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Zusammenfassung 3

1 Zusammenfassung

Das eukaryotische Protein Hop (engl. heatshock organizing protein) ist ein Kochaperon der
molekularen Chaperone Hsc/Hsp70 und Hsp90. Hop bindet gleichzeitig an Hsc/Hsp70 und
Hsp90, wodurch ein Ubergang eines an Hsc/Hsp70 gebundenen Substrats auf Hsp90 ermdg-
licht wird. Die Wechselwirkungen zwischen Hop und den Chaperonen werden durch Tpr-
Domaénen (engl. tetratrico peptide repeat) innerhalb von Hop vermittelt.

Durch limitierte Proteolyse konnten die Grenzen der Tpr-Doménen von Hop bestimmt wer-
den. Die N-terminale Tprl-Doméane von Hop besteht aus drei Tpr-Motiven und vermittelt die
Bindung an Hsc/Hsp70. Die C-terminale Tpr2-Doméne wird durch die zwei Subdoménen
Tpr2A und Tpr2B mit jeweils drei Tpr-Motiven aufgebaut und erméglicht die Interaktion mit
Hsp90. Die ermittelten Doméanen wurden rekombinant exprimiert und Protokolle der Protein-
isolierung und Kristallisation erarbeitet. Die Strukturen dieser Proteinfragmente wurden mit
réntgenkristall ographi schen M ethoden bestimmt.

Die Tpr-Doméanen von Hop (Tprl, Tpr2A, Tpr2B) besitzen eine konservierte Faltung, die aus
sieben antiparallel verlaufenden Helices besteht. Die konstante geometrische Abfolge der He-
lices resultiert in einer leicht gebogenen Anordnung der Domanen @hnlich einer gekrimmten
Hand.

Die Strukturanalyse von Tprl und der Sequenzvergleich verschiedener Tpr-Domanen fihrten
zu der Annahme, dass die Tpr-Doménen von Hop kurze C-terminale Sequenzmotive von
Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 erkennen und binden. Diese Annahme konnte anhand von Kristall-
strukturen verschiedener Domanen-Peptid-K omplexe bestétigt werden.

Die Tprl-Domane von Hop erkennt spezifisch die sieben C-terminalen Aminosduren von
Hsc70, die Tpr2A-Doméane bindet spezifisch die finf C-terminalen Aminosauren von Hsp9O0.
Beide Peptide enden mit dem EEVD-Motiv, das innerhalb der zytosolischen Formen von
Hsc/Hsp70 und Hsp90 konserviert ist. Die Peptide werden auf der konkaven Seite der Tpr-
Domaénen in einer linearen Form gebunden. Das C-terminale Aspartat von EEVD fungiert da-
bei als zweifacher Carboxylat-Anker, der von konservierten Resten innerhalb der Tpr-Domé-
nen, der Carboxylat-Klammer, gebunden wird. Die Spezifitdt von Tprl bzw. Tpr2A bel der
Erkennung der C-terminalen Aminosduren von Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 wird durch unter-
schiedliche hydrophobe Interaktionen N-terminal zum EEVD-Motiv vermittelt.

Telle dieser Arbeit wurden publiziert:

Scheufler, C., Brinker, A., Bourenkov, G., Pegoraro, S., Moroder, L., Bartunik, H., Hartl, F.U.
und Moarefi, I. (2000). Structure of TPR Domain-Peptide Complexes. Critical Elements in
the Assembly of the Hsp70-Hsp90 Multichaperone Machine. Cell 101, 199-210.
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2 Einleitung

2.1 Proteinfaltung in der Zelle

Die Synthese neuer Polypeptidketten ist fir die Zelle ein energieaufwendiger Prozess. Pro
Aminosaurerest werden dabei mehrere energiereiche Phosphatbindungen verbraucht. Neu
synthetisierte Polypeptidketten sind fir die Zelle aber nur dann von Wert, wenn die Proteine
ihren korrekt gefalteten, nativen Zustand erreichen. Die Information der dreidimensionalen
Proteinstruktur ist in der Aminoséuresequenz enthalten (Anfinsen, 1973). Dadurch kann eine
vollstandige Faltung in die aktive Proteinkonformation prinzipiell erst nach Synthese der
kompletten Polypeptidkette erfolgen. Da entfaltete bzw. nicht vollstandig gefaltete Proteine
hydrophobe Bereiche exponieren, ist besonders bei den hohen Proteinkonzentrationen inner-
halb einer Zelle die Aggregation gegenuber der Proteinfaltung energetisch beginstigt (van
den Berg et al., 1999). Um die Proteinaggregation und somit den irreversiblen Verlust von
neu synthetisierten bzw. entfalteten Polypeptidketten zu verhindern, wurden Schutzmecha
nismen entwickelt. Proteine, die derartige Schutzfunktionen vermitteln, gehdren zur Klasse
der molekularen Chaperone. Durch eine regulierte und zyklische Bindung bzw. Freisetzung
interagieren molekulare Chaperone mit labilen, aggregationsnahen Konformationen anderer
Proteine und halten diese in einem (rtick)faltungskompetenten Zustand. Dies erhoht die Aus-
beute der Faltungsreaktion, erhoht jedoch i. d. R. nicht die Geschwindigkeit der Faltung. Mo-
lekulare Chaperone sind bel der Faltung von Proteinen beteiligt, tragen aber keine sterischen
Information bel und sind nicht Bestandteile der gebildeten Strukturen.

Die Unterstiitzung der Proteinfaltung durch molekulare Chaperone beschrankt sich nicht aus-
schliefdich auf die de novo-Faltung neu synthetisierter Polypeptidketten. Eine Unterdriickung
der Proteinaggregation durch Chaperone erfolgt auch unter zelluldren Stressbedingungen, wie
z. B. Hitzeschock, Exposition gegentiber hohen Konzentrationen an oxidierenden Substanzen
oder Anderungen der osmotischen Bedingungen, die zu einer konformationellen bzw. kova-
lenten Inaktivierung vorhandener Proteine fuhren konnen. Diese Funktion der molekularen
Chaperone erklért auch, warum viele der Chaperone unter Stressbedingungen vermehrt syn-
thetisiert werden und zur Klasse der Hitzeschock-Proteine (Hsp) gehdren. Neben den stress-
induzierten Isoformen existieren auch konstitutiv exprimierte Homologe (Hsc, engl. heat
shock cognate protein).

Die fundamentale Bedeutung der molekularen Chaperone fir die Zelle spiegelt sich auch in
dem hohen Grad der Konservierung einzelner Chaperonsysteme zwischen verschiedenen Or-
ganismen wider. Die Anzahl der Chaperone im Organismus korreliert in hohem Mal3e mit
dessen Komplexitét (Pahl et al., 1997).
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der wichtigsten Chaperonsysteme fir
A) Bakterien und B) Eukaryoten. Die moglichen Faltungswege sind durch Pfeile
gekennzeichnet.

Das zentrale Chaperonsystem in Bakterien wird durch Dnal und DnaK (Hsp70) aufgebaut
(vgl. Abbildung 2.1). Ca. 85% aller E.coli-Proteine falten entweder spontan oder Uber das
DnaJ/K-System, ca. 15% bendtigen das GroEL/ES-System um ihren nativen Zustand zu er-
reichen (Netzer & Hartl, 1998). Die vergleichbaren eukaryotischen Chaperonsysteme sind das
Hsp40/Hsp70- und das TriC-System. Erganzend zu diesen beiden Systemen findet sich in Eu-
karyoten noch das speziadisierte Hsp90-System. Hsp90 ist ein stark konserviertes Hitze-
schockprotein, das selbst unter physiologischen und stressfreien Bedingungen einen zelluléren
Proteinanteil von 1 - 2 % einnimmt. Mutationsstudien in Hefen zeigten, dass Hsp90 fir das
Uberleben der Zellen essentiell ist (Parsell & Lindquist, 1993). Im Gegensatz dazu ist das
bakterielle Homolog HtpG fir Bakterien nicht essentiell. Zudem existieren in Bakterien keine
Homologen zu den Kochaperonen, die das komplexe, eukaryotische Hsp90-System bendtigt
(s. u.). Das eukaryotische Hsp90-Chaperonsystem hat somit kein vollstandiges Aquivalent in
Bakterien.

Ausfuhrliche Beschreibungen und detaillierte Darstellungen der Funktionen verschiedener
Chaperonsysteme finden sich in den Zusammenfassungen von Agashe & Hartl, 2000;
Feldman & Frydman, 2000; Smith, 2000; Buchner, 1999; Ellis, 1999; Smith et al., 1998;
Sigler et al., 1998; Netzer & Hartl, 1998; Johnson & Craig, 1997; Hartl, 1996.
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2.2 Das Hsp90-Chaperonsystem

Die Bedeutung und Funktion des Hsp90-Systems fur die zelluldre Proteinfaltung ist bis heute
noch nicht genau etabliert. In vitro-Experimente zeigten, dass die isolierten N- und C-termi-
nalen Domanen von Hsp90 die Aggregation entfalteter Modellproteine unterdrticken kénnen
und Hsp90 somit eine generelle Chaperonaktivitét besitzt (vgl. Abbildung 2.2; Young et al.,
1998; Scheibel et al., 1998). Demnach kdnnte das Hsp90-System eine universelle Faltungs
maschinerie analog dem Hsp70-System sein und einen alternativen Faltungsweg fir neu syn-
thetisierte bzw. entfaltete Proteine bereitstellen. In vivo-Untersuchungen zeigten jedoch, dass
Hsp90 quantitativ nur eine geringe Rolle in der de novo-Proteinfaltung spielt (Nathan et al.,
1997). Vielmehr ist das Hgp90-Chaperonsystem hoch speziaisiert und nur fur die Faltung
weniger Proteine zustandig. Als Substrate von Hsp90 konnten hauptséchlich Proteine ver-
schiedener Signaltransduktionen, wie z. B. Steroidhormonrezeptoren und Proteinkinasen,
identifiziert werden. Dabei hat Hsp90 neben einer reinen Chaperonfunktion auch eine Funk-
tion im Aufbau und der Regulierung bestimmter Signalkaskaden (Smith, 2000).

1 9 232 284 ~600 629 710 732
NH.- N M C ..EEVD | -COOH
ATP, GA und Substrat- Dimerisierung,
Bindestelle Substrat- und Tpr-
Bindestelle

Abbildung 2.2 Charakterisierung der Domanenstruktur von Hsp90 (Rind) mittels
Verdau durch Protease (Stebbins et al., 1997). Proteaseresistente Fragmente sind
grau hinterlegt. Die bisher bekannten Funktionen der Doméanen sind eingetragen.

Hsp90 liegt unter physiologischen Bedingungen als Dimer vor und besteht aus drel protease-
resistenten Doméanen (vgl. Abbildung 2.2). Analog zu Hsp70 bindet die N-terminale Doméane
von Hsp90 an ATP. Inzwischen konnte eindeutig gezeigt werden, dass die ATPase-Aktivitét
far diein vitro- und in vivo-Funktion von Hsp90 essentiell ist (Grenert et al., 1999; Panaretou
et al., 1998; Obermann et al., 1998). Zwischen den Kristallstrukturen der nukleotidfreien N-
terminalen Domane von Hsp90 und den ATP- bzw. ADP-gebundenen Komplexstrukturen der
Domane konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Prodromou et al.,
1997A; Prodromou et al., 1997B). Trotz dieser Beobachtung scheint eine regulierte Konfor-
mationsanderung von Hsp90 durch auf3ere Faktoren wahrscheinlich. Elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen an Hsp90 zeigten unter Einfluss von ATP oder Hitzeschock eine signi-
fikante Reorganisation der Hsp90-Dimerstruktur (Maruya et al., 1999). Eine genauere Cha
rakterisierung und die Einbindung dieses Mechanismus in die Funktion des Hsp90-Chaperon-
systems bedarf weiterer Untersuchungen.
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Isoliertes Hsp90 kann seine Substrate nicht selbstandig falten bzw. aktivieren. Fir ein funkti-
onelles Hsp90-System bendtigt Hsp90 weitere Partnerproteine (vgl. Tabelle 2.1). Zu diesen
Partnerproteinen gehort auch das eigenstdndige Hsp70-Chaperonsystem mit seinen Ko-
chaperonen, das seinerseits die identifizierten Hsp90-Substrate (z. B. Steroidrezeptoren) nicht
selbstandig falten kann (Pratt & Toft, 1997; Johnson et al., 1996).

Tabelle 2.1 Bekannte Partnerproteine von Hsp90. Einige der Partnerproteine be-

sitzen selbst Chaperonaktivitét.
Name Funktion Chaperonaktivitat  Tpr-Protein
Hsp70 Chaperon ja nein
Hsp40 Hsp70-K of aktor ja nein
Hip Hsp70-K of aktor nein ja
Hop Hsp70-Hsp90-K of aktor nein ja
p23 Hsp90-K of aktor ja nein
p50°cs spezifischer Hsp90-K of aktor fiir ja nein
Kinasen

FKBP51 Prolylisomerase (Immunophilin) nein ja
FKPB52 Prolylisomerase (Immunophilin) nein ja
CyP40 Prolylisomerase (Immunophilin) nein ja
PP5 Serin/Threonin-Phosphatase nein ja

Je nach Substrat konnten in vivo-verschiedene heterooligomere Komplexe zwischen Hsp90,
dem Substrat und einzelnen Kochaperonen identifiziert werden. Viele der Kochaperone besit-
zen so genannte Tpr-Motive (engl. tetratrico peptide repeat, s. u.), die die Interaktionen zwi-
schen den Kochaperonen und Hsp70 bzw. Hsp90 vermitteln (vgl. Tabelle 2.1 und Abbildung
2.3).

Die am besten charakterisierten Substrate von Hsp90 gehéren zur Klasse der Steroidhormon-
rezeptoren. Mit Hilfe von in vivo- und in vitro-Experimenten konnten verschiedene Chaperon-
Substrat-Komplexe identifiziert und ein Modell zur Hsp90-vermittelten Faltung von Ste-
roidrezeptoren erstellt werden (vgl. Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.3 Faltung und Regulierung des Progesteronrezeptors durch das
Hsp90-Chaperonsystem. IP: Immunophilin (FKBP51, FKBP52 oder CyP40). PR:
Progesteronrezeptor.

Eine direkte Bindung des Progesteronrezeptors (PR) an Hsp90 ist nicht moglich, sondern er-
fordert das Hsp70-Chaperonsystem (Pratt & Toft, 1997). Ein erster Rezeptor-Chaperon-
Komplex entsteht durch die Bindung von Hsp70 an den Rezeptor, Hsp40 und das K ochaperon
Hip (engl. Hsc70 interacting protein, vgl. Abbildung 2.3i; Prapapanich et al., 1998). Danach
entsteht ein intermedidarer Komplex, dessen Aufbau durch die Interaktion von Hop (engl. Hsp
organizing protein) mit Hsp90 und dem Hsp70-Rezeptorkomplex vermittelt wird (vgl.
Abbildung 2.3ii; Chen & Smith, 1998). Dieser Komplex erméglicht die Bindung des
Rezeptors an Hsp90, erlaubt jedoch noch keine Interaktion zwischen Hormon und Rezeptor.
Der reife Rezeptorkomplex besteht neben dem bindungskompetenten Progesteronrezeptor aus
p23 und einem der drei Immunophiline FKBP51, FKBP52 oder CyP40 (vgl. Abbildung
2.3iii). In Glucocorticoidrezeptor-Komplexen wurde anstelle eines der Immunophiline auch
die Serin/Threonin-Phosphatase PP5 gefunden (Silverstein et al., 1997). Der Ubergang vom
intermedidren zum reifen Rezeptorkomplex erfolgt durch die Bindung von p23 und einem
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Immunophilin bei gleichzeitiger Freisetzung von Hsp40, Hsp70, Hip und Hop. Der genaue
Ablauf dieser Transformation sowie die Stochiometrien der intermediaren und reifen
Rezeptorkomplexe sind noch nicht genau bestimmt. Alle Komplexe des Faltungszyklus sind
transient, wobei der reife Rezeptorkomplex eine hohere Lebensdauer besitzt und somit die
standige Verfugbarkeit von bindungskompetenten Rezeptoren gewéhrleistet ist. Der gesamte
Faltungszyklus dauert mehrere Minuten und wird in Abwesenheit des Hormons unter ATP-
Verbrauch standig durchlaufen. In Anwesenheit des Hormons kann das Steroid den Rezeptor
im bindungskompetenten und reifen Komplex binden. Die Hormonbindung erhoht dabel nicht
die Dissoziationskonstante des reifen Komplexes, sondern verhindert den Wiedereintritt des
Rezeptors in den Faltungszyklus (Smith, 1993).

Zu den Hsp90-abhangigen Substraten gehdren auch bestimmte Protein-Kinasen, wie z. B.
Raf-1 (Stancato et al., 1993), Cdk4 (Stepanova et al., 1996) sowie einige Kinasen der Src-
Familie (Hartson & Maitts, 1994). Die Assoziation der Kinasen mit Hsp90 wird vermutlich
durch das Kochaperon p50<** vermittelt (Silverstein et al., 1998). Die Abhangigkeit dieser
Kinasen vom Hsp90-Chaperonsystem hat eine regulatorische Funktion auf die Aktivitdt der
Kinasen (Hartson et al., 1998).
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2.3 Das Kochaperon Hop

Humanes Hop, auch as p60 bzw. Stilp aus Hefe bekannt, ist ein Kochaperon, dessen phy-
siologische Funktion in der Verbindung der Hsp70- und Hsp90-Chaperonsysteme besteht.
Durch die Bindung von Hop an Hsp70 und Hsp90 wird eine rdumliche Nahe zwischen den
Chaperonen erzeugt und ein effektiver Ubergang von an Hsp70 gebundenen Substraten auf
Hsp90 erméglicht (vgl. Abbildung 2.3ii; Morishima et al., 2000). Hop selbst besitzt keine
Chaperonaktivitét (Bose et al., 1996; Freeman et al., 1996).

4 119 223 481
NHz Tprl Tpr2 -COOH
Hsp70-Bindestelle Hsp90-Bindestelle

Abbildung 2.4 Aufbau von Hop. Die Grenzen der beiden Tpr-Doménen Tprl und
Tpr2 sind eingezeichnet.

Hop ist ein hoch konserviertes eukaryotisches Protein, das aus 543 Aminosauren besteht und
ein Molekulargewicht von 62.6 kDa besitzt (vgl. Anhang 7.1). Die Sequenzidentitét zwischen
Hop und dem Hefe-Homolog Stilp betragt 42%. Die Sequenz von Hop enthélt neun Tpr-Mo-
tive, diein zwei Blocken organisiert sind (vgl. Abbildung 2.4; Honore et al., 1992).

Anhand von Deletionsmutanten war gezeigt worden, dass die Tpr-Bereiche fur die Interak-
tionen zwischen Hop und Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 essentiell sind (vgl. Abbildung 2.4). Der N-
terminale Tpr-Bereich von Hop (Tprl, drei Tpr-Motive) vermittelt die Interaktion mit der C-
terminalen Doméane von Hsc/Hsp70, und der C-terminale Tpr-Bereich (Tpr2, sechs Tpr-Mo-
tive) vermittelt die Interaktion mit Hsp90 (Demand et al., 1998; Lassle et al., 1997; Chen et
al., 1996). Die Bindung von Hop an Hsp70 und Hsp90 ist ATP-unabhangig und hat keinen
Einfluss auf die ATPase-Aktivitdt von Hsp70 (Chen et al., 1996). Dagegen wird die ATPase-
Aktivitét von Hsp90 bei der Interaktion mit Hop inhibiert (Prodromou et al., 1999). Die Bin-
dung von Hop an Hsp90 erfolgt an die C-terminale Doméne von Hsp90 (vgl. Abbildung 2.2;
Carrello et al., 1999; Young et al., 1998). Die C-terminale Doméne von Hsp90 ist die einzige
Tpr-Bindestelle innerhalb von Hsp90 und kann neben der Tpr2-Doméane von Hop auch mit
den Tpr-Doménen der Kochaperone FKBP51/52, CyP40 und PP5 interagieren (Buchner,
1999; Dolinski et al., 1998; Marsh et al., 1998; Pratt & Toft, 1997).
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2.4 Tpr-Motive

Tpr-Motive sind schwach konservierte Sequenzmotive mit einer Lange von 34 Aminosauren.
Sie wurden in Regulatoren der Zellmitose entdeckt (Sikorski et al., 1990). Heutzutage sind
weit Uber 200 Proteine mit Tpr-Motiven bekannt. Die meisten dieser so genannten Tpr-Pro-
teine besitzen mehrere Tpr-Motive (3 - 16), die in der Regel direkt aufeinanderfolgend in Tpr-
Domaénen organisiert sind (vgl. Abbildung 2.5).

wor { T L LH s

PP5 — 499
cdel6 —/— — —//— 840
Ssn6  —//—— 966

wast ——[ ] T

Abbildung 2.5 Schematische Darstellung einiger Tpr-Proteine. Tpr-Motive sind
als Kastchen eingetragen. Hop und PP5: H.sapiens, Cdcl6, Ssn6 und MAS70:

Scerevisiae.

Tpr-Proteine finden sich in den verschiedenen Zellkompartimenten aller Organismen, wie z.
B. Zelkern, Zytoplasma oder Mitochondrien. Sie besitzen keine einheitliche biochemische
Funktion, sondern sind bel einer Vielzahl unterschiedlicher Prozesse betelligt. Dazu gehdren
u. a die Zdlzykluskontrolle, die Proteinfaltung sowie mitochondrialer und peroxisomaler
Proteintransport (Goebl & Yanagida, 1991). Die Funktion der Tpr-Motive innerhalb von Tpr-
Proteinen ist die Vermittlung spezifischer Protein-Protein-Wechselwirkungen. Wie im Fall
von Hop konnte dies durch Mutagenese- und Deletionsmutanten fir viele weitere Tpr-Prote-
ine gezeigt werden (s. 0.; Lamb et al., 1995). Die Sequenzanalyse unterschiedlicher Tpr-Pro-
teine lieferte folgenden Tpr-Konsensus (Sikorski et al., 1990):

Tabelle 2.2 Vergleich des Tpr-Konsensus mit den drel Tpr-Motiven
der Tpr1-Doméane von Hop. Konsensuspositionen sind fett gedruckt.

4 78 11 20 24 27 32
Tpr-Konsensus oW WOULGL UYL A...F..A....P..
Hop_ Tprl 4 VNELKEKGNKALSVGNIDDALQCYSEAIKLDPHN 37
Hop Tprl 38 HVLYSNRSAAYAKKGDYQKAYEDGCKTVDLKPDW 71

Hop Tprl 72 GKGYSRKAAALEFLNRFEEAKRTYEEGLKHEANN 105
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Innerhalb des Tpr-Konsensus existiert keine streng konservierte Position. Die Konservierung
beschrankt sich eher auf die Grof3e und die Hydrophobie einzelner Aminoséuren (vgl. Tabelle
2.2) und resultiert in einer konservierten Faltung. Die Tertidrstruktur eines Tpr-Motivs besteht
aus zwei antiparallel verlaufenden a-Helices (A/B) und konnte erstmalsin der Kristallstruktur
der Tpr-Doméane der Serin/Threonin-Phosphatase 5 beobachtet werden (Das et al., 1998). Die
Packung der beiden Helices A und B eines Tpr-Motivs wird durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den Resten des Tpr-Konsensus dominiert.

Eine Serie von Tpr-Motiven resultiert in einer reguléren Abfolge antiparallel verlaufender
Helices (engl. helical repeat), die ein Gerst fur den Aufbau einer Proteinbindedomane bilden.
Sequenzpositionen aul3erhalb des Tpr-Konsensus sind fur die Bildung charakteristischer und
einzigartiger Oberflachen verantwortlich und tragen zur Spezifitdt der einzelnen Domanen
bei.

Tpr-Motive kdnnen als Basismodule fur den Aufbau von Proteinbindedoménen verstanden
werden. Die Anzahl der Tpr-Motive, sowie kleine Insertionen zwischen einzelnen Tpr-Moti-
ven sind dabei Variablen und erlauben unterschiedliche Konfigurationen zur Erflllung der in-
dividuellen biochemischen Funktion der verschiedenen Tpr-Proteine.
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2.5 Zielsetzung

Vorrangiges Bestreben dieser Arbeit war eine Struktur-Funktions-Analyse des Kochaperons
Hop. Aus Vorversuchen war bekannt, dass natives Hop fur die Kristallisation ungeeignet ist.
Daher sollte zunéchst eine Charakterisierung der Doméanenstruktur von Hop mittels limitierter
Proteolyse erfolgen. Die Strukturen der so ermittelten Fragmente sollten dann durch
rontgenkristallographische Methoden aufgeklart werden. Parallel dazu sollten von Herrn A.
Brinker im Rahmen seiner Dissertation Bindungsstudien zwischen den ermittelten
proteaseresistenten Fragmenten und Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 durchgefihrt werden.

