der N- und M-Domäne von Hefe Hsp90 nicht kompakt gefaltet und zeigt unkooperative, 

reversible Temperaturübergänge, wie in Abb. 3-7 gezeigt. 

 

a 
ATP-Bindung Mittel-Domäne Dimerisierung MEEVDHsp90 Linker

528                 - 709  
 

 b                                                                   c 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3-7: Strukturelle Untersuchung der Hsp90 C-Domäne 
A, Dartsellung des Konstruktes zur Untersuchung der Eigenschaft der C-terminalen Domäne. B, Fern-UV 
CD-Spektrum von 10 µM Hsp90 C-Domäne aufgenommen bei 10 °C (O) und 80 °C (●). C, thermische 
Stabilität und Reversibilität der Hsp90 C-Domäne aufgenommen bei einer Wellenlänge von 222 nm und 
einer konstanten Heizrate von 30 °C/h für den Temperaturbereich 10 °C – 80 °C (O) und für das Abkühlen 
der Probe von 80 °C auf 10 °C (●). Alle Messungen wurden bei einer Konzentration von 10 µM im 40 mM 
KPP, pH 7.5 Puffer aufgenommen.  

 
Die C-Domäne zeigt ein typisches Spektrum für ein α-helikales Protein mit den Minima 

bei 222 nm und bei 208 nm. Allerdings zeigt das Spektrum bei 80 °C ebenfalls 

Sekundärstrukturen an, so dass keine vollständige Denaturierung vorliegt. Zur besseren 

Charakterisierung wurde ein HSQC-Spektrum der C-Domäne aufgenommen (Abb. 3-8).  
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Abbildung 3-8: 15N, 1H - HSQC der Hsp90 C-Domäne bei verschiedenen 
Temperaturen 
Das HSQC der Hsp90 C-Domäne (245 µM) wurde bei 30 °C (rotes Spektrum) und bei 60 °C (blaues 
Spektrum) in 40 mM KPP, pH 7.5 mit je 32 scans aufgenommen und zeigt die Abhängigkeit der Dispersion 
von der Temperatur, die auch schon im CD-Spektrum deutlich wurde. Die HSQC Spektren wurden von 
Stephan Lageleder aufgenommen.  

 
 
Die C-Domäne besitzt im Gegensatz zu der N- und M-Domäne von Hsp90 ungewöhnliche 

Struktureigenschaften. Die thermisch induzierte strukturelle Änderung beginnt schon ab 20 

°C, also weit unter den physiologischen Temperaturen und ist reversibel. Die Dispersion 

des HSQC-Spektrums zeigt eine deutliche Abhängigkeit von der Temperatur. Die C-

Domäne scheint damit in Hsp90 einen Bereich mit erhöhter Flexibilität aufzuweisen und 

sie ist, anders als die anderen Domänen, isoliert nicht kompakt gefaltet oder tolerant 

gegenüber erhöhten Temperaturen. 
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3.4 Die Regulation von Hsp90 durch einen C-terminalen „Druckpunkt“ 

3.4.1 Die Konservierung des Druckpunkts 

Humanes Hsp90α wird in vivo an einem einzigen Cystein (Cys-597) durch das Radikal 

Stickstoffmonooxid post-translational modifiziert, die so genannte S-Nitrosylierung 

(SNO). Dieses Cystein befindet sich in der C-terminalen Domäne von Hsp90 und es 

konnte gezeigt werden, dass die S-Nitrosylierung einen Einfluss auf die ATPase Aktivität 

von Hsp90 besitzt (Martinez-Ruiz et al., 2005). Im Zusammenhang dieser Arbeit sollte 

untersucht werden, ob es sich hierbei um einen konservierten Mechanismus handelt und 

wie es möglich ist, dass die Modifikation einer bestimmten Aminosäure, die sich weit 

entfernt von der Nukleotid-Bindedomäne befindet, einen Einfluss auf die ATPase Aktivität 

ausüben kann. Zur besseren Visualisierung zeigt Abb. 3-9 ein Alignment innerhalb der 

Hsp90-Familie und die korrespondierende Stelle ist in der Kristallstruktur von Hefe Hsp90 

markiert. 
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Abbildung 3-9: Sequenz-Alignment von Hsp90 Homologen und Struktur der C-
terminalen Dimerisierungsdomäne  
A, Schematische Domänenstruktur von Hefe Hsp90 mit der zum humanen Hsp90α Cys-597 
korrespondierenden Aminosäure an Position 577, die ebenfalls in Abb. 3-9 B –D in rot gekennzeichnet ist. B, 
Alignment von Hsp90 Homologen, die ein konserviertes Cystein and der gekennzeichneten Stelle tragen, 
welches im humanen Hsp90αmodifiziert werden kann. C, Alignment von Repräsentanten der Hsp90 Familie, 
die kein konserviertes Cystein an der entsprechenden Stelle aufweisen. D, Oberflächenstruktur des 
geschlossenen Komplexes von Hsp90 (auf Basis der Kristallstruktur pdb code 2CG9). Ebenfalls in rot 
markiert ist die Position Ala-577, die zur SNO-modifizierbaren Aminosäure Cys-597 im humanen Hsp90α 
gehört. Die Vergrößerung zeigt die Sekundärstrukturelemente der C-Domäne wie sie in B markiert sind und 
kennzeichnet Ala-577 als eingebunden in einem β-sheet.  

 

Die zum Cys-597 im humanen Hsp90α korrespondierende Aminosäure im Hefe Hsp90 

(Ala-577) ist in der C-terminalen Domäne von Hsp90 lokalisiert, ohne eine offensichtliche, 

direkte Beteiligung an der Dimerisierung zu haben. Ala-577 ist nicht an der Oberfläche 

exponiert, sondern umgeben von geladenen und hydrophoben Aminosäuren, ohne aber den 

vollständigen Kontakt zum Lösungsmittel zu verlieren. Im Alignment fällt auf, dass das 

modifizierbare Cystein (Cys-597 im hHsp90α) in allen höheren Eukaryoten konserviert ist. 

In allen niedrigeren Eukaryoten, wie der Hefe, und in den Prokaryoten fehlt ein Cystein an 

b

c

d

a
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dieser Stelle. Eine mögliche Erklärung wäre, dass in allen Organismen oder Organellen, 

die ein Cystein an der entsprechenden Stelle aufweisen, das Molekül Stickstoffmonooxid 

eine signaltragende Rolle spielt, meist in Kombination mit dem Auftreten der NO-

Synthasen (eNOS, nNOS etc.). In niederen Eukaryoten oder Prokaryoten, sowie z.B. im 

Mitochondrium, spielt NO als Signalstoff keine Rolle, oder ist überhaupt nicht vorhanden, 

weswegen auch der Cysteinrest zur Regulation nicht konserviert ist.  

 

3.4.2 ATPase Aktivität der Hsp90 Cystein-Mutanten und der Einfluss der in vitro S -
Nitrosylierung 

Die Frage ist, ob es sich bei dieser SNO-modifizierbaren Aminosäure in Hsp90 um einen 

Regulationspunkt handelt, der für alle Mitglieder der Hsp90 Familie wichtig ist. So 

könnten verschiedene Organismen durch den Einbau einer bestimmten Aminosäure an 

dieser Stelle, die Hsp90 Aktivität individuell anpassen. Zur Beantwortung dieser Frage 

wurden Mutationsstudien an der entsprechende Aminosäure im Hefe Hsp90 (Ala-577) 

durchgeführt. Dazu wurde zuerst Ala-577 gegen ein Cystein ausgetauscht (Cys-577), was 

später in vitro post-translational modifiziert werden kann. Die S-Nitrosylierung von Cys-

577 in vitro erfolgt durch ein ●NO-Donorsalz, wodurch die Verhältnisse in vivo 

nachgestellt werden können. Weiterhin kann die Thiolgruppe des Cysteins durch die 

Reaktion, z.B. mit Maleimiden, modifiziert werden. Abb. 3-10 zeigt, dass die Einführung 

eines Cysteins an Position 577 die ATPase Aktivität von Hefe Hsp90 stark erhöht. 

Weiterhin lässt sich die ATPase Aktivität durch SNO-Modifikation des eingefügten 

Cysteins und durch Carboxymethylierung des Cysteins mit Iodacetamid stark reduzieren.  
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Abbildung 3-10: Steady state kcat Größen von Hsp90 Wildtyp und der Hsp90A577C 
Mutanten bei 37 °C 
Die Hydrolyserate von Hsp90 Wilttyp wird nicht durch die Anwesenheit von ●NO oder Iodacetamid 
beeinflusst. Die erhöhte ATPase Aktivität der Hsp90A577C Mutante hingegen kann durch Modifikation des 
Cysteinrestes effektiv verringert werden. Die Effektivität der S-Nitrosylierung von Hsp90A577C mit ●NO 
lag bei 68 %, die Cyrboxymethylierung mit Iodacetamid bei 100 %.  

 

Es wird deutlich, dass die ATPase Aktivität von yHsp90 durch eine wichtige Aminosäure 

in der C-terminalen Domäne reguliert werden kann und dass sich Modifikationen dieser 

Aminosäure ebenfalls auf die ATPase Aktivität auswirken. Auffällig ist, dass die 

Einführung des Cysteins in yHsp90 an Position 577 eine 4fache Erhöhung der ATPase 

Aktivität zur Folge hat, obwohl die Aminosäure weit entfernt von der N-terminalen 

Nukleotidbindestelle liegt und ein direkter Einfluss auf die ATPase Aktivität nicht 

ersichtlich ist. Die Zugabe eines ●NO-Donorsalz zeigt zudem, dass es möglich ist, den 

eingeführten Cysteinrest in vitro zu S-nitrosylieren und die ATPase Aktivität von yHsp90 

zu inhibieren. Das deutet darauf hin, dass, obwohl das Cystein an der entsprechenden 

Stelle nicht bei allen Mitgliedern der Hsp90 Familie konserviert ist, dieser Rest eine große 

Rolle bei der Regulation der Aktivität von Hsp90 spielen könnte. Eine weitere 

Modifikation der Thiolgruppe des Cysteinrestes durch Iodacetamid ergab, dass auch die 

Carboxymethylierung einen inhibierenden Einfluss (Faktor 4) auf die Hsp90 Aktivität 

besitzt. Jede Veränderung der Cystein-Seitenkette an dieser Position wirkt sich also auf die 

ATPase Aktivität aus. 
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3.4.3 Der Einfluss auf die Hsp90 Aktivität durch Substitution einer Aminosäure 

Ob sich ein ähnlicher Effekt auch bei anderen Hsp90 Homologen ergibt, wurde durch eine 

Mutationsstudie von humanem Hsp90β untersucht, wobei die zu Cys-597 des hHsp90α 

korresponiderende Position 590 im hHsp90β modifiziert wurde. Die ATPase Aktivitäten 

der hHsp90β Mutanten sind in Tabelle 7 aufgeführt. 

 

Tabelle 7: ATP Hydrosylseraten kcat für humanes Hsp90β und Hsp90β Mutanten bei 
37 °C 

0.018 ± 0.011hHsp90C590A

0.065 ± 0.002hHsp90C590I

0.056 ± 0.006hHsp90ß wild type

kcat

[min-1]
37 °C

0.018 ± 0.011hHsp90C590A

0.065 ± 0.002hHsp90C590I

0.056 ± 0.006hHsp90ß wild type

kcat

[min-1]
37 °C

 
Die steady state kcat Größen für Hsp90 wurden bei 37 °C nach der Vorschrift von 2.11.1 ermittelt. Die 
Konzentration von humanem Hsp90β im Assay betrug 10 µM, die von ATP 5 mM. Die ATPase Aktivität 
wurde durch die Zugabe von 250 µM Radicicol inhibiert und die Aktivität dementsprechend korrigiert.  
 

Auch die ATPase Aktivität des humanen Hsp90β ist abhängig von der eingeführten 

Aminosäure an Position 590. Interessanterweise kann die ATPase Aktivität durch die 

Einführung eines Isoleucins leicht erhöht werden, während die Substitution des 

Cysteinrestes durch ein Alanin die Aktivität stark reduziert. Durch die Substitution der 

Aminosäure an der betrachteten Stelle kann also die Aktivität von Hsp90 eingestellt 

werden. 

Ein detaillierteres Bild sollte für yHsp90 erstellt werden. Dafür wurde Ala-577 durch eine 

Reihe von Aminosäuren substituiert und die Auswirkung auf die ATPase Aktivität bei 

verschiedenen Temperaturen untersucht (Tabelle 8).  
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Tabelle 8: Vergleich der kcat und KM Werte für Hefe Hsp90 und Hsp90 Mutanten 
 

372 ± 580.67 ± 0.09342 ± 330.40 ± 0.01403 ± 710.15 ± 0.02yHsp90P486C

309 ± 561.27 ± 0.09346 ± 570.57 ± 0.02311 ± 500.23 ± 0.02yHsp90A509C

378 ± 201.09 ± 0.02344 ± 510.55 ± 0.02547 ± 620.20 ± 0.01yHsp90A576C

344 ± 290.56 ± 0.08485 ± 610.30 ± 0.01254 ± 300.10 ± 0.02yHsp90A577D

347 ± 680.81 ± 0.06458 ± 350.26 ± 0.01363 ± 500.01 ± 0.01yHsp90A577N

82 ± 74.22 ± 0.19121 ± 122.53 ± 0.05132 ± 71.43 ± 0.03yHsp90A577I

166 ± 123.88 ± 0.12175 ± 131.52 ± 0.03185 ± 170.58 ± 0.13 yHsp90A577C

298 ± 161.15 ± 0.06315 ± 310.60 ± 0.02248 ± 250.20 ± 0.03yHsp90 wt

KM (ATP)
[µM]
37 °C

kcat

[min-1]
37 °C

KM (ATP)
[µM]
30 °C

kcat

[min-1]
30 °C

KM (ATP)
[µM]
25 °C

kcat

[min-1]
25 °C

372 ± 580.67 ± 0.09342 ± 330.40 ± 0.01403 ± 710.15 ± 0.02yHsp90P486C

309 ± 561.27 ± 0.09346 ± 570.57 ± 0.02311 ± 500.23 ± 0.02yHsp90A509C

378 ± 201.09 ± 0.02344 ± 510.55 ± 0.02547 ± 620.20 ± 0.01yHsp90A576C

344 ± 290.56 ± 0.08485 ± 610.30 ± 0.01254 ± 300.10 ± 0.02yHsp90A577D

347 ± 680.81 ± 0.06458 ± 350.26 ± 0.01363 ± 500.01 ± 0.01yHsp90A577N

82 ± 74.22 ± 0.19121 ± 122.53 ± 0.05132 ± 71.43 ± 0.03yHsp90A577I

166 ± 123.88 ± 0.12175 ± 131.52 ± 0.03185 ± 170.58 ± 0.13 yHsp90A577C

298 ± 161.15 ± 0.06315 ± 310.60 ± 0.02248 ± 250.20 ± 0.03yHsp90 wt

KM (ATP)
[µM]
37 °C

kcat

[min-1]
37 °C

KM (ATP)
[µM]
30 °C

kcat

[min-1]
30 °C

KM (ATP)
[µM]
25 °C

kcat

[min-1]
25 °C

 
Die steady state kcat Werte wurden wie unter 2.11.1 beschrieben ermittelt. Die Konzentration von Hsp90 
variierte zwischen 2.5 µM und 5 µM. Die KM Werte wurden ermittelt, in dem die ATP Konzentration 
zwischen 10 µM und 5 mM variiert wurde. Als Fit wurde die Michaelis-Menten Gleichung herangezogen. 
Die Hintergrundaktivität wurde durch Zugabe von 125 µM Radicicol ermittelt.  
 

Die Tabelle 8 beschreibt, dass die unterschiedliche Substitution des Ala-577 in Hsp90 eine 

Erhöhung der ATPase Aktivität durch Einführung eines Cysteins (Faktor 3) oder eines 

Isoleucins (Faktor 4) oder eine Erniedrigung der Aktivität durch Einführung eines 

Asparagins (Faktor 1.5) oder Aspartats (Faktor 2) zur Folge haben. Der Trend der 

Regulation der ATPase Aktivität korreliert interessanterweise mit der Eigenschaft der 

verwendeten Aminosäure, β-sheet Strukturelemente zu stabilisieren (Minor, JR & Kim, 

1994). So besitzen Cystein- und Isoleucinreste eine hohe Tendenz, Asparagin- und 

Aspartatreste eine geringe Tendenz zur Stabilisierung von β-sheet Strukturen. Wie in Abb. 

3-9 gezeigt, liegt Ala-577 im einer β-Faltblatt Struktur und die Substitution könnte einen 

Einfluss auf die Stabilität des β-sheets ausüben. Durch die Substitution an der 

benachbarten Position Ala-576 zum Cystein bleibt die ATPase Aktivität im Vergleich zum 

Wildtyp unverändert. Das verdeutlicht, dass der Druckpunkt in der C-terminalen Domäne 

von Hsp90 stark regioselektiv auf nur eine Aminosäure fixiert ist. Auch die weiteren 

Substitutionen von Ala-509, welche sich in einer α-Helix in der Mitteldomäne befindet, 



Ergebnisse   102 

und die Substitution an Position Pro-486, welche sich auf der Moleküloberfläche in 

räumlicher Nähe zur Position 577 befindet, zeigen keinen zur Position 577 vergleichbaren 

Effekt. Weiterhin zeigt sich, dass durch die Einführung von Asparagin oder Aspartat an der 

Position 577 in yHsp90 der Effekt der in vitro S-Nitrosylierung in Bezug auf die ATPase 

Aktivität nachgeahmt werden kann.  

 

3.4.4 Der Einfluss der Co-Chaperone auf die ATPase Aktivität von Hsp90 Varianten 

Da sich die in vitro ATPase Aktivität von Hsp90 nicht ohne weiteres mit seiner in vivo 

Funktionalität verknüpfen lässt, ist es sinnvoll, die Aktivität von Hsp90 unter Anwesenheit 

seiner Co-Chaperone zu betrachten. Die Co-Chaperone Sti1, Aha1 oder Sba1 üben einen 

starken Effekt auf die ATPase Aktivität aus. Um erstens herauszufinden, ob die Co-

Chaperone einen unterschiedlichen Effekt auf die ATPase Aktivität von Hsp90 Mutanten 

haben, wurden die in vitro ATPase Assays unter Anwesenheit der Co-Chaperone 

wiederholt (Abb. 3-11), um so zweitens den Schritt im ATPase Zyklus näher beschreiben 

zu können, der durch die C-terminale Substitution beeinflusst wird.  
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Abbildung 3-11: Effekte der Co-Chaperone auf die ATPase Aktivität von Hsp90 
Wildtyp und Mutanten 
A, der inhibierende Effekt von Sti1 auf die ATPase Aktivität von Hsp90. 2.5 µM Hsp90 Varianten wurden 
mit 5 µM Sti1 inkubiert. Die Aktivität von Hsp90 Wildtyp ohne Sti1 wurde auf 100 % gesetzt und aufgeführt 
als „reference activity“. B – D, der stimulierende Effekt von Aha1 auf die ATPase Aktivität von Hsp90 
Varianten. Die Hsp90 Konzentration lag bei 1 µM, de Aha1 Konzentration bei 20 µM oder wurde zwischen 0 
und 20 µM variiert, wie in D angedeutet. B, steady state kcat Werte für Hsp90 mit und ohne Aha1. C, der 
Stimulationsfaktor der Aha1 Aktivierung für die verschiedenen Hsp90 Varianten wurde nach B berechnet. 
Der Stimulationsfaktor für alle Hsp90 Varianten ohne Aha1 wurde auf 1 gesetzt und als „reference activty“ 
aufgeführt. D, der Stimulationsfaktor der ATPase Aktivität von Hsp90 Wildtyp (□) und Hsp90A577C (O) 
bei unterschiedlichen Aha1 Komzentrationen. Die ATPase Aktivität der Hsp90 Varianten ohne Aha1 wurde 
auf 1 gesetzt. Alle Messungen wurden bei 37 °C durchgeführt, jeweils 4-mal gemessen und um die 
Hintergrundaktivität korrigiert.  

 

Die getesteten Co-Chaperone Sti1, Sba1 und Cpr6, die entweder am C-Terminus oder in 

der N-Terminalen Domäne von Hsp90 binden, zeigen alle den gleichen Einfluss auf die 

ATPase Aktivität der Hsp90 Punktmutanten im Vergleich zum Wildtyp (teilweise Daten 

nicht gezeigt). Nur Aha1, das hauptsächlich an der Mitteldomäne von Hsp90 bindet, besitzt 

eine deutlich unterschiedliche Stimulierung der Aktivität, wie in Abb. 3-11 b und c 

gezeigt. Die Punktmutanten Hsp90A577I und Hsp90A577C (kcat ≈ 33 min-1 und 30 min-1) 

repräsentieren die maximale durch Aha1 stimulierte Hydrolyserate, bei andere Mutanten 
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wie Hsp90A577N zeigt Aha1 einen weitaus geringeren Effekt auf den kcat. Vergleicht man 

allerdings die Stimulationsfaktoren (Abb. 3-11 c) zeigt sich, dass der Wildtyp sowie die 

Mutanten Hsp90A576C und Hsp90P486C am stärksten (Faktor 15) durch Aha1 stimuliert 

werden, die Mutanten Hsp90A577I und Hsp90A577C werden aber nur halb so effektiv, 

Hsp90A577N nur zu einem Viertel, stimuliert. In Abb. 3-11 d ist eine ausführlichere 

Aktivierung von Hsp90 Wildtyp und Hsp90A577C gegenübergestellt, die zeigt, dass sich 

der Unterschied der ATPase Stimulation deutlicher bei höheren Aha1 Konzentrationen 

abzeichnet. Zusammengefasst lässt sich festhalten, dass von allen getesteten Co-

Chaperonen nur Aha1 ein unterschiedliches Verhalten in der ATPase Regulation der 

Hsp90 Punktmutanten aufweist. Dieser Effekt von Aha1 könnte auf die unterschiedliche 

Flexibilität der Hsp90 Mutanten in den einzelnen Domänenbewegungen zurückzuführen 

sein, die im ATPase Zyklus von Hsp90 eine entscheidene Rolle spielt und für die ATP-

Hydrolyse geschwindigkeitsbestimmend ist, wie später noch detaillierter besprochen wird.  

 

3.4.5 Strukturelle Untersuchung der Hsp90 Mutanten 

Die Unterschiede der einzelnen Hsp90 Mutanten in der ATPase Aktivität könnten auf 

induzierte strukturelle Änderungen beruhen. Die Charakterisierung der Sekundärstruktur 

der Volllängenproteine sowie zweier Fragmente konnte diese Annahme aber nicht 

bestätigen. Zuerst wurde Hsp90 nach Abb. 3-12 in mehrer Subfragmente unterteilt, und 

jeweils die Wildtyp-Sequenz und die A577C-Sequenz der Proteine rekombinant exprimiert 

und aufgereinigt.  

1 709
210 272                                              527   577

ATP Binding                                   Middle Segement Dimerization      C-Tail

linker

577
442                                     636

577
528                 636

yHsp90MshortCshort

yHsp90Cshort

yHsp90

 
 

Abbildung 3-12: Fragmentierung von Hsp90 zur Analyse des Einflusses der A577C 
Mutation auf die Struktur 
Die Fragmente yHsp90MshortCshort und yHsp90Cshort sind monomer in Lösung, wie über analytische SEC-
HPLC gezeigt (Daten nicht abgebildet). Das Fragment yHsp90MshortCshort wurde 15N-isotopen markiert und 
mittels NMR Spektroskopie analysiert. 
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Die CD-Charakterisierung der Hsp90 Volllänge und der Fragmente zeigte keinen 

signifikanten Unterschied beim Vergleich der Wildtyp- und der A577C-Sequenz. Alle 

Fragmente verhielten sich annähernd identisch, so dass eine signifikante Änderung der 

Sekundärstruktur durch die Einführung des Cysteinrestes ausgeschlossen werden kann. Um 

diese These zu stützen, wurde ein finger print HSQC des isotopen markierten Fragments 

yHsp90MshortCshort per NMR Spektroskopie aufgenommen (Abb. 3-13). Das Overlay der 

Spektren für die wildtyp- und die A577C-Sequenz zeigt eine identische Dispersion. Die 

Fragmente weisen demnach die gleiche Faltung auf, ohne lokale Veränderungen in der 

Sekundärstruktur erkennen zu lassen.  

 

 

 

Abbildung 3-13: Overlay der [15N, 1H] HSQC Spektren der yHsp90 Fragmente 
yHsp90MshortCshort (Aminosäuren 442 – 636) gezeigt für die Wildtyp- (rot) und 
A577C- Sequenz (Blau) 
[15N, 1H] Experimente wurden an einem Bruker DMX 600 Spektrometer ausgestattet mit einem Dreiachsen-
Gradient bei 298 K in 50 mM KH2PO4/K2HPO4, 50 mM KCl, 0.5 mM TCEP, pH 7.5 mit 10 % D2O bei einer 
Proteinkonzentration von ~ 400 µM aufgenommen. Für jedes der 128 t1-Inkremente wurden 16 scans 
aufgenommen. Die Spektren wurden prozessiert mit Hilfe der software TopSpin 2.1 (Bruker, Rheinstetten, 
Deutschland) und analysiert mit SPARKY (University of California, San Francisco, USA). Die Messungen 
wurden von Stephan Lagleder durchgeführt.  

 

577
442                                     636
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Der Einfluss der Mutationen an der Position 577 auf die Aktivität von Hsp90 lässt sich also 

nicht auf eine Strukturänderung oder große konformationelle Umlagerungen zurückführen.  

