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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Konzepte und Mechanismen molekularer Chaperone

1.1.1 Proteinfaltung in vitro

Christian An�nsen zeigte bereits in den 50er und 60er Jahren in seinen klas-
sischen in vitro Experimenten mit reduzierter und chemisch denaturierter
Ribonuklease A, da� Proteine die F�ahigkeit zur spontanen Faltung besitzen
[1] [2] [3] . Sie sind damit unter geeigneten experimentellen Bedingungen
auch ohne die Hilfe weiterer Faktoren in der Lage, ihre native, drei-
dimensionale Struktur einzunehmen. Diese Struktur wird allein durch die
Aminos�auresequenz der Proteine de�niert. Die spontane Proteinfaltung er-
folgt zudem auch im Reagenzglas in biologisch sinnvollen Zeitr�aumen [4].
Aufgrund theoretischer Modellrechnungen wurde bereits fr�uh die Meinung
vertreten, dass zum Erreichen der nativen Proteinstruktur nicht alle theore-
tisch denkbaren konformationellen Zust�ande von der faltenden Polypeptid-
kette durchlaufen werden k�onnen, da ein solcher ungerichteter Faltungspro-
ze� nur in astronomischen zeitlichen Dimensionen m�oglich w�are (Levinthal
Paradoxon). Stattdessen sollte die Proteinfaltung entlang eines fest vorge-
gebenen Faltungsweges �uber de�nierte Faltungsintermediate erfolgen [5] [6]1.
Gem�a� gegenw�artiger Vorstellungen k�onnen die Prozesse der Proteinfaltung
energetisch als Bewegungen auf einer dreidimensionalen Energielandschaft
beschrieben werden [11]. Die Faltung ist demnach auf das Erreichen der na-
tiven Struktur im absoluten Energieminimum ausgerichtet. Zum Erreichen
dieses Ziels k�onnen viele verschiedene Wege eingeschlagen werden. Teile der
Proteinpopulation durchlaufen hierbei auch unproduktive Seitenwege sowie
metastabile, sog. 'kinetisch gefangene' Intermediate [12] [13] [14]. Produktive
Proteinfaltung und Proteinaggregation laufen immer als Konkurrenzreaktio-
nen ab, deren relative Bedeutung unter den gew�ahlten in vitro Versuchsbe-
dingungen von der Anreicherung produktiver oder unproduktiver Faltungs-
intermediate abh�angt.

1.1.2 Proteinfaltung in vivo

Die in vitro Bedingungen �ublicher Proteinfaltungsexperimente unterscheiden
sich erheblich von den Rahmenbedingungen, unter denen sich die Proteinfal-
tung in vivo vollzieht. Zum einen besitzt das zellul�are Milieu eine wesentlich

1Solche Faltungsintermediate konnten zudem f�ur eine Reihe von Proteinen identi�ziert
werden, siehe z. B. [7] [8] [9] [10]
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komplexere Zusammensetzung als die wohlde�nierte Reagenzglassituation.
Zum anderen gilt es in der lebenden Zelle neben der posttranslationalen Pro-
teinfaltung einer vollst�andig synthetisierten Polypeptidkette, vor allem die
vektorielle, kotranslationale Proteinfaltung naszierender Proteine am Ribo-
som zu gew�ahrleisten. Die Notwendigkeit zum Transport entfalteter Proteine
durch Biomembranen und �uber Organellgrenzen hinweg kompliziert die Fal-
tungsereignisse in vivo in vielen F�allen zus�atzlich.

Das intrazellul�are Milieu hat nicht die Eigenschaften solcherart verd�unn-
ter Proteinl�osungen, wie sie aus pragmatischen Gr�unden in typischen in vitro
Proteinfaltungsexperimenten eingesetzt werden. Es handelt sich vielmehr um
eine makromolekular sehr dichtgedr�angte Umgebung mit Proteinkonzentra-
tionen2 von 200-300 mg/ml [15] [16]. Theoretische �Uberlegungen lassen einen
starken Ein
u� von aus derma�en hohen Makromolek�ulkonzentrationen re-
sultierenden Volumenausschlu�e�ekten3 auf molekulare Assoziationskineti-
ken und Bindungsgleichgewichte erwarten. Insbesondere sollten die Assozia-
tionskonstanten von Makromolek�ulen unter diesen Bedingungen um mehrere
Gr�o�enordnungen ansteigen [17] [18].

Nicht-native Proteine exponieren in fr�uhen Faltungsstadien4 hydrophobe
Ober
�achen, die im Verlauf der Faltung zur nativen Struktur zunehmend im
Molek�ulinneren verborgen werden [19]. Diese hydrophoben Ober
�achen nei-
gen besonders zur unspezi�schen Assoziation und verursachen die irreversi-
ble Aggregation ungefalteter Proteine. Solche unproduktive Prozesse sollten
nach der Theorie des 'molekularen Crowdings' unter in vivo Bedingun-
gen gegen�uber der Situation in verd�unnter L�osung wesentlich beg�unstigt ab-
laufen5. In vivo sind entsprechend dieser theoretisch fundierten Erwartungs-
haltung Faltungshelferproteine, sog. molekulare Chaperone6, bedeutende
Faktoren der Proteinfaltung und essentiell f�ur das �Uberleben der Zelle [20]
[21] [22] [23] [24] [25]. Molekulare Chaperone verhindern die unproduktive
intra- und intermolekulare Zusammenlagerung ungefalteter Polypeptidket-
ten, indem sie die exponierten, hydrophoben Ober
�achen ihrer Substrate in
regulierter Form maskieren und wieder freisetzen [20] [21] . Molekulare Cha-
perone wirken nicht formgebend auf ihre Substrate ein und beschleunigen

2Der Proteingehalt z. B. der mitochondrialen Matrix wird auf 60-70% gesch�atzt, ent-
sprechend dem Proteingehalt eines Proteinkristalls.

3engl.: molecular crowding, crowding e�ects;
4sog. 'molten globules'; diese Faltungsstadien zeichnen sich durch einen variablen Ge-

halt an Sekund�arstruktur aus, es fehlt ihnen jedoch noch die f�ur das native Protein cha-
rakteristische Terti�arstruktur;

5Unter Annahme der Gleichverteilung von Ribosomen in der Zelle errechnet sich f�ur in
das Zytosol entlassene, naszierende Proteinketten eine Konzentration von ca. 35 �M.

6engl.: molekulare Anstandsdamen;
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typischerweise nicht deren Faltungskinetiken7, sondern steigern die Ausbeu-
te der produktiven Proteinfaltung durch Abreicherung aggregationsanf�alliger
Faltungsintermediate und Unterdr�uckung der Proteinaggregation8.

1.1.3 Aufgaben und Zusammenspiel molekularer Chaperone

Zur Bew�altigung vielf�altiger komplexer Aufgaben existieren in der Zelle ver-
schiedene Familien molekularer Chaperone, welche unterschiedliche mole-
kulare Strategien verfolgen, sich funktionell erg�anzen und zur Bew�altigung
gemeinsamer Aufgaben auf eine gegenseitige Kooperation angewiesen sind
(Tab. 1) [30].

Abb. 1 (A) zeigt die Interaktion neusynthetisierter Polypeptidketten mit den
bestuntersuchten Vertretern der zellul�aren Chaperonmaschinerie. Molekula-
re Chaperone der Hsp70 und Hsp40 Familien assistieren der de novo-
Faltung naszierender Proteine am Ribosom [32] in Kooperation mit dem
Faltungshelferenzym Trigger Faktor9 (in E. coli) [33] [34], bzw. in Gegenwart
des sog. Nascent Chain Associated Complex (NAC, in Hefen und h�oheren
Eukaryoten) [35]. W�ahrend Hsp70 Chaperone, wie das bakterielle DnaK,
lineare Polypeptidketten fr�uher Faltungsstadien stabilisieren und vor Ag-
gregation sch�utzen [36] [37] [38] [39], erkennen zylinderf�ormige Chaperonine
vom Typ I, wie das bakterielle GroEL-System, Strukturen h�oherer Ordnung
[40] [41] (Kapitel 1.1.4). Das GroEL/ES-System �ubernimmt neusynthe-
tisierte Substrate vom DnaK/J-System und assistiert deren Faltung bis zur
nativen Struktur [42] (Kapitel 1.1.4). In Abwesenheit zellul�arer Stre�bedin-
gungen nehmen 10-15% aller cytosolischen E. coli Proteine das GroEL/ES
System in Anspruch [42]. Die nat�urlichen GroEL-Substrate erf�ullen ein brei-
tes Spektrum zellul�arer Funktionen von grundlegenden Sto�wechselleistun-
gen bis zur Transkriptionsregulation. Strukturell fallen sie durch einen stati-
stisch erh�ohten Gehalt an ��-Faltungseinheiten auf [41]. Auch DnaK besitzt
ein sehr breites Substratspektrum in vivo [43]. Einige Proteine nehmen im

7Die Wirkungsweisen molekularer Chaperone sind Gegenstand der aktuellen Forschung
und der wissenschaftlichen Diskussion. Alternative Modelle wurden vorgeschlagen [26].
Proteinfaltungsenzyme wie die Proteindisul�tisomerase (PDI) oder Peptidylprolylisome-
rasen (PPIasen), welche eine katalytische Wirkung auf geschwindigkeitsbestimmende Fal-
tungsschritte ihrer Substrate entfalten, werden durch den Begri� 'molekulares Chaperon'
nicht beschrieben.

8Tats�achlich konnte gezeigt werden, da� die spontane Faltung aggregationsanf�alliger
Modellproteine auch in vitro unter Bedingungen makromolekularen Crowdings stark be-
eintr�achtigt ist, die Aktivit�at molekularer Chaperone dagegen jedoch gegen�uber der Si-
tuation in verd�unnter L�osung ansteigt [27] [28] [29].

9Trigger Faktor besitzt eine Peptidylproplylisomerase Aktivit�at.
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Abbildung 1: Kooperation molekularer Chaperone in vivo und in vitro
(A) Zellul�ares Zusammenspiel molekularer Chaperone bei der de novo Proteinfaltung

(modi�ziert nach [31]). (B) Reaktionszyklus von Hsp70 und Nukleotidregulation der

Substratbindung. S = Substrat, E = Nukleotid-Austauschfaktoren, J = J-Dom�anen-

protein (Hsp40-Familie).
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Lauf ihres 'Lebenszyklus' [44] die Hilfe molekularer Chaperone auch wieder-
holt in Anspruch [41] [45].

Die Chaperon-assistierten Proteinfaltungswege verlaufen in eukaryotischen
Zellen �uber �ahnliche Zwischenstadien wie in Bakterien. Gegen�uber proka-
ryotischen Zellen besteht in Eukaryoten jedoch eine gr�o�ere Tendenz zur
kotranslationalen Faltung neusynthetisierter Polypeptidketten, da eukaryo-
tische Proteine im Mittel gr�o�er sind als prokaryotische Proteine und sich aus
einer gr�o�eren Anzahl unabh�angiger Faltungseinheiten zusammensetzen [46].
Die gegen�uber Bakterienzellen in Eukaryoten stark verlangsamte Translati-
onsgeschwindigkeit f�ordert die Tendenz zur kotranslationalen, dom�anenwei-
sen Faltung der naszierenden Polypeptidketten zus�atzlich. Die Chaperonine
des eukaryotischen Zytosols (Typ II Chaperonine), wie TRiC, sind funktio-
nell und mechanistisch wesentlich schlechter verstanden als das bakterielle
GroEL/ES-System [47] [48] [49]. Sie besitzen keinen 'klassischen' GroES
�ahnlichen Kofaktor, sondern kooperieren mit dem erst k�urzlich entdeckten
Chaperon GimC/Prefoldin, welches naszierende Aktin- und Tubulinketten
bindet und sie an TRiC weiterreicht [50] [51] [52].

Hefen und h�ohere eukaryotische Zellen besitzen mit der Hsp90 Familie
eine weitere essentielle Klasse von Faltungshelferproteinen (Kapitel 1.2)10.
Im Gegensatz zur Hsp70 Familie sowie dem GroEL/ES System besitzen die
Hsp90 Proteine ein sehr enges Spektrum an Substraten, die �uberwiegend
in funktionellem Zusammenhang mit Prozessen der Signaltransduktion und
Zellzyklusregulation stehen (Kapitel 1.2.1). Hsp90 kooperiert sehr eng mit
der Hsp70 Maschinerie, indem es, �ahnlich dem GroEL/ES-System in E. coli
Zellen, seine spezi�schen Substrate von Hsp70 �ubernimmt. Hsp90 assistiert
daraufhin der Reifung dieser Signalmolek�ule und stabilisiert sie in einem
metastabilen aktivierungskompetenten Zustand. (Kapitel 1.2.2, Abb. 2).

Nach Einwirkung zellul�arer Stre�bedingungen, wie z. B. Hitzeschock, werden
molekulare Chaperone verst�arkt exprimiert [91], eine Beobachtung, die f�ur ih-
re Bezeichnung als Hitzeschockproteine (Hsp) ausschlaggebend gewesen ist.
Unter Bedingungen von Zellstre� sind insbesondere die sog. 'kleinen' und
ATP-unabh�angig wirkenden Hitzeschockproteine mit ihrer sog. 'generellen'
Chaperonaktivit�at von Bedeutung f�ur die Unterdr�uckung der Proteinaggre-
gation in vivo [54] [55] [56] [57]. Chaperone der Hsp100 Familie sind zudem
unter diesen Bedingungen in der Lage, Proteinaggregate zu modulieren und
in Kooperation mit Hsp70 zu deren Au
�osung beizutragen [87] [88] [89] .

Weitere Aufgaben erf�ullen Chaperone im Rahmen des intrazellul�aren Pro-

10Der bakterielle Vertreter HtpG ist nicht essentiell, seine zellul�are Funktion sowie seine
Substrate sind unbekannt.
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Tabelle 1: Familien Molekularer Chaperone

Eine Einf�uhrung in die einzelnen Klassen molekularer Chaperone bietet auch [53].

Mt. : Mitochondrien, Chlp. : Chloroplasten, Zyt. : Zytosol.

Familien Kofaktoren Referenzen

'Kleine Hsps' keine [54] [55] [56] [57]

Hsp60 / Chaperonine

Typ I:

GroEL (E. coli) GroES [58] [59] [60] [61]
Hsp60 (Mt., Chlp.) Hsp10 [62] [63]

Typ II:
TRiC (Eukaryoten, Zyt.) GimC/Prefoldin [47] [48] [49] [50]

Hsp70

E. coli:

DnaK DnaJ [38] [39] [64] [65]
GrpE [66] [67]

Hsc66 Hsc20 [24]
Hsc62 nicht bekannt [24]

Hefen:

SSA1-4, SSB1,2 (Zyt.) YDJ1 (Hsp40), SIS1 [32] [68]
SSC1 (Mit.) MDJ1, TIM44, mGrpE [69]
Kar2/BiP (ER) SCJ1 [68]

Sec63 [70] [71] [72]

H�ohere Eukaryoten:

Hsp72 (Zyt., induzierbar) Hsp40, Hdj2/3, BAG1 [73] [74]
Hop, Hcp, CHIP, Hip siehe Tabelle 3

Hsp73 (Zyt., konstitutiv) wie Hsp72
mHsp70 (Mit.) TIM44 [69]
BiP (ER) Sec63 [36] [37] [70]

Hsp90

E. coli: HtpG nicht bekannt [75]

Hefen : Hsp82 (Zyt.) siehe Tabelle 3 [76] [77] [78]

H�ohere Eukaryoten:

Hsp90� (Zyt., induzierbar) siehe Tabelle 3 [76] [79] [80]
Hsp90� (Zyt., konstitutiv) siehe Tabelle 3 [81]
Hsp75 (Mit.) nicht bekannt [81]
Gp96 (ER) nicht bekannt [82] [83] [84]

Hsp100

E. coli: Clps (ClpP) [85] [86] [87] [88]

Hefen: Hsp104 keine [89] [90]
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teintransports sowie des Proteinimports in verschiedene Zellorganellen [69]
[71] [72] [92]. Auch eine Rolle im Rahmen der Antigenpr�asentation wird
diskutiert. Hier sollen molekulare Chaperone als intra- sowie extrazellul�are
�Ubertr�ager antigener Peptide eine Adjuvantswirkung entfalten [82] [84] [93]
[94]. Aufgrund ihrer F�ahigkeit zur Modulation von Aggregationsprozessen
wird einigen Chaperonklassen ein Ein
u� im Zusammenhang mit solchen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Chorea Huntington und den Prionen-
erkrankungen [95] [96] [97] zugesprochen, die mit Proteinmi�faltung einher-
gehen [96] [97] [98] [99].

Ungefaltete und mi�gefaltete Proteine sind Substrate nicht nur molekularer
Faltungshelferproteine, sondern auch zellu�arer Proteasen. Die Einstellung
eines ausgewogenen Gleichgewichts von Chaperon- und Proteaseaktivit�aten
in der Zelle ist somit von essentieller Wichtigkeit. Mechanismen der Qua-
lit�atskontrolle von Proteinkonformationen, bzw. der Sortierung fehlgefalte-
ter Proteine in R�uckfaltungs- oder Abbauwege wurden postuliert [100] [101]
(Kapitel 1.2)11. Molekulare Chaperone begegnen ihren vielf�altigen zellul�aren
Aufgaben durch Di�erenzierung, Spezialisierung und Aufgabenteilung. Dar-
aus resultiert die Notwendigkeit zur funktionellen Kooperation, die sich in der
Ausbildung de�nierter Proteinfaltungswege und -netzwerke sowie der Zusam-
menlagerung von Faltungshelfern zu Multichaperonkomplexen niederschl�agt
und die Kanalisierung nicht nativer Polypeptidketten durch die Faltungssy-
steme der Zelle zur Folge hat [103]. Ein solches produktives Zusammenspiel
zahlreicher Komponenten ist nicht ohne ein hohes Ma� an Spezi�t�at und
Regulation der erforderlichen Proteininteraktionen denkbar (Kapitel 1.3).

1.1.4 Molekulare Mechanismen der Hsp60 und Hsp70 Familien

Die mechanistisch und strukturell am besten verstandenen Chaperonfamilien
sind die der Hsp70 Proteine sowie die Typ I Chaperonine der Hsp60 Familie
[21] [104]. Hsp70 und Hsp60 zeichnen sich durch zwei sehr unterschiedliche
Wirkmechanismen aus.

Das zentraleWirkprinzip der Hsp70-Familie besteht in der durch ATP--
Bindung und -Hydrolyse regulierten Maskierung und Freisetzung ausgestreck-
ter hydrophober Bereiche ihrer Substratmolek�ule [36] [37] [38] [39] [105]. Die
C-terminale Dom�ane von Hsp70 dient hierbei der Substratbindung [64] [106]

11In diesem Zusammenhang sei insbesondere auf den Zusammenhang zwischen der Ober-

�achenhydrophobizit�at auch nativer Proteine und ihrem Turnover in der lebenden Zelle
hingewiesen [102].
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[107]12 (Abb. 1 (B)). Hsp70 erkennt hierbei im Substratprotein ein lineares
Konsensusmotiv hydrophober Ankerreste [39]. Durch ATP-Hydrolyse wan-
delt sich die 'o�ene' Hsp70-Konformation, welche die Substrate mit schnellen
kon- und koff -Raten bindet, in eine 'geschlossene' Form, welche die Substra-
te nur sehr langsam bindet und entl�a�t. Der ATPase-Zyklus von Hsp70
erm�oglicht hierduch die regulierte Abschirmung und Freisetzung aggrega-
tionsanf�alliger Regionen des Substrats, welches jeweils nach Abl�osung von
Hsp70 die M�oglichkeit zur weiteren schrittweisen Faltung und zum Einschlu�
der hydrophoben Hsp70-Bindungsstelle im Inneren der nativen Proteinstruk-
tur bekommt. Der Reaktionszyklus von Hsp70 wird durch eine Reihe von
Kofaktoren reguliert. So stimulieren die Mitglieder der Hsp40-Familie die
ATPase-Aktivit�at von Hsp70 mittels ihrer J-Dom�ane um ein Vielfaches [73]
[108] und f�ordern die Substratbindung durch �Uberf�uhrung von Hsp70 aus
der ge�o�neten in die geschlossene Konformation. Der Kofaktor Hip festigt
die Substratbindung an Hsp70 durch Stabilisierung der geschlossenen Form
[109] [110]. Die Nukleotidaustauschfaktoren GrpE und BAG1 schlie�en den
Zyklus und erlauben die Freisetzung des Substrates von Hsp70 [66] [67] [111]
[112] [113] [114] [115].

DieChaperonine der Hsp60-Familie besitzen einen g�anzlich anderen Fal-
tungsmechanismus, der insbesondere im Fall des bakteriellen Chaperonins
vom Typ I, GroEL, gut untersucht ist [58] [59] [61]. GroEL formt einen
zylindrischen Doppelring, welcher zwei zentrale Kavit�aten umschlie�t. Die
GroEL Substrate binden in einer kollabierten Form [40] an den �au�eren Rand
einer solchen Kavit�at. Induziert durch die Bindung von ATP und des Kofak-
tors GroES an dieselbe 'cis-Seite' des Doppelrings, wird ein einzelnes Sub-
stratprotein in einer Kavit�at eingekapselt und kann in dem entstehenden
'An�nsen-K�a�g' wie in einer unendlich verd�unnten L�osung vor Aggregati-
on gesch�utzt zum nativen Protein falten13 [116]. Nach ATP-Hydrolyse und
Bindung von ATP am gegen�uberliegenden 'trans-Ring' wird GroES abgel�ost.
Native Substratproteine werden freigesetzt. Im Gegensatz zum Mechanismus
der TypI Chaperonine ist die Funktionsweise der Chaperonine des eukaryo-
tischen Zytosols (Typ II) nur ansatzweise aufgekl�art [47] [48] [60].

12Hsp70 besteht aus einer hochkonservierten, N-terminalen Dom�ane (44kDa), welche die
ATP-Hydrolyse katalysiert, sowie einer C-terminalen Dom�ane (25 kDa). Die C-terminale
Dom�ane von Hsp70 gliedert sich in eine stark konservierte, substratbindende Subdom�ane
(15 kDa) und eine weitere, weniger konservierte C-terminale Region (10 kDa).

13vgl. jedoch auch [26];
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1.2 Die Hsp90-Familie molekularer Chaperone

1.2.1 Funktionen von Hsp90

Der Hsp90 Familie molekularer Chaperone werden in vivo grunds�atzlich ver-
schiedene Funktionen zugeschrieben, je nachdem, ob normale Lebensbedin-
gungen vorherrschen oder Bedingungen zellul�aren Stresses [45] [117] [118]
[119] (Abb. 2 (A)). Unter Stre�bedingungen wirkt Hsp90 demnach als 'gene-
relles', aber passives, d. h. ATP-unabh�angiges Chaperon auf ein sehr breites
Substratsprektrum, z. B. hitzedenaturierte Proteine. Es verhindert deren
Aggregation und erh�alt sie in einem l�oslichen Zustand. Nach Transfer dieser
'generellen' Hsp90-Substrate auf Hsp70 erfolgt daraufhin die durch Hsp70
und seine Kofaktoren vermittelte aktive, d. h. ATP-abh�angige R�uckfaltung
[120] [121] (Kapitel 1.1.4). Hsp90 allein besitzt die F�ahigkeit zur aktiven
R�uckfaltung mi�gefalteter Proteine nicht. In vitro kann Hsp90 jedoch in
einer ATP-unabh�angigen Reaktion die Aggregation zahlreicher Modellsub-
strate unterd�ucken [122] [123] [124] [125]. F�ur Hefen konnte eine Beteiligung
von Hsp90 bei der Reaktivierung hitzedenaturierter Proteine auch in vivo
gezeigt werden [126]. Entsprechend der generellen Bedeutung von Hsp90 bei
Hitzestre� wird dessen Expression unter diesen Bedingungen stark erh�oht14

[81]. Dies gilt sowohl f�ur die zytosolischen Formen von Hsp90 als auch f�ur
das nur in h�oheren eukaryotischen Zellen auftretende, im ER lokalisierte Ho-
mologe GP96 [127] [128]. Auch unter normalen Wachstumsbedingungen liegt
Hsp90 jedoch in sehr hohen Konzentrationen vor und macht 1-2% des zyto-
solischen Gesamtproteins aus. Eukaryotische Hsp90-Varianten treten zudem
ubiquit�ar in allen Zellen des Organismus auf und sind unter allen Wachstums-
bedingungen essentiell [81] [129]. Das eubakterielle Hsp90-Homologe (HtpG)
konnte zwar in bislang allen untersuchten Genomen identi�ziert werden, ist
aber unter normalen Wachstumsbedingungen entbehrlich.

Zytosolisches Hsp90 eukaryotischer Zellen besitzt in Abwesenheit von Zell-
stre� zudem eine sehr spezi�sche Chaperonaktivit�at, die durch ATP
reguliert wird und vom orchestrierten Zusammenspiel mit Hsp70 und einer
Vielzahl von Kofaktoren abh�angig ist (Tabelle 3, Abbildung 2 (A))15. Die
ATPase-Aktivit�at von Hsp90 ist f�ur dessen spezi�schen Chaperonfunktionen
sowohl in vitro als auch in vivo essentiell [78] [130] [131] [132]. W�ahrend
Hsp90 in vivo f�ur die de novo Faltung der meisten Proteine nicht erforder-
lich zu sein scheint [126], ist es f�ur die Reifung und Aktivierung eines sehr

14in eukaryotischen Zellen treten zwei zytosolische Hsp90-Isoformen, Hsp90� und
Hsp90� auf, wobei die Expression von Hsp90� wesentlich st�arker durch Hitze induziert
wird als die Expression von Hsp90�.

15Kofaktoren des E. coli Homologen HtpG konnten bislang nicht identi�ziert werden.
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de�nierten Satzes von Substratproteinen absolut notwendig. Au��alligerwei-
se handelt es sich bei der �uberwiegenden Anzahl dieser spezi�schen Hsp90
Substrate um Signaltransduktoren und Zellzyklusregulatoren ([45], Tab. 2).
Steroidhormonrezeptoren und Proteinkinasen sind klassische Beispiele spezi-
�scher Hsp90 Substrate (Tab. 2). Nach gegenw�artigen Vorstellungen �uber-
nimmt Hsp90 sp�ate Faltungsstadien dieser Molek�ule von Hsp7016 und f�ordert
die Einstellung und Erhaltung einer metastabilen, aktivierungskompeteten
Konformation. Derart gereifte Signalproteine erreichen nach Ligandenbin-
dung17 oder in Folge kovalenter Proteinmodi�kationen18 ihre stabile, aktive
Konformation, deren Erhaltung nicht l�anger von Hsp90 abh�angt.

Aufgrund seiner Beteiligung bei der Aktivierung einer Vielzahl von Signal-
transduktionskomponenten und Zellzyklusregulatoren ist Hsp90 ein pharma-
kologisches Zielmolek�ul f�ur die Krebstherapie. Ansamycinantibiotika
wie Geldanamycin, Herbimycin A und Radicicol [136] [137] [138], die als spe-
zi�sche Inhibitoren der Hsp90 ATPase-Aktivit�at wirken [76] [77] [79] [139],
zeigen eine Antitumoraktivit�at in Zellkulturexperimenten [140] [141] [142]
[143] und wurden bereits in pr�aklinischen Studien als Antitumoragentien ge-
testet [144]. Geldanamycin verdr�angt ATP aus seiner Bindungstasche in der
aminoterminalen Dom�ane von Hsp90 [79] (Kapitel 1.2.2) und bewirkt die
Dissoziation von Hsp90 Multichaperon-Substratkomplexen sowohl in Zellly-
saten als auch in vivo [139] [140] [145] [146] [147]. Die unreifen Hsp90 Sub-
strate werden dem proteasomalen Proteinabbau zugef�uhrt. Geldanamycin
erzwingt daher die Verschiebung des zellul�aren Gleichgewichtes von Prote-
infaltung und Proteindegradation in Richtung der Degradation [148] [149].
Aufgrund dieser Beobachtungen wird f�ur Hsp90 auch eine Rolle im Rahmen
von Qualit�atskontrollmechanismen diskutiert, welche den Abbau, bzw. die
R�uckfaltung nicht-nativer Proteinsubstrate regulieren [100] [149]. F�ur den
gemeinsamen Kofaktor von Hsp70 und Hsp90 CHIP wird in diesem Zusam-
menhang eine Br�uckenfunktion zwischen der zellul�aren Proteinfaltungs- und
Proteindegradationsmaschinerie diskutiert [150] [151] [152](siehe auch Kapi-
tel 1.2.4).

Weiterhin wurden der Hsp90 Familie Funktionen im Rahmen des Centroso-
men-Zyklus [153] [154] sowie des apoptotischen Zelltods zugesprochen [155]
[156]. Bei der Antigenpr�asentation fungieren Hsp90 und insbesondere GP96

16im Gegensatz zum Modell der Hsp90 Aktivit�at unter Zellstre�bedingungen: Hier er-
folgt der Substrat
u� umgekehrt von Hsp90 auf Hsp70 mit dem Ziel der durch Hsp70
vermittelten Substratr�uckfaltung [120] [121];

17z. B. Bindung von Hormonen an Steroidhormonrezeptoren [133], Bindung von H�am
an die eIF-2�-Kinase [134], Bindung von CyclinD an die Cdk4-Kinase [80]

18z. B. Phosphorylierung von Src-Kinasen [135]
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Abbildung 2: Funktionen der Hsp90 Multichaperon Maschinerie
(A) Hsp90 Funktionen nach Zellstre� (rot) und in der ungestre�ten Zelle (violett)

(modi�ziert nach [80]). (B) Der Hsp90 Reaktionszyklus zur Reifung von Steroidhor-

monrezeptoren (modi�ziert nach [119]).
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als intra- und extrazellul�are �Ubertr�ager immunogener Peptide. Chaperon-
Peptidkomplexe werden durch rezeptorvermittelte Endozytose von professio-
nellen antigenpr�asentierenden Zellen aufgenommen, welche die gebundenen
Antigene auf ihrer Ober
�ache repr�asentieren und eine spezi�sche Immun-
antwort einleiten [82] [83] [84] [93] [94] [157]. Eine Verbindung zwischen
der zellul�aren Funktion von Hsp90 bei der Faltung von Signaltransduktions-
molek�ulen und den Mechanismen morphologischer Evolution in Drosophila
melanogaster wurde hergestellt [158].

1.2.2 Kooperation der Hsp70 und Hsp90 Maschinerien

Am besten ist der Reaktionszyklus von Hsp90 f�ur Steroidhormonrez-
petoren (SHRs) als Substrate charakterisiert [133] [181] [182] (Tab. 2 (B)).
Neusynthetisierte, monomere apoSHRs assoziieren zun�achst mit Hsp70 und
seinen Kofaktoren Hsp40, Hip und BAG1 unter Ausbildung des sog. fr�uhen
Komplexes. Das Adapterprotein p60/Hop19 rekrutiert daraufhin Hsp90 in
den intermedi�aren Komplex (Abbildung 3 (A)). p60 optimiert das funk-
tionelle Zusammenspiel von Hsp70 mit Hsp90 sowohl in vitro als auch in vivo,
ohne selber unter ansonsten optimalen Randbedingungen f�ur die Kooperati-
on von Hsp70 und Hsp90 notwendig zu sein [183] [184] [185] [186] [187] [188]
[189]. Ein regulatorischer Ein
u� von p60 auf die Hsp90 ATPase Aktivit�at
wurde beschrieben [190]. Die funktionelle Konsequenz dieser Beobachtung
ist jedoch bislang unklar. Die ATPase Aktivit�at von Hsp70 wird durch p60
nicht beein
usst [185] [191]. Nach Ausbildung des intermedi�aren Komple-
xes werden die apoSHRs von Hsp70 auf Hsp90 �ubertragen. Im Anschlu�
an den Substrattransfer dissoziiert p60 mitsamt der Hsp70-Maschinerie. Aus
dem intermedi�aren Hsp90 Komplex geht der sog. gereifte Komplex hervor.
Im gereiften Komplex ist der weiterhin monomere Steroidhormonrezeptor an
Hsp90 gebunden und liegt im Komplex mit weiteren Hsp90 Kofaktoren, wie
den gro�en Immunophilinen FKBP51, FKBP52 oder Cyp40 und p23 [133]
[192] [193] [194] [195], vor. Die genannten gro�en Immunophiline besitzen
unterschiedliche funktionelle Eigenschaften [196] [197]. Die Ausbildung des
gereiften Komplexes und die Bindung von p23 an Hsp90 ist ATP-abh�angig
[182] [198] [199] [200]. Ausgel�ost durch ATP Hydrolyse und unterst�utzt durch
den Substratfreisetzungsfaktor p23 wird der monomere Steroidhormonrezep-
tor in einer hormonbindungsf�ahigen Konformation aus dem gereiften Kom-
plex freigesetzt. Der Rezeptor dimerisiert nach der Hormonbindung, tritt in
den Zellkern ein und initiiert die DNA Transkription [133] [198] [199] [200]
[201]. In Abwesenheit von Steroidhormonen verlieren die SHRs nach Zerfall

19Hop: Hsp70-Hsp90 organisierendes Protein.
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Tabelle 2: Hsp90 Substrate

Substrat Protein Referenz

Steroidhormonrezeptoren

Ecdyson Rezeptor [159]

Glucocorticoid Rezeptor [160]
Progesteron Rezeptor [161]
�Ostrogen Rezeptor [162]
Androgen Rezeptor [162]

Mineralocorticoid Rezeptor [163]

Andere Transkriptionsfaktoren

p53 [164]
HSF1 [165]

Protein Kinasen

v-Src, c-Src [166] [167] [168]
Lck [135] [169]
Wee1 [170]

Sevenless RTK [171]

Raf [172]
Mos-Kinase [173]
CDK2/4 [174] [175]

H�am-regulierte eIF-2� Kinase [134]
Polo Kinase [154]

Weitere

Rb [176]
Telomerase [177]
NO-Synthase [178]

CFTR [179]
Apaf-1 [155]

SV40 Large T Antigen [180]
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des gereiften Komplexes ihre Hormonbindungskompetenz, assoziieren erneut
mit Hsp70 und treten in einen weiteren Reifungszyklus ein.

Die Reifung anderer Hsp90 Substrate als der SHRs verl�auft voraussichtlich
ebenfalls �uber die beschriebenen fr�uhen, intermedi�aren und gereiften Kom-
plexe als Zwischenstadien. So wurde eine Beteiligung der Kofaktoren p60,
p23 und der Immunophiline auch bei der Aktivierung von Src-Kinasen [193]
[187] und der Telomerase [177] nachgewiesen. Zudem treten weitere, teilweise
substratspezi�sche Hsp90 Kofaktoren auf. CDC37 z. B. gilt als spezi�scher
Kofaktor der Proteinkinasenreifung [174] (Kapitel 1.2.4)20. Andere Kofak-
toren, wie z. B. die Proteinphosphatase PP5 [203] (Kapitel 1.2.4), weisen
eine geringere Substratspezi�t�at auf. Ihr funktioneller Beitrag zur Hsp90
vermittelten Proteinfaltung ist unbekannt.

1.2.3 Strukturelle und mechanistische Aspekte von Hsp90

Hsp90 besteht aus einer aminoterminalen, einer mittleren und einer carboxy-
terminalen Dom�ane [79] [204] (Abb. 3 (A)). Die N-terminale Dom�ane
von Hsp90 (N90) enth�alt die Bindungstasche f�ur ATP [77] [205], bzw. f�ur
Antibiotika wie Geldanamycin [79] und Radicicol [76] (Abb. 3 (B)). W�ahrend
N90 keine strukturellen �Ubereinstimmungen mit dem klassischen 'Walker'-
Motif ATP-bindender Proteine [206] aufweist, bestehen gro�e �Ahnlichkeiten
mit den ATP-bindenden Dom�anen der Topoisomerase GyraseB [207], des
DNA Reparaturenzyms MutL [208] sowie der Histidinkinase CheA [209]. Die
Struktur von N90 besteht aus einem �+ �-Sandwich. Acht antiparallel ver-
laufende �-Faltbl�atter formen den Boden der durch neun �-Helices geform-
ten ATP-Bindungstasche. Strukturvergleiche zwischen den ATP-bindenden
Dom�anen der GyraseB und von Hsp90 deuten eine 'Deckel'-Funktion zwei-
er �-Helices21 an. Diese Helices regulieren m�oglicherweise im Verlauf des
Hsp90-ATPasezyklus die Zug�anglichkeit der ATP-Bindungstasche [77].

