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Einleitung

1 Einleitung'

1.1 Proteinfaltung in der Zelle und Chaperone

Um ihre Funktion ausiiben zu konnen, miissen Proteine ihre korrekte raumliche Struktur
einnehmen. Da einige ungefaltete Proteine in der Lage sind in vitro spontan ihren nativen
Zustand einzunehmen, wurde angenommen, dass die Abfolge der Aminoséuren (Primérse-
quenz) die dreidimensionale Struktur der Proteine bestimmt (Anfinsen, 1973). Fiir ein
Protein ist es jedoch zeitlich nicht moglich, alle mdglichen Zustdnde ,,auszuprobieren®.
Daraus schloss Levinthal, dass Proteine {iber spezifische Faltungswege falten miissen
(Zwanzig et al., 1992). Bei einer spontanen Faltung kollabiert die Polypeptidkette schnell,
angetrieben davon hydrophobe Flidchen zu verbergen. Die Vielfalt an funktionellen Gruppen,
die in den Proteinen enthalten sind, ermdglicht durch Ausbildung von nichtkovalenten
Wechselwirkung die Anordnung der Polypeptidkette in Sekundérstrukturelemente wie
a-Helices und f-Faltblattern. Die Tertidrstruktur wird dann gebildet, indem die verschiede-
nen Sekundérstrukturelemente miteinander interagieren, bis sie schlieBlich eine definierte
rdumliche Position einzunehmen (Daggett und Fersht, 2003; Dill und MacCallum, 2012).
Wihrend dieses Prozesses kann die Polypeptidkette auch definierte kinetische Intermediat-
zustinde einnehmen, bis schlieBlich der native und energetisch giinstigste Zustand erreicht
ist (Dill et al., 1995; Hartl, 1996). Der Tatsache, dass es eine Vielzahl an nicht nativen
Interaktionen und Zusténde gibt, wird in neuen Faltungsmodellen Rechnung getragen, indem
der Faltungsweg eines Proteins mit einer Energielandschaft &hnlich einem Trichter vergli-
chen wird (Abbildung 1-1), der eine Vielzahl an Intermediatzustinden und Wegen darstellt,
auf welchen ein Protein seine native Struktur, den energetisch giinstigsten und somit tiefsten
Punkt, erreicht (Dill und Chan, 1997).

Fiir neusynthetisierte Proteine in vivo wurde zunéchst ebenfalls angenommen, dass auch
diese unkatalysiert und ohne Hilfe metabolischer Energie falten und assoziieren kdnnen. Das
Zytosol einer eukaryotischen Zelle stellt aber mit einem Proteingehalt von 300 mg/ml (Ellis,
2007) eine sehr beengte Umgebung dar, in der teilgefaltete Proteine sehr viel stiarker zur
Aggregation neigen als in vitro (Ellis und Minton, 2006). Die unkontrollierte Aggregation

von Proteinen muss in Zellen verhindert werden, da die Aggregate fiir Zellen nicht nur einen

! Dieses Kapitel wurde teilweise von Zierer und Buchner, 2012 adaptiert.
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Verlust von funktionellen Proteinen darstellen, sondern die Aggregate auch zelluldre Vor-
ginge storen konnen. So fiihrt die Aggregation oder die Ausbildung amyloider Fibrillen
bestimmter Proteine in Sdugern zur Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen wie
Alzheimer, Parkinson und Huntington (Mulligan und Chakrabartty, 2013; Scheibel und
Buchner, 2006). Fibrillire Aggregation findet {iblicherweise statt, nachdem sich zunichst ein
Polymerisationskeim gebildet hat. Sie kann durch Intermediate initiiert werden, die wihrend
der de novo Faltung oder nach Destabilisierung eines nativen (oder partiell gefalteten)

Zustandes auftreten.

€A %
S
= Entfaltet

I
Chaperone 1
Chaperone

Faltungs-
intermediate

Energie

partiell
gefaltete
Zustédnde "

nativer

Zustand amrphe
Aggregate

Fibrillen

Intramolekulare Kontakte Intermolekulare Kontakte
Abbildung 1-1: Kompetitierende Reaktionen wihrend der Proteinfaltung und Aggregation. Schema der trichterformi-
gen, freien Energielandschaft, die ein Protein wihrend des Erreichens des nativen Zustandes (griin) durch Ausbildung
intramolekularer Kontakte durchlduft. Die Unebenheit der freien Energielandschaft fithrt zur Anhdufung von kinetisch
gefangenen Zusténden, die Energiebarrieren iiberwinden miissen, um einen bevorzugten Faltungspfad zu erreichen. In vivo
sind diese Schritte von Chaperonen assistiert. Falten mehrere Molekiile im selben Kompartiment kann die Energieland-
schaft der Faltung mit der der Aggregation {iberlappen, was zur Ausbildung von amorphen Aggregaten, toxischen Oligome-

ren oder geordneten, amyloiden Fibrillen fiihrt (rot). Diese Abbildung wurde aus Hartl et al. (2011) entnommen und
modifiziert.

Um die korrekte Faltung der Proteine zu gewihrleisten und deren ungewliinschte Aggre-
gation zu verhindern, hat sich ein breites Spektrum an molekularen Chaperonen entwickelt.
Molekulare Chaperone sind Proteine, die andere nicht-native Proteine binden, stabilisieren
oder ihnen helfen die native Konformation einzunehmen und im finalen funktionsfiahigen
Zustand nicht mehr anwesend sind (Ellis, 1987; Laskey et al., 1978) (Abbildung 1-2). Sie
sind an einer Vielzahl von zelluldren Prozessen beteiligt, wie de novo Proteinfaltung, Riick-
faltung von Stress-denaturierten Proteinen, Assemblierung von Oligomeren, intrazelluldrem

Proteintransport und sie assistieren beim proteolytischen Abbau (Ellis, 2006; Hartl und
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Hayer-Hartl, 2009; Walter und Buchner, 2002). Da sie unkorrekte, nicht-native Interaktionen
innerhalb von Proteinen verhindern und keine gerichtete aktive Faltung durchfiihren, erho-
hen sie nur die Ausbeute und nicht die Rate von Faltungsreaktionen (Hartl, 1996). Somit
unterscheiden sie sich von klassischen Faltungskatalysatoren wie Proteindisulfidisomerasen
und Peptidylprolylisomerasen. Diese beschleunigen langsame Schritte in der Faltung man-
cher Proteine, wie die korrekte Ausbildung von Disulfidbriicken (Freedman et al., 1994) und

die cis-trans Isomerisierung von Peptidbindungen vor Prolinresten (Schmid, 1993).

Translation

Polypeptidkette

Q'a\‘\)‘\g %
9"-‘00@ Faltungs- 499’9 -
2 3 G,
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e o
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&

/ &
S e N,
WL

Chaperone
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natives 5”’7&, 00 gy
Protei & e hagi i
rotein ‘o v Autophagie ) Sequestration/
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| %
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(*—'\'{ Zustand
g .
N ALY S amyloide
> = Fibrillen

Degradation

Abbildung 1-2: Proteinfaltung und molekulare Chaperone. Chaperone sind an der Faltung neu synthetisierter Proteine
beteiligt, bei der Umstrukturierung fehlgefalteter Zustinde sowie bei der Disaggregation mit anschlieBender Degradation
durch das Upiquitin-Proteasom-System (UPS) oder Autophagie. Diese Abbildung wurde aus Hartl et al. (2011) entnommen
und modifiziert.

Die Expression einiger molekularer Chaperone wird als Antwort auf Hitzestress hochre-
guliert (Finkelstein et al., 1982), was zu ihrer Klassifizierung als Hitzeschockproteine (Hsp)
fithrte. Sie werden in Familien entsprechend ihrer GroBle geteilt (Hsp104, Hsp90, Hsp70,
Hsp60/GroEL, Hsp40 und kleine Hsps). Die Chaperone der Klassen Hsp70, Hsp90 und die
Chaperonine (Hsp60) sind an der de novo Faltung und Riickfaltung von Proteinen beteiligt.
Chaperonine wie GroEL, sind Multikomponenten molekulare Maschinen, die durch ATP
und Kofaktor-regulierte Binde- und Freilassungszyklen die Proteinfaltung erleichtern. Sie
kooperieren funktionell hdufig mit ATP-unabhidngig wirkenden Chaperonen, wie z.B. den

kleinen Hsps, die entfaltete Proteine binden und deren Aggregation verhindern und deshalb



Einleitung

als ,,holdasen* bezeichnet werden (Haslbeck et al., 2005; Richter et al., 2010). Nur wenige
Mitglieder der Hsp104/ClpB Familie in Bakterien und Pilzen sind in der Lage aktiv Aggre-
gate zu dissoziieren und sie der Proteinriickfaltung oder Degradation zuzufiihren (Weibezahn

et al., 2005).

1.2 Das Chaperon Hsp90

Mit 1-2 % Anteil an den zytosolischen Proteinen einer Zelle ist Hsp90 eines der am héu-
figsten vorkommenden Proteinen in der Zelle. Die Klasse der Hsp90 Proteine ist hochkon-
serviert (Richter et al., 2008). Sie kommen von Prokaryoten bis hin zu Eukaryoten vor.
Einzig Archaea besitzen kein Hsp90 Homolog. Eubakterien besitzen meist ein Hsp90 Homo-
log (HtpG, in Escherichia coli), das nicht essentiell ist. Eukaryoten hingegen sind darauf
angewiesen, dass zumindest eine funktionsfahige Hsp90 Variante vorhanden ist. Da Hsp90
in den verschieden Zellkompartimenten prasent ist, konnen innerhalb einer Zelle bis zu vier
verschiedenen Homologe vorhanden sein. So ist in Eukaryoten Hsp90 nicht nur im Zytosol
zu finden, sondern auch in Mitochondrien (Trap 1), im Endoplasmatischem Retikulum
(Grp94) und in Chloroplasten (Hsp90C). Zudem kann zytosolisches Hsp90 in zwei Isofor-
men unterteilt werden: eine konstitutiv exprimierte und eine induzierbare Variante. Im Falle
von S. cerevisiae ist hsc82 konstitutiv im Zytoplasma vorhanden und hsp82 wird im Rahmen

der Hitzeschockantwort induziert.

1.2.1 Struktur von Hsp90

S. cerevisisae Hsp90 (yHsp90) formt Homodimere mit einer Dissoziationskonstante von
etwa 60 nM (Richter et al., 2001). Jedes Monomer kann strukturell in drei Bereiche unterteilt
werden (Abbildung 1-3). Eine N-terminale Doméne (N-Domine), die liber einen linker mit
der Mitteldoméne (M-Doméne) verbunden ist, sowie die flir die Dimerisierung essentielle

C-terminale Doméne (C-Domaéne).

| 211 272 540 709

linker

Abbildung 1-3: Dominenstruktur von yHsp90. Hsp90 besteht aus einer N-Doméne, die iiber einen /inker mit der
M-Domine verbunden ist. Das Ende der C-Doméne bilden die Aminosduren des sog. MEEVD-Motivs.
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Die Kristallstruktur der isolierten N-Domine von yHsp90 zeigte die strukturelle Ahn-
lichkeit der Tertidrstruktur der N-Domidne zum N-terminalen ATP-Bindefragment der
bakteriellen Typ II Topoisomerase (DNA Gyrase B) (Dutta und Inouye, 2000; Prodromou et
al., 1997a; Prodromou et al., 1997b), weshalb Hsp90 der diversen Klasse der GHKL (Gyra-
se, Hsp90, Histidinkinase und MutL) ATPase/Kinase Familie zugeordnet wird. Dabei wird
im Falle von Hsp90 die ATP-Bindetasche von einer A-Faltblattstruktur, die von einer o-
helikalen Struktur flankiert wird, gebildet (Abbildung 1-4). Dadurch wurden einige Amino-
sdurereste identifiziert, die an der Bindung des Nukleotids involviert sind, sowie ein Mg*'-
Ion, das fiir die Nukleotidbindung unentbehrlich ist (Prodromou et al., 1997a). Ein weiteres
strukturell wichtiges Element in der N-Doméine ist der sogenannte /id. Er wird von den
Aminosduren 94-125 (in Falle von yHsp90) gebildet und vollzieht nach der Bindung von
ATP die wohl grofte Positionsdnderung. Diese Struktur 16st sich von seiner Position in der
offenen Form, in der sie Aminosduren Leul5 und Leul8 bedeckt (Ali et al., 2006), und faltet
iiber die Nukleotidbindetasche, um neue Kontakte mit dem /# und y~Phosphat von ATP zu
formen (Ali et al., 2006). Wird dieses /id-Segment deletiert, fiihrt dies zu einem ATPase
inaktivem Hsp90. Werden jedoch Heterokomplexe mit wildtyp Monomeren erzeugt, fiihrt
dies zu einer Stimulation des wildtyp Monomers durch das /id-lose Monomer (Richter et al.,

2006), weshalb der /id ein autoihibitorisches Element darstellt.

geschlossen

G94-Y125

Abbildung 1-4: N-Domine in offener und geschlossener Form. Kristallstruktur der yHsp90 N-Doméne (blau) in offener
(pdb 1Ah6) und geschlossener form (pdb 2cg9). Das /id-Segment (Aminosduren 94 bis 125) ist in rot dargestellt und die
ersten acht Aminosduren in griin. Das in der geschlossenen Form gebundene ATP ist in gelb gezeigt. Die Abbildung ist aus
Zierer und Buchner (2012) entnommen und modifiziert.
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Die N-Domine wird in eukaryotischem Hsp90 {iber einen extensiveren linker-Bereich
mit der M-Doméne verbunden, als dies in bakteriellem Hsp90 der Fall ist. Dieser linker ist
eine sehr geladene und flexible Struktur, sodass es nicht mdglich ist, Kristallstrukturdaten
davon zu erlangen. Biochemische Studien legen jedoch nahe, dass er zur Regulation der
ATP-abhédngigen Chaperonaktivitdt beitrdgt (Scheibel et al., 1999). Zudem ermdglicht er die
notwendige Flexibilitit von Hsp90, da Deletionskonstrukte Defekte aufweisen, angefangen
von milder Temperatursensitivitit, beeintrdchtigter Cochaperon Interaktion und client-
Prozessierung bis hin zu einem lethalen Phanotyp in Hefen (Hainzl et al., 2009), der durch
Einfligen einer artifiziellen Sequenz wieder gerettet werden kann. Auch eine dem linker
vorangehende Struktur in der N-Doméne, der S-Faltblatt-Strang 8, spielt eine wichtige Rolle
in der Funktion von Hsp90. Mutationen in diesem Bereich fithren neben Verlust der Lebens-
fahigkeit zu verminderter Sekretion von Hsp90 (Tsutsumi ef al., 2009).

Die strukturelle Homologie von Hsp90 zu den GHKL-ATPasen wurde weiter unterstiitzt
durch die Struktur der M-Doméne (Meyer et al., 2003). Thre Faltung in zwei affa—Doménen
verbunden iiber ein a-helikales Coil-Segment ist der Faltung von GyrB und MutL. homolog.
Ein Sequenzalignment von Hsp90 und GyrB fiihrte zur Identifikation des katalytischen loops
innerhalb der M-Doméne (Aminosduren 370-390), dessen Mobilitdt schon in der Kristall-
struktur der isolierten M-Doméne beobachtet wurde. Dieser /oop enthélt mit Arg380 auch
einen katalytisch essentiellen Rest. Eine Mutation von Arg380 zu Ala fiihrt zu einem signifi-
kanten Verlust der ATPase Aktivitdt und zum Verlust der Lebensfahigkeit von Hefezellen
(Meyer et al., 2003). Arg380 zeigt in die Nukleotidbindetasche und trigt zur Koordination
des »~Phosphats und somit zur effizienten Katalyse bei. Die Beteiligung eines ,,Argininfin-
gers, der zu einer anderen Proteinuntereinheit als die Nukleotidbindestelle gehort, wurde
schon im Ras-GAP-System (Ahmadian et al., 1997), in groBen G-Proteinen (Bourne, 1997)
oder F1 ATPasen, wo ein Arg von der o-Untereinheit in das aktive Zentrum in der f-
Untereinheit zeigt, beobachtet. Neuere Studien sehen die Funktion des R380 mehr in der
Stabilisierung des geschlossenen Zustandes, als in der direkten Beteiligung am Hydrolyse-
vorgang selbst (Cunningham et al., 2012).

Die C-Doméne von Hsp90 besitzt zwei wichtige Funktionen: zum Einen ist sie fiir die
Homodimerisierung verantwortlich (Nemoto et al., 1995) und zum Anderen ist sie eine
Bindestelle fiir Cochaperone. Die C-Doméne wird von einer dreistringigen [~
Faltblattstruktur gebildet, die sich zwischen einer gebogenen Helix befindet, die wiederum

die C- und M-Doménen verbindet, sowie einem Dreihelix-coil, der die Dimerisierungsstelle



Einleitung

bildet (Ali et al., 2006). Die Bildung von Homodimeren ist eine essentielle Voraussetzung
fiir die effiziente ATPase Aktivitit des Proteins (Weikl et al., 2000). Die letzten fiinf Amino-
sduren sind hochkonserviert und bilden das sog. MEEVD-Motiv. Dies dient als Bindestelle
fiir eine grofle Klasse von Hsp90 Cochaperonen, die danach klassifiziert werden, mit ihrer

Tetratricopeptid (TPR)-Doméne an dieses Motiv zu binden.

1.2.2 Konformationsinderungen von Hsp90

Erste Hinweise auf die strukturelle Diversitdt von Hsp90 lieferten die Kristallstrukturen
vom E. coli Homolog HtpG und S. cerevisiae Hsp90 (Abbildung 1-5).

geschlossenes yHsp90

‘. \ g - . " apo HipG
D= ; “
':‘ Aq A '-...r |

1

apo HipG
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Abbildung 1-5: Offener und geschlossener Zustand von Hsp90. Gezeigt sind die auf Basis der C-Doménen iibereinander
gelegten Kristallstrukturen von apo E. coli HtpG (pdb 2ioq) und der geschlossenen Form von S. cerevisiae Hsp90 (pdb
2¢g9). In jeder Struktur ist ein monomer in grau dargestellt und im zweiten Monomer ist die N-Doméne in blau, die
M-Domine in griin und die C-Doméne in orange dargestellt. Die Abbildung ist aus Zierer und Buchner (2012) entnommen
und modifiziert.
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yHsp90 wurde in Komplex mit dem nicht hydrolysierbaren ATP-Analogon AMP-PNP
und dem Cochaperon Sbal/p23 in einer geschlossenen, kompakten Struktur kristallisiert, in
der sowohl eine Dimerisierung der C-Doménen vorhanden ist, als auch die N-Dominen
assoziiert sind (Ali et al., 2006). Elektronenmikroskopische Analysen von HtpG zeigten,
dass es hauptsichlich in drei Zustdnden vorkommt (Shiau et al., 2006). In Abwesenheit von
Nukleotid wurde es in einer offenen v-formigen Struktur vorgefunden, in der die C-Doméne
dimerisiert vorliegt und die N-Doménen rdumlich weit getrennt liegen. Im Komplex mit
AMP-PNP nimmt es einen geschlossenen lédnglichen Zustand, dhnlich dem von yHsp90 mit
AMP-PNP und Sbal/p23, ein. In Gegenwart von ADP nimmt HtpG eine signifikant kom-
paktere globuldre Konformation ein (Shiau ef al., 2006).

Diese Strukturen stellen Schnappschiisse der grolen Konformationsdnderungen dar, die
Hsp90 durchlduft. Da yHsp90 intrinsisch keine Cysteine besitzt, war es mdglich, eine orts-
spezifische Fluoreszenzmarkierung der yHsp90 Monomere an eingefiihrten Cysteine durch-
zufiihren. Nach Mischen von Donor und Akzeptor markierten Hsp90 Dimeren findet ein
Austausch der Monomere statt, was zur Ausbildung von Donor-Akzeptor-Heterokomplexen
fiihrt (Hessling et al., 2009). Durch den auftretenden Forster Resonanz Energietransfer
(FRET) des Donor- und Akzeptorfarbstoffs konnten die Konformationsdnderungen, die nach
Bindung von Nukleotid stattfinden, kinetisch analysiert werden (Hessling et al, 2009;
Mickler et al., 2009). Dadurch konnten zwei Intermediate identifiziert werden, die wiahrend
der konformationellen Umstrukturierungen nach der Nukleotidbindung auftreten (Hessling et
al., 2009). Mittels Einzelmolekiil-FRET-Spektroskopie konnte auch in Abwesenheit von
Nukleotiden eine spontane Fluktuation zwischen offenem und geschlossenem Zustand bei
yHsp90 gezeigt werden (Ratzke et al., 2010), die Anwesenheit von Nukleotiden fiihrt jedoch
zu einem gerichteten Ablauf der konformationellen Umstrukturierungen in yHsp90 (Hessling

et al., 2009) (Abbildung 1-6).
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Abbildung 1-6: Konformationsinderungen von Hsp90. Zyklus der Nukleotid-induzierten konformationellen Anderun-
gen von Hsp90. Nach schneller ATP Bindung erfolgen konformationelle Anderungen in der N-Doméne, die wahrscheinlich
die Bewegung des ATP /ids und die Freisetzung des N-terminalen Segments von seiner Interaktion mit dem /id-Segment
(I). Diese Reaktion ist bevorzugt. Dann fiihrt die N-terminale Dimerisierung zur Ausbildung des I,, in welchem die
N-Doménen dimerisiert vorliegen. Die Interaktion der N-Domédne mit der M-Doméne resultiert in der Ausbildung des
geschlossenen Zustandes, in welchem die Hydrolyse des ATP stattfinden muss. Diese Abbildung ist aus Zierer und
Buchner, 2012 entnommen und modifiziert.

Hsp90 bindet im offenen Zustand das Nukleotid in einer sehr schnellen Reaktion (Weikl
et al., 2000). Die eher langsame Bildung des ersten Intermediats (I;) konnte dem Umklappen
des lids von seiner Position im offenen Zustand hin zu der im geschlossenen Zustand iiber
der Nukleotidbindetasche korrespondieren. Die Repositionierung des /id-Segments legt eine
hydrophobe Fliche frei, die an der Stabilisierung der transienten Dimerisierung der
N-Doménen beteiligt ist, welche auf das SchlieBen des /ids folgt. Dies konnte der Bildung
des zweiten Intermediats (I;) entsprechen. Im N-terminal dimerisierten Zustand schwingt die
N-terminale Helix des einen Monomers hiniiber zur anderen Untereinheit, was zur Ausbil-
dung von Wasserstoffbriickenbindungen zum zweiten Monomer fiihrt. Um den finalen
geschlossenen Zustand zu erreichen, finden noch weitere Repositionierungen der Kontakte
der N- und M-Domine statt, bis das Dimer schlieBlich in einer gedrehten Konformation
vorliegt. Hier im geschlossenen Zustand muss die Hydrolyse des ATP stattfinden, denn nur

nach erfolgter Hydrolyse kehrt Hsp90 zum offenen Zustand zuriick. Die Raten-limitierenden
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Schritte dieses Zyklus sind weder die Bindung von ATP noch dessen Hydrolyse, sondern
vielmehr die groBen konformationellen Umstrukturierungen (Hessling et al., 2009; Weikl et
al., 2000), die Hsp90 vollziehen muss, um schlieBlich die Hydrolyse des ATP vollziehen zu
konnen. Die Fahigkeit von Hsp90, ATP hydrolysieren zu konnen, ist essentiell fiir das
tiberleben der Zellen (Obermann et al., 1998; Panaretou et al., 1998). Aber wie die konfor-
mationellen Anderungen von Hsp90 mit der Prozessierung seiner clients verkniipft ist, bleibt
eine grofe, ungeklarte Frage.

Der konformationelle Zyklus von Hsp90 und somit die ATPase Aktivitdt konnen durch
mehrere Mechanismen reguliert werden, vermutlich, um die Funktion von Hsp90 an die
Anspriiche des entsprechenden clients anzupassen. Neben einer Vielzahl an Cochaperonen
stellen posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung, Nitrosylierung, Acetylie-
rung und Ubiquitinylierung einen wichtigen Regulationsmechanismus dar (Mollapour und

Neckers, 2012; Retzlaff et al., 2009; Soroka et al., 2012).

1.2.3 Cochaperone

Der Hsp90 ATPase Zyklus und die damit verbundenen Konformationsinderungen von
Hsp90 konnen durch Proteine, die an Hsp90 binden und selbst keine Substrate sind, modu-
liert und reguliert werden, um zu gewéhrleisten, dass Hsp90 seine Funktion in der Prozessie-
rung der verschiedensten client-Proteine erfiillen kann. Diese Hsp90-assoziierten Proteine
werden Cochaperone genannt. In E. coli wurden bisher keine derartigen Cochaperone gefun-
den, aber in Hefen und hoheren Eukaryoten sind bereits zahlreiche Cochaperone identifiziert
worden, die notwendig sind, cytosolischem Hsp90 bei der Bindung und Reifung seiner
clients zu assistieren oder die Interaktion mit anderen Proteinen zu vermitteln. Sie interagie-

ren dabei an unterschiedlichsten Stellen mit Hsp90, wie Abbildung 1-7 zeigt.
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Abbildung 1-7: Interaktionsstellen von Cochaperonen mit Hsp90. Die Oberfldchendarstellung der offenen Form von
HtpG (links, pdb 2ioq) zeigt farblich codiert die Interaktionsstellen der Cochaperone Stil/HOP (rot), Cdc37 (hellblau), Sgtl
(orange) und TPR-Cochaperone (griin), die bevorzugt an die offene Form von Hsp90 binden. Die Oberfldchendarstellung
der geschlossenen Form von yHsp90 (rechts, pdb 2cg9) zeigt farblich gekennzeichnet die Interaktionsstellen der Cochape-
rone Ahal (blau), Sbal/p23 (gelb) und den TPR-Cochaperonen (griin), die bevorzugt an die geschlossene Form von Hsp90
binden. Der iiberlappende Bereich der Bindestellen von Sbal/p23 und Ahal ist violett dargestellt. In der Mitte ist die
Struktur einer TPR-Doméne (grau) in Komplex mit dem C-terminalem Peptid von Hsp90 (griin) (pdb 3upv) gezeigt. Die
Abbildung wurde aus Rohl ef al. (2013) entnommen und modifiziert.

Das am intensivsten studierte System ist das Hsp90 Chaperon System aus S. cerevisiae,
in dem die Funktion der meisten Cochaperone mittlerweile bekannt ist. Einige Cochaperone
nehmen aktiv Einfluss auf die Konformationsinderungen von Hsp90 und modulieren so
dessen ATPase Aktivitit. Andere libertragen clients auf Hsp90 oder beeinflussen auf bisher
unbekannte Weise deren Reifung. Die Hsp90 Cochaperone koénnen grob in zwei grofle
Klassen unterteilt werden: TPR- und nicht-TPR-Cochaperone. Die Klassifizierung erfolgt
strukturell nach dem Vorhandensein einer Tetratricorepeat (TPR)-Domine, die in der Lage
ist, an das C-terminale MEEVD-Motiv von Hsp90 zu binden. TPR-Doménen bestehen aus 6-
16 Wiederholungen einer degenerierten 34 Aminosdure langen Sequenz, dem sog. TPR-
Motiv (Goebl und Yanagida, 1991). Jedes TPR-Motiv bildet ein antiparalleles Paar von a-
Helices und die Helices der verschiedenen Wiederholungen assoziieren zu einer rechtsgén-
gigen, helikalen Struktur, die die Bindetasche fiir das EEVD-Motiv formt (Das et al., 1998).
In S. cerevisiae gehdren zu dieser diversen Gruppe an Cochaperonen Stil, die Proteinphos-
phatase Pptl, die Peptidylprolylisomerasen Cpr6 und Cpr7, Cnsl und Tah1. Aber nicht jedes
Protein, das eine TPR-Doméne enthélt, interagiert zwingend damit mit Hsp90. So besitzt das

Hsp90 Cochaperon Sgtl eine TPR-Doméne, diese ist an der Bindung an Hsp90 jedoch nicht
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beteiligt (Lee ef al., 2004). Andere TPR-Dominen binden nicht an Hsp90, sondern an das
verwandte IEEVD-Motiv am C-terminus von Hsp70.

Hefe Stil ist ein nicht essentielles, monomeres Cochaperon, das neben drei
TPR-Doménen (TPR1, TPR2A und TPR2B) noch zwei einzigartige Doméinen mit homolo-
ger o-helikaler Struktur (DP1 und DP2) (Schmid ef al., 2012). Die DP2 Doméne folgt auf
die TPR1 Doméne und dieses Segment ist liber einen langen flexiblen /inker an ein eher
rigides TPR2A-TPR2B Modul und DP2 gekoppelt. Da Stil in der Lage ist, sowohl Hsp90
iiber die TPR2A Doméne als auch Hsp70 iiber die TPR1 oder TPR2B Doméne zu binden,
dient es als Adaptor, um den Hsp70 und Hsp90 Zyklus miteinander zu verbinden und so
einen effizienten Transfer der clients zwischen den Systemen zu gewdhrleisten. Dies wurde
im Speziellen fiir die Steroidhormonrezeptoren (SHR) gezeigt (Pratt und Toft, 2003; Smith
et al., 1990). TPR1 scheint hierbei fiir die Rekrutierung von Hsp70 fiir TPR2B verantwort-
lich zu sein, wo der eigentliche client-Transfer auf Hsp90 stattfindet. Stil inhibiert die
ATPase Aktivitit von Hsp90 in einer nicht-kompetitiven Art und Weise (Richter et al.,
2003), indem es die konformationelle Flexibilitit von Hsp90 einschrinkt (Hessling et al.,
2009). Das TPR2A-TPR2B-Segment stellt dabei die kleinste Einheit dar, die fiir die Inhibiti-
on notwendig ist (Schmid et al., 2012). Ein Stil Molekiil pro Hsp90 Dimer ist dabei ausrei-
chend, um Hsp90 zu inhibieren (Lee et al., 2012; Li et al., 2011).

Zu den TPR-Cochaperonen gehdrt auch die Serin/Threonin Proteinphosphatase Pptl. Sie
besteht aus einer katalytisch aktiven C-terminalen Doméne und einer N-terminalen
TPR-Doméne, die mit Hsp90 interagiert (Chen et al., 1994). Die intrinsische Phosphataseak-
tivitdt von Pptl ist sehr gering, da die TPR-Domine eine autoinhibitorische Funktion erfiillt,
indem sie die katalytische Doméne blockiert (Chen und Cohen, 1997; Yang et al., 2005). Die
Bindung der TPR-Doméne an Hsp90 fiihrt schlieBlich zur Authebung der Autoinhibition und
Pptl kann spezifisch Hsp90 und das Cochaperon Cdc37 dephosphorylieren (Vaughan et al.,
2008; Wandinger et al., 2006). Die Bindung von Pptl selbst hat keinen Einfluss auf die
Funktion von Hsp90, die Dephosphorylierung dndert jedoch die posttranslationale Modifika-
tion von Hsp90 und kann somit Einfluss auf die Funktion von Hsp90 nehmen. Hefestimme
konnen ohne Pptl sogar unter Stressbedingungen normal wachsen (Chen et al., 1994). Es
wurde jedoch gezeigt, dass Deletion von Pptl zu einer verringerten client-Prozessierung
fiihrt (Wandinger et al., 2006).

Die beiden Prolyl-cis/trans-isomerasen Cpr6 und Cpr7 besitzen ebenfalls eine

TPR-Doméne, mit der sie mit etwa gleicher Affinitdt Hsp90 binden konnen (Mayr et al.,
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2000). Neben der TPR-Doméne besitzen beide katalytisch aktive PPlase Domédnen, mit der
sie eine cis/trans-Isomerisierung von Peptidbindungen vor Prolinen durchfiihren konnen,
wobei Cpr6 die potentere Isomerase ist (Mayr et al., 2000). Beide sind in Hefe nicht essenti-
ell, aber die Deletion von Cpr7 resultiert in einem Wachstumsdefekt (Duina et al., 1996).
Cpr6 und Cpr7 binden mit etwa gleicher Affinitit an Hsp90 (Mayr et al., 2000), jedoch nur
die Bindung von Cpr6 aktiviert die ATPase Aktivitdt von Hsp90 (Panaretou et al., 2002).
Neuere Untersuchungen zeigen, dass Cpr6 einen terndren Komplex mit Hsp90 und Stil
bilden kann, der ein entscheidendes Intermediat im Hsp90 Chaperon Zyklus darstellt (Li et
al.,2011).

Der Wachstumsdefekt von Cpr7 kann durch Uberexpression von Cnsl (Cyclophilin se-
ven supressor) kompensiert werden (Dolinski et al., 1998). Cnsl selbst ist in Hefe essentiell
(Marsh et al., 1998), aber iiber seine Funktion ist sehr wenig bekannt. Es enthdlt eine
TPR-Doméne, die fiir die Interaktion mit Hsp90 verantwortlich ist, dabei bleibt die ATPase
Aktivitdt von Hsp90 unbeeinflusst. Neben Hsp90 kann Cnsl auch an Ssal (Hsp70 in S.
cerevisiae) binden, was die ATPase Aktivitit von Ssal stimuliert (Hainzl et al., 2004).
Hsp90 und Hsp70 kompetitieren in diesem Fall um die TPR-Doméne, da Cnsl nicht, wie
Stil, mehrere TPR-Doménen besitzt (Hainzl et al., 2004).

Aber nicht alle Hsp90 Cochaperone, die eine TPR-Doméne besitzen binden, mit dieser
an Hsp90. Sgtl stellt eine Ausnahme dar. Die TPR-Doméine dient in diesem Fall der Bin-
dung von Skpl, einer Komponente des SCF-Ubiquitin-Ligase Komplexes (Kitagawa et al.,
1999) und Hsp90 wird mit der CS-Domine gebunden (Catlett und Kaplan, 2006). Die CS-
Domiine besitzt strukturelle Ahnlichkeit mit Sbal/p23, dennoch iiberlappen die Bindestellen
der beiden Cochaperone nicht (Zhang et al., 2010). Die Bindung von Sgtl an Hsp90 hat
auch, im Gegensatz zur Sbal/p23 Bindung, keinen Einfluss auf die Hsp90 ATPase Aktivitit
(Catlett und Kaplan, 2006).

Tahl bindet zusammen mit Pihl an Hsp90, um es bei der Umstrukturierung von Chro-
matin und bei der Reifung von kleinen nukldren RNPs zu unterstiitzen (Zhao et al., 2008).
Die Bindung des Tahl/Pihl Heterodimers fiihrt zu einer Inhibition der Hsp90 ATPase
Aktivitit, so dass angenommen werden kann, dass das Heterodimer als Adaptor dient, der
spezifisch clients an Hsp90 tibertrdgt (Eckert et al., 2010).

Cdc37 ist ein essentielles, Kinase-spezifisches Cochaperon, das assoziiert mit Hsp90 und
verschiedenen Kinasen vorgefunden wurde (Caplan et al., 2007). Es wirkt als Adaptor,

indem es Kinasen mit seiner N-terminalen Domaéane bindet und auf diese Weise die Interakti-
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on mit Hsp90 ermdglicht. Die C-terminale Doméne von Cdc37 bindet schlieBlich die
N-Doméne von Hsp90 (Silverstein et al., 1998). Neuere Studien mit C. elegans Proteinen
zeigen, dass die M-Doméne von Hsp90 ebenfalls an der Interaktion beteiligt ist (Eckl et al.,
2013). Die Proteine Hsp40, Hsp70, Hsp90, Cdc37 und Stil/Hop stellen das minimale Set
dar, das notwendig sind, um Kinasen vor Missfaltung und Aggregation zu schiitzen (Caplan
et al., 2007). Daraus kann abgeleitet werden, dass eine missgefaltete Kinase zunichst von
dem Hsp40/Hsp70 System gebunden wird. Via Stil, das die Bindung von Hsp90 und Cdc37
stabilisiert (Caplan et al., 2007), wird die Kinase schlieBlich auf Hsp90 {ibertragen. Neben
seiner Funktion als Adaptor besitzt Cdc37 auch eine regulatorische Funktion auf den Hsp90
ATPase Zyklus, indem es die ATPase Aktivitdt inhibiert (Siligardi et al., 2002). Die Lésung
der Kristallstruktur der C-terminalen Doméne des humanen Homolog von Cdc37 (p50) mit
der N-Doméne von yHsp90 zeigte, dass die Inhibition vorrangig durch die Bindung von p50
an die offene Form von Hsp90 erzeugt wird. Die Bindung involviert das /id-Segment und
verhindert dessen schlieBen. So verhindert das gebundene Cdc37 die N-terminale Dimerisie-
rung von Hsp90 (Roe et al., 2004).

Die Bindung des Cochaperons Sbal/p23 an Hsp90 ist stark Nukleotid abhéngig (Johnson
und Toft, 1994). Es bindet mit 70-fach hoherer Affinitdt in Anwesenheit eines Nukleotid-
Analogon (Siligardi et al., 2004), wobei ein Hsp90 in der Lage ist, zwei Sbal/p23-Molekiile
zu binden (Richter ef al., 2004). Der Grund fiir die starke Nukleotidabhidngigkeit der Bin-
dung zeigte sich in der Kristallstruktur von geschlossenem yHsp90 in Gegenwart von
AMP-PNP und p23. Der Grofiteil der Bindestelle von Sbal/p23 wird erst nach N-terminaler
Dimerisierung geformt. Reste des C-terminalen Schwanz von Sbal/p23 (nach Aminosdure
125) konnten sogar Interaktion mit der M-Doméne von Hsp90 eingehen (Ali et al., 2006).
Aus diesen strukturellen Griinden ist die ATPase inhibierende Funktion von p23 nicht
verwunderlich, obwohl anders als bei Stil oder Cdc37 nur eine Teilinhibition der Aktivitét
von Hsp90 erfolgt (Panaretou et al., 2002). Strukturell zeigt Sbal/p23 mit seiner wie o-
Kristallin gefalteten Domine Ahnlichkeit zu den sHsps (Garcia-Ranea et al., 2002) und der
lange unstrukturierte Schwanz scheint essentiell fiir die Chaperonaktivitit des Sbal/p23
(Weaver et al., 2000; Weikl ef al., 1999).

Ahal (accelerator of Hsp90 Atpase) ist neben Cpr6 der zweite bekannte Aktivator der
Hsp90 ATPase Aktivitit (Panaretou et al., 2002). Sowohl Ahal als auch seine kiirzere
Isoform Hchl sind beide nicht essentiell in Hefen. Homologe von Ahal koénnen in allen

Spezies gefunden werden, wohingegen Homologe von Hchl nur in niederen Eukaryoten
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vorkommen (Lotz et al., 2003; Panaretou et al., 2002). Zuerst wurde die aktivierende Wir-
kung von Ahal auf die Bindung der N-Domédne von Ahal an die M-Doméne von Hsp90
zuriickgefiihrt, die eine Repositionierung des katalytischen loops verursacht (Meyer et al.,
2004). Neuere NMR Studien und Crosslinking-Experimente zeigen jedoch, dass an der
Aktivierung auch eine Interkation von Ahal mit der N-Doméne von Hsp90 beteiligt ist
(Koulov et al., 2010; Retzlaff et al., 2010). Ahal induziert und stabilisiert einen energetisch
ungiinstigen Zustand, in dem die N-Domidnen von Hsp90 in rdumlicher Néhe sind und
ermdglicht so das I; im Konformationszyklus zu umgehen (Hessling ef al., 2009; Retzlaft et
al., 2010). Ahal scheint als Cochaperon an der Aktivierung mehrerer clients wie z.B. v-Src
und dem Glucocorticoidrezeptor (GR) beteiligt zu sein (Holmes et al., 2008; Lotz et al.,
2003; Panaretou et al., 2002). Zudem ist es in der Qualitdtskontrolle des CTFR (cystic

fibrosis transmembrane conductande regulator) involviert (Wang et al., 2006).