Die Punktmutation könnte aber einen Einfluss auf die Gleichgewichtslage verschiedener 

Konformationen von Hsp90 haben. Hsp90 liegt in Ab- oder Anwesenheit von Nukleotiden 

in einem Gleichgewicht aus offener und geschlossener Konformation dar, wobei sich das 

Verhältnis je nach dem Hsp90-Protein verändert (Krukenberg et al., 2006; Cunningham et 

al., 2008). Die Veränderung des Konormationsgleichgewichts würde einen 

unterschiedliche Population von offenen und geschlossenen Zuständen bedeuteten. Da 

Hsp90 in der offenen oder geschlossenen Koformation jeweils eine andere Affinität zu 

hydrophoben Oberflächen aufweist, kann die quantitative Bindung zu 8-Anilino-1-

naphthalensulfonsäure (ANS) benutzt werden, diesen Effekt zu verdeutlichen. ANS ist eine 

umgebungs-sensitiver, hydrophober Fluoreszenzfarbstoff. Die Fluoreszenz-

Quantenausbeute von ANS steigt mit der Bindung an hydrophobe Oberflächen an. Die 

Fluoreszenz von ANS wird dabei zur quantitativen Analyse der Hydrophobizität der Hsp90 

Varianten herangezogenn. In Abb. 3-14 a sieht man die Rotverschiebung der ANS 

Fluoreszenz nach Bindung an Hsp90. Die Titration von ANS zu den verschiedenen Hsp90 

Varianten (Abb. 3-14, innen) kann zur Bestimmung einer Affinitätskonstante KD (ANS) 

herangezogen werden (Tabelle 9, Gleichung (9)). In Abb. 3-14 b sind die Unterschiede in 

der Quantenausbeute nach der maximalen Bindung von ANS an die Hsp90 Varianten 

graphisch dargestellt.  

a 

      

b 
 

 

Abbildung 3-14: Fluoreszenztitration von ANS an yHsp90 Wildtyp und Mutanten 
A, Fluoreszenz Emmisionsspektren von 200 µM ANS [Δ] in 50 mM HEPES, 150 mM KCL, pH 7.5 und 
inkubiert mit 2 µM yHsp90 wt [□] und 2 µM yHsp90A577C [0]. Spektren wurden bei 25 °C bei einer 
Anregungswellenlänge von 380 nm aufgenommen. Das Innenfenster zeigt die Fluoreszenztitrationen von 
ANS in Bereich zwischen 2 µM - 120 µM ANS zu 2 µM yHsp90 wt [□] und 2 µM yHsp90A577C [0]. Die 
gezeigten Daten wurden um die ANS Eigenabsorption korrigiert und für yHsp90 wt (gepunktete Linie) und 
yHsp90A577C (durchgezogene Linie) nach Gleichung (9) gefittet. B, Vergleich der Fluoreszenzintensitäten 
der ANS Bindung an yHsp90 Varianten. Die relative Intensität für yHsp90 wt wurde gleich 100 % gesetzt. 
Messbedingungen siehe A. Alle Experimente wurden zweifach ausgeführt. Die Standardabweichung ist 
angegeben.  
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Tabelle 9: Die Affinitätswerte für die Bindung von ANS an yHsp90 Varianten 

 

 
Die Affinitätskonstanten KD (ANS) für die Bindung des hydrophoben Fluoreszenzfarbstoffs an yHsp90 
Varianten wurde über die Titration von ANS an Hsp90 wie in Abb. 3-14 beschrieben durchgeführt und nach 
Gleichung (9) ausgewertet. Die Werte sind mit dem Standardfehler angegeben.  
 
 
Diese Charakterisierung zeigte, dass sich die Zugänglichkeit von ANS an die Hsp90 

Varianten unterscheidet. Hier zeigen die Hsp90 Mutanten mit erhöhter ATPase Aktivität 

auch eine erhöhte Affinität zu hydrophoben Bindungspartner, die Mutanten mit reduzierter 

ATPase Aktivität zeigen umgekehrt eine erniedrigte ANS Bindeaffinitäten, verglichen zum 

Wildtyp oder Wildtyp ähnliche Mutanten (Hsp90A509C und P486A). Diese quantitative 

Analyse ist eine ensemble-Messung aller Zustände der Hsp90 Varianten in Lösung, die 

sich in der Affinität zu ANS unterschieden. Da keine strukturellen Unterschiede zwischen 

den Hsp90 Varianten festgestellt wurden, könnte die unterschiedliche Affinität zu ANS 

Ausdruck der verschiedenen Konformationsgleichgewichte der Hsp90 Varianten sein. Die 

Mutation an Position 577 könnte daher die Population der Konformationszustände in 

Hsp90 verändern. 

 

3.4.6 Strukturelle und kinetische Untersuchung der Hsp90 Varianten mittels FRET 

Um eine weitere Aussage über die Konformationszustände der Hsp90 Varianten zu 

erhalten, wurden die C-terminale sowie die N-terminale Dimerisierung kinetisch bestimmt. 

Drei Hsp90 Varianten wurden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und 

in Heterodimerassays über den Förster resonance energy transfer (FRET) Effekt 

charakterisiert. Der FRET Effekt beruht auf einen strahlungsfreien Übergang der Energie 

eines angeregten Fluoreszenzfarbstoffs (Donor) auf einen sich im Grundzustand 

befindenden anderen Fluoreszenzfarbstoff (Akzeptor) über Dipol-Dipol 
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Wechselwirkungen. Die Intensität des Fluoreszenzabfalls des Donors ist abhängig von der 

Entfernung des Akzeptors, wobei die FRET-Effizienz mit der 6. Potenz des Abstands der 

FRET-Paare abnimmt.  

Um die Heterodimerexperimente durchzuführen, wurde zuerst getestet, ob die 

Hsp90A577C Mutanten immer noch in der Lage ist, zum Wildtyp vergleichbare 

Heterodimere mit der ATPase –defizienten Mutante Δ24Hsp90 (Abb. 3-15) auszubilden, 

(Richter et al., 2001). 

 

 

Abbildung 3-15: Heterodimerbildung von Hsp90577C  
Einfluss der Δ24-Hsp90 Mutanten auf die ATPase Aktivität von yHsp90A577C. Die Daten wurden analysiert 
nach Richter et al., (2002). Die statistische Auswertung der induzierten Hemmung ergab eine ATPase 
Aktivität des Heterodimers von ungefähr 1.23 µMATP/(min*µMHsp90) und einen n-Faktor von 1.2. Der n-
Faktor von 1 deutet auf eine gleiche Affinität der Hsp90A577C Mutante hin, Homodimere und Heterodimere 
zu bilden.  

 

Danach wurde die Kinetik der Dimerizierungsprozesse zwischen Donor- und Akzeptor-

markierten Hsp90-Cystein Mutanten per FRET analysiert. Die Einführung eines Cysteins 

in die Aminosäuresequenz von Hsp90 an Position 61 oder 385 beeinflusst weder die in 

vitro noch die in vivo Aktivität des sonst cysteinfreien yHsp90 nicht (Hessling et al., 2009), 

was zudem in Tabelle 10 für die in vitro ATPase Aktivität gezeigt ist. 
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Tabelle 10: Steady state kcat Werte für die yHsp90 Varianten bei 25 °C 
 

0.01 ± 0.01A577N

1.43 ± 0.03 A577I

0.01 ± 0.02 Q385C/A577N

0.02 ± 0.01 D61C/A577N

0.92 ± 0.10 Q385C/A577I

1.05 ± 0.06 D61C/A577I

0.20 ± 0.06 Q385C

0.20 ± 0.03 D61C

0.20 ± 0.03wild type

kcat at 25°C
[min-1]

yHsp90
(modification)

0.01 ± 0.01A577N

1.43 ± 0.03 A577I

0.01 ± 0.02 Q385C/A577N

0.02 ± 0.01 D61C/A577N

0.92 ± 0.10 Q385C/A577I

1.05 ± 0.06 D61C/A577I

0.20 ± 0.06 Q385C

0.20 ± 0.03 D61C

0.20 ± 0.03wild type

kcat at 25°C
[min-1]

yHsp90
(modification)

 

Die ATPase Aktivität von 2.5 µM Hsp90 Wildtyp und Mutanten wurde wie unter 2.11.1 gemessen. Die 
Cystein Mutanten wurden für die FRET Messungen mit FITC oder TAMRA markiert, was die ATPase 
Aktivität nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). 
 

Die kinetischen Untersuchungen wurden mit FITC- oder TAMRA-markierten Cystein 

Mutanten von Hsp90 durchgeführt, die zusätzlich an Position 577 ein Asparagin (geringe 

ATPase Aktivität) oder ein Isoleucin (hohe ATPase Aktivität) aufwiesen. Für den 

Austausch der Untereinheiten wurde die Abnahme der Hsp90 Donor-Fluoreszenz 

gemessen, die mit der Assoziierung von FRET-Dimeren und einer neuen 

Domänenorientierung im Heterodimer korrespondiert (Abb. 3-16 a). Da die FRET-

Effizienz mit der räumlichen Nähe des Donors und Akzeptors zusammenhängt, ist die 

Intensität der Fluoreszenzabnahme ein Hinweis der Domänenorientierung im Hsp90 

Dimer. Die Mutanten yHsp90A577I mit der hohen ATPase Aktivität zeigte eine wesentlich 

höhere FRET Effizienz, was auf eine kompaktere Struktur in dieser Mutante hindeutet.  
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a 

 

b 

 

Abbildung 3-16: Effekte der Hsp90 Varianten auf die C- und N-terminale 
Dimerisierung gemessen per FRET 
A, Untereinheitenaustausch von Hsp90 Dimeren. Das Fluoreszenzsignal wurde bei einer 
Anregungswellenlänge von λex = 496 nm und einer Emissionswellenlänge von λem = 520 nm verfolgt, 
nachdem 100 nM FITC-markiertes Hsp90 mit 100 nM TAMRA-markiertes Hsp90 unter Rühren gemischt 
wurden. Alle Experimente wurden bei 25 °C in 50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM KCl durchgeführt. Die 
Daten wurden um lineares bleaching korrigiert, und folgender Farbcode verwendet: „yHsp90 wt“ 61C/385C 
(blau, Wildtyp Aktivität), „yHsp90A577I“ 61C/385C (cyan, hohe Aktivität), „yHsp90A577N“ 61C/385C 
(grün, geringe ATPase Aktivität). Die konkreten ATPase Aktivitäten der Mutanten sind in Tabelle 11 
aufgelistet. B, N-terminale Dimerisierung der Heterodimere aufgenommen durch die Abnahme des 
Fluoreszenzsignals nach Zugabe von 2 µM ATPγS. Der Farbcode entspricht dem in A verwendeten.  

 

Zusätzlich zu den Fluoreszenzintensitäten zeigen die qualitativ ermittelten apparenten 

Halbwertszeiten für die Reaktion des Untereinheitenaustauschs, dass die yHsp90A577I 

eine 5-fach erhöhte Halbwertszeit aufweist und die C-terminale Dimerisierung in dieser 

Mutante wesentlich stabiler ist. Die Hsp90A577N Mutante, die fast keine ATPase 

Aktivität mehr aufweist, zeigt eine 2-fach reduzierte Halbwertszeit für den Austausch der 

Untereinheiten (Tabelle 11) und eine reduzierte FRET Effizienz. Diese Effekte werden 

ebenfalls deutlich, wenn man die apparenten KD-Werte für die C-terminale Assoziation der 

Hsp90 Mutanten vergleicht, die per analytischer Größenausschluss-HPLC ermittelt wurden 
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(Tabelle 12). Hier zeigt die yHsp0A577I Mutante erneut eine stärke Assoziation im 

Vergleich zum Wildtyp oder zur Hsp90A577N Mutante.  

Die transiente N-terminale Dimerisierung in Hsp90 wurde durch ATPγS-Zugabe induziert. 

Hier zeigten sich bei den Hsp90 Wildtyp und der Hsp90A577I Mutante nur geringe 

Unterschiede (Abb. 3-16 b). Die yHsp90A577N Mutante hingegen zeigte eine stark 

gehemmte N-terminale Assoziierung und ein abweichendes Verhalten nach ATPγS- 

Zugabe. Nicht nur die apparente Halbwertszeit ist bei dieser Mutante stark erhöht (Tabelle 

11), auch die FRET Effizeinz ist sehr gering, was auf eine geringe Anzahl von 

Dimerizierungsprozessen hindeutet. Die Tatsache, dass für alle Mutanten eine 

unterschiedliche Fluoreszenzintensität nach Zugabe des Nukleotids erhalten wird, deutet 

entweder auf eine unterschiedliche Domänenorientierung auch im geschlossenen Zustand 

oder, was wahrscheinlicher ist, auf eine variierende Zahl von Dimerisierungsprozessen hin. 

Tabelle 11: Kinetische Effekte der Hsp90 Varianten auf die C-terminale und N-
terminale Dimerisierung 
 

0.01 ± 0.0125.65 ± 1.250.62 ± 0.02“A577N”
D61C/Q385C

1.43 ± 0.036.73 ± 0.085.19 ± 0.03“A577I”
D61C/Q385C

0.20 ± 0.039.42 ± 0.071.02 ± 0.02“wt”
D61C/Q385C

kcat ATPase

bei 25 °C
[min-1]

t1/2, app

N-terminale
Dimerisierung

[min-1]

t1/2, app

Austausch der
Untereinheiten

[min-1]

yHsp90 
Varianten

0.01 ± 0.0125.65 ± 1.250.62 ± 0.02“A577N”
D61C/Q385C

1.43 ± 0.036.73 ± 0.085.19 ± 0.03“A577I”
D61C/Q385C

0.20 ± 0.039.42 ± 0.071.02 ± 0.02“wt”
D61C/Q385C

kcat ATPase

bei 25 °C
[min-1]

t1/2, app

N-terminale
Dimerisierung

[min-1]

t1/2, app

Austausch der
Untereinheiten

[min-1]

yHsp90 
Varianten

 

Die apparente Halbwertszeit (t1/2, app) wurde auf den FRET Experimenten aus Abb. 3-16 a und b ermittelt. Die 
qualitative Halbwertszeit wurde mit Hilfe der Gleichung (11) ermittelt. Die aufgeführten kcat Werte sind aus 
Tabelle 8 zum besseren Vergleich entnommen.  
 
Tabelle 12: Ermittlung der apparenten Dissoziationskonstanten für Hsp90 per 
analytischer Größenausschluss-HPLC 
 

71 ± 6yHsp90A577N

25 ± 2yHsp90A577I

34 ± 5yHsp90 Wildtyp

app. KD  

Hsp90C-Terminus [nM]

71 ± 6yHsp90A577N

25 ± 2yHsp90A577I

34 ± 5yHsp90 Wildtyp

app. KD  

Hsp90C-Terminus [nM]

 

Die apparenten KD Werte für yHsp90 Wildtyp, yHsp90A577I und yHsp90A577N wurden wie unter 2.5.7 
beschrieben, siehe auch (Richter et al., 2001). 
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3.4.7 Auswirkungen der Hsp90 Mutationen aus die Prozessierung der Reversen 
Transkriptase 

Die oben beschriebenen Unterschiede der Hsp90 Varianten geben eine detaillierte 

Übersicht über die Auswirkung der Mutation auf die ATPase Aktiviät und die damit 

verbundenen Konformationsänderungen in Hsp90. Ob diese Änderungen sich auch auf die 

Hsp90-vermittelte Aktivierung von Substraten auswirken, sollte anhand der Aktivierung 

der Hepatitis-B Virus Reversen Transkriptase (RT) untersucht werden. Hepadnaviren sind 

DNA beinhaltende Viren, die sich mit Hilfe der RT replizieren. Ein Schlüsselschritt im 

Mechanismus ist die Bindung von ε-RNA, welche die RT veranlasst, ein kleines DNA 

Oligonukleotid zu synthetisieren (priming reaction). Kürzlich wurde der stimulierende 

Einfluss von hHsp90 und yHsp90 auf die Aktivität der RT in Anwesenheit des 

Hsc70/Hsp40 Systems und dem Co-chaperone Sti1/Hop nachgewiesen (Stahl et al., 2007). 

RT wurde in dieser Arbeit herangezogen, um den Einfluss der Mutationen an Position 577 

auf die Hsp90-vermittelte Aktivierung von Substraten zu untersuchen. Es zeigte sich, dass 

alle Hsp90 Varianten die priming reaction unterstützen (Abb. 3-17 a). Eine quantitative 

Analyse ergab, dass die RT Aktivierung durch Hsp90 Mutanten, die eine erniedrigte 

ATPaserate aufwiesen, auch weniger stimuliert wurde. Der größte Rückgang der RT 

Aktivität wurde bei Hsp90A577N und Hsp90A577D im Vergleich zum Wildtyp 

festgestellt (Abb. 3-17 b). Die Mutanten Hsp90A577I und Hsp90A577C hingegeben 

zeigten eine leichte Steigerung in der Stimulierung der RT Aktivität.  
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Abbildung 3-17: Auswirkung der Hsp90 Mutation auf die RT Aktivierung 
A, RT-εRNA Komplexe wurden erzeugt: von der Enten Hepatitis-B-Virus Reversen Transkriptase als 
Fusionsprotein mit GrpE (sog. GrpDP, vergl. Beck & Nassal, 2003) (150 nM) und festgelegten 
Konzentrationen von Hsc70 (4.2 µM), Hsp40 (5.2 µM), Hop (0.9 µM) und 32P-markierte Dε RNA (1 µM) 
plus (0.6 µM) des yHsp90 Wildtyps und den entsprechenden Mutanten. Komplexe wurde bei 20 °C für 2 h 
gebildet. Danach wurden die Proben dem priming assay unterzogen und für 1 h bei 37 °C inkubiert. Die 
Proben wurden per SDS-PAGE separiert und die 32P-markierte RT wurde per Autoradiographie analysiert. B, 
densitometrische Analyse des Effekt der Hsp90 Varianten auf die Bildung der priming-aktiven RT-εRNA 
Komplexbildung. Hsp90 Wildtyp Stimulation wurde auf 100 % normiert.  

Die Punktmutationen von Hsp90 an der Position 577 zeigten eine deutliche Korrelation 

zwischen der ATPase Aktivität und der Hsp90-vermittelten Substrataktivierung. Die 

Hsp90 Mutanten mit geringer ATPase Aktivität weisen eine deutliche verringerte 

Stimulierung der Reversen Transkriptase auf und umgekehrt. Diese Ergebnisse lassen 

vermuten, dass die beschriebenen Auswirkungen der Mutation auf die Hsp90 ATPase 

Aktivität in vitro auch auf ein verändertes Verhalten von Hsp90-vermittelten 

Substrataktivitäten übertragen werden können.  
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3.4.8 In vivo Charakterisierung der Hsp90 Mutanten 

Die Auswirkungen der Hsp90 Mutanten in vivo wurden in einem HSC/HSP82 -/- double 

knockout Stamm getestet (Nathan & Lindquist, 1995), der mit einem Plasmid transfiziert 

wurde, auf dem HSP82 Wildtyp oder die entsprechenden Hsp90 Mutationen codiert war. 

Somit war das eingefügte yHsp90 das einzige Hsp90 in der Zelle, in der außerdem alle Co-

Chaperone von Hsp90 vorliegen. Es ist bekannt, dass die Bindung und die Hydrolyse von 

ATP für die essentiellen Funktionen von Hsp90 und daher für die Lebensfähigkeit der 

Hefen absolut notwendig sind (Prodromou et al., 1997; Obermann et al., 1998). Hier zeigte 

sich, dass alle Hsp90 Varianten die essentiellen Funktionen für die Lebensfähigkeit der 

Hefen bei 30 °C unterstützten. Der Temperatur-Phänotyp der Hefen wies ein 

vergleichbares Wachstum der verschiedenen Hefestämme bis zu einer Temperatur von 39 

°C (Abb. 3-18 a). Es wird deutlich, dass die Unterschiede in den ATPase Aktivitäten keine 

entscheidende Auswirkung auf die Lebensfähigkeit der Hefen haben und es erscheint 

möglich, dass die Regulation durch Co-chaperone die Effekte der ATPase Aktivität 

ausgleichen können.  

Um die Hsp90-vermittelte Aktivierung von Substratproteinen in vivo analysieren zu 

können, wurden die Hefestämme mit der viralen Src-Kinase, die streng von der Aktivität 

des Chaperons Hsp90 abhängt, co-transfiziert. Da die aktive Src-Kinase mit der Zeit für 

die Hefe tödlich ist, wird sie unter einem Galaktose-induzierbaren Promotor geschaltet und 

die Expression erst durch Medienwechsel induziert (Nathan & Lindquist, 1995). Die 

Aktivität der v-Src kann über den totalen zellulären Gehalt an Proteinen gemessen werden, 

die eine Tyrosin-Phosphorylierung aufweisen (Abb. 3-18). Die Expressionslevel der 

Hsp90 Varianten sind in allen Hefestämmen unter diesen Bedingungen identisch (Abb. 3-

18 b, untere Bande). Die quantitative, densitometrische Analyse dreier unabhängiger 

Versuche zeigt eine strikte Korrelation zwischen erhöhter ATPase Aktivität der Hsp90 

Varianten und höherer Substrataktivierung und umgekehrt (Abb. 3-18 c).  
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Abbildung 3-18: In vivo Charakterisierung der Hsp90 Mutanten 
A, ein HSC/HSP82 Deletionsstamm wurde mit yHsp90 Wildtyp oder Hsp90 Mutanten transfiziert und auf 
einem Temperatur-sensitiven Phänotyp getestet. Dazu wurden 3 x 105 Zellen auf einem His- drop out 
Medium ausplattiert und ein linearer Temperaturgradient für 36 h angelegt. B, die Hsp90 Wildtyp oder 
Varianten exprimierenden Deletionsstämme wurden mit einem v-SRC codierenden Plasmid co-transfiziert. 
Die Phosphorylierungsaktivität der v-Src wurde mittels Western Blot und einem anti-Phosphotyrosin 
Antikörper (4G10) nachgewiesen. Die Expressionslevel der Hsp90 Varianten wurde mit einem Anti-Hsp82-
Antikörper ebenfalls per Western Blot nachgewiesen. C, densitrometrische Analyse der Hsp90 stimulierten 
v-Src Aktivität dreier unabhängiger Experimente wie in B. Hsp90 Wildtyp Aktivität wurde für jedes 
Experiment auf 100 % gesetzt und mit den Mutanten verglichen. Die Fehlerbalken basieren auf den 
Standardabweichungen.  

 

Die in vivo Charakterisierung zeigte, dass die Hsp90A577I Mutante die v-Src Aktivität zu 

170 % stimuliert und die Stimulation bei der Hsp90A577D auf 40 % abfällt, beides im 

Vergleich zum Wildtyp. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Substrataktivierung bei 

der Veränderung der Aminosäure-Seitenkette an der Position 577 in vitro und in vivo 

vergleichbar ist und die Korrelation zwischen erhöhter ATPase Aktivität und erhöhter 

Stimulation der Substrataktivität auch in der Hefezelle Bestand hat.  
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3.4.9 Zusammenfassung: S-Nitrosylierung: die post-translationale Modifikation von 
Hsp90 am C-term. Druckpunkt 

In dem letzten Abschnitt konnte gezeigt werden, dass sowohl die ATPase als auch die 

Chaperone Aktivität von Hsp90 durch die Veränderung der Seitenkette einer einzelnen 

Aminosäure im C-terminalen Bereich reguliert werden kann. Dieser Druckpunkt scheint in 

der Hsp90-Familie konserviert zu sein, zumindest von der Hefe bis zum Menschen. Es 

wurde berichtet, dass hHsp90, post-translational durch S-Nitrosylierung (SNO) an diesem 

Druckpunkt modifiziert, eine reduzierte ATPase Aktivität aufweist (Martinez-Ruiz et al., 

2005). Durch Mutationsstudien an hHsp90 und yHsp90 konnte dieser Effekt der S-

Nitrosylierung nachgestellt werden. Interessanterweise korreliert die Veränderung der 

ATPase Aktivität mit der Eigenschaft der eingeführten Aminosäure, β-Strukturen zu 

stabilisieren (Minor, Jr & Kim, 1994). Substitution an der Position 577 in yHsp90 zu 

Isoleucin, einer β-sheet stabilisierenden Aminosäure, resultierte in einer Erhöhung der 

Hsp90 Aktivität. Aminosäuren, die β-sheet Strukturen schwächen, wie Asparagin und 

Aspartat, zeigen eine reduzierte Hsp90 Aktivität, die vergleichbar zur S-Nitrosylierung ist.  

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Substitutionen an dem Druckpunkt durch 

Aminosäuren, die eine S-Nitrosylierung imitieren, das konformationelle Gleichgewicht 

von Hsp90 hin zu einer offenen Struktur mit gehemmter N-terminaler Dimerisierung 

verändern. Es scheint, dass die Energiebarriere für die N-terminal dimerisierte, 

geschlossene Konformation von Hsp90 erhöht und damit die ATPase Aktivität erniedrigt 

wird.  

Die essentiellen Funktionen von yHsp90 für die Lebensfähigkeit von Hefen werden durch 

die Mutationen am Druckpunkt allerdings nicht beeinflusst. Die Hsp90-vermittelte 

Stimulierung von Substrataktivitäten hingegen ist abhängig von der Punktmutation in 

Hsp90. SNO-imitierende Substitutionen zeigten eine deutlich schwächere Stimulation der 

Hsp90 Substrate, so dass eine eindeutige Korrelation zwischen der Regulation der ATPase 

Aktivität und der Substrataktivierung festgestellt wurde.  

Die Tatsache, dass ein für die S-Nitrosylierung notwendiges Cystein an der homologen 

Position erst bei höheren Eukaryoten konserviert ist, zeigt eine mögliche ko-evolutionäre 

Entwicklung in Hsp90 selbst. Die Aktivität von Hsp90 kann durch eine einzelne 

Aminosäure variiert werden und den Lebensbedingungen des jeweiligen Organismus 

angepasst werden. Weiterhin kann in höheren eukaryontischen Systemen so das zelluläre 

Level an freiem NO durch die Hsp90-abhängige Stimulation der NO-Synthasen in einer 

feedback Schleife reguliert werden.  
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 einer post-translationale Modifikation von Hsp90 und die Notwendigkeit, die Aktivität 

von Hsp90 durch Stickstoffmonooxid regulieren zu können. Eine direkte Auswirkung 

dieser Regulation lässt sich in der feedback-Schleife der Aktivierung der endothelen NO-

Synthase durch Hsp90 finden (xxx).  