Der mittleren Dom�ane von Hsp90 (M90) konnte bislang keine Funk-
tion zugeordnet werden. Die carboxyterminale Dom�ane (C90) dage-
gen enth�alt wesentliche Komponenten der f�ur die Hsp90 Dimerisierung ver-
antwortlichen Strukturen [210] [211]. Ferner ist die Andockstelle f�ur TPR-
Kofaktoren in C90 lokalisiert [183] [212] [213] [214] [215]. Sowohl der iso-
lierten N-terminalen Dom�ane als auch der C-terminalen Dom�ane wurden in
vitro generelle Chaperonaktivit�aten zugeschrieben [123] [124] [125], was als

20siehe jedoch [202]
21Aminos�auren 94-124 und insbesondere die Region zwischen den als Scharnieren wirken-

den Glycinresten Gly100 und Gly118 in der Sequenz des Hefeproteins Hsp82 (Brookhaven
ID: 1AMW);



1 Einleitung 15

Abbildung 3: Strukturelle und mechanistische Aspekte von Hsp90
(A) Der intermedi�are Hsp70-p60/Hop-Hsp90-Komplex. Die Grenzen und Funktio-

nen der Hsp70 und Hsp90 Dom�anen sind angegeben. Die TPR Motive in p60 sind

durch gelbe K�asten symbolisiert. (B) 'Molekulares Klammermodell' konformationeller
�Anderungen im Hsp90 ATPase-Zyklus [78]. (C) R�ontgenkristallstruktur der aminoter-

minalen Hsp90 Dom�ane [79] (ID der Brookhaven Datenbank: 1YET)



1 Einleitung 16

Hinweis auf deren Beteiligung an der Substratbindung durch Hsp90 gedeutet
wird (Abb. 3 (A)).

Hsp90 bildet ein Schwanz-Schwanz-Homodimer [210] [211]. In Abwesenheit
von Nukleotiden ist Hsp90 gestreckt und zigarrenf�ormig, wobei die carboxy-
terminalen Dimerisierungsdom�anen zentral und die aminoterminalen Regio-
nen au�en zu liegen kommen [216]. Nach Zugabe von ATP wurden elektro-
nenmikroskopisch deutlich sichtbare konformationelle Ver�anderungen festge-
stellt. Hsp90 bildet in Gegenwart von ATP ringf�ormige Strukturen aus, wel-
che auf eine Ann�aherung der aminoterminalen Regionen schlie�en lassen [204]
(Abb. 3 (C)). Die Dimerisierung der Hsp90 N-Termini ist zudem eine notwen-
dige Voraussetzung der ATP-Hydrolyse [78] [217]. Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse wurde f�ur Hsp90 ein �ahnlicher Mechanismus der 'molekularen
Einklammerung' von Substraten vorgeschlagen, wie er bereits f�ur die struk-
turell verwandte GyraseB etabliert worden war [207]. Die ATP-bindende,
N-terminale Dom�ane der GyraseB reguliert die �O�nung, bzw. die Schlie-
�ung einer molekularen Klammer zur reversiblen Bindung von DNA-
Doppelhelices. Nach ATP-Bindung assoziieren die N-Termini der GyraseB;
auf die ATP-Hydrolyse folgt deren Dissoziation [218]. Die C-terminalen
Dom�anen der GyraseB bilden wie auch bei Hsp90 ATP-unabh�angige Dimeri-
sierungseinheiten mit potentieller Scharnierfunktion, so dass die zus�atzliche,
regulierte Dimerisierung der N-terminalen Enden die molekulare Klammer
schlie�t. F�ur die GyraseB wird zudem ein Mechanismus diskutiert, nach
dem die Bindung von ATP die Schlie�ung der Bindungstaschen durch Deckel-
strukturen bewirkt. Die im geschlossenen Zustand neu exponierten Protei-
nober
�achen der Deckel stellen dann die kritischen Kontakt
�achen der ATP-
abh�angigen N-terminalen Dimerisierung dar [207].

1.2.4 Kofaktoren in Hsp70/Hsp90 Multichaperonkomplexen

F�ur die spezi�sche Chaperonaktivit�at von Hsp90 ist ein streng koordinier-
tes Zusammenspiel mit der Hsp70 Maschinerie notwendig [80] [118] [119].
Die Regulation und Koordination der Chaperonaktivit�aten von Hsp70 und
Hsp90 werden durch eine Reihe von Kofaktoren gew�ahrleistet (Tabelle 3).
Im wesentlichen lassen sich drei funktionelle Gruppen von Kofakto-
ren unterscheiden. Als Vertreter der ersten Klasse �uben die etablierten
Kofaktoren der Hsp70 Maschinerie Hsp40, Bag1 und Hip, bzw. die Hsp90-
Kofaktoren p23 sowie m�oglicherweise auch p60 und CDC37 ihre Wirkung
direkt auf die molekularen Chaperone aus. Sie beein
ussen die Substrat-
bindung oder die Freisetzung der Substrate durch Regulation der ATPase-
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Aktivit�aten von Hsp70 oder Hsp9022 [21] [104] [109] [111] [190]. Kofaktoren
wie Hsp40 und CDC37 besitzen zudem selber die F�ahigkeit zur Substratbin-
dung. Ihnen kommt daher auch eine aktive Rekrutierungsfunktion zu [21]
[65] [104] [174] [219].

CDC37 gilt als substratspezi�scher Rekrutierungsfaktor eukaryotischer Or-
ganismen im Rahmen der Hsp90 vermittelten Reifung von Proteinkina-
sen23 [174] [175] [219] [220] [221] [222] [223]. CDC37 vermag einerseits Hsp90
und andererseits Proteinkinasen wie z. B. Cdk4 in vitro und in vivo sowohl
unabh�angig voneinander als auch gemeinsam in einem tern�aren Komplex zu
binden. Die Proteininteraktion zwischen CDC37 und seinen Kinasesubstra-
ten wird einerseits durch die aminoterminale CDC37-Dom�ane und anderer-
seits, auf Seiten der Substrate, durch die Kinasedom�ane vermittelt [221] [222].
Die Interaktions
�achen zwischen CDC37 und Hsp90 wurden bislang noch
nicht lokalisiert. Die tern�aren Hsp90/CDC37/Proteinkinase-Komplexe liegen
in vivo ausschlie�lich cytosolisch vor. Die aktivierten Kinasen, z. B. Cdk4 im
Komplex mit CyclinD, sind dagegen vornehmlich im Zellkern lokalisiert. Aus
diesen und weiteren Beobachtungen wurde einModell der Hsp90 vermit-
telten Kinasenreifung abgeleitet, nach dem CDC37 die Proteinkinasen
in einem unvollst�andig gefalteten Zustand bindet und in einen Komplex mit
Hsp90 rekrutiert. Hsp90 assistiert daraufhin der Faltung der Kinasen in einen
aktivierungskompetenten Zustand. Nach Bindung von CyclinD dissoziieren
CDC37 und Hsp90 von der aktiven Kinase und der Cdk4/CyclinD-Komplex
wird in den Zellkern importiert. Dieses Modell �ahnelt der Hsp90 vermit-
telten Reifung von Steroidhormonrezeptoren. In beiden F�allen erh�alt Hsp90
seine Substrate in einem metastabilen, durch Ligandenbindung aktivierbaren
Zustand (siehe Abb. 2). F�ur die mechanistische �Ahnlichkeit der Hsp90 ver-
mittelten Reifung von Proteinkinasen und Steroidhormonrezeptoren spricht
zudem die Beteiligung der in intermedi�aren und gereiften Hsp90-SHR Kom-
plexen aufgefundenen Kofaktoren auch bei der Kinasenreifung [220]. CDC37
ist einerseits als bedeutender Faktor f�ur die Reifung onkogener Proteinkina-
sen von medizinischem Interesse, besitzt jedoch andererseits auch selber Ei-
genschaften eines Onkogens [224] [225] [226].

Eine zweite Klasse von Hsp70 und Hsp90 Kofaktoren lagert an die
molekularen Chaperone wie an eine 'Werkbank' an und 'bearbeitet' die dort

22Der molekulare Mechanismus des ATP-abh�angigen Hsp90-Substratfreisetzungsfaktors
p23 ist bislang unbekannt. Obwohl p23 die ATPase Aktivit�at von Hsp90 nicht stimmuliert,
f�ordert es die durch die ATP-Hydrolyse ausgel�oste Substratfreisetzung von Hsp90 [201].

23Im Rahmen einer k�urzlich ver�o�entlichten Studie wurde eine Beteiligung von CDC37
jedoch auch im Rahmen der Hsp90 vermittelten Reifung von Androgenrezeptoren nachge-
wiesen [202].
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Tabelle 3: Kofaktoren der Hsp70 und Hsp90 Maschinerie

Hsp70

Kofaktor Funktion / Aktivit�at TPR Motive
(Anzahl)

Hsp40 Stimulierung der ATPase Aktivit�at [21] [104] NEIN
BAG-1 Nukleotidaustauschfaktor [21] [104] [111] [112] NEIN
Hip Stabilisierung des ADP Zustands [109] JA (3)

CHIP Ubiquitin Ligase [151] [152] [227] JA (3)
p60 Hsp70-Hsp90-Adapter Protein [184] [185] [187] JA (5-7)

TPR2/Hcp J-Dom�anen-TPR-Protein [228] JA (6-9)
unbekannter Funktion

Hsp90

Kofaktor Funktion / Aktivit�at TPR Motive
(Anzahl)

p60 Hsp70-Hsp90-Adapter Protein [184] [185] [187] JA (5-7)
p23 Substratfreisetzungsfaktor [201] NEIN

Immunophiline
FKBP51 PPIase [133] JA (3)
FKBP52 PPIase [133] JA (3)
Cyp40 PPIase [133] JA (3)

CNS1 Cyp40-Funktionen in vivo [229] [230] [231] JA (3)

PP5 Ser/Thr-Protein Phosphatase [203] [232] [233] JA (3)
p50CDC37 Bindung von Protein Kinasen [174] [219] [220] NEIN
CHIP Ubiquitin Ligase [151] [152] [227] JA (3)

TPR2/Hcp J-Dom�anen-TPR-Protein [228] [234] JA (6-9)
unbekannter Funktion

TOM34 TPR-Protein unbekannter Funktion [213] JA (6-8)
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�xierten Substrate. Diese zweite Klasse von Kofaktoren enth�alt typischerwei-
se TPR Motive zu ihrer Verankerung sowie weitere Dom�anen mit spezi�schen
Enzymaktivit�aten24. Zu dieser Klasse von Kofaktoren geh�oren die Hsp90 bin-
denden Immunophiline [133] (Tabelle 3), welche eine Peptidylprolylisomera-
seaktivit�at aufweisen, das essentielle und in vivo Cyclophilin40-Funktionen
vermittelnde Hefeprotein CNS1, die Proteinphosphatase PP5 [203] [232] [233]
sowie die Ubiquitin Ligase CHIP [150] [151] [152] [227]25. W�ahrend sowohl
die zellul�are Rolle der ubiquit�ar exprimierten PP5 als auch deren moleku-
lare Funktion in Hsp90-Multiproteinkomplexen unklar ist [203] [232], wur-
de dem Hsp70 und Hsp90 gemeinsamen Kofaktor CHIP eine Funktion bei
der Qualit�atskontrolle von Proteinkonformationen [100] zugeschrieben [151]
[152]. CHIP ist ein cytosolisches U-Box Protein26 mit einer Polyubiquitinylie-
rungsaktivit�at. Nach vorherrschender Meinung fungiert CHIP als Sensor f�ur
Faltungszust�ande von Hsp70 Substraten, wie CFTR, oder Hsp90 Substraten,
wie dem Glucocorticoidrezeptor (GR). Es l�ost deren Ubiquitinylierung aus
und leitet die proteasomale Degradation ein [151] [152]. Dadurch verschiebt
CHIP das Gleichgewicht von Proteinfaltung und -degradation in Richtung
der Proteindegradation und f�ordert so die Beseitigung dauerhaft fehlgefal-
teter Chaperonsubstrate. CHIP w�urde nach dieser Vorstellung u. a. den
Abbau derjenigen Hsp90 Substrate bewirken, deren Faltung in Gegenwart
von Geldanamycin oder anderer spezi�scher Hsp90 Inhibitoren gehemmt ist
(siehe auch Kapitel 1.2.1).

Einer dritten funktionellen Klasse von Hsp70 und Hsp90 Kofaktoren
geh�oren die Proteine p60, Hcp/TPR2/TTC227 sowie m�oglicherweise TOM34
an. Diese Faktoren besitzen mehrere TPR-Dom�anen, bzw. eine Kombinati-
on aus TPR- und J-Dom�anen. Aus diesem Grunde haben sie zumindest das
Potential, gleichzeitig mit Hsp70 und Hsp90 zu interagieren und als Adapter-
proteine allein durch die Herbeif�uhrung r�aumlicher N�ahe das Zusammenspiel
der Chaperone positiv zu beein
ussen. Zus�atzlich ist die Regulation des Sub-
strattransfers zwischen Hsp70 und Hsp90 durch solche Kofaktoren denkbar,
die beide Chaperone verbr�ucken k�onnen und deren Substratbindungseigen-
schaften beein
ussen. W�ahrend die Funktion des Adapterproteins p60 in
vitro und in vivo gut untersucht ist [185] [186] [187] [190], sind die moleku-

24Ob diese Aktivit�aten jedoch in allen F�allen ausschlie�lich der Substratmodi�kation
und nicht auch zur Modi�kation und Regulation der Chaperone dienen, ist bislang unklar
[81].

25CHIP: Mit dem Carboxyterminus von Hsc70 interagierendes Protein. [227]
26Die U-Box stellt eine modi�zierte Form des Ring-Finger Motifs [235] dar, welches

in Ubiquitin-Ligasen gefunden wird und die E4-Familie der Polyubiquitinierungsfaktoren
kennzeichnet [236].

27Hcp, engl.: Hsp70-Hsp90 coordinating protein. [234]
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laren und zellul�aren Funktionen des Hsp70 Kofaktors Hcp [228] [234] sowie
des Hsp90 Kofaktors TOM34 [237] unklar. Interessanterweise wurde das J-
Dom�anenprotein Hcp neben dHDJ128 im Drosophila melanogasterModell als
genetischer Suppressor der Toxizit�at von Aggregaten polyglutaminhaltiger
Proteine identi�ziert. Dieser Befund unterstreicht die F�ahigkeit molekularer
Chaperone zur Modulation pathogener Proteinaggregate in vitro und in vivo
[98] [99].

1.3 TPR Motive und ihre Funktionen

Protein-Proteininteraktionsdom�anen, die sog. Tetratrico-Peptide-Repeat
(TPR)-Motive enthalten, sind zentrale Elemente der Assemblierung
von Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen. Sie erm�oglichen das op-
timale Zusammenspiel von Hsp70 und Hsp90 ebenso wie zahlreiche Wech-
selwirkungen zwischen den Chaperonen und ihren Kofaktoren. TPR-Motive
sind seit ca. zehn Jahren bekannt als Module zur Vermittlung spezi�scher
Protein-Protein-Interaktionen [238] [239] [240]. W�ahrend sie zun�achst in
Komponenten des Anaphase Promovierenden Komplexes (APC) [241] [242]
und in Proteinen der RNA-Synthese identi�ziert wurden [243] [244], konnten
TPR-Motive seitdem auch in weiteren zellul�aren Kontexten nachgewiesen
werden. Dazu z�ahlen der peroxisomale Proteinimport [245] [246] [247], der
mitochondriale Proteinimport [69] [92] [248], die Hsp70-Hsp90-Multichaperon
Komplexe [118] [119], der NADPH-Oxidase Multiproteinkomplex [249] sowie
eine Reihe weiterer F�alle [240].

Die Prim�arstruktur von TPR Modulen ist charakterisiert durch tandemar-
tig aneinandergereihte Wiederholungen von Sequenzmotiven, die aus jeweils
34 Aminos�auren bestehen (Abb. 4 (A) und (B)). In Abh�angigkeit vom be-
trachteten Protein be�nden sich 3-16 solcher Motive entweder in direkter
Abfolge oder sind von kurzen Sequenzeinsch�uben unterbrochen. Innerhalb
der einzelnen 34er Sequenzen existieren keine streng konservierten Positio-
nen (Abb. 4 (B)). Die Konservierung beschr�ankt sich auf die Gr�o�e und
Hydrophobizit�at einzelner Aminos�auren, deren Position innerhalb der 34er-
Sequenzen jedoch festgelegt ist [243].

An den folgenden acht Positionen ist die Konservierung relativ hoch, und die
genannten Aminos�auren liegen besonders geh�auft vor [243]:

28dHDJ1 ist das Hsp40 Homologe aus Drospohila melanogaster;
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Abbildung 4: Strukturelle Aspekte von TPR-Motiven.
(A) Anordnung von TPR-Motiven in Clustern in einer Reihe unverwandter Proteine

[240]. Einzelne TPR-Motive sind als gelbe K�astchen dargestellt. (B) Sequenzvergleich

der ersten TPR-Motive Hsp90 bindender Regionen von p60 (Ratte), PP5 (Mensch),

Cyp40 (Rind) und FKBP52 (Hase) sowie TPR Konsensus [243]. Wei�e, graue, bzw.

schwarze Rahmen markieren konservierte Reste mit folgenden Eigenschften: klein und

hydrophob, volumin�os und hydrophob, bzw. geladen oder polar [240]. (C) Struktur

der N-terminalen Dom�ane der PP5 (3 TPR Motive) [250].
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Position 4 W, L, F
Position 7 L, I, M
Position 8 G, A, S
Position 11 Y, L, F
Position 20 A, S, E
Position 24 F, Y, L
Position 27 A, S, L
Position 32 P, K, E

Der chemische Charakter der konservierten Reste und ihre de�nierte Anord-
nung bilden die Grundlage des charakteristischen TPR-Proteinfaltungmusters
[251] (Abb. 4 (C)). Jede 34er-Sequenz formt ein antiparallel verlaufendes Paar
von �-Helices (A, B). Die Packung der beiden Helices A und B wird durch hy-
drophobe Wechselwirkungen zwischen den Aminos�auren des TPR-Konsensus
bestimmt. Die tandemartige Wiederholung solcher TPR-Sequenzmotive re-
sultiert in einer regelm�a�igen Abfolge antiparallel verlaufender �-Helices. Zu-
sammen mit jeweils einer 
ankierenden C-terminalen Helix entstehen super-
helikale Strukturen, die einen zentralen Ligandenbindungsgraben umfassen.
Eine solche Struktur wurde erstmalig in der N-termialen Dom�ane der Prote-
inphosphatase PP5 beobachtet [250] (Abb. 4 (C)). Die Sequenzen au�erhalb
des TPR-Konsensus weisen in TPR-Dom�anen unterschiedlicher Herkunft i.
a. keine ausgepr�agten �Ahnlichkeiten auf29. Sie formen f�ur jede TPR-Dom�ane
eine charakteristische Proteinober
�ache und garantieren die Spezi�t�at der
Ligandenerkennung. Erste Mutagenesestudien wiesen auf die Bedeutung des
von den TPR-Helices eingeschlossenen zentralen Grabens f�ur die Liganden-
bindung hin [252].

W�ahrend die von TPR-Motiven ausgebildeten dreidimensionalen Strukturen
gut charakterisiert sind, blieb die Natur der TPR-Liganden sowie die Prin-
zipien TPR-vermittelter Ligandenerkennung lange unklar30. Als Mecha-
nismen TPR-vermittelter Protein-Proteinwechselwirkungenwurden
Interaktionen der TPR-Module untereinander nach Art von 'Druckkn�opfen'
('knob and hole' Modell) oder die Auslesung komplexer Proteinober-

�achen und zumindest einzelner ausgepr�agter Sekund�arstrukturelemente, wie

29siehe aber: Kapitel 3.1.5
30Im Rahmen dieser Arbeit und der Promotionsarbeit von C. Scheu
er wurden die zen-

tralen TPR-Liganden innerhalb von Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen identi�ziert
[253] [254]. Sp�ater wurden von K. Lapouge et. al. , bzw. G. D. Gatto et. al. TPR Mo-
dule aus anderen funktionellen Kontexten im Komplex mit ihren jeweiligen Liganden und
Interaktionspartnern publiziert (siehe Kapitel 4) [246] [249].
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z. B. exponierter �-Helices, diskutiert [239] [244] [250]. Einem lange vorherr-
schenden Modell zufolge sollten TPR-Motive intermolekulare Wechselwir-
kungen durch �ahnliche hydrophobe Packungen erm�oglichen, wie sie zwischen
den zwei antiparallel verlaufenden Helices einzelner TPR-Motive gefunden
wurden [238] [239]. Die Liganden k�onnten hierbei ebenfalls TPR-Motive
darstellen31 oder einzelne �-Helices, die dem TPR Konsensus nicht folgen
m�u�ten.

In Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen wurden die Andockstellen
der TPR-Kofaktoren durch Deletionsstudien und semiquantitative Kopr�azi-
pitationsexperimente in den C-terminalen Dom�anen von Hsp70 (C70, 25
kDa) und Hsp90 (C90,12 kDa) lokalisiert [184] [212] [213] [214] [215] [228]
[255] [256]. Die Bindung der TPR-Kofaktoren wurde, den gel�au�gen Vorstel-
lungen folgend, komplexen Proteinober
�achen zugeschrieben32. Als einzige
Ausnahme bindet der Hsp70 TPR-Kofaktor Hip nicht an C70, sondern in-
teragiert mit der N-terminalen ATPase-Dom�ane [109] [256] [257].

Die meisten TPR-Kofaktoren von Hsp70 und Hsp90 wie Hip, die Immunophi-
line und die Proteinphosphatase PP5 enthalten klar de�nierte TPR-Module
mit je drei TPR Motiven. Die Anzahl der TPR Motive anderer Kofakto-
ren wie Hcp, TOM34 und p6033 ist dagegen weitaus weniger gesichert, da
die Voraussage von TPR-Sequenzen aufgrund ihrer geringen Konserviert-
heit sehr unsicher ist. Entsprechend schwierig ist die Voraussage akkurater
Dom�anengrenzen und die Angabe der Anzahl von TPR Motiven pro Pro-
teindom�ane. F�ur das Adapterprotein p60 wurden 5-9 TPR Motive vor-
ausgesagt. W�ahrend die aminoterminale Region von p60, welche drei TPR-
Motive enth�alt, f�ur die Interaktion mit Hsp70 notwendig ist, [184] [258] sind
die mittleren und carboxyterminalen Regionen von p60 (2-6 TPR Motive)
f�ur die Interaktion mit Hsp90 hinreichend [184] [190].

Die Funktion von TPR Modulen besteht in den meisten bisher unter-
suchten F�allen allein in der Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen.
TPR-Dom�anen beg�unstigen, wie auch Proteininteraktionsdom�anen anderer
Klassen [251], die Ann�aherung zweier Proteine und erm�oglichen deren funk-
tionelle Wechselwirkung, welche durch weitere, enzymatisch aktive Protein-
dom�anen realisiert wird. Einige TPR-Dom�anen haben neben dieser reinen

31Ein Beispiel f�ur die Interaktion zweier TPR-Proteine w�are die Wechselwirkung von
CDC27 mit CDC23 [239].

32Hinweise auf die Relevanz des konservierten EEVD-COOH-Motifs in Hsp70 und Hsp90
f�ur die TPR-Kofaktorbindung lagen vor [255] [215]. F�ur das EEVD-Motiv wurde entweder
eine strukturelle Funktion bei der Stabilisierung der C70, bzw. der C90-Dom�ane diskutiert
[215] oder es wurde als Teil einer gr�o�eren Proteinober
�ache betrachtet ('Minidom�ane')
[255].

33bzw. dem p60 Homologen der Hefen STI1
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Verankerungsfunktion auch regulatorische Ein
�usse auf ihre Zielmolek�ule.
So beein
usst Hip den ATPase-Zyklus von Hsp70 [109] und p60 hat einen
inhibitorischen Ein
uss auf die ATPase-Aktivit�at von Hsp90 [190]. In vivo
komplementiert die �Uberexpression der isolierten TPR-Dom�ane des Cyp40
Analogons CNS1 den Wachstumsph�anotyp von �cpr7 Hefezellen.

Insgesamt bilden somit TPR Motive funktionell vielseitige Proteinmodule,
die sich voraussichtlich durch vielf�altige Mechanismen der Ligandenerken-
nung auszeichnen.
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1.4 Aufgabenstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identi�zierung der Liganden von
TPR-Proteininteraktionsmodulen in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen
sowie die Analyse genereller Prinzipien TPR-vermittelter Proteininter-
aktionen in diesem Kontext. Ein Schwerpunkt sollte auf der Untersuchung
bimolekularer Wechselwirkungen des TPR Adapterproteins p60 im tern�aren
Hsp70-p60-Hsp90 Komplex liegen. Insbesondere galt es, eine Arbeitshypo-
these zu �uberpr�ufen, der zufolge Proteininteraktionsmodule mit TPR Moti-
ven kurze ausgestreckte Aminos�auresequenzen erkennen. Die Beobachtung
eines Kristallpackungse�ektes der ligandenfreien TPRI Dom�ane von p60 bil-
dete die Grundlage dieser Hypothese. Im Proteinkristall von TPRI tritt ein
hochgeordneter Kontakt zwischen dem ansonsten 
exiblen C-terminalen En-
de eines TPRI Molek�uls und dem putativen Ligandenbindungsgraben des
Nachbarmolek�uls auf. Die physiologische Relevanz dieser Beobachtung f�ur
die Erkennung nat�urlicher TPR-Liganden war zu diesem Zeitpunkt unklar.

Die vorrangige Aufgabe war die Etablierung biophysikalischer Methoden
zur Quanti�zierung und Eingrenzung bimolekularer Wechselwirkungen im
Hsp70-p60-Hsp90 Komplex. Die Selektivit�at pr�aferentiell Hsp70, bzw. Hsp90
bindender p60 TPR Dom�anen sollte de�niert und die molekularen Ursachen
dieser Selektivit�at ergr�undet werden. Durch Mutagenesestudien war die all-
gemeine Bedeutung des beobachteten Kristallpackungse�ektes f�ur TPR ver-
mittelte Wechselwirkungen zu bewerten. In einem darau�olgenden Schritt
sollte das Potential kurzer, de�nierter Peptide mit Hsp70 und Hsp90 Se-
quenzen zur Imitation nat�urlicher TPR-Liganden getestet werden. Auch ein
Screening kombinatorisch-chemischer oder kombinatorisch-biologischer Pep-
tidkollektionen zur generellen Beschreibung der Ligandenerkennungsmotive
von p60 TPR Dom�anen war geplant.

In einem zweiten Teilprojekt sollte als Beipiel einer nicht durch TPR-
Module vermittelten Proteininteraktion die Wechselwirkung zwischenHsp90
und dem f�ur Proteinkinasen substratspezi�schen Kofaktor CDC37 unter-
sucht werden. Das Ziel dieses Teilprojektes war die Reduktion der Voll�angen-
proteininteraktion auf die Wechselwirkung von Proteindom�anen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien und Ger�ate

Verbrauchsmaterialien

Amersham (Freiburg, BRD) Na2
14CO3, �(

32P)ATP;

BIAcore (Freiburg, BRD) Biosensor Chips B1, CM5, SA, Maintenance
Kit;

BioMol (Hamburg, BRD) IPTG, HEPES;

Biorad (Herkules, USA) Ethidiumbromid;

BMA (Rockland, ME, USA) LE Agarose;

Difco (Detroit, MI, USA) Baktotrypton, Baktoyeast Extrakt, Bactoa-
gar;

Fluka (Deisenhofen, BRD) TB/LB-Medien (vorgemischt), DMSO (f�ur
die UV-Spektroskopie);

Invitrogen (Groningen, Schweiz) pCR T7 TOPO TA Cloning Kit;

Life Technologies/Gibco (Karlsruhe, BRD) pPROEX Vector, TEV-
Protease, Gibco T4-DNA-Ligasepu�er (5x), GibcoBRL (10kDa Protein Lei-
ter);

Merck (Darmstadt, BRD)Ampenicillin, Benzonase, PEI-Zellulose F D�unn-
schichtchromatographiemembranen, EDTA, CDTA, Neutralit pH Streifen,
N-Hydroxysuccinimid, Ethylendiamin, NaS2O3, NaCl, KCl, KH2PO3, K2HPO3,
NaOH, KOH, Tris, SDS, �-Mercaptoethanol, APS;

New England Bioloabs (Beverly, MA, USA) E. coli Zellen DH5�F', Re-
striktionsenzyme und -Pu�er, T4-DNA-Ligase und -Pu�er, Deep Vent DNA
Polymerase und Thermopol Pu�er, T7-DNA-Polymerase;

Novagene (Bad Soden, BRD) E. coli St�amme BL21(DE3), BL21 (DE3)
pLysS, pET Vektoren;

Perkin Elmer (Weiterstadt, BRD) ABI Prism Big Dye Cycle Sequen-
cing Kit;

Pierce (Rockford, IL, USA) Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Sulfo-GMBS, EDC;

Quiagen (Hilden, BRD) Ni-NTA-Agarose, Plasmid Mini und Midi Kits,
QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAexII Gelextraktions Kit, PCR Puri�cation
Kit;

Roche (Basel, Schweiz) ADP, ATP, Complete Protease Inhibitor Cocktail
(ohne EDTA), DTT, DNA Standardmarker;
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Roth (Karlsruhe, BRD) KAc;

Sigma (Deisenhofen, BRD) Kanamycin, AntiFoam Se-35, Protein Stan-
dardmarker, Streptavidin aus Streptomyces avidinii (aÆnit�atsgereinigt), Ly-
sozym, Didesoxynukleosidtriphosphat Kit;

Stratagene (La Jolla, CA, USA) Quick Change Site Directed Mutage-
nesis Kit, E. Coli XL1-Blue Supercompetente Zellen.

Zur Synthese der Peptidbibliothek wurden zudem folgende Reagenzien ver-
wendet:

Die N�-Fmoc-Aminos�aurederivate mit Seitenschutzgruppen Asp(OtBu),
Glu(OtBu), Gln(Trt), Asn(Trt), Cys(Trt), His(Trt), Ser(tBu), Thr(tBu),
Tyr(tBu), Arg(Pmc), Trp(Boc), Lys(Boc) wurden von den Firmen Novabio-
chem (Bad Soden, BRD), Senn (Dielsdorf, Schweiz), Orpegen (Heidelberg,
BRD) und Millipore (Eschborn, BRD) bezogen. Das Wang-Harz stammte
von der Firma RAPP Polymere GmbH (Tbingen, BRD). 1-Hydroxybenzo-
triazol (HOBt), Thioanisol, Phenol, Ethandithiol (EDT), Tri
uoressigs�aure
(TFA), Diisopropylcarbodiimid (DIC), Salz-, und Eisessig (alle purum) wur-
den von Fluka (Neu-Ulm, BRD) bezogen. Piperidin (zur Synthese), Ace-
tanhydrid (zur Analyse), tert.-Butanol (tBut) und n-Heptan stammten von
Merck
(Darmstadt, BRD).

Soweit nicht anders vermerkt, wurden weitere zur Synthese verwendeten Sub-
stanzen von den Firmen Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt, BRD)
und Sigma-Aldrich (Steinheim, BRD) bezogen und besa�en mindestens den
Reinheitsgrad pro analysi. W�assrige L�osungen wurden mit deionisiertem
und �ltriertem Wasser aus einer Deionisierungsanlage der Firma Millipore
(Eschborn, BRD) angesetzt. Konzentrationsangaben sind f�ur Fl�ussigkeiten
in (v/v), f�ur Feststo�e in (w/v) angegeben.

Ger�ate

Amersham/Pharmacia (Freiburg, BRD) FPLC-System, �AKTA-Explo-
rer 100, SMART-System, Entsalzungss�aule HiPrep 26/10 Desalting, MonoQ
S�aule (20 ml), 5ml HiTrap Heparin-S�aule, Gel�ltrationss�aulen HiLoad 26/60
Superdex 200, (HighPrep) 26/60 S300, HR 30/10 Superdex200, Superdex200
PC 3.2/10, Superose PC 3.2/10, Resource RPC (1 ml), Sephadex G25 S�aulen
(NAP-5, NAP-10), S�aulenmaterialien: Q-Sepharose, DE52, Phenylsepharose
CL-4B;
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Amicon (Beverly, MA, USA) Vakuum�ltrationseinheit (0.2 �m), Kon-
zentrationskammern zur Zentrifugation (Centriprep, Centricon);

Beckman (M�unchen, BRD) DU 640 Spektrophotometer, GS-6R Zentri-
fuge mit GH-3.8 (204mm) Ausschwingrotor, Avanti J-25 Zentrifuge, J6 MI
Zentrifuge mit SS30 Rotor, Optima LE-80K Ultrazentrifuge mit 70Ti und
45Ti Rotoren;

BIAcore (Freiburg, BRD) BIAcore2000 Biosensor;

Bio-Rad (M�unchen, BRD) Elektrophoresekammer MiniProtean II, Econo-
Q-S�aulen;

Branson (Heusenstamm, BRD) Ultraschallbad RK103H;

Eppendorf (Hamburg, BRD) Zentrifugen 5415C und 5417R;

Fuji (Tokio, Japan) FLA 2000 Phosphoimager, Evaluationssoftware;

Jasco(Gro�-Umstadt, BRD) J-715 Spektropolarimeter;

Life Science (Frankfurt, BRD) Geltrockner SGD2000, Lyophilisator;

Mettler-Waagen (Gie�en, BRD) Elektronische Feinwaage AE160, La-
borwaage Toledo PB602;

MicroCal (Northhampton, USA) MCS und VP-ITC Titrationskalori-
meter, VP-DSC Di�erential Scanning Calorimeter;

Millipore (Eschborn, BRD) Deionisierungsanlage MilliQplus PF, Steril-
�lter 0.45 �m Millex-HA;

Misonix (Rockland, ME, USA) Ultraschallstab Ultrasonic Converter
CL4, Ultrasonic Processor XL;

MultiSynTech (Bochum, BRD) Syro-Pipettierroboter;

Perkin Elmer (Weiterstadt, BRD) GenAmp2400 und Cycler480 Ther-
mocycler;

2.2 Bakterienst�amme, Vektoren, Primer, Konstrukte

Bakterienst�amme

DH5�F' (Novagen)
E. Coli XL1-Blue (Stratagen)
(superkompetent)
BL21 DE3 [259] (Novagen)
BL21 DE3 (pLysS) [259] (Novagen)
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Plasmide/Konstrukte

Folgende Konstrukte entstammten dem Plasmidstock der Abteilung Zellul�are
Biochemie, MPI f�ur Biochemie, Martinsried.

Konstrukt Vektor Klonierung Reste Referenz

Hsp82 pPROEX HTa NcoI/XhoI 1-709 [260]

hHsp90� pPROEX HTa NcoI/KpnI 1-731 [261]
N90 pET3d NcoI/BamH1 9-236 [79]
C90 pET3d NcoI/BamH1 625-731 [123]

hHsp70 pPROEX HTa EcoRI/XhoI 1-641 [261]
C70 pPROEX HTa EcoRI/XhoI 382-641 [261]

hHop/p60 pET28a EcoRI/HindIII 1-543 [213]
TPRI pPROEX HTa EheI/HindIII 1-118 [254]
TPRIIA pPROEX HTa EheI/HindIII 223-352 [254]
TPRIIB pPROEX HTa EheI/HindIII 353-477 [254]
TPRIIL pPROEX HTa EheI/HindIII 190-481 [254]

hTOM34 pPROEX HTa EcoRI/XhoI 209-335
TEV [262] [263]

Primer

Folgende Primer wurden zur Mutagenese der p60 TPRIIA Dom�ane einge-
setzt:

TPRIIA K229A (a):
5'GCA GGC ACT GAA AGA AGC AGA GCT GGG GAA CGA TGC C3'
TPRIIA K229A (b):
5'GGC ATC GTT CCC CAG CTC TGC TTC TTT CAG TGC CTG C3'

TPRIIA N264A (a):
5'CCC ATC AAC ATG ACT TAC ATT ACC GCT CAA GCA GCG G3'
TPRIIA N264A (b):
5'CCG CTG CTT GAG CGG TAA TGT AAG TCA TGT TAG TGG G3'



2 Material und Methoden 30

TPRIIA K301A (a):
5'CTA TCG ACA GAT TGC CGC AGC ATA TGC TCG AAT TGG C3'
TPRIIA K301A (b):
5'GCC AAT TCG AGC ATA TGC TGC GGC AAT CTG TCG ATA G3'

TPRIIA R305A (a):
5'GAT TGC CAA AGC ATA TGC TGC AAT TGG CAA CTC CTA C3'
TPRIIA R305A (b):
5' GTA GGA GTT GCC AAT TGC AGC ATA TGC TTT GGC AAT C 3'

TPRIIA K301A/R305A (a):
5'GAC TAT CGA CAG ATT GCCGCA GCA TAT GCT GCA ATT GGC
AAC TCC3'
TPRIIA K301A/R305A (b):
5'GGA GTT GCC AAT TGC AGC ATA TGC TGC GGC AAT CTG TCG
ATA GTC3'

Folgende Primer wurden zur Mutagenese der p60 TPRIIB Dom�ane einge-
setzt:

TPRIIB K364A (a):
5'CCC CGA CCT GGC TTT GGA GGA GGC GAA CAA AGG CAA
CG3'

TPRIIB K364A (b):
5'CGT TGC CTT TGT TCG CCT CCT CCA AAG CCA GGT CGG GG3'

TPRIIB N368D (a):
5'GGA GGA GAA GAA CAA AGG CGA CGA GTG TTT TCA GAA
AGG GGA CTA TCC C3'

TPRIIB N368D (b):
5'GGG ATA GTC CCC TTT CTG AAA ACA CTC GTC GCC TTT GTT
CTT CTC CTC C3'

TPRIIB N399A (a):
5'CCC GAA AGA TGC CAA ATT ATA CAG CGC T CG AGC TGC CTG
CTA CAC C3'

TPRIIB N399A (b):
5'GGT GTA GCA GGC AGC TCG AGC GCT GTA TAA TTT GGC ATC
TTT CGG G3'

TPRIIB N399D (a):
5'GCC AAA TTA TAC AGC GAT CGA GCT GCC TGC TAC ACC AAA
CTC CTG G3'
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TPRIIB N399D (b):
5'CCA GGA GTT TGG TGT AGC AGG CAG CTC GAT CGC TGT ATA
ATT TGG C3'

TPRIIB K429A/R433A (a):
5'GCC GAC CTT CAT CGC GGG TTA TAC AGC GAA AGC CGC
TGC GCT GG3'

TPRIIB K429A/R433A (b):
5'CCA GCG CAG CGG CTT TCG CTG TAT AAC CCG CGA TGA
AGG TCG GC3'

Folgende Primer wurden zur Klonierung des Voll�angen Cyp40 ORF, bzw.
der Cyp40-TPR Dom�ane (185-370) verwendet:

Cyp40start1:
5'ATG TCG CAC CCG TCC CCC C3'

Cyp40start185:
5'AAG GAA GGA GAT GAC GGG GG3'

Cyp40start370:
5'CCC CCC AAG CTT CTA AGC AAA CAT TTT TGC ATA TAC TGC
C3'

S�amtliche Primer wurden von Metabion (Martinsried, BRD) bezogen. Die
fett gedruckten Basen markieren die mutagenen Tripletts.
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2.3 Proteine und Peptide

Proteine

Folgende Proteine entstammen dem Proteinstock der Abteilung Zellul�are
Biochemie des MPI f�ur Biochemie, Martinsried.