Die Verfugbarkeit von Strukturinformationen von Hop in Kombination mit Bindungsdaten
wirden einen wichtigen Beitrag zum tieferen Verstandnis der Funktionsweise des
Hsp70/Hsp90-Chaperonsystems liefern. Da Hop Uber die Tpr-Doméanen mit Hsc/Hsp70 bzw.
Hsp90 interagiert, konnten zusétzlich grundlegende Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise ei-
ner Tpr-vermittelten Protein-Protein-Wechselwirkung gewonnen werden.
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3 Materialien und M ethoden

3.1 Materialien

3.1.1 Substanzen

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Substanzen von den Firmen Fluka
(Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim) und USB (Cleveland,
USA) bezogen und besal3en mindestens den Reinheitsgrad pro analysi. Wassrige Ldsungen
wurden mit deionisiertem und filtriertem Wasser aus einer Deionisierungsanlage der Firma
Millipore (Eschborn) angesetzt. Konzentrationsangaben sind fir Flissigkeiten in (v/v), fur
Feststoffe in (w/v) angegeben.

3.1.2 Gerateund Verbrauchsmaterialien

ADSC (Povay, USA): Quantum-4 CCD-Detektor

Beckman (Munchen): Kuhlzentrifuge J-6B, Kuhlzentrifuge Avanti J-25, Kihlzentrifuge GS-
6R, UV-VIS-Spektralphotometer DU 640, pH-Meter &34

BioRad (Minchen): Elektrophoresekammer Mini-Protean 11, 5-ml-EconoS-Saule
Charles Supper Company (USA): Doppelfokusierendes Spiegel system 7616

Deutsches Elektronensynchrotron (DESY, Hamburg): Synchrotron-Messstation BW6
(MPG/GBF), Synchrotron-Messstation X31 (EMBL)

Eppendorf (Hamburg): Kuhlzentrifuge 5417R, Laborzentrifuge 5415C

European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich): Synchrotron Mess-
station ID14-3 (EMBL)

Hampton Research (Laguna Niguel, USA): Crystal Screen und Crystal Screen |1, Kristallisa-
tionsplatten VDX, silikonisierte Glaspléttchen

MarResearch (Hamburg): Image Plate MAR300, MARCCD-Detektor

Mettler-Waagen (Giel3en): Elektronische Feinwaage AE160, Laborwaage Toledo PB602
Millipore (Eschborn): Deionisierungsanlage Milli-Qplus PF, Sterilfilter 0.45 um Millex-HA
Misonix Incorporated (New Y ork, USA): Ultraschall-Gerét Ultrasonic Processor XL
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National Synchrotron Light Source (NSLS, Brookhaven, USA); Synchrotron-Messstation
X12B

Olympus (Hamburg): Stereomikroskop SZH10
Oxford Cryostreams (Oxford, England): Cryostream Oxford

Pall-Filtron (Northborough, USA): Ultrafiltrations-Einheit Jumbosep, Macrosep, Microsep
(10 kDa cut-off)

Pharmacia (Uppsala, Schweden): FPLC-System AKTAexplorer100, Entsal zungssaule HiPrep
26/10 Desalting, Gelfiltrationssaule HiLoad 26/60 Superdex 200, 1-ml- bzw. 5-ml-ResourceQ

Precision Scientific (Chicago, USA): Thermoschrank BOD815
Qiagen (Vaencia, USA): Nickelchelat Matrix Ni-NTA Superflow
Rigaku (Berlin): Rontgengenerator RU-200
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3.2 Biochemische M ethoden
3.2.1 Plasmide und Bakterienstamme

Alle verwendeten Konstrukte wurden von Herrn Dr. |. Moarefi Uber Ehel- und Hindlll-
Schnittstellen in den Expressionsvektor pPROEX HTa (4750 bp) der Firma Life Technologies
kloniert. Der Vektor codiert N-terminal einen Histidinanker (sechs Histidine), den so ge-
nannten His-Tag, gefolgt von einem Abstandhalter und einer spezifischen Schnittstelle (Er-
kennungssequenz: ENLY FQUG) fiir die TEV-Protease (engl. Tobacco Etch Virus). Die Pro-
teine wurden somit als Fusionsproteine mit einem His-Tag versehen exprimiert. Dies ermog-
lichte eine schnelle und effiziente Abtrennung durch Metallaffinitétschromatographie mit der
Moglichkeit, den His-Tag danach mittels TEV-Protease zu entfernen (Parks et al., 1994;
Polayes et al., 1996). Bel erfolgreicher Transformation von E.coli vermittelt der Vektor eine
Ampicillinresistenz.

Zur rekombinanten Expression nativer Proteine wurde der Bakterienstamm E.coli BL21
(DE3) pLysS (Novagen) eingesetzt. Der methioninauxotrophe Stamm E.coli B834 (DES3)
pLysS (Novagen) wurde fur die Expression von selenomethioninmarkiertem Protein verwen-
det. Belde Stdmme besitzen das Plasmid pLysS, welches neben einer Chloramphenicol-
resistenz ein Gen fur die Expression von Lysozym enthdt. Nach Induktion der Zellen wird
dadurch auch Lysozym exprimiert, das den Zellaufschluss durch Autolyse beschleunigt.

3.2.2 Plasmidtransformation in E.coli

LB-Medium (Luria-Bertani Medium; Sambrook et al., 1989):
= 10 g Bacto-Trypton
» 5 g Hefeextrakt
= 10gNaCl
* ad 1000 ml H,0O, autoklavieren

LB-Agarplatten:
= 159/l Agar in LB-Medium, autoklavieren
» nach Abkihlung unter 60 °C mit Antibiotika versetzen
* in Petrischalen ausgief3en

Ein 100-ul-Aliquot transformationskompetenter E.coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut. 50 -
100 ng Plasmid-DNA wurden zu den Bakterien pipettiert und der Ansatz 20 min auf Eis in-
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kubiert. Die Bakterien erhielten einen Hitzeschock fur 5 min bel 37 °C und wurden danach
unter Zugabe von 200 ul vorgekiihltem LB-Medium fur 5 min auf Eis regeneriert. Der Ansatz
wurde dann fir weitere 60 min bei 37 °C inkubiert und anschlief3end vollstéandig auf LB-
Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika (Ampicillin 0.1 mg/ml, Chloramphenicol 0.025
mg/ml) ausplattiert. Die Petrischalen wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.3 Kultivierung und Aufarbeitung von E.coli

M9-Medium: M9-Sal zl 6sung:
= 200 ml M9-SalzlGsung = 64gNaHPO,-7H,0O
u 20ml 1M MgSO4 = 15 g KH.PO,4
= 20 ml 20 % Glukosel 6sung = 25gNaCl
*  0.1ml 1 M CaCl,-L6sung = 50gNH4CI
= ad 1000 ml H,O = ad 1000 ml H,O

TB-Medium (Terrific Broth, 47.5 g/l TB-Pulver in H,O, autoklavieren):

= 12.0gBacto-Trypton = 9.4gK;HPO,

= 23.9 g Hefeextrakt = ad 1000 ml H,O

=  8.0ml Glycerin » pH 7.0 mit NaOH einstellen

= 22gKHPO, » autoklavieren
IMAC_A-Puffer: IMAC_B-Puffer:

* 50 mM NaH,;PO, * 50 mM NaH,PO,

= 300 mM NaCl *= 300 mM NaCl

250 mM Imidazol
pH 8.0 mit NaOH einstellen

= 10 mM Imidazol
» pH 8.0 mit NaOH einstellen

Als Nahrmedium von E.coli BL21 (DE3) Zellen zur Expression nativer Proteine diente TB-
Medium. FUr die Expression von selenomethioninmarkierten Proteinen wurden B834 (DE3)
Zéelen in Minimamedium M9 (Sambrook et al., 1989) unter Zugabe von 50 mg/l D,L-
Selenomethionin kultiviert. Fir ein beschleunigtes Zellwachstum wurde das Medium zusétz-
lich mit allen weiteren Aminosauren (jeweils 50 mg/l) angereichert. Alle Medien waren mit
Ampicillin und Chloramphenicol zu Endkonzentrationen von 0.1 mg/ml bzw. 0.025 mg/ml
versetzt.

Die Kultivierung von 1-I-Flissigkulturen erfolgte in 2.8-1-Schikanekolben unter Schitteln
(250 rpm) bel 37 °C. Um eine konstante Sauerstoffzufuhr mittels Diffusion zu gewahrleisten,
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wurde Ubermaliige Schaumbildung durch Zugabe von ca. 50 ul AntiFoam Se-35 (Sigma) pro
1 | FlUssigkultur unterdriickt. Die Kolben wurden mit Bakterien einer Transformation ange-
impft. Erreichten die Zellen eine ODgyo = 0.7 (optische Dichte bei A = 600 nm), wurde die
Proteinexpression durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 0.4 mM induziert.
Nach weiteren 6 - 8 h Inkubation wurde die Kultivierung beendet und die Zellen abzentrifu-
giert (30 min, 5000 g, 4 °C). Das Z€ellpellet wurde in IMAC_A-Puffer resuspendiert (ca. 2.5
ml pro Gramm Feuchtmasse). Fur den Zellaufschluss wurde das Pellet dreimal in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und aufgetaut. Nach Zugabe von Benzonase (Merck, 1 unit pro 1
ml Zellsuspension) wurde die Suspension auf Eis sonifiziert (10-s-Intervalle, 2 min) und
weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Aufschluss wurde dann abzentrifugiert (15
min, 70000 g, 4 °C), der klare Uberstand abdekandiert, filtriert (0.45 um Porengréie) und bis
zur weiteren Aufreinigung bei -80 °C gelagert.

3.2.4 Proteinreinigung

Alle saulenchromatographischen Trennungen wurden mit dem FPLC-System AKTA-
Explorer 100 durchgefiihrt. Die Aufarbeitungen nativer Proteine und der mit Selenomethionin
markierten Proteine erfolgten nach den gleichen Protokollen.

3.2.4.1 Proteinisolierungen der Domanen Tpr1S, Tpr2A und Tpr2B

Das ultrazentrifugierte Rohlysat wurde auf eine gegen IMAC_A-Puffer aquilibrierte 10-ml-
Nickelchelat-Saule (Ni-NTA Superflow) mit einer Flussrate von 3 ml/min aufgetragen. Die
Saule wurde dann mit Waschpuffer (5 % IMAC_B-Puffer in IMAC_A) gespllt, bis die UV-
Absorption (A = 280 nm) des Durchflusses stationér war. Das Protein wurde dann bel einer
Flussrate von 1 ml/min mit 100 % IMAC_B-Puffer eluiert und anhand der UV-Absorption (A
= 280 nm) fraktioniert. FUr die Abspaltung der His-Tags wurde das Eluat Uber eine Ent-
salzungssaule (Flussrate 4 ml/min) auf 20 mM TRIS pH 8.5, 1 mM DDT umgepuffert. TEV-
Protease wurde in einem Verhdtnis von 1:20 beztglich der Absorption bel 280 nm der Pro-
teinlésung zugesetzt. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken fir 2
h inkubiert. Um geschnittenes Protein von ungeschnittenem Protein, der Protease (C-terminal
mit einem Histidinanker ohne Schnittstelle versehen) und den entfernten His-Tags zu trennen,
wurde der Spaltungsansatz erneut tUber eine mit IMAC_A-Puffer aquilibrierte Nickelsaule (s.
0., Flussrate 2 ml/min) gegeben. Um unspezifische Interaktionen mit der Sdulenmatrix zu
verhindern, wurden dem Spaltungsansatz 200 mM NaCl und 5 % IMAC_B-Puffer zugesetzt.
Das im Durchfluss enthaltene und gespaltene Protein wurde anhand der Absorption bei 280
nm fraktioniert und mittels Ultrafiltration Uber eine Membran mit 10 kDa Ausschlussvolumen
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auf ca. 5 ml eingeengt. Als letzter Reinigungsschritt und zur Uberfiihrung der Proteine in ei-
nen geeigneten Kristallisationspuffer wurde eine Gelfiltration (Flussrate 3 ml/min) durchge-
fahrt. Als Elutionspuffer wurden wahlweise 10 - 50 mM TRIS-, HEPES- bzw. MES-Puffer
mit pH-Werten zwischen 6.5 und 7.5 verwendet. Die resultierenden Fraktionen wurden mit
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) untersucht und entsprechend vereinigt.
Die gereinigten Proteinldsungen wurden dann aufkonzentriert (Macrosep bzw. Microsep), ali-
quotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.24.2 Proteinisolierungen der Domanen TprlL, Tpr2S, Tpr2L und
Tprl+2

SA-Puffer: QA-Puffer:
= 20mM HEPESpH 6.5 = 20mM TRISpH 8.5
= 1mM DDT = 1mMDTT
B-Puffer: QB-Puffer:
= 20mM HEPESPpH 6.5 = 20mM TRISpH 8.5
= 1mM DDT = 1mMDTT
= 1M NaCl = 1M NaCl

Die Reinigungen erfolgten nach dem oben beschriebenem Protokoll, wurden jedoch nach der
Abspaltung der His-Tags von den Proteinen durch eine lonen-Austauschchromatographie er-
weitert. Die Konstrukte TprilL, Tpr2L und Tprl+2 wurden tUber eine Anionen-Austauscher-
Saule (1-ml- bzw. 5-ml-ResourceQ), das Konstrukt Tpr2S lber eine Kationen-Austauscher-
Saule (5-ml-EconoS) weiter gereinigt. Daflr wurden die vom His-Tag abgespaltenen Proteine
(Durchfluss der zweiten Nickelsaule) Uber eine Entsalzungsséule (Flussrate 4 mi/min) in ei-
nen geeigneten Niedrigsalzpuffer Gberfuhrt (SA-Puffer fir EconoS, QA-Puffer fir
ResourceQ) und auf die entsprechenden Saulen aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte
mit einem linearen Gradienten Uber 10 Saulenvolumen auf SB- bzw. QB-Puffer. Die gesam-
melten Fraktionen wurden mittels SDS-PA GE untersucht und geméi3 ihrer Reinheit vereinigt.

3.2.5 Proteinanalytische M ethoden
3.2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit diskontinuierlichem Puffersystem
(Laemmli, 1970) wurde zur Expressionskontrolle und Uberprifung einzelner Reinigungsstu-
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fen der Proteinisolation eingesetzt. Die Polymerisation der Gele wurde durch Zugabe von 50
ul 10 % APS-Loésung und 5 ul TEMED pro 10 ml Volumen gestartet. Proteinproben wurden
im Verhdltnis 1.1 in 2x Probenpuffer gemischt, Bakterien nach erfolgter Zentrifugation direkt
in 1x Probenpuffer aufgenommen, zur vollstandigen Denaturierung fir 5 min bel 95 °C im
Heizblock inkubiert und vor dem Auftrag auf das Gel abzentrifugiert. Die Elektrophorese er-
folgte bei einer konstanten Stromstarke von 40 mA pro Gel in einer Mini-Protean 11 Gelkam-
mer. Als Molekulargewichtsstandard wurde ein Marker von GibcoBRL (10 kDa Protein
Ladder) verwendet. Die Gele wurden in Farbelosung fir 30 - 60 min inkubiert und an-
schlieffend tber mehrere Stunden in Entférbel 6sung entféarbt.

Sammelgel: Trenngel:
= 4.5% Acrylamid = 15% Acrylamid
* 0.1 % Bisacrylamid * 0.4 % Bisacrylamid
» 125mM TRIS/HCI pH 6.8 = 375mM TRIS/HCI pH 8.8
= 0.06 % SDS * 0.1%SDS
2x Probenpuffer: Laufpuffer:
» 120mM TRISpH 6.8 » 192 mM Glyzin
= 200mM DTT = 25mM TRISpH 8.3
» 4% SDS = 1%SDS

= 20 % Glycerin
» 0.01% PyronineY

Férbel 6sung: Entférbel 6sung:
» 0.25% Coomassie Blue R 250 = 40 % Ethanol
* 40 % Ethanol » 10 % Essigsdure
» 10% Essigsaure " inHX0
= in H>0

3.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden ausschlief3lich Gber UV-Absorptionsmessungen mittels eines
UV-VIS-Spektralphotometer (DU 640) bel einer Wellenléange von 280 nm durchgeftihrt. Die
Proteinproben wurden in Puffer verdinnt und die Absorptionen gegentiber proteinfreier Puf-
ferlésung bestimmt. Theoretische Extinktionskoeffizienten wurden aus den Proteinsequenzen
berechnet (Pace et al., 1995) und fir die Umrechnung der Absorptionen in Konzentrationen
nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz verwendet.
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3.2.5.3 Limitierte Proteolyse

Zur Bestimmung potenzieller Proteindomanen wurden mehrere Spaltungen mit der unspezifi-
schen Protease Subtilisin durchgeftihrt. Hierflr wurde eine Subtilisin: Substrat-V erdinnungs-
reihe (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) in 20 mM HEPES pH 8.0 mit 50 mM Ammoniumsulfat
far 60 min auf Eis inkubiert. Die Proteolysen wurden mit PMSF (0.1 mM Endkonzentration)
gestoppt und mittels SDS-PAGE untersucht. Produkte mit definierten Abbaubanden wurden
dann mit Hilfe von Massenspektrometrie und N-terminaler Proteinsequenzierung charakteri-
sert.

3.2.5.4 Massenspektrometrie

Zur Charakterisierung und ldentifizierung proteaseresistenter Proteinfragmente und zur
Verifizierung von Methioninsubstitutionen durch  Selenomethionineinbau  wurden
Molekulargewichte massenspektrometrisch bestimmt. Die Massenspektren wurden nach der
Methode der Elektronenspray-lonisations-Massenspektrometrie (Mann, 1990) von der
Abteilung fur Membranbiochemie am Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried
aufgenommen.

3.2.5.5 N-terminale Sequenzierung

N-terminale Sequenzierungen von Proteinen wurden tber automatischen Edman-Abbau mit-
tels einem Sequenziergerét von der Abteilung fur Proteinanalytik am Max-Planck-Institut fir
Biochemie in Martinsried durchgefuhrt.

3.2.6 Peptidsynthese

Die fur die Kokristallisation verwendeten Peptide von Hsc70 und Hsp90 wurden von der Ab-
teilung fur Bioorganische Chemie am Max-Planck-Institut in Martinsried synthetisiert. Die
Peptide waren N-terminal azetyliert.
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3.3 Rontgenkristallographische M ethoden

3.3.1 Grundlagen und Uberblick

Eine angemessene Beschreibung der Theorie der Rontgenkristallographie und ihrer experi-
mentellen Umsetzung ist dulRerst umfangreich und wirde den Rahmen dieser Arbeit bel wei-
tem Ubersteigen. In diesem Teil der Arbeit werden deshab nur einige Grundlagen der Beu-
gungstheorie und die einzelnen Schritte einer Rontgenstrukturanal yse schematisch dargestellt.
Umfassende Darstellungen der Methode finden sich in den Lehrbiichern von Drenth (1994),
Massa (1994), McRee (1993), Giacovazzo (1992), McPherson (1982), Buerger (1977),
Blundell & Johnson (1976) und Woolfson (1970).

3.3.1.1 Grundlagen der Beugungstheorie

Um konstruktive Interferenz (Reflexe) bei der Beugung von Rontgenstrahlen an einem Ein-
kristall beobachten zu kénnen, missen die geometrischen Beugungsbedingungen, die so ge-
nannten Laue-Gleichungen, erflllt sein:

a-(s-3)=h-1 5, = Einheitsvektor in Richtung der einfallenden Strahlung ey
b-(s-%)=k 4 s = Einheitsvektor in Richtung der gebeugten Srahlung
c-(3-3)=I1-1 A =Wellenlange

h,k,l = ganze Zahlen

Q
O

,C = Basisvektoren des Kristallgitters

Die skalare Formulierung dieser Bedingungen erfolgt durch die Bragg’sche Gleichung:
(3.2
2d,, Sné=A1 A =Welenlange
d,,, = Netzebenenabstand
26 = Beugungswinkel

Die Laue-Gleichungen beschreiben, unter welchen geometrischen Voraussetzungen Reflexe
im Raum auftreten konnen. Beim Vorliegen einer unbekannten Struktur konnen aus den geo-
metrischen Lagen der Reflexe, sowie dem eventuell systematischen Fehlen von Reflexen an
bestimmten Positionen im reziproken Gitter, die Gitterkonstanten und haufig auch die Raum-
gruppe des untersuchten Kristalls bestimmt werden. Die Reflexpositionen beinhalten jedoch
noch keine Information Uber die Anordnung der Atome in der asymmetrischen Einheit der
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Elementarzelle. Diese Information ist erst in der Vertellung der Reflexintensitdten im rezipro-
ken Raum, dem so genannten gewichteten reziproken Gitter enthalten.

Die Beugung eines koharenten Rontgenstrahls an einer beliebigen Elektronendichteverteilung
p(F) wird mathematisch durch die Fouriertransformation (FT) beschrieben:
(3.3)

F(r)=FT[p(r)]= [ p(r)- exp(27z-i-rr")dr

\

Umgekehrt erhdlt man durch Ricktransformation von F(F ) die urspringliche Dichtevertei-
lung:
(3.4)
p(r)=FTF(r)| = [F(r")-exp(-2z-i-rr")dr’
M

Die mit * gekennzeichneten Vektoren gehdren zum Fourierraum, der auch reziproker Raum
genannt wird. Liegt eine nichtperiodische Elektronendichteverteilung vor, so ist die
Fouriertransformierte eine kontinuierliche Funktion.

Eine dreidimensional periodische Elektronendichteverteilung eines Kristalls  p(F), .., kann

als Faltung der Dichteverteilung in der Elementarzelle p(F)_, und der Gitterfunktion G(r)
dargestellt werden:
(3.5)
A7) g = P(M) e, #G(T)

Mittels Fouriertransformation dieser Funktion erhdt man unter Anwendung des Faltungs-
satzes das Beugungsbild:
(3.6)

F() e = FTLP(De ] FT[G(MN] = F(r) -G (") = {Fe}
IF.« } = Menge der Strukturfaktoren

Da die reziproke Gitterfunktion G*(F ) diskret ist, existiert die Fouriertransformierte
F(r‘ *)Kristajl der Kristalldichtefunktion ebenfalls nur an den Punkten des reziproken Gitters.

Dies entspricht der Aussage der Laue-Gleichungen. F(r‘ *)Kristajl und damit auch p(F)

Kristall

wird durch die Menge der i. Allg. komplexen Strukturfaktoren bestimmt. Mit h als rezipro-
kem Gittervektor folgt aus obiger Gleichung:
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(3.7)
Fu = F(A)= [ p(F)e, -exp(er i - rh)or =|F () -expli - o(p)

%/_/
Vez Phasenfaktor

Da im Beugungsexperiment nur Intensitdten messbar sind, geht die Phaseninformation, d. h.
die Phasendifferenzen zwischen den Strukturfaktoren, verloren (Phasenproblem der Kristallo-

graphie):
(3.8)

2 2

| g obs “‘F(ﬁ)

=|F
obs ‘ hkl ,obs

Um mit den beobachteten |F ..

, den so genannten Strukturamplituden, die Elektron-

endichteverteilung zurtickrechnen zu kdnnen, missen den einzelnen Strukturamplituden Pha-
senwerte zugeordnet werden. Die Berechnung dieser Phaseninformation erfolgt Uber das
Strukturmodell, eine angenommene Elektronendichteverteilung. Mit dieser Modelldichte
werden theoretische Strukturfaktoren F, . berechnet. Die darin enthaltenen Phasen g(h)

werden dann auf die observierten Strukturamplituden Ubertragen und ermdglichen eine Dich-
teberechnung, bei der die experimentell ermittelten Daten eingehen.