3.5 Die Regulation von Hsp90 durch das Co-chaperon Aha1 

Hsp90 ist eine ATPase mit geringer Aktivität. So beträgt die Hydrolyserate von Hefe 

Hsp90 nur 1 min-1 und die von humanem Hsp90 sogar nur 0.05 min-1 (Richter et al., 2008; 

McLaughlin et al., 2006). Diese Hydroylseraten deuten auf die Funktion von Hsp90 in der 

Zelle hin, wobei Hsp90 bei der Faltung von Proteinen erst im späteren Stadium eingreift 

und es diskutiert wird, ob Hsp90 nicht eher eine holdase- als eine foldase-Funktionalität 

aufweist. Die geringe Hydrolyserate von Hsp90 wird zudem von einer Anzahl von Co-

chaperonen reguliert, die meist einen inhibierenden Effekt auf die ATPase Aktivität von 

Hsp90 ausüben, wie Sba1/p23, Sti1/Hop oder Cdc37/p50. Bisher wurde nur ein Aktivator 

der Hsp90 Aktivität identifiziert, Aha1 (Panaretou et al., 2002). 

 

3.5.1 Die Domänenstruktur von Aha1 

Aha1 ist ein konserviertes Protein, bestehend aus einer N- und C-terminalen Domäne 

(Abb. 3-19 a). Die N-terminale Domäne von Aha1 (Aha1-N) ist homolog zu Hch1, einem 

Protein dass nur in niederen Eukaryoten zu finden ist. Aha1-N bindet hauptsächlich über 

ionische Wechselwirkungen an die Hsp90 Mitteldomäne (Meyer et al., 2004). Der C-

terminalen Domäne von Aha1 (Aha1-C) konnte bisher noch keine Funktion zugeordnet 

werden.  
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b 

 

c 
 
yAha1 ----------------MVVNNPNNWHWVDKNCIGWAKEYFKQKLVGVEAGSVKDKKYAKI    44 
hAha1 MAKWGEGDPRWIVEERADATNVNNWHWTERDASNWSTDKLKTLFLAVQVQNEEGK—CEV    58 
                   ..* *****.:::. .*:.: :*  ::.*:. . :.*  .:: 

 
yAha1 KSVSSIEGDCEVNQRKGKVISLFDLKITVLIEGHVDSKDGSALPFEGSINVPEVAFDSEA    104 
hAha1 TEVSKLDGEASINNRKGKLIFFYEWSVKLNWTGTSKS----GVQYKGHVEIPNLSDENSV    114 
 ..**.::*:..:*:****:* ::: .:.:   *  .*    .: ::* :::*::: :... 

                               N-Domäne | C-Domäne 
yAha1 SSYQFDISIFKETSELSEAKPLIRSELLPKLRQIFQQFGKDLLATHGNDIQVPESQVKSN    164 
hAha1 DEVEISVSLAKDEPD-TNLVALMKEEGVKLLREAMGIYISTLKTEFTQGMILPTMNGESV    173 
 .. ::.:*: *: .: ::  .*::.* :  **: :  : . * : . :.: :*  : :*  

 
yAha1 YTRGNQKSSFTEIKDSASKPKKNALPSSTSTSAPVSSTNKVPQNGSGNSTSIYLEPTFNV    224 
hAha1 DPVGQPALKTEERKAKPAPSKTQARPVG----------VKIP------TCKITLKETFLT    217 
  . *:   .  * * ..: .*.:* * .           *:*      : .* *: ** . 

 
yAha1 PSSELYETFLDKQRILAWTRSAQFFNSGPKLETKEKFELFGGNVISELVSCEKDKKLVFH    284 
hAha1 SPEELYRVFTTQELVQAFTHAPATLEAD----RGGKFHMVDGNVSGEFTDLVPEKHIVMK    273 
 ...***..*  :: : *:*::.  :::.       **.:..*** .*:..   :*::*:: 

 
yAha1 WKLKDWSAPFNSTIEMTFHESQEFHETKLQVKWTGIPVGEEDRVRANFEEYYVRSIKLTF    344 

hAha1 WRFKSWPEGHFATITLTFIDKN-—GETELCMEGRGIPAPEEERTRQGWQRYYFEGIKQTF    331 
 *::*.*.  . :** :** :.:   **:* ::  ***. **:*.* .::.**...** ** 

 
yAha1 GFGAVL- 350 
hAha1 GYGARLF 338 
 *:** *  

 

Abbildung 3-19: Domänenstruktur, Stabilität und Homologie von Aha1 
A, der Aktivator der Hsp90 ATPase Aktivität Aha1 ist in zwei Domänen aufgeteilt, eine N-terminale 
Domäne (Aha1-N), die homolog zu Hch1 ist, sowie eine C-terminale Domäne (Aha1-C) mit bislang 
unbekannter Funktion. B, Fern-UV CD Spektrum von 10 µM Aha1 (●), 10 µM Aha1-N (o) and 10 µM 
Aha1-C (Δ) aufgenommen bei 15 °C in 25 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7.5, 20 mM KCl, 0.5 mM TCEP. C, 
Alignment von yAha1 und hAha1 mit Markierung N- und C-Domäne von Aha1. Gelb unterlegt sind die 
konservierten Aminosäuren. 
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Die Sekundärstrukturanalyse per CD-Spektroskopie von Aha1 und von den Aha1 

Fragmenten zeigte für Aha1 und für die N-terminale und C-terminale Domäne eine 

kompakte Faltung (Abb. 3-19 b). Die Stabilitäten der einzelnen Domänen Aha1-N und 

Aha1-C zeigen sogar einen höheren Schmelzpunkt im Vergleich zur Volllänge Tabelle 13. 

Dies deutet darauf hin, dass die individuellen Domänen von Aha1 unabhängig voneinander 

intakte Domänen repräsentieren, die eigene Funktionen übernehmen könnten.  

Tabelle 13: Schmelzpunkt-Bestimmung von Aha1 und Aha1 Fragmenten durch 
thermisch induzierte Entfaltung 
 

73.6 ± 0.1Aha1-C

65.4 ± 0.1Aha1-N

63 ± 0.1Aha1

Schmelztemperatur
[°C]

Protein

73.6 ± 0.1Aha1-C

65.4 ± 0.1Aha1-N

63 ± 0.1Aha1

Schmelztemperatur
[°C]

Protein

 

Änderungen der Sekundärstruktur durch die thermisch induzierte Entfaltung von 10 µM Aha1, 10 µM Aha1-
N oder Aha1-C wurde im CD bei 218 nm bei einer konstanten Heizrate von 60 °C/h beobachtet. Die 
erhaltenden Daten wurden nach der Boltzmann-Gleichung ausgewertet und mit dem Standardfehler 
angegeben. Die Messung erfolgte in 25 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7.5, 20 mM KCl, 0.5 mM TCEP. 
 

3.5.2 Aha1 bindet mit beiden Domänen an Hsp90 

Obwohl Hch1 und Aha1-N eine hohe Homologie aufweisen und anhand der 

Kristallstruktur von Aha1-N und der Hsp90 Mitteldomäne eine vollständige Interaktion der 

beiden Domänen ohne Beteiligung der Aha1-C vorstellbar wäre, zeigt Abb. 3-20 dass die 

Bindung von Aha1 an Hsp90 beide Domänen einschließt. Zwar ist Aha1-N in der Lage, die 

ATPase Aktivität von Hsp90 allein zu stimulieren, aber die Stimulation im Vergleich zur 

Aha1 Volllänge ist um das 10fache geringer. Die C-Domäne hingegen besitzt alleine keine 

stimulierende Funktion. Fügt man jedoch beide Aha1 Domänen zusammen der ATPase 

Reaktion zu, lässt sich annähernd die ursprüngliche Stimulation der Aha1 Volllänge wieder 

erreichen. 
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Abbildung 3-20: Effekte von Aha1 und Aha1 Domänen auf die ATPase Aktivität von 
Hsp90 
A, der stimulierende Einfluss von Aha1 (grün), Aha1-N (weinrot) und Aha1-C (magenta) auf die ATPase 
Aktivität von Hsp90. 1µM Hsp90 wt wurde mit Aha1 Varianten im Konzentrationsbereich zwischen 0 und 
60 µM vorm Start der Reaktion für 10 min bei 30 °C inkubiert. B, Gleiche Konzentrationen von Aha1-N und 
Aha1-C wurden in einem Verhältnis von 1:1 mit 1 µM Hsp90 wt vorm Start der Reaktion inkubiert. 
Angegeben sind die Endkonzentration beider Aha1-Fragmente. Alle Versuche wurden bei 30 °C in 40 mM 
HEPES, pH 7.5, 20 mM KCl, 10 mM MgCl2, 5 mM ATP durchgeführt und die Hintergrundaktivität nach 
Zugabe von 150 µM Radicicol wurde abgezogen. Aha1 und Aha1 Fragmente zeigten keine ATPase 
Aktivität.  

 
Die Stimulierung der Hsp90 ATPase Aktivität zeigt, dass für die Aktivierung von Hsp90 

beide Domänen von Aha1 wichtig sind. Die individuellen Domänen von Aha1 bilden in 

Lösung keine Assoziate (Daten nicht gezeigt). Berücksichtigt man zudem die Tatsache, 

dass die Volllänge Aha1 in Lösung Monomer vorliegt, lässt sich schlussfolgern, dass, 
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abgesehen von der Hsp90 Mitteldomäne, mindestens noch eine weitere Bindestelle für 

Aha1 in Hsp90 vorhanden sein muss. Es wäre aber möglich, dass durch die Bindung von 

Aha1-N die zweite Aha1-Bindestelle in Hsp90 erst induziert wird und Aha1-C zeitlich 

nach der Bindung der N-terminalen Domäne erfolgt.  

 

3.5.3 Bindung von Aha1 und Aha1 Fragmenten an Hsp90 und die Brückenfunktion von 
Aha1 

Nachdem gezeigt wurde, dass die Bindung von Aha1 an Hsp90 komplexer Natur ist, wurde 

die Funktionalität jeder einzelnen Domäne untersucht. Dazu wurde die 

Domänenorientierung und der Austausch von Untereinheiten in Hsp90 Dimeren über den 

Förster resonance energy effect (FRET) gemessen. Für die Messungen wurde eine 

Cystein-Mutante von Hsp90D61C entweder mit ATTO-488 oder mit ATTO-550 markiert, 

wobei die Mutation und der Label keinen Einfluss auf die Aktivität von Hsp90 ausüben 

(Hessling et al., 2009). Zuerst wurden FRET-Paarungen in Hsp90 Heterodimeren erzeugt, 

indem die markierten Hsp90 Homodimere miteinander gemischt wurden und die Abnahme 

der Donor-Fluoreszenz detektiert wurde (Abb. 3-21 a). Als nächstes wurde Aha1 oder 

Aha1 Fragmente zu den Hsp90 Heterodimeren gegeben und die Änderung in Donor-

Fluoreszenz gemessen (Abb. 3-21 b). Die Zugabe von Aha1 resultierte in einer deutlichen 

Abnahme der Hsp90 Donor-Fluoreszenz, folglich auch in einer Zunahme der FRET 

Effizienz, was möglicherweise auf eine neue, kompaktere Domänenorienteierung in Hsp90 

mit sich annähernden N-Domänen zurückzuführen ist. Alle weiteren Aha1 Fragmente 

zeigten bei einer Konzentration, bei der völlige Sättigung erreicht sein sollte, einen 

vergleichbaren, wenn auch viel geringeren Effekt, was eine Bindung der einzelnen Aha1 

Fragmente an Hsp90 zeigt. Zur Untersuchung des kinetischen Effekts von Aha1 auf den 

Austausch der Hsp90 Untereinheiten wurde ein Überschuss von unmarkierten Hsp90 

Wildtyp zu den Lösungen gegeben und die wiederkehrende Donor-Fluorezenz detektiert 

(Abb. 3-21 c).  
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Abbildung 3-21: Bindung von Aha1 und Aha1 Fragmenten und die Brückenfunktion 
von Aha1 gemessen über fluorescence resonance energy transfer (FRET)  
A, die Bildung von unterschiedlich markierten Hsp90-FRET-Paarungen mit 100 nM ATTO-488 und 100 nM 
ATTO-550 markierten Hsp90 Cys-61 Mutanten. ATTO-488 markiertes Hsp90 wurde für 20 min vorinkubiert 
(photo-bleaching) und die Abnahme der Donor-Fluoreszenz nach Zugabe von ATTO-550 markiertem Hsp90 
über die Zeit gemessen (λex = 488 nm and λem = 523 nm). B, Abnahme der Hsp90 Donor-Fluoreszenz (grau) 
nach der Zugabe von Aha1 (20 µM, olive), Aha1-N (60 µM, magenta), Aha1-C (60 µM, weinrot) oder Aha1-
N + Aha1-C (120 µM im Verhältnis 1:1, grün) zu den vorgeformten Hsp90 Heterodimeren.C, Austausch der 
Hsp90 Untereinheiten in Abwesenheit und Anwesenheit der Aha1 Varianten nach der Zugabe von 2 µM 
unmarkiertem Hsp90 Wildtyp. Gezeigt ist die Zunahme der Donor-Fluoreszenz. Die Farbzuordnung und 
Konzentrationen sind die selben wie in B. Die apparenten Halbwertszeiten für jeden Untereinheitenaustausch 
sind in Tabelle 14 angegeben. Alle Messungen wurden in 40 mM HEPES, pH 7.5, 20 mM KCl bei 20 °C 
durchgeführt. 
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Durch die Zugabe eines Überschusses von unmarkierten Hsp90 lässt sich die Kinetik des 

Austausches der Hsp90 Untereinheiten messen. Die qualitative Auswertung der Daten über 

die Bestimmung der Halbwertszeit der Reaktion ergab die in Tabelle 14 aufgelisteten 

Werte. Es zeigte sich, dass die Anwesenheit von Aha1 in einer starken Verlangsamung des 

Austauschs der Hsp90 Untereinheiten resultierte, wobei die Halbwertszeit der Reaktion 

etwa um Faktor 20 erhöht wurde. Dies deutet darauf hin, dass in Anwesenheit von Aha1 

die Assoziation der einzelnen Hsp90 Protomere stark erhöht ist und das dieser Effekt 

Nukleotid-unabhängig ist. Aha1 besitzt eine Art Brückenfunktion für die Untereinheiten 

von Hsp90, wobei die Bindung von Aha1 eine neue Orientierung der Domänen im Hsp90 

Dimer zur Folge hat. Die einzelnen Domänen von Aha1 zeigen ebenfalls eine 

Neuorientierung der Hsp90 Domänen, also indirekt auch eine Bindung. Für die 

Brückenfunktion von Aha1 ist allerdings das Volllängenprotein notwendig.  

 

Tabelle 14: Kinetische Effekt von Aha1 und Aha1 Fragmenten auf den Austausch der 
Untereinheiten von Hsp90 gemessen über FRET 
 

4.33 ± 0.03+ Aha1-C

4.25 ± 0.04+ Aha1-N

5.21 ± 0.04+ Aha1-C & Aha1-N

53.98 ± 0.15+ Aha1

2.5 ± 0.02Hsp90

app. t1/2 Untereinheitenaustausch
[min]

Protein

4.33 ± 0.03+ Aha1-C

4.25 ± 0.04+ Aha1-N

5.21 ± 0.04+ Aha1-C & Aha1-N

53.98 ± 0.15+ Aha1

2.5 ± 0.02Hsp90

app. t1/2 Untereinheitenaustausch
[min]

Protein

 

Die apparenten Halbwertszeiten (t1/2, app) für den Austausch der Untereinheiten (subunit exchange) der Hsp90 
Dimere abgeleitet von den Daten in Abb. 3-21 C. Die qualitative Halbwertszeit in Anwesenheiten und 
Abwesenheit der Aha1 Varianten wurden wie unter „Material und Methoden“, Gleichung (12) beschrieben 
bestimmt und inkulsive des Standardfehlers angegeben. Die Experimente wurden in 40 mM HEPES, pH 7.5, 
20 mM KCl bei 20 °C durchgeführt. 
 

3.5.4 Aha1 Bindung an die Mutante yHsp90V391E 

Mit den FRET Experimenten konnte gezeigt werden, dass Aha1 eine Brückenfunktion für 

die Hsp90 Untereinheiten einnehmen könnte. Obwohl hier sowie in den ATPase Assays 

gezeigt werden konnte, dass die N-terminale und C-terminale Domänen von Aha1 bei der 

Bindung und Stimulierung von Hsp90 beteiligt sind, bleibt unklar, ob Aha1 an einem 
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Hsp90 Protomer bindet oder die Brückenfunktion durch die Bindung eines Aha1 Moleküls 

an beide Protomere im Hsp90 Dimer stattfindet. Um diese Frage beantworten zu können, 

wurden Hsp90 Heterodimere mit einer Mutation erzeugt, die nur die Bindung eines Aha1 

Moleküls an ein Hsp90 Protomer erlauben. Auf Grundlage der Kristallstruktur des 

Komplexes von Aha1-N und der Hsp90 Mitteldomäne (Meyer et al., 2004), wurde die 

Mutante yHsp90V391E kreiert. Diese Hsp90 Mutante benötigte sehr viel mehr Aha1, um 

stimuliert zu werden, zeigte eine stark reduzierte Stimulation durch Aha1 und bindet Aha1 

wesentlich schlechter im Vergleich zum Hsp90 Wildtyp (Abb. 3-22).  
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Abbildung 3-22: Komplexierung von Aha1 mit Hsp90 Mutanten 
A, Stimulierender Effekt von Aha1 auf die ATPase Aktivität von Hsp90V391E. 1 µM Hsp90V391E wurde 
mit verschiedenen Aha1 Konzentrationen von 0 – 40 µM inkubiert. Die ATPase Aktivität wurde bei 30 °C in 
40 mM HEPES, pH 7.5, 20 mM KCl, 10 mM MgCl2, 5 mM ATP gemessen. B, 1 µM FITC-markiertes Aha1 
wurde mit 4 µM Hsp90 Wildtyp und Hsp90 Mutanten für 30 min bei RT in 40 mM HEPES, pH 7.5, 20 mM 
KCl inkubiert. Die Inkubation von 1 µM Aha1 mit 29 µM unmarkierten Hsp90 zeigte keine Veränderung des 
Oligomerisierungsverhaltens von Aha1 (Daten nicht gezeigt). Die Sedimentationsläufe wurden bei 45.000 
upm und 23 °C durchgeführt. Die Verschiebung von 3 S auf 7.5 S zeigt eine Komplexbildung von Aha1 mit 
Hsp90 an. Hsp90V391E und die Doppelmutante Hsp90V391E/D79N weisen eine stark reduzierte Affinität 
zu Aha1 auf.  
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Um qualitativ beschreiben zu können, ob Aha1 an Hsp90 bindet, wurde Aha1 zu diesem 

Zweck FITC-markiert und die Bindung an Hsp90 in der Ultrazentrifuge analysiert (Abb. 

3-22 b). Hier zeigt sich erstens, dass Aha1 in einem Konzentrationsbereich bis 30 µM als 

Monomer vorliegt (Daten nicht gezeigt) und zweitens, dass eine starke Bindung von Aha1 

zum Hsp90 Wildtyp durch die Zunahme der Swedberg-Konstante (S) von 3 S auf 7.8 S 

beobachtet werden kann, die Bindung zu Hsp90V391E und der Doppelmutanten 

Hsp90V391E/D79N aber fast vollständig inhibiert wird. Hsp90D79N ist eine Mutante, die 

weder ATP bindet noch hydrolysieren kann (Obermann et al., 1998). 

 

3.5.5 Aha1 stimuliert die Hsp90-Untereinheiten in cis und trans 

Um zu untersuchen, ob die Stimulation von Aha1 in dem selben Protomer von Hsp90 

stattfindet, an das auch Aha1 gebunden ist, es sich also um eine cis-Aktivierung handelt, 

oder ob Aha1 das gegenüberliegende Protomer in trans aktiviert, werden verschiedene 

Heteromere von Hsp90 durch Titration erzeugt und die ATPase Aktivität in Anwesenheit 

von Aha1 gemessen. In Abb. 3-23 a, sind die Aha1-stimulierten ATPase Aktivitäten aller 

homodimeren Mutanten sowie der C-terminalen Domäne von Hsp90 (Hsp90-C) gezeigt. 

Um zuerst die trans-Stimulierung zu testen, wird zu Hsp90V391E eine steigende 

Konzentration der Hsp90D79N Mutante in Anwesenheit von 10 µM Aha1 titriert. Es 

zeigte sich eine deutliche Zunahme der ATPase Aktivität (Abb. 3-23 b), die einerseits die 

Ausbildung von Heterodimeren bewies, aber anderseits auch zeigte, dass diese 

Heterodimer bei Anwesenheit von Aha1 sehr stark aktiviert werden können. In 

Abwesenheit von Aha1 konnte keine Änderungen festgestellt werden (Daten nicht 

gezeigt). Die Stimulierung des gebildeten Heterodimers durch Aha1 zeigt deutlich eine 

trans-aktivierende Funktion von Aha1. Um eine cis-Stimulierung zu testen, wurde zum 

Hsp90 Wildtyp, das durch Aha1 stark stimuliert werden kann, die Doppelmutante 

Hsp90V391E/D79N titriert. Bei diesen Heterodimeren ist eine trans-Aktivierung inhibiert 

(Abb. 3-23 c). Interessanterweise zeigte sich keine Änderung in der ATPase Aktivität, was 

auf eine ebenfalls cis-gerichtete Aktivierung hindeutet. Wenn zum Hsp90 Wildtyp unter 

Anwesenheit von Aha1 die C-terminale Domäne von Hsp90 titriert wird, zeigt sich eine 

konzentrationsabhängige Abnahme der ATP-Umsatzrate (Abb. 3-23 d). Dies deutet darauf 

hin, dass die cis-Aktivierung von Aha1 im Hsp90 Dimer auf die Anwesenheit zweier 

vollständiger Protomere beruht, die aber nicht unbedingt voll funktional sein müssen. 
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Abbildung 3-23: Heterodimer ATPase Assay zur Aufklärung des 
Aktivierungsmechanismus von Aha1 
A, steady state kcat Werte von 1 µM Hsp90 wt und Hsp90 Mutanten in Anwesenheit von 10 µM Aha1. B – D, 
der Effekt der Heterodimer Bildung auf die durch Aha1 stimulierte ATPase Aktivität von Hsp90. B, die 
spezifische ATPase Aktivität von 1µM Hsp90V391E in Anwesenheit von 10 µM Aha1 unter Erhöhung der 
Konzentration von Hsp90D79N. C – D, spezifische Aktivität von 1 µM Hsp90 Wildtyp in Anwesenheit von 
10 µM Aha1 unter Erhöhung der Konzentration der Doppelmutanten Hsp90D79NV391E (C) oder der C-
terminalen Domänen von Hsp90 (D). Die Ausbildung der Heterodimere wurde durch Mischung der Hsp90 
Varianten und Inkubation bei 30 °C für 10 Minuten erreicht. Danach wurde Aha1 zugegeben und für weitere 
5 Minuten inkubiert. Die ATPase Assays wurden in 40 mM HEPES, pH 7.5, 20 mM KCl bei 30 °C 
durchgeführt, mit 125 µM Radicicol abgestoppt und um die Hintergrundaktivität korrigiert.  

 

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Stimulierung der Hsp90 ATPase Aktivität durch 

Aha1 in beide Richtungen funktioniert, sowohl in cis als auch in trans. Dabei ist die 

Stimulierung in beiden Richtungen nicht davon abhängig, dass zwei Aha1 Moleküle an das 

Hsp90 Dimer gebunden sind. Die Assoziation eines Aha1 Moleküls an Hsp90 reicht aus, 

um eine vollständige Stimulation der ATPase Aktivität zu bewirken. Dieses Modell würde 

nahelegen, das die durch Aha1 hervorgerufene konformationelle Änderung in Hsp90 zu 

einer Änderung in der N-terminalen Dimerisierung führen würde, was folglich in einer 

Hydrolysereaktion in beiden Hsp90 Untereinheiten resultieren würde. Diese Eigenschaft 

von Aha1 und die oben gezeigte Brückenfunktion weisen deutlich darauf hin, dass, neben 
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der Interaktion von Aha1 mit der Hsp90 Mitteldomäne, es mindestens noch eine weitere 

Bindestelle für Aha1 gibt, möglicherweise im trans-liegenden Hsp90 Protomer.  

 

3.5.6 Die Bindung von Aha1 erfolgt an die N-terminale und Mitteldomäne von Hsp90 

Um die möglichen Interaktionsfläche zwischen Aha1 und Hsp90 herauszufinden, wurden 
1H, 15N HSQC-NMR Experimente mit isotopen-markierten Proben durchgeführt. Die 

zuvor erstellten Assignments (Protein-Rückgrat Zuordnungen) der N-terminalen und 

Mitteldomäne von Hsp90 (Salek, 2002; Dehner, 2003; Hagn, unveröffentlicht) wurden 

verwendet, um die Interaktionsfläche in Hsp90 über chemische Verschiebungsexperimente 

zu bestimmen. Die Titration von Aha1 zu der markierten Hsp90 Mitteldomäne bestätigte 

die Interaktionsfläche, die in der Kristallstruktur der Hsp90 Mitteldomäne mit der N-

terminalen Domäne von Aha1 beschrieben wurde (Meyer et al., 2004; Abb. 3-24 a und b, 

Abb. 3-25).  

Nach Bestätigung der Kontakte in der Hsp90 Mitteldomäne, wurde die Hsp90 N-Domäne 

im Komplex mit Aha1 untersucht. Hier wurden ebenfalls chemische Verschiebungen 

einzelner Aminosäuren nach der Zugabe von Aha1-N detektiert (Abb. 3-24 a, Abb. 3-25), 

die eine weitere spezifische Bindestelle in der N-Domäne von Hsp90 anzeigen. Die 

Aminosäuren befinden sich in der letzten α-Helix und dem C-terminalen β-sheet (Reste 

187 – 210) auf der Hsp90 N-Domäne.  

