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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Einfithrung

Die Sequenzdaten des humanen Genoms (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) lassen auf
die Existenz von etwa 30 000 Genen schlieBen. Schitzungen gehen davon aus, dass aufgrund
alternativen Spleilens circa 2-3 Proteintranskripte aus jedem Gen abgelesen werden, was
beim Menschen zu einer Anzahl von etwa 60-90 000 verschiedenen Proteinen fithrt. Dabei
sind weitere Varianten, die durch proteolytische Prozessierung oder posttranslationelle

Modifizierung verursacht werden, noch nicht beriicksichtigt (Galas, 2001).

Neben Wasser (70%) sind Proteine mit 15-18% noch vor Nukleinsduren und Polysacchariden
der zweithiufigste Baustein von Zellen (Alberts, 1994). Sie machen mehr als die Halfte der
Zelltrockenmasse aus und spielen in den meisten biologischen Prozessen eine tragende Rolle.
So sind sie zum Beispiel wichtig als Strukturproteine, bei Transport und Speicherung oder
als Enzyme in der Katalyse von Reaktionen. Zudem deuten neueste Untersuchungen darauf
hin, dass Evolution nicht nur auf Gen-Ebene, sondern auch auf Protein-Ebene abliuft
(Rutherford und Lindquist, 1998).

Die zentrale Rolle der Proteinstruktur wird dabei durch die Existenz einer Reihe von
Krankheiten wie der Alzheimerschen Krankheit, Chorea Huntington oder den Prion-
Krankheiten untermauert, deren Ursachen in der Aggregation falsch gefalteter
Proteinstrukturen und der damit einhergehenden Bildung von Fibrillen oder Amyloidplaques
liegen (Carrell und Lomas, 1997).

1.2. Proteinfaltung in vitro und in vivo

Anfinsens klassische Experimente haben gezeigt, dass die dreidimensionale Struktur eines
Proteins nur durch die Aminosduresequenz der zugrundeliegenden Peptidkette bestimmt wird
(Anfinsen, 1973). Proteinfaltung erfolgt spontan und benétigt in wéssriger Losung weder

zusitzliche Information noch Energie von au3en (Jaenicke, 1993).

Jedoch wire Proteinfaltung in biologisch relevanten Zeitrdumen nicht moglich, wenn sie in
Form einer statistischen Suche nach der nativen Konformation ablaufen wiirde, da dann
bereits ein kleines Protein von nur 100 Aminosdureresten ein Vielfaches der Zeitspanne
brauchte, die das Universum bereits existiert, um seinen nativen Zustand zu finden (Levinthal,
1968). Deshalb wurde postuliert, Proteinfaltung miisse entlang bestimmter Pfade {iiber
definierte Intermediate verlaufen (Kim und Baldwin, 1990). Diese Hypothese wurde durch
die Existenz von Gleichgewichtsintermediaten auf den Faltungswegen von beispielsweise a-
Lactalbumin und Apomyoglobin untermauert (Baldwin, 1995).
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Davon ausgehend entstanden mehrere Modelle, um die Mechanismen der Proteinfaltung zu
erklaren (Radford, 2000). Das ,,Nucleation Growth Model*“ schlug vor, dass Reste, die in der
Sequenz nebeneinander liegen, einen Faltungsnukleus bilden, von dem aus sich dann die
native Struktur in sequentieller Art und Weise weiter entwickelt. Demgegeniiber behaupteten
die Verfechter des ,Framework Models“, dass sich zuerst lokal begrenzte
Sekundirstrukturelemente bilden und dass diese dann aneinander andocken, um die native
Tertidrstruktur des Proteins zu bilden. Im Modell des hydrophoben Kollapses begribt ein
Protein friih im Faltungsprozess seine hydrophoben Seitenketten und bildet ein kollabiertes
Intermediat oder ,,Molten Globule*, von dem ausgehend sich die native Struktur durch eine
Suche innerhalb dieses begrenzten Zustandes ausbildet. Das von Harrison und Durbin (1985)
vorgeschlagene ,,Jigsaw-Puzzle-Model* schlieBlich postuliert, dass Proteinfaltung analog des
Zusammenbaus eines Puzzles von jeder beliebigen Stelle einer Polypeptidkette, auch von
mehreren Stellen gleichzeitig, aus zur nativen Konformation fiihrt und dass somit jedes
Proteinmolekiil in einem verschiedenen Faltungsweg falten kann (Radford, 2000).

Der ,,New View of Protein Folding™ (Baldwin, 1995, 1997; Dill und Chan, 1997) sicht die
Losung nicht mehr in den von Levinthal vorgeschlagenen festvorgegebenen Faltungswegen.
Hier wird die Proteinfaltung vielmehr durch eine zu einem Faltungstrichter geformte
multidimensionale Energielandschaft, einen sogenannten ,,Folding Funnel“, beschrieben.
Dabei fiihrt die Faltung zu einem globalen Energieminimum und bestdtigt somit Anfinsens
Experimente (Anfinsen, 1973). Zudem ermdglicht diese Theorie aber auch Faltung in
biologisch relevanten Zeitrdumen, weil auf einem derartigen Funnel viele parallele
Faltungsrouten angenommen werden konnen (Dill und Chan, 1997; Chan und Dill, 1998).
Somit veranschaulicht der ,,New View*, dass es sich bei den makroskopisch beobachtbaren
Faltungsvorgingen nur um eine Uberlagerung von einer Vielzahl verschiedener
mikroskopischer Vorginge handeln kann. Eine Limitation dieses Modells ist allerdings, dass
oft Faltungsintermediate, die als voriibergehend postuliert sind, als missgefaltete Strukturen
interpretiert werden. Dass solche metastabilen Intermediate aber auch in Proteinen, die
apparent nach dem Zweizustandsmodell falten, als aufeinander folgende obligatorische Stufen
im Faltungsprozess auftreten, konnte experimentell fiir Tendamistat gezeigt werden
(Bachmann und Kiefhaber, 2001).

Antrieb fir die Faltung ist die energetische Differenz zwischen dem nativen und dem
denaturierten Zustand, die etwa 5-15 kcal/mol betrdgt (Tanford, 1970; Jaenicke, 1987; Pace et
al., 1996). Dabei stabilisieren den nativen Zustand Wechselwirkungen zwischen Resten, die
sehr nahe beieinander liegen (,,Nextneighbour Interactions*) und als Wasserstoffbriicken, hy-
drophobe und Coulomb-Wechselwirkungen und van der Waals -Krifte fiir die Bildung von
Sekundérstruktur verantwortlich sind. Darliber hinaus versucht das Molekiil optimale
Packungsdichte mit einem Minimum an zugénglicher hydrophober Oberfldche zu erreichen.
Dazu kommen entropische Effekte durch das Entlassen von Wasser im Prozess des
hydrophoben Kollapses (Dill, 1990; Jaenicke und Buchner, 1993).



Einleitung

Nachdem Proteine in in vitro Systemen spontan zuriickfalten, glaubte man anfangs, dass
auch in vivo die Proteinfaltung automatisch auf die Proteinsynthese folgen wiirde.
Allerdings zeigten schon frithe in vitro Faltungsexperimente mit groen Multidoméinen-
oder oligomeren Proteinen, dass nur ein gewisser Anteil den nativen Zustand erreichte
(Jaenicke, 1987). 1In vivo laufen zudem Proteinfaltung und Proteinbiosynthese eng
aneinander gekoppelt ab, so dass die neue Polypeptidkette schon falten kann, bevor die
Synthese iiberhaupt beendet ist. Die Faltungsgeschwindigkeit eines typischen Proteins hat in
etwa eine Halbwertszeit von weniger als einer Sekunde, wihrend die Proteinbiosynthese nur
mit einer Geschwindigkeit von 4-20 Aminosduren pro Sekunde voranschreitet (Radford,
2000). Diese Faltung wihrend der Synthese resultiert bei ldngeren oder
Multidominenproteinen unweigerlich in unkorrekter Tertidrstruktur mit exponierten
hydrophoben Oberfldchen. Sowohl in vitro als auch in vivo filhren Bedingungen, die die
Oberfliachenexposition von hydrophoben Flidchen begiinstigen, zur Akkumulierung von nicht-
nativen Proteinen und zu Aggregation. Diese Situation ist in vivo noch unglinstiger als in
vitro, da die Gesamtproteinkonzentration wesentlich hoher ist (bis zu 300 mg/ml; Morimoto
et al., 1994) und iiberdies auch andere Bedingungen wie pH oder Temperatur nicht fiir die
Anforderungen eines bestimmten Proteins optimiert werden konnen, wie das bei in vitro
Experimenten oft der Fall ist (Jaenicke und Rudolph, 1989; Rudolph et al., 1997).

Der Mechanismus, dessen sich die Zelle bedient, um trotz dieser Bedingungen eine moglichst
hohe Ausbeute an nativ gefalteten Proteinen zu garantieren, beruht auf dem FEinsatz von
molekularen Chaperonen (sieche 1.4.) und Faltungskatalysatoren wie Protein-Disulfid-

Isomerasen (PDIs) und Peptidyl-Prolyl-cis/trans Isomerasen (PPlasen) (siche 1.3.).

1.3. Faltungskatalysatoren
1.3.1. Protein-Disulfid-Isomerasen

Neben den Chaperonen (siehe 1.4.) hat die Natur zwei Klassen von Enzymen entwickelt, die
verantwortlich sind fiir die Katalyse von langsamen Faltungsschritten. Wihrend PPlasen die
Isomerisierung von cis/trans Peptidyl-Prolyl-Bindungen beschleunigen (1.3.2.), katalysieren
PDI und sein prokaryontisches Analogon DsbA Thiol/Disulfidaustauschreaktionen
(Freedman, 1989; Hawkins und Freedman, 1991; Bardwell, 1994). Dadurch wird die
Ausbildung der korrekten Disulfidbriicken eines Proteins erleichtert. Im Endoplasmatischen
Retikulum katalysieren PDIs sowohl die Bildung, als auch die Umgestaltung von
Disulfidbriicken in sekretorischen Proteinen. Die oxidierte Form von PDI katalysiert dabei die
Bildung von Disulfidbriicken, wéhrend die reduzierte Form falsch verkniipfte Briicken wieder
auflosen kann (Bulleid und Freedman, 1988; Bardwell, 1997; Darby et al., 1998). Dabei ist
das aktive Zentrum das bei allen Oxido-Reduktasen vorkommende -CXXC- Sequenzmotiv
(Bardwell et al., 1991). Eines der Cysteine weist einen stark herabgesetzten pK-Wert auf
(Hawkins et al., 1991; Hawkins und Freedman, 1991). Die katalytische Reaktion besteht in
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der Bildung eines gemischten Disulfids zwischen der Oxido-Reduktase und dem
Substratprotein.

Bei PPlasen ist die Anzahl der katalytischen Zyklen in Anwesenheit von Peptidyl-Prolyl-
Bindungs- cis/trans-Gleichgewichten nicht limitiert. PDIs hingegen sind fiir die katalytische
Disulfidbildung abhéngig von der Verfligbarkeit von Oxidationsdquivalenten. Neueste
Forschungen haben gezeigt, dass diese bei Prokaryonten ihren Ursprung in den zelluldren
Elektronentransportketten haben. Die Reoxidation von DsbA durch DsbB wird durch
Ubiquinon angetrieben. Dieses wird wiederum durch Cytochromoxidasen unter Verwendung

von Sauerstoff als finalem Elektronenakzeptor reoxidiert (Bader et al., 1999).

1.3.2. Peptidyl-Prolyl-cis/trans Isomerasen

Trans/cis Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen ist oft der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt bei der Proteinfaltung (Brandts et al., 1975; Kim und Baldwin,
1982; Schmid, 1993). Von allen Peptidyl-Prolyl-Bindungen liegen 7% in der cis-
Konformation (Stewart et al., 1990) vor, wohingegen die cis-Konformation bei nicht-Prolin
Peptidbindungen aufgrund sterischer Behinderung durch deren Seitenketten extrem selten zu
finden ist (Odefey et al., 1995; Vanhove et al., 1998). Die fiir die Isomerisierung bendtigte
Aktivierungsenergie ist mit 85 kJ/mol recht hoch (Brandts et al., 1975), so dass die
Isomerisierung eine langsame Reaktion darstellt. Es wird angenommen, dass am Ribosom
stereospezifisch nur trans-Konformationen synthetisiert werden (Lim und Spirin, 1986) und
cis-Peptidyl-Prolyl-Bindungen erst spdter entstehen.

Enzyme, die diesen Isomerisierungsschritt katalysieren konnen, werden Peptidyl-Prolyl-
cis/trans Isomerasen (PPlasen) genannt. Erstmals wurde 1984 ein solches Enzym beschrieben
(Fischer et al., 1984). Im Gegensatz zu Chaperonen agieren PPIs als echte Katalysatoren, in-
dem sie die Prolyl-Isomerisierung beschleunigen, ohne das Gleichgewicht zwischen nativem
und denaturiertem Protein zu beeinflussen (Lilie et al., 1993; Schmid, 1993). Als katalytischer
Mechanismus der Isomerisierung wurde ,,Catalysis by Distortion” bestitigt, in der
Bindungsenergie selektiv dazu benutzt wird, einen verdrehten hoch-energetischen
Ubergangszustand zu stabilisieren oder die Grundzustinde zu destabilisieren (Harrison und
Stein, 1990a; Rosen et al., 1990; Park et al., 1992; Fischer et al., 1993).

Es wurden bislang drei Unterfamilien dieser Enyzmklasse identifiziert: FKBPs (FK506
Binding Proteins), Cyclophiline (Cyps) und Parvuline (Heitman et al., 1992; Schmid et al.,
1993; Fischer, 1994; Rahfeld et al., 1994; Dolinski und Heitman, 1997; Géthel und Marahiel,
1999).
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FKBPs und Cyclophiline dhneln einander insofern als sie beide immunsuppressive Drogen
(FK506 und Rapamycin beziehungsweise CyclosporinA) binden und von ihnen in ihren
katalytischen Eigenschaften beeinflusst werden. Folglich werden sie im Gegensatz zu den
Parvulinen (Rahfeld et al., 1994; Rudd et al. 1995), die weder CsA noch FK506 binden, auch
als Immunophiline bezeichnet. Die Enzymaktivitit von einigen Parvulinen kann aber durch
den braunen Farbstoff der Walnuss, Juglon (5-Hydroxy-1,4-naphtoquinon), gechemmt werden
(Henning et al., 1998). Bisher = wurden im Menschen durch Genomanalyse und
Proteinisolation 14 Cyps, 12 FKBPs und 2 Parvuline gefunden (Schiene und Fischer, 2000).
Die wichtigsten sind in Tabelle 1.3.2. nidher beschrieben.

Abb. 1.3.2. Bekannte Strukturen von
Vertretern der drei PPlase-Klassen. Die
Faltblattstrukturen und Schleifen sind blau
gefdarbt, wihrend a-Helices rot dargestellt
sind. FK506, Cyclosporin A und das
Dipeptid sind in  Kugel-Stab-Modell
dargestellt. A) Struktur von menschlichem
FKBP12 mit dem Inhibitor FK506 (Wilson
et al., 1995). B) Struktur von menschlichem
Cypl8 mit dem Inhibitor Cyclosporin A
(Mikol et al., 1993). C) Struktur von
menschlichem Pinl mit einem Ala-Pro-
Dipeptid (Ranganathan et al., 1997).
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Von Cypl8, FKBP12 und den Parvulinen Pinl und hPar14 ist die Struktur bereits bekannt
(Abb.1.3.2.). Cyp18 besteht aus 8 antiparallelen B-Strangen, die ein B-Barrel bilden, und zwei
kurzen Helices (Ke et al., 1991; Mikol et al., 1993), wihrend FKBPI12 aus einem
fiinfstrdngigem antiparallelem B-Faltblatt mit einer linkshidndigen Drehung und einer kurzen
Helix aufgebaut ist, und einen hohen Gehalt an aperiodischer Struktur besitzt (Michnick et al.,
1991; Moore et al., 1991; Wilson et al., 1995). Weder die Struktur von Cyp18 noch die von
FKBP12 wird durch die Bindung des jeweiligen Liganden deutlich verdndert. Die PPlase-
Domaéne der Parvuline ist dhnlich aufgebaut wie die der FKBPs (Sekerina et al., 2000) und
besteht aus 4 antiparallelen B-Faltblittern, die von 4 a-Helices umgeben sind (Ranganthan et
al., 1997, Sekerina et al., 2000). N-terminal von dieser PPlase-Doméne besitzen die meisten
eukaryontischen Parvuline eine zusitzliche WW-Doméne, die als Proteininteraktionsmodul
dient (Sekerina et al., 2000).

Humanes Cyp18 ist ein sehr effizientes Enzym, dessen Substratspezifitit breit angelegt ist mit
einer leichten Préferenz fiir Alanin in der Position vor dem Prolin (Harrison und Stein,
1990b). FKBP hingegen weist eine geringere katalytische Effizienz bei deutlich hoherer
Substratspezifitit auf, wobei hydrophobe Reste vor dem Prolin bevorzugt werden (Albers et
al., 1990; Harrison und Stein, 1990b). Die PPlase-Aktivitdt der Parvuline ist dhnlich der von
Cypl8 (Rahfeld et al., 1994; Rudd et al., 1995). Allerdings weisen verschiedene Parvuline
deutlich unterschiedliche Substratspezifititen auf. £.coli Parvulin bevorzugt -genau wie die
FKBPs- in Tetrapeptiden hydrophobe Reste vor dem Prolinrest (Rahfeld et al., 1994),
wohingegen hPar14 eine deutliche Priaferenz fiir positiv geladene Aminoséduren, vor allem
Arginin, in dieser Position aufweist (Uchida et al., 1999).

Das humane Pinl katalysiert die Isomerisierung von Peptiden, in denen Phosphoserin und
Phosphothreonin dem Prolinrest vorangehen, wesentlich besser als ihre nicht
phosphorylierten Varianten (Ranganathan et al., 1997; Yaffe et al., 1997). Dieses Verhalten
scheint die Grundlage fiir einen neuartigen mitotischen Regulationsmechanismus zu bilden
(Yaffe et al., 1997; Winkler et al., 2000; Zhou et al., 2000).

Fiir die immunsuppressive Wirkung von Cyclosporin A und FK506 sind die Komplexe der
beiden Molekiille mit dem jeweiligen Immunophilin (CyclosporinAeCyclophilin bzw.
FK506eFKBP) verantwortlich. Sie wechselwirken mit Calcineurin, das durch diese Bindung
seine Fahigkeit, den IL-2 spezifischen Transkriptionsfaktor NF-AT zu dephosphorylieren,
verliert. Das fiihrt dazu, dass NF-AT nicht in den Zellkern einwandern kann und die
Transkription von IL-2 nicht angeschaltet werden kann (Fischer, 1994). Die
immunsuppressive Wirkung der RapamycineFKBP Komplexe hingegen beruht auf ihrer
Wechselwirkung mit der Protein-Lipid-Kinase FRAP/RAFT (Hamilton und Steiner, 1998).
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Gene MW Lokali- Charakteristika/ Keat/ K Literatur
sation mutante Phiinotypen om'sh
Cyclophiline
CypA/Cypl8 |18 Zytoplasma | Rezeptor fiir CsA 510° Handschumacher et al., 1984;
Interaktion mit HIVgag, Schonbrunner et al., 1990; Liu et
Hsp90 und YY1 al., 1991; Nadeau et al., 1993;
Luban et al., 1993; Yang et al.,
1995
CypB 23 ER Komplex mit Hsp47 und 6,3 10° |Bergsma et al., 1991; Hasel et
Prokollagen, al., 1991; Price et al., 1991;
Interaktion mit CAML und Bram und Crabtree, 1994; Smith
mit HIVgag etal., 1995
CypC 23 ER Interaktion mit 70 kDa - Friedman und Weissman, 1991;
Glykoprotein (CAP) Friedman et al., 1993
CypD 20 Mitochon- | Regulation der 0,9 10° | Connern und Halestrap, 1992;
drien mitochondriellen Perme- Nicolli et al., 1996;
abilitdts-Transitionspore
Cyp40 40 Zytoplasma | Hsp90-Bindung in SHR- 1,9 10° | Kieffer et al., 1992, 1993;
Komplex, Ratajczak et al., 1993, 1995;
Calmodulinbindung Hoffman und Handschumacher,
1995
FKBPs
FKBP12 12 Zytoplasma | Rezeptor von FK506 und 2,210° | Albers et al., 1990; Liu et al.,
Rapamycin; Bestandteil von 1991; Jayarman et al., 1992;
Ryanodin und IP3 Rezeptor- Wiederrecht et al., 1992;
Komplexen, Interaktion mit Timerman et al., 1993; Cameron
YY1 etal., 1995
FKBP12.6 12.6 | Zytoplasma |In Calcium-Kanélen im 0.62 10° | Timerman et al., 1996
Herzmuskel
FKBP13 13 ER Induziert durch Tunicamycin - Jinetal., 1991; Bush et al., 1994
FKBP25 25 Zellkern, Interaktion mit Nucleolin und | 0,8 10° | Galat et al., 1992; Riviere et al.,
Zytoplasma | Kasein Kinase I1 1993
FKBP51 51 Zytoplasma | Hsp90-Bindung im SHR- - Smith et al., 1993; Baughman et
(FKBP54) Komplex al., 1995
FKBP52 52 Zellkern Hsp90-Bindung im SHR- 1,4 10° |Taietal., 1992; Chambraud et
(Hsp56; HBI; Zytoplasma | Komplex al., 1993
FKBP59) Bindung an Calmodulin
Parvuline
Pinl (hPar18) |19 Zellkern Mitotischer Regulator 20,2 10° |Luetal., 1996; Yaffe et al.,
Interaktion mit NIMA Kinase 1997; Winkler et al., 2000; Zhou
etal., 2000
hPar14 14 Zellkern N-terminal ungefaltet, 0,04 10° | Uchida et al., 1999, Sekerina et

mogliche Interaktion mit
DNA

al., 2000

Tabelle 1.3.2. Ubersicht iiber einige wichtige Siugetier — PPIasen. Die angegebenen k., /K,,-Werte
beziehen sich jeweils auf das Tetrapeptid-Substrat, flir das bislang die grofite Spezifitit gezeigt ist.
(verandert nach Dolinski und Heitman, 1997).
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In HIV-1 infizierten Zellen assoziiert menschliches CyclophilinA (CypA) bei der
Virusreifung stabil mit dem Virusprotein p55 % (Luban et al., 1993). Die Tatsache, dass diese
Assoziation mit der Infektiositdt des Viruspartikels korreliert, weist darauf hin, dass die
Wechselwirkung zwischen CypA und p55 # fiir friihe Stufen der HIV-1-Replikation von
Bedeutung ist (Thali et al., 1994). Fiir die Bindung an CypA ist eine prolinreiche Region
zustindig, die in allen HIV-1 gag Polyproteinen konserviert ist (Franke et al., 1994). Im
Gegensatz zu anderen CypA-Substrat-Komplexen ist in der Kristallstruktur von CypA im
Komplex mit einem Peptid des HIV-1 p55%* Capsidproteins der Prolinrest in trans-
Konformation gebunden (Zhao et al., 1979). Das fiihrte zu der Vermutung, dass CypA hier
eher als molekulares Chaperon im Coating/Uncoating -Prozess des Virus arbeitet denn als
PPIase (Gothel und Marahiel, 1999).

Weil PPlasen so hoch konserviert sind und in vitro Proteinfaltung katalysieren konnen,
nahm man lange Zeit an, sie wiirden auch in der in vivo Faltung von Proteinen eine tragende
Rolle spielen. Ein bisher beschriebenes Beispiel fiir eine PPlase mit generellen Aufgaben ist
das Parvulin-Homolog ppiD aus E. coli (Dartigolongue und Raina, 1998), dessen Deletion
zu einer allgemeinen Reduktion des Proteinlevels und der Faltung in der dulleren Membran
des Periplasmas fiihrt. An mitochondrialen Cyclophilinen aus Neurospora crassa (Rassow
et al., 1995) und Hefe (Matouschek et al., 1995) konnte gezeigt werden, dass diese Proteine
Teil der Proteinfaltungsmachinerie der Zelle sind. Der Trigger Faktor ist ein mit dem
Ribosom assoziiertes Protein, das mit neusynthetisierten Proteinen interagiert (Stoller et al.,
1995; Bukau et al., 2000). Seine PPlase-Aktivitit im Bezug auf Proteinsubstrate ist
wesentlich hoher als die von Cyclophilinen und FKBPs, und er wirkt zusétzlich als Chaperon.
Er besitzt eine zentrale FKBP-dhnliche Doméne, aber seine hochaffine Bindestelle fiir
Substratproteine erstreckt sich dariiber hinaus auch auf Domédnen C- und N- terminal davon
(Scholz et al., 1997c; Zarnt et al., 1997).

Die Bedeutung von PPlasen in hoheren Eukaryonten wird durch die schweren, teilweise
lethalen Herzmuskeldefekte, die eine Deletion von FKBP12 in Maus auslost, gezeigt (Shou et
al., 1998). Hauptursache dieser Defekt sind wohl morphologische Verdanderungen in dem mit
FKBP12 assoziierten Ca”" -Kanal RyR2. Auch in Pflanzen fiihrten Mutationen in PPIlase-
kodierenden Genen, wie zum Beispiel PAS1 in Arabidopsis thaliana, zu schweren
Entwicklungsdefekten, deren Hauptmerkmal unkontrolliertes Zellwachstum war (Vittorioso
et al., 1998). Uberexpression der PPlase-Domine von Weizen FKBP73 fiihrte zu sterilen
ménnlichen Pflanzen mit verdnderter Morphologie (Aviezer et al., 1998).

Allerdings lassen sich in Hefe alle Cyclophiline und FKBPs deletieren, ohne dass eine Effekt
auf das Uberleben der Zellen deutlich wird (Dolinski et al., 1997). Das einzige Mitglied der
PPlase Familie, das in Hefe essentiell ist, ist das Parvulin Essl. Auch das Gen des
periplasmatischen Cyclophilins von E. coli kann ohne Probleme deletiert werden
(Kleerebezem et al., 1995). Insgesamt gibt es mit Ausnahme einiger Pflanzen nur wenige

mutante Phanotypen, die sich aus Mutationen in spezifischen PPlasen ableiten lassen. Davon
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ausgehend hat man den Schluss gezogen, dass Immunophiline keine generelle Rolle bei der
Proteinfaltung spielen, sondern eher spezielle Funktionen erfiillen (Gothel und Marahiel,
1999) oder nur mit bestimmten Partnerproteinen interagieren kdnnen. Ein Beispiel dafiir
wire FKBP12 in Hefe, von dem die Aktivitdtsregulation der Aspartokinase abhéngt (Alarcon
und Heitman, 1997). Zudem sind fiir FKBP12 weitere funktionelle Interaktionen mit anderen
Proteinen, wie zum Beispiel dem Rhyanodin Rezeptor im sarkoplasmatischen Retikulum
(Collins, 1991; Jaymaran et al., 1992), dem Inositol-Triphosphat Rezeptor im ER (Cameron et
al., 1995) oder dem Typll TGF-Rezeptor in der Plasmamembran (Wang et al., 1994)
beschrieben. Des weiteren scheinen FKBPs eine wichtige Funktion im Nervensystem beim
Wachstum und der Regeneration von Nerven zu spielen (Hamilton und Steiner, 1998; Gold,
1999).

PPIasen mit speziellen Funktionen sind auch NinA und Pin 1. NinA spielt eine zentrale Rolle
bei der Reifung und Lokalisation von Rhodopsin. Seine Deletion fiihrt zu Akkumulation von
Rhodopsin und 16st Erblindung aus (Schneuwly et al., 1989; Stammes et al., 1991). Die
spezielle Funktion von Pinl liegt in der Regulierung des Zellzyklus (Lu et al., 1996; Winkler
et al., 2000). Insgesamt ist jedoch die genaue physiologische Rolle der PPlasen noch
ungeklart.

1.4. Molekulare Chaperone

Unter physiologischen Bedingungen und Stress-Situationen erkennen und binden molekulare
Chaperone selektiv nicht-native Proteine. Damit verhindern sie irreversible Aggregationen
und sorgen dafiir, dass Proteine auf dem richtigen Faltungsweg bleiben (Buchner, 1996).
Chaperone beeinflussen nur die kinetisch kontrollierte Konkurrenz zwischen Proteinfaltung
und deren Nebenreaktionen wie Aggregation, stellen jedoch keine sterische Information fiir
die Faltung bereit (Jaenicke und Buchner, 1993).

Urspriinglich wurde der Ausdruck ,,Molekulares Chaperon® fiir die GroE- und Hsp70-Familie
gepragt (Ellis und van der Vies, 1991), um ihre unterstiitzende und liberwachende Funktion
bei der Aufrechterhaltung von Struktur und Ausbildung von legitimen Wechselwirkungen zu
erliutern. Thre Unterteilung erfolgt aufgrund von Sequenzhomologien und nach ihrer
apparenten Masse und Funktion. Die Hauptklassen sind dabei die Hspl00/Clp-Familie
(Parsell et al., 1994; Schirmer et al., 1996), die Hsp90-Familie (Pratt und Toft, 1997;
Buchner, 1999), die Hsp70-Familie (Gething et al., 1994; Riidiger et al., 1997; Mayer und
Bukau, 1998), die Hsp60-Familie (Goloubinoff et al., 1989; Beilinger und Buchner, 1998)
und die kleinen Hitzeschockproteine (Arrigo und Landry, 1994; Ehrnsperger et al., 1998
)(siehe Tabelle 1.4.).

Die meisten Chaperone weisen eine erhohte Syntheserate bei nicht-permissiven Temperaturen

auf und gehoren somit zu den klassischen Hitzeschockproteinen (Georgopoulos und Welch,
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1993). Thre Expression kann aber auch durch andere Stressfaktoren, zum Beispiel gewisse
Chemikalien, ausgeldst werden (Gething und Sambrook, 1992). Zwischen ihrer Expression
und dem Auftreten von Thermotoleranz existiert eine klare Korrelation (Lindquist und Craig,
1988). Aber auch unter permissiven Bedingungen werden viele Hitzeschockproteine
konstitutiv exprimiert und fiir bestimmte zelluldre Prozesse bendtigt (Becker und Craig, 1994;

Hartl, 1996).

Klasse und Beispiele

Funktion

Hsp100-Familie
Hspl04 —s. cerevisiae

Clp -E. coli

Toleranz gegen Hitze und Ethanol

Auflésung von Aggregaten

Hsp90-Familie
HtpG-E. coli
Hsp83 - D. melanogaster

Hsc/Hsp82 - 5. cerevisiae

sieche Kapitel 1.5.

Hsp70-Familie

Grp78/BIP- ER von Siugern
DnaK—-E. coli

Ssal-4p, Ssbl und 2 - s. cerevisiae

Hsp70/Hsc70 - Sauger

Proteinimport ins ER und Faltung von ER-
Proteinen
Interaktion mit HSF-Transkriptionsfaktor

trennt Clathrin und Clathrin-Coats

Hsp60 — Familie
GroEL/ES -E. coli

Cpn60/10 - 5. cerevisiae

Faltung vieler Proteine, ATP-abhingig

Faltungshelfer in Mitochondrien

kleine Hsps
Ipr und B-E. coli
Hsp26 - s. cerevisiae

Hsp25/27 — Maus/Mensch

Bestandteil von ,,Inclusion bodies*

nicht bekannt

Tabelle 1.4. Uberblick iiber die wichtigsten Vertreter der verschiedenen Chaperon-Familien

In der Zelle scheinen Chaperone weniger als einzelne Proteine, sondern vielmehr als
ineinander iibergreifende und zu einem komplexen Netzwerk zusammengeschlossene
Systeme zu agieren (Buchner, 1996; Hartl, 1998).
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Die jeweiligen ATP-Bindungseigenschaften bilden einen Unterschied zwischen den
verschiedenen Chaperon-Familien. Wahrend die Aktivitdt der kleinen Hitzeschockproteine
unabhingig von ATP ist (Ehrnsperger et al., 1998), ist Bindung von ATP fiir die Funk-
tionalitit von GroEL und Hsp70 von grofer Bedeutung. Sie bewirkt eine
Konformationsédnderung, durch die die beiden Chaperone von einen fiir Substratproteine
hoch-affinen in einen niedrig-affinen Zustand iiberfiihrt werden (BeiBinger und Buchner,
1998; Mayer und Bukau, 1998). Die nachfolgende Hydrolyse, die fiir die Wiedererlangung
des hoch-affinen Zustands verantwortlich zu sein scheint, wird oft von dem jeweiligen
Partner-Protein beeinflusst (Beiflinger und Buchner, 1998; Mayer und Bukau, 1998). Auch
Vertreter der Hsp100-Familie binden ATP (Schirmer et al., 1996). Dabei ist aber iiber ihren
ATPase-Zyklus und den Mechanismus der Substratbindung noch wenig bekannt. Sie besitzen
jedoch die einzigartige Fidhigkeit, Aggregate wieder aufzulosen (Parsell et al., 1994;
Goloubinoff et al., 1999).

Einen weiteren Unterschied bildet die Substratspezifitit der einzelnen Chaperone. Das GroE-
System besitzt ein sehr breites Substratspektrum, das von ungefalteten bis zu nativ-dhnlichen
Proteinen reicht (BeiBBinger und Buchner, 1998). Seine Limitation ist aber die GroBe des
Hohlraums, in dem die Faltung stattfindet, die in vivo bei etwa 55 kDa liegt (Ewalt et al.,
1997). Fiir die Substratspezifitit des Hsp70-Systems dagegen ist die Bindung an kurze lineare
Sequenzen in entfalteten Proteinen oder Peptiden, die hydrophobe Reste enthalten,
charakteristisch (Gething et al., 1994; Riidiger et al., 1997). Ahnlich wie Hsp70 kann auch
Hsp90 antigene Peptide binden und sie den MHC Klasse I Molekiilen présentieren
(Srivastava et al., 1994; Blachere et al., 1997). Als effizienteste Chaperone im Bezug auf die
Bindekapazitit konnen wohl die kleinen Hitzeschockproteine gelten. Sie bilden grof3e
Oligomere, die pro Untereinheit jeweils eine Polypeptidkette binden kdnnen (Ehrnsperger et
al., 1998).

1.5. Hsp90 und der Multichaperonkomplex

Hsp90 ist eines der hdufigsten Proteine in eukaryontischen Zellen. Sogar unter stressfreien
Bedingungen macht es 1-2% des gesamten zelluldren Proteins aus (Welch und Feramisco,
1982). Dieser Level erhoht sich infolge von Stressfaktoren noch weiter (Welch und
Feramisco, 1982), was auf seine schiitzende Funktion unter diesen Bedingungen hinweist. In
vitro wurde gezeigt, dass Hsp90 spezifisch mit nicht-nativen Proteinen interagiert und so
ithre Stress-induzierte Aggregation verhindert (Wiech et al., 1992; Freeman et al., 1996).

Vor kurzem wurde Hsp90 zudem eine bedeutende Rolle in der Evolution zugeschrieben
(Rutherford und Lindquist, 1998). An Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden,
dass Hsp90 eine grofe Zahl von kryptischen genetischen Variationen puffern kann, indem es
den mutierten Proteinen hilft, ihre ,,Wildtyp*“-Struktur und -Funktion aufrecht zu erhalten.
Wird die Funktion von Hsp90 gestort, dann manifestieren sich die bis dahin kryptischen
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Phinotypen der mutierten Substratproteine, und ein neuer ,,Pool“ an Varianten steht der
natiirlichen Selektion zu Verfiigung.

Hsp90 ist hochkonserviert und besitzt Homologe in so verschiedenen Spezies wie Bakterien,
Hefe, Drosophila und Mensch (Pratt und Toft, 1997). Nur in Archaeen wurde bisher noch
kein Homologes gefunden. Im Zytosol von Sdugetierzellen gibt es zwei Isoformen von Hsp90
- z.B. das vorwiegend induzierbare Hsp90a und das konstitutiv exprimierte Hsp90f beim
Menschen (Hickey et al, 1989). Eine dritte Form, Grp94, ist spezifisch fiir das
Endoplasmatische Retikulum (Little et al., 1994; Wearsch und Nicchita, 1996). Von einem
weiteren, verkiirzten Vertreter, Hsp75 oder TRAP1 in Mitochondrien, wurde berichtet (Song
et al., 1995; Chen et al., 1996).

Hsp90 ist zwar vorwiegend ein zytoplasmatisches Protein, kann sich aber als Folge
verschiedener Stressoren sehr schnell im Zellkern ansammeln (Gasc et al., 1990; Akner et al.,
1992).