Konstrukt Referenz

Hsc70 (Ratte) [114]

Hsp90 (Rind) [213]

Hsp90 (Mensch) [261]

M90 (Hsp90-273-617) [123]
�N90 (Hsp90-236-731) [123]
�C90 (Hsp90-1-624) [123]

PP5 (Mensch)
CHIP (Mensch)
Hcp/TTC2 (Mensch) [234]
Unc45, Unc45(TPR) (C. elegans) [264]
TOM70� (Mensch, l�osliche Dom�ane)

CDC37 (Mensch) [260]
CDC37-39-119 [260]
CDC37-147-270 [260]
CDC37-147-349 [260]
CDC37-273-349 [260]

[260]

Bovines Hsp90 wurde aus Rinderhirn isoliert [123] [213], alle �ubrigen Protei-
ne wurden rekombinant in E. coli exprimiert. In einem Fall wurde durch mit
Baculoviren in�zierte Insektenzellen (SF9-Linie) exprimiertes Hsp70 verwen-
det34 [114]. Die CDC37-Konstrukte wurden von Dr. Reinhard Albrecht in
pPROEX HTa Vektoren kloniert und analog den p60 TPR-Dom�anen (Ka-
pitel 2.6.1) exprimiert und gereinigt [260]. Ich danke Dr. Irene Boche f�ur
die Bereitstellung der PP5- und CHIP-Proben und Alexander Brychzy und

34Ich danke Prof. J�org H�ohfeld (Universit�at Bonn) f�ur die Bereitstellung der Probe.
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Dr. Wolfgang Obermann (Universit�at Bonn) f�ur die Bereitstellung des Hcp-
Proteins. Alexander Huatagalung (Baylor College of Medicine, Houston, Te-
xas, USA) pr�aparierte die Unc45-TPR Dom�anen sowie das Unc45 Voll�angen-
protein [264].

De�nierte Peptide

S�amtliche de�nierten Peptide (Tab. 4) wurden synthetisiert vom Peptidser-
vice des Max-Planck Institutes f�ur Biochemie (Abtlg. Prof. L. Moroder).
Alle Peptide wurden durch pr�aparative HPLC gereinigt und massenspektro-
metrisch analysiert. Die Reinheit betrug >95% .

2.4 Medien und Pu�er

Kulturmedien

Die Protokolle der Bakterienkulturmedien wurden entnommen aus [265]:

Luria-Bertani (LB) Medium pro Liter: 10g Bactotrypton, 5g Bactoyeast
Extrakt, 5g NaCl auf 1000ml mit H2O au��ullen und einstellen auf pH 7.0.

Terri�c Broth (TB) Medium pro Liter: 12g Bactotrypton, 24g Bactoy-
east Extrakt, 4ml Glycerol, 2.2g KH2PO4, 9.4g K2HPO4 auf 1000ml mit H2O
au��ullen und einstellen auf pH 7.0.

Zur Herstellung von Agarplatten wurden dem jeweiligen Medium 15 g/L
Bactoagar zugesetzt.

Pu�er

G 25mM Hepes pH 7.5, 100mM KAc, 5mM MgAc2;

HBS 10mM Hepes pH 7.4, 150mM NaCl, 3mM EDTA, 0.05% Tween20;

HBS50 10mM Hepes pH 7.4, 50mM NaCl, 3mM EDTA, 0.05% Tween20;

IMACA 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM Imidazol, einstellen auf
pH 8.0;

IMACB 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 250mM Imidazol, einstellen auf
pH 8.0;
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Tabelle 4: De�nierte Peptide

Hsp70-Sequenzen Hsp90-Sequenzen Weitere

Ac-EEVD-COOH
Ac-IEEVD-COOH Ac-MEEVD-COOH Ac-DVEEM-COOH
Ac-VEEVD-COOH
Ac-TIEEVD-COOH Ac-RMEEVD-COOH Ac-DVEEI-COOH

Ac-PTIEEVD-COOH Ac-SRMEEVD-COOH
Ac-GPTIEEVD-COOH Ac-TSRMEEVD-COOH Ac-AKKAK-COOH

Ac-SSGPTIEEVD-COOH Ac-DDTSRMEEVD-COOH Ac-TKRRESKL-COOH
Ac-GSGPTIEEVD-COOH Ac-GDDDTSRMEEVD-COOH

Ac-GSGSGPTIEEVD-COOH
Ac-NYPQGPTVEEVD-COOH Ac-AEEDASRMEEVD-COOH

Ac-CGSGSGPTIEEVD-COOH Ac-CGDDDTSRMEEVD-COOH

Ac-APTIEEVD-COOH Ac-ASRMEEVD-COOH Ac-SEMEEVD-COOH
Ac-GATIEEVD-COOH Ac-TARMEEVD-COOH Ac-PEMEEVD-COOH
Ac-GPAIEEVD-COOH Ac-TSAMEEVD-COOH
Ac-GPTAEEVD-COOH Ac-TSRAEEVD-COOH Ac-VYIEEVD-COOH
Ac-GPTIAEVD-COOH Ac-TSRMAEVD-COOH Ac-VYILDVD-COOH
Ac-GPTIEAVD-COOH Ac-TSRMEAVD-COOH Ac-PTILDVD-COOH
Ac-GPTIEEAD-COOH Ac-TSRMEEAD-COOH Ac-YYILDVD-COOH
Ac-GPTIEEVA-COOH Ac-TSRMEEVA-COOH

Ac-GPTIEEVD-NH2 Ac-TSRMEEVD-NH2
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2xLadungpu�er (SDS-PAGE) 120mM Tris pH 6.8, 200mM DTT, 4%
SDS, 20% Glycerin, 0.01% Bromphenolblau;

SDS-Laufpu�er 50mM Tris/HCl pH 8.3, 380mM Glycin, 0.1% SDS (w/v);

TAE 40mM Tris/HAc, 1mM EDTA, pH 8.0;

TB1 100mM RbCl2, 50mMMnCl2, 30mM KAc, 10mM CaCl2, 15% Glycerol,
pH-Einstellung auf pH 5.8 mit 0.2M Essigs�aure, Steril�ltration, Lagerung bei
-20ÆC;

TB2 75mMCaCl2, 10mMRbCl2, 10mMMops, 15% Glycerol, pH-Einstellung
auf pH 6.5 mit 3M KOH, Steril�ltration, Lagerung bei -20ÆC

TEV Protease Pu�er 30mM Tris/HCl pH 8.0, 0.5mM EDTA, 1mM DTT;

PBS 137.0mM NaCl, 2.7mM KCl, 8.4 mM Na2HPO4xH2O, 1.5mM KH2PO4,
mit HClaq einstellen auf pH 7.4;

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E.coli Zellen [266] wurden ca. 55ml
LB Medium mit einer Einzelkolonie von Zellen angeimpft und diese Kultur
bei 37ÆC bis zu einer optischen Dichte von OD600=0.25-0.5 herangezogen. Die
Zellen wurden pelletiert (10min, 2.500g, 4ÆC), in eisgek�uhltem TB1-Pu�er
resuspendiert, weitere 5min auf Eis gehalten und erneut 10min bei 2.500g
und 4ÆC zentrifugiert. Die Zellen wurden daraufhin in 2ml eisgek�uhltem
TB2 Pu�er aufgenommen, auf Eis aliquotiert, in N2(
) schockgefroren und
bei -80ÆC gelagert.

Zur Transformation wurden �50�l chemisch kompetenter E.coli Zellen mit
�0.2-0.4�g DNA aus Ligationsreaktionen oder �0.05-0.2�g DNA aus gerei-
nigten Plasmidpr�aparationen gemischt und f�ur 30 min auf Eis inkubiert. Da-
nach wurden die Zellen f�ur 45s einer Temperatur von 42ÆC ausgesetzt und
weitere 3min auf Eis gehalten. Nach Zugabe von 1ml LB Medium erfolgte
eine einst�undige Inkubation bei 37ÆC. Daraufhin wurde die Zellsuspension
auf antibiotikahaltige LB Agarplatten ausgestrichen und bis zur Entstehung
gut sichtbarer Bakterienkolonien f�ur 10-16h bei einer Temperatur von 37ÆC
gehalten.
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2.5.2 DNA-analytische Methoden

DNA-Konzentrationen wurden durch Absorptionsmessungen bei 260nm
bestimmt, wobei f�ur eine �50�g/ml haltige L�osung doppelstr�angiger DNA
eine OD260=1 angenommen wurde.
Agarose Gelelektrophorese wurde in TAE Pu�er bei 50-100V durch-
gef�uhrt. Die Gele enthielten 1-2% Agarose und 0.5�g/ml Ethidiumbromid.
Die Gr�o�e linearer DNA Fragmente wurde durch Vergleich mit DNA Stan-
dardmarkern bestimmt.
DNA Sequenzierung: Die Sequenzierreaktion wurde als zyklische Sequen-
zierung nach der Kettenabbruchmethode angesetzt. Hierzu wurde das 'Cy-
cle Sequencing Kit' von Perkin-Elmer/ABImed nach Angaben des Herstel-
lers eingesetzt. Die elektrophoretische Trennung und Fluoreszenzdetektion
der entstandenen DNA-Fragmente wurden vom Sequenzierservice des Max-
Planck-Institutes f�ur Biochemie durchgef�uhrt. Die Sequenzanalyse erfolgte
durch BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.5.3 Zielgerichtete Mutagenese

Die Punktmutagenese der p60-Dom�anen TPRIIA und TPRIIL wurde durch
PCR-Ampli�kation der vollst�andigen pPROEX HTa Expressionsplamide un-
ter Verwendung von zueinander vollst�andig komplement�aren Primern durch-
gef�uhrt, welche mutagene Basenfehlpaarungen gegen�uber den Wildtypse-
quenzen aufwiesen (Kapitel 2.2).

Beim Design der Mutageneseprimer wurde darauf geachtet, dass

1. beide Mutageneseprimer zueinander exakt komplement�ar sind;

2. die L�ange der Primer zwischen 25 und 45 Basenpaaren und die Schmelz-
temperatur nach folgender Formel �78ÆC betr�agt:

Tm = 81:5 + 0:41(%GC)� 675=N �%Fehlpaarungen

N entspricht der Primerl�ange in Basenpaaren;

3. die mutagenen Basenfehlpaarungen in der Mitte der Primer lagen und
sich � 10-15 Basen der korrekten Sequenz zu beiden Seiten der Fehlpaarung
befanden;

4. der GC-Gehalt der Primer mindestens 40% betrug und die Primer in
mehreren Guanin oder Cytosin Basen endeten.
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Tabelle 5: Zielgerichtete Mutagenese: Ansatz und Reaktion

Reaktionsansatz

5 �l TurboPfu-Reaktionspu�er (10x)
X �l dsDNA Templat (5-50ng)
X �l Mutageneseprimer a (125ng)
X �l Mutageneseprimer b (125ng)
1 �l dNTP L�osung (25mM/dNTP)
1 �l TurboPfu-Polymerase
X �l H2O auf ein Endvolumen von 50 �l

Mutagenese PCR-Reaktion

Temperatur Dauer

Start 95ÆC 30s

16 Zyklen 95ÆC 30s
55ÆC 60s
68ÆC 2min/kb Plasmidl�ange

Ende 4ÆC 1

Die Mutagenese-PCR wurde nach dem in Tabelle 5 angegebenen Sche-
ma durchgef�uhrt. 10�l eines jeden Reaktionsansatzes wurden auf ein 1%iges
Agarosegel aufgetragen und die Entstehung des PCR-Produktes kontrolliert.
Das methylierte Wildtyptemplat wurde nach Zugabe von 1�l DpnI (20.000
U/ml) zu jedem PCR Ansatz w�ahrend einer einst�undigen Inkubation bei
37ÆC verdaut. 1�l einer jeden Reaktion wurde darauf zur Transformation
superkompetenter E. coli XL1-Blue Zellen eingesetzt. Erfolgreich mutageni-
sierte Klone wurden durch DNA Sequenzierung identi�ziert.

2.5.4 Klonierung von Cyp40 und Cyp40(TPR)

Humanes Cyp40 wurde unter Verwendung der PCR-Primer Cyp40start1
und Cyp40stop370 (Kapitel 2.2) und dem in Tabelle 7 aufgef�uhrten Proto-
koll aus dem IMAGE cDNA Klon IMAGp998J1929 ampli�ziert und unter
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Tabelle 6: Primerphosphorylierung

3.0 �l Cyp40start1 Stockl�osung (95 �M)
3.0 �l PNK-Pu�er (10x)
0.5 �l ATP (100mM)
0.3 �l PNK (10.000 U/ml)
24 �l H2O

4ÆC, 12h

Verwendung der EheI/HindIII Schnittstellen in den pPROEX HTa Vektor
kloniert. Der Cyp40start1-Primer wurde hierzu zuvor phosphoryliert (Tabel-
le 6). Das PCR-Produkt wurde unter Verwendung eines PCR-Puri�cation
Kits (Quiagen) gereinigt und quantitativ durch HindIII verdaut (30mul PCR
Fragment, 4�l Tango-Pu�er (10x), 1�l HindIII (20.000 U/ml), 2h, 37ÆC).
�10�g pPROEX HTa Vektor wurden ebenfalls durch EheI und HindIII ver-
daut (30 �l Vektor (10�l), 4�l Tango-Pu�er (10x), 1�l HindIII, 1�l EheI
(jeweils 20.000 U/ml), 2h, 37ÆC)). Der Vektor wurde im Anschlu� an den
Verdau mit CIP ( 1�l CIP (10.000 u/ml), 15min, 37ÆC) behandelt. Nach
Reinigung der Verdauprodukte durch Gelextraktion erfolgte die Ligation von
Vektor und Insert bei 16ÆC �uber Nacht (2�l Ligasepu�er (Gibco, 5x), 1�l T4-
DNA-Ligase (NEB, 10.000 U/ml), 2�l Vektorl�osung, 5�l Insertl�osung). Zur
Identi�zierung positiver Klone wurden Testexpressionen in 5ml LB-Kulturen
durchgef�uhrt.

DieCyp40-TPR Dom�ane (Cyp(TPR), Aminos�auren 185-370) wurde unter
Verwendung des pCR T7 TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen) nach Anga-
ben des Herstellers in den pCR T7/NT-TOPO Vektor kloniert. Ausgehend
von diesem Konstrukt konnte Cyp40(TPR) um einen nicht abspaltbaren,
N-terminalen Polyhistidinschwanz erweitert, exprimiert und mittes Metall-
chelatchromatographie gereinigt werden. Die PCR-Reaktion wurde analog
zu der in Tabelle 7 dargestellten Reaktion, jedoch mit Taq-Polymerase und
der Primerkombination Cyp40start185/Cyp40stop370 durchgef�uhrt. Die Li-
gation unter Verwendung von Topoisomerase-assoziiertem pCR-Vektor sowie
des nicht weiter bearbeiteten PCR-Reaktionsmixes erfolgte innerhalb von 5
min bei Raumtemperatur. Hierbei wurden die durch die Taq-Polymerase
generierten, einfachen Desoxyadenosin�uberh�ange im PCR-Produkt zur An-
lagerung von Insert und Vektor ausgenutzt. Das Ligationsprodukt wurde
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Tabelle 7: PCR-Ampli�kation von Cyp40 und Cyp40(TPR)

Reaktionsansatz

10 �l Thermopol-Pu�er (10x)
2 �l dsDNA Templat (IMAGp998J1929, 40ng/�l)
6 �l Primer Cyp40start1 oder Cyp40start185 (0.2�g/�l)
6 �l Primer Cyp40stop370 (0.2�g/�l))
1 �l dNTP L�osung (25mM)
1 �l Vent-Polymerase
74 �l H2O

PCR Reaktion

Temperatur Time

Start 95ÆC 3min

25 Zyklen 95ÆC 1.5min
50ÆC 1min
72ÆC 1min/kb PCR-Fragment

Ende 72ÆC 10min
4ÆC 1

in superkompetente 'One-Shot' E. coli-Zellen (Invitrogen) transformiert und
Klone mit in Leserichtung orientierten Inserts durch Testexpressionen in 5ml-
LB-Kulturen identi�ziert.
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2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Proteinexpression und Reinigung

TEV Protease, Cyp40, hHsp70, hHsp90, Hsp82,
TPR Dom�anen von p60/Hop, Cyp40 und TOM34

Die TEV Protease, die p60 TPR Dom�anen TPRI, TPRIIL, TPRIIA,
TPRIIB sowie deren Mutanten, die TPRII Dom�ane con TOM34 (TOM34-
(TPRII)) sowie Cyp40, Hsp70, C70 und Hsp90 wurden in BL21(DE3)pLysS-
Zellen von einem pPROEX-Plasmid mit einer N-terminalen His6-Sequenz
exprimiert. 6x1L TB Medium wurden in 2.8L Schikanekolben mit jeweils
300 �l AntiFoam Se-35 versetzt und mittels einer �Ubernachtkultur auf eine
OD600 =� 0:1 eingestellt. Im Fall der TEV Protease wurde dem Medium
50�g/ml Kanamycin und in allen anderen F�allen 100�g/ml Ampecillin zu-
gegeben. Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer OD600=�0.6 bei einer
Temperatur von 37ÆC unter Sch�utteln inkubiert. Zur Expression der TEV
Protease sowie von Cyp40, Hsp70 und Hsp90 wurde die Temperatur vor In-
duktion auf 18ÆC gesenkt. Nach einer weiteren Stunde wurde die Expression
durch Zugabe von IPTG (1mM) f�ur einen Zeitraum von 10-12h induziert.
Die Expression s�amtlicher TPR Dom�anen von p60 erfolgte bei 37ÆC �uber
5h, die Cyp40 TPR Dom�ane sowie die TOM34(TPRII) wurden f�ur 3h ex-
primiert. Danach wurden die Zellen durch 30min Zentrifugation bei 2.500g
und 4ÆC pelletiert, das Zellpellet in 100ml IMACA Pu�er resuspendiert und
in N2(
) zur Lagerung bei -80

ÆC schockgefroren.

Die Zellyse erfolgte durch 3-4maliges Einfrieren in N2(
) und Auftauen bei
30ÆC. Zum Verdau der DNA wurden nach dem ersten Auftauzyklus 1�l Ben-
zonase (250.000 U/ml) und eine Tablette Complete Proteaseinhibitionscock-
tail pro 25ml Zellsuspension zugesetzt.

Die l�oslichen Bestandteile des Zelllysates wurden durch Ultrazentrifugation
(30min, 100.000g, 4ÆC) vom Zelldebris getrennt und auf eine 10-20ml Ni-NTA
Metallchelatmatrix geladen. Nach Waschen der S�aule mit 2x25-50ml IMACA

Pu�er wurde die Matrix mit 3x10-20ml IMACB Pu�er eluiert. Die TEV Pro-
tease wurde gegen TEV-Protease-Pu�er dialysiert und nach Schockgefrieren
in N2(
) bei -80

ÆC gelagert. Cyp40(TPR) sowie die TOM34(TPRII) wurden
gegen Pu�er G dialysiert, durch Ultra�ltration konzentriert und nach Schock-
gefrieren bei -80ÆC gelagert. Die TPR Dom�anen von p60 sowie C70 wurden
ebenfalls gegen TEV Protease Pu�er dialysiert, zur Abspaltung der His6-
Sequenz mit TEV Protease versetzt (1:20 OD280) und f�ur 3-6h bei 25-30ÆC
inkubiert. Daraufhin wurde der Salzgehalt des Verdauansatzes auf 300mM
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NaCl erh�oht und die Proteinl�osung erneut einer Ni-Chelatchromatogaphie
unterzogen. Proteine mit abgetrennter His6-Sequenz wurden im Durch
u�
der Ni-S�aule aufgefangen. Die p60 TPR Dom�anen wurden teilweise gegen
Pu�er G dialysiert und nach Konzentration und Schockfrieren bei -80ÆC ge-
lagert. Die Reinheit der TPR Dom�anen betrug nach der Ni-Chromatogaphie
bereits >90%. Proteine dieses Reinheitsgrades wurden f�ur Bindungsstudien
eingesetzt. Zum Einsatz in ATPase Assays wurden die Proteine wie unten
beschrieben durch Anionenaustauschchromatographie und Gel�ltration wei-
ter aufgereinigt. Die His6-Sequenzen von Hsp70 und Hsp90 wurden nicht
entfernt, um die relativ harschen und potentiell inaktivierend wirkenden Be-
dingungen der Verdaureaktion zu vermeiden.

Cyp40, Hsp70, Hsp90 und C70 sowie die p60/Hop TPR Dom�anen wurden
daraufhin gegen 30mM Tris/HCl pH 8.5, 0.5mM EDTA dialysiert. Nach Dia-
lyse wurden die Proteine auf eine 50ml SourceQ S�aule geladen, nur im Fall
von Cyp40 wurde eine 10ml MonoQ S�aule verwendet. Die S�aulen wurden
mit 250ml, bzw. 50ml 30mM Tris/HCl pH 8.5, 0.5mM EDTA gewaschen und
die Proteine durch einen 500ml (100ml) Gradienten von 0-1M NaCl bei einer
Flie�geschwindigkeit von 4ml/min (2ml/min) eluiert. Der Pool relevanter
Fraktionen wurde mittels Centriprep Ultra�ltrationskammern konzentriert
und auf in Pu�er G �aquilibrierte Gel�ltrationss�aulen aufgetragen. Ledig-
lich Cyp40 wurde direkt gegen Pu�er G dialysiert, konzentriert und schock-
gefroren. Zur Reinigung von Hsp70 und Hsp90 wurde eine HiLoad 16/60
Superdex200 und zur Reinigung der p60 TPR Dom�anen sowie von C70 ei-
ne HiLoad 26/60 Superdex75 S�aule eingesetzt. Die Flie�geschwindigkeit der
Gel�ltrationsl�aufe betrug 0.25-0.5ml/min. Die relevanten Fraktionen wurden
gepoolt und durch Ultra�ltration konzentriert, schockgefroren und bei -80ÆC
gelagert.

Die Reinigung von Hsp82 wurde analog der Pr�aparation des humanen Hsp90
durchgef�uhrt. Um die Isolierung des labilen Proteins jedoch innerhalb von
24 Stunden durchf�uhren zu k�onnen, erfolgte nach Ni-Chelatchromatographie
zun�achst die Gel�ltration in Pu�er G und dann ohne weiteren Pu�erwechsel
die Anionenaustauschchromatogrophie. Die Hsp82 enthaltenden Fraktionen
wurden gepoolt, gegen Pu�er G dialysiert und schockgefroren.

Die Reinheit von Hsp70 und Hsp90 lag bei ca. 80-90%. Duch N-terminale
Sequenzierung konnten die wesentlichen Kontaminationsbanden der Hsp90
Pr�aparationen als Proteolysefragmente von Hsp90 identi�ziert werden. Die
p60 TPR Dom�anen sowie C70 konnten als >95% rein dargestellt werden. Die
Ausbeuten pro Pr�aparation lagen, ausgehend von einer 6L TB-Expressions-
kultur, bei 10-20mg f�ur Hsp70 und Cyp40, 50-100mg f�ur Hsp90, TOM34-
(TPRII) und C70 sowie mehreren 100mg f�ur die p60 TPR Dom�anen. Die
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Konzentrationen der Proteinstockl�osungen betrugen ca. 10mg/ml f�ur Cyp40,
Cyp40(TPR), Hsp70 und Hsp90, 30-50mg/ml f�ur C70 und 40-160mg/ml f�ur
die p60 TPR Dom�anen.

N-terminale Dom�ane von Hsp90 (N90)

Die Expression von N90 erfolgte in BL21DE3 pLysS Zellen von einem pET3d
Vektor [259] in TB-Medium und in Gegenwart von IPTG (1mM) bei 37ÆC
�uber einen Zeitraum von 3h. Die Zellyse wurde, wie zuvor beschrieben,
durchgef�uhrt. Nach Ultrazentrifugation (30min, 100.000g, 4ÆC) wurde der
�Uberstand auf eine 50ml SourceQ S�aule aufgetragen und die S�aule mit 250ml
30mMTris/HCl pH 8.5, 0.5mM EDTA gewaschen. Die Elution erfolgte durch
einen linearen 500mL Gradienten von 0-1M NaCl in 30mM Tris/HCl pH 8.5,
0.5mM EDTA bei einer Flie�geschwindigkeit von 4ml/min. Der Pool N90--
haltiger Fraktionen wurde gegen 30mM Tris/HCl pH 8.0 dialysiert und das
Dialysat auf eine 20ml MonoQ S�aule aufgetragen. Die Elution dieser S�aule
erfolgte wie im vorhergehenden Chromatographieschritt. Das Volumen des
Gradienten betrug 200ml. Der Pool N90 haltiger Fraktionen wurde durch
Ultra�ltration konzentriert und auf eine in Pu�er G �aquilibrierte HiLoad
26/60 Superdex75 S�aule aufgetragen. Die Flie�geschwindigkeit der Gel�ltra-
tion betrug 0.5ml/min. N90-haltige Fraktionen wurden gepoolt, konzentriert,
schockgefroren und bei -80ÆC gelagert.

Die Ausbeuten der N90 Pr�aparationen betrugen 100-1500mg, ausgehend von
einer 6L Expressionskultur. Die Reinheit der Dom�ane betrug >90%, Stock-
l�osungen besa�en Proteinkonzentrationen zwischen 30-50mg/ml.

C-terminale Dom�ane von Hsp90 (C90)

Die Expression von (C90) erfolgte, ausgehend von einem pET3d Vektor,
in BL21DE3 Zellen [259]. 6x1L TB Medium wurden mit 300�l Antifoam-
SE35 und 50�g/ml Ampecillin versetzt, durch eine �Ubertagkultur angeimpft
(OD600=�0.1) und bei einer Temperatur von 37ÆC bis zum Erreichen einer
OD600=�0.6 gesch�uttelt. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte nach
Zugabe von IPTG (1mM) f�ur 3h bei 37ÆC. Daraufhin wurden die Zellen zen-
trifugiert (2.500g, 30min, 4ÆC), die Zellpellets in PBS resuspendiert und in
N2(
) zur Lagerung bei -80

ÆC schockgefroren.

Die Zellyse erfolgte durch Lysozymverdau (80ug/ml Suspension) �uber 30min
auf Eis und darau�olgendes mehrmaliges Einfrieren in N2(
) und Auftauen
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bei 30ÆC sowie einmin�utiger Ultraschallexposition auf Eis. Je 35ml Zellsus-
pension wurde eine Tablette Complete Proteaseinhibitionscocktail zugesetzt.

Auf die Ultrazentrifugation (30min, 100.000g, 4ÆC) folgte eine Ammonium-
sulfatpr�azipitation, wobei der �Uberstand der Zentrifugation bei 4ÆC langsam
mit dem gleichen Volumen einer ges�attigten 3.9M (NH4)2SO4-L�osung ver-
setzt wurde. Nach Zugabe der (NH4)2SO4-L�osung wurde die Mischung f�ur
30min bei 4ÆC ger�uhrt und anschlie�end 30min bei 20.000g zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 20ml 20mM Tris/HCl pH 8.5 resuspendiert und mit
dem gleichen Pu�er auf ein Volumen von 150ml verd�unnt. Die verd�unn-
te L�osung wurde auf eine 50ml SourceQ S�aule geladen und die S�aule mit
200ml 20mM Tris/HCl pH 8.5 gewaschen. Die Elution erfolgte durch einen
linearen 500ml Gradienten von 0-1M NaCl in 20mM Tris/HCl pH 8.5 bei
einer Flie�geschwindigkeit von 4ml/min. C90 haltige Fraktionen wurden in
mehreren Durchg�angen auf eine 1ml Resource Reversed Phase S�aule aufge-
tragen und eluiert. Die S�aule wurde �aquilibriert in 0,1M NH4Ac pH 6.5. Die
Elution erfolgte durch einen linearen 20ml Gradienten von 0-66% Acetoni-
tril in 0,1M NH4Ac pH 6.5 bei einer Flie�geschwindigkeit von 0.5ml/min.
C90 haltige Fraktionen wurden gepoolt und gegen Pu�er G dialysiert. Das
Dialysat wurde durch Ultrazentrifugation konzentriert und auf eine in Pu�er
G �aquilibrierte HiLoad 16/60 Superdex75 S�aule aufgetragen. Die Flie�ge-
schwindigkeit des Laufes betrug 0.5ml/min. C90 haltige Fraktionen wurden
gepoolt, konzentriert, schockgefroren und bei -80ÆC gelagert.

Die Ausbeuten der C90 Pr�aparationen betrugen 50-80mg, ausgehend von
einer 6L TB-Expressionskultur. Die Reinheit der Dom�ane betrug >90%, die
Stockl�osungen hatten Proteinkonzentration von 20-30mg/ml.

p60

p60 wurde von einem pET28 Vektor in BL21DE3 pLysS Zellen analog zu C90
exprimiert [259]. Die Zellen wurden in 30mM Tris/HCl pH 8.5, 0.5mM ED-
TA, 1mM DTT resuspendiert und, wie f�ur die C90 Pr�aparation beschrieben,
lysiert.

Nach Ultrazentrifugation (30min, 100.000g, 4ÆC) wurde der �Uberstand einer
10min�utigen PEI Pr�azipitation auf Eis unterzogen (0.005% PEI Endkonzen-
tration, PEI Stock: 10% PEI pH 8.5). Nach erneuter Ultrazentrifugation
(30min, 100.000g, 4ÆC) wurde der �Uberstand auf eine 20ml SourceQ S�aule
aufgetragen und die S�aule mit 100ml 20mM Tris/HCl pH 8.5 gewaschen.
Die Elution erfolgte durch einen 200ml Gradienten 0-300mM NaCl in 20 mM
Tris/HCl pH 8.5 mit einer Flie�geschwindigkeit von 2ml/min. Der Pool p60
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haltiger Fraktionen wurde durch Ultra�ltration konzentriert und auf eine in
Pu�er G �aquilibrierete HiLoad 16/60 Superdex75 S�aule aufgetragen. Die
Flie�geschwindigkeit der Gel�ltration betrug 0.5ml/min. p60 haltige Frak-
tionen wurden gepoolt, konzentriert, schockgefroren und bei -80ÆC gelagert.

Die Ausbeuten der p60 Pr�aparationen betrugen 50-100mg ausgehend von
einer 6L Expressionskultur. Die Reinheit betrug ca. 90%, die Stockl�osungen
hatten eine Proteinkonzentration zwischen 30-50mg/ml.

2.6.2 Proteinanalytische Methoden

Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden als UV-Absorbtionsmessungen
und unter Verwendung des Beer-Lambert'schen Gesetzes durchgef�uhrt. Die
Proteinstockl�osungen wurden verd�unnt und Absorbtionen bei 280nm zwi-
schen 0.8 und 1.2 zur Berechnung der Proteinkonzentrationen herangezogen.
Die molalen ExtinktionskoeÆzienten der jeweiligen Voll�angenproteine und
Proteindom�anen wurden mit Hilfe des ProtParam -Programms berechnet
(www.expasy.ch).

Die Reinheit von Proteinpr�aparationen wurde durch SDS-PAGE mit diskon-
tinuierlichem Pu�ersystem [267] analysiert. 5-10�l der Proben wurden mit
5�l 2xGelladungpu�er versetzt, f�ur 1-3min auf 95ÆC erhitzt und auf 12.5%ige
oder 15%ige SDS-PAGE Minigele (0.75 mm Geldicke) aufgetragen (Tabelle
8). Die Elektrophorese wurde unter einer Spannung von 200V in BioRad Gel-
kammern mit SDS-Laufpu�er durchgef�uhrt. Zur Identi�zierung der Protein-
banden wurden die Gele f�ur 30 min in Coomassie-F�arbel�osung (40% Ethanol,
10% Essigs�aure, 0.25% Coomassie BlueR250 in H2O) inkubiert und darauf
mit Entf�arbel�osung (40% Ethanol, 10% Essigs�aure in H2O) gewaschen.

2.7 Synthese der Ac-O/X4-VD-COOH-Peptidbibliothek

Die Synthese der kombinatorischen Peptidbibliothek Ac-O/X4-VD-COOH
wurde als automatisierte Festphasensynthese durchgef�uhrt, wie in [268] [269]
beschrieben. Die randomisierten Positionen wurden nach der Premix-Methode
mit Hilfe vorgemischter Aminos�auren eingef�uhrt [270] [271] [272].

Zur multiplen Synthese der 96 kombinatorischen Mischungen35 wurde ein
vollautomatisierter Syntheseroboter (SYRO, MultiSynTech, Bochum, BRD)

35F�ur die Beschreibung des Bibliotheksdesigns siehe Kapitel 3.1.3;
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Tabelle 8: Zusammensetzung von SDS-PAGE Gelen

Die Prozentwerte der Stamml�osungen sind in (w/v) angegeben.

Trenngel Sammelgel

% Acrylamid 12.5 15 5

30% AA / 0.6% BisA (ml) 6.8 8.5 0.83
1.875 M Tris/HCl pH 8.8 (ml) 3.5 3.5
0.6 M Tris/HCl pH 6.8 (ml) 0.5

H2O (ml) 6.4 4.74 3.6
10% SDS (�l) 167 167 50
10% AMPS (�l) 100 100 50
TEMED (�l) 10 10 5

eingesetzt. Als Synthesegef�a�e dienten mit Filterfritten ausgelegte Pipetten-
spitzen (Eppendorf, Hamburg). Um die Peptide als freie S�auren zu erhal-
ten, wurde ein mit der de�nierten Fmoc-Aminos�aure Asp(OtBu) vorbeleg-
tes Wang-Harz eingesetzt. Der Ansatz betrug 15�mol Peptid, entsprechend
30mg Harz (Belegung: 0,5mmol/g). Die Harze wurden dreimal mit DMF (je-
weils 300�l) gewaschen und zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen 2�7min
mit 20% Piperidin/DMF (v/v, jeweils 220�l) inkubiert und ab�ltriert. Nach
achtmaligem Waschen mit DMF (jeweils 400�l) wurde die Peptidsynthese
gestartet.