Wenn dagegen zu der isolierten Hsp90 N-Domäne in der nukleotidfreien Form die Aha1-C 

Domäne titriert wird, konnten keine chemischen Verschiebungen detektiert werden, 

folglich wurde keine Bindung zwischen Hsp90-N und Aha1-C in Abwesenheit von 

Nukleotid festgestellt. In der AMP-PNP gebundenen Form zeigte die Hsp90 N-Domäne 

hingegen eine Interaktion mit der Aha1-C Domäne (Abb. 3-24 a und b, Abb. 3-25). 

Dieses Ergebnis zeigt eine nukleotid-abhängige zweite Bindestelle für Aha1 in Hsp90. Die 

individuellen Aminosäuren, die bei der Bindung zwischen Hsp90-N und Aha1-C beteiligt 

sind, clustern im Bereich des ATP-Lids und der Helix 1 in der Hsp90 N-Domäne. Um 

diese Interaktion zu bestätigen und zu vervollständigen, wurde das Assignment der C-

terminalen Domäne von Aha1 bestimmt. Für Aha1-C könnten 94 % aller nicht-Prolin 

Reste für den Bereich Aminosäure 213 – 350 zugeordnet werden. Chemische 

Verschiebungs- und NOE-Experimente bestätigten die Anordnung von 

Sekundärstrukturelementen, wie sie in der C-terminalen Domäne des homologen humanem 

Aha1-C gefunden wurden (pdb: 1x53). Bei der Titration von Aha1-C mit Hsp90-N zeigte 
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sich dieselbe Nukleotidabhängigkeit, eine deutlich stärkere Wechselwirkung beider 

Domänen in Anwesenheit von AMP-PNP (Abb. 3-24 c, Abb. 3-25). Die individuellen 

Aminosäuren, die bei dieser Bindung beteiligt sind, wurden auf das Homologiemodell der 

Aha1 C-terminalen Domäne übertragen (Abb. 3-24 d).  
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Abbildung 3-24: Ermittlung der Interaktionsfläche zwischen den individuellen 
Domänen von Aha1 und Hsp90 
A, Bereiche des 15N HSQC-Spektrums der Hsp90 N-Domäne und der Mitteldomäne in Anwesenheit von 
Aha1-N und Aha1-C. Aha1-N bindet an die N-terminale Domäne (links) und an die Mitteldomäne (rechts) 
von Hsp90. Aha1-C interagiert mit der AMP-PNP gebundenen Form der Hsp90 N-Domäne (Mitte). B, 
Übertragung der chemischen Verschiebungen nach A auf die Hsp90 Volllängenstruktur (pdb: 2cg9) mit 
steigender Intensität von grau nach rot). Die chemischen Verschiebungen auf der Hsp90 Mitteldomänen-
Seite nach Zugabe von Aha1-N stimmen mit der Kristallstruktur überein (pdb: 1usu). Zusätzliche chemischen 
Verschiebungen wurden auf der Hsp90-N Domäne mit Aha1-N oder Aha1-C detektiert. Reste beider 
individuellen Aha1 Domänen tragen zu der Interaktionsfläche zwischen Aha1 und Hsp90 bei und sind 
ebenfalls auf die Hsp90 Struktur übertragen, wobei signifikante Reste markiert sind. Die Aha1-N Domäne 
(weinrot) wurde auf die Hsp90 Mitteldomäne basierend auf den chemischen Verschiebungen nach A 
gedockt. C, Ausschnitt des 15N HSQC-Spektrums von Aha1-C ohne (schwarz) und mit (blau) der Hsp90 N-
Domäne. Signifikante chemische Verschiebungen zeigten sich erst bei der Anwesenheit der AMP-PNP 
gebundenen Form der Hsp90 N-terminalen Domäne (rechts). D, die mittleren chemischen Verschiebungen 
nach C übertragen auf das Homologiemodel der Aha1 C-Domäne basierend auf der NMR Struktur des 
humanen Aha1-C (pdb: 1x53). Signifikante Effekte zeigen sich am Ende der β-sheet Region. Die Messungen 
wurden von Franz Hagn durchgeführt.  
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Abbildung 3-25: Ermittlung der Aha1-Hsp90 Binderegion 
Chemische Verschiebungen (CSP) der individuellen Hsp90 Domänen und der Aha1 C-Domäne detektiert 
über 15N HSQC- oder TROSY-Experimente bei 25 °C. Die CPS Werte wurde ermittelt nach (Dehner et al., 
2003). Von oben nach unten: 500 µM Hsp90 N-terminale Domäne (N210) titriert mit 1 mM Aha1-N; 500 
µM Hsp90-N210 titriert mit Aha1-C und 2 mM AMP-PNP; 600 µM Hsp90 Mitteldomäne titriert mit 1 mM 
AHA1-N; 500 µM Aha1-C titriert mit 500 µM Hsp90 Volllänge und 2 mM AMP-PNP. Die Messungen 
wurden von Franz Hagn durchgeführt. 

 

Zusammenfassend lässt sich die Interaktion zwischen Aha1 und Hsp90 in zwei 

Interaktionsereignisse unterteilen. Die Bindung von Aha1-N an die Hsp90 Mitteldomäne 

und die zusätzliche Interaktion mit dem letzten Bereich der Hsp90 N-Domäne könnte die 

Bindung von Aha1 an Hsp90 ermöglichen. Danach könnte die Aha1 C-Domäne spezifisch 

an die Hsp90-N Domänen binden und den energetisch ungünstigen geschlossenen Zustand 

von Hsp90 stabilisieren und damit die Population der ATPase-kompetenten Konformation 

von Hsp90 erhöhen. Nach ATP-Bindung bindet Aha1 vollständig und mit höherer Affinität 

an Hsp90. 
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3.5.7 Zusammenfassung: Der Aktivierungsmechanismus von Hsp90 durch Aha1 zeigt 
eine Brückenfunktion von Aha1 und die gleichzeitige cis- und trans-Stimulierung 

Aha1 ist der einzig bisher bekannte Aktivator der Hsp90 ATPase Funktion. In der 

vorliegenden Studie wurde der Mechanismus der Stimulation von Aha1 weiter aufgeklärt 

und Aha1 in den Kontext andere Co-chaperone eingebunden. Wie schon früher 

beschrieben, schließt sich die gleichzeitige Bindung von Sti1 und Aha1 gegenseitig aus, sei 

es aufgrund überlappender Bindungsflächen oder weil die bindungskompetenten Zustände 

von Hsp90 konträr sind (Panaretou et al., 2002; Lotz et al., 2003; Harst et al., 2005). Sti1 

bindet eher an die offene, Aha1 an die geschlossene, N-terminal dimerisierte Konformation 

von Hsp90 (Richter et al., 2003). Obwohl Sba1, ebenso wie Aha1, die Bindung an den 

geschlossenen Zustand von Hsp90 bevorzugt, ist die Interaktion beider Co-Chaperone 

nicht kompetitiv, ihre Wirkung auf die ATPase Aktivität von Hsp90 aber gegensätzlich.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass für eine vollständige Aktivierung von Hsp90 die 

Anwesenheit beider Aha1 Domänen notwendig ist (vergleiche auch Panaretou et al., 2002). 

Der beschriebene Brückeneffekt, der die Dimerisierung der Hsp90 Untereinheiten 

stabilisiert, ist zudem nur bei der Anwesenheit des Volllängenproteins zu beobachten. Die 

Bindung von Aha1 induziert zusätzlich eine Domänenneuorientierung in Hsp90, die zu 

einer kompakteren Struktur mit sich annähernden Hsp90 N-terminalen Domäne führt. 

Durch die Bildung von Hsp90 Heterodimeren mit einzelnen Punktmutationen konnte 

gezeigt werden, dass die Bindung eines Aha1 Moleküls ausreicht, um beide Protomere im 

Hsp90 Dimer zu stimulieren. Die Stimulation von Hsp90 durch ein Molekül Aha1 erfolgt 

also sowohl in cis als auch in trans und würde einen intermediären, asymmetrischen 

Komplex ergeben. Unter zellulären Bedingungen ist die Konzentration von Hsp90 über 30-

mal höher als die von Aha1 (Ghaemmaghami et al., 2003), würde das bedeuten, dass nur 

ein Aha1 Molekül ausreichen würde, um im Komplex mit Hsp90 die volle Stimulierung 

der Hsp90 Aktivität zu erreichen. Die Bindung von zwei Molekülen Aha1 an Hsp90 wäre 

nicht erforderlich und die Hypothese der Ausbildung eines asymmetrischen, intermediären 

Komplexes ist durchaus wahrscheinlich.   

Die NMR-basierenden Titrationsexperimente individueller Domänen von Hsp90 und Aha1 

wurden verwendet, um den Binde- und Aktivierungsmechanismus von Aha1 zu 

vervollständigen. Die Interaktionsfläche der Hsp90 Mitteldomäne mit Aha1-N in Lösung 

ist vergleichbar zu der in der Kristallstruktur beschriebenen Interaktion (Mayer et al., 

2004). Zudem wurde eine weitere Bindestelle zwischen Aha1-N und der N-terminalen 

Domäne von Hsp90 detektiert, die sich am Ende der Hsp90 N-Domäne befindet und 

teilweise mit den N-terminalen und Mitteldomänen Kontakte im Hsp90 Dimer überlappt 
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(Ali et al., 2006). Zudem zeigte sich eine weitere Interaktionsfläche zwischen der 

nukleotidgebundene Form der N-terminalen ATPase Domäne von Hsp90 und der C-

terminalen Domäne von Aha1. Die Reste der Interaktionsfläche waren hauptsächlich um 

den ATP-Lid und der ersten Helix von Hsp90 N-Domäne lokalisiert und bezogen sich 

hauptsächlich auf hydrophobe Seitenketten.  

Zusammenfassend spielt Aha1 eine entscheidende Rolle im Aktivierungsmechanismus von 

Hsp90, indem die energetisch ungünstige N-terminale dimerisierte Form von Hsp90 

induziert wird, die erreicht werden muss, um ATP zu hydrolysieren (Abb. 3-26). 

Zusätzlich begünstigt die Bindung von ATP in der Hsp90 N-Domäne die Bindung der 

Aha1 C-terminalen Domäne und so wird wahrscheinlich die N-terminal dimerisierte Form 

von Hsp90 durch Aha1 stabilisiert. Die Brückenfunktion von Aha1 ist aber nukleotid-

unabhängig und führt zu einer neuen Domänenorientierung am Beginn des ATPase Zyklus 

von Hsp90, wobei möglicherweise die Population von ATPase-kompetenten Zuständen 

erhöht wird. Die Änderung des konformationellen Gleichgewichts könnte mit der 

Substraterkennung und Prozessierung zusammenhängen und die Rolle von Aha1 nicht nur 

im ATPase sondern auch im Chaperon Zyklus von Hsp90 erklären. 
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Abbildung 3-26: Schematische Präsentation der Aktivierungsmechanismus von Aha1  
Hsp90 befindet sich in offen „entspannten“ Zustand. Der monomere Aktivator Aha1 bindet an ein Protomer 
des Hsp90 Dimer, führt die beiden Protomere zusammen und induziert eine neue Domänenorientierung. 
Diese führt zu einer kompakteren Hsp90 Konformation mit sich annähernden Hsp90 N-Domänen. Aha1 
Bindung resultiert in einen asymmetrischen geschlossenen Hsp90 Komplex („geschlossen 1“). Ein Aha1 
Molekül kann die Aktivierung beider Hsp90 ATP-bindenden Domänen in cis und trans vollständig 
stimulieren. In Anwesenheit von ATP entsteht eine weitere geschlossenen Struktur von Hsp90 („geschlossen 
2“), die eine mögliche weitere Bindestelle für Aha1 enthält und an die Aha1 mit einer höheren Affinität 
bindet. Die durch Aha1 induzierte Domänenneuorientierung könnte die Energiebarriere der energetisch 
ungünstigen konformationellen Änderung im Hsp90 ATPase Zyklus überwinden und die Population der 
ATPase-kompetenten Konformation erhöhen. Das würde konsequenterweise zu einer Beschleunigung der 
ATP Hydrolyse führen. Nach der Umsetzung von ATP und der Abgabe von ADP kehrt Hsp90 wieder in den 
Ausgangszustand zurück. Die offene und die zweite geschlossene Struktur sind dem ATPase Zyklus 
entnommen, wie er bei Wandinger et al, (2008) beschrieben wird. Die intermediären Zustände sind 
abstrahiert dargestellt, weil eine detaillierte Aussage auf Grund der Datenlage nicht möglich ist.  
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3.6 Die Substraterkennung und Prozessierung des molekularen Chaperones Hsp90 

 

3.6.1 Die Interaktion von Hsp90 mit dem Tumorsuppressor p53 

Einer der bedeutendsten Fragen der Hsp90-Forschung ist die Frage nach der 

Substraterkennung und der Prozessierung. Wie kann Hsp90 in dem komplexen Milieu 

einer Zelle seine Substrate identifizieren? 

Um sich der Beantwortung dieser Frage zu nähern, wurde die Interaktion von individuellen 

Domänen von Hsp90 mit dem Tumorsuppressor p53 untersucht. Wie schon früher gezeigt, 

wechselwirkt vor allem die Hsp90 Mitteldomäne mit der DNA-binde Domäne (DBD) von 

p53 (Müller et al., 2004; Walerych et al., 2004), allerdings ist diese bloße Wechselwirkung 

nicht ausreichend, um die Aggregation von p53 DBD zu unterdrücken (Abb. 3-27 a), eine 

Eigenschaft, die typisch ist für Chaperone. Interessanterweise zeigt nur die Hsp90 

Volllänge und das Konstrukt Hsp90MshortCshort (Aminosäure 442-636) eine 

konzentrationsabhängige Chaperonfunktion für die thermisch induzierten Aggregation von 

p53 DBD (Abb. 3-27 b und c). Bei der gewählten Temperatur von 45 °C wird die 

Aggregation von p53 DBD induziert, wobei Hsp90 seine native Konformation beibehält 

(Abb. 3-3 und 3-40). Da p53 natürlicherweise nicht in der Hefe vorkommt, es aber als 

Substrat von Hefe Hsp90 erkannt wird, deutet weiterhin auf einen konservierten 

Mechanismus der Substraterkennung in der Hsp90 Familie hin.  
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 p53core 1.5 µM
 yHsp90 wt 8 µM
 yHsp90 N-Domäne 60µM
 yHsp90 M-Domäne 60µM
 yHsp90 C-Domäne 60µM
 yHsp90 M2 60µM
 yHsp90MshortCshort 60µM
 yHsp90Cshort 60µM

 p53core 1.5 µM
 yHsp90 1.5 µM
 yHsp90 3 µM
 yHsp90 5 µM
 yHsp90 8 µM

 p53core 1.5 µM
 yHsp90MshortCshort 40 µM
 yHsp90MshortCshort 60 µM
 yHsp90MshortCshort 80 µM
 yHsp90MshortCshort 100 µM
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Abbildung 3-27: Chaperoneaktivität von Hsp90 und Hsp90 Domänen  
A-C, die Eigenschaft die thermisch induzierte Aggregation von p53 DBD zu unterdrücken wurde bei 45 °C 
indirekt über die Absorption von UV-Licht bei 360 nm gemessen. Vor dem Assay wurde p53 DBD mit den 
angezeigte Hsp90 Varianten bei RT für 10 min inkubiert und danach auf 45 °C geshiftet. Die Erhöhung der 
Absorptionswerte könnte eine Ko-aggregation der Hsp90 Domänen mit p53 bedeuten, was auch durch eine 
Verkürzung der lag-Phase für die Aggregation zeigt. Die einzelnen Konstrukte besaßen folgende 
Aminosäuresequenz: N-Domäne (1-210); M-Domäne (272-527); M2 (442-527); MshortCshort (442-636); Cshort 
(528-636), C-Domäne (527-709). Alle Messungen wurde in 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM KCl in einem 
Volumen von 200 µl durchgeführt.  

 

 

 



Ergebnisse   136 

Die Tatsache, dass nur die Volllänge von Hsp90 wirklich in der Lage ist, die Aggregation 

von p53 DBD zu unterdrücken, lässt vermuten, dass alle drei Domänen von Hsp90 

zusammenwirken und zusammen an der Interaktion mit p53 involviert sind. Die 

Unterdrückung der p53 DBD-Aggregation ist dabei Nukleotid-unabhängig, sodass für 

diese in vitro Chaperonfunktion keine ATPase Aktivität von Hsp90 benötigt wird. Die 

erhöhten Absorptionswerte, z.B. bei der Inkubation von p53 DBD mit der Hsp90 

Mitteldomäne und die nach vorne verschobene lag-Phase, sind Anzeichen einer 

Interaktion zwischen den Proteinen, die zu einer Co-Aggregation führen. Die Eigenschaft 

des Konstruktes Hsp90MshortCshort die Aggregation zu unterdrücken, wenn auch bei sehr 

hohen Konzentrationen, kann hier nicht vollständig geklärt werden. Zu beachten ist zudem 

die Abhängigkeit der Lichtstreuung von der Teilchengröße, so dass vielleicht die 

Aggregate hier nicht detektiert werden, da sie nicht genügend Licht streuen. 

 

3.6.2 Interaktionseigenschaften von Hsp90 mit p53  

Um die Bindung von Hsp90 mit p53 nicht nur qualitativ durch den Chaperonassay 

beschreiben zu können, sondern um auch Aussagen über die Bindestärke der Interaktion 

zwischen Hsp90 und p53 treffen zu können, wurde Hsp90 (oder die entsprechenden 

Konstrukte) FITC-markiert und die Änderung der Fluoreszenz durch die Bindung von p53 

gemessen. Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur, bei der sowohl Hsp90 als auch 

p53 in der nativen Konformation vorliegen (Abb. 3-3 und 3-40). Über die Änderung der 

Fluoreszenz von Hsp90 nach der Titration mit p53 (Abb. 3-28 a) wurde mit einem 

einfachen Bindemodell, bei dem je eine Bindestelle pro Hsp90 Protomer gleich gut besetzt 

werden kann, eine apparente Bindestärke ermittelt (app. KD). Dieses Bindemodell kann auf 

die Interaktion fast aller Konstrukte sehr gut angewandt werden (Abb. 3-28 b), nur bei der 

Interaktion von Hsp90 Wildtyp mit p53 Volllänge beschreibt das Modell die Daten 

schlechter, was auf eine mögliche sterische Hinderung bei der Bindung des tetrameren p53 

zurückzuführen ist. 
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Abbildung 3-28: Fluoreszenz-Titrationsexperimente zur Bestimmung der Affinität 
der Bindung zwischen Hsp90 und p53 
A - B, Beispiele der gemessenen Fluoreszenz-Quenching Experimente zur Bestimmung der apparenten 
Dissoziationskonstante app KD für die Bindung von p53 an Hsp90. Für die Messungen wurde die FITC-
markierten Hsp90 Varianten für 20 min in 20 mM Tris/HCl, pH 7.5, 25 mM KCl bei 15 °C vorinkubiert 
(bleaching) und mit p53 DBD (in 50 mM KPP (7.5), 50 mM KCl) alle 40 - 70 sek titriert (λem = 494 nm, λex = 
515 nm). A, 1 µM FITC-markiertes Hsp90 wurde mit verschiedenen Konzentrationen der p53 DBD titriert 
und die Änderung der Fluoreszenz nach Einstellung des Gleichgewichts gemessen. Die Daten wurden nach 
einem einfachen Bindemodell (1:1) ausgewertet. B, gemessene Fluoreszenzänderung zur Bestimmung der 
apparenten Dissoziationskonstante für die Interaktion von FITC-markierter Hsp90 Mitteldomäne mit p53 
DBD. C, Vergleich der app. KD Werte von verschiedenen Hsp90 Varianten mit verschiedenen p53 Varianten. 
Hsp90N-ND, Aminosäure 1 – 527 (Delta-Linker), Hsp90MD, Aminosäure 272 – 527. Fehler sind die 
Standardabweichungen. 

 

Die apparenten Affinitäten der einzelnen Hsp90 Fragmente (Abb. 3-28 c) verstärken die 

durch die Chaperonassays aufgestellte Vermutung, dass das Zusammenspiel aller drei 

Domänen in der Volllänge von Hsp90 bei der Wechselwirkung mit p53 wichtig ist. Die 

hauptsächliche Interaktionsfläche ist in der Hsp90 Mitteldomäne lokalisiert, wobei aber die 

Interaktionsfläche einen Bereich in der N-terminalen sowie in der C-terminalen Domäne 

einschließt. Die Interaktion der nativen Proteine liegt in höheren nanomolaren Bereich (≈ 

300 nM) und macht eine alleinige Interaktion beider Proteine in der Zelle unter 

Normalbedingungen unwahrscheinlich, bedenkt man die subnanomolare Konzentration 
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und die hohe turnover Rate von p53. Es könnten also weitere Erkennungsereignisse in der 

Zelle geben, wie die Übertragung aus dem Hsp70/Hsp40 Zyklus, oder die Regulation von 

Hsp90 durch seine Co-Chaperone, die die Affinität von Hsp90 zu seinen Substraten 

verändern könnte. Weiterhin könnte die Interaktion beider Proteine erst unter 

Stressbedingungen mit erhöhtem p53 Expressionlevel relevant werden.  

 

3.6.3 Der Einfluss der Co-Chaperone auf die Substraterkennung von Hsp90 

Um zu testen, ob die Co-Chaperone Aha1 oder Sti1 einen Einfluss auf die 

Substraterkennung von Hsp90 haben, wurde die Bindung der Hsp90 Mitteldomäne mit p53 

DBD unter Anwesenheit von Aha1 und Sti1 über Fluoreszenz-Titrationsexperimente 

untersucht (Abb. 3-29). Aha1 zeigte in diesen Experimenten keinen Einfluss auf die 

Bindeeigenschaft der Hsp90MD (Abb. 3-29 a und b). Die Affinität zu p53 DBD blieb 

unverändert bei ≈ 3 µM. In Anwesenheit von Sti1 hingegen, wurde ein komplett anderes 

Verhalten beobachtet (Abb. 3-29 c). Die Zugabe der p53 DBD scheint Sti1 zu verdrängen, 

wobei die Bindung von Sti1 und p53 DBD an Hsp90MD kompetitiv ist. Die Affinität von 

Hsp90MD zu p53 DBD in Anwesenheit von Sti1 verschlechtert sich um mehr als das 4-

fache.  
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Abbildung 3-29: Fluoreszenz-Titrationsexperimente zur Charakterisierung des 
Einflusses der Co-Chaperone Aha1 und Sti1 auf die Interaktion zwischen Hsp90MD 
und p53DBD  
A, Fluoreszenz-Quenching von 1µM FITC-markierter Hsp90-MD bei der Titration von p53 DBD (vgl. Abb. 
3-28). B - C, 1µM FITC-markierter Hsp90-MD wurden vor der Titration mit p53 DBD mit 5 µM Aha1 (B) 
oder 5 µM Sti1 (C) für 10 min bei 15 °C in 20 mM Tris/HCl, pH 7.5, 25 mM KCl vorinkubiert. Die 
Auswertung erfolgte näherungsweise mit einem einfachen Bindemodell (1:1). D, Einfluss der Co-Chaperone 
auf den app. KD Wert der Interaktion von Hsp90MD mit p53 DBD. Angabe der Werte mit der 
Standardabweichung.  

 

Auf Grund dieser Experimente ist eine gleichzeitige Bindung von Aha1 und p53 an Hsp90 

wahrscheinlich. Wie weiter unten noch genau beschrieben wird, könnte dieses durchaus 

mechanistische Gründe haben. Die Bindung von Sti1 und p53 an Hsp90 hingegen sollten 

sich nach diesen Experimenten gegenseitig ausschließen. Die Bindeflächen von Sti1 und 

p53 müssten demnach auf der Hsp90 Mitteldomäne überlappen. 
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3.6.4 Die Substraterkennung von Hsp90 ist nukleotid-unabhängig 

Die ATPase Funktion von Hsp90 ist essentiell für die Lebensfähigkeit von Hefen 

(Prodromou et al,. 1997; Obermann et al., 1998). Wie in Abb. 3-28 c schon gezeigt, konnte 

kein Unterschied in der in vitro Substraterkennung von Hsp90 in Abwesenheit oder 

Anwesenheit von ATP festgestellt werden. Eine erweiterte Untersuchung zeigte zudem, 

dass auch die Anwesenheit andere Nukleotide wie ATPγS oder dem Hsp90 Inhibitor 

Radicicol die Affinität von Hsp90 zu p53 DBD nicht wesentlich beeinflussen (Abb 3-30 

a). Die Interaktion von p53 mit Hsp90 sollte demnach nicht signifikant von der 

Konformation von Hsp90 abhängen. Auch zeigte sich in den Chaperonassays mit 

thermisch induzierter Aggregation von p53 kein Einfluss von Nukleotiden auf die 

Chaperoneigenschaft von Hsp90. Um zu testen, ob die Anwesenheit von p53 einen 

Einfluss auf den ATPase Zyklus von Hsp90 ausübt, wurde der regenerative ATPase Assay 

zur Bestimmung der Hsp90 ATP-Hydrolyserate in Abwesenheit und Anwesenheit von p53 

DBD durchgeführt (Abb. 3-30 b). Hierbei konnte kein Einfluss auf die 

Hydrolysegeschwindigkeit festgestellt werden. Unerwarteterweise zeigte die Anwesenheit 

von p53 DBD im ATPase Assay auch keinen Einfluss auf die aktivierende Wirkung von 

Aha1 oder die Inhibierung durch Sti1 (Abb. 3-30 b).  
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Abbildung 3-30: Die Wechselwirkung von p53 DBD mit dem Hsp90 ATPase Zyklus 
A, Einfluss des Nukleotids ATPγS und des Hsp90 Inhibitors Radicicol auf die Affinität von FITC-
markiertem Hsp90 zu p53 DBD. Versuch wurde nach Abb. 3-28 a durchgeführt unter der Anwesenheit von 
ATPγS (300 µM) und Radicicol (100 µM). B, Einfluss von p53 DBD (25 µM) auf die ATPase Aktivität von 
Hsp90 (2.5 µM) und den stimulierenden Effekt von Aha1 (5 µM) sowie den inhibierenden Effekt von Sti1 (5 
µM). Der ATPase Assay wurde wie in Kapitel 2.11.1 beschrieben durchgeführt.   