1.2.4 Hsp90 und seine client-Proteine

Eine groBBe Anzahl unterschiedlicher sog. client-Proteine sind in ihrer Faltung, Stabilitdt
oder beim Erreichen oder Erhalt ihrer funktionsfahigen Struktur auf Hsp90 und dessen ATP-
abhédngigen konformationellen Zyklus angewiesen. Studien mit S. cerevisiae lassen vermu-
ten, dass etwa 20 % des Proteoms direkt oder indirekt von Hsp90 abhidngen und in ihrer
Struktur oder Funktion betroffen sind, falls Hsp90 in seiner Funktion eingeschriankt ist
(Taipale et al., 2010). Solche clients konnen in den verschiedensten Proteinklassen gefunden
werden, wie nukldre Transkriptionsfaktoren, SHR, E3 Ligasen oder Proteinkinasen. Eine
Liste an Hsp90 Interaktoren, die regelméBig aktualisiert wird, ist auf
http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf zu finden. Client-Proteine sind meist
instabile Proteine. So ist z.B. die virale Src-Kinase (v-Src), deren Aktivitdt Hsp90 abhéngig
ist, instabiler als die zelluldre variante (c-Src), die weniger Abhingigkeit von Hsp90 zeigt
(Falsone et al., 2004). Dariiber hinaus gehoren einige krebsassoziierte Proteine, wie das
Tumorsuppressorprotein p53 und die Kinasen Raf-1, Bcr-Abl sowie ErbB2 zu den Hsp90
clients. Die Struktur der verschiedenen clients ist sehr divers und es konnte bis jetzt keine
Konsensussequenz oder gemeinsames strukturelles Element identifiziert werden, das als
Erkennungsmerkmal als Hsp90 Bindestelle dienen konnte. Ebenso konnte auch an Hsp90
keine eindeutige client-Bindestelle gefunden werden. Im Rahmen verschiedener Studien mit

clients konnten Interaktionsstellen in jeder Doméne gezeigt werden. So wurde fiir p53
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gezeigt, dass es mit der C-Doméne interagiert, aber ebenso schwache Interaktion mit der N-
und M-Doméne eingeht (Hagn et al., 2011; Park ef al., 2011). Eine ausfiihrliche tabellarische
Zusammenfassung der bis jetzt identifizierten client-Bindestellen ist in Rohl et al. (2013) zu
finden.

Mittlerweile ist es akzeptiert, dass Hsp90 nicht an genereller Proteinfaltung teilnimmt,
wie dies zum Beispiel GroEL und Hsp70 tun (Kim et al., 1998; Nathan et al., 1997), sondern
dass Hsp90 vielmehr partiell unstrukturierte Bereiche von clients bindet, und diese unter-
stiitzt, eine aktive Konformation einzunehmen. Fiir p53 wurde etwa gezeigt, dass es in einer
nativ-dhnlichen Struktur an Hsp90 bindet. In vitro Studien legen nahe, dass das client-
Protein selbst einen stimulierenden Effekt auf die Hsp90 ATPase Aktivitit und dessen
Konformationsédnderungen besitzt (McLaughlin et al., 2002; Street et al., 2011).

Hsp90 prozessiert seine clients nicht alleine, sondern eine enorme Anzahl an Cochapero-
nen erhoht die Komplexitdt der Funktionsweise der Hsp90-Maschinerie (Abbildung 1-8).
Sie scheinen Hsp90 fiir die Interaktion mit bestimmten clients vorzuprogrammieren oder
zumindest Hsp90 wihrend der Reifung selektiver clients zu unterstiitzten. So ist Cdc37 ein
Kinase-spezifisches Cochaperon und hilft Hsp90 ausschlieSlich bei der Prozessierung von
Kinasen (Caplan ef al., 2007). Andere Cochaperone hingegen helfen Hsp90 bei der Reifung
verschiedener clients. Das Zusammenspiel von verschiedenen Cochaperonen und Hsp90 bei
der client-Prozessierung ist fiir die SHR am besten untersucht und verstanden. SHRs sind
nukldre Transkriptionsfaktoren, an welche in eine hydrophobe Tasche in der C-terminalen
Ligandenbindedoméne Steroidhormone binden (Pratt et al., 2006). Fiir die SHRs ist bekannt,
dass sie zuerst von Hsp70 gebunden werden und dann unter Beteiligung von Hop/Stil an das
Hsp90 System tibergeben werden (Chen et al., 1996). Hop scheint dabei Adaptorfunktion zu
haben, da es sowohl Hsp90 als auch Hsp70 binden kann. Die Kolokalisation der beiden
Chaperone soll die Effizienz der client-Ubertragung erhdhen (Chen und Smith, 1998;
Johnson et al., 1998). Die Hsp90 Maschinerie bindet den teilweise ungefalteten SHR und
induziert bei diesem einen hormonbindekompetenten Zustand (Pratt et al., 2004). Um den
prozessierten SHR wieder freizusetzten, ist die Beteiligung weiterer Cochaperone notwen-
dig, wie z.B. der PPlase Cpr6 und Sbal/p23, die beide ebenfalls assoziiert mit dem SHR-
Hsp90-Komplex vorgefunden wurden (Johnson und Toft, 1994, 1995). Nukleotidbindung
filhrt zur Dissoziation der TPR-Cochaperone unter Ausbildung des spédten Komplexes, in

welchem ATP-Hydrolyse und die Freisetzung des clients stattfinden.
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Intermedidirkomplex

geschlossen 2 geschlossen 1

geschlossen 2

spiter Komplex
Abbildung 1-8: Cochaperonezyklus des Hsp90 bei der Substratreifung. Stil/Hop bindet an die offene Konformation
von Hsp90 zusammen mit Hsp70 und dem client-Protein und bildet so den Intermedifrkomplex. Der ATPase-inhibierte
Zustand scheint Hsp90 auf die Bindung einer PPlase auf die freie Akzeptorbindestelle vorzubereiten, was zu der Ausbil-
dung eines asymmetrischen Komplexes fiihrt. Der Aktivator Ahal schwiécht die Bindung von Stil an Hsp90, was zu dessen
Freisetzung fiihrt zusammen mit Hsp70. Vorher fand der Transfer des cl/ients von Hsp70 auf Hsp90 statt. Ahal beschleunigt
die Bildung des N-terminal geschlossenen Zustandes (geschlossen 1). Die Bindung von p23 schlieBlich verdringt Ahal und
fithrt zum vollstdndig geschlossenen Zustand (geschlossen 2). Nach erfolgter ATP-Hydrolyse werden p23 und der aktivierte
client freigesetzt. In Abwesenheit weiterer Cochaperone fithrt Ahal zu einer beschleunigten ATP-Hydrolyse (grauer Pfeil).
Diese Abbildung wurde aus Rohl et al. (2013) entnommen und modifiziert.

1.3 Inhibition von Hsp90 als Anti-Tumor-Strategie

1.3.1 Rolle von Hsp90 in Krebszellen

Unter normalen zelluldren Bedingungen helfen Chaperone wie Hsp90 vielen Substratpro-
teinen dabei ihre korrekte Faltung beizubehalten und schiitzten sie so vor proteolytischem
Abbau und ermdglichen es ihnen, ihre Funktion auszuiiben. Werden Zellen proteotoxischem
Stress (wie z.B. Hitze, Schwermetallen, Hypoxie oder Acidose) ausgesetzt, so fiihrt dies zu
einer erhdhten Expression an Chaperonen, als adaptive Antwort, um die Uberlebenschancen
von Zellen erhdhen. Aufgrund dieser beiden Eigenschaften spielen Chaperone eine zentrale
Rolle in Tumorzellen (Whitesell und Lindquist, 2005). In den meisten menschlichen Tumo-
ren ist eine erhohte Expression von einem oder mehreren Hsps im Vergleich zu normalen

Gewebe (Chant et al., 1995; Ciocca et al., 1993; Kimura et al., 1993), so auch von Hsp90

17



Einleitung

(Conroy et al., 1998; Pick et al., 2007), vorhanden. Mit einer vermehrten Expression von
Hsp70 entziehen sich Tumorzellen der stress-induzierten Apoptose, da fiir eine erfolgreiche
Inhibition der stress-induzierten Apoptose die intakte Chaperonaktivitdt von Hsp70 notwen-
dig ist (Mosser et al., 2000). Der Grund hierfiir liegt an der Beteiligung von Hsp70 am
Apoptose Signalweg an verschiedensten Stellen, wie z.B. der Regulation des Apoptose
Signalweges durch den JNK-SAPK (Jun N-terminal kinase-stress-activated protein kinase)
Weg, der Caspase-Aktivierung oder der Beteiligung an Prozessen nach der Caspase-
Aktivierung (Mosser und Morimoto, 2004).

Die Rolle von Hsp90 in Krebszellen ist vielféltiger als die Verhinderung von Apoptose,
obwohl es durch seinen Effekt auf AKT (Basso et al., 2002), TNF (tumor necrosis factor)-
Rezeptoren (Vanden Berghe ef al., 2003) und NF (nuclear factor)- kB (Chen et al., 2002)
auch Einfluss auf die Apoptose von Tumorzellen nimmt. Die Tatsache, dass auch einige
Onkoproteine selbst Substrate von Hsp90 sind, davon stabilisiert und in einem aktivem
Zustand gehalten werden, zeigt die zentrale Rolle, die Hsp90 in der Tumorentstehung ein-
nimmt. Eines der dramatischen Beispiele ist die Src-Tyrosinkinase. Die Kinaseaktivitit von
c-Src wird durch intramolekulare Interaktionen der Kinasedoméine, der SH3- und der SH2-
Doméne reprimiert (Williams et al., 1997; Xu et al., 1997). Diese Interaktion stabilisiert
gleichzeitig das Protein, weshalb c-Src kaum auf die Stabilisierung von Hsp90 angewiesen
ist (Xu et al., 1999). Konstitutiv aktiven v-Src Mutanten hingegen fehlt die SH2-Doméne,
d.h. sie sind meist instabiler und stirker auf die Hilfe von Hsp90 angewiesen (Falsone et al.,
2004). Die unregulierte Aktivitdt der v-Src-Varianten ist der Grund fiir ihre tumorfordernde
Wirkung. Durch deren Stabilisierung ist Hsp90 maBlgeblich an dieser Tumorgenese beteiligt
(Whitesell ef al., 1994; Xu und Lindquist, 1993).

Ein weiteres Beispiel fiir die Beteiligung von Hsp90 an Tumorentstehung ist die Stabili-
sierung mutierter Varianten des Tumorsuppressorproteins p53. Mutationen von p53 sind
einer der haufigsten genetischen Defekte in humanen Krebsarten (Whitesell und Lindquist,
2005). p53 ist ein kurzlebiges Protein, das durch transiente Interaktion mit der Hsp90 Ma-
schinerie in einem aktiven Zustand gehalten wird und dessen Abbau iiber das Ubiquitin-
Proteasom System reguliert wird (Muller et al., 2004; Walerych et al., 2004). Die Mutation
von p53 flihrt meist zu einer abnormen Konformation, die in einer stirkeren Abhdngigkeit
von der Hsp90 Chaperonfunktion resultiert, sodass dadurch der Abbau durch das Proteasom
verhindert wird. Zudem verliert p53 durch die verdnderte Konformation seine Féhigkeit

DNA zu binden und somit seine Tumorsuppressorfunktion (Whitesell und Lindquist, 2005).
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Wird Hsp90 inhibiert, so fiihrt dies zur vermehrten Ubiquitinylierung seiner client-
Proteine und dem anschlieBendem Abbau durch das Proteasom (Workman et al., 2007;
Zuehlke und Johnson, 2010). Die Inhibition von Hsp90 ist heute eine wichtige Strategie in
der Bekdmpfung von Krebs, da dessen Inhibition Auswirkung auf gleich mehrere onkogene
Signalwege hat. Zunichst galt es jedoch als kritisch, ein Houseceeping Protein zu inhibieren,
das konstitutiv exprimiert wird und in seiner Funktion essentiell ist. Doch die Ergebnisse der
ersten Phase der klinischen Studien des Geldanamycin Derivats 17-Allylamino-17-
desmethoxygeldanamycin (17-AAG) zeigten, dass die Verabreichung dieses Hsp90 Inhi-
bitors an Patienten mit akzeptabler Toxizitdt einhergeht und sich zugleich die erwiinschten
pharmakodynamischen Verdnderungen des Hsp90 client-Protein Levels ergeben (Banerji et
al., 2005; Goetz et al., 2005; Grem et al., 2005).

Nicht nur cytoplasmatisches Hsp90 spielt in Tumoren eine entscheidende Rolle. Neuere
Studien zeigen auch, dass die Menge an Hsp90 an der Zelloberflidche in Krebszellen deutlich
erhoht ist und mit Metastasierungsaktivitit korreliert (Becker et al., 2004). Die Inhibition
von sekretiertem Hsp90 kann Zellmotilitdt in vivo und die Metastasierungsaktivitit von

Tumoren in vivo reduzieren (Tsutsumi et al., 2008).

1.3.2 Modulatoren von Hsp90

Es wurden bereits mehrere natiirliche Substanzen identifiziert, die die Funktion von
Hsp90 inhibieren konnen. Strukturell sind Modulatoren der Hsp90 Aktivitit eine sehr diver-
se Gruppe und zeigen keine grofe Ahnlichkeit. Strukturen ausgewihlter Hsp90 Modulatoren
sind in Abbildung 1-9 gezeigt.
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Abbildung 1-9: Strukturen ausgewéhlter Hsp90 Modulatoren. Chemische Strukturformeln der Hsp90 Inhibitoren
Radicicol, Geldanamycin, PU-H71 und Novobiocin. 4-OH-Tamoxifen ein Aktivator der Hsp90 ATPase Aktivitit. Die
Strukturen wurden mit dem Programm ChemDraw Ultra 12.0 erstellt.

Geldanamycin ist ein natiirliches Ansamycin-Antibitiotikum, das aus Streptomyces hyg-
roscopicus isoliert wurde (DeBoer ef al., 1970). Die Anti-Tumor Wirkung von Ansamycinen
auf Fibroblasten, die mit onkogenen Tyrosinkinasen transformiert wurden, wurde zunichst
als Kinase-Inhibition gedeutet (Uehara et al., 1988). Schlieflich konnte gezeigt werden, dass
ihr eigentliches Ziel Hsp90 ist (Whitesell et al., 1994). Ein weiterer natiirlicher Hsp90
Inhibitor ist Radicicol, ein makrozyklisches Lakton-Antibiotikum, das aus Monocillium
nordinii isoliert wurde (Delmotte und Delmotte-Plaque, 1953). Beiden Inhibitoren ist ge-
meinsam, dass sie in die N-terminale Nukleotidbindetasche von Hsp90 mit hoherer Affinitét
als ATP binden und so mit der Nukleotidbindung direkt kompetitieren und die ATPase
Aktivitdt von Hsp90 inhibieren (Grenert et al., 1997; Roe et al., 1999) (Abbildung 1-10).
Dies fiihrt zur Ubiquitinylierung und dem proteasomalen Abbau seiner client-Proteine

(Workman et al., 2007; Zuehlke und Johnson, 2010).
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Radicicol Geldanamycin

Abbildung 1-10: Kiristallstrukturen von Radicicol und Geldanamycin gebunden an die N-Doméne von yHsp90.
Gezeigt sind die Kristallstrukturen der N-Doméne von yHsp90 in Komplex mit Radicicol (pdb 1bgq) und Geldanamycin
(pdb 1ah4). Die Struktur der N-Domine ist jeweils in blau dargestellt, die Inhibitoren in gelb. Die Abbildung wurde mit
Hilfe von Pymol erstellt.

Im Gegensatz zu Geldanamycin besitzt Radicicol keine in vivo Aktivitét, da es im Serum
instabil ist (Jhaveri et al., 2012). Geldanamycin besitzt jedoch besitzt eine sehr grole He-
patoxizitit, was eine Derivatisierung erforderte. 17-AAG (Abbildung 1-11) ist eines der
Derivate mit verminderten Nebenwirkungen und war auch der erste Hsp90 Inhibitor, der in
humanen klinischen Studien getestet wurde (Banerji et al., 2005). Mittlerweile sind einige
Derivate von Geldanamycin, Radicicol oder des Resorcinol-Rings (z.B. STA9090, NVP-
AUY922 siche Abbildung 1-11) in der klinischen Phase fiir die unterschiedlichsten Krebsar-
ten, bis hin zu Phase III (Hong et al., 2013; Jhaveri et al., 2012).

Die Losung der Kristallstrukturen der N-Domidne von Hsp90 allein, in Gegenwart von
ATP/ADP, Radicicol oder Geldanamycin ermoglichte das rationale Design von Hsp90
Inhibitoren wie PU3 (Abbildung 1-9), das von einer Purin-Struktur abgeleitet ist (Chiosis et
al., 2001). Einige Derivate von PU3 sind mittlerweile auch in die klinische Testphase einge-
treten wie PU-H71 (Jhaveri et al., 2012) (Abbildung 1-11).

Novobiocin ist ein Antibiotikum aus Streptomyces niveus, das ein Aminocumarin enthilt
(Abbildung 1-9). Urspriinglich wurde es als Inhibitor der bakteriellen DNA-Gyrase B
identifiziert, wo es in die Nukleotidbindetasche bindet. Es wurde gezeigt, dass Novobiocin
auch mit Hsp90 interagieren kann und seine Chaperonfunktion inhibiert, &hnlich wie Gelda-
namycin und Radicicol (Marcu et al., 2000b). Anders als Radicicol und Geldanamycin
bindet Novobiocin an eine neue Stelle in der C-Doméne von Hsp90 (Marcu et al., 2000a).

Basierend auf der Struktur von Novobiocin wurden weitere Hsp90 Inhibitoren synthetisiert
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(Yu et al., 2005) und die Selektivitit gegen das eigentliche Ziel des Antibiotikums Novobio-
cin, ndmlich die bakterielle DNA-Gyrase B, erhoht (Burlison et al., 2006).

Mit 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT, Abbildung 1-9) und Tamoxifen wurden bereits erste
Aktivatoren der Hsp90 ATPase Aktivitdt beschrieben (Zhao et al., 2010). Sie wurden im
Rahmen einer Dockingstudie entdeckt, in der fiir neue Bindepartner dieser Ostrogenblocker
gesucht wurde (Zhao et al., 2010). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass 4-OHT mit einer
Affinitdt von 60 -100 uM an Hsp90 bindet und die ATPase Aktivitit zweifach stimuliert, der
Wirkungsmechanismus bleibt ungekléart (Zhao et al., 2010). Des Weiteren ist der Einfluss

von Aktivatoren auf die c/ient-Prozessierung von Hsp90 bisher unbekannt.

o]

B}

B\ PU-H71

OH O— HN—

STA-9090 NVP-AUY922

Abbildung 1-11: Hsp90 Inhibitoren in klinischen Studien. Gezeigt sind die chemischen Sturkturformeln von Hsp90
Inhibitoren, die in klinischen Studien untersucht werden bzw. wurden. Darunter das Geldanamycin-Derivat 17AAG, das
von PU3 abgeleitete PU-H71, sowie STA-9090 (Ganetespibz) und NVP-AUY922, die zur Klasse der Resorcinol-Derivate
gehoren. Die Strukturen wurden mit dem Program Chem Draw Ultra 12.0 erstellt.

? Struktur entnommen aus http://www.syntapharma.com/documents/Ganetepib GALAXY-
2 ASCO_2013 Poster.pdf aufgerufen am 17.06.2013.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Es konnte gezeigt werden, dass die Fihigkeit von Hsp90 ATP zu binden und zu hydroly-
sieren essentiell fiir die Lebensfahigkeit von eukaryontischen Zellen ist (Obermann et al.,
1998; Panaretou ef al., 1998). Die Bindung des Nukleotids induziert im Hsp90 groB3e struktu-
relle Anderungen (Shiau et al., 2006), deren genauere Analyse mittels FRET-Techniken zur
Identifikation zweier on pathway Intermediate fithrte (Hessling et al., 2009; Mickler et al.,
2009). Welche Rolle das Timing der Population dieser Intermediate fiir die Funktionalitét
von Hsp90 spielt, ist noch unklar. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Hsp90-Varianten charak-
terisiert werden, mit dem Ziel, Intermediatzustinde wihrend des Konformationszyklus
anzureichern, um eine besseren Einblick in die Bedeutung der Konformationsinderungen

von Hsp90 in vitro und in vivo zu erlangen.

Die Inhibition von Hsp90 stellt aufgrund seiner zentralen Rolle in Krebszellen eine wich-
tige Strategie zur Bekdmpfung des Tumorwachstums dar. Die Identifizierung neuer Substan-
zen oder Substanzklassen, die die Hsp90 Aktivitit inhibieren ist deswegen von grofer
Bedeutung. Meist werden derartige Substanzen durch Screens auf Basis der Hsp90 ATPase
Aktivitdt gesucht. Mit Hilfe des etablierten Hsp90 FRET-Systems (Hessling et al., 2009),
das die Konformationsdnderungen sichtbar macht, die mit der Nukleotidbindung assoziiert
sind, sollte zum einen eine Screening Methode etabliert und neue Modulatoren der Hsp90
Konformationsdnderungen identifiziert werden. Die so erhaltenen Substanzen sollten an-

schlieBend in Bezug auf ihren Funktionsmechanismus néher charakterisiert werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Oligodesoxynukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotide sind in Tabelle 2-1 aufgefiihrt.

Sie wurden von MWG Eurofins (Ebersberg) bezogen.

Tabelle 2-1: In dieser Arbeit verwendete Oligodesoxyribonukleotide.

Primer Nukleotidequenz 5°-3° Verwendung

Delta8 (+) CAAGCTGAAATTACTCAGTTGATGA  Mutagenese Deletion ersten
G acht Aminoséduren yHsp90

Delta8 (-) CAT ATG GCT GCC GCG CG Mutagenese Deletion ersten

acht Aminosduren yHsp90

A10T (+) ACTGAAATTACTCAGTTGATGAGTT  Mutagenese A10T yHsp90
T

A10T (-) TTGAAATTCAAAAGTTTCACTAGCC  Mutagenese A10T yHsp90
AT

L18R (+) CGGATCATCAACACCGTCTATTCTA  Mutagenese L18R yHsp90
AC

L18R (-) ACTCATCAACTGAGTAATTTCAGCT  Mutagenese L18R yHsp90
TG

T221 (+) ATTGTCTATTCTAACAAGGAAATTT  Mutagenese T221 yHsp90
TCTTGAG

T221 (-) GTTGATGATCAAACTCATCAACTGA  Mutagenese T221 yHsp90
G

E33A (+) CACTGATATCTAATGCCTCGGAT Mutagenese E33A yHsp90

E33A (-) CTCTCAAGAAAATTTCCTTGTTAGA  Mutagenese E33A yHsp90

D79N (+) AATTCTGGTATTGGTATGACCAAGG Mutagenese D79N yHsp90

D79N (-) TCTGATTTCCAAAACTTTTTGCTCTG Mutagenese D79N yHsp90
G

T101I (+) ATTAAAGCCTTCATGGAAGCTCTAT  Mutagenese T1011 yHsp90
CTG

T1011(-) ACCAGACTTGGCAATGGTACCC Mutagenese T1011 yHsp90

AT07N (+) AATCTATCTGCTGGTGCCGATGTAT  Mutagenese A107N yHsp90
C

A107N (-) TTCCATGAAGGCTTTGGTACCAGAC  Mutagenese A107N yHsp90

R346S (+) AGTCGTGTTTTCATCACTGATGAAG  Mutagenese R346S yHsp90

R346S (-) AACGTACAACTTGATATTATTCTTCT Mutagenese R346S yHsp90
TC

R380A (+) GCAGAAATGTTACAACAAAATAAG  Mutagenese R380A yHsp90
ATCATG

R380A (-) GGACAAATTCAATGGTAAATCCTC Mutagenese R380A yHsp90
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Fortsetzung Tabelle 2-1

Primer Nukleotidsequenz 5°-3° Verwendung

yHsp90fwd- TTTTGTACGGATCCATGGCTAGTGAAA  Klonierung yHsp90

BamHI CTTTTGAATTTC Einfiigen BamHI Schnittstelle
y90neu_rev CTAGCTAGGTGGACCTAATCTACCTCT  Klonierung yHsp90

Sall TCCATTTCGG TGTC Einfligen Sal/l Schnittstelle
Delta8 fwd TTTTGTACGGATCCATGCAAGCTGAA  Klonierung A8yHsp90
BamHI ATTACTCAGTTGATG Einfiigen BamHI Schnittstelle
T7 forward TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG Sequenzierung

T7 reverse GCT AGT TAT TGC TCA GCG G Sequenzierung
yHsp82fwd205 CCAATTAGTCGTCACCAAGG Sequenzierung

CycTerm rev TAATAGGGACCTAGCTTCAGGTTG Sequenzierung

GPDPro F CGGTAGGTATTGATTGTAATTCTG Sequenzierung

2.1.2 Bakterien-, Hefestimme und Plasmide

Im Tabelle 2-2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien- und Hefestimme aufge-
listet. E. coli DH10B und Machl Zellen wurden zur Plasmid Vermehrung verwendet. Zur
Proteinexpression wurden E. coli BL21 Zellen herangezogen.

Fiir die in vivo Charakterisierung der Hsp90-Varianten wurde der Stamm ECU 82a ver-
wendet. Der Einfluss der Hsp90 Modulatoren auf die client-Prozessierung wurde in BY4741

untersucht.

Tabelle 2-2: In dieser Arbeit verwendeten Hefestimme und Plasmide.

Stamm

Genotyp

Herkunft

E. coli DHIOB

E. coli Mach 1

E. coli BL21 (DE3)

ECU 82a

BY4741

BY4741AAhal

F- merA A(mrr-hsdRMS- merBC) 80lacZ M15
lacX74 recAl endAl araD139 (ara, leu)7697
galU galK - rpsL nupG tonA

ArecA1398 endA1 tonA ®80AlacM15 AlacX74
hsdR(rK- mK+)

F— ompT hsdS(rB— mB-) dem+ Tetr gal 1 (DE3)
endA Hte [argU ileY leuW CamR]

Genotyp Hsp82::LEU hsc82::LEU2 ade?2 his3
leu2 trpl ura3 + pRS 426 Hsp82

MATa; his3A1; leu2A0; met1 SA0; ura3A0

MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YDR214w::kanM X4

Stratagene
(La Jolla, USA)

Invitrogen
(Darmstadt)
Stratagene

(La Jolla, USA)
(Nathan et al.,
1997)
Euroscarf
(Frankfurt)
Euroscarf
(Frankfurt)
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Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2-3 aufgelistet. Sie wurden

von den angegebenen Quellen bezogen, oder mittels blunt-end-Mutagenese (2.2.3.3) mit den

in Tabelle 2-1 gelisteten Primern erzeugt.

Tabelle 2-3: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmid

Beschreibung

Herkunft

pET28
pET28-yAhal
pET28-y90
pET28-y90 D61C
pET28-y90 Q385C

pET28-y90 A8

Expressionsvektor flir E. coli
Expression Hefe Ahal in E.coli; Kan®

Expression Hefe Hsp82 in E.coli;
Kan®

Expression Hefe Hsp82 D61C in
E.coli; Kan®

Expression Hefe Hsp82 Q385C in
E.coli; Kan®

Expression Hefe Hsp82 A8 in E.coli;

Merck Biosciences

(Schwalbach)

Dr. Klaus Richter, TU

Miinchen

Dr. Klaus Richter, TU

Miinchen

Dr. Martin Hessling,

TU Miinchen

Dr. Martin Hessling,

TU Miinchen

Dr. Klaus Richter, TU

Kan® Miinchen

pET28-y90 A8 D61C Expression Hefe Hsp82 A8 D61C in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 A8 Q385C Expression Hefe Hsp82 A8 Q385C diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 A10T Expression Hefe Hsp82 A10T in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 A10T D61C Expression Hefe Hsp82 A10T D61C  diese Arbeit
in E.coli; Kan®

pET28-y90 A10T Q385C  Expression Hefe Hsp82 A10T Q385C  diese Arbeit
in E.coli; Kan®

pET28-y90 L18R Expression Hefe Hsp82 L18R in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 L18R D61C Expression Hefe Hsp82 L18R D61C diese Arbeit
in E.coli; Kan®

pET28-y90 L18R Q385C  Expression Hefe Hsp82 L18R Q385C  diese Arbeit
in E.coli; Kan®

pET28-y90 T221 Expression Hefe Hsp82 L18R in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 T221 D61C Expression Hefe Hsp82 L18R D61C diese Arbeit
in E.coli; Kan®

pET28-y90 T221 Q385C  Expression Hefe Hsp82 L18R Q385C  diese Arbeit
in E.coli; Kan®

pET28-y90 E33A Expression Hefe Hsp82 L18R in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 E33A D61C Expression Hefe Hsp82 L18R D61C diese Arbeit
in E.coli; Kan®

pET28-y90 E33A Q385C  Expression Hefe Hsp82 L18R Q385C  diese Arbeit

in E.coli; Kan®
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Fortsetzung Tabelle 2-3 Teil 1

Plasmid Beschreibung Herkunft

pET28-y90 D79N Expression Hefe Hsp82 L18R in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 D79N D61C Expression Hefe Hsp82 L18R diese Arbeit
D61C in E.coli; Kan®

pET28-y90 D79N Q385C Expression Hefe Hsp82 L18R diese Arbeit
Q385C in E.coli; Kan®

pET28-y90 T101I Expression Hefe Hsp82 T1011 in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 A107N Expression Hefe Hsp82 A107N in  diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 A107N D61C Expression Hefe Hsp82 A107N diese Arbeit
D61C in E.coli; Kan®

pET28-y90 A107N Q385C  Expression Hefe Hsp82 A107N diese Arbeit
Q385C in E.coli; Kan®

pET28-y90 R346S Expression Hefe Hsp82 R346S in diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 R346S D61C Expression Hefe Hsp82 R346S diese Arbeit
D61C in E.coli; Kan®

pET28-y90 R346S Q385C  Expression Hefe Hsp82 R346S diese Arbeit
Q385C in E.coli; Kan®

pET28-y90 R380A Expression Hefe Hsp82 R380A in  diese Arbeit
E.coli; Kan®

pET28-y90 R380A D61C Expression Hefe Hsp82 R380A diese Arbeit
D61C in E.coli; Kan®

pET28-y90 R380A Q385C  Expression Hefe Hsp82 R380A diese Arbeit

p423GPD
p423GPD-y90

p423GPD-y90 A8
p423GPD-y90 A10T
p423GPD-y90 L18R
p423GPD-y90 T22I
p423GPD-y90 E33A
p423GPD-y90 D79N
p423GPD-y90 T1011
p423GPD-y90 A107N

p423GPD-y90 R346S

Q385C in E.coli; Kan®
Expressionsvektor fiir S. cerevisiae
Expression Hefe Hsp82 in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his
Expression Hefe Hsp82 A8 in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp®; his
Expression Hefe Hsp82 A10T in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp®; his
Expression Hefe Hsp82 L18R in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his
Expression Hefe Hsp82 T22I in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his
Expression Hefe Hsp82 E33A in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his
Expression Hefe Hsp82 D79N in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp®; his
Expression Hefe Hsp82 T1011 in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his
Expression Hefe Hsp82 A107N in
S. cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his
Expression Hefe Hsp82 R346S in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his

ATCC, Manassas,USA
Christine John, Master-

arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Fortsetzung Tabelle 2-3 Teil 2

Plasmid

Beschreibung

Herkunft

p423GPD-y90 R380A
p413GPD human GR

pUCASS-26X

p426GPDBGal

Expression Hefe Hsp82 R380A in S.
cerevisiae; ohne Tag; Amp"; his
GR- Expressionsplasmid fiir S. cere-
visiae; GPD-Promotor; his
B-Galactosidase-Reporterplasmid fiir
GR fiir S. cerevisiae

B-Galactosidase-Expressionsplasmid
fiir S. cerevisiae

diese Arbeit

Dr. Andreas Schmid,
TU Miinchen

J.F. Louvion
(Louvion et al.,
1996)

Dr. Andreas Schmid,
TU Miinchen

2.1.3 Nihrmedien

dYT-Medium: 5 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt, 16 g/l Pepton
feste Nahrboden: LBo-Medium +20 g/l Agar-Agar

Selektionsmedium: 20 g/l Glucose, 6,7 g/l YNB, 1 ml/l 1M NaOH, 2 g/l Aminosduremix
Feste Nidhrboden: Selektionsmedium + 20 g/l Agar-Agar

Aminosiduremix: 0,5 g Adenin, 2 g Arginin, 2 g Aspartat, 2 g Histidin, 10 g Leucin,

2 g Lysin, 2 g Methionin, 2 g Phenylalanin, 2 g Threonin, 2 g Tyrosin,

3 g Uracil

Je nach Resistenz der zu kultivierenden E. coli Zellen wurden dem autoklavierten Medi-

um bzw. den Néihrboden 35 pg/ml Kanamycin, 25 pg/ml Chloramphenicol oder 200 mg/ml

Ampicillin in Form sterilfiltrierter Losungen zugegeben.

Da zur Selektion von S. cerevisiae Auxotrophien verwendet werden fehlt im Selektions-

medium jeweils die entsprechende Aminoséure.

2.1.4 Enzyme

Tag-DNA-Polymerase (~ 6 U/ul) ,

Pfu-DNA-Polymerase (3 U/pul),
T4-DNA-Ligase (1 Weiss U/ul),

Dpnl (20 U/ul)
BamHI HF, Sall HF,

Promega, Madison, USA

New England Biolabs, Frankfurt

bovines Serumalbumin (BSA 100x) (100 mg/ml)
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T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul),
rAPid Alkalische Phosphatase,

LDH (2750 U/ml in 3,2 M (NH4)>S0s),
PK (2000 U/ml in 3,2 M (NH4)2S04)

2.1.5 Chemikalien

ATTO 488 Maleimid, ATTO 550 Maleimid
5(6)-FAM, 5- iodacetamido-fluorescein
Lachssperma DNA, Radicicol, Imidazol
ATP, ATPyS, AMP-PNP, PEP, NADH

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

ATTO-TEC, Siegen
Invitrogen/Life Technologies, Paisley, UK
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roche, Mannheim

Alle weiteren Chemikalien wurden, soweit nicht anders gekennzeichnet, in der Reinheit

p.A. von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Serva (Heidelberg) bezogen.

2.1.6 GrofBienstandards und Kits

peqGOLD 1 kb DNA Ladder

Low Molecular Weight Standard

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System,

Wizard SV Gel and Clean- Up System

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Ni-NTA FF, Resource Q 6ml, Superdex 75
Prep Grade, Superdex 200 Prep Grade,
Superdex 75,

CFT-Hydroxylapatit

Millipore-Filter Typ SV (Porengrdfe
0,025 uM), Zentrikons 10/30
Dialyseschlduche

ERG 1,5 ml/ 2 mL, Pipettenspitzen
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2.1.8 Gerite

Soweit nicht anders angegeben, wurden die am Lehrstuhl fiir Biotechnologie vorhande-

nen Standardgeréte verwendet.

Spektrophotometer:

Cary 50 Bio UV-Vis Agilent, Santa Clara, USA
UV 1100 GE Healthcare, Freiburg
Spektropolarimeter: Jasco, GroB3-Umstadt

Jasco J715 mit PTC 343 Peltier

Fluoreszenzspektrophotometer: Horiba Yobin Yvon, Miinchen
FluoroMax-2

FluoroMax-3

FluoroMax-4

FPLC: AKTA GE Healthcare, Freiburg
HPLC: Jasco, Grof3-Umstadt

Pumpe PU-1850, UV-Detektor UV-1575,

Fluoreszenzdetektor FP-920

Sequential stopped-flow Spektrofluorimeter ~ Applied Photophysics, Leatherhead, GB
SX18-MV

Analytische Ultrazentrifuge BeckmannCoulter, Krefeld
XL-A

2.1.9 Computersoftware

Adobe Suite Adobe System, San Jose, USA
Borwin Jasco, Grof3-Umstadt
Berkeley-Madonna Robert I. Macey & George F. Oster

(www.berkeleymadonna.com)
ChemDraw Ultra 12.0 PerkinElmer informatics
(www.cambridgesoft.com)
Endnote X5 Adept Scientific, Herts, GB
Microsoft Office 2011 Microsoft Corporation, Redmond, USA
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Origin 8G Originlab, Northhampton, USA

PyMOL Schrodinger
(www.schrodinger.com)

Sedview Hayes D.B. & Stafford W.F.
(Hayes und Stafford, 2010)

2.2 Methoden

2.2.1 Elektrophoretische Methoden
2.2.1.1 Analytische und priparative Agarose-Gelelektrophorese

Probenpuffer (10x): 0,2 % (w/v) Xylencyanol, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau 50 % (v/v)
Glycerol, 10 mM EDTA
TAE-Puffer (50x): 2 M Tris/Acetat pH"" 8, 50 mM EDTA, 0,11 % Eisessig

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Identifizierung von Plasmid-DNA und DNA-
Fragmenten genutzt. Es wurde dabei eine Agarosekonzentration von 1 % Agarose (w/v) in
I1x TAE-Puffer verwendet. Zusétzlich wurde die Agaroselosung mit 2 uLL pro 100 mL Stain
G (Serva, Heidelberg) versetzt. Die Proben wurden mit 1/10 Probenvolumen an Probenpuf-
fer versetzt. Hierauf konnte bei Kolonie-PCR Proben verzichtet werden, da hier der PCR-
Puffer direkt als Probenpuffer diente und die Proben unmittelbar aufgetragen werden konn-
ten. Die Trennung erfolgte fiir 30 min in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer in
0,5 % TAE-Puffer, bei 130 V. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte durch Anregung der
Stain G Fluoreszenz (A= 302 nm).

Im Falle eines prédparativen Gels wurde die entsprechende Bande aus dem Gel ausge-

schnitten. Die DNA wurde dann mit Hilfe des Wizard SV Gel Clean-Up Kits prépariert.