Humanes Hsp90a

Wz MEEVD
16 221 273

1 691 722

Humanes TRAP1

1 645

Abb. 1.5.1. Dominen-Struktur von humanem Hsp90 und TRAPI1. Die hochkonservierten
Regionen sind schwarz und gestreift dargestellt. Dabei ist die schwarze Region die ATP-bindende. Die
geladene Region ist weiss. Sie fehlt in TRAP1 und E.coli HtpG.

Sowohl die N- als auch die C-terminalen Doménen von Hsp90 sind hochkonserviert. Beide
sind durch einen geladenen Linker miteinander verbunden, der in TRAP-1 und E. coli
HtpG  fehlt (Abb. 1.5.1.). Natives Hsp90 liegt als Dimer vor, wobei sich die
Dimerisierungsstelle in der C-terminalen Doméne des Proteins befindet. Sowohl die isolierte
N-terminale als auch die C-terminale Doméne besitzen in vitro Chaperon-Aktivitit (Young
et al., 1997; Scheibel et al., 1998; Scheibel et al., 1999).

12



Einleitung

9090

Intermediire
Reifer Komplex
/ -
Hormon
A\ 4
- [ sH
@ ([ sH
Hormonbindung: l
@ - DNA Bindung

+

Abbildung 1.5.2. Einfluss des Hsp90-Multichaperonekomplexes auf die Reifung von Steroid-
hormonrezeptoren (SHR). Ob ein oder zwei Immunophilin-Monomere an ein Hsp90-Dimer binden
ist noch kontrovers. In dieser Darstellung wird vor allem durch chemische Quervernetzungsdaten
gestiitzte Sichtweise, dass nur ein Immunophilin-Monomer an ein Hsp90-Dimer bindet, illustriert.
Verandert nach Smith et al. (1995).

In vivo bindet Hsp90 eine Vielzahl von Substratproteinen, die diese Interaktion brauchen,
um ihre aktive Konformation zu erlangen. Substratproteine sind neben den Steroid-
Hormonrezeptoren (SHR) (Pratt und Toft, 1997) auch der Aryl Hydrocarbon Rezeptor
(Perdew, 1988; Whitelaw et al., 1993; Fukunaga et al., 1995), die mutante Konformation von
p53 (Blagosklonny et al., 1996; Sepehrnia et al., 1996), der Heat Shock Transkriptionsfaktor
HSF-1 (Nadeau et al., 1993; Nair et al., 1996), Tyrosinkinasen wie p60v-src (Brugge et al.,
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1981, Oppermann et al., 1981), Serin/Threonin Kinasen wie Raf-1 (Stancato et al., 1993;
Wartman und Davis, 1994) und die Reverse Transkriptase des Hepatitis B Virus (Hu und
Seeger, 1997).

Der gemeinsame Nenner dieser vielféltigen Interaktionen ist die Tatsache, dass Hsp90 durch
seine Bindung einen teilgefalteten Zustand des betreffenden Proteins stabilisiert. Dieser wird
erst dann einer weiteren konformationellen Umgestaltung unterworfen, wenn ein bestimmtes
externes Signal eintritt, wie zum Beispiel die Bindung des Steroidhormons im Falle des
SHRs.

Hier erfiillt Hsp90 seine Funktion in Zusammenarbeit mit einer definierten Anzahl an
sogenannten Co-Chaperonen, die in den Komplexen teilweise in Abhéngigkeit von den

verschiedenen Substraten vorkommen (Tabelle 1.5.).

Allgemeiner | Name in Name in Funktion TPR-Motiv
Name Wirbeltieren Hefe
Hsp70 Hsp70 Ssalp Chaperon -
Hsp40 Hsp40, Hdj1 Ydjl Hsp70-Kofaktor -
Hip Hip, p48 - Hsp70-Kofaktor -
Hop Hop, p60 Stil Assemblierungsfaktor  fiir +
Hsp70 und Hsp90
CDC37 p50 Cdc37p Kinase-spezifischer ?
Kofaktor
FKBP51 FKBP51, p54, - ? +
FKBP54
FKBP52 FKBP52, p59, - Prolylisomerase, Chaperon +
p56, HBI, Hsp56
Cyp40 Cyp40 Cprop, Cpr7p | Prolylisomerase, Chaperon +
PP5 PP5 PPT1 Protein-Serine Phosphatase +
Cnsl - Cnsl ? +

Tabelle 1.5. Ubersicht iiber die Hsp90-Partnerproteine (verindert nach Buchner, 1999).

Von all diesen Substratproteinen ist die Interaktion mit dem Steroidhormonrezeptor (SHR)
die am besten charakterisierte. In seinen inaktiven Zustand - d. h. in Abwesenheit eines
geeigneten Liganden - liegt er in hheren Eukaryonten mit Hsp90 und seinen Co-Chaperonen
assoziiert vor (Smith et al., 1990; Pratt und Toft, 1997). Mehrere Hsp90-Komplexe
verschiedener Zusammensetzung sind fiir die Rezeptoraktivierung notwendig (siche
Abb.1.5.2.). In einen frithen Stadium im Chaperonzyklus interagiert der Rezeptor mit Hsp70
und Hip. Die Bindung von Hsp90 via Hop fiihrt zur Bildung eines Intermedidren Komplexes,
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der sowohl Hsp70 als auch Hsp90 beinhaltet. Daraus entwickelt sich der reife Hsp90-
Multichaperon-Komplex, der aus Hsp90, einem kleinen sauren Protein namens p23 und
einem der drei groen Immunophiline (FKBP51, FKBP52 oder Cyp40, siche Abschnitt 1.6.)
besteht (Pratt und Toft, 1998; Smith, 1998). Dieser reife Komplex ist unter normalen Assem-
blierungsbedingungen inhérent instabil und zerfdllt mit einer Halbwertszeit von etwa 5
Minuten wieder. Hat der Rezeptor dann noch keine Hormon gebunden, beginnt fiir ihn der
Chaperonzyklus von neuem (Smith, 1998). Ist Hormonbindung erfolgt, so wird er nicht mehr
von Hsp70 erkannt, sondern wird stattdessen einer Reihe von Modifikationen unterzogen und
wandert in den Kern, um dort als Transkriptionsfaktor zu agieren.

Fir Mitglieder anderer Chaperonklassen (z.B. Hsp60 und Hsp70) ist ATP-Bindung und
Hydrolyse notwendig fiir Konformationsdnderungen (Bukau und Horwich, 1998). Neuere
Befunde zeigen, dass auch Hsp90 spezifisch ATP bindet, wenngleich mit einem schwachen
Kp im hochmikromolaren Bereich (Prodromou et al., 1997a; Scheibel et al., 1997). Zudem
besitzt es ATPase-Aktivitdt mit einer geringen Umsatzgeschwindigkeit (Obermann et al.,
1998; Panaretou et al., 1998; Scheibel et al., 1998). Diese Aktivitit ist essentiell fiir seine
Funktion in Hefe (Obermann et al., 1998; Panaretou et al., 1998) und wird von den Anti-
Tumordrogen Geldanamycin (GA) und Radicicol inhibiert (Neckers et al., 1999; Roe et al.,
1999). Die Bindestelle fiir ATP in der N-terminalen Doméne von Hsp90 wurde durch
Rontgen-Kristallographie in Kokristallen mit ATP eindeutig identifiziert (Prodromou et al.,
1997b). GA bindet an die ATP-Bindestelle (Stebbins et al., 1997). Diese Doméne besteht aus
einen 8-strangigen B-Faltblatt und 9 a- Helices, die ein o/ Sandwich bilden.

Die Bindestelle befindet sich in einer 15 Angstrom tiefen Tasche mit B-Sheets am Grund und
Loops und Helices, die den Liganden umgeben. Im Gegensatz zu GroE oder Hsp70, von
denen das Nukleotid in einer ausgestreckten Konformation gebunden wird, liegt ATP in der
Hsp90-Struktur geknickt vor (Prodromou et al., 1997a). Kiirzlich wurde fiir weitere Proteine —
unter anderem DNA Gyrase und MutL- gezeigt, dass sie ein dhnliches Nukleotid-
Bindemuster haben wie Hsp90 (Dutta und Inouye, 2000). Fiir MutL wurde nachgewiesen,
dass seine N-terminalen Fragmente in Anwesenheit von ATP dimerisieren und gesteigerte
ATPase Aktivitit zeigen (Ban et al., 1999). Die Kristallstruktur von MutL zeigte, dass auch
Aminoséurereste, die aulerhalb der ATP-Bindedomine liegen, wichtig fiir die Dimerisierung
und somit fiir die ATPase-Aktivitét sind (Ban et al., 1999). Studien an Hefe Hsp90 sprechen
fiir einen dhnlichen Mechanismus (Prodromou et al., 2000). Der Reaktionszyklus der Hsp90-
ATPase konnte mittels neuartiger fluoreszierender ATP-Analoga aufgeklart werden (Weikl et
al., 2000). Ein wichtiger Schritt dabei ist eine Konformationsdnderung von Hsp90, die das
gebundene Nukleotid einschlieBt, das erst nach seiner Hydrolyse wieder freigesetzt werden
kann. Sowohl fiir diese Reaktion als auch fiir ihre maximale Umsatzgeschwindigkeit sind C-
terminale Regionen von Hsp90 von Bedeutung (Weikl et al., 2000). Die ATP-bindende
Domine alleine weist nur eine niedrige Hydrolyserate auf. ATP-Bindung und —Hydrolyse
verursachen Konformationsdanderungen, die das ganze Molekiil betreffen.

Den TPR-enthaltenden Co-Chaperonen (Tabelle 1.5.) wurde eine Rolle in der Regulation der
ATPase-Aktivitdt von Hsp90 zugesprochen, nachdem gezeigt werden konnte, dass das Hefe

15



Einleitung

Hop-Homologe Stil die ATPase von Hefe Hsp90 komplett inhibieren kann (Prodromou et al.,
1999). Das Cyp40-Homologe Cpr6 kann die ATPase wieder reaktivieren, indem es Stil von
Hsp90 verdringt (Prodromou et al., 1999).

1.6. Die grofien Immunophiline

Immunophiline mit hoherer relativer molekularer Masse (40-54 kDa im Gegensatz zu 12-18
kDa bei den kleinen Immunophilinen) werden groe Immunophiline genannt. Zusétzlich zu
threr N-terminalen PPlase-Aktivitit besitzen sie noch weitere C-terminale Doménen, die
Tetratricopeptid-Repeats (TPRs) und eine Calmodulin-Bindestelle (Abb. 1.6.1.). In Sauge-
tieren sind das FKBP51, FKBP52 und Cyp40.

1 184 226 370
Cypdo B N 7
PPIase TPR
riars: SIS NNz

1 143 267 458

Abb. 1.6.1. Struktur der grofien Immunophiline Cyp 40 und FKBP52. FKBP51 ist analog zu
FKBP52. Die PPlase Doméne ist in weill dargestellt, die Tetratricopeptid-Repeats (TPRs) sind
dunkelgrau und die Calmodulin-Bindestelle (Cambd) ist gestreift.

1.6.1. FKBP52

Das groBe Immunophilin, das als erstes im Komplex mit Hsp90 identifiziert wurde, war
FKBP52 (Tai et al., 1986, Renoir et al., 1990). Es wurde von verschiedenen Gruppen mit
verschiedenen Namen (Hsp56, p59, HBI, FKBP59) bezeichnet. FKBP52 ist in der Zelle
sowohl im Zytosol als auch im Zellkern lokalisiert (Perrot-Applanat et al., 1995). Zudem
wurde Assoziation mit den Mikrotubuli und Dynein nachgewiesen (Czar et al., 1994; Perrot-
Applanat et al., 1995; Silverstein et al., 1999). Sequenz- und ,,Hydrophobic Cluster Analysis*
zeigte, dass es aus vier verschiedenen Doménen besteht, die durch kurze hydrophile Linker-
Regionen voneinander getrennt sind (Chambraud et al., 1993). Zwei dieser Doménen sind mit
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FKBP12 verwandt. Die N-terminale Doméne von FKBP52 weist 55% Aminosidurechomologie
(Lebeau et al., 1992) und 49% Sequenzidentitit zu FKBP12 auf (Callebaut et al., 1992). Dort
ist auch die PPIase-Aktivitdt lokalisiert (Chambraud et al., 1993).

Die darauffolgende Doméne 2 besitzt immerhin noch 28% Sequenzidentitit mit FKBP12. Fiir
sie wurde nur marginale PPlase-Aktivitit festgestellt (Chambraud et al., 1993). Doméne 3
besteht aus Tetratricopeptid-Repeats (TPRs) (Radanyi et al., 1994; Owens-Grillo et al., 1995;
Ratajczak und Carello, 1996; Barent et al., 1998) und Doméne 4 weist eine Calmodulin-
Bindestelle auf (Lebeau et al., 1992; Massol et al., 1992). Calmodulin ist ein intrazellulérer
Rezeptor fiir Ca®’, der die Aktivitit einer Vielzahl von Enzymen und Strukturproteinen
moduliert. Dass diese Doméne wirklich mit Calmodulin interagieren kann, wurde anhand der
spezifischen Bindung von FKBP52 an Calmodulin-Sepharose gezeigt (Massol et al., 1992).
Ob FKBP52 allerdings in vivo Wechselwirkungen mit Calmodulin eingeht, ist noch nicht
geklart. Sowohl FKBP52 selbst (Wiederrecht et al., 1992) als auch Doméne 1 (Yem et al.,
1993) alleine verhalten sich wie ein Dimer.

Ob FKBP52 éhnlich wie FKBP12 und Cyp18 an der Inhibierung von Calcineurin beteiligt, ist
kontrovers (Yem et al., 1993; Lebeau et al., 1994). Von schwacher Inhibitoraktivitét fiir die
Phosphatase-Aktivitdit von Calcineurin wurde berichtet (Lam et al., 1995; Abraham und
Wiederrecht, 1996). Bei Hitzestress (43°C fiir 4h) oder chemischen Stress (Zugabe von
Natriumarsenit) wird FKBP52 von der Zelle vermehrt exprimiert und kann somit als
Hitzeschockprotein gelten (Sanchez, 1990).

Die Suche nach weiteren Interaktionspartnern von grolen Immunophilinen wurde vor allem
an FKBP52 mit Hilfe von Two-Hybrid Screens unternommen. Dabei wurden bisher zwei
Proteine identifiziert. Ein 48 kDa groBes Protein, fiir das sich keine Homologie in der
GenBank fand, und das als FAP48 ( FKBP-associated Protein of 48 kDa) bezeichnet wurde.
Es interagiert mit der PPlase-Doméne sowohl von FKBP52 als auch von FKBP12 und, weil
diese Bindung durch die Anwesenheit von FK506 wieder geldst wird, wurde vermutet, dass
FAPA48 ein zelleigener Ligand fiir FKBPs sein und die Funktionen von FK506 nachahmen
konnte (Chambraud et al., 1996). Das zweite interagierende Protein war das 38 kDa grof3e
P2, dessen Bindung an die PPlase-Domidne von FKBP52 die Bindung von FKS506 im
Gegensatz zu FAP48 verstirkt. Zudem bindet es nicht an FKBP12. Spdtere GenBank-
Recherchen zeigten, dass P2 mit der menschlichen Phytanoyl-CoA a-Hydroxylase, PAHX
genannt, identisch ist (Chambraud et al., 1999).

Welche Rolle FKBP52 im Hsp90 SHR-Komplex spielt, ist unklar. Einer Hypothese zufolge
gibt es eine direkte Bindung zwischen FKBP52 und dem Glukokortikoid-Rezeptor (Owens-
Grillo et al., 1996). Diese basiert auf einem Sequenzvergleich von Rezeptor und FKBP52, wo
in den Aminosduren 139-146 der Sequenz von FKBP52 aus Kaninchen eine Abfolge
gefunden wurde (EDLTDDED), die elektrostatisch zur NL1-Sequenz von GR (RKTKKKIK)
komplementér ist. Diese Sequenz existiert mit konservativen Austauschen auch in FKBP52
aus Maus und Mensch. FKBP51 besitzt diese Region jedoch nicht (Baughman et al., 1995).

Experimentelle Evidenz fiir eine tatsdchliche Bindung lieferten chemische Querver-
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netzungsstudien zwischen FKBP52 und dem Glukokortikoidrezeptor (Silverstein et al., 1999).
Dieselbe Studie postuliert auch eine Interaktion von FKBP52 mit dem Zytoskelett-Element
Dynein. Im Gegensatz zur Interaktion mit dem Glukokortikoidrezeptor, wo die
Interaktionsstelle weder durch die PPlase-Doméne noch durch die TPR-Doméne von PP5
inhibiert wurde, konnte die Interaktion mit Dynein von der PPlase-Domine inhibiert werden.
Das legt nahe, dass Dynein mit den ersten 148 Aminosduren von FKBP52 interagiert
(Silverstein et al., 1999), wohingegen die Lokalisation der Interaktionsstelle von FKBP52 fiir
Glukokortikoidrezeptor nicht weiter eingeengt werden konnte.

1.6.2. FKBP51

FKBP51, das mit FKBP52 circa 60% Sequenzidentitdt aufweist, wurde erstmals in Hiihner
Progesteronrezeptor (PR)-Komplexen identifiziert (Smith et al., 1990). Genau wie FKBP52
besitzt es PPlase-Aktivitit und bindet FK506 und Rapamycin. Im Komplex mit einem
FK506-Analogon konnte es die Phosphatase-Aktivitdit von Calcineurin schwach hemmen
(Baugham et al., 1995). Je nach Zelltyp scheint die Expression von FKBP51 empfindlich fiir
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren zu sein (Baugham et al., 1995). Fiir eine erh6hte
Expression infolge von Hitzestress, wie sie fiir FKBP52 beschrieben ist (Sanchez, 1990), gibt
es bei FKBP51 keine Evidenz.

Genau wie FKBP52 kann auch FKBP51 iiber seine C-terminalen Regionen an Hsp90 binden.
Allerdings konnte FKBP51 durch Zugabe von Hormon vom Rezeptorkomplex geldst werden,
wihrend die anderen Komponenten wie Hsp90, p23 und FKBP52 auch unter diesen
Bedingungen gebunden blieben (Smith et al., 1990, 1993). Dies weist auf eine zusétzliche
Bindung zwischen Rezeptor und FKBP51 hinweist hin. Die Interaktion von FKBP51 mit
Hsp90 beinhaltet zusitzliche Regionen C-terminal von der TPR-Domine (Barent et al.,
1998).

Dariiber hinaus wird FKBP51 in PR und GR Komplexen bevorzugt inkorporiert (Barent et al.,
1998). Untersuchungen an Lymphozyten aus dem Totenkopfiffchen (Saimiri boliviensis
boliviensis) haben zudem gezeigt, dass die Bindungsaffinitit des Glukokortikoidrezeptors um
das 1l1fache abnimmt, wenn FKBPS51 statt FKBP52 Teil des Glukokorticoidrezeptor-
Komplexes ist (Reynolds et al., 1999).

1.6.3. Cyp40

Cyp40 wurde 1990 bei der Reinigung von Ostrogen-Rezeptor aus dem Zytosol von Kilber-
uterus entdeckt (Ratajczak et al., 1990). Es ist schwicher als FKBP52 an GR-Komplexe
gebunden und kann durch Niedrigsalzpuffer abgewaschen werden, wird aber auch durch
Molybdat im Heterokomplex stabilisiert (Owens-Grillo et al., 1995). Der N-terminale Teil
von Cyp40 besitzt 61% Sequenzidentitit zu Cypl8 (Kieffer et al., 1993) und weist PPlase-
Aktivitdt auf (Kieffer et al., 1992). Allerdings bindet Cyp40 CyclosporinA schlechter als
andere Cyclophiline. Der Grund fiir diese geringere Affinitét ist wahrscheinlich ein Histidin
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an Position 141, an der sich in der Cyclophilin-Konsensussequenz ein Tryptophan befindet
(Hoffman et al., 1995). Der C-terminale Teil weist etwa 30% Identitdt mit Doméne 3 von
FKBP52 auf (Ratajczak et al., 1993). Bei dieser homologen Region in der C-terminalen
Hiélfte von FKBP52 und Cyp40 handelt es sich um drei TPRs (Ratajczak et al., 1993). Wie
FKBP52 hat auch Cyp40 eine potentielle Calmodulin-Bindestelle in der C-terminalen
Domine.

Cyp40 besitzt ein ,Heat Shock Element“ in seinem ersten Intron, was auf
Hitzeinduzierbarkeit hindeuten konnte (Yokoi et al., 1996). Experimentell wurde aber bisher
noch keine verstirkte Expression von Cyp40 unter Hitzestress nachgewiesen.

Anders als bei FKBP51 und FKBP52 gibt es zu Cyp40 in Hefe zwei homologe Proteine, Cpr6
und Cpr7. Beide Proteine sind zu 38% identisch miteinander und Cpr6 weist 44% Identitét
mit Cyp40 auf (Duina et al., 1996b). In Bickerhefe 16st die Deletion von Cpr6 keinen
nachweisbaren Phénotyp aus, wohingegen Cpr7 Deletionsmutanten das normale Wachstum
der Hefezellen (Duina et al., 1996a) und die normale Aktivitit von Hsp90 beeintrdchtigen
(Duina et al., 1996b; Marsh et al. 1998). Ein Vergleich der Eigenschaften von Cpr6 und Cpr7
in vitro zeigte, dass beide zwar mit vergleichbarer Affinitdt an Hsp90 binden, aber
deutliche strukturelle und funktionelle Unterschiede aufweisen. Beide Proteine sind
Monomere mit einem betrdchtlichen a-Helix Anteil. Cpr6 ist stabiler gegeniiber thermischer
Denaturierung als Cpr7, was mit der Tatsache iibereinstimmt, dass es in Hefe im Gegensatz
zu Cpr7 bei erhohten Temperaturen liberexprimiert wird (Warth et al., 1997; Dolinski et al.,
1998). Auch besitzt es eine etwa hundertfach hohere PPlase-Aktivitdt, wohingegen seine
Chaperon-Aktivitit wesentlich geringer ist als die von Cpr7 (Mayr et al., 2000). Dies ist ein
Indiz dafiir, dass zumindest in Hefe die beteiligten Immunophiline verschiedene Aufgaben

innerhalb des Hsp90-Chaperon-Komplexes tibernehmen.

1.6.4. Rolle im Hsp90-Multichaperonkomplex

Der C-terminale Bereich ist bei allen drei grofen Immunophilinen dhnlich aufgebaut und
besteht aus einer Calmodulin-Bindedoméne und drei Tetratricopeptid-Repeat (TPR)
Sequenzen (Chambraud et al., 1993). TPRs sind degenerierte Sequenzen von 34 Aminosduren
Linge, die an Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt sind (Sikorski et al. 1990; Lamb et
al., 1995; Das et al., 1998; Scheufler et al., 2000). Neben den groen Immunophilinen
gehoren auch Hop und die Phosphatase PP5 zu den Hsp90-assoziierten Co-Faktoren, die
TPRs enthalten (siehe auch Tabelle 1.5.).

19



Einleitung

Uber diese TPRs erfolgt die Bindung an Hsp90 (Radanyi et al., 1994; Hoffman und
Handschumacher., 1995; Scheufler et al., 2000). Die strukturelle Basis dieser Bindung wurde
durch die Kiristallstruktur der TPR2A-Domine von Hop in Interaktion mit C-terminalen
Hsp90-Peptiden aufgeklirt (Scheufler et al., 2000). Ahnlich zu der bereits vorhandenen
Struktur der TPR-Region der Phosphatase PP5 ohne Bindepartner (Das et al., 1998) besteht
auch hier die TPR-Struktur aus 7 méanderartig angeordneten o-Helices, die eine
wiegenformige Grube bilden. Diese Grube beherbergt das Peptid in einer gestreckten
Konformation. Das Peptid bildet nur Kontakte zu den 3 A-Helices der TPR-Doméne aus, mit
denen die innere Oberfliche der Grube ausgekleidet ist, und hat keine Kontakte zu den
restlichen 4 Helices (Scheufler et al., 2000 und Abb. 1.6.2.).

Abb. 1.6.2. Binder-Darstellung der Bindung eines Hsp90-Peptids an die TPR2A-Domiine von
Hop/p60. Entnommen aus Scheufler et al., (2000). Das Peptid ist in rot dargestellt und die TPR2A-

Doméne ist blau. Ansicht von oben (obere Bildhélfte) und von der Seite (unterer Bildteil).
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Offensichtlich konkurrieren alle drei groBen Immunophiline um eine einzige Bindestelle an
Hsp90 (Ratajczak und Carello, 1996), die sich in den C-terminalen 12 kDa befindet (Young et
al., 1998). Ob die Stochiometrie der Interaktion ein Immunophilin-Monomer pro Hsp90-
Monomer oder Dimer ist, ist noch kontrovers (Rehberger et al., 1992; Segnitz und Gehring,
1995; Prodromou et al., 1999; Silverstein et al., 1999). Wihrend vorwiegend auf chemischer
Quervernetzung basierende Untersuchungen eher von der Interaktion eines Immunophilin-
Monomers mit einen Hsp90-Dimer ausgehen (Rehberger et al., 1992; Segnitz und Gehring,
1995; Silverstein et al.,, 1999), deuten Untersuchungen mittels Isothermischer
Titrationskalorimetrie an Hefe Hop und Cpr6 darauf hin, dass ein Hop oder Cpr6-Dimer pro
Hsp90-Dimer bindet (Prodromou et al., 1999).

Die Wahl des Immunophilins, das im Hsp90 Komplex anwesend ist, hdngt offenbar auch vom
gebundenen Substratprotein. So wird FKBP51 zum Beispiel im reifen Progesteronrezeptor
(PR)-Komplex und mehr noch im reifen Glukokortikoidrezeptor (GR)-Komplex sowohl
Cyp40 als auch FKBP52 vorgezogen (Nair et al., 1997; Barent et al., 1998), nicht aber im
Ostrogen-Rezeptorkomplex (Barent et al., 1998). Der Glukokortikoidrezeptor (GR) bevorzugt
auBBerdem FKBP52 gegeniiber Cyp40 (Owens-Grillo et al., 1995).

Eine mdgliche Rolle der Immunophiline als TPR-enthaltenden Co-Faktoren bei der
Regulierung der Hsp90 ATPase wird auBerdem diskutiert (Prodromou et al., 1999; siehe
Abschnitt 1.5.).

Ob die PPlase-Aktivitdit oder die Bindungseigenschaften fiir Immunsuppressiva einen
Einfluss auf den Steroidrezeptor-Multichaperon-Komplex ausiiben, ist noch ungeklart (Tai et
al., 1992; Hutchison et al., 1993; Renoir et al., 1994; Tai et al., 1994; Renoir et al., 1995).
Einerseits konnte gezeigt werden, dass sowohl CyclosporinA, als auch FK506 GR- und PR-
vermittelte Genexpression in intakten Zellen steigert (Tai et al., 1994; Renoir et al., 1995).
Andererseits weisen in vitro Untersuchungen daraufhin, dass weder CyclosporinA, noch
FK506 die Hsp90-Assoziation mit den Rezeptoren beeinflussen (Hutchison et al., 1993).
Ahnlich wie Hsp90 selbst (Wiech et al., 1992) zeigen groBe Immunophiline in vitro
Chaperon-Aktivitit. Zusammen mit Trigger Faktor sind sie das erste Beispiel dafiir, dass ein
Protein sowohl PPlase-, als auch Chaperon-Aktivitit besitzen kann. Kaninchen FKBP52
verhindert die thermische Aggregation des Modelsubstrates Citratsynthase (CS) in vitro
(Bose et al., 1996), und humanes Cyp40 hilt chemisch denaturierte B-Galactosidase in einem
faltungskompetenten Zustand (Freeman et al., 1996). Auch fiir die beiden Hefe Homologe
von Cyp40, Cpr6 und Cpr7, wurde im CS-Assay Chaperon-Aktivitit nachgewiesen (Mayr et
al., 2000). Das legt die Vermutung nahe, dass die Immunophiline im Hsp90-Komplex auch
Kontakt zum nicht-nativen Protein haben.

Sowohl die Struktur der groBen Immunophiline, als auch ihre Interaktion scheint in hoheren
Eukaryonten konserviert zu sein. So besitzen FKBP73 und FKBP77 aus Weizen auch PPlase-
Aktivitdt und TPR-Regionen und Calmodulin-Bindedoménen (Blecher et al., 1996; Kurek et
al., 1999). AuBlerdem interagieren sie mit Hsp90 und sind Teil eines Multi-Chaperon-
Komplexes, der Glukokortikoidrezeptor assemblieren kann (Reddy et al., 1998).
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1.7. Problemstellung

Trotz zahlreicher Studien ist bislang die Funktionsweise der Hsp90-Chaperonemaschinerie
und insbesondere die Rolle, die den verschiedenen Partnerproteinen dabei zukommt, nicht
geklart.

Der Multichaperonkomplex ist sowohl in niederen (Hefe) als auch in héheren Eukaryonten
(Tiere und Pflanzen) strukturell und funktionell konserviert. In allen Systemen beinhaltet der
reife Komplex mehrere unterschiedliche Proteine aus der Klasse der grolen Immunophiline.
In der Hefe sind das die Cyp40-Homologe Cpr6é und Cpr7 und in den meisten anderen
Organismen FKBP51, FKBP52 und Cyp40. Es existieren also verschiedene reife Komplexe,
die sich in dem gebundenen Immunophilin unterscheiden. Bei allen anderen bekannten
Partnerproteinen findet sich nur ein Vertreter. Im Fall der Immunophiline scheint die
Inkorporation eines spezifischen Immunophilins zudem von der Art des gebundenen Substrats
abzuhidngen. Aufgrund dieser Situation stellt sich die Frage, welche Funktionen die
verschiedenen Immunophiline jeweils erfiillen.

Um Hinweise auf den Beitrag der Immunophiline zur Funktion des Hsp90-Komplexes zu
erhalten, sollten in der vorliegenden Arbeit die drei groBen Immunophiline aus Mensch
beziiglich ihrer Struktur und Stabilitét, insbesondere aber im Bezug auf ihre PPlase- und

Chaperon-Aktivitdt und ihre Bindung an Hsp90 miteinander verglichen werden.

Da grofle Immunophiline sowohl PPlase-, als auch Chaperon-Aktvitit aufweisen, sollte des
weiteren der Struktur-Funktions-Zusammenhang innerhalb eines groBen Immunophilins
untersucht und die Bereiche im Protein identifiziert werden, die fiir die PPlase- und fiir die
Chaperon-Aktivitdt verantwortlich sind. Dies geschah am Beispiel des am bisher besten
untersuchten groflen Immunophilins, FKBP52. Dazu wurden basierend auf ,,Hydrophobic
Cluster Analysen* Domidnen von FKBP52 hergestellt. Nach ihrer Charakterisierung im Bezug
auf Struktur und Stabilitdt, sollte sowohl ihre Aktivitdt als PPlase gegeniiber Peptid- und
Proteinsubstraten, als auch ihre Aktivitit als Chaperon untersucht werden, um die Regionen
von FKBP52 identifizieren zu konnen, die fiir die jeweiligen Funktionen verantwortlich sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Materialien

2.1.1. Chemikalien

Acrylamidlosung (38%, mit Bisacrylamid, 2%)
Agarose, ultra pure
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

Bromphenolblau S

Complete Proteaseinhibitortabletten
Coomassie-Brillant-Blue (R-250)
Coomassie Protein Assay Reagent
Cyclosporin A
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
1,4- Dithiotreit (DTT)
ECL-Westernblot-Detektionssystem
Glutaraldehyd, pure (25% in Wasser)
L-Glutathion (oxidiert)

Glyzerin

Guanidiniumhydrochlorid, ultra pure
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin

2-Mercaptoethanol, reinst

Nujol

Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat (TWEEN20)

Ponceau S
Rapamycin

Silbernitrat

Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
Biozym (Oldendorf)

Serva (Heidelberg)

Sigma (St. Louis, USA)

Difco Laboratories (Detroit, USA)
Difco Laboratories (Detroit, USA)
Difco Laboratories (Detroit, USA)
Serva (Heidelberg)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Serva (Heidelberg)

Pierce (Rockford, USA)

Sigma (St. Louis, USA)

Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
Amersham Buchler (Braunschweig)
Serva (Heidelberg)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
ICN Biomedicals (Aurora, USA)
ICN Biomedicals (Aurora, USA)
Biomol (Hamburg)

Sigma (St. Louis, USA)

Serva (Heidelberg)

Perkin Elmer (Uberlingen)

Sigma (St. Louis, USA)

Sigma (St. Louis, USA)

Sigma (St. Louis, USA)

Sigma (St. Louis, USA)
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N,N,N’,N’,- Tetramethylendiamin (TEMED), reinst Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
ICN (Meckenheim)

2, 2, 2- Trifluorethanol
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Weitere verwendete Chemikalien stammen von der Firma Merck (Darmstadt) und besitzen
den Reinheitsgrad p.A., falls nicht anders vermerkt. Puffer und Lésungen wurden mit quarz-
bidestilliertem Wasser hergestellt, fiir Medien wurde Reinwasser verwendet. Der pH-Wert der
Losungen wurde unter Beriicksichtigung des Temperaturkoeffizienten der entsprechenden

Puffersubstanz bei der jeweiligen Temperatur eingestellt.

2.1.2. Proteine

Alkalische Phosphatase (Shrimp)
Chymotrypsin aus Rinderpankreas
Citratsynthase (CS), mitochondrial, aus
Schweineherz

Cyp40-Antikdrper aus Kaninchen
FKBP51-Antikoérper aus Maus
FKBP52-Antikorper aus Maus

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Dr. J. Pineda-Antikorper-Service (Berlin )
David Smith, Mayo Clinic (Arizona, USA)
David Smith, Mayo Clinic (Arizona, USA)

HPLC-Eichproteine
Molekulargewichtsstandard fiir SDS-Page
(high Range und low Range)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Biorad Laboratories (Richmond, USA)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Promega (Madison, USA)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Pwo DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA Ligase
Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikorper-POD-
Konjugat
Ziegen-Anti-Maus-Antikorper-POD-Konjugat ~ Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Gereinigtes humanes Cyp18 und FKBP12 wurden freundlicherweise von Gunter Fischer
(Max-Planck Research Unit, Halle) zur Verfiigung gestellt.

2.1.3. Peptide

Succinyl- Ala- Ala-Pro-Phe- paranitroanilid =~ BACHEM Biochemica GmbH (Heidelberg)
Succinyl- Ala- Leu-Pro-Phe- paranitroanilid =~ BACHEM Biochemica GmbH (Heidelberg)

Das Peptid Hsp90C17 (IPPLEGDEDASRMEEVD) wurde von Prof. Dr. Susanne Modrow
(Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Universititsklinikum Regensburg) zur
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Verfiigung gestellt. Es war mit Fy,ec-geschiitzten Aminosduren (Atherton et al., 1978)
hergestellt und wie bereits beschrieben gereinigt worden (Knarr et al., 1995).