 

Dafür, dass p53 keinen Einfluss auf die Hsp90 ATPase Aktiviät zeigt, könnte es mehrere 

Gründe geben. Die Affinität von p53 an Hsp90 unter den Bedingungen des ATPase Assays 

(erhöhte Salzkonzentration, Mg2+, Nukleotid) könnte zu gering sein, um einen Einfluss zu 

zeigen. Weiterhin sind die Affinitäten der Co-Chaperone zur Hsp90 Volllänge wesentlich 
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stärker, als zur Mitteldomäne alleine, was eine komplette Verdrängung von p53 DBD 

erklären könnte. Ein andere, mechanistische Erklärung wäre, dass Sti1 Hsp90 in eine 

Konformation zwingt, die nicht p53 binde-kompetent und nicht durch p53 verdrängt 

werden kann und dass Aha1 ebenfalls zu Konformationsänderung in Hsp90 führt, die die 

Freisetzung von p53 stark bevorzugen, und der Effekt von p53 unter diesen Bedingungen 

nicht detektiert werden kann.   

 

3.6.5 Die induzierte Dissoziation des Chaperon-Substrat-Komplexes durch DNA 

Wenn anscheinend die Dissoziation des Hsp90*p53 Komplexes nicht durch die Umsetzung 

von ATP induziert wird, ergibt sich die Frage, welches Signal in der Zelle die Auflösung 

des Chaperon-Substrat Komplexes bestimmt. Für die Glucocorticoid-Rezeptoren, ist 

bekannt, dass Hsp90 die Hormonrezeptoren in einem aktiven Zustand fixiert, bis die 

Rezeptoren das entsprechende Hormon binden, was eine Dissoziation des Hsp90-

Hormonrezptor Komplexes induziert (Pratt & Toft, 1997). Mit Hilfe der Fluoreszenz-

Titrationsexperimenten konnte ein ähnliches Verhalten für die induzierte Dissoziation des 

Hsp90*p53 Komplexes durch p53 Konsensus-DNA gezeigt werden (Abb. 3-31 a). Hier 

wurde zuerst der Komplex aus FITC-markiertem Hsp90 und p53 vorgeformt, was durch 

Quenching der Fluoreszenz angezeigt wird. Wird zu diesem Komplex eine doppelsträngige 

p53-Erkennungssequenz (p21-DNA) zugegeben, dissoziiert der Hsp90*p53 Komplex 

innerhalb von Sekunden und die ungequenchte FITC-Hsp90 Fluoreszenz erscheint wieder. 

Der gleiche Effekt ist zu beobachten, wenn der Komplex aus Hsp90 und der p53 DBD 

vorgeformt wird, um dann ebenfalls die Dissoziation durch die Zugabe von p21-DNA zu 

induzieren (Abb. 3-31 b).  
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Abbildung 3-31: Substratprozessierung von Hsp90 
A, Dissoziation des Hsp90*p53 Komplexes durch Zugabe der p53 konsensus DNA-Sequenz. 1 µM FITC-
markiertes Hsp90 wurde in 20 mM Tris/HCl, pH 7.5, 20 mM KCl bei 15 °C für 30 min gebleached und die 
Änderung der Fluoreszenz durch Zugabe von 1 µM p53 detektiert. Nach Erreichen einer Basisline wurden 2 
µM p21-ds-DNA (p53 Consensus-DNA) zugegeben und die Zunahme der Fluoreszenz detektiert (λem = 494 
nm, λex = 515 nm). B, Dissoziation des Hsp90*p53 DBD Komplexes (gl. Abb. 3-28) nach Zugabe von 5 µM 
p21-ds-DNA. Aufgetragen ist die normierte Änderung der Fluoreszenz von FITC-markiertem Hsp90. Die 
Messung wurde in 20 mM Tris/HCl, pH 7.5, 20 mM KCl bei 15 °C durchgeführt. 

 

Die Dissoziation des Hsp90-p53 Komplexes durch DNA verdeutlichten die Funktion von 

Hsp90 gegenüber Substraten. Hsp90 bindet Substrate, um sie zu stabilisieren. Die Bindung 

wird erst durch die Anwesenheit von Co-Faktoren der Substrate wie Hormone oder DNA 

aufgelöst. Hsp90 hält dabei die meist metastabilen Substrate so lange in einer aktiven 

Form, bis sie ihre eigentlichen Aufgaben übernehmen können. Hsp90 agiert also eher als 

„holdase“ denn als „foldase“. Hier wird der Komplex durch die Anwesenheit von DNA 

dissoziiert, wobei die Bindung von DNA die DNA-Bindedomäne von p53 

thermodynamisch stabilisiert (Bullock et al., 1997). Die Dissoziation erfolgt auf Grund der 

um ca.100fach stärkeren Affinität von p53 zur DNA im Vergleich zur Affinität zu Hsp90 

innerhalb von Sekunden (vgl. Abb. 3-42). Weiterhin zeigt dieses Experiment, dass die 

Ausbildung eines ternären Komplexes aus Hsp90, p53 und DNA nicht möglich ist. Daraus 

lässt sich schließen, dass entweder die DNA eine Konformation in p53 induziert, die 

Hsp90 binde-inkompetent ist, oder, was wahrscheinlicher ist, die Bindeflächen der DNA 

und von Hsp90 auf der p53 DBD überlappen. 
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3.6.6 Bestimmung der Interaktionsfläche zwischen Hsp90MD und p53 DBD 

Um eine residuale Auflösung der Interaktion von Hsp90 und p53 zu erhalten, wurden 

NMR basierte Bindungsstudien mit individuellen Domänen von Hsp90 und der p53 DBD 

durchgeführt. Dazu wurde einmal das Assignment von p53 DBD (Wong et al., 1999), 

sowie das in Abb. 3-6 beschriebene Assignment der Hsp90 MD verwendet. Um die 

Interaktionsfläche auf der Hsp90 Seite zu identifizieren, wurde zu der 15N, 2H-markierten 

Hsp90 Mitteldomäne die p53 DBD titriert und die chemische Verschiebung der einzelnen 

Aminosäurereste im 15N TROSY-Spektrum analysiert (Abb. 3-32 a und b). Um die 

Bindung auf der p53 Seite zu charakterisieren, wurde zu einer 15N-markierten p53 DBD 

Probe die Hsp90MD titiriert und ebenfalls die Reste identifiziert, die eine signifikante 

chemische Verschiebung aufwiesen (Abb. 3-32 c und d). Werden diese Reste auf die 

Kristallstrukturen der Hsp90 Mitteldomäne (Abb. 3-32 e) oder der Struktur der p53 DBD 

(Abb. 3-32 f) übertragen, wird die Interaktionsfläche der beiden Proteine deutlich. 
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Abbildung 3-32: Bestimmung der Interaktionsfläche zwischen Hsp90MD und p53 
DBD 
A – B, signifikante chemische Verschiebungen der Hsp90 Mitteldomäne bei der Titration der p53 DBD 
gezeigt für signifikante Reste im 15N TROSY-Spektrum (A) und eine Auflistung die chemischen 
Verschiebung aller Reste der Hsp90MD (B). Markiert ist der Mittelwert (mv) und der Mittelwert plus einer 
Standardabweichung (mv+sd). C – D, chemische Verschiebung der p53 DBD bei der Titration der Hsp90MD 
gezeigt im 15N TROSY-Spektrum (C) und für alle Reste (D). E, Rückgrat- und Oberflächendarstellung der 
Hsp90 Mitteldomäne (pdb: 1hk7) mit Markierung der Reste, die bei der Bindung von p53 DBD signifikante 
chemische Verschiebungen zeigen (Reste 282-287, 306-307, 451-456, rot = starke, gelb = schwache 
chemische Verschiebung). F, Rückgrat- und Oberflächendarstellung der p53 DBD (pdb: 2fej) mit 
Markierung der Reste, die bei der Bindung von Hsp90MD signifikante chemische Verschiebungen zeigen. 
Bei der Bindung von p53 DBD an Hsp90MD zeigen die gleichen Reste eine Verschiebung, die auch bei der 
Bindung der DNA an p53 DBD beteiligt sind. Die Messungen wurden von Franz Hagn durchgeführt.  
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Auf der Hsp90 Seite befinden sich die an der Interaktion beteiligten Aminosäuren alle auf 

einer Seite des Proteins. Die Oberflächendarstellung zeigt eine große Interaktionsfläche an, 

die sich über die gesamte Hsp90 Mitteldomäne erstreckt und eine Bindefläche mit mehr als 

2200 Å aufweist. Die Bindefläche von p53 DBD lokalisiert genau in dem Bereich, der für 

die DNA Bindung verantwortlich ist. Die Überlappung der DNA-Bindefläche und der 

Interaktionsfläche von Hsp90 auf der p53 DBD passt zu der in Anwesenheit von p21-DNA 

induzierten Dissoziation des Hsp90*p53 Komplexes.  

 

3.6.7 Die Interaktionsfläche der Co-Chaperone Aha1 und Sti1 mit der Hsp90MD 

Um eventuelle Bindefläche von Aha1 oder Sti1 auf der Hsp90 Mitteldomäne zu 

identifizieren, wurde zu der 15N, 2H-markierten Hsp90MD jeweils ein Überschuss von 

Aha1 (Abb. 3-33 a) oder von Sti1 (Abb. 3-33 b) titriert. Hier zeigte die Interaktion von 

Aha1 mit Hsp90MD starke chemische Verschiebungen, die vergleichbar mit den Resten 

waren, die in der Kristallstruktur von der N-terminalen Domäne von Aha1 mit der Hsp90 

Mitteldomäne identifiziert worden waren (pdb: 1usu). Die Interaktion von Sti1 mit 

Hsp90MD hingegen zeigte weniger starke chemische Verschiebungen. Wenn die 

chemischen Verschiebungen nach der Zugabe der Co-Chaperone auf die Hsp90 

Mitteldomäne übertragen werden, sieht man für Aha1 (Abb. 3-33 c), dass die 

Interaktionsfläche von Aha1 der von p53 DBD genau gegenüberliegt. Für Sti1 hingegen 

sind die an der Bindung beteiligten Reste teilweise auf der gleichen Seite wie bei der 

Bindung von p53 DBD (Abb. 3-33 d).  
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Abbildung 3-33: Chemische Verschiebungen der Hsp90 Mitteldomäne nach der 
Zugabe von Co-Chaperonen 
A – B, Auflistung der Reste, die eine chemische Verschiebung der Hsp90MD nach Zugabe eines doppelten 
Überschuss von Aha1 (A) oder Sti1 (B) zeigten. C – D, Übertragung der Reste, die bei der Bindung von 
Aha1 (C) und Sti1 (D) auf die Protein-Rückgrat Repräsentation der Hsp90 Mitteldomäne. Der Farbcode zeigt 
eine chemische Verschiebung über den Mittelwert (gelb) oder über den Mittelwert plus der 
Standardabweichung (orange) oder plus 2-mal der Standardabweichung (rot) an. Die chemischen 
Verschiebungen von Aha1 liegen auf der gegenüberliegenden Seite der p53 DBD Bindung. Die Messungen 
wurden von Franz Hagn durchgeführt. 

 

Die Lokalisierung der Bindestellen für Aha1 und Sti1 auf der Hsp90 Mitteldomäne 

bestätigt die in den Fluoreszenz-Titrationsexperimenten charakterisierte Eigenschaft für 

Aha1 gleichzeitig an die Hsp90MD binden zu können und erklärt die kompetitive 

Eigenschaft von Sti1, da hier die Interaktionsfläche mit p53 DBD überlappt. Alle weiteren 

getesteten Co-Chaperone wie Sba1/p23, Cpr6, Cpr7, Ppt5, FKBP52 und Cdc37 zeigten 

keine signifikante Interaktion mit der Hsp90 Mitteldomäne, auch nicht in Anwesenheit des 

Hsp90 C-terminalen Pentapeptids MEEVD.  

3.6.8 Die Interaktionsfläche von p53 ist in der Hsp90 Familie konserviert 

Die Interaktionsfläche von Hsp90 und p53 ist auf der „Außenseite“ des Hsp90 Dimers 

lokalisiert (Abb. 3-34 a). Dieser Bereich ist keiner signifikanten Konformationsänderung 

während des ATPase Zykluses unterworfen und erklärt die beobachtete, Nukleotid-
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unabhängige Wechselwirkung mit p53. Es wird weiterhin deutlich, dass sich die 

Interaktionsfläche für p53 über einen großen Bereich des Hsp90 Protomers an dessen 

äußeren Fläche erstreckt. Vergleicht man die in der Interaktionsstudie von p53 mit yHsp90 

identifizierten Reste, die an der Bindung beteiligt sind, in einem Alignment mit anderen 

Mitgliedern der Hsp90 Familie und überträgt diese Reste auf die Kristallstrukturen der 

Hsp90 Homologen, erkennt man, dass die Bindestelle für p53 in allen Hsp90 Homologen 

vom Prokaryonten bis zum Mensch mechanistisch konserviert sind (Abb. 3-34 b). Bei 

allen Hsp90 Homologen zeichnet sich eine Bindestelle an der äußeren Seite der Protomere 

ab, die sich über die ganze Mitteldomäne erstreckt. Zudem sind alle Aminosäure-

Seitenketten fast ausschließlich an der Oberfläche des Moleküls exponiert. Daraus lässt 

sich vermuten, dass alle Hsp90 Homologen die gleiche Substraterkennung zumindest 

bezüglich p53 besitzen und dass die Unterschiede in der Affinität auf die Natur der 

einzelnen Aminosäure-Seitenketten zurückzuführen ist, vielleicht auch auf Unterschiede in 

den Konformationsgleichgewichten, die Interaktionsfläche als solche aber konserviert ist.  

90°
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Abbildung 3-34: Die Interaktionsfläche für Substrate ist in der Hsp90 Familie 
konserviert 
A, die Interaktion zwischen Hsp90MD und p53 DBD aus den NMR Experimenten übertragen auf die 
Volllängenstruktur von yHsp90 (pdb: 2cge). Markiert sind Reste die eine hohe chemische Verschiebung bei 
den Bindungsexperimenten zeigten (rot = starke shifts (über 0.1 ppm, blau = mittelstarke shifts (über 0.75 
ppm)). B, Einfärbung der nach einem Alignment von yHsp90 mit Grp94 und HtpG korrespondierenden 
Reste, die für eine Bindung von p53 DBD verantwortlich sein könnten. Die Reste sind nicht konserviert, 
wohl aber die Lokalisierung and der Oberfläche des Hsp90 Dimers. Für das Homologiemodel wurde Grp94 
im AMP-PNP gebundenen Zustand (pdb: 2o1u) und im ADP gebundenen Zustand (pdb: 2o1v), sowie HtpG 
im ADP-gebundenen Zustand (pdb: 2iop) verwendet. Die Einfärbung ist wie in A.   
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3.6.9 Kreation individueller Hsp90 Punktmutanten zur Charakterisierung der 
Substratinkteraktion 

Um die Interaktionsfläche zwischen Hsp90 und p53 einerseits zu verifizieren und 

andererseits besser beschreiben zu können, wurden verschiedene Punktmutationen in 

Hsp90 eingeführt, die eine Änderung der Substratinteraktion von Hsp90 aufweisen sollten. 

Die einzelnen Reste wurden auf Grund der chemischen Verschiebung, der Konservierung 

in der Hsp90 Familie und der Lösungsmittelzugänglichkeit ausgewählt und sind in Abb. 3-

35 a auf die geschlossene Struktur von yHsp90 übertragen worden. Zuerst wurden die 

gereinigten Hsp90 Mutanten in einem ATPase Assay auf ihre Aktivität untersucht (Abb. 3-

35 b). Dabei war die ATPase Aktivität aller Hsp90 Mutanten in etwa vergleichbar. Die 

Einführung der Punktmutationen veränderte die Funktionalität der ATPase nicht 

wesentlich. Auch die Inhibierung der Hsp90 ATPase Aktivität durch Sti1 (Abb. 3-35 c) 

oder die Stimulierung durch Aha1 (Abb. 3-35 c) zeigt ein vergleichbare Bild der 

Punktmutanten und des Hsp90 Wildtyps. Eine Ausnahme bildet die Hsp90D503H 

Mutante, die ein etwas verändertes Verhalten zeigte. Zusammenfassend wird durch die 

Einführung der Punktmutationen die Aktivität von Hsp90 und die Interaktion mit den Co-

Chaperonen Aha1 und Sti1 nicht wesentlich beeinflusst.  
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Abbildung 3-35: Charakterisierung von Hsp90 Substratbinde-Mutanten 
A, Lokalisierung der Hsp90 Substrat-Bindemutanten kreiert auf Grundlage der chemischen Verschiebungen 
nach der Interaktion von Hsp90MD und p53 DBD. Gezeigt ist die geschlossene Kristallstruktur von yHsp90 
(pdb: 2cge) und die Position der Reste, die jeweils einzeln mutiert wurden (in grün eingefärbt). B, steady 
state kcat Werte von yHsp90 Wildtype und Punktmutationen. ATPase Aktivität wurde bei 30 °C mit 2.5 µM 
ATPase in 50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM KCl, 10 mM MgCl2, 5 mM ATP gemessen. C, inhibierender 
Effekt von Sti1 auf die ATPase Aktivität von Hsp90 Varianten. 2.5 µM Hsp90 Varianten wurden von Zugabe 
von ATP zum ATPase Assay mit 5 µM Sti1 für 10 min bei 30 °C inkubiert. Die individuellen ATPase 
Aktivitäten von Hsp90 Wildtyp und Mutanten wurden auf 100 % gesetzt, wie repräsentativ für yHsp90 
Wildtyp gezeigt, und die Inhibierung von Sti1 wurde auf diese Aktivität prozentual errechnet. D, 
stimulierender Einfluss von Aha1 auf die ATPase Aktivität von Hsp90 Varianten bei 30 °C. Gezeigt ist die 
prozentuale Aktivierung von 10 µM Aha1, inkubiert für 10 min bei 30 °C mit 2.5 µM Hsp90 Varianten. Die 
individuellen Aktivitäten für die Hsp90 Varianten in Abwesenheit von Aha1 wurden auf 100 % gesetzt, wie 
für den Hsp90 Wildtyp gezeigt. Alle ATPase Assay wurde durch Abstoppen mit 125 µM Radicicol um die 
Hintergrund-ATPase-Aktivität korrigiert und in dreifacher Ausführung gemessen. 

 
 

3.6.10 Der Einfluss der Punktmutationen von Hsp90 auf die Substraterkennung  

Da die Punktmutanten auf Grundlage der Interaktionsstudie zwischen Hsp90 und p53 

kreiert worden sind, wurde mittels der Fluoreszenz-Titrationsexperimente gestestet, ob die 

Punktmutanten von Hsp0 eine veränderte Affinität zu p53 DBD aufweisen. Dazu wurden 

die Hsp90 Mutanten FITC-markiert und die Änderung der Fluoreszenz nach Zugabe von 
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p53 DBD gemessen (s.h.Abb. 3-29). Hier zeigte sich, dass vor allem die Hsp90Q286K und 

Hsp90D503H und weniger stark Hsp90V306R eine erhöhte Bindeaffinität zu p53 DBD 

aufweisen, wobei die Hsp90D503H die stärkste Affinität (app. KD ≈ 0.5 µM) besitzt. Alle 

anderen Mutationen zeigen keine veränderte Bindestärke (Abb. 3-36)  
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Abbildung 3-36: Charakterisierung der Hsp90 Varianten im Komplex mit p53 DBD 
Vergleich der apparenten Bindungskonstanten (KD Werte) von verschiedenen Hsp90 Varianten bei der 
Bindung von p53 DBD. Dazu wurde die Hsp90 Varianten FITC-markiert und die Affinität zu p53 DBD wie 
in Abb. 3-28 beschrieben ermittelt. Angegeben sind die gefitteten KD Werte inklusive der 
Standardabweichung.  

 

Dass die Substraterkennung durch die Punktmutationen in Hsp90 nicht wesentlich 

verschlechtert werden, ist in Anbetracht der großen Interaktionsfläche, die bei der 

Interaktion zwischen den Proteinen eingenommen wird, nicht verwunderlich. Vielmehr 

unterstreicht dieses Ergebnis die Eigenschaft von Hsp90, eher mit einer großen 

Interaktionsfläche denn mit einzelnen spezifischen Resten mit dem Substrat zu 

interagieren. Auf der anderen Seite wird interessanterweise die Bindung zwischen Hsp90 

und p53 durch die Einführung der Mutation D503H und Q286K in Hsp90 eher stärker als 

schwächer. Das könnte auf ein komplexes Gleichgewicht zwischen Substratbindung und 

Freisetzung hindeuten, um die Funktionalität beider Proteine optimal zu gewährleisten.  

 

3.6.11 In vivo Analyse der Hsp90 Punktmutanten 

Die Bindungsstudien und die daraus resultierenden Hsp90 Punktmutanten wurden aus der 

Interaktionsstudie von Hsp90 mit p53 kreiert. Ob diese Punktmutanten die essentielle 

Funktion von Hsp90 in vivo beeinflussen, wurde in einem HSP/HSC-/- Deletionsstamm 

getestet, der mit Hsp90 Wildtyp oder den individuellen Hsp90 Mutanten transfiziert wurde. 

Alle getesteten Hsp90 Varianten unterstützen die Lebensfähigkeit der Hefezellen und 

zeigten einen vergleichbaren Temperatur-Phänotyp (Abb. 3-37 a). Somit ist die 
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Funktionalität der Hsp90 Mutanten im Allgemeinen nicht beeinflusst. Ob die Mutationen 

einen Einfluss auf die Hsp90 vermittelte Aktivierung der Src-Kinase haben, wurde 

ebenfalls in vivo durch die Einführung eines V-SRC enthaltenden Plasmids in die Hefezelle 

getestet (Abb. 3-37 b und c). Die Aktivität der v-Src ist strikt von der Hsp90 

Funktionalität abhängig. Hier zeigte sich, dass vor allem die Hsp90Q286K, Hsp90V306R 

und Hsp90L454R Mutanten eine veränderte Aktivierung der Src-Kinase ausweisen. Eine 

auf 200 % erhöhte Aktivierung der v-Src konnte bei den Hsp90Q286K und Hsp90L454R 

Mutanten im Vergleich zum Hsp90 Wildtyp beobachtet werden. Die Hsp90V306R 

Mutante hingegen zeigte eine sehr stark verminderte Kinase-Aktivität. 

a 
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Abbildung 3-37: In vivo Charakterisierung der Hsp90 Punktmutanten und der 
vermittelten in vivo Aktivierung der v-Src Kinase 
A, ein Hefe HSC/HSP-/- Deletionsstamm, transfiziert mit Hefe Hsp90 Wildtyp oder Hsp90 Mutanten, wurde 
au einen Temperatur-sensitiven Phänotyp getestet. 3 x 105 Zellen wurden auf ein His- drop out Medium 
plattiert und für 36 h nach Anlegen eines linearen Temperaturgradienten inkubiert. B – C, der HSC/HSP-/- 
Deletionsstamm wurde mit einem V-SRC enthaltenen Plasmid co-transfiziert. Nach der Induktion der v-Src 
durch Mediumwechsel auf Galaktose für 6 h bei 30 °C, wurde die gesamte zellulare Proteinmenge, die mit 
dem phospho-Tyrosin spezifischen Antikörper 4G10 reagiert, über einen Western Blot analysiert (B). 
Gleiche Beladung wurder per Coomassie Färbung kontrolliert. Die Expressionslevel für die Hsp90 Varianten 
wurden über ein Hefe Hsp90 spezifischen Antikörper nachgewiesen (B, untere Bande). C, densitometrsiche 
Analyse von vier individuellen Experimenten der Hsp90 vermittelten v-Src Aktivierung. Die Hsp90 Wildtyp 
Aktivität wurde für jedes Experiment auf 100 % gesetzt und mit den Hsp90 Mutanten verglichen. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die densitometrische Analyse wurde mit Hilfe des 
Programms ImageJ durchgeführt.  
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Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die Substraterkennung und Prozessierung 

verschiedener Substrate wie p53 und der v-Src durch die Hsp90 Mitteldomäne reguliert 

wird, wenn auch offensichtlich in unterschiedlicher Weise. Zwar sind die essentiellen 

Hsp90 Funktionen durch die Punktmutationen nicht beeinflusst und alle transfizierten 

Hefezellen zeigen eine vergleichbare Lebensfähigkeit, aber die Hsp90 vermittelte 

Aktivierung der Src-Kinase unterscheidet sich bei den einzelnen Punktmutanten. Der 

größte Effekt konnte bei den Mutanten Hsp90Q286K und Hsp90V306R festgestellt 

werden. Diese befinden sich beide räumlich in der Nähe des Hsp90 loops (um Aminosäure 

300), der als wichtig in der Aktivierung von Kinasen identifiziert wurde (Sato al., 2000). 

Darin scheint auch die Region um Leu-454 betroffen zu sein. Die unterschiedliche 

Auswirkung der Punktmutanten von Hsp90 auf die Bindung von p53 in vitro und die 

Aktivierung der Src-Kinase in vivo deuten auf mehrer Bindestellen in Hsp90 hin, die je 

nach Substrat variieren können. Gleichzeitig zeigt es aber auch, dass sowohl p53 als auch 

die Src-Kinase wesentlich mit der Hsp90 Mitteldomäne wechselwirken und die Hsp90 

vermittelte Substrataktivierung durchaus durch die Bindung an die Mitteldomäne bestimmt 

wird.  
 

3.6.12 In vivo Stimulierung der p53 Aktivität durch Hsp90 

Um die Wechselwirkung der Hsp90 Punktmutanten mit p53 besser charakterisieren zu 

können, wurde ein in vivo Reporter-Assay von Julia Rohrberg entwickelt, der die Hsp90-

abhängige Aktivität von p53 indirekt über die Aktivität der β-Galaktosidase bestimmt. 