2.2.1.2 Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

SDS-Probenpuffer (5x): 10 % (w/v) SDS, 50 % (v/v) Glycerin 300 mM Tris/HCI
pH®' 6,8 0,5 % (w/v) Bromphenolblau, 5 % (w/v)
-Mercaptoethanol

Trenngelpufter (4x): 1,5 M Tris/HCI pH®" 8.8, 0,8 % (w/v) SDS
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Sammelgelpuffer (2x): 250 mM Tris/HC1 pH*" 6,8, 0,4 % (w/v) SDS
SDS-Laufpuffer (10x): 255 mM Tris/HC1 pH*" 6,8, 2 M Glycerol 1 % (w/v) SDS
Fairbanks A: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsdure, 0,25 % (w/v)

Coomassie Blau R

Fairbanks D: 10 % (v/v) Eisessig in ddH,O

Die SDS-PAGE wurde zur Gréflenbestimmung von Proteinen und Kontrolle der Reinheit
der gereinigten Proteine verwendet. Es wurden Elektrophoresegele mit 12,5 %igem Trenngel
verwendet. Die Polymerisation von 10 ml Trenngel (3,475 ml ddH,0, 2,5 ml Trenngelpuffer
(4x), 3,125 ml 40 % Acrylamid/Bisacrylamid) wurde durch Zugabe von 100 ml 10 % APS
und 15 ml TEMED gestartet. Das ca. 5 cm hoch gegossene Trenngel wurde sofort mit
wassergesittigtem Isobutanol iiberschichtet und abgedeckt. Nach Ende der Polymerisation
wurde das Isobutanol abgegossen und durch griindliches Spiilen mit ddH,O vollstindig
entfernt. AnschlieBend wurde das Sammelgel (1,85 ml ddH,O, 52,5 ml Sammelgelpuffer
(2x), 0,625 ml 40 % Acrylamid/Bisacrylamid) durch Zugabe von 100 pl 10 % (w/v) APS
und 10 ul TEMED die Polymerisation gestartet und nach kurzem Durchmischen das Sam-
melgel ca. 1,5 cm hoch gegossen. Nach dem Einsetzen der Kémme wurde das Gel etwa 20
min abgedeckt zur Polymerisation stehengelassen. Die fertigen Gele wurden bei 4 °C gela-
gert.[]

Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer (5x) versetzt und anschlieBend im Heizblock
bei 95 °C 5 min lang erhitzt. Nach kurzer Zentrifugation (13000 rpm, 5 s) wurden die Proben
auf das vorbereitete Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in einer Hoefer Mighty
Small II-Vertikal-Elektrophorese-Apparatur (GE Healthcare, Freiburg) bei RT durchgefiihrt.
Die Elektrophorese erfolgte bei 35 mA bis der Farbmarker des Probenpuffers das Ende des
Trenngels erreicht hatte. Das Gel wurde in heifler Fairbanks A ca. 5 min gefdrbt und in

Fairbanks D entfarbt, bis die Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.

2.2.2 Praparation von Plasmiden

Plasmide aus E. coli wurden ausgehend von einer 5 ml UNK mit Hilfe des Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, USA) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.
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Plasmide aus S. cerevisiae wurden aus 3 ml einer stationdren Kultur préapariert. Die pelle-
tierten Zellen (3 min, 3000 rpm) wurden in 200 pl PBS aufgenommen und anschlieend
30 min bei 37 °C mit 8 U Lytikase verdaut. Um die Zellen moglichst effektiv aufzuschlieBen
wurde ein Aufschluss mit Glasperlen und Kugelmiihle durchgefiihrt (4 mal, 2 min, 30 sec”,
4 °C). Die Plasmid DNA wurde schlieBlich aus dem Uberstand des Zellaufschlusses mit
Hilfe des Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, USA)

nach Herstellerangaben isoliert.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)
2.2.3.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die PCR ist eine sehr effektive Methode, um durch Primer definierte DNA-Abschnitte
exponentiell zu vermehren. Die Amplifikation erfolgte im 100 pul Ansatz mit Hilfe der Pfu-
Polymerase. Die Pfu-Polymerase besitzt eine geringere Fehlerrate als die 7ag-Polymerase,
da sie eine 3'-5"-Exonuclease-Aktivitit besitzt. Fiir die PCR wurden 10 ul Pfi-Puffer (10x),
3 ul dNTPs (10 mM), je 4 pl Primer (10 uM), 0,5 pl Template-DNA, 78 pl ddH,O und 3 U
Pfu-Polymerase vermischt. Die Reaktion wurde im Thermocycler durchgefiihrt. Dabei wurde
zundchst 2 min auf 95 °C aufgeheizt; danach wurden 30 Zyklen von je 30 s 95 °C zur Dena-
turierung der DNA, 30 s bei 50°C zur Anlagerung der Primer, 1 min 20 min bei 72 °C zur
Polymerisation durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine zehnminiitige Polymerisation bei
72 °C. Zur Uberpriifung des Erfolgs der PCR wurden 4 ul des Ansatzes mit 4 pl ddH,O und
2 ul Probenpuffer (10x) versetzt und die Fragmente wie unter 2.2.1.1 beschrieben elektro-

phoretisch getrennt.

2.2.3.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR dient zum Nachweis korrekter Insertlinge des wahrend der Transfor-
mation aufgenommenen Plasmids. Hierfiir kann die fehleranfilligere Tag-Polymerase
verwendet werden, da diese robuster ist und die PCR nur zu Kontrollzwecken durchgefiihrt
wurde. Dabei wurden fiir 50 ul Ansatz 39 pl ddH,0O, 10 pl Go-Tag-Puffer (5x), 1,5 ul ANTPs
(10 mM je Nukleotid), je 2 pl Primer (10 uM) sowie 0,5 pl Go-Tag-Polymerase verwendet.
Nach Teilen des Ansatzes auf 10 pl-Ansdtze wurden Kolonien von den Selektivmedium-

platten mit einer Pipettenspitze gepickt und in den Ansatz gegeben. Mit derselben Spitze
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wurden 50 pl LBo-Medium mit dem restlichen Zellmaterial beimpft, um positive Klone zu
kultivieren (Vorkultur fiir UNK). Die PCR erfolgte mit dem in 2.2.3.1 beschriebenen Pro-
gramm, wobei lediglich die Elongationszeit auf 3 min reduziert wurde. Zur Uberpriifung der
Lange des erhaltenen PCR Produkts wurden die Ansdtze direkt auf ein 1 %iges Agarosegels

geladen und wie in 2.2.1.1 beschrieben getrennt.

2.2.3.3 Blunt-end-Mutagenese

Die blunt-end-Mutagenese ermoglicht das Einflihren gezielter Mutationen in zirkuldre
DNA. Dabei werden gegenldufige Primer verwendet, die die einzufiihrende Mutation tragen.
Im Anschluss daran muss das amplifizierte, lineare DNA-Fragment in einer Ligationsreakti-
on zirkularisiert werden.

In den 50 pl Ansatz fiir die PCR wurden 39 pl ddH,O, 5 pl Pfu-Puffer (10x), 1,5 ul
dNTPs (10 mM je Nukleotid), je 2 pl Primer, 1 ul Template-DNA und 1 pl Pfu-Polymerase
gegeben. Die Reaktion wurde im Thermocycler durchgefiihrt. Dabei wurde zunéchst auf
95 °C geheizt. AnschlieBend wurden 25 Zyklen von je 30 s bei 95 °C zur Denaturierung der
DNA, 30 s bei entsprechender Temperatur zur Primeranlagerung und 20 min bei 68 °C zur
Polymerisation durchgefiihrt. Der PCR Ansatz wurde anschlieend mit Hilfe des Wizard SV
Gel Clean- Up Kit nach Herstellerangaben gereinigt und in 40 pl ddH,O eluiert. Das lineare
Fragment wurde anschlieend in einem 30 pl Ansatz phosphoryliert. Dazu wurden 24 pl des
gereinigten PCR-Produkts, 3 ul T4-DNA-Ligase-Puffer (10x), 3 ul ATP (10mM) und 1 pl
T4-Polynukleotidkinase gemischt und 1,5 h bei 37 °C inkubiert.

Zur Ligation wurden dem Phosphorylierungsansatz 3 pl ATP (10 mM) und 1 pl T4-
DNA-Ligase zugegeben und 4 h lang bei 18 °C inkubiert.[1Nach Hitzeinaktivierung der
Enzyme (65 °C, 25 min) und Abkiihlen auf RT wurde dem Ansatz 1 ul Dpnl zugefiigt und
mindestens drei Stunden lang bei 37 °C inkubiert. Dabei wird von der Restriktionsendonuk-
lease selektiv die methylierte Template-DNA verdaut, das unmethylierte PCR-Produkt bleibt
dabei erhalten. Um den Erfolg der Mutagenese zu iiberpriifen wurde der Dpn/-Verdau wie in
2.2.4.2 beschrieben transformiert. Einzelne Kolonien wurden in LBo-Medium iiberimpft und
deren DNA mit Hilfe des Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System isoliert und
durch Sequenzierung (GATC Biotech AG, Konstanz oder MWG Eurofins, Ebersberg) die
Sequenz auf Richtigkeit gepriift.
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2.2.4 Transformation von E.coli Zellen
2.2.4.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Losung A: 40 mM Natriumacetat, 100 mM CaCl,, 70 mM MnCl,
LosungA/Glycerin: 69 ml Losung A, 31 ml 87 % (v/v) Glycerin

Um chemisch kompetente Zellen herzustellen, wurden zunédchst 100 ml LBy-Medium mit
500 ul einer E. coli UNK angeimpft. Diese wurde bei 37 °C unter schiitteln bis zu einer
ODgoo von 0,5 - 1 bebriitet. Bei Erreichen der gewiinschten optischen Dichte wurden die
Zellen mit 2 ml einer sterilen 1 M MgCl-Losung fiir weitere 10 min versetzt und anschlie-
Bend pelletiert (5000 rpm, 5 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 20 ml der steriler Losung A
resuspendiert und 60 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem pelletieren der Zellen (3000 rpm,
5 min, 4 °C) wurden diese in 4 ml der Losung A/Glycerin aufgenommen. Die Zellen wurden
anschlieBend aliquotiert in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Ver-

wendung bei -80 °C gelagert.

2.2.4.2 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Zur Transformation CaCl, kompetenter E. coli Zellen wurden je nach Bedarf verschiede-
ne Stimme verwendet. Machl und DH10B Zellen dienten dabei der Plasmidvermehrung und
um durch blunt-end-Mutagenese verdnderte Plasmid-DNA aufzunehmen. BL2IDE3Cd+
Zellen dienten ausschlieBlich der Proteinexpression. Zu 100 pl entsprechender E. coli Zellen
in einem Eppendorf-Reaktionsgefdll wurden 10 pl des Dpnl Verdaus oder 1 ul gereinigtes
Plasmid gegeben und fiir 15 min auf Eis inkubiert, um die Anlagerung der Plasmid-DNA an
die Zellen zu ermdglichen. Es folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 sec, der dazu fiihrt,
dass die Plasmid-DNA von den Zellen aufgenommen wird. AnschlieBend wurden die Zellen
kurz auf Eis gestellt, 700 ul LBo-Medium zugegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach
Zentrifugation (8000 rpm, 1 min) wurde der Uberstand abgegossen, das Zellpellet in der
verbliebenen Restfliissigkeit resuspendiert und auf LBy“*™-(35 pg/ml) bzw. auf LB*M'-
Platten ausplattiert. Bei Inkubation iiber Nacht bei 37 °C kénnen nur Zellen Kolonien bilden,
die durch die Transformation durch pET28 eine Kanamycinresistenz bzw. durch p423GPD

eine Ampicillinresistenz erhalten haben.
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2.2.5 Transformation von S. cerevesiae

PLATE-Losung: 90 ml 45 % (w/v) PEG 4000, 10 ml 1 M LiOAc, 1 ml 1 M Tris/HCI
pH*" 7,5,0,2 ml 0,5 M EDTA

400 ul einer Hefe-UNK wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefiB iiberfiihrt und
zentrifugiert (3000 rpm, 5 min). Nach abgieBen des Uberstandes wurden 2 ul Lachssperma
DNA zugegeben. Diese einzelstringige, genomische DNA steigert die Effizienz der Trans-
formation, da sie als Triger dient, um die viel kleinere Plasmid-DNA in die Hefezellen zu
transportieren. Nach Zugabe von 200 ng des Plasmids und kurzem Vortexen wurden 300 pl
PLATE-Losung dazu pipettiert und erneut gevortext. Schlieflich werden 12 ul 1 M DTT
zugegeben, erneut gevortext und der Ansatz iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgte ein 1stlindiger Hitzeschock bei 42 °C bevor die Hefen auf entsprechende Selektions-

platten ausplattiert und fiir 4 Tage bei 30 °C inkubiert wurden.

2.2.6 Umklonieren der Hsp90-Varianten
2.2.6.1 Amplifikation aus pet28

Die mittels blunt-end Mutagenese erzeugten Varianten von Hsp90 wurden zur in vivo
Analyse in S. cerevisiae auch in den Vektor p423GPD kloniert (ATCC, Manassas, USA).
Dazu wurde ein Fragment, das fiir Hsp90 kodiert mittels Standard PCR (2.2.3.1) aus dem
Expressionsvektor pET28 amplifiziert. Uber die verwendeten Oligodesoxyribonukleotide
wurde der N-terminale His —Tag entfernt und Restriktionsschnittstellen fiir BamHI und Sa/l
eingefiigt. Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (1 % Agarosegel)
(2.2.1.1) iiberpriift.

2.2.6.2 Restriktion

Um die Gene der in vivo zu analysierenden Hsp90-Varianten in den Hefevektor
p423GPD zu klonieren, wurde das jeweilige Genfragment mit den Enzymen BamHI HF und
Sall HF verdaut. Zu diesem Zweck wurden 50 pl DNA mit 6 ul 10x NEB-Puffer 4, 1 pl 100x
BSA und jeweils 1 pl der Restriktionsenzyme gemischt und 4 h lang bei 37 °C inkubiert.
Das geschnittene DNA-Fragment wurde mit Hilfe des Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
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System (Promega, Madison, USA) gereinigt. Die Restriktion des Hefevektors p423GPD
erfolgte unter gleichen Bedingungen, wobei allerdings {iber Nacht inkubiert wurde. Zusétz-
lich wurden 0,6 U alkalische Phosphatase (TSAP, Promega, Madison, USA) zugesetzt, um
die freien Phosphatgruppen der 5’-Enden abzuspalten. Dadurch konnte eine Religation des
leeren Vektors weitgehend unterdriickt werden. Der geschnittene Vektor wurde ebenfalls mit

Hilfe des Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA) gereinigt.

2.2.6.3 Ligation

Fiir die Ligation wurden 1 pl geschnittener Vektor, 10 pl geschnittenes Fragment, 2 pl
10x T4-DNA-Ligase-Puffer, 7 pl ddH,O und 1 pl T4-DNA-Ligase (1 Weiss U) vereinigt
und iiber Nacht bei 18 °C inkubiert. CaCl,-kompetente E. coli Mach 1 Zellen wurden mit
10 pl des Ligationsproduktes transformiert (2.2.4.2). Eine erfolgreiche Klonierung wurde
durch die Kolonie-PCR (2.2.3.2) und die Richtigkeit der Sequenz durch Sequenzierung
(GATC Biotech AG, Konstanz oder MWG Eurofins, Ebersberg) nachgewiesen.

2.2.7 Proteinexpression und Reinigung der Hsp90-Varianten
2.2.7.1 Fermentation und Zellaufschluss

Die Fermentation der Hsp90-Varianten erfolgte in einem Gesamtvolumen von je 8 1
dYT**"-Medium (35 pg/ml), aufgeteilt auf vier 5 1 Erlenmeyerkolben. Die einzelnen Kolben
wurden mit je 05 ml einer E. coli BL21 (DE3) UNK angeimpft und bei 37 °C im Schiittler
inkubiert. Bei einer ODggo von 0,6 — 0,8 wurde die Uberexpression von Hsp90 durch Zugabe
von 2 ml 1 M IPTG-L6sung induziert. Nach weiteren 4 h Inkubationszeit wurden die Zellen
im JA-10 Rotor abzentrifugiert (7000 rpm, 10 min, 4 °C) und der Uberstand dekantiert. Die
Zellpellets wurden in insgesamt 80 ml Ni-NTA-A Puffer aufgenommen, mit Protease-
Inhibitorcocktail Mix HP (Serva, ) versetzt und entweder bei — 80 °C eingefroren oder direkt
aufgeschlossen.

Der Zellsuspension wurde mit einer Spatelspitze DNAse I (Invitrogen/Life Technologies,
Paisley, UK) versetzt und an einer Zellaufschlussmaschine (Cell disrupter Basic Z Model,
Constant Systems Ltd) bei 1,8 kbar aufgeschlossen. Die lysierte Zellsuspension wurde im

JA-25.50-Rotor zentrifugiert (20 000 rpm, 45 min, 4 °C). Da die liberexprimierten Hsp90-
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Varianten 18slich im Zytosol vorlagen wurden diese aus dem Uberstand gereinigt und das

Pellet verworfen.

2.2.7.2 Ni-NTA-Affinititschromatographie

Ni-NTA A Puffer: 50 mM NaP pH 7,8, 300 mM NacCl
Ni-NTA B Puffer: 50 mM NaP pH 7,8, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol

Die Hsp90-Varianten sind auf dem Expressionsvektor mit einem N-terminalen Histidin-
Tag versehen, was die Reinigung iiber eine Ni-NTA-Affinitdtschromatographie ermdglicht.
Um Abbau durch Proteasen zu minimieren wurde diese bei einer Temperatur von 8 °C
durchgefiihrt. Dabei wurde die Ni-NTA Séule mit Auftragspuffer dquilibriert und mit dem
proteinhaltigem Uberstand der Zentrifugation nach Zellaufschluss (2.2.7.1) mit einer Fluss-
rate von 2 ml/min beladen. AnschlieBend wurde die Sdule 35 Sédulenvolumen bei einer
Flussrate von 4 ml/min gespiilt, indem der Anteil an Ni-NTA B Puffer erhoht wurde, sodass
sich ein Imidazolgehalt von 30 mM ergab. Die Elution der gebundenen Hsp90-Varianten
erfolgte anschliefend mit 300 mM Imidazol, wobei Fraktionen zu je 5 ml gesammelt wur-
den. SchlieBlich wurde durch Waschen mit 5 Sdulenvolumen 500 mM Imidazol die Séule
von Proteinresten befreit. Die laut Absorptionsdetektion bei 280 nm proteinhaltigen Fraktio-
nen wurden nachfolgend einer lonenaustauschchromatographie unterzogen und Proben einer

SDS-PAGE (2.2.1.2) unterzogen.

2.2.7.3 ResourceQ Anionenaustauschchromatographie

Resource Q A Puffer: 40 mM Hepes/KOH pH 7.5, 20 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT
Resource Q B Puffer: 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 1 KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT

Hsp90 besitzt einen berechneten Isoelektrischen Punkt von 4,9 (Protparam Expasy) und
kann iiber eine Anionentauschchromatographie gereinigt werden. Hierfiir wurden die verei-
nigten Fraktionen der Ni-NTA (Fraktion 1-4) mit Resource Q A Puffer auf 150 ml verdiinnt,
um die Ionenstirke zu reduzieren und eine Bindung von Hsp90 an die Siule zu gewihrleis-
ten. Dies wurde auf eine in Resource Q A Puffer dquilibrierte Resource Q geladen und

anschlieBend mit 35 Sdulenvolumen Resource Q A Puffer gewaschen. Zur Verbesserung der
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Reinigung wurde zunéchst die KCl Konzentration kontinuierlich innerhalb von 10 ml auf
100 mM erhdht und anschlieBend innerhalb von 150 ml auf 500 mM. Dabei wurden Fraktio-
nen zu je 5 ml gesammelt. Wéhrend der gesamten Reinigung betrug die Flussrate 4 ml/min.
Von den laut Absorptionsdetektion bei 280 nm proteinhaltigen Fraktionen wurden Proben
einer SDS-PAGE (2.2.1.2) unterzogen. Hsp90-Varianten ohne Cysteine wurden weiter liber
eine Hydroxylapatit-Chromatographie gereinigt, Hsp90-Varianten mit Cysteinen wurden

direkt einer Gelfiltration unterzogen.

2.2.7.4 Hydroxylapatit-Chromatographie

HAT A Puffer: 20 mM KP pH 7,5, 1 mM DTT
HAT B Puffer: 500 mM KP pH 7,5, 1 mM DTT

Um Hsp90 von anderen verunreinigenden ATPasen zu trennen lieferte die Hydroxylapa-
tit-Chromatographie die besten Ergebnisse. WW. Hierfilir wurden die vereinigten Fraktionen
der Resource Q zweimal fiir je 1 Stunde gegen HAT A Puffer dialysiert und anschlieBend
auf eine in HAT A Puffer dquilibrierte CFT-HAT Séule geladen. Nach Spiilen mit 4 Saulen-
volumen HAT A Puffer wurde der KP Gehalt zunichst innerhalb von 10 ml kontinuierlich
auf 50 mM erhoht und schlieflich innerhalb von 150 ml auf 400 mM. Hierbei wurden
Fraktionen zu je 5 ml gesammelt. Die Flussrate betrug wihrend der gesamten Reinigung
4 ml/min. Von den laut Absorptionsdetektion bei 280 nm proteinhaltigen Fraktionen wurden
Proben einer SDS-PAGE (2.2.1.2) unterzogen. Die Fraktionen, die Hsp90 enthielten, wurden

weiter einer Gelfiltration unterzogen.

2.2.7.5 Gelfiltrationschromatographie

Gelfiltrationspuffer: 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,

Bevor die vereinigten Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie (im Falle cys-
teinhaltiger Hsp90-Varianten) oder Hydroxylapatitchromatograpie (im Falle cysteinfreier
Hsp90-Varianten) einer Gelfiltration unterzogen wurden, wurde ihr Volumen mit Hilfe eines
Konzentrators (Amicon Ultra, Millipore) durch Zentrifugation (3800 rpm, 4 °C) auf 5 ml

reduziert. Die Proteinlosung wurde iiber eine in Gelfiltrationspuffer dquilibrierte HiLoad
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SuperdexG75 prep-grade Gelfitrationsséule (XK 16/60, GE Healthcare, Freiburg) bei einer
Temperatur von 8 °C weiter gereinigt. AnschlieBend wurde die Proteinlosung 90 min lang
mit Gelfiltrationspuffer eluiert (Flussrate 1 ml/min), wobei Fraktionen zu je 5 ml gesammelt
wurden. Im Falle cysteinhaltiger Hsp90-Varianten wurde im Gelfiltrationspuffer auf MgCl,
verzichtet und eine KCI Gehalt von 300 mM verwendet. Um die Cysteine im reduzierten
Zustand zu halten wurde dem Gelfiltrationspuffer zusdtzlich 5 mM DTT beigesetzt. Von den
laut Absorptionsdetektion bei 280 nm proteinhaltigen Fraktionen wurden Proben einer SDS-
PAGE (2.2.1.2) unterzogen.

Die Fraktionen, die Hsp90 enthielten, wurden schlieBlich vereinigt und mit Hilfe eines
Konzentrators (Amicon Ultra, Millipore) durch Zentrifugation (3800 rpm, 4 °C) auf ein
Volumen von ca. 500-1000 pl eingeengt. Nach Bestimmung der Konzentration wurden die
cysteinfreien Hsp90-Varianten zu je 50 pl aliquotiert, die cysteinhaltigen in zwei Portionen

geteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.8 Proteinexpression und Reinigung weiter Proteine

Die Proteinexpression und der Zellaufschluss von yAhal erfolgte Analog zu den Hsp90-
Varianten. Der Durchlauf der ersten Ni-NTA Affinitdtschromatographie wurde erneut auf
eine Ni-NTA Affinitdtssdule geladen und mit 300 mM Imidazol eluiert. Von den laut Ab-
sorptionsdetektion bei 280 nm proteinhaltigen Fraktionen wurden Proben einer SDS-PAGE
(2.2.1.2) unterzogen. Die Fraktionen die yAhal enthielten wurden analog zu den cysteinhal-
tigen Hsp90-Varianten iiber eine HiLoad SuperdexG75 prep-grade Gelfitrationssiule (XK
16/60, GE Healthcare, Freiburg) gereinigt. Im Anschluss wurden die yAhal haltigen Frakti-
onen gegen 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 20 mM KCl, 5 mM MgCl, 1 mM DTT {iber Nacht
bei 8 °C dialysiert, bevor sie mit Hilfe eines Konzentrators (Amicon Ultra, Millipore) durch
Zentrifugation (3800 rpm, 4 °C) auf ein Volumen von ca. 500-1000 pl eingeengt wurden.
Nach Bestimmung der Konzentration wurden Aliquots zu je 50 pl angefertigt, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Die Proteinexpression der weiteren Cochaperone und der verwendeten Hsp90-Fragmente

wurde wie bereits publiziert durchgefiihrt.
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2.2.9 Proteinlabeling

Labeling-Puffer: 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,

In dieser Arbeit wurden die cysteinhaltigen Hsp90-Varianten mit Donor- und Akzeptor-
fluoreszenzlabeln versehen, um FRET-Studien durchzufiihren. Des Weiteren wurden Cocha-
perone wie yAhal und Sbal/p23 mit einem Fluoreszenzlabel versehen, um die bei der
Bindung von Hsp90 stattfindende Massenzunahme mit Hilfe der Ultrazentrifugation mit
Fluoreszenzdetektion zu ermitteln.

Die Hsp90-Varianten wurden ortsspezifisch an ihrem Cystein mit einem Donor- (Atto
488, ATTO-TEC, Siegen) oder Akzeptor-Fluoreszenzfarbstoff (Atto 550, ATTO-TEC,
Siegen) via Maleimidchemie gekoppelt. Da das zur Reduktion der Cystein verwendete DTT
hier stort, wurde dies zunéchst iiber eine in Labeling-Puffer dquilibrierte Superdex 200 Siule
HR 10/30 (GE Healthcare, Freiburg) abgetrennt. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min und das
laut Absorptionsmessung bei 280 nm proteinhaltige Eluat wurde aufgefangen. Eine Hilfte
der Proteinlosung wurde mit in 10 pl DMSO geldstem Atto488-Maleimid die Andere mit
Atto550-Maleimid versetzt und 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur gelabelt. Zum Abstop-
pen der Reaktion und Abséttigen des noch reaktiven Labels wurden 5 mM DTT zugegeben
und die Mischung eine halbe Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Das freie
Label wurde anschliefend iiber eine Superdex 200 Sdule HR 10/30 (GE Healthcare, Frei-
burg) abgetrennt. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min und das laut Absorptionsmessung bei 280
nm proteinhaltige Eluat wurde aufgefangen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration
sowie die Labelingeffizienz wurde die Proteinlosung aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

yAhal wurde unspezifisch iiber die im Protein enthaltenen Lysine mit dem Fluoreszenz-
farbstoff 5(6)-FAM (Invitrogen/Life Technologies, Paisley, UK) versehen. Dazu wurde das
aufgetaute Protein mit in 10 ul DMSO gelostem 5(6)-FAM versetzt und eine Stunde im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion und Absittigen des
noch reaktiven Labels wurden 5 mM Tris zugegeben und die Mischung eine halbe Stunde
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde der ungebundene Farbstoff
durch analytische Gelfiltration (Superdex 75 Sdule HR 10/30, GE Healthcare, Freiburg)
analog zu den Hsp90-Varianten abgetrennt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration
sowie die Labelingeffizienz wurde die Proteinlosung aliquotiert, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Sbal/p23 wurde ebenfalls ortspezifisch an einem eingefiigten Cystein an Position zwei
(Cys2) mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-lodacetamido-fluorescein (Invitrogen/Life Technolo-
gies, Paisley, UK) markiert. Das von Martin Hessling gereinigte und gelabelte Protein wurde
iiber eine analytische Gelfiltration wie die Hsp90 Varianten vom freien Label getrennt. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration sowie die Labelingeffizienz wurde die Proteinldsung
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C

gelagert.

2.2.10 Spektroskopische Charakterisierung
2.2.10.1 Konzentrationsbestimmung durch Absorptionsmessung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden UV-Absorptionsspektren an einem
Cary 50 UV-VIS-Spektrophotometer im Bereich zwischen 240 und 350 nm aufgenommen.
Dazu wurde das geldste, bei -80 °C gelagerte, Protein auf Eis aufgetaut. Durch 30miniitige
Zentrifugation bei 4 °C wurden Aggregate, die wihrend des Auftauprozesses entstehen
konnen, abgetrennt. Die Absorptionsspektren wurden in Quarzkiivetten einer Schichtdicke
von 1 cm gegen Messpuffer (40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,)
gemessen. Die Konzentration der Proteinlosung wurde anhand der Absorption bei 280 nm

nach dem Lambert- Beerschen Gesetzt (Gl. 1) bestimmt.

A=¢-c-d Gl 1

= gemessene Absorption

= molarer Extinktionskoeffizient in 1 mol”" cm™
= Proteinkonzentration in mol I"'

= Schichtdicke der Kiivette in cm

oo oy

Die molaren Absorptionskoeffizienten (€59) der Proteine bei 280 nm wurden mit Hilfe
des ExPASy Server durch Addition der tabellierten Beitrdge der chromophoren Aminosiu-

ren berechnet (Gill und von Hippel, 1989).

2.2.10.2 Bestimmung der Labelingeffizienz

Zur Bestimmung der Labelingeffizienz (degree of labelling, DOL) wurden von den gela-
belten Proteinen UV-Vis Absorptionsspektren an einem Cary 50 UV-VIS-
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Spektrophotometer im Bereich zwischen 240 und 600 nm aufgenommen. Die Absorptions-
spektren wurden in Quarzkiivetten einer Schichtdicke von 1 cm gegen Messpuffer (40 mM
Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,) gemessen. Die Labelingeffizienz ergibt
sich als Quotient der Labelkonzentration und der Proteinkonzentration. Da die verwendeten
Fluoreszenzlabel neben den Proteinen zur Absorption bei 280 nm beitragen, muss die Ab-
sorption bei 280 nm um den Absorptionsanteil des Labels korrigiert werden. Hierfiir gibt der
Hersteller spezielle Korrekturfaktoren (cf,g0) an. Dies ist in Gleichung 2, die zur Berechnung

der Labelingeffizienz verwendet wurde, bereits beriicksichtigt.

DOL = Amax/sl _ Amax/sprot Gl.2
Aprot/sprot (A280 - Amax ’ Cf280) 3|
Aprot = Absorptionsanteil des Proteins
Eprot = molarer Extinkionskoeffizient des Proteins in 1 mol” ¢m’™
A pax = gemessene Absorption des Labels
g = molarer Extinkionskoeffizient des Labels in 1 mol™ c¢m™
Asgo = gemessene Absorption
chhgo = Absorptionsanteil des Labels bei 280 nm

2.2.10.3 Circulardichroismus (CD)-Spektren

An einem Jasco J-600 Spektropolarimeter wurden Fern-UV-Circulardichroismus- Spektren
nativer und entfalteter Proteine in Quarzkiivetten aufgenommen. Alle Spektren nativer
Proteine wurden bei 20 °C, die Spektren entfalteter Proteine bei 95 °C gemessen. Die Pro-
teinkonzentration betrug jeweils 0,2 mg/ml in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5. Die
Fern-UV-Spektren wurden im Bereich von 190-250 nm bei einer Schichtdicke von 1 mm
aufgenommen. Die Aufnahmegeschwindigkeit betrug 20 nm/min bei einer Bandbreite von
1 nm und einer Dampfung von 4 s. Von 10 gemittelten Spektren wurde das Pufferspektrum

subtrahiert und mit Gleichung 3 die mittlere molare Elliptizitidt pro Aminosdure berechnet.

(] ®-100 Gl 3
MRW = T4 N
[©]yrw = mittlere molare Elliptizitit pro Aminosaure in Grad'cm*dmol
] = gemessene Elliptizitit in Grad
c = Proteinkonzentration in M
d = Schichtdicke der Kiivette in cm
NAS = Anzahl der Aminoséurereste des Proteins
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2.2.11 Bestimmung der konformationellen Stabilitit

Bei der Entfaltung eines Proteins werden hydrophobe Flichen exponiert, die im gefalte-
ten Zustand im Inneren verborgen bleiben. Der Floureszenzfarbstoff Sypro-Orange
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande) ist in der Lage diese hydrophoben Flidchen zu
binden. Die Bindung kann durch Anderung des Fluoreszenzsignals (Anregung
490 nm/Emission 575 nm) verfolgt werden. Dazu wurden je 5 ug Hsp90 in einem Gesamt-
volumen von 20 ul verwendet. Gemessen wurde in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM
KCl, 5mM MgCl, und einer 1:1000 Verdiinnung des Sypro-Orange. Die Anderung des
Fluoreszenzsignals (490 nm /575 nm) wurde in einem M 3000P qPCR System (Agilent/
Stratagene, Waldbronn) in einem Temperaturbereich von 25 °C bis 95 °C bei einer Heizrate
von 1 °C/Zyklus gemessen. Die Schmelztemperaturen wurden als Nullstellen der 2. Ablei-

tung der Schmelzkurve mit Hilfe eines Makros in Microsoft Excel bestimmt.

2.2.12 Regenerativer ATPase Assay

Messpuffer: 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM MgCl,

Die ATPase Aktivitit von Hsp90 wurde mit Hilfe eines ATP-regenerierenden Systems
bestimmt. So kann ausgeschlossen werden, dass das entstehende ADP Hsp90 inhibiert also
eine Produktinhibition eintritt. In diesem gekoppelten Enzymatischen Assay wurde das
entstchende ADP sofort unter Verwendung von Phosphoenolpyruvat (PEP) und NADH
durch die Enzyme Pyruvatkinase (PK) und Lactatdehydrogenese (LDH) wieder zu ATP
umgewandelt. Die Abnahme der NADH-Konzentration ldsst sich spektroskopisch bei
340 nm verfolgen und ist direkt zur ATP Abnahme proportional.

Dazu wurde zunéchst ein Pramix hergestellt, indem 240 pul 100 mM PEP (Roche, Mann-
heim), 48 ul 50 mM NADH (Roche, Mannheim), 12 ul PK (Roche, Mannheim) und 44 pl
LDH (Roche, Mannheim) in 4341 ul Messpuffer vereinigt wurden. Fiir einen 150 pl Ansatz
wurden soweit nicht anders vermerkt 75 uL. Prdmix verwendet, sowie 3 uM Hsp90. Die
Messungen erfolgten in Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm in einem Varian
Cary 50 UV-Vis-Spektrometer bei einer Temperatur von 30 °C. Die Messung wurde durch
Zugabe von 3 ul 100 mM ATP (Roche, Mannheim) gestartet und die Abnahme der NADH-
Absorption bei 340 nm verfolgt. Die spezifische Aktivitidt wurde nach Gleichung 4 ermittelt.
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AA Gl 4
Keat = —
cat enapn * ¢ (Hsp90) - d
Keat = spezifische Aktivitit in min™
AA = Abnahme der NADH-Absorption bei 340 nm in min™
ENADH = molarer Extinktionskoeffizient des NADH (6200 1 M! cm'l)
¢ (Hsp90) = Konzentration an Hsp90 im Assay in M
d = Schichtdicke der Kiivette in cm

2.2.12.1 Affinitit fiir ATP

Die apparente Affinitdt der einzelnen Hsp90-Varianten wurde ermitteln, indem bei an-
sonsten gleichbleibenden Bedingungen die ATP-Konzentration von 0 mM bis 3 mM im
Assay variierte. Anschliefend wurden die spezifischen Aktivititen gegen die ATP-
Konzentration aufgetragen und durch nicht-lineare Regression mit Hilfe des Programms
Origin 8G (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) nach Gleichung 5 konnte

sowohl die apparente Affinitit, als auch die maximale Umsatzrate bestimmt.

C GL 5
Keat = Vinax - TK
C Dapp
Keat = spezifische Aktivitit in min™!
V max = maximale Umsatzrate in min™
c = Konzentration an ATP

Kpapp = apparente Affinitét

2.2.12.2 Bestimmung von apparenten Kp-Werten

Fiir Cochaperone oder kleine Molekiile, die die Hsp90 ATPase Aktivitit beeinflussen,
kann ein apparenter Kp-Wert mittels ATPase Assay bestimmt werden. Dazu wird unter
gleichbleibenden Bedingungen von Hsp90 und ATP die Konzentration an Cochaperon oder
Modulator variiert. Nach Berechnung der spezifischen Aktivititen wurden diese gegen die
entsprechende Konzentration an Cochaperon bzw. Modulator aufgetragen. Durch nicht-
lineare Regression mit Hilfe des Programs Origin 8G (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, USA) nach Gleichung 6 kann ein apparenter Kp,,p,-Wert fiir das entsprechende Cocha-
peron bzw. den Modulator bestimmt werden, sowie eine maximal Umsatzrate des Hsp90-
Cochaperon Komplexes. Die auf diese Weise bestimmten Kp,pp-Werte sind als Néherung zu

betrachten.
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C Gl.6
Kcat = Vinax ° T K
c Dapp
Keat = spezifische Aktivitit in min™
V max = maximale Umsatzrate in min’’
c = Konzentration an Cochaperon bzw. Modulator

Kpapp = apparente Affinitét

2.2.13 Forster-Resonanz-Energie-Transfer

Werden Fluoreszenzfarbstoffe angeregt, so gehen deren Elektronen in einen angeregten
Zustand iiber. Bei der Relaxation der Elektronen in den Grundzustand wird ein Photon
freigesetzt. Die Wellenldnge des Emissionslichts entspricht der Energiedifferenz zwischen
angeregtem und Grundzustand. Das Emissionslicht zeigt eine Rotverschiebung aufgrund von
Energieverlust des angeregten Zustandes durch Vibrationsenergie oder Interaktion mit
Molekiilen des Losungsmittels. Wird die Energie eines angeregten Fluoreszenzfarbstoffes
strahlungslos auf einen weiteren Fluoreszenzfarbstoff {ibertragen, so spricht man von Fors-
ter-Resonanz-Energietransfer (FRET). Dazu miissen folgende Bedingungen erfiillt werden:
zundchst muss die Emissionsspektrum des Donorfarbstoffs mit dem Anregungsspektrum des
Akzeptorfarbstoffes iiberlappen. Damit ein Energietransfer stattfinden kann, miissen die
Dipolmomente von Donor und Akzeptor parallel orientiert seid. Letztens miissen sich die
Farbstoffe innerhalb eines bestimmten Abstandsbereichs aufhalten, um einen Transfer zu

gewihrleisten. Die Energietransfereffizienz kann mit Gleichung 7 beschrieben werden.

R?, Gl 7
ET = —6 6
Ro+r
Er = libertragenen Energie
Ry = Forsterradius
r = Abstand zwischen Donor- und Akzeptorfarbstoff

Der Forster-Radius ist fiir jedes Donor-Akzeptor Farbstoffpaar charakteristisch und gibt
an, bei welchem Abstand 50 % der Energie iibertragen werden. In dieser Arbeit fiir die
Bestimmung der Konformationsinderungen ein bereits von Martin Hessling etabliertes
FRET-System verwendet (Hessling et al., 2009). Hierzu wurden an Position 61 bzw. 385 des
Hefe Hsp90 Cysteine durch ortsgerichtete Mutagenese eingefiihrt und mittels Maleimidche-

mie an eine Donor- bzw. Akzeptorfarbstoff gekoppelt. Nach Mischen von Donor- und
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Akzeptor- gelabeltem Hsp90 entstehen Heterodimere, in denen die Farbstoffe im geeignetem

Abstand fiir FRET-Messungen sind.

2.2.13.1 FRET-Spektren

Um nachzuweisen, dass bei den Hsp90-Varianten ein Energietransfer stattfindet und ob
Nukleotide den Gleichgewichtszustand von offenem Hsp90 mit niedriger FRET-Effizienz in
den geschlossenem Zustand mit hoher FRET-Effizienz beeinflussen, wurden Fluoreszenz-
spektren an einem FluoroMax-2 Fluoreszenzspektrophotometer (Jobin Yvon Spex, Miin-
chen) aufgenommen. Die Konzentration von Donor- und Akzeptor gelabeltem Hsp90 betrug
jeweils 200 nM in Messpuffer (40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM MgCl,).
Die Spektren wurden in einer Quarzkiivette der Schichtdicke 1 cm in einem Gesamtvolumen
von 150 pl bei einer Temperatur von 30 °C aufgenommen. Der Donorfarbstoff wurde dabei
bei einer Wellenldnge von 490 nm angeregt und die Emission iiber einen Wellenldngenbe-
reich von 500 bis 600 nm gemessen. Die Bandbreite der Anregung betrug 3 nm, die der
Emission 5 nm. Es wurden jeweils fiinf Spektren gemessen und anschlieBend gemittelt. Die
Nukleotide ATP, ATPyS und AMP-PNP (Roche, Mannheim) wurden mit einer Konzentrati-
on von je 2 mM eingesetzt, dabei wurde der FRET-Heterokomplex 20 min mit dem entspre-

chenden Nukleotid vorinkubiert.