2.1.4. Bakterienstimme

BL21 [DE3] Codon plus  Stratagene (La Jolla, USA)

HB101 supE44 hsdS20(rgmp’) recAl3 ara-14 proA2 1acY1 ga1K2
rpsL20 xy1-5 mt1-1
XL1-Blue supE44 hsdR17 recAl endAlgyrA46 thi relAl lac

F'[proAB" 1acl? 1acZ AM15 Tn1o0(tet")]

2.1.5. Plasmide

pQE30 Qiagen (Hilden)

pGEXA4T]1 Pharmacia (Uppsala, Schweden)

pU40H T5-Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pQE30 zur
Expression von humanem Cyp40 (N-terminaler His-Tag)

ph51wt T5-Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pQE30 zur
Expression von humanem FKBP51 (N-terminaler His-Tag)

pUS2H T5-Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pQE30 zur
Expression von humanem FKBP52 (N-terminaler His-Tag)

pHis59 T5-Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pQE30 zur
Expression von Kaninchen FKBP52 (N-terminaler His-Tag)

pH59-123 T5-Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pQE30 zur
Expression von Aminoséduren 1-400 von Kaninchen FKBP52 (N-terminaler
His-Tag)

pH59-12 T5-Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pQE30 zur
Expression von Aminosduren 1-264 von Kaninchen FKBP52 (N-terminaler
His-Tag)

pH59-1 T5-Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pQE30 zur
Expression von Aminosduren 1-148 von Kaninchen FKBP52 (N-terminaler
His-Tag)

pGST-40 Expressionsvektor (Ampicillinresistenz) auf der Basis von pGEX4T1 zur

Expression von humanem Cyp40 (N-terminaler GST-Tag)
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2.1.6. PCR-Primer

Vektor | Primer Sequenz
pQE30 5h40 5’-TCATGGATCCATGTCGCACCCGTCCC-3°
Bam HI
pQE30 3h40 5’-ATGCAAGCTTTTACTAAGCAAACATTTTTGCATATACTG-3’
Hind 111
pQE30 5h51 5’-TCATGGATCCATGACTACTGATGAAGGTGCCAAGAACA
Bam HI
ATGAAGAAAGCCCCAC-3¢
pQE30 3h51 5’-ATGCGTCGACTTATCATACGTGGCCCTCAGG-3’
Sal I
pQE30 5h52 5’-ATCCGCATGCATGACAGCCGAGGAGATGAA-3’
Sph [
pQE30 3h52 5’-GCTCGTCGACTTACTATGCTTCTGTCTCCACCTGA-3’
Sal 1
pQE30 Hisoppi5 |5-CTCCGCATGCGGAATCATCCGCAGAATACG-3’
Sph 1
pQE30 Hisoppi3 |5-GCTCGTCGACTTACTATGCTTCTGTCTCCACCGT -3’
Sal 1
pQE30 Hisp59-5 |5’-CTCCGCATGCATGACCGCCGAGGAGATG -3’
Sph 1
pQE30 Hisp123-3 | 5’-GCTCGTCGACTTACTAGATCCGCTGCTGGCA -3’
Sal 1
pQE30 Hisp12-3 |5-GCTCGTCGACTTACTACTCCGAGCTCATCTCCCA -3’
Sal 1
pQE30 Hisp591-3 | 5’-GCTCGTCGACTTACTAGCCGTCTTCGTCGTCTGTC -3
Sal 1
pGEX4T1 [ 40gst-5 5’-CTCCGAATTCATGTCGCACCCGTCCC-3’
Eco RI
pGEX4T1 [ 40gst-3 5’-CTCCGCGGCCGCTTACTAAGCAAACATTTTTGCATATA

CTG-3’
Not I

Tabelle 2.1.6. Fiir die Klonierungen verwendete Primer. Die Basen, die mit der jeweiligen zu
amplifizierenden Sequenz Basenpaarungen eingehen, sind unterstrichen. Die Schnittstelle fiir die
jeweilige Restriktionsendonuklease ist fett gedruckt. Die dazugehorige Restriktionsendonuklease ist in
kursiver Schrift angegeben.
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2.1.7. Molekularbiologische Standards und Kits

DNA-Lingenstandard A/Bstell New England Biolabs (Schalbach)
High Pure™ Plasmid Isolation Kit Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
High Pure™ PCR product purification Kit Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
QIAquickTM Gel extraction Kit Qiagen (Hilden)

QuikChange Site Directed Mutagenesis Kit Stratagene (La Jolla, USA)

2.1.8. Antibiotika und Medien

Losungen und Medien (Sambrook et al., 1989) fiir Arbeiten mit Bakterien wurden nach ihrer
Herstellung autoklaviert bzw. sterilfiltriert (Antibiotika). Die Lagerung erfolgte, soweit nicht
anders vermerkt, bei Raumtemperatur.

LB-Medium: 10 g/l Bacto Trypton
5 g/l Yeast Extract
10 g/l NaCl
pH 7,5 (eingestellt mit NaOH)
fiir LB(-Platten: 15g/1 Bacto Agar zufiigen

Ampicillin-Stammldsung: 100 mg/ml in H,0, stabil bei -20°C
Kanamycin-Stammldsung: 40 mg/ml in H,0, stabil bei -20°C
Die Stammldsungen wurden den Medien im Verhéltnis 1:1000 zugesetzt.
2.1.9. Puffer und Losungen
2.1.9.1. Losungen fiir gentechnische Methoden
Agarose-Losung (1%): Agarose 1g
TAE (1x) 100ml
Ethidiumbromidlésung 1pl
(Zugabe nach Abkiihlung auf circa. 60°C)
DNA-Auftragspuffer: Glyzerin 50% (v/v)
Xylencyanol 25% w/v

Bromphenolblau 25% w/v
Ethidiumbromidlosung: Ethidiumbromid 0.04%
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TAE-Puffer (50x): Tris/Acetat 2M
EDTA 50mM
pH 8,0, mit Eisessig eingestellt

2.1.9.2. Puffer fiir priparative und proteinchemische Methoden

Aufbewahrungspuffer:

Laemmli (5x)

50 mM Tris, pH 7,5 oder 8,0
2 mM EDTA

5% SDS

0,1 M Tris/HC1

0,001 % Bromphenolblau
pH 6,8

2.1.10. Standard-Chromatographiematerialien und —Siulen

Glutathion-Sepharose-Material
Chelating-Sepharose-Material
Ni-NTA-Superflow-Material
Hydroxyapatit-Saule CHT5-1
Resource Q-Séule (6ml)
Superdex 75 pg -Sdule
Superdex 200 pg-Saule
Superdex 75 HR-Saule

2.1.11. Sonstiges Material

Amicon-Ultrafiltrationsmembranen
Centricon - Mikrokonzentratoren
Dialyseschldauche Spectra/Por
(Ausschlussgrofle 6-8 kDa)
Filterpapier

Greiner- Rohrchen aus Polypropylen
Immobilon-P-Membran
Kulturréhrchen (17x 100mm)
Nitrocellulose Membran

Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Qiagen (Hilden)

Biorad Laboratories (Richmond, USA)
Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Amicon (Lexington, USA)
Amicon (Lexington, USA)
Spectrum (Houston, USA)

Whatmann (Maidstone, England)
Greiner & Sohne (Niirtingen)
Millipore (Bedford, USA)

Elkay Laboratory Products (UK)
Schleicher & Schiill (Dassel)
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Petrischalen aus Polystyrol, 94 mm Schleicher & Schiill (Dassel)
pH-Indikatorstreifen Merck (Darmstadt)

Rontgenfilme X-OMAT ™ AR Eastman Kodak Company (Rochester,USA)
Sterilfilter 0,2 um Renner (Dannstadt)

2.1.12. Gerite

Absorptionsspektrophotometer:

Novaspecll Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Biochrom 4060 mit thermostatisierbarem Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Kiivettenhalter

V-550 UV-Vis Spektrophotometer mit Jasco (Grof3-Umstadt)

thermostatisierbarem Kuvettenhalter

Circular Dichroismus-Spektropolarimeter
Jasco J-715 Spectropolarimeter mit PTC 343 Peltier Temperiereinheit

Spektrofluorometer

MPF 44A mit thermostatisierbarem Kiivettenhalter Perkin Elmer (Uberlingen)
FluoroMax1 mit thermostatisierbarem Kiivettenhalter Jobin Yvon (Edison, USA)
Spex FluoroMax2 mit thermostatisierbarem Kiivettenhalter Jobin Yvon (Edison, USA)

Chromatographieeinheiten
FPLC System, GradiFrac System, HilL.oad System von Pharmacia (Uppsala, Schweden)

HPLC-System
Pumpe PU-1580, Fluoreszenzdetektor FP-1520, Degaser Gastorr 153 von Jasco (GroB-

Umstadt)

Gelelektrophorese- und Blotapparaturen
LKB 2050 Midget-Gelelektrophoreseeinheit Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Fast Blot Apparatur B44 Biometra (Gottingen)
Spannungsgeriite

Pharmacia EPS 301, 600, 1001 und 3500 Pharmacia (Uppsala, Schweden)
LKB Spannungsgerit 2301 Macro Drive Pharmacia (Uppsala, Schweden)
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Waagen

Analysenwaage BP1215
Halbmikronwaage L160 D
Halbmikronwaage BL310

Zentrifugen

Avanti J-25 mit JA-25.50 und JA-10 Rotoren
Tischzentrifuge 5415 C

Zentrifuge Universal 32R

Centricon T-42K Kiihlzentrifuge

Sonstige Geriite
Amicon Ultrafiltrationszelle

Varioklav Dampfsterilisator 500 E
Beckmann 89 60 pH-Meter

pH-Meter MultiCal® pH538
Brutschrank

Biacore X Gerédt mit CM-Chip
Digitalthermometer mit Thermofiihler
Eismaschine

Geldokumentationssystem BiodoclIl
Kryostaten: Haake F3/K und D8/GH
Magnetriihrer Heidolph MR2000
Metallblockthermostat ReactiTherm
Refraktometer

Ultraschallgerit: Branson Sonifier B-12
Ultraschallgerit: Bandelin Sonopuls GM2200
Umluftinkubator
VP-ITC-Mikrocalorimeter System

2.1.13. Computerprogramme

Borwin Chromatographie Software
PrimerDesign Version 1.02
Sigma Plot 4.0

Sartorius (Gottingen)
Sartorius (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)

Beckmann (Palo Alto, USA)
Eppendorf (K6In)
Hettich (Tuttlingen)

Kontron (Schlieren)

Amicon (Danvers, USA)

H+P Labortechnik GmbH (Oberschlei3heim)
Beckmann (Palo Alto, USA)

WTW (Weilheim)

Memmert (Schwabach)

Biacore (Uppsala, Schweden)

Keithly Instruments (Cleveland, USA)
Ziegra (Isernhagen)

Biometra (Gottingen)

Haake (Karlsruhe)

Heidolph (Kehlheim)

Pierce (Rockford, USA)

Leica (Solms)

Branson Sonic Power Co. (Danbury, USA)
Bandelin Electronics (Berlin)

Mytron (Heiligenstadt)

Microcal Inc. (MA,USA)

Jasco (GroB-Umstadt)
Scientific & Educational Software, 1990
SPSS Inc. (Chicago, USA)
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Expasy Tools www.expasy.ch/tools

Origin Software (fiir ITC) MicroCal. Inc. (MA, USA)

CDNN Spectra Deconvolution Software 2.1  http://bioinformatik.biochemtech.uni-
halle.de/cdnn/

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Kultivierung und Konservierung von E. coli Stimmen (Sambrook et al., 1989)

Zur Anzucht der E. coli-Stimme wurde eine LBympy- oder LBampiana -Platte mit
Glyzerinkulturen oder Einzelkulturen angeimpft und iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Fiir Fliissigkulturen wurde mit 100 pg/ml Ampicillin beziehungsweise mit 100
pg/ml Ampicillin und 40 pg/ml Kanamycin versetztes Medium mit einer Einzelkolonie oder
aus einer Glyzerinkultur angeimpft und im Erlenmeyerkolben bei 37°C in einem Kultur-
schiittler (220 U/min) bis zur gewiinschten Zelldichte inkubiert. Die Zelldichte wurde photo-
metrisch bei einer Wellenlidnge von 600 nm bestimmt. Eine optische Dichte (OD) von 1 ent-
spricht circa 10° E. coli Zellen pro ml Kultur. Zur Konservierung von E. coli Kulturen
iiber kiirzere Zeitrdume wurden diese auf LB-Agar-Platten bei 4°C aufbewahrt. Zur
Aufbewahrung von Bakterienkulturen iiber ldngere Zeitrdume wurden Glyzerinkulturen
folgendermaBlen hergestellt: 2 ml steriles Glyzerin (50%) wurden mit 1 ml Bakterienkultur
gemischt (Endkonzentration: 15% Glyzerin) und bei -70°C gelagert. Alternativ wurden
Bakterienkulturen in 55% Glyzerin bei -20°C gelagert.

2.2.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus £. coli wurde der High Pure™ Plasmid Isolation Kit
von Roche Diagnostics GmbH verwendet.

2.2.3. PCR-Amplifikation (Mullis und Faloona, 1987)

Um schnell und gezielt bestimmte DNA-Fragmente zu amplifizieren, wurde die Polymerase
Chain Reaction (PCR) verwendet. Die dafiir benétigten Primer (siehe Abschnitt 2.1.6)
wurden so konstruiert, dass sie gleiche Schmelztemperaturen besalen und keine
komplementéren Bereiche enthielten. Das Computerprogramm PrimerDesign (Version 1.02;
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Scientific & Educational Software, 1990) wurde zur Berechnung der jeweiligen
Schmelztemperatur benutzt.

Die PCR-Amplifikation selbst wurde in ultradiinnen 0,5 ml PCR-Tubes (Biozym) mit
folgendem Standardansatz durchgefiihrt:

Template-DNA 10-20 ng

Primer (100 pmol/pl) jeweils 100 pmol
dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 0,2 mM
Polymerase 2,5 Units

MgCl, 1,5 bzw. 2,5 mM
10x Reaktionspuffer und H,O ad 100pul

Die Amplifikationsreaktionen wurden mit einen Hot Start begonnen, indem der Ansatz
schon vor Zugabe der Polymerase auf 95°C aufgeheizt wurde. Das verminderte die Bildung
von unspezifischen Amplifikationsprodukten und fiihrte zu einer hoheren Ausbeute.

Die PCR-Amplifikationen wurden in der Regel wie folgt durchgefiihrt:

Denaturierung: 95°C 5 min
Hot Start: Zugabe der Polymerase

Denaturierung: 95°C 30 sec
Annealing: 60°C 45 sec
Synthese: 72°C 2 min

Dieser Zyklus wurde 35 mal durchlaufen. Darauthin wurde der Ansatz noch 4 min bei 72°C
belassen, damit die Polymerase bereits begonnene Striange vollstindig synthetisieren konnte.

2.2.4. Enzymatische Modifikation von DNA

2.2.4.1. Schneiden von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Fiir analytische und préparative Zwecke wurden in der Regel 2-3 Units der jeweiligen
Restriktionsendonuklease pro 500 ng DNA eingesetzt und der Ansatz 1-2 Stunden lange bei
einer Temperatur von 37°C verdaut. Hierbei wurden die entsprechenden von der
Herstellerfirma mitgelieferten 10x Reaktionspuffer verwendet. AnschlieBend wurden die
Ansitze auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.2.4.2. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um eine Religation des bereits geschnittenen Vektors zu vermeiden, wurde der Restriktions-
ansatz nach erfolgter Restriktionshydrolyse mit alkalischer Phosphatase (Shrimp alkaline
phosphatase, SAP) behandelt. Dieses Enzym spaltet die 5’-Phosphatgruppen ab. Dem
Reaktionsansatz wurde pro ug Vektor-DNA 0,1 Einheit an alkalischer Phosphatase und 0,1
Ansatzvolumen 10x Phosphatase-Puffer zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Danach
wurde nochmals Phosphatase hinzugefiigt und weitere 30 min dephosphoryliert. Durch
Erhitzen auf 70°C und Auftragen auf ein Agarosegel wurde die Reaktion gestoppt. Der
geschnittene Vektor wurde mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel

extrahiert und gereinigt.

2.2.4.3. Ligation von DNA-Enden

3’-OH-Enden und 5’-Phosphatgruppen von DNA konnen mittels DNA-Ligase kovalent
miteinander verbunden werden.

Der Ansatz (Volumen 10-20 pl) fiir die Ligation enthielt in der Regel 300 ng Vektor-DNA,
einen drei- bis fiinffachen molaren UberschuBl an geschnittenem DNA-Fragment und 1-2 U
T4-DNA-Ligase. Die Ligation erfolgte {iber Nacht bei 4°C oder bei 20°C innerhalb von 4
Stunden.

2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese von DNA (Sambrook et al., 1989)

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf 1%igen Agarosegelen. Als Laufpuffer
diente TAE (siehe 2.1.9.1.) und die Gele enthielten 0.5 pg/ml Ethidiumbromid. Die Proben
wurden mit 1/10 ihres Volumens an DNA-Auftragspuffer (siehe 2.1.9.1.) versetzt und
aufgetragen. Die anschliefende Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von
80-100 V. Nach dem Lauf wurde die DNA mittels UV-Schirm sichtbar gemacht und das
Ergebnis im Geldokumentationssystem photographiert. Die Gréfe und Menge der
aufgetragenen DNA wurde anhand des mit aufgetragenen A/Bstell-Standards abgeschétzt.

2.2.6. Transformation von E. coli- Zellen
Zur Transformation von E. coli-Zellen wurde die Methode nach Hanahan (1983, 1985)
verwendet. Sie liefert in der Regel Ausbeuten in der GroBenordnung von 107-10°

Transformanden pro pg Plasmid-DNA. Ein Vorteil dieser Methode ist die Tatsache, dass die

kompetenten Zellen bei -70°C aufbewahrt werden konnen.
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Die zu transformierende DNA wurde mit 100 pl kompetenten Zellen vermischt und 20
Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschritt (42°C) von einer Minute Dauer. Danach
wurde die Mischung fiir fiinf Minuten auf Eis inkubiert, bevor 1 ml LBp-Medium zugegeben
wurde. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C mit langsamen Schiitteln wurde der Ansatz
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde im verbleibenden Restmedium
gelost und auf die jeweiligen Selektionsplatten ausplattiert. Sodann wurden die Platten bei
37°C tiber Nacht inkubiert.

2.3. Priaparative Methoden

2.3.1. Proteinexpression und Ernte

Die cDNAs fiir humanes FKBP51, FKBP52 und Cyp40 sowie fiir die Fragmente von
Kaninchen FKBP52 wurden in das T5-Expressionsplasmid pQE30 subkloniert, das die
Expression von Proteinen mit N-terminalem Histidin-Tag mit hohen Ausbeuten erlaubt. Eine
im FKBP51-Original-Klon vorhandene Mutation wurde mittels QuikChange Site Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) riickgéingig gemacht. Zusétzlich wurde die cDNA von Cyp40 in
das pGEX4T1-Plasmid subkloniert, um Expression mit N-terminalem GST-Tag zu erreichen.
pQE30 Plasmide wurden zur Expression in den E.coli Stamm HB101/pUBS transformiert,
wohingegen das pGEX4T1 Plasmid in den BL21 [DE3] Codon plus Stamm transformiert
wurde. Zur Expression der pQE30 Konstrukte wurde LB Medium, das 100 ng/ml Ampicillin
und 40 pg/ml Kanamycin enthielt, mit der jeweiligen stationirem Ubernachtkultur angeimpft.
LB Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurde mit der Ubernachtkultur von GST-Cyp40
angeimpft. Fiir beide Typen von Plasmiden wuchsen die Kulturen bei 37°C bis zu einer ODgg
von etwa 0.4. Dann wurde die Proteinexpression durch die Zugabe von 1 mM Isopropyl-p3-
D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und den Kulturen erlaubt, bei 26°C fiir 4-6 Stunden
zu wachsen.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 15 Minuten bei 4°C geerntet und
durch halbstiindige Inkubation mit 1 mg/ml Lysozym auf Eis und anschlieBende Ultraschall-
behandlung aufgeschlossen. Zelltriimmer wurden durch erneute Zentrifugation bei 40000 g
abgetrennt und der Uberstand auf die erste Siule aufgetragen.

2.3.2. Proteinreinigung
Humanes Hsp90 wurden aus Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen gereinigt, die von Drs Dean
Edwards und Kurt Christensen (Tissue Culture Core Facilitiecs am Cancer Center der

University of Colorado) zur Verfiigung gestellt wurden. Das Protein wurde aus den Zellen

nach bereits beschriebener Methode isoliert und gereinigt (Buchner et al., 1998a).
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Das Plasmid fiir die Expression der S54G/P55N-Variante von RNase T; (RCM-T1) wurde
freundlicherweise von F.X. Schmid (Universitit Bayreuth) zur Verfligung gestellt. RCM-T1
wurde wie in der Literatur beschrieben gereinigt und modifiziert (Mayr und Schmid, 1993;
Miicke und Schmid, 1995a, 1995b).

Fiir die Reinigung von Cyp40, FKBP51, FKBP52 und FKBP52-Fragmenten wurden folgende
Arten von Chromatographie verwendet. Die Reinigungen sind anhand eines Flussdiagramms

im Ergebnisteil ndher ausgefiihrt.

2.3.2.1. Ionenaustauscherchromatographie

Bei der Ionenaustauscherchromatographie beruht die Trennung von Proteinen auf den
Wechselwirkungen geladener Proteinseitenketten mit den entgegengesetzt geladenen Ketten
des Sdulenmaterials. Diese Wechselwirkungen konnen durch Erhéhung der Ionen-
konzentration im Elutionspuffer aufgehoben werden. Als Ionenaustauschersdule wurde in der
vorliegenden Arbeit die kommerzielle Anionenaustauschersdule Resource Q (Pharmacia)
verwendet. Die Laufbedingungen sind im Ergebnisteil néher beschrieben.

2.3.2.2. Affinititschromatographie

Das Trennprinzip der Affinitidtschromatographie beruht auf der reversiblen und selektiven
Bindung von Proteinen an einen Liganden, der kovalent an die jeweilige Gelmatrix gebunden
ist. Zugabe des betreffenden Liganden im Puffer erlaubt die Elution des Proteins. In der
vorliegenden Arbeit wurden als Affinititsmaterialien Ni-NTA-Superflow, mit Nickel
beladene Chelating- Sepharose und GST-Sepharose verwendet. Die bei der Reinigung
benutzten Puffer und Laufbedingungen sind im Ergebnisteil aufgefiihrt.

2.3.2.3. Priaparative Gelfiltration

Die Gelfiltration trennt die Proteine nach ihrem Molekulargewicht. Dies wird dadurch
erreicht, dass kleine Molekiile in die Poren des Gelmaterials eindiffundieren konnen und
somit langsamer durch die Sdule wandern als grole Molekiile, die nicht in die Gelmatrix
einwandern konnen. StandardméBig wurde eine Superdex 75 oder 200 pg als letzter Reini-
gungsschritt verwendet. Die verwendeten Puffer und Bedingungen sind néher im Ergebnisteil
aufgefiihrt.
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2.3.3. Aufkonzentrierung und Dialyse

Zur Aufkonzentrierung der gereinigten Proteine wurden bei kleinen Mengen (bis zu 5 ml)
Centricon Mikrokonzentratoren verwendet. Durch Zentrifugation bei 6000 U/min wurde die
Proteinlosung gegen die Filtermembran gepresst, wobei Molekiile groBer als die
Ausschlussgrofle (3, 10 oder 30 kDa) zuriickgehalten wurden.

Fir groBere Mengen (bis zu 400 ml) wurde das Amiconsystem verwendet, das nach
demselben Prinzip funktioniert, bei dem aber der Druck, mit dem die Proteinldsung gegen
eine Membran gepresst wird, nicht durch Zentrifugation, sondern durch den Gasdruck mit
Stickstoff erreicht wird.

Dialyse der Proteinlosungen erfolgte in der Regel gegen ein tausendfaches Volumen des
gewlinschten Puffers.

2.4. Proteinchemische Methoden

2.4.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Im SDS-PAGE wandern Proteine entsprechend des Logarithmus ihres Molekulargewichts
unterschiedlich schnell. Das im Auftragspuffer zugegebene SDS, das im Verhéltnis 1:1.4
(SDS:Aminosiure) gebunden wird, verleiht dem Protein eine negative Uberschussladung.
Wird ein elektrisches Feld angelegt, wandern die Proteine in Richtung Anode. Sie kdnnen
dann anhand verschiedener Farbemethoden (siche 2.4.2.) sichtbar gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden 10, 12,5 und 15%ige Polyacrylamidgele mit Trenngel und
Sammelgel (1.5%ig) verwendet (modifizierte Methode nach Fling und Gregerson, 1986). Zur
Auftrennung wurde ein elektrisches Feld mit der Stromstirke von 25 mA pro Gel angelegt.
Anwendung fanden die SDS-Gele vor allem zur Kontrolle des Reinigungserfolges.

Die Losung der Proteine erfolgt im 5 x Auftragspuffer (5 x [5% SDS; 0,1 M Tris/HCI; pH
6,8; 0,001% Bromphenolblau) (Laemmli, 1970). Zur Reduktion der Disulfidbriicken wurde
5% B—Mercaptoethanol zugegeben. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Ansédtze flir
fiinf Minuten bei 95°C inkubiert, um vollstindige Denaturierung der Proteine zu erreichen.

2.4.2 Farbemethoden

Farbung nach Fairbanks (Fairbanks et al., 1971)

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in den drei Férbelosungen (A-C)
nacheinander jeweils 5 min auf 100°C erhitzt. Die unspezifische Férbung der Gelmatrix
wurde daraufhin durch Entfarben in 10% Essigsdure wieder riickgéingig gemacht. Die
Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei etwa 0,03-0,05 pg des betreffenden Proteins.

36



Material und Methoden

Losung A 25% v/v Isopropanol; 10% v/v Essigsdure, 0,05% w/v Coomassie
Blau R

Losung B 10% v/v Isopropanol; 10% v/v Essigsédure, 0,005% w/v Coomassie
Blau R

Losung C 10% v/v Essigséure, 0,002% w/v Coomassie Blau R

Silberfirbung (Heukeshofen und Dernick, 1988)
Die Silberfarbung erfolgte mit der Methode von Heukeshofen und Dernick (1988), deren
Nachweisgrenze bei 0,01-0,02 pug der betreffenden Proteinmenge liegt.

2.4.3. Immunoblotting

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine, die negativ geladen sind, werden beim
Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen, wo sie spédter immunospezifisch
nachgewiesen werden (Towbin et al., 1979). Das Blotting erfolgte in einer Semi-Dry-Blot-
Apparatur (Khyse-Anderson, 1984) bei einer konstanten Stromstirke von 0,8 mA/cm® fiir 90
Minuten. Die mit Protein beladene Membran wurde daraufhin bei Raumtemperatur wie folgt
behandelt:

Nicht-spezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden mit 5% Magermilchpulver in
PBS-Tween (4 mM KH,PO4, 16 mM Na,HPOy, 115 mM NaCl, 1% [v/v] Tween 20) fiir drei
mal zehn Minuten abgesittigt. Danach wurde die Membran fiir 90 Minuten mit dem priméren
Antikorper inkubiert und drei mal zehn Minuten mit PBS (0,1% Tween) gewaschen. Sodann
erfolgte Inkubation mit dem 1:1000 in PBS-Tween verdiinntem IgG-POD-Konjugat fiir 45
Minuten. SchlieBlich wurde zur Entfernung von nicht gebundenem POD-Konjugat wieder
drei Mal zehn Minuten in PBS-Tween (0,1%) und anschlieBend zehn Minuten in PBS
gewaschen.

Der Nachweis der Proteinbanden auf der Membran wurde mittels des ECL-Systems (Amers-
ham Buchler, Braunschweig) entsprechend der Vorschriften des Herstellers gefiihrt.

2.4.4. Protein-Sequenzblot

Das vorgereinigte Protein wurde auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet.
Die Immobilon-P-Membran wurde iiber Nacht in 100% Methanol und anschlieBend in
Boratpuffer inkubiert. Die Blotbedingungen sind analog denen fiir Immunoblotting (siehe
2.4.3.). Die geblottete Membran wurde etwa 10 min in der Firbelosung geschwenkt und
danach entfarbt. Dann wurde der Blot getrocknet und die jeweilige Proteinbande
ausgeschnitten und bei -20°C gelagert. Die Sequenzierung erfolgte im Labor von PD Dr.
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Deutzmann nach der Methode des Edman-Abbaus (Edman und Berg, 1967). Fiir den
Sequenzblot wurden nur Reagenzien des Reinheitsgrades p.A. benutzt.

Boratpuffer: 50 mM Natriumborat, 10% Methanol, pH 9,0
Férbelosung: 0,1% Coomassie Brilliant Blue R250, 50% Methanol
Entférber: 30% Methanol, 10% Essigsdure

2.4.5. Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Zur Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde die Farbelosung Coomassie Brillant
Blue G250 verwendet. Die Methode beruht auf einer Farbstoffbindung an die Proteine, was
zur Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm (rot-violett) nach 595 nm (blau)
fiihrt, die mittels Photometer quantifiziert werden kann. Als Standard wurde eine Eichgerade
mit verschiedenen BSA- Konzentrationen benutzt. Vor der Verwendung wurde die
Féarbelosung (Coomassie Protein Assay Reagent) im Verhéltnis 1:2 verdiinnt. Diese Methode

wurde fiir ungenauere Konzentrationabschiatzungen verwendet.

2.5. Spektroskopische Methoden

2.5.1. UV-Vis-Spektroskopie

Bei der UV-Vis-Spektroskopie wird die Absorption sowohl durch Seitenketten von Amino-
sduren und prosthetische Gruppen als auch durch die Peptidbindung selbst verursacht. Die
aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin absorbieren besonders im
Bereich von 230 bis 300 nm sehr intensiv, wobei Tryptophan und Tyrosin den weitaus
grofften Beitrag liefern. Das Absorptionsmaximum vom Tryptophan liegt bei 280 nm,
wihrend Tyrosin bei 274 nm maximal absorbiert (Schmid, 1989).

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden UV-Vis-Spektren im Wellenldngenbereich
von 240 nm bis 350 nm aufgenommen. Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten konnte durch

das Lambert- Beersche Gesetz die Konzentration ermittelt werden:

A=¢g-c-d

Absorption bei 280 nm
Extinktionskoeffizient € 280 nm, 0.1% (crn2 mol'l)
Proteinkonzentration (M)

Schichtdicke der Kiivette (cm)

/e e 0 >
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Die hierzu fiir die jeweiligen Proteine benutzten Extinktionskoeffizienten fiir eine 1 mg/ml
Losung in einer Kiivette mit der Schichtdicke 1 cm bei 280 nm sind nach Gill und von Hippel
(1989) bestimmt und in Tabelle 2.5.1. aufgefiihrt.

Protein Extinktionskoeffizient
Cyp40 € 280 nm: 0.1% = 0.659
GST-Cyp40 € 280 nm: 0.1% = 0.992
FKBP51 € 280 nm: 0.1% = 0.723
FKBP52 € 280 nm: 0.1% = 0.824
FKBP52-1 € 280 nm: 0.1% = 0.860
FKBP52-12 € 280 nm: 0.1% = 0.925
FKBP52-123 € 280 nm: 0.1% = 0.903
FKBP52-234 € 280 nm: 0.1% = 0.758
Hsp90 € 280 nm: 0.1% = 0.643

Tabelle 2.5.1. Extinktionskoeffizienten der in dieser Arbeit verwendeten Proteine. Dic Werte
wurden anhand des ProtParam Tools (siche Abschnitt 2.1.13) basierend auf der Methode von Gill und
von Hippel (1989) ermittelt.

2.5.2. Fluoreszenzspektroskopie

Durch Absorption von Lichtquanten (Anregungsenergie) werden Elektronen auf ein energe-
tisch hoheres Orbital iibertragen. Bei ihrer spontanen Riickkehr aus diesem hoheren Orbital in
den energiedrmeren Zustand kommt es zur Emission von Lichtquanten. Dieser Vorgang wird
als Fluoreszenz bezeichnet. Dabei ist die Wellenléinge des emittierten Lichts aufgrund der
Stoke’schen Verschiebung grofler als die des Anregungslichts.

Wegen ihres delokalisierten p-Elektronensystems besitzen aromatische Aminosduren in Pro-
teinen eine ,,intrinsische Fluoreszenz®“. Dabei betragen die relativen Empfindlichkeiten von
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin 1100: 200: 8 (Schmid, 1989).

Da Tryptophan Lichtquanten am stdrksten absorbiert und zusitzlich durch von Tyrosinen
kommende Energieiibertragung angeregt werden kann (Schmid, 1989; Cantor und Schimmel,
1980), zeigt Tryptophan die groBte Fluoreszenz. Denaturierung oder andere Anderungen der
Proteinkonformation resultieren oft in einer starken Emissionsdnderung. Bei Tyrosinen &ndert
sich dabei lediglich die Signalintensitit, wohingegen sich bei Tryptophanen auch das Intensi-
tdtsmaximum meist in den langwelligeren Bereich um 350 nm herum verschiebt.
Fluoreszenzspektren wurden in einem Spex FluoroMax2 Spektrofluorometer bei einer

Anregungswellenldinge von 280 nm und einer Proteinkonzentration von 5 pg/ml
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aufgenommen und von 295 nm bis 400 nm gemessen. Die Spaltenbreiten betrugen 2 nm fiir

die Anregung und 7 nm fiir die Emission.

2.5.3. Circulardichroismus

Zur Messung der optischen Aktivitdt von Molekiilen mit asymmetrischen Kohlenstoffatomen
(optisch aktive Molekiile) in Losung bedient man sich der Circulardichroismus (CD)-
Spektroskopie. Chromophore eines Proteins, die Teil einer asymmetrischen Struktur sind,
absorbieren und verzogern die beiden circular polarisierten Komponenten des Lichtes beim
Durchtritt durch die Losung unterschiedlich stark. Die verschiedenen Intensitdten der daraus
resultierenden Lichtwellen konnen mit Hilfe eines Photomultipliers gemessen werden. Je
nach Wellenldnge des eingestellten Lichts unterscheidet man zwei spektrale Bereiche: Fern-
und Nah-UV-CD.

Sowohl bei Fern- als auch bei Nah-UV-CD werden die gemessenen Signale als Elliptizitat
[®] registriert. Hieraus errechnet sich die molare Elliptizitit bezogen auf das
durchschnittliche Molekulargewicht einer Aminosdure des jeweiligen Proteins mittels
folgender Formel (Schmid, 1989):

© ~ ©-100- M,
Ivrw c-d- Na
[O]Mmrw Molare Elliptizitit bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht einer

Aminosiure (deg-cm?dmol™)

O] gemessene Elliptizitét (deg)

Mr Molekulargewicht

c Proteinkonzentration (mg/ml)
Schichtdicke (cm)

Na Anzahl der Aminosiuren

Der Faktor 100 im Zdhler entspringt der Umwandlung der molaren Konzentration in
dmol/cm’ -Einheiten.

Fern-UV-CD

Im Fern-UV-CD von 170 bis 250 nm (Amid-Region) verursacht vor allem die Konformation
der Polypeptidkette, also a-Helices und -Faltblétter, ein charakteristisches Spektrum. So er-
zeugen o-Helices ein Doppelminimum bei 208 nm und 222 nm, wohingegen fiir B-Faltblatter

nur ein definiertes Minimum bei 218 nm typisch ist. Riickschliisse auf die Zusammensetzung
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der Proteine beziiglich der einzelnen Sekundéarstrukturelemente lassen sich aus der GroBe der
einzelnen Signale ziehen.

Fern-UV-CD-Messungen wurden in einen J-715 Spektropolarimeter mit einer PTC343
Peltiereinheit (Jasco, Tokyo, Japan) aufgenommen. Nach Dialyse des jeweiligen Proteins liber
Nacht in 40 mM Kaliumphosphat, pH 7,5, wurden Spektren von 250 nm bis 197 nm bei einer
konstanten Temperatur von 20°C in 0,1 cm Quartzkiivetten aufgenommen. Alle Spektren
waren Basislinien korrigiert und die Elliptizititen wurden fiir einen mittlere Restmasse von
112 berechnet.

Der a-Helix Gehalt der jeweiligen Immunophilinspektren wurde fiir grobe Abschédtzungen
gemil folgender Gleichung berechnet (Forood et al., 1993):

0
Gehalt(a. — helix) = MRW222

]

wobei Oy, die Elliptizitdt bei 222 nm und n die Anzahl der Aminoséduren des jeweiligen

Proteins ist.
Eine genauere Bestimmung des Sekundérstrukturgehalts erfolgte mittels der CDNN Spektra
Dekonvolutionssoftware 2.1 (sieche 2.1.13).

Nah-UV-CD

Im Nah-UV-CD-Bereich von 250 bis 350 nm erzeugen die aromatischen Aminosiuren ein Si-
gnal. Damit kénnen Anderungen in der Tertidrstruktur beobachtet werden. Bei denaturierten
Proteinen tritt in dieser Region kein Signal auf, da dann die Umgebung der Aromaten nicht
mehr asymmetrisch ist.

Im Nah-UV-Bereich (350 nm bis 250 nm) wurde das Spektrum des nativen Proteins im
Lagerungspuffer (50 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,5) in einer Kiivette mit der Schichtdicke
0,5cm aufgenommen und anschlieBend pufferkorrigiert. Dabei  betrug die

Proteinkonzentration 0,6 mg/ml.

2.6. Stabilititsmessungen

2.6.1. Chemische Denaturierung und Renaturierung

Zur chemischen Denaturierung der groflen Immunophiline wurde Guanidinhydrochlorid
(GdmCl) verwendet. Diese chaotrope Substanz bewirkt, je nach Stabilitit des Proteins und
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Konzentration des denaturierenden Agens, die Entfaltung des Proteins. Eine
Proteinstammldsung wurde in verschiedene Konzentrationen von GdmCl (in 50 mM
Tris/HCI, pH 7,5) verdiinnt (Proteinendkonzentration: 5 pg/ml). Nach einer Inkubation von
24 Stunden bei 20°C wurde die Denaturierung fluoreszenzspektroskopisch (sieche Abschnitt
2.5.2.) untersucht. Die genaue Guanidiniumkonzentration in den jeweiligen Ansétzen wurde
spéter anhand refraktometrisch ermittelter Daten nach folgender Formel berechnet (Schmid,
1989).

[GAmCI]= 57,147-(AN)+38,68-(AN)>-91,6-(AN)’
AN: Differenz der Brechungsindizes mit und ohne Guanidin

Fiir die Renaturierungsmessungen wurde das Protein bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden in
4 M GdmCl denaturiert, um dann in die verschiedenen GdmCl-Konzentrationen der einzelnen
Renaturierungsansitze verdiinnt zu werden. Puffer und Endkonzentration an Immunophilin
waren dieselbe wie bei den Denaturierungsiibergéngen.