Nach der Induktion der Expression von p53 durch Kupfer, kann p53 abhängig von der 

Hsp90 Aktivität ein response-Element binden und so die Expression der β-Galaktosidase 

induzieren (Abb. 3-38). Diese β-Galaktosidase Aktivität ist der p53 Aktivität direkt 

proportional und hängt damit auch indirekt von der Hsp90 Aktivität ab. Hier zeigte sich, 

dass alle Hsp90 Varianten die Aktivität von p53 unterstützten, wenn auch in 

unterschiedlicher Weise.  
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Abbildung 3-38: Prinzip des Hefe-Reporter-Assays zur Bestimmung der p53 Aktivität 
Der β-Galaktosidase Assay ist direkt an die Aktivität von p53 und indirekt an die Hsp90 Aktivität gekoppelt. 
Die Messungen wurden von Julia Rohrberg entwickelt und druchgeführt. Adaptiert von Julia Rohrberg. 

 

Es zeigt sich ein vergleichbares Bild, wie bei der in vitro Charakterisierung der Hsp90 

Varianten in Bezug auf die Affinität zu p53. Wiederum zeigt sich, dass der Austausch einer 

einzelnen Aminosäure keine drastische Auswirkung auf die Hsp90-vermittelte 

Substrataktivierung zeigt und verdeutlicht die große Interaktionsfläche von Hsp90 mit 

seinen Substraten. Vergleicht man beide in vivo Substrat-Assays wird deutlich, dass die 

Hsp90 Mitteldomäne mindestens zwei unterschiedliche Funktionen gegenüber den Hsp90 

Substraten einnimmt. Auch könnte es mehrere bevorzugte Bindestellen in Hsp90 für 

unterschiedliche Substrate geben.  

 

3.6.13 Zusammenfassung: Die Substraterkennung von Hsp90 ist hauptsächlich von der 
Hsp90 Mitteldomäne abhängig, nukleotid-unabhängig und verschieden für 
unterschiedliche Substrate 

Die Ergebnisse dieses Abschnitts zeigen, warum einer der größten Fragen von Hsp90, die 

nach der Substraterkennung und der Substratprozessierung, nur sehr unvollständig 

beantwortet ist. Die Komplexität der Substratbindung, die einerseits auf einer sehr großen 

Interaktionsfläche zwischen Hsp90 und seinem Substrat beruht, anderseits aber auch 

zwischen verschiedenen Substraten variieren kann, macht eine direkte Identifizierung der 

Substratbindestelle schwierig. Hier konnte die Interaktionsfläche der Hsp90 Mitteldomäne 

mit der DNA-Bindedomäne des Tumorsuppressors p53 in Lösung identifiziert und 

charakterisiert werden. Dabei überlappen die Bindestellen von Hsp90 und der DNA auf der 

p53 DNA-Bindedomäne und es wird angenommen, dass Hsp90 p53 so lange bindet und 

stabilisiert, bis p53 durch die Bindung an die DNA selbst thermodynamisch stabilisiert 

wird (Bullock et al., 1997) Die Bindung von Hsp90 und der DNA an p53 sind dabei 

kompetitiv und zeigen stark überlappende Interaktionsflächen. Auf der Hsp90 Seite 

signal

reporter

signalsignal

reporterreporter
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hingegen bindet die p53 DBD an dem äußeren Bereich der Mitteldomäne. So ergeben sich 

pro Hsp90 Dimer zwei p53 DBD Bindestellen. Die Interaktion mit der p53 Volllänge 

hingegen zeigt, dass vermutlich durch die sterische Hinderung ein einfaches Bindemodell 

mit 2 Substratbindestellen nicht mehr angewandt werden kann. Jedenfalls ist die 

Interaktionsfläche, die zwischen Hsp90 und p53 ausgebildet wird, mit 2200 Å sehr groß 

und überspannt weite Bereiche der Außenseite der Hsp90 Mitteldomäne. Das noch andere 

nicht identifizierte Bereich im Hsp90 Molekül für die Bindung von p53 notwendig sind, 

konnte nur qualitativ geklärt werden. Dass  die Interaktion auf einer Fläche der Außenseite 

eines Hsp90 Protomers stattfindet, die von konformationellen Änderungen im ATPase 

Zyklus nahezu unberuht bleibt, wird auch durch die nukleotid-unabhängige Bindeaffinität 

von Hsp90 an p53 bestätigt. In jedem nukleotidgebundenen Zustand von Hsp0 war die 

Affinität zu p53 vergleichbar und die Anwesenheit von p53 zeigte keine Auswirkungen auf 

die Umsatzrate von ATP. Allerdings zeigten weitere Bindungsstudien von Hsp90MD mit 

den Co-Chaperonen Aha1 und Sti1, dass die Bindung von Aha1 und p53 DBD gleichzeitig 

stattfinden kann, die Bindungsstellen von Sti1 an die Hsp90 Mitteldomänen aber mit der 

Interaktionsfläche von p53 DBD teilweise überlappt.  

Die Charakterisierung der Substratbindefläche auf der Hsp90MD wurde weiterhin durch 

die Einführung einzelnen Punktmutationen vorgenommen. Die kreierten Hsp90 Mutanten 

konnten alle essentiellen Funktion von Hsp90 in einem Hefe-Deletionsstamm übernehmen, 

zeigten aber unterschiedliche Stimulierungen der Aktivität der v-Src und p53 in vivo. 

Interessanterweise zeigten die Hsp90 Punktmutanten in den Assays auch unterschiedliche 

Effekte auf v-Src und p53. Daraus lässt sich schließen, dass der stimulierende Effekt von 

Hsp90 sowie die Substraterkennung stark von der Hsp90 Mitteldomäne dominiert werden 

und dass die Hsp90MD verschiedene Substrate wohl unterschiedlich erkennt und bindet. 

So könnte es mindestens zwei unterschiedliche Substratbindestellen in der Hsp90 

Mitteldomäne geben. Durch die große Interaktionsfläche von Hsp90 mit seinen Substraten 

waren die Effekte der Punktmutation moderat, aber zeigten zudem, was mit der Annahme, 

dass für die Bindung die ganze Fläche auf der Mitteldomäne wichtig ist, im Einklang steht.  
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3.7 Die Domänenkommunikation im tetrameren p53 

Der Tumorsuppressor p53 ist eines der am besten untersuchten Proteinen. Seine Rolle als 

„Wächter des Genoms“ (Levine, 1997; Lane, 1992) und die Tatsache, dass in über 50 % 

der menschlichen Tumore p53 eine Mutation trägt, verdeutlicht die Stellung von p53 im 

Lebenszyklus der Zelle. Obwohl es an die 50.000 Publikationen über p53 gibt, ist das 

Protein überraschenderweise biochemisch nur in Ansätzen charakterisiert worden, nicht 

zuletzt wegen der metastabilen Struktur von p53. So beschränken sich die 

Veröffentlichungen hauptsächlich auf die Charakterisierung einzelner Domänen von p53, 

wie die DNA-Bindedomäne, wobei das Zusammenspiel der Domänen im Tetramer 

vernachlässigt wird. Diese Domänenkommunikation scheint zudem durch post-

translationale Modifikationen beeinflusst zu werden.  

 

3.7.1 Die Domänenstruktur von p53 und die Konservierung der Regulationsdomäne 

Die Proteine der p53 Familie sind in höheren Eukaryonten zu finden und weisen eine hohe 

Homologie auf. Wenn auch durch alternative Splice-Varianten (Nikoshkov & Hurd, 2006; 

Bourdon et al., 2005; Rohaly et al., 2005) oder das Vorkommen von polymorphen 

Proteinen (Franekova et al., 2007; Hiyama et al., 2008) die Eigenschaften von p53 

variieren, so besitzen alle Mitglieder der p53 Familie die gleiche Domänenstruktur. Diese 

besteht aus einer nativ entfalteten N-terminalen Transaktiverungsdomäne, der DNA-

Bindedomäne, einer α-helicalen Tetramerisierungsdomäne und einer C-terminalen, 

unstrukturierten Regulationsdomäne (Abb. 3-39, a). Es wurden neben dem tag-freien p53 

Wildtyp auch p53 Mutanten rekombinant exprimiert, die verschiedenen Deletionen und 

Punktmutationen aufweisen (Tabelle 15 a). Die hohe Homologie der p53 Familie zeigt 

sich vor allem auch in der C-terminalen Regulationsdomäne (Abb. 3-39, b), die viele post-

translationale Modifikationsmöglichkeiten aufweist, wobei die Phosphorylierung von 

Serin-392 die Aktivierung von p53 steuert (Nichols et al., 2002).  



Ergebnisse   156 

 

a 

Transaktiverung DNA Bindungsdomäne TD             RD

Nativ entfaltet ß-sheet                                  α-Helix ungefaltet

1 100 300 363 393

 

 

humanes p53 
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Transaktiverung DNA Bindungsdomäne TD     

1 100 300 356

 

 
p53ΔC (ΔC37) 
 

 

 
p53 DBD 
 

b 

 
Abbildung 3-39: Schematischer Aufbau von p53 
A, Domänenstruktur von humanem p53 mit der N-terminalen, nativ entfalteten Transaktivierungsdomäne, 
der hauptsächlich aus β-sheet Strukturelementen bestehende DNA-Bindedomäne (DBD) und der 
Tetramerisierungsdomäne (TD) bestehend aus einem α-Helix Bündel und der ungefalteten 
Regulationsdomäne (RD). Abgeleitet von der Domänenstruktur von p53 wurden die p53 Mutanten ΔNp53, 
p53ΔC und die p53 DBD erzeugt. B, das Alignment der Regulationsdomäne von p53 in der p53 Familie zeigt 
eine sehr hohe Konservierung vor allem der post-translational modifizierbaren Aminosäuren, angezeigt durch 
P für Phosphorylierungsstellen und Ac für Acetylierungsstellen.  

 

Abgeleitet von den letzten zehn Aminosäuren der humanen p53 Regulationsdomäne 

wurden Peptide synthetisiert, die zur Aufklärung der Rolle der Regulationsdomäne in der 

Domänenkommunikation im tetrameren p53 beitragen sollen (Tabelle  15 b). Dabei 

wurden diese Peptide unter anderem N-terminal FITC-markiert oder trugen eine 

spezifische Serin-Phosphorylierung. 

DNA Bindungsdomäne

94 312

DNA Bindungsdomäne TD             RD

94 300 363 393
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Tabelle 15: Übersicht der p53 Mutanten und der von der p53 Regulationsdomänen 
abgeleiteten Peptide 

94 - 356ΔNp53ΔC37

phosphomimetrische Mutation94 - 393ΔNp53S392E

keine1 - 393p53

-1 - 356p53ΔC37

phosphomimetrische Mutation1 - 393p53S392E

Anti-phosphomimetrische Mutation1 - 393p53S392R

Zusätzliche Cystein an Position 3941 - 394p53394C

94 - 393ΔNp53

DNA-Bindemutante94 - 393ΔNp53R280E

ΔNp53S392R

ΔNp53ΔC10

p53ΔC30

p53ΔC10

p53R280E

Proteinname

-1 - 363

-1 - 383

Anti-phosphomimetrische Mutation94 - 393

94 - 383

DNA-Bindemutante1 - 393

ModifikationPeptidsequence

94 - 356ΔNp53ΔC37

phosphomimetrische Mutation94 - 393ΔNp53S392E

keine1 - 393p53

-1 - 356p53ΔC37

phosphomimetrische Mutation1 - 393p53S392E

Anti-phosphomimetrische Mutation1 - 393p53S392R

Zusätzliche Cystein an Position 3941 - 394p53394C

94 - 393ΔNp53

DNA-Bindemutante94 - 393ΔNp53R280E

ΔNp53S392R

ΔNp53ΔC10

p53ΔC30

p53ΔC10

p53R280E

Proteinname

-1 - 363

-1 - 383

Anti-phosphomimetrische Mutation94 - 393

94 - 383

DNA-Bindemutante1 - 393

ModifikationPeptidsequence
a

 

FITC-p53C10S(p)

FITC-p53C10

p53C10SR

p53C10S(p)

p53C10

Name

-1195.3MFKTEGPDRD

Phosphorylierung des Serines1206.5MFKTEGPDS(p)D

N-terminales FITC-label,             
Phoosphorylierung des Serine

1594.8FITC-MFKTEGPDS(p)D

N-terminales FITC-label1514.5FITC-MFKTEGPDSD

-1126.2MFKTEGPDSD

ModifikationMw [Da]Peptidsequence

FITC-p53C10S(p)

FITC-p53C10

p53C10SR

p53C10S(p)

p53C10

Name

-1195.3MFKTEGPDRD

Phosphorylierung des Serines1206.5MFKTEGPDS(p)D

N-terminales FITC-label,             
Phoosphorylierung des Serine

1594.8FITC-MFKTEGPDS(p)D

N-terminales FITC-label1514.5FITC-MFKTEGPDSD

-1126.2MFKTEGPDSD

ModifikationMw [Da]Peptidsequence

b

 
A, alle rekombinant exprimierten p53 Mutanten, die in den folgenden Studien verwendet wurden. Angegeben 
sind die Bezeichnungen, die Aminosäure-Bereiche (bezogen auf humanes p53) und die intendierten 
Modifikationen. B, die von der humanen p53 Regulationsdomäne abgeleiteten Peptide, die in den 
Bindungsstudien mit p53 verwendet wurden, sowie die Modifikationen der Peptide. Die Phosphorylierung 
des Serins bei dem Peptids p53C10S(p) wurde bei der Synthese eingefügt. Diese Modifikation ist unter den 
gewählten Bedingungen für mindestens einen Tag stabil (Daten nicht gezeigt). 
 

3.7.2 Beiträge der individuellen Domänen auf die Stabilität von p53 

Die individuellen Domänen von p53 wurden in der Vergangenheit isoliert auf ihre Struktur 

und Stabilität untersucht (Sakaguchi et al., 1997; Davison et al., 2001; Dawson et al., 

2003). Welchen Einfluss dabei die einzelnen Domänen auf die Eigenschaft von p53 

ausüben, ist hingegen weitgehend unverstanden. Daher wurde die Struktur und Stabilität 

von p53 Mutanten untersucht, denen eine oder mehrere Domänen fehlten, um so indirekt 

den Einfluss der fehlenden Domäne über die Eigenschaft der p53 Deletionsmutante zu 

untersuchen. Die Sekundärstruktur-Analysen dieser p53 Mutanten sind in Abb. 3-40 a-h 

abgebildet und zeigen, dass die Stabilität der tetrameren p53 nur durch die DNA-

Bindedomäne bestimmt wird. Alle p53 Mutanten weisen die gleiche Temperatur auf, bei 

der die thermisch induzierte Denaturierung der Proteine beginnt (≈ 40 °C). Die einzelnen 

p53 Domänen scheinen bei diesen Denaturierungskurven nur den Verlauf der Entfaltung 
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zu beeinflussen, nicht aber den Begin der Entfaltung. Auffällig ist, dass die p53ΔC 

Mutante einen anderen Verlauf der Denaturierung zeigt und sogar bei sehr hohen 

Temperaturen noch einen großen Anteil an Sekundärstruktur aufweist. Diese p53 Mutante 

aggregiert im Vergleich zu p53 Wildtyp auch bei hohen Temperaturen nicht (Daten nicht 

gezeigt). Dieselbe Eigenschaft wurde bei der p53R280E Punktmutanten festgestellt (Abb. 

3-40 i – k und Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Einführung der 

Punktmutation an Position 280 den gleichen Effekt auf die Denaturierung von p53 hat, wie 

die Deletion der ganzen Regulationsdomäne, was auf eine Interaktion der 

Regulationsdomäne mit der DNA-Bindedomäne hindeuten könnte, die durch die Mutation 

R280E beeinflusst wird.  
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Abbildung 3-40: Strukturelle 
Charakterisierung von p53 
Mutanten 
A – K, die Änderung der Sekundärstruktur 
von je 10 µM p53 und p53 Mutanten wurden 
per CD bei einer Wellenlänge von 222 nm und 
einer konstanten Heizrate von 20 °C/h in 50 
mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl, 1 mM TCEP 
beobachtet. CD-Spektren wurden dazu an den 
angegebenen Temperaturen aufgenommen. 
Auffällig ist dabei, dass die p53ΔC und die 
p53R280E Mutante keine Aggreagte in der 
Küvette bilden und auch keine Lichtstreuung 
bei 360 nm zeigen (Daten nicht gezeigt). 
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3.7.3 Das Oligomerisierungsverhalten von p53 wird durch die Regulationsdomäne 
beeinflusst 

Die Quatärstruktur von p53 ist wichtig für die Aktivität des Proteins, wobei auf Grund der 

niedrigen Expressionsrate und der hohen turnover Rate von p53 in der Zelle der 

Tetramerisierung eine bedeutende Rolle zukommt. Die Stabilisierung des Tetramers von 

p53 durch die Regulationsdomäne wurde über analytische SEC-HPLC Läufe gezeigt (Abb. 

3-41). p53 Wildtyp zeigt unter den gewählten Bedingungen eine homogene Quartärstruktur 

mit einer dem Tetramer von p53 korrespondierenden relativen Masse (Retentionszeit ≈ 

16.5 min). Deletionsmutanten von p53, denen verschieden viele Aminosäuren im C-

terminalen Bereich fehlen, zeigen eine unterschiedliche Quartärstruktur inklusive Spezies 

mit niedrigeren Molekulargewichten (Retentionszeit ≈ 22.5 min, dimeres p53). Je mehr 

Aminosäuren der C-terminalen Regulationsdomäne deletiert wurden, desto größer ist der 

Anteil der niedermolekularen Spezies. Die Punktmutante p53R280E zeigte eine zum p53 

Wildtyp vergleichbare homogene Verteilung von p53 Tetrameren.  
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Abbildung 3-41: Analyse der Quatärstruktur von p53 und p53 Mutanten über SEC 
Die Quatärstruktur von p53 und p53 Mutanten wurde über die analytische Größenausschluss-
Chromtographie (SEC) an einer HPLC bestimmt. Dazu wurde eine Superdex200 Säule equilibriert in 50 mM 
KPP; pH 7.5, 100 mM KCl, 1 mM TCEP mit je 100 µl einer 1 µM Proteinlösung beladen und unter einer 
Flussgeschwindigkeit von 0.75 ml/min die Retentionszeit von p53 über die intrinsische Fluoreszenz (λex = 
280nm, λem = 330nm) bestimmt. Die Intensität aller Läufe wurde bei einer Retentionszeit des tetrameren p53 
(ca. 15.6 min) auf eins normiert. Die Chromatogramme für p53 Wildtyp (O), p53ΔC10 (□), p53ΔC30 ( ), 
p53ΔC37 (Δ) und p53R280E (◊) zeigen das Oligomerisierngsverhalten der einzelnen Proteine. 

 

Es wird deutlich, dass die Regulationsdomäne eine Funktion im p53 Molekül einnimmt, 

die die Tetramerisierung und dadurch wahrscheinlich auch die Aktivität des Proteins 

beeinflusst. Eine Wechselwirkung der Regulationsdomäne mit weiteren Domänen im p53 

Tetramer scheint daher wahrscheinlich. Weitere Mutanten, wie die N-terminal verkürzten 
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p53 Mutanten konnten nicht per SEC-HPLC analysiert werden, da sie mit der 

Säulenmatrix interagierten und ein unnatürliches Laufverhalten zeigten.  

 

3.7.4 Die DNA-Bindeaffinität von p53 wird sowohl von der N-terminalen als auch von 
der Regulationsdomäne beeinflusst 

In Tumoren mit mutiertem p53 kommen vor allem p53 Punktmutationen vor, die eine 

Mutation in der DNA-Binderegion aufweisen. p53 ist dadurch nicht mehr in der Lage, 

spezifisch an seine Konsensussequenz zu binden (Ang et al., 2006; Hupp et al., 2000;). Der 

C-terminalen Regulationsdomäne wird eine unspezifische DNA-Bindung auf Grund von 

elektrostatischen Anziehungskräften zugeschrieben (Ahn & Prives, 2001; Bakalkin et al., 

1995; Friedler et al., 2005). Hier sollte der Einfluss der N-terminalen 

Transaktivierungsdomäne und der Regulationsdomäne auf die spezifische Bindung von 

p53 an die doppelsträngige p21-DNA aufgeklärt werden. Dazu wurde die p21-DNA Cy5-

fluoreszenzmarkiert und die Bindung von p53 Varianten an die DNA in Lösung über 

Fluoreszenz-Anisotropie bestimmt (Abb. 3-42 a, c). Aus den gewonnenen Daten wurden 

die Affinitätswerte (KD) für die einzelnen p53 Varianten ermittelt (Abb. 3-42 b, d). Die N-

terminale Deletionsmutante wies eine 4fach erhöhte Affinität im Vergleich zum p53 

Wildtyp für p21-DNA auf (KD ≈ 100 nM). Verkürzt man zusätzlich die 

Regulationsdomäne, wird die Bindung der p53 Mutanten zur p21-DNA immer schlechter 

bis hin zu einer 6fachen Erniedrigung der Affinität bei vollständiger Deletion der 

Regulationsdomäne (Abb. 3-42 a, b). Dass es sich bei der DNA-Bindung ausschließlich 

um die Interaktion der p53 DBD mit der DNA handelt, konnte über die DNA-

Bindungsinkompetente Mutante ΔNp53R280E gezeigt werden. Die C-terminalen p53 

Deletionsmutanten hingegen zeigten nur eine geringe Abnahme der Affinität zur DNA 

(Abb. 3-42 c, d), aber eine wesentlichen Unterschied in der Änderung der 

Anisotropiewerte. Da die Änderung der Anisotropiewerte der komplexierten DNA direkt 

von der Korrelationszeit des Fluorophors abhängt, könnte eine unterschiedliche 

Molekülgestalt des Komplexes aus p53 und DNA der Grund für die verschiedenen 

Anisotropiewerte darstellen. Dass auch die N-terminale Domäne DNA nicht unspezifisch 

bindet, konnte mit der p53R280E Mutanten gezeigt werden.  
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Abbildung 3-42: Charakterisierung der p21-DNA Affinität von p53 und p53 
Mutanten in Lösung mittels Fluoreszenz-Polarisationsmessungen 
A, die Änderung der normierten Anisotropiewerte von 50 nM Cy5-markierter p21-ds-DNA nach der 
Titration von ΔNp53 Varianten. Alle Anfangsanisotropiewerte wurden auf 0 normiert. B, Auswertung der 
Anisotropiedaten für die Bindung von ΔNp53 Varianten an p21-DNA. Für ΔNp53 und ΔNp53ΔC10 wurden 
sigmoidale Fits verwendet, für ΔNp53Δ37 und ΔNp53R280E wurde ein einfaches Bindemodell (Gleichung 
(5)) angenommen. C, die Änderung der normierten Anisotropiewerte von 50 nM Cy5-markierter p21-DNA 
nach der Titration von p53 Varianten. Die Normierung der Anfangswerte erfolgte ebenfalls auf 0. D, 
Auswertung der Anisotropiedaten für die Bindung von p53 Varianten an p21-DNA. Für alle p53 Varianten 
wurde ein einfaches Bindemodell angenommen. Aller KD Werte sind mit den Standardabweichungen 
angegeben. Die Experimente wurden in 50 mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl, 1 mM TCEP bei 15 °V 
vorgenommen. Die Quantenausbeute der Cy5-DNA Fluoreszenz (λex = 514 nm, λem = 528 nm) ändert sich 
durch die Bindung von p53 nicht. Titrationsschritte wurde mit 60 Sekunden Abstand durchgeführt und der 
Durchschnitt der erhaltenen Anisotropiewerte wurdeermittelt.  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die N-terminale Domäne in p53 einen 

inhibierenden Effekt auf die Bindung von DNA ausübt, während die Regulationsdomäne 

genau entgegengesetzt wirkt und die Affinität zur DNA, wenngleich geringfügiger, 

verstärkt. Die inhibierende Wirkung der N-terminalen Domäne könnte einerseits durch die 

Interaktion mit anderen Bereichen des p53 Tetramers beruhen, oder aber andererseits 

sterische Gründe haben, dadurch dass die N-terminale Domäne nativ entfaltet ist und damit 

einen hohen Platzbedarf aufweist. Die C-terminale Regulationsdomäne könnte einen 

positiven Einfluss auf die DNA-Bindung haben, indem sie die Tetramerisierung von p53 
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verstärkt und somit das Protein zu einem bestimmten Grad aktiviert. Hierzu wäre aber 

wieder die Interaktion der Regulationsdomäne mit einem anderen Bereich des p53 

Tetramers notwendig.  

