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1 Einleitung

1.1. Das Multidomdnen-FK506-bindende Protein 36

1.1.1. FK506-bindendes Protein 36

Bei Untersuchungen zur Aufklirung der molekularen Ursache des Williams Beuren Syndrom
(WBS) wurde das Chromosom 7 erstmals ndher untersucht [Ewart, et al, 1993; Clahsen &
Almazan, 1998]. Durch Men et al., [1998] wurde dabei im Lokus 7q11.23 dieses Chromosoms das
FKBP6 Gen, das fiir das FK506-bindende Protein 36 (FKBP36) kodiert, identifiziert. Eine Analyse
der Proteinsequenz ergab, dass FKBP36 Homologie zu FKBP51 und FKBP52 besitzt und damit
einer Proteinfamilie angehort, deren Mitglieder neben einer Peptidyl-Prolyl cis/frans Isomerase
Doméne vom FKBP-Typ auch sogenanten tetratricopeptid repeat (TPR)-Motive besitzen. WBS ist
ein dominant autosomaler Gendefekt, bei dem neben FKBP6 noch mindesten 16 weitere Gene auf
Chromosom 7 deletiert sein konnen. Die Symptome des WBS koénnen individuell sehr
unterschiedlich sein. Viele Patienten zeigen jedoch eine supravalvuldre Aortenstenose, faziale
Dysmorphien  (sog. Elfengesicht), = Hyperkalzemie, = mentale = Retardierung  und
Entwicklungsverzogerung [Morris, et al, 1988]. Um die physiologische Funktion von FKBP36
nidher zu charakterisieren, wurde von Crackower et al. [2003] eine FKBP36-defiziente Maus
erzeugt. Die Deletion des FKBP6 Gens flihrte zu keiner Symptomatik die flir Patienten mit WBS
charakteristisch ist. Weibliche FKBP36-defiziente Mause entsprechen vollkommen dem Wildtyp.
Bei minnlichen FKBP36-defizienten Méausen wird eine Verkleinerung der Hoden und Infertilitét
beobachtet. Eine Untersuchung der Ursache ergab ein Defizit an Spermatozyten nach dem
Pachytéin. Eine detaillierte Analyse zeigte, dass FKBP36 Bestandteil des synaptonemalen
Komplexes (SC) ist und in den Spermatozyten von FKBP36 defizienten Méusen eine erhohte
Anzahl von Chromosomenstrangbriichen und Fehlern bei der Homologenpaarung beobachtet
werden. Crackower ef al. [2003] postulierten deshalb eine Funktion von FKBP36 bei der Paarung
homologer Chromosomen. Weitere Untersuchungen zeigten, dass FKBP36 bei der korrekten
Ausbildung des X-Y Bivalents mitwirkt, weshalb eine spezifische Funktion bei der Paarung des X-

Y Bivalent wihrend der Meiose ménnlichen Nager wahrscheinlich ist [Koalas ef al., 2005].
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1.1.2. Meiose

Die Grundlage der Gametogenese und damit der geschlechtlichen Fortpflanzung wird durch eine
spezielle Form der Zellteilung gebildet: die Meiose [Kleckner, 1996; Svetlanov & Cohen, 2004].
Hierbei erfiillt die Meiose eine doppelte Funktion, da wéahrend des Prozesses die Chromosomenzahl
halbiert und durch inter- und intrachromosonale Rekombination eine erh6hte genetische Variabilitét
erzeugt wird. Die entstandene Vielzahl neuer Genkombinationen in den Nachkommen wird als
evolutiondrer Vorteil angesehen.

Der Verlauf der Meiose kann in zwei Teilschritte unterteilt werden. Zunichst werden wéhrend der
Reduktionsteilung die homologen Chromosomen separiert und anschlieBend in der
Aquationsteilung die Chromatiden getrennt. Die Aquationsteilung gleicht einer Mitose, wihrend die
Reduktionsteilung durch komplexe cytologische Ereignisse bestimmt wird, die spezifisch fiir
meiotische Zellen sind [Castro & Lorca, 2005].

Fiir die Bildung lebensfdhiger Gameten ist eine numerische Halbierung der Chromosomenzahl
wihrend der Reduktionsteilung nicht ausreichend, vielmehr ist die Entstehung genetisch
vollstdndiger Genome erforderlich. In der Evolution hat sich ein Prinzip entwickelt, bei dem sich
zundchst die homologen Chromosomen paaren (Synapsis), spater paarweise in die Metaphaseebene
anordnen und zu entgegengesetzten Polen wandern. Der wesentliche Schritt zur Einleitung dieses
Vorgangs ist in allen Eukaryonten die Paarung und homologe Rekombination der Chromosomen
wéhrend der Prophase I der Meiose [Cobb & Handel, 1998]. Die dabei ablaufenden Vorgénge sind
nur wenig verstanden. Sie konnen dennoch aufgrund mikroskopischer Beobachtungen in die
Stadien Leptotdn, Zygotdn, Pachytdn, Diplotin und Diakenese, unterteilt werden (Abbildung 1).
Charakteristisch fiir die einzelnen Stadien der Prophase I ist die Aus- und Riickbildung einer fiir die
Meiose spezifischen Struktur, dem SC. Der SC ist eine vorwiegend aus Proteinen aufgebaute
Struktur, die sich zwischen zwei homologen Chromosomen in allen eukaryontischen Spezies
ausbildet. Die Bildung des SC ist direkt mit dem Auftreten meiotischer Rekombination verbunden,
jedoch nicht essentiell fir Homologenpaarung und die Ausbildung von Doppelstrangbriichen
[Burgess, 2002; McKee, 1996; Page & Hawley, 2003].

