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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das FK506-bindende Protein 37.7

Das FK506-bindende Protein 37.7 (FKBP37.7) wurde erstmals 1996 durch das Hefe-Zwei-Hybrid-
System als Interaktionspartner des Hepatitis B Virus X-Proteins identifiziert und daher als
Hepatitis B Virus X-assoziiertes Protein 2 (XAP2) bezeichnet [Carver & Bradfield, 1997]. Kurze
Zeit spater wurde FKBP37.7, ebenfalls durch das Hefe-Zwei-Hybrid-System, von zwei weiteren
Arbeitsgruppen als Interaktionspartner des Arylhydrocarbon-Rezeptors (AhR) identifiziert und ist
daher auch als Arylhydrocarbon-Rezeptor-interagierendes Protein (AIP) und als Arylhydrocarbon-
Rezeptor-assoziiertes Protein 9 (ARA9) bekannt [Kuzhandaivelu et al., 1996; Ma & Whitlock,
1997]. Das humane FKBP37.7 besteht aus 330 Aminosduren, welche zwei Doménen bilden; eine
N-terminal lokalisierte putative PPlase-Domine vom FKBP-Typ und eine C-terminal lokalisierte,
hoch-konservierte Tetratricopeptide repeat-Domédne (TPR-Domine). Aufgrund der putativen
PPlase-Domine wird das Protein auch der FKBP-Familie (FK506-bindende Proteine) der Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) zugeordnet und erhielt durch seine molekulare Masse von
37.7 kDa den Namen FKBP37.7 [Schiene-Fischer & Yu, 2001]. Zum damaligen Zeitpunkt waren
keinerlei Daten zur Struktur verfiigbar, somit erfolgte die Einteilung der Doménen nicht strukturell,
sondern lediglich durch Sequenzvergleiche mit anderen Proteinen. Daher ldsst es sich erkldren,
dass fiir FKBP37.7, trotz seiner Zugehorigkeit zur FKBP-Familie der PPlasen, bislang weder eine
Bindung an FK506, noch eine PPlase-Aktivitdt festgestellt werden konnte [Carver et al., 1998;
Laenger et al., 2009]. FKBP37.7 wird in Vertebraten ubiquitdr exprimiert. Orthologe konnten
zudem in anderen Eukaryoten gefunden werden. In allen untersuchten humanen Geweben konnte
das Protein nachgewiesen werden, in besonders hohen Konzentrationen in Milz und Thymus,
dagegen in der Lunge und Leber nur in geringen Konzentrationen [Carver & Bradfield, 1997;
Meyer et al., 1998]. Zelluldr ist FKBP37.7 vorwiegend cytoplasmatisch lokalisiert, allerdings
konnte es bei transienter Uberexpression auch verstirkt im Zellkern detektiert werden
[Kuzhandaivelu et al., 1996; Meyer et al., 2000].

Trotz der nicht nachweisbaren PPlase-Aktivitit und FKS506-Bindung besteht eine groB3e
Ahnlichkeit der Aminosiduresequenz nicht nur innerhalb der Protein-Protein-Interaktionen
vermittelnden TPR-Doméne, sondern auch innerhalb der putativen PPlase-Doménen zwischen den
verschiedenen Vertretern der Vertebraten (Abbildung 1-1). Zwischen allen in der Abbildung 1-1
aufgefiihrten Vertretern der Sdugetiere betragt die Sequenzhomologie 89 %.

Auf einen moglichen Grund fiir die Konservierung und damit die Bedeutung von FKBP37.7 weisen
die Effekte hin, welche beim Verlust des Proteins zu beobachten sind. So wurden bei der

Generierung von FKBP37.7-Knock out-Méusen (Ara9'/') keine lebensfahigen Organismen erhalten
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[Lin et al., 2007]. Bei genauerer Untersuchung der Embryonen zeigte sich, dass die Tiere
schwerwiegende Entwicklungsdefekte am Herzen sowie einen verringerten Blutfluss durch Kopf
und Extremitdten aufwiesen. Diese Entwicklungsdefekte scheinen allerdings unabhéngig vom AhR
zu sein, der als der Hauptinteraktionspartner von FKBP37.7 diskutiert wird. AhR-defiziente Mause
(Ahr") sind lebensfiihig und zeigen lediglich eine Reduktion der HepatozytengroBe, der Frucht-
barkeit und des Korpergewichtes [Lahvis et al., 2000].

H. sapiens MADI I ARLREDG I QKRV 1 QEGRGELPDFQDGTKATFHYRTLHSDDEGTVIEDDSRARGKPMEL I IGKKFKL 70
C. aethiops  MADIIARLREDGIQKRVIQEGRGELPDFQDGTKATFHYRTLHSDNEGTVLDDSRVRGKPMEL I IGKKFKL 70
M. musculus  MADLIARLREDGIQKRV IQEGRGELPDFQDGTKATFHFRTLHSDNEGSVIDDSRTRGKPMEL I VGKKFKL 70
R. norvegicus MADLIARLREDGIQKRVIQEGRGELPEFQDGTKATFHFRTLHSDPEGSVIDDSRARGKPMEL I IGKKFKL 70
B. taurus MAD1 1ARLREDG I QKRV 1 QEGRGALPDFQDGTKATFHYRTLCSDEEGAVLDDSRVRGKPMEL I IGKKEKL 70
**-k: **: :**-k *x **:*: . -
H. sapiens PVWET IVCTMREGE I AQFLCD I KHVVLYPLVAKSLRN 1 AVGKDPLEGQRHCCGVAQMREHSSLGHADLDA 140
C. aethiops  PVWETIVCTMREGEIAQFLCDIKHVVLYPLVAKSLGNIAVGKDPLEGQRHCCGVAQMHEHSSLGHADLDA 140
M. musculus  PVWETIVCTMREGEIAQFLCDIKHVVLYPLVAKSLRNIAEGKDPLEGQRHCCG I AQMHEHSSLGHADLDA 140
R. norvegicus PVWETIVRTMREGETAQFLCDVKHTVLYPLVAKSLRNIAEGKDPLEGQRHCCGIAQMHEHSSLGHADLDA 140
B. taurus PVWET I VRTMREGE | AQFCCDXKHVVLYPLVAKSLRN I AAGKDPLEGQRHCCG | AQUHXHSSLGHADLDA 140
*hkhkkhkkhkkhkhk Fhkhkhkkk Khkh Kdkhk k% . *k*k - EE -
putative PPlase-Doméne 4__r_> TPR-Motive

H. sapiens LQQNPQPL IFHMEMLKVESPGTYQQDPWAMTDEEKAKAVPL IHQEGNRLYREGHVKEAAAKYYDAIACLK 210
C. aethiops  LQQNPQPLVEHMEMLKVESPGTYQQDPWAMTDEEKAKAVPL IHQEGNRLYREGHVKEAAAKYYDAIACLK 210
M. musculus  LQQNPQPLIFHIEMLKVESPGTYQQDPWAMTDEEKAKAVPV IHQEGNRLYREGQVKEAAAKYYDAIACLK 210
R. norvegicus LQQNPQPLIFHIEMLKVESPGTYQQDPWAMTDEEKAKAVPL IHQEGNRLYREGQVKEAAAKYYDAIACLK 210
B. taurus LQQNPQPL IFD 1 EMLKVENPGTYQQDPWAMTDEEKAKAVPY IHQEGNRLYREGHVKEAAAKYYDAIACLK 210

cx - ) ;
H. sapiens NLQMKEQPGSPEWIQLDQQI TPLLLNYCQCKLVVEEYYEVLDHCSS I LNKYDDNVKAYFKRGKAHAAVWN 280
C. aethiops  NLQMKEQPGSPEWIQLDQQITPLLLNYCQCKLVAEEYYEVLDHCSSILNKYDDNVKAYFKRGKAHAAVWN 280
M. musculus  NLQMKEQPGSPDWIQLDLQITPLLLNYCQCKLVAQEYYEVLDHCSSILNKYDDNVKAYFKRGKAHAAVWN 280
R. norvegicus NLQMKEQPGSPDWIQLDLQITPLLLNYCQCKLVAQEYYEVLDHCSSILNKYDDNVKAYFKRGKAHAAVWN 280
B. taurus NLQMKEQPGSPDWIQLDQQI TPLLLNYCQCKLVAEEYYEVLDHCSS I LNKYDDNVKAYFKRGKAHAAVWN 280
H. sapiens AQEAQADFAKVLELDPALAPVVSRELQALEARIRQKDEEDKARFRGIFSH 330
C. aethiops  AQEAQADFAKVLELDPALAPVVSRELRALEARIRQKDEEDKARFRGIFSH 330
M. musculus  AQEAQADFAKVLELDPALAPVVSRELRALETRIRQKDEEDKARFRGIFSH 330
R. norvegicus AQEAQADFAKVLELDPALAPVVSRELRALEARIRQKDEEDKARFRGIFSH 330
B.

taurus AQQAQDDFAKVLQLDPAMAPVVSRELRALEAR IRQKDEEDKARFRGIFSH 330

Kk -kk -kkk -

Abbildung 1-1: Sequenzvergleich von FKBP37.7 verschiedener Sdugetiere mit ClustalW2 (2007). Aminoséuren,
welche im Vergleich zum humanen Protein veréndert vorliegen sind rot markiert. Identische Aminoséuren sind mit (*),
Reste starker Ahnlichkeit mit (:) und Reste schwacher Ahnlichkeit mit (.) gekennzeichnet. Grau hinterlegt sind Amino-
sduren, welche das putativ aktive Zentrum bilden (Vergleich Abschnitt 3.1.). H. sapiens (Homo sapiens); C. aethiops
(Chlorocebus aethiops); M. musculus (Mus musculus); R. norvegicus (Rattus norvegicus); B. taurus (Bos taurus).

Eine weitere essentielle Rolle wird FKBP37.7 bei der Ausbildung familir isolierter Hypophysen-
adenome (FIPA) zugesprochen, bei denen im Gegensatz zu anderen Adenomausbildungen nur die
Hirnanhangsdriise betroffen ist [Chahal et al., 2010; Vierimaa et al., 2006]. Diese Tumore der
Hypophyse rufen durch die Uberproduktion von Wachstumshormonen Krankheitsbilder wie
Akromegalie, die extreme VergroBerung von Korpergliedern, oder Gigantismus hervor [Chanson &
Salenave, 2008; Leontiou et al., 2008]. Es konnten bei 30 % aller Félle familidr isolierter

Hypophysenadenome und darunter sogar 50 % aller Fille von Akromegalie Mutationen im Gen fiir
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FKBP37.7 festgestellt werden [Chahal et al., 2010]. Bislang sind etwa 50 verschiedene
Verianderungen des FKBP37.7-Gens bekannt, wobei Deletionen, Insertionen und Duplikationen
von Segmenten, sowie Missense-Mutationen oder Nonsense-Mutationen auftreten kénnen [Chahal
et al., 2010; Soares et al., 2005]. Mutationen werden sowohl im Bereich der PPlase-Doméne sowie
der TPR-Doméne beobachtet. Dreiviertel aller Verdanderungen fithren zu verkiirzten Protein-
varianten oder zum Verlust der Funktionsfdhigkeit des Proteins. FKBP37.7 wird somit als

Tumorsuppressor-Gen diskutiert.

1.1.1. Interaktionspartner von FKBP37.7

Seit der Entdeckung von FKBP37.7 im Jahre 1996 konnte eine Vielzahl von Interaktionspartnern
gefunden werden [Cai et al., 2011; Trivellin & Korbonits, 2011]. Die Tabelle 1-1 bietet einen

Uberblick aller bis zum gegenwiirtigen Zeitpunkt bekannten Interaktionen.

Tabelle 1-1: Zusammenstellung aller bekannten Interaktionspartner von FKBP37.7. Mit * gekennzeichnete
Interaktionen konnten bislang nicht bestdtigt werden. Interaktionen, bei denen der Einfluss von FKBP37.7 bislang nicht

geklart ist bzw. widerspriichlich diskutiert wird, sind mit ,,Nicht bewertbar* gekennzeichnet.

Interaktionspartner

Funktion des Interaktions-
partners

Effekt von FKBP37.7 auf
den Interaktionspartner

Nukleare Rezeptoren

Arylhydrocarbon-
Rezeptor (AhR)

Aktivierung der Transkription von
Zielgenen nach Dioxinbindung

Einfluss auf die Trans-
kriptionsaktivitdt, Schutz vor
Ubiquitin-abhidngigem
Abbau

Ostrogen-Rezeptor o
(ERa)

Aktivierung der Transkription von
Zielgenen nach Ostrogenbindung

Inhibition der Transkriptions-
aktivitdt unabhingig von der
Ligandenbindung

Peroxisom Proliferator-
aktivierter-Rezeptor o

Aktivierung der Transkription von
Zielgenen des Lipidstoffwechsels

Inhibition der
Transkriptionsaktivitét

Factor Receptor (EGFR)’

(PPAR®) nach Ligandenbindung
Thyroid-Hormon- Aktivierung der Transkription von Erhohung der
Rezeptor B1 Thyroidhormon-Rezeptorgenen Transkriptionsaktivitét
(TRBI)
Transmembran-Rezeptoren
Tyrosin-Kinase-Rezeptor | Involviert in Entwicklung, Reifung Nicht bewertbar
RET und Uberleben von verschiedenen
Zellen
Epidermal Growth Involviert in Proliferation, Nicht bewertbar

Uberleben, Adhision, Migration
und Differenzierung von Zellen
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Interaktionspartner

Funktion des Interaktions-

Effekt von FKBP37.7 auf

partners den Interaktionspartner
Chaperone
Heat shock protein 90 Proteinfaltung, Mitochondrialer Nicht bewertbar
(Hsp90) Proteinimport
Heat shock cognate 70 Proteinfaltung, Mitochondrialer Nicht bewertbar
(Hsc70) Proteinimport

Virale Proteine

Hepatitis B Virus X-

Aktivierung der Transkription

Inhibition der

Protein (HBV X) verschiedener Gene nach Transkriptionsaktivitét
Virusinfektion
Epstein-Barr nuclear Immortalisierung und Nicht bewertbar
antigen 3 (EBNA-3) Transformation von B-
Lymphozyten
Proteine des Cytoskeletts
Aktin" Komponente des Cytoskeletts Nicht bewertbar
G-Proteine
Gous Signaliibermittlung in Rezeptor- Nicht bewertbar
stimulierten Signalwegen
Goyg Signaliibermittlung in Rezeptor- Nicht bewertbar
stimulierten Signalwegen
Phosphodiesterasen (PDE)
Phosphodiesterase 2A3 Inaktivierung von cAMP Inhibition der katalytischen
(PDE2A3) Aktivitit
Phosphodiesterase 4A5 Inaktivierung von cAMP und Nicht bewertbar
(PDE4AS5) cGMP

Koaktivatoren Nuklearer Rezeptore

>

Transcriptional
mediators/ intermediary
factor 2 (TIF-2)

) Koaktivator des
Ostrogen-Rezeptor o (ERa)

Inhibition der
Transkriptionsaktivitét des
Ostrogen-Rezeptor a

Mitochondriale Proteine

Translocase of outer
mitochondrial membrane
20 (TOM20)

Involviert in den Import von
mitochondrialen Priaproteinen

Nicht bewertbar

Inhibitor der Apoptose

Survivin

Unterdriickung der Apoptose

Schutz von Survivin vor
proteosomalem Abbau

Kinasen

Cardiac Troponin I-
interacting kinase
(TNNI3K) "

Beteiligung an der
Kardiomyogense, Erhoht die

Herzleistung.

Nicht bewertbar




Einleitung

Neben den aufgefiihrten Interaktionen, wurde auch eine Interaktion zwischen FKBP37.7 und dem
Glucocorticoid-Rezeptor (GR) diskutiert. Eine direkte Interaktion beider Proteine konnte jedoch
nicht beobachtet werden [Carver et al., 1998]. Allerdings zeigte eine Studie die Inhibition der
transkriptionellen Glucocorticoid-Rezeptoraktivitit durch die Uberexpression von FKBP37.7 in
Abhéngigkeit von Hsp90 [Carver et al., 1998; Laenger et al., 2009]. Dies kommt moglicherweise
durch die um Hsp90 konkurrierende Interaktion des Glucocorticoid-Rezeptors mit FKBP52
zustande. Eine Interaktion zwischen FKBP37.7 und Dynein, wie bei FKBP52, wurde ebenfalls
vermutet [Kazlauskas et al., 2001]. Diese konnte allerdings durch Co-Prézipitationsexperimente

ebenfalls nicht bestitigt werden [Galigniana et al., 2002].

1.1.2. Die Interaktion von FKBP37.7 mit Hsp90 in Rezeptorkomplexen

Eine Interaktion von Hsp90 und FKBP37.7 wurde erstmals im Arylhydrocarbon-Rezeptorkomplex
beobachtet. Durch Dichtegradientenzentrifugation, chemische Vernetzungsexperimente und
spezifische Antikorper konnte ein heterotetramerer Komplex aus dem AhR, einem Hsp90-Dimer
und einem unbekannten Protein mit einer Masse von etwa 40 kDa nachgewiesen werden [Chen &
Perdew, 1994; Prokipcak et al., 1989]. Das unbekannte Protein konnte erst 1998 als FKBP37.7
identifiziert werden [Meyer et al., 1998]. Spéiter wurde auch die Interaktion von Hsp90 und
FKBP37.7 in einem weiteren heterotetrameren Rezeptorkomplex mit PPARa, einem Liganden-
induzierten Transkriptionsfaktor, gezeigt [Sumanasekera et al., 2003]. Hierbei wurde zudem
beobachtet, dass sich die Interaktion auf PPARa beschrinkt. Eine Bindung der beiden anderen
Subtypen, PPAR und PPARY, konnte ausgeschlossen werden.

Das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) zéhlt zur Klasse der Hsp90-Proteine. Diese besitzen Homologe
in Pro- sowie Eukaryoten und sind evolutionér hoch konserviert [Buchner, 1999]. Im Gegensatz zu
den prokaryotischen sind die eukaryotischen Hsp90-Proteine essentiell fiir die Zelle [Bardwell &
Craig, 1988; Voss et al., 2000]. Mit 1-2 % Anteil am 16slichen Gesamtzellprotein ist Hsp90, selbst
unter stressfreien Bedingungen, eines der am héufigsten vorkommenden cytoplasmatischen
Proteine bei Eukaryoten [Lai et al., 1984; Welch & Feramisco, 1982]. Bei allen Vertebraten
existieren zwei nahezu identische Isoformen des Hsp90, welche beim Menschen eine Sequenz-
identitdt von 86 % aufweisen. Es handelt es sich dabei um das induzierbare Hsp90o, und das
konstitutiv exprimierte Hsp90p [Hansen et al., 1991; Ripley et al., 1999; Zhang et al., 1999]. Als
Mitglied der hoch konservierten Klasse der Hsp90-Proteine zéhlt Hsp90 zu den molekularen
Chaperonen. Neben der generellen Féahigkeit nicht-native Proteine zu stabilisieren, indem deren
Aggregationsreaktionen unterdriickt werden, sind diese molekularen Chaperone auch an der

Reifung von Proteinen beteiligt [Buchner, 1996; Hahn, 2009; Kiefhaber et al., 1991; Pratt, 1997;
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Pratt & Toft, 1997]. Diese Proteine werden als Substratproteine bezeichnet und umfassen
beispielsweise die Steroidhormon-Rezeptoren, den AhR, weitere Transkriptionsfaktoren oder auch
Proteinkinasen [Buchner, 1999; Nair et al., 1996; Pratt & Toft, 2003; Silverstein et al., 1998;
Smith, 2004]. Zur Bindung und Aktivierung der Hsp90-Substrate ist der Aufbau eines Multi-
proteinkomplexes und die ATPase-Aktivitdit von Hsp90 notwendig [Obermann et al., 1998;
Panaretou et al., 1998; Smith et al., 1992]. Fiir die Steroidhormon-Rezeptoren wurden beispiels-
weise die Faktoren in folgender Reihenfolge ermittelt [Kosano et al., 1998; Krukenberg et al.,
2011; Pratt & Toft, 2003; Richter & Buchner, 2001; Wandinger et al., 2008]: Die Bindung eines
Hsp90-Dimers an einen Steroidhormon-Rezeptor erfordert die Beteiligung von Hsp70 und dessen
Cofaktor Hsp40, wobei Hsp90 und Hsp70 durch das Hsp70/Hsp90-organizing protein (Hop)
miteinander verbunden sind [Smith et al., 1993]. Der Steroidhormon-Rezeptor wird anschlieSend
in eine ligandenaffine Form {iberfiihrt, man spricht von einem intermedidren Rezeptorkomplex
[Dittmar & Pratt, 1997]. Nun dissoziieren Hsp70, Hsp40 und Hop aus dem Steroidhormon-
Rezeptorkomplex und die Co-Chaperone p23 sowie ein spezifisches, TPR-Motiv-enthaltendes
Protein treten ein [Shiau et al., 2006; Smith, 1993]. Dieser Komplex wird als reifer Rezeptor-
komplex bezeichnet und ist in der Lage Liganden zu binden. Durch die Ligandenbindung kann der
Rezeptorkomplex seine spezifische Funktion vermitteln indem er vom Cytoplasma in den Zellkern
transloziert [Defranco et al., 1995]. Es wird vermutet, dass die PPlase-Doméne der jeweiligen
PPlase den Steroidhormon-Rezeptorkomplex iiber Protein-Protein-Interaktionen mit dem zelluléren
Transportsystem verbindet und so die Translokation zwischen Cytoplasma und Zellkern vermittelt
[Galigniana et al., 2001; Owens-Grillo et al., 1996]. Im Falle von FKBP52 und Cyp40 konnten
Interaktionen mit Mikrotubuli-assoziiertem Dynein nachgewiesen werden [Galigniana et al., 2002].
Die bislang am besten untersuchte Interaktion von FKBP37.7 ist die im heterotetrameren Aryl-
hydrocarbon-Rezeptorkomplex. Der AhR ist ein Liganden-abhéngiger Transkriptionsfaktor der
helix-loop-helix/Per-ARNT-Sim-Superfamilie. Durch die Bindung von Liganden, wie die des
Prototyps 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin oder anderer halogenierter, aromatischer Kohlen-
wasserstoffe transloziert der Rezeptorkomplex in den Zellkern. Dort dissoziiert der Rezeptor von
Hsp90 und FKBP37.7 und dimerisiert anschlieBend mit dem AhR-nukledren-Translokator
(ARNT), ebenfalls einem Mitglied der helix-loop-helix/Per-ARNT-Sim-Superfamilie. Dieser
dimere Komplex ist nun in der Lage ein so genanntes Xenobiotic response element der DNA zu
binden und damit die Expression von Zielgenen wie Cytochrom P450 1A1 zu induzieren
[Beischlag et al., 2008; Carlson & Perdew, 2002; Denison & Nagy, 2003]. Es wurde gezeigt, dass
diese Translokation des Rezeptorkomplexes in den Zellkern durch den spezifischen Hsp90-
Inhibitor Geldanamycin verhindert werden kann [Kazlauskas et al., 2000; Kazlauskas et al., 2001].
Eine Interaktion von FKBP37.7 mit Hsp90 kann ebenfalls in Abwesenheit des AhR beobachtet
werden, auch wenn diese schwicher ausgeprigt ist [Bell & Poland, 2000; Carver & Bradfield,
1997]. Vergleichbar mit anderen PPlasen interagiert FKBP37.7 {iber seine TPR-Doméne mit
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Hsp90 [Bell & Poland, 2000; Carver et al., 1998; Meyer & Perdew, 1999]. Zusitzlich scheint auch
die N-terminale putative PPlase-Doméne von FKBP37.7 einen Einfluss auf die Interaktion mit
Hsp90 und den AhR zu besitzen, da FKBP37.7-Varianten, denen Teile der putativen PPlase-
Domine entfernt wurden, eine deutlich schwichere Interaktion mit beiden Interaktionspartnern

zeigten [Kazlauskas et al., 2002].

1.2. Peptidyl-Prolyl-cis/trans-1somerasen

FKBP37.7 wird zur Enzymklasse der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) (EC: 5.2.1.8)
gezihlt. Die Enzyme dieser Klasse gehoren neben Chaperonen und Proteindisulfidisomerasen zu
den Faltungshelferenzymen. PPIasen katalysieren die Isomerisierung zwischen dem cis- und dem
trans-Konformationszustand von Peptidbindungen in Peptidketten zwischen Prolin und dessen
N-terminal benachbarter Aminosdure [Fischer et al., 1984b; Schmid, 1993].

Da Peptidbindungen einen partiellen Doppelbindungscharakter besitzen, konnen die flankierenden
Cq,-Atome in cis- (Diederwinkel o= 0°) oder in trans-Stellung (Diederwinkel o= 180°) zueinander
vorliegen (Abbildung 1-2).

PPlase

N
trans (w = 180°) v cis (w =0°)

Abbildung 1-2: Stabile Konformationen der Peptidyl-Prolyl-Bindung. Die Abbildung wurde aus der Dissertation von
A. Thiele iibernommen [Thiele, 2010].

Allerdings ist die trans-Konformation die sterisch giinstigere, so dass lediglich 0,03 % aller
Peptidbindungen eine cis-Konformation aufweisen [Weiss et al., 1998]. Einen Sonderfall stellt die
Peptidbindung zwischen Prolin und dessen N-terminal benachbarter Aminoséure dar. Aufgrund der
Ringstruktur der Iminoséure Prolin unterliegt auch die trans-Konformation einer sterischen
Hinderung, wodurch in diesem Fall sogar 5% der Peptidbindungen in der cis-Konformation
vorliegen [Jabs et al., 1999; Weiss et al., 1998]. Ohne enzymatische Katalyse verlduft die
Isomerisierung dieser Peptidbindungen nur sehr langsam, daher kann die cis/trans-Isomerisierung
einen limitierenden Schritt der Protein-Faltung darstellen [Schmid et al., 1993].

Die PPlasen werden in drei Familien unterteilt; die Cyclophiline (Cyp), die FK506-bindenden
Proteine (FKBP) und die Parvuline (Par) [Fischer, 1994; Fischer et al., 1989; Harding et al., 1989;
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Rahfeld et al., 1994]. Diese drei Familien weisen untereinander teilweise strukturelle Ahnlichkeiten
aber keine Sequenzhomologien auf [Ranganathan et al., 1997; Sekerina et al., 2000; Zhang et al.,
2007]. Namensgebend fiir die FKBP ist die Bindung vieler Vertreter an das Peptidmakrolid FK506
(Tacrolimus) aus Streptomyces tsukubaensis [Tanaka et al., 1987]. Dagegen erhiclten die
Cyclophiline ihren Namen durch die Bindung an das zyklische Undekapeptid Cyclosporin A
(CsA). FK506 und CsA binden mit hoher Affinitdt an das aktive Zentrum der Enzyme und
inhibieren deren PPlase-Aktivitdt. Zusdtzlich vermitteln FK506 und CsA eine immunsupressive
Wirkung iiber den Komplex aus Liganden und PPlase, indem die gemeinsame Oberfldche von
FK506 und FKBP bzw. CsA und Cyp mit der Proteinphosphatase Calcineurin interagiert [Liu et
al., 1991b]. Aus diesem Grund werden PPlasen auch hdufig als Immunophiline bezeichnet

[Schreiber, 1991].

1.2.1. Struktur der FK506-bindenden Proteine

Wie auch andere PPlasen sind die FKBP ubiquitér verbreitet und evolutionér hoch konserviert, was
in speziesiibergreifenden Analysen der Genfamilie belegt wurde [Bell et al., 2006; Galat, 2003;
Luan, 1998; Maruyama et al., 2004]. Anhand von zahlreichen Strukturvergleichen wurde ein
genereller Aufbau fiir die PPlase-Doménen der FKBP-Familie festgestellt.

Abbildung 1-3: Struktur des humanen FKBP12 mit gebundenem FK506 (PDB: 1FKJ). Die
Sekundérstrukturelemente sind nach der Reinfolge in der Polypeptidkette bezeichnet. FKS506 ist in griin dargestellt.
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Dabei handelt es sich um ein vier- bis sechsstrangiges, antiparallel verlaufendes, rechthiandiges [3-
Faltblatt, welches sich als ein halbes B-Fass um eine kurze amphipathische o-Helix windet
[Craescu et al., 1996; Liang et al., 1996; Maestre-Martinez et al., 2006; Michnick et al., 1991;
Sinars et al., 2003; Szep et al., 2009]. In dieser PPIase-Doméne bilden dabei vorwiegend
hydrophobe Aminosduren eine Tasche, in die FK506 durch hydrophobe Wechselwirkungen und
iiber vier Wasserstoffbriicken gebunden wird [Fanghénel & Fischer, 2004; Liicke & Weiwad,
2011]. Innerhalb der FKBP-Familie stellt FKBP12 den prototypischen Vertreter dar und besteht
lediglich aus einer PPlase-Domine. Die Struktur im Komplex mit FK506 ist in Abbildung 1-3
dargestellt [Wilson et al., 1995].

Die Zuordnung der verschiedenen Proteine zur FKBP-Familie erfolgte aufgrund von Sequenz-

homologien. Derzeit sind 16 humane Vertreter dieser Familie bekannt (Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4: Schematische Darstellung aller 16 humanen FKBP. Die zusétzlich zur PPlase-Doméne enthaltenen
Doménen sind entsprechend gekennzeichnet.
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Die meisten humanen FKBP enthalten neben der PPlase-Doméne noch weitere Domidnen und
werden daher auch als Multidoménen-FKBP bezeichnet. Einige Vertreter besitzen weitere, nicht
identische PPlase-Doménen, wie beispielsweise FKBP52 oder FKBP65 [Callebaut et al., 1992;
Coss et al., 1995]. Fiir diese Proteine wurde gezeigt, dass die katalytische Aktivitit lediglich durch
eine einzige PPlase-Doméne vermittelt wird [Pirkl et al., 2001; Zeng et al., 1998]. Weiterhin
konnen die humanen FKBP Signal- und Transportsequenzen, sowie Retentionssignale fiir das
endoplasmatische Retikulum, Transmembrandoménen oder EF-Handstrukturen zur Bindung von
Calcium enthalten [Galat, 2003]. Neben den beschrieben Elementen enthalten humane FKBP noch
Protein-Protein-Interaktionsstellen wie Calmodulinbindestellen oder TPR-Motive [Blatch & Lassle,
1999; Edlich et al., 2005]. Dabei bilden drei TPR-Motive eine TPR-Doméne. FKBP37.7 weist
ebenfalls eine solche eine TPR-Doméne auf.

Fiir nicht-humane FKBP sind dariiber hinaus noch weitere Dominen bekannt. So besitzt
beispielsweise das 21 kDa grofle, FKBP-dhnliche SlyD aus E. coli, sowie dessen Orthologe anderer
Prokaryoten, eine so genannte insert-in-flap-Doméne (IF-Doméne) [Suzuki et al., 2003; Weininger
et al., 2009]. Bei dieser IF-Doméne handelt es sich um eine 59-65 Aminosduren umfassende
Insertion zwischen den B-Faltblattstringen D und E der PPlase-Doméne, fiir die eine Chaperon-

Aktivitat festgestellt werden konnte [Scholz et al., 2006].

In der Familie der humane FKBP sind derzeit sechs Vertreter bekannt, welche TPR-Motive
besitzen: FKBP36, FKBP37.7, FKBP38, FKBP44, FKBP51 und FKBP52, wobei bislang nur die
TPR-Motive von FKBP51 und FKBP52 auf ihre Struktur hin untersucht werden konnten [Sinars et
al., 2003; Wu et al.,, 2004]. Tetratricopeptide repeat-Motive (TPR-Motive) sind Konsensus-
sequenzen aus 34 degenerierten Aminosduren [Blatch & Lassle, 1999; D'Andrea & Regan, 2003;
Lamb et al., 1995]. Durch Vergleiche vieler TPR-Motive konnten die folgenden acht Positionen: 4,
7, 8, 11, 20, 24, 27 und 32 innerhalb der 34 Aminosduren bestimmt werden, welche das Motiv
definieren [Sikorski et al., 1990]. Diese Aminosduren sind zwar ebenfalls nicht konserviert,
allerdings deren GroBe und Hydrophobizitét. Fiir die iibrigen Reste innerhalb der TPR-Motive wird
vermutet, dass sie die funktionelle Spezifitit definieren. Durch Sequenzvergleiche verschiedener
TPR-Motive wurde festgestellt, dass TPR-Motive, welche eine Interaktion mit Hsp90 vermitteln,
hiufig eine Reihe kleiner, hydrophober und geladener Reste an jeweils der gleichen Position tragen
[Blatch & Lassle, 1999].

Die Strukturanalyse verschiedener TPR-Motive zeigte, dass die 34 Aminosduren zwei antiparallel
verlaufende a-Helices (Helix A und B) bilden, welche iiber eine loop-Region miteinander
verbunden sind [Das et al., 1998; Gatto et al., 2000; Scheufler et al., 2000]. Die Anordnung der
beiden Helices wird dabei durch hydrophobe Interaktionen zwischen den konservierten
Aminosduren bestimmt. Der Aufbau eines TPR-Motives ist exemplarisch fiir das erste TPR-Motiv

der Protein-Phosphatase 5 (PP5) in Abbildung 1-5 dargestellt [Blatch & Lassle, 1999].
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Helix A

Abbildung 1-5: Aufbau eines TPR-Motives als Seitenansicht (A) und Ruckansicht (B) der Helixachse.
Exemplarisch dargestellt ist das erste TPR-Motiv der Protein-Phosphatase 5 (PP5) (PDB: 1A17). 34 Aminosduren bilden
zwel antiparallel verlaufende o-Helices, wobei die acht kennzeichneten Reste in Grofle und Hydrophobizitét konserviert
sind. N- und C-Terminus sind mit N bzw. C gekennzeichnet.

Die meisten Proteine besitzen mehrere TPR-Motive. Bislang sind drei bis maximal 16 direkt
aufeinander folgende oder durch kurze Einschiibe getrennte Motive bekannt [Blatch & Lassle,
1999; Groves & Barford, 1999; Lamb et al., 1995]. In Eukaryoten treten am héufigsten drei TPR-
Motive in einer Domine auf [D'Andrea & Regan, 2003]. Die TPR-Motive sind immer spezifisch
organisiert. Jedes TPR-Motiv ist parallel zum nichsten angeordnet, so dass die Abfolge der
einzelnen a-Helices immer antiparallel ist. Diese a-Helices sind jedoch alle in einem Winkel von
24 Grad gegeneinander verschoben, so dass eine rechtsgedrehte Superhelix entsteht. Diese bildet
einen amphipathischen Kanal, dessen konkave Innenseite hauptsidchlich durch die Seitenketten der
Helix A gebildet wird [Blatch & Lassle, 1999; Das et al., 1998]. Diese Innenseite der Superhelix
bildet eine Tasche in die interagierende Proteine wie Hsp90 oder Hsp70 binden koénnen. Diese
Organisation kann fiir alle TPR-Motive beobachtet werden und ist in Abbildung 1-6 exemplarisch
fiir die PP5 und fiir FKBP52 dargestellt.

TPR-Motive vermitteln Protein-Protein-Interaktionen in Multiproteinkomplexen mit einem oder
mehreren Proteinen, wobei eine Beteiligung an den verschiedensten molekularen Prozessen wie
Transkription, Zellzykluskontrolle, Proteintranslokation, Proteindegradation und Pathogenabwehr
festgestellt wurde [Allan & Ratajczak, 2010]. Die bis heute wahrscheinlich am besten untersuchten
Interaktionen von TPR-Motiv-enthaltenden Proteinen sind jene mit den molekularen Chaperonen
Hsp70 und Hsp90 der Eukaryoten und deren Vorkommen in Steroidhormon-Rezeptorkomplexen
[Buchner, 1999; Pratt et al., 2004; Smith, 2004]. Der C-Terminus beider Chaperone beinhaltet die
geladenen Aminoséduren EEVD, die mit den TPR-Dominen interagieren. Bislang konnten
allerdings noch keine Strukturen von Hsp90 oder Hsp70 mit interagierenden Proteinen gelost
werden. Jedoch existieren Proteinstrukturen mit gebundenen Peptiden, welche die Aminosduren
EEVD enthalten [Cliff et al., 2006; Scheufler et al., 2000; Wu et al., 2004]. Ein Beispiel ist in
Abbildung 1-6, B fiir FKBP52 mit dem Pentapeptid MEEDV des Hsp90 dargestellt.
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TPR1

Abbildung 1-6: Aufbau der TPR-Domanen von PP5 (A) und FKBP52 (B). Jeweils drei TPR-Motive bilden eine
rechtsgewundene Superhelix an deren Innenseite Peptide und Proteine binden konnen. FKBP52 ist mit dem Pentapeptid
MEEDV (blau) dargestellt. In cyan ist jeweils die nicht mehr zu den TPR-Motiven gehdrende Helix 7 hervorgehoben. N-
und C-Terminus sind mit N bzw. C gekennzeichnet. Fiir die Darstellung der Strukturen wurden die PDB-Eintrige 1A17
(PP5) und 1QZ2 (FKBP52) verwendet.

Durch verschiedene Experimente konnten die Aminosédurereste identifiziert werden, welche an der
Bindung beteiligt sind [Brinker et al., 2002; Russell et al., 1999; Ward et al., 2002]. Es handelt sich
dabei um die Aminosduren an den Positionen 5 und 9 im ersten TPR-Motiv, die Aminosdure an
Position 6 im zweiten TPR-Motiv und die Aminosduren an den Positionen 2 und 6 im dritten TPR-
Motiv. Ein Austausch der zweiten Aminosdure des dritten TPR-Motives von FKBP37.7 fiihrte zum
teilweisen Verlust der Interaktion mit Hsp90 [Bell & Poland, 2000].

Weitere Bereiche auflerhalb der TPR-Motive konnen ebenfalls an der Interaktion beteiligt sein und
fiir die Spezifitdt der Bindung oder fiir eine stabile Interaktion notwendig sein [Barent et al., 1998;
Brinker et al., 2002; Carrello et al., 2004; Odunuga et al., 2003; Ratajczak & Carrello, 1996;
Scheufler et al., 2000]. Im Falle von FKBP37.7 scheint die Interaktion ebenfalls {iber das dritte
TPR-Motiv hinauszugehen, denn eine Deletion der 32 bzw. 19 C-terminalen Aminoséuren fiithrten

zum Verlust der Interaktion mit Hsp90 [Kazlauskas et al., 2002; Meyer & Perdew, 1999].

Alle Vertreter der Hsp90-Familie bestehen aus drei Dominen und bildet unter physiologischen
Bedingungen Homodimere, wobei die Dimerisierung essentiell fiir die Aktivitdt ist [Ali et al.,
2006; Immormino et al., 2006; Itoh & Tashima, 1993; Nemoto et al., 1997; Shiau et al., 2006;
Stebbins et al., 1997; Wayne & Bolon, 2007]. Der Aufbau eines Dimers ist in Abbildung 1-7 zu
sehen. Die N-terminale Doméne enthélt eine tiefe Nukleotid-Bindetasche in welche ATP, aber auch
ADP sowie die spezifischen Hsp90-Inhibitoren Geldanamycin oder Radicicol binden konnen und

vermittelt die ATPase-Aktivitét [Ali et al., 2006; Prodromou et al., 2000; Richter et al., 2006; Roe
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et al., 1999; Stebbins et al., 1997]. Die Mitteldoméne ist ebenfalls direkt an der ATP-Hydrolyse
beteiligt und spielt scheinbar eine entscheidende Rolle bei der Erkennung und Bindung von
Substratproteinen [Fontana et al., 2002; Hawle et al., 2006; Meyer et al., 2003; Meyer et al., 2004;
Nemoto et al., 1995].

ATP
N-terminale
ATPase-Domane

mittlere
Substratbindungsdomaéne

C-terminale
Dimerisierungsdoméane

Abbildung 1-7: Darstellung des Hsp90 aus Saccharomyces cerevisiae (PDB: 2CG9). Von dem funktionellen
Homodimer ist ein Monomer in der Oberflichendarstellung abgebildet (grau). Vom anderen Monomer sind die
Sekundérstrukturelemente dargestellt, wobei die jeweiligen Doménen unterschiedlich gefarbt sind. Die N-terminale
Domine ist orange, die mittlere Doméne ist rot und die C-terminale Doméne ist in cyan hervorgehoben. Ebenfalls ist die
Lage des ATP in der N-terminalen Doméne gezeigt (blau). Der geladene Linker zwischen N-terminaler und mittlerer
Doméne ist nicht aufgeldst.

Die C-terminale Doméne von Hsp90 vermittelt die Dimerisierung der Monomere [Minami et al.,
1994; Nemoto et al., 1995]. Die cytosolischen Hsp90-Varianten der Eukaryoten besitzen zudem
eine Verlidngerung der C-terminalen Doméne, welche das MEEVD-Motiv triagt [Wandinger et al.,
2008]. Somit sind nur die cytosolischen, eukaryotischen Hsp90-Proteine in der Lage mit TPR-
Motiv-enthaltenden Proteinen zu interagieren. Von der Verlingerung der C-terminalen Doméne

konnte bislang aber keine Struktur geldst werden.

1.2.2. Funktionen der FK506-bindenden Proteine

Die Bedeutung der FKBP, insbesondere bei der Proteinfaltung, ist bislang kaum verstanden. Zwar
sind die Proteine dieser Familie ubiquitir verbreitet und evolutionir hoch konserviert, dennoch
konnte bislang nicht fiir alle Vertreter eine PPlase-Aktivitit oder eine FK506-Bindung
nachgewiesen werden [Jarczowski et al., 2008; Linnert et al., 2012b]. Dagegen konnten spezielle

zelluldre Funktionen einzelner FKBP in hoheren Eukaryoten bereits aufgekldrt werden. Die
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Deletion von FKBP12 fiihrt beispielsweise in Mausen zu schweren Herzmuskeldefekten, was mit
einer morphologischen Verdnderung des mit FKBP12-assoziierten Calcium-Kanals RyR1 in
Verbindung gebracht wird [Shou et al., 1998]. Weiterhin fiihrt die Deletion von FKBP36 bei
ménnlichen Méusen zu Infertilitdt, was auf einen Defekt bei der Spermatogenese zuriickgefiihrt
wird [Crackower et al., 2003]. Es wird angenommen, dass das mit Hsp72 interagierende FKBP36
an der Meiose beteiligt ist [Dix et al., 1997; Jarczowski et al., 2008]. Nachgewiesene Mutationen
im Gen fiir FKBP44 konnten mit einer Fehlentwicklung des Pigmentepithels der Netzhaut
assoziiert werden, was zum Krankheitsbild der Leberschen kongenitalen Amaurose und damit
meist zu Blindheit fiithrt [Sohocki et al., 2001]. Die genaue Funktion von FKBP44 bei der
Entwicklung des Pigmentepithels konnte allerdings bislang noch nicht aufgeklart werden. Fiir
weibliche, FKBP52-defiziente Méause wurde festgestellt, dass diese unfruchtbar sind. Die
Unfruchbarkeit wird auf eine gestorte Signaltransduktion durch den Progesteron-Rezeptor
zuriickgefiihrt, welcher mit FKBP52 assoziiert vorliegt [Tranguch et al., 2005]. Trotz ihrer
offensichtlich wichtigen, zelluldren Funktionen konnte fiir FKBP36 und FKBP44 bislang aber
keine PPlase-Aktivitdt nachgewiesen werden. Eine weitere interessante Beobachtung wurde mit
der Hefe Saccharomyces cerevisiae gemacht. Dabei fiihrte die Deletion aller vier vorkommenden
FKBP dennoch zu lebensfidhigen Zellen deren Phénotypen nur die Additionseffekte der
Einzeldeletionen zeigten [Dolinski et al., 1997].

Aufgrund dieser Beobachtungen scheint eine Beteiligung der FKBP an unterschiedlichen,
individuellen Signaltransduktionsprozessen wahrscheinlicher als eine generelle, essentielle

Beteiligung bei der Proteinfaltung [Gothel & Marahiel, 1999].
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1.3. Zielstellung der Arbeit

Aufgrund fehlender Strukturdaten fir FKBP37.7 wird das Protein bislang nur anhand von
Sequenzvergleichen der FKBP-Familie der PPlasen zugeordnet. FKBP37.7 besteht aus einer
N-terminal gelegenen putativen PPlase-Doméine vom FKBP-Typ und einer C-terminal gelegenen
TPR-Domine. Protein-Protein-Interaktionen konnten bislang nur fiir die TPR-Doméne
nachgewiesen werden, wohingegen {iber die putative PPlase-Doméne kaum etwas bekannt ist.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Funktion der PPlase-Doméne néher charakterisiert
werden. Dafiir sollten unterschiedliche FKBP37.7-Varianten rekombinant hergestellt und auf
PPIase-Aktivitét, sowie deren Fihigkeit zur FK506-Bindung, untersucht werden. Gegebenenfalls
sollte auch der Einfluss etwaiger eukaryotischer, posttranslationaler Modifikationen auf die PPlase-
Aktivitdt und die FK506-Bindung geklirt werden, indem FKBP37.7 in humanen Zellen hergestellt
und daraus gereinigt wird. Im Falle einer nicht nachweisbaren katalytischen Aktivitét sollte durch
die Aufkldrung der Proteinstruktur der PPlase-Doméne untersucht werden, ob es sich bei dem
vorliegenden Protein tatsdchlich um eine PPlase-Domine vom FKBP-Typ handelt. Mit den
gewonnenen Erkenntnissen sollten dann weitere Untersuchungen zu moglichen Regulations-
mechanismen der PPlase-Aktivitit angestellt oder ein Grund fiir die fehlende Aktivitit ermittelt
werden. AuBlerdem sollte die putative PPlase-Doméne auf die Ausbildung von Protein-Protein-

Interaktionen hin untersucht werden.
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2. Material & Methoden

2.1. Material

Chemikalien/ Verbrauchsmaterialien

Anti-FLAG M2 Affinity Agarose

Antibiotika

"N-Ammoniumchlorid

APS

ATP

Benzonase

CHAPS

Chromatographiematerial: Fractogel-EMD-DEAE-650(M)
Chromatographiematerial: Fractogel-EMD-Propyl-650(M)
Chromatographiematerial: GSH-Sepharose
Chromatographiematerial: Ni-NTA-Agarose
Chromatographiematerial: Q-Sepharose
Chromatographiesdule: HiLoad Superdex 75 HR 16/60
Chromatographiesiule: HiLoad Superdex 200 HR 16/60
Coomassie R250, Coomassie G250

CsA

CsA-Derivat: [O-Carboxymethyl-D-Ser®]-CsA
Dialysemembran: Servapor

dNTPs

DMSO

DryStrip Cover Fluid

DTT

EDTA

Ethylenglycol

FK506

FK506-Affinitdtsmatrix und Kontrollmatix
FK506-Derivat MT-10

"C-Glukose

GSH

Hefeextrakt

Imidazol

Hersteller/ Vertreiber
Sigma Aldrich
AppliChem
EURISO-TOP
Merck

Sigma Aldrich
Novagen

Roth

Merck

Merck

GE Healthcare
Qiagen

GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
Serva

LC Laboratories
M. Theuerkorn
Serva
Fermentas
Merck

GE Healthcare
AppliChem
Roth

Merck

LC Laboratories
M. Theuerkorn
M. Theuerkorn
EURISO-TOP
Sigma Aldrich
Becton Dickinson

Roth
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Chemikalien/ Verbrauchsmaterialien

IPTG

IPG-Streifen

Kiivetten: Einweg aus Polystyrol

Kiivetten: Quarzglaskiivetten aus SUPRASIL
-Mercaptoethanol

Nitrocellulosemembran

Nonidet P-40

Oligonukleotide: Primer fiir Klonierungen und Mutagenesen
Oligonukleotid: Oligo(dT);g

Peptid: Abz-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA

Peptid: Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA

Peptid: Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (FLAG-Peptid)
PonceauS-Losung

Pharmalyte 3-10

Phosphataseinhibitoren: Phosphatase Inhibitor Cocktail 3
PMSF

PVDF-Membran

Proteaseinhibitoren: Halt Protease Inhibitor Cocktail

Proteaseinhibitoren: Complete Protease Inhibitor Cocktail EDTA-

free

Rapamycin

Reswelling Tray
Rotiphorese Gel 30 (37,5: 1)
Silbernitrat

Strip Holder

SYBR Safe DNA gel stain
TCEP-HCI

TEMED

TFE

Trizol

Trypton

Tween-20

VivaSpin-Konzentratoren

Hersteller/ Vertreiber
AppliChem

GE Healthcare
Roth

Hellma

Sigma Aldrich
Pall Corporation
AppliChem
MWG Eurofins
Fermentas
Bachem

Bachem

G. Jahreis

Serva

GE Healthcare
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Thermo Scientific

Roche

LC Laboratories
GE Healthcare
Roth

VWR

GE Healthcare
Invitrogen
Thermo Scientific
Roth

Fluka
Invitrogen
Fluka

Serva

Sartorius

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Merck, Roth, Serva oder

Sigma Aldrich bezogen mit dem Reinheitsgrad pro analysis bezogen.
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Reagenzienzusammenstellungen (Kits)
Plasmid Mini Kit

Plasmid Maxi Kit

QIlAquick Gel Extraction Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit

Chemiluminescence Detection Kit for Horseradish Peroxidase

Molekulargewichtsstandards
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
PageRuler Prestained Protein Ladder
PageRuler Unstained Protein Ladder

Proteom Marker

Antikorper (Bestellnummer) Hersteller/ VVertreiber

Anti-Penta-Histidin (34660) Qiagen

Anti-FLAG M2 (F1804) Sigma Aldrich
Anti-FKBP37.7 (HPA004063) Sigma Aldrich
Anti-Aktin (A2066) Sigma Aldrich

Anti-FKBP12 (PA1-026A) Thermo Scientific
Anti-FKBP51 (sc-13983)
Anti-FKBP52 (SA-136)

Anti-FKBP36

Santa Cruz
Biomol

pab Productions

Anti-Hsp90 (SPA-835) Stressgen
Anti-Tubulin (T9026) Sigma Aldrich
Anti-Dynein (MAB1618) Millipore
Anti-Mouse (A59006) Sigma Aldrich
Anti-Kaninchen IgG (A0545) Sigma Aldrich
Anti-Rat (A9037) Sigma Aldrich

Kulturmedien/ Verbrauchsmittel fir humane Zellkultur
Earle’s MEM

FCS

DMEM

Glutamin

G-418 (Geneticin)

Lipofectamine2000

Hersteller /Vertreiber
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Roche

Stratagene

Applichem

Hersteller /Vertreiber

Fermentas

Fermentas

Fermentas

Serva
Ursprung  Titer
Maus 1:500-1:1000
Maus 1:1000
Kaninchen  1:200-1:1000
Kaninchen  1:100
Kaninchen  1:500
Kaninchen  1:500
Kaninchen  1:500
Kaninchen  1:500
Ratte 1:1000
Maus 1:1000
Maus 1:500
Schaf 1:3000
Ziege 1:4000
Ziege 1:1000

Hersteller /Vertreiber

Biochrom

PAA
PAA
PAA

Biochrom

Invitrogen
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OPTIMEM (Serumfreies Medium) Gibco

RPMI PAA

Trypsin PAA
Zellkulturflaschen- und Platten TPP
Bakterienstamm Genotyp Bezugsquelle
DH5a SUpE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR17 Novagen

recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

BL21 (DE3) hsdSg (rg” mg") gal decm (AcIts857 ind1 Sam7 Stratagene
nin5 lacUV5-T7 genel)

Rosetta (DE3) F—ompT hsdSg (15" mg") gal dcm (DE3) Novagen
pPRARE? (Cam®)

Plasmide Bezugsquelle

pCMV-Tag 2B Stratagene

pGEX-5X-1 GE Healthcare

pET-30a(+) Novagen

pET-28a(+) Novagen

vorhandene Vektor Restriktions- Bezugsquelle
Expressionsplasmide schnittstellen

FKBP37.7"% pET-30a(+) Ndel, HindIII A.-K. Paschke, MPF
Hise-FKBP37.7'% pET-28a(+) EcoRI, HindIII A.-K. Paschke, MPF
GST-FKBP37.7'3% pGEX-5X-1 EcoRlI, Xhol A.-K. Paschke, MPF
FKBP37.7"'" pET-30a(+) Ndel, HindIII A.-K. Paschke, MPF
Hisg-Hsp900. 27 pET-28a(+) EcoRlI, Xhol F. Jarczowski, MPF
Hisg-Hsp90p®2*7 pET-28a(+) EcoRI, HindIIl A.-K. Paschke, MPF
Proteine und Enzyme Hersteller/ Bezugsquelle
Benzonase Novagen

BSA fiir die Molekularbiologie New England Biolabs

BSA Sigma Aldrich
o-Chymotrypsin Sigma Aldrich
Citrat-Synthase (Schweineherz) Sigma Aldrich

Cypl8 F. Erdmann, MPF

Deep Vent DNA Polymerase mit ThermoPol reaction Buffer ~ New England Biolabs
FKBP12 H. Ungar, MPF; S. Wetzel, MPF
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FKBP51
FKBP52
GST

Restriktionsendonukleasen mit Reaktionspuffern

RevertAid Reverse Transcriptase mit RevertAid Reverse

H. Ungar, MPF

H. Ungar, MPF

S. Posel, MPF

New England Biolabs

Fermentas

Transcriptase reaction buffer

RCM-T1

T4 DNA Ligase mit T4 DNA Ligase Reaction Buffer

S. RoB, MPF
New England Biolabs

Bei allen im Verlauf dieser Arbeit verwendeten FKBP und Hsp90 handelt es sich, wenn nicht
anders gekennzeichnet, um humane Proteine.