Dieses Prinzip ist nur dann erfolgreich, wenn die Modelldichte in groben Zigen mit der tat-
sachlich vorhandenen Dichte Ubereinstimmt, also wesentliche Teile der Struktur richtig be-
schrieben sind. Das einfachste Modell zur analytischen Formulierung einer Elektronendichte-
vertellung ist das so genannte IAM-Model (engl. independent atom model). Dabei wird die

Verteilung durch eine Uberlagerung der N thermisch verschmierten, kugel symmetrisch ange-
nommenen Elektronendichten &,(r) der einzelnen Atome an den ermittelten Koordinaten

innerhalb der Elementarzelle zusammengesetzt.
(3.9)

Der Atomformfaktor f;(h), auch atomarer Streufaktor genannt, ist dabei ein Maf fiir das

Streuvermogen der Elektronenhiille eines freien Atoms, bezogen auf dagenige eines punkt-
formigen Elektrons im Ursprung. Liegt die Energie der einfallenden Photonen in der Nahe ei-
ner Absorptionskante eines Atoms, so findet resonante Streuung, auch anomale Dispersion
genannt, statt. Resonante Streuung wird phénomenologisch durch Addition eines energieab-
hangigen Real- und Imaginarteils zum Atomformfaktor berticksichtigt.
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(3.10)
f,(R,E)=f,(R)+ f"(E)+i-f"(E)

Die Korrekturterme f” und f” sind Uber die Kramers-Kronig-Relation verkntpft. f” isti.
Allg. negativ und kann das Streuvermdgen eines Atoms bel Wellenléngen nahe der Absorpti-
onskante erheblich variieren. Dieser Effekt wird bel der MAD-Phasierung (engl. multiple
anomalous dispersion) zur Strukturldsung verwendet.

3.3.1.2 Schritteeiner Rontgenstrukturanalyse

In Abbildung 3.1 sind die notwendigen Schritte einer Rontgenstrukturanalyse als Ubersicht
dargestellt. Im folgenden Text werden nun kurze Erlauterungen zu den einzelnen Tellab-
schnitten gegeben.

Proteinkristallisation
4

Datensammlung
4

Strukturlésung
4
Dichtemodifikation
4
Modellbau
4 1

Strukturverfeinerung
4

Analyse und Interpretation

Abbildung 3.1 Flussdiagramm einer Rontgenstrukturanalyse

Proteinkristallisation

Die Grundlage jeder Rontgenstrukturanalyse ist die Existenz geeigneter Kristalle, die hoch-
aufgel 6ste Beugungsbilder liefern kdnnen. Dies ist prinzipiell eine schwierige Aufgabe, da
alle Parameter fur optimales Kristallwachstum empirisch ermittelt werden missen. Voraus-
setzung fur die Kristallisation ist die Bildung stabiler Kristallisationskeime aus einer tbersét-
tigten Losung. Dies erfolgt durch langsame Erhéhung der Protein- und Fallungsmittelkon-
zentration mittels Diffusion oder Dialyse innerhalb eines geschlossenen Systems. Variablen
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der Kristallisation sind z. B. pH-Wert, Pufferart, Konzentration und Art des Fallungsmittels,
Temperatur, lonenstérke, Proteinkonzentration, Proteinreinheit, Detergenzien, Additive und
Probenvolumen (McPherson, 1990). Zum Auffinden einer ersten Kristallisationsbedingung
werden so genannte 'Sparse-Matrix-Screens (Jancarik & Kim, 1991) pipettiert. Die Screens
enthalten eine begrenzte Anzahl unterschiedlichster Kristallisationsbedingungen, die aufgrund
einer statistischen Analyse bekannter Kristallisationsbedingungen zusammengestellt sind. Die
Auswertung eines Sparse-Matrix-Ansatzes liefert in der Regel Hinweise fir weiter optimierte
Kristallisationsansdtze. Verschiedene Techniken der Kristallisation sind: Kristallisation im
hangenden oder sitzenden Tropfen (engl. hanging drop, sitting drop), Kristallisation unter Ol
oder Kristallisation mittels Mikro-Dialyse (Ubersicht: Ducruix & Grige, 1992).

Datensammlung

Fur die Vermessung der Kristallreflexe, des so genannten intensitétsgewichteten reziproken
Gitters, missen die Beugungsbedingungen nach Laue bzw. Bragg erfiillt werden. Dies erfolgt
durch Oszillation eines im Rontgenstrahl zentrierten Einkristalls. Wahrend der Kristall-
drehung um kleine Winkelbereiche Am (0.5 - 2.0°) werden die entstehenden Beugungsmuster
durch einen Flachendetektor aufgenommen. Der gesamte Winkelbereich, der fir einen voll-
sténdigen Datensatz durchfahren werden muss, ist von der Kristallsymmetrie und der Kris-
tallorientierung abhangig. Um méglichst konstante Beugungseigenschaften der Kristalle tber
den Zeitraum einer Datensammlung zu gewéhrleisten, werden die Proben kontinuierlich ge-
kihlt. Als Strahlungsquellen dienen Rontgengeneratoren und Synchrotronspeicherringe. Syn-
chrotronstrahlung zeichnet sich gegentiber charakteristischer Strahlung konventioneller Ront-
genréhren durch eine hohere Intensitét, eine geringere Divergenz und der freien Wahl der
Wellenlange innerhalb des kontinuierlichen Synchrotronspektrums aus.

Datenreduktion

Um aus den bei einer Datensammlung gemessenen Rohdaten beobachtete Strukturamplituden
zu erhalten, missen noch einige Berechnungen und Korrekturen durchgefihrt werden. Diese
Arbeitsschritte werden as Datenreduktion bezeichnet und enthalten u. a. die Skalierung der
einzelnen Beugungsbilder, die Berechnung integraler Nettointensitéten aus den Zahlraten der
Reflexe unter Beriicksichtigung von Untergrundstrahlung, eine Polarisationskorrektur und die
Lorentzkorrektur, die von der Aufnahmegeometrie abhéngig ist. Zur Beurteilung der Qualitét
eines Datensatzes wird durch Vergleich symmetriedquivalenter Reflexintensitdten der so ge-
nannte Rgym-Wert (engl. reliability index) berechnet.

Strukturlésung

Das Auffinden eines ersten Strukturmodells oder &guivalent richtiger Phaseninformation be-
zeichnet man als Strukturlésung. Fir kleine Molekile kénnen Phasen ohne zusétzlichen ex-
perimentellen Aufwand mit den Direkten Methoden (Karle & Hauptmann, 1950; Harker &
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Kasper, 1948) berechnet werden. Unter der Annahme, dass die Elektronendichte im Kristall
Uberall positiv ist und von loka konzentrierten Dichtemaxima (Atomizitédt) aufgebaut wird,
lassen sich einschrankende statistische Beziehungen zwischen Phasen bestimmter Reflexklas-
sen ableiten. Anhand weniger Startphasen (6 - 12 Reflexe) konnen somit fur alle weiteren Re-
flexe Phasen berechnet werden. Durch systematische Variation der Startphasen und der Ein-
fuhrung von Qualitétskriterien wird der richtige Phasensatz zur Ldsung der Struktur gesucht.
Die Anwendung dieser Methode zur Losung von Proteinstrukturen ist jedoch aufierst be-
schrénkt und gelang bisher nur fir wenige kleine Proteine (< 1000 Nichtwasserstoffatome)
bei atomaren Auflésungen (< 1.2 A).

Fur die Losung von Proteinstrukturen entwickelte Methoden sind Multipler Isomorpher Ersatz
(MIR, engl. multiple isomorphous replacement), Multiple Anomale Dispersion (MAD, engl.
multiple anomalous dispersion) und Molekularer Ersatz (MR, engl. molecular replacement).
In bestimmten Féallen kénnen auch Kombinationen der einzelnen Phasierungstechniken einge-
setzt werden.

Fur die MIR-Methode mussen Proteinkristalle durch den Einbau schwerer Atome (z. B. Hg,
Pt, Au) in das Kristallgitter modifiziert und vermessen werden. Der Einbau erfolgt in der Re-
gel durch Einlegen nativer Kristalle in Losungen entsprechender Schwermetallverbindungen.
Die Reflexintensitéten einer solchen Derivatstruktur weichen messbar von denen der nativen
Kristalle ab. Ist durch die Anlagerung der Schweratome die Metrik des Kristalls (Gitterkon-
stanten) nicht zu stark verandert, so spricht man von einem isomorphen Derivat. Unter diesen
Voraussetzungen sind die Intensitétsdnderungen ausschliefdlich auf die eingebauten Schwer-
atome zurickzufihren. Die Lokalisierung der Schweratomlagen aus den observierten Inten-
sitétsunterschieden kann dann mittels Pattersontechniken (Patterson, 1934; Patterson, 1935)
oder Direkten Methoden erfolgen und ist Grundlage zur Berechnung eines ersten Phasensat-
zes. Fur eine erfolgreiche Phasierung werden mindestens zwel unterschiedliche Derivate be-
notigt.

Die Phasierung mit der MAD-Methode erfordert die Anwesenheit eines oder mehrerer anomal
streuenden Atome im Kristallverband, deren Absorptionskanten bei technisch zugénglichen
und fur Rontgenstrukturanalysen sinnvollen Wellenlangen liegen (Hendrickson, 1991). Die
unterschiedlichen anomalen Beitrége bei verschiedenen Wellenlangen um die Absorptions-
kante fuhren zu Intensitdtsunterschieden zwischen den einzelnen Datensdtzen, die analog zur
MIR-Methode fur die Phasierung verwendet werden. Flr eine eindeutige Phasierung miissen
Datensitze bei mindestens zwei Wellenlangen vermessen werden, jedoch ist eine Uberbe-
stimmung des Systems durch eine weitere Wellenlange ratsam. Eine erfolgreich durchge-
fuhrte MAD-Phasierung kann anhand eines einzigen Kristalls sehr genaue Phasen bis zur
Auflésungsgrenze liefern. Dies ist moglich, da bei der Vermessung aller Wellenlangen an ei-
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nem Kristall in der Regel keine Isomorphieprobleme auftreten. Als Standardtechnik zur Mar-
kierung eines Kristalls mit einem anomalen Streuer hat sich die Bioinkorporation von
Selenomethionin in Proteine etabliert.

Sind Ahnlichkeiten zwischen der gesuchten Struktur und einer bereits bekannten Struktur zu
erwarten (Sequenzhomologie), so kann die Phasierung durch Molekularen Ersatz (Rossmann,
1972; Huber, 1965; Rossmann & Blow, 1962; Hoppe, 1957) erfolgen. Dies erfordert die kor-
rekte Platzierung der bekannten Struktur in der Elementarzelle der zu |6senden Kristallstruk-
tur. Fur die Bestimmung der Transformation wird zuerst die Orientierung der Suchstruktur,
anschlief3end die Trandation ermittelt. Das Suchverfahren kann im direkten oder im rezipro-
ken Raum durchgefihrt werden und wird mit Hilfe von Korrelationskoeffizienten und weite-
ren Qualitétskriterien Uberwacht.

Dichtemodifikation

Ist ein erster experimenteller Phasensatz ermittelt, kann die Elektronendichte mittels
Fouriertransformation berechnet werden. Die Qualitét dieser Dichten ist jedoch haufig unzu-
reichend und ihre Interpretation oft nicht eindeutig. Zur Verbesserung der Phasen und somit
der Genauigkeit einer Elektronendichte sind zusétzliche Informationen nétig. Diese werden in
Form von Randbedingungen formuliert und in einem iterativen Prozess zur Phasenverbesse-
rung verwendet. Mdgliche Randbedingungen sind z. B.:

» Elektronendichte des Proteins (Polypeptidkette) muss kontinuierlich sein

» Elektronendichte muss bei hohen Auflésungen an Atompositionen gehduft sein
(Cowtan & Main, 1993)

» Proteinbereiche missen hohe, Loésungsmittelbereiche niedrige Elektronendichten
besitzen (Wang, 1985)

Modellbau und Strukturverfeinerung

Ist ein optimierter Phasensatz berechnet, folgt die Interpretation der resultierenden Elektro-
nendichte auf atomarer Basis. Unter Berlicksichtigung der Proteinsequenz wird moglichst ein
komplettes Strukturmodell in die Dichte eingepasst. Bei hohen Auflésungen und genauen
Startphasen kann der Modellbau mit Hilfe von Computerprogrammen teilweise oder vollstan-
dig automatisiert werden. Bei der Strukturverfeinerung wird dann durch Optimierung der
Modellparameter (Atompositionen, Temperaturfaktoren jedes Atoms) eine moglichst hohe
Ubereinstimmung zwischen Experiment und Strukturmodell angestrebt. Zur Erhéhung des
Konvergenzradius einer Strukturverfeinerung werden stereochemische Randbedingungen (z.
B. Bindungsabsténde) eingefihrt (Engh & Huber, 1991; Branden & Jones, 1990; Konnert &
Hendrickson, 1980; Jack & Levitt, 1978). Modellbau und Strukturverfeinerung werden zyk-
lisch durchlaufen, bis keine weiteren Optimierungen moglich sind. Zur qualitativen Beurtei-
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lung des ausverfeinerten und optimierten Strukturmodells, der so genannten Kristallstruktur,
werden mehrere statistische Giitefaktoren berechnet (Dodson et al., 1996; Briinger, 1992).

3.3.2 Durchgeftihrte Methoden
3.3.2.1 Proteinkristallisation

Zur Kristallisation wurde ausschliefdlich die Dampfdiffusionsmethode im hangenden Tropfen
eingesetzt (McPherson, 1982). Die gereinigten Proteine wurden mit Bodenlésung im Verhalt-
nis 1.1 auf einem silikonisierten Glaspléttchen gemischt, auf vorgefetteten Kristallisations-
platten (VDX-Platten, Hampton Research) Uber der Bodenl6sung luftdicht verschlossen und
bei T =20 °C in einem Thermoschrank gelagert (vgl. Abbildung 3.2).

. Glasplattchen
\ Silikonfett

Bodenlosung (1.0 ml)

Proteinlosung:Bodenlosung (1:1)

Abbildung 3.2 Schematische Darstellung der Dampfdiffusionsmethode im hén-
genden Tropfen

Fur die Bestimmung erster Kristallisationsbedingungen wurden die kommerziell erhéltlichen
Sparse-Matrix-Screens 'Crystal Screen' und 'Crystal Screen II' bei unterschiedlichen Protein-
konzentrationen pipettiert. Konnte Kristallbildung beobachtet werden, so folgte eine Opti-
mierung der Bedingung durch systematische Variation von pH-Wert, Pufferart, Fallungsmit-
telkonzentration, Fallungsmittelart und Proteinkonzentration. In einigen Féalen lield sich die
Qualitdt der Kristalle durch das Animpfen der Ansdtze mit kleinen Kristallkeimen verbessern
(engl. micro-seeding).

Fur Datensammlungen bei 100 K (-173 °C) miussen die Kristalle in einem geeignetem Puffer
vorliegen, der die Bildung von Eiskristallen aus wassrigen Probenanteilen verhindert. Dies
kann durch Einlegen vorhandener Proteinkristalle in einen Kryopuffer oder durch Kristallisa-
tion unter kryokompatiblen Bedingungen erfolgen. Um mechanischen und osmotischen Stress
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auf die Proteinkristalle gering zu halten, wurde ausschliefdlich letztere Methode durch die
Kokristallisation mit Glycerin oder Xylitol angewendet.

3.3.2.2 Datensammlung und Datenreduktion

Die Vermessung der Proteinkristalle erfolgte ausschliefdlich bei tiefen Temperaturen. Dafir
wurden die Proben direkt in flissigem Stickstoff schockgekihlt und wadhrend den Daten-
sammlungen mit kaltem Stickstoffgas aus einem Tieftemperatursystem (Oxford Cryostream)

auf 100 K temperiert. Datensdtze wurden an folgenden Strahlungsquellen aufgenommen:

Tabelle 3.1 Auflistung der genutzten Strahlungsquellen

Strahlungsquelle Ort Strahlfihrung Detektor
Rontgengenerator RU-200 Martinsried - Image Plate MAR300
(Rigaku), Spiegelsystem (Supper)

DESY Hamburg BW6 MARCCD

DESY Hamburg X31 Image Plate MAR300
ESRF Grenoble ID14-3 MARCCD

NSLS Brookhaven X12B ADSC Quantum-4

Die Datenreduktionen erfolgten mit den Programmpaketen DENZO, SCALEPACK
(Otwinowski & Minor, 1997) oder XDS (Kabsch, 1993).

3.3.2.3 Strukturlésung

Strukturlésungen nach der Methode des Molekularen Ersatz (MR) wurden mit dem Pro-
gramm AMORE (Navazza, 1994) durchgefiihrt. Als Suchmodelle dienten dabel die Struktur
der Tpr-Doméane der Protein Phosphatase 5 (Das et al., 1998) oder im Rahmen dieser Arbeit
geloste Kristallstrukturen. Auf eine Phasenverbesserung durch Dichtemodifikationen wurde
im Zusammenhang mit der MR-Methode verzichtet.

Neben der MR-Methode wurde auch die Phasierung mittels Multipler Anomaler Dispersion
an den Absorptionskanten von Selen und Nickel durchgeftihrt. Die Positionierung der ano-
malen Streuer erfolgte mit Hilfe von Pattersonmethoden. Die Phasierungen anhand von
MAD-Daten wurden mit dem Programm MLPHARE (CCP4, 1994) vorgenommen. Eine Ver-
besserung der experimentellen MAD-Phasen durch Dichtemodifikationen wurde im An-
schluss mit dem Programm DM (CCP4, 1994) erreicht.
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3.3.24 Moddlbau und Strukturverfeinerung

Erste atomare Strukturmodelle wurden entweder manuell oder automatisch mit dem Pro-
gramm WARP (Perrakis et al., 1997) erstellt. Die Bearbeitung und Uberpriifung der Modelle
wurde mit dem Programm O (Jones et al., 1991) vorgenommen.

Strukturverfeinerungen wurden mit den Programmen CNS (Bringer et al., 1998) und
SHELXL (Sheldrick & Schneider, 1997) unter Berticksichtigung stereochemischer Randbe-
dingungen durchgefiihrt. Als objektives Kriterium zur Beurteilung der Modellqualitét wurden
fUr die Berechnung von freien R-Werten 7 - 10 % der Reflexe von den Verfeinerungen ausge-
schlossen (Kleywegt & Briinger, 1996; Brunger, 1992). Wassermolekule wurden im Endsta-
dium der Verfeinerungen in die Strukturmodelle aufgenommen. Die Erkennung potenzieller
Wasserpositionen erfolgte anhand einer automatischen Peakanalyse der Fo-F¢ Differenzdichte.
Die Ubernahme identifizierter Restdichtemaxima as Wassermolekille erfolgte durch
manuelle Inspektion am Grafikbildschirm.

3.3.2.5 Analyseund Darstellung

Fur die Analyse der ermittelten Kristallstrukturen, den Vergleich mit anderen Strukturen und
die graphische Aufarbeitung der Ergebnisse wurden die Programme BOBSCRIPT (Esnouf,
1999), RASTER3D (Merritt & Bacon, 1997), PROCHECK (Laskowski et al., 1993),
LIGPLOT (Wallace et al., 1995) und SWISS-PDBVIEWER (Guex & Peitsch, 1997) einge-
setzt. Oberflachen wurden mit dem Programm GRASP (Nicholls et al., 1993) berechnet und
dargestellt. Die Berechnung von Kontaktflachen erfolgte mit dem Programm CNS (Briinger et
al., 1998). Die Durchfihrung von Sequenzvergleichen erfolgte mit dem Programm
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Theoretische Molekulargewichte wurden mit dem
Programm PAWS (ProteoMetrics) berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Domanenstruktur von Hop

In Vorversuchen von Herrn Dr. |. Moarefi durchgefihrte Kristallisationsansétze zur Kristalli-
sation von nativem Hop hatten leider keine Kristalle geliefert. Daher wurde versucht, durch
limitierte Proteolyse mit Subtilisin moglichst kompakte, 16sliche und proteolytisch stabile
Proteinfragmente bzw. potenzielle Proteindomanen zu erhalten und diese strukturell und in
Zusammenarbeit mit Herrn A. Brinker auch biochemisch zu charakterisieren.

Als Substrate fur die Spaltungsansétze dienten Hop oder bereits bestimmte proteaseresistente
Fragmente. Die ldentifizierung der Proteinfragmente erfolgte mittels Massenspektrometrie
und N-terminaler Proteinsequenzierung. In Abbildung 4.1 sind exemplarisch die Ergebnisse
fur das Konstrukt Tpr2B zusammengestellt.

Verdau Marker B) 180 ]
-50kDa ]
14.0
- 40 kDa o ]
1204
Substrat ks |
(TprZS) e -30 kDa 'q;j 10.0
o |
8.0
= ]
% 6.0
-20kDa 2
a«- Z 404 14114.0
. & 2.0- 140692 | 140352 M
0.0
-10 kDa
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Abbildung 4.1 Identifizierung des proteaseresistenten Fragments Tpr2B. A) SDS-
Gel der Spaltung von Tpr2S. B) Massenspektrum des Verdaus von Tpr2S.

Als Substrat fir die Spaltung mit Subtilisin diente hierbel das Konstrukt Tpr2S (Subtili-
sin:Tpr2S = 1:10). Die Massenbestimmung der dominierenden Abbaubande lieferte ein Mo-
lekulargewicht von 14346.8 Da. Die N-terminale Sequenzierung des Fragments ergab die Se-
quenz AYINPDLA. Diese Ergebnisse erlaubten eine eindeutige Identifizierung des protease-
resistenten Fragments Tpr2B (Ala353 - Asn4d77) mit einem theoretisch berechneten Moleku-
largewicht von 14347.4 Da.
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Als proteaseresistente Fragmente konnten die Konstrukte Tpr1+2, Tpr2L, Tpr2S und Tpr2B
identifiziert werden (vgl. Abbildung 4.2). Anhand dieser Ergebnisse und nach Verfugbarkeit
der Kristallstruktur von TprlL wurden noch die Konstrukte TprlS und Tpr2A angefertigt.

300
4 38 72 106 225 259 293 334 360 394 428 462 543

Hop - —
L1 Tpri+2 480,
1190 Tpr2LL 430,
| 224 Tpr2S 480,
L1 TprlL 140 1353 Tpr2B 477
L TprlS 118 1223 Tpr2A 352

Abbildung 4.2 Proteaseresistente Fragmente von Hop und verwendete Kon-
strukte. Tpr-Motive sind als Késtchen dargestellt. Die Nummerierungen beziehen
sich auf die native Sequenz von Hop.

Alle identifizierten Fragmente bestehen fast ausschliefdlich aus Tpr-Motiven. Dabei scheinen
drei Tpr-Motive die Basis fur den Aufbau einer kompakten Faltungseinheit zu bilden. Die
Grenzen der ermittelten Fragmente zeigen jedoch deutlich, dass neben den Tpr-Motiven noch
N- und besonders C-terminale Sequenzbereiche Bestandteile der potenziellen Doméanen sind.
Die Anordnung der Tpr-Motive innerhalb der Sequenz von Hop und die ermittelten protease-
resistenten Fragmente erlauben eine grobe Einteillung in zwei Tpr-Domanen, wobel die zweite
Domaéne noch in die Subdomanen Tpr2A und Tpr2B unterteilt werden kann.
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4.2 Isolierung und Kristallisation der Proteine

Die Expression und Reinigung der Proteine wurde wie im Materialen- und Methodenteil be-
schrieben durchgefuihrt. Sehr hohe Expressionsniveaus (50 - 150 mg pro 1 L Zellkultur) in
Kombination mit den gewahlten Reinigungsschritten erlaubten schnelle Proteinisolierungen
mit hohen Reinheitsgraden. Abbildung 4.3 zeigt ein SDS-Gel aler zur Kristallisation einge-
setzten Proben.

N vel
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— 10kDa

Abbildung 4.3 SDS-Gel der isolierten Proteine. Um den Reinheitsgrad zu ver-
deutlichen, wurde das Gel deutlich Uberladen.

Die Uberpriifung der Methioninsubstitution durch Selenomethionin fir die MAD-Experi-
mente der Konstrukte Tpr2A (1 Methionin) und Tpr2S (6 Methionine) erfolgte durch Ver-
gleich der Molekulargewichte zwischen nativem und substituiertem Protein (vgl. Abbildung
4.4 und Tabelle 4.1). In beiden Falen konnte anhand der Massenspektren eine quantitative
Substitution belegt werden.