2.2.13.2 Kinetische Analyse Nukleotid-induzierter Konformationsinderungen

Die durch die Nukleotide verursachten Konformationsdnderungen konnten anhand der
Distanzinderung der Fluoreszenzlabel und der damit verbundenen Anderung der Fluores-
zenzintensitét kinetisch betrachtet werden. Dazu wurde zunéchst ein FRET-Heterokomplex
aus 200 nM Q385C Atto488 gelabelter und 200 nM D61C  Atto550 gelabelter Hsp90-
Variante durch Mischen und 10 miniitiger Inkubation hergestellt. AnschlieBend wurden an
einem Fluoreszenzspektrophotometer (FluoroMax-2,-3 oder -4, Horiba Jobin Yvon, Miin-
chen) Kinetiken nach Zugabe von 2 mM Nukleotid aufgenommen. Die Kinetiken wurden in
einer Quarzkiivette der Schichtdicke 1 cm in einem Gesamtvolumen von 150 pl bei einer
Temperatur von 30 °C aufgenommen. Der Donorfarbstoff wurde dabei bei einer Wellenlidn-
ge von 490 nm angeregt und die Emission des Akzeptorfarbstoffes bei einer Wellenldnge

von 575 nm gemessen. Die Bandbreite der Anregung betrug 3 nm, die der Emission 5 nm.
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Die Auswertung der kinetischen Messungen erfolgte durch Angleich der experimentellen
Daten an einen einfach exponentiellen Kurvenverlauf mit Origin 8G (OriginLab Corporati-

on, Northampton, MA, USA) (Gleichung 8).

y(©) = yo + A+ €7 o8
y(t)= Fluoreszenzsignal zur Zeit t
Yo = Fluoreszenzsignal zur Zeitt =0 s
A;=  Amplitude der Signaldnderung
k= kqvs apparente Rate der Signalinderung (in s™)

2.2.13.3 Stopped-flow Analyse Nukleotid-induzierter Konformationsianderungen

Um auch die schnellen Phasen der Nukleotid-induzierten Konformationsédnderungen zu
detektieren, wurden schnelle Mischexperimente an einem SX18-MV Sequential stopped-
flow Spektrofluorimeter (Applied Photophysics, Leatherhead, UK) durchgefiihrt. Um die
Bewegungen als Trajektorien der unterschiedlichen Doménen aufzunehmen wurde die
Fluoreszenzinderung verschiedener FRET-Heterokomplexe (NN, NM, MM) beobachtet.
Dazu wurde zunidchst ein FRET-Heterkomplex der verschiedenen Hsp90-Varianten aus
Atto488 (Donor) gelabeltem und Atto 550 (Akzeptor) gelabeltem Protein durch Mischen und
10 miniitige Inkubation hergestellt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Verdiinnen einer
11fach Konzentrierten ATPyS-Lésung mit zehn Volumenteilen des FRET-Heterokomplexes
in Messpuffer (40 mM Hepes, 150 mM KCIl, 5mM MgCl,) gestartet. Die Protein-
konzentration nach Mischung betrug 400 nM und die ATPyS Konzentration 2 mM. Dabei
wurde die Fluoreszenzénderung oberhalb von 570 nm nach Anregung bei 490 nm bei einer
Temperatur von 30 °C beobachtet. Die Bandbreite des Anregungslichts betrug 10 nm, die
Schichtdicke der Beobachtungszelle 2 mm. Alle Kinetiken wurden flinfmal gemessen und
mindestens drei gemittelt.

Fiir die Auswertung wurden die Kinetiken der unterschiedlichen Trajektorien (NN, NM,
MM) sowie die Hydrolyseaktivitidt der Hsp90-Variante von ATP und ATPyS schlieSlich mit
Hilfe des Programms Berkeley Madonna (Version 8.3.1) global an ein fiinf-Zustands-Modell
(Abbildung 2-1) angepasst. Diese Fiinf-Zustands-Modell war fiir Hefe Hsp90 Wildtyp
ausreichend, um die stattfindenden Konformationsinderungen nach Nukleotidzugabe zu
beschreiben und diese mit der Hydrolysefunktion zu korrelieren (Hessling et al., 2009). Die
Hydrolyseaktivitit wird aus dem Modell als Abnahme an ATP-Konzentration in Abhéngig-

keit der Reaktionszeit abgeleitet.
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k
Reaktion 1: Hsp90, 4., + ATP === HSP9011p ccnunden

. i 2
Reaktion 2: HspQOATPgebunden.‘T_v HspQO|1

Reaktion 3: Hsp90| _,T_b Hsp90,

1 4 2
Reaktion 4: L
eaxtion - HSng [Py % Hspgogeschlossen

k

Reaktion 5:  Hsp90 ——° > Hsp90 + ADP

geschlossen offen

Abbildung 2-1: Fiinf-Zustands-Modell der Hsp90 Nukleotid-induzierten Konformationséinderungen. Gezeigt ist das
kinetische Modell, das der globalen Analyse der verschiedenen Trajektorien (NN, NM, MM) mit Hilfe des Programms
Berkeley Madonna zu Grunde gelegt wurde. Der Zyklus beginnt mit Bindung des Nukleotids (mit Ratenkonstanten von £,
k1) an Hsp90. Der Nukleotid-gebundene Zustand (Hsp90s1p gepunden) VOllzieht konformationelle Umstrukturierungen (mit
den entsprechenden Ratenkonstanten k,, k;) zum ersten Intermediat I; und weiter (mit Ratenkonstanten k3, k.3) zum zweiten
Intermediat I,. I, geht schlieBlich (mit Ratenkonstanten von k;, k) in den geschlossenen Zustand iiber. In diesem Zustand
findet die Nukleotidhydrolyse statt und die Riickgewinnung des offenen Zustandes unter ADP Freisetzung.

2.2.13.4 Stabilitit der N-terminalen Dimerisierung von Hsp90

Hsp90 bildet Dimere durch Dimerisierung der C-terminalen Doméne. Wéhrend der Kon-
formationsdnderung bei der ATP-Hydrolyse findet auch eine transiente Dimerisierung der N-
terminale Domine statt. Diese stabilisiert das Hsp90 Dimer. Das Ausmal} der N-terminalen
Dimerisierung insbesondere in Gegenwart der verschiedenen Nukleotide kann anhand von
Chase Experimenten von FRET-Heterokomplexen mit ungelabeltem Protein analysiert
werden. Dazu wurde zunédchst ein FRET-Heterokomplex aus 200 nM Q385C Atto488
gelabelter und 200 nM D61C Atto 550 gelabelter Hsp90-Variante durch Mischen und 10
miniitiger Inkubation hergestellt. Dieser Heterokomplex wurde mit 2 mM Nukleotid
(AMP-PNP, ATPyS oder ATP, Roche, Mannheim) versetzt und weitere 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurden an einem Fluoreszenzspektrophotometer (FluoroMax-2,-3 oder -4,
Horiba Jobin Yvon, Miinchen) Kinetiken nach Zugabe von 10fach Uberschuss an ungelabel-
ter Hsp90-Variante (4 uM) aufgenommen. Die Kinetiken wurden in einer Quarzkiivette der
Schichtdicke 1 cm in einem Gesamtvolumen von 150 pl bei einer Temperatur von 30 °C
aufgenommen. Der Donorfarbstoff wurde dabei bei einer Wellenldnge von 490 nm angeregt
und die Emission des Akzeptorfarbstoffes bei einer Wellenldnge von 575 nm gemessen. Die
Bandbreite der Anregung betrug 3 nm, die der Emission 5 nm. Die Auswertung der kineti-

schen Messungen erfolgte durch Angleich der experimentellen Daten an einen einfach
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exponentiellen Kurvenverlauf mit Origin 8G (OriginLab Corporation, Northampton, USA)
(Gleichung 9).

YO = yo + AL - eVt Lo
y(t) =  Fluoreszenzsignal zur Zeit t
Yo = Fluoreszenzsignal zur Zeit t = 0 min
Ai= Amplitude der Signaldnderung
tip= Halbwertszeit der Reaktion in min

2.2.14 Analytische Ultrazentrifugation

Bei der analytischen Ultrazentrifugation werden Proteine in Losung der Zentrifugalkraft
ausgesetzt und dabei ihr Sedimentationsverhalten beobachtet. In dieser Arbeit wurden
Sedimentationsgeschwindigkeits-Experimente genutzt, in welchen eine ausreichende Zentri-
fugalkraft angewendet wird, sodass die Molekiile sich zum Boden der Messzelle bewegen.
Der Sedimentationsvorgang wird dabei von drei Faktoren beeinflusst. Dazu gehoren die
Gravitationskraft, die Auftriebskraft und die hydrodynamische Reibung, die auch von der
Form des Molekiils abhidngig ist. Vom Gleichgewicht dieser Kréifte kann die Svedberg
Gleichung (Gleichung 10) abgeleitet werden. Dabei entspricht der Sedimentationskoeffizient

der Sedimentationsgeschwindigkeit im Verhéltnis zum Zentrifugalfeld.

v _M-D-(l—Vp) GL 10
w?-r R-T

S =

s = Sedimentationskoeffizient (s)

= beobachtete Radialgeschwindigkeit in m/s
= Winkelgeschwindigkeit des Rotors in m/s
w’r= Zentrifugalfeld

= Molekularmasse in g/mol

= partielles spezifisches Volumen in cm®/g
= Dichte des Losungsmittels in g/cm’
Diffusionskoeffizient in m%/s
allg. Gaskonstante (8.314472 J/K mol),
absolute Temperatur in K

<
o
nol |

N =T
[

In dieser Arbeit wurden Sedimentationsgeschwindigkeits-Experimente genutzt, um den
Konformationszustand des Hsp90 zu detektieren. Da Hsp90 in der geschlossenen Form
wesentlich kompakter ist, nimmt der Sedimentationskoeffizient im Vergleich zum offenen
Zustand zu. Des Weiteren wurden Sedimentationsgeschwindigkeits-Experimente genutzt,

um die Bindung von Cochaperonen (Ahal und Sbal/p23) an Hsp90 zu detektieren. Die
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Massenzunahme fiihrt ebenfalls zu einer Erhéhung des Sedimentationskoeffizienten. Zur
Analyse des Hsp90 Konformationszustandes wurden 500 nM Q385C Atto 488 gelabeltes
yHsp90 verwendet. Fiir die Analyse der Ahal Bindung wurde 500 nM 5,6-FAM gelabeltes
Ahal in Gegenwart von 2 uM Hsp90-Varianten und 2 mM Nukleotide oder 500 nM Flu-
orescein gelabeltes Sbal/p23 verwendet. Die Bindung von Sba/p23 an Hsp90 wurde durch
analytische Ultrazentrifugation von 500 nM Fluorescein markiertem Sbal/p23 in Gegenwart
von 1,5 uM Hsp90 und je 2 mM Nukleotid charakterisiert. Die Messungen wurden in einer
Beckman XL-A analytischen Ultrazentrifuge (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) ausgestat-
tet mit einem Aviv AU-FDS Fluoreszenzdetektor (Aviv Biomedical Inc., Lakewood, NJ,
USA) in Standard Zweisektor Mittelstiicken in einem Ti50 Rotor bei 42 000 rpm bei einer
Temperatur von 20 °C durchgefiihrt. Es wurden Scans bei einer Anregungswellenldnge von
488 nm aufgenommen und die Emission des Fluoreszenzfarbstoffs oberhalb von 510 nm
(cut-off) in Intervallen von 90 Sekunden gemessen.

Die Ultrazentrifugationsexperimente wurden durch Subtraktion benachbarter Scans und
Umwandlung der Differenzen in Ac/At Plots nach der von Stafford beschriebenen Methode
(Stafford, 1992) analysiert. Die Plots korrelieren mit den Plots des SEDVIEW dc/dt Pro-
gramms (Hayes und Stafford, 2010). Die Daten der Plots wurden mit Hilfe des Programms
Origin 8G (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) an bi-GauB3-Funktionen , die
auf Basis der GauB-Funktion von Origin erstellt wurden, angepasst, um die sy-Werte zu

erhalten.

2.2.15 Isothermische Titrationskalorimetrie (ITC)

Um die Bindung von kleinen Molekiilen an die N-terminale Doméne von Hsp90 nach-
zuweisen, wurde ITC an einem MicroCal VP-ITC Kalorimeter (Microcal Inc., Northampton,
MA, USA) durchgefiihrt. Fiir die Bindung des Modulators wurde der Ligand aus der Spritze
in die Messkammer, die die N-terminale Doméne von Hsp90 enthielt, titriert. Die Konzentra-
tion des Modulators betrug 300 uM und die Konzentration der N-Doméne von yHsp90
20 uM. Beide Interaktoren wurden in einem Puffer aus 40 mM HEPES, pH 7.5, 20 mM KCl,
5 mM MgCl, gelost. Es wurden 40 Injektionen von je 7 ul bei einer Messtemperatur von
25 °C durchgefiihrt, um das Protein in der Zelle vollstindig zu sittigen. Die Datenanalyse
wurde mit Hilfe der von MicroCal zur Verfiigung gestellte Origin Software (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA) durchgefiihrt.
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2.2.16 Small angle X-ray scattering (SAXS)

SAXS Daten von Losungen von Wildtyp Hefe Hsp90 und der A8-, L18R-, E33A-,
R346S- und R380A-Varianten wurden in Abwesenheit von Nukleotid und in Gegenwart von
je 4 mM ATP und ATPyS an einem hauseigenem SAXS Geridt (SAXSess mc2, Anton Paar,
Graz, Osterreich) von Dr. Tobias Madl aufgenommen. Das Gerit ist mit einer Kratky Kame-
ra, einer abgedichteten Rontgenrdhre und einem zweidimensionalen Princeton Instruments
PI-SCX:4300 (Roper Scientific®) CCD Detektor ausgestattet. Die Streuprofile wurden mit
einer Expositionsdauer von 60 min (360 Frames, jeder 60 Sekunden) fiir mehrere Hsp90
Konzentrationen von 0,8-3,3 mg/ml aufgenommen, die Konzentration der Nukletoide betrug
jeweils 4 mM. Strahlungsschiden wurden ausgeschlossen, indem individuelle Frames der
60 min Expositionsdauer verglichen wurden und keine Anderung festgestellt werden konnte.
Ein Bereich von 0.012 <'s < 0.63 A™ wurde abgedeckt (s = 4x sin(0)/1), wobei 20 der Streu-
winkel ist und A = 1.5 A die Wellenléinge der Rontgenstrahlung.

Alle Daten wurden mit dem ATSAS Software Paket (Version 2.5) von Dr. Tobias Madl
analysiert. Die Daten wurden mit der SAXSQuant Software (Version 3.9) prozessiert und
mit dem Programm GNOM (Svergun, 1992) entschmiert. Die Vorwartsstreuung 1(0), der
Gyrationsradius Rg, die Maximale Dimension Dp.x und die zwischenatomare Abstands
Verteilungsfunktion P(R) wurden mit dem Programm GNOM (Svergun, 1992) berechnet.
Die Masse der gelosten Substanzen wurde durch Vergleich der Intensititen der Vorwdérts-
streuung mit der einer Referenzlosung von humanem Serumalbumin (Molekulargewicht

69 kDa) ermittelt.

2.2.17 Screening nach Modulatoren der Hsp90 Konformationsiinderungen

Mit Hilfe des bereits etablierten FRET-Systems des yHsp90 (Hessling et al., 2009) wur-
de ein fluoreszenzbasierter Screening Assay etabliert, um nach niedermolekularen Modulato-
ren der Hsp90 Konformationsdnderungen zu suchen. Dieser Screen fand in Kooperation mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gunter Fischer der Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzy-
mologie der Proteinfaltung (Halle/Saale) statt. Es wurde eine dort vorhandene Substanzbibli-
othek von 10 000 Substanzen vor Ort gescreent.

Dazu wurde zunéchst ein FRET-Heterokomplex aus je 100 nM Q385C Atto488 markier-
tem und D61C Atto550 markiertem yHsp90 durch Mischen und 10 miniitiger Inkubation

hergestellt. Der Screen selbst wurde anschlieBend im 96-Well Format in 70 pl Ansédtzen
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durchgefiihrt. Die Endkonzentrationen betrugen 150 nM Hsp90, 50 pg/ml an Testsubstanz in
einem Puffer aus 40 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl, in Gegenwart von 1%
DMSO. Als Kontrollen dienten DMSO und 100 uM Radicicol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Die Messungen wurden durch Zugabe von 1 mM AMP-PNP (Roche, Mannheim)
gestartet. Die Messungen wurden an einem EnVision Xcite Multilabel Plate Reader (Perki-
nElmer, Waltham, MA, USA) bei einer Messtemperatur von 20 °C durchgefiihrt. Es wurde
die Akzeptorfluoreszenz mit einem Photometric 570/8 Emissionsfilter (CWL= 570 nm,
Bandbreite 8 nm) nach Anregung bei 490 nm (FITC 485/14, CWL = 485 nm Bandbreite
14 nm) 20 Minuten lang beobachtet. Die Auswertung erfolgte qualitativ mit Hilfe der Wallac
Envision Manager Software (Version 1.12), durch Ubereinanderlegen der Fluoreszenzkineti-
ken. Substanzen, die die Fluoreszenzkinetiken inhibierten oder beschleunigten, wurden einer
zweiten Screening Runde unterzogen. Substanzen, die als Modulatoren bestitigt werden

konnten, wurden fiir das Rescreening mittels ATPase Assay in betracht gezogen.

2.2.18 In vivo Assays
2.2.18.1 Plasmid Shuffling

Die Charakterisierung verschiedener Hsp90-Varianten auf ihre Funktion in vivo wurde in
S. cerevisiae durchgefiihrt. Dazu wurde zunichst ein etabliertes Plasmid Shuffling System
angewendet (Nathan und Lindquist, 1995), um Hefen herzustellen, die nur eine bestimmte
Hsp90-Variante exprimieren. ECU 82a-Hefen, in denen beide genomischen Vertreter des
Hsp90 deletiert wurden, enthalten flir ihre Lebensfahigkeit ein Plasmid, das fiir Hsp90
codiert, mit einem URA-Marker (Nathan et al., 1997). Diese Hefen wurden mit p423GPD
Plasmiden codierend fiir die verschiedenen Hsp90-Varianten nach 2.2.5 transformiert.
AnschlieBend wurden einzelne Kolonien auf —Leu/-His Medium ausgestrichen und 3 Tage
bei 30 °C bebriitet. SchlieBlich wurden die Klone auf -Leu/-His Medium, das 0,1% FOA
enthilt tiberfiihrt und weitere 3 — 5 Tage bei 30 °C inkubiert. Um die Bildung des toxischen
5-Fluoro-Uracil durch die 5'-Phophat Decarboxylase zu verhindern, verlieren die Hefen das
Plasmid mit dem URA-Marker, das dieses Enzym in seinem Auxotrophiemarker codiert.
Uberleben koénnen nur Hefezellen, die eine funktionsfihige Variante des Hsp90 enthalten.
Hefen mit einer funktionslosen Hsp90-Variante oder einem leeren p423GPD-Plasmid wach-

sen nicht.
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2.2.18.2 Temperatur-Sensitivitat

Von Hefen, die eine funktionsfidhige Variante des Hsp90 tragen, kann der Einfluss der
Temperatur auf das Hefewachstum untersucht werden. Dazu wurde eine stationire UNK
photometrisch auf eine ODgop von 0,5 eingestellt, die als Ausgangspunkt fiir fiinf weitere
Sfach Verdiinnungen diente. Aus diesen wurden je 3 ul auf -Leu/-His Platten pipettiert und
zunichst das Wachstum bei verschiedenen Temperaturen (24 °C, 30 °C, 37 °C) fiir 1-3 Tage
beobachtet.

Um die maximale Wachstumstemperatur der Hefen, die die verschiedenen
Hsp90-Varianten exprimieren, exakter zu bestimmen, wurde ein Temperaturgradient von
30 °C bis 42 °C untersucht. Dazu wurden ausschliefllich Hefekulturen mit einer ODgog von
0,5 auf -Leu/-His Platten pipettiert. Mit diesen Platten erfolgte eine 24stiindige Inkubation

auf einem Thermoblock (TGGE Maxi, Biometra) mit einstellbarem Temperaturgradienten.

2.2.18.3 Toleranz gegeniiber UV und Radicicol-Stress

Als néichstes wurde die Auswirkung von UV-Stress auf das Wachstum der Hefen mit
Hsp90 Mutanten betrachtet. Dazu wurden die -Leu/-His Platten nach dem Ausplattieren
einer UV Strahlung von 80 und 120 J/m? ausgesetzt, bevor sie fiir 1-3 Tage bei 30 °C inku-
biert wurden.

Um die Auswirkung des Hsp90 Inhibitors auf die Hefezellen, die die verschiedenen
Hsp90 Varianten exprimieren, zu untersuchen wurden, stationdre Hefen auf eine ODgoy von
0,1 eingestellt, mit 120 uM Radicicol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) versetzt und erneut
iiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Das Ausplattieren der in Radicicol gewachsenen Kulturen
erfolgte ohne vorherige Verdiinnung vor der Herstellung der Verdiinnungsreihe. Da Radici-
col gelost in DMSO vorlag, wurde ebenso eine Kontrolle mit DMSO angefertigt. So konnte
ausgeschlossen werden das mogliche Effekte nicht auf Radicicol, sondern DMSO zuriickzu-

fithren sind.

2.2.18.4 Test auf client-Prozessierung: v-Src

V-Src ist ein Substrat von Hsp90 und fiir eine korrekte Faltung auf Hsp90 angewiesen
(Falsone et al., 2004; Oppermann et al., 1981; Xu und Lindquist, 1993). In seinem korrekt
gefalteten, funktionellen Zustand ist v-Src jedoch todlich fiir die Hefezellen (Xu und

55



Material & Methoden

Lindquist, 1993). Denn bei v-Src handelt sich um eine virale Kinase, die in der Hefezelle zu
unspezifischen Phosphorylierungen des Hefe-Proteoms fiihrt. Somit kann mit diesem Assay
untersucht werden, ob die Hsp90 Mutanten in vivo noch in der Lage sind v-Src zu einem
nativen Zustand zu verhelfen. Dazu wurden die Hefezellen der verschiedenen Hsp90-
Varianten zundchst mit einem Plasmid, das fiir v-Src codiert, transformiert. Das v-Src Gen
befindet sich hinter einem durch Galactose induzierbaren Promotor. Um anschlieBend die
Glucose vollstindig zu entfernen, wurden UNK einzelner Kolonien 72 Stunden in Raffinose-
haltigem Selektionsmedium inkubiert. Dies ist notwendig, da ein aktivierter Glucosestoft-
wechsel zu einer Inhibierung des Galactose Promoters fiihrt. SchlieBlich wurden die Kultu-
ren auf eine OD600 von 0,5 angeglichen und fiinf 5fach Verdiinnungen hergestellt. Davon
wurden je 3 ml auf Glucose und Galactose haltigem Selektionsmedium plattiert und 1 — 3

Tage bei 30 °C inkubiert.

2.2.18.5 Test auf client-Prozessierung: GR

SDS-Puffer 82 mM Na,HPO,, 12 mM NaH,POy,, 0,1 % SDS (w/v), pH 7,5
Z-Puffer 100 mM NaPO, pH 7,0, 15 mM KCI, 5 mM MgSO4

Um zu testen, ob die gefundenen Hsp90-Modulatoren die Prozessierung der Hsp90-
clients beeinflussen wurde ein GR-Assay mit ~Galactosidase als Reportergen in S. cerevisi-
ae verwendet. Der Glucocorticoidrezeptor (GR) ist ebenfalls ein Substrat von Hsp90 (Smith
und Toft, 1993,). In seinem korrekt gefalteten, funktionellen Zustand kann der GR an das
Hormon 21-Hydroxyprogesteron binden. Fiir den GR-Assay wurden BY4741-Hefen mit
einem Plasmid codierend fiir den humanen GR transformiert (p413GPD human GR) sowie
mit einem Plasmid (pUCASS-26X) codierend fiir das. f~Galactosidase Gen hinter einem
hormon response element (HRE). Durch Bindung des GR- Hormon-Komplexes an das HRE
wird die Expression von f-Galactosidase aktiviert. Dieses Enzym setzt ONPG zum gelben
o-Nitrophenol um, welches durch Absorptionsmessung detektiert werden kann.

Um den Einfluss der Modulatoren auf die GR-Prozessierung zu bestimmen wurden He-
fen 10 pl einer UNK in 200 pl frischem Selektionsmedium mit verschiedenen Konzentratio-
nen an Hsp90 Modulator (Endkonzentration zwischen 5 und 50 uM) gelost in DMSO ver-
setzt. Als Kontrollen wurden DMSO allein und 10 uM Radicicol verwendet. Die Kulturen

wurden zur Aktivierung der GR-abhidngigen Transkription mit 10 mM Hormon
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11-Deoxycorticosteron (DOC, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) versetzt und iiber Nacht
unter Schiitteln bei 30 °C inkubiert. Um festzustellen, ob sich alle iiber Nacht Hefekulturen
in der gleichen Wachstumphase befinden, wurden deren ODgp9 im TECAN Sunrise Absor-
bance reader (Tecan, Mainz) bestimmt. Schlielich wurden 50 pl der Hefekulturen in eine
neue 96 Well Platte iiberfiihrt und zentrifugiert (4 000 rpm; 3 min) (Hettich Zentrifuge 420R,
Hettich, Tuttlingen). Der Uberstand wurde verworfen und zum Pellett 150 ul SDS Puffer
gegeben und die Zellen durch 15 miniitiges Schiitteln bei Raumtemperatur (700 rpm) aufge-
schlossen. Die f-Galactosidaseaktivitidt wurde schlieBlich durch Zugabe von 50 ul ONPG-
Losung (4 mg/ml in Z-Puffer) und Messung der Absorption bei 405 nm im Tecan Sunrise
Absorbance Reader (Tecan, Mainz). Es wurden 40 Zyklen im Intervall von 30 Sekunden
gemessen.

Die Auswertung der Daten erfolgte durch lineare Regression mit Hilfe von Microsoft
Excel. Zur Korrektur unterschiedlicher Zellmengen wurden die ermittelten Steigungen durch
die ODgop der jeweiligen Proben dividiert. Die Aktivititen wurden relativ zur DMSO-
Kontrolle normiert. Von allen Proben wurden Triplikate angefertigt, die schlieBlich gemittelt

wurden.
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3 Ergebnisse & Diskussion

3.1 Analyse ausgewihlter Hsp90-Varianten

Um Intermediatzustande des Hsp90 ATPase Zykluses zu populieren und diese niher cha-
rakterisieren zu konnen, wurden Varianten von Hsp90 gewéhlt, die eine verdnderte Hsp90
Aktivitit aufweisen. Da fiir die ATP Hydrolyse in Hsp90 die Konformationséinderungen
ratenlimitierend sind und nicht die Bindung oder Hydrolyse des ATP (Hessling et al., 2009;
Weikl et al., 2000), wurde angenommen, dass Hsp90-Varianten, die einer verringerte Hydro-
lyseaktivitdt besitzen, Intermediate vor den ratenlimitierenden Konformationsdnderungen
anreichern. Eine weitere Ursache fiir eine verringerte ATPase Aktivitét einer Hsp90-Variante
kann auch eine Behinderung des Hydrolyseschrittes sein, ohne dass die zuvor stattfindenden
Konformationsénderungen beeinflusst werden. Dies wiirde schlieBlich in einer Akkumulati-
on eines geschlossenen Zustandes vor dem Hydrolyseschritt fiihren. Eine Beschleunigung
der ATPase Aktivitit kann dazu fithren, dass Intermediate weniger populiert werden, insbe-
sondere I; vor dem ratenlimitierenden Schritt. Es besteht auch die Mdéglichkeit, dass, wie im
Falle der Stimulation durch Cochaperon Ahal, ein Intermediat ,iibersprungen® wird
(Hessling et al., 2009).

Fir die Analyse wurden Mutationen in wichtigen Elementen der Hsp90 N- und
M-Doméne gewéhlt (Abbildung 3-1A), wie das /id-Segment, das sich nach ATP-Bindung
iiber die Nukleotidbindetasche legt. Die darauthin freigelegten hydrophoben Bereiche
stabilisieren den geschlossenen Zustand. Die Mutationen T101I und A107N befinden sich
beide im /id (Abbildung 3-1B, C), aber die Effekte der Mutationen auf die ATP Hydrolyse
unterscheiden sich: A107N beschleunigt die ATP-Hydrolyse durch Stabilisierung des
N-terminal dimerisierten Zustandes (Prodromou et al., 2000). T1011 hingegen wirkt inhibie-
rend auf die ATPase Aktivitdt durch Stabilisierung des /ids im offenen Zustand (Prodromou
et al., 2000; Vaughan et al., 2009). T101I wurde zusammen mit T22I und weiteren Mutatio-
nen in einem Hefe-Screen flir Temperatur-sensitive Hsp90 Punktmutationen beschrieben
(Nathan und Lindquist, 1995). T22 wird im offenen Zustand vom /id bedeckt (Abbildung
3-1C) und die Mutation zu einem Ile fiihrt zu einer beschleunigten ATPase Aktivitit, durch
Begiinstigen der Freisetzung des /ids von seiner Position im offenen Zustand (Prodromou et
al., 2000; Vaughan et al., 2009). Die Position L18 wird im offenen Zustand des Hsp90
ebenfalls vom ATP-/id bedeckt (Abbildung 3-1C) und befindet sich im N-terminal dimeri-
sierten Zustand in der Kontaktflaiche zwischen den beiden N-Dominen (Abbildung 3-1B).
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Eine Mutation von L18 zu einem Arg wirkt sich als ATPase-inhibierende Mutation aus,

indem es die N-terminale Dimerisierung destabilisiert (Vaughan et al., 2009).

Bindestelle

Abbildung 3-1: Lokalisation der gewéhlten yHsp90-Mutationen. Die gewihlten Mutationen (rot) sind (A und B) in der
geschlossenen Kristallstruktur von yHsp90 (pdb 2CG9) und (B) in der Kristallstruktur der offenen der isolierten N-Doméne
(pdb 1AH6) im Kugel Modell dargestellt. In den Volllingenstrukturen ist je ein Monomer des Hsp90 Dimers in grau
gezeigt, in der anderen Untereinheit ist die N-Doméne in blau, die M-Doméne in griin und die C-Doméne in orange gefarbt.
Das lid-Segment ist in cyan geférbt. Die Strukturen wurden mit dem Programm PyMOL erstellt.

Mutationen in der Nukleotidbindetasche beeintrachtigen die Funktion des Hsp90 stark
und wurden deshalb miteinbezogen. Eine Mutation der konservierten Aminosdure D79, die
einen direkten Kontakt zur Adeninbase des gebundenen ATP eingeht (Prodromou et al.,
1997a), zu einem Asn fiihrt zum Verlust der Féhigkeit des Proteins ATP zu binden und fiihrt
zu einer Verlust der Lebensfahigkeit von Hefen (Obermann et al., 1998; Panaretou et al.,
1998). Eine Mutation der Aminosaure E33 zu Ala hingegen l4sst noch Nukleotidbindung zu,
eine Hydrolyse kann jedoch nicht mehr stattfinden und dies geht ebenfalls mit einem Verlust
der Lebensfahigkeit von einher (Obermann et al., 1998; Panaretou et al., 1998).

Hsp90 ist eine ,,split ATPase*, da fiir eine effiziente ATP Hydrolyse die Beteiligung von
Resten aus der M-Doméne notwendig sind. Aus diesem Grund wurden auch Reste der

»oberen“ M-Doméne in diese Studie integriert. So hilft R380, das sich im katalytischen loop
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der M-Domaine befindet (Abbildung 3-1B), bei der Orientierung der »-Phosphats flir die
Hydrolyse und eine Mutation dieser Aminosdure fiihrt zu einem starken Verlust der ATP-
Hydrolyseaktivitit in vitro und der Lebenstihigkeit von Hefen (Ali et al., 2006; Meyer et al.,
2003). Neuere Studien sehen die Funktion dieser Aminosdure mehr in der Stabilisierung des
geschlossenen Zustandes als in der direkten Beteiligung an der Hydrolyse (Cunningham et
al., 2012).

Ein genetischer Screen in A. thaliana fiir Suppressoren eines Phénotyp, der aufgrund der
Deletion des rarl Gens entsteht, fithrte zur Identifikation zweier Hsp90 Punktmutationen,
die die Notwendigeit des Cochaperons Rarl fiir die client-Prozessierung durch Modifikation
des Hsp90 Konformationszyklus umgehen (Hubert et al., 2009). Bei den Mutationen handelt
es sich mit A10T um eine Mutation in der N-Domine, die zur Beschleunigung der ATPase
Aktivitét fithrte. Die zweite Punktmutation wurde mit R346S in der M-Doméne gefunden.
Sie wirkt sich, durch Destabilisierung des geschlossenen Zustandes, negativ auf die ATPase
Aktivitdt aus (Hubert et al., 2009). Die Autoren vermuteten, dass durch beide Mutationen
Intermediate des Hsp90-Konformationszyklus angereichert werden, weshalb diese Mutatio-
nen in die Studie integriert wurden.

Zuletzt wurde noch eine Variante von Hsp90 gewihlt, in der die ersten acht Aminoséu-
ren deletiert wurden (A8). Frithere Studien zeigten, dass sich die Deletion dieser Aminoséu-
ren positiv auf die ATPase Aktivitidt des Hsp90 auswirkt und in Gegenwart von ATP eine

verstirkte N-terminale Dimersierung des Hsp90 verursacht (Richter ez al., 2002).

3.1.1 Einfluss der Mutationen auf Struktur und Funktion von Hsp90

Die verschiedenen Hsp90-Varianten wurden mittels ortsgerichteter Mutagenese erzeugt
und anschlieBend fiir die in vitro Charakterisierung, wie in 2.2.7 beschrieben exprimiert und
bis zur Bandenreinheit gereinigt. Um auszuschlieBen, dass die Verdnderungen in der Funkti-
on von Hsp90 aus einer Destabilisierung des Proteins resultieren, wurden Fern-UV-CD-

Spektren der verschiedenen Hsp90-Varianten aufgenommen.
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Abbildung 3-2: Fern-UV-CD-Spektren der yHsp90-Varianten. Gezeigt sind die Fern-UV-CD-Spektren der
Hsp90-Varianten bei (A) 20 °C und (B) 95 °C. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 0,2 mg/ml in 50 mM Natriumphos-
phatpuffer pH 7,5. Die Spektren wurden in einer Kiivette der Schichtdicke 1 mm von 197 bis 260 nm gemessen.

Wie Abbildung 3-2A zeigt, weisen alle Hsp90-Varianten vergleichbare Nah-UV-CD-
Spektren auf. Sie zeigen die typischen Minima bei 208 und 222 nm fiir die iiberwiegend o-
helikale Faltung des Hsp90. Eine Abweichung in der Sekundarstruktur durch die Punktmuta-
tion konnte somit ausgeschlossen werden. Die Fern-UV-CD-Spektren, die bei einer Tempe-
ratur von 95 °C aufgenommen wurden zeigen, dass der Verlust an Sekundarstruktur von
Hsp90 bei Erhohung der Temperatur sehr gering ist (Abbildung 3-2B). Aus diesem Grund
konnten zur Analyse der thermischen Stabilitidt der verschiedenen Hsp90-Varianten keine
thermisch-induzierten Entfaltungsiibergéinge mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie aufge-
nommen werden. Weder bei 210 nm noch bei 222 nm konnte eine Verdnderung des CD-
Signals wahrend der thermischen Entfaltung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Bei der thermischen Denaturierung eines Proteins findet eine Exposition hydrophober
Flachen statt, die im gefalteten Zustand verborgen sind. Im Thermoflour Assay wird dies
sichtbar gemacht, indem der Fluoreszenzfarbstoft Sypro-Orange an diese exponierte hydro-
phobe Fldchen bindet und dabei seine Fluoreszenzeigenschaften verdandert. Auf diese Weise
wurden die Hsp90-Varianten auf ihre thermische Stabilitdt hin untersucht. Abbildung 3-3
zeigt die Verdnderung der Sypro-Orange Fluoreszenz in Gegenwart der verschiedenen

Hsp90-Varianten beim Erhitzen.
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Abbildung 3-3: Thermische Stabilitit der yHsp90-Varianten. Gezeigt ist die Verdanderung der Sypro-Orange Fluores-
zenz bei einer Anregung von 475 nm und einer Emission von 590 nm mit steigender Temperatur in Gegenwart von 5 pg der
yHsp90-Varianten. Gemessen wurde in einem Messpuffer von 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM MgCl,.
Die nach 2.2.11 ermittelten Schmelztemperaturen sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.

Alle Hsp90-Varianten zeigen eine vergleichbare Stabilitit anhand der aus dem Thermo-
flour Assay bestimmten Schmelztemperaturen von 57,7 °C bis 59,3 °C, sodass die Verdnde-
rungen in der Funktion bei einer Messtemperatur von 30 °C nicht auf einen Stabilititsunter-
schied der Mutanten zuriickgefiihrt werden kann. Die Entfaltung der D79N-Variante ist
weniger kooperativ als die der iibrigen Varianten und zeigt einen asymmetrischen Ubergang.
Die Auswertung mit Hilfe des Wendepunktes liefert eine Schmelztemperatur von 59,0 °C,
wird die Schmelztemperatur anhand der Halbmaximalen Fluoreszenzintensitdt bestimmt
ergibt sich 55 °C. Selbst unter Beriicksichtigung des geringeren Schmelzpunktes von 55 °C

ist diese Variante bei einer Temperatur von 30 °C von ausreichender Stabilitit.

Tabelle 3-1: Schmelzpunkte der Hsp90-Varianten.