Kulturmedien fir E. coli

LB-Medium
LB-Agar Platten
2YT-Medium
SOC-Medium

MO9-Minimalmedium

Puffer und Lésungen

Zelllysispuffer 1

Zelllysispuffer 2

MENG-Puffer

1 x TBS
Kanamycin
Ampicillin
Chloramphenicol
Tetracyclin
G-418

1 x PBS

Trenngelpuffer

Zusammensetzung

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl pH 7,0
1,5 % (w/v) Agar in LB-Medium

16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl pH 7,0

20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQOy, 20 mM Glukose
pH 7,0

12,8 g/l Na,HPO,, 3 g/l KH,PO,, 1 g/l NH,ClI, 0,5 g/l NaCl,
2 mM MgSOy,, 4 g/l Glukose, 0,1 mM CacCl,

Zusammensetzung

1xTBS, 1 mM EDTA, 0,1 % NP40, 2 % Glycerin, 1,5 mM MgCl,,
Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche), Benzonase, Phosphatase-
inhibitor-Cocktail

MENG-Puffer, 10 mM Na,Mo0QO,, 50 mM EDTA, 0,1 % Nonidet
P40, 1,5 mM MgCl,, Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche), Benzonase
und Phosphataseinhibitor-Cocktail

25 mM MOPS, 2 mM EDTA, 0,02 % Natriumazid, 10 % Glycerin
pH 7,5

50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NacCl

25 mg/ml Kanamycin in H,O

100 mg/ml Ampicilin in H,O

34 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol
5 mg/ml Tetracyclin in Ethanol

50 mg/ml in H,O

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,PO,
pH 7.4

1,8 M Tris pH 8,8
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Puffer und Losungen

Sammelgelpuffer

1 x SDS-Probenpuffer

1 x SDS-Laufpufter

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-
Entfarbelosung

Rehydrierungspuffer

Equilibrierungspuffer

1 x TBST
1 x TAE-Puffer
Standard 7-Puffer

2.2. Methoden

Zusammensetzung

1,25 M Tris pH 6,8

0,08 M Tris pH 6,8, 2 mM SDS, 2 % Glycerin (v/v), 0,25 %
p—Mercaptoethanol (v/v), 0,05 mM Bromphenolblau

25 mM Tris pH 8.8, 192 mM Glycin, 3,5 mM SDS

0,2 % (w/v) Coomassie R250, 0,05 % (w/v) Coomassie G250, 10 %
(v/v) Essigsaure, 30 %(v/v) Methanol, 17,5 % (v/v) Ethanol

45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsédure

8 M Harnstoff, 2 % CHAPS, 0,5 % Pharmalyte 3-10, 0,002 %

Bromphenolblau, 18 mM DTT

75 mM Tris pH 8,8, 6 M Harnstoff, 30 % Glycerin, 6 % SDS,

0,002 % Bromphenolblau

137 mM NaCl, 20 mM Tris, 0.1 % Tween-20 pH 7,6
40 mM Tris, 1| mM EDTA, 20 mM Essigsédure pH 8,0
10 mM HEPES, 1,5 mM MgCl,, 150 mM KCl pH 7,8

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung der E. coli erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in Kulturréhrchen mit 5 ml

LB-Medium. Dazu wurden den Réhrchen entsprechende Mengen bendtigter Antibiotika zugesetzt

und iiber Nacht im Inkubationsschiittler bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.

Fiir die praparative Anzucht von E. coli fiir die spétere Proteinreinigung wurden Vorkulturen mit

drei mal 200 ml Medium und Antibiotikum aus einer Glycerinkultur oder einem Transformations-

ansatz angeimpft und liber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln kultiviert. Am darauffolgenden Tag

wurden sechs mal 1 1 Medium in 2,5 1-Schikane-Kolben mit je 100 ml Vorkultur angeimpft und bis

zum Erreichen einer optischen Dichte von ODgy= 0,6-0,8 bei 140 rpm kultiviert. AnschlieBend

erfolgte die Zugabe von 0,5 mM IPTG und eine weitere Kultivierung fiir 2,5 bis 4 h. Die Zellen

wurden anschlieBend fiir 15 min bei 4 °C und 4900 x g in einer Sorvall RC-5B Plus Zentrifuge mit

SLA-3000 Rotor sedimentiert. Die Lagerung erfolgte bis zur Weiterbearbeitung bei -80 °C.

2.2.1.2. Herstellung von Glycerinkulturen
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Zur Langzeitlagerung von transfizierten E. coli wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafiir wurden
300 ul steriles Glycerin (87 % (v/v)) mit 700 ul einer entspechend gewachsenen Ubernachtkultur
gemischt und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3. Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli des entsprechenden Bakterienstammes wurden
50 ml LB-Medium mit 5 ml einer entsprechenden Ubernachtkultur angeimpft und bis zum
Erreichen einer optischen Dicht von ODgg= 0,4-0,6 bei 37 °C kultiviert. Die Zellen wurden danach
fiir 10 min bei 3500 x g und 4 °C sedimentiert, das dabei erhaltene Zellpelett in 20 ml 0,1 M CacCl,
resuspendiert und anschlieend 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Wiederholung des Zentri-
fugationssschrittes wurde das Pelett in 5 ml 0,1 M CaCl, gelost, mit 900 ul Glycerin (87% (v/v))

versetzt und in Aliquot mit jeweils 50 pl bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.2.1.4. Transformation von E. coli

Ein Aliquot der chemisch kompetenten Zellen wurde mit 1 pl eines Ligationsansatzes oder etwa
20 pg Plasmid-DNA gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir 45 s einem
Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt und anschlieBend fiir 2 min auf Eis weiter inkubiert. Diesen
Zellen wurden 400 pl SOC-Medium zugegeben und anschlieBend fiir weitere 45 min bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden 200 pl dieser Bakteriensuspension auf einer Agarplatte mit ent-

sprechendem Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C kultiviert.

2.2.1.5. Kultivierung humaner Zellen

Die humane Zelllinie WI-38 wurden von ATCC bezogen. Alle anderen Zelllinien wurden von der
DSZM in Braunschweig bezogen. Die Kultivierung aller Zellen erfolgt steril im angegeben
Medium mit der jeweils bendtigten Konzentration an CO, bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit.
Zusétzlich enthielten allen Medien 10 % FCS und 2 mM Glutamin.

Tabelle 2-1: Beschreibung und Kulturbedingungen der verwendeten Zelllinien.

Zelllinie Beschreibung Kultivierung
Jurkat immortalisierte humane T-Zelllinie aus dem @ - Suspensionszellen
[Schneider et al., periphdren Blut eines Jungen mit akuter - RPMI 5% CO,
1977] lymphoblastischer Leukdmie
HEK293 Transformationsprodukt einer embryonalen, = - adherente Zellen

[Graham et al., 1977; | humanen Nierenzelle mit Teilen der DNA des | - DMEM, 5 % CO,
Knowles et al., 1980] | Adenovirus 5

HepG2 immortalisierte Zelllinie aus dem Tumorgewebe = - adherente Zellen
[Aden et al., 1979] eines Jungen mit Leberzellkarzinom - RPML, 5 % CO,
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Zelllinie

SH-SYS5Y
[Biedler et al., 1973]

Beschreibung

dreimal klonierte Subzelllinie der Neuro-
blastomzelllinie SK-N-SH, aus dem Knochen-

Kultivierung

- adherente Zellen
- DMEM, 10 % CO,

mark eines vierjdhrigen Madchens mit
metastasierendem Neuroblastom

HelLa
[Scherer et al., 1953]

- adherente Zellen
- DMEM, 5 % CO,

immortalisierte humane Zelllinie aus
epithelialem  Gebarmutterhalskrebs, hervor-
gerufen durch das Papillomavirus 18

HT-29 humane immortalisierte Epithelzelllinie aus - adherente Zellen
[von Kleist et al., einem Adenokarzinom Typ 1 des Dickdarm - DMEM, 5 % CO,
1975]

WI-38 human diploide Zelllinie aus normalem, - adherente Zellen
[Hayflick & embryonischem Lungengewebe - Earle’s MEM,
Moorhead, 1961] 5% CO,

MCF-7 immortalisierte  humane  Brustkrebszelllinie = - adherente Zellen
[Soule et al., 1973] eines metastasiecrenden = Mammakarzinoms; - RPMI, 5 % CO,,

cytoplasmatische Estrogen-Rezeptoren positiv 10 pg/ml Insulin

Das Medium der Zellen wurde alle zwei bis drei Tage erneuert. Bei adherent wachsenden Zellen
wurde dafiir das Medium abgesaugt, die Zellen mit auf 37 °C temperiertem 1 x PBS gewaschen
und anschlieBend mit neuem, temperiertem Medium versetzt. Die Suspensionszellen wurden 5 min
bei 1000 x g und RT zentrifugiert. Das Pelett wurde anschlieBend mit temperiertem 1 x PBS
gewaschen und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt in neuem, temperiertem Medium
resuspendiert.

Zum Aufteileilen der adherent wachsenden Zellen wurden diese fiir etwa 5 min mit 0,5 mg Trypsin
behandelt, anschlieBend in frischem, temperiertem Medium resuspendiert und 5 min bei 1000 x g
und RT pelletiert. Das Pelett wurde erneut mit temperiertem 1 x PBS gewaschen und dann ein Teil
der Zellen in neuem Medium weiter kultiviert. Das Aufteileilen der Suspensionszellen erfolgt
analog zum Wechsel des Mediums, allerdings wurde dann nur ein Teil der Zellen weiter kultiviert.
2.2.1.6. Transfektion immortalisierter humaner Zellen

Zur Transfektion der humanen Zellen wurde in dieser Arbeit die Methode der Lipofektion mit
Lipofectamine 2000 gewihlt. Dafiir wurden 2 pg Plasmid-DNA und 5 pg Lipofectamine 2000 mit
500 ul Serumfreiem Medium (OPTIMEM) gemischt und fir 20 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde dieses Gemisch auf die Zellen gegeben, welche sich in 2 ml serumfreiem
Medium befanden. Nach 24 h wurde das Trasfektionsmedium entfernt und durch frisches, der
Zelllinie entsprechendes Medium ersetzt. Zur Erzeugung stabiler Zelllinien wurde dem Medium

zusitzlich ein entsprechendes Antibiotikum beigefiigt.
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2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Pré&paration von Plasmid-DNA

Zur Priiparation geringer Mengen Plasmid-DNA wurde diese aus einer 5 ml Ubernachtkultur mit
dem QIAGEN Plasmid Mini Kit nach den Angaben des Herstellers isoliert. Die Elution erfolgte mit
50 ul H,0.

Zur Pripation groferer Mengen Plasmid-DNA von Vektoren fiir die Klonierung oder fiir die
Transfektion von humanen Zellen wurden 150 ml einer Ubernachtkultur verwendet und mit dem
QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach den Angaben des Herstellers isoliert. Die Elution erfolgte mit

10 mM Tris pH 7,5. Wenn nétig, wurde das Volumen der Elution im Stickstoffstrom verringert.

2.2.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der expotentiellen Vervielfdltigung eines definierten DNA-Bereiches. Dieser
Bereich wird am 3’- und am 5°-Ende jeweils durch die gewéhlten Sequenzen der dem Template
komplementidren Oligonukleotide (Primer) festgelegt. Angrenzend an diese Sequenzen kdnnen
zusitzlich Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen eingefiigt werden [Mullis & Faloona,
1987]. Alle Reaktionen wurden in sterilen 0,5 ml ReaktionsgefdBen durchgefiihrt. Dabei enthielt
ein PCR-Ansatz 10-100 ng Template-DNA oder 3 pl cDNA, jeweils 10 nmol dNTPs, jeweils
50 pmol Olignukleotide zur Bindung an das 5’-Ende und das 3’-Ende, und 1 Unit Deep Vent DNA
Polymerase in 30 pl ThermoPol reaction Buffer. Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte

dabei im einem Thermo Cycler standardméBig nach folgendem Programm:

Tabelle 2-2: Programm fur die Polymerasekettenreaktion.

Schritt Syntheseschritt Temperatur Dauer
1 Denaturierung der Template-DNA 96 °C 5 min
2 Denaturierung der Template-DNA 96 °C 1,5 min
3 Anlagerung der Oligonukleotide (Annealing) 65-70 °C 1,5 min
4 Synthese der DNA (Elongation) 76 °C 1-2,5 min
5 Vollstindiges Beenden der Synthese 76 °C 5 min
6 Lagerung bis zur weiteren Vewendung 4°C unbegrenzt

Die Schritte zwei bis vier wurden in 32 Zyklen durchlaufen. Die Dauer der Elongation richtete sich
nach der Grofle der zu bildenden Fragmente. Die Synthese von 1000 bp wurde dabei mit einer
Dauer von 1 min veranschlagt. Die gebildeten PCR-Fragmente wurden anschlieBend in einem
Agarosegel aufgetrennt und deren Grofle anhand eines mitgefiihrten GroBenstandards tiberpriift.
Die PCR-Fragemente wurden danach mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit laut den Angaben

des Herstellers aus dem Gel isoliert.
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2.2.2.3. Restriktionsverdau

Durch die Verwendung von Restriktionsendonukleasen wurden Plasmid-DNA (Vektor) und PCR-
Produkte (Insert) geschnitten, und somit geeignete Enden der DNA fiir die folgende Ligation
erzeugt. Die Bedingungen der Reaktionen richteten sich nach den Empfehlungen des Herstellers
fiir die jeweiligen Enzyme. Ein typischer Reaktionsansatz mit einem Volumen von 20 ul enthielt
etwa 1,8 ug Plasmid-DNA oder 15 ul PCR-Produkt, jeweils 15 Units der beiden Restriktions-
enzyme, und entsprechend der geforderten Bedingungen 0,2 ug BSA im angegebenen Puffer. Der
Verdau erfolgte meist fiir 2 h bei 37 °C. Danach wurde die verdaute Plasmid-DNA im Agarosegel
aufgetrennt und anschlieBend mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit wieder daraus isoliert.
Verdaute PCR-Produkt wurden mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kit

aufgereinigt.

2.2.2.4. Ligation von DNA-Fragmenten

Hierbei wurde das geschnittene PCR-Produkt in den jeweiligen, geschnittenen Vektor enzymatisch
eingefligt. Ein typischer Ligationsansatz mit einem Volumen von 20 pl enthielt circa 50-150 ng
Vektor-DNA, den dreifachen molekularen Uberschuss an Insert-DNA und 160 Units T4-DNA-
Ligase in T4 DNA Ligase Reaction Buffer. Die Reaktion erfolgte fiir 1 h bei 22 °C oder iiber Nacht
bei 16 °C. AnschlieBend wurde die Reaktion fiir 13 min bei 65 °C abgestoppt.

2.2.2.5. Ortsgerichtete Mutagenese

Durch diese Methode wurden einzelne oder mehrere Basen in der bereits fertig klonierten Plasmid-
DNA ausgetauscht. Die Reaktionen wurden nach den Angaben des Herstellers mit Hilfe des
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit durchgefiihrt. Der vollstindige Reaktionsansatz wurde
anschliefend fiir die Transformation in E. coli verwendet. Bei einigen Mutagenesen wurde die

DNA vor der Transformation mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kit gereinigt.

2.2.2.6. Kolonie-PCR

Nach der abgeschlossenen Klonierung und der erfolgreichen Transformation in E. coli wurden
Einzelkolonien ausgewdhlt und auf das Vorhandensein der insertierten DNA iiberpriift. Dazu
wurden die Einzelkolonien iiber Nacht in 5 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum
kultiviert. An ndchsten Tag wurden 10 pl der Kultur steril entnommen, mit 40 pl H,O versetzt und
5 min bei 96 °C gekocht. Diese Losung diente nun als Template fiir die nachfolgende PCR, welche,
wie in Abschnitt 2.2.2.2. beschrieben, durchgefiihrt wurde. Dabei enthielt ein Ansatz der Kolonie-
PCR 5 pl Template-DNA-Losung, jeweils 8,4 nmol dNTPs, jeweils 25 pmol Olignukleotide und
0,5 Units Deep Vent DNA Polymerase in 25 pl ThermoPol reaction Buffer. AnschlieBend wurden

alle Proben im Agarosegel analysiert. Nach der erfolgreichen Kolonie-PCR wurde die Plasmid-
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DNA aus der verbleibenden Bakteriensuspension prapariert (Abschnitt 2.2.2.1.) und durch die
Firma MWG Operon, Miinchen sequenziert.

2.2.2.7. lsolation der Gesamt-RNA aus Zellen und Synthese von cDNA

Zur Isolation der RNA wurden circa 5 x 10° Zellen in 0,5 ml Trizol resuspendiert und anschlieBend
mit 100 pl Chloroform versetzt. Die Losungen wurden durch mehrfaches Invertieren gemischt,
3 min bei RT inkubiert und 15 min bei 4 °C und 13.600 x g zentrifugiert. Dabei konnte die obere,
wissrige Phase von der unteren, organischen Phase getrennt werden. Die obere, Nukleinsduren-
enthaltende Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdll iiberfithrt und mit 250 pl Isopropanol
versetzt. Nach dem Invertieren wurde erneut fiir 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend 15 min
bei 4 °C und 13600 x g zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pelett mit 500 pl
75 % Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Das vollstindig getrocknete Pellet wurde in
25 ul DEPC-behandeltem H,O fiir 10 min in einem Thermoschiittler bei 900 rpm geldst. Zur
Synthese der cDNA enthielt ein Reaktionsansatz mit einem Volumen von 25 pl, 1,2 pg isolierte
RNA, jeweils 12,5 nmol dNTPs, 0,5 pg Oligo(dT),s, und 60 Units RevertAid Reverse Transcriptase
in RevertAid Reverse Transcriptase buffer. Die Synthese erfolgte fiir 60 min bei 42 °C und
abschlieBend fiir 10 min bei 72 °C.

2.2.2.8. Hergestellte Uberexpressionsplasmide

Tabelle 2-3: Durch Klonierung hergestellte Expressionsplasmide. " Dieses Konstrukt wurde durch die Mutation des
Tripletts der Aminosédure 167 zu einem Stopcodon hergestellt.  Dieses Konstrukt wurde durch eine Kombination von
zwel Mutageneseschritten und einem Klonierungsschritt hergestellt. Eine ausfiihrliche Erldauterung folgt im Anschluss an
die Tabellen.

hergestelltes Konstrukt Vektor/ Plasmid Template-DNA fir  verwendete Primer

die PCR (Nr)

FLAG-FKBP37.7"% pCMV-Tag2B  FKBP37.7' 1/8
in pET-30a(+)

GST-FKBP37.7'""** pGEX-5X-1 FKBP37.7'%% 2/6
in pET-30a(+)

FKBP37.77% PET-30a(+) FKBP37.7"% 4/9
in pET-30a(+)

GST-FKBP37.7'"3% pGEX-5X-1 FKBP37.7'% 5/9
in pET-30a(+)

Hise-Hsp90p' pET-28a(+) cDNA aus HEK 10/ 11
293-Zellen

DFKBP37.7'1% FKBP37.7"""° - 12/ 13

in pET-30a(+)
JFKBP37.7' 1004100144 FKBP37.7"'% FKBP37.7''% 14/15/3/7/ 16/ 17

(FKBP37.71-99—GDG-145_166)

in pET-30a(+)

in pET-30a(+)
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Tabelle 2-4: Verwendete Oligonukleotide fiir Klonierungen und Mutagenesen.

Nr.  Primername Sequenz in 5°-3"-Orientierung

1 37.7 1- EcoR1 f CGTCTCGAATTCATGGCGGATATCATC

2 37.7 11- EcoRI f GATCGAGAATTCGACGGGATCCAAAAA

3 37.7 +G_145- Nhel f GTGCTAGCTAGCGGCCCCCAGCCCCTCATC

4 37.7 170- Ndel f GATCGACATATGACAGACGAAGAGAAG

5 37.7 _170-_EcoRI f GATCGAGAATTCATGACAGACGAAGAG

6  37.7_-158 Xhol r GATCGACTCGAGTCACTCCACCTTCAGCAT

7 37.7 -166_HindlIIl r GATCAGAAGCTTTCAGTCCTGCTGGTACGT

8 37.7 -330 HindIIl r GATCAGAAGCTTTCAATGGGAGAAGAT

9 37.7 -330 Xhol r GTAGCACTCGAGTCAATGGGAGAAGATCCC

10 HSP90 1- Ndel f GATCGACATATGCCTGAGGAAGTGCAC

11 HSP90 -724 Not r GTCAGAGCGGCCGCCTAATCGACTTCTTC

12 Mu37.7_P167Stop_f CACGTACCAGCAGGACTAATGGGCCATGTGAG
ACG

13 Mu37.7_P167Stop r CGTCTCACATGGCCCATTAGTCCTGCTGGTACG
TG

14 Mu37.7_LV100/101Nhel f GCATGTGGTCCTGTACCCGGCTAGCGCCAAGAG
TCTCCGC

15 Mu37.7_LV100/101Nhel r GCGGAGACTCTTGGCGCTAGCCGGGTACAGGA
CCACATGC

16  Mu37.7_Nhell00/101GD_f = CCTGTACCCGGGTGACGGCCCCCAGCCCC
17 | Mu37.7 Nhell00/101GD r GGGGCTGGGGGCCGTCACCCGGGTACAGG

Fiir die Herstellung von FKBP37.7"'%*1%* wyrde vom Expressionsplasmid fiir FKBP37.7'"'%
ausgegangen. Zuerst wurden die Tripletts der Aminosduren 100 und 101 durch eine ortsgerichtete
Mutagenese, unter Verwendung der Primer 14 und 15 (Tabelle 2-4), in eine Restriktionsschnitt-
stelle fiir Nhel {iberfiihrt (mutiertes Plasmid). Durch Verwendung der Primer 3 und 7 wurde das
Teilstiick fiir die Aminoséuren 145 bis 166, mit der zusitzlichen Sequenz fiir ein Gly in 5'-Position
zum Triplett der AS 145, vom Expressionsplasmid fiir FKBP37.7"'% amplifiziert (PCR-Produkt).
Nach dem Restriktionsverdau des mutierten Plasmides und des PCR-Produktes mit Nhel und
HindIIl erfolgte die Ligation beider Teilstiicke. AbschlieBend wurde die eingefithrte Nhel-
Schnittstelle durch eine ortsgerichtete Mutagenese mit den Primern 16 und 17 zur kodierenden
Sequenz fiir die Aminosduren Gly und Asp mutiert. Die erfolgreiche Klonierung konnte durch

vollstdndige Sequenzierung sichergestellt werden.
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2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Uberexpressionstest

Zum Test der Uberexpression von Proteinen wurden Kulturrdhrchen, welche 5 ml gewihltes
Medium und entsprechende Antibiotika enthielten, mit den zu {iberpriifenden Zellen einer
Glycerinkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurden 500 pl der
gewachsenen Kultur in 5 ml frisches Medium mit Antibiotikum und gegebenenfalls mit zu
testenden Zusétzen lberfiihrt und fiir 2 h bei der zu tiberpriifenden Temperatur kultiviert. Danach
wurde die Proteiniiberexpression durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach circa 3 h
wurden die Zellen fiir 5 min bei 4900 x g sedimentiert und in 200 pl zur Reinigung geeignetem
Puffer resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Ultraschall mit drei Pulsen fiir je
5 s. AnschlieBend wurde 16sliches Protein von Zelltrimmern durch eine erneute Zentrifugation fiir
20 min bei 4 °C und 10000 x g getrennt. Alle Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und in
SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt.

2.2.3.2.  Zellaufschluss von E. coli-Zellen fiir die Proteinreinigung

Die sedimentierten Zellen der praparativen Zellanzucht (Abschnitt 2.2.1.1.) wurden in 50 ml Puffer
des ersten Reinigungsschrittes, mit enthaltenem Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche), resuspendiert.
Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit 2500 bar am Hochdruckzellaufschlussgerit TS 0.75
(Constant Systems) mittels Hochdruckentspannung durch zweimaliges Passieren. Die losliche
Fraktion wurde anschlieBend von den Zelltriimmern durch eine Zentrifugation fiir 45 min bei
100000 x g und 4 °C getrennt. Der Uberstand konnte nun fiir die weitere Reinigung verwendet

werden.

2.2.3.3. Herstellung von Lysaten aus humanen Zellen

Die Zellen aus einer konfluent bewachsenen 150 cm® Zellkulturflasche wurden mit 1x PBS
gewaschen, anschlieBend in 300 ul H,O resuspendiert und fiir 0,5 h auf Eis inkubiert. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte durch Ultraschall mit drei Pulsen von je 3 s. Nach der Bestimmung
der Proteinkonzentration durch einen Bradfordtest wurden die Lysate mit H,O und SDS-
Probenpuffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt [Bradford, 1976].

Zur Herstellung der Zelllysate fiir die Priparation von FLAG-FKBP37.7"*° wurden circa
15x 107 Zellen in 25 ml Zelllysispuffer 2 resuspendiert, 15 min bei 4 °C inkubiert und durch
Ultraschall aufgeschlossen. Nach weiteren 15 min bei 4 °C wurden die Zelltriimmer durch
Zentrifugation in 15 min bei 13.000 x g und 4 °C sedimentiert. Die loslichen Zellbestandteile
wurden fiir die Reinigung eingesetzt. Zelllysate fiir Experimente mittels FK506-Affinitdtsmatrix
wurden mit der entsprechenden Anzahl Zellen nach der gleichen Vorgehensweise unter Nutzung
von Zelllysispuffer 1 hergestellt und Zelllysate fiir die GST-Prizipitationsexperimente mit Zell-
lysispuffer 2.
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2.2.3.4. Prinzipien der Proteinreinigung

Zur Reinigung von rekombinant hergestellten Proteinen aus den l8slichen Fraktionen des
Zellaufschlusses (Abschnitt 2.2.3.2.) wurde eine Kombination verschiedener Chromatographie-
prinzipien angewendet. Bei der lonenaustauschchromatographie wird die Wechselwirkung von
geladenen Proteinseitenketten mit den Gegenionen des Chromatographiematerials genutzt. Fiir die
Proteinreinigung wurden Fractogel EMD-DEAE-650(M) (DEAE-Sepharose) und Q-Sepharose
eingesetzt. Die Elution erfolgte mit steigenden NaCl-Konzentrationen und gegebenenfalls einem
pH-Gradienten. Bei der hydrophoben Interaktionschromatographie wird die Wechselwirkung
hydrophober Proteinbereiche mit dem hydrophoben Chromatographiematerial genutzt. Fiir die
Proteinreinigung wurde Fractogel EMD-Propyl-650(M) (Propyl-Sepharose) genutzt. Die Elution
erfolgte mit einem reversen (NH4),SO,-Gradienten. Die Affinitatschromatographie nutzt die
spezifische Bindung von Proteinen an kovalent fixierten Liganden. Hierbei wurden die
Metallchelatchromatographie (Ni-NTA-Agarose) und die Substrat-Affinitdtschromatographie
(GSH-Sepharose) eingesetzt. Die Elution von Ni-NTA-Agarose erfolgte mit steigenden
Imidazolkonzentrationen. Die Elution von der GSH-Sepharose erfolgte mit reduziertem Glutathion.
Bei der GroRenausschlusschromatographie werden die Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen
hydrodynamischen Radien getrennt. Eingesetzt wurden hierbei eine HiLoad Superdex 75 HR 16/60
und eine HiLoad Superdex 200 HR 16/60. Die Proteinlésungen wurden jeweils auf 2 ml eingeengt
und in Standard 7-Puffer getrennt.

2.2.3.5. Reinigung der verwendeten Proteine

Fiir die Isolierung des FLAG-FKBP37.7"**° wurden iiberexprimierende Zellen, wie in Abschnitt
2.2.3.3. beschrieben, aufgearbeitet und mit Anti-FLAG M2 Affinity Agarose (SV= 0,5 ml)
inkubiert. Parallel wurde die gesamte Prozedur mit pCMV-Tag 2B transfizizierten Zellen druch-
gefiihrt. Gebundenes Protein wurde nach Waschen mit 3 x 5 ml 1 x TBS durch kompetitve Elution
mit 3 x Iml 100 pg/ml und anschlieBend 2 x 1 ml 200 pg/ml FLAG-Peptid in 1 x TBS von der
FLAG M2 Affinity Agarose eluiert. AnschlieBend erfolgte eine letzte Elution mit 1 ml 0,1 M
Glycin pH 3,5.

Die Reinigung von FKBP37.77%% erfolgte durch Bindung an DEAE-Sepharose (SV= 30 ml) in
25 mM Tris pH 8,0 und durch anschlieende Elution mit einem NaCl-Gradienten iiber 200 ml von
0-0,5 M NaCl. Der Durchlauf und Fraktionen mit gereinigtem Protein wurden mit 30 % (NH,),SO4
gefillt und fiir 30 min bei 28000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene Pelett wurde in 25 mM
Tris pH 7,5 resuspendiert und die Losung anschlieend gegen 25 mM Tris pH 8,0 dialysiert. Nach
der Dialyse wurde das Protein auf eine Q-Sepharose (SV= 50 ml) aufgetragen und mit einem
Gradienten von 0-0,5 M NaCl und pH 8,0-7,2 in 100 ml eluiert, gefolgt von einer Stufe von 1 M
NaCl in 50 ml 25 mM Tris pH 7,2. Im letzten Schritt erfolgte die Reinigung durch Grofen-
ausschlusschromatographie mittels HiLoad Superdex 75 HR 16/60.
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Die Reinigung von Hisg-FKBP37.7"%% erfolgte durch Bindung an Ni-NTA-Agarose (SV= 5 ml) in
25 mM Tris pH 8,0. Ungebundenes Protein wurde durch Waschen mit 5 mM Imidazol entfernt und
gebundenes Protein anschlieBend mit einem Gradienten von 10-250 mM Imidazol in 80 ml eluiert.
Protein-enthaltende Fraktionen wurden gegen 25 mM Tris pH 7,5 dialysiert, auf eine DEAE-
Sepharose (SV= 30 ml) aufgetragen und mit 0-0,5 M NaCl in 80 ml eluiert. Die Elutionsfraktionen
wurden anschliefend auf ein Volumen von 2 ml eingeengt und im letzten Schritt mittels HilLoad
Superdex 200 HR 16/60 gereinigt.

Die Reinigung von GST-FKBP37.7"%% erfolgte im ersten Schritt durch Bindung an GSH-
Sepharose (SV= 5 ml) und die Elution erfolgte mit 10 mM reduziertem Glutathion in 50 ml 25 mM
Tris pH 8,0. Die Protein-enthaltenden Fraktionen wurden vereint und noch einmal mit Protease-
inhibitor-Cocktail (Roche) versetzt. AnschlieBend wurde die Proteinldésung auf eine DEAE-
Sepharose (SV= 5 ml) aufgetragen und durch anschlieBende Elution mit einem 50 ml-Gradienten
von 0-0,5M NaCl und 25 ml 1 M NaCl in 25 mM Tris pH 7,5 eluiert. Das Protein wurde ab-
schlieBend auf 2 ml eingeengt und mittels HiLoad Superdex 200 HR 16/60 gereinigt.

Die Reinigung von FKBP37.7"'® erfolgte durch Bindung an DEAE-Sepharose (SV= 30 ml) in
25 mM Tris pH 8,0 und durch anschlieBende Elution mit 0-0,5M NaCl in 100 ml 25 mM Tris
pH 8,0 und abschlieBend mit 75ml 1 M NaCl in 25 mM Tris pH 8,0. Der Durchlauf und
FKBP37.7""%_enthaltende Fraktionen wurden vereint, mit 5 mM PMSF und 1 mM EDTA versetzt
und auf eine Q-Sepharose (SV= 50 ml) aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten von
0-1M NaCl in 100 ml. AnschlieBend wurden Durchlauf und FKBP37.7""'%-enthaltende
Fraktionen vereint, erneut mit 5 mM PMSF und 1 mM EDTA versetzt und eingeengt. Im letzten
Schritt erfolgte die Reinigung mittels Hil.oad Superdex 75 HR 16/60. Gereinigte Fraktionen
wurden vereint, eingeengt und mit Proteaseinhibitor (5 mM EDTA, 1 x Proteaseinhibitor-Cocktail
(Fischer Scientific), 0,05 M Natriumazid, 1 mM PMSF) {iber Nacht behandelt.

Die Reinigung von GST-FKBP37.7*'"%® erfolgte durch Bindung an GSH-Sepharose und die
Elution mit 10 mM reduziertem Glutathion in 80 ml 20 mM Tris pH 8,0. Die Protein-enthaltenden
Fraktionen wurden vereint, eingeengt und mittels HilL.oad Superdex 200 HR 16/60 gereinigt.

Die Reinigung von FKBP37.7Y%%% erfolgte im ersten Schritt durch eine Fillung mit 45 %
(NH4),S0,4. Die dabei erhaltene Suspension wurde 30 min bei 28.000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Der erhaltene Uberstand wurde verworfen und das Pelett in 25 mM BisTris pH 7,0 mit 25 %
(NH4),SO, resuspendiert und anschlieBend auf eine Propyl-Sepharose (SV= 30 ml) aufgetragen.
Die Elution erfolgte mit einem Gradianten aus 30 ml 25 % (NH4),SO, in 25 mM Tris pH 7,2 und
30 ml 30 % Ethylenglycol in 25 mM Tris pH 8,0. Die Protein-enthaltenden Fraktionen wurden
gegen 25 mM Tris pH 8,0 dialysiert, auf eine DEAE-Sepharose (SV= 30 ml) aufgetragen und mit
0-0,4 M NaCl und pH 8,0-7,2 in 150 ml 25 mM Tris eluiert. Die Protein-enthaltenden Fraktionen
wurden abschlieBend eingeengt und mittels HiLoad Superdex 75 HR 16/60 gereinigt.
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Die Proteinexpression von Hiss-Hsp90B'"?* erfolgte in Rosetta (DE3)-Zellen, 2YT-Medium ohne
Zusitze bei 37 °C fiir 3 h nach Induktion mit 0,5 mM IPTG. Die Reinigung erfolgte anschlieSend
durch Bindung an Ni-NTA-Agarose (SV= 5 ml) in 20 mM Tris pH 7,5. Ungebundenes Protein
wurde durch Waschen mit 5 mM Imidazol in Puffer entfernt und gebundenes Protein wurde mit
einem Gradienten von 2-250 mM Imidazol in 100 ml 20 mM Tris pH 8,0 eluiert. Die Protein-
enthaltenden Fraktionen wurden vereint, auf eine DEAE-Sepharose (SV= 5 ml) aufgetragen und
mit 0-0,4 M NacCl in 60 ml 20 mM Tris pH 8,0 eluiert. Die Fraktionen mit aufgereinigtem Protein
wurden abschlieBend eingeengt und mittels HiLoad Superdex 200 HR 16/60 gereinigt.

Die Reinigung von Hiss-Hsp90a®®*™** und Hisg-Hsp90p®®"* erfolgte nach dem gleichen Prinzip.
Die Proteinlosungen wurden auf eine Ni-NTA-Agarose (SV= 5 ml) aufgetragen, ungebundenes
Protein durch Waschen mit 10 mM Imidazol entfernt und gebundenes Protein mit einem
Gradienten von 10-250 mM Imidazol in 20 mM Tris pH 7,5 eluiert. AnschlieBend wurde der pH-
Wert der Proteinlosung auf pH 6,8 abgesenkt. Die Losung wurde auf eine DEAE-Sepharose (SV=
5 ml) aufgetragen und gebundenes Protein mit einem Gradienten von 0-1 M NaCl in 60 ml 20 mM
BisTris pH 6,8 cluiert. Die Protein-enthaltenden Fraktionen wurden abschlieBend eingeengt und

mittels HiL.oad Superdex 200 HR 16/60 gereinigt.

2.2.3.6. Dialyse und Proteinkonzentrierung

Zum Wechsel der Puffer wurden Proteinlosungen dialysiert. Fiir grole Probevolumina wurde
Dialyseschlauche verwendet und fiir kleine Volumina 0,1-2 ml Dialysezellen. Dabei wurde im
ersten Schritt fiir 3 h gegen 3 1 des Zielpuffers und im zweiten Schritt {iber Nacht gegen 3 1 des
Zielpuffers dialysiert.

Die Proteinkonzentrierung in Losungen wurde durch eine Volumenverringerung in VivaSpin-
Konzentratoren mit einem Ausschlussvolumen von 6 kDa durch Zentrifugation bei 6000 x g und
4°C erreicht. Mit diesen Konzentratoren wurden ebenfalls Wechsel der Puffer durch
abwechselndes Konzentrieren und Verdiinnen im Zielpuffer bis zu einer Verdiinnung um den

Faktor 1000 durchgefiihrt.

2.2.4. Analytische Methoden

2.2.4.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte nach der Methode von Laemmli im diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamidgel [Laemmli, 1970]. Alle Proben wurden zuvor mit SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 96 °C denaturiert. Nach dem Gellauf bei 15-30 mA wurden die Gele mit
Coomassie-Farbelosung gefarbt und anschlieend mit Coomassie-Entfarbelosung behandelt.
Alternativ dazu erfolgte die Farbung mit Silbernitratldsung nach einem modifizierten Protokoll von

Blum et al., bei dem lediglich der Entwickler Formaldehyd enthielt [Blum et al., 1987].
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2.2.4.2. Zweidimensionale-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte zuerst durch eine isoelektrische Fokussierung in 7 cm IPG-
Streifen mit immobilisiertem pH-Gradienten von pH 3-10. Die zuvor mit Aceton geféllten Proteine
wurden in 125 ul Rehydrierungspuffer resuspendiert und {iber Nacht bei RT im Reswelling Tray
mit den IPG-Streifen inkubiert. AnschlieBend wurden die Streifen in Strip Holder tiberfiihrt, mit
DryStrip Cover Fluid tiberschichtet und nach dem Programm aus Tabelle 2-5 und 50 pA je Streifen
im IPGphor 2 (GE Healthcare) fokussiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Streifen

anschlieend bei -80 °C gelagert.

Tabelle 2-5: Programm zur isoelektrischen Fokussierung

Schritt Art des Erreichens der Spannung Spannung Dauer
1 Stufe 300V 240 min
2 Gradient 1000 V 30 min
3 Gradient 5000 V 80 min
4 Stufe 5000 V 6 min

Fir die Auftrennung in der zweiten Dimension wurden die IPG-Streifen zuerst 15 min in
Equilibrierungspuffer mit 100 mg/ml DTT inkubiert, um die aufgetrennten Proteine zu reduzieren
und mit SDS zu versetzen. AnschlieBend wurden die IPG-Streifen erneut 15 min in Equili-
brierungspuffer mit 250 mg/ml Iodacetamid inkubiert, um die Thiolgruppen zu alkylieren und
somit deren Oxidation zu verhindern. Anschlieend wurden die Streifen auf einem SDS-Polyacryl-
amidgel ohne Trenngel mit 0,5 % Agarose, 0,002 % Bromphenolblau in 1 x SDS-Laufpuffer
fixiert. Die Trennung der Proteine erfolgte bei 15 mA.

2.2.4.3. Western-Blot und Proteindetektion durch Antikorper

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry-Blot-Verfahren nach
Kyhse-Andersen auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran iibertragen [Kyhse-Andersen,
1984]. Der Transfer erfolgte im Biometra Power Pack P25 fiir 90 min mit 1,7 mA/cm” [Towbin et
al., 1979]. Auf Nitrocellulosemembranen wurden die {ibertragenen Proteine mit PonceauS-Losung
angefarbt. Die Membranen wurden anschlieBend fiir 2 h mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in
1 x TBST bei RT blockiert und iiber Nacht mit primidrem Antikdrper in Blockierldsung bei 4 °C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen von je 5 min mit 1 x TBST erfolgte die Inkubation mit
sekunddrem Antikorper in Blockierldsung fiir 1 h bei RT. Nach erneutem dreimaligem Waschen
von je 10 min mit 1 x TBST erfolgte die Detektion mit dem Chemiluminescent Detection Kit for

Horseradish Peroxidase an der ChemiSmart 5000-Kamera (Peqlab).
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2.2.4.4. Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA erfolgte in 0,5-2 %igen Agarosegelen (w/v) in 1 x TAE-Puffer bei einer
Spannung von 5-10 V/em®. Die Proben wurden zuvor mit DNA-Probenpuffer versetzt. Zur
Detektion enthielten die Gele 5 ul SYBR Safe, einen in die DNA interkalierenden Farbstoff,

welcher nach der Auftrennung bei 312 nm sichtbar gemacht werden kann.

2.2.4.5. Konzentrationsbestimmung

Sowohl die Absorption von Proteinen als auch jene von Nukleinsduren wurde spektroskopisch am
NanoDrop2000 (Peqlab) bestimmt und um den Leerwert korrigiert. Die Konzentration von DNA
wurde mit der Annahme ermittelt, dass eine Absorption bei 260 nm von eins einer Konzentration
von 50 pg/ml entspricht. Die Konzentration von homogenen Proteinlosungen wurde nach dem
Lambert-Beer’sche-Gesetz berechnet. Dazu wurde die Absorption bei 280 nm, abziiglich der bei

310 nm verwendet und der Extinktionskoeffizient zuvor berechnet [Gill & von Hippel, 1989].

2.2.4.6. CD-Spektroskopie

Zur Beurteilung des Sekundirstrukturgehaltes von Proteinen wurde die CD-Spektroskopie
verwendet. Dabei werden die links- und rechtsdrehenden Anteile von linear polarisiertem Licht an
asymmetrischen Kohlenstoffatomen unterschiedlich stark absorbiert, was zu unterschiedlichen
Extinktionskoeffizienten fiihrt. Die Differenz der Extinktionskoeffizienten kann als molare
Elliptizitdt ausgedriickt werden. Die Bestimmung der Drehwinkel erfolgte an einem temperierbaren
Jasco J-710 CD-Spektrometer von 190-300 nm mit 15-30 Akkumulationen. Die Messungen
wurden in Quarzglaskiivetten mit einer Schichtdicke von 0,1 cm, mit 5-10 uM Protein in 10 mM
Na,HPO, durchgefiihrt. Bei der thermischen Denaturierung erfolgte die Erhéhung der Temperatur
mit 1 °C je min, eine Stagnation bei 80 °C von 10 min und ein Abkiihlen von 1 °C je 3 min. Nach
der Pufferkorrektur der Spektren wurden die gemessenen Drehwinkel nach folgender Formel auf

die mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosdure bezogen.

[Olrw=_© " My
10-c-d-N,

Abbildung 2-1: Formel zur Berechnung der mittleren molaren Elliptizitdt pro Aminosdure. [@]yrw= mittlere
molare Elliptizitit pro Aminosiure (deg - cm® - dmol™); ©®= Drehwinkel (mdeg); My= Molekiilmasse (g/mol); c=
Proteinkonzentration (mg/ml); d= Schichtdicke der Kiivette (cm); No= Anzahl der Aminosduren.

2.2.4.7. PPlase-Aktivitéatstest
Die Bestimmung der PPlase-Aktivitdt von Proteinen erfolgte sowohl im Protease-gekoppelten als

auch im Protease-freien PPlase-Test.
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Der Protease-gekoppelte PPlase-Test wurde in Anlehnung an den bei Fischer et al. beschrieben
durchgefiihrt [Fischer et al., 1984b]. Hierbei diente a-Chymotrypsin als Hilfs-Protease [Fischer et
al., 1984a]. Das jeweils verwendete Substrat des Types Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA wurde
allerdings nicht in DMSO, sondern in 0,47 mM LiCI-TFE gelost, um den cis-Gehalt zu erh6hen
[Kofron et al., 1991]. Nach einer Temperierung des Messansatzes in Quarzglaskiivetten mit einer
Schichdicke von 1 cm fiir 6 min bei 10 °C erfolgte der Start der Reaktion durch die Zugabe von
Substrat und Protease. Die Messung erfolgte dann am UV/Vis-Diodenarray-Spektrophotometer
HP8453 (Hewlett Packard) bei 390 nm und 10 °C {iber einen Zeitraum von 360 s. Die Referenz
wurde bei 510 nm gemessen. Ein Messansatz von 1 ml enthielt die entsprechende PPlase, 0,8 mg
o-Chymotrypsin und 40 pM Substrat in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 0,5 uM BSA.

Der Protease-freie PPlase-Test mit 40 uM Substrat des Types Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA erfolgte
wie beschrieben [Janowski et al., 1997]. Die Messungen wurden ebenfalls am UV/Vis-
Diodenarray-Spektrophotometer HP8453 bei 330 nm mit der Referenzwellenlénge 510 nm und
10 °C durchgefithrt. Um die Sensitivitdt zu erhéhen und das Signal-Rausch-Verhéltnis zu
verbessern, wurde der Protease-freie PPlase-Test alternativ mit dem Substrat Abz-Ala-Phe-Pro-
Phe-pNA durchgefiihrt [Zoldak et al., 2009]. Nach 10 min Temperierung bei 10 °C erfolgte der
Start der Reaktion durch die Zugabe des Substrates. Die Messung erfolgte an einem Fluoreszenz-
Spektrophotometer F-3010 (Hitachi) fiir 600 s, ebenfalls unter Verwendung einer Quarzglaskiivette
mit einer Schichtdicke von 1cm. Dabei betrug die Anregungswellenlinge 320 nm und die
Emissionwellenldnge 420 nm. Ein Messansatz von 1 ml enthielt die entsprechende PPlase und
0,25 uM  Substrat in 35 mM HEPES pH 7,8 mit 0,5uM BSA. Anhand der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten wurde mit den folgenden Gleichungen die katalytische Effizienz der

PPIasen berechnet.

kenz: kbeobachtet - knenz kkat/ I<M: kenz/ [E]

Abbildung 2-2: Gleichungen zur Berechnung der katalytischen Effizienz der PPlasen. Kk,
Geschwindigkeitskonstante der katalysierten Reaktion, Kyeopacner= beobachtete Geschwindigkeitskonstante, Kpeq,
Geschwindigkeitskonstante der nicht katalysierten Reaktion, ky,/Ky= katalytische Effizienz des Enzyms, [E]=
Enzymkonzentration in M.

2.2.4.8. Chaperon-Aktivitatstest

Zur Bestimmung der Chaperon-Aktivitdt von Proteinen erfolgte die Messung der Lichtstreuung
wihrend der Aggregation von Citrat-Synthase bei 43 °C wie bei Buchner et. al beschrieben
[Buchner et al., 1998]. Vor Beginn der Messungen wurde Citrat-Synthase gegen 40 mM HEPES
pH 7,5 dialysiert. Nach der Temperierung des Messansatzes im Spektrometer fiir 2 min bei 43 °C
erfolgte der Start der Reaktion durch die Zugabe von Citrat-Synthase. Die Messungen erfolgten an
einem Fluoreszenz-Spektrophotometer F-3010 (Hitachi) fiir 20 min bei einer Anregungs- und

Emissionswellenldnge von 360 nm in Quarzglaskiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm. Ein
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Messansatz von 1 ml enthielt 0,15 uM Citrat-Synthase und entsprechende Mengen des zu testenden

Proteins in 40 mM HEPES pH 7.,5.

2.2.4.9. Rickfaltung der S-carboxymethylierter RNase T1

Die Messung der Riickfaltungskinetik von S-carboxymethylierter S54G/P55N-Rnase T1
(RCM-T1) erfolgte in Anlehnung an die beschriebene Durchfiihrung [Mucke & Schmid, 1994]. Zu
Beginn der Messungen lag die RCM-T1 entfaltet in 100 mM Tris pH 8,0 vor. Die Riickfaltung der
RCM-T1 wurde durch die 50fache Verdiinnung in 100 mM Tris pH 8,0 und 2 M NaCl gestartet.
Nach der Temperierung fiir 6 min erfolgten die Messungen an einem Fluoreszenz-Spektrophoto-
meter F-3010 (Hitachi) fiir 45 min in Quarzglaskiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm bei
10 °C. Die Wellenlinge der Anregung betrug 268 nm und die der Emission 320 nm. Ein
Messansatz von 1 ml enthielt 3,4 uM RCM-T1 und die zu testende PPlase in 100 mM Tris, 2 M
NaCl pH 8,0. Mit den ermittelten Geschwindigkeitskonstanten konnten die katalytischen

Effizienzen der PPlasen, wie in Abschnitt 2.2.4.7. beschrieben, bestimmt werden.

2.2.4.10. Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrischen Analysen von rekombinat hergestellten Proteinen nach der Isolation
aus Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgelen mittels MALDI-MS unter Nutzung von
2,5-Dihydroxybenzoesdure und Methanol, sowie deren Auswertungen erfolgten durch Dr. A.
Schierhorn. Die Analysen der Eluate aus der Priparation von FLAG-FKBP37.7'7*° mittels Nano-
LC-ESI-MS/MS, sowie die Auswertung mit dem Program Scaffold erfolgten durch Dr. Christian
Scharf (EMAU Greifswald).

2.2.4.11. Interaktionsexperimente mittels FK506-Affinitatsmatrix

Jeweils 10 ul der in 50 % (v/v) Ethanol gelagerten Matrices (FK506-Affinitdtsmatrix und mit Tris
blockierte Kontrollmatrix) fiir die Experimente mit rekombinat hergestelltem Protein bzw. 50 pl fiir
die Experimente mit Zelllysat, wurden mit je 1 ml 20 mM Tris, 100 mM NaCl pH 7,5 in 10 ml-
Zentrifugenrohrchen aus Glas gewaschen. AnschlieBend wurde das Material mit je 10 ug
rekombinat hergestelltem Protein in 30 pl bzw. je 12,5 mg Protein aus Zelllysat in 2,5 ml, welches
wie in Abschnitt 2.2.3.3. beschrieben hergestellt wurde, fiir 1 h bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert.
Nach der erfolgten Bindung wurden nicht-gebundene Proteine vollstindig abgenommen. Fiir die
spiatere Analyse wurden 100 ul vom abgenommenen Zelllysat mit 100 ul SDS-Probenpuffer
versetzt bzw. der gesamte Uberstand der rekombinant hergestellten Proteine wurde im Stickstoff-
strom vollstindig eingetrocknet und in 40 pl SDS-Probenpuffer gelost. Die Matrices wurden in
neue ReaktionsgefiBle iiberfiihrt, sechsmal mit je 1 ml 20 mM Tris, 100 mM NaCl pH 7,5

gewaschen und anschlieBend mit unterschiedlichen Mengen SDS-Probenpuffer eluiert. Die
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Matrices der Experimente mit Zelllysat wurden dafiir mit je 100 ul und die Matrices der

Experimente mit rekombinant hergestelltem Protein mit je 40 pl SDS-Probenpufter versetzt.

2.2.4.12. Interaktionsexperimente mittels GSH-Sepharose

Fiir die Bindung von rekombinant hergestellten Proteinen wurden 50 ul GSH-Sepharose einmal mit
1 x PBS gewaschen und anschliefend fiir 1 h mit je 40 ug der GST-fusionierten Proteine bei 4 °C
im Uberkopfschiittler inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 1 x PBS wurden jeweils 10 pg der
potentiellen Interktionspartner in 50 pl Standard 7 mit den an GSH-Sepharose gebundenen
Proteinen fiir 1 h bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die GSH-Sepharose
mit jeweils 1 ml 1 x PBS, 1 x PBS mit 0,1 % NP-40 und 1 x PBS mit 200 mM NaCl gewaschen.
Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte mit 30 pul 10 mM reduziertem Glutathion in 25 mM
Tris pH 7,5 fiir 10 min unter Schiitteln bei RT.

Fiir die Bindung von Proteinen aus humanem Zelllysat wurden 50 ul GSH-Sepharose einmal mit
1 x PBS gewaschen und anschlieBend fiir 2 h mit jeweils 80 ug der GST-fusionierten Proteine bei
4°C im Uberkopfschiittler inkubiert. Nach dem Absetzen der GSH-Sepharose wurde nicht
gebundenes Protein entfernt und das Material zweimal mit MENG-Puffer und 10 mM Na,MoO,
gewaschen. Das Zelllysat wurde wihrenddessen mit einer Konzentration von 2,5 mg/ml wie in
Abschnitt 2.2.3.3. beschrieben in Zelllysispuffer 2 hergestellt und iiber eine Sdule mit GSH-
Sepharose vorgereinigt. Jeweils 1 ml vom Durchlauf dieser Sdule wurde nun mit den an der GSH-
Sepharose immobilisierten Proteinen iiber Nacht bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit je 300 pl MENG-Puffer und 10 mM Na,MoO;, erfolgte die Elution der
gebundenen Proteine mit 10 mM reduziertem Glutathion in 25 mM Tris pH 7,5 fiir 10 min unter

Schiitteln bei RT.

2.25.  NMR-Spektroskopische Untersuchungen von FKBP37.7+1%
2.2.5.1. Anzucht von E. coli im M9-Minimalmedium

Zur Herstellung von isotopen-markiertem FKBP37.7'%

erfolgte die Proteiniiberexpression in
M9-Minimalmedium. Fiir die Anzucht wurden Vorkulturen, wie in Abschnitt 2.2.1.1. beschrieben,
angefertigt. Die Zellen wurden am néchsten Morgen fiir 15 min bei 4 °C und 4900 x g sedimentiert
und anschlieBend in M9-Minimalmedium resuspendiert. Die weitere Kultivierung erfolgte dann

ebenfalls wie in Abschnitt 2.2.1.1. beschrieben.

2.2.5.2. Sequentielle Zuordnung
Alle chemischen Verschiebungen wurden auf die Referenz 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat
(DSS) bezogen. Durch die Nutzung der Kernsorten 'H, *C und "N ist es moglich, Pulssequenzen

zu konzipieren, welche die sequentielle Verkniipfung der Aminosiurespinsysteme eines Proteins
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ermoglichen [Ikura et al., 1990; Kay et al., 1990]. Fir die sequentielle Zuordnung von
FKBP37.7"'% wurden homonukleare und heteronukleare zwei- sowie dreidimensionale NMR-
Spektren aufgenommen, darunter auch Tripel-Resonanzexperimente. Alle fiir die Zuordnung
verwendeten NMR-Spektren sind in Tabelle 2-6 aufgefiihrt. Die Datenaufnahme erfolgte wie
angegeben durch PD Dr. C. Liicke und Dr. K. Haupt [Linnert et al., 2012]. Die Analyse der
Spektren erfolgte anschlieBend mit dem Programm Felix 2000 (Accelrys). Aus den erhaltenen
Informationen konnte die Zuordnung der Resonanzen durch die sequentielle Verkniipfung der
einzelnen Aminosdurespinsysteme durchgefiihrt werden. Begonnen wurde mit den Tripel-
Resonanzexperimenten. Die Abbildungen zu den Tripel-Resonanzexperimenten wurden mit dem

Program Aurelia 2.5.9 (Bruker) erstellt.

Tabelle 2-6: Zusammenstellung der durchgefihrten NMR-Experimente fur die sequentielle Zuordnung. Alle
Spektren wurden an den Gerdten Bruker DRX (500 MHz) und Bruker Avance 800 mit Kryokopf (800 MHz)
aufgenommen. Als Spinsystem ist die durchgehende Kette aller Heteroatome definiert, die jeweils mindestens ein Proton
tragen.

Spektrum erhaltene Informationen Gerate
(MHz)
'H/'H- Korreliert die skalare Kopplung zweier Protonen iiber zwei und drei 500/

TOCSY  Bindungen (*J-, *J-Kopplungen). Bei lingerer ,Spinlock-Feld“-Dauer 800
konnen auch weiter entfernte Kopplungen beobachtet werden.

'"H/"N- Zeigt die direkte skalare Kopplung zwischen einem Proton und einem 500/
HSQC "N-Kern ('J-Kopplung). Detektiert werden Kopplungspaare des 800
Peptidriickgrates und der Seitenketten.