N�-Fmoc-gesch�utzte Aminos�auren wurden als 0,5M L�osung in 0,5M
HOBt/DMF und DIC in 1,5M L�osung in DCM/DMF (2:1) angesetzt. Zur
Herstellung der Fmoc-Aminos�auren-Mischung (X-Mix) wurden alle proteino-
genen Aminos�auren mit Ausnahme von Cystein in �aquimolaren Verh�altnissen
zueinander eingewogen und in einer Gesamtkonzentration von 0,1M in einem
Gemisch aus DCM,DMF, DMSO und HOBt (3:1:1; 0,1 M) gel�ost. Zur Kupp-
lung wurden zun�achst f�unf �Aquivalente DIC pipettiert. Die randomisierten
Positionen wurden durch Zugabe einer bezogen auf die freien Aminofunktio-
nen des Harzes �aquimolaren Menge der Fmoc-Aminos�aurenmischung (150�l
0,1M X-Mix) eingef�uhrt. Zur Kupplung der de�nierten Positionen mit pro-
teinogenen Aminos�auren wurden 150�l der 0.5M Aminos�aurel�osung pipet-
tiert, entsprechend jeweils f�un�achen �Ubersch�ussen gegen�uber den 15�mol
Harzfunktionen pro Synthesegef�a�. Die Kupplungsdauer betrug f�ur alle Po-
sitionen insgesamt 2 � 3h. Nach jeweils 2,5h erfolgte Zugabe von 30�l 1,5M
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DIPEA in DCM/DMF (1:1) und 30 min Inkubation. Darauf folgte dreimali-
ges Waschen mit DMF (jeweils 300�l) und Zugabe von 20% Piperidin/DMF
(v/v, 220�l) sowie 15 min Inkubation. Zum Abschlu� des Synthesezyklus
wurden die Harze noch achtmal mit DMF (jeweils 400�l) gewaschen.

Zur N-terminalen Acetylierung wurden die peptidbelegten Harze mit 150�l
1,5M DIPEA in DCM/DMF (1:1) und 150�l 1,5M Acetanhydrid in DCM/-
DMF (1:1) 30min inkubiert. Nach Absaugen der Reaktionsl�osungen wurden
die Harze je zweimal mit DCM, MeOH und Diethylether gewaschen. Die Voll-
st�andigkeit der Acetylierung wurde durch einen Kaiser-Test [273] �uberpr�uft.
Die Abspaltung der Peptidkollektionen vom Wang-Harz erfolgte parallel zur
Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen.

Als Abspaltungsl�osung wurde eine Mischung aus TFA/Scavenger-Mix/Wasser
(33:5:2, v/v/v) eingesetzt. Der Scavenger-Mix enthielt Thioanisol, Ethandi-
thiol und Phenol (2:1:3, v/v/v). Nach 30min Inkubation wurden die Pep-
tidl�osungen ab�ltriert und nach insgesamt 3h Abspaltungsdauer durch Zu-
gabe von vorgek�uhltem Diethylether/n-Heptan (1:1, v/v; 5 ml) gef�allt. Die
F�allung erfolgte �uber Nacht bei -20ÆC. Die Peptide wurden 3min bei 3000rpm
abzentrifugiert (Rotanta/RPC, Hettich, Tuttlingen, BRD), die �Uberst�ande
dekantiert, die Pellets in vorgek�uhltem Diethylether/n-Heptan (1:1, v/v; 2
ml) resuspendiert und anschlie�end 1h bei -20ÆC gelagert. Dieser Waschzy-
klus wurde dreimal wiederholt. Die Peptidniederschl�age wurden schlie�lich
in tert. -Butanol/Wasser (4:1, v/v; 5ml) aufgenommen und nach Homogeni-
sieren (Vortex) sowie 15min Ultrabeschallung bei 50ÆC gefriergetrocknet.

Repr�asentative Peptidmischungen wurden mit Hilfe von Massenspektrome-
trie und Poolsequenzierung analysiert, um die Gleichverteilung aller Ami-
nos�auren an randomisierten Positionen sicherzustellen [274] [275]. Die Analy-
tik der Peptidmischungen wurde von Dr. Burkhard Fleckenstein (Universit�at
T�ubingen) durchgef�uhrt.

2.8 Biochemische und biophysikalische Methoden

2.8.1 Ober
�achenplasmonresonanz (SPR)

S�amtliche Ober
�achenplasmonresonanzexperimente (engl. : Surface Plasmon
Resonance, SPR) wurden mit einem BIAcore2000 Ger�at durchgef�uhrt. Es
wurden die Biosensorchips B1, CM5 und SA verwendet.
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Immobilisierungsstrategien

Hsp70, C70, Hsp90, Hsp90�N , Hsp90�C, N90, M90 und C90
wurden chemisch biotinyliert und auf mit Streptavidin derivatisierte Bio-
sensorchips aufgetragen. Mit Streptavidin belegte Biosensorchips wurden
entweder als SA Chips kommerziell erworben oder nach dem in Tabelle 9
angegebenem Immobilisierungsprotokoll, ausgehend von CM5 Chips, herge-
stellt. Streptavidin wird hierbei kovalent �uber seine Aminfunktionen an die
carboxymethylderivatisierte Dextranmatrix der CM5 Chips gekuppelt [276].
Nach dem in Tabelle 9 angegebenen Protokoll werden 5.000-6.000RU Strep-
tavidin auf CM5 Chips, bzw. 2.000-3.000RU Streptavidin auf B1 Chips36 im-
mobilisiert. 5.000RU Streptavidin haben eine Kapazit�at zur Bindung von ca.
3000RU Hsp90(biot), 2500RU Hsp70(biot), 600RU C90(biot) oder 1100RU
C70(biot). Die Kapazit�at der SA Chips betr�agt ungef�ahr ein Drittel dieser
Werte. �Ublicherweise wurden alle vier Flie�zellen eines Chips gleichzeitig
mit Streptavidin belegt. Hierbei verminderte sich die Menge immobilisier-
ten Streptavidins um ca. 200RU von Flie�zelle zu Flie�zelle. Streptavidin-
derivatisierte Chips waren �uber einen Zeitraum von Wochen stabil ohne er-
hebliche Einbu�en ihrer Bindungskapazit�aten f�ur biotinylierte Proteine.

Die Biotinylierung s�amtlicher Proteine wurde unter sehr milden Be-
dingungen durchgef�uhrt. Aktiviertes Biotin wurde in mindestens dreifachem
molaren Unterschu� gegen�uber den Proteinen eingesetzt, um zu gew�ahrlei-
sten, dass i. a. ein einzelnes Protein durch nicht mehr als ein Biotin mo-
di�ziert wird. Eine Quervernetzung der zu immobilisierenden Proteine auf
der Chipober
�ache sollte hierduch unterdr�uckt und die Aktivit�at der immo-
bilisierten Proteine optimiert werden. Ein typischer Biotinylierungsansatz
ist in Tabelle 10 f�ur Hsp90 angegeben. Die biotinylierten Proteine wur-
den mit einer Flie�geschwindigkeit von 20�l/min auf die mit Streptavidin-
derivatisierten Sensorchips aufgetragen. Die Beladung kann bei hinreichend
niedrigen Proteinkonzentrationen (<150�g/ml) sehr langsam und kontrol-
liert durchgef�uhrt werden, so dass die Menge immobilisierten Proteins mit
einer Genauigkeit von �50RU (bei Signalst�arken von �3000 RU) eingestellt
werden kann. Die Aktivit�at der auf diese Weise biotinylierten und immo-
bilisierten Hitzeschockproteine zur Bindung von TPR-Proteinen betrug 60-
80%, ca. 30% der immobilisierten Proteine waren zur Interaktion mit CDC37
bef�ahigt.

36B1 Chips besitzten gegen�uber CM5 Chips eine d�unnere Dextranmatrix, die zudem
einen geringeren Derivatisierungsgrad bez�uglich Carboxymethylgruppen aufweist. Dies
f�uhrt zu einer Verminderung der Kapazit�at der B1 Chips hinsichtlich der Proteinimmobi-
lisierung, bewirkt aber gleichfalls eine Verminderung unspezi�scher Matrixinteraktionen
der in L�osung be�ndlichen Interaktionspartner.
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Tabelle 9: Immobilisierungsstrategien f�ur Streptavidin und Cys-Peptide

Aminkupplung von Streptavidin Kupplung von Cys-Peptiden

35 �l 1:1 Mischung aus 75 �l 1:1 Mischung aus
0.2M EDC/0.05M NHS 0.2M EDC/0.05M NHS

35 �l 300�g/ml Streptavidin 50 �l 0.1M Ethylendiamin pH 8.5
in 10mM KAc pH 6.0 50 �l 50mM Sulfo-GMBS

35 �l 1M Ethanolamin pH 8.5 50 �l 0.1mM Peptid
50 �l 0.1M NaOH

Temperatur: 25ÆC

Laufpu�er: HBS

Flie�geschwindigkeit: 5 �l/min

Tabelle 10: Biotinylierung von Hsp90

20 �l Hsp90 (9mg/ml; 50�M Dimer)
Endkonzentration: 20�M Dimer

1 �l Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (0.2mg/ml; 333�M)
Endkonzentration: 7�M

29 �l 50mM NaHCO3 pH 8.5

50 �l Reaktionsvolumen

10min Inkubation auf Eis

Abtrennung von freiem Biotin und
Umpu�ern in Pu�er G mittels NAP5 S�aulen
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Die Immobilisierung von Cys-Peptiden erfolgte durch den heterobifunk-
tionalen Crosslinker Sulfo-GMBS, der eine Reaktivit�at gegen Aminofunktio-
nen mit einer Reaktivit�at gegen Sulfudrylgruppen verbindet. Das Immobili-
sierungsprotokoll wurde modi�ziert nach [277] und ist in Tabelle 9 angegeben.
Aufgrund der geringen Masse von Peptiden kann die Menge immobilisierten
Materials nicht beobachtet und die Aktivit�at der immobilisierten Peptide
daher nicht bestimmt werden. Die maximalen Signalintensit�aten (Rmax),
die nach Befolgung des angegebenen Immobilisierungsprotokolls durch eine
abs�attigende Bindung von p60 TPR-Dom�anen (13-16 kDa) erreicht wurden,
lagen im Bereich mehrerer tausend relativer Bindungseinheiten (RU).

Bindungsstudien

S�amtliche Experimente betre�end die Bindung von TPR Proteinen an Hsp70
und Hsp90 wurden in Pu�er G bei 25ÆC durchgef�uhrt; die Bindung von
CDC37 an Hsp90 wurde in HBS(50) Pu�er untersucht. Die Flie�geschwin-
digkeit betrug 20�l/min in allen Experimenten. 30�l Proteinl�osungen wur-
den unter Verwendung des Befehls KINJECT injiziert und die Flie�zellen
nach Ende der Injektion mindestens 5min mit Laufpu�er gesp�uhlt, bevor
Regeneration der Chipober
�ache erfolgte. Waren Proteine auf den Chips
immobilisiert, erfolgte die Regeneration durch einen zweimaligen, einmin�uti-
gen Puls mit 0.5M NaCl L�osung; im Fall von immobilisierten Peptiden wur-
de mit 6M Guanidiniumchloridl�osung pH 3.0 gewaschen. Im Anschlu� an
jedes Bindungsexperiment wurde die Waschroutine EXTRACLEAN durch-
gef�uhrt und, um Verschleppungsartefakte auszuschlie�en, wurde vor Begin
des darau�olgenden Bindungszyklus die Routine WASH NEADLE durchlau-
fen. Ein Zyklus aus Bindung, Dissoziation und Regeneration dauerte nach
diesem Protokoll ca. 20min. Im Falle von immobilisierten Hitzeschockprotei-
nen konnten 100-150 dieser Bindungszyklen mit TPR Proteinen oder CDC37
durchgef�uhrt werden unter Aktivit�atseinbu�en von <20%. Sensorchips mit
immobilisieren Peptiden waren �uber einen Zeitraum von Wochen und >500
Bindungszyklen ohne erkennbare Aktivit�atseinbu�en stabil.

Die Titrationsexperimente wurden automatisiert als Dreifachbestimmun-
gen durchgef�uhrt. Die Verd�unnungsreihen der zu injizierenden Proteine um-
fa�ten typischerweise 10-12 Proteinkonzentrationen, sie wurden ausgehend
von der h�ochsten Konzentration als kontinuierliche 1:2 Verd�unnungen ange-
legt. Proteine wurden im Konzentrationsbereich zwischen 40nM und 200�M
auf den Sensorchip injiziert. Die Titrationsexperimente wurden mit aufstei-
genden Proteinkonzentrationen durchgef�uhrt. Ein als Dreifachbestimmung
durchgef�uhrtes Titrationsexperiment dauerte 10-12h.
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DieAuswertung der Titrationsexperimente erfolgte mit Hilfe des BIAe-
valuation 3.0 Programms. Zur Ermittlung der durch die Proteinbindung an
der Chipober
�ache hervorgerufenen spezi�schen Bindungssignale wurden die
Signale einer nur mit Streptavidin belegten oder v�ollig unbelegten Kontroll-
zelle als sog. 'Pu�erspr�unge' von den Signalen der mit Hitzeschockprotei-
nen belegten Me�zellen abgezogen. Die zeitlichen Mittel der spezi�schen
Bindungssignale nach Einstellung der konzentrationsabh�angigen Bindungs-
gleichgewichte (Req) wurden berechnet und gegen die entsprechenden Prote-
inkonzentrationen aufgetragen. Zur Berechnung der thermodynamischen As-
soziationskonstanten wurde das folgende, Bindungsgleichgewichte an Ober-

�achen beschreibende Modell an die Datenpunkte angepa�t (Langmuirsche
Adsorbtionsisotherme [278]):

Req =
KA�C�Rmax
1+KA�C�n

Mit:

Req Bindungseinheiten (RU) im Bindungsgleichgewicht;

KA Thermodynamische Assoziationskonstante;

Rmax Req bei Bindungss�attigung;

C Konzentration des in L�osung be�ndlichen Proteins

n St�ochiometriefaktor der Bindung.

Kompetitionsstudien mit de�nierten Peptiden

De�nierte Peptide wurden zur Kompetition der Wechselwirkungen von Hsp70
und Hsp90 mit TPR Proteinen eingesetzt. Hsp70 oder Hsp90 wurde, wie
oben beschrieben, nach Biotinylierung auf Streptavidin-derivatisierte Sen-
sorchipmatrizen geladen und die Bindung der TPR-Proteine an die Sen-
sorober
�ache in Gegenwart und Abwesenheit de�nierter Peptide verfolgt.
W�ahrend die Konzentration der auf den Sensorchip injizierten TPR-Proteine
konstant gehalten wurde, wurden die Peptidkonzentrationen innerhalb einer
Me�reihe von Messung zu Messung erh�oht. Das in Abwesenheit von Peptiden
erreichte spezi�sche Signal der TPR-Protein Bindung im Bindungsgleichge-
wicht (Req) wurde als 100% Bindung betrachtet und zur Normierung der
in Gegenwart von Peptidkompetitoren reduzierten Bindungssignale einge-
setzt. Die TPR-Proteine wurden mit den Peptiden mindestens 15min bei
8ÆC vorinkubiert und anschlie�end als Protein-Peptidmischungen auf den
Sensorchip injiziert. S�amtliche Kompetitionsexperimente wurden in Pu�er
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G bei 25ÆC durchgef�uhrt. Die Flie�geschwindigkeit betrug in allen F�allen
20�l/min; das Injektionsvolumen betrug 30�l. 5min nach Beendigung der
Injektion wurde der Chip durch einen zweimaligen einmin�utigen Puls mit
0.5M NaCl-L�osung gewaschen. Im Anschlu� an jeden Bindungs- und Re-
generationszyklus wurden die Waschroutinen EXTRACLEAN und WASH
NEADLE durchgef�uhrt. Jede Me�reihe umfa�te einen 100% Wert und 8-
10 Bindungszyklen mit ansteigenden Konzentrationen der Peptidinhibito-
ren. F�ur jedes Peptid wurden drei solcher Me�reihen direkt aufeinandefol-
gend durchgef�uhrt, jeweils mit dem Bindungsexperiment ohne Peptid (100%
Bindung) beginnend. Die Gesamtdauer eines jeden als Dreifachbestimmung
durchgef�uhrten Kompetitionsexperimentes betrug pro Peptid und untersuch-
ter Protein-Proteininteraktion 10-12 h.

In den Kompetitionsexperimenten zur p60-Hsp70 Interaktion wurde p60 in
einer Konzentration von 0.54�M eingesetzt, in den Experimenten zur p60-
Hsp90-Interaktion in einer Konzentration von 1.8�M. TPRI wurde in den
Kompetitionsexperimenten in einer Konzentration von 5.4�M eingesetzt,
TPRIIA in einer Konzentration von 1.8�M. Die Sensorchips waren mit 2000-
3000RU Hsp70 und Hsp90 beladen. Die Peptidkonzentrationen wurden zwi-
schen 100nM und 2mM Endkonzentration variiert.

Alle Peptide wurden direkt in Pu�er G gel�ost und die pH Werte der Stock-
l�osungen auf pH 7.5 eingestellt. Mit Ausnahme des Peptids Ac-RMEEVD-
COOH waren alle verwendeten EEVD-Peptide (Kapitel 2.3) in Pu�er G in
einer Konzentration von 20mM l�oslich; die Stockl�osung von Ac-RMEEVD-
COOH hatte eine Konzentration von 10mM. Ausgehend von diesen Stock-
l�osungen wurden Verd�unnungsreihen angelegt und die Peptidl�osungen im
Volumenverh�altnis 1:10 in die TPR Proteinl�osungen verd�unnt.

Zur Auswertung der Kompetitionsexperimente wurden die normali-
sierten Bindungssignale von p60, TPRI und TPRIIA gegen die Peptidkon-
zentration aufgetragen. Folgende Formel beschreibt eine einfache kompetiti-
ve Bindung von zwei um dieselbe Bindungsstelle konkurrierenden Liganden
[279]:

r = n�[A]

[A]+KA�(1+
[B]
KB

)

Mit:

r Normalisiertes Bindungssignal;

n St�ochiometriefaktor (n=1);
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A Ligand A (immobilisiertes Peptid);

B Ligand B (kombinatorische Peptidmischung);

KA Thermodynamische Assoziationskonstante f�ur Ligand A;

KB Thermodynamische Assoziationskonstante f�ur Ligand B;

Unter Verwendung des Programms Kaleidagraph 3.0 wurde obiges Modell an
die Datenpunkte angepa�t und die IC50-Werte f�ur die betrachteten Peptide
wurden aus der erhaltenen Kurve abgelesen.

Kompetitionsstudien mit kombinatorischen Peptidmischungen

Zum Screening der aus 96 kombinatorischen Peptidmischungen bestehenden
Heptapeptidbibliothek Ac-X4/O-VD-COOH wurden die de�nierten trideka-
mer Peptide Ac-C-GSGSGPTIEEVD-COOH und Ac-C-GDDDTSRMEEVD-
COOH �uber ihre Sulfhydrylgruppen auf CM5-Chips immobilisiert (Tabelle
9). Die Signale der Bindungss�attigung (Rmax) lagen f�ur die TPR Dom�anen
von p60 im Bereich mehrerer tausend Bindungseinheiten (RU). Die kombi-
natorischen Peptidmischungen wurden als 25 mM Stockl�osungen in DMSO
angesetzt und direkt in die TPR Proteinl�osungen hineinverd�unnt. Die TPR-
Peptidmischungen wurden vor Injektion auf den Chip mindestens 15min bei
8ÆC vorinkubiert. In allen Kompetitionsexperimenten wurden sowohl die
Proteinkonzentrationen als auch die Konzentrationen der Peptidmischungen
konstant gehalten. Die relativen Konzentrationen von Protein und Peptid
wurden so gew�ahlt, dass die maximal randomisierte Mischung Ac-X5-VD-
COOH eine 50% ige Kompetition des in Abwesenheit von Peptidinhibitoren
erreichten Bindungsignals (100%) bewirkt. Me�reihen, bestehend aus vierzig
Bindungs- und Regenerationszyklen, wurden durchgef�uhrt. Die Messdauer
eines solchen Experimentes betrug ca. 10h. Die Bestimmung des 100%igen
Bindungssignals wurde in jedem vierten Experiment wiederholt. Die Bin-
dungssignale der 100% Werte blieben �uber den gesamten Me�zeitraum hin-
weg konstant. Dazwischen erfolgten als Dreifachbestimmungen die Kompeti-
tionsexperimente mit den einzelnen Peptidmischungen.

S�amtliche Kompetitionsexperimente wurden in Pu�er G bei 25ÆC durch-
gef�uhrt. Die Flie�geschwindigkeit betrug in allen F�allen 20�l/min; das Injek-
tionsvolumen betrug 30�l. 5 min nach Beendigung der Injektion wurde der
Chip durch einen zweimaligen einmin�utigen Puls mit 6M GdnCl pH 3.0 ge-
waschen. Im Anschlu� an jeden Bindungs- und Regenerationszyklus wurden
die Waschroutinen EXTRACLEAN und WASH NEADLE durchgef�uhrt.

Die p60 TPRI Dom�ane wurde im Bibliotheksscreen in einer Konzentrati-
on von 1.5�M eingesetzt und die Peptidmischungen in einer Konzentration
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von 330�M. Die DMSO Endkonzentration in den Probenl�osungen betrug
entsprechend 1.3%. Beim Screening mit der TPRIIA Dom�ane wurde das
Protein in einer Konzentration von 0.9�M und die Peptidmischungen in ei-
ner Konzentration von 800�M eingesetzt. Die DMSO Endkonzentration in
den Probenl�osungen betrug in diesen F�allen 3.2%.

Zur Auswertung des Peptidbibliotheksscreens wurden die in Gegen-
wart der Peptidmischungen erhaltenen Bindungssignale als Prozent der in
Abwesenheit der Peptidmischungen erhaltenen Bindungssignale von TPRI
und TPRIIA (100%) ausgedr�uckt. Von den so normierten Signalst�arken
wurde das in Gegenwart der Referenzmischung Ac-X5-VD-COOH erhaltene
Signal (50%) abgezogen. Hiernach zeigen negative Werte Peptidmischungen
an, die ein gr�o�eres Hemmpotential besitzen als Ac-X5-VD-COOH, und po-
sitive Werte Peptidmischungen, die ein kleineres Hemmpotential besitzen als
Ac-X5-VD-COOH.

2.8.2 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

S�amtliche ITC Experimente wurden mit Hilfe von MicroCal Titrationska-
lorimetern der Typen MCS und VP-ITC bei 25ÆC durchgef�uhrt [280] [281]
[282]. 30-50 Aliqouts (5-10�l) Peptid- oder Proteinl�osungen wurden schritt-
weise aus einer rotierenden Spritze (300�l) in die Me�kammer (1.36ml) inji-
ziert. Die Injektionsdauer wurde auf 10-20 Sekunden und die Zeit zwischen
den einzelnen Injektionen auf vier Minuten festgelegt.

S�amtliche Bindungsstudien mit p60 TPR Dom�anen wurden in Pu�er G
durchgef�uhrt, die CDC37-Hsp90 Interaktion wurde in HBS50 Pu�er ver-
messen. Zur Untersuchung der Peptidbindung an TPR Dom�anen wurden
die TPR-Proteine (450�M-1 mM) in die Me�kammer vorgelegt und mit
10-20fach konzentrierteren Peptidl�osungen titriert. Zur Titration von C70
und C90 mit den Hop TPR-Dom�anen wurden C90 und C70 (180-450�M)
in der Me�zellen vorgelegt und mit TPR L�osungen zehnfach erh�ohter Kon-
zentrationen titriert. Zur Untersuchung der Wechselwirkung des CDC37-
147-270 Fragmentes mit N90 wurde N90 (50�M) vorgelegt und mit der
CDC37-Dom�ane (700-800�M) titriert. Die Proteinkonzentrationen in Me�-
zelle und Spritze wurden, soweit m�oglich, so eingestellt, dass die Zellkonzen-
tration mindestens der f�un�achen KD-Konzentration der untersuchten Inter-
aktion entsprach. Typischerweise wurden die Injektionen zur Bestimmung
der Verd�unnungsw�armen bis zur S�attigung der Bindung durchgef�uhrt.

Nach Subtraktion der Verd�unnungsw�armen wurden die kalorimetrischen Da-
ten unter Verwendung des Programms MicroCal Origin 5.0 ausgewertet.
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Durch Integration der Rohdaten wurden die pro Injektion freigesetzten W�ar-
men (Reaktionsenthalpien, �H) berechnet und gegen die molaren Verh�alt-
nisse der in der Me�zelle be�ndlichen Bindungspartner aufgetragen. Zur
Ermittlung der thermodynamischen Assoziationskonstanten (KA) sowie der
St�ochiometriefaktoren (n) aus den erhaltenen Titrationskurven wurde folgen-
de Beziehung angepa�t [283]:

Q = n�[M ]t��Hb�V0
2

�(1 + [L]t
n�[M ]t

+ 1
n�KA�[M ]t

�

r
1 + ( [L]t

n�[M ]t
+ 1

n�KA�[M ]t
)2 � 4�[L]t

n�[M ]t
)

Mit:

Q W�armemenge in J

[M]t Gesamtkonzentration des vorgelegten Liganden in der Zelle;

[L]t Gesamtkonzentration des hinzutitrierten Liganden in der Zelle;

n St�ochiometriefaktor der Interaktion (n=1);

V0 Zellvolumen;

�Hb Molare Bindungsenthalpie;

KA Thermodynamische Assoziationskonstante.

In allen betrachteten F�allen wurde ein einfaches 1:1 Bindungsmodell zur Aus-
wertung herangezogen. Erhielt man aufgrund zu schwacher Wechselwirkun-
gen keine verl�a�lich auswertbaren Titrationskurven, wurde f�ur die entspre-
chende Interaktion die Proteinkonzentration in der Messzelle als kleinstm�og-
licher KD-Wert angegeben [284].

2.8.3 Di�erential-Scanning-Kalorimetrie (DSC)

Di�erential Scanning Kalorimetrie erfolgte mit einem VP-DSC Ger�at von
Microcal [280] [281] [282] [285]. Die Messzellen wurden mit Proteinl�osun-
gen (200�g/ml) in Pu�er G gef�ullt, die Referenzzellen enthielten Pu�er G.
Die Heizrate betrug 1ÆC/min �uber einen Temperaturbereich von 20-90ÆC
mit �Aquilibrierungszeiten von 10-15min von Beginn sowie nach Abschluss
eines jeden Temperaturscans. Die Schmelzkurven wurden mit Hilfe des Pro-
gramms MicroCal Origin 5.0 f�ur DSC um die Referenzmessung korrigiert
und auf die Proteinkonzentration normalisiert. Nach Abzug der Basislinie
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wurden die Daten zur Bestimmung der Schmelztemperaturen Tm an ein Mo-
dell f�ur einen einfachen �Ubergang angepasst. Die Tm-Werte wurden direkt
aus den DSC-Schmelzkurven abgelesen (Temperatur am Cp-Maximum). Das
Schmelzverhalten aller untersuchten Proteine war irreversibel. Die weiterge-
hende thermodynamische Interpretation der Schmelzkurven w�are unzul�assig.

2.8.4 CD-Spektroskopie

Zur Aufnahme von CD-Spektren wurden die zu vermessenden p60 TPR-
Dom�anen mittels NAP5 S�aulen in 20mM Kaliumphosphatpu�er (pH 7.0)
�uberf�uhrt und auf eine Konzentration von 200�g/ml eingestellt. Die CD-
Spektren wurden auf einem Jasco J-715 Spektropolarimeter in einer thermo-
statisierten Quarz-Zelle (Hellma) mit 1 mm optische Wegl�ange bei 25ÆC auf-
genommen. Die Spektren wurden mit einer Au
�osung von 0.1nm, einer Sen-
sitivit�at von 20mdeg, einer Geschwindigkeit von 20nm/min im Bereich des
fernen UV von 190-250nm sowie des nahen UV Bereichs 250-350nm aufge-
nommen. Jeweils 10-15 Spektren wurden akkumuliert, um die Pu�erbeitr�age
korrigiert und gemittelt.

Die Elliptizit�aten wurden im Falle der CD-Spektren des fernen UV-Bereichs
als mittlere molare Elliptizit�at pro Aminos�aure (�R) ausgedr�uckt, w�ahrend
sie im Falle der CD-Spektren des nahen UV-Bereichs auf die Gesamtpro-
teine bezogen wurden (�M). Die Umrechnung erfolgte unter Verwendung
folgender Formeln [286]:

[�R] =
��100
C�d�n

und

[�M ] = ��100
C�d

Mit:

[�R] Molare Elliptizit�at der Aminos�auren in Grad;

[�M ] Molare Elliptizit�at der Gesamtproteine in Grad;

C Molare Proteinkonzentration;

d Schichtdicke der K�uvette in cm;

n Anzahl der Aminos�auren im Protein
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Tabelle 11: Hsp82 ATPase Assays

100 % Aktivit�at Inhibition durch ATP-Kontrolle
TPR-Proteine

Radicicol + - + - -

Hsp82 10�M 10�M 10�M 10�M |
TPR | | 2.5-40�M 2.5-40�M |
Radicicol 20�M | 20�M | |
EtOH 2% 2% 2% 2% 2%

ATP� 5mM 5mM 5mM 5mM 5mM

50�l Reaktionsvolumen, 30min, 30ÆC

Reaktionsstop durch Zugabe von 50mM EDTA

Die thermische Denaturierung der p60 TPR-Dom�anen (ebenfalls 200�g/ml
in 20mM Kaliumphosphat pH 7.0) wurde zwischen 25ÆC und 85ÆC mit einer
Heizrate von 0.5ÆC/min und bei einer Wellenl�ange von 222nm verfolgt. Nach
20 min Inkubation bei 85ÆC und Aufnahme eines CD Spektrums im fernen
UV Spektrums wurde die Probe mit einer Rate von 0.5ÆC/min wieder auf
10ÆC abgek�uhlt, um die Reversibilit�at der Denaturierung zu �uberpr�ufen.

Die Schmelztemperaturen (Tm) wurden �uber die Wendepunkte der Denatu-
rierungskurven mit Hilfe linearer Basisgleichungen f�ur den nativen und ent-
falteten Zustand ermittelt. Best�atigt wurden die Werte durch Bestimmung
der Steigung an den Messpunkten [287].

2.8.5 ATPase Assays

S�amtliche Hsp82 ATPase Assays wurden als Endpunktbestimmungen nach
dem in Tabelle 11 angegebenen Protokoll durchgef�uhrt. Die Reaktionen wur-
den durch Zugabe von ATP gestartet. 20�l der ATP-Stockl�osung (0.2M)
wurden mit 1 �l �32P -ATP, entsprechend ca. 1 �Ci, versetzt. Nach Reak-
tionsende wurden 1�l eines jeden Reaktionsansatzes auf eine 20x20cm PEI-
Zellulose F D�unnschichtchromatographiemembran aufgetragen und bis zur
Trockenheit gef�ont. Die d�unnschichtchromatographische Auftrennung der
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Adenosinphosphate erfolgte in 0.5M Ameisens�aure, 0.5M LiCl. Nach Trock-
nen der DC-Membranen wurde das im Reaktionsverlauf gebildete ADP durch
Phosphoimager-Detektion quanti�ziert. Hierzu wurden die DC-Membranen
�uber 5-12h Phosphoimagerdetektorplatten (FuJi-Film, Typ BAS-IP MS2040S)
exponiert. Die Detektorplatten wurden mit Hilfe eines FuJiFilm FLA-2000
Phosphoimagers ausgelesen. Zur Bildanalyse und Datenevaluation wurde das
FuJiFilm ScienceLab97 Image Gauge Software Packet verwendet.

Zur Bestimmung der spezi�schen Hsp82 ATPase-Aktivit�at wurden alle Re-
aktionen als Doppelbestimmungen in Gegenwart und Abwesenheit des spe-
zi�schen Inhibitors Radicicol (Kapitel 1.2.1) durchgef�uhrt. Die durch Ra-
dicicol hemmbare ATPase-Aktivit�at wurde als spezi�sche ATPase-Aktivit�at
von Hsp82 betrachtet, sie betrug typischerweise 60-70% des Gesamtsignals.
30-40% der bestimmten ATP Hydrolyse waren nicht durch Radicicol hemm-
bar und wurden durch kontaminierende ATPasen verursacht. Die spezi�-
sche Hsp82 ATPase Aktivit�at in Abwesenheit inhibitorisch wirksamer TPR
Dom�anen wurde als Referenzwert (100% Aktivit�at) zur Darstellung der in
Gegenwart von TPR Proteinen erhaltenen Werte herangezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 TPR vermittelte Interaktionen des Adapterproteins p60

Die Dom�anenarchitektur des humanen Hsp70-Hsp90-Adapterproteins p60
(Aminos�auren: 1-543) und insbesondere die Anzahl und Organisation sei-
ner TPR-Motive wurden von Clemens Scheu
er durch limitierte Proteolyse
de�niert [253] [254] [261]. Diese Studien f�uhrten zur Identi�zierung der p60
Dom�anen TPRI (Aminos�auren: 1-118), TPRIIA (Aminos�auren: 223-352)
und TPRIIB (Aminos�auren: 353-477) (Abb. 6 (A)). Auch ein gr�o�eres, die
Dom�anen TPRIIA und TPRIIB enthaltendes Fragment erwies sich als relativ
proteolyseresistent [261] und wird im folgenden als TPRIIL (Aminos�auren:
190-481) bezeichnet. Eine sorgf�altige Sequenzanalyse wies in den Dom�anen
TPRI, TPRIIA und TPRIIB jeweils drei TPR Motive aus. Die R�ontgen-
strukturanalyse der ligandenfreien p60 Dom�anen TPRI und TPRIIL lie� sehr
gro�e strukturelle �Ahnlichkeiten der Subdom�anen TPRI, TPRIIA und TPRI-
IB mit der ebenfalls drei TPR Motive enthaltenden, N-terminalen Dom�ane
des Hsp90 Kofaktors PP5 erkennen [250] [254] [261] (Kapitel 1.3, Abb. 4 (C)).
Die einzelnen TPR Motive formen Paare antiparallel verlaufender �-Helices,
welche in tandemartiger Anordnung zusammen mit einer C-terminalen, 
an-
kierenden Helix den putativen Ligandenbindungsgraben umschlie�en. Die
Natur der TPR-Liganden sowie die Mechanismen der TPR-vermittelten Li-
gandenerkennung blieben zun�achst weiterhin unklar.

3.1.1 Bimolekulare Wechselwirkungen im Hsp70-p60-Hsp90 Komplex

Zur Charakterisierung der Bindungseigenschaften der neude�nierten p60 TPR
Dom�anen und zur Einordnung ihrer Bedeutung f�ur die Voll�angenprotein-
interaktionen innerhalb des tern�aren Hsp70-p60-Hsp90 Komplexes wurde ein
Ober
�achenplasmonresonanz (SPR)37-Bindungsassay etabliert. Die SPR ba-
sierte Biosensortechnologie erm�oglicht die zuverl�assige Analyse bimolekula-
rer Wechselwirkungen in Echtzeit bei ausgesprochen geringem Probenbedarf
[288] [289] [290] [291] [292]. Proteininteraktionen innerhalb der Hsp70 und
GroEL/ES Maschinerien wurden bereits erfolgreich mittels SPR untersucht
[293] [294] [295]38.

37engl. : Surface Plasmon Resonance
38W�ahrend der Durchf�uhrung der vorliegenden Arbeit wurden auch SPR basierte Studi-

en von Proteininteraktionen in Hsp90 Multichaperonkomplexen ver�o�entlicht [296]. Weder
die Fragestellung noch das experimentelle Design der Studie [296] �uberschneiden sich je-
doch mit der hier vorgestellten Arbeit.
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Abbildung 5: Interaktion von p60 mit Hsp90.
(A) Hsp90 (ca. 1200 RU) wurde immobilisiert, p60 zum Zeitpunkt T=0 in Konzen-

trationen zwischen 30nM und 8�M dar�ubergeleitet und die Bindung von p60 an Hsp90

verfolgt. Nach 90s wurde die p60 Injektion beendet und die Dissoziation des Hsp90-

p60-Komplexes beobachtet. (B) Die Signalst�arken nahe der Bindungsgleichgewichte

(Reqs) wurden gegen die p60 Konzentrationen aufgetragen und die Bindungsst�arke der

Hsp90-p60 Interaktion (KD=1�1 �M) ermittelt (Kapitel 2.8.1).
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Im vorliegenden Fall wurden Hsp70 oder Hsp90, bzw. Dom�anen oder Pep-
tidfragmente dieser Proteine auf Sensorchips immobilisiert und p60, bzw.
dessen isolierte TPR Dom�anen �uber die derivatisierten Ober
�achen geleitet
(Kapitel 2.8.1). In dieser Anordnung wurden konzentrationsabh�angige Si-
gnale39 gemessen, welche die spezi�sche Bindung der in L�osung be�ndlichen
Proteine an ihre immobilisierten Interaktionspartner widerspiegelten40. Mit
Hilfe dieses Assays konnten die thermodynamischen AÆnit�aten bimoleku-
larer Wechselwirkungen im tern�aren Hsp70-p60-Hsp90 Komplex bestimmt
und die Interaktionen der Voll�angenproteine weitgehend auf die Interaktio-
nen einzelner Proteindom�anen und Proteinfragmente reduziert werden. Zu-
dem konnten die Kinetiken der untersuchten Wechselwirkungen abgesch�atzt
werden.