Hsp90-Variante T (°C)
wt 59,1+0,1
A8 58,0+0,1

A10T 59,1+0,1
L18R 59,1+0,1
T221 58,0+ 0.1
E33A 59,3+0,3
D79N 59,0 + 0,1
T1011 59,8 +0,3
A107N 58,1+0,1
R346S 57,7+0,3
R380A 59,0+0,1

Gezeigt sind die Schmelztemperaturen der yHsp90-Varianten, die durch Bestimmung des Wendepunktes der Schmelzkurve
anhand der 2. Ableitung bestimmt wurden. Angegeben sind die Standardabweichungen aus Triplikaten der Messung.
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Um den Einfluss der einzelnen Mutationen auf die Funktion von Hsp90 zu ermitteln,
wurde zundchst unter identischen Bedingungen die ATPase Aktivitit der einzelnen
Hsp90-Varianten gemessen. Wie Abbildung 3-4 zeigt, besitzen alle Hsp90-Varianten eine
gegeniiber dem Wildtypprotein verdnderte ATPase Aktivitit. A107N sowie A8 Hsp90
besitzen mit Umsatzraten von 2,14 min” und 1,13 min” die hdchsten ATPase Aktivititen.
Die Varianten A10T (0,84 min™") L18R (0,85 min") und T22I (0,85 min') haben in Ver-
gleich zum Wildtypprotein (0,55 min™) leicht erhohte Aktivititen. Die Variante T101I
(0,4 min") mit einer Mutation im l/id-Segment besitzt eine etwas verminderte Umsatzrate.
Die beiden Mutation im oberen Bereich der M-Doméne von Hsp90 wirken sich negativ auf
die Hydrolyseaktivitit von Hsp90 aus. Beide besitzen mit 0,17 min™ (R346S) und 0,18 min™'
(R380A) vergleichbare Restaktivititen. Am stdrksten beeintrachtigt sind die Hsp90-
Varianten E33A sowie D79N. Beide zeigen in diesem Assay keine detektierbare Aktivitét
(<1 %), was mit den Erwartungen aus fritheren Analysen dieser Varianten iibereinstimmt
(Obermann et al., 1998; Panaretou et al., 1998). Die Ergebnisse stimmen weitgehend mit der
Erwartung der aus der Literatur bekannten Wirkung der Mutationen einher (3.1). Einzig die
L18R-Variante, die als inhibierend fiir die ATPase Aktivitdt beschrieben wurde (Vaughan et
al., 2009), zeigte hier jedoch eine stimulierende Wirkung auf die ATPase Aktivitit. Der

Grund hierfiir konnte in den unterschiedlich gewihlten Salzbedingungen im regenerierenden

ATPase Assay liegen.
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Abbildung 3-4: ATPase Aktivitiiten der verschiedenen Hsp90-Varianten. Die ATPase Aktivititen der verschiedenen
yHsp90-Varianten wurden mit einem regenerierenden ATPase Assay gemessen (2.2.12). Die Umsatzzahlen (k.,) wurden
durch lineare Regression erhalten. Die Proteinkonzentrationen betrugen jeweils 3 uM in 40 mM Hepes/KOH pH 7.5,
150 mM KCI, 5 mM MgCl,. Die Messungen wurden in Gegenwart von 2 mM ATP bei einer Temperatur von 30 °C
durchgefiihrt.
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Um auszuschlieBen, dass die verdnderten Aktivitdten auf eine verringerte Affinitdt zum
Substrat ATP zuriickzufiihren sind, wurde eine Michaelis-Menten Analyse der Enzymaktivi-
tat durchgefiihrt und die Umsatzrate der Hsp90-Varianten unter verschiedenen Substratkon-
zentrationen ermittelt (Abbildung 3-5). Die meisten Varianten besitzen Affinititen fiir ATP
im mikromolaren Bereich (Tabelle 3-2), lediglich die Variante T101I zeigt mit von 1,2 mM

eine deutlich verringerte apparente Affinitit.

25
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Abbildung 3-5: Michaelis-Menten Analyse der verschiedenen Hsp90-Varianten. Die ATPase Aktivititen der verschie-
denen yHsp90-Varianten wurden in Gegenwart verschiedener ATP Konzentrationen mit einem regenerierenden ATPase
Assay gemessen (2.2.12). Die Umsatzzahlen (k.,) wurden durch lineare Regression erhalten. Die Proteinkonzentrationen
betrugen jeweils 3 uM in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM MgCl,. Die Messungen wurden bei einer
Temperatur von 30 °C durchgefiihrt. Durch nicht-lineare Regression wurden anschlieend die apparenten Affinititen
(Kpapp) fiir das Substrat ATP sowie die maximale Umsatzgeschwindigkeit (V) erhalten. Diese sind in Tabelle 3-2
zusammengefasst.

Tabelle 3-2: Michaelis-Menten Analyse der Hsp90-Varianten.

Hsp90-Variante Kbapp Vinax
(mM) (min™)
wt 0,32 0,59
A8 0,07 1,13
A10T 0,33 0,9
L18R 0,77 1,09
T221 0,14 0,85
E33A - <0,001
D79N - <0,001
T1011 1,2 0,64
A107N 0,01 1,98
R346S 0,20 0,19
R380A 0,36 0,19

Angegeben sind die durch nicht-lineare Regression nach Michaelis-Menten erhaltenen apparenten Affinitéten (Kp,y,) der
yHsp90-Varianten fiir das Substrat ATP, sowie die maximale Umsatzgeschwindigkeit (V pay)-
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Eine gestorte Hydrolyseaktivitdt kann durch Verédnderung des Hydrolysevorganges selbst
entstehen oder durch Verlangsamung der ratenlimitierenden konformationellen Anderungen.
Das Cochaperon Ahal kann die Hydrolyseaktivitit von Hsp90 beschleunigen, indem es
unfavorisierte Konformationsinderungen begiinstigt (Hessling et al., 2009; Koulov et al.,
2010; Retzlaff ef al., 2010). Storungen, die aus einer Verdnderung des Hydrolysevorganges
entstehen, konnen durch dieses Cochaperon nicht beschleunigt werden. Alle Hsp90-
Varianten wurden auf Stimulierbarkeit untersucht. Dazu wurde die ATPase Aktivitdt in
Gegenwart verschiedener Ahal Konzentrationen bei konstanter Hsp90 und ATP Menge
ermittelt (Abbildung 3-6). Die apparente Affinitdt wurde durch nicht-lineare Regression

nach 2.2.12.2 ermittelt und die daraus erhaltenen Daten sind in Tabelle 3-3 zusammenge-
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Abbildung 3-6: Stimulation der Hsp90-Varianten durch das Cochaperon Ahal. Die Umsatzraten der yHsp90-
Varianten in Gegenwart verschiedener yAhal Konzentrationen wurden mittels eines regnerativen ATPase Assays gemes-
sen. Die Hsp90 Konzentration betrug jeweils 1 uM in Gegenwart von 2 mM ATP. Die Messungen wurden in 40 mM
Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI, 5 mM MgCl, bei einer Temperatur von 30 °C durchgefiihrt. Durch nicht-linieare
Regression nach 2.2.12.1 werden die apparenten Affinititen (Kp,,) fiir Ahal ermittelt sowie die maximale Umsatzrate
(Vinay)- Die maximale Stimulation wird als Quotient der maximalen Umsatzrate und Umsatzrate in Abwesenheit von Ahal
erhalten.
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Tabelle 3-3: Stimulation der Hsp90-Varianten durch das Cochaperon Ahal.

Hsp90-Variante Kbpapp Vimax Stimulation
(UM) (min™) (x-fach)

wt 6,8+ 0,7 16 25
A8 1,3+0,1 5 6
A10T 4,5+0,6 18 20
L18R 33+£0,3 10 13
T221 53+0,9 5 7
E33A - - 0
D79N - - 0
T1011 2,0£0,3 3 12
A107N 3,7+04 17 11
R346S 7,0+ 1 11 68
R380A 2,1+£0,7 0,2 3

Angegeben sind die durch nicht-lineare Regression erhaltenen apparenten Affinititen (Kp,,,) der yHsp90-Varianten fiir
Ahal, die maximale Umsatzgeschwindigkeit (V,,,) in Gegenwart von Ahal, sowie die maximale Stimulation der ATPase
Aktivitdt der yHsp90-Variante.

Lediglich die ATPase Aktivitdten der E33A und D79N Hsp90-Varianten konnten durch
das Cochaperon Ahal nicht stimuliert werden. Beide sind jedoch in der Lage Ahal zu
binden, was durch Untersuchung der Interaktion mittels analytischer Ultrazentrifugation
gezeigt wurde (Abbildung 3-7). Die ATPase Aktivitit der D79N-Variante kann nicht
stimuliert werden, da es kein Nukleotid bindet (Panaretou et al., 1998). Die Beteiligung des
Restes E33A an der Hydrolysefunktion des Hsp90 wird bestitigt, da eine Beschleunigung
der Konformationsianderungen keine Verbesserung der Hydrolysefunktion bewirkt.

Bemerkenswert ist, dass die R346S-Variante durch Ahal nahezu auf Wildtyp Aktivitit
stimuliert werden kann. Dies spricht dafiir, dass diese Variante konformationell beeintrdch-
tigt ist und zwar an dem Schritt, der durch Ahal beschleunigt wird. Die R380A-Variante,
ebenfalls in der M-Doméne lokalisiert, 14sst sich jedoch nur bis zur dreifachen Aktivitit
stimulieren. Dies legt nahe, dass die Defizienz in der Hydrolyseaktivitdt zu einem gewissen
Anteil auf die Beeintrachtigung der Konformationsénderungen zuriickzufiihren ist. Die
Tatsache, dass keine volle Stimulation, wie bei R346S erreicht wird, schliefit eine Beteili-
gung von R380 an der Hydrolyse des ATP selbst nicht aus. Die Varianten mit bereits intrin-
sisch beschleunigter ATPase Aktivitdt (A8, A10T, L18R, T22I und A107N) koénnen alle
durch Ahal in ihrer ATPase Aktivitit weiter beschleunigt werden, wenn auch in unterschied-
lichem AusmalB}. Der Grund hierfiir liegt nicht in einer unterschiedlichen Affinitét fiir das
Cochaperon (Abbildung 3-7, Tabelle 3-3), sondern ist vielmehr in dem unterschiedlichen

Einfluss der Mutation auf die konformationellen Anderungen des Hsp90 zu sehen.
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Abbildung 3-7: Bindung des Cochaperons Ahal an die Hsp90-Varianten. (A) Die Komplexbildung von 500 nM FAM
markiertem yAhal an 3 uM der verschiedenen yHsp90-Varianten wurde mit analytischer Fluoreszenzultrazentrifugation
untersucht. (B) Durch Anpassen einer bi-GauB-Funktion an die dc/dt Plots ermittelte Peakfliche des Ahal-Hsp90-
Komplexes.

3.1.2 Nukleotid-induzierte Konformationsinderungen von Hsp90

Bindet ein Nukleotid an Hsp90, so werden grofle Konformationsinderungen im Hsp90
Dimer induziert. Diese konnen iiber ein bereits etabliertes Hefe Hsp90 FRET-System ver-
folgt werden (Hessling et al., 2009). Dazu sind in den verschiedenen Hsp90-Varianten
ortspezifisch D61 oder Q385 durch ein Cys ersetzt und anschliefend mit einem Donor- und
Akzeptorfarbstoff mittels Maleimidchemie gekoppelt (2.2.9). Durch Mischen von Donor und
Akzeptor gelabeltem Hsp90 bilden sich aufgrund des dynamischen C-terminalen Dimerisie-
rungsverhalten Heterodimere aus, in denen Donor- und Akzeptorfarbstoff nahe genug sind,
sodass FRET stattfinden kann (Abbildung 3-8A). Dieser Vorgang des Subunit-Exchange
kann beobachtet werden, indem der Donorfarbstoff bei 490 nm angeregt wird und gleichzei-
tig die Emission des Donor- und Akzeptorfarbstoffs bei 520 nm und 575 nm gemessen wird
(2.2.13.2). Dies ist exemplarisch in Abbildung 3-8B fiir Wildtyp Hsp90 und die A10T-
Variante gezeigt. Alle Hsp90-Varianten waren in der Lage Heterodimere auszubilden (Daten
nicht gezeigt) und die kinetischen Ratenkonstanten des Subunit-Exchange liegen in identi-
schen Zeitbereichen (Tabelle 3-4). Lediglich die Bildung des FRET-Heterokomplexes der
A107N-Variante ist wesentlich langsamer als die der iibrigen Varianten, was auf ein verén-
dertes Dimerisierungsverhalten dieser Variante in Abwesenheit von Nukleotid hinweist.

Ausgehend von diesen Heterodimeren kann der Einfluss auf die Konformationséinderungen
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in den verschiedenen Hsp90-Varianten in Gegenwart unterschiedlicher Nukleotide unter-

sucht werden.
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Abbildung 3-8: Bildung des Hsp90 FRET-Heterokomplexes. (A) Schematische Darstellung des Subunit-Exchange:
werden 385C Atto488 (gelbe Domine) gelabelte und 61C Atto550 (magenta Doméne) gelabelte yHsp90 Homodimere
gemischt entstehen FRET-fihige Heterokomplexe. (B) Gezeigt sind die Anderungen der Donor- (offene Kreise) und
Akzeptorfluoreszenz (gefiillte Kreise) des Hsp90 Wildtypproteins (schwarz) und der A10T-Variante (blau). Dazu wurde
von 400 nM FRET-Heterokomplex nach Anregung des Donors bei 490 nm die Donorfluoreszenz bei 520 nm und gleichzei-
tig die Akzeptorfluoreszenz bei 575 nm aufgenommen. Die Messungen wurden in 40 mM Hepes/KOH pH7,5, 150 mM KCl
und 5 mM MgCl, bei einer Temperatur von 30 °C durchgefiihrt. Die apparenten Ratenkonstanten wurden durch Anpassen
einer monoexponentiellen Funktion an die Anderung des Akzeptorsignals (schwarze Linie) erhalten.

Tabelle 3-4: apparente Ratenkonstanten (k) des Subunit-Exchange der Hsp90-Varianten.

Hsp90-Variante kee
(s
wt 0,02
A8 0,01
A10T 0,02
L18R 0,03
T221 0,02
E33A 0,01
D79N 0,02
A107N 0,007
R346S 0,03
R380A 0,03

Die apparenten Ratenkonstanten des Subunit-Exchanges (k) der yHsp90-Varianten wurde durch Anpassen einer monoex-
ponentiellen Funktion and die Anderungen des Akzeptorsignals nach Anregung des Donorfluorophors wihrend der

Reaktion erhalten.

69



Ergebnisse & Diskussion

3.1.2.1 Gleichgewichtszustinde (FRET-Spektren)

Wie bereits gezeigt wurde, induzieren das nicht hydrolysierbare ATP Analogon
AMP-PNP und das langsam hydrolysierbare ATPyS strukturelle Anderungen in Hsp90 und
verschieben das Gleichgewicht zum geschlossenen Zustand von Hsp90 (Hessling et al.,
2009; Mickler et al., 2009; Shiau et al., 2006). In diesem Zustand ist der Abstand der Flu-
orophore im Heterokomplex geringer, was zu einer Erhohung des Akzeptorsignals und
gleichzeitig zu einer Verringerung des Donorsignals fiihrt. ATP selbst fiihrt jedoch zu keiner
Verschiebung der Gleichgewichtslage, sodass das Fluoreszenzspektrum des Heterokomple-
xes keine Verdnderung aufweist. Die Heterokomplexe der Hsp90-Varianten wurden eben-
falls mit Hilfe von Fluoreszenzspektren in Gegenwart der verschiedenen Nukleotide unter-
sucht, um die strukturellen Verdnderungen zu detektieren. Die nach 2.2.13.1 aufgenomme-
nen Fluoreszenzspektren der Hsp90-Varianten in Abwesenheit und Gegenwart von ATP,

ATPyS sowie AMP-PNP sind in Abbildung 3-9 gezeigt.
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Abbildung 3-9: FRET-Spektren der Hsp90-Varianten in Gegenwart und Abwesenheit verschiedener Nukleotide.
Gezeigt sind die durch Anregung der Donorfluoreszenz (490 nm) erhaltenen Fluoreszenzemissionspektren im Bereich von
500 bis 600 nm. Dazu wurden Spektren von 200 nM 385C Atto488 gelabelter yHsp90-Variante allein (schwarz), zusammen
mit 200 nM 61C Atto 550 gelabelter yHsp90-Variante (rot) sowie nach Vorinkubation des FRET-Heterokomplexes mit je
2 mM (magenta) ATP, (blau) ATPyS oder (griin) AMP-PNP aufgenommen. Die Messungen wurden bei einer Temperatur
von 30 °C in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI und 5 mM MgCl, durchgefiihrt.

Fiir Wildtyp Hsp90 ist deutlich zu sehen (Abbildung 3-9A), dass die Akzeptorfluores-

zenz in Gegenwart von AMP-PNP und ATPyS im Vergleich zum FRET-Heterokomplex

ohne Nukleotid oder in Gegenwart von ATP deutlich zunimmt. Dies zeigt, dass sowohl
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ATPyS als auch AMP-PNP in gleichem Ausmal} die Lage des Gleichgewichts hin zu ge-
schlossenen Zustinden verschieben, wohingegen das Gleichgewicht in Gegenwart von ATP
im offenen Zustand liegt. Dies stimmt mit bisherigen Ergebnissen iiberein (Hessling et al.,
2009). Die untersuchten Hsp90-Varianten reagierten deutlich unterschiedlich auf die Ge-
genwart der verschiedenen Nukleotide, was auf Unterschiede in den Gleichgewichtszustén-
den der verschiedenen Varianten zuriickzufiihren ist.

Der grofite Unterschied war in Gegenwart von AMP-PNP festzustellen. Die Hsp90-
Varianten A8, E33A und R380A zeigten keine Verdnderung des Spektrums im Vergleich zur
Abwesenheit von Nukleotid. Die Hsp90-Varianten L18R und A107N reagierten ebenfalls
nur mit einer geringen Erhdhung der Akzeptorfluoreszenz. Dies ldsst darauf schlieen, dass
AMP-PNP in diesen Varianten keine sichtbare Verschiebung des Gleichgewichts zu ge-
schlossenen Zustinden induziert. Die iibrigen Varianten zeigten eine Verschiebung der
Gleichgewichtslage, jedoch in keinem Fall so effektiv, wie dies beim Wildtyp Protein der
Fall ist.

ATPyS konnte in allen Varianten (auBler D79N) die Lage des Gleichgewichts zu ge-
schlosseneren Zustinden verschieben. Es eignet sich somit wesentlich besser fiir die Analyse
der Hsp90 Nukleotid-induzierten Konformationsianderungen als AMP-PNP.

Auf ATP reagieren die verschiedenen Hsp90-Varianten duf8erst unterschiedlich. Im Falle
der Varianten A10T, L18R, A107N und R346S liegt das Gleichgewicht wie beim Wildtyp
im offenen Konformationszustand und die Fluoreszenzspektren entsprechen denen in Abwe-
senheit von Nukleotid. Die Varianten A8, T22I, E33A und R380A zeigen eine unterschied-
lich ausgepriagte Erhohung der Akzeptorfluoreszenz im Vergleich zum nukleotidfreien
Zustand, was auf eine Gleichgewichtsverschiebung zu geschlosseneren Zustinden hinweist.
Sowohl ATPase-defiziente Mutationen (E33A, R346S und R380A) als auch solche mit
hoherer ATPase Aktivitdt (A8, T22I) konnen die Gleichgewichtslage der konformationellen
Zustinde in Gegenwart von ATP hin zu geschlosseneren Zustinden verschieben.

Als Kontrolle diente die D79N-Variante, die nicht in der Lage ist Nukleotide zu binden
(Panaretou et al., 1998). Sie weist in Gegenwart der getesteten Nukleotide identische Spek-
tren wie in deren Abwesenheit auf (Abbildung 3-9G).
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3.1.2.2 Kinetische Analyse der Nukleotid-induzierten Konformationsinderungen

Um die in den Fluoreszenzspektren sichtbaren Verdnderungen der Struktur und Gleich-
gewichtslage von Hsp90 zu bestitigen, wurden die Konformationsénderungen auch kinetisch
betrachtet. Hierzu wurde die Zunahme der Akzeptorfluoreszenz als Konsequenz der Nukleo-
tidbindung in manuellen Mischexperimenten untersucht. Die erhaltenen Kinetiken sind in

Abbildung 3-10 gezeigt.
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Abbildung 3-10: Nukleotid-induzierte Konformationséinderungen der yHsp90-Varianten. Gezeigt sind die Anderun-
gen der Akzeptorfluoreszenz nach Zugabe von (A) 2 mM AMP-PNP, (B) 2 mM ATPyS oder 2 mM ATP. Der Donorfluoro-
phor wurde bei 490 nm angeregt und die Akzeptorfluoreszenz bei einer Wellenlédnge von 575 nm detektiert. Die Messungen
wurden mit je 200 nM 385C Atto488 gelabeltem Hsp90 und 61C Atto550 gelabeltem Protein in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5
150 mM KCl, 5 mM MgCl, bei einer Temperatur von 30 °C gemessen. Die apparenten Ratenkonstanten wurden durch
Anpassung an monoexponentielle Kinetiken bestimmt und sind in Tabelle 3-5 zusammengefasst.

Obwohl es sich beim konformationellen Zyklus um eine komplexe Kinetik mit mehreren
on pathway Intermediaten handelt (Hessling et al., 2009), wurden apparente Ratenkonstanten

(kapp) der Gleichgewichtseinstellung durch Anpassen einer monoexponentiellen Funktion
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ermittelt, um die Geschwindigkeiten der Gleichgewichtseinstellung der verschiedenen
Hsp90-Varianten zu ermitteln. Die daraus resultierenden Ergebnisse sind in Tabelle 3-5
zusammengefasst. Wie schon die FRET-Spektren zeigten, induziert AMP-PNP lediglich in
A10T, T22I, AIO7N und der R346S-Variante sichtbare Konformationsdnderungen
(Abbildung 3-10A), die in den meisten Fillen auch deutlich langsamer sind, als die durch
ATPyS-induzierten Konformationsédnderungen (Tabelle 3-5).

ATPyS induziert in allen Hsp90-Varianten, in denen die Gleichgewichtslage verdndert
werden konnte, messbare konformationelle Anderungen. In allen Varianten mit beschleunig-
ter ATPase Aktivitdt waren die Konformationsdnderungen ebenfalls beschleunigt. In den
Varianten R346S und R380A, die beide eine geringe Restaktivitidt an ATP Hydrolyse zeigen,
waren die Konformationsinderungen, die durch ATPyS induziert wurden langsamer, was
verdeutlicht, dass die inhibitorische Wirkung der Mutation zumindest teilweise aus der
Verlangsamung der Konformationsdnderungen resultiert und nicht nur durch die Beeintrach-
tigung des finalen Hydrolyseschrittes. Dies geht einher mit der Tatsache, dass beide Varian-
ten durch Ahal stimulierte werden kdnnen.

In den Hsp90-Varianten A8, T22I, E33A und R380A, in denen die FRET-Spektren in
Gegenwart von ATP eine Verschiebung der Gleichgewichtslage zeigten,, konnten ATP-
induzierte Fluoreszenzkinetiken aufgenommen werden und diese bestétigen die Akkumulati-
on von starker geschlossenen Zustdnden in diesen Varianten. Auch hier zeigen die Varianten
mit beschleunigter ATPase Aktivitdt schnellere Ratenkonstanten als dies bei den inhibito-

risch wirkenden Varianten der Fall ist.

Tabelle 3-5: apparente Ratenkontanten (k,,;) der Nukleotid-induzierten Konformationsinderungen.

Hsp90-Variante kapp (AMP-PNP) kapp (ATPYS) keapp (ATP)
(min™) (min™") (min™)
wt 0,18 0,33 -
A8 - 1,05 1,53
A10T 0,14 0,46 -
L18R - 0,30 -
T221 0,66 1,14 1,59
E33A - 0,41 0,23
D79N - - -
A107N 1,0 0,72 -
R346S 0,06 0,13 -
R380A - 0,15 0,20

Die durch Anpassen einer monoexponentiellen Funktion an die Anderung der Akzeptorfluoreszenz nach Anregung des
Donorfluorophors der FRET-Heterokomplexe der Hsp90-Varianten erhaltenen apparenten Ratenkonstanten der Nukleotid-
induzierten Konformationsdnderungen sind hier zusammengefasst.
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3.1.3 Globale Analyse der Konformationsinderungen der Hsp90-Varianten

Betrachtet man die Nukleotid-induzierten Konformationséinderungen der Trajektorien
verschiedener Doménen von Hsp90, so ist es mdglich fiir Wildtyp Hsp90 die Kinetiken
genauer zu analysieren. Die Signale der Fluoreszenzkinetiken der einzelnen Trajektorien
zeigten Intermediat Akkumulationen in vergleichbaren Zeitrahmen, unterscheiden sich
jedoch aufgrund der alternativen Reaktionstrajektorie, die dabei beobachtet wird. Mit Hilfe
des Berkeley Madonna Software Paketes konnte ein Fiinf-Zustands Modell entwickelt
werden, das ausreicht, die stattfinden Fluoreszenzkinetiken der einzelnen Trajektorien zu
beschreiben. Da diese fiir die Hydrolyse ratenlimitierend sind und nicht die Hydrolyse des
ATP selbst, konnte die ATP Hydrolyse ebenfalls in das Modell miteinbezogen werden. Als
Endergebnis der globalen Analyse steht ein Modell, das beschreibt, zu welchem Anteil die
einzelnen Intermediate populiert werden. Da die Ratenkonstanten der Konformationsande-
rungen fiir E33A und R380A Hsp90 in den manuellen Mischexperimenten bei einer Tempe-
ratur von 30 °C bereits sehr langsam waren, wurden die Fluoreszenzkinetiken, die aus den
ATPyS-indzudierten Umstrukturierungen resultieren, in schnellen Mischexperimenten
(stopped-flow) ebenfalls bei 30 °C aufgenommen. Die Messung mit Hilfe der stopped-flow-
Technik ist notwendig, um die schnellen Phasen zu Beginn der Konformationsdnderungen
aufzulosen. Zunédchst wurde erneut Wildtyp Hsp90 untersucht, um zu iiberpriifen, ob das
Modell fiir 30 °C ebenfalls angewendet werden kann.

Wie Abbildung 3-11 zeigt, konnte mit dem etablierten fiinf-Zustands-Modell auch die
Konformationsdnderungen von Hsp90 bei 30 °C beschrieben werden. Die aus dem Modell
abgeleiteten Ratenkonstanten zeigen, dass auch bei einer Messtemperatur von 30 °C der
ratenlimiterende Schritt die Konformationsdnderung hin zum I; dargestellt (Tabelle 3-6).
Die aus dem Modell errechneten Hydrolyseraten fiir ATP und ATPyS stimmen sehr gut mit
den praktisch ermittelten Raten iiberein (Abbildung 3-11D) Auch aus diesem Grund ist die
sich aus der Analyse der Konformationsdnderungen mit Hilfe des Modell ergebende Popula-
tionsverteilung vergleichbar zu der des Hsp90 bei einer Messtemperatur von 15 °C

(Abbildung 3-12).
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Abbildung 3-11: Globale Analyse der Konformationsiinderungen des Wildtyp yHsp90 nach Fiinf-Zustands-Modell.
Gezeigt sind die bei 30 °C erhaltenen ATPyS-induzierten Konformationsdanderungen der (A) N-N, (B) M-N und (C) M-M-
Trajektorien (schwarz) sowie die aus dem Modell erhaltenen Fitkurven (rot). Die Trajektorien wurden als Fluoreszenzki-
netiken nach Anregung des Donorfluorophors (490 nm) und Aufzeichnung der Fluoreszenz des Akzeptorfluorophors
(575 nm) in der anderen Hsp90 Untereinheit erhalten. (D) Die aus dem Modell ermittelten ATP (schwarz) und ATPyS
Hydrolyseraten (diinne Linien) stimmen mit den gemessenen Raten (dicke Linien) iiberein.

Tabelle 3-6: Ratenkonstanten der Konformationséinderungen des yHsp90 bei 30 °C.

Reaktion Vorwirts (min™) Riickwirts (min™)
offen-gebunden k1 40 k1 7
gebunden-I; ky 0,7 ko 0,6
L ks 3 ks 4x107
I,-geschlossen k4 4 k4 0,4
geschlossen-offen ks(ATPyS) 0,03 ks 0,003
ks(ATP) >20

Angegeben sind die durch globale Analyse der ATPyS-induzierten Fluoreszenzkinetiken der Trajektorien der Doménen des
Hsp90 mittels eines Fiinf-Zustands-Modells mit Hilfe des Berkeley Madonna Software Pakets erhaltenen Ratenkonstanten
der einzelnen Schritte.
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Abbildung 3-12: Population der Hsp90 Zustéinde. Die aus der globalen Analyse der ATPyS-induzierten Konformations-
anderungen des Hsp90 bei 30 °C nach dem Fiinf-Zustands-Modell erhaltenen Verteilungen der Zustdnde im Gleichge-
wichtszustand in Gegenwart von ATP (schwarz) und ATPyS (rot).

Die verschiedenen Hsp90-Varianten wurden ebenso einer globalen Analyse unterzogen,
wie das Hsp90 Wildtypprotein. Sie zeigen jedoch deutliche Abweichungen vom Fiinf-
Zustands-Modell, das die Konformationsdnderungen und die damit gekoppelten Nukleotid-
hydrolysen beschreibt. Bei keiner der analysierten Hsp90-Varianten konnte mit dem Modell
eine zufriedenstellende Beschreibung der gemessenen Konformationsinderungen und eine
gleichzeitige Ubereinstimmung mit den daraus resultierenen Nukleotidhydrolyseraten
erreicht werden (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse der Analyse nach dem Fiinf-Zustands-
Modell ist exemplarisch an einer Variante mit deutlich verlangsamten Konformationsénde-
rungen und einer niedrigen ATPase Aktivitit (R346S), sowie einer Variante mit beschleu-
nigten Konformationsanderungen und ATPase Aktivitit gezeigt (A10T).

Wie sich schon in den manuellen Mischexperiment zeigte, besitzt die Hsp90-Variante
R346S deutlich verlangsamte ATPyS-induzierte Konformationsédnderungen. Das zur Anpas-
sung an die Konformationsédnderungen verwendete Fiinf-Zustands-Modell war nicht ausrei-
chend, um die Konformationsédnderungen und die daraus resultierenden Nukleotidhydrolyse-
raten zufriedenstellend zu beschreiben (Abbildung 3-13). Insbesondere die aus den Konfor-
mationsdnderungen resultierende ATP Hydrolyserate war zu gering, um die tatséchlich

bestimmte Hydrolyserate zu beschreiben (Abbildung 3-13D).
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Abbildung 3-13: Globale Analyse der Konformationsinderungen der R346S yHsp90-Variante nach Fiinf-Zustands-
Modell. Gezeigt sind die bei 30 °C erhaltenen ATPyS-induzierten Konformationsidnderungen der (A) N-N, (B) M-N und
(C) M-M- Trajektorien (schwarz) sowie die aus dem Modell erhaltenen Fitkurven (rot). Die Trajektorien wurden als
Fluoreszenzkinetiken nach Anregung des Donorfluorophors (490 nm) und Aufzeichnung der Fluoreszenz des Akzeptorflu-
orophors (575 nm) in der anderen Hsp90 Untereinheit erhalten. (D) Die aus dem Modell ermittelten ATP (schwarz) und
ATPyS Hydrolyseraten (diinne Linien) weichen von den gemessenen Raten (dicke Linien) ab.

Auch Hsp90-Varianten, die, wie die A10T-Variante, eine beschleunigte ATP Hydrolyse-

rate und beschleunigte AT IyS-induzierte Konformationsédnderungen zeigen, konnten mit

dem Funf-Zustands Modell nicht ausreichend beschrieben werden. In diesem Fall war die

Diskrepanz aus tatsidchlicher Hydrolyserate und aus den Konformationsdnderungen anhand

des Modells Ermittelter besonders grof3 (Abbildung 3-14D).
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Abbildung 3-14: Globale Analyse der Konformationsinderungen der A10T yHsp90-Variante nach Fiinf-Zustands-
Modell. Gezeigt sind die bei 30 °C erhaltenen ATPyS-induzierten Konformationsénderungen der (A) N-N, (B) M-N und
(C) M-M- Trajektorien (schwarz) sowie die aus dem Modell erhaltenen Fitkurven (rot). Die Trajektorien wurden als
Fluoreszenzkinetiken nach Anregung des Donorfluorophors (490 nm) und Aufzeichnung der Fluoreszenz des Akzeptorflu-
orophors (575 nm) in der anderen Hsp90 Untereinheit erhalten. (D) Die aus dem Modell ermittelten ATP (schwarz) und
ATPyS Hydrolyseraten (diinne Linien) weichen von den gemessenen Raten (dicke Linien) ab.

Da die ATPyS-induzierten Konformationsianderungen der Hsp90-Varianten mit Hilfe des
Fiinf-Zustands-Modells unter Beriicksichtigung der gemessenen Nukleotid-Hydrolyseraten
nicht ausreichend beschrieben werden konnten, konnten fiir die Hsp90-Varianten mit Hilfe
der globalen Analyse keine Gleichgewichtspopulationen der einzelnen Zustinde wihrend
des Konformationszyklus abgeleitet werden. Aus diesem Grund musste die Charakterisie-

rung der Zustdnde anhand anderer Methoden erfolgen.
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3.1.4 N-terminale Dimerisierung der Hsp90-Varianten

Um dennoch eine Charakterisierung der Gleichgewichtszustinde der verschiedenen
Hsp90-Varianten zu erhalten, wurde zundchst die N-terminale Assoziation der yHsp90-
Varianten in Gegenwart verschiedener Nukleotide untersucht. Eine schematische Darstellung

des Experiments ist in Abbildung 3-15 gezeigt.
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Abbildung 3-15: Schematische Darstellung der Chase Experimente. Sind Hsp90 FRET-Heterokomplexe nach Nukleo-
tidbindung N-terminal assoziiert, so wird durch Zugabe von ungelabeltem Hsp90 der geschlossene FRET-Heterokomplex
nicht zerstort. Ist die N-terminale Assoziation schwicher, oder findet durch Nukleotidhydrolyse eine Auflosung der N-
terminalen Dimerisierung statt, so wird der FRET-Heterokomplex durch den Uberschuss an ungelabeltem Hsp90 zerstort.
Dies kann durch Messung der Abnahme an Akzeptorfluoreszenz nach Anregung der Donorfluoreszenz beobachtet werden.

Es wurden FRET-Heterokomplexe mit den unterschiedlichen Nukleotiden inkubiert und
anschlieBend ein zehnfacher Uberschuss an ungelabeltem Protein zugegeben. In Abwesen-
heit von Nukleotiden findet aufgrund der dynamischen C-terminalen Dimerisierung von
Hsp90 eine schnelle Zerstorung der FRET-Heterokomplexe statt, die anhand der Abnahme
an Akzeptorfluoreszenz beobachtet werden kann. Ist Hsp90 auch N-terminal dimerisiert, was
beispielsweise in Gegenwart des Cochaperons Ahal der Fall ist, ist dieser Prozess deutlich
verlangsamt (Retzlaff et al., 2010). Von Wildtyp Hsp90 ist bekannt, dass sobald der voll-
standig geschlossene Zustand durch AMP-PNP induziert wird, keine messbare Dissoziation
mehr stattfinden kann und das Fluoreszenzsignal bleibt konstant (Hessling et al., 2009)
(Abbildung 3-15A). Auf diese Weise kann fiir die Hsp90-Varianten eine Aussage {iber den
N-terminalen Dimerisierungszustand in Gegenwart verschiedener Nukleotide gemacht
werden. Fiir Wildtyp Hsp90 (Abbildung 3-16A), die D79N- Abbildung 3-16B), E33A-
Variante (Abbildung 3-16C) und R346S-Variante (Abbildung 3-16D) sind die gemessenen
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Abnahmen an Akzeptorfluoreszenz nach Zugabe von Uberschuss an ungelabeltem Hsp90 in
Gegenwart der verschiedenen Nukleotide gezeigt. Die durch Anpassen einer monoexponen-
tiellen Funktion ermittelten Halbwertszeiten der FRET-Heterokomplexe fiir alle Hsp90-
Varianten sind graphisch in Abbildung 3-17 dargestellt und Tabelle 3-7 zusammengefasst.
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Abbildung 3-16: Stabilitit des FRET-Komplexes in Gegenwart unterschiedlicher Nukleotide. Abnahme der Akzeptor-
fluoreszenz fiir (A) Wildtyp yHsp90, (B) D79N, (C) E33A (D) R346S nach Zugabe von zehnfach Uberschuss (4 uM) an
unmarkierter yHsp90-Variante zu 400 nM FRET-Heterokomplex in (schwarz) Abwesenheit von Nukleotid und Gegenwart
von 2 mM (rot) ATP, (blau) ATPyS und (cyan) AMP-PNP. Durch Anpassen der Abnahme an Akzeptorfluoreszenz an
monoexponentielle Funktion wurden die Halbwertszeiten (t;,) ermittelt und fiir die verschiedenen Hsp90-Varianten in (D)
zusammengefasst.
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Abbildung 3-17: Halbwertzeiten des FRET-Komplexes. Gezeigt sind die durch Anpassen einer monoexponentiellen

Funktion an die Abnahme an Akzeptorfluoreszenz bestimmten Halbwertszeiten (z,,) flir die verschiedenen Hsp90-
Varianten.

Wie die Fluoreszenzspektren und die kinetische Analyse der Nukleotid-induzierten Kon-
formationsdnderungen zeigten, induziert AMP-PNP im Falle der A8, D79N, E33A L18R und
R380A Hsp90-Variante keine sichtbaren Konformationsdnderungen. Dies spiegelt sich in
Halbwertszeiten des FRET-Komplexes wider, die denen in Abwesenheit von Nukleotid
vergleichbar sind. Nur im Falle der A107N und R346S Hsp90-Varianten war AMP-PNP in
der Lage, einen vergleichbar starken geschlossenen Zustand zu erzeugen, so dass iiber
Stunden keine Dissoziation des FRET-Komplexes festzustellen war (Abbildung 3-16D).
ATPyS induzierte in allen Hsp90-Varianten, bis auf die D79N-Variante, einen N-terminal
dimerisierten Zustand, der in einer deutlichen Stabilisierung des FRET-Komplexes und
langen Halbwertszeiten resultierte. Auch in der E33A-Variante, die keine detektierbare ATP
Hydrolyserate besitzt, findet in Gegenwart von ATPyS eine Dissoziation des FRET-
Heteokomplexes statt. Dies scheint auf einer verstirkten Riickreaktion im konformationellen
Zyklus zu beruhen, da eine Hydrolyse des ATPyS ausgeschlossen werden kann. ATP indu-
ziert in der A8, T22I, E33A und R380A Hsp90-Variante deutlich sichtbare Konformations-
dnderungen, was auf eine deutlich stirkere Population geschlossener Zustéinde in Gegenwart
von ATP hinweist, im Gegensatz zu Wildtyp Hsp90. Dies wird in der langsameren Dissozia-
tion der FRET-Heterokomplexe dieser Varianten bestétigt. In Gegenwart von ATP werden
N-terminal dimerisierte Zustinde deutlich starker populiert, als dies bei Wildtyp der Fall ist.

Die Heterokomplexe der A8 und T22I-Variante besitzen eine deutlich geringere Halbwerts-
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zeit (8 und 3 Minuten) als die E33A und R380A-Variante (30 und 20 Minuten). Hier ist die
Dissoziation durch die intakte ATP-Hydrolyse der A8 und T22I-Variante beschleunigt.

Tabelle 3-7: Halbwertszeiten des FRET-Komplexes in Gegenwart unterschiedlicher Nukleotide.

Hsp90-Variante t1/2 (ohne) t12 (AMP-PNP) ¢, (ATPyS) t12(ATP)

(min) (min) (min) (min)

wt 0,5 > 300 49 0,9
A8 1 2 60 8
A10T 0,6 132 29 1

L18R 0,5 3 13 0,8
T221 0,2 9 154 3
E33A 0,6 0,4 12 30

D79N 0,7 1 1 0,7
A107N 0,8 > 300 62 3

R346S 0,5 > 300 28 0,4
R380A 0,6 0,6 40 20

Gezeigt sind die Halbwertszeiten des FRET-Komplexes in Abwesenheit und Gegenwart von 2 mM unterschiedlicher
Nukleotide nach Zugabe an zehnfachem Uberschuss an ungelabelter Hsp90-Variante. Die Halbwertszeiten wurden durch
Anpassen einer monoexponentiellen Funktion an die Abnahme des Akzeptorfluoreszenzsignals ermittelt.