'"H/"N- Weiterentwicklung des HSQC-Experimentes, welche sich durch héhere 500/
TROSY | Empfindlichkeit und schmalere Linienbreiten auszeichnet. 800

'H/"C- Zeigt die direkte skalare Kopplung zwischen einem Proton und einem 500/
HSQC BC-Kern ('J-Kopplung). Detektiert werden Kopplungspaare des 800
Peptidriickgrates und der Seitenketten.

'"H/°N/'H-  Verbindet die Informationen des 1H/ISN—HSQC (direkte, skalare 500/

HSQC- Kopplung der Amidgruppen) mit den Informationen eines 'H/'H- 800

TOCSY | TOCSY (skalare Kopplungen zwischen Protonen {iber mehrere
Bindungen eines Aminosaurespinsystems weitergeleitet)

Tripel-Resonanzexperimente zur Zuordnung der Resonanzen des Proteinriickgrates

HNCA Ubertragung der Magnetisierung von NH; auf Cou/ Cai.;. Detektiert wird 800
Ca der gleichen Aminosdure und Co der N-terminal benachbarten
Aminoséure.

HNCACB  Ubertragung der Magnetisierung von NH; auf Cay/ CBy/ Coyy/ CBi;. 500
Detektiert wird Co. und CP der gleichen Aminoséure und Co und C3 der
N-terminal benachbarten Aminoséure.

Tripel-Resonanzexperimente zur Zuordnung der Carbonylresonanzen

HNCO Ubertragung der Magnetisierung von NH; auf CO;.,. Detektiert wird CO 500/
der N-terminal benachbarten Aminoséure. 800
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Spektrum erhaltene Informationen Gerate
(MHz)
HN(CA)  Ubertragung der Magnetisierung von NH; auf CO; und CO;,. Detektiert 500
Co wird CO der gleichen und der N-terminal benachbarten Aminoséure. Der
Magnetisierungstransfer verlauft iiber Coy, welches aber nicht detektiert
wird.

Tripel-Resonanzexperimente zur Zuordnung der Seitenkettenresonanzen

(H)CC(CO  Ubertragung der Magnetisierung von CHe;.; auf C8;.,/ Cyi.i/ CBi.i/ Cait/ 500
) NH;;. Detektiert wird Ca, CB, Cy, Co, und Ce der N-terminal
NH benachbarten Aminosdure. Der Magnetisierungstransfer verlauft iiber
CO, welches aber nicht detektiert wird.

H(CC)(CO | Ubertragung der Magnetisierung von Hg;.; auf HS;,/ Hy;.,/ HBi../ Hoyy/ 500
)NH NH;. Detektiert wird Hoa, HP, Hy, HS, und He der N-terminal
benachbarten Aminosdure. Der Magnetisierungstransfer verlduft iiber
CC und CO, welche aber nicht detektiert werden.

H(C)CH- @ Verkniipft Protonen und aliphatische Kohlenstoffatome innerhalb eines 500
TOCSY | Aminosdurespinsystems mittels skalarer Kopplungen. Korreliert eine
CH-Gruppe mit einem weiteren Proton.

(H)CCH- | Verkniipft Protonen und aliphatische Kohlenstoffatome innerhalb eines 500
TOCSY | Aminosiurespinsystems mittels skalarer Kopplungen. Korreliert eine
CH-Gruppe mit weiteren Kohlenstoffatomen.

2.2.5.3. Strukturrechnung
Die Resonanzzuordnung ermdglichte es, iiber Protonenabstinde, rdumliche Informationen zu
erhalten (Tabelle 2-7), die in einer Strukturrechnung eingesetzt werden konnten. Dies erfolgte mit

den Programmen CYANA 3.0 und DYANA 1.5 durch PD Dr. C. Liicke und Dr. Yi-Jan Lin.

Tabelle 2-7: Zusammenstellung der durchgefihrten NMR-Experimente fur die Strukturrechnung. Alle Spektren
wurden am Bruker Avance 800 mit Kryokopf (800 MHz) aufgenommen.

Spektrum erhaltene Informationen Gerate
(MHz)
'H/'H- Dipolare Kopplungen zwischen Protonenkernen, welche einen Abstand 800

NOESY  von weniger als 5 A aufweisen.

'"H/®N/'H-  Verbindet die Informationen eines 'H/°N-HSQC (direkte, skalare 800
HSQC- Kopplung der Amidgruppen) mit denen des 'H/'H-NOESY (dipolare
NOESY  Kopplungen zwischen Protonen mit einem Abstand kleiner 5 A). In

einer NH-Resonanzlinie kann man alle NOE-Signale fiir diese
Amidgruppe ablesen.

'H/®C/'H- | Verbindet die Informationen eines 'H/°C-HSQC (direkte, skalare 800

HSQC- Kopplung innerhalb einer CH-Gruppe) mit den Informationen des

NOESY  'H/'H-NOESY (dipolare Kopplungen zwischen Protonen mit einem
Abstand kleiner 5 A). In einer CH-Resonanzlinie kann man alle NOE-
Signale fiir diese Gruppe ablesen.
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung der Doménengrenzen von FKBP37.7

Zu Beginn der proteinbiochemischen Arbeiten wurden die Grenzen der funktionellen Doménen
von FKBP37.7 durch Sequenzvergleiche mit anderen Vertretern der FKBP-Familie bestimmt.
Diese Eingrenzung war notwenig, um die funktionellen Doménen separat als Proteine herstellen
und somit deren Funktionen getrennt voneinander betrachten zu konnen. Eine Betrachtung der
Struktur und Einteilung von FKBP37.7 kam hierfiir nicht in Frage, da zu diesem Zeitpunkt noch
keine Raumstruktur des Proteins vorhanden war. Fiir die Eingrenzung der PPlase-Doméne wurde
der Vergleich mit FKBP12, dem prototypischen Vertreter der FK506-bindenden Proteine welcher
lediglich aus einer PPlase-Doméine besteht, sowie mit der PPlase-aktiven Doméne I und der
PPlase-inaktiven Doméne IT von FKBP51 durchgefiihrt [Barent et al., 1998; Chambraud et al.,
1993]. Der Sequenzvergleich ist in Abbildung 3-1, A dargestellt. Die vier verglichenen PPlase-
Doménen weisen nur eine geringe Sequenzidentitit von 10 % miteinander auf, wobei FKBP12 und
die beiden Doménen von FKBP51 die gleiche typische Faltung eines vier- bis sechsstrangigen,
antiparallelen [B-Faltblattes gewunden um eine kurze, zentrale o-Helix besitzen. Die grofite
Homologie besitzt FKBP37.7 zu FKBP12 mit einer Sequenzidentitit von 28 % und einer
Ahnlichkeit von 52 %. Die Identititen mit FKBP51 I und II liegen etwas niedriger, umfassen
allerdings auch andere Sequenzbereiche als bei FKBP12. Die grofite Abweichung der Sequenz von
FKBP37.7 zu den anderen drei PPlase-Doménen ist ein mindestens 34 Aminosduren umfassender
Einschub in der PPlase-Doméne, dessen Struktur, Lage und Funktion bisher noch unbekannt sind.

Die Aminoséduren des flinften Faltblattstranges (BE) von FKBP12, welche das letzte Sekundér-
strukturelement der PPlase-Domine bilden, weisen mit einer Identitdt von 50 % und einer
Ahnlichkeit von 90 % zu FKBP37.7 starke Parallelen auf. Auch bei FKBP51 1 und II sind mit
Identititen von 36 % und 27 % in diesem letzten Faltblattstrang noch deutliche Ahnlichkeiten zu
FKBP37.7 zu erkennen. Somit scheint auch bei FKBP37.7 dieses charakteristische C-terminale
Sekundérstrukturelement vorhanden zu sein und damit das Ende der PPlase-Doméne bei Glul58 zu
liegen. Die PPIase-Domine wurde maximal fiir die Aminosaurereste 1-170, mindestens jedoch fiir
die Aminosdurereste 11-158 festgelegt. Zu Beginn dieser Arbeit wurden mit einer FKBP37.7-
Proteinvariante der Aminosduren 1-170 'H-NMR-Spektren aufgenommen, wobei sich herausstellte,
dass groBle, hydrophobe Aminosduren am C-terminalen Ende des Proteins sehr starke Signale
zeigten und somit vermutlich unstrukturiert vorlagen. Da diese Reste damit nicht mehr zur
potentiellen PPlase-Doméne gehdren, wurde fiir alle weiteren Arbeiten eine neue Variante mit den

Aminosduren 1-166 generiert und verwendet.
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A
BA pB
FKBP12 = e MGVQVET ISPGDGRTFPKR-GQTCVVHY[TG 29
FKBP511-144 VLKI PMI-GDKVYV G 59
FKBP51145-260 — e e e DGG I IRRTKRKGEGYSNPNE-GATVEI G 174
FKBP37.7%170 o MAD I FARLREDGIQKRVIQEGRGELPDFQDGTKATFHYRT 40
pCc” BD
FKBP12 INK MLGK MSVGQRAKLTISP------- 79
FKBP511-144 SLGK MKKGEICHLLCKP-===—-- 109
FKBP51145-260 DV GE MQREEQCILYLGP------- 221
FKBP37.71-170 K 11GK ETIVCTMREGE IAQFLCD IKHVVLYP 99
* * -
BE

FKBP12 ~  —mmmmmmmmmm DYAVGATGHPG I - I PPHATLVADVELLKLE- 108
FKBP511-144 oo EYAYGSAGSLPK- 1PSNATLHFE IELLDFKG 139
FKBP51145-260 RYGFGEAGKPKFG I EPNAEL I|YEVTLKSFEK 252
FKBP37 .71-170 LVAKSLRN IAVGKDPLEGQRHCCGVAQMREHS GHADLDALQQNPQPL IIHHMEMLKVES 159

* - -

FKBP12 ~ —mmmmmmm e 108
FKBP511-144 EDLFE-—--—- 144
FKBP51145-260 AKESWEMD--- 260
FKBP37.71-170  PGTYQQDPWAM 170

B
TPR 1
FKBP51259-423 MD GK E---MEYGLS 315
FKBP52261-425 MN GK E---YESSFS 317
FKBP37.7170-330  MTDEEKAKAVPLI HQEGNRLYREGHVKEAAAKYYDA 1ACLKN LQMKEQPGSPEW 1 QLDKQ 229
* Sk - “-ee % B - - -- k-
TPR 2 TPR 3
FKBP51259-423 RE DSAN NE 375
FKBP52261-425 QA DSNN ND 377
FKBP37.7170-330 I TPLLLNYCQCKLVVEEYYEVLDHCSSI LNKYDDNVKAYFKRGKAHAAVWNAQEAQADFA 289
*k Kk Kk - - T ok Kk - ekk-k- s - k- Kk

FKBP51259-423 VNPQNK-AARLQ I SMCQKKAKEHNERDRR 1 YANMFKKFAEQDAKE 423

FKBP52261-425 LYPNNK-AAKTQLAVCQQRIRRQLAREKKLYANMFERLAEEENKA 425

FKBP37 . 7170-330 KVLELDPALAPVVSRELRALEAR | RQKDEEDKARFRG IFSH--—————- 330

*kk - - K - -x -

Abbildung 3-1: Sequenzvergleich zur Eingrenzung der PPlase- und TPR-Doméne von FKBP37.7. A) Zur
Bestimmung der PPlase-Doméne wurden FKBP12 (Volllidnge), die PPlase-Doménen I und II von FKBP51 und die 170
N-terminalen Aminoséuren von FKBP37.7 verglichen. Anhand der Rontgenkristallstrukturen von FKBP12 (PDB: 1FKJ)
und FKBP51 (PDB: 1KTO0) wurden B-Faltblattstrukturelemente rot und o-helikale Bereiche griin gekennzeichnet. Die
Bezeichnung der jeweiligen Elemente ist fiir FKBP12 vorgenommen. Fiir die hellgrau markierten Aminosduren in
FKBP511 konnte die Struktur nicht aufgelost werden. Dunkelgrau unterlegt sind die Aminosduren, welche nach
Fanghénel und Fischer das aktive Zentrum der PPIasen bilden [Fanghdnel & Fischer, 2004]. B) Zur Bestimmung der
TPR-Doménengrenze wurden die TPR-Doménen von FKBPS51 (PDB: 1KT0) und FKBP52 (PDB: 1P5Q) mit den 161
C-terminalen Aminosduren von FKBP37.7 verglichen. Anhand der Rontgenkristallstrukturen wurden auch hier die
a-helikalen Bereiche griin gekennzeichnet. Die dargestellten Sequenzvergleiche wurden mit ClustalW2 (2007)
durchgefiihrt. Identische Aminosiuren sind mit (*), Reste mit starker Ahnlichkeit mit (:) und Reste mit schwacher
Ahnlichkeit mit (.) gekennzeichnet.
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Zur Eingrenzung der TPR-Doméne wurde ein Sequenzvergleich mit zwei TPR-Motiv-enthaltenden
Vertretern der FKBP-Familie, FKBP51 und FKBP52, durchgefiihrt. Die TPR-Doménen von
FKBP51 und FKBP52 wurden dabei aus den vorliegenden Kristallstrukturen iiber deren TPR-
Motiv-bildende a-Helices ausgewdhlt und zum Vergleich eingesetzt [Sinars et al., 2003; Wu et al.,
2004]. Fir FKBP37.7 wurde die gesamte C-terminal zur PPlase-Doméne gelegene Aminoséure-
sequenz mit den Resten 170-330 eingesetzt (Abbildung 3-1, B). Anhand dieser Analyse wird
ersichtlich, dass alle drei Proteine eine Sequenzidentitiit von 16 % und eine Ahnlichkeit von 42 %
miteinander besitzen. Werden die Proteine einzeln verglichen, so besitzt FKBP37.7 eine Identitét
mit FKBP51 von 21 % und mit FKBP52 von 25 %. Alle drei TPR-Motive sind laut diesem
Sequenzvergleich durch die 161 C-teminalen Aminosduren von FKBP37.7 abgedeckt, da die erste
o-Helix erst mit Aminosdure 172 von FKBP37.7 beginnt. Somit wurde fiir alle weiteren
Untersuchungen die TPR-Doméne von FKBP37.7 auf die Aminoséuren 170-330 festgelegt, um die
Vollstindigkeit der ersten a-Helix zu garantieren. Eine schematische Darstellung der Doménen
von FKBP37.7 ist in Abbildung 3-2 gezeigt. Die ersten und letzten Aminosduren der verschiedenen

Motive sind jeweils gekennzeichnet.
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von FKBP37.7. Die Abbildung umfasst das
vollstdndige Protein mit den Aminoséuren 1-330. Die Zahlen unter der Abbildung bezeichnen jeweils die ersten und die
letzten Aminoséduren der PPlase-Doméne (blau) und der jeweiligen TPR-Motive (rot).

3.2. Klonierung, Uberexpression, Reinigung von FKBP37.7 und verkiirzten FKBP37.7-

Varianten aus E. coli

Die Nukleotidsequenz des jeweiligen FKBP37.7-Konstruktes wurde iiber zwei Restriktions-
endonukleaseschnittstellen in die multiple cloning site des jeweiligen Expressionsvektors
eingefiihrt. Die erfolgreiche Klonierung konnte jeweils durch PCR und eine anschlieBende
vollstindige Sequenzierung der eingefiigten Nukleotidsequenz sichergestellt werden. Mittels
Uberexpressionstest von verschiedenen E. coli-Zellen, bei verschiedenen Temperaturen und unter
Verwendung variierender Zusitze konnten die Bedingungen der Proteiniiberexpression fiir jedes
Protein opimiert werden. So wurden zur Expression der GST-fusionierten Proteinvarianten dem
Medium jeweils 5% Glycerin zur Verbesserung der Proteinloslichkeit zugesetzt. Eine
Zusammenfassung der Klonierungen, der Uberexpressionsbedingungen withrend der priparativen

Proteinanzucht und der notwenigen Reinigungsschritte fiir die verwendeten FKBP37.7-Varianten
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ist in Tabelle 3-1 dargestellt. Die ausfiihrlichen Reinigungsbedingungen der einzelnen Proteine sind

in Abschnitt 2.2.3.5. ndher erldutert. Allen Proteinen wurde jedoch zum Zellaufschluss Protease-

inhibitor-Cocktail (Roche) zugesetzt um Abbau wihrend der Reinigung zu verhindern.

Tabelle 3-1: Klonierung, Uberexpression und Reinigung der rekombinant in E. coli hergestellten FKBP37.7-
Proteinvarianten. Im Bereich des jeweiligen Konstruktes ist schematisch das vollstindige FKBP37.7 dargestellt.
Hervorgehoben ist dabei der exprimierte Teil der jeweiligen Proteinvariante. Blau markiert ist die PPIase-Domine, rot
sind die TPR-Motive markiert und in dunkelgrau die nicht strukturierten Bereiche. In den Namen der Proteine sind die
jeweiligen Aminoséuren hochgestellt und die enthaltenen Fusionen mit aufgefiihrt.

Variante
Restriktionsschnittstellen,
Expressionsvektor

Uberexpression
Zellen, Medium, Zusatz,
Temperatur, Expressions-

dauer

Reinigungsschritte
nach Reihenfolge der Ausfithrung

FKBP37.73%%

Ndel und HindIIl,
pET-30a(+)

PPlase-Domane

BL21 (DE3), 2YT-Medium,
0. Zusatz, 30 °C, 4 h

TPRI" TPR| TPR

- DEAE-Sepharose

- Ammoniumsulfat-Fallung

- Dialyse

- Q-Sepharose

- Gelfiltration Sephadex G-75

Hise-FKBP37.743%

EcoRI und HindIII,
pET-28a(+)

Hisg- PPlase-Doméne

BL21 (DE3), 2YT-Medium,
0. Zusatz, 37 °C, 4 h

TPR" " TPR' TPR

- Ni-NTA-Agarose

- Dialyse

- DEAE-Sepharose

- Gelfiltration Sephadex G-200

GST-FKBP37.7+3%

EcoRI und Xhol,
pGEX-5X-1

GST- PPlase-Doméane

Rosetta (DE3), 2YT-Medium,
5 % Glycerin, 30 °C, 4 h

TPR " TPR ITPR

- GSH-Sepharose
- DEAE-Sepharose
- Gelfiltration Sephadex G-200

FKBP37.7+16

Ndel und HindIII,
pET-30a(+)

PPlase-Domane

BL21 (DE3), 2YT-Medium,
0. Zusatz, 37°C,3 h

- DEAE-Sepharose
- Q-Sepharose
- Gelfiltration Sephadex G-75

GST-FKBP37.711%8

GST- PPlase-Domane

EcoRI und Xhol, DH5a., 2YT-Medium, - GSH-Sepharose
pGEX-5X-1 5 % Glycerin, 30 °C, 4 h - Gelfiltration Sephadex G-200
FKBP37.7t7%3% TPRI TPR | TPR
Ndel und Xhol, BL21 (DE3), 2YT-Medium, | - Ammoniumsulfat-Féllung
pET-30a(+) 0. Zusatz,30°C,3 h - Propyl-Sepharose

- Dialyse
- DEAE-Sepharose
- Gelfiltration Sephadex G-75
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Variante Uberexpression Reinigungsschritte
Restriktionsschnittstellen, Zellen, Medium, Zusatz, nach Reihenfolge der Ausfiihrung
Expressionsvektor Temperatur, Expressions-
dauer
GST-FKBP37.7+%3% 38N TPRIW TPR | TPR
EcoRI und Xhol, DH5a., 2YT-Medium, - GSH-Sepharose
pGEX-5X-1 5 % Glycerin, 30 °C, 4 h - Gelfiltration Sephadex G-200

Alle in Tabelle 3-1 dargestellten Proteine konnten anndhernd bis zur Homogenitdt gereinigt
werden. In SDS-Polyacrylamidgelen migrierten sie bis zu den errechneten Laufweiten (Abbildung
3-3). Zusitzlich wurden die Identitidten aller Proteine durch massenspektrometrische Analysen

iiberpriift (Anhang 1).
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Abbildung 3-3: Aus E. coli gereinigte FKBP37.7-Proteinvarianten. Nach dem letzten Reinigungsschritt wurden
Proben der préparierten Proteine in 10-17,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassielosung
gefarbt. Jeweils links sind die mitgefiihrten GroBenstandards in kDa beschriftet. Unter den jeweiligen Abbildungen ist
das berechnete Molekulargewicht der jeweiligen Proteinvariante angegeben.

Da die Detektion in Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgelen und die korrekte
Identifizierung mittels Massenspektrometrie jedoch keine Aussage iiber vorhandene Sekundér-
strukturelemente und somit kein Indiz fiir eine korrekte Faltung und Funktionalitét der hergestellten
Proteine lieferten, wurden fiir alle hergestellten Proteinvarianten zusétzlich CD-Spektren
aufgenommen. Diese sind in Abbildung 3-4 dargestellt. Im Fern-UV CD-Spektrum zeigen die
Sekundérstrukturelemente im Bereich von 180-250 nm charakteristische Elliptizititen bei
verschiedenen Wellenldngen [Brahms & Brahms, 1980; Hennessey & Johnson, 1981; Johnson,
1988]. Fiir keines der hier untersuchten Proteine konnte in den CD-Spektren ein Minimum bei
195-200 nm festgestellt werden, was anzeigt, dass nur wenige oder keine unstrukturierte Random-
Coil-Molekiile vorliegen. Das CD-Spektrum von FKBP37.7''% shnelte im Spektrenverlauf und der

niedrigen mittleren molaren Elliptizitdt pro Aminosidure denen von FKBP12 und der PPlase-
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Doméne von Arabidopsis thaliana FKBP42 [Kamphausen et al., 2002; Pirkl & Buchner, 2001].
Bei dem aus einem fiinfstringigen antiparallenen [-Faltblatt und einer zentralen o-Helix
aufgebauten FKBP12 ist das absolute Minimum bei 212 nm mit circa -5000 deg*cm**dmol™ zu
beobachten, was typisch fiir ein solches, vorwiegend B-Faltblatt-strukturiertes Protein ist [Michnick
et al., 1991]. Die Verschiebung des absoluten Minimums von 212 auf 210 nm und das sich
andeutende Minimum bei 222 nm kénnte im Falle von FKBP37.7''% auf einen erhohten o-

helikalen Strukturanteil hinweisen.
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Abbildung 3-4: CD-Spektren der in E. coli Uberexprimierten und gereinigten FKBP37.7-Varianten. A) Fern-UV
CD-Spektrum von 5 pM FKBP37.7'%*° (—), 5 uM Hise-FKBP37.7'3% (), 10 uM FKBP37.7""'% (——=) in 10 mM
Na,HPO, pH 8,0 und 5 pM FKBP37.7'7%**® (“—-) in 10 mM Na,HPO, pH 8,0; 0,018 mM DTT gemessen bei 10 °C. B)
Fern-UV CD-Spektrum von 5pM GST-FKBP37.7'%° (—), 5 uM GST-FKBP37.7'''% (=) und 5uM
GST-FKBP37.7'7%%% (===) in 10 mM Na,HPO, pH 8,0 gemessen bei 10 °C.

Die beiden vollstindigen FKBP37.7-Varianten FKBP37.7'*° und Hise-FKBP37.7'%° zeigten
einen dhnlichen Spektrenverlauf, sowie eine dhnliche Intensitit wie die TPR-enthaltenden PPlasen
FKBP51, FKBP52, Cyp40 und Arabidopsis thaliana FKBP42 [Kamphausen et al., 2002; Pirkl &
Buchner, 2001]. Das Vorhandensein von zwei Minima bei 209 und 222 nm und die hohere
Signalintensitit mit -12000 bis -15000 deg*cm**dmol” implizierten einen hoheren Anteil
o—helikaler Strukturen im Vergleich zu FKBP12, was auf das Vorhandensein der TPR-Doméne
zuriickzufithren ist. Gut waren die Sekundérstrukturelemente der isolierten TPR-Doméne
FKBP37.7"7%% zu beurteilen. Ein stark ausgeprigtes Minimum bei 222 nm und eines bei 208 nm
deutete auf das liberwiegende Vorhandensein von helikalen Strukturelementen hin. Da TPR-
Motive immer aus zwei o—Helices aufgebaut sind [Das et al., 1998; Lamb et al., 1995] und der
Sequenzvergleich mit FKBP51 und FKBP52 (Abschnitt 3-1) auf das Vorhandensein von drei
TPR-Motiven hindeutete, kann dies als das Spektrum der TPR-Motive von FKBP37.7 interpretiert
werden. Die Beurteilung der Faltung von GST-fusionierten Proteinen ist generell schwieriger, da

hier die Signale der Sekundérstrukturelemente von GST zusétzlich detektiert werden. Das GST,
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welches zu iiber 40 % aus a-helikalen Strukturelementen aufgebaut ist, zeigt dabei die typischen
Minima bei 208 und 222 nm [Cardoso et al., 2003; Park et al., 2002]. Dennoch wurden fiir
GST-FKBP37.7""""%  GST-FKBP37.7'"*° und GST-FKBP37.7'7°** shnliche Spektren erhalten,
wie fir die nicht GST-fusionierten Proteinvarianten. Lediglich GST-FKBP37.7'""* und
GST-FKBP37.7'**° zeigten das Vorhandensein eines hcheren helikalen Strukturanteils, was
vermutlich auf die GST-Fusion zuriickzufiihren war. Die CD-Spektren aller hergestellten
FKBP37.7-Varianten entsprachen den Erwartungen. Die Proteine wurden somit fiir alle folgenden

Experimente als korrekt gefaltet angesehen und verwendet.

1-
7 330

3.3. Klonierung, Uberexpression und Reinigung von FLAG-FKBP37. aus humanen

HEK?293-Zellen

Neben dem aus E. coli gereinigten FKBP37.7 wurde das Protein auch aus iiberexprimierenden
humanen HEK293-Zellen gewonnen. Zwar kdnnen humane Proteine aus E. coli-Zellen gewonnen
werden, aber mogliche posttranslationale Modifikationen konnen dabei fehlen. Mit Hilfe der aus
eukaryotischen Zellen gewonnenen Proteine sollte daher der mogliche Einfluss dieser posttrans-
lationalen Modifikationen auf die PPlase-Aktivitit und die FK506-Bindung untersucht werden.

Dafiir wurde die kodierende Nukleotidsequenz fiir FKBP37.7'*%° in den Expressionsvektor
pCMV-Tag 2B eingefiihrt (Abschnitt 2.2.2.8.). Die Korrektheit dieser Klonierung wurde durch die
vollstdndige Sequenzierung der inserierten DNA sichergestellt. Zur Herstellung des rekombinanten
FLAG-FKBP37.7'%*" wurde anschlieBend eine stabile Zelllinie generiert, wofiir HEK293-Zellen
mit dem hergestellten Plasmid transfiziert und iiber sechs Wochen mit steigenden Konzentrationen
von 50-300 pg/ml Geneticin (G-418) selektiert wurden. Aufgrund dieser Selektion konnten Zellen
erhalten werden, welche die Resistenz gegen das Antibiotikum und somit gleichfalls die DNA fiir
FLAG-FKBP37.7'%* enthielten. Die erfolgreiche Proteiniiberexpression konnte durch Western
Blot-Experimente mittels anti-FLAG M2- und anti-FKBP37.7-Antikérper sichergestellt werden.
Fiir die Isolierung des FLAG-FKBP37.7"* wurden Zellen, wie in Abschnitt 2.2.3.3. beschrieben,
aufgearbeitet und das Protein daraus gereinigt (Abschnitt 2.2.3.5.). Die Uberpriifung der
Reinigungsschritte erfolgte in SDS-Polyacrylamidgelen und ist fiir eine Préparation exemplarisch
in Abbildung 3-5 dargestellt. Das im Zelllysat enthaltene FLAG-FKBP37.7'2*° konnte unter den
gewihlten Bedingungen im Zentrifugationsiiberstand erhalten und auch vollstdndig an die Anti-
FLAG M2 Affinity Agarose gebunden werden (Abbildung 3-5, A; UZelllysat und DL). Durch die
Waschschritte war es moglich, einen Grofteil der nicht bindenden Proteine zu entfernen und
lediglich FLAG-FKBP37.7'**" angereichert an der Anti-FLAG M2 Affinity Agarose zu erhalten.
Die Kompetition mit FLAG-Peptid ermoglichte anschlieBend eine vollstindige Elution, so dass

auch unter sauren Bedingungen mit 0,1 M Glycin pH 3,5 keine weitere Elution eventuell noch
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gebundener Proteine stattfand. In nachfolgenden Experimenten konnte mit dieser Anti-FLAG M2
Affinity Agarose die gleiche Anreicherung und Reinigungswirkung erzielt werden. Dies wurde

abgeschétzt anhand von Western Blots und von SDS-Polyacrylamidgelen.
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Abbildung 3-5: Isolierung von FLAG-FKBP37.77%% aus uberexprimierenden HEK293-Zellen. Die
FLAG-FKBP37'**-iiberexprimierenden Zellen wurden lysiert und das Protein [40 kDa] durch Bindung an die Anti-
FLAG M2 Affinity Agarose aus dem Zelllysat isoliert. Mit dem Leervektor pCMV-Tag 2B transfizierte Zellen wurden
identisch behandelt (Kontrolle). Die Proteinproben der Reinigung von FLAG-FKBP37'*** wurden anschlieBend in
15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. A) Die Proteine wurden anschlieBend auf Nitrocellulosemembran
iiberfithrt und spezifisch mit anti-FLAG M2-Antikérper detektiert. Auf den SDS-Polyacrylamidgelen verbliebenes
Protein wurde mit Silbernitatlssung angefirbt. P, Sediment des Zelllysats nach Zentrifugation; U, zur Isolierung
verwendeter Uberstand des Zelllysats nach Zentrifugation; M, Marker; DL, Durchlauf. Die Elution 1-4 erfolgte mit
100 pg/ml FLAG-Peptid, Elution 5-6 mit 200 pg/ml FLAG-Peptid und Elution 7 mit 0,1 M Glycin pH 3,5. B) Die
Elutionsfraktionen 1 und 2 von FLAG-FKBP37'**" und und des Kontrollexperiments wurden zum Vergleich noch
einmal in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend mit Silbernitratlosung angeférbt.

In Abbildung 3-5, B ist bereits zu erkennen, dass deutlich mehr Proteinbanden in den
Elutionsfraktionen von FLAG-FKBP37'**’-iiberexprimierenden Zellen akkumulierten, als in denen
von nicht FLAG-FKBP37"**-iiberexprimierenden Zellen, was auf die Co-Reinigung mdglicher
Bindepartner hinweisen konnte. Mit FLAG-FKBP37.7'** war es moglich FKBP37.7 aus humanen
Zellen anzureichern, zu isolieren und damit fiir nachfolgende Untersuchungen zum Einfluss

eukaryotischer Modifikationen und des daraus resultierenden Bindungsverhaltens bereitzustellen.
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3.4. Untersuchung der FK506-Bindung von FKBP37.7

FKBP37.7 wird der Proteinfamilie der FK506-bindenden Proteine zugerechnet. Allerdings erfolgte
die Einteilung nicht, wie der Name vermuten lisst, aufgrund der Bindung des Makrolides FK506
(Tacrolimus), sondern aufgrund der Sequenzhomologie der PPlase-Domine von FKBP37.7 mit
FKBP12. Zur Uberpriifung der FK506-Bindung wurde von Martin Theuerkorn (MPF) eine FK506-
Affinitdtsmatrix synthetisiert, durch die ein direkter, nicht-radioaktiver Nachweis der FK506-
Bindung erbracht werden kann.

Diese FK506-Affinitdtsmatrix wurde zundchst mit rekombinant hergestelltem Protein auf ihre
Funktionstiichtigkeit und Spezifitdt hin untersucht. Hierfir wurden FKBP12, FKBP51 und
FKBP52 als FK506-bindende Proteine und BSA als nicht-FK506-bindendes Protein eingesetzt
(Abbildung 3-6, A).

FK506- Kontroll-
Matrix Matrix

A FKBP12
FKBP51
FKBP52

BSA

B His,-FKBP37.71-3%0

FKBP37.71-330

FKBP37.71-166

FKBP37.7170-330

FKBP37.7170:330
+ FKBP37.71168

S0 30 AEEN

Q0N oe ENEN
20 * NEEE:

Abbildung 3-6: Bindung der rekombinant hergestellten Proteine an die FK506-Affinitdtsmatrix. Die FK506-
Affinitdtsmatrix bzw. die Kontrollmatrix wurden 1h mit je 20 ug rekombinant hergestelltem Protein inkubiert.
AnschlieBend wurden die Uberstinde mit nicht-gebundenem Protein von den Matrices abgenommen. Nach sechsmaligem
Waschen der Matrices wurden alle Proben in 15-17,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. I, eingesetztes
Protein; U, nicht an die Matrix gebundenes Protein; B, an der Matrix gebundenes Protein. A) zeigt das Kontroll-
experiment zur Sicherstellung der Funktionstiichtigkeit der Matrix. B) zeigt das Bindungsexperiment mit FKBP37.7-
Varianten.
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Die eingesetzten FKBP zeigten das aus der Literatur bekannte FK506-Bindungsverhalten; zudem
zeigte BSA keinerlei Bindung [Vanduyne et al., 1991; Weiwad et al., 2006; Yem et al., 1992].
Eine unspezifische Wechselwirkung mit dem Trigermaterial konnte ausgeschlossen werden, da
keines der Proteine an die Kontrollmatrix gebunden hat. Die FK506-Affinititsmatrix wurde damit
als funktionsfahig eingestuft und fiir die nachfolgenden Experimente eingesetzt. Vor Verwendung
jeder neuen FK506-Affinititsmatrixcharge wurde diese, wie hier beschrieben, getestet. Nach der
Sicherstellung der Funktionstiichtigkeit wurde FKBP37.7 auf seine Fahigkeit der FK506-Bindung
untersucht (Abbildung 3-6, B). Hierfiir wurden die in Abschnitt 3.2. beschriebenen, rekombinant
hergestellten Volllingenprotein-Varianten Hise-FKBP37.7'>*° und FKBP37.7'7%, die isolierte
PPlase-Domine FKBP37.7"'%, sowie die PPlase-Domine in Anwesenheit der TPR-Domine
FKBP37.7"%% eingesetzt. Mit His;-FKBP37.7'* und FKBP37.7'7*° konnte eine Bindung an die
FK506-Affinitdtsmatrix beobachtet werden. Allerdings konnte mehr als die Halfte des jeweils
eingesetzten Proteins nicht gebunden werden. Die isolierte PPIase-Doméne zeigte dagegen keine
Bindung an die FK506-Affinitdtsmatrix. Auch bei gemeinsamer Verwendung der PPlase-Doméne
und der TPR-Doméne konnte keinerlei Bindung beobachtet werden.

Um zu iiberpriifen, ob es sich bei der Bindung der beiden Vollldngenproteine um eine spezifische

Interaktion mit FK506 handelt, wurde ein Kompetitionsexperiment durchgefiihrt (Abbildung 3-7).

FK506- Kontroll-
Matrix Matrix

FKBP12 “ ’- - + 3x FK506-D. MT-10

Hisg-FKBP37.71-3% " .4‘ F‘ q + 3x FK506-D. MT-10
FKBP37.71330 i ﬁ E + 3x FK506-D. MT-10

Abbildung 3-7: Kompetition der Bindung von rekombinant hergestellten Proteinen an die FK506-
Affinitatsmatrix. Die rekombinant hergestellten Proteine wurden mit einem dreifachen molekularen Uberschuss des
FK506-Derivates MT-10 fiir 5 min vorinkubiert und dann mit der FK506-Affinitdtsmatrix bzw. Kontrollmatrix 1 h
inkubiert. Zur Bindungskontrolle erfolgte zusitzlich die Inkubation der Matrices mit FKBP12 ohne vorherige Inkubation
mit dem FK506-Derivat MT-10. AnschlieBend wurden die Uberstéinde mit nicht-gebundenem Protein von den Matrices
abgenommen. Nach sechsmaligem Waschen der Matrices wurden alle Proben in 15-17,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt. I, eingesetztes Protein; U, nicht an die Matrix gebundenes Protein; B, an der Matrix gebundenes Protein.
Eingesetzte Proteinmengen, 20 pg; FKBP12, 1,67 nmol; Hisg-FKBP37.71% 0,48 nmol; FKBP37.7'%%°, 0,53 nmol.

Dabei wurden FKBP12, His,-FKBP37.7'**° und FKBP37.7"**° jeweils mit einem dreifachen
molekularen Uberschuss des FK506-Derivates MT-10 vorinkubiert und danach den Matrices
zugegeben. Dieses Derivates wurde anstelle von FK506 aufgrund seiner besseren Loslichkeit im

wissrigen Puffer, bei vergleichbaren Inhibitonseigenschaften, verwendet. Die Bindung von
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FKBP12 an die FK506-Affinitdtsmatrix konnte durch die Kompetition fast vollstindig unterdriickt
werden, wihrend eine Verringerung der Bindung fiir keine der beiden FKBP37.7-Varianten zu
beobachten war. Da keine Kompetition mit dem FK506-Derivat MT-10 stattfand, lag der Verdacht
nahe, dass es sich hierbei nicht um eine spezifische Bindung von FKBP37.7 an FK506 handelte,
sondern um eine Prézipitationserscheinung auf der hydrophoben Oberfliche der FKS506-
Affinitatsmatrix. Gestiitzt wurde diese Vermutung auch dadurch, dass die isolierte PPlase-Doméne
keine Bindung zeigte.

Mit rekombinant in E. coli hergestelltem Protein gelang es somit nicht, die Frage der FK506-
Bindung durch FKBP37.7 vollstindig zu kldren. Daher wurde auch authentisches Protein aus
humanen Zellen untersucht. Hierfiir mussten zunidchst humane Zellen gefunden werden, welche
FKBP37.7 authentisch exprimieren und somit fiir diesen Test eingesetzt werden konnten. Zu
diesem Zweck wurden die Zelllinien unterschiedlicher Abstammung Jurkat, HEK293, HepG2,
SH-SYS5Y, HelLa, HT-29, WI-38 und MCF-7 getestet. Der Nachweis des authentischen FKBP37.7
erfolgte durch einen spezifischen Antikorper gegen das Protein. Zur Abschitzung der
Expressionstérke erfolgte eine densitometrische Auswertung und ein Vergleich mit der Expression

von B-Aktin (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8: Expression von authentischem FKBP37.7 in immortalisierten humanen Zelllinien. Jeweils 40 pg
Gesamtzellprotein der angegebenen Zelllinien wurde in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem
Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte die Anféarbung aller Proteine durch PonceauS (oben). FKBP37.7
wurde durch einen anti-FKBP37.7-Antikorper detektiert und zur Abschitzung der Expressionsverhéltnisse wurde
ebenfalls B-Aktin detektiert.

Es wurde festgestellt, dass die T-Zelllymphom-Zelllinie Jurkat, die Cervixkarzinom-Zelllinie HeL.a
und die Brustkrebszelllinie MCF-7 das FKBP37.7 vergleichsweise am stirksten exprimierten.
HEK293-, SH-SY5Y-, HT-29-, und WI-38-Zellen zeigten eine moderate Expression, wihrend in

den Leberkarzinomzellen HepG2 nur eine schwache Expression zu beobachten war.
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Zur Untersuchung der FK506-Bindung von authentischem FKBP37.7 mittels der FK506-Affinitéts-
matrix musste deren Funktionstiichtigkeit vorher mit Lysaten von humanen Zellen sichergestellt
werden. Hierfliir wurde die stark FKBP37.7-exprimierende Jurkat-Zelllinie ausgewihlt. Das
Bindungsexperiment wurde wie in Abschnitt 2.2.4.11. beschrieben durchgefiihrt und die Proben
anschliefend in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Durch die Detektion mittels spezifischer
Antikdrper konnte fiir authentisches FKBP12, FKBP51 und FKBP52 eine Bindung an die FK506-
Affinitatsmatrix festgestellt werden (Abbildung 3-9).
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Matrix Matrix
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Farbung |_ 55

|- 40

|- 35

- 25

- 15
anti-FKBP12
anti-FKBP51
anti-FKBP52
anti-FKBP36

anti-FKBP37.7

Abbildung 3-9: Bindung von authentischem FKBP aus Jurkat-Zelllysat an die FK506-Affinitatsmatrix. Zelllysat
aus Jurkatzellen wurde mit der jeweiligen Matrix 1h inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde mit nicht-
gebundenem Protein von den Matrices abgenommen. Nach sechsmaligem Waschen der Matrices wurden alle Proben in
15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Gesamtprotein wurde mit Silbernitratlosung angefdrbt. Nach Western
Blot wurden die einzelnen Proteine mit spezifischen Antikdrpern detektiert. I, eingesetztes Zelllysat; U, nicht an die
Matrix gebundenes Protein; B, an der Matrix gebundenes Protein.

Fiir FKBP36, welches als nicht nicht-FK506-bindend beschrieben wurde, konnte dagegen keine
Bindung detektiert werden [Jarczowski et al., 2008]. Die Ergebnisse des Experimentes entsprachen
den Erwartungen; die FK506-Affinitdtsmatrix konnte somit auch fiir Experimente mit humanen
Zelllysaten als funktionsfdhig eingeschétzt werden. Authentisches FKBP37.7 aus Jurkat-Zellen
zeigte, wie auch schon die isolierte PPlase-Doméne in Abbildung 3-6, keine Bindung an die
FK506- Affinititsmatrix. FKBP37.7 bindet demnach kein FK506. AnschlieBend wurde noch

einmal tiberpriift, ob sich das Fehlen einer FK506-Bindung auch in anderen Zelllinien bestétigen
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lasst, um ein Zelltyp-spezifisches Phdnomen von Jurkat-Zellen auszuschlieBen (Abbildung 3-10).
Dafiir wurden einige der schon auf ihre Expression von authentischem FKBP37.7 untersuchten

Zelllinien verwendet.

SH-SY5Y
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Abbildung 3-10: Bindung von authentischem FKBP37.7 aus verschiedenen Zelllinien an die FK506-
Affinitatsmatrix. Zelllysat aus den verschiedenen Zellen wurde mit der jeweiligen Matrix 1 h inkubiert. Die Uberstinde
mit nicht-gebundenem Protein wurden von den Matrices abgenommen. Nach sechsmaligem Waschen der Matrices
wurden alle Proben in 15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Nach Western Blot wurden die Proteine mit
spezifischem anti-FKBP37.7-Antikérper detektiert. I, eingesetztes Zelllysat; U, nicht an die Matrix gebundenes Protein;
B, an der Matrix gebundenes Protein. Das Experiment mit SH-SYSY-Zellen wurde im Rahmen der Diplomarbeit von S.
Wetzel durchgefiihrt [Wetzel, 2011].

Auch in den Zelllinien HepG2, HEK293, SH-SYS5Y, und MCF-7 konnte keine Bindung von
FKBP37.7 an die FK506-Affinitdtsmatrix nachgewiesen werden. Insgesamt bindet das vollstidndige
FKBP37.7 in keiner der hier untersuchten Zelllinien an FK506. Zusammen mit den Daten der
Bindungsstudien mit rekombinant hergestelltem Protein aus E. coli kann geschlussfolgert werden,
dass FKBP37.7 nicht in der Lage ist, FK506 zu binden, und die nicht-kompetitierbare Bindung mit
dem rekombinant in E. coli hergestellten Vollldngenprotein auf eine Prazipitationserscheinung auf

der Matrix zuriickzufithren ist.

3.5. Untersuchungen zur PPlase-Aktivitat von FKBP37.7

Als Mitglied der Enzymklasse der PPlasen sollte FKBP37.7 auch auf das Vorhandensein einer
enzymatischen Aktivitdt ndher untersucht werden. Laut dem Sequenzvergleich aus Abbildung 3-1,
A, sind im Vergleich zu FKBP12, dem prototypischen Vertreter der FKBP-Familie, acht der
13 Aminosduren im putativ aktiven Zentrum von FKBP37.7 ausgetauscht. Derartige Austausche
sind allerdings auch bei vielen anderen aktiven Vertretern dieser Proteinfamilie festzustellen
[Fanghinel & Fischer, 2004].

Eine Messung der PPlase-Aktivitit von FKBP37.7 mit dem Peptidsubstrat Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-
pNA wurde bereits einmal durchgefiihrt und dabei wurde postuliert, dass es sich bei FKBP37.7 um

51



Ergebnisse

ein inaktives Protein handelt [Laenger et al., 2009]. Die PPlase-Aktivititsmessungen wurden
allerdings mit einem rekombinant hergestellten Protein durchgefiihrt, welches lediglich die
Aminosduren 1-121 umfasste. Aufgrund des zu Beginn dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenz-
vergleiches aus Abschnitt 3.1. ist eine Proteinvariante mit den Aminoséduren 1-121 aber moglicher-
weise zu kurz, um die vollstindige PPlase-Domine abzudecken. In Anlehnung an diesen Vergleich
fehlen Teile der Insertion, sowie homologe Strukturelemente zum sechsten (3-Faltblattstrang des
FKBP12 und somit auch drei dem aktiven Zentrum zugehorige Reste, welche Tyr82, His87 und
Phe99 in FKBP12 entsprechen [Fanghinel & Fischer, 2004]. In Rahmen dieser Arbeit wurde daher
die PPlase-Aktivitdt von FKBP37.7 mit den ldngeren Proteinvarianten erneut bestimmt.

In Abbildung 3-11 sind die katalytischen Effizienzen der untersuchten FKBP37.7-Varianten sowie
von FKBP12 gezeigt. Dabei lagen die ky,/Ky-Werte aller untersuchten FKBP37.7-Varianten im
Bereich von 0,9-6%10° M™"*s™ und sind damit circa 1000-mal geringer als die von FKBP12. Zudem
lagen diese Werte unter 10° M™'*s™" und damit selbst unterhalb von denen, welche fiir schwach

aktive humane PPlasen beschrieben wurden.
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Abbildung 3-11: PPlase-Aktivitat verschiedener FKBP37.7-Proteinvarianten. Die Aktivitdtsmessung erfolgte im
Protease-gekoppelten PPlase-Test mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA als Substrat bei pH 7,8 und 10 °C. Dabei wurden
25 nM FKBP12, 5 uM FKBP37.7'%%, 5 uM Hiss-FKBP37.7"** und 10 pM FKBP37.7"'% zur Messung eingesetzt.

Fiir Hise-FKBP37.7'*° konnte eine circa sechsfach héhere PPlase-Aktivitit bestimmt werden als
fiir die beiden anderen Proteinvarianten. Um diese Differenz zu erkldren und mogliche nach der
Reinigung noch vorhandene Verunreinigungen als mdgliche Ursache dieser Aktivitdt aus-
zuschlieBen, wurde nun die Aktivitidt durch den Einsatz verschiedener Substrate und Inhibitoren

niher untersucht (Abbildung 3-12). Fiir die Messungen wurden Peptidsubstrate des Types Suc-Ala-
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Xaa-Pro-Phe-pNA eingesetzt, wobei Xaa fiir unterschiedliche Aminoséuren steht. Bei der Messung
mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA konnte im Gegensatz zum Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA die hochste PPlase-Aktivitit beobachtet werden, was auf eine PPlase der FKBP-Familie
hindeutet (Abbildung 3-12, A) [Albers et al., 1990; Park et al., 1992]. Diese Vermutung wird auch
dadurch gestiitzt, dass keine Inhibition der Aktivitit mit CsA erreicht werden konnte, so dass eine
Verunreinigung durch ein Cyp ausgeschlossen wurde. Allerdings konnte die vorhandene Aktivitét
auch durch FK506 oder Rapamycin nicht deutlich reduziert werden, jedoch durch die Zugabe von
Ni*"-Ionen (Abbildung 3-12, B und C). Ein nicht durch FK506, aber durch Ni**-Ionen inhibierbares
FKBP ist das 21 kDa grofe SlyD aus E. coli [Hottenrott et al., 1997]. Die erhohte Aktivitit des
Hise-FKBP37.7'*° gegeniiber den anderen Varianten kam somit vermutlich durch Co-gereinigtes
und im Coomassiegel nicht sichtbares SlyD zu Stande. Nach der Inhibition mit 10 uM NiCl, betrug
die katalytische Effizienz von FKBP37.7 maximal 1,5%10° M'*s™,
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Abbildung 3-12: Spezifitat und Inhibition der PPlase-Aktivitit von Hise-FKBP37.74%%, Alle Aktivititsmessungen
erfolgten im Protease-gekoppelten PPlase-Test mit 5 uM Hise-FKBP37.7"** bei pH 7,8 und 10 °C. A) Die Messungen
erfolgten mit den Peptidsubstraten Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA, wobei Xaa fiir die Aminosduren Phe, Leu oder Ala steht.
B, C) Die Messungen erfolgten mit dem Peptidsubstrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA nach Vorinkubation mit den
angegebenen Inhibitoren.

Die Aktivitdt wurde in allen bisher beschriebenen Experimenten im Chymotrypsin-gekoppelten
PPlase-Test bestimmt. Da FKBP37.7 aber mehr als 20 potentielle Schnittstellen fiir Chymotrypsin
besitzt, wurde iiberpriift, ob die eingesetzten Proteinvarianten unter den Messbedingungen die
gesamte Zeit stabil sind. Die Experimente im Chymotrypsin-gekoppelten PPlase-Test wurden dafiir
erneut durchgefiihrt. Nach der Reaktionszeit von 6 min wurden Proben entnommen, mit SDS-
Probenpuffer gemischt und anschlieBend im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Ergebnis fiir
FKBP37.7""'% ist in Abbildung 3-13 dargestellt.
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Abbildung 3-13: Stabilitat von FKBP37.71% im PPlase-Aktivitatstest. Die PPlase-Aktivititsmessungen wurden im
Protease-gekoppelten und im Protease-freien Test durchgefiihrt. Nach 6 min Vorinkubation von 1,66 uM FKBP37.7''%
in Messpuffer erfolgte die Zugabe des Substrates und im Protease-gekoppelten Test zusétzlich des Chymotrypsins. Nach
weiteren 6 min wurden die Messansédtze mit SDS-Probenpuffer gemischt. Die Analyse erfolgt durch Auftrennung im
17,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel und anschlieBender Farbung mit Silbernitatldsung. Die Spur vor dem Marker zeigt
einen Messansatz ohne Zugabe von FKBP37.7"1% oder Chymotrypsin.
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Durch dieses Experiment wurde festgestellt, dass bereits FKBP37.
Proteinvariante mehrfach gespalten wurde. Daher wurden die PPlase-Messungen mit allen Protein-
varianten im Protease-freien PPlase-Aktivitétstest wiederholt. Obwohl die Stabilitit der
eingesetzten Proteine in diesem Aktivitdtstest ohne Protease iiber den gesamten Zeitraum der
Messung gewdhrleistet war, konnten auch hierbei nur ki,/Ky-Werte im Bereich von 0,9-
6*10° M'*s™' fiir die untersuchten FKBP37.7-Varianten ermittelt werden (Abbildung 3-14, A).
Eine Inhibition der FKBP37.7" - Aktivitit (5,9%10° M™*s™) durch FK506 konnte nicht beobachtet
werden. Auch Hiss-FKBP37.7'2%, welches hier aus einer anderen Priparation eingesetzt wurde als
bei der Messung im Chymotrypsin-gekoppelten PPlase-Test, zeigte lediglich noch eine Aktivitdt
von 0,9%10° M'*s™. Demnach handelt es sich bei diesen Messungen wahrscheinlich nicht um eine
durch FKBP37.7 hervorgerufene Aktivitit. Wie schon im Protease-gekoppelten Aktivitatstest
festgestellt wurde, kommen diese schwach messbaren Aktivitditen wahrscheinlich durch
Verunreinigungen der entsprechenden Proteinpridparationen mit anderen, authentischen PPlasen
aus E. coli zustande.

Neben der Untersuchung der PPlase-Aktivitdt mit Peptidsubstraten erfolgte die Bestimmung auch
mit dem Proteinsubstrat RCM-T1 (Abbildung 3-14, B). Dabei wurde die Riickfaltung des
entfalteten Proteins betrachtet. Die Geschwindigkeit dieser Riickfaltung wird dabei durch die trans
nach cis Isomerisierung der Tyr38-Pro39-Bindung bestimmt [Kiefhaber et al., 1990; Mucke &
Schmid, 1994]. Die PPIasen Cyp18 und FKBP12 beschleunigten die Reaktion mit 80,7*10° M"*s™!
und 10,4*10° M'*s™. Dies entspricht etwa den aus der Literatur bekannten Beschleunigungsraten

[Knappe et al., 2007; Scholz et al., 1997]. Die beiden eingesetzten FKBP37.7-Varianten bewirkten
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dagegen keine Beschleunigung der Riickfaltungsreaktion. Die Geschwindigkeiten der Reaktionen
lagen alle im Bereich der unkatalysierten Reaktion. Die berechneten katalytischen Effizienzen

betrugen somit lediglich 7,1 M™'*s™ fiir Hise-FKBP37.7" und 34 M™'*s™ fiir FKBP37.7'"%.
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Abbildung 3-14: PPlase-Aktivitatsmessung von FKBP37.7 im Protease-freien PPlase-Test und bei der
Rickfaltung der RCM-T1. (A) Die Aktivitdtsmessungen im Protease-freien PPlase-Test erfolgten mit Abz-Ala-Phe-
Pro-Phe-pNA als Substrat bei pH7,8 und 10°C. Dabei wurden 10nM FKBP12, 4 uM FKBP37.7'%%* 4 .M
His-FKBP37.7'* und 2,5 uM FKBP37.7"'% zur Messung eingesetzt. Die Inhibition der Aktivitit erfolgte mit 10 pM
FK506. (B) Die Bestimmung der Riickfaltung von RCM-T1 erfolgte in 100 mM Tris, 2 M NaCl pH 8,0 bei 10 °C. Zur

Beschleunigung der Reaktion wurden 100nM Cypl8, 500nM FKBP12, 7 uM Hise-FKBP37.7'%° oder 5 uM
FKBP37.7"'% eingesetzt.

In der Literatur existieren Hinweise, dass Hsp90 neben der TPR-Doméne moglicherweise eine
zweite Interaktion mit der PPTase-Doméne von FKBP37.7 eingeht [Kazlauskas et al., 2002]. Daher
wurde die Moglichkeit iiberpriift, ob Hsp90 aufgrund dieser moglichen Interaktion in der Lage ist
die PPlase-Aktivitdt von FKBP37.7 zu beeinflussen. Vor Beginn der Messungen musste hierfiir
Hsp90 rekombinant hergestellt werden.