Da die Uberginge der chemischen Denaturierung reversibel waren, konnten sie mithilfe
folgender Formel auf Stabilitdt und Kooperativitit ausgewertet werden:

YON +mN -x - y0U —mU - x
AGy g, +m-X

l+e *7

f=yON+mN -x—

o

Konzentration des Denaturierungsmittels

m Lineare Abhdngigkeit (Kooperativitit) von AGstab von der GdmCl-
Konzentration

mN, mU  Lineare Abhingigkeit der Fluoreszenz des denaturierten und des nativen Proteins

von der GdmCI-Konzentration

f Fluoreszenzintensitit
yON, yOU  Spezifische Fluoreszenz des denaturierten und des nativen Proteins bei 0 M
GdmCl

AGostab Freie Stabilisierungsenergie bei 0 M GdmCl1

2.6.2. Thermische Denaturierung

Zur Analyse der thermischen Stabilitdt wurde das CD Signal von Cyp18, FKBP51, FKBP52,
Cyp40 und den FKBP52-Fragmenten FKBP52-234 und FKBP52-123 bei 222 nm, das Signal
von FKBP12 bei 206 nm und das Signal von FKBP52-1 und FKBP52-12 bei 215 nm tiiber den
Temperaturbereich von 20°C bis 80°C verfolgt. Die Heizrate betrug 1°C/Minute und die
Proteinkonzentration war 0,25 mg/ml.
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2.7. Messungen zum Oligomerisationszustand

2.7.1. Analytische Gelfiltration

Analytische Gelfiltration wurde benutzt, um die Quartdrstruktur der drei groBlen
Immunophiline zu bestimmen. Die Messungen wurden bei 20°C in 50 mM Tris, 200 mM
NaCl, 2 mM EDTA, pH 7,5 durchgefiihrt. Es wurden jeweils 100 pl einer 2 uM Proteinldsung
auf eine Superdex 75 HR Siaule aufgebracht. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min und die Peaks
wurden mittels Fluoreszenzdetektor bei einer Anregungswellenldnge von 280 nm und einer
Emissionswellenldnge von 330 nm aufgezeichnet. Fiir die Ermittlung des Molekulargewichts
anhand der jeweiligen Retentionszeiten wurde eine Eichgerade aus folgenden Proteinen
benutzt (Tabelle 2.7.1.)

Eichprotein Molekulargewicht
Aldolase 158 kDa

Rinder Serumalbumin 67 kDa

Ovalbumin 43 kDa
Chymotrypsinogen A 25 kDa

RNase A 13.7 kDa

Tabelle 2.7.1. Eichproteine fiir die Oligomerisierungsstudien mittels HPLC. Die benutzten
Proteine und ihr jeweiliges Molekulargewicht sind aufgelistet.

2.7.2. Analytische Ultrazentrifugation

Zusétzlich wurde der Isomerisierungszustand der grolen Immunophiline mittels analytischer
Ultrazentrifugation ermittelt. Dazu wurde ein Gleichgewichtslauf mit 16000 U/min in einer
Beckman XL-A Zentrifuge mit Ti60-Rotor durchgefiihrt. Die Experimentdauer war 24
Stunden bei einer Temperatur von 10°C und die Proteinkonzentration betrug 0,5 mg/ml. Die
Detektion erfolgte sowohl iiber Interferenz als auch iiber UV-Detektion bei 280 nm. Die
Auswertung erfolgte mittels eines Fits fiir eine Spezies.

2.8. Protein-Protein-Interaktionsstudien

2.8.1. BiAcore: Plasmon-Resonanz-Spektroskopie

Um die Interaktion zwischen den grolen humanen Immunophilinen und humanem Hsp90 zu
untersuchen, wurde Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie (Surface plasmon
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resonance) in einem BlAcore X Gerdt gemessen (BIAcore, Uppsala, Sweden). Alle
Messungen wurden in 40 mM Hepes, pH 8,0 bei einer Temperatur von 20°C und einer
Flussrate von 20 pl/min durchgefiihrt.

Hsp90 wurde iiber Amide an einen CM5 Sensorchip gekoppelt. Dazu wurde der Chip mit
100 MM NHS (N-hydroxysuccinimid) und 400 mM EDC (1-Ethyl-3-(-dimethyl-amino-
propyl) carbodiimid-HCI) aktiviert. Hsp90 wurde auf 50 pg/ml in Kaliumphosphatpuffer, pH
3,0 verdiinnt und auf dem Chip immobilisiert bis 1000 Resonanzeinheiten (response units =
RU) erreicht waren, was einer Proteinmenge von 1 ng Protein per mm?” entspricht. Darauthin
wurde der Chip mit Ethanolamin deaktiviert.

Zur Bestimmung der Bindekonstanten wurden Komplexe zwischen variierenden Konzen-
trationen von Hsp90 und einer festgesetzten Konzentration des jeweiligen Immunophilins
(25 uM Cyp40, 106 uM FKBP51 und 28 uM FKBP52) vorgeformt, bei Raumtemperatur
inkubiert und dann auf den Chip aufgebracht. Die daraus erhaltenen Gleichgewichts-
Resonanzeinheiten wurden gegen die Hsp90-Konzentration aufgetragen und mit folgender
Gleichung gefittet, um die Bindekonstante zu erhalten (Mayr et al., 2000).

2
(c—l—Lo—l—Kd)—\/(c-i-Lo-i-Kd) —4.-c- Lo

RU = RUo—(RUo— RU min) - W
L0

RUj reprasentiert den Anfangswert fiir das Resonanzsignal in der Abwesenheit von Hsp90,
Rumin ist der Wert flir die Sattigung von Immunophilin mit 16slichem Hsp90. Die Hsp90-
Konzentration wird als ¢ bezeichnet, wihrend Ly die Konzentration an Immunophilin, die bei

der Titration konstant gehalten wird, reprisentiert.

2.8.2. Isothermische Titrationskalorimetrie (ITC)

Die Methode, die die zuverldssigsten quantitativen Aussagen beziiglich Protein-Protein
Interaktionen zulésst, ist die isothermische Titrationskaloriemetrie (ITC). Sie misst die
Bindung direkt anhand der Wiarme, die bei der Assoziation eines Liganden mit seinen
Bindepartner frei wird (Pierce et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde ITC sowohl zur
Untersuchung der Interaktion zwischen Hsp90 und den gro3en Immunophilinen, als auch zur
Messung der Bindung zwischen FKBP52-Fragmenten und einem Hsp90-Peptid, Hsp90C17,
verwendet. Die Titrationsexperimente wurden in einem VP-ITC Mikrokalorimetersystem
(Microcal Inc., MA) durchgefiihrt. Das Proteinvolumen in der Messzelle betrug 1,4 ml, das
Volumen der jeweiligen Injektionen war 5-8 pl. Die Puffer- und Konzentrationsbedingungen
der einzelnen Experimente sind im jeweiligen Ergebnisteil aufgefiihrt.

Um die Werte fiir AH, AS, die Stochiometrie der Bindung sowie die Bindekonstante zu
erhalten, wurden die Titrationsdaten mittels der Originsoftware (MicroCal Inc., MA.) gefittet.
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2.9. Bestimmung der PPIase —Aktivitiit

2.9.1. Protease-gekoppelter Peptidassay

PPIase-Aktivitit gegeniiber Peptidsubstraten wurde mittels eines Protease-gekoppelten
Assays gemessen (Fischer et al., 1984). Es wurde das synthetische Peptid Succinyl-Ala-X-
Pro-Phe-p-Nitroanilid (pNA) benutzt, wobei X entweder Ala oder Leu war. p-Nitroanilid
kann durch die Protease Chymotrypsin nur dann von dem restlichen Peptid abgespalten
werden, wenn sich die X-Pro Peptidbindung in der trans- Konfiguration befindet. Die
Freisetzung von p-Nitroanilid resultiert in einem Absorptionsanstieg bei 390 nm. Die
Messungen wurden in einem Jasco V-550 UV/Vis Spektrophotometer mit
thermostatisierbarem Kiivettenhalter bei einer konstanten Temperatur von 10°C durchgefiihrt.
Um die Geschwindigkeitskonstanten zu erhalten, wurden die Reaktionskinetiken mit dem
Programm Sigma Plot 4.0 (SPSS Inc., USA) gefittet.

2.9.2. Protease-freier Peptidassay

Die in dem Protease-gekoppelten Assay zugesetzte Hilfsprotease Chymotrypsin hat den
Nachteil, dass nachweislich einige PPlasen von ihr gespalten und inaktiviert werden (Scholz
et al., 1997b). Um auszuschlieBen, dass solche Effekte die gemessene Aktivitit der groflen
Immunophiline beeinflussen, wurde parallel ein Protease-freier Peptidassay durchgefiihrt.
Dieser Assay beruht auf den unterschiedlichen UV/Vis Absorptionsspektren der cis/trans
Isomere des Assaypeptides nach einen Solvenswechsel von 0.47 M LiCl/Trifluorethanol in
wissrige Pufferlosung (Janowski et al., 1997). Somit kann die cis/trans Isomerisierung
photometrisch durch die Absorptionsabnahme bei 330 nm verfolgt werden. Problematisch ist
hierbei allerdings die geringe Signalidnderung, die sich nur in der zweiten Nachkommastelle
abspielt und die Auswertung erschwert. Konzentrationen und Bedingungen wurden wie in
Abschnitt 2.9.1. beschrieben beibehalten.

2.9.3. RCM-T1 Riickfaltungsassay

Zur Messung der PPlase-Aktivitdt gegeniiber Proteinen wurden Riickfaltungsexperimente
mit einer reduzierten und S-carboxymethylierten S54G/P55N-Variante von RNase T,
(RCM-T1) verwendet. RCM-T1 liegt in 100 mM Tris, pH 8,0 in entfaltetem Zustand vor,
faltet aber spontan zuriick, wenn man sie in denselben Puffer mit 2 M NaCl verdiinnt.

In dieser Mutante ist die Riickfaltungskinetik durch die cis/trans- Isomerisierung der Tyr 38-
Pro 39 Peptidbindung bestimmt (Miicke und Schmid, 1994a, 1994b) und Zugabe von
PPIasen fiihrt zu einer Beschleunigung der Reaktion. Der Assay wurde wie beschrieben
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(Scholz et al., 1997a, 1997¢) bei 15°C in einem Spex FluoroMax-2 Fluoreszenzspektrometer
bei einer Anregungswellenldnge von 268 nm und einer Emissionswellenldnge von 320 nm
ausgefiihrt. Die Spalten waren 1,5 nm (Anregung) und 3,5 nm (Emission). Unter diesen
Bedingungen war die  Riickfaltung von RCM-T1  monoexponential.  Die
Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion wurden mit dem Programm Sigma Plot 4.0 (SPSS
Inc., USA) berechnet.

2.10. Chaperon-Assays

Thermische Denaturierung von 3 uM Citratsynthase (CS, Monomer) wurde durch einstiindige
Inkubation bei 40°C in 40 mM Hepes, pH 7,5 erreicht. Die Aggregation von CS wurde mittels
des Anstiegs der Triibung der Losung bei 360 nm in einem JascoV-550 UV/Vis
Spektrophotometer mit einem thermostatisierbarem Kiivettenhalter mit Mikrokiivetten (120
ul) mit einem Durchmesser von 1 cm gemessen.

Alternativ wurde die Aggregation von CS (0,15 uM) anhand von Lichtstreuung bei 360 nm in
einem Spex FluoroMax-1 Fluoreszenzspektrometer mit thermostatisierbarem Kiivettenhalter
bei 43°C gemessen (Buchner et al., 1998b).
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3. Ergebnisse

3.1. Vergleich der groflen menschlichen Immunophiline FKBP51, FKBP52
und Cyp40

3.1.1. Aligemeiner Vergleich von FKBP51, FKBP52 und Cyp40

FKBP51 1 MTTDEGAKNN EESPTATVAE QGEDITSKKD RGVL----KI VKRVGNGEET
FKBP52 1 MTAEEMKATE SGAQSAPLPM EGVDISPKQD EGVL----KV IKREGTGTEM
Cyp40 1 MSHPSPQAKP SNPSNPRVFF DVDIGGERVG RIVEELFADI VPKTAENFRA
FKBP51 47 PMIGDKVYVH YKGKLSNGKK FDSSHDRNEP FVESLGKGQOV IKAWDIGVAT
FKBP52 47 PMIGDRVFVH YTGWLLDGTK FDSSLDRKDK FSEDLGKGEV IKAWDIAIAT
Cyp40 51 LCTEEKGIGH TTEKPLHFK- -GCPFHR--- --------- I EKFMEQGG-
FKBP51 97 MKKGEICHLL CKPEYAYGSA GSLPKIPSNA TLFFEIELLD FKGEDLF—-E
FKBP52 97 MKVGEVCHIT CKPEYAYGSA GSPPKIPPNA TLVFEVELFE FKGEDLTEEE
Cyp40 86  —————————— ——- DFSNONG TGGESEYGEK ---BHDENFH YR------ HD
FKBP51 145 DGGIIRRTKR KGEGYSNPNE GATVEIHLEG RCGGRMEDCR DVAFTVGEGE
FKBP52 147 DGGIIRRIQT RGEGYAKPNE GAIVEVALEG YYKDKLFDQR ELRFEIGEGE
Cyp40 114 REGLL----- --- SMANAGR NTNGSQFFIT TVPTPHLBGK HVVE----- G
FKBP51 195 DHDIPIGIDK ALEKMQREEQ CILYLGPRYG FGEAGKPKEG IEPNAELIYE
FKBP52 197 NLDLPYGLER AIQRMEKGEH SIVYLKPSYA FGSVGKEKFQ IPPNAELKYE
Cyp40 151 QVIKGIBVAR ILENVEVKGE KPAKE---CV IAECEELKEG -DDGGIFPKD
FKBP51 245 VTLKSFEKAK ESWEMDTKE- --KLEQAAIV KEKGTVYFKG GKYMQAVIQY
FKBP52 247 LHLKSFEKAK ESWEMNSEE- --KLEQSTIV KERGTVYFKE GKYKQALLQY
Cyp40 197 GSGDEHPDFP EDADIDLKDV DKILLITEDL KNIGNTEEKS ONWEMAIKKE
FKBP51 292 GKIVSWLEME YGLSEKESKA S-ESFLLAAF LNLAMCYLKL REYTKAVECC
FKBP52 294 KKIVSWLEYE SSFSNEEAQK A-QALRLASH LNLAMCHLKL QAFSAAIESC
Cyp40 247 AEVLRYVDSS KAVIETADRA KLQPIAHSCV ENIGACKERM SNWQGEIDSE
FKBP51 341 DKALGLDSAN EKGLYRRGEA QLLMNEFESA KGDFEKVLEV NPQNKAARLQ
FKBP52 343 NKALELDSNN EKGLFRRGEA HLAVNDFELA RADFQKVLQL YPNNKAAKTQ
Cyp40 297 LEAEEEDPSN TRALYRRAOG WQGLKEYDOR LABLKKAQGI APEDKAIQAE
FKBP51 391 ISMCOKKAKE HNERDRRIYA NMFKKFAEQD AKEEANKAMG KKTSEGVTNE
FKBP52 393 LAVCQORIRR QLAREKKLYA NMFERLAEEE NKAKAEASSG DHPTDTEMKE

Cyp40 347 LLKVKQKIKA QKDKEKAVEE KMEA------ -——------- ——————————

KA AR A AR AR I AKX I AKX KA KK

FKBP51 441 KGTDSQAMEE EKPEGHV
FKBP52 443 EQKSNTAGSQ SQVETEA
Cyp40 - mmmmmmmmm =

Abb. 3.1.1.1. Aminosiduresequenzvergleich der drei grofien menschlichen
Immunophiline. Die hellgrau unterlegten Aminosduren sind in FKBP51 und FKBP52
identisch. Die dunkelgrau unterlegten Aminosduren sind in Cyp40 identisch mit beiden
FKBPs. Aminoséduren, die zum TPR-Konsensus-Motiv gehoren, sind fett gedruckt. Die TPR-
Regionen sind durch eine gepunktete Linie und die Calmodulin-Bindestelle ist durch Sterne
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gekennzeichnet (verdndert nach Nair et al., 1997, Barent et al., 1998 und Scheufler et al.,
2000).
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Abb. 3.1.1.2. Hydropathieplots von Cyp40 (A), FKBP51 (B) und FKBP52 (C). Ermittelt gemal
Kyte und Doolittle (1982) mit dem ProtScale Tool (http://www.expasy.ch.). Der graue Balken
bezeichnet die PPlase-Doméne, wihrend die schwarzen Balken die TPR-Module kennzeichnen.
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Im Menschen gibt es drei Hsp90-assoziierte groBe Immunophiline, Cyp40, FKBP51 und
FKBP52. FKBP51 und FKBP52 gehoren zur selben Unterklasse von PPlasen und sind sehr
eng miteinander verwandt. Dies kommt deutlich in einem Sequenzvergleich zum Ausdruck
(Abb. 3.1.1.1), in dem sie 60% Sequenzidentitit aufweisen.

Deutlich geringer ist die Ahnlichkeit, die Cyp40 mit den beiden FKBPs aufweist. Sie
beschrinkt sich vor allem auf die TPR-Doménen und das Calmodulin-Bindemotiv in C-
terminalen Bereich der Proteine (Abb. 3.1.1.1.). Die potentielle Calmodulin-Bindestelle liegt
bei Cyp40 am C-terminalen Ende des Proteins, wohingegen sie bei den FKBPs etwa 30
Aminoséduren davon entfernt ist. Die Sequenzidentitit von Cyp40 zu FKBP52 betrigt 30%.
Wihrend in Cyp40 die TPRs direkt auf die PPlase-Doméne folgen, sind sie in beiden FKBPs
durch etwa 110 Aminosduren davon getrennt (Abb. 3.1.1.2.). Vergleiche der Hydropathie-
Blots (Abb. 3.1.1.2.) zeigen ebenfalls eine groBeren Ahnlichkeit zwischen den beiden FKBPs,
vor allem beziiglich der PPlase-Dominen. Die TPR-Domédnen hingegen liefern bei jedem
Protein ein anders Bild, wobei jedoch immer die Unterteilung in drei Module aus je zwei
Helices zu erkennen ist (Abb. 3.1.1.2.). Auch im Bezug auf den theoretischen isoelektrischen
Punkt und den Anteil an bestimmten Aminosduren sind FKBP51 und FKBPS52 einander
dhnlicher als Cyp40 (Tabelle 3.1.1.).

Parameter Cyp40 FKBPS51 FKBPS2
Theoretische molekulare Masse (kDa) 40, 763 51,212 51, 804
Aminosdureanzahl 370 457 459
Tryptophane 3 (0, 8%) 3 (0, 7%) 4 (0, 9%)
Tyrosine 7 (1, 9%) 16 (3, 5%) 16 (3, 5%)
Phenylalanine 18 (4, 9%) 19 (3, 5%) 19 (4, 1%)
Cysteine 7 (1, 9%) 9 (2%) 5(1, 1%)
Theoretischer isoelektrischer Punkt 6,77 5,71 5,35

Tabelle 3.1.1. Vergleich der drei groflen menschlichen Immunophiline beziiglich einiger
physikochemischer Parameter. Die Parameter wurde aus der Aminosduresequenz mittels des
ProtParam Tools errechnet (http://www.expasy.ch.).

3.1.2. Reinigung von FKBP51, FKBP52 und Cyp40

Alle drei groBen menschlichen Immunophiline konnten mittels der gleichen Abfolge von
Sdulen gereinigt werden. Das Reinigungsschema ist in einem Flussdiagramm (Abbildung
3.1.2.1.) erldutert. Ein exemplarisches Reinigungsgel fiir Cyp40, das die Wirksamkeit der
einzelnen Stufen dokumentiert, ist in Abbildung 3.1.2.2. gezeigt.
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Die ¢cDNA fiir humanes FKBP51, FKBP52 und Cyp40 wurde in einen pQE30-Vektor
kloniert, der die Expression von Proteinen mit N-terminalem sechsfachen Histidin-Tag
erlaubt. Zur Expression wurde das jeweilige Plasmid in einen E. coli HBI101 Stamm
transformiert. Anzucht, Induktion, Zellernte und -lyse erfolgten, wie in Material und
Methoden unter Abschnitt 2.3.1. beschrieben.

AnzuchtinE. coli HB101 in LB amp/kana -Medium bei 26°C
Zelllyse durch Inkubation mit Img/ml Lysozym
und anschlieende Ultraschallbehandlung

2
Zentrifugation bei 40000 Upm (30 min, 4°C)

Uberstand auf Affinititssiule (Nickel-NTA-Fastflow)
50 mM NaH,PO4, 400 mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0
Elution durch einen Konzentrationssprung auf 250 mM Imidazol

Dialyse gegen 50 mM Tris, 4 mM EDTA, pH 8,0

Anionenaustauscher (Resource Q)
50 mM Tris, 4 mM EDTA, pH 8.0
Immunophilin befand sich groBtenteils im Durchlauf,
der fraktioniert wurde

2
Ultrafiltration: Amicon, Membran YM10
Proteinkonzentration: 2-10 mg/ml

J
Gelfiltration (Superdex 75pg)

50 mM Tris, 200 mM NaCl, 4 mM EDTA, pH 8,0
\2
Dialyse gegen 50 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,5

Ultrafiltration: Amicon, Membran YM10
Proteinkonzentration: 2-5 mg/ml

Abb. 3.1.2.1. Flussdiagramm der Reinigung von Cyp40. Der dargestellte Ablauf der Reinigung gilt
analog auch fiir FKBP51 und FKBP52.

Der N-terminale Histidin-Tag erlaubt die Verwendung einer Affinitdtssdule als ersten
Reinigungsschritt. Hier wurde eine Ni-NTA-Fastflow benutzt, womit etwa 70-80% der

kontaminierenden Proteine entfernt werden konnten.
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Abb. 3.1.2.2. Stufen der Reinigung von Cyp40. A) Elutionsprofil der Superdex 75 pg-
Gelfiltrationslaufe. Der Balken kennzeichnet die als sauber gepoolten Fraktionen. B) SDS-PAGE des
Verlaufs der Reinigung von Cyp40. Die Molekulargewichtsmarker sind links au3en zu sehen. Die
Spuren enthalten dem Ablauf der Reinigung gemiB folgende Proben: 1) Uberstand nach
Zellaufschluss. 2) gepoolte Fraktionen nach der Ni-NTA-fastflow-Séule. 3) Durchlauf durch die
Resource Q. 4) Sauberer Cyp40-Pool nach der Superdex 75 pg-Saule.

Die Anwesenheit von 400 mM NaCl und 20 mM Imidazol in Auftrags- und Waschpuffer
erlaubten es, unspezifische Wechselwirkungen anderer Proteine mit der Nickel-NTA-
Sdulenmatrix auf ein Minimum zu reduzieren. Ein ausreichend langer Waschschritt nach dem

Auftrag (circa 20 Sdulenvolumina) trug ein weiteres zur Reinigung bei. Eluiert wurde das
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jeweilige Immunophilin durch einen Konzentrationssprung von 20 mM auf 250 mM
Imidazol, wodurch das Eluatvolumen recht gering gehalten werden konnte.

Da groBe Immunophiline mit Histidin-Tag in Anwesenheit von zweiwertigen lonen zur
Aggregation neigen (Mayr, 2000), wurde der Eluatpool iiber Nacht in 50 mM Tris, 4 mM
EDTA, pH 8,0 umdialysiert, wobei die Anwesenheit von EDTA die Aggregation verhinderte.
Als zweite Sdule wurde ein Anionenaustauscher (Resource Q -Sdule) benutzt. Bei dieser
Sdule befanden sich die Immunophiline im Durchlauf. Da jedoch ein groBer Teil der E.
coli-eigenen Proteine unter diesen Bedingungen an den Anionenaustauscher bindet, konnte
diese Eigenheit der groBen Immunophiline zur weiteren Reinigung genutzt werden.

Weil durch diesen Schritt die Proteinlosung aber verdiinnt wurde, musste sie zunichst mittels
Ultrafiltration wieder aufkonzentriert werden, bevor sie auf die Gelfiltrationssdule (Superdex
75 pg) geladen werden konnte. Diese Saule entfernte alle restlichen Verunreinigungen und
stellte sicher, dass das Protein nicht aggregiert oder teilaggregiert vorlag.

Durch dieses Expressions- und Reinigungsschema wurden fiir die FKBPs Proteinausbeuten
von 5-8 mg und fiir Cyp40 sogar 12 mg Protein pro g Zellnassgewicht erreicht.

Bei der Reinigung von GST-Cyp40 war die erste Sdule eine Glutathion-Sepharose
(equilibriert in 150 mM NaCl, 16 mM Na,POH4, 4 mM NaH,POH,4, pH 7,3, eluiert mit 50
mM Tris, 10 mM GSH, pH 8,0). Die Resource Q- und Gelfiltrationsschritte wurden, wie fiir
die Histidin-getagten Konstrukte beschrieben, durchgefiihrt. Fiir GST-Cyp40 konnte eine
Reinigungsausbeute von circa 3 mg pro g Zellnassgewicht erreicht werden.

Die Identifikation der Proteine erfolgte durch Western Blot mit den jeweiligen Antikérpern
und N-terminale Sequenzierung mittels Edman-Abbau (Edman und Berg, 1967; siehe
Material und Methoden Abschnitt 2.4.3. und 2.4.4.). Die sauberen Proteine wurden in 50 mM
Tris, 2 mM EDTA, pH 7,5 beziehungsweise pH 8,0 bei —80°C gelagert.

3.1.3. Struktur und Stabilitit von FKBPS51, FKBPS2 und Cyp40

3.1.3.1. Struktur von FKBP51, FKBP52 und Cyp40

Um Informationen zu ihrer Struktur zu erhalten, wurden die drei Immunophiline zunéchst
spektroskopisch charakterisiert.

Die Fluoreszenzspektren aller drei Immunophiline werden vor allem vom Beitrag der
Tryptophane (Cyp40 und FKBP51 haben jeweils 3 und FKBP52 besitzt 4 Tryptophane, vgl.
Abschnitt 3.1.1.) dominiert. So liegen die Emissionsmaxima im nativen Zustand bei der
Anregungswellenldnge von 280 nm bei 334 nm, 336 nm bzw. 341 nm fiir Cyp40, FKBP51
bzw. FKBP52, was darauf hindeutet, dass zumindest bei dem Letzteren die Tryptophane

teilweise 16sungsmittelexponiert vorliegen.
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Abb. 3.1.3.1.1. Fluoreszenzspektren der drei groien Immunophiline. A) Cyp40, B) FKBP51 und
C) FKBP52 im nativen (—) und denaturierten (- - ) Zustand. Die Proteinkonzentration betrug 5 pg/ml.
Die Messung erfolgt in 50 mM Tris, pH 7,5 fiir natives Protein und in 50 mM Tris, 6 M GdmCl , pH
7,5 fiir denaturiertes Protein. Alle Spektren sind pufferkorrigiert.

Die Unterschiede in den Signalintensititen sind nur geringfiigig, wobei FKBP51 eine etwas
geringere Intensitdt aufweist als Cyp40 und FKBP52 (Abb. 3.1.3.1.1.).
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Im denaturierten Zustand verschiebt sich das Intensititsmaximum bei allen drei
Immunophilinen zu hdheren Wellenldngen hin. Fiir Cyp40 und FBKP52 liegt es dann bei
352nm und fiir FKBP51 bei 350 nm. Das entspricht in etwa dem vollkommen
l6sungsmittelexponierten Zustand von Tryptophan (Schmid, 1989). Zusétzlich verringert sich
bei Cyp40 und FKBP52 die Signalintensitit auf die Hélfte und bei FKBP51 etwa auf zwei
Drittel des Wertes des nativen Zustands. In allen denaturierten Spektren ist ein angedeutetes
zweites Maximum bei circa 300 nm zu beobachten. Dabei handelt es sich um das
Fluoreszenzmaximum von Tyrosin, da alle drei Immunophiline einen sehr hohen Anteil an
Tyrosinen besitzen (vgl. Abschnitt 3.1.1.).

Die N-terminalen Doménen der grolen Immunophiline besitzen hohe Homologie mit den
jeweiligen kleinen Immunophilinen (siche 1.6.). So weist zum Beispiel die N-terminale
Domédne von FKBP52 55% Aminosdurehomologie (Lebeau et al., 1992) und 49%
Sequenzidentitit mit FKBP12 auf (Callebaut et al., 1992). Humanes Cypl8 und die N-
terminale Doméne von humanem Cyp40 haben 61% Identitit (Kieffer et al., 1993).

OMRW (deg cm?2 dmol-1)

Wellenlange (nm)

Abb. 3.1.3.1.2 Fern-UV-CD-Spektren der grofien und kleinen Immunophiline im Vergleich.
Gezeigt sind die Spektren von Cyp18 (V¥), FKBP12 (0), Cyp40 (A), FKBP51 (o0) und FKBP52 (O).
Sie wurden in 40 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 aufgenommen. Die Proteinkonzentration war
0,2 mg/ml fiir Cyp18 und FKBP12 und 0,4 mg/ml fiir Cyp40, FKBP51 und FKBP52. Alle Spektren
sind pufferkorrigiert.
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Cyp18 besteht aus einer 8 strangigen antiparallelen B-Barrel Struktur mit zwei kurzen Helices
(Ke et al.,, 1991; Mikol et al., 1993) und FKBP12 besteht aus einem fiinf stringigen
antiparallelen B-Faltblatt mit einem rechtshindigen Twist, einer kurzen o-Helix und hat
einem hohen Gehalt an aperiodischer Struktur (Michnick et al., 1991; Moore et al., 1991;
Wilson et al., 1995). Die isolierte PPlase Doméne von Kaninchen FKBP52 (Aminoséure 1-
149) zeigt eine dhnliche Struktur (Craescu et al., 1996). Das legt nahe, dass die Struktur der

PPIase-Doméne der grofen und der jeweiligen kleinen Immunophiline konserviert ist.

Um weitere Informationen tiber die Sekundérstruktur der groen Immunophiline zu erhalten,
wurden  Fern-UV-Circular-Dichroismus-(CD)-Spektren  der  groBen  Immunophiline
aufgenommen und mit denen des korrespondierenden kleinen Immunophilins FKBP12 oder
Cypl8 verglichen (Abb. 3.1.3.1.2). Das Fern-UV-CD Spektrum von Cypl8 zeigte zwei
Minima — bei 208 und 222 nm - ein Merkmal, das charakteristisch fiir o-Helices ist.
Allerdings war die Intensitit des Signals mit nur -6000 deg cm” dmol™ sehr gering, was auf
einen hohen Anteil an B-Faltblattstruktur schliefen ldsst. Das Spektrum von FKBP12 zeigte
ein deutliches Minimum bei einer Wellenldnge von 212 nm mit einer molaren Elliptizitit von
-5000 deg cm® dmol”. Das weist darauf hin, dass das Protein vorwiegend aus B-Struktur
besteht.

Die Spektren der drei grolen Immunophiline waren von der Form her sehr dhnlich, wobei die
Signalintensititen von FKBP51 (Elliptizitit von -9700 deg cm’ dmol”) und FKBP52
(Elliptizitit von -10000 deg cm” dmol™) fast gleich waren und das Spektrum von Cyp40 eine
etwas hohere Elliptizitdt (-12000 deg cm’® dmol™) aufwies. Die Signalminima befanden sich
bei 208 nm und 222 nm und das Maximum unter 200 nm. Die Form und die Elliptizititswerte
dieser Spektren deuteten auf einen hoheren Anteil an o-helikaler Struktur als bei den
jeweiligen kleinen Immunophilinen hin.

Der Anteil an a-Helix wurde, wie in Abschnitt 2.5.3. beschrieben, aus den betreffenden
Spektren ermittelt und ist in Tabelle 3.1.3.1.1. zusammengefasst. Dabei ergab sich gemif
dem CDNN Programm fiir FKBP12 und Cyp18 ein a-Helix Gehalt von 16% beziehungsweise
19%, wohingegen die grolen Immunophiline hohere Anteile an a-Helix hatten. Der Helix-
Anteil war 35% beziehungsweise 28% und 30 % fiir Cyp40, FKBP51 und FKBP52. Bei einer
Auswertung nach Forood et al. (1993) war der a-Helix Anteil jeweils um etwa 5% niedriger
(vgl. Tabelle 3.1.3.1.1.). Verglichen mit den Sekundédrstrukturvorhersagen ist der a-Helix
Anteil beider Auswertungsmethoden deutlich niedriger.

Nachdem der jeweilige N-terminale Bereich der groBen und der betreffenden kleinen
Immunophiline strukturell &hnlich ist, scheinen die Unterschiede in den Fern-UV-CD-
Spektren vorwiegend auf der Sekundérstruktur der zusétzlichen C-terminalen Domédnen zu
basieren, die die TPR-Regionen, die Chaperon-Aktivitit und die Calmodulin-Bindestelle
enthalten. Folglich besitzen diese Doménen einen betrachtlichen Anteil an a-helikaler
Struktur.
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Immunophilin a-Helix-Anteil o-Helix-Anteil o-Helix-Anteil
Forood et al., 1993 nach CDNN | nach SOPM-Vorhersage
FKBP12 10% 16% 16, 8%
Cypl8 15,5% 18% 25%
Cyp40 30% 35% 41%
FKBP51 25% 28% 36%
FKBP52 35% 30% 44%

Tabelle 3.1.3.1.1. Zusammenfassung des Gehalts an Sekundérstruktur. Gezeigt ist der Anteil an
a-Helix berechnet nach der Formel von Forood et al., (1993) und mittels des CDNN-Programms (wie
in Material und Methoden beschrieben) im Vergleich mit dem o-Helix Anteil vorhergesagt nach der
Methode von Geourjou und Deleage (1994).

Nah-UV-CD-Spektren sind fiir jedes Protein spezifisch und kénnen somit als Fingerabdruck

des korrekten Faltungszustandes und der Tertidrstruktur benutzt werden. Fiir die grofen

humanen Immunophiline sind die jeweiligen Nah-UV-CD-Spektren in Abb. 3.1.3.1.3.

dargestellt. Auch hier zeigen die beiden groBen FKBPs groBere Ahnlichkeit zueinander als zu

Cyp40. Alle drei Immunophiline weisen bei circa 280 nm ein Signalminimum auf. Dessen
Intensitit ist aber bei den beiden FKBPs (-110 deg cm” dmol™ bei FKBP51 und —80 deg cm’
dmol™ bei FKBP52) deutlich stirker als bei Cyp40 mit —10 deg cm® dmol™. In der
Gesamtform hat das Cyp40-Spektrum zudem eine Sonderstellung verglichen mit den beiden
FKBPs, da hier das Minimum bei 280 nm durch zwei Maxima (bei 264 nm und 292 nm)

eingerahmt wird.
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Abb. 3.1.3.1.3. Nah-UV-CD Spektren von Cyp40 (A) , FKBP51 (B) und FKBP52 (C). Protein-
konzentration: jeweils 600 pg/ml. Die Spektren wurden in Lagerungspuffer aufgenommen und gegen
das jeweilige Pufferspektrum korrigiert.

Der Oligomerisierungszustand der drei groen Immunophiline wurde mittels analytischer
Gelfiltration und analytischer Ultrazentrifugation untersucht. Analytische Gelfiltrations-
experimente wurden auf einer Superdex 75 HR durchgefiihrt und das jeweilige
Molekulargewicht anhand einer Eichgerade, wie in Material und Methoden (Abschnitt 2.7.)
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beschrieben, bestimmt. Fiir Cyp40, FKBP51 bzw. FKBP52 ergaben sich dabei
Retentionszeiten von 19,572 min, 18,378 min und 18,046 min, was jeweils einer
Molekularem Masse von 54,18, 61,86 bzw. 63,99 kDa entspricht (Abb. 3.1.3.1.4. und Tabelle
3.1.3.1.2.).
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Abb. 3.1.3.1.4. Analytische Gelfiltrationsldufe der grofien Immunophiline. Die Liufe wurden
durchgefiihrt in 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7,5 auf einer Superdex 75 HR-Saule
bei 20°C mit 0,5 ml/min Flussrate. Die Proteinkonzentration war 2 uM. Die Elution wurde mittels
Fluoreszenz verfolgt, wobei A gx =280 nm und A g, =330 nm war. A) Cyp40. B) FKBP51. C)
FKBP52.
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Das liegt bei allen drei Proteinen etwa 10 kDa tiber der tatsdchlichen Masse eines Monomers,
entspricht aber, wenn man die Mdglichkeit einer atypischen gestreckten Molekiilform
miteinbezieht, einem Monomer. In den Gelfiltrationsexperimenten war bei FKBP52 eine
zweite zusétzliche Laufform des Molekiils zu beobachten (Abb. 3.1.3.1.4. und Tabelle
3.1.3.1.2.), die bei 16,805 min lauft, was einer Masse von 71,9 kDa entspricht. Fiir FKBP52
ist in der Literatur beschrieben, dass es sich wie ein Dimer verhélt (Wiederrecht et al., 1992;

Yem et al., 1993). Somit konnte diese zweite Laufform dimere Anteile widerspiegeln.