Mit Hilfe der Charakterisierung von Organismen die eine Storung der Fertilitit aufzeigen gelang
nicht nur die Identifizierung zahlreicher Bestandteile des SC und des meiotischen Rekombinations-
apparats sondern auch weiterer Meiose bzw. Gametogenese-spezifischer Proteine [Ashley, 2004;
Eppig et al., 2005;]. Mittlerweile sind in der Literatur iiber 100 verschiedene Gendefekte in Mausen
beschrieben und teilweise funktionell charakterisiert [Eppig et al., 2005]. Beispielsweise bilden

Maiuse mit einem Defekt im Scp! Gen, das fiir das synaptonemal complex protein I kodiert, einen
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Chromosomenpaaarung wihrend der meiotischen Prophase 1.
Charakteristisch fiir das Pachytén ist der vollausgebildete synaptonemale Komplex bestehend aus lateral Element
(dunkel blau) und zentral Element (hell blau) sowie Rekombinationsknoten (griin).

fehlerhaften SC aus [DeVries ef al., 2005]. Dieser Defekt resultiert in einem Abbruch der Meiose in
der friihen Prophase. Interessanterweise gibt es einige Gene, die fiir die Meiose relevant sind und
deren Defekt nur in einem der beiden Geschlechter negative Auswirkungen auf die Fertilitét besitzt
[Handel & Eppig 1998; Hunt & Hassold, 2002; Morelli & Cohen, 2005]. Diese Gendefekte fithren
in dem jeweiligen anderen Geschlecht nur zu geringfiigigen Anderungen der Fertilitit. Diese
Tatsache wird als Hinweis auf geschlechtspezifische Vorginge wéhrend der Meiose angesehen.
Man glaubt, dass einige dieser geschlechtspezifischen Phinotypen auf Abweichungen in der
Regulation der Meiose bei weiblichen und ménnlichen Tieren zuriickgehen [Hunt & Hassold,
2002]. Eine weitere Ursache konnte die Funktion eines Proteins bei der geschlechtspezifischen
Paarung des X-Y Chromosomenpaares sein [Handel, 2004; Kolas et al., 2005; Morelli & Cohen,
2005]. So wurde gezeigt, dass Defekte in Genen wie z.B. FKBP6, BRCAI oder H2AX zu einer
fehlerhaften Ausbildung des X-Y Bivalentes fiihren und in einem Abbruch der Meiose und
Infertilitdt bei madnnlichen Méusen resultieren [Kolas et al, 2005]. Weibliche Tiere mit einem

Defekt dieser Gene sind jedoch fertil.

1.1.3. Die Peptidyl-prolyl cis/trans Isomerase Familie der FK506-bindenden Proteine

Peptidyl-prolyl cis/trans Isomerasen (PPlasen; EC: 5.2.1.8) katalysieren die Umwandlung zwischen
cis- und trans-Konformationen der Peptidbindung N-terminal zur Aminosdure Prolin in

Polypeptidketten [Fischer et al., 1984b; Schmid, 1993]. Derzeit sind drei Familien von PPlasen
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identifiziert: Cyclophiline (Cyp), FK506-bindende Proteine (FKBP) und Parvuline (Par) [Fischer et
al., 1989; Harding et al., 1989; Rahfeld et al., 1994].

Fiir FKBP Namens gebend ist die Interaktion vieler Vertreter dieser PPlase-Familie mit dem
Peptidmakrolid FK506. Diese immunsuppressive Substanz inhibiert hochspezifisch die katalytische
Aktivitét ihrer Bindepartner. Weiterhin wird durch die gemeinsame Oberfliche des FK506/FKBP-
Komplexes eine Interaktion mit der Proteinphosphatase Calcineurin und somit die
immunsuppressive Wirkung vermittelt [Liu et al., 1991].

Homologe Enzyme des prototypischen FKBP12 sind ubiquitdr verbreitet und evolutionir hoch
konserviert, was in vielen speziesiibergreifenden Analysen der Genfamilien belegt wird [Bell et al.,
2006; Galat, 2003; Luan, 1998; Maruyama et al., 2004; Romano et al., 2005;]. Durch zahlreiche
Strukturanalysen verschiedener Vertreter dieser PPlase-Familie wurde ein Aufbau der FKBP-
Domine aus einem fiinfstrangigen antiparallelen B-Faltblatt mit einer linkshédndigen Drehung und
einer kurzen Helix sowie einen hohen Gehalt an aperiodischer Struktur gezeigt [Craescu et al.,
1996; Liang et al., 1996; Maestre-Martinez et al., 2006; Michnick et al., 1991; Moore et al., 1991,
Wilson et al., 1995].