Die Abbildungen 5, 6 und 7 zeigen die SPR-Daten der Interaktionen von p60
mit Hsp90, der Interaktionen von TPRI, TPRIIA und TPRIIB mit Hsp70
(Abbildung 6 (B)), bzw. Hsp90 (Abbildung 6 (C)) sowie der Interaktion
von TPRIIA mit dem Peptid Ac-C-GDDDTSRMEEVD-COOH (90C-12).
Die Tabelle 12 gibt einen �Uberblick �uber die AÆnit�aten aller untersuchten
bimolekularen Wechselwirkungen im Hsp70-p60-Hsp90 Komplex.

Ein charakteristisches Merkmal TPR-vermittelter Proteininteraktionen sind
die schnellen Kinetiken der Komplexbildung und der Komplexdissoziati-
on (Abb. 5, 6 und 7, siehe auch Kapitel 16). Die Bildung und Dissoziation
des Komplexes aus TPRIIA und Hsp90 (Abb. 6 (C)) oder des Komple-
xes von TPRIIA mit dem Peptid Ac-GDDDTSRMEEVD-COOH (Abb. 7
(A)) erfolgten w�ahrend der technischen Schaltvorg�ange zu Beginn und En-
de einer jeden Injektion und somit innerhalb der instrumentellen Totzeit
(3-5 s). Auch die dominierenden Komponenten der Komplexbildung und -
dissoziation zwischen p60 und Hsp90 (Abb. 5 A) oder TPRI und Hsp70 (Abb.
6 (B)) konnten zeitlich nicht aufgel�ost werden. Assoziations- und Dissozia-
tionskonstanten (kass, kdiss) konnten aus diesem Grund nicht durch nicht-
lineare Anpassungsmethoden erhalten werden [297]. Folgende Absch�atzung
ist jedoch m�oglich: Unter der Annahme einer einfachen Dissoziationsreaktion
von 1:1-Komplexen ohne vorgeschaltete konformationelle �Anderungen, z. B.
des Hsp90-TPRIIA Komplexes, und einer Halbwertszeit von t 1

2

<5s muss die
Dissoziationskonstante kdiss nach der Beziehung

39gem�a� ihrer englischen Bezeichnung als 'Response Units' (RU) benannte, relative Ein-
heiten;

40Dagegen konnten weder p60 noch seine isolierten Dom�anen aktiv auf Sensorchips
�xiert werden. Die St�orung der Wechselwirkungen mit Hsp70 und Hsp90 nach Lysin-
spezi�scher Biotinylierung und Immobilisierung von p60 ist m�oglicherweise auf die Mas-
kierung kritischer Reste der Zweifachen Carboxylatklammer zur�uckzuf�uhren (siehe Kapitel
3.1.5 und 2.8.1).
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kdiss =
ln2
t1
2

kdiss >0.14 s�1 sein. Die Assoziationskonstante kass mu� demzufolge bei
einer TPRIIA AÆnit�at zu Hsp90 von KD=3*10

�6 M (Tabelle 12) gem�a� der
Beziehung:

KD = kdiss
kass

kass >4.6*10
4s�1M�1 sein. Diese Werte stellen die Minimalgeschwindigkeiten

der TPRIIA-Hsp90 Interaktion dar.

In Abh�angigkeit von der immobilisierten Komponente und dem in L�osung
be�ndlichen Bindungspartner wurden apparent monophasische und appa-
rent biphasische Assoziations- und Dissoziationsreaktionen beobachtet41. p60
wies in allen untersuchten Interaktionen mit Hsp70 und Hsp90 sowie mit
deren Fragmenten zweiphasige Kinetiken auf. Besonders ausgepr�agt ist ei-
ne zweite, sehr langsame Komponente der p60 Dissoziation von Hsp70 und
Hsp90 (Abb. 5 (A)). Die noch Minuten nach Injektionsende auf der Chi-
pober
�ache be�ndlichen p60-Hsp70 und p60-Hsp90 Komplexe konnten je-
doch mit einer 0.5M NaCl-L�osung unter sehr milden Regenerationsbedin-
gungen vollst�andig getrennt werden (siehe 2.8.1). Auch in L�osung zerf�allt
der Hsp70-p60-Hsp90-Komplex unter diesen Bedingungen [213]. Die Inter-
aktionen der TPRIIA Dom�ane mit Hsp90 und seinen Fragmenten zeigten
dagegen ausschlie�lich apparent monophasische Kinetiken (Abb. 6 (B) und
7 (A)). Insgesamt k�onnen diese Beobachtungen als Hinweise auf konforma-
tionelle Ver�anderungen von p60 bei der Hsp90 Bindung gewertet werden.
W�ahrend die Hsp90 Bindungsstelle der isolierten TPRIIA Dom�ane direkt
zur schnellen Bindung zur Verf�ugung steht, muss diese Kontakt
�ache im
Kontext des p60 Voll�angenproteins erst bereit gestellt werden. Die hierzu
erforderliche Konformations�anderung in p60 w�are nach dieser Vorstellung
wesentlich langsamer als die darau�olgende Komplexbildung mit Hsp90 und
w�urde die zweite, langsame Assoziationsphase verursachen (Abb. 5). Ei-
ne weitere m�ogliche Ursache f�ur das Auftreten mehrphasiger Kinetiken ist
die zuf�allige, heterogene Orientierung ungerichtet immobilisierter Proteine
nach chemischer Modi�kation und die daraus resultierenden E�ekte sterischer
Hinderung. Ereignisse dieser Art begr�unden m�oglicherweise die scheinbare
Mehrphasigkeit der Hsp70 Wechselwirkung mit TPRI (Abb. 6 (A)).

41Aufgrund fehlender zeitlicher Au
�osung der schnellen Kinetiken kann die Mehrphasig-
keit auch der apparent monophasischen Reaktionen nicht formal ausgeschlossen werden.
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Abbildung 6: Selektive Wechselwirkungen von TPRI und TPRIIA.
(A) Der Hsp70-p60-Hsp90-Komplex und die Dom�anenarchitektur von p60. TPRI,

TPRIIA und TPRIIB wurden entweder (B) in 20 �molarer Konzentration �uber Hsp70

(ca. 3000 RU) oder (C) als 10 �molare L�osungen �uber Hsp90 (ca. 3000 RU) geleitet.
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Abbildung 7: Interaktion von TPRIIA mit dem Peptid C90-12.
(A) Ac-C-GDDDTSRMEEVD-COOH (C90-12) wurde immobilisiert und TPRIIA

(200nM-50�M) dar�ubergeleitet. (B) Die Req-Werte wurden gegen die TPRIIA

Konzentrationen aufgetragen und die Bindungsst�arke der TPRIIA-C90-12-Interaktion

(KD=7�2�M) aus der resultierenden Titrationskurve ermittelt.
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Tabelle 12: Bimolekulare Interaktionen im Hsp70-p60-Hsp90 Komplex

S�amtliche KD-Werte wurden durch SPR Titrationsexperimente ermittelt (Kapitel

2.8.1). Alle Titrationen wurden als Dreifachbestimmungen durchgef�uhrt; die

Standardabweichungen sind angegeben. Hsp70, Hsp90, p60: Voll�angenprotei-

ne; C70: C-terminale Dom�ane von Hsp70 (25kDa); C90: C-terminale Dom�ane

von Hsp90 (12kDa), C70-12: Dodekapeptid mit C-terminalen Hsp70 Sequenzen

(GSGSGPTIEEVD-COOH); C90-12: Dodekapeptid mit C-terminalen Hsp90 Sequen-

zen (GDDDTSRMEEVD-COOH); NSB = Bei einer Proteinkonzentration von 100

�M nicht abges�attigte Bindung.

Immobilisiert In L�osung

p60 TPRI TPRIIA TPRIIB TPRIIL

Hsp70 2�1�M 18�8�M NSB NSB NSB

Hsp90 1�1�M NSB 3�2�M NSB 3�2�M

C70 2�1�M 22�2�M NSB NSB NSB

C90 7�4�M NSB 5�1�M NSB 6�2�M

C70-12 8�3�M 33�2�M NSB NSB NSB

C90-12 6�2�M NSB 7�2�M NSB 6�3�M

Die thermodynamischen AÆnit�aten (KDs) bimolekularer Proteininter-
aktionen im Hsp70-p60-Hsp90-Komplex wurden durch Titrationsexperimen-
te bestimmt (Abb. 5 und 7, Tab. 12, Kapitel 2.8.1)42.

TPRI bindet Hsp70, C70 und das den Hsp70 C-Terminus imitierende Dode-
kapeptid Ac-(C)-GSGSGPTIEEVD-COOH (C70-12) mit vergleichbaren Af-
�nit�aten (KD = 18�33�M). Hieraus ergibt sich, dass die zw�olf C-terminalen
Aminos�auren von Hsp70 den vollst�andigen TPRI-Liganden enthalten und die
TPRI Dom�ane keine weiteren Strukturen au�erhalb dieser zw�olf Aminos�aur-
en ausliest. Die Interaktion zwischen TPRI und C70-12 ist jedoch ungef�ahr
eine Gr�o�enordnung schw�acher als die Wechselwirkungen von p60 mit Hsp70

42Aus den bei Bindungss�attigung erhaltenen spezi�schen Signalen (Rmax) wurden die
Aktivit�aten von immobilisiertem Hsp70 und C70 zu 50% und die Aktivit�aten von immo-
bilisiertem Hsp90 und C90 zu nahezu 80% bestimmt.
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oder C70 (KD = 2�M). Letzteres Ergebnis l�asst auf die Existenz minde-
stens einer weiteren Bindungsstelle zwischen p60 und Hsp70 schlie�en, die
einerseits Regionen au�erhalb der TPRI Dom�ane von p60 und andererseits
Bereiche in C70 au�erhalb von C70-12 involviert. TPRIIA, TPRIIB und
TPRIIL wechselwirken nicht spezi�sch mit Hsp70, C70 oder C70-12.

Die Interaktion von p60 mit Hsp90 l�asst sich weitgehend reduzieren auf die
Wechselwirkung von TPRIIA mit den zw�olf C-terminalen Resten von Hsp90
(Abb. 7). TPRIIA bindet Hsp90, C90 und das den Hsp90 C-Terminus imitie-
rende Dodekapeptid Ac-(C)-GDDDTSRMEEVD-COOH (C90-12) mit ver-
gleichbaren AÆnit�aten (KD=3-7 �M). Analog zu dem vorigen Fall bedeutet
dies, dass die C-terminalen zw�olf Aminos�auren von Hsp90 den vollst�andigen
TPRIIA-Liganden enthalten und TPRIIA keine weiteren Strukturen au�er-
halb dieser zw�olf Aminos�auren ausliest. Zudem ist die St�arke der TPRIIA-
Bindung an Hsp90 (KD=3 �M) im Rahmen der Messgenauigkeit mit der
St�arke der p60-Hsp90-Interaktion (KD=1 �M) identisch. TPRI bindet dage-
gen nicht spezi�sch an Hsp90 (Abb. 6) oder eines seiner Fragmente.

TPRIIB besitzt im Gegensatz zu TPRI und TPRIIA keine messbaren AÆ-
nit�aten zu Hsp70 oder Hsp90 und erh�oht auch in Kombination mit TPRIIA
als Teil der TPRIIL Dom�ane deren AÆnit�at zu Hsp90 nicht.

Die durch SPR Titrationsexperimente bestimmten AÆnit�aten von TPRI und
TPRIIA zu C70, C90 sowie C70-12 und C90-12 konnten durch Bindungsmes-
sungen in L�osung mittels Isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) best�atigt
werden (Kapitel 3.1.2, Abbildung 12). St�orende Ein
�usse der Proteinimmobi-
lisation auf die untersuchten Wechselwirkungen k�onnen daher ausgeschlossen
werden.

Ein
�usse von Nukleotiden, Radicicol oder Deoxyspergualin (DSG)43 auf die
Wechselwirkungen des tern�aren Komplexes wurden nicht festgestellt.

Zusammenfassend konnten spezi�sche Interaktionen der TPRI- und TPR-
IIA-Dom�anen von p60 mit den C-terminalen Sequenzen von Hsp70, bzw.
Hsp90 nachgewiesen werden. Diese Wechselwirkungen stellen zudem die
wesentlichen Komponenten derVoll�angenproteininteraktionen im Hsp70-p60-
Hsp90-Komplex dar. Die Feststellung, dass auch kurze Dodekapeptide mit
hohen AÆnit�aten durch TPRI und TPRIIA gebunden werden, deutete be-
reits auf die Erkennung ausgestreckter Strukturen hin. Im Gegensatz zum
in der Literatur diskutierten TPR-Ligandenbindungsmodell [239] [243] [244]
[250] [239] erschien die Auslesung komplexer Proteinober
�achen durch die
p60-TPR-Dom�anen auf Grundlage dieser Ergebnisse als unwahrscheinlich.

43DSG ist eine vermeindlich an die C-terminalen Regionen von Hsc70 und Hsp90 bin-
dende Verbindung mit immunsuppresiver Wirkung [298] [299] [300].
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Die Arbeitshypothese, dass p60 TPR Dom�anen m�oglicherweise kurze, aus-
gestreckte Sequenzen von Hsp70 oder Hsp90 auslesen, ergab sich zuerst aus
der Beobachtung eines Packungse�ektes im Proteinkristall der ligandenfeien
TPRI Dom�ane [254]. Die 
exiblen C-terminalen Enden von TPRI inter-
agierten im Proteinkristall wohlgeordnet mit dem putativen Ligandenbin-
dungsgraben des Nachbarmolek�uls (vgl. auch Kapitel 3.1.5). Einige an die-
sem Kristallkontakt beteiligte Aminos�auren des Bindungsgrabens erwiesen
sich als hochkonserviert in den TPR-Kofaktoren der Hsp70/Hsp90-Multi-
chaperonmaschinerie (Kapitel 3.1.5, Abb. 19). Diese Beobachtung legte die
Vermutung nahe, dass der arti�zielle Kristallkontakt eine physiologisch re-
levante Ligandenbindung nachahmte. Diese Hypothese konnte durch die im
folgenden beschriebenen Experimente best�atigt und die Prinzipien der TPR-
vermittelten Proteininteraktionen in Hsp70- und Hsp90-Multichaperonkom-
plexen in detailierter Form ausgearbeitet werden. Insbesondere konnte die
Frage gekl�art werden, wie die ausgepr�agte Spezi�t�at der Ligandenerkennung
durch TPRI und TPRIIA (Tab. 12) mit der Sequenzidentit�at der letzten
vier Aminos�auren im hochkonservierten EEVD Motiv der Hsp70 und Hsp90
C-Termini vereinbar ist (Kapitel 3.1.2, 14).

3.1.2 Bindung von EEVD-Peptiden durch p60 TPR-Dom�anen

Zur Identi�zierung der minimalen Peptidliganden von TPRI und
TPRIIA44 wurde das Tetrapeptid EEVD schrittweise um f�ur Hsp70-, bzw.
Hsp90-spezi�sche Sequenzen verl�angert (Kapitel 2.3, Tab. 4) und die F�ahig-
keit der erweiterten EEVD-Peptide zur Kompetition TPR vermittelter Pro-
teininteraktionen getestet. Weiterhin wurden die AÆnit�aten der Peptidligan-
den zu den p60 TPR Dom�anen direkt durch Isotherme Titrationskalorimetrie
(ITC) bestimmt.

Kompetitionsexperimente mit EEVD-Peptiden

Die Kompetitionsexperimente wurden analog zu den zuvor beschriebenen
Bindungsstudien (Kapitel 3.1.1) durchgef�uhrt. Hsp70 und Hsp90 wurden
auf Sensorchips geladen und p60, TPRI oder TPRIIA in einer konstanten
Konzentration in Abwesenheit von Peptiden (100% Bindung) oder in Ge-
genwart steigender Peptidkonzentrationen �uber den Chip geleitet (Kapitel

44Die minimalen Liganden sind die k�urzesten Peptide, welche von TPRI, bzw.
TPRIIA noch mit der gleichen AÆnit�at und Spezi�t�at wie die Hsp70- und Hsp90-
Voll�angenproteine gebunden werden.
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2.8.1). Die in Gegenwart von Peptidliganden erreichten Bindungssignale wur-
den normalisiert und gegen die Peptidkonzentrationen aufgetragen (Abb. 8
und 9, Kapitel 2.8.1).

Alle untersuchten Interaktionen konnten durch das Tetrapeptid EEVD
vollst�andig inhibiert werden (Abb. 8 (A) und 9 (A), Abb. 10, Kapitel 3.1.4
und 3.2). Die beobachtete Inhibition war zudem spezi�sch, da Peptide mit
unverwandter Sequenz, wie TKRRESKL, auch in millimolaren Konzentra-
tionen keinen Ein
uss hatten.

Im Falle der Wechselwirkungen von TPRIIA und p60 mit Hsp90 waren zum
Erreichen einer halbmaximalen Inhibition 50fache, bzw. 200fache �Ubersch�usse
des EEVD Peptids gegen�uber TPRIIA, bzw. p60 erforderlich (Abb. 8 (B) und
9 (B)). Die Einf�uhrung der f�ur Hsp90 C-Termini spezi�schen Aminos�aure Me-
thionin f�uhrte jedoch zu einer achtfachen Verminderung des IC50-Wertes von
MEEVD gegen�uber EEVD hinsichtlich der TPRIIA-Hsp90-Interaktion (Abb.
8 (B)) und zu einer sechsfachen Verminderung des IC50-Wertes hinsichtlich
der p60-Hsp90-Interaktion (Abb. 9 (B)). IEEVD, das entsprechende Hsp70-
Peptid, hatte gegen�uber EEVD keine erh�ohte Hemmwirkung auf die TPRIIA-
Hsp90-Interaktion. Zur Spezi�t�atskontrolle wurde zudem die zu MEEVD in-
verse Sequenz DVEEM getestet. DVEEM zeigte bis zu einer Konzentration
von 2mM keinen Ein
u� auf die Interaktionen von TPRIIA oder von p60 mit
Hsp90. L�angere EEVD-Peptide mit f�ur Hsp90 spezi�schen Resten hatten kei-
ne verbesserten Hemmeigenschaften gegen�uber dem Pentapeptid MEEVD45

(Abb. 10 (B)). L�angere EEVD-Peptide mit f�ur Hsp70 spezi�schen Sequenzen
zeigten, wie IEEVD bez�uglich der TPRIIA-Hsp90-Wechselwirkung, lediglich
die basalen Hemmeigenschaften der EEVD Sequenz (Abb. 10 (B)).

�Ahnliche Ergebnisse wurden im Fall der Interaktionen von TPRI mit Hsp70
erzielt. Die Verl�angerung der EEVD-Sequenz um eine einzige, f�ur Hsp70-
spezi�sche Aminos�aure bewirkte die Halbierung des IC50 Werts von IEEVD
gegen�uber EEVD (Abb. 10 (A); IC50(EEVD)=221�M, IC50(IEEVD)=104�M).
Die Verl�angerung der EEVD-Peptide um zwei weitere Aminos�auren ver-
besserte die Kompetitionseigenschaften zus�atzlich (IC50(PTIEEVD)=17�M).
Okta-Dodekapeptide zeigten gegen�uber der Sequenz PTIEEVD keine verbes-
serten Hemmwirkungen. EEVD-Peptide mit f�ur Hsp90-spezi�schen Sequen-
zen wirkten nur schwach inhibitorisch.

456mer-8mer Peptide mit Hsp90 Sequenzen, wie RMEEVD und TSRMEEVD, die die
basische Aminos�aure Arg ohne Ladungskompensation durch die N-terminal angrenzenden
sauren Aminos�auren in GDDDTSRMEEVD enthalten, besitzen sogar gegen�uber MEEVD
verschlechterte Hemmwirkungen. Dieser Befund ist in guter �Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen des Ala-Scans (Abb. 13) sowie des Peptidbibliotheksscreens (Kapitel 3.1.3).
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Abbildung 8: Kompetition der Hsp90-TPRIIA Interaktion.
(A) Hsp90 wurde immobilisiert und TPRIIA (1.8 �M) wurde in Abwesenheit und Ge-

genwart steigender Konzentrationen des Peptids Ac-EEVD-COOH (1�M-2mM) �uber

den Sensorchip geleitet. (B) Kompetitionsexperimente wurden wie unter (A) beschrie-

ben f�ur die Peptide Ac-EEVD-COOH (wei�e Quadrate), Ac-MEEVD-COOH (schwarze

Kreise), Ac-IEEVD-COOH (wei�e Kreise) und Ac-DVEEM-COOH (schwarze Quadra-

te) durchgef�uhrt. Die Req-Werte wurden normalisiert und gegen die Peptidkonzentra-

tionen aufgetragen.
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Abbildung 9: Kompetition der Hsp90-p60 Interaktion.
(A) Hsp90 wurde immobilisiert und p60 (0.5 �M) in Abwesenheit und Gegenwart stei-

gender Konzentrationen des Peptids Ac-EEVD-COOH (1�M-2mM) dar�ubergeleitet.

(B) Kompetitionsexperimente wurden wie in Abb. 8 beschrieben f�ur die Peptide Ac-

EEVD-COOH (wei�e Quadrate), Ac-MEEVD-COOH (schwarze Kreise), Ac-IEEVD-

COOH (wei�e Kreise) und Ac-DVEEM-COOH (schwarze Quadrate) durchgef�uhrt.
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Auch hinsichtlich der Interaktion der Volll�angenproteine wurden
spezi�sche Hemme�ekte der EEVD-Peptide (Abb. 10) festgestellt.
W�ahrend aber z. B. das Hsp90 Dodekapeptid GDDDTSRMEEVD die Inter-
aktion von TPRIIA mit Hsp90 ca. 20mal st�arker inhibiert als die Interak-
tion von TPRI mit Hsp70 (IC50(GDDDTSRMEEVD, TPRIIA-Hsp90)=8�M
gegen�uber IC50(GDDDTSRMEEVD, TPRI-Hsp70)=163�M), betr�agt die ap-
parente Spezi�t�at desselben Peptids bez�uglich der Interaktionen von p60 mit
Hsp70 oder Hsp90 lediglich einen Faktor von �2 (IC50(GDDDTSRMEEVD,

p60-Hsp90)=14�M gegen�uber IC50(GDDDTSRMEEVD, p60-Hsp70)=33�M).
Da nicht anzunehmen ist, dass die TPRI und TPRIIA Dom�anen als Be-
standteile von p60 eine andere Peptidbindungspezi�t�at besitzen als im iso-
lierten Zustand, weist diese Spezi�t�atsverminderung der EEVD-Peptide auf
eine Beteiligung der jeweils niedrigeraÆnen TPR Dom�ane an den untersuch-
ten bimolekularen Interaktionen hin46. In vivo w�urden solche unspezi�schen
Bindungskomponenten, z. B. von TPRI an Hsp90, durch die Pr�asenz des je-
weils h�oheraÆnen Bindungspartners, in diesem Falle durch die Pr�asenz von
Hsp70, unterdr�uckt.

Bindungsstudien mit EEVD-Peptiden

Mittels Isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) [280] [281] [282] [283] [284]
(Abb. 11) wurden die absoluten thermodynamischen AÆnit�aten (KDs) der
EEVD-Peptide zu den p60-TPR-Dom�anen bestimmt (Abb. 12). Kalorime-
trische Messungen erlauben es, die AÆnit�aten unmarkierter Bindungspart-
ner in L�osung zu vermessen. M�ogliche Ein
�usse von Proteinimmobilisierun-
gen oder hydrophoben Fluoreszenzfarbsto�en auf die untersuchten Wech-
selwirkungen sind somit ausgeschlossen. Die erforderlichen Probenmengen
zur Durchf�uhrung von ITC Messungen sind jedoch insbesondere im Falle
niedrig-aÆner Wechselwirkungen47 wesentlich h�oher als im Falle von SPR
oder Fluoreszenztitrationen, sodass ITC Experimente nur in seltenen F�allen
als umfangreiche Studien und als Mehrfachbestimmungen durchgef�uhrt wer-
den k�onnen48.

46Beteiligung von TPRI an der p60-Hsp90 Interaktion und Beteiligung von TPRIIA an
der p60-Hsp70 Wechselwirkung.

47d. h. zwei-dreistellige mikromolare Dissoziationskonstanten (KDs);
48Zum Beladen der VP-ITC Probenkammer sind 2ml Probenl�osung erforderlich, ca.

500�l Probenl�osung werden zum blasenfreien F�ullen der Spritze aufgewendet. Die Ligan-
denkonzentrationen sollten idealerweise so gew�ahlt werden, dass die Kammerkonzentra-
tionen mindestens f�un�ach �uber dem zu erwartenden KD-Wert der Interaktion liegen. Die
Ligandenkonzentration in der Spritze sollte ca. der 10-20fachen Ligandenkonzentration
in der Probenkammer entsprechen. Unter diesen Bedingungen sind die Titrationskurven
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Abbildung 10: IC50-Werte f�ur EEVD-Peptide.
Darstellung der IC50-Werte [�M] f�ur EEVD-Peptide mit Hsp70 oder Hsp90 Sequenzen

bez�uglich der Interaktionen von p60 und TPRI mit Hsp70 ((A)) oder der Wechsel-

wirkungen von p60 und TPRIIA mit Hsp90 ((B)). Schwarze Balken repr�asentieren

die Ergebnisse der Kompetitionsexperimente mit p60, graue Balken die Ergebnisse der

Experimente mit TPRI, bzw. TPRIIA. S�amtliche Titrationen wurden als Dreifachbe-

stimmungen durchgef�uhrt.
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Die mittels ITC durchgef�uhrten Peptidbindungsstudien best�atigten die we-
sentlichen Befunde der SPR-basierten Kompetitionsexperimente: TPRI liest
die sieben C-terminalen Aminos�auren von Hsp70 aus. Das Hepta-
peptid PTIEEVD hat bereits dieselbe AÆnit�at zu TPRI wie C70 (25kDa,
KD=15-19�M). Eine weitere Verl�angerung des Peptids f�uhrt nicht zu einer
Verst�arkung der Bindung; entsprechende Peptide mit Hsp90-Sequenzen ha-
ben 10-30fach niedrigere AÆnit�aten zu TPRI. TPRIIA liest die f�unf C-
terminalen Aminos�auren von Hsp90 aus. Das Pentapeptid MEEVD
bindet TPRIIA mit �ahnlicher AÆnit�at wie C90 (12kDa, KD=5-11�M). Ent-
sprechende Peptide und Proteindom�anen mit Hsp70 Sequenzen haben eine
8-25 fach niedrigere AÆnit�at zu TPRIIA. Die EEVD Sequenz allein bindet
TPRI und TPRIIA nur schwach.

Auch die p60 TPRIIB Dom�ane besitzt eine geringe AÆnit�at zum Peptid
EEVD (KD(EEVD)=580�M). Die Oktapeptide TSRMEEVD und GPTIE-
EVD binden TPRIIB geringf�ugig besser: KD(TPRIIB-GPTIEEVD)=130�M,
KD(TPRIIB-TSRMEEVD)=290�M. Die Interaktionen bleiben jedoch um eine
Gr�o�enordnung schw�acher als die Wechselwirkungen von TPRI und TPRIIA
mit ihren minimalen Peptidliganden PTIEEVD, bzw. MEEVD (Abb. 12).
Die schwachen Peptidbindungseigenschaften von TPRIIB sind vereinbar mit
der zuvor mittels SPR beobachteten, nicht-s�attigbaren Interaktion mit Hsp70
und Hsp90 (Abb. 6 (B) und (C)).

Alanin-Scan

Zur Absch�atzung der Bindungsbeitr�age einzelner Aminos�aureseiten-
ketten der TPRI, bzw. TPRIIA Peptidliganden Ac-GPTIEEVD-COOH,
bzw. Ac-TSRMEEVD-COOH wurden einzelne Reste der Oktapeptide sy-
stematisch durch Alanin substituiert und die AÆnit�aten der Alanin substi-
tuierten Peptide zu TPRI, bzw. TPRIIA bestimmt (Abb. 13).

Besonders stark wirkte sich der Austausch von Aspartat und Valin im kon-
servierten EEVD Motif auf die Peptidbindung sowohl an TPRI als auch an
TPRIIA aus. Die AÆnit�aten der Alaninpeptide verringerten sich 6->50 fach
gegen�uber den Peptiden mit Wildtypsequenzen. Auch ein Austausch der
Hauptkettencarboxylatfunktion gegen eine ungeladene Amidfunktion wirkte
sich in beiden F�allen deutlich negativ auf die Peptidbindung an die TPR-
Dom�anen aus. W�ahrend Aspartat und Valin eine allgemeine Anker-

steil und sigmoid und somit einer sicheren Modellanpassung und Auswertung zug�anglich
[284]. Zur einfachen Bestimmung der relativ hochaÆnen TPRIIA-C90 Interaktion (Abb.
11) wurden 5.5 mg C90 und 18 mg TPRIIA eingesetzt.



3 Ergebnisse 73

Abbildung 11: Isotherme Titrationskalorimetrie mit C90 und TPRIIA
C90 (230 �M) wurde in die Probenkammer vorgelegt und durch wiederholte Injek-

tionen von 5 �l Aliquots einer TPRIIA L�osung (2.5mM) bei 25ÆC titriert. Durch

Integration der Rohdaten (Heizleistungen) wurde die pro Injektion freigesetzte Bin-

dungsw�arme ermittelt und gegen die molaren Verh�altnisse der Bindungspartner in der

Probenkammer (TPRIIA:C90) aufgetragen. Durch Anpassen eines 1:1 Bindungsmo-

dells an die erhaltene Titrationskurve wurden die thermodynamischen Parameter der

TPRIIA-C90-Interaktion ermittelt. KD=5 �M, St�ochiometriefaktor n=0.9, �H=8.5

kcal/mol, �S=4.6 cal/mol.
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Abbildung 12: AÆnit�aten (KDs) von TPRI und TPRIIA zu EEVD-Peptiden.
Darstellung der AÆnit�aten (KDs (�M)) von TPRI (Abb. (A)) und TPRIIA (Abb.

(B)) zu erweiterten EEVD-Peptiden. Repr�asentative Experimente wurden als Drei-

fachbestimmungen durchgef�uhrt; die Standardabweichungen betrugen 5-10%. Die

experimentellen St�ochiometriefaktoren betrugen n=0.9-1.1.
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funktion f�ur die Peptidliganden zu besitzen scheinen, werden die Glutama-
treste des EEVD Motifs in Hsp70 und Hsp90 von TPRI und TPRIIA dif-
ferentiell ausgelesen. Die Glutamatseitenketten des Hsp70-Peptids leisten
o�ensichtlich keinen Beitrag zur Ligandenbindung an TPRI, und Substitu-
tionen dieser Reste zu Alanin haben keinen Ein
u� auf die AÆnit�at der
Oktapeptide. Dagegen senkt insbesondere der Austausch von Glutamat in
der 5. Position von TSRMEEVD die AÆnt�at zu TPRIIA um eine G�o�en-
ordnung. Auch der Glutmatrest in Position 6 scheint einen substanziellen
Beitrag zur Bindung an TPRIIA zu leisten. Die wesentlichen aÆnit�ats-
bestimmenden und f�ur Hsp70-, bzw. Hsp90-spezi�schen Seitenket-
ten sind die des Isoleucins, bzw. des Methionins in GPTIEEVD bzw.
TSRMEEVD. Die Substitutionen dieser Aminos�auren gegen Alanin reduzie-
ren die KD-Werte der EEVD-Peptide um Faktoren von 17, bzw. 7. Ebenfalls
in guter �Ubereinstimmung mit den zuvor beprochenen Ergebnissen (Abb. 10
und 12) tragen die Seitenketten des Prolins und Threonins in GPTIEEVD
ebenfalls geringf�ugig zur Peptidbindung an TPRI bei, w�ahrend die Seitenket-
ten des Threonins, Serins und Arginins in TSRMEEVD zur TPRIIA-Bindung
nicht beitragen49.

Stellt man die Ergebnisse des Alanin Scans (Abb. 13) der Konservierung C-
terminaler Aminos�auresequenzen von Hsp70 und Hsp90 (Abb. 14) gegen�uber,
�nden sich augenf�allige Parallelen, aber auch deutliche Divergenzen. Die
aus dem Alanin Scan abgelesene gro�e Bedeutung der Hsp70- und Hsp90-
spezi�schen Reste Isoleucin, bzw. Methionin sowie die Bedeutung des Va-
lins und Aspartats im gemeinsamen EEVD-Motiv wird in einer 100%igen
Konservierung dieser Reste in allen bekannten eukaryotischen Hsp70- und
Hsp90-Sequenzen re
ektiert. Weiterhin sind jedoch die Glutmatreste des
EEVD-Motivs ebenfalls in 90-100% der F�alle erhalten, w�ahrend sich deren
Substitution nur bez�uglich der Ligandenbindung von TPRIIA nachteilig aus-
wirkt. Die Konservierung der Glutamtreste des Hsp70-EEVD-Motivs kann
o�ensichtlich nicht durch ihre Vermittlung der p60-TPRI-Bindung erkl�art
werden. Weiterhin fallen die starke bis vollst�andige Konservierung weiterer
unmittelbar dem EEVD-Motiv benachbarter Seitenketten wie Glycin und
Prolin im Hsp70 Carboxyterminus sowie von Serin im Hsp90 Terminus auf.
Substitutionen dieser Reste schienen keine oder nur schwache Ein
�usse auf
die Ligandenbindung von TPRI und TPRIIA zu besitzen. Zweifellos ist die

49Ganz im Gegenteil bewirkt die Substitution des Arginins sogar eine Verbesserung
der AÆnit�at des Peptids TSAMEEVD gegen�uber TSRMEEVD. TSAMEEVD besitzt ge-
gen�uber TPRIIA eine vergleichbare AÆnit�at wie der minimale Ligand MEEVD. Dies ist
ein weiterer Hinweis auf den bereits zuvor beobachteten st�orenden Ein
u� der basischen
Aminos�aure Arginin auf die AÆnit�at kurzer Peptide zu TPRIIA (Abb. 12 und 10, siehe
auch Kapitel 3.1.3).
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Abbildung 13: Alanin-Scans
Darstellung der AÆnit�aten (KDs (�M)) von TPRI (A) und TPRIIA (B) zu den

Alanin-substituierten Hsp70- und Hsp90-Oktapeptiden Ac-GPTIEEVD-COOH und Ac-

TSRMEEVD-COOH. Die AÆnit�aten wurden durch ITC bestimmt.
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Abbildung 14: Sequenzkonsensus in Hsc/Hsp70- und Hsp90-C-Termini.
F�ur die Analyse wurden die zytosolischen Formen 83 eukaryotischer Hsc/Hsp70-

Proteine (A), bzw. die zytosolischen Formen 138 eukaryotischer Hsp90-Proteine (B)

verwendet. Die Konservierung der h�au�gsten Aminos�auren ist jeweils in Prozent an-

gegeben. Die im Rahmen des Alanin-Scans substituierten Seitenketten sind dunkel

hervorgehoben.
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Konservierung carboxyterminaler Reste von Hsp70 und Hsp90 nicht allein
durch die Bindung des TPR-Proteins p60 bedingt. Die Divergenzen zwi-
schen den Ergebnissen des Alanin Scans und der hohen Konservierung des
EEVD-Motivs lassen eine di�erentielle Erkennung der Hsp70- und Hsp90-
Carboxytermini durch unterschiedliche TPR-Proteine f�ur m�oglich erscheinen.

Zur Komplementation der biophysikalischen Beschreibung TPR-vermittelter
Ligandenerkennung von p60 wurden TPRI und TPRIIA mit ihren Peptidli-
ganden kokristallisiert und die R�ontgenstrukturen der TPR-Peptidkomplexe
gel�ost (siehe Kapitel 4, Abb. 28) [253] [254]. Die Strukturanalyse unter-
mauerte die wesentlichen Befunde der beschriebenen Peptidbindungsstudien
(Kapitel 4).

3.1.3 Screening von Ac-O/X4-VD-COOH-Peptidmischungen

Um bei der Beschreibung der Ligandenbindungsmotive von TPRI und TPR-
IIA st�arker von den nat�urlichen Peptidliganden zu abstrahieren, wurden in
weitergehenden Studien l�osliche, kombinatorische Peptidbibliotheken einge-
setzt [270] [271] (Kapitel 2.7). Bibliotheken �ahnlicher Art konnten bereits
erfolgreich zur Charakterisierung von Protein-Liganden-Wechselwirkungen
verwendet werden [269] [301] [302] [303].