Die Klonierung, sowie die Proteinpriparation von Hise-Hsp90p' "> erfolgten wie in den
Abschnitten 2.2.2.8. und 2.2.3.5. beschrieben. Vor den weiteren Messungen wurde die Faltung des
hergestellten Proteins mittels CD-Spektroskopie untersucht (Abbildung 3-15, A). Das CD-
Spektrum entspricht dem eines vorwiegend a-—helikal organisierten Proteins. Hise-Hsp90p'”™**
wurde als korrekt gefaltet angenommen und fiir die weiteren Messungen eingesetzt.

Die Messung der PPlase-Aktivitdt wurde im Protease-freien PPlase-Test in Anwesenheit von
Hise-Hsp90p'"** erneut durchgefiihrt (Abbildung 3-15, B). Dargestellt sind die Geschwindigkeits-
konstanten der jeweiligen Reaktionen. Bei der Messung mit 1 uM Hise-FKBP37.7'2*° wurde
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lediglich eine geringe Aktivitit beobachtet, wihrend die Messung mit 1 pM Hise-Hsp90B'7** das
Vorhandensein einer hoheren Fremdaktivitit zeigte. Wurden beide Proteine in der gleichen
Reaktion kombiniert eingesetzt, kam es zu keiner Erh6hung der Aktivitdt. Auch durch Zugabe von
ATP/MgCl, konnte keine Zunahme der PPlase-Aktivitdt festgestellt werden. Eine Aktivierung von
FKBP37.7 durch Hsp90 findet unter den gewihlten Bedingungen demnach nicht statt.
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Abbildung 3-15: Der EinfluR von Hsp90 auf die PPlase-Aktivitait von FKBP37.7. A) Hiss-Hsp90p'7** wurde
rekombinant in E. coli hergestellt. Dargestellt ist das mit Coomassieldsung gefirbte 10 %ige SDS-Polyacrylamidgel und
das CD-Spektrum, welches mit 5 uM Protein in 10 mM Na,HPO,4 pH 8,0 bei 10 °C aufgenommen wurde. B) Die
Aktivititsmessungen erfolgten im Protease-freien PPlase-Test mit Abz-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA als Substrat bei pH 7,8
und 10 °C. In den Messungen wurde 1 pM Hiss-FKBP37.7"%*°, 1 uM Hisg-Hsp90B' "> bzw. 1 mM ATP/2 mM MgCl,
eingesetzt.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Aktividiten von Enzymen durch das Vorhandensein von
posttranslationellen Modifikationen wie zum Beispiel Phosphorylierungen reguliert werden konnen
[Johnson & O'Reilly, 1996]. Da die bisher im PPlase-Aktivititstest eingesetzten FKBP37.7-
Varianten alle in E. coli iiberexprimiert und die Proteine aus den Lysaten gereinigt wurden, kénnen
solche moglicherweise wichtigen posttranslationellen Modifikationen bei diesen Proteinen fehlen.
Um auszuschlieBen, dass das Fehlen einer PPlase-Aktivitit im Test auf das Fehlen solcher
eukaryotischer Modifikationen zuriickzufiithren ist, wurde die PPlase-Aktivititsmessung mit
FLAG-FKBP37.7"7% wiederholt, welches in humanen Zellen iiberexprimiert und anschlieBend
iiber eine IgG-Affinitdtsmatrix daraus gereinigt wurde.

Die Abschitzung der Menge an eingesetztem FLAG-FKBP37.7'%" in den PPlase-Aktivitits-
messungen erfolgte durch ein SDS-Polyacrylamidgel, da eine Bestimmung mit spektroskopischen
Methoden durch noch vorhandenes FLAG-Peptid in den Elutionsfraktionen nicht moglich war.

Hierbei wurden definierte Mengen des aus E. coli aufgereinigten FKBP37.7'**° (Abschnitt 3.2.)
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und jeweils 40 pl der Elutionsfraktion 2 (Abbildung 3-5) mit FLAG-FKBP37.7'%* bzw. der
FLAG-Kontrollzellen aufgetrennt (Abbildung 3-16, A). Die densitometrische Auswertung des
Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgels ergab eine eingesetzte Menge von etwa 1 pug
FLAG-FKBP37.7'**°, was einer Konzentration von 25 nM in den Aktivititsmessungen entsprach.
Alle PPlase-Aktivititsmessungen wurden mit 25nM FLAG-FKBP37.7"*°  durchgefiihrt
(Abbildung 3-5). Zur Kontrolle wurde die PPlase-Aktivitit ebenfalls mit jeweils 40 pl der
FElutionsfraktion 2 aus Leervektor-iiberexprimierenden HEK293-Zellen bestimmt, deren
Préiparation identisch durchgefiihrt wurde (FLAG-Kontrolle). Das Ergebnis dieser Messungen ist in
Abbildung 3-16, B dargestellt. Auch bei der Untersuchung mit FLAG-FKBP37.7'**° konnte keine
PPIase-Aktivitét festgestellt werden. Die in einer Vierfachbestimmung gemessenen Aktivititen der
katalysierten Reaktion mit FLAG-FKBP37.7"*% lagen im Durchschnitt (ko= 6,5%107 s™) im
Bereich der unkatalysierten Reaktionen (kgps= 6,7*10'3 s'l) bzw. etwas niedriger, was sich in der
Abbildung 3-16, B als negativer Balken widerspiegelt. Parallel zu diesen Messungen wurden als
Kontrolle auch die Geschwindigkeitskonstanten mit 3,33 nM FKBP12 bestimmt (ko=

1,2%¥107 s'l), was einer katalytischen Effizienz von 1,6* 10° M 1#g™! entspricht.
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Abbildung 3-16: PPlase-Aktivitit von FLAG-FKBP37.7"%*° aus HEK293-Zellen. A) Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration in den PPlase-Messungen wurden 40 pl der Elutionsfraktion 2 von FLAG-FKBP37.7"*%°, 40 pl der
Elutionsfraktion 2 aus Kontrollzellen, sowie definierte Mengen des in E. coli hergestellten und gereinigten FKBP37.7'%
im 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschliefend mit Coomassieldsung gefarbt. Die Auswertung
erfolgte danach densitometrisch. B) Die Aktivititsmessungen erfolgten im Protease-freien PPlase-Test mit Abz-Ala-Phe-
Pro-Phe-pNA als Substrat bei pH 7,8 und 10°C. In den Messungen wurden je 40 ul der Fraktion E2 von
FLAG-FKBP37.7"3*° und der Kontrollzellen, sowie 3,33 nM FKBP12 eingesetzt.

Um auszuschlieBen, dass die PPlase-Aktivitit von FKBP37.7 bei Verwendung eines
Peptidsubstrates nicht nachweisbar ist, wurde die Bestimmung der Aktivitit auch mit dem

Proteinsubstrat RCM-T1 durchgefiihrt (Abbildung 3-17). Dabei wurden deutlich groBlere Mengen
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FLAG-FKBP37.7"%% eingesetzt um auch eine sehr kleine katalytische Effizienz detektieren zu
konnen. Durch das Vereinigen der Elutionsfraktionen 2 und 3 (Abbildung 3-5) mehrerer Protein-
préparationen und der anschlieBenden Dialyse gegen den Riickfaltungspuffer war es moglich
jeweils 1 ml des Eluates fiir die Messungen einzusetzen, was einer Endkonzentration von 0,5 uM
FLAG-FKBP37.7'%* im Reaktionsansatz entsprach. Auch in diesem Experiment konnte
FLAG-FKBP37.7'** die Riickfaltung der RCM-T1 nicht beschleunigen (Abbildung 3-17). Die
gemessenen Aktivititen mit FLAG-FKBP37.7'*° und mit der FLAG-Kontrolle lagen auch hier im
Bereich der unkatalysierten Reaktion, wihrend FKBP12 die aus der Literatur bekannte Aktivitit

zeigte.
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Abbildung 3-17: Beschleunigung der Riickfaltung der RCM-T1 durch FLAG-FKBP37.7**®, Die Bestimmung der
Riickfaltung von RCM-T1 erfolgte in 100 mM Tris, 2 M NaCl pH 8,0 bei 10 °C (e). Zur Beschleunigung der Reaktion
wurden 100 nM Cypl18 (), 500 nM FKBP12 (), 500 nM FLAG-FKBP37.7'**° (1ml) (¢) und FLAG-Kontrolle (1ml) (e)
eingesetzt. A) Riickfaltung der RCM-T1 iiber 45 min. B) Geschwindigkeitskonstanten der katalysierten Reaktionen.

Um eine Erklarung fiir das Fehlen der Aktivitdt zu finden, wurde ein Vergleich mit dem katalytisch
aktiven Zentrum von FKBP12 angestellt, allerdings vorerst nur durch den Vergleich der
Aminosdureabfolge, da noch keine strukturellen Daten von FKBP37.7 vorhanden waren. Ein
solcher Vergleich wurde bereits im Abschnitt 3.1. dargestellt. Dieser Sequenzvergleich zeigte, dass
fiinf der 13 Reste des katalytischen Zentrums von FKBP12 in FKBP37.7 identisch sind. Allerdings
zeigte es auch, dass FKBP37.7 eine Insertion innerhalb der PPlase-Doméne triagt. Da {iber die
genaue Position, Struktur oder Funktion dieser Insertion bislang nichts bekannt ist, fallt es schwer
einen eindeutigen Vergleich zwischen den beiden PPlase-Domiénen zu ziehen und die Frage der
fehlenden Aktivitdt zu beantworten. Dies ist nur mdglich, wenn zusitzlich Strukturdaten von

FKBP37.7 vorliegen und somit die raumliche Anordnung der Aminosduren im aktiven Zentrum
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betrachtet werden kann. Daher sollte an dieser Stelle der Arbeit begonnen werden, die Struktur der

PPlase-Domine von FKBP37.7 zu kldren.

3.6. Strukturaufklarung der PPlase-Domédne von FKBP37.7 mittels NMR-
Spektroskopie

Fir die Aufklirung der dreidimensionalen Proteinstruktur von FKBP37.7''% mittels NMR-
Spektroskopie war es zuerst notwendig die 'H-, C- und '""N-Resonanzen der einzelnen
Aminosdurereste des Proteins zuzuordnen. Dies erfolgte durch eine sequenticlle Resonanz-
Zuordnung anhand von durchgefiihrten Tripel-Resonanzexperimente [Ikura et al., 1990; Kay et al.,
1990]. Hierbei wurden die Kopplungen zwischen den drei verschiedenen Kernsorten 'H, "°C und
>N genutzt. Als Vorraussetzung fiir die Tripel-Resonanzexperimente musste isotopenmarkiertes
Protein hergestellt werden, da die natiirliche Haufigkeit von C bei 1 % und von °N bei 0,4 % liegt
[Bohlke et al., 2003]. Bei ’N-markiertem FKBP37.7"'% wurden bis zu 98 % '°N-Stickstoffatome
eingebaut und bei zweifach markiertem "C/°N-FKBP37.7""'% zusitzlich bis zu 99 % "“C-
Kohlenstoffatome eingebaut. Fiir diesen Einbau wurden die FKBP37.7''
E.coli BL21 (DE3)-Zellen in M9-Minimalmedium kultiviert, welches '"N-NH4CI als einzige

-liberexprimierenden

Stickstoffquelle und gegebenenfalls *C-Glukose als einzige Kohlenstoffquelle enthielt. Die
geeigneten Bedingungen fiir die Kultivierung wurden zuvor in nicht isotopenangereichertem
M9-Minimalmedium ausgetestet. Die Proteiniiberexpression erfolgte dabei fiir 3 h nach Induktion
mit 0,5 mM IPTG bei 37 °C. Die Reinigung wurde wie in Abschnitt 2.2.3.5. fir FKBP37.7'"%
beschrieben durchgefiihrt. Aus sechs Litern M9-Minimalmedium konnten dabei 280 mg bis zur

Homogenitit gereinigtes FKBP37.7''%

gewonnen werden, welches bis zu einer Konzentration von
5,2 mM l16slich erhalten werden konnte. Alle NMR-spektroskopischen Messungen erfolgten durch

Dr. Katja Haupt und PD Dr. Christian Liicke.

3.6.1. Verbesserung der Proteinstabilitit und der Messbedingungen fir die

Strukturaufklarung

Vor Beginn der ersten NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurde die strukturelle und die
proteolytische Stabilitit von FKBP37.7'"% mittels CD-Spektroskopie und im SDS-Polyacrylamid-
gel iiber mehrere Tage bei verschiedenen Temperaturen betrachtet. Dies war notwendig, da das
Protein fiir die NMR-spektroskopischen Messungen iiber mehrere Tage stabil sein musste. Fiir die
Stabilititsuntersuchung wurden Proteinproben fiir mindestens 4 Tage bei 4, 10, 15, 23 und 37 °C
inkubiert und zwischenzeitlich Proben fiir SDS-Polyacrylamidgele sowie CD-Spektren
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entnommen. In Abbildung 3-18 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung fiir 4 °C und 23 °C

auszugsweise dargestellt.
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Abbildung 3-18: Stabilitat von FKBP37.75%% bei 4 °C (A) und 23 °C (B). Proteinlésungen mit FKBP37.7'1% wurde
bei 4 °C und 23 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten ((o) Tag 0; () Tag 1; (¢)Tag 2; (') Tag 3; () Tag 4; (¢) Tag
7) wurden Proben fiir Fern-UV CD-Spektren und SDS-Polyacrylamidgele entnommen. Alle CD-spektroskopischen
Messungen wurden mit 5 uM FKBP37.7"'% in 10 mM Na,HPO, pH 8,0 durchgefiihrt. Im 17,5 %igen SDS-Polyacryl-
amidgel wurden jeweils 2 nmol FKBP37.7"'% aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassielosung geférbt.

Uber einen Zeitraum von sieben Tagen sind bei 4 °C keine Anderungen der Signale und somit
keine Verdnderung der Proteinkonzentration im CD Spektrum zu erkennen. Auch im SDS-
Polyacrylamidgel war kein gesteigerter Abbau iiber den betrachteten Zeitraum von 14 Tagen zu
beobachten. Bei 23 °C hingegen war bereits nach zwei Tagen eine deutliche Abnahme der Signale
und damit der Proteinkonzentration im CD Spektrum erkennbar. Nach vier Tagen lie sich im
CD-Spektum kaum noch ein Signal detektieren und auch im SDS-Polyacrylamidgel war nur noch

eine Restbande des Proteins vorhanden, da das Protein nach dieser Zeit bereits nahezu vollstindig
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abgebaut war. Generell konnte festgestellt werden: Je hoher die Temperatur war, desto schneller
wurde das Protein abgebaut. Vollsténdig stabil war das Protein iiber vier Tage jedoch nur bei 4 °C.

Zu Beginn der NMR-spektroskopischen Messungen wurden 'H-NMR-Spektren von unmarkiertem
FKBP37.7""% in 10 mM Na,HPO, pH 8,0 bei verschiedenen Temperaturen und Proteinkonzen-
trationen aufgenommen, um geeignete Bedingungen fiir die weiteren Experimente zu bestimmen.
Dabei wurde versucht eine moglichst geringe Linienbreite und somit schmale Signale im Bereich
der Amid-Protonen (6,5-10,5 ppm) und der Ca-Protonen (4-6 ppm) zu erhalten, was immer von der
Beschaffenheit der jeweiligen Proteinprobe abhidngt. In Abbildung 3-19 ist ein Vergleich zwischen
zwei Spektren bei 4 °C (4 mM Protein) und bei 30 °C (1 mM Protein) dargestellt. Hierbei ist zu
erkennen, dass mit 1 mM FKBP37.7"" bei 30 °C Signale mit deutlich schmaleren Linienbreiten

erhalten wurden.

r T T T T T T T T T T T
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Abbildung 3-19: Uberlagerung von H-NMR-Spektren. Dargestellt sind die 'H-NMR-Spektren von 4 mM
FKBP37.7"'% bei 4 °C (—) und 1 mM FKBP37.7"'% bei 30 °C (—). Beide Spektren wurden in 10 mM Na,HPO,
pH 8,0 iiber 5 min am Bruker DRX 500-Spektrometer aufgenommen.

Bei der Durchfithrung von 'H,'H-TOCSY- und 'H,'H-NOESY-Experimenten mit 2 mM Protein
iiber 15 h bei 4 °C wurden qualitativ schlechte Spektren mit schwachen Signalen der B-Faltblatt-
bereiche erhalten, was auf eine Oligomerbildung bzw. Aggregation hindeutet. Weitere NMR-
spektroskopische Messungen bei unterschiedlichen Temperaturen (4, 15, 20, 25 und 35 °C) und
Proteinkonzentrationen (1 mM bzw. 4 mM) zeigten die qualitativ besten Spektren wiederrum mit
1 mM FKBP37.7"" bei 35 °C. Aufgrund der Tatsache, dass bei allen Messungen bei 4 °C keine
ausreichend aufgelosten Spektren fiir die Strukturaufkldrung erhalten werden konnten, aber das

Protein bei hoheren Temperaturen nicht langzeitstabil war, wurde versucht bessere Spektren bei
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niedrigen Temperaturen zu erhalten, alternativ die Stabilitét des Proteins wéhrend der Messungen
zu verbessern und gleichzeitig die Ursache der Oligomerbildung bzw. Aggregation aufzukléren.

Um eine mogliche Oligomerisierung bzw. Aggregation zu untersuchen, wurde zuerst der
isoelektrischen Punkt von FKBP37.7"'® durch eine zweidimensionale Polyacrylamidgelelektro-
phorese experimentell bestimmt (Abbildung 3-20). Aggregationen konnen moglicherweise
auftreten, wenn bei pH-Werten in der Néhe des isoelektrischen Punktes eines Proteins gearbeitet
wird, da hier die Loslichkeit eines Proteins am geringsten ist. Fiir FKBP37.7'"% ist bisher lediglich
ein berechneter pI-Wert von 6,0 bekannt. Dieser kann sich jedoch vom tatsdchlichen pl-Wert
unterscheiden, da er nicht allein von der Aminosdurezusammensetzung abhangig ist, sondern auch

von der Faltung des Proteins und somit von der Oberflichenverteilung geladener Aminoséuren.
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Abbildung 3-20: Bestimmung des isoelektrischen Punktes von FKBP37.75%%, In der ersten Dimension wurden 20 pg
Proteom-Marker (A), sowie 2 ug FKBP37.7""1% (B) durch isoelektrische Fokussierung in je einem IEF-Streifen pH 3-10,
7 cm aufgetrennt. In der zweiten Dimension erfolgte die Auftrennung nach Molekulargewicht im 17,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel. AnschlieBend wurden die Gele mit Silbernitatlosung geférbt. Durch Ausmessen wurden die
Laufweiten den bekannten pI-Werten der Proteine im Proteom Marker zugeordnet und daraus konnte dann der pI von
FKBP37.7"'% berechnet werden.
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Die Separation der Proteine erfolgte dabei in der ersten Dimension durch isoelektrische
Fokussierung in einem Polyacrylamidgelstreifen mit immobilisiertem, linearem pH-Gradienten des
Bereiches 3-10, gefolgt von einer zweiten Auftrennung nach dem Molekulargewicht im 17,5 %igen
SDS-Polyacrylamidgel. Diese Trennung wurde parallel fiir ein Proteingemisch mit bekannten pl-
Werten der entsprechenen Proteine und fiir FKBP37.7""'°° durchgefiihrt. Die einzelnen Proteine des
Gemisches wurden nun anhand ihrer Molekulargewichte identifiziert und deren Proteinspots den
bekannten pl-Werten zugeordnet. Durch Ausmessen der Wanderung in der ersten Dimension und
einer anschlieBenden linearen Regression konnte ein isoelektrischer Punkt fiir FKBP37.7'"%
berechnet werden, der sich bei pH 6,9 befindet. Dieser Wert unterscheidet sich zwar vom
berechneten pl, kann aber fiir die mogliche Aggregation nicht die Ursache sein, da alle bisherigen
NMR-Messungen bei pH 8,0 erfolgten.

Zusitzlich zum isoelektrischen Punkt wurde auch die thermische Stabilitit von FKBP37.7'"'%
untersucht. Die NMR-spektroskopischen Testmessungen zeigten eine optimale Messtemperatur
von 35 °C. Daher musste iiberpriift werden, ob das Protein bei dieser Temperatur noch stabil ist,
oder ob bereits eine thermische Entfaltung stattfindet. Zur Uberpriifung der thermischen Stabilitit
von FKBP37.7"'% wurde die Temperatur der Proteinlosung von 20 °C auf 80 °C erhdht und die

Entfaltung dabei mittels CD-Spektroskopie verfolgt.

A B
8000
4000
6000 1 °
2000
. 4000 4 _ 4
- -
2 20004 2 o1
T T
o o~
€ 0 € -2000
o o
X £
i e
S -2000 | £ oo
: :
5 0007 = -6000
o) ()
-6000 |
-8000
-8000 -
-10000 -
-10000 : : : : : T T T T
200 220 240 260 280 20 30 40 50 60 70 80
Wellenlange (nm) T(°C)

Abbildung 3-21: CD-spektroskopische Untersuchung der thermischen Denaturierung von FKBP37.711%. A)
Fern-UV CD-Spektren von FKBP37.7"'% vor der Denaturierung bei 20 °C (), nach der Denaturierung bei 80 °C () und
nach der Abkiihlung auf 20°C (e). B) Beobachtung der thermischen Denaturierung iiber 60 min (o) und der
Renaturierung iiber 180 min () bei 200 nm von 20 °C bis 80 °C. Alle Messungen wurden in 10 mM Na,HPO, pH 8,0
mit 10 pM FKBP37.7"'% durchgefiihrt.

Zu Beginn dieser Messungen wurden Fern-UV CD-Spektren von nicht denaturiertem
FKBP37.7""% bei 20 °C und denaturiertem FKBP37.7'"% bei 80 °C aufgenommen (Abbildung
3-21, A). Dabei sind die Verdnderungen der Signalintensitét bei 222 nm und die Auspridgung eines

neuen Minimums bei circa 200 nm deutlich zu beobachten. Da bei 200 nm die groBte Differenz
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zwischen den beiden Spektren zu erkennen ist, wurde fiir die Beobachtung der Denaturierung tiber
den gesamten Temperaturbereich diese Wellenlinge gewdhlt (Abbildung 3-21, B). Die
Denaturierung beginnt bei circa 45 °C, ist bei circa 70 °C abgeschlossen und hat einen Ubergangs-
mittelpunkt bei 58 °C. Auch die Renaturierung wurde bei Abkiihlung tiber 180 min beobachtet;
dabei konnte die Start-Signalintensitit bei 200 nm allerdings nicht mehr erreicht werden. Auch das
vollstdndige Fern-UV CD-Spektrum nach der Abkiihlung zeigt, dass dieses Protein seine native
Struktur nicht wieder annimmt und somit die Denaturierung irreversibel verlduft. Fiir die weiteren
NMR-Experimente mit FKBP37.7""'° koénnen demnach Temperaturen bis maximal 45 °C und
pH-Werte ober- oder unterhalb von pH 6,9 in Betracht gezogen werden.

Wie bereits beschrieben, ergaben die vorangegangenen NMR-spektroskopischen Messungen die
qualitativ besten Spektren bei 35 °C. Allerdings sind Messungen bei dieser Temperatur {iber einen
langeren Zeitraum nicht moglich, da das Protein bereits bei 23 °C nach drei Tagen vollstindig
abgebaut wurde (Abbildung 3-18). Das circa 14 kDa groBe Abbaufragment von FKBP37.7'"% aus
dem SDS-Polyacrylamidgel in Abbildung 3-18, B wurde massenspektrometrisch untersucht
(Anhang 1). Dabei liel sich ein Abbau am C-Terminus bestitigen, was eine proteolytische
Spaltung vermuten lasst. Es wurde nun versucht, durch Absenken des pH-Wertes die Bedingungen
so zu verbessern, dass fiir FKBP37.7"'% auch bei niedrigen Temperaturen gut aufgelste und
schmale Signale in den NMR-Spektren beobachtet werden konnen. Dabei sollte der Abbau
unterdriickt und die mogliche Aggregatbildung zuriickgedrangt werden. Da die Loslichkeit eines
Proteins im Bereich seines pl-Wertes am geringsten ist, aber fiir das Absenken des pH-Wertes der
Proteinlosung der pI durchschritten werden musste, wurde die Konzentration von FKBP37.7'%
deutlich verringert, indem eine kleine Menge des konzentrierten Proteins in ein grofles Volumen
25 mM NaH,PO, pH 5,4 verdiinnt wurde. Bei diesem Vorgehen préazipitierte allerdings sdmtliches
Protein und lieB sich weder im Zielpuffer von 25 mM NaH,PO, pH 5,4 noch im urspriinglichen
Puffer von 10 mM Na,HPO, pH 8,0 resuspendieren. Die Denaturierung war somit irreversibel.

Um fiir eine Resonanz-Zuordnung noch ausreichend aufgeloste NMR-Spektren zu erhalten, wurde
nun versucht die Proteinstabilitdt bei hoheren Temperaturen zu verbessern. Dafiir wurde den
Proteinproben 0,05 mM Natriumazid zugesetzt, um das mikrobielle Wachstum und somit die
Bildung von Proteasen in der Losung zu unterbinden. Die Stabilitdt des Proteins konnte dadurch
bei Temperaturen iiber 4 °C aber nicht wesentlich erhoht werden. Das fertig gereinigte Protein
wurde daraufthin zusétzlich iiber einen Zeitraum von 12 h mit einem Proteaseinhibitor-Cocktail
behandelt und dieser anschlieBend wieder durch Dialyse entfernt. Erneut wurde die Stabilitit der
behandelten Proteinprobe bei den Temperaturen 4, 23, 30 und 37 °C iiber acht Tage durch
CD-Spektroskopie und SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese beobachtet (Abbildung 3-22). Es
zeigte sich, dass FKBP37.7"'% nun sowohl bei 4 °C, als auch 23 °C iiber acht Tage vollstindig
stabil war, wihrend sich bei 37 °C bereits nach einem Tag leichte Verdnderungen im CD-Spektrum

beobachten lieBen. Bei einer Temperatur von 30 °C lieBen sich iiber fiinf Tage kein gesteigerter
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Abbau im SDS-Polyacrylamidgel und lediglich kleine Verdnderungen im CD-Spektrum

beobachten.
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Abbildung 3-22: Stabilitat des mit Proteaseinhibitor behandelten FKBP37.7-%% bei 30 °C. Die Proteinlsung mit
FKBP37.7"1% wurde bei 30 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten ((s) Tag 0; (o) Tag 1; (¢)Tag 2; (') Tag 5)
wurden Proben fiir Fern-UV CD-Spektren und das SDS-Polyacrylamidgel entnommen. Alle CD-spektroskopischen
Messungen wurden mit 5 uM FKBP37.7""'% in 10 mM Na,HPO, pH 8,0 durchgefiihrt. Im 17,5 %igen SDS-Polyacryl-
amidgel wurden jeweils 2 nmol FKBP37.7"'% aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassieldsung geférbt.

Diese Zeitdauer erwies sich als ausreichend fiir die Durchfiihrung der benétigten NMR-

spektroskopischen Messungen.

3.6.2.  Die sequentielle Zuordnung der Resonanzen von FKBP37.7%%

Nach erfolgreicher Stabilisierung der Proteinprobe des unmarkierten FKBP37.7''% wurden auch
Proben mit N- und "C/"N-markiertem FKBP37.7""'% nach der gleichen Prozedur hergestellt.
AnschlieBend erfolgte die Aufnahme aller fiir die sequentielle Zuordnung und die Strukturrechnung
benotigten Spektren mit 2 mM Protein bei 30 °C in 10 mM Na,HPO,-Puffer pH 8,0. Eine
Aufstellung der aufgenommen Spektren und deren Informationsgehalt ist in Tabelle 2-6 dargestellt.
Im 'H/N-TROSY-Spektrum konnten die Amidresonanzen des Peptidriickgrates beobachtet
werden (Abbildung 3-26). Diese mussten nun den einzelnen Aminoséuren zugeordnet werden. Bei
der sequentiellen Zuordnung wurden mittels verschiedener Tripel-Resonanzexperimente die
Kohlenstoffverschiebungen der einzelnen Aminosiurereste bestimmt. Jedes Kohlenstoffatom einer
Aminosdure besitzt dabei eine typische chemische Verschiebung. Mittels des durchgefiihrten
NHCA-Experimentes konnten die 'H- und '’N-Resonanzen der Amidgruppe einer Aminosaure (i)

und die chemischen Verschiebungswerte des eigenen Coa-Atoms (i) sowie des Ca-Atoms der dazu
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N-terminal benachbarten Aminoséure (i-1) detektiert werden. Ein Beispiel hierfiir ist in Abbildung

3-23, A dargestellt.
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Abbildung 3-23: Tripelresonanzexperimente zur sequentiellen Zuordnung der Kohlenstoff-Resonanzen von
FKBP37.771%, A) Im NHCA-Experiment konnte die Korrelation der 'H- und *N-Kerne der Proteinriickgrat-
Amidgruppe mit dem eigenen Co-Atom sowie dem Co—Atom der N-terminal benachbarten Aminoséure detektiert
werden. B) Im HNCO-Experiment konnte die Korrelation der 'H- und '“N-Kerne der Proteinriickgrat-Amidgruppe mit
dem CO-Atom der N-terminal benachbarten Aminoséure detektiert werden. Dargestellt sind die Signale der gleichen
Aminosduren wie beim HNCA-Experiment. C) ,,Sequential Walk® im NHCACB-Experiment fiir die Aminosduren
Ala34-Leud]. Dabei konnte die Korrelation der 'H- und '"N-Kerne der Proteinriickgrat-Amidgruppe mit dem eigenen
Ca- und CB-Atom (i), sowie dem Co- und CB-Atom der N-terminal benachbarten Aminoséure (i-1) detektiert werden.

Durch das HNCACB-Experiment konnten die chemischen Verschiebungswerte der Ca;, CB;, Cati g,
CBi.i-Atome, sowie durch das CC(CO)NH-Experiment nahezu aller aliphatischen Kohlenstoff-
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atome der N-terminal benachbarten Aminosdure (Ca.1, CBiy, Cyii, ...) zugeordnet werden. Auf
diese Weise lieB sich der Typ der jeweils N-terminal benachbarten Aminosdure zuordnen. Mit
diesen Informationen konnten dann Sequenzstiicke zweifelsfrei identifiziert werden. Ein Beispiel
fiir die Zuordnung eines Sequenzstiickes (,,Sequential Walk*) im HNCACB-Experiment ist fiir die
Aminosduren Ala34 bis Leu41 in Abbildung 3-23, C dargestellt. Fehlende Informationen wurden
anderen Spektren entnommen, wie zum Beispiel dem HNCO-Experiment. Darin konnten die 'H-
und "N-Resonanzen der Amidgruppe und die chemischen Verschiebungswerte des CO-Atoms der
dazu N-terminal benachbarten Aminosaure (i-1) detektiert werden. Ein Ausschnitt einer Scheibe
des HNCO-Spektrums ist in Abbildung 3-23, B dargestellt. Neben den Kohlenstoffresonanzen
mussten fiir die anschlieBende Strukturrechnung auch die Resonanzen aller Protonen ermittelt
werden. Dies erfolgte beispielsweise durch das H(C)CH-TOCSY-Experiment: Als Beispiel sind
hier die Spinnsysteme der Aminoséuren [le64 und Ile5 in Abbildung 3-24 dargestellt. Zu erkennen
ist die Korrelation zwischen C6H; und allen Kohlenstoff-gebundenen Protonen des jeweiligen

Isoleucins.

5Vc=10.5 ppm
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Abbildung 3-24: Tripelresonanzexperiment zur sequentiellen Zuordnung der Protonen-Resonanzen von
FKBP37.7*, Im H(C)CH-TOCSY-Experiment konnten Korrelationen zwischen aliphatischen 'H- und '*C-Kernen
beobachtet werden. Dargestellt ist am Beispiel der Aminoséuren Ile64 und IleS, jeweils die Korrelation der vom
Proteinriickgrat am weitesten entfernten Gruppe (C6H3) und allen Kohlenstoff-gebundenen Protonen innerhalb des
Aminoséurerestes.

Alle chemischen Verschiebungswerte wurden den NMR-Spektren mittels automatischem Peak
picking mit dem Progamm FELIX 2000 (Accelrys Inc., San Diego, CA, U.S.A.) entnommen.

Anhand der aufgefiihrten Strategie konnten 59 % aller Aminoséurereste, das heiit 97 Spinsysteme
des Peptidriickgrats, den beobachteten Signalen des 'H/'’N-HSQC-Spektrums zugeordnet werden.
Dies ist allerdings nicht ausreichend fiir eine Strukturrechnung, somit musste die Qualitit der
Proben noch einmal gesteigert werden. Im Polyacrylamidgel aus Abbildung 3-22 kann man die
Zunahme einer Bande bei circa 38 kDa beobachten, was auf eine Dimerbildung hindeuten konnte
und somit die Vermutung der Oligomerisierung aus den vorangegangenen NMR-spektroskopischen
Messungen stiitzt. Da unter anderem Signale in der unmittelbaren Umgebung der Cysteine 131 und

132 nicht zugeordnet werden konnten, wurde die Moglichkeit der Bildung intermolekularer
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Disulfidbriicken und damit eine Dimerisierung in Betracht gezogen. Zum Ausschluss dieser
Modifizierung wurde eine Probe mit '*N-markiertem FKBP37.7''% nach der Behandlung mit
Proteaseinhibitor-Cocktail fiir weitere 15 min mit 2,8 mM TCEP behandelt, da diese Verbindung
Disulfidbriicken vollstindiger reduziert als DTT [Getz et al., 1999]. Da TCEP aber in
Phosphatpuffer nicht lange stabil ist, wurde zusitzlich gegen 5 mM DTT in 10 mM Na,HPO,
pH 7,5 dialysiert. Die anschlieBende Auftrennung einer Proteinprobe im SDS-Polyacrylamidgel
unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigte keine Bande bei 38 kDa (Abbildung 3-25).

1 2
-40
-35
-25
FKBP37.7'15 - S
[19 KDa] -15

Abbildung 2-25: Behandlung von *N-FKBP37.7**% mit TCEP und DTT. Eine Probe wurde fiir 15 min mit 2,8 mM
TCEP behandelt (1) und anschlieend gegen 5 mM DTT in 10 mM Na,HPO, pH 7,5 dialysiert (2). Dabei entnommene
Proben wurden im nicht-reduzierenden 17,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschliefend mit
Coomassielosung geférbt. Bei diesem Experiment wurde dem Probenpuffer kein [3-Mercaptoethanol zugesetzt und die
Proben wurden nicht bei 96 °C denaturiert.

Zur weiteren Verbesserung der NMR-Spektren wurde der pH-Wert der Proteinlosung noch einmal
stufenweise erniedrigt, um Signale mit geringeren Linienbreiten zu erhalten. Bei einem pH-Wert
von 7,5 wies das Protein eine identische thermische Stabilitit wie bei pH 8,0 auf, wihrend es bei
pH 7,0 wie erwartet zur irreversiblen Aggregation kam. Durch die Verbesserung der Qualitét der
Proben fiir die NMR-spektroskopischen Messungen war es nun sogar moglich alle Messungen bei
25 °C durchzufithren. Sowohl die Wiederholung der Aufnahme aller bisher gemessenen NMR-
Spektren als auch alle weiteren Interaktionsexperimente wurden ab diesem Zeitpunkt mit 2 mM
Protein bei 25 °C in 10 mM Na,HPOy-Puffer pH 7,5 und 5 mM DTT durchgefiihrt. Mit den neu
aufgenommenen Spektren konnte die Zuordnung auf 145 Spinsysteme des Peptidriickgrates und
damit 90 % gesteigert werden, was fiir die Strukturrechnung ausreichend war.

Fiir die Region um die Cysteine 131 und 132 war es beispielsweise noch immer nicht méglich die
Signale zu detektieren, vermutlich aufgrund einer starken Linienverbreiterung. Es ist moglich
geringere Linienbreiten durch die Erh6hung der Temperatur oder das Absenken des pH-Wertes zu
erhalten. Beides war fiir FKBP37.7"'% allerdings nicht moglich, da das Protein dann nicht mehr
stabil vorlag. Eine Tabelle aller zugeordneten chemischen Verschiebungen des Peptidriickgrates
und der Seitenketten ist in Anhang 2 beigefiigt. Zudem wurde die Zuordnung in der
BioMagResBank Datenbank unter der Zugangsnummer 18001 abgelegt [Linnert et al., 2012]. Im
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zweidimensionalen 'H/"°N-TROSY-Spektrum (Abbildung 3-26) sind die zugeordneten NH-

Kopplungen aller Aminoséurereste markiert.
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Abbildung 3-26: 'H/*°N-TROSY-Spektrum von FKBP37.75%%¢. A) Vollstindiges Spektrum aller zugeordneten NH-
Kopplungen. Die Signale sind mit Aminoséurename und -Position in der Polypeptidkette angegeben. Eine zusitzliche
Beschriftung mit sk bezeichnet die Amidgruppen der Seitenketten. Die Signalintensitidten der Aminosduren, die als
Rechtecke gekennzeichnet sind, befinden sich unterhalb des Darstellungsniveaus. B) VergroBerung des zentralen,
markierten Bereiches.

Um einen ersten Hinweis auf vorhandene Sekundéarstrukturelemente zu bekommen, wurde mit den
zugeordneten °C- und 'H-Resonanzen eine Chemical Shift Index-Analyse durchgefiihrt [Wishart &
Sykes, 1994]. Hierbei wurden die Resonanzfrequenzen der Ca, CB, CO und Ho-Kerne jedes
Aminosdurerestes betrachtet, da diese vom Riickgrat-Diederwinkel abhingig sind. So sind
beispielsweise die Frequenzen der Ca und CO-Kerne bei a-Helices grofer bzw. bei -Faltbléttern
kleiner als in ungeordneten Polypeptidketten. Hochfeldverschiebungen von mehr als 0,1 ppm
werden dabei mit -1, Tieffeldverschiebungen mit +1 und nicht wesentlich verschobene Signale mit
0 gekennzeichnet. Bei vier aufeinanderfolgenden, mit -1 gekennzeichneten Aminosédureresten,
welche nicht durch +1 unterbrochenen sind, handelt es sich dann um eine a-Helix. Analog dazu,

bilden drei aufeinanderfolgende, mit +1 gekennzeichnete Aminosdurereste, welche nicht durch -1
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unterbrochenen sind, einen B-Faltblattstrang. Die Chemical Shift Index-Analyse von FKBP37'"%
ist als Konsensus in Abbildung 3-27 dargestellt. Im oberen Teil der Abbildung sind zusétzlich die

Sekundérstrukturelemente von FKBP12 an den entsprechenden Positionen aufgefiihrt. Die

Bestimmung der Positionen erfolgte durch einen Sequenzvergleich von FKBP12 und KBP37.7''
mit dem Program ClustalW2 (2007).
A fB  BC ol pC° ol pD  olll PE
FKBP12
= = 0p O (0 =>
1 -
FKBP37
ﬂ.
Fak-
blatt
8 o .
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Jl U . . w !

M1 2 3 #4 53 66 M & 8 1 1M 121 131 141 157 1161
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Abbildung 3-27: Vergleich der Chemical Shift Index-Analyse von FKBP37:%%® mit der Sekundarstruktur von
FKBP12. Im oberen Teil der Abbildung ist die Sekundarstruktur von FKBP12 (PDB: 2PPN) graphisch dargestellt. Pfeile
symbolisieren dabei B-Faltbléttstringe und Zylinder a-Helices. Die Positionen der Aminoséurereste von FKBP12 in
Relation zu FKBP37.7 wurden durch einen Sequenzvergleich (ClustalW2 (2007)) ermittelt. Im unteren Teil der
Abbildung ist die Chemical Shift Index-Analyse von FKBP37''% dargestellt. Ein Index von -1 bedeutet dabei die
Einbindung der jeweiligen Aminosdure in eine o-Helix und ein Index von +1 bedeutet die Einbindung in einen
B-Faltblattstrang. Ubereinstimmende Strukturelemente in FKBP12 und FKBP37.7 sind in blau dargestellt, abweichende
in rot.

Die pB-Faltblattstrange A, B, C, C" und E, sowie die a-Helices I und II befinden sich bei FKBP37,
mit maximal zwei Aminosdureresten Unterschied, an gleicher Position wie bei FKBP12. Der
B-Faltblattstrang D und die a-Helix III scheinen dagegen an den Positionen Argl19-Vall24 und
GIn126-Glul129 nicht korrekt positioniert zu sein. An diesen Stellen konnten in FKBP37.7 keine
entsprechenden Sekundérstrukturelemente ermittelt werden. In FKBP37.7 wurden in diesem
Bereich an anderer Position allerdings ein pf—Faltblattelement (Glu84-Phe88) und zwei a-helikale
Strukturen (Tyr98-Argl06 und Alal36-GInl143) gefunden. Es ist moglich, dass der B-Faltblatt-
strang D aus FKBP12 mit dem gefundenem [-Faltblattelement (Glu84-Phe88) in FKBP37.7
iibereinstimmt. Die beiden o-helikalen Strukturen in FKBP37.7 sind jedoch deutlich lidnger als die

a-Helix III in FKBP12 und damit auch deutlich ldnger als in einer typischen PPlase-Domine.
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Zusiatzlich konnten in FKBP37.7 noch zwei weitere, in FKBP12 nicht existente, a-helikale
Strukturen ermittelt werden (Ile4-Glul0 und Asp45-Thr48). Aufgrund dieser beobachteten
Unterschiede kann nur eine Untersuchung der rdumlichen Anordnung dieser Sekundérstruktur-
elemente in Form einer Strukturrechnung endgiiltig kldren, ob es sich bei FKBP37.7 tatsachlich um
eine PPIase-Doméne handelt. Die Chemical Shift Index-Analyse kann allerdings dazu verwendet
werden, das Ergebnis der Strukturrechnung zu iiberpriifen.

Anhand der aufgenommen NOESY-Spektren (‘H/'H-NOESY, 'H/°N/'H-HSQC-NOESY,
'H/"®C/'H-HSQC-NOESY) und den darin enthaltenen Informationen iiber die rdumliche
Anordnung der Protonen konnte mit Hilfe der zuvor durchgefiihrten Zuordnung nun die Struktur-
rechnung begonnen werden. Diese erfolgte mit den Programmen CYANA 3.0 und DYANA 1.5
durch Dr. Yi-Jan Lin von der Kaohsiung Medical University in Taiwan und durch PD Dr. Christian
Liicke.

3.6.3. Die Proteinstruktur der PPlase-Doméane von FKBP37.7

Die Koordinaten der gerechneten Strukturen wurden in der RCSB Datenbank unter der Nummer
2L KN abgelegt. Die vollstdndige Strukturstatistik der 20 finalen, energieminimierten Strukturen
von FKBP37''% ist in Anhang 3 dargestellt. In Abbildung 3-28, A ist die Peptidriickgrat-
Darstellung dieser 20 Strukturen zu sehen. In den weiteren Teilen der Abbildung ist zum Vergleich
die Struktur von FKBP12 (B) und die Struktur von FKBP37.7 mit den Bezeichnungen der
jeweiligen Sekundarstrukturelemente dargestellt (C).

Die aufgeklarte Struktur von FKBP37.7 zeigt die typische Faltung einer PPlase-Domine mit einem
flinfstrangigen, antiparalell verlaufenden B-Faltblatt, das um eine zentrale o-Helix gewunden ist
(Abbildung 3-28, C). Das B-Faltblatt bilden die Stringe BA (Ile13-Glu20), BB (Thr32-His42), BC
(Thr48-11e64), BD (Glu84-Asp91) und BE (Asnl44-Pro160). Die zentrale Helix all umfasst die
Aminosduren Pro71-Thr79. Als Besonderheiten in dieser Struktur weisen die Strange BA, BC und
BE Irregularititen in Form von S-bulges an den Resten Ilel18, Leu50 und Leul55 auf; weiterhin ist
der Strang BC durch die kurze Helix al (Ser53-Arg56) in die zwei Teilstiicke BC” (Thr48-Asp52)
und BC"" (Lys58-Ile64) getrennt. Neben diesen typischen Elementen einer PPlase-Domine enthélt
jene von FKBP37.7 noch drei weitere untypische a-helikale Strukturelemente. Die a-Helix N
(Ile4-Aspl1) befindet sich N-terminal zum ersten [-Faltblattstrang und ist einzigartig in der
gesamten FKBP-Familie. Die beiden anderen a-helikalen Strukturen sind alll (I1e92-Val110) and
alV (A136-GIn143) und befinden sich als eine ungewdhnlich lange Erweiterung zwischen den
B-Faltblattstraingen D und E. Alle bisher bekannten humanen PPlase-Doménen enthalten an dieser

Stelle ein etwa 20 Aminoséuren langes Verbindungsstiick, welches wie bei FKBP12 meist mit
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einer kurzen a-Helix beginnt. Bei FKBP37.7 umfasst dieses Verbindungsstiick hingegen 52
Aminosaurereste. Es beginnt mit einer sehr langen, 19 Aminosiduren umfassenden a-Helix (II1),
geht anschliefend in einen groftenteils unstrukturierten Bereich (Gly111-His135) {iber und endet
schlieBlich in einer PPlase-untypischen a-Helix (IV).

Abbildung 3-28: Darstellung der Strukturen von FKBP37:%¢ und FKBP12. A) Peptidriickgratdarstellung von 20
energieminimierten Konformeren des FKBP37'' B) Darstellung der Sekundirstrukturelemente von FKBP12
(PDB: 2PPN). Die B-Faltbldtter sind in rot dargestellt, a-Helices in griin und ungeordnete Bereiche in grau. C)
Darstellung der Sekundérstrukturelemente einer der 20 Strukturen von FKBP37.7. Nicht in FKBP12 vorkommende
Sekundérstukturelemente sind weil3 beschriftet.

Im unstrukturierten Teil dieser Erweiterung konnten bei der Zuordnung zudem nur wenige Signale

zwischen Argl19-Ser132 gefunden werden (Anhang 2), was auf ein ungewohnlich dynamisches
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Verhalten dieses Bereiches oder das Vorhandensein mehrerer Konformationszustinde hinweist.
Durch das Fehlen dieser Resonanzen wurde bei der Strukturrechnung fiir diesen Bereich keine
definierte Konformation ermittelt, was sich auch in Abbildung 3-28, A bei der Darstellung der 20
finalen, energieminimierten Strukturen von FKBP37''% widerspiegelt.

Die Analyse der Diederwinkel ¢ und y des Pepdidriickgrates dieser 20 Strukturen im

Ramachandran-Diagramm (Abbildung 3-29) zeigte, dass 98,8 % aller Winkel von Nicht-Glycin-

und Nicht-Prolin-Resten im erlaubten Bereich liegen.

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 2213 774%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 571 20.0%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~I,~p] 43 1.5%
Residues in disallowed regions 33 1.2%
Number of non-glycine and non-proline residues 2860 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 40
Number of glycine residues (shown as triangles) 260
Number of proline residues 160

3320

Total number of residues

Abbildung 3-29: Ramachandran-Diagramm der 20 finalen berechneten, energieminimierten Strukturen von
FKBP37.77%, Die Analyse wurde mit PROCHECK-NMR durchgefiihrt. Rote Késtchen kennzeichnen Aminosiurereste

in nicht erlaubten oder kritischen Bereichen.
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Wird die BD-BE-Erweiterung nicht in die Analyse mit einbezogen, und nur fiir die Reste 2-110
sowie 136-166 durchgefiihrt, so befinden sich sogar 99,8 % aller Diederwinkel der Nicht-Glycin-
und Nicht-Prolin-Reste im erlaubten Bereich. Die meisten der nicht erlaubten Winkel befinden sich
also in der Erweiterung und kommen wahrscheinlich durch die nicht exakt bestimmbare Position
der Aminosduren zu Stande. Fiir die gesamte Struktur deutet dies auf eine gute Qualitdt und eine
sehr hohe Wahrscheinlichkeit fiir die Richtigkeit der Rechnungen hin.

Vergleicht man die Lage des mutmaBlich aktiven Zentrums von FKBP12 mit dem von FKBP37, so
lasst sich erkennen, dass dieses verldngerte Verbindungsstiick das vermutete aktive Zentrum von
FKBP37.7 vollstindig bedeckt (Abbildung 3-30). Aufgrund der Besonderheit dieser PD-BE-
Erweiterung sollten hierzu weitere Untersuchungen vorgenommen werden. So sollte geklért
werden, ob die verringerte Zuginglichkeit des mutmaBlich aktiven Zentrums von FKBP37.7 die
Ursache fiir die nicht vorhandene PPlase-Aktivitdt ist, und ob gegebenenfalls ein Regulations-
mechanismus durch eine mogliche Beweglichkeit dieser Erweiterung existiert. AuBlerdem sollte
geklart werden, ob diese Erweiterung eigenstindige Aufgaben iibernehmen kann, wie es

beispielsweise fiir das E. coli FKBP SlyD bekannt ist.

Abbildung 3-30: Darstellung des aktiven Zentrums von FKBP12 im Vergleich zu FKBP37. A) Bei FKBP12 sind die
Aminoséurereste (rot), welche im mutmaBlichen aktiven Zentrum in direktem Kontakt mit FK506 (blau) stehen als
Stabmodelle hervorgehoben (PDB: 1FKJ). B) Dargestellt sind die Aminoséduren 12-161 der aufgeklédrten Struktur von
FKBP37.7. Das Verbindungsstiick zwischen den Faltblattstrukturen BD und BE ist in Orange hervorgehoben.
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3.7. Untersuchung der PPlase-Doméne von FKBP37.7 ohne BD-BE-Erweiterung

Um zu untersuchen ob FKBP37.7 ohne diese Erweiterung, welche das mutmaBlich aktive Zentrum
bedeckt, eine PPlase-Aktivitdt besitzt oder in der Lage ist FK506 zu binden wurde beides noch
einmal in Abwesenheit der PD-BE-Erweiterung untersucht. Dafiir musste zuerst die PPlase-
Doméne von FKBP37.7 ohne diese Erweiterung hergestellt werden. Durch einen Vergleich mit
FKBP12 wurden alle potentiell fiir die Enzymkatalyse sowie die FK506-Bindung wichtigen
Aminosduren bestimmt. In FKBP12 befinden sich die folgenden 13 Aminoséduren im aktiven
Zentrum und stehen in direktem Kontakt mit FK506: Tyr26, Phe36, Asp37, Arg42, Phe46, Phe48,
GIn53, Glu54, Ile56, Trp59, Tyr82, His87, Phe99 [Albers et al., 1990; Fanghénel & Fischer, 2004;
Van Duyne et al., 1993]. Von Diesen befinden sich lediglich Tyr82 und His87 als Tyr98 und
Leul38 in der BD-BE-Erweiterung von FKBP37.7 (Abbildung 3-30), wobei Leul38 nicht essentiell
fiir die PPlase-Aktivitit und die FK506-Bindung zu sein scheint [Fanghénel & Fischer, 2004]. Ein
Austausch dieser Aminosdure konnte in anderen aktiven und FK506-bindenden FKBP nach-
gewiesen werden. Basierend auf diesem Vergleich wurden aus der Erweiterung die Aminosduren
Leul00 bis Asnl144 durch eine dreistufige Klonierung (Abschnitt 2.2.2.8.) entfernt und nach der
Bestimmung einer rdumlichen Distanz von etwa 10 A zwischen Pro99 und Pro145, durch einen

Gly-Asp-Gly-Linker ersetzt (Abbildung 3-31, B).

Abbildung 3-31: FKBP12 im Vergleich zur PPlase-Doméne von FKBP37.7 nach der theoretischen Entfernung der
BD-BE-Erweiterung. A) Bei FKBP12 ist Tyr82 (rot) als fiir die FK506-Bindung potentiell wichtiger Aminosdurerest in
der BD BE-Erweiterung (orange) hervorgehoben (PDB: 1FKJ). B) In FKBP37.7 entspricht Tyr98 (rot) dem Tyr82 von
FKBP12; daher wurde die Erweiterung erst ab Aminoséure Leul00 bis Asn144 entfernt. Die Distanz zwischen Pro99 und
Pro145 wurde zwischen Ca-Co mit 9,7 A und zwischen CO-N mit 11,5 A gemessen. Dargestellt sind die Aminosduren
12-161 von FKBP37.7.
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Der Linker Gly-Asp-Gly wurde gewdhlt um eine hohe Flexibilitit zu gewihrleiten und die
Loslichkeit des Proteins nicht negativ zu beeintrdchtigen. Die Proteinreinigung sowie die
Bestimmung der Faltung der PPlase-Doménen-Variante erfolgten im Rahmen der Diplomarbeit
von Annika Manns [Manns, 2012]. Anders als das CD-Spektrum von FKBP37.7''% (Abbildung
3-4, A) zeigte das CD-Spektrum der PPlase-Doméne ohne die BD-BE-Erweiterung nur noch ein
absolutes Minimum bei 217 nm, welches reprisentativ fiir eine P—Faltblattstruktur ist. Der
Spektrenverlauf und die niedrige mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosdure dhnelten stark dem
von FKBP12 [Pirkl & Buchner, 2001]. Zur Uberpriifung der Struktur mittels NMR-Spektroskopie
erfolgte ein Vergleich der 'H/'’N-HSQC-Spektren von FKBP37.7''° und der PPlase-Domine
ohne die BD-BE-Erweiterung. In diesen Spektren konnten die Signale vieler Aminoséuren aus den
B-Faltblattbereichen des FKBP37.7''% an gleicher oder an leicht verschobener Position beobachtet
werden. Die Signale der Aminosaurereste aus der entfernten fD-BE-Erweiterung konnten hingegen
nicht mehr detektiert werden. Die Daten der CD-Spektroskopie und der 'H/°N-HSQC-
Experimente deuteten somit darauf hin, dass die iberwiegend a—helikal organisierte Erweiterung
entfernt wurde, und dass die PPlase-Doméne hingegen intakt vorlag. Die PPlase-Domine ohne die
BD-BE-Erweiterung wird im Folgenden als FKBP37.7' 66191 pezeichnet.

Die Untersuchung der FK506-Bindung von FKBP37.7 nach Entfernung der BD-BE-Erweiterung
erfolgte, wie fiir die anderen Proteinvarianten bereits in Abschnitt 3.4. beschrieben, mit der FK506-
Affinitdtsmatrix. Dabei wurden 20 pg rekombinat hergestelltes FKBP37.7' %41 mit der
FK506-Affinitditsmatrix bzw. mit der Kontrollmatrix fiir 1h inkubiert und anschliefend
ungebundenes bzw. an die Matrices gebundenes Protein im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(Abbildung 3-32). Hierbei konnte auch mit FKBP37.7' 16641914 keine Bindung an die FK506-

Affinitdtsmatrix festgestellt werden.