In Tabelle 4.1 sind die experimentell bestimmten Molekulargewichte der isolierten und zur
Kristallisation eingesetzten Konstrukte aufgelistet. Die Ergebnisse der Kristallisationsver-
suche sind in den Tabellen 4.2 und 4.3 zusammengefasst.
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Abbildung 4.4 Molekulargewichte von nativem und mit Selenomethionin substi-
tuiertem Protein Tpr2A. Der Massenunterschied AM = 46.0 Da entspricht inner-
halb der Messgenauigkeit der erwarteten Differenz AM = 1 - (MseMg)= 46.9 Da.

Tabelle 4.1 Molekulargewichte der verwendeten Proteine. Eingeklammerte Reste
sind durch die Klonierung hinzugefligt und gehdren nicht zur nativen Sequenz

von Hop.

Konstrukt Sequenz Hop M heo. / Da Mep./Da  AM / Da
TpriL 1-140 (G)MEQV...LESD 16150.1 16151.0 -0.9
TpriS 1-118 (G)MEQV...MEAR 13482.0 - -
Tpr2A 223-352 (G)KQALK...QERL 15493.5 15496.8 -3.3
Tpr2A (SeMet)  223-352 (G)KQALK...QERL 15540.4 15542.8 2.4
Tpr2B 353-477 (G)AYIN...AQYN 14404.5 14407.2 -2.7
Tpr2S 224-480 (GHL)QALK...NRHD 30353.4 30354.0 -0.6
Tpr2S(SeMet)  224-480 (GHL)QALK...NRHD 30634.8 30634.6 +0.2
Tpr2L 190-480 (G)MDEE...NRHD 33983.5 - -

Tpri+2 1-480 (G)MEQV...NRHD 55492.8 - -
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Tabelle 4.2 Ergebnisse der Kristallisationversuche. Mit Selenomethionin substituierte
Proteine sind mit (Se) gekennzeichnet.

Konstrukt — Proteinlésung Ansatz /ul  optimierte Bedingung Symmetrie
TpriL 30 mg/ml in 15 20+20 22 % PEG 4000, 10 % | sopropanal, P2,
mM HEPES pH 100 mM Natriumcitrat pH 5.4, 15 %
75, 1mM DTT Glycerin, Micro-seeding
TprlS 21 mg/ml in 15 20+20 22 % PEG 4000, 100 mM Natriumacetat P2,
mM HEPES pH pH 5.1, 100 mM Ammoniumacetat,
75, 1mM DTT 10 % Xylitol, Micro-seeding
Tpr2A 18- 60 mg/ml in 20+2.0 keineKristallisation
15mM TRISpH
75 1mM DTT
Tpr2A (Se) 18-40mg/mlin 20+20 keneKristallisation
15mM TRISpH
75 1mM DTT
Tpr2B 38 mg/ml in 15 20+2.0 16 % PEG 3350, 100 mM HEPES pH 7.2, -
mM TRISpH 7.5, 10 % Xylitol, Micro-seeding
1mM DTT
Tpr2s 17 mg/ml in 10 20+2.0 26 % PEG 400, 100 MM MESpH 6.5, P2,2,2,
mM MES pH 6.5, 20 % Glycerin, Micro-seeding
2mM DTT
Tpr2S (Se) 17 mg/ml in 10 15+15 24 % PEG 400, 100 MM MES pH 6.0, P2,2,2,
mM MES pH 6.5, Micro-seeding
2mM DTT
Tpr2L 13 mg/ml in 10 15+15 30 % PEG 4000, 100 mM TRIS pH 8.0, -
mM HEPES pH 100 mM Natriumacetat, 15 % Glycerin
75 1mM DTT
Tprl+2 6-19mg/min10 13+13 KkeineKristallisation
mM HEPES pH
6.5, 1mM DTT

Fur die Konstrukte TprlL, TprlS, Tpr2B, Tpr2S und Tpr2L konnten erste Kristallisationsbe-
dingungen mit Hilfe der Sparse-Matrix-Screens 'Crystal Screen’ und 'Crystal Screen II' ermit-
telt werden (vgl. Materialen und Methoden).

Die Optimierung der gefundenen Kristallisationsbedingungen lieferte fur die Konstrukte
Tprll und TprlS stabile und grofRe Kristalle (durchschnittliche Kristallgrofe ca. 0.2 x 0.2 X
0.15 mm?®) mit ausgezei chneten Beugungseigenschaften.

Kristalle von Tpr2B konnten morphologisch zwar optimiert werden, jedoch gelang es nicht,
verwendbare Beugungsdaten zu sasmmeln. Die Kristalle waren extrem empfindlich gegentiber
osmotischem und mechanischem Stress. Oft gentigte nur das Offnen der Kristallisationsan-
sdtze zur sichtbaren Zerstorung der Kristalle. Eine Erhdhung der Kristallstabilitdt durch
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Kokristallisation mit Salzen und Additiven bzw. der Versuch, Kristalle mit Glutaraldehyd zu
vernetzen, blieben ohne Erfolg.

Fur Tpr2S konnten anhand der Sparse-Matrix-Ansdtze mehrere Kristallisationsbedingungen
mit PEG 4000, PEG 8000 und PEG 20000 als Féllungsmittel ermittelt werden. Die Kristalle
zeigten jedoch die gleichen unerwiinschten Eigenschaften wie im Fall von Tpr2B. Eine Ver-
besserung der Kristallqualitét gelang durch den Ubergang zu PEG 400 al's Fallungsmittel und
dem Animpfen der Kristallisationsansétze mit kleinen Kristallkeimen.

Kristalle von Tpr2L zeigten einen extrem ausgepragten nadelférmigen Habitus mit einem
Nadel durchmesser von maximal 10 um und einer Lange bis zu 400 um. Da Einkristalle dieser
Abmessungen fir konventionelle Beugungsmethoden zu klein sind, wurde versucht, das
Dickenwachstum der Kristalle durch Variation der Kristallisationsparameter zu erhohen. Alle
Versuche fuhrten jedoch zu keiner Verbesserung.

Von den Proteinen Tpr2A, Tpr2A (SeMet) und Tprl+2 konnten trotz intensiver Suche keine
Kristalle erhalten werden.

Im Verlauf der Arbeit stellte sich heraus, dass fur die Interaktionen zwischen Hop und
Hsp/Hsc70 bzw. Hsp90 auf Chaperonseite die extrem C-terminalen Aminosauren essentiell
sind. Des weiteren konnte die Interaktion zwischen Hop und Hsp90 seitens Hop auf den Be-
reich der Tpr2A-Doméne eingeschrankt werden. Daher wurden Peptide unterschiedlicher
Lange entsprechend den C-terminalen Sequenzen von Hsc70 und Hsp9O0 fir die Kokristallisa
tion mit TprlS und Tpr2A eingesetzt (C70_12: GASSGPTIEEVD, C90_8: TSRMEEVD,
C90_5: MEEVD). Alle Kristallisationsansitze wurden mit eéinem 1.3-molaren Uberschuss an
Peptid angesetzt. Die Kristallisationsergebnisse sind in Tabelle 4.3 zusammengestelIt.

Aquivalent zur peptidfreien Kristallisation von TprlS konnte der Komplex mit C70_12 unter
gleichen Wachstumsbedingungen in der Raumgruppe P2; kristallisiert werden. In einem
Sparse-Matrix-Ansatz konnte zusétzlich eine Bedingung fur tetragonales Kristallwachstum
ermittelt werden. Fur den Erhalt der tetragonalen Kristallform war die Verwendung von
TRIS-Puffer und die Zugabe von Nickelionen zur Kristalisationsbedingung zwingend not-
wendig. Beide Kristallformen lieferten Beugungsbilder mit hoher Auflésung und wurden zur
Strukturanal yse verwendet.

Durch Kokristalisation des Peptids C90 5 mit Tpr2A konnten Komplexkristalle erhalten
werden. Dieser Komplex kristallisierte unter optimierten Bedingungen nach ca. 1 - 2 Wochen
aus Préazipitat heraus und lieferte kleine, meist verwachsene Kristalle (durchschnittliche Kris-
tallgréRe ca. 0.10 x 0.05 x 0.05 mm?®). Auch hier war die Zugabe von Nickelionen fir die
Kristallbildung erforderlich. Trotz ihrer geringen Grofe waren die Kristalle aufgrund sehr
guter Beugungseigenschaften fir die Rontgenstrukturanalyse geeignet. Mit Selenomethionin
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markierte Komplexkristalle von Tpr2A (SeMet) und C90_5 (SeMet) wurden zur Struktur-
|6sung mittels der MAD-Technik verwendet.

Bemerkenswert ist, dass der Versuch, das langere Peptid C90_8 fir eine Komplexkristallisa-
tion zu verwenden, scheiterte.

Tabelle 4.3 Kristallisationsergebnisse der Domanen-Peptid-Komplexe. Mit Seleno-

methionin substituiertes Protein bzw. Peptid ist mit (Se) gekennzeichnet.

Konstrukt Proteinlésung  Ansatz/ul optimierte Bedingung Symmetrie
TprlS+ Peptid 18 mg/mlinl5 15+15 24 % PEG 4000, 100 mM P2,
C70.12(1:1.3) mM HEPESpH Natriumacetat pH 5.1, 100 mM

75, 1mM DTT Ammoniumacetat, 10 % Xylitol,

Micro-seeding

TprlS+ Peptid 18 mg/mlinl5 15+15 24 % PEG MME 2000, 100 mM P4,
C70 12(1:1.3) mM HEPESpH TRISpH 8.5, 10 mM

75, 1mM DTT Nickelchlorid, 15 % Xylitol
Tpr2A + Peptid  18-40mg/mlin 1.5+ 15 keine Kristallisation
C90 8(1:1.3) 15mM TRISpH

75 1mM DTT
Tpr2A + Peptid 18 mg/mlinl5 1.8+ 18 20 % PEG MME 2000, 100 mM Cc2
C905(1:12.3) mMTRISpH TRISpH 8.5, 5mM

75, 2mM DTT Nickelchlorid, 10 % Xylitol
Tpr2A (Se) + 14mg/mlin50 1.8+1.8 22 % PEG MME 2000, 150 mM Cc2
Peptid C90_5 mM TRIS pH TRISpH 8.5, 5mM
(Se) (1:1.3) 75, 2mM DTT Nickelchlorid, 10 % Xylitol
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4.3 Kristallstrukturen der Tpr1-Domane von Hop
4.3.1 Sruktur von TprlL

Die Aufnahme der Beugungsdaten von TprlL erfolgte auf einer Drehanode (U = 50 kV, | =
80 mA, CuK,: A = 1.5418 A) bis zu einer maximalen Auflésung von 1.7 A anhand eines ein-
Zigen Kristalls. Der Kristall (ca 0.2 x 0.2 x 0.1 mm®) wurde aus der Wachstumsbedingung
heraus direkt bei 100 K im Stickstoffstrom schockgekihlt. In einer kontinuierlichen Serie von
Oszillationsaufnahmen (Drehwinkel Am = 1.0°, Belichtungszeit t = 1200 s) wurden insgesamt
190° vermessen. Die Datenreduktion wurde mit dem Programmpaket XDS (Kabsch, 1993)
durchgefuhrt (vgl. Tabelle 4.5). Der Kristall zeigte monokline Symmetrie, und die Raum-
gruppe konnte anhand von axialen Ausl6schungen innerhalb der OkO-Serie eindeutig als P2;
identifiziert werden.

Abbildung 4.5 Kristalle der TpriL-Doméne. Deutlich zu erkennen ist das Kris-
tallwachstum entlang der Seedingspur.

Die Strukturldsung erfolgte durch Molekularen Ersatz mit dem Programm AMORE (Navazza,
1994). Als Grundlage fur das Suchmodell diente die Kristallstruktur der Tpr-Doméne der
Serin/Threonin-Phosphatase 5 (Das et al., 1998; PDB-Code 1al7), die auf eine Polyalanin-
kette (Aminosduren 22 - 149) mit einheitlichem Temperaturfaktor zuriickgesetzt wurde. Die
Suche wurde mit einem Pattersonradius von 15 A und einer Schrittweite von 1.0° im Auf-
|6sungsbereich von 10 - 3.0 A durchgefuhrt. Trotz der relativ geringen Sequenzidentitét von
30 % zwischen PP5 und TprlL setzte sich nach Rotations- und Translationssuche die Losung
deutlich ab (vgl. Tabelle 4.4).
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Tabelle 4.4 Ergebnisse der Pattersonsuche. Parameter und Statistiken wie in
AMORE (Navazza, 1994) definiert.

Lsg.- Rotationswinkel [°] Trandationsvektor Korrelation R-Wert
N g B ¥ t ty t [%] [%]
1 127.2 112.0 232.8 0.364 0.0 0.250 335 51.9
2 293.8 155.4 30.3 0.023 0.0 0.396 21.2 56.4
3 119.8 41.5 185.6 0.046 0.0 0.479 19.6 57.3
4 308.2 82.7 345.1 0.432 0.0 0.250 22.1 55.4

Nach Durchfihrung der Rotation und Tranglation (Lésung Nr.1) auf das Suchmodell wurde
durch Anwendung der Kristallsymmetrie die Kristallpackung generiert und Uberpriift. Die
Molekiile waren ohne Uberlappungen dicht gepackt, und die Moglichkeit von Interaktionen
zwischen den einzelnen Molekilen war gegeben.

Tabelle 4.5 Statistiken der Datensammlung und Strukturverfeinerung der TprilL-
Domaéne. Statistiken der hdchsten AuflGsungsschale stehen in Klammern.

Datensammlung? Strukturverfeinerung®
Raumgruppe P2, Auflésungsbereich (A) 15.0- 1.7
Zellparameter a=28.22A R-Wert (%)° 17.5
b=6572A freier R-Wert (%)% ¢ 22.0
c=3194A
B =111.52° # Proteinatome 1070
Molekiile pro asym. Einheit 1 # Wassermolekile 145
Aufldsungsbereich (A) 15.0- 1.7 (1.8- 1.7) | mittlerer Temperaturfaktor (A% 18.9
Vollstandigkeit (%) 91.7 (87.6)
# gemessene Reflexe 38736 (5590) RMS - Abweichungen:
# einzigartige Reflexe 11007 (1646) Bindungsldngen (A) 0.014
<I>/<c> 16.7 (7.0) Bindungswinkel (°) 16
Rym (%) 43 (17.7)

3Statistiken aus XDS (Kabsch, 1988; Kabsch, 1993), PStatistiken aus CNS (Briinger et al., 1998), “ohne Sigma cutoff,
“Testdatensatz enthalt 7 % aller Reflexe
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Die Verfeinerung des Strukturmodells erfolgte nach Standardprotokollen (engl. rigid-body,
simulated annealing) mit dem Programm CNS (Briinger et al., 1998). Fur die Berechnung des
freien R-Wertes wurden 7 % der Daten von der Verfeinerung ausgeschl ossen. Ausgangspunkt
der Verfeinerung war das nach Losung 1 positionierte Suchmodell. Nach jedem Verfei-
nerungsschritt wurde eine 2F,-F. Elektronendichte berechnet und das Modell manuell mit
dem Programm O (Jones et al., 1991) angepasst. Im Endstadium der Verfeinerung wurden in-
dividuelle Temperaturfaktoren verfeinert und Wassermolekiile anhand einer Fo-F¢ Dichtekarte
in das Modell eingebaut (vgl. Tabelle 4.5).

A) C

B)

Abbildung 4.6 Bandermodell von TprlL. Der ungeordnete Strukturbereich ist mit
Punkten angedeutet. A) N- und C-Terminus der Doméane sind gekennzeichnet.
Helices A und B der drei aufeinanderfolgenden Tpr-Motive (TM1-TM3) und die
flankierende Helix C sind markiert. B) Um 90° gedrehte Darstellung.
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Die Proteinkette konnte bis auf den Bereich von Arg122-Phel28 vollstandig in die Elektro-
nendichte eingebaut werden. Fir die fehlenden sieben Aminosduren war trotz der hohen
Auflésung und der guten Datenqualitédt keine interpretierbare Dichte vorhanden. Die Geomet-
rie des verfeinerten Modells ist von guter Qualitét. Die Standardabweichungen von den
Idealwerten (Engh & Huber, 1991) betragen 0.014 A fur Bindungsldngen und 1.6° fir Bin-
dungswinkel. Die Abschdtzung des mittleren Koordinatenfehlers durch einen Luzzati-Plot
(Luzzati, 1952) ergab 0.17 A. Die Anayse der o¢-y-Torsionswinkel anhand eines
Ramachandran-Plots (Ramachandran & Sasisekharan, 1968) zeigte alle Aminosduren in be-
vorzugten und erlaubten Bereichen.

Surface Potential EEEEs? -22.079 0.000

Abbildung 4.7 Das elektrostatische Potential auf der molekularen Oberflache von
TprlL. Die acht C-terminalen Aminosauren eines symmetriedguivalenten Mole-
kils sind strukturiert dargestellt. Der C-Terminusist mit Cym gekennzeichnet.

Jedes der Tpr-Motive besteht aus einem Paar antiparallel verlaufender Helices (Helix A und
B) gleicher Lange (vgl. Abbildung 4.6). Die Winkel zwischen den Helixachsen A und B lie-
gen bei ca. 24°. Die Struktur der einzelnen Tpr-Maotive ist nahezu identisch. Die Hauptketten
der Motive superpositionieren mit Standardabweichungen von 0.52 A fir TM1 und TM2 bzw.
0.74 A fir TM1 und TM3. Die Helixpackung innerhalb eines Tpr-Motives zeigt die gleiche
Geometrie wie die Packung von Helix B auf Helix A eines folgenden Tpr-Motivs. Dies gilt
auch fur die Packung der flankierenden Helix C auf Helix B des dritten Tpr-Motivs. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass Helix C integraler Bestandteil der funktionsféhigen Doméane
ist. Die geometrisch konstante Abfolge der sieben Helices resultiert in einer leicht gebogenen
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Anordnung ahnlich einer gekrimmten Hand. Die Oberflache der konkaven Seite wird dabei
durch die A-Héelices, die Oberflache der konvexen Seite durch die B-Helices der Tpr-Motive
dominiert (vgl. Abbildung 4.6B). Ein interessanter Aspekt der Kristallstruktur ist, wie auch in
der Kristallpackung von PP5 beobachtet, die Ausbildung eines Kristallkontakts zwischen der
Kavité der Tpr-Doméane und dem extremen C-Terminus eines symmetriedquivalenten Mole-
kils (vgl. Abbildung 4.7). Abbildung 4.8 zeigt die beteiligten Aminosduren nach ihren
el ektrostatischen und hydrophoben Interaktionen aufgeschllisselt.
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Abbildung 4.8 Schematische Darstellung des Kristallkontakts zwischen der TprllL-
Domaéne und den C-terminalen Aminosauren eines symmetriedquivalenten Molekdls.
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Uberpriift man die seitens der Tpr-Domane fiir den Kristallkontakt ndtigen Aminoséuren in
einem Sequenzvergleich der einzelnen Tpr-Doméanen von Hop und PP5, so findet man Lys8,
Asnl2, Asn43, Lys73 und Arg77 in alen Domanen konserviert. Da diese Positionen nicht
Tell des Tpr-Konsensus sind, scheinen sie von essentieller Bedeutung fur die physiologischen
Funktionen der Doméanen zu sein (vgl. Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6 Sequenzvergleich der Tpr-Doméanen von Hop und PP5. Blau markiert
sind Aminosauren, die beim Kristallkontakt innerhalb der TprlL-Struktur beteiligt
und in den aufgefihrten Tpr-Doménen vollstandig konserviert sind. Nicht konser-
vierte Reste der Interaktion sind grin markiert. Die wichtigsten Positionen des
Tpr-Konsensus sind fett gedruckt.

Hop Tprl 4 VNELKEKGNKALSVGNIDDALQCYSEAIKLDPHN 37
Hop Tpr2A 225 ALKEKELGNDAYKKKDFDTALKHYDKAKELDPTN 258
Hop Tpr2B 360 ALEEKNKGNECFQKGDYPQAMKHYTEAIKRNPKD 393
PP5 Tpr 28 AEELKTQANDYFKAKDYENAIKFYSQAIELNPSN 61
Hop Tprl 38 HVLYSNRSAAYAKKGDYQKAYEDGCKTVDLKPDW------- 71

Hop Tpr2A 259 MTYITNQAAVYFEKGDYNKCRELCEKATEVGRENREDYRQI 299

Hop Tpr2B 394 AKLYSNRAACYTKLLEFQLALKDCEECIQLEPTF------- 427
PP5 Tpr 62 AIYYGNRSLAYLRTECYGYALGDATRAIELDKKY------- 95
Hop Tprl 72 GKGYSRKAAALEFLNRFEEAKRTYEEGLKHEANN 105
Hop Tpr2A 300 AKAYARIGNSYFKEEKYKDAIHFYNKSLAEHRTP 333
Hop Tpr2B 428 IKGYTRKAAALEAMKDYTKAMDVYQKALDLDSSC 461
PP5 Tpr 96 IKGYYRRAASNMALGKFRAALRDYETVVKVKPHD 129

Anhand von Deletionsmutanten war gezeigt worden, dass die N-terminale Tpr-Doméne von
Hop (Tprl) fur die Interaktion mit der C-terminalen Doméane von Hsp70 verantwortlich ist
und die C-terminale Tpr-Domane (Tpr2) die Interaktion mit Hsp90 vermittelt (Demand et al.,
1998; Lasdle et al., 1997; Chen et al., 1996). Auf Hsp90-Seite konnte der bindungsrelevante
Bereich, wie im Fall von Hsp70, auf die C-terminale Doméane eingeschrankt werden (Carrello
et al., 1999; Young et al., 1998). Dabei ist das Vorhandensein der vier C-terminalen Amino-
sauren von Hsp90 (EEVD), die auch innerhalb der Hsp70-Familie konserviert sind, fur die
Interaktion mit Hop zwingend notwendig (Chen et al., 1998). Neben Hop binden auch die
Tpr-Proteine CyP40, FKBP51, FKBP52 und PP5 an die C-terminale Doméne von Hsp90
(Buchner, 1999; Dolinski et al., 1998; Marsh et al., 1998; Pratt & Toft, 1997).
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Die Sequenzahnlichkeit zwischen EEVD und dem C-Terminus von TprllL (137-140: LESD)
legte die Vermutung nahe, dass der beobachtete Kristallkontakt innerhalb der TprlL-Struktur
Teile einer physiologisch relevanten Interaktion zwischen der Tpr-Doméane und einem Sub-
strat (vorzugsweise EEVD) imitiert.

Bel detaillierter Betrachtung des Kristallkontakts konnte diese Arbeitshypothese weiter un-
termauert werden:

» die innerhalb der Doméne als konserviert identifizierten Reste Lys8, Asnl2, Lys73
und Arg77 wechselwirken ausschliefdlich mit den letzten vier Aminosauren LESD

» die konservierten Reste finden sich sowohl in Hsp70 assoziierenden, wie auch in
Hsp90 assoziierenden Tpr-Doménen

» his auf Asp140 wird keine Sequenzinformation ausgelesen, eine Interaktion mit dem
in Hsp70 und Hsp90 konservierten Sequenzmotiv EEV D waére durchaus denkbar

Die Ergebnisse der Kristallstrukturanalyse von TprlL waren Ausgangspunkt fir weitere Ex-
perimente. Aufgrund des Kristallkontakts und des ungeordneten Bereichs innerhalb von
TprlL wurde das verkirzte Konstrukt TprlS angefertigt. Die Existenz der konservierten Car-
boxylat-Klammer innerhalb der ersten drei Tpr-Motive von Tpr2S fuhrten zur Anfertigung
von Tpr2A. Fir die Bestétigung der EEVD-Bindung durch die Tpr-Doménen von Hop wur-
den C-terminde Hsc70- bzw. Hsp90-Peptide mit den entsprechenden Tpr-Doméanen
kokristallisiert und die Kristallstrukturen der Domanen-Peptid-Komplexe bestimmt (s. u.).
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4.3.2 Struktur von TprlS

Ein ultra-hochaufgelGster Datensatz der TprlS-Doméne wurde auf der Strahlfihrung X12B
(NSLS, Brookhaven) anhand eines einzigen Kristalls aufgenommen. Der Kristall (0.2 x 0.2 x
0.2 mm®) wurde in fliissigem Stickstoff schockgekiihlt und wahrend der Datensammlung bei
T = 100 K gehalten. Die Aufnahme der Beugungsdaten erfolgte mit einem CCD-Detektor
(ADSC Quantum-4) bei einer Wellenlange von A = 0.949 A (vgl. Abbildung 4.9). Um ein
Auflésungslimit von ca. 0.9 A zu erreichen wurde fur die Datensammlung der Detektor um 26
= 15.0° gegeniber der Primarstrahlachse ausgelenkt. Die Aufnahme der Beugungsdaten er-
folgte in zwei Durchléufen bei gleicher Messgeometrie. Um den Linearitatsbereich des De-
tektors nicht zu Uberschreiten, wurden zuerst die stark streuenden und niedrig aufgel 6sten Re-
flexe bel geringer Belichtungszeit und geschwéachtem Primérstrahl vermessen. Anschlief3end
wurden in einem zweiten Durchlauf die hochaufgel 6sten Daten bei voller Primérstrahlleistung
und langeren Belichtungszeiten aufgenommen.