Zusitzlich wurde der Oligomerisierungszustand der groen Immunophiline, wie in Abschnitt
2.7.2. beschrieben, auch mittels analytischer Ultrazentrifugation untersucht. Sie lieferte mit
Molekulargewichten von 47,354 kDa fiir Cyp40, 61,959 kDa fiir FKBP51 und 69,168 kDa fiir
FKBP52 dhnliche Ergebnisse wie die analytischen Gelfiltrationsldufe (Tabelle 3.1.3.1.2.).

Molekulare Masse (kDa)
Methode Cyp40 FKBP51 FKBP52
analytischer Gelfiltration 54, 180 61, 860 63, 990 71, 900
Analytischer 47,354 61, 959 69, 168
Ultrazentrifugation

Tabelle 3.1.3.1.2. Zusammenfassung der Ergebnisse der analytischen Gelfiltration und der
analytischen Ultrazentrifugation.

3.1.3.2. Stabilitit von FKBP51, FKBPS52 und Cyp40

Als nichstes wurde die Stabilitdt der drei groBen Immunophiline gegeniiber verschiedenen
Denaturierungsagentien untersucht und verglichen.

Die Stabilitit gegeniiber chemischer Entfaltung wurde, wie in 2.6.1. beschrieben, anhand von
GdmCl-induzierten Gleichgewichtsentfaltungsiibergéingen ermittelt (Abb. 3.1.3.2.1). Hier
weist Cyp40 einen deutlich niedrigeren Entfaltungsmittelpunkt (0,8 M GdmCl) auf als
FKBP51 (1,6 M GdmCl) und FKBP52 (1,5 M GdmCl). AuBerdem ist der Ubergang von
Cyp40 kooperativer als der der FKBPs.
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Abb. 3.1.3.2.1. Chemische Denaturierung der grofien Immunophiline. Denaturierungsiibergéinge

(ausgefiillte Symbole) und Renaturierungsiiberginge (leere Symbole) in 50 mM Tris, pH 7,5 mit
verschiedenen GdmCl-Konzentrationen. Die Proteinkonzentration betrug 5 pg/ml. Die Ubergiinge
zeigen jeweils die Fluoreszenzintensitit am Maximum des Differenzspektrums von nativen und
denaturierten Protein. A) Cyp40, B) FKBP51 und C) FKBP52. Die Uberginge wurden jeweils auf den
Wert bei 0 M GdmCI normiert.
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Das Fluoreszenzsignal von Cyp40 bleibt bis etwa 0,4 M GdmCl konstant und fillt dann
schnell ab, so dass das Protein bei 2,0 M GdmCl vollstédndig denaturiert vorliegt, wohingegen
beide FKBPs bis etwa 0,8 M GdmCl ein stabiles Signal zeigen und nach langsamen
Intensitétsabfall erst bei 2,5 bis 3,0 M GdmCl als vollstdndig denaturiert gelten konnen. Das
mag darauf hindeuten, dass in den FKBPs die Doménen in einer Weise entfalten, die
voneinander unabhéngiger ist als in Cyp40.

Fiir die Renaturierungsiiberginge wurden die Proteine bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden in
4M GdmCl denaturiert, um dann in die unterschiedlichen GdmCl-Konzentrationen der
einzelnen Renaturierungsansitze verdiinnt zu werden. Die niedrigste dabei erreichbare
Konzentration war 0,04 M GdmCI. Die Fluoreszenzspektren fiir die Renaturierungsiibergidnge
wurde bei denselben Bedingungen wie die der Denaturierungsiiberginge gemessen. Die
erhaltenen Ubergiéinge waren identisch.

Sowohl die Denaturierungs- als auch die Renaturierungsiibergidnge zeigen einen
monophasischen Ubergang. Da der Ubergang reversibel ist, wurde er mit der in Abschnitt
2.6.1. angegebenen Fitgleichung gefittet. Die Ergebnisse dieses Fits sind in Tabelle 3.1.3.2.1.

zusammengefasst.
Parameter Cyp40 FKBP51 FKBPS2
Ubergangsmittelpunkt 0,8 M GdmCl 1,6 M GdmCl 1,5M GdmCl
Stabilisierungsenergie 7,4 14, 2 14, 3
(KJ/mol)
Kooperativitét -12, 1 -6,9 -8, 8
(KJ/(mol* M GdmCl))

Tabelle 3.1.3.2.1. Zusammenfassung der Fit-Ergebnisse fiir die Stabilitit gegeniiber chemischer

Denaturierung.

Fiir FKBP51 und FKBP52 liegen sowohl die Werte fiir den Ubergangsmittelpunkt als auch
fiir die Stabilitdt und die Kooperativitdt in einem dhnlichen Bereich. Cyp40 erwies sich als
deutlich instabiler als die beiden FKBPs.

Zudem wurde die Stabilitit von FKBP5I,
temperaturinduzierten Entfaltungsiibergangs
beschrieben) gemessen (Abbildung 3.1.3.2.2. und Tabelle 3.1.3.2.2.).

FKBP52 und Cyp40 mittels eines

im Fern-UV-CD (wie in Sektion 2.6.2.
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Abb. 3.1.3.2.2. Temperatur-induzierte Denaturierung der Immunophiline. Das Fern-UV-CD-
Signal einer 250 pg/ml Proteinldsung von 40 mM Kaliumphosphat, pH 7,5 wurde fiir Cyp18, Cyp40,
FKBP51, FKBP52 bei 222nm und fiir FKBP12 bei 215 nm von 20°C bis 80°C verfolgt. Die Heizrate
betrug 1°C/Minute. A) Temperaturiibergéinge der kleinen Immunophiline Cypl8 (o) und FKBP12
(V). B) Temperaturiibergiinge der groBen Immunophiline Cyp40 (A ), FKBP51 (m) und FKBP52 (O).
Die Ubergiinge waren irreversibel.

62



Ergebnisse

Von allen drei Immunophilinen war FKBP52 am stabilsten mit einen Ubergangsmittelpunkt
von 49°C verglichen mit 45°C fiir Cyp40 und 46°C fiir FKBP51.

Im Vergleich mit den jeweiligen kleinen Immunophilinen zeigten alle drei grofRen
Immunophiline deutlich reduzierte thermische Stabilitdt. So war FKBP12 bis 60°C stabil
und das Signal fiel dann bis 70°C stetig ab. Der Denaturierungsmittelpunkt liegt bei 65,5°C
und ist somit 16,5°C hoher als der von FKBP52 und fast 20°C hoher als der von FKBP51. In
dhnlicher Weise ist auch Cyp18 mit einen Ubergangsmittelpunkt von 51°C immer noch 6 °C
stabiler als Cyp40. Offensichtlich destabilisieren die zusétzlichen Dominen die drei groflen
Immunophiline.

Die Mittelpunkte der Thermoiibergdnge von Cyp40 auf der einen Seite und von FKBP51 und
GST-Cyp40 auf der anderen Seite unterscheiden sich nur um ein bis zwei Grad, und dennoch
aggregiert Cyp40 unter den Bedingungen des Citratsynthase-Assays, wohingegen die anderen
beiden Proteine stabil sind. Ein Grund hierfiir mag sein, dass der Temperaturiibergang von
Cyp40 eine hohere Kooperativitit aufweist als die Uberginge von FKBP51, FKBP52 und
GST-Cyp40. Eine weitere Erkldrung fiir die Aggregation von Cyp40 bei den im CS-Assay
verwendeten Bedingungen sind moglicherweise unterschiedliche Stabilititen in
verschiedenen Puffern, wobei Hepespuffer die Aggregation von Cyp40 noch beschleunigen
konnte.

Immunophilin Thermische Stabilitiat T,
FKBP12 65,5+ 0,5 °C
Cyp18 51+ 1°C
Cyp40 45 + 0,5°C
GST-Cyp40 46,5+ 0,5°C
FKBP51 46 + 0,1°C
FKBP52 49 + 0,5°C

Tabelle 3.1.3.2.2. Zusammenfassung der thermischen Stabilitiitsdaten der grofien Immuno-
philine im Vergleich mit den jeweiligen kleinen Immunophilinen.
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3.1.4. Interaktion von FKBP51, FKBPS52 und Cyp40 mit Hsp90

Bisher wurde die Interaktion zwischen Hsp90 und den groBen Immunophilinen zumeist
mittels chemischer Quervernetzung untersucht (Rehberger et al., 1992; Segnitz und Gehring,
1995; Silverstein et al., 1999). Die so erhaltenen Ergebnisse erlaubten es aber nicht,
Riickschliisse auf die jeweiligen Affinitdten der drei Immunophiline zu Hsp90 zu ziehen.
Dariiber hinaus war die Frage, ob ein oder zwei Immunophiline an ein Hsp90 Dimer binden,
Gegenstand von Kontroversen.

Die Frage der Affinitdten wurde im Rahmen dieser Arbeit anhand von Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie und Isothermischer Titrationskalorimetrie (ITC) untersucht. Dariiber hinaus
konnten mittels der ITC-Messung auch auf die Frage nach der Stochiometrie der Komplexe

eingegangen werden.

3.1.4.1. Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie

Bei der Plasmon-Resonanz-Spektroskopie wird eines der zu untersuchenden Proteine
kovalent an die Oberflache eines Sensorchips gekoppelt. Die Bindung eines Liganden kann
daraufhin optisch iiber die Zunahme der Masse an der Sensoroberfliche gemessen werden, da
diese zu einer Verdnderung des Brechungsindexes an der Oberfldche fiihrt (Canziani et al.,
1999).

Fiir die hier aufgefiihrten Plasmon-Resonanz-Spektroskopie-Experimente wurden die
jeweiligen Immunophiline mit steigenden Mengen an Hsp90 vorinkubiert und dann auf den
Sensorchip, an dem zuvor Hsp90 gekoppelt worden war, aufgebracht (sieche Abschnitt 2.8.1.).
In diesem Assay reflektiert die detektierte Bindung an den Chip die Menge an Immunophilin,
die immer noch frei in Losung und somit bei einer bestimmten Hsp90-Konzentration nicht an
Hsp90 gebunden vorliegt. Steigende Hsp90-Konzentrationen fithren zu verringerten Mengen
an Immunophilin in Ldésung und somit zu geringeren Resonanzsignalen. Diese Signale
wurden gegen die Hsp90- Konzentration aufgetragen und, wie in Abschnitt 2.8.1.
beschrieben, gefittet (Abb. 3.1.4.1. und Tabelle 3.1.4.). Die Bindekonstanten, die daraus
erhalten wurden, sind 71 nM fiir Cyp40, 23 nM fiir FKBP51 und 5,5 nM fiir FKBP52.
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Abb. 3.1.4.1. Plasmon-Resonanz-Spektroskopie-Messungen der Bindung von Cyp40, FKBPS1
und FKBP52 an Hsp90. Die Messungen wurden in 40 mM Hepes, pH 8,0 durchgefiihrt. Hsp90 war
mittels Amidkopplung kovalent an den Chip gebunden worden. Komplexe zwischen -einer
variierenden Konzentration von Hsp90 und einer festen Konzentration an dem jeweiligen
Immunophilin wurden bei Raumtemperatur vorinkubiert und dann auf den Chip aufgebracht. Gezeigt
ist das jeweilige Bindungssignal in Resonanzeinheiten in Abhéngigkeit von der Hsp90-Konzentration
(®). Die durchgezogene Linie reprisentiert den jeweiligen Fit. A) Kompetitionstitration von 25 nM
Cyp40 mit bis zu 800 nM Hsp90. B) Kompetitionstitration von 106 nM FKBP51 mit bis zu 150 nM
Hsp90. C) Kompetitionstitration von 28 nM FKBP52 mit bis zu 220 nM Hsp90.
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3.1.4.2. Isothermische Titrationskalorimetrie

Als weitere Methode, die Bindung der grofSen Immunophiline an Hsp90 zu untersuchen,
wurde Isothermische Titrationskalorimetrie (ITC) verwendet.

ITC ist die Methode zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen, die die
zuverldssigsten quantitativen Aussagen bietet. Sie misst die Bindung direkt anhand der
Wiérme, die bei der Assoziation eines Liganden mit seinem Bindungspartner frei wird. So
kénnen in einem einzigen Experiment die Werte filir die Bindekonstante, die
Bindungsstochiometrie, und die Bindungsenthalpie bestimmt werden. Die Entropie der
Bindung kann aus der Bindekonstante rechnerisch ermittelt werden (Pierce et al., 1999).

Die ITC-Messungen wurden, wie in Material und Methoden beschrieben (Abschnitt 2.8.2.),
durchgefiihrt. Fiir alle drei Immunophiline waren die erhaltenen Bindungskurven sigmoid
(Abb. 3.1.4.2.). Diese Form stimmt mit einer einfachen Zwei-Zustands-Assoziationsreaktion
iiberein. Die Bindekonstanten, die diese Messungen ergaben, waren 226 nM fiir Cyp40,
174 nM fiir FKBP51 und 55 nM fiir FKBP52 (Abbildung 3.1.4.2. und Tabelle 3.1.4). Die
Bindungsreaktion beinhaltete verschiedene Beitrdge von Enthalpie und Entropie, wobei die
FKBP51-Bindung die giinstigste Bindungsenthalpie (AH = -12 kcal/mol), aber auch den
ungiinstigsten entropischen Bindungsanteil zeigte (TAS = -3 kcal/mol). Im Gegensatz dazu
weisen Cyp40 und FKBP52 zwar geringere Bindungsenthalpien auf, aber besonders fiir die
Bindung von FKBP52 an Hsp90 ist der Beitrag der Entropie duBerst giinstig (TAS =
1,7 kcal/mol).

Die molare Stochiometrie der Interaktion zwischen den groen Immunophilinen und Hsp90
wurde aus den Mittelpunkt der Assoziationsreaktion ermittelt (Abb. 3.1.4.2.). Fiir die Bindung
von einen Immunophilin pro Hsp90-Dimer wiirde man ein molares Verhéltnis von 0,5
erwarten. Aus den ITC-Messungen ist jedoch fiir alle drei groen Immunophiline ein molares
Verhiltnis von etwa 1 ersichtlich (Abb. 3.1.4.2. und Tabelle 3.1.4.), was stark darauf
hinweist, dass ein Immunophilin Monomer pro Hsp90 Monomer bindet.
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Abb. 3.1.4.2. A und B. ITC-Messungen der Interaktion von Cyp40, FKBP51 und FKBP52 mit

Hsp90. Kalorimetrische Titration der groBen Immunophiline mit Hsp90 in 40 mM Hepes, pH 8,0 bei
einer Temperatur von 20°C. Das Experiment bestand aus bis zu 38 Injektionen von je 5 pl einer

320 uM Hsp90-Losung. Hsp90 wurde in eine Probenzelle injiziert, die 15 uM des jeweiligen grof3en
Immunophilins enthielt. Die Messungen wurden gemall dem Modell einer Bindestelle mit der Origin
Software gefittet. A) Messdaten, die den Unterschied zwischen der Proben- und der Referenz-Zelle
wihrend der 36 Injektionen von Hsp90 in die mit 15 uM FKBP52 gefiillte Probenzelle zeigen. B)
Enthalpie pro Mol an injiziertem Hsp90 aufgetragen gegen das molare Verhiltnis von injiziertem
Hsp90 und FKBP52 in der Probenzelle.
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Abb. 3.1.4.2. C und D. ITC-Messungen der Interaktion von Cyp40, FKBP51 und FKBP52 mit
Hsp90. Kalorimetrische Titration der grolen Immunophiline mit Hsp90 in 40 mM Hepes, pH 8,0 bei
einer Temperatur von 20°C. C) Enthalpie pro Mol an injiziertem Hsp90 aufgetragen gegen das molare
Verhiltnis von injiziertem Hsp90 und FKBP51 in der Probenzelle. D) Enthalpie pro Mol an
injiziertem Hsp90 aufgetragen gegen das molare Verhiltnis von injiziertem Hsp90 und Cyp40 in der
Probenzelle.
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Cyp40 FKBP51 FKBP52
BIAcore
Ky 71 £ 8.7nM 23 = 5nM 55%1.1nM
ITC

Ky 226 £ 61 nM 174 £ 28 nM 55+ 7nM
Anzahl der 1,054 = 0.018 1,16 £ 0,01 1,27+ 0,005
Bindestellen

AH -9,42 = 0,3 kcal/mol -12 * 0,2 kcal/mol -8,06= 0,08 kcal/mol

TAS -0,51 kcal/mol -3 kcal/mol 1,7 kcal/mol

Tabelle 3.1.4. Interaktion der groffen Immunophiline mit Hsp90. Zusammenfassung der aus den
Fits der Oberflachen-Plasmonresonanz und ITC-Daten erhaltenen Bindekonstanten und Bindungs-

stochiometrie.

3.1.5. Peptidyl-Prolyl-cis/trans Isomerase Aktivitit von FKBP51, FKBPS2 und Cyp40

3.1.5.1. PPlase-Aktivitit im Peptidassay

Um die PPlase-Aktivitdt der groBen menschlichen Immunophiline zu untersuchen, wurden
zwel verschiedene Assays benutzt: 1) ein Peptidassay, der die Isomerisierung der
Prolinpeptidbindung in einem Tetrapeptid untersucht, das an ein Paranitroanilid gebunden ist
(dieser Assay wurde sowohl in seiner Protease-gekoppelten als auch in seiner Protease-freien
Version durchgefiihrt), und, 2) der RCM-T1 Riickfaltungsassay, der die Prolinisomerisierung
in einem Proteinsubstrat sichtbar macht. Die Messungen wurden, wie in Abschnitt 2.9.
beschrieben, durchgefiihrt.
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Abb. 3.1.5.1. PPlase-AKktivitiit der grofien Immunophiline im Protease-gekoppelten Peptidassay.
Geschwindigkeitskonstanten der Isomerisierung von synthetischen Peptiden als Funktion der PPlase-
Konzentration. Die Messungen wurden in 40 mM Hepes, pH 7,5 bei 10°C ausgefiihrt. Die
Isomerisierung wurde bei 390 nm verfolgt. Die Steigung der jeweiligen Geraden ist 4quivalent zum in
Tabelle 3.1.5. gezeigten k../K,-Wert. Einfluss von Cyp40 (A), FKBP51 (m) und FKBP52 (e ) auf die
Isomerisierung des jeweiligen Tetrapeptids. A) Isomerisierung von Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA.
B) Isomerisierung von Succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA.
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Fiir den Peptidassay wurden in der Vergangenheit schon verschiedene Sequenzvarianten des
Peptids Succinyl-Ala-X-Pro-Phe-pNA benutzt, um die Aktivitit einer ganzen Reihe von
PPlasen zu bestimmen. So wurde zum Beispiel bewiesen, dass Cypl8 in seiner katalytischen
Aktivitdt sehr vielseitig ist und nur eine leichte Préiferenz fiir Alanin in der X-Position
aufweist. FKBP12, hingegen, scheint eine deutlich hohere Substratspezifitit zu haben, wobei
Leucin der bevorzugte Rest in der X-Position ist (Albers et al., 1990; Harrison und Stein,
1990b). Folglich wurden diese beiden Peptide verwendet, um die katalytische Effizienz von
Cyp40, FKBP51 und FKBP52 zu vergleichen. Fiir alle drei groen Immunophiline waren die
resultierenden Kinetiken erster Ordnung und die Geschwindigkeitskonstanten stiegen linear
mit der verwendeten Enzymkonzentration an. Die PPlase-Aktivitéit der beiden FKBPs konnte
durch den spezifischen Inhibitor Rapamycin, aber nicht durch den Cyclophilininhibitor
Cyclosporin A inhibiert werden, wohingegen Cyp40-Aktivitit durch Cyclosporin A
unterdriickt wurde, aber nicht durch Rapamycin (Daten nicht gezeigt).

In den Messungen mit dem Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA-Peptid (Abb. 3.1.5.1.A) hatte
Cyp40 eine wesentlich hohere katalytische Aktivitdt ( keu /K= 1,8 106 M™! s'l) als FKBP51
und FKBP52, deren kew/Kn —Werte sehr dhnlich war (7,6 10° M s' fir FKP51 und
8,510°M™' s fir FKBP52). Bei Verwendung des Succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA-Peptids
(Abb. 3.1.5.1.B) sank die katalytische Aktivitidt von Cyp40 auf einen kc./Km —Wert von 1,24
10° M st , wohingegen sich die Aktivitit der beiden FKBPs deutlich erhohte (ke./K, von
1,45 10° M s™). Somit katalysieren die FKBPs dieses Peptid fast 20 mal besser als das
Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA-Peptid .

Die katalytische Aktivitit, die hier fiir Cyp40 mit dem Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA -
Peptid beobachtet wurde, ist vergleichbar mit dem in der Literatur fiir Cyp40 beschriebenen
Kea'Km —Wert von 1,9 10° M s™) (Kieffer et al., 1992). Damit ist Cyp40 fiir beide Peptide
viermal aktiver als sein Hefe Homologes Cpr6 und 26mal aktiver als Cpr7. Die katalytischen
Aktivititen der beiden FKBPs fiir das Succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA-Peptid stimmen mit
dem Kkc./Kn, —Wert von 1,4 10° M s , der fiir Kaninchen FKBP52 schon beschrieben war
(Chambraud et al., 1993), iiberein.

Zudem passen die katalytischen Aktivitdten gut zu denen, die fiir die jeweiligen Eindoménen-
Immunophiline FKBP12 und Cypl8 schon verdffentlicht sind (Albers et al., 1990; Harrison
und Stein, 1990b; Schonbrunner et al., 1991) (Tabelle 3.1.5.).

Beim Protease-gekoppelten Test zur Bestimmung der PPlase-Aktivitdt ist es von Nachteil,
dass Protease-sensitive Proteine als inaktiv oder nur schwach aktiv erscheinen konnen, weil
sie durch die Hilfsprotease Chymotrypsin abgebaut werden (Scholz et al., 1997b). Das kann
mit einer Protease-freien Variante des Peptidassays (Janowski et al., 1997) vermieden
werden. Diese beruht auf unterschiedlichen UV/Vis Absorptionsspektren der cis/trans
Isomere des Peptids nach einen Solvenswechsel von Triflourethanol in wéssrige Losung und
wurde, wie unter Abschnitt 2.9.2., beschrieben durchgefiihrt. Die k../K., -Werte beider
Assays sind in Tabelle 3.1.5. aufgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die PPlase-Aktivtitat
der drei groBen Immunophiline unabhiangig von der Anwesenheit der Protease ist.

71



Ergebnisse

3.1.5.2. PPlase-Aktivitit im RCM-T1 Riickfaltungsassay

Als Néchstes wurde der Einfluss der groBen Immunophiline auf die Prolinisomerisierung in
Peptidsubstraten getestet. Dazu wurde ein Assay verwendet, der die Riickfaltung einer
reduzierten und S-carboxymethylierten S54G/PS5N-Variante von RNase T; (RCM-T1)
(Scholz et al., 1997a) untersucht. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der spontanen
Riickfaltung von RCM-T1 ist die Isomerisierung der Tyr 38-Pro 39 Peptidbindung, die im
nativen Zustand in der cis-Konformation vorliegt. Die Riickfaltungsreaktion folgt einer
monoexponentiellen Kinetik.
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Abb. 3.1.5.2. Einfluss von Cyp40, FKBP51 und FKBP52 auf die Riickfaltung von RCM-T1. Das
Verhiltnis von beobachteter Geschwindigkeitskonstante der RCM-T1 Riickfaltung in Anwesenheit (k)
und in Abwesenheit (k0) von Cyp40 (A), FKBP51 (m) und FKBP52 (e) ist gegen die jeweilige
Immunophilin-Konzentration aufgetragen. Die k../K,, —-Werte, wie in Tabelle 3.1.5. zusammengefasst,
wurde durch die Multiplikation der Steigung der Ausgleichsgeraden mit kO erhalten.
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Ahnlich wie im Peptidassay kann die Riickfaltungsgeschwindigkeit von RCM-T1 durch die
Zugabe von PPlasen beschleunigt werden. Mit diesem Assay wurden kc./K;, -Werte von
7,3 10*M' s und 1,3 10* M s! fr Cyp18 und FKBP12 erhalten (Scholz et al., 1997b und
Tabelle 3.1.5.). In Anwesenheit von Cyp40, FKBP51 und FKBP52 stieg die Riickfaltungs-
geschwindigkeit von RCM-T1 linear mit steigenden Konzentrationen von Immunophilin
(Abb.3.1.5.2.).

PPIlase Kot/ Ky im Peptidassay Kot/ K im Peptidassay K2t/ K im RCM-T1
mit Succinyl-Ala-Ala- mit Succinyl-Ala-Leu- Rﬁckfa]tungsassay
Pro-Phe-pNA Pro-Phe-pNA
hCyp40 1,8+0,210°M" s 1,24£0,18 10°M™" s 2,3+0,26 10* M5!
hFKBP51 7,640,510 M5! 1,45+ 0,2 10°M"' s 8,02+ 0310°M"' s
hFKBP52 8,5+0,510°M" s 1,45+0,24 10°M™' s 89+ 0,310°M" s
hCyp18 5110°M" s - 7310°M"' s
(Schonbrunner et al., (Scholz et al., 1997a)
1990)
hFKBP12 0,21 10°M" s 2210°M" 5! 1,310°M" s
(Albers et al., 1990) (Albers et al., 1990) (Scholz et al., 1997a)
hCyp40 1,910°M" s - -
(Kieffer et al., 1992)
rFKBP52 - 1,410°M "™ -
(Chambraud et al., 1993)
yCpr6 4810°M"' s 310°M ' 3,610°M" 5!
(Mayr et al., 2000) (Mayr et al., 2000) (Mayr et al., 2000)
yCpr7 0,710°M" 5! 0,510°M" s 0,410°M"'s!
(Mayr et al., 2000) (Mayr et al., 2000) (Mayr et al., 2000)

Tabelle 3.1.5. PPlase-Aktivitit der grofien Immunophiline. Die PPlase-Aktivitit wurde wie in

Material und Methoden beschrieben gemessen. Die k../K,, —Werte wurden anhand der Steigungen der

jeweiligen Ausgleichsgeraden ermittelt, wie in Abbildungen 3.1.5.1. und 3.1.5.2. gezeigt. Zum

Vergleich sind Literaturwerte angegeben.
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Auch hier war die katalytische Aktivitdt der beiden FKBPs mit k.,/K,, -Werten von 8,9 10°
M s beziehungsweise 8,0 10° M s™ fiir FKBP52 bezichungsweise FKBP51 sehr dhnlich.
Cyp40 zeigte einen ke./Kp -Wert von 2,3 10* M 57! und war damit auch in diesem Assay ein
besserer Faltungskatalysator als die beiden FKBPs (Abb. 3.1.5.2. und Tabelle 3.1.5.). Im
Vergleich mit seinen Hefe Homologen Cpr6 und Cpr7 (Mayr et al., 2000), zeigt Cyp40 eine
etwas geringere katalytische Aktivitét als Cpro6, ist dafiir aber fast 6 mal aktiver als Cpr7.

Insgesamt sind die katalytischen Aktivititen der grolen humanen Immunophiline etwa um
den Faktor 2-3 geringer als die der jeweiligen kleinen Immunophiline Cyp18 und FKBP12
(Tabelle 3.1.5.). Das weist im Allgemeinen auf vergleichbare Aktivitdten hin.

3.1.6. Aktivitit von FKBP51, FKBP52 und Cyp40 als molekulare Chaperone

Fiir Kaninchen FKBP52 konnte schon frither gezeigt werden, dass es die Aggregation von
Citratsynthase (CS) in vitro hemmt (Bose et al., 1996) und eine GST-getagte Version von
humanem Cyp40 hielt B-Galactosidase in einen riickfaltungskompetenten Zustand (Freeman
et al., 1996). Zudem weisen auch die Hefe Cyp40-Homologe, Cpr6 und Cpr7, Chaperon-
Aktivitit auf (Mayr et al., 2000).

Im folgenden wurden die Chaperon-Eigenschaften der drei groen Immunophiline erstmals
im CS-Assay (siehe Abschnitt 2.10 und Buchner et al., 1998b) verglichen. CS aggregiert bei
Temperaturen {iber 37°C innerhalb einer Stunde. Bei 40°C fiihrte ein zweifacher Uberschuss
an FKBP52 zu einer deutlichen Reduzierung der CS-Aggregation. Halbmaximale
Aggregation fand bei einem fiinffachen Uberschuss von FKBP52 statt und ein vierzehnfach
molarer Uberschuss von FKBP52 wurde benétigt, um die CS-Aggregation vollstindig zu
unterdriicken (Abb. 3.1.6.A).

Unter denselben Bedingungen hatte FKBP51 einen weitaus groBeren Effekt auf die
Aggregation von CS (Abb. 3.1.6.B). Hier reichten schon substochiometrische Mengen des
Chaperons (0,75 FKBP51 Molekiile zu 1 CS Monomer), um die Aggregation auf
halbmaximale Werte zu reduzieren. Durch Zugabe eines fiinffach molaren Uberschusses
wurde die Aggregation vollstindig unterdriickt. IgG, das unter denselben Bedingungen als
Kontrolle verwendet wurde, um nichtspezifischen Proteineffekte auszuschliefen, hatte keinen
nennenswerten Einfluss auf die CS- Aggregation (Abb. 3.1.6.A).
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Abb. 3.1.6. A und B. Einfluss von FKBP51, FKBP52 und Cyp40 auf die thermische Aggregation
von Citratsynthase (CS) .

Eine 3 uM CS-Probe (Monomer) wurde bei 40°C in 40 mM Hepes, pH 7,5 eine Stunde lang inkubiert.
Die Aggregation wurde iiber die Triibbung bei 360 nm in Abwesenheit und Anwesenheit von
zusitzlichen Komponenten wie in Material und Methoden beschrieben (Abschnitt 2.10.) verfolgt. A)
Einfluss von FKBP52. CS-Aggregation wurde in Abwesenheit (® ) von zusitzlichen Komponenten
und in Anwesenheit von 6 uM (¥), 15 uM (0), 30 uM (A) und 42 pM (0O0) FKBP52 gemessen. Zusatz
von 1,7 mg/ml IgG (O) anstelle von FKBP52 wurde als Negativkontrolle verwendet. B) Einfluss von
FKBP51. CS-Aggregation wurde verfolgt in Abwesenheit (e ) von zusétzlichen Komponenten und in
Anwesenheit von 0,75 uM (OJ), 1,5 uM (A), 2,25 uM (¥), 3 uM (0) und 15 uM (m) FKBP51.
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Abb. 3.1.6. C. Einfluss von FKBP51, FKBP52 und Cyp40 auf die thermische Aggregation von
Citratsynthase (CS) .

Eine 3 pM CS-Probe (Monomer) wurde bei 40°C in 40 mM Hepes, pH 7.5 eine Stunde lang inkubiert.
Die Aggregation wurde iiber die Triibbung bei 360 nm in Abwesenheit und Anwesenheit von
zusitzlichen Komponenten wie in Material und Methoden beschrieben (Abschnitt 2.10.) verfolgt.

C) Einfluss von Cyp40. CS-Aggregation wurde verfolgt in Abwesenheit (®) von zusitzlichen
Komponenten und in Anwesenheit von of 0,75 uM (m), 1,5 uM (A), 3 uM (O) und 15 uM (A) GST-
Cyp40. Zugabe von 15 uM GST alleine (O) anstelle von GST-Cyp40 wurde als Negativkontrolle
benutzt.

Da His-getagtes Cyp40 unter den Bedingungen, die fiir den CS-Assay benutzt wurden, nicht
stabil war, wurde diese Messung mit der stabileren GST-getagten Variante von Cyp40, die
auch von Freedman et al. (1996) benutzt wurde, durchgefiihrt. Im CS-Assay unterdriickte
GST-Cyp40 die Aggregation in dhnlicher Weise wie FKBP51, so dass bei einen dquimolaren
Verhidltnis von CS zu GST-Cyp40 fast vollstindige Unterdriickung der Aggregation
beobachtet werden konnte (Abb. 3.1.6.C). Ein Uberschuss an GST alleine, das als Negativ-
kontrolle diente, hatte keinerlei Einfluss auf die thermisch induzierte Aggregation von CS
(Abb. 3.1.6.C).

Folglich binden alle drei groen Immunophiline spezifisch an nicht-native Proteine und
agieren als Chaperon, wobei FKBP51 und Cyp40 hohere Aktivitét zeigen als FKBP52.
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3.2. Lokalisation von funktionellen Einheiten der grofien Immunophiline
anhand von Fragmenten von FKBP52

3.2.1. Planung und Reinigung der einzelnen Fragmente

Wie bereits in Abschnitt 3.1. gezeigt, besitzen gro3e Immunophiline sowohl PPlase- als auch Chaperon-
Aktivitdt. Um zu untersuchen, welche Regionen des grolen Immunophiline fiir welche Aktivitét verantwortlich
sind, wurden Fragmente von FKBP52, dem bisher am besten charakterisierten der drei groBen Immunophiline,
hergestellt. Diese wurden in Anlehnung an eine ,,Hydrophobic Cluster Analysis* (Callebaut et al., 1992) gewéhlt
und sind in Abbildung 3.2.1.2. dargestellt. FKBP52 besteht aus vier Doménen, die jeweils durch kurze

hydrophile Linkerregionen voneinander getrennt sind (Callebaut et al., 1992).

3
2 -
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R
>
»n -1 1
=2 4
A A A
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-4 T T T T
0 100 200 300 400
Position
Abb. 3.2.1.1. Hydropathieplot von Kaninchen FKBP52. Die Doménengrenzen zwischen den

jeweiligen Fragmenten sind mit Pfeilspitzen eingezeichnet. Ermittelt gemil3 Kyte und Doolittle (1982)
mit dem ProtScale Tool (siche 3.1.).

Experimente mit limitierter Proteolyse und Hydrophatieplots (Abb. 3.2.1.1.) (Kyte und
Doolittle, 1982) bestitigten die so erhaltenen Doménengrenzen. Fragment FKBP52-1 (1-148)
hat 55% Aminosdurehomologie (Lebeau et al., 1992) und 49% Aminosdureidentitét
(Callebaut et al., 1992) mit FKBP12 und beinhaltet die PPIase-Aktivitit (Chambraud et al.,
1993). FKBP52-234 (149-458) entspricht einen Fragment, dem nur die PPlase-Doméne fehlt.
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FKBP52-12 (1-263) besteht aus den Doménen 1 und 2. Thm fehlen die TPR Regionen, die fiir
die Bindung an Hsp90 verantwortlich sind, und das Calmodulin-Bindemotiv. FKBP52-123
(1-400) fehlt nur das Calmodulin-Bindemotiv. Diese vier Fragmente und das
Vollldngenprotein wurden sowohl hinsichtlich ihrer Struktur und Stabilitit als auch im Bezug
auf PPlase- und Chaperon-Aktivitét untersucht.

1 148 264 400 458
RRRT] | rers:
PPlase TPR1 TPR2+3 CaMBD
1 148
FKBP52-1
1 148 264
FKBP52-12
1 148 264 400
W e
148 264 400 458

L] rxeese-2sa

Abb. 3.2.1.2. Schematische Darstellung der verwendeten Fragmente von FKBP52. Die PPlase-
Domane ist in weil} dargestellt, die jeweiligen TPR-Regionen sind dunkelgrau und die Calmodulin-
Bindestelle (CaMBD) ist gestreift. Die Doméanengrenzen sind durch Aminosdurenummern
gekennzeichnet. Fiir die in hellgrau dargestellten Doménen ist bisher keine bestimmte Funktion oder
Homologie bekannt.

Die Expression und Reinigung von FKBP52 aus Kaninchen und seinen Fragmenten verlief
analog zu der von humanem FKBP52, wie in Abschnitt 2.3. von Material und Methoden
sowie in Abschnitt 3.1.2. der Ergebnis-Sektion erldutert. Alle Fragmente konnten 16slich
exprimiert und zur Homogenitdt gereinigt werden. Die Ausbeute betrug zwischen 5 und
11 mg Protein pro g Zellnassgewicht. Lediglich fiir FKBP52-234 wurde nur eine Ausbeute
von unter 1 mg pro g Zellnassgewicht erreicht. Dieses Fragment zeigte eine starke Neigung
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zur Aggregation. Auch nach Zusatz von 5% Glyzerin konnte keine hohere Konzentration als
0,5 mg/ml erreicht werden, ohne Aggregation zu induzieren. Zudem aggregierte es bei
Transfer in Hepespuffer.