3.1.5 Bindung der Cochaperone Ahal und Sbal/p23

Die Hsp90 Cochaperone Ahal und Sbal/p23 sind dafiir bekannt, dass ihre Bindung sen-
sitiv fiir den konformationellen Zustand von Hsp90 ist. So erfolgt Bindung von Sbal/p23 nur
an den geschlossenen Zustand von Hsp90, weshalb die Bindung nur in Gegenwart von
Nukleotidanaloga, die den geschlossenen Zustand in Hsp90 induzieren, detektiert werden
kann (Johnson und Toft, 1994). Das Cochaperon Ahal bindet ebenfalls bevorzugt an den
geschlossenen Zustand von Hsp90. Bei der Bindung bleibt die Nukleotidbindestelle jedoch
zuginglich (Li ef al., 2013). Dies ermoglicht Ahal im Gegensatz zu Sbal/p23 an geschlos-
sene Hsp90 Konformationen vor dem finalen geschlossenen Zustand zu binden. Die ver-
schiedenen Hsp90-Varianten sollen nun in Gegenwart von ATP und ATPyS auf ihre Eigen-
schaften, diese Konformations-sensitiven Cochaperone Ahal und Sbal/p23, zu binden
untersucht werden. Dazu wurde die Komplexbildung fluoreszenzmarkierter Cochaperone in
Gegenwart der verschiedenen Hsp90-Varianten und Nukleotide mittels analytischer Fluores-
zenzultrazentrifugation untersucht.

In Gegenwart von ATPyS zeigt die D79N-Variante (wie erwartet aufgrund ihrer fehlen-
den Fiahigkeit Nukleotid zu binden) keine Sbal/p23 Interaktion (Abbildung 3-18A, C). Die
Varianten R380A, TI01I sowie LI8R zeigen deutlich beeintrichtigte Interaktion mit
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Sbal/p23 was darauf hinweist, dass diese Varianten in Gegenwart von ATPyS den geschlos-
senen Zustand, der die Sbal/p23 Interaktion ermdglicht, kaum einnehmen. Die Variante A8
hingegen scheint diesen Zustand noch stiarker anzunehmen als Wildtyp Hsp90, da die Affini-
tdit von Sbal/p23 fiir diese Variante deutlich groBer ist als fiir das Wildtypprotein. Die
ibrigen Varianten zeigen ein dem Wildtypprotein vergleichbares Sbal/p23-Bindeverhalten
in Gegenwart von ATPyS und nehmen &hnlich stark wie Wildtyp Hsp90 den geschlossenen

Zustand ein.
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Abbildung 3-18: Bindung des Cochaperons Sbal/p23 an die yHsp90-Varianten. Die Komplexbildung von 500 nM
Fluorescein markiertem Sbal/p23 an 1,5 uM der verschiedenen yHsp90-Varianten in Gegenwart von 2 mM (A) ATPyS
oder (B) ATP wurde mit analytischer Fluoreszenzultrazentrifugation untersucht. Durch Anpassen einer bi-Gauf3-Funktion
an die dc/dt Plots ermittelte Peakflache des Sbal/p23-Hsp90-Komplexes in Gegenwart von 2 mM (C) ATPyS oder (D) ATP
sowie aus dem Fit resultierenden Standardfehler.

In Gegenwart von ATP ist insbesondere fiir die Hsp90-Varianten A8 und E33A eine

deutliche Population des geschlossenen Zustandes aufgrund der verstirkten Interaktion mit
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Sba/p23 zu sehen (Abbildung 3-18B, D). Fiir die Variante T221 ist dies auch zu erkennen,
wenn auch in deutlich geringerem AusmaB, als dies fiir die anderen beiden Varianten der
Fall ist. Fiir die weiteren Hsp90-Varianten ist keine verdnderte Sbal/p23 Bindung in Gegen-
wart von ATP zu bemerken, was auf eine geringe Population des geschlossenen Zustandes
schlieBen lésst.

Insbesondere fiir die R380A-Variante ist es verwunderlich, dass sie, obwohl in den vor-
hergehenden Analysen in Gegenwart von ATPyS und ATP deutliche Konformationsénde-
rungen und eine Verschiebung des Gleichgewichts zu geschlosseneren Zustanden zu detek-
tieren sind, keine Sbal/p23 Bindung in Gegenwart von zu sehen ist. Somit ist diese Variante
nicht in der Lage, den vollstindig geschlossenen, Sbal/p23-bindekompetenten Zustand
einzunehmen.

Des Weiteren wurde die Interaktion der Hsp90-Varianten mit dem 5(6)-FAM-makiertem
Ahal in der analytischen Fluoreszenzultrazentrifuge untersucht (Abbildung 3-19). Die
D79N-Variante zeigt hier eine Nukleotid-unabhingige Bindung fiir Ahal, was sehr gut mit
ithrer fehlenden Fahigkeit Nukleotid zu binden iibereinstimmt. Sie dient als Referenzbeispiel
fiir offenens Hsp90. Die T1011-Variante zeigt ebenfalls eine verringerte Affinitét fiir Ahal,
bei gleichzeitigem Fehlen von Sbal/p23-Bindung. Diese Variante nimmt auch in Gegenwart
von ATPyS eher offene Zustinde ein. Alle iibrigen Varianten zeigen eine hohere Affinitét flir
Ahal in Gegenwart von ATPyS, in guter Ubereinstimmung mit der Induktion geschlossener
Zustéande durch dieses Nukleotid. Insbesondere die starke Affinitdt der R380A-Variante fiir
Ahal bei gleichzeitigem Fehlen von Sbal/p23-Bindefdhigkeit zeigt, dass diese Variante
geschlossene Zusténde vor dem finalen geschlossenen Zustand einnimmt.

Dies gilt fiir die R380A-Variante auch im Falle von ATP. Auch in Gegenwart dieses
Nukleotids zeigt sie eine deutlich erhohte Affinitdt fiir Ahal im Vergleich zum Wildtyppro-
tein bei gleichzeitigem Fehlen von Sbal/p23-Bindung. Diese Variante ist nicht in der Lage,
den finalen geschlossenen Zustand einzunehmen, sondern vielmehr geschlossene Zustdnde
unmittelbar zuvor. Die E33A-Variante zeigt in Gegenwart von ATP ebenfalls eine deutlich
verstarkte Affinitit fiir Ahal, sie ist im Gegensatz zur R380A-Variante Sbal/p23 zu binden.
Somit nimmt die E33A-Variante verstirkt den finalen geschlossenen Zustand ein. Die

iibrigen Hsp90-Varianten zeigen keine derart deutlichen Préferenzen
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Abbildung 3-19: Bindung des Cochaperons Ahal an die yHsp90-Varianten. Die Komplexbildung von 500 nM 5(6)-
FAM markiertrem Ahal an 3 uM der verschiedenen yHsp90-Varianten in Gegenwart von 2 mM (A) ATPyS oder (B) ATP
wurde mit analytischer Fluoreszenzultrazentrifugation untersucht. Durch Anpassen einer bi-Gauf-Funktion an die dc/dt
Plots ermittelte Peakflache des Ahal-Hsp90-Komplexes in Gegenwart von 2 mM (C) ATPyS oder (D) ATP sowie aus dem
Fit resultierende Standardfehler.

3.1.6 Small angle X-ray scattering (SAXS)

Die FRET Studien legen nahe, dass die verschiedenen Hsp90-Varianten unterschiedliche
Zustinde des Hsp90 Konformationszyklus anhdufen. Frithere Studien zeigten bereits, dass
die strukturellen Unterschiede zwischen offenem und geschlossenem Zustand groB3 genug
sind, um diese mittels SAXS unterscheiden zu konnen (Cunningham et al, 2012;
Krukenberg et al., 2008). Das Hsp90 Wildtypprotein sowie die Varianten A8, L18R, E33A,
R380A und R346S wurden jeweils in Abwesenheit und in Gegenwart der Nukleotide ATP
und ATPyS in Kooperation mit Dr. Tobias Madl vom Arbeitskreis Prof. Dr. Sattler mittels

SAXS vermessen. Dazu wurden von Dr. Madl Streuintensititskurven aufgenommen und
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durch Fourier-Transformation in interatomare Wahrscheinlichkeitsprofile (P(R)) tiberfiihrt,
die Informationen iiber die Gesamtform des Molekiils enthalten (Abbildung 3-20).

In Abwesenheit von Nukleotiden zeigt Wildtyp Hsp90 eine breite Verteilung an Distan-
zen in den P(R)-Kurven (Abbildung 3-20A), die der sehr ausgedehnten und offenen Kon-
formation des Hsp90 entsprechen, die es in Abwesenheit von Nukleotiden einnimmt (Shiau
et al., 2006). Dies stimmt mit bisherigen SAXS Messungen sowohl fiir die konstitutiv
exprimierte Variante des Hefe Hsp90 (Cunningham et al, 2012) als auch E. coli HtpG
iiberein (Krukenberg et al., 2008). Die iibrigen Varianten nehmen eine dem Wildtypprotein
vergleichbare Konformation ein. Einzig die A8-Variante zeigt eine Verschmélerung der
P(R)-Kurve, was einem kompakteren Zustand als Wildtyp entspricht.

In Gegenwart von sittigender Konzentration an ATPyS findet im Wildtpypprotein eine
Verschiebung des Gleichgewichtes hin zum geschlossenen Zustand statt, die sich in einer
deutlichen Verschmélerung der P(R)-Kurve wider spiegelt (Abbildung 3-20B). Bei der
A8-Variante, die bereits in Abwesenheit von Nukleotid eine kompaktere Struktur einnimmt,
findet ebenfalls eine Gleichgewichtsverschiebung statt und die P(R)-Kurve verschmaélert sich
weiter. Die E33A-Variante zeigt eine dem Wildtypprotein vergleichbare Strukturdnderung
im SAXS, allein die R346S- und insbesondere die R380A- und L18R-Variante weisen eine
deutlich weniger kompakte Struktur als das Wildtypprotein in Gegenwart von ATPyS auf.
Die R346S-Variante zeigte zwar kaum verringerte Affinitat fiir Sbal/p23 in Gegenwart von
ATPyS in der analytischen Ultrazentrifugation (Abbildung 3-18A), was auf das Vorhanden-
sein eines geschlossenen Zustandes hinweist. Die R380A- und L18R-Varianten hingegen
zeigten kaum N-terminale Assoziation oder Interaktion mit Sbal/p23, was auf darauf hin-
deutete, dass sie nicht in der Lage sind, den geschlossenen Zustand einzunehmen. Die breite
P(R)-Kurven dieser Varianten konnen diese Vermutung bestdtigen.

In Gegenwart von ATP zeigen die Hsp90-Varianten den grofiten Unterschied in ihren
P(R)-Kurven (Abbildung 3-20C). E33A und A8 nehmen besonders deutlich eine kompakte
Struktur ein. Sie populieren in Gegenwart von ATP geschlossene Zustinde, was gut mit den
Ergebnissen der FRET-Experimente {ibereinstimmt und mit der Tatsache, dass beide Varian-
ten in der Lage sind, Sbal/p23 zu binden. L18R, R346S und R380A zeigen eine dem Wild-
typprotein dhnliche breite Distribution der Abstinde. Es gibt keine Anzeichen einer Ver-

schiebung der Gleichgewichtslage in Ubereinstimmung mit den FRET-Experimenten.
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Abbildung 3-20: SAXS Analyse der yHsp90-Varianten. P(R)-Kurven von (schwarz) Wildtyp yHsp90, der (blau) AS8-,
(rot) L18R-, (magenta) E33A, (griin) R346S und (orange) R380A-Variante in (A) Abwesenheit von Nukleotid, sowie in
Gegenwart von 4 mM (B) ATPyS oder (C) ATP.
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3.2 Einfluss der Mutationen auf in vivo Funktionalitit von Hsp90

Die in vitro Analysen zeigten, dass die verschiedenen yHsp90-Varianten Intermediate
des Hsp90 Konformationszyklus wéhrend der ATP Hydrolyse in unterschiedlichem Ausmaf}
akkumulieren, insbesondere die A8, T221, E33A und R380A-Varianten. Da ATP das natiirli-
che Substrat ist, sollten die Populationsverteilungen der Hsp90-Varianten in Gegenwart von
ATP auch in vivo vorgefunden werden. Wie sich die einzelnen Hsp90-Varianten als einzige
Hsp90 Quelle in vivo verhalten, soll im Folgenden nédher untersucht werden. Hierbei ist
neben der generellen Funktionalitét, also ob Hefen mit der Hsp90-Variante leben konnen,
ebenso interessant wie die Toleranz dieser Hefen gegeniiber verschiedenen Stressoren.
Desweitern soll anhand ausgewéhlter Hsp90 clients untersucht werden, inwieweit die Hsp90-

Varianten in der Lage sind die Prozessierung der clients zu unterstiitzen.

3.2.1 Lebensfahigkeit

Da Hsp90 in Hefen essentiell ist, muss in Hefen mindestens eine funktionelle
Hsp90-Variante vorhanden sein. Ob die in vitro untersuchten yHsp90-Varianten in vivo die
essentielle Funktion des Hsp90 iibernehmen kénnen, wurde iiber ein etabliertes Shuffling
System untersucht (Nathan et al., 1997). Im verwendeten Hefestamm sind beide genomi-
schen Vertreter des Hsp90 Gens deletiert. Damit der Hefestamm lebensféhig ist, besitzt er
ein HSP82-Gen auf einem URA-Plasmid. Die Expression des Gens erfolgt konstitutiv unter
Kontrolle des GPD-Promotors. Dieses Plasmid kann mittels Gegenselektion auf 5'-FOA-
Platten gegen ein Anderes ausgetauscht werden, solange die auf dem anderen Plasmid
kodierte Hsp90-Variante die Lebensfahigkeit sicherstellen kann. Falls es sich hierbei jedoch
um eine dysfunktionale Hsp90-Variante handelt, wirkt das Shuffling lethal. Hefen des Stam-
mes ECUS2a, wurden mit Plasmiden aller Hsp90-Varianten transformiert und zunéchst auf
Platten ohne FOA inkubiert. AnschlieBend wurden die Hefestimme auf FOA-haltige Platten
uberfiihrt.

Wie Abbildung 3-21 zeigt, war kein Wachstumsunterschied der Hefen auf FOA-freien
Platten zu erkennen. Auf den FOA-haltigen Platten konnten nur Hefen mit einer funktionel-
len Hsp90-Variante leben. A8, D79N sowie R380A sind die einzigen Hsp90-Varianten, die
den Hefen keine Lebensfahigkeit verleihen konnen. Dies stimmt mit bisherigen Experimen-

ten iiberein (Meyer et al., 2004; Obermann et al., 1998; Richter, 2003), obwohl andere
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Hefestimme und Vektoren verwendet wurden. Die T22I Hsp90-Variante zeigt hier bereits
bei der Inkubation bei 30 °C einen sehr starken temperatur-sensitiven Phédnotyp, da nur
einzelne Hefekolonien wuchsen. Dieser wurde bereits von Nathan und Lindquist berichtet
(Nathan und Lindquist, 1995). Uberraschender Weise unterstiitzte die E33A-Variante die
Lebensfahigkeit der Hefenzellen. Dies ist besonders erstaunlich, da sowohl bei Obermann
und Kollegen (Obermann et al., 1998), wie auch bei Panaretou und Kollegen (Panaretou et
al., 1998) diese Hsp90-Variante zur Lethalitdt der verwendeten Hefen fiihrte. Da diese
Hsp90-Variante keine ATPase Aktivitit besitzt wurde von beiden Arbeitsgruppen geschlos-
sen, dass diese essentiell fiir die in vivo Funktionalitdt des Hsp90 ist. Bei dem hier verwende-

tem Hefestamm und Shuffling-Plasmid konnen Hefen mit der E33A-Variante leben.

-FOA

Zellen

p423GPD

L18R T221 +FOA

Zellen p423GPD p423GPD

Zellen

Abbildung 3-21: In vivo Funktionalitiit der Hsp90-Varianten. Hefen ,die die verschiedenen yHsp90-Varianten auf einem
HIS-Plasmid konstitutiv exprimieren, wachsen auf Platten ohne FOA, da das URA-Plasmid mit HSP82 noch vorhanden ist.
Auf Platten mit FOA geht das URA-Plasmid mit HSPS82 verloren und die yHsp90-Varianten sind die einzige Hsp90 Quellen
in den Hefen. A8, D79N und R380A als einzige Hsp90-Varianten konnen Hefen keine Lebensfahigkeit verleihen.

Um auszuschlielen, dass lebende Hefen auf den FOA-haltigen Platten falschlicher Weise
das Ursprungs URA-Plasmid mit dem Wildtyp Hsp82 Gen nicht verloren haben, wurden die
lebenden Hefen der FOA-haltigen Platten nochmals auf —URA-Platten iiberfiihrt. Wie
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Abbildung 3-22 zeigt, konnten alle Hefen nicht mehr auf —URA-Platten wachsen, das
Wildtyp Asp82 Gen ist also nicht mehr in den Hefen vorhanden. Desweiteren wurde aus den
Hefen, die die E33A-Hsp90-Variante enthalten das Plasmid nach 2.2.2 prépariert und durch
Sequenzierung ausgeschlossen, dass eine spontane Riickmutation stattfand.

Die tlibrigen Hsp90-Varianten kdnnen die essentielle Funktion von Hsp90 {ibernehmen.

wt +FOA wt -FOA

Abbildung 3-22: Konrolle des FOA-Shufflings. Zur Kontrolle, ob die Hefen wihren des FOA-Shufflings das URA-
Plasmid mit dem Wildtyp HSPS82 Gen verloren haben, wurden die Hefen von den FOA-haltigen Selektionsplatten
auf -URA-Selektionsplatten tiberfiihrt. Nur Hefen vor dem FOA-Shuffling konnen leben.

3.2.2 Toleranz gegeniiber Stress

Hsp90 ist ein Hitzeschockprotein und dessen Expression wird als Antwort auf ver-
schiedenste Arten von Stress hochreguliert (Finkelstein et al., 1982). Hsp90 hilft Zellen
somit auf Stress zu reagieren und diesen zu tolerieren. Um herauszufinden, wie wichtig der
Einfluss des konformationellen Zyklus auf die Antwort auf verschiedenen Stressoren ist,
wurden die Hefen, die die Hsp90-Varianten als einzige Hsp90 Quelle besitzen, verschiede-
nen Stressoren ausgesetzt, um herauszufinden wie tolerant sie diesen gegeniiber sind.

Zunichst wurden die Hefen auf einem Temperaturgradient inkubiert, um die maximale
Temperatur zu ermitteln, bei der die Hefen mit den verschiedenen Hsp90-Varianten in der
Lage sind zu leben. Zudem wurden Verdiinnungen der Hefen unter verschiedenen Tempera-

turen inkubiert und ihr Wachstumsverhalten analysiert (Abbildung 3-23).
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Abbildung 3-23: Temperatursensitivitit der Hsp90-Varianten. Hefestimme, die die verschiedenen yHsp90-Varianten
als jeweils einziges Hsp90 enthalten, wurden (A) mit gleicher Zelldichte auf eine entsprechende Selektionsplatte gespottet
und bei einem Temperaturgradienten 30-43 °C fiir 48 Stunden inkubiert. (B) Von denselben Hefestimme wurden 5-fach
Verdiinnungen gespottet und bei 24 °C, 30 °C sowie 37 °C fiir 48 Stunden inkubiert.

Wie Abbildung 3-23A zeigt, wachsen Hefen mit wildtypischem Hsp90 bis zu einer ma-
ximalen Temperatur von etwa 40 °C. Den stirksten Temperatur-sensitiven Effekt zeigt die
T22I-Variante, wie bereits von Nathan und Lindquist berichtet (Nathan und Lindquist,
1995). Sie berichteten ebenfalls den Temperatur-sensitiven Effekt der T1011-Variante, der
hier mit einer maximalen Wachstumstemperatur von etwa 36 °C zu sehen ist. Die E33A-
Variante zeigt neben der T22I-Variante den stirksten Effekt mit einer maximalen Wachs-
tumstemperatur von etwa 34 °C, bei 37 °C zeigt sie kein Wachstum. Die L18R-Variante
verleiht den Hefen ebenfalls eine Temperatursensitivitit, denn sie zeigt bei 37 °C ebenfalls
kein Wachstum. Wie die Analyse der thermische Stabilitit der Hsp90-Varianten zeigt, kann
die Temperatursensitivitit nicht auf eine mangelnde Stabilitit der Varianten zuriickgefiihrt

werden. In ihrer ATPase Aktivitdt unterscheiden sich die sensitiven Hsp90-Varianten eben-
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falls. E33A besitzt keine detektierbare in vitro Hydrolyseaktivitit, T1011 zeigt eine verrin-
gerte Aktivitit. Die Varianten L18R sowie T22I zeigen bei 30 °C sogar eine hohere ATPase
Rate als Wildtyp Hsp90. Die Variante R346S, die eine geringe ATPase Rate aufweist, fiihrt
hingegen zu keiner Temperatursensitivitdt. Auch hierin kann kein gemeinsamer Grund fiir
eine Temperatursensitivitit gefunden werden. Die Griinde hierfiir miissen weiter untersucht
werden. Sie konnen auch in einer verdnderten Interaktion mit Cochaperonen resultieren oder
in einer verdnderten Prozessierung der cl/ient-Proteine.

Neue Studien bringen Hsp90 Funktion mit Prozessen wie Transkription, DNA-Reparatur
und Erhaltung von DNA Linge an Telomeren in Verbindung (Echtenkamp et al., 2011;
Toogun et al., 2008). Um zu untersuchen, ob die Hsp90-Varianten sich unterschiedlich in
Gegenwart von UV-Stess verhalten, wurden die Hefezellen der verschiedenen Hsp90-
Varianten definierten UV-Dosen ausgesetzt und anschlieend auf ithr Wachstum untersucht.
Wie Abbildung 3-24 zeigt, sind insbesondere Hefen, die die E33A und TI101I
Hsp90-Varianten exprimieren, sensitiv gegeniiber UV-Stress. Obwohl die Hefezellen mit
der T22I-Variante aufgrund ihres Temperatur-sensitiven Phénotyps ein schlechtes Wachstum
bei der Inkubationstemperatur von 30 °C zeigen, ist eine deutliche Sensitivitdt gegeniiber

UV-Stress erkennbar.

80 J/m?2 120 J/m?2

Abbildung 3-24: Sensitivitit gegeniiber UV-Stress der Hsp90-Varianten. Von Hefestimmen, die die verschiedenen
yHsp90-Varianten exprimieren, wurden fiinf 5-fach Verdiinnungen von Hefelosungen gleicher optischer Dichte auf
entsprechenden Selektionsplatten gespottet und anschlieBend UV-Strahlung von 80 J/m* und 120 J/m’® ausgesetzt. An-
schliefend wurden die Platten 48 Stunden bei 30 °C inkubiert.

Radicicol ist ein bekannter spezifischer Inhibitor der Hsp90 ATPase Aktivitit. Werden

Hefezellen in Gegenwart von Radicicol inkubiert fiihrt die Hsp90 Inhibition zu einem

verschlechtertem Wachstum. Ob sich die Hsp90-Varianten in ihrer Hsp90 Sensitivitit
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unterscheiden, wurde anhand Inkubation der Hefezellen, die die verschiedenen Hsp90-
Varianten exprimieren, in Gegenwart von Radicicol untersucht. Wie Abbildung 3-25 zeigt,
sind vor allem Hefen der T101I-Variante vermehrt sensitiv gegeniiber Radicicol im Ver-
gleich zu Hefen, die das Wildtyp Hsp90 exprimieren. Dies geht mit Ergebnissen von Piper
und Kollegen einher (Piper et al., 2003).

80 uM Radicicol 120 uM Radicicol

Abbildung 3-25: Sensitivitit gegeniiber Radicicol der Hsp90-Varianten. Von Hefestimmen, die die verschiedenen
yHsp90-Varianten als jeweils einiges Hsp90 enthalten, wurden Kulturen gleicher optischer Dichte {iber Nacht mit Radicicol
bei 30 °C inkubiert. AnschlieSen wurden die Kulturen sowie fiinf 5-fach Verdiinnungen auf entsprechenden Selektionsplat-
ten gespottet und die Platten 48 Stunden bei 30 °C inkubiert.

Hefen, die die L18R oder E33A Hsp90-Variante exprimieren, zeigen ebenfalls ein deut-
lich sensitiveres Verhalten auf Radicicol Inhibition im Vergleich zu Hefen mit der Wildtyp
Hsp90-Variante. Wiederum folgt die Sensitivitit gegeniiber diesem Stressor keiner klaren
Regel. Es ist sowohl eine Variante ohne detektierbare Hsp90 Restaktivitit (E33A) betroffen
als auch Varianten mit hoherer (L18R) als auch niedriger ATPase Aktivitidt (T1011I). Die
Bestimmung der Affinitét fiir das Substrat ATP zeigte fiir die L18R und T101I-Variante eine
Verschlechterung der Affinitdt, jedoch lagen die Affinitdten immer noch im mikromolaren
Bereich (Tabelle 3-2) und lassen keine Begriindung zu, dass ATP schlechter gebunden wird
und somit eine Radicicol Bindung bevorzugt sei. Hefen, die die Hsp90-Variante A10T oder
R346S exprimieren, verhalten sich in Gegenwart von Radicicol wie Hefen mit Wildtyp
Hsp90.

Allein Hefen, die die A107N Hsp90-Variante exprimieren, zeigen eine deutliche Radici-
col Resistenz. Die Charakterisierung der Abweichungen in der Hsp90 Nukleotidbindetasche
des Radicicol produzierenden Pilzes H. fuscoatra zeigten bereits, dass Punktmutationen in

Hefe Hsp90 (L34I und 135V) zu einer Radicicolresistenz in vivo aufgrund einer verschlech-
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terten Affinitdt fiir Radicicol fiihren (Prodromou et al, 2009). Fir die AI07N-
Mutationsvariante wurde bereits in humanem Hsp90 (A116N) eine Geldanamycin resistente
Wirkung in vivo gezeigt, diese wurde allein durch die erhohte ATPase Aktivitdt begriindet
(Zurawska et al., 2010). Da im Falle der Hefe Hsp90 A107N-Variante die Affinitit fir ATP
deutlich hoher ist als fiir das Wildtypprotein (Tabelle 3-2), liegt der Grund fiir die Radicicol

Resistenz in einer favorisierten ATP statt Radicicol Bindung.

3.2.3 Prozessierung von v-Src als ausgewéihlter Hsp90 client

Um den Einfluss des gestorten ATP-Hydrolysezykluses auf die client-Prozessierung zu
untersuchen, wurde v-Src als Modell-client verwendet. In Hefezellen, die die unterschiedli-
chen Hsp90-Varianten als einzige Hsp90-Quelle enthielten, wurde ein Plasmid, das fiir v-Scr
codiert, eingebracht. Expression dieses Hsp90 clients kann durch Plattieren der Zellen auf
Galactose-haltigem Selektionsmedium induziert werden. Wird dieser client durch die Hsp90-
Variante prozessiert, wirkt die Aktivierung der v-Src Kinase durch Hyperphosphorylierung
zytoplasmatischer Proteine toxisch fiir die Zellen (Mimnaugh et al., 1995; Xu und Lindquist,
1993). Die Hsp90-Varianten L18R, E33A und T101I zeigen deutlich stirkeres Wachstum
nach Induktion der v-Src Expression, was auf eine deutlich verschlechterte Prozessierung
von v-Src verweist. Trotz ihres Temperatur-sensitiven Phénotyps ist auch bei der T22I-
Variante nach 96 Stunden ein im Vergleich zum Wiltypprotein-haltigen Hefezellen deutlich
vermehrtes Wachstum zu beobachten. Auch diese Hsp90-Variante resultiert in einer schlech-

teren Aktivierung der v-Src-Kinase.

Glucose 48 h Galactose 48 h Galactose 96 h

wt
A10T
L18R
T221
E33A
T1011
A107N
R346S

Abbildung 3-26: Einfluss der Hsp90-Varianten auf client-Prozessierung. Von Hefekulturen, die die verschiedenen
yHsp90-Varianten als einzige Hsp90-Quelle enthielten und ein durch Galactose induzierbares-Plasmid, das fiir die v-Src
Kinase codiert, wurden Kulturen gleicher optischer Dichte hergestellt. Diese wurden mit jeweils fiinf fiinfach- Verdiinnun-
gen auf Glucose und Galactose-haltigem Selektionsmedium plattiert und ihr Wachstum bei 30 °C beobachtet.
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3.3 Diskussion der Hsp90 Konformationsanalyse

Um die Relevanz der Intermediatzustdnde und deren Population wihrend der ATP-
induzierten Umstrukturierungen in Hsp90 zu untersuchen, wurden verschiedene Mutationen
in den N- und M-Doménen von Hsp90 eingefiihrt. Sie wurden auf ihren Einfluss auf die
Struktur und Funktion von Hsp90 hin untersucht. Insbesondere wurde die Anreicherung von
geschlossenen Zustinden wiéhrend der Konformationsdnderungen mittels FRET-Studien
analysiert. Anhand der Konformations-sensitiven Cochaperone Ahal und Sbal/p23 wurden
die populierten Zustidnde genauer charakterisiert. Fiir alle gewdhlten Varianten wurde auch
im Hinblick auf ihren verdnderten Konformationszyklus ihre in vivo Funktion bestimmt.

Alle gewéhlten Hsp90-Varianten zeigten Verdnderungen der Hsp90 ATPase Aktivitit.
Es wurden sowohl stimulierende Mutationen (A8, A107N, A10T, T22I und L18R) unter-
sucht als auch auf die ATPase Aktivitit inhibierend wirkende Mutationen (T1011, R346S
und R380A). Den Hsp90-Varianten D79N und E33A fehlt sogar jegliche in vitro detektier-
bare Hydrolyseaktivitidt. Der Grund hierfiir wird fiir D79N klar in der fehlenden Nukleo-
tidbindefdhigkeit (Panaretou et al., 1998) und fiir E33A in der essentiellen Rolle des Glu33
an der ATP-Hydrolyse gesehen (Obermann et al., 1998). R380A und R346S befinden sich
beide in der oberen M-Doméne angrenzend zur N-Doméne. Arg380 ist teil des katalytischen
loops und eine Mutation zu Ala fiihrt zu einer sehr starken Beeintrachtigung der ATPase
Aktivitdt, die jedoch noch gering durch Ahal stimuliert werden konnte. Dies spricht dafiir,
dass die Mutation zum einen durch eine gestdrte Anderung der Konformation, die durch
Ahal kompensiert werden kann, beeintrachtigt ist, sowie durch eine weitere Komponente,
die Ahal nicht kompensieren kann. Dies kdnnen zum einen Konformationsdnderungen sein,
die durch Ahal nicht induziert werden, aber auch eine Beeintrichtigung des finalen Hydro-
lyseschrittes an sich. R346S hingegen besitzt eine vergleichbare ATPase Aktivitit wie
R380A, diese kann jedoch sehr viel stirker (68-fach) durch Ahal stimuliert werden, was
vermuten ldsst, dass insbesondere die durch Ahal induzierbare Konformationsinderung
beeintrachtigt ist.

Die Analyse der bei den Nukleotid-induzierten Konformationsénderungen vermehrt ein-
genommenen Zustinde mittels Fluoreszenzspektroskopie und FRET-Studien zeigte, dass
einige Hsp90-Varianten, deren ATPase Aktivitit beeinflusst war, eine stirkere Population
von geschlossenen Zustinden auch in Gegenwart von ATP zeigen. Dies gilt fiir A8, T221,

und A107N, deren Hydrolyseaktivitit beschleunigt ist, und ebenso fiir die Hsp90-Varianten
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E33A und R380A, deren Hydrolyseaktivitit negativ beeintriachtigt ist. Fiir die iibrigen
charakterisierten Hsp90-Varianten A107N, A10T, L18R und R346S, konnte keine starke
Verdanderung der Population der Konformationszustinde in Gegenwart von ATP detektiert
werden. Die Verdnderungen in den Konformationsdnderungen der Hsp90-Varianten konnte
nicht anhand verénderter Ratenkonstanten der Konformationsdnderungen anhand des Fiinf-
Zustands-Modell beschrieben werden. Es ist somit nicht auszuschlieen, dass die Konforma-
tionszyklen stirker durch die Mutation beeintrichtig sind und Intermediate gar nicht popu-
liert werden, bzw. ein weiteres Intermediat auftritt. Uber die Analyse der N-terminalen
Dimerisation der Hsp90-Varianten und die Bindung der Konformations-sensitiven Cochape-
rone konnte dennoch ein Eindruck iiber den Gleichgewichtszustand im Konformationszyklus
der Varianten gewonnen werden.

Uberraschender Weise konnte fiir die R346S-Variante in Gegenwart von ATP keine
vermehrte Population von geschlossenen Zustinden gefunden werden. Dabei weist sie
geringe Hydrolyseaktivitit auf. Die Tatsache, dass Ahal zu einer sehr guten Stimulation
fiilhrt zeigt, dass hauptsidchlich die Konformationsianderungen, die durch Ahal induziert
werden verlangsamt sind, ndmlich die Bildung des I; (Hessling et al., 2009) (Abbildung
3-27). Dies fiihrt zu einer vermehrten Anreicherung des offenen und ATP-gebundenen
Zustandes. Hier sind die N-terminalen Doménen noch nicht assoziiert, was sich in den
FRET-Spektren zeigt sowie im schnellen Zerfall des FRET-Heterokomplexes. Auch die
Konformations-sensitiven Cochaperone Ahal und Sbal/p23 zeigten eine dem Wildtyp
Hsp90 vergleichbare Bindung und unterstreichen die offene Konformation der R346S-
Variante. Auch die SAXS Analysen konnten strukturell bestétigen, dass in Gegenwart von
ATP die R346S-Variante vorwiegend in offenen Zusténden wie in Abwesenheit von Nukleo-
tid vorliegt. Dass diese Variante in der Lage ist, den geschlossenen Zustand zu erreichen,
wird in Gegenwart von ATPyS deutlich. Hier ist das Gleichgewicht in den geschlossenen
Zustand verschoben. Die N-Termini sind assoziiert, was sich in einer grolen Halbwertszeit
in der Dissoziation des FRET-Heterokomplexes zeigt und in der Bindung des Konforma-
tions-sensitiven Cochaperons Sbal/p23. Dass dies nicht so effizient ist wie beim Wildtyp
Protein, ergibt sich aus den SAXS Experimenten. R346S zeigt auch in Gegenwart von
ATPyS noch eine etwas breitere Distribution an zwischenatomaren Abstdnden, was fiir eine
weniger kompakte Struktur spricht.

Die R380A Hsp90-Variante weist eine der R346S vergleichbare Restaktivitdt an ATP
Hydrolyse. Sie unterscheidet sich jedoch in der fehlenden Stimulierbarkeit durch Ahal, was
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auf eine Beeintrachtigung anderer Konformationsdnderungen oder auf Beteiligung des
Restes an effizienter Hydrolyse hinweist. Ein weiterer Unterschied dieser beiden Varianten
fand sich durch FRET-Analysen, da die R380A-Variante im Gegensatz zur R346S-Variante
in Gegenwart von ATP geschlossene Zustinde populiert. Diese sind auch N-terminal dimeri-
siert, was sich in deutlich verlangsamten Zerfall des FRET-Heterokomplexes zeigt. Jedoch
unterscheidet sich der Konformationszustand vom finalen geschlossenem Zustand, da die
R380A-Variante nicht Sbal/p23 binden kann, jedoch die Affinitit fiir Ahal deutlich erhoht
ist. R380A ist also nicht in der Lage den geschlossenen Zustand einzunehmen und weder
ATPyS noch AMP-PNP kénnen Sbal/p23 Bindung herbeizufiihren (Abbildung 3-27). Die
strukturelle Analyse der Konformation der R380A-Variante mittels SAXS bestétigte die
Ergebnisse der FRET-Studien. Der kompakte Zustand induziert durch ATP und ATPyS
unterscheidet sich vom geschlossenen Zustand des Wildtyp Hsp90 in Gegenwart von
ATPyS. Cunningham und Kollegen konnten in Gegenwart von AMP-PNP keine Veréinde-
rung des Apo-Zustandes hin zu einem kompakteren Zustand in SAXS Experimenten feststel-
len. Dies fiihrte zur Annahme, dass Arg380 entscheidend an der Stabilisierung des geschlos-
senen Zustandes beteiligt ist und dies die Ursache fiir die verringerte ATPase Aktivitit ist
(Cunningham et al., 2012). Die Experimente mit ATP und ATPyS zeigen jedoch, dass die
R380A-Variante Konformationsédnderungen eingehen kann, wenn auch nicht so effizient wie
das Wildtyp Protein.

Der finale Schritt im Hsp90-Konformationszyklus, die Hydrolyse des ATP ist in der
Hsp90-Variante E33A verhindert. Die Konsequenz hieraus ist die vermehrte Akkumulation
des finalen geschlossenen Zustandes (Abbildung 3-27). Dies erklart die in Gegenwart von
ATP erhohte FRET-Effizienz des Heterokomplexes. Ein weiterer Anhaltspunkt ist in der
verlangsamten Dissoziation des Heterokomplexes in den Chase Experimenten zu sehen, die
die starke N-terminale Assoziation verdeutlichen. Die verstirkte Bindung von Sbal/p23 in
Ultrazentrifugationsexperimenten ist ein guter Indikator fiir den geschlossenen Zustand. ATP
scheint die E33A-Variante jedoch nicht im geschlossenen Zustand zu arretieren, wie dies in
Gegenwart von AMP-PNP und ATPyS fiir Wildtyp Hsp90 der Fall ist (Hessling ef al., 2009).
Der FRET-Heterokomplex der E33A-Variante kann durch Zugabe von Uberschuss an
ungelabeltem Protein dissoziiert werden. Ob die Ursache hierfiir nun in den unterschiedli-
chen Nukleotiden der Fall ist oder in verstirkten Riickwirtsraten den Konformationsénde-
rungen verursacht durch die Mutation im Hsp90 bleibt hierbei ungeklért. Strukturell zeigten

SAXS-Experimente mit der E33A-Variante ebenfalls die verstirkte Anwesenheit von kom-
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pakten Strukturen in Gegenwart von ATP, was einen enormen Unterschied im Vergleich
zum Wildtypprotein darstellt.

Die A8-Variante mit ihrer beschleunigten ATP-Hydrolyse zeigte in SAXS Experimenten
sogar in Abwesenheit von Nukleotid in Kontrast zu den iibrigen Hsp90-Varianten eine
kompaktere Struktur (Abbildung 3-27). Dass die N-terminale Domine eine verdnderte
Struktur bei Deletion von N-terminalen Aminosduren zeigt, wurde bereits durch Lsung der
Kristallstruktur von A24 N210 gezeigt (Richter ef al., 2006). Dass dies jedoch einen Einfluss
auf die Konformation des Gesamtproteins in Abwesenheit des Nukleotids hat, war nicht zu
erwarten. Die N-Termini sind in dieser kompakten Struktur jedoch nur schwach assoziiert,
was sich in einem schnellen Zerfall des FRET-Heterokomplexes in Chase Experimenten
zeigt. Die Anwesenheit von ATP fiihrt zu weiteren strukturellen Anderungen, die in den
FRET Studien zu einer Verschiebung des Gleichgewichts hin zu geschlossenen Zustinden
fithren. Dies wird durch die Stabilisierung des FRET-Heterokomplexes in Chase Experimen-
ten verdeutlicht, was auf eine verstirkte N-terminale Dimerisierung hinweist. Dies stimmt
mit fritheren Ergebnissen aus HPLC-SEC-Experimenten iiberein (Richter et al., 2002). Die
verstirkte Bindung des Sbal/p23 in Gegenwart von ATP ist ein weiterer wichtiger Anhalts-
punkt fiir die vermehrte Population des geschlossenen Zustandes. Die insgesamt stérkere
Auspragung von geschlossenen Zustinden konnte auch in Gegenwart von ATPyS gefunden
werden.