Abbildung 4.9 Diffraktionsbild (Aw = 1.0°, 20 = 15.0°) des TpriS-Kristals. In
beiden Bildteilen entspricht die rechte obere Detektorecke einer Auflésung von
0.84 A. A) Die Abbildung zeigt die volle Detektorflache. B) VergroRerung des
rechten oberen Quadranten mit anderer Farbskalierung. Einige hochaufgel 6ste Re-
flexe sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Die Datenreduktion wurde mit den Programmen DENZO und SCALEPACK (Otwinowski &
Minor, 1997) durchgefiihrt. Der Kristall zeigte monokline Symmetrie, und die Raumgruppe
konnte anhand von axialen Ausldschungen entlang der OkO-Serie eindeutig as P2; identifi-
ziert werden (vgl. Tabelle 4.7).
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Die Strukturldsung erfolgte durch Molekularen Ersatz mit dem Programm AMORE (Navazza,
1994). Die Struktur von TprlL (aal - aal40 von Hop) wurde entsprechend dem Fragment
TprlS (aal - aall8) verkirzt und diente als Suchmodell. Die ermittelte Lésung zeigte eine
Korrelation von 78.5 % und einem R-Wert von 28.5 % im Auflésungsbereich von 10.0 - 3.0
A (Statistiken wiein AMORE definiert).

Tabelle 4.7 Statistiken der Datensammlung und Strukturverfeinerung von TprlS.
Statistiken der hochsten Auflsungsschale stehen in Klammern.

Datensammlung? Strukturverfeinerung®
Raumgruppe P2, Aufldsungsbereich (A)  8.0-0.88
Wellenlédnge (A) 0.949 R-Wert (%)° 10.5
Zellparameter a=31.06 A freier R-Wert (%)% ¢ 12.5

b=43.62A

c=38.10A # Proteinatome 996

B =101.74° # Wassermolekiile 267
Molekile pro asym. Einheit 1
Auflésungsbereich (A) 20.0-0.88 (0.91- 0.88) | RMS - Abweichungen:
Vollstandigkeit (%) 95.4 (69.3) Bindungddngen (A) 0.016
# gemessene Reflexe 285296 Bindungswinkel (°) 19
# einzigartige Reflexe 75383
<I>/<oc> 36.3 (4.9) mittlere Anisotropie®.

Proteinatome 0.463 £ 0.133

Rym (%) 3.8(9.2) Wassermol ekiile 0.386 + 0.137

3tatistiken aus SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997); "Statistiken aus SHELXL (Sheldrick & Schneider, 1999);
‘ohne Sigma cutoff; “Testdatensatz enthalt 10 % aller Reflexe; © <A> = <Epin/Emac>, Eminmax Sind Kleinster bzw. gréRter
Eigenwert der Anisotropiematrix (Merritt, 1999)

Die Verfeinerung des Strukturmodells wurde mit dem Programm SHELXL (Sheldrick &
Schneider, 1999) durchgefiihrt. Nach jeder Verfeinerung wurde das Modell am Grafikbild-
schirm mittels dem Programm O (Jones et al., 1991) Uberprift und die nétigen Korrekturen
durchgefihrt. Alle Verfeinerungszyklen erfolgten nach der CGLS-Methode (engl. conjugate
gradient least squares). Nach dem Einbau von Wassermolekutlen und der Verfeinerung indivi-
dueller isotroper Temperaturfaktoren konvergierte das Modell bel einem R-Wert von 18.5 %
und einem freien R-Faktor von 20.1%. Die atomare Auflosung der Daten erlaubte dann die
Verfeinerung von anisotropen atomaren Temperaturfaktoren (vgl. Abbildung 4.10). Dabei fiel
der freie R-Wert auf 15.1 %. Im Endstadium der Modelloptimierung wurden fir 13 Reste
aternative Seitenketten (engl. disorder) eingebaut und berechnete Wasserstoffatome bei der
Verfeinerung berticksichtigt. Das ausverfeinerte Modell, bestehend aus allen 118 Amino-
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sauren (TprlS) und 267 voll besetzten Wassermol ekllen, konvergierte bel einem R-Wert von
10.5 % (freier R-Wert 12.5 %).

A)

Abbildung 4.10 Aminosauren Cys27, Tyr28 und Ser29 der verfeinerten Struktur
von TprlS. A) Elektronendichte bei 3 ¢ konturiert. B) Schwingungsellipsoide mit
68 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit.

4.3.3 Srukturen von Tpr1S mit Hsc70-Peptid

Der Komplex, bestehend aus TprlS und den 12 C-terminalen Aminosauren von Hsc70
(C70_12), kristallisierte in zwei verschiedenen Raumgruppen.

Von beiden Kristallformen wurden anhand eines einzigen Kristalls hochaufgel 6ste Datensétze
auf der Strahlfuhrung X12B (NSLS) in Brookhaven aufgenommen. Die Kristalle wurden aus
der Wachstumsbedingung heraus in flissigem Stickstoff schockgekihlt und wéhrend der Da-
tensammlung durch ein Kihlsystem (Cryostream Oxford) auf T = 100 K temperiert. Die
monokline Kristallform zeigte ein dhnlich gutes Streuvermdgen wie die peptidfreie Form. Aus
Zeitgriinden wurde die Auflésung dieser Datensammlung auf 1.4 A beschrénkt. Die Daten der
tetragonalen Form wurden jedoch bis zum Auflésungslimit von 1.6 A gesammelt. Mit den
Programmen DENZO und SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997) erfolgte die Indi-
zierung und die Datenreduktion (vgl. Tabelle 4.8).

Die Indizierung der monoklinen Kristallform lieferte fast identische Gitterkonstanten im Ver-
gleich mit der peptidfreien Kristallform von TprlS (vgl. Tabelle 4.7). Da durch die Peptidbin-
dung keine globale Reorganisation der Tpr-Domane zu erwarten ist, kann von nahezu voll-
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standiger Isomorphie zwischen der peptidfreien und peptidgebundenen Form ausgegangen
werden.

Tabelle 4.8 Statistiken der Datensammlungen des Peptidkomplex zwischen TprlS
und C70_12 fur die monokline und tetragonale Kristallform. Statistiken der
hochsten Aufldsungsschalen stehen in Klammern.

Datensammiung?

Raumgruppe P2, P4,
Wellenlange (A) 0.949 0.949
Zellparameter a=30.98 A a=7547A
b=43.43A
c=38.05A c=4289A
B =102.32°
Molekdile pro asym. Einheit 1 2
Auflosungsbereich (A) 15.0- 1.40 (1.45-1.40)  20.0- 1.60 (1.66 - 1.60)
Vollstandigkeit (%) 96.6 (91.2) 95.8 (75.2)
# gemessene Reflexe 66355 146181
# einzigartige Reflexe 18881 30804
<I>/<c> 34.1(6.7) 32.5(3.3)
Rym (%) 2.8(10.2) 4.1(30.5)

Statistiken aus SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997)

Fur die tetragonale Kristallform konnten anhand von systematischen Ausldschungen entlang
der 00I-Serie als mogliche Raumgruppen P4, oder P43 identifiziert werden. Die Berechnung
des Matthews-K oeffizienten (Matthews, 1968) lieferte fir zwei Komplexmolekiile pro asym-
metrischer Einheit einen plausiblen Wert von Vathews = 2.1 A%/Da mit einem entsprechenden
L dsungsmittelanteil von ca. 40 %.

Da die monokline Kristallform des Komplexes isomorph mit der peptidfreien Kristallform ist,
konnte auf eine Strukturldsung verzichtet werden und direkt mit der Strukturverfeinerung be-
gonnen werden. Die Strukturlésung der tetragonalen Form erfolgte durch Molekularen Ersatz
mit dem Progranm AMORE (Navazza, 1994). Als Suchmodell diente die verfeinerte Kris-
tallstruktur der peptidfreien Doméane TprlS. Die Suche erfolgte in einem AuflGsungsbereich
von 10.0 - 3.0 A und mit einem Pattersonradius von 20.0 A. Nach Rotations- und Transla-
tionssuche konnte in der Raumgruppe P4; mit zwel positionierten Molekulen pro asymmetri-
scher Einheit eine deutliche Lésung gefunden werden: Korrelation 63.3 % und R-Wert 40.5
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%. Die Losung in der Raumgruppe P45 zeigte eine wesentlich schlechtere Korrelation von
40.4 % (R-Wert 50.3 %).

Die Verfeinerungen der beiden Strukturen erfolgten nach Standardprotokollen mit dem Pro-
gramm CNS (Bringer et al., 1998). Zur Berechnung der freien R-Werte wurden in beiden
Falen 10 % der Daten von der Verfeinerung ausgeschlossen. Die nichtkristallographische
Symmetrie im Fall der tetragonalen Kristallform wurde bel der Verfeinerung aufgrund der
hohen Auflésung der Daten nicht berticksichtigt. Die manuelle Optimierung der Modelle er-
folgte am Grafikbildschirm mit dem Programm O (Jones et al., 1991) durch Anpassung und
Ergadnzung der Modelle anhand von 2F,-F; bzw. F.-F; Dichtekarten. Im Endstadium der Ver-
feinerungen wurden individuelle Temperaturfaktoren verfeinert und Wassermolekile in das
Modell aufgenommen (vgl. Tabelle 4.9).

In der monoklinen Kristallform waren die finf C-terminaen Aminosduren IEEVD des Pep-
tids sichtbar. Fir die fehlenden Aminosauren des Peptids war trotz der hohen Auflésung keine
interpretierbare Elektronendichte vorhanden. Das ausverfeinerte Strukturmodell, bestehend
aus der kompletten Tpr-Doméane mit allen Seitenketten, den finf Aminoséuren des Peptids
und 173 Wassermolekilen, konvergierte bel einem R-Wert von 17.3 % (freier R-Wert 19.5
%). Die Abschétzung des mittleren Koordinatenfehlers durch einen Luzzati-Plot (Luzzati,
1952) ergab 0.16 A. Die Analyse der ¢-y-Torsionswinkel mit eéinem Ramachandran-Plot
(Ramachandran & Sasisekharan, 1968) zeigte alle Aminosauren in bevorzugten und erlaubten
Bereichen.

Tabelle 4.9 Statistiken der Strukturverfeinerungen von TprlS im Komplex mit
dem Hsc70-Peptid C70_12.

Strukturverfeinerung?

Raumgruppe P2, P4,
Aufldsungsbereich (A) 15.0 - 1.40 20.0-1.60
R-Wert (%)° 17.3 18.0

freier R-Wert (%)™ © 19.5 21.4

# Protein- / Peptidatome 948/ 42 1840/ 120
# Wassermol ekile 173 245

# Heteroatome - 36

RMS - Abweichungen:

Bindungdldngen (A) 0.009 0.008
Bindungswinkel (°) 13 13

3Statistiken aus CNS (Briinger et al., 1998); "ohne Sigma cutoff; “Testdatensatz enthélt 10 % aller Reflexe
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Fur die zwei kristallographisch unabhéngigen Tpr-Doménen der tetragonalen Kristallform
(Kette A/B) konnten die Reste A2 - A118 und B1 - B115 in die Dichte eingebaut werden. Die
Positionen A2, B1, B2 und B110 wurden als Alanine modelliert, da keine signifikanten
Dichten fur die Seitenreste vorhanden waren. Die Inspektion der Differenzelektronendichte
erlaubte fur beide Tpr-Doménen (Kette A/B) den Einbau der letzten acht Aminosduren
GPTIEEVD des Peptides C70_12 (Kette C/D). Fur die fehlenden Aminosauren (GASS) war
keine interpretierbare Dichte vorhanden. Anhand der Differenzelektronendichte konnten zu-
sétzlich noch vier Nickelatome und vier TRIS-Molekiile (jeweils zwel pro Monomer) identifi-
ziert werden. Die Nickelatome und die TRIS-Molekile wurden in das Modell eingebaut, da
sich wahrend der Kristallisation zeigte, dass beide Komponenten fir den Aufbau der tetrago-
nalen Kristallform zwingend notwendig sind. Zwei schwach besetzte Nickelatome sind an die
Histidine A/B36 gebunden. Die Besetzung dieser Positionen wurde manuell auf 0.5 gesetzt,
um die verfeinerten Temperaturfaktoren denen der Histidine anzupassen. Zwel weitere, voll
besetzte Nickelatome sind an die Histidine A/B101 gebunden. Jedes dieser Nickelatome ko-
ordiniert zusétzlich zwei TRIS-Molekile. Das ausverfeinerte Strukturmodell konvergierte bei
einem R-Wert von 18.0 % (freler R-Wert 21.4 %). Die RMS-Abweichungen von den Ideal-
werten (Engh & Huber, 1991) betragen 0.008 A fiir Bindungslangen und 1.3° fiir Bindungs-
winkel. Die Abschéatzung des mittleren Koordinatenfehlers durch einen Luzzati-Plot (Luzzati,
1952) ergab 0.17 A. Die Analyse der ¢-y-Torsionswinkel anhand eines Ramachandran-Plots
(Ramachandran & Sasisekharan, 1968) zeigte alle Aminosauren in bevorzugten und erlaubten
Bereichen. Die Koordinaten des ausverfeinerten Strukturmodells von TprlS/C70 12 der
tetragonalen Kristallform wurden bei der Protein-Datenbank hinterlegt (PDB-Code 1ELW).

In beiden Kristallformen konnten nur Teile des Peptids C70_12 in das Strukturmodell aufge-
nommen werden. Die Komplexstrukturen der beiden Kristallformen superpositionieren mit
einer Standardabweichung von 0.58 A. Warum in der monoklinen Kristallform nur die letzten
funf Peptidreste geordnet waren und in der tetragonalen Form die letzten acht Reste eine in-
terpretierbare Elektronendichte zeigten, kann nicht eindeutig erklart werden. Mogliche Ursa-
chen kodnnten die unterschiedlichen Salzkonzentrationen der Kristallisationsbedingungen oder
die verschiedenen Packungsinteraktionen aufgrund der unterschiedlichen Kristallsymmetrie
sein. Die Diskussion der Struktur von TprlS im Komplex mit dem Peptid C70_12 wird daher
ausschliefdlich anhand der tetragonalen Kristallform durchgefihrt.

Die zwei kristallographisch unabhéangigen Komplexe der asymmetrischen Einheit innerhab
der tetragonalen Kristallform superpositionieren mit einer Standardabweichung von 0.35 A
(Cy-Atome des Tpr-Konsensus, Reste 4 - 104). Deshalb wird im weiteren Verlauf dieser Ar-
beit auch auf eine getrennte Behandlung der zwei Komplexe verzichtet. Alle Abbildungen,
Analysen und Diskussionen beziehen sich somit auf einen Tpr-Peptid-Komplex (Kette A und
C) der tetragonalen Kristallstruktur.
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Abbildung 4.11 Béandermodell des Komplexes aus TprlSund C70_12 (Kette A/C
der tetragonalen Kristallform). Die N- und C-Termini der Doméne und des Pep-
tids sind mit N bzw. C markiert. Helices A und B der drei Tpr-Motive sowie die
flankierende Helix C sind gekennzeichnet. A) Frontansicht der Doméne. Das ge-
bundene Peptid ist as Strichmodell dargestellt. B) Um 90° gedrehte Darstellung.
C) 2F,-F. Elektronendichte bei einer Konturierung von 1.0 ¢. Fir die Berechnung
der Dichte wurde das Peptid vom Strukturmodell entfernt.

Die Beschreibung der Domanenstruktur erfolgte bereits anhand der Struktur von TprlL. Wie
aufgrund des Kristallkontaktes in der TprlL-Struktur vermutet, wird das Peptid auf der kon-
kaven Seite der Doméane gebunden (vgl. Abbildung 4.7, 4.11A/C und 4.12A). Die lineare
Konformation des Peptids erlaubt die Ausbildung einer maximalen Kontaktflache zur Tpr-
Domaéne. Dabel wird durch das Peptid die Kavitét der Domane vollstandig ausgefillt (vgl.
Abbildung 4.11B). Diese Anordnung erlaubt der Tpr-Doméane eine spezifische Erkennung
kurzer Peptidsegmente mit einer ausreichend hohen Affinitét. Die Bindung von C70_12 an
TprlS erfolgt durch elektrostatische und hydrophobe Interaktionen. Alle elektrostatischen
Wechselwirkungen liegen im Bereich des EEVD-Motivs. Die Peptidreste N-terminal zu
EEVD bilden ausschlieffdlich hydrophobe Interaktionen mit der Doméane aus (vgl. Abbildung
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4.13). Fur die folgende Beschreibung der Peptid-Domanen-Interaktion werden die Peptidreste
beginnend vom C-Terminus as Asp0, Va-1, Glu-2, Glu-3, lle-4, Thr-5, Pro-6 und Gly-7 be-
nannt (vgl. Abbildung 4.12 und 4.13).

Abbildung 4.12 A) Das el ektrostatische Potential auf der molekularen Oberfléche
von TprlS. Die acht sichtbaren Aminosauren des Peptids C70_12 sind strukturiert
dargestellt. B/C) Details der elektrostatischen und hydrophoben Wechselwir-
kungen zwischen dem Peptid und der Tpr-Doméne. Geordnete Wassermolekile
sind schematisch als kleine blaue Kugeln dargestellt.

Eine stark konservierte Carboxylat-Klammer innerhalb der Tpr-Domane verankert das
EEVD-Motiv

Die bei der Peptiderkennung durch Wasserstoffbriicken ausgebildeten elektrostatischen Inter-
aktionen konnen in drei Klassen unterteilt werden: sequenzunabhangige Interaktionen mit der
Hauptkette des Peptids, sequenzspezifische Interaktionen mit Peptidseitenketten und Interak-
tionen mit dem C-terminalen Carboxylat der Peptidhauptkette (vgl. Abbildung 4.13).

Das C-terminale Aspartat des gebundenen Peptids (Asp0) ist entscheidend fur die Bindung
des Peptids an die Tpr-Doméne. Es liefert einen zweifachen Carboxylat-Anker, der durch die
stark konservierten Reste Lys8, Asnl2, Asnd3 und Lys73, der so genannten Carboxylat-
Klammer der Tpr-Doméane, ausgelesen wird (vgl. Abbildung 4.12C). Die Seitenkette von
AspO ist die einzige Seitenkette innerhalb des Peptids, die eine direkte Wasserstoffbricken-
bindung Uber Lys73 mit der Doméane ausbildet. Ein zusétzlicher Kontakt wird Uber ein stark
geordnetes Wassermolekil vermittelt, das tetraedrisch durch die Seitenketten von AspO,
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Ser42, Asnd3 und Arg77 koordiniert ist. Die Carboxylatgruppe der Peptidhauptkette von
Asp0 wird durch drel starke Wasserstoffbriickenbindungen mit den Seitenketten von LysS,
Asnl2 und Asn43 der Tpr-Doméne platziert. Die Wichtigkeit der zweifachen Carboxylat-
Klammer der Tpr-Domane fur die Peptidbindung zeigen auch die individuell verfeinerten
Temperaturfaktoren der C,-Atome des gebundenen Peptids, die von 16 A fiir Asp0 kontinu-
ierlich auf 38 A? firr Gly-7 ansteigen.

Pro -6

ammm» C70 12 Ala 46

Hydrophobe Interaktionen: TprlS

= Tprl S
®--:--®  Wasserstoffbriickenbindung . Hydrophobe Interaktionen: Peptidreste C70 12

Abbildung 4.13 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen der TprlS-
Domaéne und dem Hsc70-Peptid C70_12.
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Die meisten der direkten Wasserstoffbriickenbindungen von der Tpr-Doméne zum Peptid
zielen auf die Hauptkette des Peptids und sind somit unabhangig von der Peptidsequenz: die
Carbonylgruppe der Seitenkette von Asn43 bindet das Amid von AspO, das Amin der Seiten-
kette von Lys73 bindet die Carbonylgruppe von Glu-2. Von besonderer Bedeutung ist das
stark konservierte Arg77. Die Guanidiniumgruppe von Arg77 bildet drei direkte Wasserstoff-
briickenbindungen mit den Carbonylgruppen von Glu-2 und Glu-3 aus. Bemerkenswert ist die
Tatsache, dass die Peptidseitenketten der innerhalb der Hsp70/90-Familien stark konservier-
ten Reste Glu-2 und Glu-3 des EEVD-Motivs keine direkten Kontakte mit der Tpr-Doméane
aushilden. Neben den bereits beschriebenen direkten elektrostatischen Interaktionen tragen
die Reste Lys50 und Ser76 Uber geordnete Wassermolekiile zur Peptidbindung an die Tpr-
Domaéne bei. Zusdétzlich zu den elektrostatischen Interaktionen im Bereich des EEVD-Motivs
bildet Val-1 starke hydrophobe Wechselwirkungen mit Leul5 und Ala46 der Tpr-Doméane
aus.

Hydrophobe I nter aktionen N-terminal zum EEVD-M otiv ver mitteln Spezifitat

Da die Sequenzen von Hsp/Hsc70 und Hsp90 jeweils mit EEVD enden, kdnnen die beschrie-
benen Interaktionen zwischen der Tpr-Domane und dem EEVD-Mativ nicht zwischen den C-
Termini von Hsp/Hsc70 und Hsp90 unterscheiden. Da die Bindung der Tprl-Doméane von
Hop an Hsp/Hsc70 spezifisch ist, stellt sich die Frage wodurch Spezifitét erreicht wird. An-
hand der Komplexstruktur wird offensichtlich, dass Spezifitét durch zusétzliche Interaktionen
von Peptidresten N-terminal zum EEVD-Motiv erzeugt wird. Diese Interaktionen sind aus-
schliefdlich hydrophober Natur und beinhalten die Seitenketten von lle -4 und Pro-6 des ge-
bundenen Hsc70-Peptids. lle-4 bindet in eine hydrophobe Tasche, die durch die Reste Ala46,
Alad9 und Lys50 der Helix 2A geformt wird. Pro-6 bindet in eine hydrophobe Tasche, die
durch die Reste Glu83 und Phe84 von Helix 3A gebildet wird (vgl. Abbildung 4.12B und
4.13).
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4.4 Kristallstrukturen der Tpr2-Domane von Hop
4.4.1 Sruktur von Tpr2A mit Hsp90-Peptid

Die Vermessung des nativen Komplexkristalls, bestehend aus der Tpr2A-Doméne und den
finf C-terminalen Aminosduren MEEVD von Hsp90, erfolgte auf der Strahlfiihrung ID14-3
in Grenoble (ESRF). Der Kristall (0.10 x 0.05 x 0.05 mm?®) wurde aus der Wachstumsbe-
dingung heraus in flissigem Stickstoff schockgekihlt und Uber den Zeitraum der Daten-
sammlung durch ein Kihlsystem (Cryostream Oxford) bei T = 100 K gehalten. Die Auf-
nahme der Beugungsdaten bis zu einer Auflésung von 1.9 A erfolgte mit einem CCD-Detek-
tor (MARCCD). Die Datenreduktion wurde mit den Programmen DENZO und SCALEPACK
(Otwinowski & Minor, 1997) durchgefthrt (vgl. Tabelle 4.10). Dabel konnte eindeutig die
Raumgruppe C2 ermittelt werden.

Tabelle 4.10 Statistiken der Datensammlung des nativen Komplexkristalls aus der
Tpr2A-Domane und dem Peptid C90 5. Statistiken der héchsten Auflésungs-
schale stehen in Klammern.

Datensammiung?