Die Reinigung von Fragmenten, die nur die Doménen 2 oder 3 enthielten, erwies sich in
Ubereinstimmung mit den bereits geringen Ausbeuten bei Expression und Reinigung als
GST-Fusionsproteine (Chambraud et al., 1993; eigene Daten nicht gezeigt) als nicht moglich.

3.2.2. Struktur und Stabilitit der FKBP52-Fragmente

Um strukturelle Informationen zu den FKBP52-Fragmenten zu erhalten, wurden Fern-UV-
CD-Spektren, wie in Material und Methoden (Abschnitt 2.5.3.) beschrieben, aufgenommen.
Die dabei erhaltenen Spektren (Abb. 3.2.2.1.) kénnen grob in zwei Klassen eingeteilt werden:
eine mit einen hohen Anteil und eine mit einen niedrigen Anteil an o-helikaler Struktur. Die
Spektren von FKBP52, FKBP52-123 und FKBP53-234 sind dhnlich. Sie besitzen zwei
deutliche Minima bei 208 nm und bei 222 nm mit Signalintensititen von —8000 bis —14000
deg cm® dmol”, was typisch fiir a-helikale Struktur ist. Das Spektrum mit der hdchsten
Signalintensitdt bei 222 nm in dieser Gruppe ist das von FKBP52-234. Das Spektrum von
FKBP52-123 hat hier die niedrigste Intensitdt. Die Spektren der zweiten Gruppe zeigen einen
sehr geringen Anteil an helikaler Struktur. Im Fern-UV-CD-Spektrum von FKBP52-12 sind
die Minima bei 208 nm und 222 nm nur noch schwach ausgebildet. Die Form des Spektrums
von FKBP52-1 ist vollkommen anders, mit zwei Minima bei 205 nm und 225 nm und einem
Maximum bei 220 nm. Ein solches Maximum deutet auf eine Region im Protein hin, in der
sich aromatische Aminosduren (besonders Phenylalanine) in starker rdumlicher
Nachbarschaft befinden und mit ihrem Signal der Sekundarstruktur iiberlagern (Chakrabartty
et al., 1993).

Aus der Elliptizitit der Spektren wurde, wie unter Abschnitt 2.5.3. beschrieben, der Gehalt an
a-Helices fiir die jeweiligen Fragmente bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2.2.
zusammengefasst. FKBP52 und FKBP52-123 haben gemdfl CDNN-Software einen o-Helix-
Anteil von 30% beziehungsweise 26%, wohingegen FKBP52-234 36% a-Helix aufweist.
FKBP52-1 und FKBP52-12 haben einen sehr &hnlichen Anteil an a-Helix von 12%
beziehungsweise 13%.

Bei Auswertung nach Forood et al. (1993) waren die a-Helix Anteile jeweils um circa 5%
niedriger (vgl. Tabelle 3.2.2.).
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® MRW (deg cm?2 dmol'l)

Wellenlange (nm)

Abb. 3.2.2.1 Sekundirstruktur der FKBP52-Fragmente. Fern-UV-CD Spektren fiir FKBP52 (O),
FKBP52-1 (A), FKBP52-12 (m), FKBP52-123 (A) und FKBP52-234 (e ) wurden bei 20°C in 40 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5 aufgenommen. Alle Spektren sind pufferkorrigiert. Die Protein-
konzentration betrug 0,3 mg/ml.

Anzumerken ist dabei, dass es aufgrund des Maximums bei 220 nm fiir FKBP52-1 schwierig
zu entscheiden ist, ob der errechnete a-Helix-Gehalt nicht etwas zu niedrig ist, da das Signal
bei 222 nm vom dem Maximum iiberlagert werden konnte. Deutlich ist jedoch, dass sowohl
FKBP52-1 als auch FKBP52-12 einen wesentlich niedrigeren a-Helix-Gehalt haben als die
restlichen Fragmente. Das Fragment mit dem hochsten a-Helix-Gehalt ist FKBP52-234. Dies
gibt Grund zur Annahme, dass der Hauptteil der a-helikalen Struktur auf die Doménen 3 und
4 und somit auf die C-terminalen 200 Aminosduren zuriickgeht, wohingegen Doménen 1 und
2 hauptsidchlich aus p-Struktur bestehen. Sowohl die TPR-Regionen (Das et al., 1998;
Scheufler et al., 2000) als auch die Calmodulinbindestelle (O’Neil und DeGrado, 1990)
helikal sind, wéihrend die zu FKBP12 homologe Doméne 1 nur geringen Helixgehalt hat
(Craescu et al., 1996).
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Abb. 3.2.2.2. Stabilitit der FKBP52-Fragmenten gegeniiber thermischer Denaturierung. Gezeigt
ist die thermische Entfaltung in 40 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5, bei einer Heizrate von
1°C/Minute. A) Thermoiibergang von FKBP52-1 () und FKBP52-12 (m). Die Verdnderung der
Elliptizitdt wurde bei einer Wellenldnge von 215 nm gemessen. B) Thermoiibergang von FKBP52
(0), FKBP52-123 (a) und FKBP52-234 (e). Die Verinderung der Elliptizitdit wurde bei einer
Wellenlénge von 222 nm gemessen.
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Zur Untersuchung der thermischen Stabilitit wurden Fern-UV-CD-Temperaturiibergénge
gemessen (sieche Material und Methoden Abschnitt 2.6.2.). Die erhaltenen Uberginge sind in
Abbildung 3.2.2.2. gezeigt und in Tabelle 3.2.2. zusammengefasst. Die Uberginge fiir
FKBP52, FKBP52-123 und FKBP53-234 wurden bei einer Wellenlinge von 222 nm
gemessen. Die Signalintensitit nahm bei der Entfaltung beziehungsweise Aggregation des
Fragmentes deutlich ab. Die Ubergiinge von FKBP52-1 und FKBP52-12 wurden bei 215 nm
aufgezeichnet, wo sich die Entfaltung in einer leichten Signalzunahme duferte. Das Fragment
mit der groBten thermischen Stabilitit ist FKBP52-1 mit einem Ubergangsmittelpunkt bei
68°C. Es ist circa 3°C stabiler als FKBP12. Relativ dhnlich in seiner Stabilitdt war FKBP52-
12 mit einem Mittelpunkt von 63°C. FKBP52 und FKBP52-123 waren mit Ty,s von 49°C
beziehungsweise 43°C schon deutlich instabiler und FKBP52-234 ist das instabilste
Konstrukt. Es weist einen Ubergangsmittelpunkt von 39°C auf und sein Ubergang ist
kooperativer als der der anderen Fragmente.

Fragment a-Helix Gehalt o-Helix Gehalt T
nach CDNN nach Forood et al.,
1993
FKBP52 30% 25% 49°C
FKBP52-1 12% 5% 68°C
FKBP52-12 13% 8% 63°C
FKBP52-123 26% 26% 46°C
FKBP52-234 36% 36% 39°C

Tabelle 3.2.2. o-Helix Gehalt und Ubergangsmittelpunkt T, der jeweiligen FKBP52-
Fragmente. Zusammenfassung der Auswertung der in den Abbildungen 3.2.2.1. und 3.2.2.2 gezeigten
Daten.

Zusammengenommen lassen diese Daten darauf schlieBen, dass die letzten 200 Aminoséduren,
die aus den TPR-Regionen und dem Calmodulin-Bindemotiv bestehen und den hdochsten

o-Helix-Gehalt besitzen, auch fiir die erhdhte Thermolabilitit der jeweiligen Fragmente
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verantwortlich sind. Domine 1 dagegen ist selbst sehr stabil gegen thermische Denaturierung
und verleiht dem Protein zusétzliche Stabilitét.

3.2.3. Peptidyl-Prolyl-cis/trans Isomerase-Aktivitiit der FKBP52-Fragmente

3.2.3.1. PPlase-Aktivitit im Peptidassay

Die PPlase-Aktivitit von mehreren Fragmenten von FKBP52, die als GST-Fusionen
exprimiert und gereinigt worden waren, war schon 1993 anhand des Protease-gekoppelten
Peptidassays untersucht worden (Chambraud et al., 1993). Die Ergebnisse der Studie wiesen
darauf hin, dass Domédne 1 hauptsichlich fiir die PPlase-Aktivitit von FKBP52
verantwortlich ist. Dariiber hinaus berichteten die Autoren von sehr geringer PPlase-Aktivitét
bei FKBP52-2.

Um Effekte der Helferprotease Chymotrypsin auf die Aktivitit von FKBP52 ausschlieen zu
konnen, wurde der Assay sowohl in seiner Protease-gekoppelten (Fischer et al., 1984) wie
auch in seiner Protease-freien Variante (Janowski et al., 1997; Abb. 3.2.3.1.) durchgefiihrt.
Als Tetrapeptidsubstrat wurde Succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA benutzt, da seine Isomeri-
sierung von FKBPs am effizientesten katalysiert wird (Albers et al., 1990; Harrison und
Stein,1990b). Der Assay wurde, wie in Abschnitt 2.9.2. beschrieben, durchgefiihrt. Da
FKBP52-234 in Hepes aggregationslabil ist, wurde stattdessen 50 mM Tris als Assaypuffer
verwendet.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.3.1. gezeigt und in Tabelle 3.2.3. zusammengefasst.
Alle Fragmente, die Doméne 1 enthielten, zeigten Ke,/Ky,-Werte von 1,25 bis 1,6 10° Mt !
in beiden Assayvarianten. Somit ist es unwahrscheinlich, das die Protease im Protease-
gekoppelten Assay die Region inaktiviert, die fiir die PPlase-Aktivitit verantwortlich ist. Die
katalytische Aktivitét fiir FKBP52 und alle Fragmente, die Doméne 1 enthalten, entspricht der
der groBen humanen FKBPs (1,45 10° M s™'; siche Abschnitt 3.1.5.1.) und der von FKBP12
(2,2 10° M 575 Albers et al., 1990). FKBP52-234 zeigte in keinem der Peptidassays PPlase-
Aktivitdt (Abb. 3.2.3.1. und Tabelle 3.2.3.).
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Abb. 3.2.3.1. PPIase-Aktivitit im Protease-freien Peptidassay. Die Geschwindigkeitskonstanten
der Isomerisierung des synthetischen Peptids Succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA sind gegen die
Fragmentkonzentration aufgetragen. Die Experimente wurden in 50 mM Tris, pH 7,5 durchgefiihrt.
Die Isomerisierung wurde anhand der Absorptionsabnahme bei 330 nm verfolgt. Die Steigung der

jeweiligen Gerade ist dquivalent zu dem k.,/K.,-Wert, der in Tabelle 3.2.3. angegeben ist.

FKBP52. B) FKBP52-1. C) FKBP52-12. D) FKBP52-123. E) FKBP52-234.

A)
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3.2.3.2. PPlase-Aktivitit im RCM-T1 Riickfaltungsassay
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Abb. 3.2.3.2. PPlase-Aktivitit der FKBP52-Fragmente in der Riickfaltung von RCM-T1. Die
Graphen zeigen Messungen in Anwesenheit (k) und in Abwesenheit (kO) von FKBP52-Fragmenten in
Abhingigkeit von der jeweiligen Fragmentkonzentration. Der k../Ky-Wert wurde berechnet durch
Multiplikation des Steigung der jeweiligen linearen Néherung mit k0. A) FKBP52. B) FKBP52-1. C)
FKBP52-12. D) FKBP52-123. E) FKBP52-234.
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Wie fiir den Vergleich der PPlase-Aktivitit der groBen Immunophiline FKBP51, FKBP52
und Cyp40 wurde auch fiir die Bestimmung der PPlase-Aktivitdt der FKBP52-Fragmente der
RCM-T1 Riickfaltungsassay verwendet. Die einzelnen Messungen hierfiir sind in Abbildung

3.2.3.2. gezeigt. Eine Zusammenfassung bietet Tabelle 3.2.3. Alle Fragmente, die Doméne 1

enthielten, zeigten in etwa die gleiche katalytische Aktivitat mit k.,/K,, -Werten von 5,23 bis
539 10° M 57!, FKBP52-234 zeigte auch in diesem Assay keine PPlase-Aktivitit, was darauf
hindeutet, dass die Domidne 1 (Aminosduren 1-148) fiir die PPlase-Aktivitit sowohl

notwendig als auch ausreichend ist. Die katalytische Aktivitit von FKBP52 und seinen

Fragmenten ist ein wenig niedriger als die seiner humanen Pendants, FKBP51 und FKBP52
(8,02 beziehungsweise 8,9 10° M s7!; Abschnitt 3.1.5 .1.) und nur etwa halb so hoch wie die
von FKBP12 (1,3 10 M s ; Scholz et al., 1997b).

FKBP52-
Fragment

kcat/ Km
im Protease-gekoppelten
Peptidassay

kcat/ I<m
im Protease-freien
Peptidassay

kcat/ Km
in der Riickfaltung

von RCM-T1

FKBP52

1,45+0,21 10°M"' s !

1,25+0,21 10°M"' ¢!

523+0,110°M"'s"!

FKBP52-123

1,6 024 10°M"'s™!

1,42+ 020 10°M"'s !

528+0,110°M"'s"!

FKBP52-12

1,33+£0,310°M"' s !

1,25+0,26 10°M "' s !

539+0,0910°M"'s™!

FKBP52-1

1,5+02210°M"'s™!

1,55+03110°M"'s!

535+0,0810°M "' s™!

FKBP52-234

Keine PPlase-Aktivitat

Keine PPlase-Aktivitit

Keine PPlase-Aktivitéit

Tabelle 3.2.3. Zusammenfassung der PPlase-Aktivitit von FKBP52 und seinen Fragmenten.
Gezeigt sind k.,/K,;, ~-Werte, berechnet aus den Steigungen der Geraden in Abb. 3.2.3.1. und 3.2.3.2.
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Eine Steigerung der Aktivitdt durch die zusétzliche Anwesenheit der anderen Domiénen, wie
sie etwa beim Trigger Faktor der Fall ist (Scholz et al., 1997a, 1997c; Zarnt et al., 1997),
konnte fiir FKBP52 nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend gilt, dass Doméne 1 fiir eine Wildtyp dhnliche PPlase-Aktivitét gegeniiber

Peptid- und Proteinsubstraten sowohl notwendig als auch ausreichend ist.

3.2.4. Aktivitit der FKBP52-Fragmente als molekulare Chaperone

Zur Untersuchung der Chaperon-Aktivitit von FKBP52 und seinen Fragmenten wurde
ebenfalls der Citratsynthase-Assay benutzt (Abschnitt 2.10. und Buchner et al., 1998b). Die
Aggregation von CS bei 40°C wurde anhand von Lichtstreuung verfolgt. Der Einfluss von
FKBP52, FKBP52-123 und FKBP52-12 auf die CS-Aggregation ist in Abbildung 3.2.4.
dargestellt. In diesem Assay konnte FKBP52-234 nicht untersucht werden, da es bei den

verwendeten Temperaturen bereits selbst aggregierte.

Wie bereits gezeigt (Bose et al., 1996; Abschnitt 3.1.6.), unterdriickt FKBP52 die
Aggregation von CS (Abb.3.2.4.A.). Ahnliche Ergebnisse konnten auch mit FKBP52-123
erzielt werden (Abb.3.2.4.B.). Allerdings, scheint FKBP52-123 ein nicht ganz so effizientes
Chaperon wie FKBP52 zu sein, da die Aggregation von CS durch dieses Fragment nicht
vollstindig unterdriickt werden konnte. Die Zugabe von FKBP52-12 hatte keinerlei Einfluss
auf die Aggregation von CS, auch wenn es in einem hohen Uberschuss vorlag (Abb. 3.2.4.C.).
Somit scheint Domine 3 hauptsichlich fiir die Chaperon-Aktivitdit von FKBPS52
verantwortlich zu sein, wenngleich auch weiter C-terminale Regionen einen leichten

zusitzlichen Effekt zeigen.

Interessanterweise zeigte auch Doméne 1 alleine wieder einen leichten Chaperoneffekt,
wenngleich dieser im Vergleich mit der Effizienz von FKBP52 und FKBP52-123 um deutlich
geringer war (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.2.4. Einfluss der FKBP52-Fragmente auf die thermische Aggregation von CS. (Legende

siche néchste Seite).
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Abb. 3.2.4. Einfluss der FKBP52-Fragmente auf die thermische Aggregation von CS.
(siehe vorhergehende Seite)

Eine 3 uM CS-Probe (Monomer) wurde bei 40°C in 40 mM Hepes, pH 7,5 inkubiert. Die Aggregation
wurde anhand der Triibung der Lésung bei 360 nm verfolgt. A) Aggregation von CS in Abwesenheit
von zusitzlichen Komponenten (@ ) und in Anwesenheit von 3 uM (A), 6 uM ([0), 12 uM ( V), 24 uM
() und 33 uM () an FKBP52. B) Aggregation von CS in Abwesenheit von zusétzlichen
Komponenten (@ ) und in Anwesenheit von 3 uM (A), 6 uM (), 9 uM (A), 24 uM () und 30 uM ()
FKBP52-123. C) Aggregation von CS in Abwesenheit von zusétzlichen Komponenten (@ ) und in
Anwesenheit von 15 uM (O), 30 uM () und 42 uM (A) FKBP52-12.

3.2.5. Interaktion von FKBPS52 mit dem C-terminalen Hsp90-Peptid Hsp90C17

Frithere Studien (Radanyi et al., 1994; Owens-Grillo et al., 1995; Ratajczak and Carrello,
1996; Barent et al., 1998) zeigten, dass die TPR-Regionen von grolen Immunophilinen in
Domine 3 lokalisiert sind. Diese Regionen sind an der Bindung an Hsp90 beteiligt (Radanyi
et al., 1994; Hoffman et al., 1995; Scheufler et al., 2000).

Um die Bindung dieser C-terminalen Hsp90-Region an FKBP52 direkt zu zeigen, wurde ein
Peptid, Hsp90C17 (IPPLEGDEDASRMEEVD) synthetisiert, das dem C-Terminus von
Hsp90 entspricht. Hsp90C17 enthielt das MEEVD-Motiv, das fiir eine Bindung an die TPR-
Doménen unbedingt ndtig ist (Scheufler et al., 2000) und zusétzlich 12 weitere Aminoséduren,

um die Bindung zu verstirken und ihr Spezifitit zu geben.

Die Bindung von Hsp90C17 an FKBP52 wurde, wie in Abschnitt 2.8.2. beschrieben, anhand
von Isothermischen Titrationskalorimetrie-Messungen untersucht (Abb. 3.2.5.). Die so
erhaltene Bindekurve war sigmoid, was einer einfachen Zwei-Zustands Assoziationsreaktion
entspricht. Die Bindekonstante fiir die Bindung von Hsp90C17 an FKBP52, die aus diesem
Experiment erhalten wurde, war etwa 3 uM. Das entspricht in etwa den Werten, die auch fiir
die Bindung von Hsp90-Peptiden an die TPR-Doméne von Hop erhalten wurden (Scheufler et
al., 2000). Die Bindung von FKBP52 an Hsp90C17 hat sowohl einen giinstigen entropischen
(TAS= 5,5 kcal/Mol) als auch einen giinstigen enthalpischen Anteil (AH=-2,1 kcal/Mol). Die
Stochiometrie betrug 0,8. Im Gegensatz zu FKBP52 bindet das Peptid nicht an FKBP52-12
(Abb. 3.2.5.).
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Abb. 3.2.5. Bindung von Hsp90C17 an FKBP52. Isothermische Titrationskalorimetrie wurde in
40 mM Hepes, pH 7,5 bei 25°C durchgefiihrt. Die FKBP52-Konzentration in der Zelle betrug 20 uM
und die Konzentration von Hsp90C17 in der Spritze war 1.05 mM. Das Experiment bestand aus 26
Injektionen zu je 5Sul. Die erhaltenen Daten wurden anhand der Origin Software mit dem Modell fiir
eine Bindestelle gefittet. Die Abbildung zeigt die Enthalpie pro Mol an Hsp90C17, das injiziert wurde,
aufgetragen gegen das molare Verhéltnis von FKBP52 (®) und FKBP52-12 () in der Probenzelle zu
injiziertem Hsp90C17.

3.2.6. Kompetitionsmessungen mit FKBP52 und Hsp90C17 im CS-Assay

Es sollte ermittelt werden, ob die Bindung von FKBP52 an das Hsp90C17-Peptid und das
nicht-native Protein sich gegenseitig ausschlieBen. Dazu wurde ein Kompetitionsassay
entwickelt, um zu testen, ob Hsp90C17 die Bindung von FKBP52 an CS inhibierte. FKBP52
und Hsp90C17 wurden miteinander fiir 2 Minuten im Assaypuffer bei 43°C vorinkubiert. Die
Messung wurde durch Zugabe von CS gestartet. Hsp90C17 (30 uM) war in einem zehnfachen
Uberschuss iiber FKBP52 (3 uM) und einem 200fachen Uberschuss iiber CS vorhanden.
Unter Beriicksichtigung der im ITC-Experiment ermittelten Bindekonstante, war FKBP52
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somit mit Peptid gesdttigt. Im Fall einer Kompetition von CS und Hsp90C17 um dieselbe
Bindestelle an FKBP52, war eine Abnahme der Chaperon-Aktivitit von FKBP52 zu erwarten.
Im Gegensatz dazu hatte in der Messung die Zugabe von zehnfachem Uberschuss an
Hsp90C17 keinen Einfluss auf die Chaperon-Aktivitit von FKBP52 (Abb. 3.2.6.). FKBP52
unterdriickte die CS-Aggregation sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von 30 uM
Hsp90C17 gleichermalien erfolgreich. Die Zugabe von 30 pM Hsp90C17 alleine als negative

Kontrolle hatte keinen nennenswerten Einfluss auf das Aggregationsverhalten von CS.
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Abb. 3.2.6. Chaperonassay in Gegenwart von FKBP52 und Hsp90C17-Peptid. Der Zeitverlauf der
Aggregation von 0,15 uM CS bei 43°C wurde anhand der Lichtstreuung in einem Spektrofluorometer
bei 360 nm verfolgt. CS-Aggregation in Abwesenheit zusitzlicher Komponenten (e) und in
Anwesenheit von 3 pM FKBP52 alleine (), in Anwesenheit von 3 uM FKBP52 und 30 uM
Hsp90C17 (A). Zugabe von 30 uM Hsp90C17 alleine (1) als Negativkontrolle hatte keinen Einfluss
auf die CS-Aggregation.
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4. Diskussion

4.1. Funktionelle Analyse der grofen Immunophiline FKBP51, FKBPS52
und Cyp40

4.1.1. Struktur und Stabilitit von FKBP51, FKBP52 und Cyp40

Sduger besitzen drei grole Immunophiline als Co-Faktoren des Hsp90-Chaperon-Systems. Im
Rezeptorzyklus sind sie Teil des sogenannten reifen Steroidhormonrezeptor (SHR)-
Komplexes (Ratajczak et al., 1993; Smith et al., 1993). Es existieren verschiedene reife
Komplexe, die sich in dem gebundenen Immunophilin unterscheiden. Im Gegensatz zu den
Immunophilinen findet sich bei allen anderen bekannten Partnerproteinen nur ein Vertreter.
Zudem scheint es von der Art des gebundenen Substrats abzuhdngen, welches Immunophilin
in dem SHR-Komplex inkorporiert wird (Barent et al., 1998).

Die Inkorporation von verschiedenen Immunophilinen in den Hsp90-Multichaperon-Komplex
ist auch in hoheren und niederen Eukaryonten konserviert. So sind zum Beispiel in Hefe die
Cyclophiline Cpr6 und Cpr7 Teil des Hsp90-Multichaperon-Komplexes. In Sdugern ist die
Situation noch komplexer, da es sich nicht nur um zwei, sondern um drei verschiedene
Immunophiline handelt und diese auflerdem zu zwei unterschiedlichen Immunophilin-
Familien gehoren, wéahrend beide Hefe-Immunophiline der Cyclophilin-Familie angehoren.
Eine Teilaufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die drei groBen menschlichen
Immunophiline Cyp40, FKBP51 und FKBPS52 hinsichtlich ihrer strukturellen und
funktionellen Besonderheiten zu vergleichen.

Ein Vergleich der Aminosduresequenzen der drei groen Immunophiline deutet vor allem auf
Unterschiede zwischen den FKBPs und Cyp40 hin, zeigt aber nur geringe Unterschiede
zwischen FKBP51 und FKBP52 auf. Ahnlich verhilt es sich auch bei der spektroskopischen
Charakterisierung.

Im Fern-UV-CD weisen zwar alle drei Immunophiline dieselbe Spektrenform auf, jedoch
zeigt Cyp40 eine hohere Signalintensitit als die beiden FKBPs. Alle drei groflen
Immunophiline wiederum besitzen einen deutlich hoheren a-Helixgehalt als das jeweilige
kleine Immunophilin, FKBP12 oder Cypl8. Da die N-terminalen Doménen der groen und
kleinen Immunophiline eine hohe Homologie aufweisen (Callebaut et al., 1992; Lebeau et al.,
1992; Kieffer et al., 1993) und FKBP12 und Cyp18 vorwiegend B-Faltblattstruktur besitzen,
scheinen die zusétzlichen C-terminalen Doménen von FKBP51, FKBP52 und Cyp40 zum
Grofiteil a-helikal zu sein. Fiir zwei Hauptbestandteile des C-terminalen Teiles, die TPR-
Regionen (Das et al., 1998; Scheufler et al., 2000) und das Calmodulin-Bindemotiv (O’Neil
und DeGrado, 1990), ist die Struktur bereits bekannt. Beide bestehen grofltenteils aus
amphipatischen a-Helices, so dass der hohe Helixanteil vorwiegend von den TPR-Regionen
und dem Calmodulin-Bindemotiv herriihrt.
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Ein Vergleich mit Sekundéarstrukturvorhersagen fiir die Hefe Cyp40-Homologen, Cpr6 (40%
a-Helices) und Cpr7 (35% a-Helices) (Mayr, 2000), entspricht sowohl den Struktur-
vorhersagen fiir Cyp40, als auch den experimentell aus den Fern-UV-CD-Spektren ermittelten
Werten.

Auch im Nah-UV-CD, das sozusagen einen Fingerabdruck der Protein-Quartérstruktur liefert,
dhneln sich die beiden FKBPs mehr als sie Ahnlichkeit mit Cyp40 besitzen.. Im Vergleich mit
den Hefe-Cyclophilinen (Mayr, 2000) ist das Nah-UV-CD-Spektrum von Cyp40 dem von
Cpr7 dhnlicher als dem von Cpr6.

Alle drei grolen Immunophiline scheinen zum Grofiteil als Monomere vorzuliegen. Das
stimmt mit Untersuchungen zum Oligomerisierungsgrad der beiden Hefe Cyclophiline Cpr6
und Cpr7 iiberein, die beide Monomer sind (Mayr, 2000). Ein geringer Anteil der Praparation
von FKBP52 weist sowohl in Gelfiltrations- als auch in Ultrazentrifugations-Experimenten
eine hohere molekulare Masse auf, als man theoretisch fiir ein Monomer erwarten wiirde.
Dies deutet auf einen gewissen Anteil an Dimer hin. Das passt zu Angaben in der Literatur
(Wiederrecht et al., 1992; Yem et al., 1993), wonach FKBP52 auch als Dimer vorliegt.

Auch beim Vergleich der Stabilitit gegeniiber chemischer Denaturierung weisen die beiden
FKBPs groBe Ahnlichkeit auf und sind deutlich stabiler als Cyp40. Der Ubergang von Cyp40
ist wesentlich kooperativer als der der FKBPs. Das weist darauf hin, dass die Doménen bei
den FKBPs im Gegensatz zu Cyp40 in voneinander unabhingiger Weise denaturieren. Die
Stabilitdit von Cyp40 entspricht in etwa derjenigen seiner Hefe Homologe Cpr6 und Cpr7
(Mayr, 2000). Im Gegensatz dazu ist bei allen drei Sduger-Immunophilinen der Ubergang
vollstindig reversibel, wihrend bei Cpr6 und Cpr7 partielle Reversibilitit nur durch Zugabe
von EDTA erreicht werden konnte (Mayr, 2000).

Bei thermischer Denaturierung ist FKBP52 deutlich stabiler als FKBP51 und Cyp40. Die
Mittelpunkte der Denaturierungsiiberginge von FKBP51 und Cyp40 hingegen unterscheiden
sich nur um etwa ein Grad Celsius. Von den drei groflen Sdugetier-Immunophilinen ist
FKBP52 auch das einzige, fiir das anhand von in vivo Untersuchungen belegt ist, dass es
bei Hitzeschock vermehrt exprimiert wird. Diese Situation findet sich in dhnlicher Weise auch
im Hefe-System. Dort ist Cpr6 das Immunophilin, das in vitro stabiler gegen thermische
Denaturierung ist (Mayr, 2000). Im Gegensatz zu Cpr7 wird es auch in vivo bei Hitzestress
hochreguliert (Warth et al., 1997; Dolinski et al., 1998).

Verglichen mit den jeweiligen kleinen Immunophilinen FKBP12 und Cyp18 sind FKBP51,
FKBP52 und Cyp40 durchweg weniger stabil gegen thermische Denaturierung. Das fiihrt zu
dem Schluss, dass die zusétzlichen vorwiegend a—helikalen Doménen, die die TPR-Regionen
und das Calmodulin-Bindemotiv enthalten, fiir die geringe Thermostabilitit verantwortlich
sind.

Der Mittelpunkt der thermischen Denaturierung ist fiir Cyp40 nur ein bis zwei Grad niedriger
als der T, von FKBP51 und GST-Cyp40. Dennoch aggregiert Cyp40 unter den Bedingungen
des Citratsynthase-Assays, wohingegen sowohl GST-Cyp40 als auch FKBP51 stabil sind. Ein
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Grund hierfiir konnte die deutlich hohere Kooperativitit des Temperaturiibergangs von Cyp40
im Vergleich zu den Ubergiingen von FKBP51, FKBP52 und GST-Cyp40 sein.

4.1.2. PPIase-Aktivitiit der groflen Immunophiline

Die PPlase-Aktivitdt der grofen Immunophiline ist etwa um den Faktor zwei bis drei
geringer als die der jeweiligen kleinen Immunophiline Cyp18 und FKBP12 (Schonbrunner et
al., 1990; Albers et al., 1990). Die Aktivitit der groBen FKBPs betrigt etwa zwei Drittel der
Aktivitit von FKBP12, wohingegen die Aktivitdit von Cyp40 nur circa ein Drittel der
katalytischen Aktivitit von Cypl8 aufweist. Im Peptidassay wird die fiir FKBPI2
beschriebene Bevorzugung von hydrophoben Resten vor Prolin (Albers et al., 1990; Harrison
und Stein, 1990b) auch fiir beide grole FKBPs deutlich. Thre katalytische Aktivitdt gegeniiber
dem Succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA-Peptid ist um das circa zwanzigfache hoher als
gegeniiber dem Succcinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA-Peptid, wohingegen die katalytische
Aktivitdit von Cyp40 nur einen sehr geringen Unterschied zwischen den beiden Peptiden
aufweist. Die katalytische Aktivitdt gegeniiber Peptidsubstraten ist bei allen drei groflen
PPIasen etwa um den Faktor 50 bis 100 hoher als gegeniiber dem Proteinsubstrat RCM-T].
Somit entspricht die PPlase-Aktivitit der groBen Immunophiline sowohl im Peptidassay als
auch in der Riickfaltung von RCM-T1 der der kleinen Immunophiline FKBP12 und Cyp18.
Das stellt einen deutlichen Unterschied zum Hefe-System dar, wo sich eines der beiden
Cyclophiline, Cpr6, dhnlich verhdlt wie Cypl8, das andere Cyclophilin, Cpr7, jedoch eher
eine PPlase-Aktivitit aufweist, wie sie fiir ein FKBP zu erwarten wire (Mayr et al., 2001).
Die Ahnlichkeit ihrer katalytischen Aktivitit mit der der kleinen Immunophiline unterscheidet
Cyp40, FKBP51 und FKBP52 deutlich vom Trigger Faktor, der ebenfalls eine gro3e PPlase
darstellt und sowohl PPlase-, als auch Chaperon-Aktivitit besitzt. Er besteht aus einer FKBP-
dhnlichen Doméne und zusitzlichen N- und C-terminalen Domidnen. Seine katalytische
Aktivitat gegeniiber Peptidsubstraten und dem Protein-Substrat RCM-TT1 ist dhnlich (Scholz
et al., 1997c; Zarnt et al., 1997) und er besitzt eine etwa hundertfach hohere katalytische
Aktivitét fir die Riickfaltung der RCM -T1 als die drei Hsp90-assoziierten PPlasen, Cyp40,
FKBP51 und FKBP52 (Scholz et al., 1997¢). Die isolierte katalytische Doméne von Trigger
Faktor behélt zwar gegeniiber Peptidsubstraten ihre Aktivitdt, aber die Effizienz in der
Riickfaltung von RCM-TT1 ist bis um das achthundertfache reduziert. Das zeigt, dass beim
Trigger Faktor auch die zusitzliche Doménen an der Bindung des Substrates Anteil haben. Im
Gegensatz dazu ist bei den groen Immunophilinen nur die PPlase-Domine an der
Riickfaltung von RCM-T1 beteiligt ist.

Die katalytische Aktivitit von Cyp40 im Peptidassay ist um das vierfache hdher als die von
Cpr6 und circa um das flinfundzwanzigfache hoher als die von Cpr7 (Mayr et al., 2000).
Dennoch zeigen Cyp40 und Cpr6 im Riickfaltungsassay von RCM-T1 &hnliche katalytische
Aktivititen. Ein Grund dafiir konnte sein, dass die C-terminalen Dominen von Cpr6 an
dieser Riickfaltung zusdtzlich beteiligt sind, bei Cyp40 hingegen nicht. Eine weitere
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Erklarungsmdglichkeit findet sich in moglicherweise verschiedenen Substratspezifititen der
PPlase-Doménen der beiden Cyclophiline. Fiir die Riickfaltung von RCM-T1 ist eine Tyr-
Pro-Bindung geschwindigkeitsbestimmend, wohingegen es im Peptidassay entweder eine
Leu-Pro- oder eine Ala-Pro-Bindung ist. Derartige verschiedene Substratspezifititen wurden
wie bereits oben erwdhnt bei den kleinen Immunophilinen schon eingehend beschrieben
(Albers et al., 1990; Harrison und Stein, 1990b).

4.1.3. Bindung der grofien Immunophiline an Hsp90

GroBle Immunophiline binden Hsp90 tiber ihre TPR-Doménen. Untersuchungen mit Hsp90-
Mutanten hatte gezeigt, dass nicht alle TPR-enthaltenden Proteine in der gleichen Art und
Weise mit Hsp90 interagieren (Barent et al., 1998; Chen et al., 1998; Ramsey et al., 2000).
Mittels Plasmon-Resonanz-Spektroskopie und ITC konnten in dieser Arbeit die
Bindekonstanten der drei groen Immunophiline und Hsp90 bestimmt werden. Dabei zeigte
FKBP52 die stirkste Bindung und Cyp40 die schwichste. Die geringe Stirke der Bindung
von Cyp40 an Hsp90 wird durch frithere Befunden, wonach Cyp40 mit Niedrigsalzpuffer
leicht von Hsp90-Immunpellets abgewaschen werden konnte (Owens-Grillo et al., 1995),
bestitigt.

Die Absolutwerte der Bindekonstanten unterscheiden sich zwar zwischen den Plasmon-
Resonanz-Spektroskopie- und den ITC-Messungen, qualitativ jedoch liefern beide Methoden
den Befund, dass FKBP52 am stirksten und Cyp40 am schwéchsten bindet und bestétigen
sich somit gegenseitig. Aufgrund der Prinzipien, die der jeweiligen Messmethode zugrunde
liegen, ist ITC offensichtlich als die verldsslichere Methode zu betrachten und die
Absolutwerte fiir die Bindekonstante, die damit erhalten wurden, sind die genaueren. Dass die
Bindungen zwischen den Immunophilinen und Hsp90 in der Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie stirker zu sein scheinen als im ITC, kann durch Artefakte erklart werden, die
durch zusédtzliche Interaktionen der eingebrachten Immunophiline mit der Chip-Matrix
entstanden sein konnten.

Die erhaltenen Dissoziationskonstanten liegen im nanomolaren Bereich und stimmen mit
jenen iberein, die fiir die Hefe Cyp40-Homologe, Cpr6 und Cpr7, (Prodromou et al., 1999;
Mayr et al., 2000) und das Hop-Homologe Stil bereits beschrieben sind (Prodromou et al.,
1999; Mayr et al., 2000). Allerdings sind im Sauger-System die Unterschiede in den
Bindungsaffinititen der drei grolen Immunophiline -vor allem aber zwischen FKBP52 und
Cyp40- ausgeprigter als im Hefe-System (Mayr et al., 2000).