FK506- Kontroll-
Matrix Matrix

I U B U B
25-

15-

Abbildung 3-32: FK506-Bindung von FKBP37.71166A100-144 E¢ \wurden 20 pg FKBP37.7' 1665100144 it der FK506-
Affinitdtsmatrix bzw. Kontrollmatrix 1 h inkubiert. Nach der Entfernung von nicht gebundenem Protein durch Waschen
wurden die Proben im 17,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Silbernitatlosung geférbt. I, eingesetztes
Protein; U, nicht an die Matrix gebundenes Protein; B, an die Matrix gebundenes Protein.

In nichsten Schritt wurde auch die PPlase-Aktivitit von FKBP37.7"'%41%1% yntersucht. Da
bereits FKBP37.7""% im Chymotrypsin-gekoppelten PPIase-Test iiber den Zeitraum der Messung
von 6 min gegen proteolytischen Abbau nicht stabil war (Abbildung 3-13), erfolgte die Messung
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auch fiir FKBP37.7"'%*1%1% im Protease-freien PPlase-Test (Abbildung 3-33, A). Es konnte dabei
eine katalytische Effizienz von 5,4*¥10* M'*s” bestimmt werden; eine Inhibition der Aktivitit

durch FK506 konnte allerdings nicht festgestellt werden (ki./Ky= 5,3*%10" M'l*s'l).
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Abbildung 3-33: PPlase-Aktivitat von FKBP37.7-166410014 Ay Dyie Messung der PPlase-Aktivitit erfolgte im
Protease-freien PPlase-Test sowohl in An- als auch in Abwesenheit von 1 uM FK506. B) Die Bestimmung der PPTase-
Aktivitdt erfolgte im Protease-gekoppelten PPlase-Test. Chymotrypsin wurde zu Beginn der Messung oder 6 min vor
Beginn der Messung zugegeben. C) Die Bestimmung der PPIase-Aktivitdt erfolgte im Protease-gekoppelten PPlase-Test
sowohl in An- als auch in Abwesenheit von 100 uM [O-Carboxymethyl-D-Ser®]-CsA. Alle Messungen wurden mit
0,15 uM FKBP37.7!-166A190-144 ;1,4 40 uM Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA als Substrat bei pH 7,8 und 10 °C durchgefiihrt.

Um zu iiberpriifen, ob diese Aktivitit tatsichlich von FKBP37.7''6641% 1% stammt, wurden weitere
Experimente im Chymotrypsin-gekoppelten PPlase-Test durchgefiihrt. Dabei wurde zuerst die
Aktivitdt von FKBP37.7" 160419014 pestimmt, als Chymotrypsin zeitgleich mit dem Substrat zum
Start der Reaktion zugegeben wurde (Ky./Ky= 6,9%10* M'l*s'l) (Abbildung 3-33, B). In einem
zweiten Experiment wurde Chymotrypsin bereits zu Beginn der Temperierung, das heifit 6 min vor
dem eigentlichen Start der Reaktion, zugegeben. Hierbei wurde jedoch nahezu die gleiche Aktivitét
beobachtet (ky,/Kyv= 7,3"‘104 M'l*s'l). Da FKBP37.7!-166A100-144 pach 6 min, das heifit zum Start der
Reaktion allerdings schon vollstindig abgebaut war, kann diese PPlase-Aktivitdt nicht durch
FKBP37.7" 16641914 hervorgerufen worden sein. In einem abschlieBenden Experiment konnte die
Ursache dieser PPlase-Aktivitdt auf ein bei der Proteinreinigung mitgeschlepptes E. coli Cyp
zurlickgefiihrt werden, da die Aktivitdt in Anwesenheit hoher Konzentrationen des CsA-Derivates
[O-Carboxymethyl-D-Ser®]-CsA fast vollstindig inhibiert werden konnte (Abbildung 3-33, C).
Dieses CsA-Derivat wurde gewdhlt, da sich die Aktivitit von E. coli Cyclophilinen nur bei hohen
Konzentration CsA inhibieren ldsst [Liu et al., 1991a]. Anders als CsA, ist dieses CsA-Derivat
auch in wiéssrigem Messpuffer auch bei einer Konzentration von 100 uM gut 16slich und somit in

der Lage E. coli Cyclophiline zu inhibieren.
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Fiir FKBP37.7"1%41%1% erfolgte die Bestimmung der PPlase-Aktividt ebenfalls mit dem
Proteinsubstrat RCM-T1 (Abbildung 3-34). Wie auch bei den Untersuchungen mit dem Peptid-
substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA konnte eine geringe PPlase-Aktivitit bei Verwendung von
RCM-T1 festgestellt werden. Da sich diese Aktivitit aber auch in diesem Test vollstindig mit
50 uM  [O-Carboxymethyl-D-Ser®]-CsA inhibieren lieB, wurde sie ebenfalls nicht durch
FKBP37.7' 1904190144 hervorgerufen.

Eine PPlase-Aktivitdt von FKBP37.7 konnte auch nach Entfernung der fD-BE-Erweiterung und

somit besserer Zugénglichkeit des mutmaBlich katalytischen Zentrums nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-34: Beschleunigung der Riickfaltung der RCM-T1 durch FKBP37.7}1664100-144 (piK gp37 71-1684) e
Bestimmung der Riickfaltung von RCM-T1 erfolgte in 100 mM Tris, 2M NaCl pH8,0 bei 10°C. A) Zur
Beschleunigung der Reaktion wurden 500 nM FKBP12, 5 pM FKBP37.7!166A100-144 " 5\ \f FKBP37 7!-166A100-144 4
Abwesenheit von 50 pM [O-Carboxymethyl-D-Ser®]-CsA (CsA-Derivat) und 5 uM FKBP37.7''% ecingesetzt. B)
VergroBerter Ausschnitt der Messungen mit 5pM FKBP37.7'166A10014 4y Anwesenheit von 50 uM
[O-Carboxymethyl-D-Ser®]-CsA (CsA-Derivat) und 5 pM FKBP37.7'166,

3.8. Untersuchungen zur Chaperon-Aktivitat der PPlase-Domane von FKBP37.7

Einige andere Vertreter der FKBP-Familie weisen ebenfalls eine verlingerte Erweiterung zwischen
den Faltblattstrangen BD und BE auf. So enthalten beispielsweise SlyD aus E. coli und FKBP17
aus Methanococcus thermolithotrophicus zusétzlich eine sogenannte IF-Doméne [Suzuki et al.,
2003]. Die Faltung dieser IF-Doméinen ist mit vier -Faltblattelementen und einer kurzen a-Helix

anders als bei der vorwiegend a-helikal organisierten Erweiterung von FKBP37.7. Jedoch sind sie
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Erweiterungen mit 62 bzw. 64 Aminosédureresten dhnlich gro3 wie die von FKBP37.7 mit 52
Aminoséureresten. Fiir die IF-Doménen beider prokaryotischer Proteine konnte bereits eine
Chaperon-Aktivitit nachgewiesen werden [Furutani et al., 2000; Knappe et al., 2007; Scholz et al.,
2006; Weininger et al., 2009]. Trotz der unterschiedlichen Faltung aber aufgrund der gleichen
Position der Erweiterung sollte FKBP37.7 dennoch auf eine Chaperon-Aktivitit hin untersucht
werden. Fiir FKBP37.7 als Volllingenprotein konnte in fritheren Untersuchungen bereits eine
Aktivitidt gegeniiber den Modellsubstraten Rhodanese und Citrat-Synthase nachgewiesen werden
[Yano et al., 2003]. Hier sollte nun der Bereich identifiziert werden, der dafiir verantwortlich ist.
Die Bestimmung der Chaperon-Aktivitdt von FKBP37.7 erfolgte im Citrat-Synthase-Experiment
[Buchner et al., 1998; Jakob et al., 1995]. Hierfiir wurden Streulichtmessungen {iber einen Zeit-
raum von 20 min bei 43 °C durchgefiihrt. Als Substrat diente thermisch destabilisierte, und somit
zur Aggregation neigende Citrat-Synthase (Abbildung 3-35). Zur Einschitzung der Chaperon-
Aktivitdit von FKBP37.7 wurden weitere Proteine parallel untersucht. So wurde FKBP12 als
Protein ohne bekannte Chaperon-Aktivitit und das zuvor gereinigte Hsp90 als Protein mit
bekannter Chaperon-Aktivitét eingesetzt [Jakob et al., 1995; Knappe et al., 2007; Scheibel et al.,
1998; Young et al., 1997]. FKBP12 zeigte in diesem Experiment, wie erwartet, keine Chaperon-
Aktivitdt (Abbildung 3-35, A). Als FKBP12 mit der Citrat-Synthase gemeinsam eingesetzt wurde,
kam es zu einer Verstdrkung der Streulichtintensitdt um etwa 20 %, was vermutlich darauf zuriick
zufiihren war, dass einige FKBP12-Molekiile gemeinsam mit der Citrat-Synthase aggregierten. Das
hergestellte und gereinigte Hise-Hsp90B'7** (Abschnitt 2.2.3.5.) war in der Lage im zweifachen
molekularen Uberschuss die Aggregation der Citat-Synthase fast vollstindig zu unterdriicken und
zeigte damit die aus der Literatur bekannte Chaperon-Aktivitidt (Abbildung 3-35, B). Durch die
Zugabe von FKBP37.7"* konnte eine konzentrationsabhingige Verzogerung der Citrat-Synthase-
Aggregation beobachtet werden, jedoch keine Unterdriickung (Abbildung 3-35, C). Dies entspricht
den Beobachtungen aus der Literatur [Yano et al., 2003]. Bei der Messung mit der isolierten TPR-
Doméine FKBP37.7'7°%* kam es nicht nur zu einer Verzégerung, sondern auch zur Unterdriickung
der Aggregation der Citrat-Synthase (Abbildung 3-35, D). Mit FKBP37.7"'% oder
FKBP37.7" 16621914 kam es wie bei FKBPI2 zu keiner Unterdriickung der Aggregation
(Abbildung 3-35, E und F). Es war ebenfalls nur eine Verstirkung der Aggregation zu beobachten.
Durch dieses Experiment konnte somit gezeigt werden, dass FKBP37.7 zwar eine Chaperon-
Aktivitét besitzt, diese allerdings, wie auch bei FKBP52, von der TPR-Domine und nicht durch die
PPlase-Domine vermittelt wird [Pirkl et al., 2001]. Die Hypothese, dass die Chaperon-Aktivitit

durch die BD-BE-Erweiterung hervorgerufen wird, konnte somit nicht bestétigt werden.
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Abbildung 3-35: Chaperon-Aktivitat von FKBP37.7 wahrend der Aggregation von Citrat-Synthase. Gemessen
wurde die Zunahme von Streulicht bei 360 nm wihrend der Aggregation von Citrat-Synthase (CS) bei 43 °C {iber einen
Zeitraum von 20 min. A), B) FKBP12 verzogerte die Aggregation nicht, wihrend sie mit Hsp90 fast vollstindig
unterdriickt werden konnte. C), D) FKBP37.7-Vollldnge und die TPR-Doméne verzogerten die Aggregation. E), F) Die
PPlase-Doméne von FKBP37.7 mit bzw. ohne BD-BE-Erweiterung verzogerte die Aggregation nicht.
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3.9. Untersuchungen zu Protein-Protein-Interaktionen der PPlase-Domane von
FKBP37.7

Nachdem fiir FKBP37.7 sowohl eine PPlase-Aktivitét als auch eine Chaperon-Aktivitit der PPlase-
Domine ausgeschlossen werden konnte, wurde untersucht ob diese Domine moglicherweise

Protein-Protein-Interaktionen vermittelt.

3.9.1. Identifizierung neuer Bindepartner der FKBP37.7-PPlase-Domane

Bei der Reinigung von FLAG-FKBP37'** konnte eine Anreicherung weiterer Proteine im
Vergleich zum Kontrollzelllysat beobachtet werden, was auf die Co-Reinigung von Bindepartnern
hindeutete (Abbildung 3-5). Zur Bestimmung der Identititen dieser Proteine wurden Proben der
Elutionsfraktionen einer Priparation (Fraktionen E1-E5 der Reinigung von FLAG-FKBP37.7'3%°
und der identisch behandelten Kontrollpriparation) mit Trypsin verdaut und massen-
spektrometrisch mittels Nano-LC-ESI-MS/MS von Dr. Christian Scharf (EMAU Greifswald)
analysiert. AnschlieBend erfolgte die Auswertung der identifizierten Peptide durch das Programm

Scaffold sowie ein Vergleich mit humanen Proteinen der Swiss-Prot-Datenbank (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: Co-gereinigte Proteine von FLAG-FKBP37.7"%% Dargestellt ist das Ergebnis der massen-
spektrometrischen Analyse. Die Anzahl der identifizierten Peptide ist die Summe aller gefundenen Peptide des jeweiligen
Proteins in samtlichen Fraktionen (E1-ES5) bei doppelter Analyse. FLAG-Kontrolle bezeichnet die gefundenen Peptide in
den Proben der identisch durchgefiihrten Kontrollpréparation. Die Proteine des Cytoskeletts wurden rot markiert.

Protein N — Anzahl der iijentifizierten Peptide
FLAG-FKBP37.7%° | FLAG-Kontrolle
FKBP37.7 000170 270 1
B-Aktin P60709 250 176
Hsp90pB P08238 95 11
Hsc70 P11142 63 23
Hsp70-1 P08107 47 22
Filamin-A P21333 59 0
Hsp90a P07900 51 0
Fascin Q16658 45 0
a-Actinin-4 043707 34 8
Tubulina P68363 10 2
Tubulinf3 P07437 4 0
Cdc37 Q16543 3 0
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In Tabelle 3-2 sind nur sicher identifizierte Interaktionen aufgefiihrt. Die vollstindige Auswertung
ist als Anhang 5 beigefiigt. Die identifizierten Proteine, welche mit FLAG-FKBP37.7'**" co-
gereinigt wurden, konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: in Hitzeschockproteine bzw. Co-
Chaperone und in Proteine des Cytoskeletts. Eine Interaktion von FKBP37.7 mit Proteinen des
Cytoskeletts wurde bislang nicht eindeutig gezeigt, wihrend Hsp90 und Hsc70 bekannte
Interaktionspartner sind.

Anhand von GST-Prézipitationsexperimenten mit humanem Zelllysat sollte nun untersucht werden
ob die PPlase-Domine an den identifizierten Interaktionen beteiligt ist und ob die BD-BE-
Erweiterung einen Einflull darauf hat. Dafiir mussten die jeweiligen GST-Fusionsproteine zundchst
rekombinant hergestellt werden. Die PPlase-Domine GST-FKBP37.7''% und die entsprechende
Variante ohne PD-BE-Erweiterung, GST-FKBP37.7""'°*!%1* wuyrden kloniert, exprimiert und
anschliefend aus E. coli-Zelllysat gereinigt [Manns, 2012]. Im folgenden GST-Prézipitations-
experiment wurden dann GST zur Kontrolle, die beiden hergestellten PPlase-Doménen und das
GST-fusionierte Volllingenprotein an GSH-Sepharose immobilisiert und anschlieBend mit
HEK?293-Zelllysat inkubiert. Nach der Entfernung nicht gebundener Proteine erfolgte die Elution
der gebundenen Proteine mit 10 mM reduziertem Glutathion. Die eluierten Proteine wurden
anschlieend im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert
und die Bindung ausgewihlter Proteine mittels spezifischer Antikdrper nachgewiesen (Abbildung
3-36). Zuerst wurde die Interaktion zwischen FKBP37.7 und HSP90 mit Hilfe eines anti-Hsp90-
Antikorpers untersucht. Eine direkte Interaktion der PPlase-Doméne von FKBP37.7 mit HSP90
konnte bislang nicht gezeigt werden, allerdings wurde eine Destabilisierung der FKBP37.7-Hsp90
Interaktion beobachtet, nachdem Teile der PPlase-Doméne entfernt wurden [Kazlauskas et al.,
2002]. Im hier durchgefiihrten Experiment wurde Hsp90 deutlich im Zelllysat nachgewiesen. Auch
konnte eine Hsp90-Bindung an die GST-fusionierten FKBP37.7-Varianten detektiert werden.
Allerdings waren diese Bindungen so schwach, dass das Signal in diesem Bereich verstirkt
dargestellt werden musste. Eine Interaktion wurde sowohl mit der PPlase-Doméne als auch dem
Volllingen-FKBP37.7 beobachtet. Dagegen konnte keine bzw. nur eine sehr schwache Bindung an
die PPlase-Doméne ohne BD-BE-Erweiterung nachgewiesen werden. Diese Interaktion ist dhnlich
schwach wie die unspezifische Interaktion mit dem immobilisierten GST. Eine Bindung von Hsp90
an die PPlase-Domine von FKBP37.7 scheint demnach stattzufinden, wobei auch die fD-BE-
Erweiterung eine Rolle zu spielen scheint.

In dem GST-Prézipitationsexperiment wurden neben HSP90 auch verschiedene Proteine des
Cytoskeletts auf ihre Interaktion mit FKBP37.7 untersucht. Eine Interaktion mit Tubulin, welches
mittels Massenspektrometrie als Interaktionspartner von FLAG-FKBP37.7'7*" identifiziert wurde,
konnte auch im GST-Prézipitationsexperiment gezeigt werden. Hierbei konnte eine Bindung von

Tubulin an GST-FKBP37.7""'% und an GST-FKBP37.7'**" beobachtet werden, jedoch nicht an die
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PPlase-Domine ohne BD-BE-Erweiterung. Demnach scheint auch bei der Interaktion von

FKBP37.7 mit Tubulin die BD-BE-Erweiterung der PPlase-Doméne eine Rolle zu spielen.
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Abbildung 3-36: GST-Prézipitationsexperiment von FKBP37.7-Varianten mit HEK293-Zelllysat. Je 80 ug GST-
Fusionsprotein bzw. GST wurden an GSH-Sepharose immobilisiert und anschlieBend mit 1 ml Zelllysat einer
Konzentration von 2,5 mg/ml iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach Entfernung ungebundener Protein durch mehrmaliges
Waschen erfolgte die Elution mit 10 mM reduziertem Glutathion. Zur Analyse wurden die gebundenen Proteine in einem
10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert und mit spezifischen
Antikorpern detektiert. Zum Nachweis von Dynein erfolgte der Transfer auf eine PVDF-Membran.

Bei der massenspektrometrischen Analyse wurde B-Aktin ebenfalls als Interaktionspartner von
FLAG-FKBP37.7'7% identifiziert. Diese Interaktion konnte aber nicht zweifelsfrei bestitigt
werden, da eine groBBe Anzahl von Peptiden auch in den Kontrollfraktionen gefunden wurden. In
der Vergangenheit wurde B-Aktin durch Co-Prézipitationsexperimente bereits als Interaktions-
partner von FKBP37.7 identifiziert [Berg & Pongratz, 2002], dies wurde durch eine andere
Arbeitsgruppe allerdings widerlegt [Petrulis et al., 2003]. Im hier durchgefiihrten GST-
Prazipitationsexperiment konnte eine spezifische Interaktion von FKBP37.7 mit [-Aktin
ausgeschlossen werden.

Als weitere Komponente des Cytoskeletts wurde auch Dynein hinsichtlich einer Interaktion mit

FKBP37.7 untersucht. Bei der massenspektrometrischen Analyse wurde Dynein allerdings nicht als
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spezifischer Interaktionspartner von FKBP37.7 identifiziert. Fiir die PPlase-Doméine von FKBP52
wurde aber bereits eine Interaktion mit Dynein nachgewiesen [Galigniana et al., 2002; Pratt et al.,
2004]. Im hier druchgefiihrten GST-Prézipitationsexperimente konnte keine Interaktion der PPlase-
Domine von FKBP37.7 oder dem Vollldngenprotein mit Dynein nachgewiesen werden. Dies
bestitigt das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse, dass Dynein kein spezifischer
Interaktionspartner der PPlase-Domine von FKBP37.7 ist (Abbildung 3-36).

Die weitere Charakterisierung der Interaktionen, mit den in dieser Arbeit identifzierten neuen
Bindepartnern, in weiterfithrenden Studien sollte neue Einblicke in die Funktion des FKBP37.7

liefern.

3.9.2. Die Interaktion der PPlase-Domane von FKBP37.7 mit rekombinant hergestelltem
Hsp90

Die beobachtete Interaktion zwischen der PPlase-Doméne von FKBP37.7 und Hsp90 im GST-
Prazipitationsexperiment mit humanem Zelllysat sollte nun mit rekombinant hergestelltem Hsp90
genauer untersucht werden. Fiir die Untersuchungen wurde zunéchst die C-terminale Doméne von
Hsp90, welche fiir die Interaktion mit FKBP37.7 {iber dessen TPR-Doméne bereits bekannt ist,
untersucht. Die DNA-Sequenzen fiir die C-terminalen Doménen von Hsp90a und Hsp90p lagen
jeweils im Expressionsvektor pET-28a(+) vor. Hiermit wurden die Proteine fiir die nun folgenden
Experimente rekombinant in E. coli hergestellt und anschlieBend gereinigt (Abschnitt 2.2.3.5.). Zur
Uberpriifung der Protein-Protein-Interaktion wurden die GST-fusionierte PPlase-Domine, die
GST-fusionierte TPR-Doméne und das GST-fusionierte Volllaingenkonstrukt des FKBP37.7 an
GSH-Sepharose immobilisiert und anschlieBend mit den Hsp90-Varianten inkubiert (Abbildung
3-37). Beide unabhingig voneinander priparierten Hsp90-Varianten zeigten in diesem Versuch das
gleiche Bindungsverhalten. Eine Bindung an GST wurde in beiden Féllen nicht beobachtet, womit
eine unspezifische Interaktion {iiber die GST-Fusion ausgeschlossen werden konnte. Fiir
GST-FKBP37.7""%%** wurde mit beiden Hsp90-Varianten eine starke Bindung festgestellt. Dies
entsprach den Erwartungen, da bereits zuvor eine Interaktion {iber die TPR-Doméne beschrieben
wurde [Bell & Poland, 2000; Carver et al., 1998; Meyer & Perdew, 1999]. Das Vollldngenprotein
GST-FKBP37.7'7%° zeigte hingegen eine schwichere Bindung an Hsp90. Diese Interaktion sollte
allerdings etwa so stark wie mit der isolierten TPR-Doméne sein, da der Hauptinteraktionsbereich
vorhanden sein sollte. Mit der isolierten PPlase-Domine GST-FKBP37.7""""*® konnte in diesem
Experiment ebenfalls eine Interaktion mit Hsp90 detektiert werden, welche etwa zehn Mal

schwicher war als jene mit der TPR-Doméne.
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Abbildung 3-37: GST-Prazipitationsexperiment von FKBP37.7-Varianten mit der C-terminalen Doméne von
Hsp90. Je 40 pg GST-Fusionsprotein bzw. GST wurden an GSH-Sepharose immobilisiert und anschlieend mit 10 pg
Hise-Hsp90a:2#7*2 bzw. Hise-Hsp90p®*"™* fiir 1h inkubiert. Nach Entfernung von ungebundenem Protein durch
mehrmaliges Waschen erfolgte die Elution mit 10 mM reduziertem Glutathion. Zur Analyse wurden die Proteine in
17,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran transferiert und gebundene Proteine mit
anti-His-Antikérper detektiert. Die Detektionskontrollen von Hiss-Hsp900®7*? und Hise-Hsp90p®2*7* entsprechen
jeweils 30 pmol (10 % des eingesetzten Proteins).

Um die Interaktion zwischen der PPlase-Domédne von FKBP37.7 und Hsp90 nun genauer
untersuchen und gegebenenfalls auch den Bereich der Interaktion innerhalb der PPlase-Doméne
identifizieren zu konnen, wurden an einem Bruker Avance 800 NMR-Spektrometer mit Kryokopf
'"H/"N-HSQC-Experimente mit 0,6 mM ""N-FKBP37.7""'% in 10 mM Na,HPO,-Puffer pH 7,5 und
5mM DTT bei 25 °C durchgefiihrt. Neben einer Referenzprobe wurde eine Probe mit 1,52 mM
Hise-Hsp90p®*"** und eine weitere mit 1,02 mM Hisg-Hsp90B'™7** gemessen. Die hierbei
erhaltenen Spektren (Anhang 4) zeigten nur geringfiigige Verschiebungen einiger Signale um bis
zu 0,015 ppm der konjugierten 'H- und '"N-Resonanzen. Die Bestimmung der Differenzen
erfolgten durch den Ausdruck [(Ad;n)” + (A8;5n/6.5)*]"* nach Mulder et al. [Mulder et al., 1999].
Eine Interaktion zwischen Hsp90 und der PPlase-Doméne von FKBP37.7 konnte somit nicht
zweifelsfrei bestimmt werden. Allerdings deuten zwei unterschiedliche Beobachtungen dennoch
auf eine Interaktion hin. Die erste Beobachtung ist, dass es in Gegenwart von Hise-Hsp90B'"** zu
einer deutlichen Linienverbreiterung im Spektrum kam (Abbildung 3-38). Zusétzlich nahm die
Intensitét der einzelnen Signale ab und die Uberlappung der Signale verstérkte sich.

Ein solches Verhalten kann in NMR-Spektren beobachtet werden, wenn Verbindungen mit sehr
hohem Molekulargewicht untersucht werden, da es aufgrund eines langsameren Tumbling zu einer
schnelleren Relaxation der Magnetisierung (T,) kommt. Durch die Interaktion von FKBP37.7'%
und Hise-Hsp90B'"** wiirde ein Komplex mit einem deutlich hoherem Molekulargewicht von

104 kDa gebildet, was diese beobachtete Linienverbreiterung zu Folge hétte. Ein vergleichbarer
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Effekt konnte bei der Messung mit Hisg-Hsp90B®°"** nicht beobachtet werden, da der in diesem

Fall gebildete Komplex mit insgesamt 34 kDa deutlich kleiner wire.
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Abbildung 3-38: Ausschnitte der *H/**N-HSQC-Spektren von FKBP37.71% in Ab- (A) und in Anwesenheit (B)
von Hisg-Hsp90BY ™. Die Messungen wurden mit 0,6 mM '’N-FKBP37.7"'% und mit bzw. ohne 1,02 mM
Hise-Hsp90B'™"* in 10 mM Na,HPO4-Puffer pH 7,5 und 5 mM DTT bei 25 °C am Bruker Avance 800-Spektrometer mit
Kryokopf durchgefiihrt.

In Abbildung 3-39 sind die Aminosiuren in FKBP37.7'"'% rot markiert, welche in Anwesenheit
von Hise-Hsp90B®>*"** bzw. Hise-Hsp90B' ™ eine Signalverschiebung im 'H/'°N-HSQC-Spektum
zeigten. Aufgrund der schwachen Signalintensititen sowie einiger nicht zugeordneter
Aminosdurereste, und auch aufgrund der stark verbreiterten Signale bei der Messung mit
Hise-Hsp90B' 7>, konnten nur wenige Reste in FKBP37.7'"'% fiir eine mogliche Interaktion

620-724 und

identifiziert werden. Allerdings zeigten die Interaktionsexperimente mit Hiss-Hsp90p
Hise-Hsp90p'"** ein vergleichbares Ergebnis. So werden signifikant verschobene Signale haupt-
sdchlich am unstrukturierten C-Terminus der PPlase-Doméne sowie in der BD-BE-Erweiterung
beobachtet. Diese Signale gehoren vermutlich zu den an der Interaktion beteiligten Resten. Die
Tatsache, dass mit beiden Hsp90-Varianten die nahezu gleichen Bereiche fiir die Interaktion
bestimmt wurden, deutet eher auf eine spezifische als eine unspezifische Protein-Protein-
Interaktion hin. Allerdings scheint es sich hierbei um keine besonders starke Interaktion zu
handeln, da die nicht zugeordneten Reste der fD-BE-Erweiterung noch immer keine detektierbaren

Signale aufwiesen, was fiir eine weiterhin vorhandene hohe Flexibilitdt in dieser Erweiterung

spricht.
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Abbildung 3-39: Interaktion von FKBP37.7'% mit Hiss-Hsp90B®® 7 (A) bzw. Hisg-Hsp90p:™* (B) in
'H/*N-HSQC-Experimenten. Signifikant verschobene Aminosiurereste wurden in der Proteinstruktur von
FKBP37.7""'% rot markiert. Nicht zugeordnete oder in den Spektren nicht identifizierte Aminosaurereste wurden gelb
markiert.
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4. Diskussion

4.1. FKBP37.7 zeigt keine PPlase-Aktivitat und keine Bindung an FK506

Das humane FKBP37.7 besteht aus einer N-terminal lokalisierten putativen PPlase-Doméne und
einer C-terminal lokalisierten TPR-Doméne. Fiir die PPlase-Doméne von FKBP37.7 konnte
bislang weder eine PPlase-Aktivitét, noch eine FK506-Bindung nachgewiesen werden. Der hohe
Grad an Konserviertheit ldsst aber dennoch auf wichtige Funktionen, wie beispielsweise die
Ausbildung von Protein-Protein-Interaktionen, schlieen. Ziel dieser Arbeit war es den Grund fiir
die fehlende PPlase-Aktivitit oder gegebenenfalls einen mdglichen Aktivierungsmechanismus zu
finden und somit Hinweise auf die Funktion der PPlase-Doméne zu erhalten. Hierfiir musste
zundchst FKBP37.7, sowie Proteinvarianten der Einzeldoménen rekombinant hergestellt werden.
Durch einen Sequenzvergleich mit FKBP12 und den beiden PPlase-Doménen von FKBP51 wurden
die Doménengrenzen von FKBP37.7 anhand der Lage der Sekundérstrukturelemente von FKBP12
und FKBP51 bestimmt (Abbildung 3-1). Dabei zeigte sich ein gravierender Unterschied zwischen
der PPlase-Domine von FKBP37.7 im Vergleich zu denen von FKBP12 und FKBP51. Laut dem
Sequenzvergleiche enthdlt FKBP37.7 einen mindestens 34 Aminosduren umfassenden Einschub
zwischen den B-Faltblattstrangen D und E.

Die PPlase-Doméne von FKBP37.7 umfasst aufgrund der durchgefiihrten Auswertung mindestens
die Aminoséduren 11-158. In der Literatur wurde bisher eine Bestimmung der PPlase-Aktivitit von
einer FKBP37.7-Proteinvariante beschrieben, welche die Aminosduren 1-121 umfasste [Laenger et
al., 2009]. Diese Variante ist jedoch zu kurz um den pB-Faltblattstrang E und Teile der Erweiterung
ebenfalls zu erfassen. Daher ist es moglich, dass die nicht festgestellte katalytische Aktivitdt durch
eine zu kurze Proteinvariante zu Stande kam.

Fir die weiteren Untersuchungen konnten folgende Proteinvarianten erfolgreich in
Expressionsvektoren kloniert, anschlieBend in E. coli iiberexprimiert und aus den Zellen
aufgereinigt werden (Abbildung 3-3): FKBP37.7"'%, FKBP37.7'%°) His-FKBP37.7'2%,
FKBP37.7'"*, GST-FKBP37.7""**, GST-FKBP37.7"** und GST-FKBP37.7""**. Fiir alle
hergestellten Proteinvarianten wurden CD-Spektren aufgenommen, um eine Aussage iiber die
Auspragung von Sekundirstrukturelementen treffen zu koénnen (Abbildung 3-4). Keines der
Proteine besal3 ein Minimum zwischen 195-200 nm, was fiir das Vorhandensein von Random-Coil-
Strukturen spricht. Der Spektrenverlauf und die Signalintensitit von FKBP37.7""'% dhnelten stark
denen von FKBPI12 und der PPIase-Doméne von Arabidopsis thaliana FKBP42, was auf eine
typische Faltung fiir eine FKBP-Doméne hinweist [Kamphausen et al., 2002; Pirkl & Buchner,
2001]. Allerdings zeigte das Spektrum von FKBP37.7''® verglichen mit den beiden anderen

PPlase-Dominen, eine Verschiebung des absoluten Minimums auf 210 nm und zusétzlich die
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beginnende Auspriagung eines zweiten Minimums. Dies deutet auf ein zusétzliches Vorhandensein
o—helikaler Strukturen hin. Die CD-Spektren der beiden FKBP37.7-Volllingenvarianten
FKBP37.7"" und Hiss-FKBP37.7'*° waren in Verlauf und Intensitit vergleichbar mit denen der
groflen TPR-Motiv-enthaltenden FKBP FKBP51, FKBP52, und Arabidopsis thaliana FKBP42
[Kamphausen et al., 2002; Pirkl & Buchner, 2001]. Auch das CD-Spektrum von FKBP37.7'7%3%°
zeigte einen dhnlichen Verlauf und dhnliche Intensititen wie die der TPR-Doméanen TPR2A von
Hop und die TPR-Domine von PP5, und damit das iiberwiegende Vorhandensein o-helikaler
Sekundirstrukturelemente [Cortajarena & Regan, 2006].

Um die PPlase-Doméne zu charakterisieren wurde zuerst die PPlase-Aktivitit untersucht. Im
Chymotrypsin-gekoppelten PPlase-Test konnten mit den getesteten FKBP37.7-Varianten
FKBP37.7""'%, Hiss-FKBP37.7"%, FKBP37.7'** allerdings nur geringe Aktivititen festgestellt
werden. Wihrend FKBP die Umwandlung normalerweise mit ki,/Ky-Werten zwischen 10* und
10" M"*s™" beschleunigen, konnten fiir FKBP37.7 lediglich Werte von 0,9-6%10° M™'*s™ ermittelt
werden [Fanghinel & Fischer, 2004]. Die mit Hise-FKBP37.7'% bestimmte Aktivitit von
6*10° M'*s" wurde auf ihre Inhibierbarkeit und Substratspezifitit untersucht. Die beobachtete
PPlase-Aktivitdt konnte nicht durch FK506 inhibiert werden, was somit nicht auf ein humanes
FKBP hindeutet. Im Gegenzug lieB sie sich jedoch durch NiCl, inhibieren. Eine solche
Inhibierbarkeit wurde fiir das aus E. coli stammende FKBP SlyD beschrieben [Hottenrott et al.,
1997]. Auch die Priaferenz fir das Peptidsubstrat mit einem Phe-Rest N-terminal zur
katalysierenden Bindung unterstiitzt diese Beobachtung [Albers et al., 1990; Compton et al., 1992;
Harrison & Stein, 1990; Hottenrott et al., 1997; Rahfeld et al., 1994]. In E. coli existieren jedoch
mehrere PPlasen, welche nicht durch FK506 inhibierbar sind und die ebenfalls eine Spezifitit fiir
Substrate mit einem Phe-Rest N-terminal zur katalysierenden Bindung aufweisen, wie
beispielsweise Trigger Faktor und Par10 [Rahfeld et al., 1994; Stoller et al., 1995].

Bei der Untersuchung der proteolytischen Stabilitdit von FKBP37.7 gegeniiber der verwendeten
Protease Chymotrypsin zeigte sich, dass das FKBP wihrend der Messungen proteolytisch gespalten
wurde. Aus diesem Grund wurden alle Aktivititsmessungen in einem Protease-freien PPlase-Test
wiederholt. Obwohl die Protein-Varianten unter diesen Bedingungen die gesamte Zeit der Messung
stabil vorlagen, konnten auch hierbei keine stdrkeren Beschleunigungen der cis/trans-
Isomerisierung durch FKBP37.7 festgestellt werden. Um die Moglichkeit auszuschlieBen, dass die
PPlase-Aktivitdt nur mit einem Proteinsubstrat zu messen ist, wurde die Bestimmung der PPlase-
Aktivitdt unter Verwendung des Proteinsubstrates RCM-T1 durchgefiihrt. Allerdings konnte auch
mit diesem Substrat keine PPlase-Aktivitit beobachtet werden.

Da Hsp90 moglicherweise in der PPlase-Domine von FKBP37.7 eine zweite Bindungsstelle
besitzt, wurde auch der mogliche Einfluss einer solchen Bindung auf die PPlase-Aktivitit
untersucht [Kazlauskas et al., 2002]. Im durchgefiihrten Aktivititstest konnte allerdings keine
Beeinflussung der PPlase-Aktivitdat durch Hsp90 festgestellt werden. Es ist jedoch mdoglich, dass

89



Diskussion

nur ein Multiproteinkomplex in der Lage ist eine korrekte Substrat- und FKBP37.7-Bindung zu
ermdglichen. Die Notwendigkeit eines solchen Komplexes wurde bereits fiir die Bindung und
Aktivierung der Hsp90-Substrate nachgewiesen [Kosano et al., 1998; Richter & Buchner, 2001;
Wandinger et al., 2008].

Um auch den moglichen Einfluss von Interaktionspartnern, Cofaktoren oder posttranslationalen
Modifikationen, die nur im eukaryotischen System eingefiihrt werden konnen, auf die PPlase-
Aktivitit zu testen, wurde FLAG-FKBP37.7'* in humanen Zellen iiberexprimiert. AnschlieBend
wurde das Protein mit Bindepartnern aus diesen Zellen gereinigt. Nahezu alle eukaryotischen
Proteine werden posttranslational modifiziert, wobei bislang etwa 200 verschiedene Modi-
fizierungen bekannt sind [Hunter, 2007; Jensen, 2006]. Solche Modifizierungen sind in der Lage
die katalytische Aktivitdt von Proteinen zu beeinflussen. So kommt es beispielsweise durch die
Phosphorylierung im N-Terminus der Glycogen-Phosphorylase zu einer Anderung der
Proteinstruktur und damit zur Aktivierung des Enzyms [Johnson & O'Reilly, 1996]. Fiir FKBP37.7
ist bekannt, dass es mehrfach phosphoryliert wird und dadurch seine Lokalisation verdndert werden
kann. Der Austausch der Phosphorylierungsstelle Ser53 gegen Ala fiihrte dazu, dass das Protein
nicht mehr in der Lage ist in den Zellkern zu translozieren [Dull et al., 2002].

Bei der erfolgten Bestimmung der PPlase-Aktivitdt von FLAG-FKBP37.7'* konnte allerdings
weder mit den Peptidsubstraten noch mit dem Proteinsubstrat RCM-T1 eine Aktivitit festgestellt
werden. Somit scheint eine Beeinflussung der FKBP37.7-PPlase-Aktivitéit durch posttranslationale

Modifizierungen oder durch Bindungspartner und Cofaktoren unwahrscheinlich zu sein.

Ein weiteres Merkmal der FKBP ist die Interaktion mit FK506. Zur Untersuchung der FK506-
Bindung wurde von Martin Theuerkorn (MPF) eine neuartige FK506-Affinitdtsmatrix synthetisiert.
Dabei wurde FK506 iiber einen Ethylenglycollinker an Cyanbromid-aktivierte Sepharose gebunden
und die verbliebenen Bindestellen mit Tris gekoppelt. Parallel dazu wurde eine Kontrollmatrix
hergestellt, bei der alle Bindestellen mit Tris gekoppelt wurden. Durch die Wahl der Sepharose, des
hydrophilen Linkers und der Abséttigung der freien Bindestellen mit dem ebenfalls hydrophilen
Tris konnte die Hydrophobizitit der FK506-Affinitdtsmatrix drastisch reduziert werden. In
Gegensatz zu frither verwendeten Matrices konnte weder mit der FK506-Affinitdtsmatrix noch mit
der Kontrollmatrix eine unspezifische Interaktion von BSA beobachtet werden [Fretz et al., 1991].
Die als FK506-bindend beschrieben Proteine FKBP12, FKBP51 und FKBP52 konnten dagegen
spezifisch an die FK506-Affinitdtsmatrix angereichert werden, wohingegen keine Bindung an die
Kontrollmatrix erfolgte [Weiwad et al., 2006].

Bei der Untersuchung der FK506-Bindung von FKBP37.7 zeigte die isolierte PPlase-Doméne
FKBP37.7""'% keine Bindung an die FK506-Affinititsmatix. Auch bei additiver Verwendung der
PPlase-Domine und der TPR-Doméne konnte keinerlei Bindung detektiert werden. Im Gegensatz

dazu zeigten die beiden eingesetzten Volllingenproteine Hise-FKBP37.7'**" und FKBP37.7'7°
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eine schwache Anreicherung an der FK506-Affinititsmatrix. Diese Interaktionen lieen sich, im
Gegensatz zur Bindung von FKBP12, nicht durch einen dreifachen molekularen Uberschuss des
FK506-Derivates MT-10 inhibieren. Eine solche geringfiigige Interaktion mit der FK506-
Affinitdtsmatrix zeigten jedoch auch die rekombinant hergestellten Vollldngenproteine der
ebenfalls TPR-Doménen-enthaltenden FKBP, FKBP36 und FKBP44. Fiir authentisches FKBP36
und FKBP44 aus humanen Zellen konnte eine Bindung an die FK506-Affinitdtsmatrix allerdings
nicht detektiert werden (Abbildung, 3-9) [Linnert et al., 2012b]. Vermutlich handelt es sich
demnach um Prézipitationserscheinungen auf der hydrophoben Oberfliche der FKS506-
Affinitdtsmatrix und somit nicht um eine spezifische Interaktion. Bei der Inkubation der FK506-
Affinitdtsmatrix mit Jurkat-Zelllysat konnte eine Bindung von FKBP12, FKBP51 und FKBP52
beobachtet werden. Dagegen konnte keine Bindung von authentischem FKBP37.7 an die FK506-
Affinitdtsmatrix detektiert werden. Auch bei der Untersuchung der Zelllinien HepG2, HEK?293,
SH-SY5Y und MCF-7 konnte keine Bindung von FKBP37.7 an die FK506-Affinitdtsmatrix
nachgewiesen werden. Es konnte somit ausgeschlossen werden, dass nur FKBP37.7 aus Jurkat-
Zellen nicht in der Lage ist FK506 zu binden. Der Vergleich des Bindungsverhaltens von
authentischem FKBP37.7 und rekombinant hergestelltem FKBP37.7 zeigte keine Unterschiede.
Dies ldsst vermuten, dass Cofaktoren, posttranslationale Modifikationen oder Interaktionspartner
bei der Bindung von FK506 keine Rolle spielen.

Eine Bindung von FKBP37.7 an FK506 konnte nicht nachgewiesen werden, allerdings schlieBt dies
das Vorhandensein einer PPlase-Aktivitét nicht aus. SlyD und Tiggerfaktor besitzen beispielsweise
eine PPIase-Aktivitét, sind aber nicht in der Lage FK506 zu binden [Hottenrott et al., 1997; Stoller
et al., 1995]. Im Falle von SlyD wird vermutet, dass die Seitenkette von Tyr68 in die hydrophobe
Bindetasche des aktiven Zentrums ragt und somit der Grund fiir die fehlende FK506-Bindung und
die geringe PPlase-Aktivitdt ist [Weininger et al., 2009]. Bei den humanen FKBP ist allerding noch
kein Vertreter bekannt, der ein solches Verhalten zeigt. Zudem konnte fiir alle humanen FKBP die
eine Bindung an die FKS506-Affinititsmatrix zeigten auch eine PPlase-Aktivitdt gegeniiber
Peptidsubstraten festgestellt werden [Linnert et al., 2012b]. Da FKBP37.7 weder in der Lage ist
FK506 zu binden, noch eine PPlase-Aktivitit aufweist, liegt die Vermutung nahe, dass es sich um

ein inaktives FKBP handelt, zumindest im nicht-heterooligomeren Zustand.

4.2, FKBP37.7 besitzt eine PPlase-Domé&ne mit einzigartiger Erweiterung

Anhand der dreidimensionalen Proteinstrukturstruktur sollte geklart werden, ob FKBP37.7
tatsdchlich eine PPlase-Doméne besitzt. Zudem sollte geklart werden, ob diese putative PPlase-
Domine, wie durch den Sequenzvergleich vermutet, eine innerhalb der FKBP-Familie einzigartige

Erweiterung trigt. Die Aufklirung der Struktur von FKBP37.7''® sollte mittels NMR-
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Spektroskopie und einer anschlieBenden Strukturrechnung nach der sequentiellen Zuordnung der
'H, C und "N-Resonanzen aus Tripel-Resonanzexperimenten erfolgen [Ikura et al., 1990; Kay et
al., 1990]. Dafiir musste isotopenmarkiertes Protein hergestellt werden, was durch die erfolgreiche
Uberexpression in isotopenangereichertem M9-Minimalmedium gelang [Kay et al., 1990].

Bei der Uberpriifung der strukturellen und proteolytischen Stabilitit bei verschiedenen
Temperaturen iiber mehrere Tage zeigte sich, dass dieses Protein lediglich bei 4 °C stabil vorlag.
Die NMR-spektroskopischen Testmessungen ergaben jedoch, dass bei 4 °C nur ungeniigend
aufgeloste Spektren flir die Strukturaufklarung erhalten werden konnten und dass es zu einer
moglichen Aggregation bzw. Oligomerbildung kam. Aus der Beobachtung, dass sich der
proteolytische Abbau von FKBP37.7""'% durch die Behandlung mit Natriumazid nicht reduzieren
lieB wurde geschlussfolgert, dass nach der Reinigung noch Proteasen in der Proteinldsung
vorlagen. Die nachfolgende Behandlung der gereinigten Proteine mit einem Mix aus verschiedenen
Proteaseinhibitoren konnte die Stabilitidt des Proteins deutlich erhdhen. Durch diese Behandlung
war es moglich das Protein fiir fiinf Tage bei 30 °C stabil zu erhalten, was ausreichend fiir die
NMR-spektroskopischen Messungen war. Mit diesen Proben konnten allerdings lediglich 97 der
theoretisch 158 moglichen Amidresonanzen des Peptidriickgrates zugeordnet werden. Um den
moglichen Grund fiir die Aggregation bzw. Oligomerbildung zu finden wurde der isoelektrische
Punkt von FKBP37.7"'% experimentell bestimmt, da dieser aufgrund der Oberflichen-
beschaffenheit eines Proteins deutlich vom berechneten abweichen kann. Es konnte ein
Unterschied zwischen dem berechneten pl von 6,0 und dem experimentell ermittelten pl von 6,9
festgestellt werden. Alle bisherigen NMR-spektroskopischen Messungen wurden bei pH 8,0
durchgefiihrt. Daher konnte eine Aggregation des Proteins aufgrund zu geringer Loslichkeit
ausgeschlossen werden. Auch eine zu geringe thermische Stabilitdt konnte als Ursache fiir eine
Aggregation wiederlegt werden. Der Beginn der thermischen Denaturierung wurde experimentell
bei 45 °C festgestellt, alle NMR-spektroskopischen Messungen wurden aber bei maximal 37 °C
durchgefiihrt. Als eine weitere Ursache fiir eine Oligomerisierung wurde die Bildung von
intramolekularen Disulfidbriicken vermutet, da sich die Cysteine 131 und 132 sowie deren
benachbarte Aminosduren nicht zuordnen lieBen und eine zusétzliche Bande im SDS-
Polyacrylamidgel bei circa 38 kDa detektiert werden konnte. Zur Reduzierung dieser moglichen
Disulfidbriicken wurden die Proteinlosungen zuerst mit TCEP behandelt und anschlieSend gegen
einen Puffer mit DTT dialysiert. TCEP bietet gegeniiber DTT den Vorteil, dass TCEP irreversibel
oxidiert wird und damit die Disulfidbriicken vollstindiger reduzieren kann [Burns, 1991; Getz et
al., 1999; Han & Han, 1994]. Allerdings ist TCEP in dem gewihlten Phosphatpuffer nicht stabil,
weshalb zusitzlich noch DTT eingesetzt werden musste. Nach dieser Behandlung konnte keine
zusitzliche Bande im SDS-Polyacrylamidgel mehr detektiert werden. Zur Verbesserung der
Signalschérfe in den NMR-Spektren wurde der pH-Wert der Proteinldsung noch einmal gesenkt,

wobei das Protein bei pH 7,5 eine identische Stabilitét aufwies wie bei pH 8,0.
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Anhand aller durchgefiihrten Experimente wurden die optimalen Bedingungen fiir die NMR-
spektroskopischen Messungen mit 2 mM Protein, bei 25 °C in 10 mM Na,HPO,-Puffer pH 7,5 und
5mM DTT ermittelt. Nach der wiederholten Aufnahme der Spektren und dem Abschluss der
sequentiellen Zuordnung konnten 90 % aller Amidgruppen des Peptidriickgrates zugeordnet
werden. Lediglich die Amidgruppen der Aminosduren Ala2, Asp3, Argll19, His120, Cysl21,
Met127, Argl28, His130, Ser131, Ser132 und Alal36 konnten nicht zugeordnet werden.

Durch die Strukturaufkldrung der putativen PPlase-Domine von FKBP37.7 bestitigte sich die
typische Tertidrstruktur einer PPlase-Domine vom FKBP-Typ. Alle PPlase-Doméinen humaner
FKBP, die bislang strukturell gelost werden konnten, sind zum Vergleich in Abbildung 4-1
dargestellt. Ebenfalls mit angegben ist, ob es sich dabei um eine PPlase-akive oder —inaktive
Doméne handelt [Barent et al., 1998; Edlich et al., 2005; Fanghéinel & Fischer, 2004; Jarczowski et
al., 2008; Thiele, 2006]. Die PPlase-Domine von FKBP37.7 bildet ein halbes -Fass, dass sich aus
den fiinf antiparallel verlaufenden Faltblattstringen BA (Ile13-Glu20), BB (Thr32-His42), BC
(Thr48-11e64), BD (Glu84-Asp91) und BE (Asnl44-Prol60) zusammensetzt, und sich um die
zentrale o Helix II (Pro71-Thr79) windet. Der B-Faltblattstrang C wird dabei durch die kurze
a-Helix I (Ser53-Arg56) in die beiden Teilsegmente BC’ (Thr48-Asp52) und BC’" (Lys58-1le64)
unterteilt. Dies kann ebenfalls bei FKBP12, FKBP12.6, FKBP22, FKBP25 und den jeweils ersten
PPlase-Dominen von FKBP51 und FKBP52 beobachtet werden, jedoch nicht bei FKBP38 und den
jeweils zweiten PPlase-Domidnen von FKBP51 und FKBP52 [Deivanayagam et al., 2000;
Gopalakrishnan et al., 2012; Liicke & Weiwad, 2011; Maestre-Martinez et al., 2011; Sinars et al.,
2003; Szep et al., 2009; Wu et al., 2004]. Fiir die nicht aufgefiihrten humanen PPIase-Doménen
sind entweder keine strukturellen Daten verfligbar oder der entsprechende Bereich ist nicht
aufgelost.

Zusitzlich zu den typischen Elementen enthdlt FKBP37.7 noch drei ungewdhnliche a-helikale
Sekundarstrukturelemente. Die N-terminale Helix aN (Ile4-Aspl1), welche sich direkt vor dem
ersten B-Faltblattstrang befindet, ist einzigartig in der gesamten FKBP-Familie. Ein zusétzlicher
B-Strang, welcher das antiparallele B-Faltblatt N-terminal verldngert, ist fiir katalytisch aktive (z. B.
die jeweils erste PPlase-Doméne von FKBP51 und FKBP52) als auch fiir katalytisch inaktive
FKBP (z. B. FKBP36, FKBP38 und die jeweils zweite PPlase-Doméne von FKBP51 und FKBP52)
bekannt. FKBP36 und die erste PPlase-Doméne von FKBP51 besitzen N-terminal zu der
beschriebenen B-Faltblattstrang-Erweiterung noch eine kurze a-Helix. Allerdings verlaufen diese
auf der AuBenseite des P-Fasses orthogonal dazu. Eine o-Helix als direkte Erweiterung des
antiparallelen B-Faltblattes ist einzigartig unter allen bekannten FKBP-Strukturen.

Die beiden anderen Helices alll (I1e92-Val110) und alV (A136-GIn143) bilden den Beginn und

das Ende einer ungewohnlich langen Verbindung zwischen den B-Faltblattstraingen D und E. Alle
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bekannten FKBP-Doménen besitzen eine Verbindung von etwa 20 Aminoséuren, die ebenfalls mit
einer kurzen a-Helix beginnen. FKBP37.7 besitzt dagegen eine Verbindung aus 52 Aminosauren,
welche mit einer 19 Aminosduren umfassenden a-Helix (III) beginnt, gefolgt von einem
unstrukturierten Bereich und die mit einer FKBP-atypischen o-Helix (IV) endet. Sequenz-
vergleiche mit FKBP44 (AIPL1), deuten ebenfalls auf das Vorhandensein einer solchen

Erweiterung hin, allerdings fehlen dazu bislang strukturelle Daten.

FKBP51-I - aktiv FKBP51-Il - inaktiv FKBP52-1 - aktiv FKBP52-l - inaktiv

Abbildung 4-1: PPlase-Doméanen der humanen FKBP. Exemplarisch beschriftet ist die Struktur von FKBP12. Rot
hervorgehoben ist jeweils der Bereich zwischen BC” und BC" im Falle eines geteilten Faltblattstranges, die Verbindung
zwischen den Faltblattstringen BD und BE, sowie die auBergewohnliche N-terminale o-Helix bei FKBP37.7. Blau
hervorgehoben sind die orthogonal auf der AuBlenseite des 3-Fasses verlaufenden N-terminalen a-Helices von FKBP36
und FKBP51. Dargestellt sind: FKBP12'"'° (PDB: 2PPN), FKBP12.6"'"" (PDB: 1C9H), FKBP13*'*” (PDB: 2PBC),
FKBP22%"%¢ (PDB: 2DIP), FKBP25'"?* (PDB: 1PBK), FKBP36*"'** (PDB: 3B7X), FKBP37.7""'®, FKBP38”"2"
(PDB: 3EY6), FKBP51'*'*" (PDB: 4DRQ), FKBP51'*** (PDB: 1KT0), FKBP52*""'* (PDB: 1Q1C), FKBP52'"*"
(PDB: 1Q1C). * inaktiv im nicht-heterooligomeren Komplex.
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Diese ungewohnlich lange Verbindung von FKBP37.7 bedeckt dabei vollstindig das putative
aktive Zentrum der PPlase-Doméne (Abbildung 3-30, B). Der unstrukturierte Bereich der
Erweiterung (Gly111-His135) wird zudem aus dem Segment Argl19-Ser132 gebildet, welches die
meisten nicht zugeordneten Resonanzen enthélt. Zum einen kann eine genaue Position dieses
Segments durch die fehlenden rdumlichen Informationen nicht bestimmt werden, was sich in der
Diversitit der 20 vorgestellten energieminimierten FKBP37'"'% Konformere wiederspiegelt
(Abbildung 3-28, A). Zum anderen ldsst das aber auch vermuten, dass dieser Bereich ein
ungewohnlich hohes dynamisches Verhalten oder eine konformationelle Variabilitét besitzt.