Design und Screening der Ac-O/X4-VD-COOH-Peptidbibliothek

Es wurde eine verankerte Heptapeptidbibliothek im Positional Scanning
Format Ac-O/X4-VD-COOH entworfen und synthetisiert. Die gesamte
Bibliothek setzte sich aus 96 Heptapeptidmischungen zusammen, deren Se-
quenzen in den beiden C-terminalen Positionen 6 und 7 durch Aspartat und
Valin de�niert wurden. Diese 96 Mischungen gliederten sich in f�unf Unter-
gruppen mit jeweils 19 teilde�nierten Mischungen:
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Ac-Oxxxx-VD-COOH
Ac-xOxxx-VD-COOH
Ac-xxOxx-VD-COOH
Ac-xxxOx-VD-COOH
Ac-xxxxO-VD-COOH

mit:

randomisierte Positionen X = A,D,E,F,G,H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y;

de�nierte Positionen O = A,D,E,F,G,H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y;

sowie die maximal randomisierte Mischung Ac-XXXXX-VD-COOH. In den
de�nierten Positionen 'O' der teilde�nierten Mischungen befand sich jeweils
eine der 19 proteinogenen Aminos�auren50. Dieselben 19 Reste befanden sich
in den randomisierten Positionen 'X' in �aquimolaren Verh�altnissen. Jede ein-
zelne Peptidmischung (z. B. Ac-Axxxx-VD-COH) enthielt somit theoretisch
194=130321 unterschiedliche Sequenzen51. Eine Teilbibliothek Ac-OX4-VD-
COOH enthielt theoretisch 19*194=19x130321=ca. 2.5 Mio. unterschiedliche
Sequenzen und deckte, ebenso wie die maximal randomisierte Mischung Ac-
X5-VD-COOH, die gesamte Komplexit�at der Ac-O/X4-VD-COOH Biblio-
thek ab.

In das Design der Bibliothek 
ossen die zuvor beschriebenen Ergebnisse
der Bindungs- und Kompetitionsstudien mit de�nierten Peptiden ein (Ka-
pitel 3.1.2). Da die p60 TPR Dom�anen die 5-7 C-terminalen Aminos�auren
von Hsp70, bzw. Hsp90 auslesen, waren f�ur Heptapeptidmischungen dieser
L�angen Interaktionen mit den Proteinober
�achen zu erwarten. Die Ergebnis-
se der Alanin-Scans legten zudem nahe, dass die C-terminalen Reste Aspartat
und Valin entscheidend zur Verankerung der nat�urlichen Liganden beitragen.
Eine solche Verankerung ist insbesondere beim Einsatz komplexer Peptidmi-
schungen notwendig, um die einzelnen Peptide der Mischungen relativ zum
Protein einheitlich zu orientieren. In Abwesenheit einer einheitlichen Ori-
entierung k�onnen in Peptidmischungen de�nierte, bindungsf�ordernde Seiten-
ketten positionsunabh�angig wirken und Gleite�ekte entstehen [269].

50Cystein wurde aus synthesetechnischen Gr�unden und wegen der Gefahr spontaner,
oxidativer Umwandlung in Sulfons�aure im Verlauf der Synthese und w�ahrend der Lagerung
nicht ber�ucksichtigt.

51Rein rechnerisch enthielt jedes Kompetitionsexperiment hinreichend viele Peptide, um
diese Anzahl m�oglicher Sequenzen 3.8*1011 mal abzudecken. (Kapitel 2.7)
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Die AÆnit�at einzelner teilde�nierter Ac-OX4-VD-COOH Mischungen zu
TPRI und TPRIIA wurde indirekt als F�ahigkeit zur Kompetition der TPR-
Interaktionen mit de�nierten, auf Sensorchips immobilisierten 70C-12 und
90C-12-Peptiden bestimmt (siehe auch Tabelle 12). Analog zu den bereits be-
schriebenen Kompetitionsexperimentenmit de�nierten Peptiden wurden
die TPR-Dom�anen in Abwesenheit und Gegenwart kombinatorischer Peptid-
mischungen �uber mit 70C-12, bzw. 90C-12 derivatisierte Sensorchips geleitet
(Abb. 15 (A)). Die in Abwesenheit von Peptidkompetitoren erreichten Bin-
dungssignale wurden als 100% Bindung betrachtet. Die relativen Konzentra-
tionen an TPR Dom�anen und Peptidmischungen wurden so gew�ahlt, dass die
maximal randomisierte Mischung Ac-X5-VD-COOH eine 50%ige Inhibition
der TPR Bindung an die immobilisierten 70C-12, bzw. 90C-12 Peptide auf
der Chipober
�ache bewirkte. Die Kompetitionswirkungen der teilde�nierten
Ac-OX4-VD-COOH Mischungen wurde relativ zum 50%igen Kompetitions-
e�ekt der maximal randomisierten Mischung Ac-X5-VD-COOH ausgedr�uckt
und als Balkendiagramme dargestellt (Abb. 15 (A)). Aminos�auren in de�-
nierten Positionen, welche die durchschnittliche AÆnit�at der teilde�nierten
Peptidmischungen zu den TPR Dom�anen erh�ohen, inhibieren die Bindung
der Dom�anen an den Sensorchip st�arker als die maximal randomisierte Mi-
schung Ac-X5-VD-COOH. Solche Aminos�auren sind in den Balkendiagram-
men durch negative Werte gekennzeichent. De�nierte Aminos�auren, welche
die durchschnittliche AÆnit�at der Peptidmischungen zu den TPR Dom�anen
erniedrigen, inhibieren die Bindung der TPR-Dom�anen an den Sensorchip
schw�acher als die Mischung Ac-X5-VD-COOH. Solche Aminos�auren sind in
den Balkendiagrammen durch positive Werte gekennzeichnet.

Ergebnisse des Screens

In den Abbildungen 15 - 17 sind die Screeningergebnisse dargestellt. Es sind
sowohl Bindungspr�aferenzen der Dom�anen TPRI und TPRIIA zu erkennen,
die f�ur alle Ligandenpositionen zutre�en und unabh�angig vom betrachteten
Protein sind, als auch positions- und proteinspezi�sche Bindungspr�aferenzen.

TPRI hat �uber alle Ligandenpositionen hinweg eine Tendenz zur bevorzug-
ten Bindung der hydrophoben Seitenketten von Phenylalanin, Isoleucin, Leu-
cin, Methionin, Valin und Tyrosin. Die relativen und absoluten Bindungs-
pr�aferenzen f�ur jede einzelne dieser Aminos�auren variieren jedoch deutlich
in Abh�angigkeit von der Position dieser Reste im Liganden. So verh�alt sich
beispielsweise Isoleucin in Position 4 deutlich bindungsf�ordernd, in Position
5 aber neutral (Abb. 17 (E)(F)). Leucin dagegen wirkt in den Positionen 2
und 3 neutral, in den Positionen 1 sowie 4 und 5 dagegen deutlich bindungs-
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Abbildung 15: Bibliotheksscreen: Durchf�uhrung und Ergebnisse f�ur Position 1
(A) TPRIIA (0.9 �M) wurde in Abwesenheit (100% Bindung) und Gegenwart von

Peptidmischungen (800 �M) �uber C90-12 geleitet. Die TPRIIA Bindung an C90-12

in Gegenwart von OX4-VD Mischungen wurde relativ zur Bindung in Gegenwart der

X5-VD-Mischung (50% Bindung) ausgedr�uckt. (B) Ergebnisse f�ur die Teilbibliothek

Ac-Oxxxx-VD-COOH bez�uglich der TPRI Bindung an 70C-12 (helle Balken), bzw. der

TPRIIA Bindung an 90C-12 (dunkle Balken). "�", bzw. "��"kennzeichnen Hsp70,

bzw. Hsp90 Sequenzen.
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Abbildung 16: Bibliotheksscreen: Ergebnisse f�ur die Positionen 2 und 3.
Ergebnisse des Kompetitionsscreens mit (C) xOxxx-VD, bzw. (D) xxOxx-Mischungen

bez�uglich der Wechselwirkungen von TPRI mit 70C-12 helle Balken, bzw. 90C-12

mit TPRIIA dunkle Balken. Die Aminos�auren der nat�urlichen TPRI, bzw. TPRIIA-

Liganden sind f�ur die jeweiligen Positionen durch "*", bzw. "**"gekennzeichnet.
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Abbildung 17: Bibliotheksscreen: Ergebnisse f�ur die Positionen 4 und 5.
Ergebnisse des Kompetitionsscreens mit (E) xxxOx-VD-, bzw. (F) xxxxO-Mischungen

bez�uglich der Wechselwirkungen von TPRI mit 70C-12 helle Balken, bzw. 90C-12

mit TPRIIA dunkle Balken. Die Aminos�auren der nat�urlichen TPRI, bzw. TPRIIA-

Liganden sind f�ur die jeweiligen Positionen durch "*", bzw. "**"gekennzeichnet.
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f�ordernd. W�ahrend saure Aminos�aureseitenketten in Ac-OX4-VD-COOH-
Mischungen keine ausgepr�agten Ein
�usse auf die TPRI-Bindung haben, wir-
ken sich basische Seitenketten in allen Positionen ausgesprochen st�orend aus.

Im Gegensatz zu TPRI besitzt TPRIIA eine deutliche Tendenz zur Bindung
der Aminos�auren Aspartat und Glutamat. Die Pr�aferenz negativ geladener
Seitenketten ist nicht allein auf die Positionen 4 und 5 (Abb. 17 (E) und (F))
beschr�ankt, in denen die nat�urlichen TPRI- und TPRIIA-Liganden PTIE-
EVD und SRMEEVD die konservierten Glutamatreste des EEVD-Motivs
aufweisen, sondern sie besteht auch in den Positionen 1-3 (Abb. 15 (B) und
Abb. 16 (C) und (D)). Hier geht SRMEEVD hydrophobe Interaktionen ein,
vornehmlich vermittelt durch den Rest Methionin (Abb. 13). In Position
4 besitzt TPRIIA eine sehr starke spezi�sche AÆnit�at f�ur Glutamat, die
st�arkste beobachtete Pr�aferenz f�ur eine in Ac-OX4-VD-COOH Mischungen
de�nierte Seitenkette �uberhaupt. Wie auch im Fall von TPRI wirken sich
die basischen Aminos�auren Lysin und Arginin in allen Positionen st�orend auf
die Ligandenbindung an TPRIIA aus.

Diese Ergebnisse stehen in guter �Ubereinstimmung mit denen des Alanin-
Scans (Abb. 13). Hier wurde ein hinsichtlich der Bindung an TPRI nur
geringer Beitrag der konservierten Glutamate im Hsp70-EEVD-Motiv deut-
lich, w�ahrend die entsprechenden Reste des Hsp90-EEVD-Motivs bez�uglich
der Peptidbindung an TPRIIA erhebliche Beitr�age liefern. Die ausgepr�agte
und spezi�sche Pr�aferenz von TPRIIA f�ur die Bindung von Glutamat in
Position 4 ist vermutlich auf die Ausbildung derselben Salzbr�ucke zwischen
TPRIIA und dem de�nierten Glutmat der Ac-xxxEx-VD-COOH-Mischung
zur�uckzuf�uhren, die TPRIIA auch mit dem Pentapeptid MEEVD ausbil-
det ([253], Kapitel 4). Dieser spezi�sche Glutamate�ekt ist ein deutlicher
Hinweis auf die Einnahme �ahnlicher Bindungsmodi sowohl durch die de�-
nierten EEVD-Peptide als auch durch die komplexen Ac-OX4-VD-COOH-
Mischungen. Auch die negativen Ein
�usse der basischen Aminos�auren auf
die Ligandenbindung durch TPRI und TPRIIA be�ndet sich in gutem �Ube-
reinklang mit den beobachteten negativen E�ekten des Argininrestes im
Carboxyterminus von Hsp90 (TSRMEEVD-COOH) (Abb. 12 (B) und Abb.
13)52.

Weitere weitgehend sowohl vom TPR Protein als auch von der Ligandenpo-
sition unabh�angige E�ekte wurden f�ur Tryptophan beobachtet, welches allen

52Die Verl�angerung des minimalen TPRIIA Liganden MEEVD zu RMEEVD bewirkt
die Verdoppelung des KD-Wertes. Erst nach Kompensation der eingef�uhrten positiven La-
dung in DDTSRMEEVD erfolgt die Wiederherstellung der urspr�unglichen AÆnit�at (Abb.
12). Der Austausch des st�orenden basischen Restes in TSRMEEVD durch Alanin in TSA-
MEEVD hat eine �ahnliche Wirkung (Abb. 13)
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getesteten Ac-WX4-VD-COOH-Mischungen eine starke inhibitionsf�ordernde
Wirkung verleiht (Abb. 15-17). Diese v�ollig mangelnde Selektivit�at unter-
scheidet Typtophan von Phenylalanin und Tyrosin, die wesentlich di�eren-
zierter wirken. An den Positionen 1-3 f�ordern Phenylalanin und Tyrosin die
inhibitorischen Wirkungen der Ac-OX4-VD-COOH-Mischungen schwach bis
m�a�ig, w�ahrend sie sich an den Positionen 4 und 5 sowohl hinsichtlich der
Peptidbindung an TPRI als auch der Bindung an TPRIIA als neutral bis
st�orend verhalten. Aufgrund der mangelnden Selektivit�at von Tryptophan
wurde diese Aminos�aure in der weiteren Diskussion und beim Design de�-
nierter Peptide ausgenommen.

TPRI und TPRIIA weisen zudem ausgepr�agte positionsspezi�sche Bin-
dungspr�aferenzen f�ur hydrophobe Seitenketten in den Positionen 1 und

3 der Peptidmischungen auf (Abb. 15 - 17, Tabelle 13). In Position 1 wir-
ken Tyrosin, Valin, Phenylalanin und Isoleucin deutlich vorteilhaft auf die
Bindung an TPRI. Die Seitenketten dieser Aminos�auren teilen ihre hydropo-
ben Eigenschaften mit dem im Hsp70-Carboxyterminus (PTIEEVD-COOH)
an entsprechender Stelle auftretenden Prolinrest. Prolin als de�nierte Ami-
nos�aure in Ac-Pxxxx-VD-COOH f�ordert die Bindung gegen�uber Ac-X5-VD-
COOH nur schwach (Abb. 15 (B)). Hinsichtlich der Wechselwirkung mit
TPRIIA wirken sich in Position 1 dagegen, neben den sauren Seitenketten,
gerade Prolin, aber auch Serin und Tyrosin deutlich vorteilhaft aus. Der im
Falle von Serin beobachtete starke E�ekt �uberrascht vor dem Hintergrund
der Ergebnisse des Alanin-Scans (Abb. 13). Hier wirkte sich ein Austausch
von Serin in TSRMEEVD zu Alanin neutral aus, sodass keine bedeutenden
Beitr�age des Serins zur TPRIIA Ligandenbindung erwartet wurden. So-
wohl der starke bindungsf�ordernde E�ekt von Prolin als auch der von Serin
ist positionsspezi�sch und wiederholt sich in den Positionen 2-5 weder im
TPRI- noch im TPRIIA-Screen. In Position 3 beg�unstigt Isoleucin die Li-
gandenbindung an TPRI am st�arksten, w�ahrend Methionin die Bindung der
Ac-O/X4-VD-COOH-Mischungen an TPRIIA am meisten f�ordert (Abb. 16
(D), Tab. 13). Damit haben TPRI und TPRIIA in Position 3 jeweils die ent-
sprechende Seitenkette der nat�urlichen Liganden PTIEEVD und SRMEEVD
unter den 19 angebotenen Aminos�auren als jeweils besten Interaktionspart-
ner herausgefunden. Schw�acher positiv wirken jeweils die Reste Methionin,
Phenylalanin und Tyrosin auf die Bindung an TPRI, bzw. Phenylalanin,
Leucin, Glutamat und Isoleucin auf die Bindung an TPRIIA.

In Positionen 2 ragen nur wenige bindungsf�ordernde Aminos�auren heraus.
Tyrosin und Phenylalanin wirken schwach positiv auf die Peptidbindung an
TPRI, w�ahrend Aspartat und Glutamat sich schwach positiv auf die Bin-
dung an TPRIIA auswirken. In Position 4 bestehen etwas ausgepr�agte-
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re Interaktionen zwischen Leucin, bzw. Isoleucin und TPRI. TPRIIA weist
neben dem bereits besprochen Glutamate�ekt eine ausgesprochen positions-
spezi�sche Interaktion mit Asparagin aus. In Position 5 wirken sich insbe-
sondere die sauren Seitenketten f�orderlich auf die Ligandenbindung sowohl
an TPRI als auch an TPRIIA aus. Position 5 ist hinsichtlich der Bindung an
TPRI die Position mit den deutlichsten positiven Ein
�ussen saurer Seiten-
ketten im Peptidliganden. Weiterhin wurde f�ur TPRI eine starke Interaktion
mit Leucin gefunden. Auf die Bindung an TPRIIA wirken sich in Position
5 der Peptidliganden ausschlie�lich die Aminos�auren Aspartat und Glutamt
g�unstig aus.

Zusammenfassend sind in Tabelle 13 die besonders bindungsf�ordernden
Aminos�auren f�ur TPRI und TPRIIA dargestellt. Als besonders bindungsf�or-
dernd wurden de�nierte Aminos�auren solcher Peptidmischungen betrachtet,
die die Kompetitionswirkung der jeweiligen Ac-OX4-VD-COOH-Mischung
gegen�uber Ac-X5-VD-COOH um weitere 10% erh�ohten, bzw. im beschrie-
benen Kompetitionsassay die Bindung von TPRI und TPRIIA an die 70C-
12- und 90C-12-Peptide auf einen Wert unter 40% reduzierten. Diese Ami-
nos�auren wurden in Tabelle 13 f�ur jede Position nach abnehmender Wir-
kung aufgelistet. Die positions�ubergreifenden Tendenzen von TPRI zur Bin-
dung hydrophober Seitenketten, bzw. die deutliche Pr�aferenz von TPRIIA
zur Interaktion mit sauren Seitenketten wird erneut widergespiegelt. Sowohl
TPRI als auch TPRIIA stellen zudem f�ur die Ligandenpositionen 1
und 3 der Heptapeptide hydrophobe Kontaktstellen bereit. Im Fall
von TPRI verpassen in Position 3 weitere, in Tabelle 13 nicht aufgef�uhrte
bindungsf�ordernde hydrophobe Seitenketten die Auswahlgrenze nur knapp
(Tabelle 13, Abb. 16 (D)).

Unter den f�ur jede Sequenzposition als optimal befundenen Aminos�auren ist
im Fall von TPRI (YYILD-VD, Tabelle 13) lediglich Isoleucin in Position 3
auch im nat�urlichen Liganden vorhanden. An den weiteren Positionen zeich-
net sich YYILD-VD gegen�uber der C-terminalen Hsp70-Sequenz PTIEEVD
duch eine h�ohere Hydrophobizit�at aus. Dagegen enh�alt der vermeintlich op-
timale TPRIIA-Peptidligand PEMEE-VD die vollst�andige Sequenz des mi-
nimalen nat�urlichen TPRIIA-Liganden MEEVD. PEMEE-VD zeichnet sich
gegen�uber der C-terminalen Hsp90-Sequenz SRMEEVD vor allem durch sei-
ne zweifach erh�ohte negative Nettoladung aus (vgl. hierzu auch Abb. 12 und
13 und 16 (C)).
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Tabelle 13: Bindungsf�ordernde Aminos�auren f�ur TPRI und TPRIIA.

F�ur jede Ligandenposition wurden die de�nierten Aminos�auren 'O' solcher Ac-OX4-VD-

COOH Mischungen aufgelistet, welche im Kompetitionsassay die Wechselwirkungen

von TPRI und TPRIIA mit 70C-12 und 90C-12 Peptiden um weitere 10% gegen�uber

Ac-X5-VD-COOH (50%ige Kompetition) verminderten. In der ersten Zeile sind zum

Vergleich die C-terminalen Sequenzen von Hsp70 und Hsp90 angegeben. Die im

Screen wiedergefundenen Hsp70, bzw. Hsp90-Reste sind fett markiert.

TPRI-Screen

OxxxxVD xOxxxVD xxOxxVD xxxOxVD xxxxOVD

Hsp70: P T I E E VD

Y Y I L D
V L
F E
I

TPRIIA-Screen

OxxxxxVD xOxxxVD xxOxxVD xxxOxVD xxxxOVD

Hsp90: S R M E E VD

P E M E E
S F N D
Y L I
D E
E I
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3.1.4 Modi�zierte Peptidliganden

Um die Ergebnisse des Peptidbibliotheksscreens zur AÆnit�atsoptimierung
der EEVD-Liganden zu nutzen, wurden auf Grundlage von Tabelle 13 modi-
�zierte TPR-Liganden entworfen und hinsichtlich ihrer AÆnit�aten zu TPRI,
bzw. TPRIIA getestet.

Das als optimaler TPRI-Ligand vorausgesagte Heptapeptid Ac-YYILDVD-
COOH besitzt eine doppelt so hohe AÆnit�at zu TPRI wie das den Hsp70-
Carboxyterminus nachahmende Peptid Ac-PTIEEVD-COOH (KD(YYILDVD)-
= 9�M gegen�uber KD(PTIEEVD)=19�M, Tab. 14). Diese AÆnit�at l�a�t sich
weiter steigern, indem in dem optimierten Liganden an den Positionen 1 und
2 die Hsp70-spezi�schen Aminos�auren Prolin und Threonin eingef�uhrt wer-
den. Das resultierende Peptid Ac-PTILDVD-COOH (KD(PTILDVD)= 5�M)
besitzt gegen�uber der reinen Hsp70-Sequenz PTIEEVD-COOH eine vierfach
h�ohere AÆnit�at zu TPRI und gegen�uber C70 (25kD) (KD(C70)=15�M, Abb.
12) eine dreifach h�ohere AÆnit�at53. Das als optimaler TPRIIA-Ligand
vorausgesagte Heptapeptid Ac-PEMEEVD-COOH zeichnet sich durch eine
gegen�uber der entsprechenden Hsp90 Sequenz zweifach erh�ohte AÆnit�at zu
TPRIIA aus (KD(PEMEEVD)=11�M gegen�uber KD(SRMEEVD)= 27�M).
Dieser E�ekt ist jedoch ausschlie�lich auf den Austausch des hinderlichen
Argininrestes in SRMEEVD zur�uckzuf�uhren (vgl. auch Abb. 12 (B) und
Abb. 13). Die Peptide Ac-PEMEEVD-COOH, Ac-SEMEEVD-COOH und
Ac-MEEVD-COOH binden TPRIIA gleich stark. TPRIIA liest lediglich die
Sequenz -MEEVD-COOH der Heptapeptide aus.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die C-terminalen Sequen-
zen von Hsp70 und Hsp90 bereits weitgehend zur Interaktion mit TPRI und
TPRIIA optimiert sind. Weitere Optimierungsm�oglichkeiten bestehen vor-
aussichtlich f�ur die Heptapeptidliganden von TPRI durch Addressierung wei-
terer hydrophober Kontakstellen der TPRI-Proteinober
�ache �uber die 5. Li-
gandenposition.

Neben der F�ahigkeit zur Bindung von TPRI, bzw. TPRIIA wurde die Hemm-
wirkung der modi�zierten Peptidliganden VYIEEVD, VYILDVD, SEMEEVD
und PEMEEVD auf die Wechselwirkung der Ubiquitinligase CHIP mit Hsp70
und Hsp90 untersucht (Abb. 18). CHIP bindet C-terminale Sequenzen von
Hsp70 und Hsp90 mit �ahnlicher AÆnit�at und mittels derselben TPR-Dom�ane
(Tabelle 16). Aus diesem Grunde wirken kurze Heptapeptide mit entspre-
chenden Hsp70-, bzw. Hsp90-Sequenzen als e�ektive Inhibitoren sowohl der

53Der Me�fehler bei ITC-Experimenten liegt unter den gew�ahlten Versuchsbedingungen
bei 5-10%.
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Abbildung 18: Kompetition der CHIP Bindung an Hsp70 und Hsp90.
CHIP (2 �M) wurde in Abwesenheit und Gegenwart kurzer Peptide (100 �M) �uber

einen mit Hsp70, bzw. Hsp90 beladenen Sensorchip geleitet. Die in Abwesenheit von

Peptidkompetitoren erreichten Bindungssignale wurden als 100% Bindung betrachtet

und die in Gegenwart der Kompetitoren erreichten Signalst�arken auf diesen Wert be-

zogen. Die CHIP Interaktion mit 70C-12 ist durch wei�e Balken dargestellt, die CHIP

Interaktion mit 90C-12 durch schwarze Balken.
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CHIP Bindung an Hsp70 als auch an Hsp90. EEVD alleine ist kein wirksamer
Kompetitor (Abb. 18).

Modi�zierte Liganden von TPRI und TPRIIA besitzen gegen�uber den
Peptiden PTIEEVD und SRMEEVD eine ver�anderte Spezi�t�at der Bin-
dung an TPRI, TPRIIA und CHIP. W�ahrend VYIEEVD eine gegen�uber
PTIEEVD niedrigere AÆnit�at zu TPRI aufweist, ist es als Kompetitor der
CHIP-Interaktionen mit Hsp70 und Hsp90 gleicherma�en aktiv. VYILDVD
inhibiert die CHIP-Wechselwirkung mit Hsp90 und folglich auch dessen Wech-
selwirkung mit Hsp70 nicht st�arker als das Peptid VYIEEVD, wohingegen
die AÆnit�at von VYILDVD zu TPRI deutlich h�oher ist als die AÆnit�at von
VYIEEVD zu TPRI. Sowohl SEMEEVD als auch PEMEEVD haben im Ver-
gleich zum Wildtyppeptid SRMEEVD eine deutlich verringerte Wirksamkeit
bei der Inhibition der CHIP-Interaktionen mit Hsp70 und Hsp90 (Abb. 18),
wohingegen beide Peptide eine h�ohere AÆnit�at zu TPRIIA aufweisen als
das Wildtyppeptid SRMEEVD. Diese Ergebnisse deuten auf eine m�ogliche
Rolle des hochkonservierten Argininrests im Hsp90-Carboxyterminus (Abb.
14) als Spezi�t�atsfaktor bei der CHIP-Bindung an Hsp90 hin. Das Peptid
VYIEEVD wurde somit als ein Ligand mit einer relativ zur Hsp70-Sequenz
PTIEEVD h�oheren Selektivit�at der Bindung an CHIP versus TPRI identi�-
ziert. SEMEEVD und PEMEEVD zeigen eine gegen�uber der Hsp90-Sequenz
SRMEEVD h�ohere AÆnit�at und Selektivit�at bei der Bindung an TPRIIA
versus CHIP.

Die beschriebenen Bindungsstudien unter Verwendung de�nierter Peptide
(Abb. 12 und Abb. 13) und kombinatorischer Peptidmischungen (Abb. 16
(D)) wies auf die gro�e Bedeutung der Reste Isoleucin, bzw. Methionin f�ur die
AÆnit�at und Selektivit�at der Ligandenerkennung durch TPRI, bzw. TPR-
IIA hin. Um den Beitrag dieser Reste relativ zur Bedeutung der benachbar-
ten f�ur Hsp70-, bzw. Hp90-spezi�schen Sequenzen abzusch�atzen, wurden die
chim�aren Peptide GPTMEEVD und TSRIEEVD hinsichtlich ihrer
AÆnit�aten zu TPRI und TPRIIA untersucht (Tabelle 14). Hieraus wurde
ersichtlich, dass Isoleucin im Hsp70 Carboxyterminus eine wichtige, jedoch
nicht die alleinige Determinante spezi�scher TPRI Bindung darstellt. Me-
thionin im Hsp90 Carboxyterminus ist dagegen sowohl notwendig als auch
hinreichend f�ur die spezi�sche TPRIIA-Bindung. Das Peptid GPTMEEVD
enth�alt mehr Hsp70- als Hsp90-spezi�sche Sequenzen. Die mit Hsp70 in-
teragierende p60 Dom�ane TPRI jedoch bindet GPTMEEVD lediglich mit
schwacher AÆnit�at, wohingegen TPRIIA zu dem Oktapeptid GPTMEEVD
eine vergleichbare AÆnit�at aufweist wie zu dem Pentapeptid MEEVD. Im
Gegensatz hierzu ist das Peptid TSRIEEVD in seiner Bindungsst�arke sowohl
gegen�uber TPRI als auch TPRIIA substantiell geschw�acht. Diese Ergebnisse
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Tabelle 14: Modi�zierte TPRI und TPRIIA Liganden

TPRI

Sequenzen KD (�M)

Ac-PTIEEVD-COOH 19

Ac-YYILDVD-COOH 9
Ac-VYILDVD-COOH 20
Ac-VYIEEVD-COOH 54
Ac-PTILDVD-COOH 5

Ac-GPTIEEVD-COOH 21
Ac-TSRMEEVD-COOH 154

Ac-GPTMEEVD-COOH 166
Ac-TSRIEEVD-COOH 91

TPRIIA

Sequenzen KD (�M)

Ac-SRMEEVD-COOH 27
Ac-MEEVD-COOH 11

Ac-SEMEEVD-COOH 12
Ac-PEMEEVD-COOH 11

Ac-GPTIEEVD-COOH 114
Ac-TSRMEEVD-COOH 27

Ac-GPTMEEVD-COOH 14
Ac-TSRIEEVD-COOH 498
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be�nden sich in guter �Ubereinstimmung mit der fr�uheren Beobachtung, dass
das Pentapeptid IEEVD nicht die maximale AÆnit�at zu TPRI aufweist, son-
dern Threonin und Prolin im minimalen TPRI Liganden PTIEEVD ebenfalls
einen Beitrag leisten (Abb. 12 (A)).

3.1.5 Bedeutung der Zweifachen Carboxylatklammer

Ein zentrales strukturelles Motiv Hsp70 und Hsp90 bindender TPR Pro-
teine ist die sog. Zweifache Carboxylatklammer [253] [254] 54. Die Klam-
mer besteht aus f�unf Lysin, Arginin und Asparaginresten, die jeweils in den
Helices 1A, 2A und 3A der TPR Strukturen konserviert sind (Abb. 19).
Diese Seitenketten sind kein Bestandteil der TPR-Motive selbst. TPR Pro-
teine, die bekannterma�en anderen zellul�aren Kontexten angeh�oren, z. B.
TPR-Proteine des Anaphase Promovierenden Komplexes oder peroxisomale
Proteinimportrezeptoren wie PEX5, besitzen die Zweifache Carboxylatklam-
mer nicht. Die Seitenketten der Klammerreste bilden mit den beiden Car-
boxylatfunktionen des Aspartats im EEVD-COOH-Motiv ein hochgeordne-
tes Netzwerk aus Salz- und Wassersto�br�ucken aus und dienen dadurch der
Verankerung von EEVD-Liganden an TPR-Dom�anen (Abb. 20 (A)) [253]
[254]. Die Zweifache Carboxylatklammer der TPRI-Dom�ane tr�agt wesent-
lich zur Ausbildung des bereits erw�ahnten Packungse�ekts im Kristall der
ligandenfreien Dom�ane bei. Dieser Kristallkontakt lieferte den initialen Hin-
weis auf die generelle Natur TPR-vermittelter Proteininteraktionen in Hsp90-
Multichaperonkomplexen (Kapitel 3.1.1).

Um die Bedeutung der Zweifachen Carboxylatklammer f�ur die Bindung von
EEVD-Liganden zu beurteilen, wurden exemplarisch die Reste Lys229,
Asn264, Lys301 und Arg305 der p60-TPRIIA-Dom�ane55 einzeln gegen Alanin
ausgetauscht und die TPRIIA-Klammermutanten mit dem TPRIIA Wild-
typprotein (TPRIIA(WT)) bez�uglich ihrer Ligandenbindungf�ahigkeit vergli-
chen. W�ahrend TPRIIA(WT) Hsp90 vergleichbar stark bindet wie p60 (Abb.
12), interagieren die untersuchten TPRIIA-Punktmutanten nicht oder nur
sehr schwach mit Hsp90 (Abb. 21 (A)). Zudem sank die mittels ITC bestimm-
te AÆnit�at von TPRIIA zumMEEVD-Peptid nach Substitution nur einer der

54Mit Ausnahme des Hsp70-Kofaktors Hip besitzen die TPR-Dom�anen aller bekannten
TPR-Kofaktoren von Hsp70 und Hsp90 diese Zweifache Carboxylatklammer. Die TPR-
Dom�ane von Hip interagiert nicht mit dem carboxyterminalen EEVD-Motiv von Hsp70,
sondern erkennt interne Sequenzen der N-terminalen ATPase Dom�ane des Chaperons [109]
[257].

55Die Bezeichnung der genannten Seitenketten folgt der Nummerierung des humanen
p60.



3 Ergebnisse 93

genannten Klammerreste um mindestens zwei Gr�o�enordnungen. W�ahrend
das Wildtypprotein MEEVD mit einer AÆnit�at von KD=11�M bindet (Abb.
12), liegen die AÆnit�aten der Mutanten TPRIIA K229A, TPRIIA N264A,
TPRIIA K301A und TPRIIA R305A zu MEEVD im millimolaren Bereich
(KD�1mM).

Um destabilisierende, bzw. strukturver�andernde Ein
�usse der Punktmuta-
tionen auszuschlie�en, wurden TPRIIA(WT) und seine Mutanten CD-spek-
troskopisch analysiert (Abb. 21 (B) sowie Abb. 22 (A) und (B)). Vergleiche
der CD-Spektren im fernen und nahen UV-Bereich lie�en keine Ver�anderun-
gen der Sekund�ar- oder Terti�arstrukturen der Klammermutanten gegen�uber
TPRIIA(WT) erkennen (Abb. 22 (A) und (B)). Die entsprechenden CD-
Spektren sind im Rahmen der Genauigkeit der Proteinkonzentrationsbestim-
mung identisch. Der dominierende �-helikale Charakter aller untersuchten
TPR-Dom�anen ist anhand der ausgepr�agten Doppelbande im Bereich des fer-
nen UV bei 210 nm, bzw. 220-225 nm klar zu erkennen [279] [304] (Abb. 3.1.6
(A)). Die bei 220 nm gemessenen Schmelzkurven weisen zudem nicht auf eine
Destabilisierung der mutierten Proteine hin (Abb. 21 (B)). Die Schmelzpunk-
te von TPRIIA(WT) und seiner Mutanten liegen zwischen 57ÆC und 61ÆC,
wobei f�ur die Mutanten tendentiell h�ohere Schmelztemperaturen ermittelt
wurden. Die aromatischen Aminos�auren der TPRIIA-Dom�ane56 deuten als
Sensoren der Terti�arstruktur von Proteinen keine mutationsbedingten struk-
turellen Ver�anderungen an.

Zusammenfassend erscheint die vollst�andige strukturelle Integrit�at der Zwei-
fachen Carboxylatklammer als absolut notwendige Voraussetzung f�ur die
Funktion der Ligandenbindung durch TPRIIA. F�ur die Stabilit�at der TPRIIA-
Dom�ane sind die Seitenketten der Zweifachen Carboxylatklammer entbehr-
lich (siehe auch Kapitel 3.1.6).

3.1.6 TPRIIB und die Hsp82 ATPase

Das zu p60 homologe Protein der Hefe, Sti1, inhibiert die ATPase-Aktivit�at
des zu Hsp90 homologen Hefeproteins Hsp82. Diese inhibitorische Aktivit�at
von Sti1 konnte auf dessen mittlere und C-terminale Regionen eingegrenzt
werden [190]. Auch humanes p60 ist in der Lage, die spezi�sche Hsp82-
ATPase-Aktivit�at zu inhibieren57 (Abb. 23 (B), Kapitel 2.8.5). Wie auch im

56TPRIIA enth�alt keine Tryptophane, jedoch zehn Tyrosinreste und vier Phenylalanine.
57Hsp82 besitzt in vitro im Gegensatz zu humanem Hsp90 nach heterologer Expression

in E. coli und Pr�aparation eine spezi�sche, d. h. durch Geldanamycin, bzw. Radicicol [79]
[76] inhibierbare ATPase-Aktivit�at auf.
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Abbildung 19: Sequenzvergleich von TPR-Dom�anen.
Sequenzvergleich von TPR Dom�anen, die als Kofaktoren von Hsc/Hsp70 oder Hsp90

bekannt sind oder potentielle Bindungspartner aufgrund ihrer konservierten Carboxylat-

klammern darstellen. Die Reste der konservierten Carboxylatklammern sind rot her-

vorgehoben. Fett gedruckte Positionen geh�oren zum TPR-Konsensus. Bis auf TOM70

and CNS1 sind alle Sequenzen humanen Ursprungs. TOM70 ist aus N. crassa, CNS1

aus S. cerevisiae.
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Abbildung 20: Die Zweifache Carboxylatklammer.
(A) Superposition der zweifachen Carboxylatklammern von TPRI (lila) und TPRIIA

(hellblau). Die Reste der Carboxylatklammern und die N- bzw. C-Termini der Pep-

tide sind markiert. (B) Superposition der zweifachen Carboxylatklammer der Kom-

plexstruktur von TPRIIA/MEEVD mit den entsprechenden Seitenketten von TPRIIB.

[253] [254]
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Abbildung 21: Bedeutung der Zweifachen Carboxylatklammer von TPRIIA.
(A) Die Bindung des TPRIIA Wildtyp Proteins (TPRIIA WT) und seiner Klammermu-

tanten (10 �M) an Hsp90 (1800 RU). (B) CD-spektroskopisch vermessene Schmelz-

kurven und Schmelztemperaturen (Tm) von TPRIIA WT sowie der Klammermutanten.