Die beiden Hsp90-Varianten T221 und A107N zeigten ebenfalls eine vermehrte Popula-
tion des geschlossenen Zustandes in Gegenwart von ATP, jedoch wesentlich weniger ausge-
priagt als die vorher diskutierten Varianten. Beide Varianten besitzen erhohte ATP-
Hydrolyseraten und beschleunigte ATPyS-induzierte Konformationsinderungen, die der
Grund fiir die erhohte Aktivitdt sind (Abbildung 3-27). Beide zeigen zudem einen stabili-
sierte N-terminale Dimerisation in FRET-Heterokomplexen in Gegenwart von ATP und
leicht erhohte Affinitét fiir ATP, die auf vermehrte Population von geschlossenen Zustinden
wie auch dem finalen geschlossenen Zustand hinweisen. In Gegenwart von ATPyS sind auch
beide Varianten in der Lage den vollstindig geschlossenen Zustand einzugehen, was durch
Sbal/p23 Bindung detektiert werden konnte. Somit sind viele Schritte des konformationellen
Zyklus betroffen. Aufgrund der Tatsache, dass die ATPyS induzierten Kinetiken in der
globalen Analyse nicht mit den Hydrolyseraten der Nukleotide mit Hilfe des Fiinf-Zustands-
Modells vereinbart werden konnten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein zusétzliches

Intermediat, das im Rahmen dieser Studie nicht detektiert werden konnte, populiert wird.
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Abbildung 3-27: Einfluss der Hsp90 Mutationen auf die Konformationsinderungen. Die Position der Mutationen ist
mit einem roten Stern markiert, beeintréchtigte Schritte mit roten Pfeilen versehen. In R346S ist vor allem der Schritt vor
dem ersten Intermediat (I;) blockiert, weshalb diese Variante sehr gut durch Ahal stimulierbar ist. In der R380A-Variante
hingegen wird vor allem das zweite Intermediat (I,) akkumuliert und der geschlossene Zustand wird kaum eingenommen.
E33A besitzt kaum detektierbare ATPase Aktivitdt und es wird vor allem der geschlossenen Zustand akkumuliert. In A8 ist
bereits der offenen Zustand kompakter und die Konformationsénderungen zum geschlossenen Zustand sind begiinstigt. In
den Varianten A10T, T22I, A107N und L18R sind geschlossenen Zustinde akkumuliert, zusétzliche Intermediate konnen
nicht ausgeschlossen werden.
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Die L18R-Variante besitzt eine erhohte ATPase Aktivitit. In den FRET-Studien zeigte
sie vergleichbar dem Wildtypprotein keine verstirkte Population an geschlossenen Zustin-
den und die apparente Ratenkonstanten der Konformationsédnderungen in Gegenwart von
ATPyS sind denen des Wildtypproteins vergleichbar. Dass die N-terminale Assoziation in
Gegenwart von ATPyS jedoch geringer ist als im Wildtypprotein zeigte sich in der beschleu-
nigten Dissoziation des FRET-Heterokomplexes in Chase Experimenten. Die geringe Popu-
lation an geschlossenen Zustinden wurde auch durch die verringerte Affinitét fiir Sbal/p23
in UZ Experimenten bestétigt. SAXS zeigte fiir diese Variante in Gegenwart von ATPyS
ebenfalls eine geringeren kompakten Zustand als dies fiir das Wildtyp Protein der Fall ist.
Dass L18R-Variante jedoch den geschlossenen Zustand durchlaufen kann, zeigt die Tatsa-
che, dass sie eine groflere ATPase Aktivitat als das Wildtypprotein besitzt. Scheinbar ist der
geschlossene Zustand destabilisiert, wird aber noch ausreichend eingenommen, um ATP
Hydrolyse zu ermoglichen.

Die D79N-Variante diente in allen FRET-Experimenten als Kontrolle, da sie nicht in der
Lage ist, Nukleotid zu binden (Panaretou et al., 1998). Keines der verwendeten Nukleotide
konnte aus diesem Grund Konformationsianderungen induzieren. Die verwendeten Cochape-
rone wiesen auch in Gegenwart von Nukleotiden ein identisches Bindungsmuster wie in

deren Abwesenheit auf.

Die in vivo Analyse der Hsp90-Varianten zeigte, dass sich die verdnderte Population der
Zustinde des Hsp90-Konformationszyklus auf die in vivo Funktion des Hsp90 auswirken,
wenn auch in unterschiedlichem Ausmal. Die stirkste Auswirkung zeigte sich in den Vari-
anten, die nicht mehr in der Lage waren, einen Konformationszustand einzunehmen. Sowohl
A8, das nicht in der Lage ist, den vollstindig gedffneten Zustand einzunehmen, wie auch
R380A, das nicht in der Lage ist, den geschlossenen Zustand einzunehmen, fiihren zu einem
Verlust der Lebensfahigkeit der Hefen. Dabei scheint die tatsdchliche Hydrolyse des ATP
eine untergeordnete Rolle zu spielen, da die E33A-Variante, die in vitro keine detektierbare
Hydrolyseaktivitét zeigte, die Lebensfdahigkeit von Hefen unterstiitzt. Sie unterscheidet sich
von den lethalen Varianten A8, R380A und D79N dadurch, dass sie in der Lage ist, alle
notwendigen Konformationszustdnde einzunehmen. Die konformationelle Beeintrachtigung
der R346S-Variante wird durch die Stimulierbarkeit durch Ahal kompensiert. Dies zeigt
sich in vivo in der Lebensfihigkeit der Hefen, die diese Variante exprimieren, sowie in der

Tatsache, dass selbst unter Stressbedingungen kein Phénotyp detektiert werden konnte.
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Die iibrigen Varianten (L18R, T22I, E33A, T1011 und A107N), die prinzipiell in der La-
ge sind alle Konformationszustinde einzunehmen, aber Gegenwart von ATP eine verénderte
Gleichgewichtspopulation im Vergleich zum Wildtypprotein besitzen, zeigen alle einen
Temperatur-sensitiven Phénotyp. Keine dieser Varianten war in der Lage, bei einer Tempe-
ratur von 37 °C zu wachsen, was Hefen mit Wildtyp Hsp90 hingegen kdnnen. Zudem reagie-
ren diese Varianten sensitiver auf Stressoren, bei denen Hsp90 an der Stressantwort beteiligt
ist. Dies ist ein Hinweis, dass die Hsp90-Maschinerie in ihrer Effizienz gestort ist. Dabei ist
dies unabhéngig von der Tatsache, wieviel ATP hydrolysiert wird, da sowohl Varianten mit
erhohter ATPase Aktivitit (L18R, T22I und A107N) von diesem Phénotyp betroffen sind als
auch Varianten mit verringerter Hydrolyseaktivitdt (T1011) und Varianten mit nicht detek-
tierbarer ATPase Aktivitdt (E33A). Ein weiterer Anhaltspunkt fiir die Stérung der Effizienz
der Hsp90 Maschinerie zeigte sich in der verschlechterten Prozessierung des clients v-Src.
Alle Varianten mit gestorten Populationen zeigen verschlechterte client-Prozessierung. Die
verdanderte Population an Zustdnden kann zur Folge haben, dass sowohl die zur client-
Ubertragung notwendigen offenen Zustinde von Hsp90 oder die zur Prozessierung des
clients notwendigen geschlossenen Zustinden nicht in ausreichendem Mal} eingenommen
werden konnen. Beides spiegelt sich in der verschlechterten Prozessierung des clients wider.
Auch hierbei ist die ATP-Hydrolyserate nicht von iibergeordneter Rolle, da wiederum
sowohl Varianten mit erhohter ATPase Aktivitdt (L18R, T22I und A107N) von diesem
Phénotyp betroffen sind, als auch Varianten mit verringerter Hydrolyseaktivitdt (T1011) und
eine Variante mit nicht detektierbarer ATPase Aktivitdt (E33A).

Die Analyse der Hsp90-Varianten mit abweichender ATPase Aktivitit zeigte, dass In-
termediate des Konformationszyklus sowohl in Varianten mit beschleunigter als auch inhi-
bierter ATPase Aktivitit angehduft werden konnen. Fiir die essentielle Chaperonfunktion
von Hsp90 ist vor allem die Féhigkeit, alle Zustinde des Konformationszyklus in einem
ausreichendem Mal} einnechmen zu konnen, von entscheidender Rolle. Wieviel ATP hierbei

umgesetzt wird schein nicht relevant zu sein.
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3.4 Modulatoren der Hsp90 Konformationsinderungen

3.4.1 FRET-basierter Screen nach niedermolekularen Modulatoren von yHsp90

Hsp90 ist wichtiger Angriffspunkt in der Tumorbekdmpfung, da dessen Inhibition zur
Degradation von client-Proteinen, die Schliisselrollen in der Krebszelle spielen, durch das
Proteasom fiihrt (Neckers, 2002). Die Suche nach neuen Inhibitoren fiir Hsp90 wurde durch
die Losung der Kristallstruktur von Hsp90 erleichtert, da dies das rationale Design von
Inhibitoren ermoglichte (Chiosis et al., 2001). Initiale chemische Leitstrukturen fiir Hsp90
Inhibitoren wurden in den letzten Jahren durch Hochdurchsatz-, Fragment-basierte oder
virtuelle Screens identifiziert (Biamonte et al., 2010; Janin, 2010).

Auf Basis des von Martin Hessling entwickelten FRET-Systems fiir yHsp90 konnen die
Konformationsdnderungen, die mit der ATP Hydrolyse verbunden, sind sichtbar gemacht
werden (Hessling ef al., 2009). Auf Basis dieses Assay sollte ein Fluoreszenz-basierter
Screen etabliert werden, um Substanzbibliotheken nach Modulatoren der Hsp90 Konforma-
tionsdnderungen zu suchen. Das Funktionsprinzip des Screens ist schematisch in Abbildung
3-28A dargestellt. ATP induziert in yHsp90 keine sichtbaren Konformationsdnderungen, da
das konformationelle Gleichgewicht in Gegenwart von ATP im offenen Zustand bleibt
(Hessling et al., 2009; Mickler et al., 2009), weshalb zur Induktion der Konformationsidnde-
rungen das nicht hydrolysierbare Analogon AMP-PNP verwendet wurde. Bindet dies an
einen FRET-Heterokomplex aus Q385C Atto488 markiertem und D61C Atto550 markiertem
yHsp90 verringert sich durch die Konformationsinderungen im Hsp90 Dimer der Abstand
der an den Monomeren angebrachten Fluoreszenzfarbstoffe. Dies kann durch FRET sichtbar
gemacht werden, indem das Donorfluorophor angeregt wird, strahlungsloser Energietransfer
auf das Akzeptorfluorophor stattfindet und die steigende Akzeptorfluoreszenz gemessen
wird. Werden die Konformationsdnderungen durch kleine Molekiile inhibiert, wie dies fiir
kompetitive Inhibitoren der Nukleotidbindestelle (z.B. fiir Radicicol) der Fall ist, erfolgt
keine Konformationsinderung und somit auch keine Anderung der Akzeptorfluoreszenz
(Hessling et al., 2009).

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gunter Fischer der Max Plank For-
schungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung in Halle/Saale wurde der Fluoreszenz-
basierte Assay optimiert, um moglichst effizient (geringer Protein- und Nukleotidverbrauch)
die dort vorhandene Substanzbibliothek an 10 000 verschiedenen Substanzen nach Hsp90
Modulatoren zu durchsuchen. Dabei wurden im 96-Well Format je 150 nM FRET-Komplex
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mit den in DMSO vorgelosten Substanzen versetzt (Endkonzentration 50 pg/ml) und die
Fluoreszenzkinetiken mit 1 mM AMP-PNP gestartet. Dabei wurde die Fluoreszenzinderung
in einem EnVision Xcite Multilabel Plate Reader im 96-Well Format iiber 20 Minuten
beobachtet (2.2.17). Als Positivkontrolle diente der bekannte Hsp90 Inhibitor Radicicol und
als Negativkontrolle DMSO alleine, da darin geldst die Substanzen vorlagen. In Abbildung
3-28B sind exemplarisch Messdaten von drei potentiellen Hits, sowie von Radicicol und
DMSO gezeigt. Ist lediglich DMSO im Screening Ansatz vorhanden, so induziert AMP-PNP
Konformationsédnderungen und es ist ein Anstieg der Akzeptorfluoreszenz zu beobachten.
Durch die Positivkontrolle Radicicol werden die Konformationsédnderungen und somit der
Anstieg an Akzeptorfluoreszenz unterdriickt. Anhand des qualitativen Vergleichs der Akzep-
torfluoreszenzidnderungen wurden Substanzen, die wie Radicicol zu einer deutlichen Inhibi-
tion fiihren, oder Substanzen, die die Konformationsanderungen deutlich beschleunigen, als
potentielle Hits fiir weitere Charakterisierung eingestuft. Substanzen, die eine wesentlich
geringere Fluoreszenzintensitdt verursachten, wurden als unbrauchbar eingestuft, da sie mit

den Fluoreszenzlabeln eine Reaktion eingehen, oder das Fluoreszenzsignal quentschen.
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Abbildung 3-28: Screening Assay fiir Modulatoren der yHsp90 Konformationsinderungen. (A) Funktionsprinzip des
Screens: Schematische Darstellung eines FRET-Heterokomplexes aus Q385C Atto488 (gelbe Doméne) und D61C Atto550
(magenta Doméne) markiertem yHsp90. Nach Zugabe von AMP-PNP finden Nukleotid-induzierte Konformationsinderun-
gen im Hsp90 statt und die Doménen samt Fluoreszenzfarbstoff verringern ihre Distanz. Wird der Donorfarbstoff angeregt,
so kann wihrend der Konformationsdnderungen durch FRET eine Erh6éhung der Akzeptorfluoreszenz detektiert werden. Im
Falle einer Inhibition der Konformationsénderungen findet keine Anndherung der Fluorophore statt und das Akzeptorfluo-
reszenzsignal bleibt konstant. (B) Exemplarische Messdaten des Screens fiir (schwarz) Negativkontrolle DMSO, (rot)
Radicicol als Positivkontrolle sowie drei exemplarische Messkurven verschiedener potentieller Hits (magenta, blau, griin).

Auf diese Weise wurden 84 Substanzen als potentielle Modulatoren eingestuft. Wenn

sich die Substanzen inhibierend oder aktivierend auf Hsp90 Konformationsinderungen
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auswirken, sollten die Substanzen auch die ATPase Aktivitdt beeinflussen, da die Konforma-
tionsdnderungen ratenlimitierend sind (Hessling et al., 2009; Weikl et al., 2000). So wurden
die potentiellen Hits als nichstes auf ihren Einfluss auf die Hsp90 ATPase Aktivitdt in einem
regenerativen Enzym Assay getestet (2.2.12). Zunéchst musste ausgeschlossen werden, dass
die Modulatoren das regenerative Enzymsystem nicht beeinflussen. In Abwesenheit von
ATPase fand in Gegenwart der Substanzen kein Umsatz von ATP bzw NADH statt (Daten
nicht gezeigt.). Des Weiteren war das Enzymsystem auch in Gegenwart der Modulatoren in
der Lage ADP zu ATP umzusetzen, was zu einer durch Absorptionsmessung detektierbaren
Abnahme der NADH-Menge fiithrte (Daten nicht gezeigt.). Als Kontrolle diente wiederum
DMSO. Auf die Aktivitdt in Gegenwart von DMSO wurden alle Messungen der potentiellen
Hits normiert. Die meisten der aus dem Fluoreszenz basierten Screen als potentielle Hits
eingestuften Substanzen zeigten keinen Einfluss auf die Hsp90 ATPase Aktivitit (Daten
nicht gezeigt). Lediglich acht Substanzen beeinflussten die ATPase Aktivitdt von yHsp90
(Abbildung 3-29). Dabei zeigte sich, dass fiinf Substanzen die ATPase Aktivitit zwei bis
fiinffach stimulieren und drei Substanzen die ATPase Aktivitdt nahezu vollstindig inhibie-

ren.
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Abbildung 3-29: Effekt der potentiellen Modulatoren auf die Hsp90 ATPase Aktivitiit. Die relative ATPase Aktivitit
von yHsp90 in Gegenwart von 50 pg/ml (~125 uM) der potentiellen Modulatoren. Die ATPase Aktivitdt wurde relativ zur
DMSO Kontrolle bestimmt. Die Messungen wurden mit Hilfe des regenerativen ATPase Assay mit 2 mM ATP in 40 mM
Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCl und 5 mM MgCl, bei einer Temperatur von 30 °C durchgefiihrt (2.2.12).

Die durch den regenerativen ATPase Assay als Hits bestétigten Substanzen wurden nun
genauer auf ihre Bindungsaffinitit beziiglich Hsp90 untersucht. Hierzu wurde die apparente

Affinitdt der Substanzen mit Hilfe des regenerativen ATPase Assays nach 2.2.12.2 bestimmt.
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Die Umsatzraten an ATP (k. in Abhdngigkeit der Substanzkonzentration sind graphisch in
Abbildung 3-30 gezeigt. Aus den Daten konnten fiir die Substanzen 1 A2, 12 B4, 40 E9
93 D4 und 111 E9 mittels nicht-linearer Regression apparente Affinititen der Modulatoren
abgeschétzt werden. Da fiir 10 G4 und 11 A9 kein Plateau erreicht werden konnte, wurde die
apparente Affinitdt groBer als die Halbmaximale getestete Konzentration abgeschétzt. Fiir
28 E3 wurde die apparente Affinitét aus als die Konzentration angegeben, die die Halbma-

ximale Stimulation verursacht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-8 zusammengefasst.

0 50 100 150
[Substanz] (uM)

Abbildung 3-30: Apparente Affinititen der Hsp90 Modulatoren. Gezeigt sind die Umsatzraten an ATP (k.,) von
yHsp90 in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von (schwarz) 1 A2, (blau) 10 G11 , (griin) 11 A9, (rot) 12 B4,
(magenta) 28 E3, (cyan) 40 E9, (gelb) 93 D4 und (orange) 111 E9. Alle Messungen wurden mit Hilfe eines regenerativen
ATPase Assays bei 30 °C und 2 mM ATP durchgefiihrt. Dabei wurde ein Messpuffer aus 40 mM Hepes/KOH pH 7,5,
150 mM KCl und 5 mM MgCl, verwendet. Apparente Affinitdten wurden fiir 1 A2, 12 B4, 40 E9 93 D4 und 111 E9 durch
nicht-lineare Regression nach 2.2.12.2 bestimmt und die Ergebnisse sind in Tabelle 3-8 zusammengefasst.

Tabelle 3-8: Eigenschaften der Hsp90 Modulatoren.

Substanz Kpapp (LM) rel. Aktivitit (%)

1 % DMSO - 100
1 A2 4+0,8 0

10 G4 > 50 246

11 A9 > 40 500

12 B4 6+1,5 280
28 E3 ~10 17
40 E9 66 + 4 8

93 D4 38+2 203

111 E9 58+ 4 158

Tabellarische Zusammenfassung der Abschitzung der apparenten Affinitit (Kp,p,) der Hsp90 Modulatoren mit Hilfe des
regenerativen ATPase Assay. Die relative Aktivitdt bezieht sich auf die ATPase Aktivitdt des yHsp90 in Gegenwart der
Modulatoren relativ zur Aktivitdt des yHsp90 in Gegenwart von 1 % DMSO.
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Die beiden Substanzen 10 G4 und 11 A9 stimulieren die ATPase Aktivitit mit einer rela-
tiven Aktivitdt von 246 % und 500 % sehr gut, jedoch konnte keine Sittigung der Beschleu-
nigung erreicht werden. Deshalb wurden die apparenten Affinititen mit Werten von > 50
und > 40 uM abgeschitzt. Die Substanz 28 E3 zeigt einen dullerst ungewdhnlichen Effekt
auf die Hsp90 ATPase Aktivitt. In geringen Konzentrationen (bis 25 pM) stimuliert sie die
ATPase Aktivitdt, bei groBeren Konzentrationen findet jedoch eine Inhibition statt. Thre
Affinitét fiir Hsp90 konnte ebenfalls nur abgeschétzt werden (mit etwa 10 uM). Der Aktiva-
tor, der die beste Affinitdt fiir Hsp90 zeigte, ist 12 B4. Er stimuliert die ATPase Aktivitit
2,8fach und bindet Hsp90 mit einer apparenten Affinitdt von 6 uM. Die Inhibitoren 1 A2 und
40 E9 zeigen apparente Affinitdten von 4 und 66 uM fiir Hsp90. 1 A2 ist hierbei mit einer
vollstdndigen Inhibition der potentere Inhibitor im Vergleich zu 40 E9. Die beiden weiteren
Aktivatoren 93 D4 und 11 E9 zeigten mit apparenten Affinititen von 38 uM und 58 uM
ebenfalls nur eine geringe Affinitdt fiir Hsp90. Fiir eine weitere Charakterisierung des
Wirkungsmechanismus wurden nur Modulatoren beriicksichtigt, die eine sehr gute Affinitat
im regenerativen ATPase Assay zeigten. Dazu gehoren der Inhibitor 1 A2, der Aktivator
12 B4 sowie die Substanz 28 E3, die sowohl aktivierend als auch inhibierend wirkt.

Abbildung 3-31 zeigt die chemischen Strukturformeln der fiir die nihere Charakterisie-
rung ihres Wirkungsmechanismus gewihlten Substanzen. Bei 1 A2 handelt es sich um ein
Derivat des bekannten Hsp90 Inhibitors Radicicol. Der Aktivator 12 B4 und die Substanz
28 E3 gehoren keiner Substanzklasse an, die bereits als Modulatoren der Hsp90 ATPase
Aktivitét beschrieben sind.
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Abbildung 3-31: Strukturen der Hsp90 gefundenen Modulatoren. Die chemischen Strukturformeln der Modulatoren
1 A2, 12 B4 und 28 E3 der Hsp90 Konformationsdnderungen, die fiir ndhere Charakterisierung des Wirkungsmechanismus
gewdhlt wurden. Die Strukturformeln wurden mit dem Programm ChemDraw Ultra 12.0 gezeichnet.

3.4.2 Charakterisierung der Hsp90 Modulatoren
3.4.2.1 1 A2 bindet in die Nukleotidbindetasche

Die Struktur von 1 A2 zeigt, dass es sich um ein Derivat von Radicicol handelt. Radici-
col bindet an die N-terminale Nukleotidbindetasche von Hsp90 und kompetitiert mit ATP
um die Bindestelle (Roe et al., 1999). Es liegt somit die Vermutung nahe, dass 1 A2 nach
demselben Mechanismus als Hsp90 Inhibitor wirkt, da fiir diverse Zearalenone-Derivate
gezeigt wurde, dass sie an Hsp90 binden (Ugele et al., 2009). Aus diesem Grund wurde die
Bindung von 1 A2 an die N-Domine von yHsp90 mit isothermischer Titrationskalorimetrie
gemessen. Dabei wurde 1 A2 als Ligand aus der Spritze in die Messkammer mit yHsp90 N-
Doméne bis zur Sattigung titriert (Abbildung 3-32). 1 A2 bindet mit einer Dissoziations-
konstante von 690 nM an die N-Doméne von Hsp90. Es wurde dabei eine Stochiometrie von
1 vorgefunden, was bestitigt, dass ein Molekiil Ligand an ein Molekiil yHsp90 N-Doméne
bindet. Die durch diese direkte Methode der Interaktionsmessung bestimmte Dissoziations-
konstante ist deutlich geringer als die aus dem regenerativen ATPase Assay abgeschitzte
Affinitdt. Dies liegt daran, dass im regenerativen Assay 1 A2 mit ATP um die Bindestelle an

der N-Domine konkurriert, was zu einer Ungenauigkeit in der Bestimmung fiihrt. Das
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Ergebnis bestitigt die Vermutung, dass 1 A2 als kompetitiver Inhibitor an die N-Doméne

von Hsp90 bindet.
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Abbildung 3-32: Bindung von 1 A2 an die N-Doméine von yHsp90. Die Bindung des Modulators 1 A2 an die N-Doméne
von yHsp90 wurde mit ITC bestimmt. Hierzu wurde 1 A2 als Ligand (300 uM) aus der Spritze in die Messkammer mit 20
UM yHsp90 N210 bis zur Sattigung titriert. Die Messung wurde in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM MgCl,
und 1 % DMSO bei einer Temperatur von 25 °C durchgefiihrt.

3.4.2.2 28 E3 inhibiert durch Bildung loslicher Oligomere

Der inhibierende Effekt von 28 E3 bei Konzentrationen grofer 25 uM kann mehrere Ur-
sachen haben. Zum einen wire eine kompetitive Inhibition vergleichbar wie bei Radicicol
und Geldanamycin denkbar. Die aktivierende Wirkung in geringen Konzentrationen wider-
spricht jedoch dieser Annahme, da die ATP-Bindung nicht behindert wird. 28 E3 konnte
auch zu einer Dissoziation des Hsp90 Dimers fithren. Die Bildung eines Dimers ist eine
essentielle Voraussetzung fiir eine effiziente Hydrolyse (Weikl et al., 2000). Ob 28 E3 zu
einer Dissoziation des Hsp90 Dimers fiihrt, wurde mit Hilfe analytischer Ultrazentrifugation
mit Fluoreszenzdetektion untersucht. Dazu wurde Q385C Atto 488 markiertes yHsp90 in
An- und Abwesenheit des Modulators analytischer Ultrazentrifugation unterzogen. Die

daraus resultierenden dFluoreszenz/dt Plots sind in Abbildung 3-33 gezeigt.
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In Abwesenheit des Modulators entspricht der Peak bei 5,4 S einem offenem Hsp90 Di-
mer. Nach Nukleotidbindung nimmt es einen kompakteren Zustand ein und das Dimer zeigt
einen Peak bei 6 S. In Gegenwart des Modulators 28E3 in hohen Konzentrationen entsteht
ein neuer Peak im dFluoreszenz/dt-Plot, der mit einem Sedimentationskoeffizienten von 10 S
einem Hsp90 Tetramer entspricht. In Abwesenheit des Nukleotids ist die Bildung dieses
tetrameren Hsp90 noch stirker ausgeprigt als in dessen Anwesenheit. Hsp90 wird durch die
hohen Konzentrationen an 28 E3, die zur Inhibition der ATPase Funktion fithren, nicht in
Monomere dissoziiert, sondern es wird ein tetramerer Zustand ausgebildet. Da in dem
Sedimentationsgeschwindigkeitslauf eine klare tetramere Spezies detektiert wird, spricht dies

gegen eine unspezifische Aggregation und Prézipitation von Hsp90.

dFluoreszenz/dt

Abbildung 3-33: Oligomerisationszustand von Hsp90 in Gegenwart von 28 E3. Sedimentationsgeschwindigkeitslauf
von 500 nM Q385C Atto 488 markiertem yHsp90 in (schwarz) Abwesenheit und (blau) Gegenwart von 160 uM 28 E3. Die
Experimente wurden sowohl in (offene Kreise) Abwesenheit von Nukleotid und in (gefiillte Kreise) Gegenwart von 2 mM
AMP-PNP durchgefiihrt.

Um zu zeigen, dass es sich bei der tetrameren Hsp90 Spezies um eine 18sliche Variante
handelt, wurde Hsp90 mit unterschiedlichen Konzentrationen an 28 E3 inkubiert und an-
schlieBend die l9sliche und unlosliche Fraktion durch Zentrifugation geteilt und anschlie3en
mit einem 12,5 %igem SDS-Gel untersucht. Das erhaltene Gel ist in Abbildung 3-34 abge-
bildet. Im Uberstand aller Proben ist eine vergleichbare Menge an Hsp90 zu erkennen. In der
Pelletfraktion ist eine geringe Menge Hsp90 zu detektieren, da die Pelletfraktion nicht
gewaschen wurde und Proteine gerne geringfligig von GefaBwénden adsorbiert werden. Die
Menge an Hsp90 bleibt auch bei steigenden Konzentrationen an 28 E3 konstant bis hin zu
einer maximalen Menge von 200 uM. Wiirde eine Inhibition der ATPase Aktivitdt durch

Prézipitation verursacht, miisste hier nahezu die gesamte Hsp90 Menge in der Pelletfraktion
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vorhanden sein. Dies ist nicht der Fall und somit bilden die durch 28 E3 induzierten Hsp90

Tetramere eine 16sliche Spezies.

Uberstand Pellet

DMSO 15uM 50 yM 200 yM M DMSO 15puM 50 uM 200 uM
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Abbildung 3-34: Loslichkeit der 28 E3 induzierten Oligomere. Je 4 pg yHsp90 Wildtyp wurde in Gegenwart von 15, 50
und 200 uM 28 E3 10 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieend die 16sliche und unldsliche Fraktion durch Zentrifuga-
tion (10 min, 14 000 rpm) getrennt und auf ein 12,5 % SDS Gel aufgetragen. Als Proteinstandard (M) diente der low
molecular weight Standard von BioRad. Links sind die Grofen des Proteinstandards in kDA angegeben.

3.4.2.3 Einfluss der Modulatoren auf die Konformation von yHsp90

Die Substanzen 12 B4 und 28 E3 konnen die Hsp90 ATPase Aktivitét stimulieren. Beide
Substanzen sind nicht in der Lage, in den FRET-Heterokomplexen sichtbare Konformations-
dnderungen vergleichbar zu den mit nicht hydrolysierbaren ATP Analoga beobachteten zu
induzieren und das Gleichgewicht zu geschlossenen Zustinden hin zu verschieben (Daten
nicht gezeigt). Um genauer zu untersuchen, wie die beiden Modulatoren die Konformations-
dnderungen beschleunigen wurden die AMP-PMP induzierten Konformationséinderungen
fluoreszenzspektroskopisch ~ kinetisch  genauer betrachtet. Dazu wurden FRET-
Heterokomplexe mit den Hsp90 Modulatoren vorinkubiert und anschlieBend die Konforma-
tionsdnderung durch Zugabe von AMP-PNP gestartet. Die dabei stattfindenden Konformati-
onsinderungen wurden anhand der Anderung der Akzeptorfluoreszenz nach Anregung der
Donorfluoreszenz beobachtet (2.2.13.2). Die daraus erhaltenen Kinetiken sind in Abbildung
3-35 gezeigt.
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Abbildung 3-35: Einfluss der Modulatoren auf AMP-PNP induzierte Konformationsinderungen. Es wurden

AMP-PNP induzierte Fluoreszenzkinetiken eines FRET-Heterokomplexes aus 400 nM Q385C Atto 488 und D61C Atto550

markierter yHsp90-Variante gemessen, die jeweils mit (rot) 100 uM 12 B4, (cyan) 13 uM 28 E3 und (blau) 100 uM 28 E3

vorinkubiert wurden. Als Referenz diente DMSO. Die Kinetiken wurden durch Zugabe von 2 mM AMP-PNP gestartet und

bei einer Temperatur von 15 °C aufgenommen. Die Kinetiken wurden durch Anpassenen einer monoexponentiellen
Funktion gefittet (2.2.13.2) und die daraus erhaltenen apparenten Ratenkonstanten in Tabelle 3-9 zusammengefasst.

In Gegenwart des Aktivators 12 B4 betrdgt die Ratenkonstante der Konformationsiande-
rungen 0,33 min™. Dies ist etwa um Faktor 2 schneller als in Abwesenheit des Modulators
(0,18 min™). Somit ist die Beschleunigung der Konformationsinderung in derselben Gré-
Benordnung wie die Beschleunigung der ATPase Aktivitit (3.4.1). Der Modulator 28 E3
fiihrt in stimulierender Konzentration zu einer etwa 3fachen Beschleunigung. In hoher
Konzentration kann keine Anderung der Fluoreszenz beobachtet werden und bestitigt die

inhibierende Wirkung.

Tabelle 3-9: Apparente Ratenkonstanten der Konformationsinderungen in Anwesenheit der Modulatoren.

Substanz kapp(min™)
1 % DMSO 0,18
100 uM 12 B4 0,33
13 uM 28 E3 0,56

Apparente Ratenkonstante k,,, der AMP-PNP induzierten Konformationsinderung in Gegenwart der Modulatoren erhalten
durch Anpassen einer monoexponentiellen Funktion.

Ob die Anwesenheit der Modulatoren die apparente Affinitdt von Hsp90 zum Substrat
ATP beecinflusst, wurde mit Hilfe variierender Konzentrationen an Substrat im ATPase
Assay getestet. Dazu wurde die Umsatzrate an ATP von Hsp90 in Gegenwart von 12 B4 und
28 E3 unter variierenden Substratkonzentrationen gemessen. Die Resultate sind in Abbil-

dung 3-36 gezeigt.
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Abbildung 3-36: Apparente Affinitiit fiir ATP von Hsp90 in Gegenwart der Modulatoren. Gemessen wurde die
Umsatzrate an ATP von yHsp90 in Gegenwart von (schwarz) DMSO sowie jeweils 25 pM (rot) 12 B4 und (blau) 28E3
unter variiertenden ATP-Konzentrationen. Die Messungen mittels eines regenerativen ATPase Assay bei einer Temperatur
von 30 °C gemessen. Durch nicht-lineare Regression nach 2.2.12.2 wurde die apparente Affinitdt fiir ATP bestimmt. Sie
sind in Tabelle 3-10 zusammengefasst.

Tabelle 3-10: Affinitéiten fiir ATP von Hsp90 in Anwesenheit der Modulatoren.

Substanz Kpapp (mM)

1 % DMSO 0,32 + 0,05
25 uM 12 B4 0,18 +0,02
25 uM 28 E3 0,07+ 0,02

Apparente Dissoziationskonstanten (Kp,y,) ermittelt durch nicht-lineare Regression der ATP Umsatzraten von yHsp90 in
Gegenwart der Modulatoren in Abhéngigkeit unterschiedlicher ATP Mengen.

In Abwesenheit der Modulatoren ergibt sich Hsp90 eine Affinitdt von 0,32 mM fiir ATP.
In Gegenwart aktivierender Konzentrationen der Modulatoren 12 B4 und 28 E3 ist die
Affinitdt mit 0,18 mM und 0,07 mM erhoht. Dies ldsst schlie3en, dass die Modulatoren die
Affinitdt fiir das Substrat erhohen, indem sie Konformationen stabilisieren, die eine stiarkere
Affinitét fiir das Substrat besitzen, als der offene Zustand des Hsp90.

Obwohl in FRET-Kinetiken keine Induktion des geschlossenen Zustandes durch die Sub-
stanzen allein detektiert werden konnte, stellte sich die Frage, ob die Konformation von
Hsp90 dennoch durch die Modulatoren beeintrachtigt wird. Deshalb wurde ein Sedimentati-
onsgeschwindigkeitslauf mit Q385C Atto 488 markiertem Hsp90 in Anwesenheit von
aktivierenden Konzentrationen an 28 E3 durchgefiihrt. Die daraus erhaltenen dFluores-

zenz/dt- Plots sind in Abbildung 3-37 gezeigt.
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Abbildung 3-37: Konformation von Hsp90 in Gegenwart der 28 E3 Modulatoren. Je 500 nM von Q385C Atto 488
markiertem yHsp90 wurden analytischer Ultrazentrifugation mit Fluoreszenzdetektion unterzogen. Es wurde das Sedimen-
tationsverhalten von Hsp90 in Gegenwart von (schwarz) 0 uM, (rot) 5 uM, (griin) 20 uM, und (blau) 40 uM 28 E3 in (A)
Abwesenheit von Nukleotid und (B) 2 mM AMP-PNP beobachtet.

Hsp90 befindet sich in Abwesenheit von Nukleotiden im offenen Zustand (5 S). Hier
kann in Gegenwart von 28 E3 eine konformationelle Umstrukturierung zu einem etwas
kompakteren Zustand beobachtet werden, da mit steigender Konzentration an Modulator der
S-Wert zunimmt (Abbildung 3-37A). Liegt Hsp90 bereits im geschlossenen Zustand vor,
induziert durch AMP-PNP, so ist keine Verdnderung in An- und Abwesenheit des Modula-
tors zu erkennen (Abbildung 3-37B). Dies bestitigt die Vermutung, dass der Modulator
28 E3 konformationelle Umstrukturierungen innerhalb des Hsp90 Dimers verursacht, die zu
einer Kompaktierung fithren. Hsp90 ist aber noch in einer offenen Form und kann das

Substrat ATP mit hoherer Affinitit als offenen Zustand ohne Modulator binden.

3.4.2.4 Einfluss der Hsp90 Modulatoren auf Ahal und Sbal/p23 Interaktion

Um weitere Einblicke in den Funktionsmechanismus der Hsp90 Modulatoren 12 B4 und
28 E3 zu erhalten, wurden auch Cochaperone eingesetzt, die die Konformationsdnderungen
und die ATPase Aktivitdt von Hsp90 beeinflussen. Ahal ist ein Cochaperon, das die Kon-
formationsdnderungen von Hsp90 beschleunigt, indem es die ratenlimitierende konformatio-
nelle Transition zum ersten Intermediat erleichtert und die N-Doménen nédher bringt
(Hessling et al., 2009; Retzlaff et al., 2010). Wiirden die Hsp90 Modulatoren den identi-
schen Schritt beschleunigen, so wiren sie in Gegenwart von Ahal wirkungslos. Des Weite-

ren kann eine apparente Affinitdt der Modulatoren in Gegenwart von Ahal abgeschitzt
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werden und so eine potentielle kompetitive Bindung und somit eine iiberlappende Bindestel-
le detektiert werden. Hierflir wurde wiederum der regenerative ATPase Assay genutzt. Die
daraus erhaltenen ATP Umsatzraten in Gegenwart der Modulatoren in Abhéngigkeit ver-

schiedener Ahal Konzentrationen sind in Abbildung 3-38 gezeigt.
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Abbildung 3-38: Einfluss der Modulatoren auf Ahal Stimulation der y Hsp90 ATPase Aktivitit. Umsatzrate an ATP
in Gegenwart von (schwarz) DMSO, (rot) 80 uM 12 B4 und (blau) 20 uM 28 E3 in Abhéngigkeit verschiedener yAhal
Mengen. Die Umsatzraten wurden mittels regenerativen ATPase Assay (2.2.12) in einem Puffer aus 40 mM Hepes/KOH
pH 7.5, 20 mM KCI und 5 mM MgCl, bei einer Messtemperatur von 30 °C bestimmt. Die durch nicht-lineare Regression
der Daten (2.2.12.2) ermittelten apparenten Affinititen von Ahal in Anwesenheit der Modulatoren sind in Tabelle 3-11
zusammengefasst.

Tabelle 3-11: Stimulation von yHsp90 durch Ahal in Gegenwart von 12 B4 und 28 E3.