Ein Vergleich der durchgefiihrten Chemical Shift Index-Analyse mit den Ergebnissen der

Strukturaufklarung zeigt das Vorhandensein der gleichen Sekundérstrukturelemente (Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1: Vergleich der Lage der Sekundarstrukturelemente von FKBP37.75%% bei der Chemical Shift Index-
Analyse und in der aufgeklérten Proteinstruktur. Rot markiert sind die FKBP-untypischen Sekundarstrukturelemente.

Chemical Shift Index- aufgeklarte Proteinstruktur | Sekundarstrukturelement
Analyse
[le4-Glul0 Iled-Aspll aN
Aspl11-GIn19 Ile13-Glu20 BA
Lys33-Leu4l Thr32-His42 B
Asp45-Thr48 - -
Val49-Asp52 Thr48-Asp52 BC’
Ser53-Arg56 Ser53-Arg56 ol
Glu61-11e63 Lys58-Ile64 BC”
Trp73-Cys78 Pro71-Thr79 all
Glu84-Phe88 Glu84-Asp9l BD
Tyr98-Argl106 [1e92-Vall10 olll
A136-GIn143 A136-GIn143 alV
Pro147-Glul58 Asnl44-Pro160 BE

Dabei unterscheidet sich die Strukturvorhersage von der geldsten Struktur nur um wenige
Aminoséuren. Lediglich das Vorhandensein einer kurzen a—Helix zwischen den Faltblattstringen

BB und BC’ konnte nicht bestétigt werden.

4.3. Magliche Ursachen fiir die fehlende Aktivitat

Mit der Aufkldrung der Proteinstruktur der PPlase-Domine von FKBP37.7 wurde eine unter den
FKBP einzigartige Erweiterung zwischen den Faltblattstringen BD und BE festgestellt. Diese
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Erweiterung befindet sich direkt {iber der FK506-Bindetasche. Anhand einer Proteinstruktur von
Thermus thermophilus SlyD im Komplex mit dem Peptidsubstrat Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA
konnte gezeigt werden, dass die Substratbindung ebenfalls im Bereich der FK506-Bindetasche
erfolgt [Low et al., 2010]. Durch die BD-BE-Erweiterung scheint eine Zugénglichkeit fiir Substrate
und Inhibitoren nicht mehr mdglich zu sein. Es wurde daher vermutet, dass dies die Ursache fiir die
bisher nicht nachgewiesene Bindung von FK506 und die fehlende PPlase-Aktivitét ist. Es besteht
die Moglichkeit, dass durch noch nicht nachgewiesene Interaktionen, dieses Segment das aktive
Zentrum freigeben kann und es somit zur Aktivierung des Enzyms kommt. Dies ist zum Beispiel
moglich durch die Bindung von Interaktionspartnern oder Liganden und einer daraus resultierenden
Lageverdanderung der Erweiterung. Fiir eine solche Vermutung kdnnte auch die starke Flexibilitét
des Beiches zwischen den Helices alll und oIV sprechen.

Um die Moglichkeit einer nicht vorhandenen Zugénglichkeit zu iiberpriifen wurde eine FKBP37.7-
Proteinvariante hergestellt, welcher diese Erweiterung fehlt. Nach einem Vergleich der
Aminosduren von FKBP37.7 mit den Aminosduren im aktiven Zentrum von FKBP12 wurde
entschieden den Bereich Leul00-Asn144 zu deletieren, so dass das Tyr98 noch erhalten bleibt. Das
Tyr98 entspricht dem Tyr82 von FKBP12, welches eine wichtige Rolle bei der Bindung von
FK506 spielt, da es eine von vier Wasserstoffbriickenbindungen zum FK506 ausbildet [Fanghénel
& Fischer, 2004; Liicke & Weiwad, 2011]. Nach der Bestimmung der rdumlichen Distanz
zwischen den Aminosduren Pro99 und Prol45 wurde eine neue Verbindung durch einen
hydrophilen und flexiblen Linker aus Gly-Asp-Gly geschaffen.

FKBP37.7'19419-1% 1 onnte erfolgreich kloniert, iiberexprimiert und gereinigt werden. Durch CD-
und NMR-Spektroskopie wurde zudem die Faltung des Proteins untersucht [Manns, 2012]. Das
CD-Spektrum von FKBP37.7' 166410014 zeiote einen geringeren Anteil an helikalen Strukturen als
FKBP37.7"'% und dhnelte damit deutlich dem von FKBPI2 [Pirkl & Buchner, 2001]. Die
Uberpriifung der raumlichen Struktur erfolgte durch den Vergleich der "H/">°N-HSQC-Spektren von
PN-FKBP37.7""'% und ""N-FKBP37.7''04101% "yjele Signale aus dem P—Faltblatt konnten in
beiden Spektren an identischen Positionen beobachtet werden, wiahrend Signale der Erweiterung im
Spektrum von FKBP37.7'7100410014% picht mehr detektiert werden konnten. Die Daten dieser
Experimente lassen den Schluss zu, dass die Erweiterung erfolgreich entfernt werden konnte, ohne
dass der generelle Aufbau der PPlase-Domédne verdndert wurde. Aber auch fiir
FKBP37.7""19041%1% 1 onnte weder eine Bindung an die FK506-Affinititsmatrix noch eine PPIase-
Aktivitét festgestellt werden.

Es ist moglich, dass der entfernte Teil nicht ausreichend gro3 war und das aktive Zentrum noch
immer nicht zugénglich vorlag (Abbildung 3-31, B). Die noch verbliebenen Aminosiduren der
BD-BE-Erweiterung konnten somit autoinhibitorisch wirken, indem sie in die FK506- und

Substratbindetasche ragen. Eine solche Blockierung des aktiven Zentrums von FKBP12, allerdings
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nicht autoinhibitorisch, konnte fiir Leul95 und Leul96 des TGFB-Rezeptors im Komplex aus
TGFp—-Rezeptor und FKBP12 beobachtet werden [Huse et al., 1999]. Bei einer umfassenderen
Deletion der PD-BE-Erweiterung, hétte aber auch Tyr98, als wichtige Aminosdure im putativ
aktiven Zentrum, entfernt werden miissen. Eine Peptidyl-Prolyl-Bindung der fD-BE-Erweiterung,
welche in die FK506- und Substratbindetasche hineinragt und dadurch als ein kompetitiver
Inhibitor wirkt kann als genereller Grund fiir die fehlende Aktivitit ausgeschlossen werden.
Allerdings befindet sind nach der Entfernung der BD-BE-Erweiterung auch das Pro97 unter den
direkt benachbarten Aminosduren zum deletierten Bereich. Dabei kann nicht ausgeschlossen
werden, dass sich durch die Entfernung der BD-BE-Erweiterung die Position einiger benachbarter
Aminosduren dnderte und somit die Peptidyl-Prolyl-Bindung doch in die FK506- und Substrat-
bindetasche hineinragt. Tyr98 befindet sich ebenfalls, als wichtige Aminosdure im putativ aktiven
Zentrum, in unmittelbarer Ndhe des deletierten Bereiches. Im Falle einer Positionsverdnderung
einzelner Aminosduren in diesem Bereich kdnnte auch die Verschiebung von Tyr98 der Grund fiir
die nicht nachweisbaren FK506-Bindung und PPlase-Aktivitit sein. Wenn die BD-BE-Erweiterung
durch die Bindung von Interaktionspartnern das aktive Zentrum freigeben kann und es somit zu
einer Positionsverdnderung der BD-BE-Erweiterung kommt, ist es aber auch denkbar, dass Tyr98 in
dieser Position nicht vorliegen muss. Es ist ebenfalls denkbar, dass eine PPlase-Aktivitdt von
FKBP37.7 nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus auftritt und dass nur in Komplexen mit
bestimmten Substrat- oder Partnerproteinen eine Offnung des aktiven Zentrums erfolgt. Durch die
Priparation von FKBP37.7 aus nicht stimmulierten Zellen wére die Konzentration solcher
Komplexe zu gering und somit eine Aktivitit nicht nachweisbar.

Nach Entfernung der BD-BE-Erweiterung zeigte auch SlyD aus E. coli keine héhere PPlase-
Aktivitdt. Das Enzym war sogar nicht mehr in der Lage die Riickfaltung der RCM-T1 zu
beschleunigen [Knappe et al., 2007]. Ebenso zeigte FKBP12, dem die IF-Doméne des SlyD
eingefligt wurde keine Verdnderung der PPlase-Aktividt gegeniiber Peptidsubstraten, aber eine

deutlich hohere katalytische Aktivitit gegeniiber dem Proteinsubstrat RCM-TT1.

Anhand der aufgelosten Proteinstruktur der PPlase-Doménen war es nun moglich das putative
aktive Zentrum von FKBP37.7 genauer zu betrachten. Das katalytische Zentrum der FKBP wird
von einer hydrophoben Tasche gebildet, in die das stark hydrophobe FK506 binden kann. Dabei
wurde vermutet, dass die Pipecolinyl-C8-Carbonyl-Bindung von FK506 die Peptidyl-Prolyl-
bindung eines Substrates imitiert [Albers et al., 1990]. Aus der gelosten Rontgenkristallstruktur
von FKBP12 im Komplex mit FK506 konnten die Aminosduren abgeleitet werden, welche in
direktem Kontakt zum FK506 stehen [Van Duyne et al., 1993; Vanduyne et al., 1991]. Dabei
wurden in verschiedenen Arbeiten jedoch einige unterschiedliche Reste angegeben [Fanghinel &

Fischer, 2004; Kay, 1996; Liicke & Weiwad, 2011]. Zu den bisher in dieser Arbeit nach Fanghénel
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et al. angegeben Resten sollten auch Val55 und T1e91 betrachtet werden [Kay, 1996; Liicke &
Weiwad, 2011]. Alle als interagierend beschriebenen Aminosédurereste sind in Tabelle 4-2

dargestellt, sowie die entsprechenden Aminosaurereste von FKBP37.7.

Tabelle 4-2: Vergleich der Aminosdurereste von FKBP12 und FKBP37.7, welche laut der FKBP12-Struktur in
direktem Kontakt zu FK506 stehen. Der Vergleich erfolgte anhand der gelosten Struktur von FKBP37.7"'%. Die
Aminoséurereste, welche bei FKBP12 Wasserstoffbriickenbindungen zum FK506 ausbilden und die, welche in direktem
Kontakt zum Pipecolinylrest stehen sind mit + markiert. Grau hinterlegt sind die nicht identischen Reste bei FKBP37.7
im Vergleich zu FKBP12. Grau beschriftet sind die Reste, deren Interaktion nicht gesichert ist oder deren Charakter fiir
eine Interaktion nicht entscheidend ist. H-Briicke bezeichnet die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zum FK506 und
Pipe-Kontakt bezeichnet den Kontakt zum Pipecolinylrest.

FKBP Y| F| D F F \V I | W] Y | F
12 26 | 36 | 37 46 | 48 55 | 56 | 59 | 82 91 | 99
FKBP Y| L | D M| L K| L|W|Y L F
37.7 38 | 50 | 51 60 | 62 69 | 70 | 73 | 98 141 | 150
H-
Briicke * * * *
Pipe-
Kontakt * * * *

Die grau beschrifteten Aminosduren bilden dabei weniger wichtige oder weniger starke
Interaktionen aus. Arg42 bildet eine Wasserstoftbriicke zu Asp37, welches selbst eine
Wasserstoffbriicke zum Liganden ausbildet. Ein direkter Kontakt zum Liganden scheint dagegen
eher unwahrscheinlich. GIn53 scheint ebenfalls nicht in direktem Kontakt zu FK506 zu stehen. Es
wird lediglich vermutet, dass die Carbonylgruppe von GIn53 eine Wasserstoffbriicke iiber ein
Wassermolekiil zur Hydroxylgruppe des C24 von FK506 ausbildet [Vanduyne et al., 1991]. Der
Charakter der Aminosdure Glu54 ist fiir eine Interaktion nicht entscheidend, da die
Wechselwirkung von der Carbonylgruppe des Peptidriickgrates und nicht von der Seitenkette
ausgebildet wird. Die Seitenkette von His87 scheint zwar eine hydrophobe Interaktionen zum C12
der Pyranosemethylgruppe von FK506 auszubilden, liegt aber bei den katalytisch aktiven FKBP
nur wenig konserviert vor [Fanghinel & Fischer, 2004]. In Abbildung 4-2, A ist eine
Ubereinanderlagerung der Strukturen von FKBP12 und von FKBP37.7 dargestellt. Die mit FK506
interagierenden Seitenketten der Aminosduren sind darin hervor gehoben und bezeichnet.

Die vier Aminosauren, welche in direktem Kontakt zum Pipecolinylrest stehen haben bei FKBP12
einen ausschlieBlich aromatischen Charakter. Tyr26 entspricht bei FKBP37.7 Tyr38, Phe46 Met60,
Trp59 Tpr70 und Phe99 Phel55. Bis auf Met60 befinden sich die gleichen Aminosduren an der
entsprechenden Position bei FKBP37.7 im Vergleich zu FKBP12. Diese vier Aminosduren von
FKBP37.7 besitzen im Vergleich zu FKBP12 eine sehr &hnliche ridumliche Orientierung
(Abbildung 4-2, A). Gravierende Unterschiede konnen dagegen bei Tyr82/Tyr98, sowie bei
Val55/Lys69 beobachtet werden. Tyr82 bildet bei FKBP12 eine der vier Wasserstoffbriicken-
bindungen zum FK506 aus (Abbildung 4-2, B).
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Abbildung 4-2: An der Interaktion zu FK506 beteiligte Aminosduren von FKBP12 (PDB: 1FKJ). A) Die
Seitenketten, welche entweder hydrophobe Interaktionen (magenta) oder Wasserstoffbriicken (cyan) mit dem Liganden
FK506 bilden, sind als Stabmodelle hervor gehoben. Die Aminosduren-Paare geben den FKBP12-Rest und den ent-
sprechenden FKBP37.7-Rest (kursiv) an. Y82/Y98, sowie V55/K69 (Pfeil) sind bei FKBP37.7 gravierend verschoben. B)
Zeigt die Distanzen der vier Wasserstoffbriickenbindungen zwischen FKBP12 und FK506.

In FKBP37.7 ragt die entsprechende Aminoséure Tyr98, hervorgerufen durch die Lokalisation in
der PD-BE-Erweiterung, deutlich tiefer in die hydrophobe Tasche hinein. Dies konnte
iibereinstimmend in allen 20 berechneten Konformeren beobachtet werden. Dabei nimmt Tyr98
genau die Position ein, welche auch FK506 im Falle einer Bindung einnehmen wiirde. Eine
dhnliche Beobachtung konnte auch fiir das entsprechende Tyr68 von SlyD aus E. coli gemacht
werden [Weininger et al., 2009]. Dabei wurde ebenfalls vermutet, dass dies der Grund fiir die
geringe PPlase-Aktivitit und die sehr schwache Bindung an FK506 ist.

Noch deutlich gravierender ist die Positionsverdnderung von Lys69 bei FKBP37.7 im Vergleich zu
Val55 bei FKBP12. Val55 befindet sich direkt zwischen den Aminosduren Glu54 und Ile56,
welche zwei der vier Wasserstoffbriickenbindungen zu FK506 ausbilden (Abbildung 4-2, B). Die
genannten drei Aminosduren befinden sich in dem Verbindungsstiick zwischen dem [-Faltblatt-
strang C"" und der zentralen a-Helix. Diese Verbindung hat aber eine grundsitzlich andere Struktur
als bei FKBP12 (Abbildung 4-3, A).

Ein Vergleich von FKBP-Doménen zeigt die gleiche Konformation in allen aktiven Doménen. Eine
davon abweichende Konformation ist aber in allen inaktiven PPlase-Domanen, mit Ausnahme der
dritten Doméine von Triticum aestivum FKBP73 zu beobachten [Liicke & Weiwad, 2011].
Vergleicht man FKBP37.7 mit den katalytisch aktiven FKBP, FKBP12, FKBP12.6, FKBP13,
FKBP25, Plasmodium falciparum FKBP35, sowie den jeweils ersten Domédnen von FKBP5I,
FKBP52 und Triticum aestivum FKBP73, so weisen deren Verbindungsstiicke alle die gleiche
Konformation auf, aber eine deutlich andere als bei FKBP37.7 (Abbildung 4-3, B).
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Abbildung 4-3: Konformationen des Bereiches zwischen dem B-Faltblattstrang BC” und der zentralen a-Helix. A)
Zeigt die unterschiedliche Konformation des Peptidriickgrates der Aminoséuren Glu54 und Ile56 von FKBP12 (gelb)
(PDB: 1FKJ), sowie Phe68 und Leu70 von FKBP37.7 (magenta). B) Zeigt die Konformationen des Bereiches in den
katalytisch  aktiven = PPlase-Domé&nen von FKBP12 (PDB:2PPN), FKBP12.6, FKBP13, FKBP25,
Plasmodium falciparum FKBP35, FKBP51, FKBP52 und Triticum aestivum FKBP73 (blau) im Vergleich zu FKBP37.7
(rot).

In keinem der 20 Konformere von FKBP37.7""'% konnte eine grundlegend andere Position ermittelt
werden. Zur Sicherstellung der Richtigkeit wurde die Zuordnung der NOE’s aus diesem Bereich
iiberpriift. Wéahrend Val55 in direktem Kontakt zum FK506 steht, ist die Seitenkette von Lys69 des
FKBP37.7 in die entgegengesetzte Richtung orientiert und zeigt somit vom Liganden weg.
Ausgegangen davon ist das Peptidriickgrat ebenfalls entgegengesetzt orientiert, wodurch die
Wasserstoffbriicken zwischen der Carbonylgruppe des Peptidriickgrates von Glu54, welche Phe68
entspricht, und der Hydroxylgruppe von C24 des FK506, sowie die der Amidgruppe von Ile56,
welche Leu70 entspricht, und dem Carbonylsauerstoff des Lacton an Position C1 von FK506 nicht
mehr ausgebildet werden konnen (Abbildung 4-3, A). Eine Erkldrung fiir die verdnderte

Orientierung liefert moglicherweise der Charakter der Aminosduren (Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3: Charakter der Aminosduren im Verbindungsstiick zwischen dem B-Faltblattstrang C** und der
zentralen a-Helix. Hydrophobe Aminosduren sind nicht hinterlegt und hydrophile Aminoséuren sind grau hinterlegt.

FKBP12 K52 Q53 E54 V55 156

FKBP37.7 K66 K67 F68 K69 L70

Hydrophile Aminoséurereste zeigen von der hydrophoben Tasche und somit vom Liganden weg
und orientieren sich in Richtung des Losungsmittels, wohingegen die hydrophoben
Aminosaurereste ins aktive Zentrum hinein ragen. Bei FKBP37.7 findet dies bei den Resten Phe68

und Lys69 genau entgegengesetzt zu FKBPI12 statt, wodurch es mdglicherweise zu einer

100



Diskussion

Verdrillung in diesem Bereich kommt. Zusétzlich nimmt die, in die hydrophobe Tasche ragende,
Seitenkette von Phe68 deutlich mehr Platz ein, als es bei FKBP12 durch das Proteinriickgrat der
Fall ist. Die hydrophobe Tasche wird bei FKBP37.7 ebenfalls gut ausgebildet. Allerdings kdnnen
zwei der vier Wasserstoffbriickenbindungen zwischen FKBP37.7 und dem Liganden FK506 im
Verbindungsstiick zwischen dem (-Faltblattstrang C”” und der zentralen a-Helix nicht ausgebildet
werden. Die fehlende Interaktion mit FK506 kdnnte somit erklart werden.

Anhand der Struktur von SlyD aus Thermus thermophilus im Komplex mit dem Peptidsubstrat
Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA wurden die Aminosdurereste Tyrl3, Asp23, Ile37, Leud40, Tyr63 und
Phel28 abgeleitet, welche sich in direkter Nachbarschaft zu Peptidsubstrat befinden [Low et al.,
2010]. Diese entsprechen den Aminosdureresten Tyr26/Tyr38, Asp37/Asp51, Ile56/Leu70,
Trp59/Trp73, Tyr82/Tyr98 und Phe99/Phel28 in FKBP12 bzw. FKBP37.7. Alle Aminosdurereste
der aktiven FKBP, FKBP12 und SlyD, konnen auch in FKBP37.7 detektiert werden. Lediglich das
im Verbindungsstiick zwischen dem [-Faltblattstrang C** und der zentralen a-Helix befindliche

sowie schon zuvor diskutierte Leu70 unterscheidet sich.

4.4, Funktionen der PPlase-Doméane von FKBP37.7

Zur Aufklarung der Funktion der PPlase-Domine von FKBP37.7 wurde die Ausprdgung einer
Chaperon-Aktivitdt untersucht. Innerhalb der FKBP-Familie sind einige Vertreter bekannt, wie
beispielsweise SlyD aus E. coli oder FKBP17 aus Methanococcus thermolithotrophicus, bei denen
die Chaperon-Aktivitit durch die PPIase-Doméne vermittelt wird [Furutani et al., 2000; Knappe et
al., 2007; Scholz et al., 2006; Weininger et al., 2009]. Als dafiir verantwortlicher Bereich wurde
die IF-Doméne identifiziert, welche sich als verldngerte Erweiterung zwischen den Faltblatt-
Strangen BD und BE befindet. Die Nomenklatur ist dabei an die von FKBP12 angelehnt
(Abbildung 1-3). Fiir humane FKBP konnte eine solche, durch die PPlase-Doméne vermittelte
Chaperon-Aktivitit bislang nicht festgestellt werden, allerdings ist bislang auch kein humaner
Vertreter mit einer IF-Doméne bekannt. Durch die Aufkldrung der Struktur der PPlase-Doméne
von FKBP37.7 konnte erstmal ein humaner Vertreter identifiziert werden, der ebenfalls eine
dhnlich groB3e Erweiterung zwischen den Faltblatt-Strangen D und BE besitzt.

In fritheren Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass FKBP37.7 eine Chaperon-
Aktivitdt gegeniiber den Modellsubstraten Citrat-Synthase und Rhodanese besitzt [Yano et al.,
2003]. Allerdings wurde dabei nur das Volllingenprotein untersucht. In der vorliegenden Arbeit
sollte daher die Doméne von FKBP37.7 identifiziert werden, welche diese Chaperon-Aktivitit
vermittelt. Die Bestimmung der Chaperon-Aktivitit erfolgte durch die Beobachtung der

Unterdriickung der Aggregation von Citrat-Synthase (Abbildung 3-35). Mit dem Vollldngenprotein
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FKBP37.7'"%% konnte, wie aus der Literatur bekannt, eine konzentrationsabhingige Verzogerung
der Citrat-Synthase-Aggregation beobachtet werden, allerdings keine Unterdriickung [Yano et al.,
2003]. Die Untersuchung mit den einzelnen Proteindoménen ergab bei Verwendung der isolierten
TPR-Domine FKBP37.7'7°*% eine Verzogerung, sowie die Unterdriickung der Aggregation der

1-166
7 und

Citrat-Synthase. Dagegen =zeigten die eingesetzten PPlase-Dominen FKBP37.
FKBP37.7' 1604100144 v einerlei Unterdriickung der Aggregation. Hierbei wurde sogar eine verstérkte
Aggregation beobachtet. Damit konnte fiir die PPIase-Domine sowie fiir die Erweiterung zwischen
den Faltblatt-Stringen BD und PBE keine Chaperon-Aktivitit nachgewiesen werden. Die
beobachtete Chaperon-Aktivitit des Vollldngenproteins wird somit durch die TPR-Doméne hervor-
gerufen. Dies konnte ebenfalls fiir das TPR-Motive enthaltende FKBP FKBP52 gezeigt werden
[Pirkl et al., 2001].

Trotz der vergleichbaren GroBen der Erweiterungen zwischen den Faltblatt-Strangen D und BE

von SlyD aus E. coli mit 64 Aminoséuren und von FKBP37.7 mit 52 Aminoséuren, zeigt sich doch

ein grundsétzlich verschiedener Aufbau und eine unterschiedliche Orientierung (Abbildung 4-4).

Abbildung 4-4: Gegeniiberstellung der PPlase-Doménen von FKBP37.7 (A) und SlyD aus E. coli (B). Die PPIase-
Doméne ist jeweils in grau dargestellt und die BD-BE-Erweiterung in griin. Rot hervor gehoben sind die mit dem Substrat
Tat-Signalpeptid interagierenden Aminosduren bei SlyD [Weininger et al., 2009]. Die BD-BE-Erweiterung von
FKBP37.7 zeigt einen grundsétzlich anderen Aufbau als die von SlyD. Die Orientierung der Strukturen ist vergleichbar
mit der von FKBP12 aus Abbildung 1-3. Von FKBP37.7 sind die Aminosduren 1-166 abgebildet, von SlyD die
Aminoséuren 1-155 (PDB: 2K8I).

Die IF-Doméne von SlyD wird aus einem vierstrangigem, antiparallel verlaufendem B-Faltblatt und
einer kurzen o-Helix gebildet [Weininger et al., 2009]. Dagegen besteht die BD-BE-Erweiterung
von FKBP37.7 aus einer 19 Aminosduren langen und einer kiirzeren o-Helix sowie einem
groBtenteils unstrukturierten Bereich. Durch NMR-Titrationsexperimente mit Substratmolekiilen

102



Diskussion

konnten die interagierenden Aminosiuren der [F-Domine von SlyD ermittelt werden. Dabei zeigte
sich, dass diese in der gesamten IF-Doméne verteilt vorliegen. Eine Substraterkennung von
FKBP37.7 miisste somit zusétzlich nach einem vollstindig anderen Mechanismus verlaufen als bei
SlyD.

Durch die Aufklarung der Proteinstruktur bestitigte sich ein FKBP-typischer Aufbau der PPlase-
Domine von FKBP37.7 mit einer aulergewohnlichen Erweiterung. Dennoch konnte fiir diese
Domine weder eine PPlase-Aktivitdt noch eine Chaperon-Aktivitit nachgewiesen werden. In der
Literatur gibt es allerdings Hinweise auf eine Beteiligung dieser PPlase-Domine an Protein-
Protein-Interaktion. So zeigt zum Beispiel FKBP37.7 in Co-Immunprézipitationsexperimenten eine
schwichere Interaktion mit Hsp90 und dem AhR wenn die PPlase-Doméne oder Teile der PPlase-
Doméne deletiert wurden [Kazlauskas et al., 2002]. Beweise fiir eine direkte Interaktion der
PPIase-Doméne von FKBP37.7 mit Hsp90 konnten bislang nicht erbracht werden. Fiir die TPR-
Domine von FKBP37.7 wurde bereits die Interaktion mit der C-terminalen Doméne von Hsp90
beschrieben [Bell & Poland, 2000; Carver et al., 1998; Meyer & Perdew, 1999]. Aufgrund der
GroBenverhiéltnisse ist es moglich, dass auch die PPlase-Doméne von FKBP37.7 mit der
C-terminale Doméne von Hsp90 interagiert. Die Distanz zwischen dem Ende der mittleren Doméne
und dem Ende der C-terminale Doméne von Hsp90 aus Hefe betrdgt laut der Kristallstruktur etwa
4-5 nm, wobei das mit der TPR-Doméne-interagierende MEEVD-Motiv nicht mit gemessen ist
(PDB: 2CG9). Vergleicht man dies mit dem Abstand vom Beginn der zweiten PPlase-Doméne bis
zur Mitte der Superhelix der TPR-Doméne des TPR-enthaltenden FKBP FKBP51 so ist ersichtlich,
dass diese Distanz auch etwa 4 nm betrdgt (PDB: 1KT0). Im GST-Prézipitationsexperiment
wurden die GST-FKBP37.7-Proteinvarianten der PPlase-Doméne, der TPR-Domine und des
Vollldngenproteines immobilisiert und jeweils mit der C-terminalen Doméne von Hsp90a und
Hsp90B inkubiert. Im durchgefiihrten Experiment konnte die Bindung beider, voneinander
unabhingig gereinigten Hsp90-Isoformen an die TPR-Doméne, das Vollldngenprotein sowie die
PPlase-Domine gezeigt werden. Die Interaktion der TPR-Domine war dabei stirker als die der
PPlase-Domine. Die Bindung des FKBP37.7-Volllingenproteins an Hsp90 erfolgte allerdings
dhnlich schwach wie an die PPlase-Doménenvariante. Dies steht im Widerspruch zur bisherigen
Annahme, dass das Volllingenprotein genauso gut oder besser bindet wie die isolierte TPR-
Domine [Kazlauskas et al., 2002]. Eine mogliche Begriindung fiir das Bindungsverhalten liefert
das Massenspektrum von GST-FKBP37.7"** (Anhang 1). Darin konnen keine Signale fiir die
26 C-terminalen Aminosduren mehr detektiert werden, was aber bei allen anderen hergestellten
FKBP37.7-Varianten moglich ist. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Deletion der 34 bzw.
19 C-terminalen Aminosduren bereits zu einer Abschwéchung der Interaktion mit Hsp90 fiithren
kann [Kazlauskas et al., 2002; Meyer & Perdew, 1999].

Die Ergebnisse der 'H/°N-HSQC-NMR-Experimente mit FKBP37.7"'% sprechen fiir eine
schwache Bindung. Hise-Hsp90p®*7** (C-terminale Domine) bzw. Hise-Hsp90p'’** zeigten
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Interaktionen mit der PD-BE-Erweiterung und dem unstrukturierten C-Terminus am Ende der
PPlase-Domine. Die Spektren der Komplexmessungen aus PPlase-Domine und den Hsp90-
Proteinvarianten zeigten jedoch nur geringfiigige Verschiebungen einiger Signale gegeniiber der
Referenz. Es besteht die Moglichkeit, dass dariiber hinaus weitere Aminosduren, besonders in
der BD-BE-Erweiterung, an einer Interaktion beteiligt sind. Aufgrund nicht detektierbarer Signale
der BD-BE-Erweiterung kann dariiber allerdings keine Aussage getroffen werden. Neben dem
unstrukturierten C-Terminus am Ende der PPlase-Doméne miissen aber weitere Bereiche an einer
Interaktion beteiligt sein, da im ersten GST-Prézipitationsexperiment eine Interaktion von
FKBP37.7"""%® und Hsp90 beobachtet wurde. Diesem Protein fehlt aber der unstrukturierte
C-Terminus.

Bei der Bindung von authentischem Hsp90 aus HEK293-Zelllysat an immobilisierte
GST-FKBP37.7-Varianten konnte ebenfalls eine schwache Bindung an die PPlase-Doméne, sowie
an die Volllinge Dbeobachtet werden (Abbildung 3-36). Dagegen konnte mit
GST-FKBP37.7'1¢04100-144 " qory die PD-PE-Erweiterung entfernt wurde, kaum noch eine Bindung
an Hsp90 beobachtet werden. Insgesamt sprechen die Ergebnisse dafiir, dass FKBP37.7 neben der
bekannten Bindestelle in der TPR-Doméne eine weitere Bindestelle in der PPlase-Doméne besitzt.
Diese Bindestelle umfasst Reste am Ende der PPlase-Doméne sowie weitere Bereiche, vermutlich
in der PD-BE-Erweiterung. Diese Bindung iiber die PPlase-Domine ist allerdings deutlich
schwicher als tiber die TPR-Domine. Wie schon frither fiir den AhR vermutet wurde, konnte diese
zusitzliche Interaktion beispielsweise zur Regulation der Funktion oder Stabilitit des
Rezeptorkomplexes beitragen [Kazlauskas et al., 2002]. Denkbar ist auch, dass die Interaktion der
korrekten Orientierung von FKBP37.7 im Rezeptorkomplex dient, um eine Erkennung oder
Bindung von Substratproteinen zu ermdglichen.

Auch fiir andere PPlasen konnte gezeigt werden, dass weitere Bereiche auflerhalb der TPR-
Domine Interaktionen mit Hsp90 eingehen. Wihrend bei FKBP51 Bereiche C-terminal des letzten
TPR-Motives identifiziert wurden, konnte fiir Cyp40 eine zweite Bindestelle am C-terminalen
Ende der PPlase-Doméne nachgewiesen werden [Barent et al., 1998; Ratajczak & Carrello, 1996].
Dass eine direkte Interaktion der PPlase-Doméne von FKBP37.7 mit Hsp90 bisher nicht nach-
gewiesen werden konnte, kdnnte in der schwachen Bindung begriindet liegen. So wurden in bisher
durchgefiihrten Experimenten zu geringe Mengen an rekombinant hergestelltem Protein eingesetzt
oder die Detektion von Hsp90 war zu schwach [Carver et al., 1998; Kazlauskas et al., 2002].

Bei der Reinigung von FLAG-FKBP37'* aus HEK293-Zelllysat konnte eine Anreicherung
weiterer Proteine im Vergleich zum Kontrollzelllysat beobachtet werden. Durch eine massen-
spektrometrische Analyse wurden neben den bekannten Interaktionspartnern Hsp90a, Hsp90B und
Hsc70 auch Hsp70-1 und das Hsp90 Co-Chaperon Cdc37 sowie mehrere Komponenten des
Cytoskeletts identifiziert. HSP70-1 und Cdc37 waren vermutlich {iber Hsp90 an FKBP37.7

104



Diskussion

gebunden [Hunter & Poon, 1997; Stepanova et al., 1996]. Die identifizierten Komponenten des
Cytoskeletts waren a-Actinin, Fascin, Filamin, o.-Tubulin sowie B-Tubulin. Diese Proteine sind als
Interaktionspartner von FKBP37.7 bislang nicht bekannt. Das Cytoskelett eukaryotischer Zellen
besteht aus drei Hauptkomponenten, den Mikrofilamenten, den Mikrotubuli uns den Intermediér-
filamenten [Fletcher & Mullins, 2010]. Zu den Mikrofilamenten zdhlen Aktin, die Myosine als
Motorproteine und unter anderem auch die identifizieren Proteine a-Actinin, Fascin und Filamin.
a-Actinin, Fascin und Filamin spielen dabei eine Rolle bei der Quervernetzung und Biindelung von
Aktinfilamenten [Adams, 2004; Djinovic-Carugo et al., 1999; Hartwig & Stossel, 1975; Honda et
al., 1998; Stossel et al., 2001; Yamashiro et al., 1998]. Die Mikrofilamente stabilisieren
hauptsédchlich die duBere Form der Zelle und verankern Rezeptoren in der Plasmamembran
[Fletcher & Mullins, 2010]. Zu den Mikrotubuli zidhlen unter anderem Tubulin, sowie die Dyneine
und die Kinesine als Motorproteine. Entlang der Mikrotubuli verlduft vorwiegend der Transport
von Proteinkomplexen sowie die Bewegung und die Befestigung von Organellen [Vale, 2003]. Zur
Stabilitdt der Zelle tragen die Mikrotubuli allerdings nur wenig bei.

Im GST-Prézipitationsexperiment mit humanem HEK?293-Zelllysat konnte die Interaktion
zwischen FKBP37.7 und Tubulin bestitigt werden. Diese Protein-Protein-Interaktion konnte dabei
fiir die PPlase-Doméne von FKBP37.7 gezeigt werden, wobei keine Interaktion nach der
Entfernung der fD-BE-Erweiterung mehr stattfand. Hierbei kann allerdings nicht gesagt werden,
ob es sich um eine direkte oder eine indirekte Interaktion handelt. Fiir FKBP52 und Cyp40 konnte
bereits eine Interaktion mit Dynein, einem Motorprotein zum Transport auf Mikrotubuli, gezeigt
werden [Galigniana et al., 2002; Pratt et al., 2004]. Fiir FKBP52 wurde auch gezeigt, dass die
Interaktionsstelle in der PPlase-Domine lokalisiert ist. Fiir FKBP37.7 konnte aber keine Bindung
an Dynein festgestellt werden. In weiteren Experimenten muss geklart werden, ob die Interaktion
mit Tubulin direkt erfolgt oder iiber andere Proteine verlduft. Hierfiir kommen beispielsweise die
Kinesine, als zweite Klasse der Motorproteine, in Frage. Diese sind ebenfalls in der Lage
Proteinkomplexe entlang der Mikrotubuli zu transportieren [Miki et al., 2005; Vale, 2003; Verhey
et al., 2011]. Anders als die Dyneine bewegen sich die Kinesine normalerweise zum positiven
Ende der Mikrotubuli (Anterograder Transport). Es sind aber auch Vertreter bekannt, die sich zum
negativen Ende, das heifit in Richtung Zellkern bewegen (Retrograder Transport) [Brady et al.,
1990; Paschal & Vallee, 1987]. Allerdings wurde kein Kinesin bei der massenspektrometrischen
Analyse als Interaktionspartner von FKBP37.7 identifiziert.

Im GST-Prézipitationsexperiment mit humanem HEK293-Zelllysat wurde auch die Interaktion von
FKBP37.7 mit B-Aktin untersucht. Zu dieser Interaktion existieren widerspriichliche Daten.
Wihrend Berg und Pongratz in Co-Immunpréizipitationsexperimenten eine Interaktion im nicht
aktivierten Arylhydrocarbon-Rezeptorkomplex zeigten, konnte dies von Petrulis et al. nicht

bestdtigt werden [Berg & Pongratz, 2002; Petrulis et al., 2003]. Der Unterschied beider
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Untersuchungen lag lediglich in der Verwendung der Zelllinien COS-1 und COS-7. Im hier
untersuchten HEK?293-Zelllysat konnte ebenfalls keine Interaktion beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu konnten aber durch die massenspektrometrischen Analysen die Aktin-assozierten
Proteine a-Actinin, Fascin und Filamin als Interaktionspartner von FKBP37.7 identifiziert werden.
Um die Art und die Funktion der Interaktionen zu kliren sollten weitere Untersuchungen folgen.
Die im Laufe dieser Arbeit gezeigten Daten belegen, dass FKBP37.7 keine PPlase-Aktivitit besitzt
und nicht in der Lage ist FK506 zu binden. Eine Funktion der PPlase-Aktivitdt anderer Rezeptor-
assoziierter aktiver FKBP konnte bislang jedoch auch nicht nachgewiesen werden. Fiir FKBP52
und Cyp40 konnte beispiclsweise keine Anderung der Heterokomplexformation des
Glucocortikoid-Rezeptor- und Progesteron-Rezeptorkomplexes bei Inhibition der PPIase-Aktivitét
festgestellt werden [Hutchison et al., 1993; Pratt & Toft, 1997; Renoir et al., 1994]. Auch konnte
eine Beeinflussung der Steroidbindung an den Glucocorticoid-Rezeptor-FKBP52-Komplex durch
FK506 nicht gezeigt werden [Hutchison et al., 1993]. Von FKBP51 wurde durch die Einfithrung
von zwei Punktmutationen eine Variante mit einer um 90 % reduzierten PPlase-Aktivitdt generiert.
Dies hatte allerdings auch keinen Einflul auf die Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor oder
Hsp90 [Barent et al., 1998]. Ebenfalls konnte die Interaktion von FKBP52 mit Dynein durch die
Behandlung mit FK506 nicht gestort werden [Silverstein et al., 1999].

Neben FKBP37.7 gibt es mindestens sechs weitere Vertreter der 16 humanen FKBP, die ebenfalls
keine Bindung an FK506 zeigen (FKBP23, 24, 36, 37, 44, und 133) [Linnert et al., 2012b].
FKBP37.7 scheint damit kein Einzelfall zu sein. Die PPlase-Doménen aller FKBP weisen Sequenz-
homologien auf; strukturelle Daten fiir die nicht-FK506-bindenden FKBP fehlen aber bislang.
Lediglich die Struktur von FKBP36 (PDB: 3B7X) und von FKBP37.7 konnten gekldrt werden.
Beide weisen den typischen Aufbau einer FKBP-Doméne auf. Moglicherweise liegen die Aufgaben
der PPlase-Doménen dieser nicht-FK506-bindenden FKBP vorallem in der Vermittlung von
Protein-Protein-Interaktion iiber strukturelle Motive, anstelle einer Isomerisierung von Peptidyl-

Prolyl-Bindungen.
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Zusammenfassung

Das humane FKBP37.7 besitzt eine N-terminal lokalisierte putative PPlase-Doméne und eine

C-terminal lokalisierte TPR-Doméne. Weder eine PPlase-Aktivitét, noch eine Bindung an FK506

konnte fir FKBP37.7 nachgewiesen werden. Auch Protein-Protein-Interaktionen waren fiir die

PPlase-Domine bisher nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher die Funktion der PPlase-

Doméne aufzukldren.

Durch einen Sequenzvergleich mit FKBP12 und FKBP51 wurden die Doménengrenzen der
PPlase- (11-158) und der TPR-Domiéne (170-330) fiir die Herstellung von Proteinvarianten
bestimmt. Innerhalb der PPlase-Domine konnte dabei ein ungewdhnlicher Einschub
beobachtet werden.

Die FKBP37.7-Proteinvarianten FKBP37.7'°%, Hiss-FKBP37.7"*°, GST-FKBP37.7'",
FKBP37.7"'%, GST-FKBP37.7'""*, FKBP37.7"""** und GST-FKBP37.7""** sowie die
Hsp90-Proteinvarianten Hisé—Hsp9OBl'724, Hisf,—Hsp9Ooc628"732 bzw. Hisﬁ—Hsp90[3<’20'724 konnten
erfolgreich rekombinant hergestellt und gereinigt werden.

FLAG-FKBP37.7'7%° wurde kloniert und erfolgreich in HEK293-Zellen stabil iiberexprimiert.
Aus diesen Zellen gelang es das Protein zu isolieren.

Mit den rekombinant hergestellten FKBP37.7-Proteinvarianten, wie auch mit authentischem
FKBP37.7 aus verschiedenen humanen Zellen konnte mittels FK506-Affinititsmatrix keine
Bindung nachgewiesen werden.

Auch konnte fiir keine der hergestellten FKBP37.7-Proteinvarianten eine PPlase-Aktivitdt im
Protease-freien Test festgestellt werden. Ein Einfluss von Hsp90 oder anderer, mit
FLAG-FKBP37.7'7* co-gereinigter Bindepartner konnte nicht gezeigt werden.

Gegeniiber dem Proteinsubstrat RCM-T1 zeigte FKBP37.7 ebenfalls keine PPlase-Aktivitit.

Zur Untersuchung der Ursache der fehlenden PPlase-Aktivitit und FK506-Bindung sowie zur

Aufklirung eines moglichen Aktivierungsmechanismus sollte die Proteinstruktur der PPlase-

Doméne durch NMR-Spektroskopie aufgeklért werden.

Zu Beginn der Strukturaufklirung wurde die Stabilitit von FKBP37.7''% verbessert.
Geeignete Bedingungen waren: mit Proteaseinhibitoren behandelte Proteinldosung (c= 2 mM)
bei 25 °C in 10 mM Na,HPO,4-Puffer pH 7,5 und 5 mM DTT.

Durch erfolgreiche Uberexpression von FKBP37.7"'% in isotopenmarkiertem 2YT-Medium
wurden N- und *C/"*N-markierte Proteine hergestellt.

Aus den Spektren der durchgefiihrten NMR-Experimente konnten die Resonanzen von
145 Spinsystemen des Peptidriickgrates (90 %) zugeordnet werden. Diese Zuordnung wurde in

der BioMagResBank unter der Zugangsnummer 18001 abgelegt.
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Die aufgeklirte Proteinstruktur von FKBP37.7' zeigte die typische Faltung einer PPlase-
Doméne vom FKBP-Typ mit einem unter den humanen FKBP bislang einzigartigen Einschub.
Diese vorwiegend o-helikal organisierte Erweiterung befindet direkt iiber dem putativ aktiven
Zentrum, so dass eine Zuganglichkeit fiir Substrate und Inhibitoren nicht mehr gegeben zu sein
scheint.

Es wurde eine FKBP37.7-Proteinvariante der PPlase-Doméne ohne diese Erweiterung
generiert. Auch dieses Protein zeigte weder eine Bindung an FK506 noch eine PPlase-Aktivitét
gegeniiber Peptidsubstraten bzw. RCM-TT1.

Fiir FKBP37.7 konnte eine Chaperon-Aktivitdt nachgewiesen werden, welche allerdings nicht

von der PPIase-Domine, sondern von der TPR-Doméne vermittelt wird.

Neben der Untersuchung der enzymatischen Aktivitit der PPlase-Doméne von FKB37.7 sollten

auch neue Interaktionspartner identifiziert werden.

Dabei zeigte die PPlase-Doméne von FKB37.7 sowohl eine Interaktion mit den rekombinant
hergestellten Proteinvarianten der C-terminalen Doméne von Hsp90, als auch der Hsp90-
Vollinge. Mit authentischem Hsp90 wurde ebenfalls eine Bindung an die PPlase-Doméne
beobachtet, wobei eine deutlich schwichere Bindung an die PPlase-Doméne ohne den
Einschub erfolgte.

FLAG-FKBP37.7'** wurde mit Bindepartnern aus humanen HEK293-Zellen isoliert. Diese
konnten durch Massenspektrometrie als Hsp90a, Hsp90B, Cdc37, Hsc70, Hsp70-1, Filamin-A,
Fascin, a-Actinin-4, Tubulino und Tubulinf identifiziert werden.

Die PPlase-Domine von FKB37.7 zeigte ebenfalls eine Interaktion mit authentischem Tubulin
aus HEK?293-Zellen, wobei auch hier eine schwichere Bindung an die PPlase-Doméne ohne

den Einschub beobachtet wurde.
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7. Anhang

Anhang 1: Massenspektrometrische Analysen der hergestellten Proteine. Die Analysen
erfolgten mittels MALDI-MS. Die identifizierten Peptide sind in der Sequenz hervorgehoben und
unterstrichen.
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-0t

peak 10 G50.530 G57.884 2674

poak 18 558, L

poak 14 B,

poak 13 806 ;

poak 11 T84

peak § 753342

ek & 701.363 2836 17 - 22 0 VIQEGR
peak 4 634278 2052145 -0.076-1536.735 317 - 321 0 DEEDK.
poak 4 634278 633339 2052145 0938 uﬁmﬂl-ﬂ’ O NLOMS
peak 1 560055 560203 404107 -0.228

posk | 550,079 559.320 224.882 -0.241 431547 308 - 312 0 ALEAR



GST-FKBP37.7+3%

0|
Sequance Name Parertmass: Mass Eror. W+ (rmona) 1008 -
3 1008 Trweahoid (ni ) 0000 Tolerance (Daj 1,000 Humber of Peaks: £
Abave Thisshokd Assigned Poaks: Mot aasgned Peaks:
JAbs. int* 1000]
55 |
50
45
a0 7o 347
783370
219225
a5 N
a0
';2;;?5 T4TBAG
25 g
1441 668
1233.623
408418 b i
20
A51E 740
1332 8466
PO eaw (90103
1520710
44548 1050.605 228144
‘;“;;‘; 4 270284 1827841 188-218
b 1532 708 504-520
$0-103
[ ATRA BN 2226 960
268311 387405
1888 528
247263 ST
Lo L - " il o N 8 Lk
! - —L - ———— - . -
1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 800
FilsNama: ""1_?5_'
uence data:
Intensty Coverage: 50,8 % (14129 ents) Sequance Coverags MS; 46,55
Sequence Coverage MS/MS: 0% pl (isvelectric paint): 58

FEN] 120
MSPILGYWEI KGLVOPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDE WRNKEFELGL EFPNLPYYID GDVELTOSMA LIRYIADEMN MLGGCPEERA EISHLEGAVL DIRYOVSRIA YSEDFETLEV
]
S —

130 140 150 160 170 180 150 Z00 Zi0 220 230 L]
OFLSKLPEML KNFEDELCNE TYLNGDHVTH POTMLYDALD VULYNDFMCL DAFPELVCFE KRIEATFOID WYLESSEYIA VUPLOGUOATF GGODEPPRSD LIEGROGIPEF  MADIIARLRE
=== === e e ]

50 o] 310 320 330 340 550 360
DGICKRVIQE GRGELPDFQD GIRATFHYRT LASDDEGIVL DDSBARGEPN ELIIGERFEL FVUWELILVCIA REGEIAQFLC DIENVVLYPL VAESLENIAV GEDPLEGQRH CCGVAQHREH
= [y R AT e O ———

ELG S50 ETe] =io =0 =30 240 4E0 aEn F) AEn
JALOWADLDA LQUIFQFLIF INEALKVESF OTTCUDFUAN _TDEEKAKAVE LINCEONALY REOMVEEAAAL KYTDAIACLE NLOBKEQPOS PEVIQLDKDI TPLLLNTCOU KLVVEETYEV
I e— ]

500 510 Ez0 £30 540 550 560 70
LDHCSSILNE YDDNVEAYFE AGRAHAAVGN AOQEAQADFAE WLELDPALAP VVSRELRALE ARIROKDEED HARFROIFSH
e

Display Parameter:
MH+ (monal: 1.008 e+ (gl 1,008 Thiesheid {ai): £.000 Toherance (D). 1.000
Number of Peaks: 38
Peaklist:
Poak
1 STL01T
[} 582,790
T .
18 908.328
F] 130611
26 1386.683
31 532 708
— % 886,528
Matchod Sequences:
Unimatched
FMADIIARLEEDY rum-nnrnm!!mmvmmmunm IOXKFELIVNET IWCTHREGETAQFLCOT MIWU’ PLVAKSLMA [N’\JD GURHCCGVACNRENS SLORADLOALOUN PURL L FHMEALAVES LT
THOEGHEL FTRTACL TOLOKOTTFLLLEY DOCKLYVEE Y Y EVLIEC: % APV ERELRAL
MSPILGYMEINGLVOPTRLLL EFFMLEYYI. PHERRE: EGAVLDIRYGVERIAY! NnFFT..WDFT.SNLP'BHLM?WFL\MKT\LMU"” 'IPMJ.!’J‘ILWVL!HD?HCLM[-FKLVC!KKR]E.\IFQ]WG!LKEEKT
IECRCIPEFMAD] TARL 1IGERFELEVFET T
o QT FLLLIYCRCKIVVERY ELDPALAPYVSTELRAL RS
Digest Remits

Entries: Meas. Wz Cale. MHs Int. Dev.[Ba) Dev.{ppen) Range P Sequence
peak 211138611 1138 616 876,583 0,084 82 74878 - 35 0 YEEHLYER
pesk 16 G05 328 905.411 180622 -0.084 -62 518 36 - 42 1 DEGDKWR
paak 75 1516 740 1516804 229580 -0.064 42274 90 - 103 [ ASISMLEGAVLDIR
peak 31 1532708 1532788 147.048 -0.091 -55.664 60 - 103 D AEISMLEGAVLDIR & Cuwidation (M}
peak 27 1441 665 1441757 160217 -0.088 -61.778 114 - 125 1 DFETLKVDFLSK
1 BS7.257 154.834 -0.017 -24 882 132 - 136 0 MFEDR

Pk 15 1026.521 1026 563 237,743 -0.062 -60.754 183 - 181 0 [EAPCIDE

poak 35 2376,144 2376140 724455 0.003 1447 198 - 218 0 YIAWPLOGWERATFGEGOHPPK
Pask 10 708 370 190410 246310 0041 61438 295 - 224 b SOLIEGH
puak 24 1332 666 1332 618 1564803 0,033 -24.676 226 - 237 0 GIPEFMADIAR
peak 26 1348 645 1348 653 234685 -0.043 36,177 225 - 237 0 GIPEFMADIAR & Ouidaion (M)
poak 17 058465 950,552 434028 0047 -49.434 238 - 245 1 LREDEIOK
pask B 701,351 701,384 321702 -0.032 -45.008 247 - 252 0 VIQEGR

jpeak 36 1850.528 18580.540 219848 0012 -6.735 2472631 VIQEGRGELPDFODGTK,
peak 22 1206.540 1206.564 A01.421 -0.024 -20.180 253 - 263 0 GELPOFQOGTK

pack 11 794,347 794394 625831 -0.048 61,062 264 - 269 0 ATFHYR

peak 32 1658,665 1653,745 BE5261 -0.081 -48 889 270 - 784 0 TLHSDDEGTVLDDSR

peak 19 T085.574 1085639 314378 -D.065 -56.471 287 - 256 1 GKPMELIGK

peak 33 1793.837 1793.844 139387 -0.107 -59.881 286 - 311 1 FKLPVYWETIVCTMR 11: Propicramide (C)
pesk

peak 30 1526.715 1526748 730885 -0.034 -1 983 MB- 458 0 EQPGSPEWIOLDK
0 AHAA
peak 28 1478.B07 1478858 1722 679 0056 -37 755 521 - 534 0 VLELDPALAPVVER



Hiss-FKBP37.7+3%

Filahare: IN1_14_L
Sequance Namea Parenimass: Mass Emar MH+ (mono) 1.008
MH (avgl 1008 Theeshold {a.i.} 0.000 Taolerance (Daj: 1000 Numbar of Fesks 59
‘Abova Threshoid Assigned Peaks Mot assigned Peaks:
[Abs . * 1000]
535,502
1832
1206 519 i
5589 1478.810
327-340
1206.545
10 3343
1225.553
e
€ 1233.622
nez4 | tasess
142430
L a3 rnr
106417
| 1510.718
7 A 70888
148164
_1162ATS ‘;’fx *
| T 15E-164 v 1805, 824
& | B 564 662
1 | 1356703 ‘%w )
| 143188 : 1882 665
18TRITT 6w
5 1085 602 bl
| ”I‘m 1782801
1 104117
1101 58 1581 570 d
4 33102 18:32 1800838
1130517 — e
238-245 1892
1 1827.812
3278 | i ibang
3 asaasr 1130650
2
2210.891
2410.027
e s
1 Z226.874 0
2012822 193-211 2428 10
s0g-a2s ' 15213 e
o s l ] |. P | L
B0 soo 1000 1200 1400 1600 Iﬂlﬂﬂ mlﬂl'l Zzou Zﬂlm KIW 39'00 m 3200 Bllﬂﬂ
miz
F INA_10_L
ence data:
Infansity Covernga: B4 % {7831 enle) Sequerce Covarage MS: 7.0%
Sequence Caverage MSMS: 0.0% Pl {mosiecinc point) B5

MGEEHMNNNN SECLVFRGSH MABMTGGOON GROBEFMADL

ETe]
KAVIQEGRGE LPOFODGTEA TFHYRTLHSD DEOGTVLDDER ARGRPMELIL

150 160 170 160 150 00

FEL] 140
IAGFLEGLER VVLYPLVAES LRNIAVGEDF LEGORNCCGV _ACMRENSSLG MADLUALGON POPLITHMEN LEVESPGTYQ ODPWAMTDEE KAKAVPLIHO EGNELYREGH VREALAKYYD
== e ==

EEL] 320
GEEFHLPVUE TIVCTMREGE

=3

E EEL] FEL] oo =50 EX
ATACLENLGE WEQPOEPEWI QLDRQITPLL LNYCOCKLUV EEVYEVLDHC SSILNKYODN VKAYFERGKA HAAVENAGEA GADFAKVLEL DFALAFVVSE
e e ————

S50

ELEALEARIR ORDEEDEARF
_— =

== e
]
[RGEFSH
] Tarumeter:
Mt {manci; 1.008 MH+ [avg) 1.008 Themsheddt (R} 0.000 Tokarance (Os): 1,000
Humber of Feaks: ]

e TAKL L L
i THGBGKH YHRIACLENL DNOITPLLLNYCOCKLVVEEY TEVLOECS!