Die Bindekonstanten deuten darauf hin, dass in vivo alle groBen PPlasen vorwiegend im
Komplex mit Hsp90 vorliegen. Es sei darauf hingewiesen, dass Hsp90 im Uberschuss iiber
die groBen Immunophiline vorhanden ist. Die Verhéltnisse sind circa 1:10, 1:15 und 1:75 fiir
Cyp40, FKBP52 beziechungsweise FKBP51 (Buchner, 1999). Folglich zeigt das
Immunophilin, das in der hochsten relativen Konzentration vorhanden ist, die schwichste

Bindungsaffinitdt. Zusitzlich wird vermutlich die Interaktion zwischen den groB3en
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Immunophilinen und Hsp90 durch das im Hsp90-Komplex gebundene Substrat stabilisiert
(Barent et al., 1998). Die verschiedenen Beitrdge von Enthalpie und Entropie zu der
jeweiligen Bindung der Immunophiline an Hsp90 liefert zusitzliche Evidenz dafiir, dass die
Bindung der grof8en PPlasen an Hsp90 in unterschiedlicher Art und Weise ablaufen kann,
obwohl die Bindestelle, nimlich die TPR- Doméine, bei allen dreien die gleiche ist.

Die Stochiometrie der Hsp90-Immunophilin-Komplexe war bisher vorwiegend mittels
chemischer Quervernetzung untersucht worden. Diese Untersuchungen legten nahe, dass ein
Immunophilin-Monomer pro Hsp90-Dimer gebunden wird (Rehberger et al., 1992; Segnitz
und Gehring; 1995; Silverstein et al., 1999). Die hier vorliegende Arbeit allerdings zeigt
anhand einer sensibleren Methode (ITC), dass fiir die Bindung der drei grofen
Immunophiline an Hsp90 die Stochiometrie der Bindung zwei Immunophilin-Monomere pro
Hsp90-Dimer ist. Ein Modell, wie diese Interaktion im Rezeptorkomplex aussehen konnte, ist
in Abbildung 4.1. gezeigt. In Ubereinstimmung damit wiesen auch ITC-Messungen, die mit
dem Hefe Co-Chaperon Cpr6 durchgefiihrt wurden, darauf hin, dass zwei Cpr6-Monomere an
ein Hefe Hsp90-Dimer binden, wobei jedes Hsp90-Monomer eine Bindestelle fiir ein TPR-
Protein besitzt (Prodromou et al., 1999).

TA DB SHR

Abb. 4.1. Modell fiir die Zusammensetzung des reifen Steroid-Rezeptorkomplexes. Dabei binden
jeweils zwei Immunophilin-Monomere an ein Hsp90-Dimer. Wie in Abschnitt 4.2.4. diskutiert, ist in
diesem Modell angedeutet, dass im reifen Rezeptorkomplex sowohl Hsp90 als auch die
Immunophiline mit dem Steroid-Rezeptorprotein in Interaktion treten konnten. Transaktivierungs-
domine (TAD); DNA-Bindedomine (DBD); Hormonbindedoméine (HBD); Immunophilin (IP).
(nach Richter und Buchner, 2001).

Zusitzliche Evidenz fiir die Existenz von zwei funktionalen TPR- Bindestellen pro Hsp90-
Dimer lieferte der Befund, dass Cnsl, ein weiteres TPR-enthaltendes Co-Chaperon, selektiv
zusammen mit Hsp90 und dem Hefe Immunophilin Cpr7 (Dolinski et al., 1998; Marsh et al.,
1998) immunoprézipitiert wurde.

96



Diskussion

4.1.4. Interaktion mit nicht-nativen Proteinen und Rolle im Rezeptorkomplex

Fiir Kaninchen FKBP52 und humanes Cyp40 ist Chaperon-Aktivitét bereits gezeigt worden
(Bose et al., 1996; Freeman et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Befund auf
menschliches FKBP52 und FKBP51 ausgedehnt werden. Zudem wurden alle drei
menschlichen groflen Immunophiline beziiglich ihrer Chaperon-Aktivitdt verglichen. Obwohl
FKBP51 und FKBP52 im Bezug auf Struktur und PPlase-Aktivitdt sehr dhnlich sind, zeigen
sie deutliche Unterschiede bei der Chaperon-Aktivitit, wobei FKBPS51 ein besseres Chaperon
ist als FKBP52. Diesbeziiglich dhneln sich FKBP51 und Cyp40 stark. Die Analyse der
Funktionen der beiden Hefe Cyp40-Homologen, Cpr6 and Cpr7, zeigte, dass auch diese
beiden Immunophiline sich in ihrer Chaperon-Aktivitit unterschieden, wobei Cpr7 das
deutlich bessere Chaperon ist (Mayr et al., 2000). Somit ist menschliches Cyp40, im
Gegensatz zu seinen Hefe-Homologen, die entweder eine gute PPlase (Cpr6) oder ein
effizientes Chaperon sind (Cpr7), sowohl eine effiziente PPlase als auch ein potentes
Chaperon.

Offenbar sind die Unterschiede in der Chaperon-Aktivitit der Hsp90-assoziierten
Immunophiline ein konserviertes Merkmal, das fiir die verschiedenen Funktionen des Hsp90-
Chaperonkomplexes von Bedeutung sein konnte. In vivo weisen die drei grofen
Immunophiline verschiedene Muster der Inkorporation in Steroidrezeptorkomplexe mit
unterschiedlichen Substraten auf. Trotz seiner niedrigeren Konzentration in der Zelle -20 nM
in Kaninchen Retikulozytenlysat im Vergleich zu 100 nM fiir FKBP52 und 200 nM fiir
Cyp40 (vgl. Buchner, 1999)- wird beispielsweise FKBP51 bevorzugt in Progesteron-
Rezeptor- und Glukokortikoid-Rezeptor-Komplexe eingebaut (Nair et al., 1997; Barent et al.,
1998).

Basierend auf den hier prédsentierten Daten kann dieser Befund jetzt durch verschiedene
Bindungsaffinititen fiir Hsp90 und das Vorhandensein von unterschiedlichen Interaktionen
der Immunophiline mit den Substratproteinen, zum Beispiel den SHRs, erkliart werden. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese steht der Befund, dass FKBP51 nach Zugabe von
Hormon vom Rezeptor-Komplex dissoziiert, wohingegen FKBP52 und die anderen
Komponenten wie Hsp90 und p23 gebunden bleiben (Smith et al., 1990; 1993). Das weil}t
darauf hin, dass FKBP51 im Rezeptorkomplex mehr mit den Rezeptor interagiert als
FKBP52. Befunde der vorliegenden Arbeit, wonach FKBP51 ein besseres Chaperon als
FKBP52 ist und deshalb stirker mit nicht-nativen Proteinen interagieren kann, stimmen damit
tiberein.

Ein Beispiel fiir die funktionellen Konsequenzen einer solchen Auswahl von Immunophilinen
im Rezeptorkomplex wurde in Lymphozyten aus dem Totenkopféaffchen (Saimiri boliviensis
boliviensis) gefunden, wo die Inkorporation von FKBPS51 anstelle von FKBP52 in
Glukokortikoid-Rezeptor-Komplexe die Bindungsaffinitit des Rezeptors fiir seine Liganden
um ein elffaches reduzierte (Reynolds et al., 1999).
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Zusammenfassend weisen alle drei groBen menschlichen Immunophiline trotz ihrer
Ahnlichkeit in Struktur und PPlase-Aktivitit wesentliche Unterschiede auf. Sie zeigen
verschiedene Bindungsaffinititen zu Hsp90 und besitzen unterschiedliche Chaperon-
Aktivititen. Diese Unterschiede in den Aktivititen konnten die Basis fiir verschiedene
Funktionen gegeniiber den Substratmolekiilen im Hsp90-Komplex sein.

4.2. Lokalisation der funktionellen Elemente von FKBP52

Mit Ausnahme der zusitzlichen 110 Aminoséduren bei den FKBPs bestehen alle mit Hsp90
assoziierten grofen Immunophiline im Prinzip aus denselben Doméanen (PPlase-Domaéne,
TPR-Regionen und Calmodulin-Bindemotiv) und weisen sowohl PPlase-, als auch Chaperon-
Aktivitit auf. Eine weitere Teilaufgabe der vorliegenden Arbeit bestand deshalb darin, diese
beiden Aktivitidten bestimmten Regionen der groBen Immunophiline zuzuordnen. Als Modell
dafiir wurde FKBP52 verwendet, da es sich dabei um das am besten untersuchte grofie
Immunophilin handelt. Es wurde eine Anzahl von Fragmenten von FKBP52 erstellt, die dann
jeweils beziiglich Struktur, Stabilitdt und PPIase- und Chaperon-Aktivitdt miteinander
verglichen wurden.

4.2.1. Struktur und Stabilitit der FKBP52-Fragmente

FKBP52 besteht aus vier Doménen, die durch hydrophile Regionen voneinander getrennt sind
(Chambraud et al., 1993). Diese Doménen weisen verschiedene Anteile von a-Helices auf.
Dominen 3 und 4 bestehen zum Grof3teil aus a-Helices, wohingegen Doménen 1 und 2 nur
eine begrenzte Menge an a-helikaler Struktur (circa 12%) besitzen. Sie zeigen hohe
Sequenzhomologie mit FKBP12 (Callebaut et al., 1992), das selbst auch nur circa 10% o-
helikale Struktur besitzt. Der hohe Anteil an a-Helices in den Doménen 3 und 4 spiegelt die
helikalen Strukturen der Calmodulin-Bindedomine (O’Neil und DeGrado, 1990) und der
TPRs (Das et al., 1998; Scheufler et al., 2000) wider. Diesbeziiglich fiihren die Ergebnisse des
Fragmentvergleichs zu denselben Schlussfolgerungen wie der Vergleich der Struktur der
groflen und kleinen Immunophiline (siehe 3.1.3.1. und 4.1.1.).

Die Untersuchung der Stabilitit der FKBP52-Fragmente gegeniiber thermischer
Denaturierung zeigte, dass das Fehlen von Domine 1 das Protein extrem destabilisiert. Der
Unterschied im Denaturierungsmittelpunkt zwischen Doméne 1 allein und FKBP52-234, dem
Domine 1 fehlt, betrdgt nahezu 30°C. Dass FKBP52-234 die geringste Stabilitdt aufweist,
erklart auch die niedrigen Reinigungsausbeuten fiir dieses Fragment und seine Neigung zur
Aggregation. Diese Daten bestdtigen die bereits aus dem Vergleich der groflen und kleinen
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Immunophiline gezogene Schlussfolgerung, dass die zusétzliche a-helikalen Doménen die
groBen Immunophiline eher destabilisieren, wihrend Domidne 1 ihnen Stabilitit verleiht
(siehe 3.1.3.1. und 4.1.1.).

4.2.2. Lokalisation der PPIase-Aktivitit von FKBP52 in Doméne 1

Die PPlase-Aktivitit der FKBP52-Fragmente wurde analog zum Vergleich der groflen
Immunophiline sowohl im Peptidassay als auch mittels der Riickfaltung von RCM-T1
untersucht. Im Peptidassay wurde dabei nur das Succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA-Peptid
verwendet, da dafiir die Spezifitit von FKBPs hoher ist.

Ein Vergleich der katalytischen Aktivititen im Protease-gekoppelten Assay und im Protease-
freien Assay zeigte keinen Unterschied, was den Schluss nahe legt, dass die Hilfsprotease
Chymotrypsin die Doméne, die fiir die PPlase-Aktivitdt von FKBP52 verantwortlich ist, nicht
inaktiviert. Die PPIase-Aktivitit von FKBP52 und den Fragmenten, die Doméne 1 enthalten,
stimmt mit den katalytischen Aktivititen, die sich fiir die groBen menschlichen
Immunophiline ergaben (siche Abschnitt 3.1.) und mit der Aktivitit des kleinen
Immunophilins FKBP12 (Albers et al., 1990) tiberein. In der Katalyse der Riickfaltung des
Proteinsubstrates RCM-T1 betrdgt die Aktivitit von FKBP52 etwa die Hilfte der
katalytischen Aktivitdt von FKBP12 (Scholz et al., 1997a). In beiden Assays zeigten nur die
Fragmente, die Doméne 1 enthielten, PPlase-Aktivitit. Das belegt, dass Aminosduren 1-148
sowohl notwendig als auch hinreichend fiir Wildtyp-&hnliche PPlase-Aktivitdt gegeniiber
Peptid- und Proteinsubstraten sind. Im Gegensatz zu den Ergebnissen fritherer
Untersuchungen (Chambraud et al., 1993) konnte fiir Doméine 2 keine PPlase-Aktivitit
entdeckt werden.

Die zusétzliche Anwesenheit der weiteren C-terminalen Doménen von FKBP52 hat weder im
Peptidassay noch in der Riickfaltung von RCM-T1 Einfluss auf die Effizienz als PPlase. Das
untermauert die bereits in Abschnitt 4.1.2. erlduterte Schlussfolgerung, dass bei den groB3en
Hsp90-assoziierten PPlasen im Gegensatz zum Trigger Faktor (Scholz et al., 1997¢; Zarnt et
al., 1997) die Katalyse der Isomerisierung durch die zusétzlichen Doménen nicht beeinflusst

wird.

4.2.3. Lokalisation der Chaperon-Aktivitit von FKBP52

Zusitzlich zu seiner PPlase-Aktivitdt besitzt FKBP52 auch Chaperon-Aktivitit, von der
angenommen wird, dass sie ihren Sitz in einer Region auferhalb der PPlase-Domine hat
(Bose et al., 1996). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte diese Aktivitit dem C-
terminalen Teil des Proteins zugeordnet werden. Der Grof3teil der Chaperon-Aktivitit scheint
zwischen den Aminosduren 264 und 400 lokalisiert zu sein. Allerdings sind wohl auch die C-
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terminalen 58 Aminoséduren beteiligt, da Fragment FKBP52-123 die Aggregation der CS nicht
vollstédndig zu unterdriicken vermag.

In dieser duBersten C-terminalen Region befindet sich das Calmodulin-Bindemotiv, dessen
prinzipielle Funktionalitit durch spezifische Bindung an Calmodulin-Sepharose bestétigt
wurde (Massol et al., 1992). Ob FKBP52 aber auch in vivo mit Calmodulin interagiert, ist
nicht geklart. Dem Calmodulin-Bindemotiv liegt eine amphiphile Helix mit positiv geladenen
Aminosduren auf der einen und hydrophoben Aminosduren auf der anderen Seite zugrunde
(O’Neil und DeGrado, 1990). Dieser hydrophobe Teil konnte moglicherweise an der
Interaktion mit nicht-nativen Proteinen beteiligt sein.

Interessanterweise zeigt auch Doméne 1 alleine eine gewisse Aktivitdt im Chaperon-Assay,
was bei der gegebenen Inaktivitit des FKBP52-12 Fragment ungewohnlich ist. Allerdings ist
die Aktivitdit von Doméne 1 deutlich geringer als die von FKBP52 und FKBP52-123. Bezieht
man die Tatsache, dass Doméne 2 alleine nicht gereinigt werden kann, sondern bereits bei der
Expression irreversibel aggregiert, mit in die Diskussion ein, ergibt sich eine Erklarung fiir
das Verhalten von Doméne 1. Es ist anzunehmen, dass Doméne 2 aggregiert, weil sie im
ganzen Protein mit einer bestimmte Region in Doméne 1 interagiert. Diese Region konnte
hydrophobe Oberflichen aufweisen, an die in Abwesenheit von Domidne 2 das nicht-native
Protein binden konnte und so teilweise vor Aggregation geschiitzt wire.

4.2.4. Bindung an Hsp90 und nicht-native Proteine

Die hauptsdchliche Bindestelle fiir nicht-native Proteine befindet sich bei FKBP52 in
Doméne 3 (Aminosduren 264-400), die auch die TPRs enthilt. Diese TPR-Regionen sind in
FKBP52 an der Bindung an Hsp90 beteiligt (Radanyi et al., 1994; Hoffman et al., 1995).
Daraus ergibt sich die Frage, ob die Bindestelle fiir nicht-native Proteine und Hsp90 dieselbe
ist.

Dazu wurden CS-Aggregationsmessungen in Anwesenheit eines Peptides durchgefiihrt, das
die C-terminalen 17 Aminosdurereste von Hsp90 enthdlt. Isothermische Titrationskalori-
metrie-Experimente mit diesem Peptid und FKBP52 ergaben eine Bindekonstante von 3 uM.
Diese Affinitdt entspricht in etwa der, die fiir die Bindung von C-terminalen Hsp90-Peptiden
an die zu FKBP52 homologe TPR2A-Region von Hop (Scheufler et al., 2000) bestimmt
wurde.

Allerdings bindet die Hop TPR2A-Region mit dhnlicher Affinitit, mit der sie an die ganze C-
terminale Domédne (Aminosduren 625-732) von Hsp90 bindet, auch an C-terminale Hsp90-
Peptide, die lidnger als 10 Aminosduren sind. Dagegen ist die Bindungsaffinitidt des 17
Aminoséuren langen Hsp90-Peptids zu FKBP52 deutlich geringer als die, die fiir die Bindung
zwischen Hsp90 und FKBP52 bestimmt wurde (Kp= 55 nM; siehe 3.1.4.2.). Das spricht fiir
die Beteiligung von mehr als 17 C-terminalen Aminosduren von Hsp90 und den TPR-
Doménen von FKBP52 in der Bindung von FKBP52 und Hsp90, wie bereits vorgeschlagen
wurde (Barent et al., 1998).
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Die Anwesenheit des Hsp90-Peptids unter Sittigungsbedingungen im Chaperon-Assay hatte
keinen Effekt auf die Unterdriickung der CS-Aggregation durch FKBP52. Das zeigte, dass
beide Proteine gleichzeitig an Doméne 3 von FKBP52 binden kdnnen und dass sich beide
Bindungen nicht gegenseitig ausschlief3en.

TPR-Motive vermitteln spezifische Protein-Protein Bindungen iiber eine definierte Anzahl
von Interaktionen von acht schwach konservierten Resten (Goebl et al., 1991; Lamb et al.,
1995). Eine weiter gefasste Spezifitit von TPR-Regionen wurde fiir das mitochondriale
Importrezeptorprotein Tom70 im Bezug auf Prisequenz-Peptide vorgeschlagen (Brix et al.,
2000). Auch in der Préiprotein-Bindestelle von Tom20 findet sich eine TPR-Region, aber hier
bildet nicht das TPR-Motiv selbst die Bindestelle (Abe et al., 2000). Stattdessen ist die Basis
fiir die Bindung eine Region von hydrophoben Interaktionen, von denen nur ein Teil in den
TPR-Helices lokalisiert ist. Es ist denkbar, dass eine derartige hydrophobe Region auch

allgemein die Bindung von nicht-nativen Proteinen vermitteln konnte.

225 —--——- ALKEK ELGNDAIKKK DFDTALKHYD KAKELDPTN-

Hop

FKBP52 264 EKLEQSAIVK ERGTVYFKEG KYKQALLQYK KIVSWLEYES

_________ RS GO U | S (S| S o |
Hop 259  ——-mmmmmmm - MEYITN QABVYEEKGD YNKCRELCEK
FKBP52 304 SFSSEEVQKA QALRLASHLN LAMCHLKLQA FSAAVESCNK

—————— e * R e — — * k-
Hop 285 AIEVGRENRE DYRQIAKAYA RIGNSYFKEE KYKDAIHFYN
FKBP52 344 ALEL---DSN N----EKGLF RRGEAHLAVN DFDLARADFQ

K e — — Ko K e K Ko ——. —
Hop 325 KSLAEHRTP DVLKKCQQAEK ILKEQERLA
FKBP52 377 KVLQLYPSN KAAKAQLAVCQ QRIR-----

—_—— K —— = K

Abb. 4.2. Sequenzvergleich der TPR2A-Domiine von Hop (Aminosiuren 225-353) mit der TPR-
enthaltenden Doméne 3 von FKBP52 (Aminosiuren 264-400). Die hellgrau unterlegten Reste sind
fiir elektrostatische Interaktionen mit dem EEVD-Motiv am Hsp90 C-Terminus von Bedeutung,
wihrend die dunkelgrau unterlegten Reste hauptsichlich fiir van der Waals Kontakte mit dem Hsp90
C-Terminus zustdndig sind. Die fettgedruckten Reste sind Teil des TPR-Konsensus. (nach Scheufler et
al., 2000). Sterne zeigen Reste, die zwischen beiden Sequenzen identisch sind.

Die strukturelle Basis der Bindung zwischen den C-terminalen Peptiden von Hsp90 und der
TPR-Doméne von Hop, die zu FKBP52 homolog ist, ist bereits bekannt (Scheufler et al.,
2000). Ahnlich wie die TPR-Struktur der Phosphatase PP5 in Abwesenheit von bindenden
Peptiden (Das et al., 1998), besteht sie aus sieben mianderartig angeordneten o-Helices, die
eine wiegenformige Grube bilden. Diese Grube beherbergt das Peptid in einer gestreckten

101



Diskussion

Konformation. Das Peptid bildet nur Kontakte mit den Seitenketten der drei A-Helices der
TPR-Doméne aus, die die innere Oberflaiche der Grube auskleiden (Scheufler et al., 2000). In
dieser Struktur ist ein beachtlicher Teil der Grube nicht durch das Hsp90-Peptid besetzt und
konnte somit fiir andere Proteine erreichbar sein (vgl. Abb. 1.6.2.).

Ein Sequenzvergleich zwischen der TPR-Doméne von Hop, fiir die diese Struktur ermittelt
wurde, und den TPR-Regionen von FKBP52 (Abb 4.2.) zeigt, dass sowohl die Reste, die zum
TPR-Konsensus gehoren, als auch die Reste, die fiir die elektrostatischen Wechselwirkungen
mit dem C-terminalen EEVD-Peptid von Hsp90 verantwortlich sind, konserviert sind
(Scheufler et al., 2000). Abgesehen davon aber ist die Homologie zwischen den jeweiligen
TPR-Doménen der beiden Proteine nicht hoch (nur 14% Gesamt-Aminosdure-Identitét in der
TPR2A-Region). Dariiber hinaus enthélt der Loop zwischen Helix 1B und 2A bei FKBP52 15
zusitzliche Aminosduren. Im Gegensatz zu FKBP52 bindet Hop zudem nicht an nicht-native
Proteine (Bose et al., 1996; Freeman et al., 1996). Das liefert zusitzliche Evidenz fiir die
Schlussfolgerung, dass nicht diejenigen Teile der TPR-Region, die mit Hsp90 interagieren,
fiir die Bindung von nicht-nativen Proteinen verantwortlich sind. Folglich konnte die spezielle
Architektur der TPR-Doméne von FKBP52 zusitzliche Bindestellen zur Verfligung stellen,
die von nicht-nativen Proteinen besetzt werden konnten, ohne die Interaktion mit Hsp90 zu
storen.

Davon ausgehend konnten die groffen Immunophiline im Steroidhormonrezeptor-Komplex
also gleichzeitig sowohl mit Hsp90 als auch mit dem jeweiligen Rezeptor als Substrat
interagieren, wie das im Modell in Abb. 4.1. dargestellt ist.
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5. Zusammenfassung

Um ihre vielseitigen Funktionen erfiillen zu konnen, ist fiir Proteine die korrekte Ausbildung
von Struktur unabdingbar. In vivo wird die Proteinfaltung von zwei Klassen von Proteinen
unterstiitzt. Faltungskatalysatoren wie PDI und PPlasen beschleunigen langsame Schritte in
der Proteinfaltung wie die Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen (Fischer et al.,
1984) und die Ausbildung von korrekten Disulfidbriicken (Bardwell, 1997; Darby, 1998).
Chaperone beeinflussen die kinetisch kontrollierte Konkurrenz zwischen Proteinfaltung und
deren Nebenreaktionen wie Aggregation, ohne dass sie Teil der Endstruktur des
Substratproteins werden (Ellis und van der Vies, 1991; Beiflinger und Buchner, 1998).

Das Hsp90-System ist eines dieser Chaperon-Systeme. Es interagiert in vivo mit einer
Vielzahl von Substratproteinen, die diese Interaktion bendtigen, um ihre aktive Konformation
zu erlangen. Substrate sind dabei vor allem Proteine aus dem Bereich der Signaltransduktion,
wie Kinasen oder Steroidhormonrezeptoren (SHRs) (Pratt und Toft, 1997). An der Interaktion
mit SHRs sind Komplexe verschiedener Zusammensetzung beteiligt, die neben Hsp90 noch
zusitzliche Partnerproteine enthalten. Die drei groBen Immunophiline FKBP51, FKBP52 und
Cyp40 sind Teil des spéten, so genannten reifen SHR-Komplexes. Es existieren verschiedene
reife Komplexe, die sich in dem gebundenen Immunophilin unterscheiden. Im Fall der
Immunophiline scheint die Inkorporation von der Art des gebundenen Substrats abzuhdngen
(Barent et al., 1998).

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die funktionelle Analyse der drei
Immunophiline aus dem Siuger-System. Sie gehdren alle zur Enzymklasse der Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen), sind aber Mitglieder von verschiedenen Unterfamilien,
den FKBPs und den Cyclophilinen. Diese Unterfamilien unterscheiden sich generell sowohl
in der Substratspezifitit, als auch in der Bindung von immunsuppressiven Agentien
voneinander.

Strukturelle Untersuchungen mittels Circulardichroismus belegen einen groBere Ahnlichkeit
der beiden FKBPs zueinander als mit Cyp40 und auch im Bezug auf die Stabilitdt gegeniiber
chemischer Denaturierung verhalten sich FKBP51 und FKBP52 &hnlich. Cyp40 erweist sich
hier als weit weniger stabil. Einzig in der Stabilitit gegeniiber thermischer Denaturierung
unterscheiden sich die beiden FKBPs, indem FKBP51 eher Cyp40 dhnelt und um mehrere
Grad Celsius instabiler ist als FKBP52. Diese hohere Thermostabilitdt von FKBP52 steht in
Einklang mit seiner Eigenschaft als Hitzeschockprotein (Sanchez, 1990). Ein Vergleich der
groen Immunophiline mit den jeweiligen kleinen Immunophilinen FKBP12 und Cypl8
zeigte, dass bei allen drei groen Immunophilinen die zusétzlichen C-terminalen Doménen
einen hohen a-Helix Anteil besitzen. Zudem scheinen diese Dominen fiir die im Vergleich
mit FKBP12 und Cypl8 stark verringerte Stabilitdt gegeniiber thermischer Denaturierung
verantwortlich zu sein.

In seiner PPlase-Aktivitdt unterscheidet sich Cyp40 von den beiden FKBPs vor allem durch

seine hohere katalytische Aktivitit sowohl gegeniiber Peptid- als auch Proteinsubstraten und
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durch das Fehlen einer ausgeprigten Substratspezifitit. Generell entspricht die PPlase-
Aktivitdt aller drei Immunophiline jedoch ihrem jeweiligen Pendant unter den kleinen
Immunophilinen. Dabei ist die katalytische Aktivitdt gegeniiber dem Proteinsubstrat RCM-T1
etwa um das 50 bis 100fache geringer als gegeniiber Peptidsubstraten. Im Gegensatz dazu
katalysiert der Trigger faktor aus E. coli, der sowohl PPlase- als auch Chaperon-Aktivitit
besitzt und auch zu den groBBen PPlasen gezéhlt werden kann, die Isomerisierung beider
Substrate gleich gut. Das hdngt damit zusammen, dass beim Trigger Faktor auch die
zusitzlichen Doménen an der Isomerisierung beteiligt sind (Scholz et al., 1997c; Zarnt et al.,
1997), was bei den groflen Immunophilinen FKBP51, FKBP52 und Cyp40 nicht der Fall ist
(siehe unten).

Die Interaktion der groBen Immunophiline mit Hsp90 wurde mit Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie und Isothermischer Titrationskalorimetrie (ITC) untersucht. Beide Methoden
zeigten, dass FKBP52 am stirksten an Hsp90 bindet und Cyp40 die schwichste Bindung
aufweist. Mittels ITC konnte auch die Stochiometrie der Komplexe geklért werden, die bisher
noch kontrovers diskutiert wurde (Rehberger et al., 1992; Prodromou et al., 1999; Silverstein
et al., 1999). Es zeigte sich, dass, entgegen frilheren Annahmen, zwei Immunophilin-
Monomere pro Hsp90-Dimer binden.

Deutliche Unterschiede in der Chaperon-Aktivitdt der drei Immunophiline belegten Unter-
suchungen ihres Einflusses auf die thermische Aggregation von CS. Hier waren sowohl
Cyp40 als auch FKBP51 deutlich potentere Chaperone als FKBPS52.

Um die Struktur-Funktions-Beziehung innerhalb der Immunophiline zu kldren, wurden
Fragmente von FKBP52 hergestellt und beziiglich ihrer Struktur und Stabilitit, sowie im
Bezug auf PPlase- und Chaperon-Aktivitéit untersucht. Der Fragmente teilen sich beziiglich
ithres Sekundérstrukturgehalts in zwei Gruppen ein, wobei die Fragmente, die nur Doméne 1
oder die Doménen 1 und 2 enthalten, einen sehr geringen Anteil an o-Helices aufweisen,
wiahrend die Fragmente, die vorwiegend aus den Doménen 3 und 4 bestehen, einen hohen
Anteil an a-helikaler Struktur besitzen. Interessanterweise destabilisieren die hauptsédchlich
a-helikalen Doménen die betreffenden Fragmente gegeniiber thermischer Denaturierung und
Aggregation, wohingegen Doméne 1 dem Protein Stabilitédt verleiht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren 1-148 (Doméne 1) fiir die Wildtyp PPlase-
Aktivitat gegeniiber Peptid- und Proteinsubstraten sowohl notwendig als auch ausreichend ist.
Anders als beim Trigger Faktor erhoht die Anwesenheit der zusétzlichen Doménen die
katalytische Aktivitit von FKBP52 in der Riickfaltung von RCM-T1 nicht. Offenbar ist bei
den groflen Immunophilinen sowohl fiir die Isomerisierung von Peptid-, als auch
Proteinsubstraten nur die PPlase-Doméne verantwortlich.

Den Hauptbeitrag zur Chaperon-Aktivitét liefern die Aminosduren 264-400 (Doméne 3), aber
auch Reste C-terminal von dieser Domine scheinen daran beteiligt zu sein. Doméne 3 bildet
auch die Region, die mit Hsp90 interagiert. Diese Interaktion konnte anhand eines Peptides,
das die C-terminalen 17 Aminosduren von Hsp90 umfasst, nachgewiesen werden. Ein

Kompetitionsexperiment im CS-Assay unter Bedingungen, bei denen FKBP52 mit diesem
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Peptid gesittigt vorlag, zeigte, dass die Bindung an Hsp90 die Interaktion zwischen FKBP52
und dem nicht-nativem Protein nicht inhibiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die drei Immunophiline sowohl
verschiedene Affinititen zu Hsp90 als auch zu nicht-nativen Proteinen aufweisen. Diese
Unterschiede sind moglicherweise die Basis fiir die selektive Inkorporation der
Immunophiline in den SHR-Komplex und kdnnten iiberdies die Funktion des Komplexes
modulieren. Die PPlase-Aktivitit befindet sich in der Doméne 1, wihrend die Chaperon-
Aktivitdt in Doméne 3 lokalisiert ist, wo sich auch die Bindestelle fiir Hsp90 befindet. Hier
konnte gezeigt werden, dass ein Immunophilin gleichzeitig an ein Hsp90-Peptid und ein
nicht-natives Protein binden kann.

Die Arbeit zeigt deutlich, dass die drei Immunophiline sich trotz Ahnlichkeiten in Sequenz
und Struktur deutlich voneinander unterscheiden. Das liefert einen Erklarungsansatz fiir
Effizienz-Unterschiede zwischen SHR-Komplexen mit verschiedenen FKBPs, die bereits in
in vivo Studien ermittelt wurden (Reynolds et al., 1999) und zeigt eine mogliche Rolle der
Immunophiline als Modulatoren der Funktion des Rezeptorkomplexes auf. Da die hier
aufgezeigten Unterschiede in PPlase- und Chaperon-Aktivitit auch im Hefe-System
konserviert sind (Mayr, 2000), konnten sie die Grundlage der Funktion der groBen PPIasen im
Hsp90-Multichaperon-Komplex bilden.
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7. Abkiirzungen

Ala Alanin

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosin-5’-triphosphat

CD Circulardichroismus

CS Citratsynthase

Cyp Cyclophilin

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinséure

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ER Endoplasmatisches Retikulum
FKBP FK506 Bindeprotein

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
GdmCl Guanidiniumchlorid

GR Glukokortikoid-Rezeptor

GSH Reduziertes Glutathion

GST Glutathion S-Transferase

HCl Salzsdure

Hepes N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonsiure
HPLC High Performance Liquid Chromatography
Hsp Hitzeshockprotein

IgG Immunglobulin

IPTG Isopropyl-p-D-thio-galactopyranosid
ITC Isothermische Titrationskalorimetrie
Kana Kanamycin

Leu Leucin

mA Milliampere

NaCl Natriumchlorid

OD Optische Dichte

PDI Protein-Disulfid-Isomerase
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Phe

pNA

POD
PPlase

PR

Pro
RCM-T1

S. cerevisiae
SDS-PAGE
SHR
TEMED
TPR

Tris

Tween 20
Upm

uv

Vis

v/iv

w/v

Phenylalanin

para-Nitroanilid

Peroxidase

Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerase
Progesteron-Rezeptor

Prolin

reduzierte und S-carboxymethylierte S54G/P55N-Variante von RNase T
Saccharomyces cerevisiae
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Steroidhormon-Rezeptor

N, N, N’, N’- Tetramethylethylendiamin
Tetratricopeptid-Repeat
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Polyoxyethylen (20) sorbitanmonolaurat
Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

sichtbar

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
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Large peptidyl-prolyl cis/trans isomerases (PPlases) are important com-
ponents of the Hsp90 chaperone complex. In mammalian cells, either
Cyp40, FKBP51 or FKBP52 is incorporated into these complexes. It has
been suggested that members of this protein family exhibit both prolyl
isomerase and chaperone activity. Here we define the structural and
functional properties of the three mammalian large PPlases. We find that
in all cases two PPlase monomers bind to an Hsp90 dimer. However, the
affinities of the PPlases are different with FKBP52 exhibiting the strongest
interaction and Cyp40 the weakest. Furthermore, in the mammalian sys-
tem, in contrast to the yeast system, the catalytic activity of prolyl iso-
merization corresponds well to that of the respective small PPlases.
Interestingly, Cyp40 and FKBP51 are the more potent chaperones. Thus,
it seems that both the affinity for Hsp90 and the differences in their cha-
perone properties, which may reflect their interaction with the non-native
protein in the Hsp90 complex, are critical for the selective incorporation

of a specific large PPlase.
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Keywords: chaperone; prolyl isomerase; protein folding; protein
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association; heat shock proteins

Introduction

The trans/cis isomerization of proline-peptide
bonds is often a rate-limiting step in protein fold-
ing.!~3 Enzymes that catalyze this step are called
peptidyl-prolyl-cis/trans isomerases (PPlases). To
date, three subfamilies of this enzyme class (EC
5.2.1.8) have been identified: FKBPs (FK506 bind-
ing proteins), cyclophilins and parvulins.*® Both,
FKBPs and cyclophilins, are inhibited by immuno-
suppressive drugs.*-® Thus, both are termed
immunophilins.

Plases of higher relative molecular mass (40-
54 kDa), the so-called large PPlases (FKBP5I,
FKBP52, Cyp40 and its yeast homologues Cpré

Abbreviations used: CD, circular dichroism; CS,
citrate synthase; Cyp, Cyclophilin; FKBP, FK506 binding
protein; GST, glutathione S-transferase; Hsp, heat shock
protein; ITC, isothermal titration calorimetry; pNA,
paranitroanilide; PPlase, peptidyl-prolyl cis/trans
isomerase; RCM-T1, reduced and S-carboxymethylated
554G /P55N-variant of RNase T,; SHR, steroid hormone
receptor; TPR, tetratricopeptide repeat.