Strahlungsguelle ESRF, ID14-3

Wellenléange (A) 0.9402

Raumgruppe Cc2

Zellparameter a=7328A,b=4827A,c=38.06 A, B =91.30°
# Komplexmolekile in asym. Einheit 1

Auflésungsbereich (A) 15.0- 1.9 (1.95 - 1.90)

Vollsténdigkeit (%) 97.1(91.7)

<I>/<c> 22.8(9.0)

Rym (%) 3.8(6.8)

Statistiken aus XDS (Kabsch, 1993)

Aufgrund der funktionellen und auch zu erwartenden strukturellen Ahnlichkeit von Tpr2A zur
Tpr-Doméne der Serin/Threonin-Phosphatase PP5 und zur TprlS-Doméane von Hop wurde
versucht, die Struktur durch Molekularen Ersatz mit dem Programm AMORE (Navazza,
1994) zu lésen. Als Suchmodell dienten die Kristallstrukturen der Tpr-Doménen von PP5,
TprlS und der Komplex von TprlS mit C70_12. Trotz intensiver Suche bei systematischer
Variation verschiedener Parameter, wie z. B. Lange des Suchmodells, Auflésung und Patter-
sonradius konnte keine Losung gefunden werden. Dies deutet auf eine grof3ere strukturelle
Variation von Tpr2A im Vergleich mit TprlS und der Tpr-Doméane von PP5 hin.
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Daher wurde der Komplex mit Selenomethionin markiert, um die Struktur nach der MAD-
Methode zu |6sen. Neben dem Ordnungsgrad der anomalen Streuer ist vor allem aber auch
das Verhdtnis zwischen der Anzahl der anomal streuenden Atome und der Molekiilmasse der
zu |6senden Kristallstruktur entscheidend fur den Erfolg und die Qualitdt einer MAD-Pha
sierung. Da in der Sequenz von Tpr2A nur ein Methionin enthalten ist, wurde zur Sicherheit
zusétzlich das Methionin des Peptids C90_5 (MEEVD) durch Selenomethionin ersetzt. Da fir
die Komplexkristalisation die Zugabe von Nickelionen zwingend notwendig ist, wurde in ei-
nem Vorversuch Uberprift, ob die Nickelionen fest in den Kristalverband aufgenommen
werden. Dafur wurde ein Komplexkristall in nickelfreie Bodenl6sung tiber mehrere Tage ein-
gelegt, um Uberschiissige Nickelionen aus den Solvenskandlen des Proteinkristalls zu ent-
fernen. Anschlief3end wurde von diesem Kristall auf der Strahlfiihrung BW6 (DESY, Ham-
burg) ein Fluoreszenzspektrum im Energiebereich der Absorptionskante von Nickel aufge-
nommen. Anhand des Spektrums konnte eindeutig die Présenz von Nickel im Kristall nach-
gewiesen werden. Fur die MAD-Methode standen somit potenziell zwel Selenatome und
mindestens ein Nickelatom als anomale Streuer zur Verfligung.

Die Aufnahme der MAD-Datensétze bis zu einer Auflésung von 2.1 A erfolgte anhand eines
einzigen Kristalls auf der Strahlfihrung BW6 (DESY, Hamburg) mit Hilfe eines CCD-De-
tektors (MARCCD). Der Komplexkristall wurde aus dem Wachstumspuffer heraus direkt in
flussigem Stickstoff schockgekihlt und wahrend den Datensammlungen durch ein Kiihl-
system (Cryostream Oxford) bei T = 100 K gehalten. Fur die genaue Bestimmung der Wel-
lenldngen der MAD-Datensétze wurden Fluoreszenzspektren im Energiebereich der Absorp-
tionskanten von Nickel und Selen aufgenommen. Abbildung 4.14 zeigt die aus den Spektren
aufgrund des anomalen Streuverhaltens berechneten energieabhéngigen Korrekturterme f' und
f" der Atomformfaktoren von Nickel und Selen.

Die Datensdtze wurden jeweils vollstandig und in folgender Reihenfolge aufgenommen: Nil
(Maximum von fy;"), Ni2 (Minimum von fy;"), Sel (Maximum von fs") und Se2 (Minimum
von fs.). Die Datenreduktionen wurden in der Raumgruppe C2 mit den Programmen DENZO
und SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997) durchgefihrt (vgl. Tabelle 4.11).
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Abbildung 4.14 Anomales Streuverhalten von Nickel und Selen: berechnete Kor-
rekturterme f’ und f” zu den Atomformfaktoren aus Fluoreszenzspektren, die an
dem Komplexkristall aus Tpr2A (Se) mit dem Peptid C90_5 (Se) aufgenommen
wurden.

Die Auswertung der MAD-Daten erfolgte als Pseudo-MIR-Daten (Ramakrishnan & Biou,
1997) mit verschiedenen Programmen der CCP4-Suite (CCP4, 1994). Zuerst wurden die ein-
zelnen Datensédtze mit dem Programm SCALEIT (CCP4, 1994) aufeinander skaliert. Der Da
tensatz mit minimalem fy;' (Ni2) diente dabei als Referenz bzw. nativer Datensatz. Die Posi-
tion eines Nickelatoms konnte eindeutig anhand einer anomalen Differenzpattersonkarte des
Datensatzes Nil (Maximum von fy;") bestimmt werden. Die gefundene Nickel position wurde
dann fur die Berechnung eines ersten Phasensatzes mittels dem Programm MLPHARE
(CCP4, 1994) verwendet. Die Phasenberechnung erfolgte auf Basis der Datensdtze Nil und
Ni2. Mit Hilfe dieser Phasen konnten dann die zwel Selenpositionen anhand einer anomalen
Differenzfourierdichte des Datensatzes Sel (Maximum von fs.") bestimmt werden. Fir den
endguiltigen Phasierungszyklus wurden dann die beiden Selenpositionen und die eine Nickel-
position verwendet. Die Phasenverfeinerung erfolgte gegen alle vier Datensdtze in einem
Aufldsungsbereich von 17.0 — 2.1 A. Dabei diente Ni2 als nativer Datensatz, und die Daten-
sdtze Nil, Sel und Se2 wurden als Derivate behandelt (vgl. Tabelle 4.11).
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Tabelle 4.11 Statistiken der MAD-Datensammlung und MAD-Phasierung der
Tpr2A-Doméne im Komplex mit den funf C-terminalen Aminosauren MEEVD
von Hsp90. Statistiken der hochsten Aufldsungsschale stehen in Klammern.

Datensammiung?

Strahlungsguelle DESY, BW6
Raumgruppe Cc2
Zellkonstanten a=7345A,b=4828A,c=38.03A, B =91.18°
# Komplexmolekile / asym. Einheit 1
Auflésungsbereich (A) 17-2.1 (2.14-2.10)

Ni1” Ni2” Se1” Se2”
Wellenlange (A) A=14828 A=14840 A=009793 X\=0.9798
| /o 22.3(10.2) 22.8(10.1) 23.8(11.1) 25.6(10.6)
Vollstandigkeit (%) 93.0(94.9) 98.8(98.6) 96.8(96.8) 88.0(90.1)
Rym (%)° 2.8(8.3) 3.3(105) 3.3(88  3.1(9.0)
MAD - Phasierung®
Anomale Streuer 1Ni,2Se
Aufldsung (A) 17.0-2.1
Figure of merit 0.74
Reullis ano 0.64 0.87 0.65 0.85
Phasing power centric 0.48 - 151 1.30
Phasing power acentric 0.65 - 2.46 2.27

3Statistiken aus SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997); "Bijvoet-Paare getrennt behandelt; “Ungewichtete Statis-
tiken aus MLPHARE (CCP4, 1994)

Fur die Phasenverbesserung durch Solvensgléttung und Histogrammanpassung wurde das
Programm DM (CCP4, 1994) eingesetzt. Der FOM-Giitefaktor (engl. figure of merit) stieg
dabel von 0.74 auf 0.88. Die resultierende Elektronendichte war von herausragender Qualitét
und zeigte sogar geordnete Wassermolekile. Ungefahr 90 % des Strukturmodells konnten
automatisch mit dem Programm wARP (Perrakis et al., 1997) gebaut werden.

Die Uberpriifung und Anpassung der Strukturmodells an die Elektronendichte erfolgte mit
dem Programm O (Jones et al., 1991). Die Strukturverfeinerung wurde mit dem Programm
CNS (Brunger et al., 1998) nach Standardprotokollen gegen den nativen Datensatz im Auf-
|6sungsbereich von 10.0 - 1.9 A ausgefiihrt. 10 % der Daten wurden von der Verfeinerung zur
Berechnung des frelen R-Wertes ausgeschlossen. Im Endstadium der Verfeinerung wurden
individuelle Temperaturfaktoren verfeinert und Wassermolekile in das Strukturmodell aufge-
nommen. Die Struktur konnte fir die Tpr2A-Doméne von Lys223 bis GIn349 in die Elekt-
ronendichte eingebaut werden. Aufgrund schwacher Elektronendichten der Seitenketten im



Ergebnisse 61

Bereich der Aminosauren A291 - A294 und A348 wurden diese als Alaninreste modelliert.
Die Elektronendichte fur die funf Peptidreste MEEVD war gut konturiert und erlaubte die
Aufnahme aller finf Reste in das Strukturmodell. Das fur die Phasierung benutzte Nickelion
vermittelt einen Kristallkontakt von His321 und Lys325 zu His247 eines symmetriedquiva-
lenten Molekils. Das endgultige Modell, bestehend aus 1086 Proteinatomen (44 fir das Pep-
tid), einem Nickelion und 152 geordneten Wassermolekilen, konvergierte bel einem R-Wert
von 18.1 % (freiler R-Wert 21.9 %). Die Standardabweichungen von geometrischen Ideal-
werten (Engh & Huber, 1991) betragen 0.008 A fiir Bindungslangen und 1.2° fiir Bindungs-
winkel. Die Abschdzung des mittleren Koordinatenfehlers anhand eines Luzzati-Plots
(Luzzati, 1952) ergab 0.19 A. Die Anayse der o¢-y-Torsionswinkel anhand eines
Ramachandran-Plots (Ramachandran & Sasisekharan, 1968) zeigte alle Aminosduren in be-
vorzugten und erlaubten Bereichen. Die Koordinaten des ausverfeinerten Strukturmodells
wurden bei der Protein-Datenbank hinterlegt (PDB-Code 1ELR).

Tabelle 4.12 Statistiken der Strukturverfeinerung von Tpr2A im Kom-
plex mit den finf C-terminalen Aminosauren MEEV D von Hsp9O0.

Strukturverfeinerung®

Raumgruppe Cc2
Aufldsungsbereich (A) 10.0- 1.90
R-Wert (%)° 18.1
freier R-Wert (%)™ © 21.9

# Protein- / Peptidatome 1042/ 44
# Wassermol ekiile 152

# Nickelatome 1

RM S — Abweichungen:

Bindungddngen (A) 0.008
Bindungswinkel (°) 12

3Statistiken aus CNS (Briinger et al., 1998); “ohne Sigma cutoff; °Testdatensatz enthélt 10 % aller Re-
flexe

Die Struktur von Tpr2A zeigt das gleiche Faltungsmotiv wie die Tprl-Doméne von Hop (vgl.
Abbildung 4.11 und 4.15). Auch innerhalb der Tpr2A-Struktur bildet Helix C einen reguléren
Abschluss der sechs antiparallel verlaufenden Helices der drel Tpr-Motive. Analog zur Kom-
plexstruktur von TprlS mit C70 12 bindet die Tpr2A-Doméne das Hsp90-Peptid C90_5 auf
der konkaven Seite der Domane (vgl. Abbildung 4.12 und 4.16). Im Vergleich zur Tprl-Do-
méne von Hop und der Tpr-Doméne von PP5 besitzt Tpr2A eine Insertion von sieben Amino-
sauren zwischen dem zweiten und dritten Tpr-Motiv (vgl. Tabelle 4.6). Die Insertion resultiert
in Verlangerungen der Helices B2 und A3 um jewells eine Windung, die jedoch keinen di-
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rekten Einfluss auf die Peptidbindung haben. Trotz der konservierten Faltung hat die Super-
position der Komplexstrukturen von Tpr2A und TprlS eine relativ hohe Standardabwei chung
von 1.8 A. Die strukturellen Abweichungen zwischen den Tpr-Doméanen TprlS und Tpr2A
werden hauptsachlich durch eine stérkere Kriimmung der Kavitét innerhalb von Tpr2A verur-
sacht (vgl. Abbildung 4.11B und 4.15B). Dies erklart auch, warum die Struktur von Tpr2A
nicht durch Molekularen Ersatz gel st werden konnte.

Abbildung 4.15 Bandermodell des Komplexes aus Tpr2A und C90_5. Die N- und
C-Termini der Doméane und des Peptids sind mit N bzw. C gekennzeichnet. A)
Frontansicht von Tpr2A. Die A/B-Helices der drei Tpr-Motive und Helix C sind
beschriftet. Das Peptid ist strukturiert dargestellt. B) Um 90° gedrehte Abbildung.
C) 2F,-F. Elektronendichte bei einer Konturierung von 1.0 ¢. Fir die Berechnung
der Dichte wurde das Peptid vom Strukturmodell ausgeschlossen.



Ergebnisse 63

Abbildung 4.16 Das elektrostatische Potential auf der Oberflache von Tpr2A: rot-
negativ, blau-positiv und grau-neutral. Die funf Aminosauren von C90_5 sind als
Strichmodel|l gezeichnet.

Fur die folgende Anayse der Peptid-Doménen-Interaktion werden die Peptidreste vom C-
Terminus beginnend as Asp0, Va-1, Glu-2, Glu-3 und Met-4 benannt (vgl. Abbildung 4.17).
Das Muster der Peptidbindung zeigt groRe Ahnlichkeit zur Peptiderkennung der Tprl-Do-
mane. Die Bindung des konservierten EEVD-Motivs wird durch el ektrostatische Wechselwir-
kungen dominiert, der N-terminale Peptidbereich hingegen interagiert ausschliefdlich tber
hydrophobe Wechselwirkungen.

Die Bindung des konservierten Carboxylat-Ankers (Asp0) erfolgt, wie bei der Tprl-Domane,
durch eine zweifache Carboxylat-Klammer. Die Klammer wird durch die konservierten Reste
Lys229, Asn233, Asn264 und Lys301 aufgebaut und durch GIn298 erganzt, dessen Seiten-
kette eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Seitenkette von AspO ausbildet. Ein durch die
Seitenketten von Asp0, Thr263, Asn264 und Arg305 tetraedrisch koordiniertes Wassermole-
kil trégt auch hier zur Peptidbindung bei. Ein aquivalentes Wassermolekil wurde auch im
TprlS-C70_12-Komplex identifiziert. Daher kann angenommen werden, dass diese kon-
servierte Wasserposition ein fester Bestandteil der Carboxylat-Klammer ist. Val-1 geht
hydrophobe Wechselwirkungen mit den Seitenketten von Asn233, Tyr236 und Ala267 ein.
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Abbildung 4.17 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen der Tpr2A-
Domaéne und dem Hsp90-Peptid C90_5

Die in den Hsp70/90-Familien stark konservierten Reste Glu-2 und Glu-3 wechselwirken mit
Tyr236, Glu271, Arg305 und Asn308. Der Carbonylrest der Hauptkette von Glu-2 geht eine
direkte Wasserstoffbriickenbindung mit der Guanidiniumgruppe von Arg305 ein. Die Seiten-
kette von Glu-2 geht, wie auch schon im Tpr1S-C70_12-Komplex beobachtet, keine Kontakte
mit der Tpr-Doméane ein. Die Hauptkette des Peptidrestes Glu-3 bildet direkte Wasserstoff-
brickenbindungen mit der Hydroxylgruppe von Tyr236 und der Carboxylgruppe der Seiten-
kette von Glu271 aus. Neben schwachen hydrophoben Wechselwirkungen bindet die Seiten-
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kette von Glu-3 an die Guanidiniumgruppe von Arg305 und den Amidrest von Asn308. Zu
den beschriebenen direkten Interaktionen tragt ein Netzwerk geordneter Wassermolekile zur
Bindung zwischen der Doméne und den Peptidresten Glu-2 und Glu-3 bei.

Der fur die Spezifitét relevante Peptidbereich beschrankt sich innerhalb der Komplexstruktur
von Tpr2A mit C90 5 auf das Methionin an der Position -4. Met-4 ist entscheidend fur die
Spezifitdt (vgl. 5 Analyse und Diskussion) und bindet in eine hydrophobe Tasche, die haupt-
sachlich durch die Aminosauren Tyr236 und Glu271 geformt wird.

4.4.2 Struktur von Tpr2S

Da die Kristalle von Tpr2S sehr anfalig gegentiber osmotischem und mechanischen Stress
waren, gestaltete sich die Aufnahme der Beugungsdaten auf3ert schwierig. Die schlechte
Kristallqualitdt fuhrte zu irreguldren Beugungsbildern, was sich hauptséachlich in niedrigen
Auflésungen bel extrem hohen Kristallmosaizitéten widerspiegelte. Um dennoch auswertbare
Beugungsdaten zu erhalten, musste eine grof3e Anzahl von Kristallen getestet werden. Nach
ca. 50 Proben konnte ein Kristall gefunden werden, der indizierbare Reflexprofile lieferte.

Die Aufnahme der Beugungsdaten erfolgte an der Strahlfuhrung X31 (DESY) mit Hilfe einer
Image-Plate MAR300 bis zu einer Auflésung von 2.4 A. Der Kristall (ca. 0.15 x 0.15 x 0.25
mm°) wurde aus der Wachstumsbedingung im katen Gasstrahl eines Kihlsystems
(Cryostream Oxford) bei T = 100 K schockgektihlt und wahrend der Datensammlung bei 100
K temperiert. In einer kontinuierlichen Serie von Oszillationsaufnahmen (Drehwinkel Aw =
1.0°, Dosis D = 12000 Einheiten) wurden insgesamt 90° vermessen. Die Datenreduktion
wurde mit dem Programmpaket XDS (Kabsch, 1993) durchgeftihrt (vgl. Tabelle 4.13). Der
Kristall zeigte orthorhombische Symmetrie, und die Raumgruppe konnte anhand von axialen
Ausldschungen eindeutig als P2;2;2; festgel egt werden.

Da die Strukturen der Tpr-Domanen von PP5 und Tprl bzw. Tpr2A von Hop zu diesem Zeit-
punkt noch nicht fur eine Strukturlésung von Tpr2S durch Molekularen Ersatz zur Verfligung
standen, wurde fir die Strukturlésung die MAD-Methode ausgewdhit. Die Kristalle von
selenomethioninmarkiertem Tpr2S zeigten die gleichen unerwiinschten Eigenschaften wie die
nativen Kristalle. Fur die Datensammlung mufdten, wie im nativen Fall, sehr viele Kristalle
Uberprift werden. Die Aufnahme der MAD-Datensétze erfolgte auf der Strahlfihrung BW6
(DESY) mittels einem CCD-Detektor (MARCCD) bis zu einer maximalen Auflésung von 2.8
A. Der Kristall wurde in flussigem Stickstoff schockgekihit und wahrend der
Datensammlung durch ein Kihlsystem (Cryostream Oxford) auf T = 100 K temperiert. Die
Bestimmung der Wellenlangen der einzelnen MAD-Datensdtize erfolgte anhand eines
Fluoreszenzspektrums um die Absorptionskante von Selen. Die Datensdtze wurden jewells
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vollstandig und in folgender Reihenfolge gesammelt: Sel (Maximum von "), Se2 (Maximum
von f') und Se3 (engl. remote). Aufgrund einer hoheren Primérstrahlintensitét wurde der
Datensatz Se3 unterhalb der Absorptionskante gemessen, nicht wie normal tblich oberhab
der Kante. Fur die Datenreduktion wurden die Programme DENZO und SCALEPACK
(Otwinowski & Minor, 1997) verwendet (vgl. Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13 Statistiken der Datensammlungen und MAD-Phasierung von Tpr2S.
Statistiken der hdchsten Auflésungsschale stehen in Klammern.

Datensammlung

Strahlungsguelle DESY, Hamburg
Raumgruppe P2,2,2,
# Molekile / asym. Einheit 1
Nativ® SeMet” ©
Strahlfiihrung X31 BW6
Zellkonstanten (A) a=57.04 a=58.54
b =59.06 b =159.51
c= 8831 c=87.90
Sel Se2 Se3
Wellenlange (A) A =1.000 A =0.981 A =0.982 A =1.200
Aufldsungsbereich (A) 20.0-2.4 15.0-2.8 15.0-3.0
(2.50-2.40) (2.86-2.80) (3.07-3.00)
| /o 15.4 (9.5) 17.9 (6.8) 14.7 (4.1) 17.5 (5.6)
Vollstandigkeit (%) 95.1 (96.5) 96.4 (95.9) 82.2(81.8)  94.4(89.8)
Rym (%)° 6.5 (11.4) 3.6 (10.6) 4.0 (15.1) 3.8(11.7)
MAD - Phasierung®
Anomale Streuer 4Se
Aufldsung (A) 10.0-34
Figure of merit 0.50
Reullis ano 0.65 0.76 0.98
Phasing power centric 0.35 - 0.43
Phasing power acentric 0.51 - 0.64

3Statistiken aus XDS (Kabsch, 1993); "Statistiken aus SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997); °Bijvoet-Paare getrennt
behandelt; “Ungewichtete Statistiken aus MLPHARE (CCP4, 1994)

Die ab inito-Strukturldsung anhand der gesammelten MAD-Daten war nicht erfolgreich, da
keine der sechs potenziellen Selenpositionen bestimmt werden konnte. Die Positionierung der
Selenatome wurde anhand von anomalen und dispersiven Differenzpattersonkarten bei ver-
schiedenen Auflosungen versucht. Auch die Einbeziehung der nativen Daten lieferte keine
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auswertbare Losung. Die Statistiken der einzelnen MAD-Datensétze zeigten zwar eine gute
Qualitét an, offensichtlich waren die anomalen und dispersiven Differenzen jedoch nicht aus-
reichend genau bestimmt. Fir ein schwaches bzw. irreguldres MAD-Signal kdnnen folgende
Ursachen in Betracht gezogen werden:

» schwaches bzw. abnehmendes Streuvermogen des Kristalls

» hoheMosaizitdt desKristalls (ca. 1.7°)

» zu hohe Strahlenexposition der Probe aufgrund zu langer Belichtungszeiten, die zur
Kristallzerstorung und somit zu wachsender Nichtisomorphie fiihrte

» geringer Ordnungsgrad der Methioninreste (Unordnung, alternative Seitenketten-
konformationen)

»  Aulere experimentelle Bedingungen, die Uber den Zeitraum der Datensammlung nicht
stationdr waren (z. B. Drift in der Primérstrahlenergie)

Nach Verflgbarkeit der Kristallstruktur von Tpr2A konnte die Struktur von Tpr2S durch eine
Kombination der MR- und MAD-Methode doch gel 6st werden. Zundchst konnte durch Mole-
kularen Ersatz mit dem Programm AMORE (Navazza, 1994) die Tpr2A-Domane innerhab
von Tpr2S lokalisiert werden. Als Suchmodell diente die ausverfeinerte Kristallstruktur von
Tpr2A (aa2 — aal24). Die Suche erfolgte mit einem Pattersonradius von 18.0 A und einer
Schrittweite von 1.0° im Auflésungsbereich von 15.0 — 3.0 A. Nach Rotations- und Transla-
tionssuche setzte sich die Losung deutlich ab (vgl. Tabelle 4.14). Der Versuch, eine weitere
Tpr-Domaéne zu platzieren, blieb erfolglos.

Tabelle 4.14 Ergebnisse der Pattersonsuche. Parameter und Statistiken wie in
AMORE (Navazza, 1994) definiert.