1 IGERFELPYRET IVCTMREGETAGILEDT HH\‘\- LYPL\I’M::LNN[R\MEDPU:Y*:M[\:E\I

DHNRFRGTFSH

Digest Results
Endries: Meas. Miz Calc. MH+ Int. Dev.|Da) Dev.{pprmi) Range P Seq
peak 58 3215.566 3215561 76730 0.004 1355 185 - 162 0 EHSSLGHADLOALOONPOPLIFHMEMLE 26 Chosaton (M)
peak 5B 3199 593 3199.555 222042 0026 8272 165- lﬂl}EHSSLGHﬂDLDALGDNPDPLIFmLK
peak 56 2426 010 2426 082 120706 -0072 -29.642 103 - 213 1 VESPGT MTOEEKAK
peak 56 2£10.027 2410.087 350181 -0.060 -24 852 193 - 213 1 VESPGTYOOQDPWANTOEEKAR
peak 54 2226 874 2226 950 245275 -0.076 -34 336 163 - 211 0 VESPGTYQODPWAMTDEEK 14: Cuidatian (M)
peak 53 2210899 2210.955 634.008 -0.064 -29.031 183 - 211 0 VESPGTYOROPWAI
peak 52 2012 920 2012 984 4588 M9 0072 -36033 308 - 325 1 GHAHAAVWNADEAQADFAK
peak 51 1565 566 1506940 4443.715 -0.071 -37.643 53 - 85 1 VIOEGRGELPDFODGTK.
peak 50 1886 524 1505854 1142 456 0061 -32 163 7€ - 83 1 TLHSODEGTVLODSRAR
peak 50 1806824 1506.842 142,458 -0.019 -9.870 149 - 164 1| DPLEGORMC 18 Coa M
peak 45 1870565 1570547 454 B44 D018 9571 145 - 164 1 DFLEUDN-!MU\‘IUM‘R n Pregreriarmidn (C)
pesak 47 18527 812 1827 877 2744311 0068 -35.211 310 - 326 0 AHAAVWNAQEACADI
peak 46 1805 836 1509.938 205781 -0.103 -57.011 104 - 117 1 FELP H' i L 13 Crmidation (M|
peak 48 1793.8A1 1791 544 159612 0084 -15853 104 - 117 1 FKLPYWETVETMR 11; Propicnamide (G)
peak 44 1678 77T 16TH 866 212,345 0088 -53.075 268 . 277 0 QITPLLLNYCQCK 10 Proplanamide (C) 12; Proplanamide (C)

FileName: D-ACatal] 20290LIM11_110_L1M11SR:

peak 43 1659.654 1689746 3664225 0,082 -31.516 76 - 80 0 TLHSDDEGTVLODSR

pagk 41 1567 579 1567641 536,193 -0.083 —40.124 16 - 32 0 GSHMASMTGGOOMGR 4 Quicdation (M) 7: Coidaion (M)
peak 40 1651 578 1651 646 1027169 0068 44064 18-32
peek 38 1535 562 1636681 131,311 <0060 -34.810 18 32 GamaMTaRaame |

pesk 38 1526 656 1526.749 3054774 0053 -34.454 252 - 24 0 EQPGEPEMOLOK.

pesk 37 1518.719 1516781 332326 -0.062 ~40.7T27 106 - 117 0 LFVWETIVCTMR 8: Propioramide (C)
peak 36 1478 610 1478 855 11123.633 0,043 -32.548 327 - 340 0 VLELDPALAPVVSR

peak 36 1478 B10 1478 778 11123.633 0031 21,111 33- 45 1 GEEFMADIARLR

peek 35 1453 787 1463719 202134 0.047 32461 106 - 117 0 LPVWET) \.ncm A Chidasicn (M)
peak 34 1436 656 1436705 816,535 -0.054 -37416 118 - 129 0 EGEMCFLCDK & Propionamide (C)
posk 33 1396.703 1396.754 5194.191 -0.052 -37.267 143 - 155 1 NuchDPLEmR

. LIHQEGNR
jpeak 30 1225 533 1775583 1817.308 0056 45545 33 - I&UGQEFMADW\R 5: Didciaision (M)
peak 29 1209845 1209 553 7667367 -0.049 -40.224 33 - 43 0 GSEFMADII
peak 25 1206519 1206 564 2299.423 -0.045 -37.583 56 - d&UﬁLPDFODGTK
peak 26 1162475 1162491 291674 -0.017 -14.715 156 - Iﬂ-‘ﬂ HCCGVAQMR 2: Propicnamide (C) 3: Propionamide (C) 8: Coidation (M)
pesk 25 1145 455 1145457 700223 -0.042 -36.345 156 - 164 0 HCCGVAQMR 2: Froplonamide (C) 3: Propionamide (C)
peak 24 1138660 1138668 867 387 -0.038 -34.352 120 :usn HWLYPLVAK
pesk 23 1130.517 1130.555 4B5785 -0.036 -34.517 238 - 246 0 YYDAIACLEK 7: Propionamide (C)
peak 20 1101.587 1101634 263182 -0.04B -43.229 93 - 102 1 GKPMELIIGK 4: Cridation (M)
peak 19 1085 602 1085633 B13.476 -0.037 -34.313 93 - 107 1 GKPMELIGK
peak 18 588.459 988532 THL.OSE .0.034 3511644 - 81 1 LREDGIOK
peak 17 B63.433 BEIA62 324.970 -0.020 -23.113 360 - 366 1 FRGIFSH
pask 12 T94 374 794394 2264 326 -0.021 -26.572 70 - 75 D ATFHYR
peak 11 701.410 701384 603658 0045 2131453-580
peak & 635278 635252 386.447 0025 38.816 353 - 357 0 DEEDK




GST-FKBP37.711%8

) FileHama: INVI1_30_L ) .
Sequence Name: Parantmass: Mass Errcr. W4+ {mano): 1,008
W+ (gl 1.008 Thireshald {ak ) 0.000 Telerance (Da). 14000 Mumber af Peaks: 58
Abave Threshokd: Assgned Feaks: ot assgned Peaks:
[, Int* 1000)
B350
176180
[ 1085600 1162440
75 277-266 [ 340-348
Tue.sz1
7.0 ‘137253
1103533
85 6238
1043545
&0 i \ase.aTs
1386701 260274
il g 37739 i
554 0 - |
436,655
&14.308 "f:_ ?a 02213
5.0 333335 '
1441 682
794,379 1“1‘3;52- 14125
a5 254.258 4
A0SAE32| 146,484
713356 15 Leslyin
a0 220 !
1218625
226236
s
B
191 2326.103
a0 | 198213
701302 2357163
sl |22 1534706 e
T13zes 030 azm9.062
Fa Tizam 1518705 1835
: 1026648 200-301
BHT311 bl ¥
132,138 1532741
18 1032 545 50103 108,889
730413 w87 ; 268301
25131 [l 1815740 ¥
0-103 173ty Zz2B.074 218531 440687
288307 4564 8576 348378
1884966 399,540
Lmem l\ | Sa8.478 sl
| Jug Ly
- - - s
a0 1800 2000 2200 2400 2000 2800 000 2200 3400 3800 3100
iz
- FilaNama: N 1_30_L
Sequence data:
Irtansky Coveraga: G5B % (IED47 crs) Sequence Coverage M5 T48%
uencs Coverage MEME: 0.0% il fisoelectic point) 59
00 110 120

EISRLEGAVL

DIRTGVSRIA VBEDFETLEV
3 e

T Zoo A0
guvuucuu TRCEEE  Prrmabiie et DAFPRLVCIE WRICAIPQID KYLESSRYIL DGIORRYIOE
|
TEo =70 TED EEL] BT 510 EFIE] EEL] EET] S50 E]
RGELFDFOD  GTEATFHYRT DIPARGEPH ELIIGRKFEL DVUETIVCTN PEGEIAGFLC DIKHVVLYPL VAKSLANIMN GWOPLEGORH CCGVAGHREN GSLGHADLDA
]

MH+ fmonal 1.008 MH# (avg): 1.008 Thenaheid (a.i) 0.000 Talerance {Daj 1.000

MEPILG AWK IRGLVOPTRLLLEYLEEKYEER ELGLEFPULPYYT TOEHATTRY TACKHNML SMLEGAVL RYEKOFETLEVIFLAHLEEML AN EDRLCHKT Y LRG DNV THE DMLY DAL VY LY MOFMCL DAF FRLVCEKERTERT POTOKY LKSSKY
IANELQEWORTFGOGOHEFHSILT EGRGT PE ru\.[munumnunﬁ STRATERYRTLHSCOEGTVLEN 11K L FVWET TVCTMRECE TAQFLCDT KHVVLY PLUAKS LN AVGHPLIEG ORHC CEVATHA EHEE LGB LIAL OCNFOFL] FHHENLEVE
Digest Resuts
Entries: Moas. Miz Calc. MH+ Int. Dav.(Da) Dev.[ppm) Range P Sequence
poak 29 1094.532 10684670 335313 -0.038 -35.789 1 - 9 0 MEPILGYWH
peak 31 1110.527 1110.565 326706 -0.039 -35.255 1 - 8 0 MSPILGYWK 1. Oxidation (M)
peak 34 1149550 1149540 437 525 -0.041 -35.887 18- 27 0 LLLEYLEEK
peak 52 2269 (62 2369135 411835 0,048 20,988 19 - 35 1 LLLEYLEEKYEEHLYER
peak 37 1138 855 1138.516 2001 287 0.138 121.332 28 - 35 0 YEEHL
paak B8 2367 163 2357 206 480450 -0.044 -10.643 45 - 64 1 KFELGLEFFNLPYYIDGOVK
Pk 512220.074 2329111 S42026 -0.038 -18,950 46 - B4 0 FELGLEFPMLPYYIDGDVH
paak 26 1032 545 1032 567 416.441 0.042 41.117 66- 73 0 LTOEMAIR
poak 27 1048.545 1048 58 244,143 0,087 -35.704 85 - 73 0 LTOSMANR 5 Chodation
peaak 4F 1516740 1516.604 S06.497 -0.065 -42.634 90 - 103 0 AEISMLEGAVLDIR
k 44 1532 741 1532 796 393585 0,058 -33.061 00 - 103 0 AEISMLEGAVLOIR 5; Osciartion (M)}
peak 41 1441682 1441.757 240287 0086 -45 564 114 - 125 1 DFETLEVDFLSK
peak 14 730,413 730417 255027 -0.004 -5.450 126 - 131 0 LPEMLK
peak s B9T.211 EOT.267 ITTEI 0013 RSO3 142. 1350 MFEDR

peak 12 713,253 713052 232455 -0.010 -54.208 132 - 136 0 MFEDR 1: Cidstion (M)
peak 8 GS0.385 GEOJU0 SN1687 0006 B.450 176 - 1800 LVCFK 3; Fropionamide (C)
peak 36 1102642 1162684 684717 -0.043 -36.238 182 - 181 1 RIEAIPQIDK
peak 25 1076 548 1076.583 1182 344 -0 035 -34.432 183 - 191 0 [EAIPQIDK
peak 54 2326103 Z326.140 1435952 0,038 -15,244 198 - 216 0 YIAWFLOGWOATFGGGOHPRK
peak 15 TH0.396 780.410 442808 -0.014 -1E317 218 - 225 0 SOLI
peak 30 1103.533 1103.573 J990.313 -0.040 -36.450 226 - 236 0 GIPEFDGIOK
peak 38 1255 628 1258674 T1ZE11 046 -36.261 226 - 236 1 GIPEFDGIOKR
peak 11 701292 701.054 S84 5RF 0003 -3.143 237 - 242 0 VIQEGR
peak 48 1800866 1508.940 168,807 0,074 39684 237 - 353 1 VlQEGﬁGELPDFQDGI‘K
peak 37 1206.521 1206560 Z916.887 -0.043 35,658 243 - 263 0 GELPOFQOG
peak 16 794.570 794.994 2608.169 -0.016 -19.742 254 - 250 0 ATFHYR
pesk 46 1655 5679 1655 746 5387 014 -0.067 40,244 260 - 274 0 TLHSODEGTVLDDSR
peak 28 1085 500 1085 635 1091558 0,039 -35,922 277 - 206 1 GKPMELIGK
pestk 47 1751911 178,544 297 646 0,034 -18.822 208 - 301 1 FELFVWETIVETMR 11 Progionamids (G}
peak 48 1800.580 1800.930 218.317 -0.080 -27.747 288 - 301 1 FKLPVWETIVCTMR 11: Propionamice (G} 13; Qreratan (M)
poak 43 1518.745 1518781 S50.317 -0.037 -24 146 260 - 301 0 LPVWETIVCTMR . Propionamide [C)
peak 45 1534.706 1534776 265010 -0.070 45571 260- 301 0 LPVWETIVCTMR 9 Proponarmice [C} 11: Oxidation (W]
peak 40 1436 655 1436708 1206.601 -0.055 -38.032 307 - 312 0 EGEIAQFLCOIK 9 Propionamies (G
peak 32 1130.655 1130600 2001207 -0.044 -30.506 114 - 123 0 HVWLYPLVAK
peak 39 1306.701 1398.754 4605150 -0.054 ~30.568 327 - 336 1 NM\:MPLEGGR
peak 16 £14.238 E14.405 237,008 0008 -0.995 333- 339 0 DPLEGO
331140464 1148.487 513,250 -0.033 28,814 340 - 348 DHOCGVNQM 2 Progionamide (C) 3: Proponamide {C)
paak 35 1162440 1162401 377.005 -0.052 ~45.124 340 - 348 0 HCCGVAOMR T thmmldet: - Propuonarmite {C) & Crridation (M)
peak 56 3195540 3195556 99,837 007 -6206 340 - 376 0 EHS5LGHADLDALOONF OPLIFHVEMLE
peak 57 3218 531 T218561 BOITE 0031 8702 346 . 376 0 EHSSLGHADLDALOONPOPLIFHMEMLE aa Credation (M)
peak 58 3437 607 3427677 E1403 0.018 5578 348 - 378 1 EHSSLGHADLDALCONPOPLFHMEMLEV!
peak 58 3443 587 3443672 51371 0010 2820 349-378 1 E.HSELGH.AMQNPQPLFHMEME 26: Crsidation (M)




FKBP37.7170-33%0

NIMG12_210_f
Sequence Name: FKBPAT_7_170-330 Parentmass: Mass Error: MHe (monc). 1.008
MHs {avg): 1.008 Threshold (a.i) 0,000 Tolarance (Daj: 1.000 umber of Peas: 100
Above Threshoid: Assigned Mot assigned Peaks:

[Abs. Int. * 1000]

1528771
4759
1233661
819 1478856 18IT 8T
1 | 1224135 108121
0
%
0
3
60 528763
2841
55
50
45
A0
%
1432823
20 G:;:‘ [ 719
1536.817
¥ weeisz 6072
7 1055.505 1800.756
204 S50.074 3341 2324194
e : o 731
1130.550 1607 846
m 5 e
1678874 22531
891.396
|Iﬂ:|ﬂ Sﬂ:n Ll
-l
.IL][.J[, holb L g 4] gl 1 | I
T T ¥ T T T I e o T T T T T T T T T T T T
800 000 1200 1400 500 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 000 3800 4000 4700
miz
FilaMarmss: s _20_A141TUSRY
data;
FKBP37_7_170-330
Intensity Covernge: T2.3 % (446165 crts) Sequerce MS: Lo
Coverage MSMS: 0% Pl {soslectric point) 58

VLDNCSSILN

300 T
EYDDNVEAYF KRGEAMAAVY NAQEAQADFA
LRSS LLES —_—

EET:] 180 150 200
KULELDPALA PUVSRELRAL EARIRQKDEE DEARFRGIFS HSLGHADLDA LOONPQPLIF HRENLEVESP GTYQQD
Display Parameter:
Sequence Name: FRBPIT_T_170-330 MH+ (mano): 1.008 MH+ [avgl 1.008 Threshold (ai): 0.000
1.000

582
14216677

| _B4]
366.987| 89|

314628] 94|
esels|  ev7es| 9e|  esaczz|

Digest Results
Entries: Meas. Miz Calc. MH+ Int. Dev.{Da) Dev. Range P Sequence
peak 60 2324104 2324.148 14050.963 0.046 10.610 73 - 81 0 LVVEEY

DHCSS T LIKY DONVEAY ELDPALAPVVSREL

peak 86 2253.158 2253111 7430.030 0046 20647 73-81 0L
p-unuﬂ“nmmmsrz 0,039 21.393 105 - 121 0 AHAAN

13

WVWNACEAGADFAK
peak 70 1678874 1678.866 8574.723 0008 4.048 60 - 72 0 QITPLLLNYCQCK IWWWJ‘?‘W’@J

peak 63 1607 846 1607 828 3347 613  0.017 10.436 60 - 72 0 QITPLLLNYCOCK 12

peak 62 1600.766 1600804 J278.240 -0.008 -5212 26 - 41 1 EAAAKYYDAIACLK 12: wl‘:l
ITPLLLNYCOCK

peak 57 1535817 1536.791 2967 857 0.025 16,554 60-720 0
peak 88 1528763 1626 767 17485770 -0.974 -637.410 28 - 41 1 EAAAKYYDAIACLK
poak 54 1575.771 1526.749 50727 485 0.022 1426547 -580

407 -0.002 -1.472

poak 40 1233661 1233670 TASE3.T1S -D.010

jpeak 35 1130 550 1130 556 12334 361 -0.006 6,035 33 - 41 0 YYDAIACLK 7: Propionamide (C)

Fil ZOSLINGAGT2_210_A141111 SReNpdata

peak 31 1050.505 1050.518 S420.670 -0.014 -12864 33 - 41 0 YYDAIACLK

peak 20 957461 967440 568.165 0.020 21.064 1-8 1 MTDEEKAK 1: Onidation (M)
26 891396 891405 670657 -0.010 -10.780 146 - 152 1 OKDEEDK

TS3.327 TSI.341 1258768 -0.015 -19.315 62 - 87 0 YDONVK

752304 T52.313 T78.421 -0.010 -13.269 1 - 6 0 MTDEEK

549,330 B49.334 1317846 0005 6.99142- 45 0 NLOMK 4: Cuidation (M)
634 284 635262 6284 585 -0 .068 -1526.798 148 - 152 0 DEEDK

633341 633339 1764 869 0.002 251142460 NLOMK

5 569.062 569.304 2713815 -0.243 427 811 23 - 27 0 EGHVK.

peak 3 559.074 559320 12936799 -0.247 441648 139 - 143 0 ALEAR

i

1
1
1

IR

iggi;i




GST-FKBP37.7%70:3%

IM11_810
Zequence Name. ror W+ {mano). 1008
MHS {avg): 000 1.000 Tolerance (Dal: 1000 Murrbar of Pasks: 7
ABove Threshold: Hiot assigned Peaks
IAba. Int. * 10007
1478800
352385
1233671
280 258-248 1525 856
271208
e 1285807 3
238 610,763
e mbaa
400 1182710
152:191 1404 802
226238
e 1430 862 il
| 1420 203-321
o 183184 i
1441876 P
125 T2 eonnes T
1632813 m:asl 2??;‘;:‘
*n W03 anzare ’
275 1516835 aﬂ-}ﬂﬂ 2?::"31“
1130581 macl !
;3
250 !
1026 554
228 |El: 191
1032588 [1311.574
200 8573 226-23
Ea.A14 138502 2224303
175 nigzes 2834 o4
pol  bEO4Ds  BE3aEs 1148639
4 176-180  385.391 1827 i
175 TIANT sos418 1110878 TE7R.002
132136 g4z - 260-302
1.00 7300 Jsd B8 hee 82y
132-136 10 A3zt
a5 a0r9n g2
198.225 583
2013211 { iy
0,50 333381 0
4131614
025 1414975
i e - ; : ; ; ; e
TEO 1000 1 1500 |?SD 2000 2250 2500 2780 3000 x50 3500 aTs50 4000 4250 4500
mie
o N Filabanss: IN1_8i0_L
Sequence data:
Intensity Coveraga; B4.8 % (33057 ens) Sequence Couerage M5! B21%
Sequance Caverage MEMS: 0% il Boelecric point): 50
a0 - a0 a0 A =0 [5] F0 B0 =0 100 110 i20
ASPILGYWKT KGLVQPTRLL EYLEERYER HLYERDEGDEK VENEEFELGL EFPHNLP CPRERA SHLEGAVL DIRYGVIRIA YIKDFETLEV
FET] o 150 Ee] 1 = Z00 e 230 230 ELTE]
DFLSELPEML EMFEDRLCHE TYLHGDHVTH FRFALYDALD VVLYHDPHCL DAYPELVCTE KRIEAIFQID EYLESSKYIA WPLQCUQATF GGGUHPPESD LIEGRGIFET MTDEERARAV
Mk tAs == —
5O Een =70 SRR 3] SO0 EETE] ) £l EE]
|[FL INOEGNAL YREGHVEEALR AEYYDATLACL ENLOMEEQF G SFEVIQLDRG ITPLLLNYCO CELVVEEYYE VLDHCSS ILN EVYDDNVEAYF KRGEAHAAVE  NACGEACADFA HEVLELDFALA
e e
370 ELG] 390D 400
[FVVSRELRAL EARIRQFDEE DEARFRGIFS L
Risglay Paamster:
Mt {monaj 1,008 MH+ favg): 1008 Thieshald faij: aoo Tolerance (D). 1.000
Mumbat of Peska: 57

3157.081]

gt DRI TRLLLMYCCKL?

ns?lmnmw\:nmtzvL:vwczl.uD\wc.munuﬂr:wl.:mxwv DGIVRLTGEMAL Iunnunﬂnwocrxsmusnc.::n.umn.v-nuf:-knlxl LK\'unsaLer:raLcummcmrquvul_uv\-'[ FHIPHCLOAFPELVE FRKA1EAT PRIOKYLEESEY
T 5T r ELDI

Digest Resats

Entries: Moas. Wiz Calc, MH#+ Int. Dev.l
peak 17 1094,636 1094570 711.141
pesk 18 1110.676 1110565 185216 0.011

Dev.[ppm) Rangs F Sequence
0.065 65 556 1.9 0 MSFI

DEALM THCRRFF

H=1

ek & TT0A06 TT0.452 442285 0013

peak 22 1149633 1149.640 354186 -0.008
peak 4 2209, 368 2269 139 978 543 0250
paak 21 1138.502 1138.616 220 567 0.015
peak 13 905416 905411 864,262 0.007

paak 50 2367 441 2367 206 577413 0234
peak 45 2229 333 2220 111 732360 020
peak 16 1032 586 1032 587 758.623 -0.001
peak 36 1617 832 1617.788 435847 0043
paak 40 1633 867 1633.703 142626 0084
paak 47 1802 076 1801948 352.057 0128

.566 1 50 MSPILGYWE. 1: Cidatian (M}
7 12 - 180 GLVAPTR

=7.044 15 - 27 0 LLLEYLEEK

114,018 18- 38 1 LLLEYLEEKYEEHLYER
-13,614 28 - 35 0 YEEHLYER

7220 36 - 47 1 DEGDHWR

99.250 45 - B4 1 KFELGLEFPNLFYYIDGOVK,
95150 46 - B4 [ FELGLEFPHLPYYIDEOVK

-1.323 68 . 720 LTOSMAIR

26855 74 - 67 1 YIADKHNMLGGCPK 12 Progicnamide

51,631 74 - £7 1 YIADKHNMLGGCPK B Oxidatian (M) 12 PNMMIKIC]
TO.TH BE - 100 1 ERAEISMLEGAVLDIR

peak 36 1516.838 1516804 1965504 0031 20,420 60 - 103 0 AEISMLEGAVLDR
paak 37 1502 813 1532 795 421307 D013 872500 - 103 0 AEISMLEGAVLOIR 5: Chadiation (M)

FlleName: DDatal1 20200 11_510_LSY

paak 31 1441 876 1441 757 348107 0,115 51793114 125 1 DFETLKVDFLSK

peak B 587305 GI7.297 TH3BED 0.007 10.811132-136 0 M

pesk T 713317 T12.282 17308 0024 33207 132 - 136 0 MFEDR 1: Chadation (M}

peaak 5B 4131614 4130.005 48.536 0708 171,674 141 - 175 0 TYLNGDHVTHPOFMLYDAL DAL YMOPMOLOAFPK, 2? Prapionamide (C)
peak 67 4147 503 4145.000 17.748 0683 164 757 141 - 175 0 TYLNGDHYTHPOFMLYDALDVVLYMOPMCLOAFPK. 14; Ciddaion (M) 29 Progionamide (]
pask § GEO.408 530,280 EDAEET 0.028 41.345 176 - 180 0 LVCFK 3: Propionamice |}

peak 231182710 1162684 T20561 0025 21372 182- 191 | RIEAIPQIDK

peak 15 1026 584 1026.583 451.360 0000 0.787 183 - 187 0 IEAIPQIDK

peatk 30 1410 862 1430 875 335473 0036 25.151 183 - 154 1 [EAIPQIOKYLK

Ppeak 4B ZUI6 300 JI2E 140 1864.192  0.249 107080 108 - 218 0 YIAWPLOGWIATFGGEDHPPE
peak 53 30B6.902 J0BE.531 158690 D.36E 119.028 198 - 225 1 YIAWPLOGWAATF:

peak § TAO414 TEO.410 428548 0004 4835 216 - 225 0 SDUEGR

peak 25 1205607 1205.562 1326.031 0024 18 851 225 - 236 0 GIPEFMTDEEK
peak 27 1311.574 1311577 170610 -0.004 3045 276 - 736 D GIPEFMTDEEK £ Ouidatian (M)

peak 33 1494,B07 1454 714 2621554 0007 S0.075 226 - 738 1 GIPEFMTOEEKAK

peak 34 1510.768 1510,708 748,269 0.059 30.355 206 - 230 1 GIPEFMTOEEKAK & Cnddasion (M)

peak 24 1233.671 123,670 3989 843 D001 0875 239 - 240 0 AVPLIHOEGNR

pok 20 1130.561 1130.555 710.003 0005 4763 263 - 371 0 YYDAIACLE T: Propicramide iC)

peak 36 1526, E95 1526.740 2404 800 0146 95.748 277 - ZSQUEUFGSPE

pea 41 1679.002 1678865 468 B0 I'l135 80.732 280 - 302 0 Fropianamida () 17 pnt‘r-un-!-{f‘l
peak 47 2324.386 2324.148 276231 102,345 303 - 321 DI.V\"EEY\'EW.I]HCSSILNK 13; Praplanamide.

[paak 52 3058 23 058.471 86832 0 !M 114.705 302 - 337 1 LVWEEYYEVLOHCSSILNKYDONVE 12 Prmnldntl’.‘]
peah 44 2013211 2012954 280304 0216 107488 333 - 281 1 GRAHALWNADEADADF,

poak 43 1620.065 1027077 2341.609 0187 102,279 335 - 351 0 AHAAVWNADEADADEAK

peak 32 1478 600 1478858 5093719 0.042 284058 352 - 355 0 VLELDPALAPVVSR

peak 12 BEJ4EE BEI4GZ 17B.137 0012 14.220 385 - 387 1 FRGIFSH

EGR



Hiss-HSP900 2% 72

= . FilaName: ANVI1_BW_L
Sequence Name: MG11_E Famoimeass. Mass Error. MH+ (monaj 1.008
M+ (avgl 1.008 Threshold (al): Daoo Tolance (Da): 1000 Humber of Peaks: 56
Aborve Threshold Assigned Peaks: Mol iasigned Peska:
[Abe imt. * 1000}
1786 857
= az58
=
1815049
56
20 1800.060
-iT
18
18
|_z00z spa
14
1583751
mla:
12
1567748 3553.801
18;32 13
10- 1551.738 3847 808
1832 103-136
1536. 706
L] 1852
& 4182574
103141
41656, 852
P 56,350
340 03141
4150575
;83 1 103141
2 3340 3316.791
| 5186
I | IJ- I T L ) L
T T T RS P T T T T Ty T T T T
750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 2000 azs0 3800 aTsa Anan 4750 4500 ais
miz
INI11_g10_L7
Sequence data:
ME11_E
Intereity Coveraga: 9.8 % [T8E00 crig) Saquence Caverage MS: BT
Saquance Caverage MEMS: oot ol fisoelaciic peint). 49

HGSSHININN _ SSGLUPRGSH IIETLROKAE ADKNDESVED LVILLYETAL LSSGFSLEDF OQTHANRIYTRN IRLGLGIDED

DFTADDTS AL

MH+ (avg): +.008 Threshod {mi | 0.000

3547 506 |
A1BZ974 |
Matched Sequences:
Unmatehad
mWG11_

FHARKEHLETRFOHETT T1LYETALLESGF ELEDPOTHARR T YN KLGLGT DEnE

Digeal Fesuls
Entrias: Maas. Miz Calc. MH+ Int. Dev.{Da) Dev.(ppm) Range F Sequence
peak 31 1500,000 1899 B85 537 568 0.440 73677 1- 17 0 MGESHHHHHHSSGLYPR
peak 16 1534705 1835.051 TS08.624  0.058 35.565 18 - 32 0 GEHMASMTGGOOMGR
pedk 17 1541, 750 155) BAB 4453 U5 DUBH 57 042 1H - 32 0 BSHRASM | ULILIMGH a’ u!mlMl
peak 10 1557, 740 1567 641 2017.238 D107 E8.474 18- 32 0 GEHMASMTGGQAMGR 4: Oidation (M) 7 Cridaion
paak 20 1583.751 1583.635 437949 0,115 72567 18- J?UWQ"GRI Dml“‘l? Omdm{ulia Coodatian (M)
peak 17 BAD 383 BA0.35F 1506706 -0.010 -11.73333-40
peak 13 856,389 BESIET 311128 0002 168833 QOOGSEFMAAKSOMI
peak 32 1915.040 1915.040 173220260 0008 4.784 41- 56 1 KHLEINFDHSIIETLR
paak 24 1786957 1786.945 22611481 0092 6,835 42 - 56 0 HLEINFDHSIETLR.
PWK 15 3“5 751 3316,742 550288 0045 1462567 - 86 1 SVKDLVILLYETALLSSGFSLEDPOTHANR
584 1002.547 14006416 0.037 12278 70- 96 0 DLVILLYETALLSSGFSLEDPOTHANR
m\ 5‘ W B08 3547 530 3420158 D086 18710 103 - 136 0 LGLGIDEDDPTADDTEAAVTEEMPRPLEGDDOTSR
peak 52 3553 601 3563.534 751638 0.067 18.820 103- 136 DLG_GIDEDDP’HMI‘SMUTE\HPPLEGDW 23: Ouirfastion (M)
peak 54 4160975 4160.760 626380 0214 51.670 103 - 141 1 LGLGIDEDDPTADDTSAAVTEEMPP! DOTSRAMEEVD
ek 55 4186.982 466,755 SOBEES 0237 54378102 - 141 1 LGLGIDED| QWMWEEMPPLEGUWIEEW 23; Onddasion (M)
peak 56 4102 574 4182.750 158845 0224 £3.840 103 - 141 1 LGLGIDEDDPTADOTSAAVTEEMPPLEGDDOTSAMEEVD 23: Ohddafion (M) 35 Caidation (M)




FKB P37.71-166A100-l44

o FilaMama; INV1_Ti0_L
uerice Narme. MG11.7 [Parentmass; Mass Eror M+ (mong): 1.008
MH+ {aug) 1.008 Theeshaid {2 0.000 Tolerance (Dal. 1.000 MNumber of Peaks: 52
Above Threshokd Astigned Praks Nat ssigred
[Aba. Int. * 1000
1206 665
551 2333
|
51
453450
4.5 | a-114
JAST amn
84-114
40 1438 B30
ey 2421478
Ll 84114
1447 881
35 hlji‘
1656,985
40-54
a0 |
810,067
259 5551
1784.064
1iz3.027 Ll
20 !
el 154,501
764453
ek 101,748 il '
v 5705
1.5
1085743
ssaEte T
3—:‘5
10
701 422 1
05 w2
2610669
| - e
ord L s b '.Luh Lu deadtd i
X i T S * . o i
Lo Boa 1000 1200 2200 2400 2500 2600
- FiloMame: D:\Datali Z02WLING1_T0_LEN SRefadataiinir
nce data
ME11_7
Inanaity Coverage: BE.0 % (31166 ons) Sequence Coverage MS: B1.1%
anumﬁawﬂg:m 0% i fisoaiectiic point): 52
ET=] a0 50 a0 100 iz00
(MADITARLEE CRCELPOFQD CTEATFHYRT LHSDDEGTWL DDEMRGKP! ELIIGKKEFEL PV IVCTH REGEIACFLC DIEHVVLYPG DGPOQFLIFHA  EMLEVESFGT
=]
130
YOQD
=
Obspluy Paramgter;
Sequance Nama: MG11_T 13 1.008 M+ favgl 1.008 Threahoid (a..): 0000
3 4 52

MGA1_T
ML TARLREDG [QHAY IQEGRGELPDEGOG TEATFHYRTLHSDOERTVL

Digasd Resulls

Entries; Maas. Wiz Cak, MH+ Int. Dav,[0a) Dev.{ppen] Ran

2810688 |

I IGKEFKLFYMETT

P Sequance

peak B 958614 958532 1041619 0082 B52098-161 I.REDGI K

peak 4 TO1.432 701.384 400.064 0.057 53.526 17 - 22 0 VIOEGR

peak 40 1089.072 1088.840 1088661 0.132 69,887 17 - 33 1 VIQEGRGELPOFQDGTE

peak 16 1206 869 1206 564 5262423 0,904 BE 499 23 - 33 0 GELPDFQDGTK

PRAKS /44453 /U448 TEUL LY LUSE [4US8 34.- 300 ATFHTR

peak 31 1659 585 1659746 2087 060  0.239 143.823 40 - 54 0 TLHSDDEGTVLODSR

peak 11 1085.743 1085.639 1151227 0,104 95464 57 - 66 1 GRPMELINGK

pask 12 1101,749 1101 634 602165 0,115 104 742 57 - 66 1 GKPMELIGK 4: Chadation (M)
CTMR

LEBTRIVVL

peak 32 1723,074 1722807 117.030 0,956 B6.541 6081 1 FKLPVWETIV
peak 34 1794064 1793.644 1654750 0,119 66.434 68 - 871 1 FKLPVWETIVCTMR 11: Propionamide

poak 37 1610.067 1800.939 1690.714 D127 70.246 68 - B 1 FKLI

FYWETIVETNR 11: mewmtl:lu Cation (M)

24 1447 BE1 1447 744 120687 0,137 54

708 70 - 81 0 LFVIVET!

peak
peak 26 1518.853 1510781 1380.571

poek 28 1534.901 1534776 551582 0924 B1.05570-81 0 LPVWET!'

0.112 7381970810 LPVWETIVCTMR 9: Progionarmids (C)
cnamide (] 11: Ondation (M)

WVETME
pesk 52 2810658 2810.353 67780 0276 88176 70-53 1 LFVWETIVETMREGEIACFLEDIK 11: Codartion (M)
peak 19 1365623 1265.672 233468 0150 110.231 82 - 63 0 EGEOFLCDIK

peak 22 1436830 1436.700 3272128

peak 45 2421,475 2421,245 301

174
peak 47 2437 480 2437 241 2222431
A48 2453 493 2453.236 2384 153 D257 104,809 54 - 114 DHWWL

0120 83808 82 - 53 0 EGEIAQFLCODIK & mewmunm
0,230 95.014 54 - 114 0 HVWLYPGDGPOPLIFH

0238 95.03794-1140 FNVL\'PGDMPLIFHMEMK 15 Cridation (M)

YPGDGPOPLIFHMEMLK 17

pesk 13 1123627 1123490 123713 0,136 121,062 115- 124 0 VESPGTYOQD

* Coddation (M) 190 Cidation (M)

T FHMEMLEVES PATYOOD




Hiss-HSP900 2% 72

FilaMams: _8v_L
Sequence Name: [ Parenimass Meass Emar MH# (mena) .008
M+ (avg) 1.008 Theeshels (a.| - 0.000 Tolerance (Da): 1.000 Number of Fesks: 1]
Abeve Thrsshaid: Amsigned Peaks: Mol saigned Pase
[Abs. int. * 1000]
1783255
42-56
|_ter137m
] 4156
3533320
55 103-136
L
4.5
2809088
1583 926
40 e 7098
180,547
568 1567 928
35 i 1832
832 522
1551 926
" 13
3.0
fam 1636 928
: 13
25 800 527
53;40
|
3267323 4152799
&7-96 103141
4136786
103-141
. - ul LLL .
; 7 7 T T - ;
2250 2500 2150 000 1250 3800 a0 anon 4350 ‘4500 e 00
miz
FilgName: wiT1_gwn L
Sequanca data;
(=
Intanaty Cavarage: 87,8 % (30133 cnts) Sequence Coverage M5! B20%
Sequence Covemge MSMS: 0% il (Bealecirc pore): 49
10 Z0 30 40 50 =] T0 [=[5] [0 110 120
MGSSHHHHHH 2SSCGLWFRGSH ABMTGGOON  GRGSEFMRAAE HEHLE INPDHFP IVETLROEAE ADEND ERAVED LVVLLFETAL LEISGrILEDRF CTHISNEIYRA IELGLGIDED EVAAEEFNAA
Ce—
130 140 150
(VFREIFFLEG DEDASRMEEY o
Wi+ {manc). 1.008 M+ ). 1008 Threshald fai) 0.000
Mumber of Peaks: a
Poak
i
1
=
2

Digest Resuls

Entries: Meas. Wiz Calc. MH+ Int. Dev.{Da) Dev.[ppm) Range F Sequance

pesk 14 1535 579 1535 651 2581 885 0378 180,559 1B - 32 0 GEHMAGMTGGAOMGR
peak 15 1551.626 1851045 2177.659  0.2789 180.084 18 - 32 0 GSHMASMTGGOOMGR

peak 16 1567 628 1667 641 1758.846 0.287 183.137 18 - 32 0 GEHMASMTGGOOMGR 4. Oxidation

pesk 17 1583.906 1553.638 600281 0.259 162735 18 - 32 0 GEHMASMTGGOQMGR
peak 7 900,527 900395 2242650 0.131 146031 33 - 40 D GSEFMMAK
peak 8 916,529 916360 1836278 0138 151.006 33- 40 0 GEEFMMAK &: Chidatian.

AVLLFETALLESGFEL YEMIHLEL

- Coddatian (M)
(M) 7: Doéatation (M}
A Creidalion (M} 7 omrm:s Osidalicn (M)

(M}
peakd 832522 932 305 B4ET04 (138 148096 33 - 40 ) GSEFMMAK 5: Coxcatian (M) & Cnidation (M)

pesak 22 1911.370 1911.045 5717632 0.333 174.285 41 - 56 1 KHLEINPOHPIVETLR
peak 19 1783.259 1782.950 6188.761 0308 173.253 42 - 56 0 HLEINFDHPIVETLR
peak & BS0.547 BSO4Z1 FIDEIR 0135 140945 59- 65 1 AEADKN

peak 26 3267,323 3206732 437,841

OH.
0591 179,507 67 - 66 1 AVKDLVVLLFETALLSSGFELEDPOTHENR

peak 24 2986.066 2008531 2233.567 0534 178.815 70 - 96 0 DLVVLLFETALLSSGFSLEDPOTHSNR

paak 26 3533 320 3532 645 Z334.131 0674 180.585 103 - 136 0 LGLGIDI

Ptk 30 4136.796 4135.866 170.041 D930 224 17 103 - 141 1 LGLGIDEDEVAAEERN,

A AVPDEIFFLEGDEDASRMEEVD

peeak 31 4152700 4151 881 163414 D037 22537 103- 141 1 LGLGIDEDEVAAEERNAAVPDEIFFLEGDEDASRMEEVD 35 Coddatian (M)

peak 3 622,350 622238 112160 0,190 177508 137 - 141 0 MEEVD




Hiss-HSP90B" "%

. FiloMama: NA1_she_L
Sequence Nama: =] Parentmass: R — MH (mona) Y
M+ aval 1008 Threshedd a i |- oano Talarmnca [Da); 1.000 Mimtia o Fasks e
Abows Aszigned Pests: ot assigned Feaks:
TAbe. i+ 1000]
o1 412
H 1245543
48455 g12.502
T 1513 fda
1160560 ]
502544
s
4297 Baz
455459
Al 1141 582 1783007
450488 B45.555
5,84 1236651 1811127
BET E44.850
1151588 134p714 1847558
5o 256,304 0 312:326
1311808 1809.032
i 207-215 225239 2478263
1242745 !
- &1z7
15
901 538
308311
3.0
25 521
a5 [fas1asr
| | oans4z | |
20 L
730498 | 3532 900
i 56,533 2388273 2088712 706738
1416685 596524
568570
10
o5
1 4152 345
ea—mz 705744
o - o il
i il i — - - .
i 1000 1250 1800 1750 2000 22n0 2500 e azs0 2500 w750 P 4350 4800 s 5000
INLA1_840_L
uence data:
MGE
Irdanaiy Coverage: 1.2 % {62204 civs) Sequence Covarage MEC: E3.2%
Sequence Coverage MSMMS: ook pl (moslsciric poinl): 50
(=] ETe) 50 i) TE0
MGESHHHHHH SSCLUPRGSH MPEEVHHOEE EVETFAFGQAE TAOLMSLITN TFYSNWEEIFL FELISMASDA LDEIRTESLT DESKELDSGKE LEIDIIFHFQ ERTLTLUDTG IGNTRADLIN
150 170 FET] 150 Z00 i =20 230 za0
GTIAESGT KAFREALGAG ADISMIGOFG UGFYSAYLUA ERVVUITKHM DDEQVAWESS AGGSFTVRAD HGEFIGRGTE WVILHLEEDOT EYLEERAVEE VVKKHSQFIG _YFITLYLEEE
] ] 3] oo EETE] 1] ]
[REEEISDDEA EEEKGEEEEE DHDDEERFEI EDVGSODEEDD SGROKKKETE KIKEKYIDOE IUT RNFDDITQEE VGEFYKSLIN _DWEDHLAVEH FSVEGULEFE ALLF IFRRAP
ey
EL-De] 350 L) 410 A [E] HED FE0 ENls] He0
FOLFENEEXK NNIKLYVRRY _FINDSCDELL PEYLNFIRGY VDSEDLE MLOOSKI LEVIRFNIVE KCLELFSELL EDKENYEEFY EAFSENLELG IHEDSTNERF _LSELLEYHIS
——
fls] i L) CET) 540 EED ) 70 Ee0 o0 E00
EYVSAMKETD KSIYYITGES KEQUANSAFV ERVRKRGFEV UYNTEFIDEY CVOOLKEFDS HELVEVTREG LELPEDEEEE KEMEESEAEF ENLOELMEET LDRRVERVTI
b 1 e -
EB0 G50 o0 i TED
WHERIHEAGA DHFIVETLRG EAEADFNDEAL VEDRLWVLLFE TALLSSGFSL __EDPOTHSNET YRMIELGLGI DEDEVAAEEE

M+ (mana):
Mumber of Peais:

M+ (avg): Theeshold aik

Peak |
2
7
1z
7
=]
Fid
32
1865 926 a8
2256 051 1734260 4
2404 265 - E25.106] a8
2888 112 112.004] 54
Matched :
Unenatclved
MEH
EIRGIMELI INTFYSKKETFLRE IKIRYESLT IMNLETE hGR 5

H1011PHEQERTLT T TVRAIHEEPTGRG
TEVILHLEEDOTEYL REKYT
[RGUVDSEDLFLNT SREMLOOSKI LEVIRERT

SECCTVT

Digest Resuks
Enries: Meas. Miz Calc. MH+ Int. Dev.{Dia] Dev.[ppm) Range P Sequence
peak 4 677.393 677308 882854 0005 774057 -610EFLR
k29 1544 877 1544 828 1063805 0.045 31789 82 - 78 1 ELISNASDALDKIR
peak 20 1555832 1538.754 628670 0.07T8 50.384 76 - 68 1 YESLTOPSKLDSGK
peak 30 1564.913 1564860 257758 0.043 2771390 - 102 1 ELKIDIPNPQER
peak 17 1194676 1194, 648 3430.231  DO2B 23,283 52 - 102 0 IDIPNPOER

TGYPTTLYL
FLF:

FRALLFT
TYY YMTER: REFDGHS
VLLFETALLSSGFSLEDRGTHSNRT YRMI KLGLG T DEDEVAREEPRAAVPLE T PPLEGDEDASRMEEVT

EL

K FEY
SV THEGLELPEIFEEKKKMER SKAKFENLCKLMKET LOKK

FiloMame:

peak 16 1242 745 1242705 £23.164 D036 31.428 116- 137 0 ADLMNNLGTIAK
ek 52 300830 3300505 B3059 0234 71095 132 - 162 0 AFMEALOAGADISMIGOFGVEFYSAYLVAER 14 Cuidation (M)
peak 41 3256 061 2255 650 1367865 0101 44 938 160 - 188 0 HNDDEQYAWESEAGGSFTVR
peak 12 551473 851464 053482 0.008 H.453 188 - 197 0 ADHGEPIGR
peak 38 2015.150 2015.044 1899541 0085 42,170 301 - 215 1 VILHLKE)
peak 22 1311605 1311.570 811618 0034 26332 207 - 116 0 EDOTEYLEER
34 109,032 1B0B 958 2146455 D074 40 B30 225 - 239 0 HSQAFIGYPTLYLEK
peak 15 1151.684 1151 558 BE1.514 0.025 22005256 . 304 0 YIDOEELNE
peak 11 801.525 B01.526 2926 736 -0.001 -0.708 305 - 311 1 TKPIWTR
peak 35 1847 869 1B47 THT 3051.774 DO71 38 6E2 312 - 328 0 NPDOITOEEYGEFYH
peak 27 1827 803 1527 744 2276758 0.058 385451 327 - 339 0 SLTNDWEDHLAVK
peak I3 1348.714 1348 664 4063258 0.048 36500 340 - 350 0 HFSVEGOLEFR
pogk 7 E20.521 B26.529 2418911 0009 -11.124 351 - 357 D ALLFIPR
peak 16 1236 663 1238 637 2177 858 0026 200654 358 - 367 1 RAPFOLFENK
paak 13 0B0.542 1080.536 TE3.E15 0005 5037 350 - 367 0 APFOLFENK
peak 44 2388273 2386181 G0G.407 0117 26,300 350 - 396 O VF IPEYLNFIR 7 "
peak 4E 2404258 404,156 304070 0112 26631 380- !NEOVFHD&EI.IPE\‘LNM 4 Wﬂulnnm]? Pmmnann[CJ
etk 26 1513.844 1512.796 4957780 D058 30,141 395 . 412 0 GVVOSEDLP
peak 10 G01.412 091.425 7087 567 0013 -14 015 448 . 455 0 FYEAFSK
peak 14 1141.582 1141.560 776.! 0022 16 300 458 - AR 0 | GIHENSTHR
peak 21 1297 682 1207 651 242815 0.021 15164 459 - 450 1 LGIHEDSTNRR
peak 9 DBES11 BEE 547 250686 -0.014 -16.011 470 - 476 1 ALSELLR
peak 6 TI0.448 TIO44E S28527 0002 2851 471-4T76OLSELLR
peak 30 2177041 2176.645 1730852  DOSE 43,564 477 - 405 0 YHTSOSGOEMTSLSEY VSR
peak 40 2131,038 2192940 1444 558 DOJE 44852 477 - 495 0 YHTSQSGOEMTSLEEYVER 10; Ouidafion (M)

paak 16 1160.580 1160.683 1585, 109
peak 70 1249643 1249.617 1686.841
48 2462 278 462,162 8251068
paak 50 2475 284 2478167 384013
peak 25 1416665 1416638 462448
peck 29 1544 BTT 1544 732 1063 805
paak 14 1141.582 1141574 776,926
paak 5120048712 2008 438 BB 746
paak 4T 2460 256 2460136 I72ETH
pank 45 2476 263 P4TE 131 240040
paak 37 1911.127 1911.045 1604883
peak 33 1783.027 1782950 2717551
pesk 59 2988 712 Z900.531 GO8.746
peak 54 3532 900 3532 45 650,066

peak 56 4152 346 151681 43864 0484 116.614 706 - 744 1 LGLGID

0004 -3.628 502 - 511 0 SIYYITGESK
0025 20.023 512- 522 0 EQVANSAFVER

()

Chadation (M) 15 Propionamide (C|
15139 558 - 570 0 EGLELPEDEEEK. i £
0.144 53 485 555 - 571 1 EGLELPEDEEEKK

Q.007  6.335 580 - S8 1 FENLOKLMK 8: Oidation (M}
0274 91.803 598 - 624 1 VTIENRLYSSPCC ANMER

0120 48897 604 - 824 0 LVSSPCCVTETYGWTANMER 9 Pmmmmqm ? Pmm =]
0.132 52.147 B0 - 624 0 LVSSPCCIVTSTYGWTANMER

0082 42726 624 - 688 1 KHLEINPDHPIVETLR

QA77 43.202 645 - 658 0 HLEINFOHPIVETLR

C.181 80442 673 - 609 0 DLVVLLFETALLSSGFSLEDPOTHSNR
0264 72.050 706 - 738 0 LGL

1) 19: O




GST-FKBP37.7-166a100-144

= ——— FileNams: IMH11_1010_L-
Sequence Name Mo Parecimess. Mass Ermar WHs {meno) 1.008
Mt ) 1.008 Thrashold (34 ): ©.oan Talerenos {Daj. 1000 Hurnba of Pagks. 58
I
Abowe Threshold: #asigned Peaks: Mot sesigned Paaks:
JAbs. Int. * 1000]
1332723
226237
B85
BO
1534823
T 031y
1123509
345354 1518803
Th 0 300:311
1101633
B5 7ET-296 ‘2‘::;;5
1085 667 H
L 267-296 1071‘?_:734
5 1
55 fiterey
f 1 2453227
S0 b 1532628 ks
’ b 2320138
as 1102708 Wi 198:218
N E) 225108
s 754,408 1048 572 4454
264288 8.7 ot
A 4564
?9;4“4 “ﬁ;‘:? 1436737 1809.551
247252 288-311
o b q 31232 - s as
TRIAIT 1138541
1265717, 1783847 :
218225 28-35 312323 208311
25 : g / v 2437241
il R 1340728 tasa 0 ARt
2n i), e ; e e 2471241
905423 4440878 1441.758] ‘:;f‘g' el
1.5 BB0.A08 lﬁl-‘i 113 Hk.lﬁl |
78180 |
1801 B84
1084 595 |
1.0 13 BE-103
05
4147168
i 141175
0.0 L i 1 1
2280 2500 27'50 sn'nn S.ﬁLﬂ 3‘5‘0@ arso lmlfﬁ 4280 15'00
e
FiiaName: D:ADa INU1_16_L11H11SR
Sequence data.
Mio
Imenaity Coverngs 820 % (45975 onis) SB@MWCMFNEMS: 0.1%
Sequence Caverage MEMS: o P (onkctic painl) 55

ETe] Cs] S0 EIlaTx]
LEVLEERVEE HLYERDEGDE MLGGCPEERA EISALEGAVL

WENKEFELGL EFPNLEYYLD GDVELTOSMA _IIRYIADENN DIRYGUSRIA ¥SKOFETLIV
S e —=

a0 150 150 F ] 180 &0 LT
[DFLBRLPEML RMFEDOLCHK TYLNGDHVTE FDFALYDALD VVLYMDFHCL DAFPELVCTE WRIEATPQID KYLMSSKYIR
= "1 e =—==—t=— =E i o =

Fio =20 EEL) Zao
WFLOQCUQATF CGODHPPKSD LIECRGIPEF MADIIADLAE

LT Zan 90
ODCIQKAVIQE GROELDDFOD GTRATFEYRT
=

FEL]
DDARARGEFH

300
ELIIGERFEL

310
FUNETTVCTR

LHSDDEGTVL RECEIAQFLC _DIKHUVLYPG DGPOPLIFHN _EALKVESPGT _Yoobh

kel

i

4

4132151

Lald
MSPILEYMKTHGLVQFTALLLE FHLEYYT TR SMLEGAVL Y SHOFETLEY D LS KL EEMLIMF ERLCHICT Y LGV THPOIMLY DAL VL fMO M LD FPILAYC FINA ] EATPOIORY LIESIE
1 I TARL al i T ITGEEFRLEVRETT' 0