 

3.7.5 Die Regulationsdomäne von p53 interagiert mit der DNA-Binderegion 

Wie in den obigen Experimenten gezeigt, ist eine Interaktion der Regulationsdomäne mit 

anderen Bereichen in p53 wahrscheinlich. Zur Lokalisierung dieses Bereichs wurden 

NMR-Titrationsexperimente mit 15N-markierter p53 DBD und den von der 

Regulationsdomäne abgeleiteten C-terminalen Peptiden vorgenommen. Dazu wurden 

Peptide mit der unmodifizierten Primärsequenz, mit einer Serin-Phosphorylierung und mit 

einem Aminosäureaustausch (Serin zu Arginin) synthetisiert (Tabelle 15 b) und zur p53 

DBD titriert (Abb. 3-43 a und b). Alle Peptide interagierten mit der p53 DBD, wobei das 

Serin-phosphorylierte Peptid die stärkste Interaktion zeigte. Bei dem Serin-

phosphorylierten Peptid konnte vor allem eine zusätzliche Interaktion mit den 

Aminosäuren um Arg-280 detektiert werden, was auf eine Interaktion zwischen dem 

Phospho-Serin und Arg-280 der p53 DBD hindeutet. Arg-280 ist wesentlich an der DNA-

Bindung von p53 beteiligt und die Punktmutation dieser Aminosäure inhibiert die DNA 

Bindung von p53 (vgl. Abb 1-11). Diese Interaktion konnte bei keinem anderen Peptid 

festgestellt werden (Abb. 3-43 a, rechts). Die chemische Verschiebungen der einzelnen 

Aminosäuren nach Zugabe der verschiedenen Peptide sind in Abb. 3-43 b aufgelistet. In 

den NMR Experimenten konnte nur eine schwache Interaktion zwischen den Peptiden und 

der p53 DBD detektiert werden, die sich in der chemischen Verschiebung einzelner 

Aminosäuren äußert. Eine induzierte konformationelle Änderung der p53 DBD durch 

Bindung der Peptide kann somit ausgeschlossen werden und durch die 

Titrationsexperimente kann die Affinität der Peptide zur der p53 DBD auf den hohen µM- 

bis mM-Bereich abgeschätzt werden.   
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b 

 

 

Abbildung 3-43: Chemische 
Verschiebung des 15N HSQC-Spektrums 
der p53 DBD nach Zugabe von p53 
abgeleiteten Peptide 
A, Ausschnitte einer Überlagerung der 15N HSQC 
Spektren von p53 DBD (250 µM) nach Zugabe des 
2faches (cyan) oder 10fachen (blau) Überschusses 
der vom p53 C-terminalen Bereiche abgeleiteten und 
über den Spektren angegebenen Peptiden. Die 
Peptide wurden gegen 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM 
KCl über Nacht dialysiert und die Messung erfolgte 
im selben Puffer bei 20 °C. B, residuale chemsiche 
Verschiebung der Aminosäuren der p53 DBD nach 
Zugabe des 10fachen Überschusses der p53-Peptide.  

 

p53C10

p53C10S(p)

p53C10SR
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Die Aminosäure, die signifikant an der Bindung des p53C10S(p) Peptids beteiligt sind, 

wurden auf die p53 DBD Struktur übertragen (Abb. 3-44 a). Im Vergleich dazu ist die 

Struktur der p53 DBD in Komplex mit einem Peptid abgebildet (Abb. 3-44 b), das von 

dem p53-Bindeprotein2 abgeleitet ist. Dieses Peptid interagiert mit der p53 DBD und 

erhöht die Stabilität der DNA-Bindedomäne (Friedler et al., 2002).  

H2

H1

L1

R280

H178

N239

a b

 
Abbildung 3-44: An der Bindung von Peptiden beteiligte Aminosäuren der p53 DBD  
A, Aminosäuren, die nach der Titration des Peptids p53C10S(p) starke chemische Verschiebungen zeigten 
(in rot), sind auf die NMR Struktur von p53 DBD (pdb code: 2fej) übertragen worden. Markiert sind die 
Helices H1 und H2, der Loop L1 und die signifikant shiften Aminosäuren, die hauptsächlich an der Bindung 
des Phosphopeptids p53C10S(p) beteiligt sind. B, die p53 DBD in Komplex mit einem Peptid, das aus der 
Bindung mit dem p53 Bindeprotein2 (53BP2) abgeleitet wurde. Abbildung entnommen aus (Friedler et al., 
2002). 

 

Der Interaktionsfläche der beiden Peptide p53C10S(p) und 53BP2-Peptid mit der p53 

DBD sind auf der Grundlage der chemischen Verschiebungen der einzelnen Aminosäuren 

sehr gut vergleichbar. Die Interaktionsfläche der Peptide befindet sich in der DNA-

Bindefläche von p53, wo vor allem das His-178, Asn-239 und das Arg-280 an der Bindung 

der Peptide beteiligt sind.  

 

3.7.6 Die Serin-Phosphorylierung erhöht die Affinität des C-terminalen Peptids zu p53 

Durch die NMR Titrationsexperimente konnte gezeigt werden, dass das Phospho-Peptid 

p53C10S(p) im Vergleich zu dem unmodifizierten Peptid eine veränderte 

Interaktionsfläche besitzt. Ob sich diese Änderung auch qualitativ auf die Affinität des 

Peptids zu p53 auswirkt, wurde über einen etablierten EMSA Assay untersucht. Dazu 

wurden die N-terminal FITC-markierten Peptide p53C10 und p53C10S(p) mit p53 

inkubiert und elektrophoretisch auf einem Nativ-Gel aufgetrennt. Die Zugabe von Cy5-

markierter DNA sollte Aufschluss darüber geben, ob die Bindung von DNA und Peptid 

gleichzeitig oder kompetitiv stattfindet. Es zeigte sich, dass das Serin-phosphorylierte 

Peptid an die Volllänge von p53 bindet, da es auf der Laufhöhe des DNA-gebundenen p53 
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Tetramers detektiert wurde (Abb. 3-45 a). Die Affinität des Peptids zu p53 wird durch die 

Phosphorylierung im Vergleich zum unmodifizierten Peptid signifikant erhöht. Die 

Anwesenheit der p53 konsensus-DNA verdrängte das Phospho-Peptid vollständig (Abb. 3-

45 b).  

 

                        a                         b 

 
Abbildung 3-45: Phosphorylierung von Serin 392 verstärkt die Bindung des Peptids 
an p53 
A - B, Elektromobilitäts-shift-Assay (EMSA) zur qualitativen Untersuchung der Bindungsaffinität der 
Peptide p53C10 und p53C10S(p) an p53 wt. A, Fluoreszenz-scan des nativ-Gels, Bande 1, p53 wt (8.8 µg, 8 
µM) inkubiert mit 26 µM FITC-p53C10, Bande 2, p53 wt (8µM) inkubiert mit 26 µM FITC-p53C10S(p); 
Bande 3, wie Bande 2 mit zusätzlich 2 µM Cy5-markierter p21-ds-DNA und 2 µM unspezifischer, 
doppelsträngiger Poly-dIdC. B, das selbe Gel wurde einem Cy5-scan unterzogen. Die nativ-PAGE wurde wie 
unter (2.4.2) beschrieben durchgeführt und mit einem Thyphoon imager gescannt. 

 

Der EMSA Assay bestätigt damit die NMR Ergebnisse. Einmal weist das Serin-

phosphorylierte Peptid eine erhöhte Affinität zu p53 auf und zweitens überlappen die 

Interaktionsflächen der Peptid- und der DNA-Bindung. Da die DNA eine um 4-Potenzen 

höheren Affinität im Vergleich zum Peptid aufweist, wird das Peptid in Anwesenheit der 

DNA vollständig aus dem Komplex mit p53 verdrängt. Dieses Ergebnis konnte auch über 

analytische SEC-HPLC Läufe bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Da in den Versuchen 

mit C-terminalen p53 Deletionsmutanten die Verkürzung um 10 Aminosäuren keinen 

entscheidenen Effekt auf z.B. den Oligomerisierungszustand von p53 hatte, sondern erst 

die Verkürzung um 30 oder 37 Aminosäuren stärkere Effekte zeigte, ist nicht 
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ausgeschlossen, dass auch der verbleibende Teil der Regulationsdomäne, nicht nur die 

letzten 10 Aminosäuren, mit anderen Bereichen von p53 interagiert.  

 

3.7.7 Erzeugung und Charakterisierung einer C-terminal verlängerten p53 Cystein-
Mutante 

Die NMR-Experimente suggerieren eine räumliche Nähe des Arg-280 der p53 DBD und 

des Ser-392 der Regulationsdomäne. In der DNA-Binderegion von p53 befinden sich 

ebenfalls in räumlicher Nähe vier reaktive, oberflächenexponierte Cysteine, Cys-176, Cys-

182, Cys-242 und Cys-275. Die Primärsequenz von p53 wurde um ein Cystein C-terminal 

verlängert (p53_394C, Abb. 3-46 a) mit der Hoffnung, dass, wenn die beiden 

Aminosäuren Arg-280 und Ser-392 in räumlicher Nähe zueinander sind, das zusätzliche 

Cys-394 mit einem der oben genannten Cysteine eine kovalente Disulfid-Brücke ausbilden 

kann. Dazu wurde die p53_394C Mutante exprimiert, gereinigt und einer 

Sekundärstrukturanalyse per CD-Spektroskopie unterzogen (Abb. 3-46 b – e). Dazu wurde 

das Protein nach der Reinigung über Nacht gegen einen Puffer mit 5 mM TCEP dialysiert, 

um reduzierende Bedingungen zu erreichen oder gegen den gleichen Puffer ohne TCEP, 

um oxidierende Bedingungen einzustellen.  
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Abbildung 3-46: Charakterisierung der p53_394C Mutanten unter reduzierenden 
und oxidierenden Bedingungen 
A, Domänenstruktur der p53_394C Mutante. B, thermische induzierte Denaturierungskurve der p53_394C 
Mutante unter reduzierenden Bedingungen, 50 mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl, 5 mM TCEP. Es wurde die 
Änderung der Sekundärstruktur von 5 µM p53_394C bei einer Wellenlänge von 222 nm und einer konstanten 
Heizrate von 20 °C/h gemessen. C, CD-Spektren der p53_394C Mutanten unter reduzierenden Bedingungen 
bei 10 °C und bei 90 °C. D, thermisch induzierte Denaturierungskurve der p53_394C Mutanten unter 
oxidierenden Bedingungen, 50 mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl. Selbe Bedingungen wie in B. E, CD-
Spektrum der p53_394C Mutanten unter oxidierenden Bedingungen bei 10 °C und bei 90 °C.   

 

Aus den thermisch induzierten Denaturierungskurven sowie den CD-Spektren bei 

verschiedenen Temperaturen wird deutlich, dass die Einführung des C-terminalen Cysteins 

abhängig von den gewählten Bedingungen einen unterschiedlichen Einfluss auf das 

Aggregationsverhalten des Proteins ausübt. Im nativen Zustand (10 °C, Abb 3-46. c, e 

schwarze Kurven) sind die Spektren von p53_394C unter den reduzierenden und 

oxidierenden Bedingungen vergleichbar, bei erhöhten Temperaturen (90 °C, Abb. 3-46 c, e 

rote Kurven) wird allerdings ein Unterschied deutlich, der sich auch in den 

Denaturierungskurven widerspiegelt (Abb. 3-46 b, d). Dabei zeigt die p53_394C Mutante 
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unter oxidierenden Bedingungen keine sichtbare Aggregation nach thermischer 

Denaturierung, im Gegensatz zu der p53 Mutante unter reduzierender Bedingung. An 

dieser Stelle sollte darauf hingewiesen werden, dass das Redox-Potential von Cystein, 

beschrieben über die Nernstsche Gleichung, stark temperaturabhängig ist, hier aber vorerst 

nicht berücksichtigt wurde.  

 

3.7.8 Die p53_394C Mutante bildet kovalente Oligomere aus 

Durch die CD-spektroskopische Analyse ist eine Interaktion des zusätzlichen Cysteins mit 

einem Bereich in p53 wahrscheinlich. Eine genauere Analyse wurde per SDS-PAGE 

vorgenommen. Dazu wurde p53_394C über Nacht bei 4 °C unter oxidierenden 

Bedingungen (50 mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl) inkubiert und anschließend mit dem 

10fachen Überschuss an Iodacetamid behandelt. Iodacetamit carboymethyliert reaktive 

Cysteine und verhindert so, dass während der SDS-PAGE unspezifische Disulfid-Brücken 

ausgebildet werden. Das Protein wurde dann in Anwesenheit und Abwesenheit von β-

Mercaptoethanol auf die Ausbildung von kovalenten Oligomeren untersucht (Abb. 3-47 a). 

p53_394C ist unter Anwesenheit des reduzierenden β-Mercaptoethanols nur als Monomer 

auf dem SDS-Gel sichtbar. In Abwesenheit von β-Mercaptoethanol hingegen sind auch 

Spezies mit höherer Molekularmasse detektierbar, die dem p53 Dimer und höheren 

Oligomeren entsprechen. Um eine Charakterisierung der Proteine mittels 

Massenspektrometrie vornehmen zu können, wurden an den entsprechenden Stellen, die 

entweder nur das p53 Monomer oder die kovalente Verknüpfung mehrerer Untereinheiten 

zu Oligomeren enthielten, Proben entnommen (Abb. 3-47 a, Einstiche). Die Proteinproben 

wurden aus dem Gel isoliert, eventuell noch vorhandene freie Cysteine carboxymethyliert 

und danach wurden die Proben einem Trypsinverdau unterzogen und die erhaltenen 

Peptide massenspektrometrisch analysiert. Beim Vergleich der Spektren fiel vor allem ein 

Peptid mit der Masse MW = 1665.80 auf, dass ausschließlich bei dem Spektrum der 

monomeren p53_394C Probe  detektiert wurde, bei allen Oligomeren aber fehlte, wie für 

das Spektrum des p53 Dimers angezeigt (Abb. 3-47 b). Die Masse des Peptids ist identisch 

mit der angegebenen Peptidsequenz aus der p53 DND-Binderegion.  
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Abbildung 3-47: p53_394C bildet unter oxidierenden Bedingungen kovalente 
Oligomere aus 
A, Die p53_394C Mutante wurde über Nacht bei 4 °C in 50 mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl inkubiert, 
anschließend mit einem 10fachen Überschuss an Iodacetamid behandelt und mittels SDS-PAGE analysiert. 
Rechte Bande, Laemmli-Puffer (Probenauftragspuffer) enthielt 2.5 % β-Mercaptoethanol (β-ME), linke 
Bande, Laemmli-Puffer enthielt kein β-Me und zeigt höhere oligomere Spezies von p53_394C an. B, die aus 
dem Gel aus A entnommenden Proben wurden extrahiert, Trypsin-verdaut und die erhaltenden Peptide 
massenspektrometrisch untersucht. Dabei sind alle freien Cysteine durch die Behandlung mit Iodacetamid 
carboyxmethyliert. Eine Überlagerung des Massenspektrum von monomeren p53_394C (blau) und des 
dimeren p53_394C (grün) zeigt, dass nur im Monomer ein Peptid mit der Masse 1665.8 Da gefunden wird, 
dass dem carboxymethylierte Peptid CcarboxymethylSDSDGLAPPQHLIR zugeordnet werden konnte.   

 

Weitere eindeutige Aussagen konnten aber auf Grund der Komplexität der Massenspektren 

nicht getroffen werden. Um die Ausbildung kovalent verknüpfter p53 Untereinheiten zu 

erhöhen und daraus eindeutige Aussagen über die Eigenschaften der p53-Spezies treffen zu 

können, wurde im Folgenden mit verschiedenen thiol-spezifischen Crosslinkern gearbeitet. 

 

3.7.9 Kovalente Verknüpfung von p53_394C mit einem Bimane-basierten 
fluoreszenzaktiven Crosslinker 

Der Bimane-basierte Crosslinker biBromobimane (bBBr) ist ein thio-spezifischer 

Crosslinker (Abb. 3-48 a, oben), der fluoreszenzaktiv wird, sobald er mit zwei 

Thiolgrupppen reagiert hat. Somit kann die Crosslink-Reaktion über das 

Fluoreszenzspektrum detektiert werden. Zuerst wurde der Crosslinker mit p53_394C unter 

oxidierenden Bedingungen inkubiert und die Ausbildung von SDS- und β-

Mercaptoethanol-stabilen kovalenten Oligomeren per SDS-PAGE analysiert (Abb. 3-48 a, 

unten). Der Crosslinker interagiert mit p53_394C unter der Ausbildung nur einer 

spezifischen oligomeren Spezies mit dem Molekulargewicht des p53 Tetramers. Ob der 

p53_394C Monomer

p53_394C Dimer

b
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Crosslinker bei der Reaktion mit p53_394C auch fluoreszenzaktiv wird, wurde in einem 

weiteren Experiment getestet. Hier wurde wiederum p53_394C mit bBBr inkubiert und das 

Fluoreszenzspektrum bei einer Anregung von 390 nm aufgenommen (Abb. 3-48 b). Der 

Crosslinker alleine zeigte dabei eine vernachlässigbare Fluoreszenz. Interagiert der 

Crosslinker aber mit p53_394C, so nimmt die Fluoreszenz unter einer Rotverschiebung 

deutlich zu. Die Zunahme der Fluoreszenz ist vergleichbar der Reaktion des Crosslinkers 

mit reduziertem Glutathion. Die entstehende Fluoreszenz kann ebenfalls bei einer SEC-

HPLC Analyse genutzt werden, um den Oligomerisierungszustand der kovalent 

verknüpften p53_394C Untereinheiten zu charakterisieren (Abb.3-48 c).   

dibromobimane (bBBr)

a

p53_394C
+  bBBr

p53Monomer

p53Tetramer
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Abbildung 3-48: Crosslinking von 
p53_394C mit bBBr unter oxidierenden 
Bedingungen 
A, oben, Struktur von biBromobimane (bBBr), einem 
Thiol-spezifischen Crosslinker, der nach Reaktion mit 
zwei Cysteinen fluoreszenzaktiv wird. Unten, 
p53_394C inkubiert mit einem 5fachen Überschuss an 
bBBr und alanylsiert per SDS-PAGE B, 
Fluoreszenzspektrum von 50 µM bBBr bei 15 °C 
angeregt bei λex = 390 nm in 50 mM KPP, 100 mM 
KCl (□) mit 2 µM Glutathion (reduziert) (Δ) und mit 2 
µM ox. (in 50 mM KPP, pH 7.5, 50 mM KCl) 
p53_394C (O). bBBR wurde 30 min vor Messung des 
Spektrums bei 4 °C mit GSH oder p53_394C 
inkubiert. C, analytischer SEC-HPLC-Lauf der Proben 
aus B (100 µl, mit GSH gequencht) mit einer 
Superdex200 equilibriert in 50 mM KPP, pH 7.5, 50 
mM KCl, 1 mM TCEP und einer Flussgeschwindigkeit 
von 0.75 ml/min. Detektion der Fluoreszenz  bei λex = 
390 nm, λem = 470 nm.  

p53tet 
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Die SEC-HPLC Analyse, die nur die Fluoreszenz des Crosslinkers detektiert, zeigt, dass 

eine dominanten Spezies nach Behandlung von p53_394C mit dem Crosslinker entsteht, 

die eine vergleichbare Retentionszeit zum nativen, tetrameren p53 Wildtyp besitzt. Andere 

p53 Oligomere konnte hier nicht detektiert werden. Freier Crosslinker, der mit GSH 

reagiert hat, wurde nach einer Retentionszeit von 24 Minuten detektiert.GSH wurde auch 

der p53_394C Probe vor dem Lauf zugesetzt, um eine Interaktion des Crosslinkers mit der 

Säule zu vermeiden. Die Verwendung des Crosslinkers bBBr zeigt eindeutig die 

Ausbildung einer dominanten Spezies und über die Fluoreszenz des Crosslinkers kann 

dieses Spezies sehr gut verfolgt werden. Alle kinetischen Untersuchungen, die Aussagen 

über die Reaktionsgeschwindigkeit des Crosslinkers zulassen würden, konnten aber auf 

Grund der hohen Sensitivität der Crosslinkers gegenüber Sauerstoff nicht durchgeführt 

werden. Die Fluoreszenz des Crosslinkers ändert sich bei längerer Inkubation in Puffer, 

auch in Abwesenheit von Crosslink-Partnern. 

 

3.7.10 Die spezifische, kovalente Verknüpfung von p53_394C Untereinheiten über dem 
thiol-spezifischen, wasserlöslichen Crosslinker BM(POE)2 

Ein weiterer thiol-spezifischer, wasserlöslicher Crosslinker BM(POE)2 mit genau 

definierter Spacer-Länge (Abb. 3-49 a, oben) wurde weiterhin verwendet, um definierte 

p53_394C Tetramere zu erzeugen. BM(POE)2 crosslinkt dabei sehr effizient die p53_394C 

Untereinheiten zu Tetrameren und höheren Oligomeren (Abb. 3-49 a, unten), wobei SDS- 

und β-Mercaptoethanol-resistente Spezies entstehen. Ein großer Vorteil dieses Crosslinkers 

ist die Möglichkeit, gleichzeitig Reduktionsmitteln in der Proteinlösung zu verwenden, da 

BM(POE)2 nicht mit TCEP wechselwirkt. Das heterogene Gemisch nach der Behandlung 

von p53_394C mit dem Crosslinker wurde in einem weiteren Reinigungsschritt mittels 

FPLC/HPLC homogenisiert und es wurde nur mit dem verknüpften p53_394C Tetramere 

weitergearbeitet. In dem auf der Fluoreszenz-Polarisation beruhenden Aktivitätsassay von 

p53 zeigte das verknüpfte p53_394C keine Bindung der spezifischen p21-DNA (Abb. 3-49 

b). 
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Abbildung 3-49: Crosslinking von p53_394C führt zu inaktiven Tetrameren 
A, oben, Struktur und Eigenschaften des thiol-spezifischen, wasserlöslichen Crosslinkers BM(POE)2. A, 
unten, p53_394C wurde zusammen mit einem 5fachen Überschuss des Crosslinkers BM(POE)2 für 2 h bei 4 
°C in 50 mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl, 1 mM TCEP inkubiert, danach mit einem 10fachen Überschuss an 
Iodacetamid versetzt und per SDS-PAGE analysiert. Die gebildeten Oligomere sind β-Mercaptoethanol und 
SDS-stabil. Aus diesem Gel wurden Proben zur massenspektrometrischen Analyse (Abb. 3-51) entnommen 
(rote Kreise). B, p53_394C wurde mit dem 5fachen Überschuss von BM(POE)2 inkubiert. Danach wurde die 
heterogene Proteinlösung über eine Superdex200 (16/10) per FPLC homogenesiert. Die Fraktionen, die nach 
der SDS-PAGE Analyse hauptsächlich mit BM(POE)2 gecrosslinktes tetrameres p53_394C enthielten, 
wurden vereinigt und per Fluoreszenz-Polsarisationsanalyse auf die Affinität zur p21-DNA im Vergleich 
zum p53 Wildtyp (O) untersucht. Die Fähigkeit von p53_394C_BM(POE)2 (Δ) wurde durch den Crosslink 
inhibiert.  

 

Die Unfähigkeit der p53_394C verknüpften tetrameren Spezies DNA zu binden, lässt 

darauf schließen, dass die Crosslinker-vermittelte Tetramerisierung der Untereinheiten 

über das zusätzlich eingefügte Cys-394 und einem Cystein der DNA-Bindedomäne 

stattfindet. Die dominante Ausbildung von p53 Tetrameren zeigt zudem, dass die 

Verknüpfung zweier Cysteine inter-molekular bevorzugt wird. Daraus lässt sich schließen, 

dass der C-Terminus der Regulationsdomäne einer p53 Untereinheit mit der DNA-

Bindedomäne einer anderen Untereinheit in räumlicher Nähe steht, so dass die Ausbildung 

von gecrosslinkten inter-molekularen Cysteinen stark bevorzugt ist. Alle weiteren p53 

Varianten reagieren mit dem Crosslinker BM(POE)2 nur unspezifisch unter der Ausbildung 

heterogener Gemische (Abb. 3-50). 
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Abbildung 3-50: Die Spezifität des Crosslinkers BM(POE)2  
p53 Wildtyp und p53 Mutanten wurden mit einem 5fachen Überschuss des Crosslinkers BM(POE)2 für 2 h 
bei 4 °C in 50 mM KPP, pH 7.5, 100 mM KCl inkubiert und per SDS-PAGE analysiert. Alle p53 Varianten 
zeigen eine Interaktion mit dem Crosslinker und die Ausbildung von höheren oligomeren Spezies. p53_394C 
zeigt als einziges Protein eine homogene Verteilung, was eine spezifische Interaktion anzeigt. 

 

3.7.11 Identifikation der spezifischen inter-molekularen Interaktion des Cys-394 mit Cys-
182 

Um eindeutig die Interaktion des C-terminal eingefügten Cys-394 mit der p53 DBD zeigen 

zu können, und um das spezifische Cystein der p53 DBD identifizieren zu können, das mit 

Cys-394 wechselwirkt, wurde eine weitere massenspektrometrische Analyse des mit 

BM(POE)2 behandelten p53_394C im Vergleich mit dem unbehandelten Protein 

durchgeführt. Dazu wurden die in Abb. 3-49 mit roten Kreisen markierten Proteinproben 

aus dem Gel extrahiert, carboxymethyliert und Trypsin-verdaut. Der Vergleich der beiden 

Massenspektren wies einen neuen Massenpeak bei MW = 2739.1 Da auf, der nur in dem 

Spektrum des mit dem Crosslinker behandelten p53_394C auftrat (Abb. 3-51 a). Dieser 

Massenpeak wurde sequenziell analysiert und die einzelnen Fragmente konnten eindeutig 

einem gecrosslinktem Peptid zugeordnet werden (Abb. 3-51 b). Die Masse des neu 

erscheinenden Peaks sowie die sequenzielle Analyse ergaben ein Peptid bestehend aus den 

letzten acht Aminosäuren der p53_394C Mutante (TEGPDSDC), was verknüpft über den 

Crosslinker BM(POE)2 mit einem Peptid aus der p53 DNA-Binderegion 

(C182SDSDGLAPPQHLIR) detektiert wurde.  
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Abbildung 3-51: Massenspektrometrische Analyse der BM(POE)2 gecrosslinkten 
p53_394C Tetramere ergibt eine spezifische Verknüpfung von Cys-394 mit Cys-182 
A, Überlagerung eines Ausschnitts der beiden Massenspektren für monomeres p53_394C (grün) und für 
tetrameres p53_394C + BM(POE)2 (blau). Die Proben wurden nach der SDS-PAGE ausgestochen und nach 
2.6.2 für die massenspektrometrischen Analyse vorbereitet. Gezeigt ist der Peak mit der Molekularmasse Mw 
= 2734.27 Da, der bei beiden Massenspektren identifiziert wurde und einem Peptid mit angegebener Sequenz 
zugeordnet werden konnte. Das Peptid mit der Molekularmasse Mw = 2739.1 Da wurde nur im 
Massenspektrum des mit BM(POE)2 behandelten tetrameren p53_394C identifiziert. B, sequenzielle, 
massenspektrometrische Analyse des Peptids der Masse Mw = 2739.1 Da. Gezeigt ist ein Ausschnitt des 
Fragmentierungsmusters des Peptids mit den entsprechenden Zuordnungen der Zerfallsprozesse. Beide 
Spektren wurden an einem MALDI_TOF/TOF aufgenommen. C, schematische Darstellung und 
Lokalisierung der gecrosslinkten Peptide, identifiziert über A und B. Die inter-molekulare Wechselwirkung 
des Cys-394 einer p53 Untereinheit mit dem Cys-182 einer anderen Untereinheit wird durch die SDS-PAGE 
Analyse deutlich, da hier nur eine dominate Form, ein durch den Crosslinker stabilisiertes Tetramer von p53, 
auftritt. 
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Die massenspektrometrische Analyse des gecrosslinkten p53_394C Tetramers ergab, dass 

das zusätzliche C-terminale Cys-394 in so enger räumliche Nähe der DBD ist, dass es 

spezifisch über den Crosslinker BM(POE)2 mit dem Cys-182 der DNA-Bindedomäne 

interagieren kann (Abb. 3-51 c). Dass diese Wechselwirkung auch ohne Crosslinker 

stattfinden kann, wenn auch zu einem wesentlich geringeren Anteil, zeigte die Eigenschaft 

von p53_394C unter oxidierenden Bedingungen ebenfalls kovalente Oligomere 

auszubilden, bei denen genau das carboxymethylierte Peptid fehlte, was hier über die 

massenspektrometrische Analyse identifiziert wurde. Die Ausbildung von dominanten, 

verbrückten p53 Tetrameren zeigte weiterhin, dass die Wechselwirkung der 

Regulationsdomäne einer p53 Untereinheit nicht intra-molekular, sondern ausschließlich 

inter-molekular stattfindet.  