TPRIIA WT: schwarze Kreise, K229A: wei�e Kreise, N264A: wei�e Dreiecke, K305A:

wei�e Quadrate, R305A: wei�e Karos.
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Abbildung 22: CD-Spektroskopische Analyse von TPRIIA.
Vergleich der CD-Spektren des TPRIIA Wildtyps und der Klammermutanten K229A,

N264A, K301A und R305A (A) im fernen sowie (B) im nahen UV-Bereich. TPRIIA

WT: schwarze Kreise, K229A: wei�e Kreise, N264A: wei�e Dreiecke, K305A: wei�e

Quadrate, R305A: wei�e Karos.
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Fall von Sti1 kann die inhibitorische Aktivit�at von p60 auf dessen mittle-
re und C-terminale Regionen eingegrenzt werden: die p60 TPRIIL Dom�ane
(Abb. 24 (A)) hemmt die Hsp82-ATPase-Funktion mit gleicher EÆzienz wie
das p60 Volll�angenprotein. Die weitere Eingrenzung der inhibitorischen Akti-
vit�at auf eine der isolierten p60-TPR-Dom�anen TPRI, TPRIIA oder TPRIIB
gelang nicht. TPRI und TPRIIB binden Hsp90 (Kapitel 3.1.1) und Hsp82
(nicht gezeigt) nicht mit physiologisch relevanten AÆnit�aten und inhibie-
ren die Hsp82-ATPase entsprechend nicht. TPRIIA dagegen interagiert mit
Hsp90 und Hsp82 ebenso stark wie das Konstrukt TPRIIL (p60-Reste: 190-
481), welches die beiden Dom�anen TPRIIA (p60-Reste: 223-352) und TPRI-
IB (p60-Reste: 353-477) enth�alt58 (Abb. 23 (A)). �Uberraschenderweise in-
hibiert die isolierte TPRIIA-Dom�ane die Hsp82-Aktivit�at ebenfalls nicht,
obwohl die Hsp90-p60-Interaktion im wesentlichen durch TPRIIA bestimmt
wird (Kapitel 3.1.1). Auch in Kombination wirken die isolierten TPRIIA-
und TPRIIB-Dom�anen nicht inhibitorisch auf Hsp82, w�ahrend nach Fusion
dieser Dom�anen zum TPRIIL Konstrukt eine sehr eÆziente inhibitorische
Aktivit�at beobachtet wird (Abb. 23 (B) und Abb. 24 (A)).

Diese Ergebnisse lie�en ein Modell der Hsp90-ATPase-Inhibition ver-
muten, nach dem TPRIIL gleichzeitig mittels einer hochaÆnen Interaktion
�uber TPRIIA sowie einer niedrigaÆnen Interaktion �uber TPRIIB die benach-
barten carboxyterminalen EEVD-Sequenzen des Hsp90-Schwanz-Schwanz-
Dimers [216] binden w�urde. TPRIIL k�onnte durch diese doppelte Wech-
selwirkung als Spange wirken und die konformationellen Umlagerungen in
Hsp90 blockieren, welche zur Zusammenlagerung dessen N-terminaler Do-
m�anen und zur darau�olgenden ATP-Hydrolyse notwendig sind [78]. Die
strukturellen Voraussetzungen f�ur eine solche Spangenfunktion von TPRIIL
sind erf�ullt, da die Reste der Zweifachen Carboxylatklammer sowohl in TPR-
IIA als auch TPRIIB konserviert sind (Kapitel 3.1.5, Abb. 19 sowie Kapitel
3.1.6, Abb. 23 (A)) und TPRIIB zumindest eine basale AÆnit�at zu EEVD-
Sequenzen aufweist (Kapitel 3.1.2). Die R�ontgenstruktur des gegen�uber
TPRIIL geringf�ugig verk�urzten Konstruktes TPRIIS (p60-Reste: 224-481)
zeigt zudem TPRIIA und TPRIIB als unabh�angige Subdom�anen [254] [261].
Sie werden durch eine verl�angerte �-Helix miteinander verbunden. TPRIIA
besitzt als Bestandteil von TPRIIL dieselbe Struktur wie in Isolation und
TPRIIB bildet als Bestandteil von TPRIIL ebenfalls das typische Faltungs-
muster eines dreifachen TPR-Motivs und formt somit eine �ahnliche Struk-
tur wie TPRI und TPRIIA. Die Betrachtung der TPRIIS-Struktur l�a�t es
als durchaus wahrscheinlich erscheinen, dass TPRIIA und TPRIIB als un-

58Sowohl humanes Hsp90 als auch das Hefeprotein Hsp82 enthalten den minimalen
TPRIIA-Liganden MEEVD (Kapitel 3.1.2 am Carboxyterminus).
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abh�angige Module zur Bindung verschiedener EEVD-Sequenzen dienen.

Zur Untersuchung der Beteiligung von TPRIIA und TPRIIB bei der Bin-
dung von TPRIIL an Hsp90 sowie zur Analyse der Hsp90-ATPase-Inhibition
durch TPRIIL wurden die Zweifachen Carboxylatklammern entweder der
TPRIIA- oder der TPRIIB-Subdom�anen im TPRIIL-Konstrukt mutiert und
die TPRIIL Mutanten auf ihre F�ahigkeit zur Interaktion mit Hsp90 und zur
Inhibition seiner ATPase-Aktivit�at untersucht. Die erzeugten Klammermu-
tanten von TPRIIL sind in Abb. 23 (A) dargestellt.

Keine der eingef�uhrten Klammermutationen bewirkte eine o�ensichtliche De-
stabilisierung der TPRIIL-Strukturen. Alle Proteindom�anen zeigten koope-
ratives Schmelzverhalten59 und die mittels Di�erentieller Scanning Kalorime-
trie (DSC) [281] [282] [284] [285] ermittelten Schmelzpunkte von TPRIIL(WT)
und seiner Mutanten lagen zwischen 58.8ÆC und 61.3ÆC (Tabelle 15 und Abb.
24 (B)). Mutationen der Zweifachen Carboxylatklammer innerhalb der TPR-
IIA-Subdom�ane von TPRIIL bewirkten den v�olligen Verlust der AÆnit�at
von TPRIIL�A zu Hsp90, bzw. Hsp82 und demzufolge zum Verlust des
inhibitorischen Ein
usses auf die Hsp82-ATPase-Aktivit�at (Tabelle 15 und
Abb. 24 (A)). Dieses Ergebnis unterstreicht die dominierende Bedeutung der
TPRIIA-Dom�ane f�ur die Wechselwirkung von p60 mit Hsp90 (Kapitel 3.1.1)
sowie die absolute Notwendigkeit der Zweifachen Carboxylatklammer f�ur die
TPR-vermittelte Bindung von EEVD-Sequenzen (Kapitel 3.1.5, Abb. 21).
Im Gegensatz hierzu bewirkte der Austausch von bis zu vier Seitenketten der
Zweifachen Carboxylatklammer innerhalb der TPRIIB-Subdom�ane weder ei-
ne verminderten AÆnit�at der TPRIIL�B Mutanten zu Hsp90 oder Hsp82
noch zu einer Beeintr�achtigung ihrer inhibitorischen Wirkung auf die Hsp82-
ATPase (Tabelle 15 und Abb. 24 (A)). Wie auch TPRIIL(WT) inhibieren die
TPRIIL�B Mutanten die Hsp82-ATPase in einer konzentrationsabh�angigen
Weise (Abb. 24 (A)).

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse einen regulatorischen Ein
uss
der p60 TPRIIB-Dom�ane auf die Hsp82-ATPase-Aktivit�at an. Diese Wir-
kung der TPRIIB-Dom�ane ist abh�angig von ihrer Verankerung an Hsp82
�uber die TPRIIL-Subdom�ane TPRIIA. Die Bindung von EEVD-Sequenzen
durch TPRIIB ist f�ur seine regulatorische Rolle nicht notwendig.

59Weder das Schmelzverhalten der TPRIIA noch der TPRIIL Dom�anen ist reversibel.
Dies betri�t sowohl die Wildtypproteine als auch die Mutanten. Die Bestimmung von
Schmelzenthalpien und W�armekapazit�aten war aus diesem Grund nicht durchf�uhrbar.
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Abbildung 23: Inhibition der Hsp82 ATPase durch p60 und seine Dom�anen
(A) Dom�anenarchitektur von p60 und Darstellung der TPRIIL Klammermutanten. In

der TPRIIA Subdom�ane wurden wie angegeben die Reste K301 sowie R305 mutiert und

in der TPRIIB Subdom�ane die Reste K364, N339, K429 und R433. (B) Die durch

Radicicol inhibierbare ATPase Aktivit�at von Hsp82 (10 �M) wurde in Abwesenheit

(100% Aktivit�at) und in Gegenwart von p60, bzw. seiner TPR Dom�anen (20 �M)

bestimmt (Kapitel 2.8.5).
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Tabelle 15: Biophysikalische Eigenschaften von TPRIIL WT und Mutanten

Die AÆnit�aten von p60 TPRIIL und seinen Klammermutanten zu Hsp90 (Mensch), bzw.

Hsp82 (S. cerevisiae) wurden wie in Kapitel 3.1.1, Tab. 12 angegeben ermittelt. Die Be-

stimmung der Schmelzpunkte erfolgte durch Di�erentielle Scannig Kalorimetrie (DSC). Die

His6-Tags der TPR-Proteine wurden in dieser Versuchsreihe nicht entfernt. Die Nomenklatur

der Klammermutanten ist in Abb. 23 dargestellt. KB: Keine beobachtbare Bindung bis zu

einer Konzentration von 100�M.

AÆnit�aten Schmelz-
zu Hsp90 zu Hsp82 temperatur

KD KD Tm

TPRIIL WT 3 �M 4 �M 59.5ÆC

TPRIIL �A KB KB 61.3ÆC

TPRIIL �B 4 �M 5 �M 60.0ÆC

TPRIIL �B(3A) 5 �M 8 �M 58.8ÆC

TPRIIL �B(D3) 3 �M 5 �M 59.2ÆC

TPRIIL �B(D4) 4 �M 6 �M 60.8ÆC
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Abbildung 24: Eigenschaften der TPRIIL Klammermutanten
(A) Titration der Hsp82 ATPase Inhibition durch TPRIIL und seine Klammermu-

tanten. Die ATPase Aktivit�at von Hsp82 (10 �M) wurde in Abwesenheit von TPRIIL

sowie in Gegenwart variierender Konzentrationen von TPRIIL Proteinen (20 �M (wei�e

Balken), 10 �M (hellgraue Balken), 5 �M (dunkelgraue Balken) und 2.5 �M (schwar-

ze Balken) bestimmt. (B) Schmelzkurve der TPRIIL �B (3A) Mutante und Modell

eines einfachen �Ubergangs, ermittelt durch DSC. Cp molare W�armekapazit�at.
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3.2 TPR vermittelte Interaktionen weiterer Kofaktoren

Neben den TPR-Dom�anen von p60 wurde eine Reihe weiterer TPR-Proteine,
bzw. deren isolierte TPR-Dom�anen auf ihre F�ahigkeit zur Bindung von er-
weiterten EEVD-Motiven und hinsichtlich ihrer Pr�aferenz zur Bindung von
Hsp70 oder Hsp90 getestet. Unter diesen TPR Proteinen befanden sich die
'klassischen' Hsp90 Kofaktoren PP5 [203] sowie Cyp40 [45], der bekannter-
ma�en mit Hsp70 interagierende mitochondriale Importrezeptor TOM70 [69],
die erst k�urzlich als Hsp70-, bzw. Hsp90-Kofaktoren identi�zierten Proteine
TOM34 [237] und CHIP [150] [151] [152] [227] sowie die neu identi�zierten
Kofaktoren Hcp/TPR2 (entspricht 'TTC2' in Abb. 19) [234] und Unc45 [264]
[305] [306].

PP5, Cyp40, CHIP sowie Unc45 enthalten jeweils ein de�niertes TPR-Modul,
welches drei TPR-Motive enth�alt, die durch eine Zweifache Carboxylatklam-
mer ausgezeichnet sind. TOM70 besitzt lediglich eine Carboxylatklammer,
es werden jedoch durch BLAST 7 TPR-Motive vorausgesagt. TOM34 und
Hcp/TPR2 dagegen besitzen zwei Carboxylatklammern in verschiedenen,
bislang nicht eindeutig abgegrenzten TPR-Modulen (Abb. 19 und [234] [234]).

Die F�ahigkeit dieser Proteine zur Bindung von EEVD-Motiven wurde entwe-
der direkt durch die Bestimmung ihrer AÆnit�aten zu C70-12, bzw. C90-12
Peptiden mittels ITC oder SPR Titrationsexperimenten nachgewiesen oder
indirekt durch Kompetitionsexperimente untersucht (Abb. 16). Die Protein-
phosphatase PP5 zeigte in SPR-Titrationsexperimenten die erwartete Spezi-
�t�at der Bindung an Hsp90. Die PP5-Hsp90-Interaktion konnte zudem durch
C90-12 wesentlich eÆzienter kompetitiert werden als durch das Dodecamer
C70-12 oder das EEVD-Peptid allein (nicht gezeigt). Das Cyp40-Volll�angen-
protein interagiert in SPR-Bindungsexperimenten sehr spezi�sch mit immo-
bilisiertem Hsp90. Dementsprechend zeigt die isolierte TPR-Dom�ane von
Cyp40 (Cyp40(TPR)) die erwartete Spezi�t�at der Bindung von C90-12 (KD

= 15 �M) versus C70-12 (KD = 211 �M). Das Tetramer EEVD interagierte
nur sehr schwach mit Cyp40(TPR) (KD = 894 �M). �Ahnliche Ergebnisse
wurden mit der TPRII-Dom�ane von TOM34 erhalten (Tabelle 16).

Die isolierte TPR-Dom�ane des Unc45-Proteins aus C. elegans hat nur ei-
ne schwache AÆnit�at zu immobilisiertem C. elegans Hsp90 (KD = 50-100
�M) bzw. zum MEEVD-Peptid in freier L�osung (KD = 54 �M) (Tabelle
16). Diese niedrigaÆne Interaktion konnte jedoch konzentrationsabh�angig
und peptidspezi�sch kompetitiert werden (Abb. 25 (B)). Hierbei wirkten
das Pentapeptid MEEVD sowie das den erweiterten C-Terminus des C. ele-
gans Hsp90-Proteins imitierende Dodecapeptid AEEDASRMEEVD als die
st�arksten Inhibitoren. Auch f�ur die Unc45-TPR-Dom�ane stellt somit die
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MEEVD-Sequenz den minimalen Liganden dar. Die inhibitorische Wirkung
des Tetrapeptids EEVD ist unter gleichen Bedingungen zu vernachl�assi-
gen. Das zu MEEVD inverse Peptid DVEEM bewirkte bis zu einer Kon-
zentration von 1200�M ebenfalls keine erhebliche Inhibition. Die Peptide
VEEVD und NYPQGPTVEEVD, welche den Carboxyterminus des Hsp70-
Proteins aus C. elegans imitieren, sind deutlich schw�achere Inhibitoren als die
entsprechenden Hsp90-Peptide. Die Selektivit�at der Kompetitionswirkung
von Hsp70-Peptiden steigt mit zunehmender Peptidl�ange. Insgesamt stellt
sich die TPR-Dom�ane (18.5kDa) des Unc45-Proteins (110kDa) als schwacher
EEVD-Binder mit einer Pr�aferenz zur Wechselwirkung mit Hsp90 dar [264].
Die Interaktion der Voll�angenproteine Unc45 und Hsp90 konnte mittels SPR
nicht quanti�ziert werden, da der Unc45-Hsp90-Komplex unter milden, nicht-
denaturierenden Regenerationsbedingungen nicht dissoziierbar war. Die be-
obachtete langsame und unvollst�andige Dissoziation des Komplexes l�a�t eine
gegen�uber der TPR-Dom�aneninteraktion mit Hsp90 deutlich st�arkere AÆ-
nit�at der Voll�angenproteine zueinander als m�oglich erscheinen.

Die Ubiquitinligase CHIP wechselwirkt im Gegensatz zu allen bisher be-
sprochenen TPR-Proteinen vergleichbar stark mit Hsp70 und Hsp90, wobei
eine schwache Pr�aferenz f�ur die Bindung an Hsp90 besteht (Tabelle 16). Da
CHIP lediglich ein einziges TPR-Modul aus drei TPR-Motiven und einer ein-
zigen Carboxylatklammer besitzt, m�ussen die Wechselwirkungen von CHIP
sowohl mit Hsp70 als auch mit Hsp90 durch diese TPR Dom�ane vermittelt
werden. Die mangelnde Selektivit�at der CHIP-TPR-Dom�ane beim Auslesen
der ausgedehnten EEVD-Motive von Hsp70 und Hsp90 unterscheidet sie so-
mit deutlich von den hochspezi�sch bindenden TPR-Dom�anen von p60, PP5
und Cyp40. Da� die geringe Bindungsspezi�t�at des Volll�angenproteins CHIP
tats�achlich durch unselektive Erkennung der ausgedehnten EEVD-Motive
von Hsp70, bzw. Hsp90 und nicht durch zus�atzliche sekund�are Kontaktstel-
len bedingt wird, legten Kompetitionsexperimente mit kurzen Peptiden nahe
(Abb. 18). Heptamere EEVD-Peptide mit carboxyterminalen Hsp70- oder
Hsp90-Sequenzen (PTIEEVD, SRMEEVD) wirkten als vergleichbar potente
Kompetitoren sowohl der CHIP-Interaktion mit Hsp70 als auch der Wech-
selwirkung mit Hsp90 (Abb. 18). Eine �ahnlich wirksame Inhibition beider
Wechselwirkungen konnte durch das EEVD-Peptid nicht erreicht werden.
Diese Versuche zeigen, dass auch durch CHIP dem EEVD-Motiv benachbar-
te Sequenzen in Hsp70, bzw. Hsp90 ausgelesen werden und die verminderte
Selektivit�at der CHIP-TPR-Dom�ane nicht aus einer auf das EEVD-Motiv
reduzierten Interaktion resultiert.

�Ahnlich wie CHIP bindet TOM70 Hsp70 und Hsp90 mit vergleichbaren Af-
�nit�aten und weist dabei ebenfalls eine leichte Pr�aferenz zur Bindung an
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Tabelle 16: Bindungsspezi�t�aten weiterer TPR-Kofaktoren.

Bindungspr�aferenzen weiterer TPR Kofaktoren f�ur C-terminale Sequenzen von Hsp70

und Hsp90 wurden bestimmt durch SPR Titrationsexperimente mit immobilisierten

Hsp70, bzw. Hsp90 Voll�angenproteinen (�) oder immobilisierten C70-12, bzw. C90-12

Peptiden (|), durch SPR Kompetitonsexperimente mit EEVD-Peptiden (}) oder

durch ITC Messungen mit C70-12 und C90-12 (~), bzw. MEEVD (y). NSB = Bei

einer Proteinkonzentration von 100 �M nicht abges�attigte Bindung; +: schwacher

E�ekt; +++: starker E�ekt.

Kofaktor KD [�M]
Hsp70 Hsp90

PP5 Volle L�ange NSB ~ 7 �M ~

Cyp40 Volle L�ange NSB ~ +++ ~

TPR-Dom�ane 15 �M ~ 211 �M ~

TOM34 TPRII-Dom�ane 4 �M ~ >100 �M ~

Unc45 TPR-Dom�ane + } +++ }

54 �M y

50-100 �M �

TOM70 TOM70� 7 �M � 1 �M �

Hcp Volle L�ange 3 �M | 6 �M |

CHIP Volle L�ange 6 �M � 3 �M �
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Abbildung 25: Bindungspr�aferenzen von Hcp/TPR2 und Unc45(TPR).
(A) Hcp (2�M) wurde in Abwesenheit und Gegegenwart von EEVD-Peptiden (1mM)

�uber C70-12 (wei�e Balken) und C90-12 (schwarze Balken) geleitet. (B) Die Unc45

TPR-Dom�ane (50�M) wurde in Gegenwart und Abwesenheit von EEVD-Peptiden (50-

1200�M) �uber Hsp90 (C. elegans) geleitet. Die in Gegenwart der EEVD-Peptide

erhaltenen Bindungssignale wurden relativ zu den in Abwesenheit der Kompetitoren

erhaltenen Signalen (100%) ausgedr�uckt.
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Hsp90 auf.

Das erst k�urzlich als Hsp70- und Hsp90-Kofaktor identi�zierte J-Dom�anen-
protein Hcp/TPR2 (TTC2 in Abb. 19) [228] besitzt zwei Carboxylatklam-
mern und somit zwei potentielle Bindungsstellen f�ur Hsp70 und Hsp90 [234].
Hcp wies in SPR-Titrationsexperimenten vergleichbare AÆnit�aten zu C70-
12- und C90-12-Peptiden auf, wobei eine leichte Pr�aferenz zur Bindung an
C70-12 festgestellt wurde (Tabelle 16). Experimente, in denen die Hcp-
Bindung an immobilisierte C70-12- und C90-12-Peptide durch dieselben Pep-
tide in L�osung kompetiert wurde, deuten an, da� entweder beide Bindungs-
stellen in Hcp sehr unselektiv mit EEVD-Peptiden interagieren oder �uber-
haupt nur eine geringf�ugig selektive Bindungsstelle aktiv ist (Abb. 25 (A)).
Sowohl C70-12 als auch C90-12 sind e�ektive Inhibitoren sowohl der Hcp-
Interaktion mit C70-12 als auch mit C90-12. Entsprechend der geringf�ugig
h�oheren AÆnit�at von Hcp gegen�uber C70-12 ist dieses Peptid in L�osung in
beiden F�allen der etwas potentere Kompetitor. Die Interaktion von Hcp mit
C90-12 wird durch beide Peptide st�arker gehemmt als die etwas h�oher aÆ-
ne Interaktion von Hcp mit C70-12. Existierten zwei Bindungstellen in Hcp,
die sich durch deutliche Bindungsspezi�t�aten entweder f�ur Hsp70 oder Hsp90
auszeichneten, w�are zu erwarten gewesen, dass das Dodekapeptid C90-12 in
L�osung die Hcp-Interaktion mit immobilisiertem C90-12 st�arker hemmt als
das Dodekapeptid C70-12, w�ahrend C70-12 seinerseits die Interaktion von
Hcp mit immobilisiertem C70-12 st�arker inhibieren sollte als der Kompeti-
tor C90-12. Die erhaltenen Ergebnisse sind dagegen gut vereinbar mit der
Existenz lediglich eines Typs von Bindungsstellen mit nur einer schwachen
Pr�aferenz zur Bindung von Hsp70-EEVD-Peptiden.

3.3 Die Hsp90-CDC37-Interaktion

Als Beispiel einer nicht durch TPR-Module vermittelten Proteininteraktion
wurde die Hsp90-CDC37-Wechselwirkung untersucht. Das Volll�angenprote-
in Hsp90, N- oder C-terminal verk�urzte Fragmente, bzw. die N-terminale,
mittlere oder C-terminale Dom�ane von Hsp90 (N90, M90, C90) wurden auf
einen Sensorchip geladen und CDC37, bzw. die Fragmente CDC37/39-119,
CDC37/147-270, CDC37/147-349 und CDC37/273-349 dar�ubergeleitet (Ka-
pitel 2.8.1).

Spezi�sche Bindungssignale wurden in genau den Experimenten gefunden,
in denen das immobilisierte Hsp90-Konstrukt die N-terminale Dom�ane ent-
hielt und CDC37 das Fragment CDC37/147-270 (Tabelle 17). Das um die
N-terminale Dom�ane verk�urzte Konstrukt Hsp90�N sowie auch die isolierte
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mittlere und C-terminale Dom�ane von Hsp90 interagierte weder mit CDC37
noch mit seinen Fragmenten. Hsp90 sowie auch Hsp90�C und die N90
Dom�ane allein interagierten dagegen mit CDC37 sowie mit den Fragmenten
CDC37/147-270 und CDC37/147-349, nicht jedoch mit CDC37/39-119 und
CDC37/273-34960. Die durch SPR-Titrationsexperimente bestimmte AÆ-
nit�at von N90 zu CDC37/147-270 ist gut vergleichbar mit der AÆnit�at der
Volll�angenproteine Hsp90 und CDC37 (KD = 2.5 �M, bzw. KD = 5.1 �M)
(Abb. 26 (A) und (B), Tab. 18). Ein ITC-Bindungsexperiment best�atigte
die durch SPR-Titration erhaltene AÆnit�at der N90-CDC37/147-270 Inter-
aktion (Abb. 18 (C)). Aufgrund dieser Ergebisse l�a�t sich die Wechselwir-
kung von CDC37 mit Hsp90 auf die Wechselwirkungen der N90-Dom�ane mit
CDC37/147-270 reduzieren. Diese Untersuchungen bildeten die Grundlage
f�ur die erfolgreiche Kristallisation und Strukturl�osung des N90-CDC37/147-
270-Komplexes (Kapitel 4).

Wie schon f�ur die TPR vermittelten Proteininteraktionen mit Hsp90 be-
schrieben, werden sehr schnelle Bindungs- und Dissoziationsgeschwindigkei-
ten auch f�ur die N90-Wechselwirkung mit CDC37/147-270 (Abb. 26) sowie
f�ur die Interaktion der Voll�angenproteine beobachtet. Diese Beobachtung legt
nahe, dass die Kontaktstellen von Hsp90 und CDC37 freiliegen und zumin-
dest keine langsamen konformationellen �Anderungen auftreten m�ussen, um
die Proteininteraktion zu erm�oglichen. Die strukturelle Konserviertheit der
N90-Dom�ane begr�undet die �ahnlichen AÆnit�aten des menschlichen CDC37
zu den Hsp90-Proteinen des Menschen, des Nematoden C. elegans und der
B�ackerhefe S. cerevisiae (Tabelle 18). Das bakterielle Hsp90-Homologe Htpg
dagegen bindet CDC37 nicht61.

Nukleotide beein
ussen die Wechselwirkungen von N90 mit CDC37/147-270,
bzw. von Hsp90 mit CDC37 nur geringf�ugig (Tabelle 18). Die AÆnt�aten
der Proteininteraktionen sanken in Gegenwart von ATP maximal um einen
Faktor von �2. Eine st�arkere Erh�ohung der KD-Werte wurde in Gegen-
wart von ADP beobachtet. Diese Tendenzen waren im Fall der Voll�angen-
proteininteraktion st�arker ausgepr�agt als im Fall der Interaktion von Prote-
indom�anen. Die Gegenwart von Radicicol hatte weder auf die Hsp90-CDC37
noch auf die N90-CDC37/147-270-Wechselwirkung einen me�baren Ein
uss.

60Die hier beschriebenen Interaktionen wurden im wesentlichen auch nach Immobilisati-
on von CDC37, bzw. der CDC37/147-270-Dom�ane gefunden. Die Aktivit�aten der CDC37
Proteine waren jedoch mit nur ca. 10% wesentlich niedriger als die Aktivit�aten der im-
mobilisierten Hsp90-Fragmente (30-50%). Zudem war eine zeitlich schnell fortschreitende
Inaktivierung von CDC37 zu beobachten.

61Dieses Ergebnis ist vor dem Hintergrund der Abwesenheit von CDC37 in E. coli aus
biologischer Perspektive nicht �uberraschend.
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Tabelle 17: Identi�zierung interagierender Hsp90 und CDC37 Dom�anen

Das Voll�angenprotein Hsp90, die um die N- oder C-terminalen Dom�anen verk�urzten

Konstrukte Hsp90�N, bzw. Hsp90�C und die N-terminale, mittlere oder C-terminale

Hsp90 Dom�ane (N90, M90, C90) wurden auf Sensorchips geladen (1500-2500 RU) und

CDC37, bzw. die CDC37 Konstrukte CDC37/39-119, CDC37/147-270, CDC37/147-

349 oder CDC37/273-349 wurden in einer Konzentration von 5 �M dar�ubergeleitet.

Bindungssignale >20 RU wurden als Hinweise auf spezi�sche Interaktionen gewertet

und im folgenden mit '+' gekennzeichnet. Typischerweise ergaben die mit '+' gekenn-

zeichneten Interaktionen unter den bezeichneten Bedingungen Signale > 50RU.

CDC37

CDC37 39-119 147-270 147-349 273-349

Hsp90 + � + + �

90�N � � � � �

90�C + � + + �

N90 + � + + �

M90 � � �

C90 � � �
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Abbildung 26: Interaktionen zwischen Hsp90 und CDC37.
(A) CDC37/147-270 wurde in steigenden Konzentrationen (270nM-35�M) �uber N90

(1200 RU) geleitet. (B) Die Gleichgewichtsbindungssignale (Req) wurden gegen die

CDC37 Konzentrationen aufgetragen und die thermodynamische Dissoziationskonstan-

te (KD=2.5�M) ermittelt. (C) Das ITC-Experiment wurde durchgef�uhrt mit N90 (50

�M) in der Kammer und CDC37/147-270 (700 �M) in der Spritze. KD=2.1�M,

n=1.1.
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Tabelle 18: Bindungsst�arken (KDs) von Hsp90-CDC37 Wechselwirkungen

Die N-terminale Dom�ane von Hsp90, bzw. die Voll�angen Hsp90-Proteine des Men-

schen, des Fadenwurms C. elegans, der B�ackerhefe S. cerevisiae sowie das bakteriel-

le E. coli Homologe Htpg wurden auf Sensrochips geladen (1500-2500 RU) und mit

CDC37, bzw. der Dom�ane CDC37/147-270 (200 nM-100 �M) in Abwesenheit, bzw. in

Gegenwart der Nukleotide ATP oder ADP (2 mM) oder von Radicicol (10 �M) titriert.

Soweit nicht anders angegeben wurden Proteine menschlichen Ursprungs verwendet.

Immobilisiert: N90 Hsp90

In L�osung: CDC37/147-270 CDC37

Ohne Nukleotid 2.5�0.5 �M Mensch (Hsp90): 5.1�1 �M

ITC: 2.1 �M C. elegans (Hsp90): 3.2 �M

S. cerevisiae (Hsp82): 3.6 �M

E. coli (HtpG): Keine Interaktion

+ATP (2 mM) 3.8 �M 10 �M
ITC: 6.9 �M

+ADP (2 mM) 6.5 �M 30 �M

+Radicicol (10 �M) 2.6 �M 3 �M
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4 Diskussion

4.1 TPR vermittelte Proteininteraktionen

... in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen

Seit der Entdeckung der Aminos�auresequenzmotive vom Typ der Tetratrico-
peptiderepeats (TPR Motive) vor ca. 10 Jahren [243] [244] wurde ihre bedeu-
tende Rolle bei der Vermittlung spezi�scher Protein-Proteinwechselwirkungen
in einer Reihe intrazellul�arer Multiproteinkomplexe und in verschiedenen
funktionellen Kontexten nachgewiesen. Hierzu geh�oren die Proteintrans-
lokation, die Proteinfaltung und die Zellzyklusregulation [238] [239] [240].
Strukturell bilden TPR Motive in guter �Ubereinstimmung mit den theore-
tischen Vorhersagen Ensembles aneinandergereihter �-Helices aus, die einen
zentralen Ligandenbindungsgraben umschlie�en [250] (Abb. 4 in Kapitel 1.3).
Dementsprechend erfolgte die Klassi�zierung der TPR Strukturen in eine
Gruppe �-helikaler und aus kurzen Sequenzmotiven aufgebauter Protein-
dom�anen unterschiedlicher Topologie [251]. Neben den TPRMotiven geh�oren
dieser Gruppe die sog. HEAT-Motive [307], die Ankyrin-Motive [308], die
Armadillo-Sequenzen [309] [310] sowie die Leucin-reichen Varianten-Motive
[311] an.

Im Gegensatz zur gut charakterisierten Struktur von TPR-Dom�anen blieb
die Natur der TPR Liganden sowie der Mechanismus der spezi�schen Ligan-
denerkennung lange unbekannt. Den zun�achst vorherrschenden Modellen
zur Folge sollten TPR Dom�anen entweder Sekund�arstrukturelemente, wie
etwa exponierte �-Helices, erkennen, mit denen sie Coiled-Coiled-Strukturen
ausbilden k�onnten, oder alternativ dreidimensionale Proteinober
�achen ab-
tasten [239] [251]. Erst die Beobachtung der Kristallpackung einer kurzen,
C-terminalen Sequenz der p60 TPRI Dom�ane in den vermeintlichen Ligan-
denbindungsgraben des Nachbarmolek�uls begr�undete die Arbeitshypothese,
dass die TPR Kofaktoren in Hsp70/Hsp90 Multichaperonkomplexen kurze
Sequenzen der Carboxytermini von Hsp70 und Hsp90 in ausgestreckter Kon-
formation auslesen [254] (Kapitel 3.1).

Zur �Uberpr�ufung dieser Hypothese wurden im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit zun�achst die TPR vermittelten Proteininteraktionen im tern�aren
Hsp70-p60-Hsp90 Komplex analysiert (Abb. 27 (A)). Die bimolekula-
ren Wechselwirkungen zwischen p60 und Hsp70 konnten im wesentlichen
auf die Interaktionen der p60 Dom�ane TPRI mit der C-terminalen Hept-
amersequenz von Hsp70 PTIEEVD-COOH reduziert werden. Analog hierzu
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stellt die Wechselwirkung zwischen der p60 Dom�ane TPRIIA und der C-
terminalen Pentamersequenz von Hsp90 MEEVD-COOH das Kernst�uck der
p60-Hsp90 Voll�angenproteininteraktion dar (Kapitel 3.1.1 und 3.1.2). Kur-
ze 5-7mer Peptide, welche die genannten Sequenzen enthielten, konnten zur
vollst�andigen Kompetition der Wechselwirkungen zwischen p60 und Hsp70,
bzw. zwischen p60 und Hsp90 eingesetzt werden (Kapitel 3.1.2). Diese Er-
gebnisse demonstrierten zum ersten Mal, dass nat�urliche TPR Liganden
durch Peptide repr�asentiert werden k�onnen, welche zu kurz sind, um
stabile Sekund�ar- oder Terti�arstrukturen auszubilden.

Das EEVD-COOHMotiv der Hsp70 und Hsp90 C-Termini dient als gene-
relle Ankersequenz zur Anlagerung von Hsp70 und Hsp90 TPR-Kofaktoren.
Die Sequenz EEVD-COOH ist in allen eukaryotischen Vertretern der Hsp70
und Hsp90 Familien hochkonserviert (Abb. 14) und sie ist f�ur diese zwei
Familien molekularer Chaperone charakteristisch. Die TPR Dom�anen der
Hsp70 und Hsp90 Kofaktoren besitzen mit der sog. Zweifachen Carboxylat-
klammer die zum EEVD-COOHMotiv ihrer Liganden komplement�are Struk-
tur (Kapitel 3.1.5, Abb. 19 und Abb. 20 sowie Kapitel 3.1.6). Wie das EEVD
Motiv ist auch die Zweifache Carboxylatklamer hochkonserviert und f�ur
TPR-Proteine aus Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen kennzeichnend.
Wie eine Steckdose �xiert die Zweifache Carboxylatklammer der TPR-
Dom�anen das EEVD-'Stecker'-Motiv ihrer Liganden in zwei Punkten.
Beide Carboxylatfunkionen des Aspartatrestes im EEVD-Motiv sind in ein
dichtes Netzwerk von Salz- und Wassersto�br�uckenbindungen mit den Ami-
nos�aureseitenketten der Zweifachen Carboxylatklammer eingebettet, auch
bestehen hydrophobe Kontakte zum angrenzenden Valin [253] [254].

Zwar ist die vollst�andige Integrit�at der Wechselwirkungen zwischen dem
EEVD-Motiv und der Zweifachen Carboxylatklammer absolut notwendig f�ur
die eÆziente Kofaktorbindung an Hsp70 und Hsp90 (Kapitel 3.1.2, Abb. 13,
Kapitel 3.1.5 und 3.1.6), doch sind die Interaktionen allein dieser konservier-
ten Strukturen nicht hinreichend zur Sicherstellung einer physiologisch rele-
vanten Ligandenbindungsst�arke (Kapitel 3.1.2, Abb. 10 und 12 sowie Kapitel
3.2). Insbesondere die an die EEVD-COOH Sequenz angrenzenden 1-3 hy-
drophoben und f�ur Hsp70, bzw. Hsp90 spezi�schen Aminos�auren vermitteln
die hohe AÆnit�at und vor allem die Selektivit�at TPR-vermittelter Proteinin-
teraktionen in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen. So wirken im Hsp70-
p60-Hsp90 Komplex das Isoleucin im Hsp70 C-Terminus (PTIEEVD-
COOH) und das Methionin im Hsp90 C-Terminus (MEEVD-COOH)
als 'prim�are Spezi�t�atsanker' (Abb. 27 (B), Kapitel 3.1.2, Abb. 10, 12
und Abb. 13). Das Prolin der Hsp70 Sequenz (PTIEEVD) geht weitere
hydrophobe Interaktionen mit der p60 TPRI Dom�ane ein und stellt den 'se-
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Abbildung 27: TPRs in Hsp70-Hsp90-Multichaperonkomplexen.
(A) Der Hsp70-p60-Hsp90-Komplex. (B) Ligandenbindungsmotive der p60 Dom�anen

TPRI und TPRIIA. Hyp: hydrophobe Seitenketten. Durch TPRI und TPRIIA erkannte

Seitenketten sind gr�un dargestellt, die spezi�sch erkannten Reste in rot (TPRI) oder

blau (TPRIIA). Die Gr�o�e der Buchstaben repr�asentiert die relative Bedeutung der

Seitenketten. (C) Die Zweifache Carboxylatklammer als Kriterium zur Voraussage

neuer Interaktionspartner von Hsp70 und Hsp90.
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kund�aren' Spezi�t�atsanker dar (Kapitel 3.1.2, Abb. 13).