Digest Resulls
Entries: Meas. Miz Calc. MH+ Int. Dev.[Da) Dev.{ppm) Range P Sequence
pesk 20 1064.566 1064.570 B47.965 0.025 25525 1- 50 MSFILGYWK
posk 22 1110579 1110565 305916 0.013 11658 1-90 MSFILGYWE 1; Crrdatian (M)
peak B 770463 770452 329363 0010 13,100 12 - 18 0 GLVOPTR
peak 25 1149670 1149 640 615182 0.030 25812 1927 0 LLLEYLEEK
pesk 50 2260145 2260 139 1856738 0.006 2558 19- 35 1 LLLEYLEEKYEEHLYER
pesi 24 1135.541 1138.516 650524 0024 20835 26- 35 0 YEEHLYER
peak 13 805423 9064111308204 0.092 12807 35 - 42 1 DEGDKWR
peak 53 2357207 2357 206 1210639 -0.000 -0.126 45 - 64 1 KFELGLEFPNLPYYIDGDVE
pesic 49 2220109 2229111 2073.280 noua 13045 sc DFELGlEFNLP’ﬂ'IWﬂVK
peskc 17 1032657 102 587 TIA036 606 55
peei 15 104,572 1048.562 286852 nou 40261 85 - ?3 nLTuM 5 Cidaticn (M)
peak 40 1617034 1617.788 S04 406 0.045 28460 74 . 87 1 YIADKHAMLGGCPK 12: Propianamide (C)
pesk 43 1801864 1801645 A2G 166 0034 20089 86 - 103 1 ERASISMLEGAVLOIR
posh 45 1817.951 1817 943 165477 0003 441183103 1 ERAEISMLEGAVLOIR 7; Chadatian (M)
peaic 35 1516,040 1816 804 J962 623 0.0 3824 80 . 103 0 AEISMLEGAVLDIR
Deak 30 1532820 1632799 1034,736  0.020 18.459 80 - 105 0 AEISMLEGAVLDIR 5: Chadstion (M)

peak 33 1441.756 1441757 637.527 -0.002 -1.516 114 - 126 1 DFETLKVDFLSK
peak £ 597.313 657267 305500 0015 21776 132- 138 0 MFEDR
pook 69 4147.166 4146900 35.007 D266 64.783 141 - 17E O TYLNGDHVTHFOFML YDALDVVLYMOPRMOLDAFFE 14. Cuidation (M) 28: Propioramide (Cj
peak 5 6A0.406 630380 203832 0.026 38111 176 - 180 0 LVCFK 3 Propionamide (€}
26 11B2705 1182 584 456,021 0024 20718 182 - 191 1 REEAIPQICK
16 1026608 1026 583 618477 0.024 23.720 183 - 151 0 IEAIPQIDK.
paak 51 2326.134 2326140 2065.073 -0.007 -2.842 188 - 218 0 YIAWPLOGWOATFGGGDHPPK
peak § THEAZT TEEA10 417295 0.017 21.280 216 - 225 0 SOLIEGR
paak 291132 723 1332508 B574 483 0024 17973 226 - 237 0 GIPEFMADIIAR
peaak 30 1348 726 1348 683 1645 501 0,032 23745 226 - 237 0 GIPEFMADIIAR 6: Oﬁﬂﬂalbn M}
pask 40 1617 834 1617678 504.490 -0.048 27 532 226 - 238 1 GIPEFMADIARLR & Omidation (M)
paak 14 956,541 950.532 T47.638 0.008 9.067 238 - 245 1 LREDGIOK
poak 7 701404 701364 529942 0.008 13247 247 - 253 0 VIDEGR
peak 45 1868 963 180 940 500.117 0023 12.001 247 - 263 1 VIDEGRGELPDFODGETK
peak 27 1206 585 1206 554 1986300 0035 25,119 253 - 263 0 GELFOFQDGTR
peak 10 784 408 794054 1790.026 0013 16 644 264 - 266 0 ATFHYR
peak 41 1659 705 1650.746 5048.013  0.052 31538 270 - 204 0 TLHSODEGTVLODSR
peak 16 1085 657 1085639 582.524 0018 16.175 257 - 206 1 GKPMELIGK
poak 21 1101.633 1101.634 164370 -0.001 -1.231 267 - 296 1 GKPMELIGK 4: Dxidafion [M)
pank 42 1753 847 1743924 1208 D003 1.501 358 - 311 1 FKLPVWETIVGTMR 11 Propianamide (G
peak 44 1808951 1805.930 242618 0012 6496 286 - 311 1 FKLEVWETIVETMR 11: Propianamide (G} 13: Cixdation ()
peak 36 1518803 1518787 1224 824 0022 14268 300 - 371 0 LPVWETIVCTMR 8: Propionamide.
peak 35 1534 823 1534 776 353660 D047 30,655 300- 311 0 LPYWETIVCTMR 9. Propionammide (C) 11: Cuidation (M}
peak 31 1365717 1365672 194,850 0048 32.655 312 - 323 0 EGEIAQFLCOIK
paak 37 1436737 1436.706 1305008 0.027 16,062 312 - 323 0 EGEIAQFLCDIK 9: Prapianamide (C)
peak 54 2421241 2421 246 936,400 -0.005 -2.913 324 - 344 0 HVVLYPGDGPOPLIFHMEMLE
peak 55 2837 241 2437 241 207.768 0001 0217 324 - 344 D HVVLYPGDGPOPLIFHMEMLE 13; Crédation
paak 56 2453 227 2453236 171.950 -0.010 -3.822 324 - 344 0 HVWLYPGDGPOPLIFHMEMLEK 17: Osdnm[ﬂ} 18: Owdation (M)
peak 23 1173505 1123480 2214568 0018 16,155 345- 354 0 VESPGTYOQD



GST-FKBP37.7%16¢

FilaName: AN _11v_L
Sequance Parsnlmass. Mass Emor. M (mana): 1008
MH+ avg): 1.co8 Thrasheid (@i 0000 Telerance (Daj: 1.000 Humber of Prsks: 51
Abava Threshakd: Assigrad Mot astigred Peaks
[ABs, Int. * 1000]
|_1332.780
1436781
207
| P 1123556 Az
| 43348 l 1985741 1398018
184 Rt 1004 442 a3z A3T-349
| ‘au 1463790
1 — 1101 675 A2,
16 aar-352 b e a4t A3 1658817
e 1085871 [rioi T,
| 87 208
e | oo
124 Ty 1025620 1182730 b
176-180 A 1518 870
] 4 a-103
713,315 Toanee ]
| 122138 ] 1017060
1032621 1206 24 TP i v
4B 425 a2 2328.228
| 126.131 et T f 188218
441,
10 Faz a2 1hema 14125 2357306
20:36 ]
14118 0 i
] 5 114 142
770471 b 1naliig
o 4 :
958,557 11108611
5
o e 20
1754020 1835
ZH0-211 [ 3231678
¥ 359.385
1823 025 i
2ar.283 sEaT
i 356306
t 1318.032 ¥
AL 319,704
a58-206
1802 037
86-103
T _J_L l i 2010488
i i oo L
400 18a0 aman 2000 2200 2600 2600 2800 3000 azo0 ado
FileNama: DDAt 205 LINI11_1110_L1211 1 SRafpdatal e - -
Sequence dats:
Insanaty Cavaraga: 83,5 % (175046 cnia] Sequence Coverage MS: 143%
Sequencs Coverags MSMS: 0% PyeTm———=— 53
E103 [ L3 LT EEI:) I=6
HSFILGTWRT HROLVOPTALL LEYLEERTEE BLYERDEGDE WRNRRTELGL _ETFNLEYYID GOVELTUSHA SIPTIAGENN _MLOGCPEERL EISHLEGAVL DIRVOVSRIA VSEDPETLEY
30 150 150 EE] T TE0 e =00 FET) 220 30 EA0
DFLSKLFPERL ENFEDRLCOHE TYLNGDHUTH PDFMLYDALD VVLYADPNCL DAFPELUCFE FRIEAIPOIT EVLESSKYTIAL UPLOCSWOLTF GOODHPPESD LIEGRGIFPEF MADITARLRE
Tt e —
EL0] £ T (0 EL Y] Ssi

EF)
FEGE TACGFLC

50
TOERARGER K FUNETIVCTR

F60
LHEDDEGTUL

70
GTEATFHTRT

E80
GRGELFDFOD

TEO
DoIORRVIOE
==

CSTs}

ELTs
HEERLIVESE

SSnoHADLDA OT¥ ol

B
LOoRT oL I

WP TLGTMRIKGLYOPTILLLETL. LY TR SEGR LivDE TRFFHL 4
LT 1ARL W IOEGRGEL PHYRTLASOLEG TV L IGRXFRLIYWET AQFLET KIVVLE P TALDONEQELT vear

Cigmst Reais

Entries: Meas. Wiz Cale. MHs Int. Dev.(Da) Dev.{ppm) Range P Sequence

paak 31 1084 610 1084 570 940826 0.039 35910 1- B0 MSPILGYWK
paak 33 1110611 1110.555 2377121 0.045 404101 - 50 MEPILGYWK 1: Cudatian (M}
pouk 16 TTOATT TT0.452 §19.006 0.018 uaren muGL\'aPTR
peak 37 1145 680 1145 540 3236 553 .04

76 2268236 2265.135 4772 440 by e
penuasna&?aenaumursns: 0219 muﬂszﬂ 35 O YEEHLYER
e 2 54 36 - 42 1 DEGORWWR

!22:!1' 305;35!‘ zf.swaz ?‘4 K l‘ 5&51! B4 1 KFELGLEFPNLPYYIDGDVK
peak 74 2220195 2220.111 4380417 DOBI 37.202 46 - B4 0 FELGLEFPHLPYYIDGDVK
peak 28 1032621 1032587 3349490 D033 32213 65-73 0 LTOQSMAIR
peak 28 104B.E15 1048.552 1142.851 D034 32790 65 .- 730 LTOSMANR &: Owidation (M)
peak 63 1617860 1617.768 616,686 0.071 4421574 - 87 1 YIADKHNMLGGCPK 12: Propionamides (C}
paak 65 1802037 1501.948 1704 648 D089 45,165 B3 - 103 1 ERAEISMLEGAVLDIR
peak 70 1818037 1817.543 385054 DORS 48 759 BB - 103 1 ERAEISMLEGAVLOIR 7: Chadation (M)
peak 56 1516870 1516.804 10675766 0.065 43 142 50 - 103 0 AEISMLEGAVLDIR
peak 61 1532873 1532.799 3780.007 0073 47.877 50 - 101 0 AEISMLEGAVLDIR 5: Oxidation (M)
peak 42 1314742 1314.694 566.757 0.047 36.156 109 - 118 1 INYSKDFETLK
peak 15 752.412 752362 1641643 0.020 37.850 194 - 118 0 DFETLK
MSE 1441 E25 1441.757 4001 D067 46.254 114-1251 DFEI'LK\"DFLSK

420 708393 1372874 0.07 38240120 - 125 0 VOFLS

peak 14 746,428 T46.412 288722 Q018 20822126 131 0 LPEMLI 4: Dsicetion L]

peak § 697318 687207 1972613 0.021 20449132 - 136 0 MFEDR

peak 12 713,315 713292 1343778 0022 31,366 132- 135 O MFEDR 1: Qeadatian (M}

peak B £50.385 GHO B0 404.205 0008 12478 178- 1800 LVCFK 3: Propionamide (C]

peak 36 1182730 1182.654 6231042 0046 38,837 182 - 181 1 RIEAIPQIDK

peEsk 27 1026620 1026.583 4323094 0038 35368 183 - 181 0 IEAIPQIDK

peak 78 2326228 2326.140 T130.891 DOBT 37.558 198 - zisummucwunmmmm
peak 17 785,428 7894103120624 0018 22678219 - 226 0 SOLI

peak 44 1332 760 1332.650 22508.350 0.062 48356 226 - 237 0 GIPEFMDII.&R

peak 46 1348.760 1340.693 1739100 D075 55860 226 - 237 0 GIPEFMADIAR §: Codciation (M)
peak 63 1617 860 1617.878 616686 0.019 -11.778226- 2381 LR 6: Coeidatian (M)
peak 23 O5B.BST G58.532 3002215 00025 260103228 - 245 1 LREDGIOK

peak 10 701.420 701.364 3727461 0.025 36121 247 - 252 0 VIDEGR

Pk 71 1809 026 1588940 1244395 D085 45.053 247 - 263 1 VIQEGRGELPDFODGTK

peak 40 1206 624 1206.554 10405386 0,088 49 318 253 - 263 0 GELPOFODGTH
peak 18 T94.418 794304 TE84.756 0023 29.313 264 - 268 0 ATFHYR
M85185ﬂ.8|7 1656.746 11023.511 0.071 42976 270 - 284 0 TLHSDOE!

peak 30 1085 571 1085635 E345.935 D032 26.391 287 - 296 1 GKPMELIGK

peak 32 1101 675 1107634 1502342 0.041 37 338 267 - 266 1 GKPMELIGK 4: Coodation (M)

peak 67 1764.020 1703.944 265.110 0076 42.255 286 - 311 1 FKLI 11 Pmphnmﬂe cy
peak 53 1447 803 1447 744 ZATET0 0055 40548 300- 3110 LPYWETIVOTMR

peak 68 1553 THE 1463.735 I71460 0055 402283003110 LPVWETRCTMR 11: Chadatian (M)

peak B8 2010.4868 2810383 150,154 0105 37.471300-3231 MREGEWCFLCDIK 11. Cidation (M)

paak 48 1365741 1365672 519.173 0068 50.019 312 - 323 0 EGEIAQFLCDIK

peak 511436 781 1436705 582482 0072 50101312-3230 EUEMUFLWm 2; Praplanamids (C)

p=ak 36 1138 736 1138638 4876 857 0037 32345324.3320

peak 60 1366 816 1366.754 8347 176 0061 43 468 337 - 3481 MA\I'EKDPLEGQR

peak 20 814,426 §14.405 1318.551 0020 24592 343 - 348 0 DPLEGOR

peak 25 1004 442 1004 422 T4B.744 0.078 16.204 350 - 356 0 HCCGVAQMR

ponk B9 3199704 3106.566 1466.640 0137 42 BA3 356 - 366 0 EHSSLGHADLDALQONPOPLIFHMEMLE

peak 90 3215 897 3215561 410074 0135 42051 350-3860 Emﬂmmﬂ.ﬂamlﬁimk 3‘ Oidaton (M)

peak §1 3231 676 3231 556 346,430 0.119 36840 258 - 386 0 EMSSLGHADLDALOONPORLIFHMEML mmm 26: Cuidaticn (M)
peak 38 1123536 1123480 1465 358 0.046 40,643 307 - 386 0 VESPGTYQQD

SR




Anhang 2: Zugeordnete chemische Verschiebungen von FKBP37.

1-166
7

(ppm). Nicht zugeordnete Signale sind mit n. z. gekennzeichnet.

Amino- Seiten-
saure Nr. N HN Cco Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N
MET 1 n. z. n. z. n. z. 17.1 ¢ 2.06 ¢
ALA 2 n.z. n. z. n. z. 51.9 a, 20.3 B 3.97 a, 1.44 B
ASP 3 n. z. n. z. 176.3 53.60,41.5PB 4.73 a, 2.77 B2, 2.84 B3
ILE 4 1236 | 843 | 1769 | 63.8,38.50,29.1y1,18+2,1813.551 | 3.84 0, 1.91 B, 12.8 y12, 1.57 y13, 0.97 y2, 0.93 51
ILE 5 120.0 7.84 179.4 64.2 a,35.8B,29.0y1,17.4y2,11.2 51 3.74 a,2.20 B, 1.66 y12, 1.38 y13, 1.02 y2, 0.85 81
ALA 6 124.5 8.04 180.0 55.1a,18.5P 4100, 1.49 B
ARG 7 119.2 8.08 179.8 59.2 a,30.0 B,27.4vy,43.6 5 4.09 a, 1.91 B2, 1.91 B3, 1.67 y2, 1.67 y3, 3.16 82,
3.16 83, 7.30¢
LEU 8 120.1 8.22 179.4 58.1 a,41.0B,25.1y,27.1051,22.7382 4.10 o, 1.67 B2, 1.97 B3, 19.6 v, 0.95 51, 0.76 52
ARG 9 120.7 8.01 180.8 59.8 a,29.8 3,27.3y,43.598 4.01 a, 2.06 B2, 2.06 B3, 1.79 vy2, 1.68 y3, 3.27
02,3.2783,7.34 ¢
GLU 10 119.7 7.97 176.9 58.7 a, 29.4 B, 36.5y 4.15a,2.18 B2,2.18 $3,2.51v2,2.40 y3
ASP 11 117.8 7.63 177.0 533,427 5.21 a, 2.58 B2, 2.85 B3
GLY 12 107.6 8.01 173.8 47.6 o 4.23 a2,3.96 a3
ILE 13 120.2 8.00 175.0 60.4 a,40.9 B,27.4v1,18.7y2,14.9 8 4.88 a, 1.60 B, 1.31 y12, 0.57 y13, 0.86 y2, 0.39 &
GLN 14 126.1 9.13 174.9 54.1 a,29.7B,33.5vy,179.7 6 4.57 a, 1.97 2, 2.08 33,2.45v2,2.18 y3, 7.73 €21, | 112.58&2
6.91 €22
LYS 15 127.9 8.67 174.6 55.50,34.9pB,24.6v,23.90,42.2 ¢ 4.69 a, 1.81 B2, 1.68 B3, 1.39y2, 1.39v3, 1.65 52,
1.65063,2.98 €2,2.98 €3
ARG 16 128.0 8.80 174.9 55.0a,33.3B,27.4vy,43.798 4.47 a, 1.60 B2, 1.60 33, 1.48 y2, 1.31 y3, 3.13 82,
3.0583,7.17 ¢
VAL 17 | 1273 | 9.08 | 1754 64.7 o, 31.6 B,22.6y1,21.1y2 3.64 a, 1.93 B, 0.85v1, 0.73 72
ILE 18 131.0 8.86 175.8 61.9 a,38.3B,28.2v1,16.8y2, 12.2 51 3.99a,1.38B, 1.32y12, 1.13 y13, 0.89 v2, 0.68 51
GLN 19 120.6 8.26 174.2 54.7 a,33.4B,34.1v,180.4 6 4.57 a, 1.82 B2, 1.98 33, 2.38 vy2,2.27y3, 7.75 113.4 g2
€21, 6.99 g22
GLU 20 | 1266 | 888 | 177.8 57.1a,30.1P,35.67 4.15 0, 2.04 B2, 1.85 B3, 2.28 12, 2.38 3




Amino- Seiten-
saure Nr. N HN (6{0) Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N

GLY 21 109.1 9.54 171.6 43.6 a, 3.3902,4.16 a3
ARG 22 117.2 8.50 176.2 544 0,3320,27.17,4328 4.69 a, 1.74 B2, 1.74 B3, 1.54 y2, 1.54 y3, 3.14 32,

3.2033,7.37 ¢
GLY 23 108.2 8.60 174.1 45.1 a 3.88 a2, 4.06 a3
GLU 24 | 1200 | 8.51 177.0 54.8 a, 30.9 B, 36.1y 442 o, 1.74 B2,2.03 B3,2.31y2, 2.24y3
LEU 25 126.4 8.83 175.0 54.1 0,422 B,26.4y,26.261,24.6 52 430 a, 1.39 32, 1.82 B3, 1.91v,0.97 51, 0.86 52
PRO 26 n. z. - 173.8 624 a,31.3B,27.2y,51.86 421 a, 1.85 B2, 0.64 B3, 1.69 y2, 1.69 y3, 3.74 82,

3.74 33
ASP 27 118.7 8.24 176.8 54.0 a, 40.3 B 4.52 a,2.63 B2, 2.63 B3
PHE 28 119.3 8.03 174.8 60.1 a, 38.3 B, 133.2 61, 133.2 82, 132.0 4.01 a, 3.22 B2, 2.94 B3, 7.04 51, 7.04 52, 7.65
€l, 132.0¢€2,131.8 C el, 7.65¢2,7.03C

GLN 29 117.7 8.22 176.0 55.0a,31.28,33.3y,180.6 6 442 a,2.11 2,191 B3,2.17y2,2.29v3,7.84 113.0 €2

€21, 6.84 €22
ASP 30 123.3 8.85 177.0 56.6 a,40.1 B 4.18 a, 2.61 B2, 2.61 B3
GLY 31 110.9 8.95 175.5 45.1 a 3.4502,4.5503
THR 32 123.4 8.60 172.1 65.6 o, 69.4 B, 22.9 72 4.43 a,4.07 B, 1.09 y2
LYS 33 127.8 9.14 175.0 55.00,34.63,24.9v,29.105,41.9¢ 5.04 a, 1.14 B2, 0.92 B3, 0.97 y2, 0.79 y3, 1.12 82,

1.07 63,2.26 €2,2.26 €3
ALA 34 134.6 9.57 175.1 505,217 533 a,1.44 B
THR 35 120.1 | 9.09 173.8 61.9 0, 69.7 B,21.3 y2 537 a,3.92 B, 0.98 2
PHE 36 122.2 8.81 173.2 55.5a,41.6 B, 132.7 81, 132.7 862, 130.1 5.46 a, 2.89 B2, 3.23 B3, 6.65 51, 6.65 52, 6.31
€l, 130.1 €2,128.2 ¢ €l, 6.31¢€2,6.39C
HIS 37 118.7 8.74 175.6 553 0,344 ,117.782,138.7 €l 5.31a,2.78 $2,3.02 B3, 6.82 82, 7.13 ¢l
TYR 38 118.0 9.53 174.0 | 55.7 a,44.3 B, 133.5 81, 133.5 82, 118.1 6.24 a, 2.70 B2, 2.91 B3, 6.93 81, 6.93 82, 6.90
el, 118.1 2 el, 6.90 2

ARG 39 | 1206 | 934 | 1752 55.1 o, 34.7 B, 28.2y,44.0 8, 159.5 ¢ 536 a,1.84 B2, 1.91 B3, 1.77y2,1.57v3,2.96 82, | 83.4¢

2.96 83, 6.85 ¢
THR 40 123.2 9.22 173.6 61.3 a, 70.1 B, 24.7 y2 5.48 a,4.29 B, 0.85y2




Amino- Seiten-
saure Nr. N HN (6{0) Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N
LEU 41 128.3 9.77 176.7 53.7 o, 44.8 B, 28.0 v, 26.0 81, 25.7 2 528 a, 1.71 B2, 1.55 B3, 1.60 v, 0.83 81, 0.84 52
HIS 42 118.7 8.23 175.7 57.6 a,31.5p,119.582,138.3 ¢l 442 o, 3.28 B2,3.01 B3, 6.75 82, 7.65 €1
SER 43 115.1 8.74 174.8 579 a,63.3PB 4.37 a, 3.38 32, 3.95 B3
ASP 44 120.8 8.02 176.2 53.1 a,40.9 B 4.61 a, 2.68 B2, 3.01 B3
ASP 45 118.7 8.14 177.4 563 0,40.5B 4.36 a, 2.62 32, 2.62 B3
GLU 46 118.7 8.29 177.3 57.8 a,29.7B,36.6y 4.12 a, 1.92 B2, 2.04 B3, 2.26 y2,2.21 y3
GLY 47 109.2 8.00 174.7 46.8 a 3.72 a2, 3.99 a3
THR 48 | 1175 | 8.73 174.5 64.2 0, 68.8 B, 21.4 y2 3.94 0,3.95 B, 1.10 y2
VAL 49 127.1 8.56 176.8 63.0 o, 32.7B,21.9v1,21.7 y2 4.81 a,2.05p,1.02y1,0.92 y2
LEU 50 129.0 9.27 175.7 57.0 a,44.2 B,27.9y, 25.0 81, 26.6 52 439 a, 1.48 B2, 1.48 B3, 1.47 v, 0.84 51, 0.56 52
ASP 51 113.7 7.36 174.3 54.5 0,484 B 5.09 a, 2.83 B2, 2.64 B3
ASP 52 120.0 8.33 177.0 5330,4348 5.16 a, 2.48 B2, 2.84 B3
SER 53 123.9 8.93 177.3 62.70,61.2 B 4.43 a, 3.93 B2, 3.93 B3
ARG 54 123.8 8.43 179.5 59.7 a, 29.1 B, 28.5v,43.0 8, 159.5 ¢ 3.55a, 1.43 B2, 1.43 B3, 0.37 v2, 0.92 3, 2.87 32, 86.0 ¢
2.8783,7.61 ¢
ALA 55 121.9 7.46 179.1 54.4 a, 18.0 B 4.10a, 1.48 B
ARG 56 115.0 7.49 177.3 56.7 a, 30.9 B,27.7y,43.7 8 443 a,2.05p2,2.05 B3, 1.79y2, 1.79 y3, 3.29 82,
3.36 33
GLY 57 106.7 7.75 173.6 46.0 a 4.30 02, 3.74 a3
LYS 58 120.2 7.58 172.9 53.80,34.4B,24.4v,29.40,42.2 ¢ 4.85a, 1.83 B2, 1.70 B3, 1.46 y2, 1.46 v3, 1.69 52,
1.69 03, 3.02 2, 3.02 €3
PRO 59 n.z - 175.7 624 0,31.40,26.1vy,50.28 4.05 a, 1.33 B2, 0.60 B3, 1.41 y2, 1.56 3, 3.52 82,
3.64 33
MET 60 | 1213 | 830 | 173.4 53.6 0,31.9B,34.27,18.0¢ 4.35 a, 0.86 B2, 1.40 B3,2.4672,1.9293,2.12 ¢
GLU 61 119.7 7.48 175.2 54.0a,32.9pB,364y 5.19 a, 1.55 B2, 1.77 B3, 2.00 y2, 2.14 y3
LEU 62 124.2 9.00 174.2 54.6 a,47.2 B,27.5y,25.181,25.552 4.52 o, 1.30 B2, 1.62 B3, 1.37 v, 0.50 51, 0.44 52
ILE 63 125.7 8.71 176.2 59.6 a,37.6B,27.9v1,17.8y2, 12.8 81 486 a,1.72 B, 1.49 y12,1.49 y13, 0.78 y2, 0.88 51
ILE 64 130.1 9.17 178.1 60.5 a, 35.5 B, 28.6 y1, 17.9y2, 9.8 51 3.77 a, 2.25 B, 1.82 y12, 1.37 y13, 0.98 y2, 0.64 51




Amino- Seiten-
saure Nr. N HN (6{0) Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N
GLY 65 117.3 9.37 175.6 458 o, 443 a2,3.92 a3
LYS 66 119.5 7.90 176.3 547 a,31.03,25.4v,28.408,423 ¢ 4.50 a, 1.85 B2, 2.13 B3, 1.45y2, 1.27 y3, 1.62 32,
1.62 83,2.93¢€2,3.01 €3
LYS 67 119.1 9.08 176.2 56.2 a,28.83,24.8vy,29.28,424 ¢ 3.99 a, 1.99 B2, 1.71 B3, 1.35y2, 1.27 v3, 1.66 32,
1.60 03,2.97 ¢2,2.97 €3
PHE 68 121.7 8.31 177.7 59.7 a, 40.1 B, 133.5 61, 133.5 62, 132.0 4.39 a, 3.53 B2, 2.60 B3, 7.49 31, 7.49 62, 7.27
el, 132.0€2,129.5 C €l, 7.27¢€2,6.98
LYS 69 122.8 7.03 173.9 582 a,32.503,24.8vy,29.08,42.0 ¢ 3.71 a, 1.27 B2, 1.39 B3, 1.21 y2, 1.11 3, 1.50 32,
1.50 83, 2.88 €2, 2.83 €3
LEU 70 117.5 5.74 n. z. 50.6 a,42.9 B,27.2y,25.4 01, 24.3 82 4.90 a, 1.62 B2, 0.62 33, 1.16 v, 0.70 52
PRO 71 n. z. - 179.3 65.8 a,32.3B,27.37,51.18 4.41 a, 1.96 B2, 2.48 33, 1.98 y2, 2.09 y3, 3.75 82,
3.91 33
VAL 72 116.6 8.87 176.8 64.2 a, 30.8 B, 20.4 y1, 23.5 y2 4.03 a, 2.56 B, 0.90 y1, 0.80 y2
TRP 73 119.9 7.80 177.7 59.5 a,28.3 B, 121.1 81, 120.5 €3, 112.5 4.20 a, 3.25 B2, 2.63 B3,5.9281,5.39¢l,7.11 €3, | 120.2 ¢l
€2,121.7£3,125.5 02 6.66 (2, 6.65 (3, 5.84 2
GLU 74 118.0 7.32 177.1 60.8 a,29.3 8,379y 3.59 a, 2.20 $2,2.20 B3, 2.12 y2, 2.20 y3
THR 75 1144 | 7.45 n. z. 66.1 0, 68.8 B, 21.7 2 3.60 o, 4.05 B, 0.93 2
ILE 76 112.6 7.83 n. z. 13.4 61 0.18 o1
VAL 77 122.3 7.72 175.7 66.2 a, 30.7 B, 21.1 y1, 20.6 y2 3.040a,1.73B8,0.34v1,0.13 y2
CYS 78 110.6 6.27 172.8 59.9 a, 26.1 B 2.13 a, 2.49 B2, 2.49 B3
THR 79 106.3 7.00 174.4 61.1 a,70.8 B,21.5y2 4.48 a,4.42 3, 1.25y2
MET 80 122.8 7.44 173.3 56.5a,35.8B,32.7y,18.1 ¢ 4.63 a,2.05p2,2.05PB3,1.46vy2,1.46v3,1.97 ¢
ARG 81 115.0 7.26 177.3 55.1a,33.78,29.1v,44.1 8, 159.6 C 4.38 a,2.00 B2, 2.00 B3, 1.65 2, 1.65 y3, 3.01 82, 84.2¢
2.94383,7.09 ¢
GLU 82 119.4 8.76 176.3 60.1 a, 30.1 B, 38.5y 3.47 a, 2.03 B2, 1.93 B3, 1.96 2, 2.33 3
GLY 83 111.8 8.24 173.5 455 a, 3.83 a2,4.30 a3
GLU 84 122.6 7.89 175.2 56.0 a,33.9 8,374y 4.35 a,2.49 B2, 1.96 B3, 2.34 y2,2.34 y3
ILE 85 123.8 8.84 175.7 60.4 a, 39.9 B,27.5y1,17.3y2, 13.3 81 516 a,1.46 B, 1.72 y12,1.72 y13, 0.62 y2, 0.79 51




Amino- Seiten-
saure Nr. N HN (6{0) Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N
ALA 86 129.1 9.11 173.6 50.8 a, 24.2 B 4.88 a, 1.08 B
GLN 87 116.8 8.72 174.9 53.6a,31.803,34.7y,179.06 5.47 a, 1.78 2, 1.78 B3, 2.30 y2, 2.25 v3, 6.99 112.8 €2
€21, 8.84 €22
PHE 88 120.1 9.05 1743 | 55.6 a,41.1 B, 134.0 81, 134.0 82, 133.1 5.25a,3.07 B2, 2.54 B3, 7.37 81, 7.37 82, 6.75
€l, 133.1€2,131.5¢ €l,6.75¢€2,7.01 ¢
LEU 89 129.5 9.00 176.6 552 0,423 B,27.8y,25.661,23.7352 4.85a, 1.52 32, 1.87 B3, 1.48 v, 0.84 61, 0.74 52
CYS 90 127.3 9.21 172.6 58.8 a, 30.5 B 5.13 a, 2.99 B2, 2.68 B3
ASP 91 119.9 8.41 175.9 54.6 a,43.0 B 4.52 a,2.94 32, 2.84 B3
ILE 92 118.6 8.30 177.9 65.5 a, 38.8 B,29.4v1,17.3 y2, 14.0 91 348 a, 1.66 B, 1.49 y12, 1.49 y13, 0.76 y2, 0.86 51
LYS 93 116.4 8.56 177.5 58.8 a,30.8B,23.5v,29.50,42.3 ¢ 411 a, 1.66 B2, 1.75 B3, 0.26 y2, 0.96 y3, 1.47 82,
1.39 83, 2.66 €2, 2.62 €3
HIS 94 115.7 7.88 178.4 57.8 a,33.6 B, 117.3 82, 140.3 €l 4.78 o, 3.20 B2, 3.15 B3, 6.98 82, 7.94 €1
VAL 95 108.6 8.16 177.1 61.1 a, 32.8B,23.0v1,19.0y2 4.80 o, 2.77 B, 1.00 y1, 1.03 y2
VAL 96 125.0 7.44 177.5 65.8 a,32.2B,21.5v1,21.0y2 3.99a,2.158,1.03v1, 1.07 y2
LEU 97 116.8 8.59 177.3 54.6 a,42.0 B,27.3 v, 25.5 81, 22.9 52 4.53 o, 1.70 B2, 1.59 B3, 1.65 v, 0.96 51, 0.86 52
TYR 98 119.5 8.18 172.1 | 64.9 a,36.9 B, 132.6 61, 132.6 82, 119.8 3.86 a, 2.91 B2, 3.15 B3, 6.71 81, 6.71 82, 6.63
€l, 119.8 €2 gl, 6.63 g2
PRO 99 n. z - 176.8 674 a,31.1B,29.5v,49.798 4.00 a, 1.89 2,2.31 B3, 2.20 y2, 1.88 y3, 3.97 62,
3.78 33
LEU 100 114.9 6.99 179.8 58.0,42.2B,27.3y,24.881,24.7382 3.93 a, 1.69 B2, 1.62 B3, 1.57 y, 0.89 81, 0.83 52
VAL 101 | 1204 | 7.65 178.2 65.8 0,31.9 8,202 y1,23.1y2 342 a,1.52B,0.42v1,0.58 y2
ALA 102 123.4 9.09 179.6 55.0a,18.1 3.69 a, 0.85 B
LYS 103 117.6 7.57 178.3 60.7 a, 32.2 3,25.8y,30.2 8,423 ¢ 3.46 a, 1.85 B2, 1.85 B3, 1.60 v2, 1.19v3, 1.74 32,
1.66 83, 2.90 €2, 2.90 €3
SER 104 113.8 7.17 176.6 61.5a, 63.0B 4.35 a, 4.00 B2, 4.00 B3
LEU 105 121.8 8.01 179.7 574 a,41.2 B,26.67,22.3 01, 25.3 82 4.20 o, 1.95 B2, 1.62 B3, 1.80 v, 0.97 51, 0.86 52
ARG 106 118.2 8.14 177.5 588 a,31.13,27.4v,43.89, 159.9C 4.09 a, 1.91 B2, 1.91 B3, 1.67 y2, 1.67 3, 3.17 82, 84.5¢

3.1783,8.74 ¢




Amino- Seiten-
saure Nr. N HN (6{0) Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N
ASN 107 117.9 7.78 176.2 542 a,384B,176.7 y 4.69 a, 2.90 B2, 2.90 B3, 7.62 621, 7.22 522 111.7 62
ILE 108 120.8 8.04 176.8 62.7 o, 38.5B,28.1y1,17.6y2, 13.7 81 4,10 a, 1.95 B, 1.25y12, 1.64 y13, 0.97 y2, 0.92 51
ALA 109 125.8 8.11 177.9 531,192 B 437 a,148 B
VAL 110 116.5 7.90 176.7 62.3 a,32.5B,20.6y1,21.3y2 4.24 a,2.23 B, 1.02y1, 0.99 y2
GLY 111 111.7 8.30 174.0 45.5 a, 4.01 a2, 3.96 a3
LYS 112 120.4 8.14 176.0 55.8a,33.5p3,24.87,39.06,42.1¢ 435 a, 1.67 B2, 1.80 B3, 1.38 y2, 1.38 y3, 1.65 32,
1.6583,2.98 €2, 2.98 €3
ASP 113 | 1232 | 849 | 1755 523 a,41.6 B 4.84 o, 2.77 B2, 2.60 B3
PRO 114 n. z. - 177.4 64.0 o, 32.2 B,27.47,51.08 4.41 a,2.32 B2, 1.95 B3, 2.02 y2, 2.02 y3, 3.89 682,
3.89 33
LEU 115 119.8 8.42 177.7 55.0a,41.5B,27.1y,25.181,23.182 429 a, 1.57 2, 1.70 B3, 1.59 vy, 0.90 51, 0.81 52
GLU 116 | 121.0 | 796 | 1774 57.7 a,30.0 B, 36.1 y 4.12 o, 2.05 B2, 2.05 B3, 2.26 2, 2.26 3
GLY 117 110.4 8.53 174.5 45.6 . 3.99 02,3.91 a3
GLN 118 119.2 8.11 n. z. 56.0 o, 29.5 B, 33.8 y, 180.2 & 435 a,1.96 B2,2.11 B3, 2.30y2,2.30 y3, 7.54 112.4¢2
€21, 6.86 €22
ARG 119 n. z. n. z. n. z. 4378 3.1362,3.0763,7.01 ¢
HIS 120 n. z. n. z. n. z. 59.0 a, 28.2 B, 120.1 52, 138.6 ¢l 4.49 a, 2.89 B2, 2.94 B3, 6.98 52, 7.75 €1
CYS 121 n. z. n. z. 177.7
CYS 122 120.9 8.02 n. z. 522 a,42.6 B 4.70 a, 2.61 B2, 2.48 B3
GLY 123 n. z. n. z. 174.2 45.4 a 3.98 02, 3.98 a3
VAL 124 119.7 8.04 176.3 62.8 a,32.6 B,21.2y1, 20.6 y2 4.07 a, 2.08 B, 0.92 y1, 0.91 y2
ALA 125 | 1269 | 842 | 177.8 53.0 o, 19.0 B 424 0,137P
GLN 126 118.9 8.22 n. z. 56.2 a,29.4B,34.0v,180.4 6 4.27 a,2.09 B2, 1.97 B3, 2.35v2,2.35y3,7.53 112.5 €2
€21, 6.87 €22
MET 127 n. z n. z n. z. 11.1¢ 2.06 ¢
ARG 128 | nz n.z 176.3 56.5a,31.1B,27.7y,43.38 429 o, 1.60 B2, 1.60 B3, 1.79 2, 1.79 3, 3.18 82,
3.18 83
GLU 129 121.4 8.45 n.z 56.9 a, 30.3 B, 36.3y 4.20 a, 1.89 B2, 1.95 B3, 2.20 y2,2.15y3




Amino- Seiten-
saure Nr. N HN (6{0) Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N
HIS 130 n. 7. n. Z. n. z. 56.4 a,31.2B,119.6 62, 138.6 €l 4.62 a, 3.11 B2,3.07 B3, 6.98 62, 7.75 €l
SER 131 n. z. n. z. n. z. 583 a,61.9PB 4.61 a,4.05p2,3.83 B3
SER 132 | n.z n. z. 175.4 58.2 a, 63.9 B 4.52 a,3.96 B2, 3.77 P3
LEU 133 126.8 9.62 178.0 55.6 a,42.5B,27.2y, 26.1 01, 23.4 52 4.35a,1.71 B2, 1.57 B3, 1.72 v, 0.83 51, 0.85 52
GLY 134 108.2 8.67 173.2 452 a, 3.92 a2, 3.69 a3
HIS 135 117.4 7.46 n. z. 54.8 a,33.4B,119.282,139.5 ¢l 4.80 o, 3.17 B2, 2.82 B3, 6.96 62, 7.82 €1
ALA 136 n. z. n. z. 179.7 55.6 0, 18.5B 422 a,1.52 B
ASP 137 117.9 9.04 179.1 56.0 a, 38.0 B 4.38 a,2.70 B2, 2.98 B3
LEU 138 123.0 7.98 178.8 57.0a,41.3 B,26.5y,25.261,22.0352 4.20 a, 1.96 B2, 1.96 B3, 1.86 v, 0.77 61, 0.82 52
ASP 139 120.8 8.56 179.2 57.7a,39.8 B 4.48 a, 2.72 32, 2.72 B3
ALA 140 122.1 7.93 180.5 552 0,179 B 419 a,1.57 B
LEU 141 119.1 7.39 178.4 569 a,42.2 B,26.7y,25.4561,24.5352 4.18 a, 1.89 32, 1.89 B3, 1.98 v, 1.08 61, 1.07 52
GLN 142 117.1 8.04 177.9 58.6 a,28.8B,34.2v,179.96 4.11 a,2.23 B2,2.18 B3,2.41y2,2.41v3,6.77 111.0 €2
€21,7.51 22
GLN 143 115.0 7.48 176.1 572 a,29.4B,34.0y, 180.3 6 4.15a,2.17 B2,2.09 B3, 2.48 y2,2.48 y3, 7.50 112.1 €2
€21, 6.86 €22
ASN 144 116.0 7.69 169.8 51.1a,39.7B,178.2 y 5.11 a, 2.71 B2, 2.66 B3, 7.71 821, 6.92 522 113.8 62
PRO 145 n. z. - 176.2 64.2 a,32.73,27.4v,50.08 4.58 o, 2.39 B2, 1.74 3, 2.09 y2, 2.02 v3, 3.63 52,
3.45 33
GLN 146 118.6 8.19 n. z 53.00,32.2B3,33.2y,180.7 6 4.81 a,2.28 B2,2.17 B3, 2.25y2,2.38v3, 6.75 111.8 €2
€21, 7.48 €22
PRO 147 n.z - 176.2 63.7 a,32.33,28.1v,50.78 4.41 a,2.38 32, 1.99 B3,2.12y2,2.12v3, 3.56 82,
3.67 33
LEU 148 118.1 7.21 175.0 52.5a,46.9 B, 26.5y,25.9 81, 22.9 52 4.85 o, 0.64 B2, 0.85 B3, 1.70 v, 0.35 51, 0.58 52
ILE 149 119.2 8.43 175.5 59.5 a, 40.3 B, 29.6 y1, 17.7 y2, 14.1 81 4.86 a, 1.59 B, 1.34y12,1.34v13, 0.71 y2, 0.83 51
PHE 150 122.9 8.87 174.9 56.1 a, 40.7 B, 133.8 61, 133.8 52, 132.4 5.79 a, 2.81 B2, 3.27 B3, 7.60 61, 7.60 562, 7.27
€l, 132.4¢€2,128.8 C €l,7.27¢€2,6.84 C
HIS 151 130.5 10.15 174.5 56.5a,32.9p,117.482,138.6 ¢l 5.06 a, 2.77 B2, 3.50 B3, 6.89 82, 7.51 ¢l




Amino- Seiten-
saure Nr. N HN (6{0) Ca, B, und andere Ha, B, und andere ketten
N
MET 152 | 1251 | 9.17 174.0 53.6 a,37.4B,33.1y,17.5¢ 5.43 a, 2.00 B2, 1.46 B3, 1.95v2,2.50v3, 0.31 €
GLU 153 122.4 9.00 175.2 53.90,31.6 3,354y 5.06 a, 1.89 2, 1.89 B3, 2.09 y2, 2.04 y3
MET 154 125.1 8.81 175.9 55.00,30.38,324y,179¢ 4.81 a, 1.97 B2,1.97 B3, 2.36y2,2.36y3,1.92 ¢
LEU 155 132.1 9.29 177.7 56.8 a,42.1B,27.2y,25.7981,22.7 382 4.53 o, 1.56 B2, 1.49 B3, 1.80 v, 0.68 51, 0.84 52
LYS 156 116.5 7.92 173.2 56.0 a,36.3B,24.9v,29.25,42.0¢ 4.67 a, 1.63 B2, 1.78 B3, 1.40vy2, 1.27 y3, 1.57 82,
1.57 63,2.85¢2,2.85¢€3
VAL 157 124.8 9.23 175.5 62.5a,33.6B,21.971,22.8y2 470 a, 1.79 B, 1.02 y1, 0.45 y2
GLU 158 | 1263 | 9.05 175.0 54.6 o, 34.0 B,37.6 v 476 o, 1.97 B2, 1.97 B3, 2.18 72, 2.18 3
SER 159 120.6 8.84 171.9 58.40,619P 4.43 a, 3.86 32, 3.82 B3
PRO 160 n. z. - 177.4 642 a,31.78,27.9y,50.56 4.29 a,2.29 B2, 1.95 B3, 2.04 2, 2.04 v3, 3.68 52,
3.75 33
GLY 161 110.4 8.44 175.6 454 q, 4.14 a2, 3.69 a3
THR 162 108.2 7.60 173.4 62.4a,70.3B,21.492 4.47 a,4.48 B,1.13y2
TYR 163 117.9 7.07 1743 | 54.7 a,40.3 B, 134.1 81, 134.1 82, 118.3 4.94 a, 3.02 B2, 2.75 B3, 6.89 1, 6.89 62, 6.79
el, 1183 ¢2 €l, 6.79 €2
GLN 164 121.9 8.72 175.5 55.7 a,29.5B,33.7y, 180.56 4.26 a,2.07 B2, 1.97 B3, 2.32y2,2.32y3, 7.68 113.1¢2
€21, 6.80 €22
GLN 165 125.0 8.64 174.6 559 a, 30.2 B, 34.0y, 180.6 6 439 a, 1.97 B2, 2.11 B3, 2.33 y2,2.33 y3, 7.60 112.5 €2
€21, 6.83 €22
ASP 166 128.2 8.15 180.9 56.0 a,42.2 B 4.39 a, 2.56 B2, 2.67 B3




Anhang 3: Strukturstatistik der 20 ausgewahlten Konformere von FKBP37.7"%,

Strukturstatistik

Gesamtanzahl der Aminosaurereste 165

Gesamtanzahl der Distanzlimits (restraints)
intraresiduell
sequenziell (Ji - j|=1)
medium-range (1 <Ji-j| <4)
long-range (Ji - j| > 4)

Gesamtanzahl der Distanzverletzungen >0.3 A

Gesamtanzahl der Distanzverletzungen >0.2 A
Maximale Distanzverletzung (A)

Ramachandran-Diagramm-Statistik (%0)

Aminoséurereste in favorisierten Bereichen
Aminoséurereste in zusétzlich erlaubten Bereichen
Aminoséurereste in noch erlaubten Bereichen
Aminoséurereste in nicht erlaubten Bereichen

Mittlere Abweichung (RMSD) von der gemittelten Struktur (A)

Peptidriickgrat * RMSD (Reste 3-110, 136-165)
Gesamtstruktur (auBer H) RMSD (Reste 3-110, 136-165)

* Aminosiurereste 2-110 und 136-165
°N, Ca, C und O

3678
577
987
724
1390

1

15
0,33

alle (Strukturiert?)

774 (81,8)
20,0 (17,3)
1,5 (0,7)
1,2 (0,2)

0,75+ 0,14
1,44 £0,15



Anhang 4-1: Uberlagerte "H/**N-HSQC-Spektren von FKBP37.7""% in An- (rot) und in
Abwesenheit von Hiss-HSP90B " (schwarz).
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Anhang 4-2: Uberlagerte "H/**N-HSQC-Spektren von FKBP37.7*"% in An- (rot) und in
Abwesenheit von Hise-HSP90B®"** (schwarz).
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Anhang 5: Vergleich der massenspektrometrisch identifizierten Peptide mit allen humanen Proteinen der Swiss-Prot-Proteindatenbank durch das
Program Scaffold. Bait 1-5 bezeichnet die Elutionsfraktionen (E1-E5) der Reinigung von FLAG-FKBP37.7'%° aus HEK293-Zellen. Co bezeichnet die
Elutionsfraktionen (E1-E5) der Parallelreinigung aus den nicht-iiberexprimierenden Kontrollzellen. Farbig hinterlegt ist die Anzahl der gefundenen Peptide
des entsprechenden Proteins in der jeweiligen Elutionsfraktion. a bzw. b bezeichnen die Auswertungen der Doppelbestimmung.
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| D -é z Cz ru: ‘D: - = oo PO &= = 2| = S| 3 2| = 3]
£ | £ MS/MS view: i 2 2 g ||l ||l @mlalalala|lala|lal~]a
# | £ | # Identified Proteins (59} £ 2 ElE|EZEl=s|l2 |2/ 3|5/ =2/=2(=2/8/cl8/818(81B818¢l%
1 Actin, cytoplasmic 1 0S=Homo sapi... sp|P60709]... 42kDa & 18 18 17 17 20 17 22 19 19 16 13 12 16 12 15 16 13 15 12 13
2 AH receptor-interacting protein 0S... sp|000170].. 38kDa 11 10 25 22 26 25 22 20 14 13 1
3 Keratin, type II cytoskeletal 1 05=H...sp |P04264].. 66kDa & 17 24 6 T T 10 20 T 30 3 8 14 12 25 3 26 16 12 20 18
4 Keratin, type I cytoskeletal 10 05=... sp|P13645]... 5%kDa & 18 12 2 4 2 7 19 6 18 10 4 10 17 17 12 13 7 13 13
5 Keratin, type I cytoskeletal 9 0S=H... sp|P35527].. ©2kDa & 3 14 3 5 4 6 11 4 16 1 6 13 1 13 1 15 4 4 14 13
-] ¥imentin 0S=Homo sapiens GN=¥IM...sp|PO8670]... 54kDa & 12 8 2 2 3 2 11 6 6 [i] 5 5 9 B8 10 T T 8 0 4
7 Keratin, type II cytoskeletal 2 epide... sp|P35908].. 655kDa & 10 5 2 3 2 T 13 3 11 T 10 6 6 10 12 T
8 Heat shock protein HSP 90-beta 05... sp|P08238|... &83kDa & 5§ 2 10 12 20 17 8 8 4 2 2 3 3 3 1 1 1 1
9 Heat shock cognate 71 kDa protein ... sp|P11142].. 7lkDa & 3 1 8 10 16 10 3 3 3 2 4 2 4 4 2 1 3 2 2
10 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 0S...sp|P0O8107].. 70kDa & 5 2 3 1 11 T 5 5 5 1 1 6 5 3 3 3 2 1
11 Elongation factor 1-alpha 1 0S=Hom...sp|P68104]... S0kDa 5 3 1 1 T [i] 5 4 5 3 1 5 5 4 4 5 3 1 3
12 Filamin-& 0S=Homo sapiens GN=FLM...sp |P21333]... 231 kDa 13 4 1 5 13 5 15 4 1
13 Heat shock protein HSP 90-alpha 05...sp|PO7900]... &5kDa & 2 6 7 14 9 4 6 3 1 1 1
14 Brain acid soluble protein 1 0S=Hom...sp|P80723]... =Z3kDa 5 5 1 2 3 1 4 2 1 4 5 6 4 6 3 2 3
15 Histone H4 DS=Homo sapiens GN=H... sp|P62805]... 11kDa 2 2 1 1 2 2 3 2 2 2 3 3 3 5 4 3 2 1 3
16 Fascin 05=Homo sapiens GN=FSCN1 ...sp|Q16658]... 55kDa 2 4 6 3 8 8 6 6
17 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase ... sp|P23284]... =z4kDa 4 2 1 1 4 4 5 3 2 4 3 4 3 3
15 Alpha-actinin-4 0S=Homo sapiens G...sp|043707].. 105kDa 10 6 1 1 6 1 10 2 1 0 2 2 2 1 2
19 Peroxiredoxin-1 0S=Homo sapiens ... sp|Q06830]... 22kDa 1 1 1 1 4 1 2 1 1 1 2 2 5 3 3 1 3 2 1
20 Calmodulin 0S=Homo sapiens GN=L... sp|P62158]... 17kDa 2 1 2 1 1 2 1 2 4 2 2 1 1
21 Histone H2A type 1 05=Homo sapie... sp|POCOS8]... 14kDa 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 3 2 2 2 2 1 1
2z Spectrin alpha chain, brain 0S=Hom... sp|Q13813]... 235kDa 2 1 5 7 2 4 1
23 High mobility group protein B2 05=... sp|P26583]... =4kDa 1 1 2 1 ] 3 4 2 2 2
24 Keratin, type I cytoskeletal 16 05=... sp|P08779]... 51kDa & 2 2 1 4 1 5 1 1 1 2
25 Caldesmon 05 =Homo sapiens GN=C... sp | QO05682]... 93kDa 0 1 1 1 1 5 3 2 2 1]
26 Histone H3.1 0S=Homo sapiens GN=_..sp|P68431]... 15kDa 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 2 1
27 Dermcidin 0S=Homo sapiens GN=DC...sp|P81605]... 11kDa 2 3 3 2 3 3
28 Cofilin-1 0S=Homo sapiens GN=CFL1...sp|P23528]... 19kDa 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 1 1 1
29 Drebrin 05=Homo sapiens GN=DBM1...sp|Q16643]... 71kDa 1 0 3 0 2 i} 3 2
30 Tubulin alpha-1B chain 05=Homo sa... sp|P68363]... S0kDa 1 2 1 4 2 2 2 1 -




Bio Sample 1
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# |2 |5 IdentifiedProteins(s9) __ __ _ | &£ _, .| £ |/ E/ B/ B8/ E /B /BB /28| EBIl3l¢glelegleleglelelslels
30 Tubulin alpha-1B chain 05=Homo sa...sp|P66363]... 50kDa 1 2 1 4 2 2 2 1
31 Keratin, type II cytoskeletal 6C 0S=...sp |P48668]... 60kDa & 3 1 6 1 1 1 1
3z Septin-2 05=Homo sapiens GN=SEP... sp|Q15019].. 4l1kDa & 2 5 4
33 Keratin, type II cytoskeletal 5 05=H...sp|P13647]... 62kDa & 1 4 0 1 1 1 1 1]
34 Prostaglandin E synthase 3 0S=Hom...sp|Q15185]... 19kDa 2 2 3 4
35 Thioredoxin 0S=Homo sapiens GN=... sp|P10599]... 12kDa 0 1 1 1 2 1 2 1 2
36 Histone H2B type 1-K 0S=Homo sapi..sp|060814].. 14kDa & 1 1 1 1 2 1 1 0
37 Proliferation-associated protein 2G4...sp | Q9UQ80][... 44 kDa 2 1 0 3 1 I} 1 1
33 Spectrin beta chain, brain 1 05=Ho... sp|Q01082].. 275kDa 1 3 2 2 1 1
39 DNA-{apurinic or apyrimidinic site) l... sp|P27695]... 36kDa 1 i} 2 1 0 1 2
40 Heterogeneous nuclear ribonucleop... sp|P61978]... S51kDa 2 1 1 0 1 2 1
41 Guanine nucleotide-binding protein ... sp|P62879]... 37kDa 3 1 2 1 2
4z Keratin, type I cytoskeletal 14 05=... sp|P02533].. S2kDa & 1 1 3
43 WD repeat-containing protein 1 05=..sp|075083]... &6 kDa 1 1 1 2 1 1
44 Septin-8 05=Homo sapiens GN=SEP... sp|Q92599].. 56kDa & i} 6
45 Septin-9 05=Homo sapiens GN=SEP... sp |Q9UHD&|... 65kDa & 3 4
46 Ezrin DS=Homo sapiens GN=EZR PE... sp|P15311]... &9kDa 1 1 2 1 1
47 Src substrate cortactin 05=Homo s... sp|Q14247].. 62kDa 2 2 1 1
48 Tubulin beta chain 05=Homo sapien...sp|P07437].. S0kDa 4 1 1
49 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase ... sp|P62937].. 15kDa 2 1 1 1
50 Coronin-1C 0S=Homo sapiens GN=C... sp|Q9ULY¥4].. 53kDa 2 1] 1
51 Keratin, type II cytoskeletal 8 05=H...sp|P05787].. S4kDa & 2 1 1
52 Hsp90 co-chaperone Cdc37 05=Ho... sp|Q16543].. #4kDa 3 I}
53 Suppressor of G2 allele of SKP1 hom... sp|Q9Y220]... 41kDa 3
54 405 ribosomal protein A 05=Homo ...sp | P08865].. 33kDa 2 1
55 605 ribosomal protein L18 05=Hom... sp|Q07020].. 22kDa 2 1
56 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase ... sp|Q9Y237]... 14kDa 2 1
a7 Guanine nucleotide-binding protein ... sp|P63244].. 35kDa 2 1
58 Keratin, type II cuticular Hb6 0S=Ho...sp|043790]... 53kDa & 3
59 Keratin, type I cuticular Hal 05=Ho... sp|Q15323].. 47kDa & 2
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