 
 

3.7.12 Analyse der DNA Bindeeigenschaft und der Molekülgestalt von p53 Varianten über 
analytische Ultrazentrifugation 

Zur Klärung der unterschiedlich gemessenen Änderungen der Anisotropie wurden 

Sedimentationsläufe in der analytischen Ultrazentrifuge mit den p53 Varianten und FITC-

markierter p21-DNA durchgeführt. Die Komplexierung der DNA durch p53 wurde einmal 

bei einer p53 Konzentration durchgeführt, bei der noch freie DNA unkomplexiert vorliegt 

(Abb. 3-52 a) und einmal mit 10fachem Überschuss an p53, so dass alle sich in der Lösung 

befindende DNA an p53 gebunden sein sollte (Abb. 3-52 b). 
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Abbildung 3-52: Charakterizierung der DNA Bindungseigenschaften und der 
Molekülgestalt vom freien und DNA-komplexgebundenen p53 über analytische 
Ultrazentrifugation 
A, 100 nM p53 Wildytpe und p53 Mutanten wurden zusammen mit 50 nM p21-ds-DNA für 30 min bei 4 °C 
inkubiert und per analytische Ultrazentrifugation analysiert. Freie p21-DNA mit der Molekularmasse Mw = 
24 kDa zeigt einen Sedimentationskoeffizient von 2.8 S. In gebundener Form vergrößert sich der 
Sedimentationskoeffizient auf bis zu mehr als 6 S. B, 500 nM p53 Wildtyp und p53 Mutanten wurden mit 50 
nM p21-DNA unter den selben Bedingungen wie unter A inkubiert und der aUZ analysiert. Die Aufnahme 
und die Auswertung der aUZ Daten wurde von Titus Franzman durchgeführt.  

 

Die Analyse ergab, dass alle p53 Varianten eine vergleichbare Menge an DNA 

komplexierten, angezeigt durch die Verschiebung der Svedberg-Konstanten (S) von 2.8 auf 

6 S. Weiterhin zeigte die Analyse, dass sich die Form der p53 Mutanten im Vergleich zum 

Wildtyp nicht drastisch ändert, da bei allen Mutanten vergleichbare Svedberg-Konstanten 

gemessen wurden. Die Verringerung der Svedberg-Konstante bei den C-terminalen 

Deletionsmutanten ist auf die geringere Molekularmasse zurückzuführen.  

 

 

3.7.13 Das tetramere p53 wird durch ein Zusammenspiel der Domänen funktionalisiert  

In diesem Abschnitt wurde der Einfluss der einzelnen Domänen auf die Struktur, die 

Aktivität und das Oligomerisierungsverhalten von p53 charakterisiert. Es zeichnete sich 

eindeutig ab, dass die p53 DNA-Bindedomäne ausschließlich verantwortlich ist für die 

Stabilität von p53. Alle weiteren Domänen beeinflussen zwar das Denaturierungsverhalten, 

nicht aber die thermische Stabilität an sich. Anders verhält es sich hingegen bei der 

Oligomerisierung. Die ersten Versuche zeigten, dass die Deletion der regulatorischen 

Domäne die Tetramerisierungseigenschaften von p53 verschlechtert. Je mehr die C-
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terminale Domäne verkürzt wurde, desto geringer war die Tendenz von p53, Tetramere zu 

bilden. Diese Eigenschaft konnte mit Hilfe einer C-terminalen Cystein-Mutante aufgeklärt 

werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Regulationsdomäne einer Untereinheit von 

p53 an die DNA-Bindedomäne einer anderen Untereinheit inter-molekular bindet und 

dadurch das Tetramer stabilisiert (Abb. 3-53). Die Bindung der C-terminalen 

Regulationsdomäne an die DNA-Bindefläche von p53 ist eher schwach und kann daher 

von der DNA, die um die gleiche Bindestelle konkurriert, auf Grund der höheren Affinität 

verdrängt werden. Das könnte Aufschluss über die Funktion dieser Brückenbildung im p53 

Tetramer geben. Liegt p53 in seiner tetrameren Form vor, ist es aktiver und stabiler 

(Nichols et al., 2002). Der hier aufgezeigte Regulationsmechanismus könnte p53 so lange 

in der aktiven, tetrameren Form halten, bis p53 über die DBD an DNA bindet. Bedenkt 

man die geringe Konzentration von p53 in der Zelle und die hohe turnover Rate, könnten 

solche Regulationsmechanismen den Ausschlag geben, ob p53 aktiv vorliegt oder abgebaut 

wird. Zusätzliche post-translationale Modifikationen können diesen 

Regulationsmechanismus zudem verstärken. Die Serin-Phosporylierung an Position 392 

z.B. wird als Aktivationsmechanismus beschrieben (Nichols et al., 2002). Es konnte hier 

gezeigt werden, dass die Serin-Phosphorylierung eines von dem p53 C-Terminus 

abgeleiteten Peptids an eine neue Region um Arg-280 der p53 DNA-Binderegion bindet 

und dass qualitativ die Affinität dieses Peptids zu p53 im Vergleich zum unmodifizierten 

Peptids steigt. Durch die NMR-Experimente sowie durch die massenspektrometrische 

Analyse der kovalent-verknüpften p53_394C Mutante konnte deutlich die enge räumliche 

Nähe des C-terminalen Endes der Regulationsdomäne zu der p53 DBD, vor allem zu Arg-

280 und zu Cys-182 gezeigt werden, die sich beide in der DNA-Bindefläche von p53 

befinden. Eine Aktivitätsanalyse von p53 Varianten in Lösung ergab, dass die spezifische 

DNA-Bindung u.a. stark von der N-terminalen Transaktivierungsdomäne beeinflusst wird. 

Eine Deletion der N-terminalen Domäne resultierte in einer Zunahme der Affinität zur 

DNA. Ob dieser Effekt funktionale oder sterische Gründe hat, konnte hier nicht geklärt 

werden. Der Einfluss der C-terminalen Regulationsdomäne in diesen Aktivitätsassays war 

maginal, was an den eingesetzten Konzentrationen liegen könnte, die weit über dem KD (≈ 

40 nM) für die Tetramerisierung von p53 liegen. Herauszufinden, was genau der Effekt der 

Interaktion der Regulationsdomäne mit der DNA-Bindedomäne im Bezug auf die 

Funktionalität von p53 ist, wird Gegenstand der zukünftigen Forschung sein.  
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Abb. 3-53: Inter-play in tetramerem p53 
Schematischen Model der inter-molekularen Interaktionen im p53 Tetramer. In der Mitte ist die 
Tetramerisierungsdomäne gezeigt (pbd: 3sak). Das p53 Tetramer besteht aus einem Dimer von Dimeren. Je 
ein Dimer bilden die Untereinheiten A (gold) und B (braun), sowie C (hellgrau) und D (dunkelgrau). 
Weiterhin ist dargestellt: die Wechselwirkung des carboxy-terminalen Tails einer Untereinheit eines Dimers 
mit der DNA-Binderegion einer anderen Untereinheit aus dem anderen Dimer. Die inter-molekularen 
Wechselwirkungen über A – C und B – D stabilisieren das Tetramer. (Es kann dabei nicht unterschieden 
werden, ob die Wechselwirkungen nicht über A – D sowie B –C verlaufen.) Die Interaktion zwischen C-
terminaler Domäne und DNA-Binderegion wird wahrscheinlich durch post-translationale Modifikationen 
beeinflusst. Phosphorylierung an Ser-392 scheint die Interaktion zu verstärken.   
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4 Diskussion 
4.1 Konformationsgleichgewichte in den Hsp90-Proteinen 

In den letzten drei Jahren wurde mit Hilfe von biophysikalischen Methoden, Kristall- und 

EM-Daten ein genaues Bild über die Struktur und die Konformationsänderungen von 

Hsp90 erstellt (Ali et al., 2006; Shiau et al., 2006; Dollins et al., 2006; Hessling et al., in 

press). Dabei zeigte sich, dass die durch ATP-Bindung induzierten  

Konformationsänderungen in der Hsp90-Familie konserviert sind (Richter et al., 2008; 

Frey et al., 2008). Die generellen Konformationsänderungen sind deshalb nicht für die 

Unterschiede in den Aktivitäten von Hsp90 verantwortlich. Vielmehr wird ein Modell 

immer wahrscheinlicher, in dem die unterschiedlichen Mitglieder der Hsp90-Familie 

unterschiedliche Gleichgewichte der Konformationsverteilung ausbilden (Southworth et 

al., 2008). Hsp90 durchläuft während des ATPase Zyklus, ausgehend von der offenen 

„entspannten“ Konformation, nach ATP-Bindung einen hochenergetischen geschlossenen 

„gespannten“ Zustand. Wie stark die offene Konformation bevorzugt wird und wie hoch 

die Energiebarriere für die N-terminale Dimerisierung und die damit verbundenen 

energetisch ungünstigen Konformationsänderungen ist, scheint den Unterschied zwischen 

den Hsp90 Homologen auszumachen und könnte erklären, warum die ATPase von 

humanem Hsp90-Protein um ein Vielfaches geringer ist als die der Hefe Homologen 

(Richter e al., 2008; McLaughlin et al., 2006; Southworth et al., 2008). Interessanterweise 

können scheinbar zwar Co-Chaperone nicht aber Substrate dieses konformationelle 

Gleichgewicht von Hsp90 signifikant verschieben, was auf eine Substratbindestelle in 

Hsp90 hindeutet, die nicht direkt in die Konformationsänderungen eingebunden ist, was in 

Kapitel 4.4 diskutiert wird (Ali et al., 2006; Richter et al., 2003; Siligardi et al. 2004).  

 

4.2 Ein konservierter „Druckpunkt“ in der Hsp90-Familie reguliert die Hsp90 

Aktivität 

Das angesprochene Konformationsgleichgewicht in den Hsp90-Proteinen kann durch einen 

„Druckpunkt“ in der C-terminalen Domäne von Hsp90 verschoben werden. In höheren 

Eukaryoten, bei denen sich an dieser Stelle ein konserviertes Cystein befindet, kann das 

Konformationsgleichgewicht und, direkt damit verbunden, die ATPase Ativität von Hsp90 

durch die S-Nitrosylierung der Cystein Seitenkette reguliert werden (Martinez-Ruiz et al., 

2005). Zudem ist Hsp90 eine molekulare Maschiene, die auch durch weitere post-

translationale Modifikationen reguliert werden kann (Scroggins et al., 2007b). Die S-
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Nitrosylierung von Hsp90 betrifft einen Cystein-Rest, der sich in einer aus drei Strängen 

aufgebauten β-Faltblattstruktur in der Nähe der Dimerisierungshelix befindet. In der 

vorliegenden Arbeit wurde in zwei Vertretern der Hsp90-Familie die Seitengruppe dieses 

Restes variiert und der Einfluss die Aktivität von Hsp90 untersucht. Es zeigte sich, dass, 

obwohl an dieser Stelle keine Aminosäure in der Hsp90-Familie hochkonserviert ist, der 

Druckpunkt für die Regulation von Hsp90 in der ganzen Familie konserviert ist. Durch die 

Veränderungen der Seitenkette des Druckpunktes konnten sowohl aktivere als auch fast 

gänzlich inaktive Hsp90 Punktmutanten in Bezug auf die ATPase und Chaperonaktivität 

erzeugt werden. Dieser Druckpunkt scheint das Konformationsgleichgewicht der ATPase 

und direkt die Dimerisierungseigenschaften von Hsp90 zu beeinflussen. Punktmutationen, 

die eine S-Nitrosylierung nachahmen, scheinen das Konformationsgleichgewicht zu einer 

offenen Struktur zu verschieben und dadurch die Energiebarriere zu erhöhen, die für die N-

terminale Dimerisierung während der ATP-Hydrolyse notwendig ist, um so die Aktivität 

von Hsp90 zu reduzieren. Es konnte zudem gezeigt werden, dass sich dieser Effekt auf die 

Hsp90-vermittelte Reifung und Stimulierung von Substraten in vivo auswirkt, ohne jedoch 

die essentielle Funktion von Hsp90 für die Lebensfähigkeit zu beeinflussen.  

Durch den beschriebenen Druckpunkt kann die Aktivität von Hsp90 durch eine einzelne 

Aminosäure variiert und den Lebensbedingungen des jeweiligen Organismus angepasst 

werden. Durch die Konservierung des Cysteins an diesem Druckpunkt in höheren 

Eukaryoten kann weiterhin das zelluläre Level an freiem NO durch die Hsp90-abhängige 

Stimulation der NO-Synthasen in einer feedback Schleife reguliert werden. 

Anscheinend hat sich diese Stelle in Hsp90 ko-evolutionär mit den Aufgaben von Hsp90 

entwickelt und die Aktivität von Hsp90 wurde seiner Aufgabe in der Zelle angepasst. 

Hsp90, das auch als „Kondensator für morphologische Evolution“ beschrieben wurde 

(Mayer and Bukau, 1999; Rutherford and Lindquist, 1998) scheint hier selbst der 

evolutionären Entwicklung zu unterliegen.   

 

4.3 Das Co-Chaperon Aha1 aktiviert Hsp90 über einen intermediären, kompakten 

Zustand  

Dass für die Regulation von Hsp90 besonders unter Stressbedingungen die Co-Chaperone 

eine entscheidende Rolle bei der Substratprozessierung spielen, wurde in vielen Versuchen 

verdeutlicht (Nathan et al., 1999; Richter et al., 2004; Wandinger et al., 2006; Wegele et 

al., 2006). Allerdings ist noch immer nicht klar, wie die Co-Chaperone in den ATPase und 

Chaperonzyklus von Hsp90 eingreifen. Deshalb wurde in dieser Arbeit der Mechanismus 
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des einzig bisher bekannten Aktivators von Hsp90 Aha1 untersucht. Es konnte dabei 

gezeigt werden, dass die Bindung von Aha1 an Hsp90 einen kompakteren Zustand 

induziert und diesen durch Interaktion mit einer zweiten Bindestelle, die nach ATP-

Bindung zugänglich wird, stabilisiert. Interessanterweise reicht die Bindung eines Aha1 

Monomers aus, um eine vollständige Aktivierung des Hsp90 Dimers zu erhalten, was auch 

unter zellulären Verhältnissen plausibel erscheint, da die Konzentration von Hsp90 im 

Cytosol etwa 30mal höher im Vergleich zu Aha1 ist (Ghaemmaghami et al., 2003). Die 

Bindung von einem Molekül Aha1 setzt demnach voraus, dass sich im Hsp90 ATPase-

Zyklus ein intermediärer, asymmetrischer Komplex ausbilden muss. Die Ausbildung von 

asymmetrischen Komplexen könnte ein Schlüsselschritt im Zusammenspiel der 

gleichzeitigen Bindung von Co-Chapereonen und Substraten an Hsp90 sein, wie es für den 

ternären Komplex aus Hsp90-Cdc37-Cdk4 gezeigt werden konnte (Vaughan et al., 2006).  

In dieser Arbeit konnte zudem die Interaktionsfläche zwischen Hsp90 und Aha1 residual 

bestimmt werden. Ein Vergleich mit der Interaktionsfläche anderer Co-Chaperonen mit 

Hsp90 unter Einbeziehung der biochemischen Daten, ermöglicht es, ein Bild zu erstellen, 

welche Co-Chaperone gleichzeitig an der Regulation von Hsp90 beteiligt sein könnten. 

Wie schon früher berichtet wurde, ist die gleichzeitige Bindung von Aha1 und Sti1 an 

Hsp90 ausgeschlossen (Panaretou et al., 2002; Lotz et al., 2003; Harst et al., 2005), was 

mit den in dieser Arbeit erstellten Modell übereinstimmt, in dem Aha1 vorzugsweise an 

den geschlossenen Zustand bindet, im Gegensatz zu Sti1 (Richter et al., 2003). Die 

Bindung von p23/Sba1 und Aha1 an Hsp90 dagegen scheint nicht-kompetitiv zu verlaufen. 

Sowohl p23/Sba1 als auch Aha1 binden bevorzugt an den geschlossenen Zustand von 

Hsp90 und scheinen diesen zu stabilisieren (Sullivan et al., 2002; Ali et al., 2006; 

McLaughlin et al., 2006). Diese Co-Chaperone zeigen aber eine unterschiedliche 

Regulation der Hsp90 ATPase Aktivität. Daran zeigt sich, dass nicht nur die Verschiebung 

des Konformationsgleichgewichts zwischen offener und geschlossener Struktur von Hsp90 

für die Regulation der ATPase Aktivität wichtig ist, sondern das noch weitere Effekte 

regulatorisch wirken, wie hier der Einfluss der Co-Chaperonbindung auf die Konformation 

der N-terminale ATPase-Domäne, genauer des ATP-Lids. Hier wird vor allem das 

Zusammenspiel zwischen der Domänenorientierung im Hsp90 Dimer und der strukturellen 

Änderung der individuellen Domänen deutlich, die zusammen die Aktivität von Hsp90 

beeinflussen.   
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4.4 Die Interaktion von Hsp90 und p53  

Nach der detaillierten Aufklärung der (strukturellen) Zustände im ATPase Zyklus von 

Hsp90 ist die entscheidende Frage, wie Hsp90 seine Substrate erkennt und in den ATPase 

Zyklus zur Substratprozessierung einbindet. Dazu ist in der Literatur noch sehr wenig 

bekannt. Man vermutet, dass der Mitteldomäne bei der Unterscheidung von Substraten 

eine gewisse Rolle zukommt (Hawle et al., 2006). In dieser Arbeit dazu gezeigt werden, 

dass sich die Interaktionsfläche von Hsp90 mit seinem Substrat p53 an der äußeren Seite 

des Hsp90 Dimers befindet. Dieser Bereich unterliegt keinen signifikanten 

Konformationsänderungen innerhalb des ATPase Zyklus von Hsp90, was mit der hier 

postulierten nukleotid-unabhängigen Interaktion von Hsp90 mit p53 übereinstimmt. Dabei 

wird die Wechselwirkung der beiden Proteine durch eine sehr große Fläche bestimmt. Es 

konnte jedoch einzelnen Punktmutationen in Hsp90 erzeugt werden, die einen 

signifikanten Verlust der Hsp90-vermittelten Stimulierung der p53 Aktivität zeigten.  

Die Affinität beider Proteine im nativen Zustand liegt im unteren micromolaren Bereich, 

wobei eine vollständige Dissoziation des Hsp90*p53 Komplexes durch die Anwesenheit 

der p53 Konsensus-DNA innerhalb von Sekunden induziert werden konnte. Die Affinität 

von p53 an die DNA ist dabei mindestens um Faktor-10 höher. Interessanterweise 

überlappen die Binderegionen von Hsp90 und DNA auf der p53 DNA-Bindedomäne und 

es konnte gezeigt werden, dass die DNA-Bindedomäne von p53 durch die Anwesenheit 

von DNA thermodynamisch stabilisiert werden konnte (Bullock et al., 1997). Das könnte 

darauf hindeuten, dass Hsp90 das Substrat so lange bindet und in der aktiven 

Konformation hält, bis es seine eigentliche Aufgabe, in diesem Fall die Bindung der DNA, 

erfüllen kann. Somit wirkt hier das molekulare Chaperon Hsp90 eher als „Holdase“ denn 

als „Foldase“ seiner Substrate. Bei der biochemischen Charakterisierung der individuellen 

Domänen von Hsp90 erwies sich die Hsp90 Mitteldomäne als sehr stabile, kompakt 

gefaltete Domäne, die eine hohe Toleranz gegenüber erhöhten Temperaturen und 

Denaturierungsmitteln zeigte. Unter physiologischen Bedingungen und vor allem unter 

Stressbedingungen liegt es nahe, dass labile Substrate von dieser kompakten Domäne 

erkannt und gebunden werden. Die Freisetzung des Substrates erfolgt durch die 

Anwesenheit eines Co-Faktors des Substrates. Es konnte in dieser Arbeit nicht vollständig 

geklärt werden, wie die Substraterkennung mit der ATPase-gekoppelten Prozessierung des 

Substrats zusammenhängt. Es wurde weder ein Einfluss des Substrates auf die ATPase 

Aktivität von Hsp90 festgestellt, noch eine signifikant veränderte Affinität von Hsp90 zu 

p53 in Anwesenheit von Nukleotiden. In der Strukturanalyse des E. coli-Homologen HtpG 
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wurde allerdings eine Struktur identifiziert, die nach ATP-Hydrolyse im ADP-gebundenen 

Zustand eine kompakte Konformation einnimmt, bei der die N-terminale Domäne mit der 

Hsp90 Mitteldomäne in der Art wechselwirkt, die eine Freisetzung des Substrats auf Grund 

von überlappenden Interaktionsflächen zur Folgen haben müsste (Krukenberg et al., 2008; 

Cunningham & Agard, 2008). 

 

4.5 Die inter-molekularen Wechselwirkungen  im tetrameren p53 

Der Transkriptionsfaktor p53 ist als „Wächter des Genoms“ (Levine, 1997; Lane, 1992) 

ein entscheidender Regulator, dessen Verlust an Funktionen durch so genannte hot spot 

Mutationen in der DNA-Binderegion die Entstehung von Tumoren begünstigt (Hernandez-

Boussard et al., 1999). Die wichtigste Eigenschaft von p53 ist die Erkennung von DNA-

Schäden und die darauf folgende Einleitung von Reparatur- oder Apoptosemechanismen. 

Die Regulation der p53 Aktivität erfolgt dabei durch die turnover Rate von p53, die ganz 

entscheidend von seinem Antogonisten Mdm2 abhängt (Juven-Gershon & Oren, 1999; 

Freedman et al., 1997). Weiterhin können post-translationale Modifikationen, die vor allem 

die N- und C-termianlen Bereiche von p53 betreffen, die Aktivität von p53 (Brooks & Gu, 

2003; Bode & Dong, 2004).  

Trotz seiner zentralen Bedeutung ist die biochemische Charakterisierung des nativen 

Volllängenproteins p53 unvollständig. Es wurde in der Vergangenheit hauptsächlich mit 

individuellen Domänen von p53 gearbeitet, was ein Verständnis der Kommunikation der 

einzelnen Domänen in p53 von vornherein ausschließt. In dieser Arbeit wurde daher mit 

nativem, unmarkiertem p53 Protein gearbeitet, um den Einfluss der einzelnen Domänen 

auf die Struktur-Funktionsbeziehung im p53 Tetramer zu charakterisieren. Dabei wurde 

deutlich, dass sowohl die N-terminale Domäne, als auch die C-terminale 

Regulationsdomäne die Aktivität von p53 verändern. Die N-terminale Domäne scheint die 

spezifische DNA-Bindung der p53 DBD um den Faktor vier zu inhibieren. Diese 

Verringerung der DNA-Bindung könnte aber rein sterische Gründe haben, da die N-

terminale Domäne in p53 nativ entfaltet ist. Die C-terminale Regulationsdomäne, die auch 

als negative Regulationsdomäne beschrieben wurde (Hupp et al., 1992), zeigt in dieser 

Arbeit einen stabilisierenden Effekt auf die Tetramerisierung von p53 durch eine 

Wechselwirkung mit der DNA-Binderegion. Dabei konnte eine direkte Interaktion der 

letzten zehn C-terminalen Aminosäuren mit der sensiblen DNA-Binderegion in p53 

nachgewiesen werden. In p53 ist die Interaktion der C-terminalen Regulationsdomäne mit 

der DNA-Binderegion inter-molekular, so dass eine kreisförmige Kommunikation im p53 
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Tetramer stattfindet, welche direkt die Tetramerisierung stabilisiert und so p53 in seiner 

aktiven Konformation hält. Somit wirkt die Regulationsdomäne nicht negativ-inhibierend 

auf p53, sondern kann die Tetramersisierung von p53 stabilisieren. Dieser Effekt könnte 

physiologisch eine große Bedeutung haben, berücksichtigt man das geringe 

Expressionslevel von p53, das im Gegensatz zu der Abhängigkeit der p53 Aktivität von 

seiner tetrameren Form steht (Davison et al., 2001; Hainaut et al., 1994). Erste 

Quartärstrukturanalysen von p53 (Abb. 1-14) zeigten die Architektur von p53 im offenen 

und geschlossenen Zustand (Tidow et al., 2006), wobei die Rolle der C-terminalen 

Domäne nicht geklärt werden konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass 

die C-terminale Regulationsdomäne eine Art DNA-Mimikum bildet, die inter-molekular 

die labile DNA-Binderegion in p53 stabilisieren könnte und zwar in der Art, wie es auch 

bei der Assoziation der DNA für p53 gezeigt wurde (Bullock et al., 1997).  
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