Lsg.- Rotationswinkel [°] Translationsvektor Korrelation R-Wert
Nr. o B Y tx ty t; [%] (%]
1 33.54 70.57 58.48 0.133 0.463 0.293 58.2 46.1
2 95.31 62.25 53.76 0.327 0.073 0.068 339 55.4
3 35.82 63.60 109.89 0.373 0.013 0.271 33.2 55.0
4 87.60 88.75 93.57 0.072 0.300 0.063 35.0 55.4

Dain der Sequenz von Tpr2A ein Methionin enthalten ist, konnte mit Hilfe dessen Position
die MAD-Phasierung initiiert werden. Anhand einer anomalen Differenzfourierdichte des
Datensatzes Sel (Maximum von f") konnten insgesamt vier der sechs moglichen Selenlagen
identifiziert werden. Die Phasierung der MAD-Daten erfolgte als Pseudo-MIR-Daten mit dem
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Programm MLPHARE (CCP4, 1994). Dabel diente Se2 (Minimum von f’) as nativer Daten-
satz, und die Datensétze Sel und Se3 wurden a's Derivate behandelt. Aufgrund der schlechten
Qualitét der MAD-Daten konnte die Phasierung nur bis zu einer Auflésung von 3.4 A durch-
gefuhrt werden (vgl. Tabelle 4.13). Der Phasenberechnung folgte dann eine Phasenverbes-
serung durch Solvensgléttung und Histogrammanpassung mit dem Programm DM (CCP4,
1994). Die Qualitét der resultierenden Elektronendichte war gering, zeigte jedoch Elektronen-
dichten fur einige fehlenden Helices von Tpr2B und eine signifikante Korrelation mit Amino-
sauren der positionierten Tpr2A-Domane. Der Einbau der fehlenden Aminosduren und die
Anpassung des Modells an die Elektronendichten erfolgte mit dem Programm O (Jones et al.,
1991). Die Verfeinerung des Strukturmodells von Tpr2S wurde nach Standardprotokollen mit
dem Programmpaket CNS (Briinger et al., 1998) gegen den nativen Datensatz bis zu einer
Auflésung von 2.4 A vorgenommen. Fir die Berechnung des freien R-Wertes wurden 7 % der
Reflexe von der Verfeinerung ausgeschlossen (vgl. Tabelle 4.15). Im Endstadium der Verfel-
nerung wurden individuelle Temperaturfaktoren verfeinert und geordnete Wassermolekile in
das Strukturmodell aufgenommen.

Tabelle 4.15 Statistiken der Strukturverfeinerung von Tpr2S.

Strukturverfeinerung?

Raumgruppe P2,2,2,
Auflésungsbereich (A) 10.0- 2.4
R-Wert (%)° 19.7
freier R-Wert (%)™ © 24.7

# Proteinatome 2031

# Wassermolekile 130

RMS - Abweichungen:

Bindungsldngen (A) 0.011
Bindungswinkel (°) 13
aStatistiken aus CNS (Briinger et al., 1998); "ohne Sigma cutoff; ‘Testdatensatz enthalt 7 %
aler Reflexe

Die Hauptkette konnte bis auf die letzten acht Aminoséuren vollstandig in die Elektronen-
dichte eingepasst werden. Fir die C-terminalen acht Aminosauren war keine interpretierbare
Dichte vorhanden. Die Aminosduren Lys238, Lys252, GIn469 und Met472 zeigten keine
signifikanten Dichten fur die Seitenketten und wurden daher as Alanine modelliert. Das
Strukturmodell aus 2031 Proteinatomen und 130 Wassermolekilen konvergierte bei einem R-
Wert von 19.7 % (freier R-Wert 24.7 %). Die Geometrie des ausverfeinerten Modells ist von
guter Qualitéat. Die Standardabweichungen von den Idealwerten (Engh & Huber, 1991) betra-
gen 0.011 A fir Bindungsldngen und 1.6° fiir Bindungswinkel. Die Abschétzung des mittle-
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ren Koordinatenfehlers durch einen Luzzati-Plot (Luzzati, 1952) ergab 0.24 A. Die Analyse
der ¢-y-Torsionswinkel anhand eines Ramachandran-Plots (Ramachandran & Sasisekharan,
1968) zeigte alle Aminosduren in bevorzugten und erlaubten Bereichen (vgl. Abbildung
4.18).

Psi (degrees)

-135;

L &
O 45 90 135 1%0

180 -135 -90 -45
Phi (degrees)

Reste in bevorzugten Regionen [A, B, L] 217 92.3%

Reste in erlaubten Regionen [a, b, 1, p] 18 7.7%

Reste in generell erlaubten Regionen [~a ~b,~1,~p] 0 0.0%

Reste in verbotenen Regionen 0 0.0%
235 100.0%

Anzahl der Termini 2

Anzahl von Glyzinresten (Dreiecke) 8

Anzahl von Prolinresten 6

Gesamtzahl an Resten 251

Abbildung 4.18 Ramachandran-Plot des ausverfeinerten Strukturmodells von
Tpr2S. Alle Aminosduren fallen auf bevorzugte bzw. erlaubte Bereiche.

Die Struktur von Tpr2S wird durch zwei Domanen aufgebaut: die bereits charakterisierte
Tpr2A-Doméane und die Tpr2B-Doméne (vgl. Abschnitt 4.4.1 und Abbildung 4.19). Der Auf-
bau von Tpr2S durch zwei Doménen wurde anhand der Ergebnisse der Proteolysen (vgl. Ab-
bildung 4.2) und der Sequenzvergleiche (vgl. Tabelle 4.6) erwartet. Die Faltung von Tpr2B ist
identisch mit den Tertiérstrukturen der Tpr-Domanen von PP5, Tprl und Tpr2A: diedrel Tpr-
Motive bilden sechs antiparallel verlaufende Helices, die durch eine siebte Helix erganzt wer-
den. Die konstante Abfolge der sieben Helices resultiert in einer leicht gebogenen Anordnung.
Auf der konkaven Seite von Tpr2B finden sich, analog zu den Tpr-Doménen von PP5, Tprl
und Tpr2A, die konservierten Reste Lys364, Asn370, Asn399, Lys429 und Arg433 fur die
Ausbildung einer Carboxylat-Klammer (vgl. Tabelle 4.6). Die strukturelle und sequentielle
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Konservierung von Tpr2B mit den Tpr-Doméanen von PP5, Tprl und Tpr2A legt die Vermu-
tung nahe, dass auch Tpr2B Uber seine Carboxylat-Klammer ein EEVD-Motiv binden kann.
Die beobachtete Struktur von Tpr2S zeigt keine direkten Packungsinteraktionen zwischen
Tpr2A und Tpr2B innerhalb eines Molekils. Vielmehr erscheint die Verbindung der beiden
Domaénen hoch flexibel, was eine erweiterte Bewegungsfreiheit der beiden Doménen relativ
zueinander erlaubt.

Abbildung 4.19 Die Struktur von Tpr2S. Die zwel Unterdomanen Tpr2A und
Tpr2B sind markiert. A) Bandermodell: N- und C-Terminus der Doméne sind ge-
kennzeichnet. B) Das el ektrostatische Potential auf der Oberfléche von Tpr2S.
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5 Analyse und Diskussion

5.1 Sruktur-Funktions-Analyse von Hop

Neben den vorgestellten Kristallstrukturen werden in die Anayse und Diskussion auch Er-
gebnisse aus Bindungsstudien zwischen Hsc/Hsp70- und Hsp90-Fragmenten an Hop einbezo-
gen. Alle Bindungsstudien wurden von Herrn A. Brinker (Brinker, 1998; Brinker, 1999) im
Rahmen seiner Dissertation angefertigt und erfolgten nach der Methode der 1sothermischen-
Titrations-Kaorimetrie (ITC; Wiseman et al., 1989). Die Bindungsdaten zeigen, dass die
Strukturen der Tpr-Peptid-Komplexe physiologisch relevant sind und die dominierenden Aus-
schnitte der Interaktionen zwischen Hop und Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 darstellen.

5.1.1 Bindung von Hop an Hsc/Hsp70

Durch Deletionsstudien konnte gezeigt werden, dass die N-terminale Tprl-Doméane von Hop
an die C-terminale Doméane von Hsc/Hsp70 bindet (Demand et al., 1998; Lassle et al., 1997,
Chen et al., 1996). Anhand des Kristallkontaktes innerhalb der TpriL-Struktur und dem
Sequenzvergleich der Tpr-Doménen von Hop und PP5 wurde vermutet, dass fur diese Inter-
aktion nur wenige C-terminale Aminosauren von Hsc/Hsp70 erforderlich sind. Diese Arbeits-
hypothese war Anlass fur die Strukturanalyse von TprlS mit dem Peptid C70_12 (12 C-ter-
minalen Aminosauren von Hsc70: GASSGPTIEEVD) und der Durchfihrung von Bindungs-
studien zwischen TprlS und verschiedenen Fragmenten von Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 (vgl.
Abbildung 5.1). Die ITC-Daten lieferten fur die 25 kDa grof3e C-terminale Hsp70-Doméne
C70 eine Bindungskonstante von Kq4 = 15 uM. Die gleiche Affinitét wird durch die 12 termi-
nalen Aminosauren der nahezu identischen C-Termini von Hsc70 und Hsp70 bei der Bindung
an TprlS erreicht. Selbst eine Reduzierung der Peptidlange auf die letzten sieben Amino-
sauren von Hsp70 zeigt noch keinen signifikanten Verlust in der Bindungsaffinitat an TprlS.
Interessanter Weise waren genau diese sieben Aminosduren des 12 Aminosauren langen,
kokristallisierten Peptids C70_12 in der Kristallstruktur geordnet. Die Bindung von Hop an
Hsc/Hsp70 kann somit vollstandig durch die Interaktion der Tpr1S-Domane mit den sieben C-
terminalen Aminosduren PTIEEVD von Hsc/Hsp70 beschrieben werden. Die Aminosauren
GSGSG, die offensichtlich keinen nennenswerten Einfluss auf die Bindungsaffinitéten haben,
sind sehr wahrscheinlich Teil einer flexiblen Verbindung zwischen dem extremen C-
Terminus und einer kompakt gefalteten C-terminalen Domane von Hsp70. Diese Annahme
wurde auch erklaren, warum innerhalb der Komplexstruktur von TprlS mit C70_12 nur die
letzten acht der 12 kokristallisierten Peptidreste sichtbar sind. Die dominierende Bedeutung
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der sieben C-terminalen Aminosduren von Hsc/Hsp70 fir die Bindung an Hop spiegelt sich
auch in dem hohen Grad der Konservierung dieser Reste innerhalb der Hsc/Hsp70-Familie
wider (vgl. Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.1 Bindungskonstanten von C-terminalen Hsc/Hsp70- und Hsp9OO-
Fragmenten an die Tpr1S-Doméane von Hop. Der Vergleich der Kg-Werte fir C70
und C90 zeigt deutlich, dass die TprlS-Doméne spezifisch mit C70 interagiert.
C70: aa382-aab41 von Hsp70. C90: aab25-aa732 von Hsp90.

Der Einfluss der Peptidanlagerung auf die Konformation der TprlS-Domane kann anhand ei-
ner Uberlagerung der peptidfreien Tpr-Domane mit dem Tpr-Peptid-Komplex untersucht
werden (vgl. Abbildung 5.3). Die Superposition der beiden Doménen zeigt keine signifikan-
ten Unterschiede (Standardabweichung der C,-Positionen ist 0.6 A). Eine besonders hohe
Strukturiibereinstimmung findet sich fir die konservierten Reste (Lys8, Asnl2, Asn43,
Lys73, Arg77) der zweifachen Carboxylat-Klammer. Sogar die Konformationen der langen
Seitenketten von Lys8, Lys73 und Arg77 sind nahezu identisch. Kleinere Konformationsun-
terschiede finden sich fur die Seitenketten Lys50 und Glu73, die hydrophobe Wechselwir-
kungen mit dem Peptid aushilden. Der Vergleich der Strukturen zeigt keine relevanten Kon-
formationsanderung durch die Peptidbindung. Daher kann angenommen werden, dass die
TprlS-Doméne stéandig in einem bindungskompetenten Zustand vorliegt, der eine schnelle
Peptidbindung ohne strukturelle Umlagerungen ermoglicht.
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Abbildung 5.2 Sequenzkonservierung innerhalb der C-Termini von Hsc/Hsp70.
Fur die Analyse wurden die zytosolischen Formen von 83 eukaryotischen
Hsc/Hsp70 Proteinen verwendet. Die Konservierung der haufigsten Aminosauren
ist in Prozent angegeben. Der in der Komplexstruktur TprlS/C70_12 geordnete
Peptidbereich ist dunkel hervorgehoben.

Abbildung 5.3 Superposition der C,-Reste der peptidfreien und der peptidge-
bundenen Tpr1S-Doméane. Die an der Peptidbindung beteiligten Seitenketten sind
strukturiert dargestellt. Das Bandermodell der Komplexstruktur mit den dazuge-
horenden Seitenketten ist grau gezeichnet. Die Seitenketten der peptidfreien
TprlS-Domane sind dunkelblau hervorgehoben.
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5.1.2 Bindung von Hop an Hsp90

Hop bindet tber die Tpr2-Doméne an die C-terminale Doméne von Hsp90 (Carrello et al.,
1999; Young et al., 1998). Die Bestimmung der Domanengrenzen mittels Proteaseverdau und
die Kristallstruktur von Tpr2S zeigen, dass die Tpr2-Doméne von Hop (sechs Tpr-Motive)
durch die Tpr-Domanen Tpr2A und Tpr2B (jeweils drei Tpr-Motive) aufgebaut wird. Analog
zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen TprlS und Hsp70 wurden auch fur die
beiden isolierten Domanen Tpr2A und Tpr2B Bindungsstudien an Hsc/Hsp70- bzw. Hsp90-
Fragmenten mittels ITC-Messungen durchgefiihrt. Von den beiden Konstrukten zeigte jedoch
nur Tpr2A ene spezifische Bindung mit physiologisch relevanten Affinitdten (vgl.
Abbildungen 5.4 und 5.6).
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Abbildung 5.4 Bindungskonstanten von C-terminalen Hsp70- und Hsp90-Frag-
menten an die Tpr2A-Doméne von Hop. Der Vergleich der Kq-Werte fir C90 und
C70 zeigt deutlich, dass die Tpr2A-Domaéne spezifisch mit C90 interagiert. C70:
aa382-aab41 von Hsp70. C90: aab25-aa732 von Hsp90.

Die 12 kDa grof3e C-terminale Hsp90-Domane C90 bindet mit einem Ky-Wert von 6 uM an
Tpr2A (vgl. Abbildung 5.4). Auch diese Interaktion kann durch wenige C-terminale Amino-
sauren vollsténdig beschrieben werden, da bereits mit den letzen finf Aminoséuren von
Hsp90 (MEEVD) ein Kg-Wert von 11 uM erreicht wird. Eine Verlangerung der Peptide fuhrt
zunéchst zu einer signifikanten Abnahme der Bindungsaffinitét, die ab einer Peptididnge von
10 Aminosauren wieder mit der Affinitdat von C90 an Tpr2A vergleichbar wird. Dieses Ver-
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halten kann durch ein fehlendes Sekundéarstrukturelement verursacht werden, fur dessen Aus-
bildung eine bestimmte Peptidiange erforderlich ist. Der Vergleich der Kg-Werte von C90 und
dem Pentapeptid zeigt jedoch deutlich, dass die Bindung von C90 an Tpr2A durch die Inter-
aktion der funf C-terminalen Aminosauren MEEVD mit Tpr2A dominiert wird. DafUr spricht
auch die nahezu vollstéandige Konservierung dieser Positionen innerhalb der Hsp90-Familie
(vgl. Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5 Sequenzkonservierung innerhalb der C-Termini von Hsp90. Fir
die Analyse wurden die zytosolischen Formen von 138 eukaryotischen Hsp90
Proteinen verwendet. Die Konservierung der haufigsten Aminosduren ist in
Prozent angegeben. Die in der Komplexstruktur Tpr2A/C90 5 geordneten
Peptidpositionen sind hervorgehoben.

Im Gegensatz zu Tpr2A lieferte die Charakterisierung der Bindungskonstanten zwischen der
isolierten Tpr2B-Domane von Hop und den acht C-terminalen Aminosauren von Hsp70 und
Hsp90 fir keines der beiden Peptide eine physiologisch relevante Affinitét (vgl. Abbildung
5.6). Dies ist bemerkenswert, da auch innerhalb der Tpr2B-Domane, analog zu den Tpr-Do-
manen TprlS, Tpr2A und PP5, alle ndtigen Aminoséuren fur den Aufbau der zweifachen
Carboxylat-Klammer konserviert sind (vgl. Tabelle 4.6). Die konservierten Aminosauren der
Carboxylat-Klammer innerhalb von Tpr2B superpositionieren mit denen der peptidge-
bundenen Form der Tpr2A-Doméne mit einer Standardabweichung der C,-Atome von 0.83 A
(vgl. Abbildung 5.7). Warum trotz der hohen Ahnlichkeit zu Tpr2A keine signifikante Bin-
dung von Tpr2B an das Hsp70- bzw. Hsp90-Peptid nachweisbar war, kann anhand der vorlie-
genden Daten nicht geklart werden. Die hohe sequentielle und strukturelle Konservierung der
potenziellen Carboxylat-Klammer sowie die konservierte Faltung von Tpr2B im Vergleich
mit den Tpr-Doménen TprlS, Tpr2A und der Tpr-Doméne von PP5 legen trotz allem die
Vermutung nahe, dass Tpr2B wahrend der physiologisch relevanten Interaktion von Hop mit
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Hsp70 und Hsp90 zumindest zeitweise eines der beiden Chaperone bindet. Zum Beispiel
konnten gleichzeitig beide C-Termini eines Hsp90-Dimers bel der Interaktion mit Hop durch
die Tpr2S-Doméne gebunden werden und somit eine definierte Orientierung zwischen Hop
und Hsp90 erreicht werden. Dabel wirde Tpr2A as hochaffiner und Tpr2B als niederaffiner
Bindungspartner fir die beiden C-Termini eines Hsp90-Dimers fungieren. In diesem Zusam-
menhang kénnte auch die erwartet hohe Bewegungsfreiheit der Tpr2A- und Tpr2B-Domanen
relativ zueinander von physiologischer Bedeutung sein.
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Abbildung 5.6 Bindungskonstanten der Interaktion zwischen C-terminalen
Hsp70- bzw. Hsp90-Peptiden und der Tpr2B-Doméne von Hop.
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Abbildung 5.7 Superposition der zweifachen Carboxylat-Klammer der Komplex-
struktur von Tpr2A/C90_5 (grau) mit den entsprechenden Seitenketten von Tpr2B
(blau).
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Den Vergleich der peptidfreien mit der peptidgebundenen Form von Tpr2A zeigt die Super-
position in Abbildung 5.8. Die C,-Atome der beiden Doménen superpositionieren mit einer
Standardabweichung von 0.89 A. Die bei der Peptiderkennung beteiligten Reste zeigen sogar
eine noch héhere Korrelation (Standardabweichungen der C,-Atome 0.80 A). Bis auf Arg305
sind die Seitenkettenkonformationen dieser Reste nahezu identisch. Die Unterschiede fur
Arg305 dirfen jedoch nicht zu stark gewichtet werden, da in der peptidfreien Form die Sei-
tenkette keine Interaktionen eingeht und dem Ldsungsmittel zugewandt ist. Dadurch ist die
Elektronendichte dieser Seitenkette nicht sehr stark konturiert, was zu relativ hohen Tem-
peraturfaktoren der Seitenkette von Arg305 fuhrt. Vielmehr scheint Arg305 alternierend ver-
schiedene Seitenkettenkonformationen zu durchlaufen.

Der Vergleich der Strukturen zeigt keine relevanten Konformationséanderungen durch die
Bindung von C90_5. Daher kann angenommen werden, dass die Tpr2A-Domane, analog zur
Tprl-Domane von Hop, stdndig in einem bindungskompetenten Zustand vorliegt, der eine
schnelle und effiziente Peptiderkennung méglich macht.

!»

) Asn308

»Q‘w»
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Abbildung 5.8 Superposition der peptidgebundenen Form von Tpr2A mit der
peptidfreien Tpr2A-Doméne aus der Kristallstruktur von Tpr2S. Das Bander-
modell der Komplexstruktur mit den wichtigen Resten der Peptiderkennung ist
grau dargestellt. Reste der peptidfreien Tpr2A-Domane sind blau gezeichnet.
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5.1.3 Vergleich der Interaktionen

Sowohl die Tpr1-Doméne von Hop, wie auch die Tpr2A-Domane, binden die Peptide in einer
linearen Form. Dies erlaubt die Ausbildung maximaler Kontaktflachen mit physiologisch re-
levanten Bindungsaffinitéten zwischen den Tpr-Doménen und den Peptiden. Die Peptider-
kennung erfolgt in beiden Doménen nach dem gleichen Schema. Mittels der konservierten
Carboxylat-Klammern werden die zwei C-terminalen Aminosduren der EEV D-Motive auf der
Domane verankert. Die notige Spezifitdt, um zwischen den C-Termini von Hsc/Hsp70 bzw.
Hsp90 zu unterscheiden, wird durch hydrophobe Wechselwirkungen in Bereichen N-terminal
zum EEVD-Motiv erzeugt. Trotz dieser Gemeinsamkeiten gibt es signifikante Unterschiede
zwischen den Bindungen von TprlSan C70 12 und Tpr2A an C90 5.

Die Interaktionen der Tpr-Doméanen mit den EEVD-Motiven werden durch elektrostatische
Wechselwirkungen der Carboxylat-Klammern dominiert. Dabei bildet Tpr2A, im Vergleich
zu Tprl, zusétzliche Bindungen mit dem EEVD-Motiv aus. Dies sind die Wasserstoff-
brickenbindungen zwischen GIn298 und der Seitenketten von AspO sowie Arg305, Asn308
und der Seitenkette von Glu-3 (vgl. Abbildungen 4.13 und 4.17). Diese weiteren Bindungen
flhren auch zu einer erhdohten Kontaktflache zwischen Tpr2A und dem EEVD-Motiv von
C90 5. Die Kontaktflache zwischen Tpr2A und EEVD betragt 750 A und ist um ca. 100 A2
grolRer als die Kontaktflache zwischen TprlS und dem EEVD-Motiv von C70_12. Die
zusétzlichen Interaktionen zwischen Tpr2A und dem EEVD-Mativ spiegeln sich auch in den
Bindungskonstanten wider. Dabei zeigt Tpr2A mit einem Kq-Wert von 90 uM eine hohere
Basisaffinitét an EEVD als TprlS mit einem Kg-Wert von 294 uM (vgl. Abbildungen 5.1 und
5.4).

Die Uberlagerung der funf konservierten Reste der Carboxylat-Klammern von Tpr2A und
TprlSist in Abbildung 5.9 dargestellt. Die Standardabweichung der superpositionierten C,-
Atome der Carboxylat-Klammern betragt 0.75 A. Im Vergleich dazu berechnet sich aus der
Uberlagerung der kompletten Doméanen eine deutlich héhere Standardabweichung von 1.8 A.
Die Carboxylat-Klammern zeigen somit nicht nur eine sequentielle, sondern auch eine hohe
strukturelle Konservierung. Die Superposition der Carboxylat-Klammern fuhrt auch zu einer
Uberlagerung der gebundenen Peptide. Die beiden C-terminalen Aminosauren AspO und Val-
1 der Peptide werden dabel nahezu perfekt aufeinander abgebildet. Die N-terminalen Peptid-
bereiche divergieren zunehmend vom C- zum N-Terminus der Peptide und interagieren mit
unterschiedlichen Bereichen der entsprechenden Tpr-Doméanen, wodurch Bindungsspezifitét
erreicht wird (vgl. Abbildungen 4.12, 4.13, 4.16 und 4.17). Das Peptid C90_5 lauft nahezu
paralel entlang der A-Helix des dritten Tpr-Motivs von Tpr2A, der Verlauf von C70_12 hin-
gegen zeigt eine wesentlich groRere Horizontalkomponente (vgl. Abbildungen 5.9, 4.11 und
4.15). Die unterschiedlichen Peptidverlaufe kdnnten auch im Zusammenhang mit den ver-



Analyse und Diskussion 79

schieden starken Kriimmungen der Tpr-Doménen stehen. Dabei besitzt Tpr2A eine wesentlich
hohere Krimmung as TprlS (vgl. Abbildung 5.10). Die gréfere Domanenkrimmung von
Tpr2A kann eine direkte Folge der sieben Aminosduren langen Insertion zwischen dem
zweiten und dritten Tpr-Motiv der Tpr2A-Domane sein und wird nicht durch die Anlagerung
des Peptids verursacht (vgl. Tabelle 4.6).