Substanz Kpapp (UM) V max (min™)

1 % DMSO 1,7+04 16
SOuM 12B4  0,7£0,1 20
20 UM 28E3  0,6=0,1 20

Die durch nicht-lineare Regression der ATP Umsatzraten in Gegenwart der Modulatoren in Abhédngigkeit der Ahal
Konzentration (2.2.12.2) ermittelten apparenten Affinititen von Ahal (Kpypp) sind mit dem aus dem Fit erhaltenen Fehler
angegeben sowie die maximalen Umsatzraten an ATP (V).

Wie Abbildung 3-38 zeigt, kann fiir Hsp90 in Gegenwart von 12 B4 mit 20 min™' ein
groBerer maximaler Umsatz an ATP durch Ahal Stimulation erreicht werden als in Abwe-
senheit von 12 B4 (16 min™). Dies zeigt, dass 12 B4 einen anderen Schritt der Konformati-
onsdnderungen als Ahal beschleunigt. Des Weiteren ist die apparente Affinitdt von Ahal in
Gegenwart von 12 B4 mit 0,6 uM leicht erhdht im Vergleich zur DMSO Kontrolle (1,7 uM),
was zum Einen kompetitive Bindestellen von Modulator und Ahal ausschlieft und zum
Anderen eine erhdhte Affinitdt von Ahal zeigt. Ahal bindet an die M- und N-Domine von
Hsp90 und fiihrt zu einer Annidherung der N-Doméinen (Retzlaff ez al., 2010). Ein vergleich-
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bares Bild zeigt sich fiir 28 E3. Hsp90 kann ebenfalls mit einer maximalen Umsatzrate von
20 min' stirker stimuliert werden, weshalb auch dieser Modulator einen anderen Schritt des
Konfromationszyklus beschleunigt als Ahal. Wiederum ist die apparente Affinitit von Ahal
in Gegenwart des Modulators (0,6 uM) leicht erhoht, weshalb eine kompetitive Bindestelle
mit Ahal ausgeschlossen werden kann. Die Tatsache, dass in Gegenwart der Modulatoren
die apparente Affinitdt von Ahal erhoht ist, konnte darin begriindet sein, dass Hsp90 in
Gegenwart der Modulatoren eine veridnderte Konformation einnimmt oder erleichtert ein-
geht, die eine verbesserte Bindemoglichkeit fiir Ahal darstellt. Die Beschleunigung der
Nukleotid-induzierten Konformationsdnderungen legt bereits nahe, dass konformationelle
Umstrukturierungen in Gegenwart der Modulatoren deutlich erleichtert sind.

Ein weiteres Cochaperon, das bei der Aufklarung des Wirkungsmechanismus verwendet
wurde ist Sbal/p23. Es bindet nur an den geschlossenen Zustand von Hsp90. Stabilisieren
die Substanzen den geschlossenen Zustand, so sollte die Inhibition durch Sbal/p23 verstérkt
sein. Eine iiberlappende Bindestelle zwischen den Modulatoren und Sbal/p23 sollte in einer
Verringerung der Affinitdt von Sbal/p23 sichtbar werden. Die Umsatzraten an ATP von
Hsp90 in Gegenwart aktivierender Konzentration an Modulator mit variierenden Konzentra-
tionen an Sbal/p23 sind in Abbildung 3-39 gezeigt. Die daraus resultierenden apparenten
Affinititen sind in Tabelle 3-12 zusammengefasst. In Gegenwart beider Modulatoren ist
Sbal/p23 effektiver in der Lage, die ATPase Aktivitdt von Hsp90 zu inhibieren. Dies zeigt
wiederum, dass Hsp90 leichter geschlossene Zustinde in Gegenwart der Modulatoren
einnimmt. Die Affinitit von Sbal/p23 zu Hsp90 bleibt in Gegenwart der Modulatoren

unverandert.
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Abbildung 3-39: Einfluss der Modulatoren auf Sbal/p23 Inhibition der Hsp90 ATPase Aktivitit. Relative ATPase
Aktivitdten von yHsp90 (schwarz) DMSO von (rot) 80 uM 12 B4 und (blau) 25 uM 28 E3. Die Messungen wurden mit
einem regenerativem enzymatischen Assay in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI und 5 mM MgCl, mit 2 mM ATP
bei einer Messtemperatur von 30 °C durchgefiihrt. Die ATPase Aktivititen wurden auf die Startaktivitit in Abwesenheit
von Sbal/p23 relativiert.

Tabelle 3-12: Inhibition der ATPase Aktivitit von Hsp90 durch Sbal/p23 in Gegenwart der Modulatoren.

Substanz Kpapp (UM) rel. ATPase Aktivitit

1 % DMSO 1,3+0,1 60
SOuM 12B4 1,904 53
25uM28E3  12+02 51

Die durch nicht-lineare Regression der ATP Umsatzraten in Gegenwart der Modulatoren in Abhéngigkeit der Sbal/p23
Konzentration (2.2.12.2) ermittelten apparenten Affinititen von Sbal/p23 (Kp,p,) sind mit dem aus dem Fit erhaltenen
Fehler angegeben. Zudem ist die ATPase Aktivitdt bei séttigenden Sbal/p23 Konzentrationen relativ zum Wert ohne
Sbal/p23.

Um weiter Hinweise fiir die Stabilisierung des geschlossenen Zustandes zu detektieren
wurde die Bindung des Konformations-sensitiven Cochaperons Sbal/p23 in Gegenwart der
Modulatoren und verschiedenen Nukleotiden untersucht. Eine Stabilisierung des geschlosse-
nen Zustandes sollte zu einer verstirkten Bindung fithren. Hierfiir wurde in Sedimentations-
geschwindigkeitslaufen die Bindung von Fluorescein markiertem Sbal/p23 an Hsp90 mittels
analytischer Ultrazentrifugation mit Fluoreszenzdetektion verfolgt (Abbildung 3-40).

Sbal/p23 bindet nur an den geschlossenen Zustand von Hsp90. In Abwesenheit von
Nukleotiden (Abbildung 3-40A) findet keine Bindung von Sbal/p23 an Hsp90 statt, was die
bisherigen Ergebnisse, dass die Modulatoren alleine nicht in der Lage sind, den geschlosse-
nen Zustand des Hsp90 zu induzieren, bestitigt. In Gegenwart von ATP ist in Abwesenheit
der Modulatoren ebenfalls keine Sbal/p23 Bindung detektierbar (Abbildung 3-40B), da

Hsp90 iiberwiegend in offenen Zustidnden vorliegt und so keine ausreichende Komplexbil-
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dung fiir die Detektion stattfindet. In Gegenwart des Modulators 12 B4 ist ebenfalls keine
Detektion der Sbal/p23 Bindung zu sehen, was dafiir spricht, dass 12 B4 Zustinde vor dem
geschlossenen induziert bzw. stabilisiert. In Gegenwart von 80 uM 28 E3 hingegen ist eine
Spezies bei 7 S zu sehen, die im Sedimentationsverhalten einem Komplex von Sbal/p23 und
Hsp90 entspricht. So stabilisiert 28 E3 zumindest in Konzentrationen um 80 uM den ge-
schlossenen Zustand des Hsp90 was zu einer verstirkten Sbal/p23 Bindung fiihrt. In Ge-
genwart von ATPYS ist sowohl in An- und Abwesenheit der Modulatoren Sbal/p23 Bindung
detektierbar (Abbildung 3-40C), da durch das Nukleotidanalogon der geschlossene Zustand
induziert wird. In Gegenwart von 12 B4 findet keine verstdrkte Sbal/p23 Bindung statt, aber
in Gegenwart von 80 uM 28E3 bestitigt sich Ergebnis was schon in Gegenwart von ATP zu

sehen war, dass von 28 E3 der geschlossenen Zustand stabilisiert wird.
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Abbildung 3-40: Sbal/p23 Interaktion mit yHsp90 in Gegenwart der Hsp90 Modulatoren. dFluoreszenz/dt Plots der
Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe von Fluorescein markiertem Sbal/p23 und Hsp90 (A) ohne Nukleotid, (B) mit 2 mM
ATP oder (C) ATPyS. (grau) Sbal/p23-Fluorescein allein, in Gegenwart von Hsp90 mit (schwarz) DMSO, (rot) 80 uM
12 B4, (Cyan) 25 uM 28 E3 oder (blau) 80 uM 28 E3.
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3.4.2.5 Mechanismus der Aktivierung von Hsp90

Die Ergebnisse der bisherigen Experimente lassen vermuten, dass durch die Modulatoren
eine partielle Umstrukturierung des Hsp90 stattfindet und dass durch 28 E3 der geschlossene
Zustand von Hsp90 stabilisiert wird. 12 B4 erleichtert ebenfalls die Nukleotid-induzierten
Umstrukturierungen in Hsp90, stabilisiert aber eher partiell geschlossene Zustinde vor dem
geschlossenen Zustand. Um diese Vermutungen zu bestdtigen, wurde eine Hsp90-Variante
gewdhlt, in der die ersten acht Aminosiuren deletiert wurden und die bereits in Abwesenheit
von Nukleotid eine deutlich kompaktere Struktur besitzt (3.1.6). In Gegenwart von Nukleo-
tiden wird bei dieser Variante der geschlossene Zustand deutlich favorisiert (Richter et al.,
2002). Der Einfluss der Modulatoren auf diese intrinsisch geschlossene Hsp90-Variante
wurde ebenfalls mit Hilfe des regenerativen Enzym Assays untersucht (2.2.12). Die daraus
erhaltenen Umsatzraten an ATP in Abhéngigkeit der Modulatorkonzentration sind in Abbil-

dung 3-41 gezeigt.
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Abbildung 3-41: Stimulation der A8 yHsp90-Variante durch die Modulatoren. Umsatzraten an ATP von A8 Hsp90 in
Gegenwart verschiedener Konzentrationen an (rot) 12 B4 und (blau) 28 E3. Die Umsatzraten wurden mit einem regenerati-
ven ATPase Assay in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCl und 5 mM MgCl, bei einer Messtemperatur von 30 °C
bestimmt.

Wie Abbildung 3-41 zeigt ist keiner der beiden Modulatoren in der Lage, die A8 Hsp90
Variante zu stimulieren. In dieser intrinsisch geschlosseneren Variante haben die Konforma-
tionsdnderungen, die durch die Modulatoren beschleunigt werden, schon stattgefunden und
sind nicht mehr ratenlimitierend. Dies bestdtigt die Vermutung, dass die Modulatoren Kon-

formationsdnderungen vor dem geschlossenen Zustand beschleunigen.
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3.4.2.6 Bindestelle der Hsp90 Modulatoren

Durch die bisherigen Experimente konnten bereits iiberlappende Bindestellen mit den
Cochaperonen Ahal und Sbal/p23 ausgeschlossen werden. Fiir eine genauere Bestimmung
der Bindestelle der Modulatoren an Hsp90 konnte keine direkte Methode der Bindungsbe-
stimmung benutzt werden. Da 12 B4 und 28 E3 sehr hydrophob sind und in wéssrigen
Losungen bei Konzentrationen >200 uM préazipitieren, eigneten sie sich nicht fiir ITC. Mit
den maximal erreichbaren Konzentrationen konnte keine Bindung detektiert werden (Daten
nicht gezeigt). Um dennoch einzugrenzen, welche Doméne von Hsp90 die relevante Binde-
domaéne fiir die Modulatoren ist, wurden verschiedene Deletionskonstrukte von Hsp90 im
ATPase Assay auf ihre Stimulierbarkeit durch die Modulatoren getestet. Zum einen wurde
ein Konstrukt getestet, in dem die C-Doméne deletiert wurde (AC yHsp90), um herauszufin-
den, ob die Modulatoren an die C-Doméne binden. Um die ATPase Funktion in diesem
Konstrukt aufrecht zu erhalten, ist dieses Konstrukt mittels C-terminaler Cysteine kovalent
tiber eine Disulfidbriicke dimerisiert (Wegele et al., 2003). Zwei Hsp90 Konstrukte, in denen
unterschiedlich lange Stiicke des linker zwischen der N- und M-Domine deletiert wurden
(AL yHsp90), wurden ebenfalls auf ihre Stimulierbarkeit durch die Modulatoren getestet. Die
aus dem regenerativen ATPase Assay erhalten ATP Umsatzraten fiir die Hsp90-Konstrukte
sind in Abbildung 3-42 gezeigt.

Wie Abbildung 3-42A =zeigt, ist 12 B4 in der Lage, die ATPase Aktivitit von AC
yHsp90 mit einer apparenten Affinitdt von 9 uM zu stimulieren. Dies ist der Affinitdt zum
Vollldngenprotein vergleichbar, womit die C-Domaéne als Bindestelle fiir 12 B4 ausgeschlos-
senen werden kann. 28 E3 ist ebenfalls in der Lage AC yHsp90 zu stimulieren. Die Inhibition
setzt im Vergleich zum Wildtypprotein erst bei hoheren Konzentrationen an 28 E3 ein. In
diesem Fall kann eine Beteiligung der C-Doméne nicht vollstidndig ausgeschlossen werden,
jedoch stellt sie nicht die alleinige Bindestelle fiir 28 E3 dar, da in diesem Fall keine Modu-

lation durch 28 E3 zu erwarten wére.
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Abbildung 3-42: Einfluss der Modulatoren auf yHsp90 Deletionskonstrukte. Es wurde (A) eine yHsp90 Variante ohne
C-Doméne auf ihre Stimulierbarkeit durch die Modulatoren (rot) 12 B4 und (blau) 28 E3 untersucht. Des Weiteren wurde
der Einfluss von (B) 12 B4 und (C) 28 E3 auf eine Variante mit einer Deletion der Aminosduren 211-263 (AL 211-263
yHsp90, offene Kreise) sowie der Aminoséuren 211-266 (offene Dreiecke) getestet. Zum Vergleich ist in (B) und (C) der
Einfluss auf das Wildtypprotein dargestellt (gefiillte Kreise). Die Umsatzraten (k.,) wurden mit Hilfe des ATPase Assay
mit regenerativem Enzymsystem (2.2.12) bei einer Temperatur von 30 °C ermittelt.

12 B4 ist zudem in der Lage, AL 211-263 Hsp90 zu stimulieren und zwar mit einer Affi-
nitdt vergleichbar dem Wildtypprotein (Abbildung 3-42B). Die maximale Umsatzrate unter
sattigenden Bedingungen von 12 B4 ist geringer als beim Wildtypprotein und AL 211-266
Hsp90 kann schlieBlich nicht mehr stimuliert werden. Dies ist in der konformationellen
Restriktion begriindet, die durch die /inker Deletion stattfindet. Hsp90 ist in seinen Konfor-
mationsdnderungen limitiert, so dass keine effiziente ATP Hydrolyse mehr stattfinden kann
(Hainzl et al., 2009). Diese konformationelle Restriktion kann auch durch den Modulator
12 B4 nicht kompensiert werden. Ein &hnliches Bild zeigt sich fiir den Modulator 28 E3
(Abbildung 3-42C). Er stimuliert ebenfalls AL 211-263 Hsp90, jedoch nicht AL 211-266
Hsp90. Auch er kann die konformationelle Restriktion nicht kompensieren und eine effizien-

te ATP Hydrolyse wieder herstellen.
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3.4.2.7 Spezifitit der identifizierten Hsp90 Modulatoren

Um herauszufinden, wie spezifisch die Aktivierung durch die Modulatoren ist, wurde ei-
ne weitere ATPase aus S. cerevisiae Ssal (Hsp70, Protein wurde von Alina R6hl zur Verfii-
gung gestellt) auf ihre Stimulierbarkeit durch die Modulatoren getestet. Des Weiteren wurde
auch die humane Hsp90 g Variante sowie Hsp90 aus C. elegans (DAF-21, Protein wurde
von Veronika Haslbeck zur Verfiigung gestellt) auf ihre Stimulation durch die Modulatoren

getestet. Die Stimulation wurde in einem regenerativen ATPase Assay untersucht. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 3-43 gezeigt.
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Abbildung 3-43: Sperzifitit der Hsp90 Modulatoren. Die Spezifitdt der Hsp90 Modulatoren wurde an einer weiteren
ATPase aus S. cerevisiae (A) Ssal, sowie an den Hsp90 Homologen (B) DAF-21 (Hsp90 aus C. elegans) und (C) humanem

Hsp90 g im regenerativen ATPase Assay getestet. Die Messungen wurden in 40 mM Hepes/KOH pH 7,5, 150 mM KCI und
5 mM MgCl, bei einer Messtemperatur von 30 °C (SSA1, DAF-21) bzw. 37 °C (hHsp90 f) durchgefiihrt.

Ssal aus Hefe wird durch die Modulatoren nicht beeinflusst, was auf einen spezifischen
Effekt in Hefe selbst deutet (Abbildung 3-43A). Betrachtet man die Modulation von Hsp90
Homologen aus anderen Spezies, so zeigt sich, dass die Modulation nicht auf andere Hsp90

Homologe iibertragbar ist. So kann keiner der Modulatoren DAF-21 aktivieren, der inhibito-

122



Ergebnisse & Diskussion

rische Effekt von 28 E3 bleibt hier erhalten (Abbildung 3-43B). Humanes Hsp90 p, das
bereits eine intrinsisch schlechtere ATP Hydrolyseaktivitit als die Hefevariante besitzt, kann
durch die Modulatoren zwar stimuliert werden, am besten durch 28 E3, aber die Affinitdt der
Substanzen ist sehr gering, so dass bei Konzentrationen bis 100 bzw. 130 uM keine Sitti-
gung der Modulation erreicht werden kann.

So ist die Stimulation der ATPase Aktivitit durch die Modulatoren im Rahmen der getes-

teten Proteine spezifisch fiir Hsp90 aus S. cerevisiae.

3.4.2.8 Einfluss der Hsp90 Modulatoren auf client-Prozessierung in vivo

Hsp90 stellt aufgrund seines Spektrums an client-Proteinen einen wichtigen Angriffs-
punkt in der Krebstherapie dar. Es ist an der Prozessierung und Reifung vieler Onkogene
beteiligt (Whitesell und Lindquist, 2005). Wird Hsp90 inhibiert so fiihrt dies zum Abbau der
client-Proteine durch das Proteasom (Neckers, 2002). Da die Auswirkung der Stimulation
von Hsp90 durch niedermolekulare Substanzen auf die Prozessierung von Hsp90 clients
bisher unbekannt ist, sollte dies anhand eines (~Galactosidase Reporterassay flir den Glu-
cocorticoidrezeptor (GR) als exemplarisches client-Protein getestet werden. Derartige
Reporterassays wurden bereits genutzt, um die Aktivitit von Hsp90 clients zu untersuchen
(Johnson und Craig, 2000). In Hefenzellen wird der humane GR von einem eingebrachten
Plasmid exprimiert. Wird dieser durch Hsp90 in der Hefe korrekt prozessiert, so wird nach
Induktion mit Hormon das Reporterprotein /~Galactosidase exprimiert. Deren Aktivitit kann
durch Umsetzung des ONPG mittels einer Farbreaktion spektroskopisch bestimmt werden.
Um den Einfluss der Modulatoren auf die Prozessierung von GR zu bestimmen, wurden
Hefen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Modulator versetzt. Die Konzentrationen
wurden hierbei derart gewahlt, dass das Wachstum der Hefen nicht beeintrachtigt war (Daten
nicht gezeigt). Die Ergebnisse der abschlieenden Bestimmung der f-Galactoseaktivitét sind

in Abbildung 3-44 gezeigt.

123



Ergebnisse & Diskussion

>
w

1009 — 1004 —
=X 2 |
< 801 ) < 80 l I
s ) [
> 60 I . > 60- I
X T <
< 40 <
T 40 T 407
Q U]
& 20 & 204
E —
= 0 T T T T E 0 T T L} L}
o} N QD & O o & N
&
& o o o ¥ X o¥ o
C
. 100{—
&
F 80
s | ]
< 60- | I
©
Q  40-
(==}
o]
= 204 |

O 3 Mol
{\\fﬂ . \.0\00 ,\“Sy q?’@
SIS

Abbildung 3-44: Einfluss der Modulatoren auf GR Prozessierung. Die Prozessierung des humanen Hsp90 GR wurde in
vivo in S. cerevisiae Zellen anhand eine f-Galactosidase GR-Assay nach 2.2.18.5 bestimmt. S. cerevisiae wurde dazu (A)

unterschiedlichen Konzentrationen an 12 B4 oder (B) 28 E3 ausgesetzt. (C) f-Galactosidaseaktivitit in Gegenwart von je
10 uM Radicicol, 12 B4 oder 28 E3.

Beide Modulatoren sind in der Lage in Hefe die Prozessierung des clients GR negativ zu
beeinflussen. 12B4 fiihrt (Abbildung 3-44A) bei einer Konzentration 20 uM zu einer Re-
duktion der f-Glactosidaseaktivitdt auf 60 % gegeniiber Hefen, die nur mit DMSO als
Kontrolle behandelt wurden. Im Falle von 28 E3 (Abbildung 3-44B) konnte eine Konzentra-
tion bis 10 uM eingesetzt werden, wobei eine Reduktion der f-Galactosidaseaktivitit auf
70 % festgestellt werden konnte. Im Falle beider Modulatoren ist eine Konzentrationsabhan-
gigkeit des Effekts auf die client-Prozessierung von den Modulatoren festzustellen, was auf
einen spezifischen Effekt der Modulatoren auf die client-Prozessierung darstellt.

Werden Hefezellen identischen Konzentrationen an 12 B4 oder 28 E3 ausgesetzt, so er-
kennt man, dass beide gleich stark in der Lage sind die GR Prozessierung zu reduzieren. Im
Vergleich dazu fillt die Repression der GR Reifung durch den bekannten Inhibitor der
Hsp90 ATPase Aktivitdt mit einer S-Galactosidase Aktivitdt von 20 % im Vergleich zur
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DMSO Kontrolle wesentlich stirker aus. Die Affinitdt des Hsp90 fiir Radicicol ist mit 19 nM
(Roe et al., 1999) auch wesentlich stirker ist als flir die Modulatoren, worin die grofere
Effizienz von Radicicol begriindet werden kann. Es kann somit keine Aussauge getroffen
werden, ob Inhibition der ATPase Aktivitit eine bessere Strategie ist als Aktivierung. Aber
es wird deutlich, dass auch Aktivierung der Hsp90 Konformationsdnderungen und ATPase
Aktivitdt zu einer verringerten client-Prozessierung in S. cerevisiae fiihren und dies eine

denkbare Strategie zur Tumorbekdmpfung darstellt.
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3.5 Diskussion der Modulatoren der Hsp90 Konformationsinderun-

gen

Um neue Modulatoren fiir die Nukleotid-induzierten Konformationsdnderungen des
Hsp90 zu finden, sollte, basierend auf das in yHsp90 etablierte FRET-System (Hessling et
al., 2009), ein Screening Assay etabliert werden, der sich fiir das Testen groferer Substanz-
bibliotheken eignet. Das Durchsuchen einer Substanzbibliothek sollte neue Modulatoren
liefern, die nach Verifikation ihrer Eigenschaft als Modulatoren der Hsp90 Konformations-
dnderungen auf ihren Wirkungsmechanismus hin niher charakterisiert werden sollen.

Der Fluoreszenz-basierte Screen lieferte 84 Substanzen, die als potentielle Modulatoren
der Konformationsdnderungen in Frage kamen. Da die Konformationsinderungen den
ratenlimitierenden Schritt in der ATP Hydrolyse darstellen (Hessling et al., 2009; Weikl et
al., 2000), wurde der Einfluss der Substanzen auf die ATPase Funktion des Hsp90 als
Werkzeug zur Verifikation der Hits benutzt. Mit Hilfe eines ATPase Assays mit regenerati-
ven Enzymsystem (um Produktinhibition durch entstehendes ADP zu verhindern) konnten
lediglich fiir 8 Substanzen bestdtigt werden, dass sie die ATP Hydrolyse von Hsp90 beein-
flussen. Von diesen Substanzen wurden fiinf aufgrund ihrer geringen Affinitit zu Hsp90
(Kpapp > 30 uM) fiir eine weitere Charakterisierung ausgeschlossen. Zur Charakterisierung
des Wirkungsmechanismus verblieb zum Einen der Inhibitor 1 A2, der eine gute Affinitét
zeigte und die ATPase Aktivitdt nahezu vollstindig inhibieren konnte. Die weitere zur
Charakterisierung in Betracht gezogene Substanz 12 B4 war in der Lage, die Hsp90 ATPase
Aktivitédt 2,8fach zu stimulieren und zeigte mit einem Kpa,, von 6 uM gute Bindungseigen-
schaften. Die Substanz 28 E3 gefunden wirkte in geringen Konzentrationen bis zu flinffach
stimulierend auf die Hsp90 ATPase Aktivitdt inhibitorisch. Thre Affinitit wurde mit etwa
10 uM abgeschitzt.

Aufgrund seiner Struktur konnte 1 A2 der Klasse der Resorcinol-Derivate zugeordnet
werden, die bereits fiir ihre inhibitorische Wirkung auf die Hsp90 ATPase Aktivitit bekannt
sind (Workman et al., 2007). Der Wirkungsmechanismus des bekanntesten Vertreter Radici-
col ist die kompetitive Bindung in die Nukleotidbindetasche (Roe et al., 1999). Fiir 1 A2
wurde ebenfalls eine Bindung an die N-Domine von Hsp90 mittels ITC mit einem Kp von
690 nM bestimmt, wobei ein Molekiil pro Protein bindet. Dadurch wurde gezeigt, dass

derselbe Wirkungsmechanismus wie bei Radicicol zugrunde liegt. Einige Vertreter dieser
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Gruppe befinden sich bereits in klinischen Studien und betonen die Bedeutung der Resorci-
nol-Derivate als Krebstherapeutika (Jhaveri et al., 2012).

Mit 1 A2 und 28 E3 wurden Substanzen gefunden, die in der Lage sind, die ATPase Ak-
tivitdit von Hsp90 zu beschleunigen. Mit 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) und Tamoxifen
wurden bereits erste Aktivatoren der Hsp90 ATPase Aktivitdt beschrieben (Zhao et al.,
2010). Sie wurden im Rahmen einer Dockingstudie entdeckt, in der fiir neue Bindepartner
dieser Ostrogenblocker gesucht wurde (Zhao et al., 2010). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass 4-OHT mit einer Affinitit von 60 -100 uM an Hsp90 bindet und die ATPase Aktivitit
zweifach stimuliert, der Wirkungsmechanismus bleibt ungeklirt (Zhao et al., 2010).

Die Analyse der AMP-PNP induzierten Konformationsédnderungen detektiert durch das
FRET-System zeigte eine Beschleunigung in derselben GroBenordnung, wie die Beschleuni-
gung der ATPase Aktivitit. Dies korreliert mit der Tatsache, dass die Konformationsénde-
rungen innerhalb des Hsp90 fiir die Funktion ratenlimitierend sind (Hessling et al., 2009;
Weikl et al., 2000). Die Enzymaktivitit wird durch Beschleunigung der Konformationsénde-
rungen erzeugt. In Gegenwart des Cochaperons Ahal, das die ATPase Aktivitit durch
erleichterte Transition zum ersten Intermediat und eine damit verbundene Anniherung der
N-Doménen beschleunigt (Hessling et al., 2009; Retzlaff et al., 2010), kann die Aktivitét
von Hsp90 noch stirker stimuliert werden. Von den Aktivatoren werden somit andere
konformationelle Schritte beschleunigt als von Ahal.

Beide Substanzen waren nicht in der Lage groe Umstrukturierungen innerhalb des
Hsp90, also eine Verschiebung des Gleichgewichts in den geschlossenen Zustand von sich
aus zu induzieren. Hsp90 wird von beiden Substanzen aber dahingehend verdndert, dass die
Affinitdt fiir ATP in Gegenwart der Modulatoren steigt. Die aktivierende Wirkung wird
vielmehr also eine Erleichterung der Konformationsdnderungen vor dem geschlossenen
Zustand verursacht. Dies zeigte sich, durch analytische Ultrazentrifugation, wo 28 E3 eine
detektierbare Kompaktierung des offenen Hsp90 in Abwesenheit von Nukleotiden verur-
sachte. Zudem stieg in Gegenwart von Nukleotiden und Aktivatoren die Affinitét fiir das
Konformations-sensitive Cochaperon Sbal/p23, das nur an den geschlossenen Zustand
bindet. Geschlossenen Zusténde scheinen in Gegenwart von Nukleotiden besser erreicht oder
stabilisiert zu werden. Dies konnte experimentell bestdtigt werden, indem eine in Gegenwart
von ATP bereits intrinsisch geschlossen vorliegende Variante des Hsp90 A8 (Richter ef al.,
2002) durch beide Modulatoren nicht mehr stimuliert werden konnte. Es bleibt jedoch

bislang unbekannt, welcher Schritt im Nukleotid-induzierten Konformationszyklus durch die
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Modulatoren beschleunigt wird. Als Bindestellen fiir die Modulatoren konnten iiberlappende
Bindestellen mit den Cochaperonen Ahal und Sbal/p23 ausgeschlossen werden, sowie aus
Fragmentstudien konnte die C-Doméne von Hsp90 als Ort der Modulatorbindung ausge-
schlossenen werden. Um kiinftige Bindungsstudien mit den Modulatoren zu ermdglichen,
wire es sinnvoll die Modulatoren zu Derivatisieren, mit dem Ziel ithre Wasserloslichkeit zu
optimieren. Dies wiirde Interaktionsstudien mittels ITC ermdglichen. Dariiberhinaus konnte
die Bindestelle {iber Interaktionsmessung mit Hsp90 Fragmenten weiter eingegrenzt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass der stimulierende Effekt spezifisch fiir die Hsp90 ATPa-
se Aktivitdt ist, da Ssal (eine weiteren ATPase aus S. cerevisiae) durch die Modulatoren
nicht stimuliert werden konnte. Der stimulatorische Effekt war auch nur teilweise auf Homo-
loge von Hsp90 aus Mensch oder C. elegans libertragbar. Zwar konnte humanes Hsp90 £
noch stimuliert werden, die Affinitdt war jedoch sehr gering. Fiir weitere Studien, ob Aktiva-
toren Tumorsuppressorfunktion im Humansystem besitzen, konnten die Modulatoren als
Leitstrukturen dienen, um Aktivatoren fiir humanes Hsp90 £ mit besserer Affinitdt zu syn-
thetisieren.

Durch einen f-Galactosidase Reporterassay fiir die Reifung des Hsp90 clients GR in
S. cerevisiae konnte erstmals gezeigt werden, dass sich eine Aktivierung von Hsp90 durch
niedermolekulare Substanzen negativ auf die client-Prozessierung auswirkt. Durch die
Substanzen wird die Aktivitdt von Hsp90 unkontrolliert konstitutiv beschleunigt, was sich
negativ auf die client-Prozessierung auswirkt (Abbildung 3-45). Der Grund hierfiir kdnnte
darin begriindet sein, dass dem client-Protein fiir die Prozessierung keine ausreichende
Verweildauer an Hsp90 zur Verfligung steht. Im Gegensatz dazu ist die Aktivierung von
Hsp90 durch natiirliche Aktivatoren des Hsp90 Konformationszyklus, die Cochaperone

Ahal und Cpr6, stark reguliert und auf die Bediirfnisse der cl/ients angepasst.
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Aktivator

1

Abbildung 3-45: Einfluss der Aktivatoren auf Hsp90-Zyklus. (A) In Abwesenheit des Aktivators bindet Hsp90 im
offenen Zustand ATP und das client-Protein (gelb) wird an Hsp90 iibergeben. Nach ATP Hydrolyse wird der prozessierte
client freigesetzt. (Zur Vereinfachung wurden die an der Prozessierung des clients beteiligten Cochaperone in diesem
Schema nicht beriicksichtigt). (B) In Anwesenheit des Aktivators sind die nach ATP-Bindung stattfindenen Konformations-
anderungen beschleunigt, was die client-Prozessierung negativ beeinflussen kann.
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4 Zusammenfassung

In Eukaryoten ist das essentielle molekulare Chaperon Hsp90 bei der Reifung und Pro-
zessierung einer Vielzahl von client-Proteinen beteiligt. Der Reaktionszyklus, der fiir die
client-Reifung verantwortlich ist, wird durch ATP Hydrolyse angetrieben und ist an grof3e
Konformationsdnderungen innerhalb des Dimers gekoppelt. Hsp90 bindet ATP im offenen
Zustand und passiert mindestens zwei Intermediatzustinde bis es schlieBlich den geschlosse-
nen Zustand erreicht, in dem die ATP Hydrolyse stattfindet. Die Relevanz dieser Konforma-
tionszustinde fiir die Funktion des Hsp90 und die Kopplung mit der client-Prozessierung ist
noch unklar.

Durch die biochemische Charakterisierung verschiedener Mutationen in der N- und
M-Domine von Hsp90, die die ATP Hydrolyse beeinflussen, konnte in vitro gezeigt werden,
dass sowohl Hsp90-Varianten mit inhibierter als auch Varianten mit beschleunigter ATPase
Aktivitdt eine verdnderte Population der Konformationszustinde aufweisen. Eine Variante
mit beschleunigter ATPase Aktivitdt (A8) populierte kaum den offenen Zustand und eine
Variante mit verringerter ATPase Aktivitdt (R380A) war nicht in der Lage, den geschlosse-
nen Zustand einzunehmen. Die Mutation E33A fiihrte zu einer nicht detektierbaren ATPase
Aktivitit und resultierte in einer starken Anhdufung des geschlossenen Zustandes.

Die Relevanz der Konformationsédnderungen fiir die Funktion von Hsp90 wurde dadurch
demonstriert, dass Varianten, die nicht in der Lage sind den geschlossenen oder offenen Zu-
stand einzunehmen, zum Verlust der essentiellen Funktion in vivo fiihrten. Ein nahezu
vollstdndiger Verlust der ATP Hydrolyseaktivitit hingegen kann im Gegensatz dazu an-
scheinend toleriert werden. Eine verdnderte Population der Konformationszustinde geht mit
einer verminderten Aktivierung von client-Proteinen, einer Uberempfindlichkeit von Hsp90

gegeniiber Inhibierung sowie einer gestérten DNA-Reparatur einher.

Da viele Onkogene zu den client-Proteinen von Hsp90 gehdren und eine Inhibition von
Hsp90 zu deren proteasomalen Abbau fiihrt, ist Hsp90 zu einem wichtigen Angriffspunkt in
der Krebstherapie geworden.

Die Etablierung einer FRET-basierten Screening Methode nach Modulatoren der Hsp90
Konformationsdnderungen fiihrte zur Identifikation von zwei neuen Aktivatoren der Hsp90
ATPase Aktivitit. Eine Substanz wirkte zusétzlich inhibitorisch bei Anwendung in hoher

Konzentration. Die Analyse des Mechanismus der Modulatoren zeigte, dass sie die Konfor-
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mationsédnderungen vor dem geschlossenen Zustand beschleunigen und dass er sich von dem
des aktivierenden Cochaperon Ahal unterscheidet. Die Stimulation der Hsp90 ATPase
Aktivitdt durch niedermolekulare Substanzen in S. cerevisiae fiihrte zu einer verminderten
client-Prozessierung Dies zeigt, dass Stimulation von Hsp90 einen mdglichen neuen Weg in

der Bekdmpfung von Krebs darstellt.
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5 Summary

In eukaryotes, the essential molecular chaperone Hsp90 is required for the maturation of a set
of diverse client proteins. The reaction cycle of Hsp90, responsible for substrate activation, is
driven by ATP hydrolysis coupled to conformational changes within the dimer. Hsp90 binds
ATP in an open conformation and passes at least two intermediate states to reach the final closed
state, in which hydrolysis occurs. The relevance of these conformational states of Hsp90 and the
coupling to client maturation remains unclear.

The biochemical characterization of different mutations influencing the ATP hydrolysis rate
located in the N- and M-domain of Hsp90 in vitro showed that both ATPase activating and
inhibiting mutations result in an alteration of the population of the conformational states. One
variant with accelerated ATPase activity (A8) showed almost no population of the open state
while another variant with reduced ATPase activity (R380A) was unable to adopt the closed
state. The mutation E33A resulted in an undetectable low ATPase activity and a strong accumu-
lation of the closed state.

The relevance of the conformational states for the function of the Hsp90 chaperone in con-
trast to ATP hydrolysis was demonstrated as variants unable to adopt the open or closed confor-
mation, disrupted the essential in vivo function. In contrast, an almost complete loss of ATP
hydrolysis could be tolerated. Alteration of the population of the conformational states negative-
ly affected Hsp90 activity in vivo including reduced client activation, hypersensitivity to Hsp90

inhibition and disruption of DNA repair processes.

As many oncogenes are client proteins and Hsp90 inhibition leads to their proteasomal deg-
radation, Hsp90 became an interesting molecular target for anti-cancer drugs.

A FRET-based assay was used to screen for modulators of the Hsp90 conformational chang-
es. This lead to the identification of two novel activators of the Hsp90 ATPase activity. One of
these substances showed additional inhibitory effect when utilized at higher concentrations. The
analysis of the activation mechanism revealed that the substances enhance the conformational
rearrangements preceding the closed state and that its influence is distinct from the activating
cochaperone Ahal. The stimulation of the Hsp90 ATPase activity by these substances in S.
cerevisiae lead to reduced client activation suggesting Hsp90 activation as novel strategy in

cancer treatment.
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ADP
Amp
AMP-PNP
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ATP
ATPase
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BSA
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Cm
ddH,O
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dsDNA
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DTT

dYT
EDTA
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FOA
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FPLC
HEPES

HPLC
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IPTG
Keat
Kp

Absorption

Angstrom = 0.1 nm = 10-10m
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Adenosin-5"-Diphosphat
Ampicillin

Adenylyl- Imidodiphosphat
Ammoniumpersulfat
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Adenosin-5"-Triphosphat

ATP Hydrolyse

Adenosine 5'-(3-thiotriphosphate)
bovine serum albumine (Rinderserumalbu-
min)

Dalton
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Chloramphenicol

doppelt destilliertes Wasser

Restriktionsendonuklease I aus Diplococcus
pneumoniae
Dimethylsulfoxid

Doppelstrang-DNA
11-Deoxycorticosteron
1,4-Dithiothreitol

molarer Extinktionskoeffizient
double Yeast-Tryptone Medium

N,N,N’,N’-Ethylendiamintetraacetat-Dinatri-
umsalz
Fluoreszenz

5-(and-6)- Carboxyfluorescein
5-Fluoro-Rotsdure
Forster-Resonanz-Energietransfer
Glucocorticoidrezeptor

fast protein liquid chromatography
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-
ethansulfonsédure

High performance liquid chromatography
Hitzeschockprotein(e)

small heat shock protein
Isopropyl-p-D-thiogalactosid
spezifische ATPase Aktivitit in min™
Dissoziationskonstante
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PAGE
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Pfu
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[O]mrw

(6]

RNAse

RT

S20,w

SAXS
SDS
SHR
T4-PNK
Tm

tip
TAE-Puffer
Taq

TCA
TE-Puffer
TEMED
Tris

Tricin
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phosphate buffered saline (Phosphat-
gepufferte Saline)

polymerase chain reaction (Polymeraseket-
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plasmid for expression by T7-polymerase
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Polynukleotidkinase
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rest
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small angle light scattering
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UNK
(v/v)
Vmax
WT
(W/v)
yHsp90

Unit (Enzymmenge, die unter Standardbedin-
gungen einen Umsatz von 1 pmol Substrat
pro min erzeugt)

Ubernachtkultur

Volumen pro Volumen
maximale Umsatzrate in min™
Wildtyp

Gewicht pro Volumen

Hsp90 aus S. cerevisiae
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