Die substantiellen Bindungsbeitr�age hydrophober Wechselwirkun-
gen sowohl f�ur die zwischen Hsp70 und Hsp90 nicht di�erenzierende, EEVD-
vermittelte Verankerung der TPR-Liganden als auch insbesondere der stark
ausgepr�agte spezi�t�atsdeterminierende Ein
u� hydrophober Interaktionen
(Kapitel 3.1.2 und Kapitel 3.1.3) waren vor dem Hintergrund der bestehenden
Modellvorstellungen unerwartet [183] [214] [215] [252]. Als treibende Kraft
TPR vermittelter Proteininteraktionen in Hsp90 Multichaperonkomplexen
wurden elektrostatische Wechselwirkungen angesehen. Die Notwendigkeit
des EEVD-Motifs f�ur die Bindung von TPR-Kofaktoren war zwar durch De-
letionsmutagenese illustriert wordencitetpr13 [312], jedoch wurde eine struk-
turgebende Funktion dieser Sequenz vermutet ('Minidom�ane'). Zudem blieb
der Mechanismus einer zwischen Hsp70 und Hsp90 diskriminierenden Ligan-
denerkennung ungekl�art. Durch den Einsatz einer kombinatorischen Pep-
tidbibliothek (Ac-O/X4-VD-COOH) wurden im Rahmen dieser Arbeit am
Beispiel der p60 TPRI Dom�ane deutliche Bindungspr�aferenzen f�ur hydro-
phobe Seitenketten in allen f�unf gestesteten Positionen, insbesondere jedoch
in den Positionen 1 und 3 der Heptapeptidliganden, aufgedeckt (Kapitel 3.1.3
und Kapitel 3.1.4). Tats�achlich leisten auch im nat�urlichen TPRI Liganden
die konservierten Glutamatseitenketten des Hsp70 C-Terminus keinen Bei-
trag zur Bindung von TPRI. Die p60 Dom�ane TPRIIA hat zwar eine gene-
rell st�arkere Tendenz zur Wechselwirkung mit negativ geladenen Seitenket-
ten als TPRI, in den Positionen 1 und 3 der heptameren Peptidkollektionen
Ac-O/X4-VD-COOH bevorzugt TPRIIA jedoch ebenfalls hydrophobe Reste
(Abb. 27 (B), Kapitel 3.1.3).

Die R�ontgenstrukturanalyse der p60 Dom�anen TPRI und TPRIIA im
Komplex mit ihren jeweiligen Peptidliganden best�atigte die Befunde der
Peptidbindungsstudien (Abb. 28, [253] [254] [261]) und bewies eindeutig die
ausgestreckte Konformation der gebundenen Peptidliganden. Wie zu erwar-
ten, interagieren lediglich die C-terminalen 7-8 Aminos�auren des kokristal-
lisierten Hsc70 Dodekapeptids Ac-GASSGPTIEEVD-COOH mit der TPRI
Dom�ane. Die angrenzenden vier Seitenketten sind 
exibel und ungeordnet
und somit in der Kristallstruktur nicht sichtbar. W�ahrend die gro�e Bedeu-
tung der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen dem EEVD-COOH
Motiv und der Zweifachen Carboxylatklammern aus den Kristallstrukturen
abgesch�atzt werden konnte, waren insbesondere die wesentlichen Bindungs-
beitr�age hydrophober Protein-Peptidkontakte durch Strukturbetrachtungen
nicht ersichtlich und bedurften der experimentellen Bestimmung. Die Struk-
turen der p60 TPR-Dom�anen sind rigide und erfahren durch Ligandenbin-
dung keine konformationellen �Anderungen [261]. Diese Ergebnisse sind gut
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vereinbar mit den schnellen Bindungs- und Dissoziationskinetiken der Hsp70
und Hsp90 Komplexe mit TPRI, bzw. TPRIIA (Kapitel 3.1.1) sowie mit
der sehr dynamischen Natur von Hsp70/Hsp90-Mutichaperonkomlexe [118]
[133].

Da die Zweifache Carboxylatklammer kennzeichnend ist f�ur die TPR Ko-
faktoren der Hsp70/Hsp90-Multichaperonmaschinerie, konnten die konser-
vierten Seitenketten der Klammer zur Datenbankrecherche und damit zur
Identi�zierung von Kandidaten neuer Hsp70 und Hsp90 Kofaktoren
herangezogen werden (Abb. 27 (C)). Die meisten dieser Kandidaten sind
bisher funktionell nicht oder nur sehr unvollst�andig charakterisiert: TTC1
und TTC262 sind bekannt als Interaktionspartner von Neuro�bromin [313];
TTC3 liegt in einer chromosomalen Region, die in der Pathologie des Down-
Syndroms impliziert wurde [314]; TTC4 liegt in einer bei Brustkrebs h�au�g
deletierten chromosomalen Region [315]; IRSP63 ist ein mit Unfruchtbarkeit
assoziiertes Spermien Protein [316]; SGT64 wird als Interaktionspartner des
Parvovirus NS1 Proteins diskutiert [317]; KIAA0719 ist ein humanes Protein
mit unbekannter Funktion und Unc45 (C. elegans) ist in die Myosinbiogenese
involviert [305] [306].

Experimentell wurden diese Vorhersagen bislang an den Beispielen von TTC2-
/TPR2/Hcp und Unc45 [228] [234] [264] best�atigt. Das J-Dom�anenprotein
Hcp wurde als ein gemeinsamer TPR Kofaktor von Hsp70 und Hsp90 klas-
si�ziert (Kapitel 3.2, Abb. 16). Es enth�alt mindestens zwei TPR-Module
mit Carboxylatklammerstrukturen. Die Bindungspr�aferenzen der einzelnen
TPR Dom�anen von Hcp bleiben weiter zu analysieren. Seine funktionelle
Bedeutung f�ur das Zusammenspiel von Hsp70 und Hsp90 sind ebenfalls ein
Gegenstand der aktiven Forschung. Die Implikation von Hcp bei der Sup-
pression eines neurodegenerativen Ph�anotyps im Drosophila melanogaster
Modell [318] machen dieses Protein zu einem auch aus medizinischer Sicht
hochinteressanten Untersuchungsobjekt. Die Rolle von Hcp als Kofaktor
zweier prominenter Familien molekularer Chaperone ist ein weiterer Hinweis
auf deren Potential zur Modulation von Proteinaggregationsereignissen im
Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen [98] [99]. Das C. elegans Protein
Unc45 wurde als spezi�scher Hsp90 Kofaktor klassi�ziert (Kapitel
3.2, Abb. 16). Es enth�alt TPR Dom�ane mit drei TPR Motiven, welche die
Bindungspr�aferenz f�ur Hsp90 vermittelt. Genetische Studien sprechen f�ur
eine Beteiligung von Unc45 bei der Myosinbiogenese [305] [306]. K�urzlich
konnte die direkte Assoziation von Unc45 mit Myosin in vitro nachgewiesen

62TTC; engl.: Tetratricopeptide Repeat Containing Protein;
63IRSP; engl.: Infertility Related Sperm Protein;
64SGT; engl.: Small Glutamine-rich Tetratricopeptide;
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Abbildung 28: Strukturen der TPR-Peptidkomplexe.
(A) Struktur von TPRI im Komplex mit dem Hsc70 Dodekapeptid

Ac-GASSGPTIEEVD-COOH und (B) Struktur von TPRIIA im Komplex mit

dem Hsp90 Pentapeptid Ac-MEEVD-COOH. Die TPR Strukturen sind als Rib-

bondiagramme dargestellt. Die N- und C-Termini der Proteine und Peptide sind

gekennzeichnet. [253] [254]
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werden und eine ATP unabh�angige, generelle Chaperonaktivit�at von Unc45
wurde festgestellt [264]. Diese Ergebnisse lassen eine mit CDC37 vergleich-
bare Funktion von Unc45 als substratspezi�scher Rekrutierungsfaktor von
Hsp90 vermuten. W�ahrend CDC37 Hsp90 im Rahmen der Reifung von Pro-
teinkinasen rekrutiert (Kapitel 1.2.4), k�onnte Unc45 diese Funktion bei der
Biogenese von Myosin erf�ullen. Eine Beteiligung von Hsp90 bei der Rei-
fung und Assemblierung eines so h�au�gen Proteins wie Myosin w�urde zudem
auch den Bedarf f�ur die sehr hohen zellu�aren Hsp90 Konzentrationen unter
normalen Wachstumsbedingungen erkl�aren (Kapitel 1.2.1).

Trotz der zutre�enden Voraussage von zwei neuen Hsp70, bzw. Hsp90 Kofak-
toren sei betont, dass die Identi�zierung einer Zweifachen Carboxylatklam-
mer durch strukturelle Sequenzanalysen allein keine physiologisch rele-
vante AÆnit�at der neu identi�zierten TPR Proteine zu den Carboxyter-
mini von Hsp70 oder Hsp90 garantiert. Die Seitenketten der Zweifachen
Carboxylatklammer wechselwirken nur mit den letzten beiden Aminos�auren
des EEVD-Motivs. Das Tetrapeptid EEVD besitzt aber lediglich eine sehr
basale AÆnit�at zu allen bislang getesteten TPR Strukturen von p60, Cyp40
und hTOM34 (Kapitel 3.1.2 und 3.2). Weitere Proteininteraktionen m�ussen
die Wechselwirkungen der Zweifachen Carboxylatklammer erg�anzen, um ei-
ne physiologisch relevante Ligandenbindung zu erreichen. Die p60 TPRIIB
Dom�ane kann als Beispiel einer klassischen TPR Dom�ane mit Zweifacher
Carboxylatklammer aber ohne o�ensichtlichen Interakionspartner genannt
werden (Kapitel 3.1.2 und 3.1.5 Abb. 19, [261]). TPRIIB bindet das EEVD-
Tetrapeptid mit sehr schwacher AÆnit�at, assoziiert jedoch nicht me�bar mit
den Voll�angenproteinen Hsp70 oder Hsp90 (Kapitel 3.1.1 und 3.1.2). Das Bei-
spiel der Ubiquitinligase CHIP 65 zeigt zudem, dass die Bindungsspezi�t�aten
von TPR Kofaktoren auch im Fall der Beobachtung physiologisch relevanter
Interaktionen mit entweder Hsp70 oder Hsp90 weiter experimentell �uberpr�uft
werden m�ussen, da eine einzige TPR Dom�ane die Carboxytermini von Hsp70
und Hsp90 durchaus unselektiv mit vergleichbarer St�arke zu binden vermag
(Kapitel 3.2, [151] [152] [227]). Abschlie�end sei auf Hip als einen weiteren
TPR Kofaktor in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen hingewiesen, der
keine Carboxylatklammer enth�alt und mit der ATPase-Dom�ane von Hsc70
assoziiert [109] [256] [257].

Kurz vor der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit wurde die Struktur des
Cyp40 Volll�angenproteins in Abwesenheit von Liganden publiziert [319].
Cyp40, ein Vertreter der Familie grosser Immunophiline, trat in einer mono-
klinen und einer tetragonalen Kristallform auf. Die Struktur der Immuno-
philindom�ane des Zweidom�anenproteins Cyp40 entsprach erwartungsgem�ass

65engl.: Carboxyterminus Hsc70 Interacting Protein
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in beiden Kristallformen der Struktur der 'kleinen Immunophiline' [320]. Die
Cyp40-TPR-Dom�ane �ahnelt in der monoklinen Kristallform den Strukturen
der p60-TPR-Dom�anen [253] [254], bzw. der PP5-TPR-Dom�ane [250]. In der
tetragonalen Kristallform des Cyp40 Volll�angenproteins dagegen erscheint die
Cyp40-TPR-Dom�ane in einer 'aufgeklappten', partiell 'entfalteten' Konfor-
mation. Die beiden �-Helices des ersten TPR-Motivs besitzen anstelle der
antiparallelen Anordnung eine ausgestreckte Konformation und bilden eine
einzige ausgestreckte Helix aus. Die ausgestreckten Helices zweier Cyp40
Molek�ule gehen im Proteinkristall intermolekulare Kontakte ein, wie sie an-
sonsten als intramolekulare Wechselwirkungen in TPR-Strukturen auftreten
und wie sie urspr�unglich durch das 'knob-and-hole'-Modell als ein m�oglicher
Mechanismus f�ur Proteininteraktionen zwischen zwei TPR-Proteinen vorge-
schlagen wurden [238] [239]. Die Autoren der Cyp40-Struktur interpretieren
die ausgestreckte Konformation der TPR-Dom�ane in der tetragonalen Kri-
stallform als Proteinfaltungsintermediat [319].

TPRs in anderen zellul�aren Kontexten

Seit der Ver�o�entlichung des Mechanismus TPR vermittelter Proteininterak-
tionen in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen [253] wurden TPR-Dom�a-
nen-Ligandeninteraktionen in zwei weiteren funktionellen Kontexten, dem
peroxisomalen Proteinimport [245] [246] und im Multienzymkomplex der
NADPH Oxidase [249] [321], aufgekl�art. Die TPR Dom�ane des humanen
Rezeptors peroxisomaler Importsignale vom Typ PTS1 hPEX5 enth�alt zwei
Cluster mit jeweils drei TPR Motiven, die durch eine Scharnierstruktur
miteinander verkn�upft sind und die in dieser Anordnung der p60 TPRIIL
Dom�ane �ahneln ([246], Abb. 27 (A)). W�ahrend in der Struktur der p60
TPRIIL Dom�ane die zwei Subdom�anen TPRIIA und TPRIIB unabh�angige
Bindestellen f�ur zwei EEVD-Peptide bereitstellen [261] [254], formen die zwei
TPR Cluster der Dom�ane von hPEX5 eine gemeinsame Bindesstelle f�ur ihren
Liganden. Dieser wird von den zwei Subdom�anen TPR1-3 und TPR5-7 beid-
seitig umringt und vollst�andig umschlossen. Die Struktur der hPEX5 TPR1-
3 und TPR5-7 Cluster ist vergleichbar mit der Struktur der p60 TPRI und
TPRIIA Dom�anen (Abb. 28). Gemeinsam formen die TPR1-3 und TPR5-
7 Subdom�anen von hPEX5 jedoch einen Ligandenbindungstunnel im Ge-
gensatz zu den einseitig ge�o�neten Ligandenbindungsgr�aben von TPRI und
TPRIIA. Analog zu der Situation in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen
liest hPEX5 die C-terminalen Zielsteuerungssequenzen f�ur Peroxisomen (SKL-
COOH Motive) in ausgestreckter Konformation aus.

Eine anders geartete Interaktion geht die ebenfalls drei Motive enthaltende
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TPR Dom�ane der NADPH Oxidase Untereinheit p67phox mit dem
kleinen G-Protein Rac(GTP) ein [249]. W�ahrend die Struktur der p67phox

TPR-Dom�ane wiederum der Struktur der p60 TPR Dom�anen gleicht [322]
(Abb. 28), ist ihr Ligandenbindungsgraben bei der Bindung von Rac(GTP)
nicht direkt beteiligt. Hier erfolgt die Wechselwirkung �uber eine �-
Haarnadelstruktur als Insertion zwischen zwei TPR-Sequenzen der p67phox

Dom�ane. Diese Haarnadelschleife formt eine �-Faltblatt-Interaktion mit ei-
ner Schleifenstruktur in Rac(GTP) aus. Sequenzinsertionen dieser Art wer-
den auch in den Prim�arstrukturen von TPR-Dom�anen der Hsp70/Hsp90-
Multichaperonmaschinerie beobachtet. Insbesondere die Immunophiline wei-
sen ausgepr�agte Sequenzeinsch�ube zwischen dem ersten und zweiten TPR
Motiv ihrer drei Motive enthaltenden TPR Dom�anen auf (Kapitel 3.1.5,
Abb. 19). Durch limitierte Proteolyse der Cyp40 TPR Dom�ane und mas-
senspektrometrische Identi�zierung ihrer Verdauprodukte wurde festgestellt,
dass diese Sequenzeinsch�ube ebenfalls 
exible und f�ur Proteasen zug�angli-
che Schleifenstrukturen ausbilden (Achim Brinker, Daten nicht gezeigt). In-
sertionen dieser Art stellen somit m�oglicherweise ganz allgemein alternative
oder sogar zus�atzliche Ober
�achen f�ur spezi�sche, TPR vermittelte Protein-
interaktionen zur Verf�ugung. F�ur die TPR Dom�anen der gro�en Immu-
nophiline scheinen daher M�oglichkeiten zur Interaktion nicht nur mit dem
Hsp90 EEVD-Motiv, sondern zudem zur Interaktionmit weiteren Bindungs-
partnern nach Art der p67phox-Rac(GTP)-Wechselwirkung zu bestehen. Ana-
log zur Situation der ligandenfrei kristallisierten p60 TPRI Dom�ane ist auch
der putative Ligandenbindungsgraben der p67phox TPR Dom�ane im Kom-
plex mit Rac(GTP) nicht leer, sondern der C-terminale Schwanz des TPR-
Konstruktes bindet in den Graben desselbenMolek�uls zur�uck und nimmt hier
eine ausgestreckte Konformation ein. Dies deutet im Umkehrschlu� zu dem
Fall der gro�en Immunophiline in Hsp90 Komplexen auf die m�ogliche Exi-
stenz weiterer Interaktionen der p67phox TPR Dom�ane im NADPH Oxidase
Multienzymkomplex nach Art der TPR vermittelten EEVD-Ligandenbindung
hin. Der generelle Importrezeptor mitochondrialer Proteine Tom20 enth�alt
ein einziges TPR Sequenzmotiv (Aminos�auren: 69-103), welches ebenfalls
ein Paar antiparalleler �-Helices ausbildet [323]. Die Struktur des isolierten
TPR Motivs kann zwanglos mit der des ersten Motivs der p60 TPRI Dom�ane
�uberlagert werden [254]. Das Tom20 TPR Motiv ist wesentlich an der Bin-
dung von Signalsequenzen mitochondrialer Importsubstrate beteiligt [323].
Gemeinsam mit zwei weiteren, direkt an das TPR Motiv angrenzenden �-
Helices des Rezeptors bindet Tom20 die amphiphilen, ebenfalls �-helikalen
Signalsequenzen �uber hydrophobe Wechselwirkungen. Dieses Beispiel illu-
striert sehr deutlich, dass auch isolierte TPR Motive produktiv zu Protein-
interaktionen beitragen k�onnen. Die Wechselwirkung zwischen dem Tom20



4 Diskussion 121

TPR Motiv und der �-helikalen Importsequenz f�ur Mitochondrien repr�asen-
tiert den Typus molekularer Erkennung, wie er bis vor kurzem als genereller
Mechanismus TPR vermittelter Proteininteraktionen angenommen wurde.

Zusammenfassend stellen sich TPR Motive als eine sehr vielseitige Klasse
von Proteininteraktiosmodulen dar. Das durch die nur locker konservierten
34er Sequenzen ausgebildete Paar antiparalleler �-Helices kann als weitge-
hend unabh�angige Faltungseinheit [323] mit sich selbst oder mit Struktu-
ren angrenzender Proteinregionen kombiniert und durch Sequenzeinsch�ube in
TPR Clustern erg�anzt werden. Hierdurch entstehen variable Kontakt
�achen
zur Wechselwirkung mit kurzen, ausgestreckten Proteinstrukturen �uber Li-
gandenbindungsgr�aben [253] und -tunnel [246] oder zur Wechselwirkung mit
�-Faltblattstrukturen [249] und �-Helices [322]

Weitere peptidbindende Proteininteraktionsdom�anen

DiePDZ-Dom�anen repr�asentieren eine weitere Klasse peptidbindender Pro-
teininteraktionsdom�anen [324]. PDZ Dom�anen bestehen aus ��-Sandwich-
Strukturen und sind den PTB-(Phosphotyrosin-Bindung) und PH-(Pleckstrin-
Homologie) Dom�anen verwandt [325]. Sie besitzten jedoch keinerlei Se-
quenz�ahnlichkeiten oder �Ahnlichkeiten der Struktur mit den TPR Dom�anen.
Wie diese erkennen PDZ-Dom�anen kurze C-terminale Sequenzen ihrer Ligan-
den mit dem Konsensus X-Thr/Ser-X-Val-COOH. Der Bindungsmodus der
Peptidliganden von PDZ-Dom�anen unterscheidet sich wesentlich vom Bin-
dungsmodus der EEVD-Peptide an TPR Dom�anen. Die PDZ-Peptidliganden
lagern sich an die Proteindom�anen an, indem sie eine vorgebildete �-Falt-
blattstruktur um einen weiteren Strang erweitern.

Eine entfernte Struktur�ahnlichkeit besteht dagegen zwischen TPR-Dom�anen
und 14-3-3 Dom�anen [250] [253] [326]. 14-3-3 Dom�anen bilden Homo-
dimere, die jeweils aus neun �-Helices bestehen. Die �Uberlagerung ligan-
denbeladener TPR und 14-3-3 Strukturen deutet auf eine �ahnliche r�aumliche
Anordnung der Carboxylatklammerreste, bzw. der entsprechenden kritischen
Seitenketten der 14-3-3-Peptidinteraktion hin [253].

4.2 Kooperation von Hsp90 mit CDC37

Die Wechselwirkung von Hsp90 mit seinem Kofaktor CDC37 wird nicht
durch TPR Dom�anen vermittelt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konn-
te die Volll�angenproteininteraktion auf die Wechselwirkung der N-terminalen
Dom�ane von Hsp90 mit der mittleren Dom�ane von CDC37 (CDC37/147-270)
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reduziert werden (Kapitel 3.3). Diese Studien stellten die Grundlage f�ur
die erfolgreiche Kristallisation und Strukturl�osung des N90-CDC37/147-270
Komplexes dar (Abb. 4.2, [327]). Das CDC37 Fragment packt auf die Klap-
penstruktur der N90 Dom�ane, welche die ATP-Bindungstasche im Anschlu�
an die Nukleotidbindung schlie�t, und stabilisiert die ge�o�nete Konformati-
on der N90 Klappe (Kapitel 1.2.2 Abb. 3). Substantielle konformationelle
�Anderungen der Komplexstruktur wurden in Gegenwart von Nukleotiden
nicht beobachtet. Diese Beobachtung be�ndet sich in guter �Ubereinstim-
mung mit der weitgehenden Insensitivit�at der Komplexstabilit�at gegen�uber
Nukleotiden und Radicicol 3.3 Tabelle 18). Auf die ATPase-Aktivit�at von
Hsp90 wirken sowohl das CDC37 Voll�angenprotein als auch das CDC37-147-
270 Fragment inhibierend (Jason Young, pers�onliche Mitteilung und [327]),
obwohl die Zug�anglichkeit der ATP Bindungsstelle in N90 zumindest durch
das Fragment CDC37/147-270 sterisch nicht behindert wird.

Dem 'molekularen Klammermodell' zum Wirkmechanismus von Hsp90
zufolge kontaktieren sich die N90 Dom�anen des Hsp90 Dimers im Laufe des
ATPase Zyklus nach Bindung von ATP (Kapitel 1.2.2 Abb. 3 and [78] [190]).
Diese Zusammenlagerung der N-terminalen Dom�anen w�urde dann die Hydro-
lyse des gebundenen ATP ausl�osen. Nach Betrachtung des N90-CDC37/147-
270 Komplexes erscheint es als m�oglich, da� CDC37 durch die Bindung der
N90-Dom�anen deren Dimerisierung unterbindet und auf diesem Wege die
ATP-Hydrolyse inhibiert.

Ein weiteres Beispiel f�ur die negative Regulation der Hsp90 ATPase-Aktivit�at
ist die Hemmung dieser Aktivit�at durch das Adapterprotein p60/Hop/Sti1
[190]. Laurence Pearl und Mitarbeiter konnten die Hemmwirkung von p60/-
Hop/Sti1 auf eine der TPRIIL Dom�ane entsprechende Region eingrenzen
[190]. Diesen Studien zur Folge induziert die Bindungen von p60/Hop/Sti1
an die C-terminalen Dom�anen von Hsp90 bedeutende konformationelle Um-
lagerungen in dem Chaperon. Gebundenes Nukleotid wird verdr�angt und ein
nukleotidfreier Zustand induziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konn-
te gezeigt werden, dass die Anwesenheit der p60 TPRIIB Dom�ane f�ur diesen
E�ekt von essentieller Bedeutung ist, obwohl die Bindung von TPRIIL an
Hsp90 durch die Interaktion der TPRIIA Subdom�ane mit dem carboxyter-
minalen EEVD-Motif eines Hsp90 Monomers dominiert wird (Kapitel 3.1.1
und 3.1.6). Die Zweifache Carboxylatklammer der TPRIIB-Dom�ane ist f�ur
diesen E�ekt unbedeutend (Kapitel 3.1.6).

Die Mechanismen der Hsp90 ATPase Inhibition durch CDC37, bzw.
p60/Hop/Sti1 sind o�ensichtlich verschieden, da die beiden Kofaktoren an
unterschiedlichen Regionen von Hsp90 angreifen. Die Hemmwirkungen ha-
ben zudem m�oglicherweise eine unterschiedliche funktionelle Bedeutung. p60-
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Abbildung 29: Struktur des Komplexes aus N90 und CDC37/147-270.
Die N-termnale Dom�ane von Hsp90 ist in rot dargestellt und die CDC37-147-270

Dom�ane in gr�un. Gut zu erkennen ist die Packung der CDC37-Dom�ane auf den


exiblen Deckel von N90. Die ATP-Bindungsstelle von N90 wird durch das CDC37

Fragment nicht sterisch blockiert. [327]
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/Hop/Sti1 induziert einen nukleotidfreien Zustand, der nach dem gegenw�arti-
gen Modell des Hsp90 Reaktionszyklus die Beladung von Hsp90 mit Substrat
erm�oglicht [78] [198] [201]. p60/Hop/Sti1 w�urde nach dieser Vorstellung
durch die Rekrutierung von Hsp70-Substratkomplexen in den intermedi�aren
Hsp70-p60-Hsp90 Komplex und durch die Bereitstellung einer f�ur die Sub-
stratbindung empf�anglichen Konformation in Hsp90 in doppeltem Sinne als
Hsp90-Substratladungsfaktor wirken. Die Bindung des Kinasen-spezi�schen
Kofaktors CDC37 an Hsp90 ist dagegen voraussichtlich mit der Bindung
von ATP an Hsp90 vereinbar. CDC37 ist im Gegensatz zu p60/Hop/Sti1
ein Bestandteil reifer Hsp90-Komplexe. Da die ATP-Hydrolyse durch Hsp90
die Substratfreisetzung aus diesen reifen Komplexen bewirkt [201], hat die
inhibitorische Wirkung von CDC37 m�oglicherweise eine Qualit�atskontroll-
funktion und bewirkt die Erhaltung des reifen Hsp90-Substratkomplexes bis
zur vollst�andigen Faltung der Kinasen, bzw. bis zu ihrer Aktivierung und
Stabilisierung durch Phosphorylierung im Rahmen von Signaltransduktions-
prozessen [80].

4.3 Biologische Implikationen und Ausblick

Der molekulare Wirkmechanismus von Hsp90 bei der assistierten Reifung
und Aktivierung zellul�arer Signalmolek�ule ist weitgehend unverstanden. Ins-
besondere die Funktionen und die Beitr�age vieler Hsp90 Kofaktoren sind
unklar. Die Mechanismen der regulierten Assemblierung von Hsp70/Hsp90-
Multichaperonkomplexen und der Kooperation zwischen Hsp70 und Hsp90
sind nur unzureichend charakterisiert. Spezi�sche Inhibitoren de�nierter
Proteininteraktionen w�urden es erm�oglichen, zielgesteuert nur einzelne Wech-
selwirkungen in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomlexen zu unterbinden. Der
Beitrag des herausgel�osten Kofaktors zum beobachteten Gesamtproze� k�onn-
te auf diesem Wege in vitro und idealerweise auch in vivo untersucht werden.
Nach spezi�scher Kompetition, z. B. der Interaktion von Hsp90 mit der Ubi-
quitinligase CHIP [150] [151] [152] k�onnte die Beteiligung von Hsp90 bei der
Qualit�atskontrolle von Proteinkonformationen untersucht werden, ohne die
Aktivierbarkeit von Signalmolek�ulen, wie z. B. p53, zu tangieren. Anderer-
seits k�onnte durch die gezielte Disruption der Hsp90-CDC37 Wechselwirkung
[174] [260] die Aktivierung zellul�arer Proteinkinasen selektiv unterbunden
werden, ohne z. B. die Reifung von Steroidhormonrezeptoren zu st�oren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden durch die Aufkl�arung wesent-
licher Prinzipien TPR-vermittelter Proteininteraktionen in Hsp70/Hsp90-
Multichaperonkomplexen sowie durch die Identi�zierung interagierender Kern-
strukturen in Hsp90-CDC37-Komplexen wichtige Voraussetzungen f�ur die
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Entwicklung solcher Inhibitoren gescha�en. Niedermolekulare Verbindungen
(z. B. Ac-MEEVD-COOH: 663 Da) sind in der Lage, die Wechselwirkungen
von Hsp90 mit den Kofaktoren p60, CHIP und PP5 (Kapitel 3.1.2 Abb. 9,
bzw. Kapitel 3.1.4 Abb. 18) eÆzient und vollst�andig zu inhibieren. Einzelne
p60 TPR-Dom�anen lesen das konservierte EEVD-Motiv in Hsp70 und Hsp90
zudem di�erentiell aus und interagieren selektiv mit den angrenzenden hydro-
phoben Sequenzen (Kapitel 3.1.2 Abb. 13 und Kapitel 3.1.3 Tabelle 13). Es
sollte daher prinzipiell m�oglich sein, spezi�sche Inhibitoren de�nierter TPR
vermittelter Wechselwirkungen zu entwickeln. Ein Testsystem zum Durchfor-
sten von Verbindungsbibliotheken mit mittlerem Durchsatz (ca. 100 Verbin-
dungen/Tag) wurde etabliert. Einem rationalen, strukturbasierten Ansatz
folgend, k�onnten auf der Grundlage bestehender und in Zukunft zu l�osen-
der Proteinstrukturen zun�achst umfangreiche Substanzdatenbanken in silico
durchforstet und durch Kompetitionsexperimente hunderte vielversprechen-
de Leitstrukturkandidaten in kurzer Zeit validiert werden. Auch an die rein
experimentelle Durchforstung komplexer nichtpeptidischer Substanzkollek-
tionen mit mehreren tausend de�nierten Verbindungen ist zu denken. Auf
diesem Wege sollten potente Werkzeuge zur weiteren Analyse des Wirkme-
chanismus von Hsp90 in vitro sowie in vivo aufgefunden werden.

In Zukunft k�onnten niedermolekulare Substanzen, welche die spezi�sche Cha-
peronaktivit�at von Hsp90 durch Modulation von Kofaktorwechselwirkungen
zu beein
ussen verm�ogen, selektivere und daher vielversprechendere phar-
mazeutische Wirksto�kandidaten darstellen als die gegenw�artig als Anti-
krebswirksto�e diskutierten Ansamycinantibiotika [141] [142] [144]. Letztere
blockieren Hsp90 durch Inhibition seiner ATPase Aktivt�at v�ollig unspezi�sch
bez�uglich aller zellul�arer Funktionen [79].
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5 Zusammenfassung

Proteindom�anen mit sog. Tetratricopeptiderepeat (TPR) Motiven vermit-
teln Protein-Proteinwechselwirkungen in einer Reihe zellul�arer Kontexte. In
Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen sind TPR Dom�anen kritische Ele-
mente der Komplexassemblierung und f�ordern das Zusammenspiel der Hsp70
und Hsp90 Chaperone bei der Faltung und Aktivierung zahlreicher Signal-
proteine und Zellzyklusregulatoren. W�ahrend TPR Dom�anen strukturell gut
charakterisiert sind, blieben die Natur ihrer Liganden und die Mechanismen
TPR vermittelter Proteininteraktionen lange unbekannt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gelang es, die zentralen TPR-Liganden in Hsp70/Hsp90-
Multichaperonkomplexen zu identi�zieren und die wesentlichen Determinan-
ten der AÆnit�at und der Spezi�t�at TPR vermittelter Proteininteraktionen
herauszuarbeiten.

Zun�achst wurden biophysikalische Methoden zur Quanti�zierung bimoleku-
larer Proteininteraktionen im tern�aren Hsp70-p60-Hsp90 Komplex etabliert.
Das Adapterprotein p60/Hop verbr�uckt Hsp70 und Hsp90 mittels seiner TPR
Dom�anen und optimiert so den Substrattransfer zwischen den molekularen
Chaperonen. Die Interaktionen des p60 Volll�angenproteins mit Hsp70, bzw.
Hsp90 konnten im wesentlichen auf die Wechselwirkungen der p60 TPRI
Dom�ane mit der C-terminalen Hsp70-Sequenz PTIEEVD-COOH, bzw. die
Wechselwirkung der p60 TPRIIA Dom�ane mit der Hsp90-Sequenz MEEVD-
COOH reduziert werden. Peptide, die zu kurz sind, um stabile Sekund�ar-
oder Terti�arstrukturen ausbilden zu k�onnen, sind eÆziente Mimetika nat�urli-
cher TPR Liganden. Das in den Hsp70 und Hsp90 Familien hochkonservier-
te EEVD-COOH-Motiv stellt die generelle Ankersequenz zur Anlagerung
von TPR Kofaktoren an Hsp70 und Hsp90 dar. Die TPR Dom�anen die-
ser Faktoren enthalten mit der sog. Zweifachen Carboxylatklammer eine
ebenfalls hochkonservierte Struktur zur Verankerung des EEVD-Motivs. Mu-
tagenesestudien belegten die essentielle Funktion der Zweifachen Carboxylat-
klammer bei der Bindung von EEVD-Liganden. Als dominierende Spezi-
�t�atsanker dienen die direkt an die EEVD-Sequenz angrenzenden hydro-
phoben und f�ur Hsp70, bzw. Hsp90 spezi�schen Seitenketten (PTIEEVD-
COOH, bzw. MEEVD-COOH). Durch eine selektive Wechselwirkung mit
diesen Seitenketten verm�ogen es die p60 TPR Dom�anen zwischen Hsp70
und Hsp90 zu unterscheiden. Zur allgemeineren Beschreibung der molekula-
ren Ligandenerkennung durch TPR-Strukturen wurde eine kombinatorische
Peptidbibliothek (Ac-O/X4-VD-COOH) synthetisiert und die positions-
abh�angigen Bindungspr�aferenzen der p60 TPRI und TPRIIA Dom�anen wur-
den analysiert.
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Durch Datenbankrecherchen wurden weitere TPR Proteine identi�ziert, die
aufgrund ihrer konservierten Zweifachen Carboxylatklammern als Kandida-
ten f�ur neue Hsp70 oder Hsp90 Kofaktoren gelten k�onnen. Die getrof-
fenen Vorhersagen wurden f�ur die Proteine Hcp und Unc45 best�atigt.

Als Beispiel einer nicht durch TPR Module vermittelten Kofaktorbindung
wurde die Interaktion von Hsp90 mit CDC37 analysiert. CDC37 as-
sistiert der Hsp90 abh�angigen Reifung von Proteinkinasen. Die Volll�angen-
proteininteraktion konnte auf die Wechselwirkung der CDC37/147-270 Do-
m�ane mit der N-terminalen Dom�ane von Hsp90 reduziert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit k�onnen als Ausgangspunkt f�ur die Entwick-
lung selektiver Hemmsto�e, insbesondere TPR vermittelter Proteininterak-
tionen in Hsp70/Hsp90-Multichaperonkomplexen, dienen. Solche Verbindun-
gen stellen potentiell sehr wertvolle Werkzeuge zur Analyse des nur unvoll-
st�andig verstandenen Reaktionszyklus von Hsp90 in vitro sowie in vivo dar.
Die gezielte Modulation der spezi�schen Chaperonaktivit�at von Hsp90 als
etabliertem Anti-Tumortarget h�atte zudem ein pharmakologisches Potential.
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