N-Terminus Hsp70-Peptid

N-Terminus Hsp90-Peptid

Asn 233
Asn 12

Abbildung 5.9 Superposition der zweifachen Carboxylat-Klammern von
TprlS/C70_12 (lila) und Tpr2A/C90_5 (hellblau). Die Reste der Carboxylat-
Klammern und die N- bzw. C-Termini der Peptide sind markiert.
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Abbildung 5.10 Vergleich der Domanenkrimmungen von TprlS und Tpr2A. A)
Oberflachen der peptidgebundenen Formen von TprlS und Tpr2A. B) Hauptket-

tenverlauf von TprlS und Tpr2A nach Superposition des ersten Tpr-Motivs der
beiden Doménen.
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5.2 Vergleich mit anderen Tpr-Proteinen
5.2.1 Srukturvergleich der Tpr-Domé&nen von Hop und PP5

Die Tpr-Domane von PP5 (PP5_Tpr) vermittelt die Interaktion der Phosphatase mit Hsp90
und besitzt somit die gleiche physiologische Funktion wie die Tpr2A-Domane von Hop. Inte-
ressanter Weise zeigt der Strukturvergleich der Tpr-Doméanen, sowie den konservierten Res-
ten der Carboxylat-Klammern, die geringste Homologie zwischen Tpr2A und PP5_Tpr (vgl.
Tabelle 5.1). Der signifikante Strukturunterschied zwischen Tpr2A und PP5_Tpr ist, wie im
Fall von TprlS, die Folge einer gréfReren Domanenkrimmung von Tpr2A (vgl. Abbildung
5.10).

Der Strukturvergleich von PP5_Tpr mit TprlS zeigt, besonders fur die Reste der Carboxylat-
Klammer, eine extrem hohe Korrelation (vgl. Tabelle 5.1). Dies erlaubt die Annahme, dass
grolRe Ahnlichkeiten zwischen den Peptiderkennungen von PP5_Tpr und TprlS existieren.
Demnach wirde die Tpr-Domane von PP5 ca. sieben C-terminale Aminosauren von Hsp90
erkennen und binden.

Tabelle 5.1 Standardabweichungen der C,-Atome (RMSD) von PP5_Tpr nach
Superposition mit den Tpr-Doméanen: TprlS: aad-105, Tpr2A: aa225-292 und
aa300-353, Tpr2B: aa360-461, Tpr_PP5: aa28-129.

Serin/Threonin-Phosphatase 5
RMSD Tpr-Doméne  RMSD Carboxylat-  Sequenzidentitat (%)

(A) Klammer (A)
TprlS/C70 12 147 0.40 34.3
Tpr2A/C90_5 2,01 0.79 28.6
Tpr2B (Tpr2S) 135 071 333

5.2.2 Weitere Kochaperone mit Tpr-Motiven

Neben Hop und PP5 sind weitere Kochaperone bekannt, die Uber ihre Tpr-Domanen an
Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 binden. Zu den Hsp90 bindenden Kochaperonen gehéren die
Immunophiline CyP40, FKBP51, FKBP52, die mitochondrialen Importrezeptoren Tom34 und
Tom70, sowie das Protein CNS1_sc. Hsc/Hsp70 interagiert mit den Tpr-Proteinen Chip und
Hip.

Mit Ausnahme von Hip (engl. Hsc70 interacting protein) zeigt der Sequenzvergleich der Tpr-
Domaénen dieser Kochaperone eine nahezu vollstandige Konservierung der zweifachen Car-
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boxylat-Klammern (vgl. Tabelle 5.2). Zusétzlich zeigt der Strukturvergleich zwischen den
Tpr-Doménen von Hop und PP5 eine besonders hohe Korrelation der Seitenkettenkonforma-
tionen relevanter Reste, die fur den Aufbau der Carboxylat-Klammern nétig sind. Dieser hohe
Grad der Konservierung legt die Vermutung nahe, dass die Tpr-Doménen dieser Ko-
chaperone, analog zur Tprl- und Tpr2A-Doméne von Hop, die C-Termini von Hsc/Hsp70
bzw. Hsp90 erkennen und nach dem gleichen Muster binden. Kompetitionsstudien von Hop,
CyP40, FKBP51 und FKBP52 an die C-terminale Hsp90-Doméne zeigen, dass ein an Hsp90
gebundenes Kochaperon durch ein anderes Kochaperon von Hsp90 verdrangt werden kann
und somit seitens Hsp90 sehr wahrscheinlich nur eine Tpr-Bindestelle existiert (Carrello et
al., 1999; Young et al., 1998; Ratajczak & Carrello, 1996; Owens-Grillo et al., 1995). In die-
sem Zusammenhang muss erwahnt werden, dass Hsc/Hsp70 mindestens zwei Tpr-Bindestel-
len besitzt. Neben der C-terminalen Tpr-Bindestelle bindet Hip mittels einer Tpr-Doméne
(drel Tpr-Motive) an die N-terminale Domane von Hsc/Hsp70 (Velten et al., 2000; Irmer &
Hohfeld, 1997). Wie erwartet besitzt die Tpr-Doméne von Hip nicht die konservierten Reste
der Carboxylat-Klammer, sondern erkennt interne Sequenzbereiche der N-terminalen
Hsc/Hsp70-Doméne, was einen alternativen Mechanismus der Proteinerkennung durch Tpr-
Domaénen darstellt.

Der Sequenzvergleich zeigt fur die Tpr-Doménen der Kochaperone unterschiedlich lange In-
sertionen zwischen den Tpr-Motiven. Aul%er fur Tpr2A finden sich diese Insertionen aus-
schliefdlich zwischen dem ersten und zweiten Tpr-Motiv. Da eine gleichzeitige Bindung der
verschiedenen Kochaperone an Hsc/Hsp70 bzw. Hsp90 nicht mdglich ist, kénnten diese In-
sertionen fir die Regulierung der einzelnen Interaktionen von Bedeutung sein.

5.2.3 Mdgliche Hsc/Hsp70 oder Hsp90 bindende Proteine

Mit den konservierten Resten der Carboxylat-Klammer und den in Tabelle 5.2 markierten
Resten des Tpr-Konsensus als Maske wurde die Proteindatenbank durchsucht (PatternFind:
http://www.ch.embnet.org). Dabei konnten sieben weitere Tpr-Proteine identifiziert werden,
die aufgrund ihrer Carboxylat-Klammern potenziell mit einem C-terminalen Aspartat inter-
agieren konnten (vgl. Tabelle 5.2). Sehr wahrscheinlich sind zumindest einige dieser Proteine
K ochaperone von Hsc/Hsp70 oder Hsp90 und binden das konservierte EEVD-Motiv der Cha-
perone. Uber die Funktionen der identifizierten Proteine ist wenig bekannt.
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Tabelle 5.2 Sequenzvergleich von Tpr-Doméanen, die Hsc/Hsp70 oder Hsp90 binden bzw.
potenzielle Bindungspartner aufgrund ihrer konservierten Carboxylat-Klammern sind. Die
Reste der konservierten Carboxylat-Klammern sowie zusétzliche Reste, die elektrostatische
Wechselwirkungen mit dem EEVD-Motiv eingehen, sind blau markiert. Reste, die haupt-
séchlich hydrophobe Interaktionen mit dem Peptid aushilden, sind rot hervorgehoben. Fett
gedruckte Positionen gehdren zum Tpr-Konsensus. Bis auf TOM70 und CNS1 _sc sind ale
Sequenzen humanen Ursprungs. TOM70 ist aus N. crassa, CNS1_sc aus S. cerevisiae. Wei-
tere Erlauterungen im Text.

HELIX 1A HELIX 1B HELIX 2A HELIX 2B
Tprl 4 VNELKEKGNKALSVGNIDDALQCYSEAIKLDPHN---------=-=------ HVLYSNRSAAYAKKGDYQKAYEDGCKTVDL- - -KPDW- - - -
CHIP 26 AQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRVITRNPLV---------=-=------ AVYYTNRALCYLKMQQOHEQAT ADCRRALEL- - -DGQS - - - -
Tpr2A 225 ALKEKELGNDAYKKKDFDTALKHYDKAKELDPTN---------------~ MTYITNQAAVYFEKGDYNKCRELCEKAIEVGRENREDYRQI
PP5 28 AEELKTQANDYFKAKDYENAIKFYSQATIEINPSN----------=------ ATIYYGNRSLAYLRTECYGYALGDATRAIEL- - -DKKY----

FKBP51 268 AAIVKEKGTVYFKGGKYMQAVIQYGKIVSWLEMEYGLSEKE-SKASESFLLAAFLNLAMCYLKLREYTKAVECCDKALGL---DSAN----
FKBP52 270 STIVKERGTVYFKEGKYKQAILQYKKIVSWLEYESSFSNEE-AQKAQATRTASHLNLAMCHLKLOAFSAATESCNKALEL---DSNN-- -~
CyP40 223 TEDLKNIGNTFFKSQNWEMAIKKYAEVLRYVDSSKAVIETADRAKLQPIATLSCVLNIGACKLKMSNWQGAIDSCLEALEL---DPSN----

TOM34 193 ARVLKEEGNELVKKGNHKKAIEKYSESLLCSNLE---------------- SATYSNRALCYLVLKQYTEAVKDCTEALKL- - -DGKN- - - -
TOM70 136 AAKLKELGNKAYGSKDFNKAIDLYSKAIICKPDP----------=------- VYYSNRAACHNALAQWEQVVADTTAAL KL~ - -DPHY - - - -
CNS1 sc 83 AENFKKQGNELYKAKRFKDARELYSKGLAVECEDKSIN------------ ESLYANRAACELELKNYRRCIEDCSKALTT - - -NPKN- - - -
Tpr2B 360 ALEEKNKGNECFQKGDYPQAMKHYTEAIKRNPKD--------=-------~ AKLYSNRAACYTKLLEFQLALKDCEECIQL- - -EPTF----
TTC1 116 STRLKEEGNEQFKKGDYIEAESSYSRALEMCPSCFQKER----------- SILFSNRAAARMKQDKKEMAINDCSKAIQL---NPSY----
TTC2 246 LKAKKEDGNKAFKEGNYKLAYELYTEALGIDPNNIKIN------------ AKLYCNRGTVNSKLRKLDDAIEDCTNAVKL- - -DDTY - - - -
TTC3 231 GELMKMKGNEEFSKERFDIAIIYYTRAIEYRPEN---------------- YLLYGNRALCFLRTGQFRNALGDGKRATIL- - -KNTW- - - -
TTC4 79 AKTYKDEGNDYFKEKDYKKAVISYTEGLKKKCADPDLN-------=-~--- AVLYTNRAAAQYYI GNFRSALNDVTAARKL- - -KPCH- - - -
IRSP 225 FKALKEEGNQCVNDKNYKDALSKYSECLKINNKE---------------- CAIYTNRALCYLKLCQFEEAKQDCDQALQL- - ~-ADGN- - - -
SGT 89 AERLKTEGNEQMKVENFEAAVHFYGKAIELNPAN-------=----=-=---- AVYFCNRAAAYSKILGNYAGAVQDCERAICI - - -DPAY----
KIAAQ0719 114 AQAAKNKGNKYFKAGKYEQAIQCYTEAISLCPTEKNVDL----------- STFYQNRAAAFEQLQKWKEVAQDCTKAVEL- - -NPKY - - - -
HELIX 3A HELIX 3B HELIX C
Tprl 72 GKGYSRKAAALEFLNRFEEAKRTYEEGLKHEANNPQLKEGLONMEARTAERKFM 125
CHIP 94 VKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRINFGDDIPSALRIAKKKRW 147

Tpr2A 300 AKAYARIGNSYFKEEKYKDATHFYNKSLAEHRTPDVLKKCQOAEKILKEQERLA 353
PP5 96 IKGYYRRAASNMALGKFRAALRDYETVVKVKPHDKDAKMKYQECNKIVKQKAFE 149
FKBP51 351 EKGLYRRGEAQLLMNEFESAKGDFEKVLEVNPONKAARLQISMCQKKAKEHNER 404
FKBP52 353 EKGLFRRGEAHLAVNDFELARADFQKVLQLYPNNKAAKTQLAVCQQRIRRQLAR 406
CYP40 307 TKALYRRAQGWQGLKEYDQATADLKKAQGIAPEDKAIQAELLKVKQKIKAQKDK 400
TOM34 261 VKAFYRRAQAHKALKDYKSSFADISNLLQIEPRNGPAQKLRQEVKONLH----- 309
TOM70 203 VKALNRRANAYDQLSRYRHAILDFTASCIIDGFRNEQSAQAVERLLKKFAENKA 256
CNS1 sc 155 VKCYYRTSKAFFQLNKLEEAKSAATFANQRIDPENKSIINMLSVIDRKEQELKA 208

Tpr2B 428 IKGYTRKAAALEAMKDYTKAMDVYQKALDLDSSCKEAADGYQRCMMAQYNRHDS 481

TTC1 189 IRAILRRAELYEKTDKLDEALEDYKSILEKDPSTHQAREACMRLPKQIEERNER 242
TTC2 318 IKAYLRRAQCYMDTEQYEEAVRDYEKVYQTEKTKEHKQLLKNAQLELKKSKRKD 371
TTC3 299 PKGHYRYCDALSMLGEYDWALQANIKAQKLCKNDPEGIKDLIQQHVKLQKQIED 352
TTC4 151 LKAITIRGALCHLELIHFAEAVNWCDEGLQIDAKEKKLLEMRAKADKLKRIEQRD 204
IRSP 293 VKAFYRRALAHKGLKNYQKSLIDLNKVILLDPSIIEAKMELEEVIRLLNLKDKT 346
SGT 159 SKAYGRMGLALSSLNKHVEAVAYYKKALELDPDNETYKSNLKIAELKLREAPSP 212

KIAA0719 187 VKALFRRAKAHEKLDNKKECLEDVTAVCILEGFONQQSMLLADKVLKLLGKEKA 240
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5.2.4 Funktion des Tpr-Motivsvon Tom20

Tom20 ist ein genereller Importrezeptor fur mitochondriale Proteine und besitzt ein Tpr-Mo-
tiv (aa70 - aal03), das eine wichtige Funktion bel der Erkennung mitochondrialer Importse-
guenzen einnimmt. Erst kirzlich wurde die NMR-Struktur eines proteaseresi stenten Rezeptor-
fragments (aab1 - aal45) im Komplex mit einer 13 Aminosauren langen Importsequenz ver-
fugbar (Abe et al., 2000; PDB-Code 10M2). Die Struktur zeigt deutlich, dass das Tpr-Motiv
bei der Peptiderkennung beteiligt ist, diese jedoch nicht ausschliefdlich durch das Tpr-Motiv
erfolgt (vgl. Abbildung 5.11 A). Die Importsequenz bindet hauptsachlich tber hydrophobe
Interaktionen in eine Furche, die durch das Tpr-Motiv (Helices A1 und A2) und die Helices
A3 und A4 des Rezeptors aufgebaut wird. Der Strukturvergleich der Bindedomane von
Tom20 mit den Tprl- und Tpr2A-Domanen von Hop zeigt bis auf die Tpr-Motive keine Ho-
mologie. Das Tpr-Motiv des Tom20-Rezeptors kann gut mit den drel Tpr-Motiven von TprlS
Uberlagert werden (vgl. Abbildung 5.11 B). Die ersten 29 Aminosauren des Tpr-Konsensus
superpositionieren mit Standardabweichungen von 0.73 A, 0.80 A und 0.85 A. Die C-termi-
nalen Reste des Tpr-Konsensus von Tom20 divergieren im Vergleich zu den entsprechenden
Resten der Tpr-Motive von TprlS aufgrund der unterschiedlichen Faltung der beiden Do-
manen. Die Peptiderkennung von Tom20 und TprlS bzw. Tpr2A ist vollig verschieden und
besitzt keine weiteren Gemeinsamkeiten. Die Struktur von Tom20 zeigt jedoch eine weitere
Variante einer Tpr-vermittelten Protein-Protein-Wechselwirkung.

Abbildung 5.11 Erkennung einer mitochondrialen Importsequenz durch TomZ20.
Die N- und C-Termini sind markiert. A) Béandermodell der Bindedoméne des Re-
zeptors (blau) und dem gebundenen Peptid (orange). B) Uberlagerung des Tpr-
Motivs von Tom20 (blau) mit dem ersten Tpr-Motiv der Tprl-Doméane von Hop
(grau).
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5.3 Vergleich mit anderen peptidbindenden Domanen
5.3.1 PDZ-Domanen

Eine weitere Klasse von Protein-Domanen, die kurze C-terminale Reste mit frei zuganglichen
Carboxylat-Gruppen erkennen und binden, sind PDZ-Doménen (Doyle et al., 1996; Kim et
al., 1995). PDZ-Domaénen zeigen keine sequentielle und strukturelle Homologie mit Tpr-Do-
manen. Die strukturelle Basis der Peptiderkennung von PDZ-Doménen lieferte die
Kristallstrukturanalyse eines Peptid-Domanen-Komplexes (Doyle et al., 1996). Im Gegensatz
zu Tpr-Domaénen, die ausschliefflich aus a-Helices aufgebaut sind, bilden PDZ-Doméanen o-
B-Sandwich-Strukturen aus. Da die Funktion der PDZ-Domanen vergleichbar mit der Funk-
tion der Tpr-Domanen von Hop ist, wurden Strukturvergleiche der Domanen-Peptid-Kom-
plexe angefertigt. AulRer der direkten Betelligung der Carboxylat-Reste der Peptide bei der
Interaktion mit den Domanen konnten keine weiteren signifikanten Gemeinsamkeiten festge-
stellt werden. Vielmehr zeigten die beiden Doménen eine vollig andere Faltung und unter-
schiedliche Muster der Peptiderkennung.

5.3.2 14-3-3-Domanen

Die Familie der 14-3-3-Proteine gehdrt zu der Klasse der Phosphoserin (pS) bindenden Pro-
teine, die eine zentrale Rolle bei verschiedenen Signaltransduktionen spielen (Musdlin et al.,
1996). 14-3-3-Proteine erkennen und binden die internen Sequenzmotive RSXpSXP und
RXYFXpSXP (Y affe et al., 1997). Die spezifische Interaktion mit phosphorylierten Sequen-
zen bestimmter Proteine ist der erste Schritt zur Ausbildung signalkompetenter Komplexe als
Antwort auf eine Aktivierung durch Kinasen (Songyang, 1999).

14-3-3-Proteine bilden Homo- bzw. Heterodimere und besitzen neun a-Helices pro Monomer.
Die Uberlagerung eines Peptid-Komplexes von 14-3-3 (Y affe et al., 1997; PDB-Code 14PS)
und TprlS zeigt eine unerwartet hohe strukturelle Ubereinstimmung funktionell wichtiger
Aminosauren der Peptiderkennung.

Funf der sieben Helices von TprlS superpositionieren mit den C-terminalen Helices von 14-
3-3 mit einer Standardabweichung der C,-Atome von 2.5 A (vgl. Abbildung 5.12 A). Diese
Uberlagerung der Doméanen filhrt auch zu einer Superposition der gebundenen Peptide. Die
Co-Positionen der konservierten zweifachen Carboxylat-Klammer von TprlS sind nahezu
identisch mit funktionell wichtigen Resten der Peptiderkennung von 14-3-3 (vgl. Abbildung
5.12 B). Vier dieser Reste von 14-3-3 bilden alle elektrostatischen Interaktionen mit dem ge-
bunden Peptid aus. Offensichtlich erfolgen die Peptidbindungen der TprlS- und 14-3-3-Do-
manen nach dem gleichen architektonischen Prinzip.
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Abbildung 5.12 Uberlagerung der Protein-Peptid-K omplexe von TprlS (lila) und
14-3-3 (grau). A) Bandermodelle der superpositionierten Domanen. Die N- und
C-Termini der Doménen und Peptide sind gekennzeichnet. B) Die Reste der zwei-
fachen Carboxylat-Klammer von TprlS superpositionieren gut mit funktionell
wichtigen Resten von 14-3-3.

Die Uberlagerung der beiden Doméanen zeigt deutlich, dass fiir die N-terminalen funf Helices
von 14-3-3 kein strukturelles Aquivalent in TprlS existiert. Interessanter Weise interagiert
dieser Bereich von 14-3-3 ausschliefdlich mit der Phosphatgruppe des phosphorylierten Serins,
bildet jedoch keine Bindungen mit den verbleibenden Peptidresten aus. Umgekehrt existiert
fur die beiden C-terminalen Helices von TprlS kein strukturelles Aquivalent in 14-3-3. Dies
erlaubt die Interpretation, dass die Molekilbereiche auf3erhalb des gemeinsamen Kerns fir
eine speziaisierte und somit spezifische Peptidinteraktion mitverantwortlich sind.
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7 Anhang

7.1 Sequenz von Hop

SWISS-PROT Eintrag: P31948
Sequenz: 543 Aminosauren
Molekulargewicht: 62639 Da

1
MEQVNELKEK

51
KGDYQKAYED

101
HEANNPQLKE

151
TYRELIEQLR

201
PPPPPKKETK

251
AKELDPTNMT

301
KAYARIGNSY

351
RLAYINPDLA

401
AACYTKLLEF

451
YOKALDLDSS

501
DPAMRLILEQ

11
GNKALSVGNT

61l
GCKTVDLKPD

111
GLONMEARLA

161
NKPSDLGTKL

211
PEPMEEDLPE

261
YITNQAAVYF

311
FKEEKYKDAT

361
LEEKNKGNEC

411
QLALKDCEEC

461
CKEAADGYQR

511
MQKDPQALSE

21
DDALQCYSEA

71
WGKGYSRKAA

121
ERKFMNPFNM

171
QDPRIMTTLS

221
NKKQALKEKE

271
EKGDYNKCRE

321
HFYNKSLAEH

371
FQKGDYPQAM

421
IQLEPTFIKG

471
CMMAQYNRHD

521
HLKNPVIAQK

31
IKLDPHNHVL

81
ALEFLNRFEE

131
PNLYQKLESD

181
VLLGVDLGSM

231
LGNDAYKKKD

281
LCEKAIEVGR

331
RTPDVLKKCQ

381
KHYTEATKRN

431
YTRKAAALEA

481
SPEDVKRRAM

531
IQKLMDVGLT

41
YSNRSAAYAK

91
AKRTYEEGLK

141
PRTRTLLSDP

191
DEEEEIATPP

241
FDTALKHYDK

291
ENREDYRQIA

341
QAEKILKEQE

391
PKDAKLYSNR

441
MKDYTKAMDV

491
ADPEVQQIMS

541
AIR
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7.2 Abkirzungen

(V/v)
(wiv)

APS
ATP

bp

C70 12
C90 5

CCT
Cdc
Chip
CyP
Da
DESY
DTT
E.coli
ESRF
FKBP
FOM
FPLC

GA

HEPES
Hip
Hop
Hsp
IMAC

mikro (10°)

Volumenanteil in Prozent

Masse pro Volumen in Prozent

Angstrom (= 0.1 nm)

engl. amino acid

Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat

engl. base pairs

12 C-terminale Aminosauren von Hsc70

5 C-terminale Aminosauren von Hsp90

circa

engl. chaperonin-containing TCP-1

engl. cell division cycle

engl. carboxyl terminus Hsc70-interacting protein
engl. cyclophilin

Dalton

Deutsches Elektronensynchrotron, Hamburg
Dithiothreitol

Escherichia coli

European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble
engl. FK-506 binding protein

engl. figure of merit

engl. fast performance liquid chromatography
Gramm

Geldanamycin

Stunde

Hydroxyethyl pi perazinoethansul fonsaure
engl. Hsc70 interacting protein

engl. heatshock organizing protein (auch p60)
engl. heat shock protein

engl. imobilized metall affinity chromatography
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IPTG | sopropyl-B-D-thiogal actopyranosid

ITC engl. isothermal titration calorimetry

k Kilo (10%)

Kg thermodynamische Bindungskonstante

I Liter

LB Luria-Bertani

M molar

m milli (10°®)

MAD engl. multiple anomal ous dispersion
MES Morpholinoethansul fonat

MIR engl. multiple isomorphous replacement
MR engl. molecular replacement

Mw Mol ekulargewicht

n nano (10°%)

NMR engl. nuclear magnetic resonance

NSLS National Synchrotron Light Source, Brookhaven
oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

PDB engl. Protein Data Base

PDZ engl. Protein domain Z

PEG Polyethylenglykol

PEG MME Polyethylenglykol Monomethylether
PM SF Phenyl methyl sulfonylfluorid

PP5 Serin/Threonin-Phosphatase 5

RMSD engl. root mean square deviation

SDS Natriumdodecyl sulfonat

SGT engl. small glutamine-rich Tpr protein
T Temperatur

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TEV engl. Tobacco Etch Virus

Tom engl. translocases of the outer mitochondrial membrane
Tpr engl. tetratrico peptide repeat

TriC engl. TCP-1 ring complex
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TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan
uv Ultraviolett
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