E-mail address of the corresponding author:
johannes.buchner@ch.tum.de

0022-2836/01/0000001-13 $35.00/0

and Cpr7), were found in complexes with the
heat shock protein Hsp90. These chaperone com-
plexes are associated with inactive steroid hor-
mone receptors (SHRs) in higher eukaryotes.”®
Several Hsp90 complexes of different compo-
sition seem to be required for SHR activation.
At an early stage during the chaperone cycle,
the receptor interacts with Hsp70 and Hip.
Recruitment of Hsp90 viz Hop leads to the for-
mation of the intermediate complex involving
Hsp70 and Hsp90. In a last step, the mature
Hsp90 complex is formed which contains a
small acidic protein called p23 and any one of
the large PPlases (FKBP51, FKBP52 or Cyp40).!°
The binding of PPlases to Hsp90 occurs via tet-
ratricopeptide repeats (TPRs)."'~*®* TPRs are
degenerate sequences of 34 amino acid residues
involved in protein-protein interactions.”>¢ In
large PPlases they are located in the C-terminal
part of the protein whereas the N-terminal part
consists of the respective PPlase domain."”
Whether their PPlase activity and immunosup-
pressant binding properties have any influence
on the SHR multichaperone complex is unre-
solved.18-22

© 2001 Academic Press
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All three large PPlases apparently compete for a
single binding site on Hsp90 2 which is located in
the C-terminal 12 kDa domain.?* Whether the stoi-
chiometry of this interaction is one PPlase per
Hsp90 monomer or dimer is still controversial.?>-2°

The selection of the PPlase present in the Hsp90
complex seems to depend on the substrate bound.
FKBP51, for example, is clearly favored over
Cyp40 and FKBP52 in mature progesterone recep-
tor and even more in mature glucocorticoid recep-
tor complexes assembled in witro,*3! but not in
estrogen receptor complexes.®!

Similar to Hsp90,** large PPlases display cha-
perone activity in vitro. Rabbit FKBP52 was
found to prevent the thermal aggregation of the
model substrate protein citrate synthase (CS)
in vitro*®> and human Cyp40 maintained chemi-
cally denatured B-galactosidase in a state compe-
tent for refolding® This suggested that the
PPlases may contact the non-native protein in
the Hsp90 complex. In agreement with this
hypothesis, FKBP52 was found to interact
directly with the glucocorticoid receptor.?®

The two large PPlases in yeast, Cpré and Cpr7,
have recently been compared concerning func-
tional aspects.”” They showed similar binding affi-
nities to Hsp90, but differed strongly in their
PPlase and chaperone activities. However, these
results can not simply be transferred to the mam-
malian system, since here the situation is more
complex than in yeast. First, three large PPlases are
involved instead of two, and second, only one of
these three PPlases belongs to the cyclophilin sub-
family, whereas the other two are large FKBPs
which are not found in yeast Hsp90 complexes.

To better understand the role the three PPlases
play in the mammalian Hsp90 multichaperone
complex we compared them concerning binding to
Hsp90, stability, PPlase and chaperone activity.
Interestingly, the three PPlases differ both in their
affinity for Hsp90 and their chaperone activity
suggesting that they play distinct roles in the
Hsp90 chaperone complex.

Resulits

Structure and stability of Cyp40, FKBP51
and FKBP52

The N-terminal domains of large PPlases share
high homology with the respective small PPlases.
For example, the N-terminal domain of FKBP52
exhibits 55% amino acid homology®*® and 49%
sequence identity compared to FKBP12.36 Human
Cypl8 and the N-terminal domain of human
Cyp40 share 61 % identity.>”

Cyp18 is arranged in an eight stranded antipar-
allel B-barrel structure with two short helices®
and FKBP12 is composed of a five stranded anti-
parallel B-sheet wrapped in a right-handed twist, a
short a-helix and a high amount of aperiodic struc-
ture.®*® The isolated PPlase domain of rabbit
FKBP52 (amino acid residues 1-149) exhibits a

similar structure®! suggesting that the structures of
the PPlase domain of the large PPlases and the
respective small PPlases are conserved.

To gain insight into the secondary structure of
the large human PPIases we recorded far UV-circu-
lar dichroism (CD) spectra of the small human
PPlases FKBP12 and Cypl18, and compared them
to the spectra obtained for FKBP51, FKBP52 and
Cyp40 (Figure 1(a)). For Cyp18, the far UV-CD
spectrum displayed two minima at 208 and
222 nm indicative of a-helices. However, due to
the high content of B-strands the overall intensity
of the signal was low (-6000 deg cm? dmol™?). For
FKBP12 we obtained only one distinct minimum at
a wavelength of 212 nm with a mean residue ellip-
ticity of about —5000 deg cm? dmol~. This is typi-
cal for a B-structured protein. The spectra for all
three large PPlases were of a similar shape with
FKBP51 and FKBP52 being almost identical and

Cyp40 displaying a slightly higher ellipticity

20000

OMRW (deg em? dmol-1)

200 210 220 230 240 250

120
100

% change in ellipticity
2

20 30 40 50 60 70 80
Temperature (°C)

Figure 1. Secondary structure and stability of human
PPlases. (a) Far -UV-CD spectra of Cyp18 (W), FKBP12
(®), Cyp40 (A), FKBP51 () and FKBP52 (O). Spectra
were recorded at 20°C in 40 mM potassium phosphate
(pPH 75). (b) Thermal unfolding of Cyp40(A),
FKBP51(M) and FKBP52(Q). The mean residue molecu-
lar ellipticity was monitored at 222 nm. The heating rate
was 1°C minute™.

124



Publikationen

Analysis of Hsp90-associated PPlases

(-12,000 deg cm? dmol~! as compared to —9700
deg cm? dmol™! and 10,000 deg cm? dmol—! for
FKBP51 and FKBP52, respectively). The minima
were at 208 nm and 222 nm and the maximum
was below 200 nm. The overall shapes of the spec-
tra and the ellipticities are indicative of a higher
content of a-helical structure compared to the
small PPlases.

The a-helical content was calculated from the
respective spectra according to equation (1).#2 For
FKBP12 and Cypl8 it was 10% and 15.5%,
respectively, whereas the large PPlases displayed
higher a-helical contents. The helix content was
30% for Cyp40 and about 25% for both FKBP51
and FKBP52.

Since the N-terminal domains of the large and
the respective small PPlases are structurally simi-
lar, the differences seen in the far UV-CD spectra
are largely based on the secondary structure of the
additional C-terminal domains of Cyp40, FKBP51
and FKBP52 comprising the TPR regions, the cha-
perone site and the calmodulin binding domain.
Thus, these additional domains seem to have a
considerable amount of helical structure.

To determine the thermal stability of the PPIases,
we monitored temperature-induced unfolding tran-
sitions by CD (Table 1 and Figure 1(b)). Here,
FKBP52 proved to be the most stable protein with
a midpoint of denaturation of 49°C compared to
45°C for Cyp40 and 46 °C for FKBP51.

Compared to the respective small PPlases all
three proteins showed decreased thermal stability.
FKBP12 was stable up to 60°C followed by a stea-
dy decrease of the signal up to 70°C (Table 1). The
midpoint of denaturation was determined to be at
65.5°C, which is 16.5°C higher than that of
FKBP52 and almost 20°C higher than FKBP51.
Similarly, Cyp18, which had a midpoint of tran-
sition at 51°C, is still 6°C more stable than Cyp40.
Thus, the additional domains seem to destabilize
the large PPlases.

The midpoints of thermal denaturation between
Cyp40 on the one hand and FKBP51 and GST-
Cyp40 (Table 1) on the other differ only by one to
two degrees, but still Cyp40 aggregates under the
condition used for the CS assay (see below)
whereas the other two proteins are stable. The
reason for this may be that the thermal denatura-
tion of Cyp40 is highly cooperative compared to
that FKBP51 and FKBP52.

Table 1. Thermal stability of the large human PPlases

PPlase Tn (O

FKBP12 65.5°C (+0.5)
Cypl8 51°C (£1)

FKBP51 46°C (+£0.1)
FKBP52 49°C (+0.5)
Cyp40 45°C (+05)
GST-Cyp40 465°C (£0.5)

Thermal denaturation was performed and monitored as
described in Materials and Methods. Examples for the unfold-
ing transitions are shown in Figure 1(b). T, represents the mid-
point of thermal unfolding. The stated errors were calculated
from three individual measurements.

Interaction of large PPlases with Hsp90

The interaction between Hsp90 and the large
human PPlases has mostly been monitored by
crosslinking.?%?® The results obtained so far did not
allow us to draw conclusions about the respective
affinities of the three PPlases for Hsp90. Further-
more it remained controversial whether one or two
PPlases bind to a Hsp90 dimer. Here we deter-
mined the interaction between the large PPlases
and Hsp90 by isothermal titration calorimetry
(ITC) (Figure 2). To date, this is the most quantitat-
ive means available for determining the thermo-
dynamic features of protein-protein interaction,
since it measures directly the heat evolved upon
association of a ligand with its binding partner.

For all the PPlases tested the binding curves
obtained were sigmoidal which is consistent with a
simple two-state association reaction. The binding
constants derived from these measurements are
226 nM, 174 nM and 55 nM for Cyp40, FKBP51
and FKBP52, respectively (Table 2). The binding
reactions showed different enthalpic and entropic
contributions (Table 2). FKBP51 binding displayed

the most favorable enthalpy of binding
(AH = —12 kcal mole™), but it also exhibited
the most unfavorable entropic contribution

(TAS = — 3 kcal mole™). In contrast to this, Cyp40
and FKBP52 showed lower binding enthalpies, but
especially the entropic contribution of FKBP52
binding to Hsp90 is very favorable (TAS = 1.7 kcal
mole™?).

The molar stoichiometry of interaction between
the PPlases and Hsp90 was determined from the
midpoint of the association reaction (Figure 2). For

Table 2. Binding constants of the large human PPlases and Hsp90

Cyp40 FKBP51 FKBP52
K, (nM) 226(+61) 174(£28) 55(£7)
Number of binding sites 1.054 +0.018 1.16 + 0.01 1.27 +0.005
AH (kcal mol?) —9.42(+0.3) —12(+0.2) ~8.06(-0.08)
TAS (kcal mol™?) —051 -3 17

Binding of the large PPlases and Hsp90 was monitored by ITC measurements as described in Materials and Methods and shown

in Figure 2. The standard deviation is given for all measured values.
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Figure 2 (legend opposite)

the binding of one PPlase monomer per Hsp90
dimer a molar ratio of 0.5 would have been
expected. What we found for all three PPlases,
however, was a molar ratio of approximately 1
(Table 2 and Figure 2) indicating that one PPlase
monomer binds per Hsp90 monomer.

To avoid artefacts of injection, the run with
Cyp40 and Hsp90 was also performed with Hsp90
in the cell and Cyp40 in the syringe and yielded
similar results (data not shown).

Peptidyl-prolyl isomerization in peptides

To compare the PPlase activity of the large
human PPlases two different assays were used: (i)

t-
he

eptide assay, which monitors the isomerization of
the proline peptide bond in a tetrapeptide linked
to para-nitroanilide in both its protease-coupled*
and its protease-free version;¥® and, (ii) the RCM-
T1 refolding assay which monitors proline isomeri-
zation in a protein substrate.*® The results of these
experiments are summarized in Table 3.

Various sequence variants of the peptide succi-
nyl-Ala-X-Pro-Phe-pNA have so far been used to
determine the activity of a broad range of
PPlases*”~*° in the protease-coupled version of the
peptide assay. Cypl8, for example, was found to
be rather promiscuous with a slight preference for
Ala in the X position.*” FKBP12, however, seems to
have a markedly higher substrate specificity with
Leu being the preferred residue in the X pos-
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calorimetry. Calorimetric titration
of the large PPlases with Hsp90 in
40 mM Hepes (pH 8.0) at 20°C.
The experiment consisted of up 38
injections of 5 pl each of a 320 yM
stock solution of Hsp90. Hsp90
was injected into a sample cell
(volume 1.43 ml) containing 15 uM
of the respective large PPlase. The
measurements were fit according to
a model of one binding site in the
Origin software. (a) Raw data
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showing the differences between
the sample and the reference cell
during the 36 injections of Hsp90
into the sample cell containing
15 uM of FKBP52. (b) Enthalpy per
mole of Hsp90 injected versus the
molar ratio of FKBP52 in the
sample cell and Hsp90 injected. (c)
Enthalpy per mole of Hsp90
injected versus the molar ratio of
FKBP51 in the sample cell and
Hsp90 injected. (d) Enthalpy per

ition.##° Thus, we used these two peptides to com-
pare the catalytic efficiencies of Cyp40, FKBP51
and FKBP52. The kinetics obtained from these
experiments were first order for all three PPlases
tested and the rate constants increased linearly
with the enzyme concentration used. The PPlase
activity of the two FKBPs could be suppressed by
the specific inhibitor Rapamycin but not by the
cyclophilin inhibitor Cyclosporin A, whereas
Cyp40 was suppressed by Cyclosporin A but not
by Rapamycin.

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Molar Ratio

mole of Hsp90 injected versus the
3.0 molar ratio of Cyp40 in the sample
cell and Hsp90 injected.

We found that for the succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
PNA peptide (Figure 3(a) and Table 3) Cyp40 had
a much higher catalytic activity (k.,,/ky = 1.8 x 10
M~ 57") than FKBP51 and FKBP52 whose k_,./Ky
were values quite similar (7.6 x 10* M~! s~! and
8.5 x 10* M~! s7', respectively). Using the succi-
nyl-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA peptide (Figure 3(b) and
Table 3), the catalytic activity of Cyp40 decreased
slightly to a k../Ky, value of 1.24 x 10° M~! s.-!
whereas the activity of both FKBPs was strongly
enhanced (k../ky value of 1.45x 106 M~! s71).

Table 3. PPlase activity of Cyp40, FKBP51 and FKBP52 M1s™

kear/ K, in the peptide-assay

keat/ Kpn in the peptide-assay with with succinyl-Ala-Leu-Pro- keat/ Ky in RCM-T1
PPlase succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Phe-pNA refolding
hCypd0 1.8(0.1) x 10° 1.24(+0.1) x 10° 23(x0.1) x 10*
hFKBP51 7.6(£0.5) x 10° 1.45(20.15) x 106 8.02(+0.3) x 10°
hFKBP52 8.5(x0.5) x 10* 1.45(%0.15) x 10° 8.9(20.3) x 10°
hCyp18 5.1 x 10° (Schénbrunner et al.)* - 7.3 x 10* (Scholz et al.)>”
hFKBP12 0.21 x 10° (Albers et al.)*® 2.2 x 10° (Albers et al.)*® 1.3 x 10* (Scholz et al.)*!
hCyp40 1.9 x 10° (Kieffer et al)® - R
rFKBP52 - 1.4 x 10° (Chambraud et al.)'” -
yCpré 4.8 x 10° (Mayr et al.}?® 3 x 10° (Mayr et al.)®® 3.6 x 10* (Mayr et al.)?®
yCpr7 0.7 x 10° (Mayr et al.}® 0.5 x 10° (Mayr et al.}?® 0.4 x 10> (Mayr ef al.)®

The PPlase activities were measured as described in Materials and Methods. The k,,/K,, values were determined from the slopes
of the respective linear regression as shown in Figures 3 and 4 for all three PPlases.
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Figure 3. PPlase activity in the protease-coupled
assay. Rate constants of the isomerization of 50 pM of
synthetic peptides as a function of the concentration of
Cyp40 (A), FKBP51 (M) and FKBP52 (@). Experiments
were carried out in 40 mM Hepes (pH 7.5) at 10°C. Iso-
merization was monitored by the increase in absorbance
at 390 nm. The rate constants of the respective isomeri-
zation kinetics were plotted against the PPlase concen-
tration. The slope of the linear regression is equivalent
to k.../K,, as summarized in Table 3. (a) Isomerization
of the synthetic peptide succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA.
(b) Isomerization of the synthetic peptide succinyl-Ala-
Leu-Pro-Phe-pNA.

The catalytic activity observed for Cyp40 and the
succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA  peptide  corre-
sponds well with the values reported previously
by Handschumacher and colleagues  (k_../
kv =1.9 x 10° M~ 571).%° Compared with the cata-
lytic activity of its yeast homologues, Cpr6 and
Cpr7,” Cyp40 is four times and 26 times more
active, respectively, for both peptides. The catalytic
activities of both FKBPs and the succinyl-Ala-Leu-
Pro-Phe-pNA peptide matched the one reported
for rabbit FKBP52 (k.,./ky = 1.4 x 10° M~ g~1).17
To be able to exclude effects of the helper pro-
tease chymotrypsin in this assay, we also per-
formed a protease-free version of the peptide
assay.® The catalytic efficiencies seen in this assay
corresponded well with the ones derived from the

protease-coupled assay (data not shown),
suggesting that the part of the protein that is
responsible for the PPlase activity is not cleaved by
chymotrypsin.

Generally, the overall rates corresponded well to
the ones displayed b‘?f the respective single domain
PPlases (Table 3).47-%#

Influence of Cyp40, FKBP51 and FKBP52 on
the refolding of RCM-T1

Next, we tested the effect of the large human
PPlases on the catalysis of refolding of a reduced
and S-carboxymethylated S54G/P55N-variant of
RNase T, (RCM-T1).* The rate-limiting step in the
spontaneous refolding of RCM-T1 is the isomeriza-
tion of the X-Pro39 peptide bond, which is in the
cis conformation in the native state. Thus, the
refolding reaction follows a single exponential kin-
etic. Similar to the peptide assay, the refolding rate
of RCM-T1 can be enhanced by the addition of
PPlases. Using this assay, k,./K, values of
7.3 x10* M~' 57" and 1.3 x 10* M~! s~ have been
determined for Cyp18 and FKBP12, respectively
(Table 3).°! In the presence of Cyp40, FKBP51 and
FKBP52 the refolding rates of RCM-T1 increased
linearly with increasing concentrations of PPlases
(Figure 4). Again, the catalytic efficiencies of the
two large FKBPs were very similar with k_ /K,
values of 8.9 x 10° M~! s7""and 8.0 x 10° M~! s~!
for FKBP52 and FKBP51, respectively. C dis-
played a k_./K,, value of 2.3 x 10* M~T 5~! and
proved to be a better catalyst than the two FKBPs
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in this reaction (Figure 4 and Table 3). Compared
to its yeast homologue, Cpr6 and Cpr7,”® Cyp40
showed a slightly lower catalytic activity than
Cpré6, but an almost sixfold higher one than Cpr7.

Taken together, the catalytic activities of the
large human PPlases seem to be about a factor 2 to
3 smaller than that of the respective small PPlases
Cyp18 and FKBP12 (Table 3).

Chaperone activity

Rabbit FKBP52 was found to inhibit the aggrega-
tion of CS in vitro*® and a GST-tagged version of
human Cyp40 kept B-galactosidase in a state com-
petent for refolding.>* Here, we were interested in
comparing the chaperone properties of the three
large human PPlases by the well-established CS

aggregation assay.® At temperatures above 37°C
CS aggregates within one hour (Figure 5). At 40°C,
a twofold excess of FKBP52 already lead to a
marked reduction of CS aggregation. Half maxi-
mum ag, tion occurred at a fivefold excess of
FKBP52. A 14-fold molar excess of FKBP52 was
required for complete suppression (Figure 5(a)).

Under the same conditions, FKBP51 had a more
dramatic effect on the aggregation of CS
(Figure 5(b)). Substoichiometric amounts of chaper-
one (at a ratio of 0.75 FKBP51 molecules to 1 CS
monomer) reduced aggregation to half-maximal
values. At a fivefold molar excess aggregation was
suppressed completely. IgG added as a control for
non-specific protein effects had only marginal
effects on CS aggregation (Figure 5(a)).
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Figure 5. Influence of FKBP51, FKBP52 and Cyp40 on the thermal denaturation of CS. A 3 uM CS sample (mono-
mer) was incubated at 40°C in 40 mM Hepes (pH 7.5) over one hour. Aggregation was monitored by measuring the
turbidity at 360 nm in the absence and the presence of additional components as described in Materials and Methods.
(a) Influence of FKBP52 on the aggregation of thermally denatured CS. CS aggregation was monitored in the absence
(@) of additional components or in the presence of 6 uM (V¥), 15 uM (), 30 pM (A) and 42 uM (&) FKBP52,
Addition of 1.7 mg mi~! IgG (O) instead of FKBP52 was used as a negative control. (b) Influence of FKBP51 on the
aggregation of thermally denatured CS. CS aggregation was monitored in the absence (@) of additional components
or the presence of 0.75 pM (#), 1.5 uM (A), 2.25 pM (V), 3 pM () and 15 uM (m) FKBP51. (c) Influence of Cyp40
on the aggregation of thermally denatured CS. CS aggregation was monitored in the absence (@) of additional com-
ponents or the presence of 0.75 uM (M), 1.5 tM (A), 3 pM (@) and 15 pM (A) GST-Cyp40. Addition of 15 uM GST
alone (Q) instead of GST-Cyp40 was used as a negative control.
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Control experiments in which FKBP51 and
FKBP52 were subjected to the conditions of this
assay without CS showed that neither FKBP ag
gated (data not shown). However, Histidin-tagged
Cyp40 was not stable under the conditions used.
Thus, we performed this assay with the more
stable GST-taggfd Cyp40 (cf Table 1) according to
Freedman et al.

In the CS assay, GST-Cyp40 suppressed CS
aggregation in a manner quite similar to FKBP51,
in that at an equimolar ratio of CS to GST-Cyp40
an almost complete suppression of aggregation
was observed (Figure 5(c)). An excess of GST used
as a negative control had no influence on the ther-
mal aggregation of CS (Figure 5(c)).

Thus, all three large PPlases specifically bind
non-native protein and act as chaperones, with
FKBP51 and Cyp40 being more active in this
respect than FKBP52.

Discussion

In mammals, three large PPlases act as cofactors
of Hsp90 at least in the mature SHR complex.53-5¢
Recent findings suggest that there is a correlation
between the PPlase selected and the substrate
bound.® Here, we compared the three human
PPlases Cyp40, FKBP51 and FKBP52 concerning
structural and functional features.

The large PPlases consist of an N-terminal
PPlase domain which is highly homologous to
the respective single domain PPlase and
additional C-terminal domains. These C-terminal
domains seem to be largely a-helical in structure.
Interestingly, these domains decrease the thermal
stability of the PPlases compared to the respect-
ive small PPlase.

The PPlase activities of the large PPlases are
only by a factor of 2 to 3 smaller than the ones
found for the respective small PPlases Cyp18 and
FKBP12.#°% The activity of the large FKBPs
amounts to about two-thirds of the activity of
FKBP12, whereas the activity of Cyp40 is only
about one-third of that of Cyp18. In the peptide
assay, the preference of FKBP12 for hydrophobic
residues such as leucine preceeding proline® is
also found in the two large FKBPs. Their catalytic
activity towards the succinyl-Ala-Leu-Pro-Phe-
PNA is about 20-fold higher than towards succci-
nyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, whereas there is only a
slight difference in the catalytic activity of Cyp40
towards the two peptides. Thus, in the mammalian
system the PPlase activity of the large PPlases cor-
responds well to that of the respective small
PPlases, both in the peptide assay and in the RCM-
T1 refolding assay. In this respect, the large
PPlases differ significantly from trigger factor,
another large PPlase. Trigger factor consists of an
FKBP domain and additional N and C-terminal
domains and has about a 100-fold higher catalytic
activity for RCM-T1 compared to the large
Hsp90-associated PPlases.* This suggests, that in

comparison to trigger factor, where the additional
chaperone domains also contribute to the refolding
of RCM-T}, in the case of the human large Hsp90-
associated PPlases only the PPlase domain is
involved.

When compared to its yeast homologues, Cpré
and Cpr7,” Cyp40 shows a catalytic activity in the
peptide assay that is about fourfold higher than
that of Cpré and about 25-fold higher than that of
Cpr7 (Table 3). However, in the RCM-T1 refolding
Cyp40 and Cpré share similar catalytic activities.
The reason for this could be that the additional C-
terminal domains of Cpré are more involved in the
refolding process of RCM-T1 than those of Cyp40.
Another explanation may arise from different sub-
strate specificities of the PPlase domains of the two
cyclophilins. For the RNase T, folding a Tyr-Pro
bond is rate-limiting, whereas in the peptide assay
it is either a Leu-Pro bond or a Ala-Pro bond. For
small PPlases it has long been known that their
catalytic activity depends strongly on the residue
preceding the proline.*”*°

PPlases bind Hsp90 viz their TPR domains.
Analysis of Hsp90 mutants had established that
not all TPR-containing proteins interact with
Hsp90 in an identical manner.®'%%% Using ITC we
determined the binding constants of the three large
PPlases (Table 2). FKBP52 exhibited the strongest
binding and Cyp40 the weakest. This is consistent
with earlier findings that Cyp40 was easily washed
off from Hsp90 immune pellets with low salt buf-
fers.”” The dissociation constants obtained are in
the nanomolar range and correspond well with
those for the yeast Cyp40 homologues, Cpré and
Cpr7,7?° and Stil.¥ However, in the mammalian
system the differences in the binding affinities of
the three large PPlases to Hsp90, especially
between FKBP52 and Cyf40, are more pronounced
than in the yeast system.”

The binding constants suggest that in vivo all
these co-chaperones would be found predomi-
nantly in complex with Hsp90. It should be noted
that Hsp90 is present in excess over any of the
large PPlases with ratios of 1:10, 1:15 and 1:75 for
Cyp40, FKBP52 and FKBP51, respectively (cf.
Table 3).* Thus, the PPlase that is present in the
highest relative concentration displays the weakest
binding affinity. Additionally, the interaction
between the large PPlases and Hsp90 may be
stabilized by the substrate bound. The different
contribution of enthalpic and entropic terms to the
binding of the respective PPlases to Hsp90 pro-
vides further evidence that the manner in which
they interact with Hsp90 is different although the
site of interaction, the TPR domains, is supposed to
be the same for the three large PPlases.

The stoichiometry of the Hsp90-PPlase com-
plexes has been investigated mainly by chemical
crosslinking. These experiments suggested that an
PPlase monomer binds per Hsp90 dimer.52628
However, our experiments show that for all three
human large PPlases the stoichiometry of binding
is two PPlase monomers per Hsp90 dimer. In
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agreement with this, ITC measurements carried
out with the yeast co-chaperone Cpré indicated
that two Cpré molecules bind to the yeast Hsp90
dimer with each Hsp90 monomer providing a
binding site for one TPR protein.?” Further support
for the presence of two functional TPR binding
sites per Hsp90 dimer comes from the finding that
Cnsl, another TPR-containing co-chaperone, was
selectively immunoprecipitated together with
Hsp90 and the yeast PPlase Cpr7.5%>°

For rabbit FKBP52 and human Cyp40 chaperone
activity has been shown.3334 Here, we were able to
demonstrate chaperone activity for human FKBP52
and FKBP51 as well. Although FKBP51 and
FKBP52 are very similar in terms of structure and
PPlase activity, they differ markedly in their cha-
perone activity, with FKBP51 being a more potent
chaperone than FKBP52. In this respect, FKBP51
seems to be similar to Cyp40. Functional analysis
of the yeast Cyp40 homologues, Cpré and Cpr7,
revealed that these two PPlases differed markedly
in their chaperone activities as well, with Cpr7
being the more potent one and displaying activities
similar to FKBP51 and Cyp40.” Thus, in contrast
to its yeast homologues, which are either a strong
PPlase (Cpr6) or a good chaperone (Cpr7), Cyp40
is both an efficient PPlase and a potent chaperone.

One may speculate that the differences in the
chaperone activity of the Hsp90-associated PPlases
may be a conserved feature important for distinct
functions of the Hsp90 chaperone complex. In vivo,
the three large mammalian PPlases show different
patterns of incorporation in steroid receptor com-
plexes with distinct substrates. Despite its lower
concentration in the cell (20 nM in rabbit reticulo-
cyte lysate as opposed to 100 nM for FKBP52 and
200 nM for Cyp40),° FKBP51, for example, was
found to be favored concerning the incorporation
into progesterone receptor and glucocorticoid
receptor complexes.*™>! Based on the data pre-
sented here, this finding can now be explained by
the different binding affinities for Hsp90 and the
existence of differential interactions of the PPlases
with the substrate proteins, e.g. SHRs. In agree-
ment with this hypothesis, FKBP51 was found to
dissociate from the receptor complex upon hor-
mone addition, whereas FKBP52 and the other
components like Hsp90 and p23 stayed bound.”>*
This is consistent with our findings that FKBP51 is
a better chaperone than FKBP52 and therefore may
interact more strongly with non-native proteins.
An example for the functional consequences of this
selection has been detected in squirrel monkey
lymphocytes where the incorporation of FKBP51
instead of FKBP52 into glucocorticoid receptor
complexes reduces their binding affinity by
11-fold.%°

Taken together, despite their structural similarity
and their similar activity as PPlases, the three large
human PPlases display different affinities for
Hsp90 and different activities as chaperones, which
may be the basis for the differential activities of the
Hsp90 complex towards specific substrates.

Materials and Methods
Materials

All chemicals were obtained from Merck (Darmstadt,
Germany) or ICN (Meckenheim, Germany). Cyclosporin
A and Rapamycin were from Sigma (St. Louis, USA).

Proteins: human FKBP51, FKBP52 and Cyp40 were
purified as described below. Human Hsp90 was purified
from baculovirus infected Sf9 cells which were obtained
from Drs D. Edwards and K. Christensen (Tissue Culture
Core Facilities at the University of Colorado Cancer Cen-
ter, USA). The protein was isolated from infected cells as
described.5" Purified human Cypl8 and FKBP12 were
kind gifts of G. Fischer (Max-Planck Research Unit,
Halle, Germany). Mitochondrial pig heart citrate
synthase (CS) was from Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim, Germany) and stored in TE buffer (50 mM
Tris, 2 mM EDTA (pH 8.0)). The plasmid carrying the
554G /P55N-variant of RNase T; (RCM-T1) was a kind
gift from FX. Schmid (University of Bayreuth,
Germany). RNase-T; was purified and modified as
described.52

Protein purification

Plasmids for human FKBP51 and FKBP52 were
kind gifts from D. Smith (Mayo Clinic, Arizona, USA)
and the plasmid for human Cyp40 was a kind gift
from RE. Handschumacher (Yale University School of
Medicine, New Haven, USA). The ¢DNAs for these
proteins were subcloned into the T5-expression plas-
mid pQE30 (Qiagen, Hilden, Germany) which allows
high-level expression of proteins with an N-terminal
Histidine tag. Additionally, the cDNA for Cyp40 was
subcloned into the pGEX4T1 plasmid (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) to achieve expression as a GST-
fusion. The pQE30 plasmids were transformed into
the Escherichia coli strain HB101, whereas the
pGEX4T1 plasmid was transformed into the BL21
[DE3] Codon plus strain (Stratagene, La Jolla, USA).
LB medium containing 100 ug ml~! of ampicillin was
inoculated with a respective stationary overnight cul-
ture for GST-Cyp40 expression. For the expression of
the pQE30 constructs LB medium containing 100 HEg
ml~! of ampicillin and 40 pg ml™? of kanamycin was
inoculated with the respective stationary overnight cul-
ture. For both types of plasmids, these cultures were
grown at 37°C to an Agy, of 04. Protein expression
was induced by addition of 1 mM isopropyl-§-D-thio-
galactopyranosid (IPTG). Cultures were subsequently
shifted to 26°C for four hours. Cells were harvested
by centrifugation at 4000 g for 15 minutes at 4°C. Pel-
leted cells were lysed by incubation with 1 mg ml~!
of lysozyme for 30 minutes on ice and subsequent
sonication.

Histidine-tagged proteins were purified viz a succes-
sion of Ni-NTA-agarose (equilibrated in 50 mM
NaH,PO,, 400 mM NaCl, 20 mM imidazole (pH 8.0),
elution by a step gradient to 250 mM imidazole),
Resource Q (50 mM Tris, 4 mM EDTA (pH 8.)),
where the protein was in the flow-through, and a
Pharmacia Superdex 75pg (50 mM Tris, 200 mM
NaCl, 4 mM EDTA (pH 8.0)). For the purification of
GST-Cyp40 a glutathione Sepharose (equilibrated in
150 mM NaCl, 16 mM Na,POH,, 4 mM NaH,POH,
(pH 7.3), eluted with 50 mM Tris, 10mM GSH
(pH 8.0)) was the first step. The Resource Q and the
gelfiltration steps were carried out in the same way
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as for the Histidine-tagged constructs. The purity of
all proteins was verified on a silver-stained SDS-poly-
acrylamide gel. No contaminating bands were detected
in the pooled fractions.

The pure proteins were stored in 50 mM Tris, 2 mM
EDTA (pH 8.0). The concentrations of purified Cyp40,
GST-Cyp40, FKBP51 and FKBP52 were determined
using the extinction coefficients of 0.659, 0.992, 0.723 and
0.824, respectively, for a 1 mg ml™? solution in a 1 cm
cuvette at 280 nm, calculated according to Gill & von
Hippel.® For all calculations, the large FKBPs were trea-
ted as monomers.

Circular dichroism measurements

Far-UV-circular dichroism (CD) measurements were
performed in a J-715 spectropolarimeter with a PTC343
peltier unit (Jasco, Tokyo, Japan). After dialyzing the
proteins over night against 40 mM potassium phosphate
(pH 7.5), spectra were recorded from 250 nm to 197 nm
at a constant temperature of 20°C in 0.1 cm quartz cuv-
ettes. All spectra were baseline-corrected and ellipticities
were calculated for a mean residue weight of 112.

The a-helix content of the respective PPlase spectra
was calculated according to the following equation:*2

Onmrw222

oo ]

with ©prw;2, being the ellipticity at 222 nm and n being
the number of amino acids of the respective PPlase.

To determine the thermal stability of FKBP12, Cyp18,
FKBP51, FKBP52 and Cyp40, the CD signal of these pro-
teins was monitored at 222 nm, for FKBP12 at 206 nm,
from 20°C to 80°C at a protein concentration of 0.25 mg
ml™! and a heating rate of 1°C minute™!.

Content(a — helix) =

Isothermal titration calorimetry

Titration experiments were performed using a VP-ITC
microcalorimeter system (Microcal Inc., MA). In each
experiment up to 38 aliquots of 5 pul of Hsp90 were
injected into 1.43 ml of the PPlase solution at 20°C. Both
proteins were in 40 mM Hepes (pH 8.0). The protein
concentration of the injected component (Hsp90) was
320 uM (monomer concentration). The PPlase concen-
tration in the sample cell was 15 uM. For Cyp40 the
experiment was also performed the with 233 uM Cyp40
in the syringe and 15 yM Hsp90 (monomer concen-
tration) in the sample cell. The experiment consisted of
28 injections of 8 pl of Cyp40.

To obtain values for AH, AS, the stoichiometry of
binding and the binding constant, the titration data were
fitted according to a model of one binding site using the
Origin software (MicroCal Inc., MA., USA).®

PPlase activity
Protease-coupled peptide assay

PPlase activity towards peptide substrates was
measured by a coupled assay™ using the synthetic pep-
tide succinyl-Ala-X-Pro-Phe-p-nitroanilide (pNA), with X
being either Ala or Leu. p-Nitroanilide can only be
cleaved off by chymotrypsin when the X-Pro bond is in
the frans configuration. The release of p-nitroanilide
results in the increase in absorbance at 390 nm. The

measurements were performed in a Jasco V-550 UV/Vis
spectrophotometer with a thermostated cell holder
at a constant temperature of 10°C. To obtain the rate
constants the reaction kinetics were fitted to mono-
exponential functions using the program Sigma Plot 4.0
(SPSS Inc., Chicago, USA). The activity was calculated
from the observed rate constants.

Protease-free peptide assay

To be able to rule out effects of the helper protease
chymotrypsin on the PPlases in the assay we also carried
out a protease-free version of the peptide assay,*® which
is based on the different UV/Vis absorption of the cis/
trans isomers of the peptide after diluting it from 0.47 M
LiCl/TFE into buffer solution. This absorption change
can be monitored at 330 nm. For this assay the buffer
conditions and protein concentrations were the same as
for the protease coupled version.

RCM-T1 refolding assay

To measure the PPlase activity towards protein sub-
strates refolding experiments were performed with the
reduced and S-carboxymethylated S54G/P55N-variant
of RNase T; (RCM-T1), which is unfolded in 100 mM
Tris (pH 8.0) but spontaneously refolds upon dilution
into the same buffer containing 2M NaClL In this
mutant, the kinetics of refolding are determined by the
cisftrans isomerization of the X-Pro 39 bond®' and
addition of PPlases leads to an acceleration of the reac-
tion. The assay was performed as described* at 15°C in
a Spex FluoroMax-2 fluorescence spectrometer (Instru-
ments 5.A., Edison, USA) with the wavelengths being set
to 268 nm and 320 nm for excitation and emission,
respectively. The spectral band widths were set to
15 nm for excitation and 3.5 nm for emission. Under
these conditions, the refolding of RCM-T1 was mono-
exponential. The rate constants of the reactions were
determined using the program Sigma Plot 4.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA).

Chaperone assay

Thermal denaturation of CS (3 uM) was achieved by
incubation at 40°C in 40 mM Hepes (pH 7.5) for one
hour. Aggregation of CS was measured by monitoring
the increase in turbidity at 360 nm in a JascoV-550 UV/
Vis spectrophotometer equipped with a thermostated
cell holder using microcuvettes (120 pl) with a path
length of 1 cm.
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