Einige Vertreter der FKBP bestehen aus mehreren Doménen. So ist das Auftreten mehrerer nicht
identischer FKBP-Dominen (z.B. FKBP52, FKBP65) im gleichen Protein beschrieben [Callbaut et
al., 1992; Coss et al., 1995]. Fiir diese Vertreter wurde gezeigt, dass die katalytische Aktivitét
hauptséchlich durch eine einzige PPlase-Doméne vermittelt wird [Chambraud ef al., 1993; Pirkl et
al., 2001]. Weiterhin sind Vertreter bekannt, die eine TPR-Domaine, bestehend aus drei TPR
Motiven, als C-terminale Erweiterung der ein oder zwei PPlase-Dominen aufweisen (z.B. FKBP52,
FKBP37.7). Stets enthalten FKBP mit TPR-Domaéne eine putative Calmodulinbindestelle, wobei
bisher fiir einige Vertreter nur eine Bindung in vitro an Calmodulin-Sepharose gezeigt wurde
[Massol et al., 1992; Kurek et al., 2002b]. Die Wechselwirkung in vivo mit Calmodulin wurde
erstmals fiir FKBP38 nachgewiesen und ferner die Beeinflussung der PPlase-Aktivitit von FKBP38
durch dieses Signalmolekiil in vitro gezeigt [Edlich et. al., 2005]. Andere FKBP die z.B. iiber eine
EF-Hand oder DNA-Erkennungsmotiv verfiigen, binden Ca’" (FKBP23) bzw. DNA (DmFKBP46)
[Alnemri et al., 1994; Mi et al., 1996; Nakamura et al., 1998]. Eine mogliche Auswirkung dieser
Interaktionen auf die PPlase-Aktivitit ist bisher nicht bekannt.

Die Vielgestaltigkeit der FKBP-Proteinfamilie impliziert Funktionsvielfalt. Die ubiquitire
Verbreitung dieser PPlase-Familie und die hohe Konzentration einiger Vertreten in Zellen weisen
auf essentielle Funktionen hin. Untersuchungen in S. cerevisiae haben jedoch gezeigt, dass unter
stressfreien Bedingungen FKBP fiir die grundlegenden zelluliren Funktionen der Hefe nicht

wesentlich sind. In S. cerevisiae konnten alle vier FKBP deletiert werden, ohne dass ein Effekt auf



Finleitung

das Uberleben der Zellen deutlich wird [Dolinski et al., 1997]. In hoheren Eukaryonten wurden sehr
spezifische zelluldre Funktionen fiir einige FKBP nachgewiesen. Beispielsweise 16st eine Deletion
von FKBP12 in Méusen schwere, teilweise letale Herzmuskeldefekte aus [Shou et al., 1998]. Als
Hauptursache dieses Defektes werden morphologische Verinderungen im Ca*" -Kanal RyR2, mit
dem FKBP12 assoziiert ist, angesehen.

Fiir FKBP52 wurde eine essentielle Funktion fiir die Fertilitit mannlicher und weibliche Miuse
gezeigt [Cheung-Flynn et al., 2005; Tranguch et al., 2005]. Die Sterilitit FKBP52 defizienter
Mause, beiderlei Geschlechts, kann auf Stérungen der durch FKBP52 regulierten Androgen- bzw.
Progesteronrezeptor vermittelten Genexpression und daraus resultierenden Missbildungen an Penis
bzw. Gebarmutter zuriickgefithrt werden. Weiterhin konnte fiir FKBP44 eine Funktion bei der
Entwicklung des Pigmentepithels der Netzhaut nachgewiesen werden [Sohocki et al., 2000]. Der
molekulare Prozess, an dem FKBP44 essentiell beteiligt ist, konnte bisher nicht aufgeklart werden.
Ausgehend von diesen Beobachtungen ist eine Funktion der Vertreter dieser PPlase-Familie in
distinkten Signaltransduktionsprozessen wahrscheinlicher als eine generelle Beteiligung an der

Proteinfaltung [Gothel & Marahiel, 1999].

1.1.4. TPR-Motive und TPR-Doméinen

Das tetratricopeptide repeat (TPR)-Motiv besteht aus einer wenig konservierten, 34 Aminosiuren
umfassenden Konsensussequenz [Blatch & Lassle, 1999; D'Andrea & Regan 2003; Lamb ef al.,
1995]. Die Konservierung beschréinkt sich auf GroBle und Hydrophobizitit einzelner Aminosauren,
deren Position innerhalb des Motivs streng festgelegt ist, dabei sind Aminosédurereste in Positionen
4,7,8,11,20,24,27,32 gegeniiber Aminosédureresten in anderen Positionen der Konsensussequenz
relativ hoch konserviert. Kristallstrukturanalysen verschiedener TPR-Motive zeigen, dass TPR-
Motive zwei antiparallel verlaufende a-Helices (A und B) bilden, die durch eine Loop-Struktur
verbunden sind [Das et al., 1998; Gatto et al., 2000; Scheufler et al., 2000]. Die Anordnung der
beiden Helices wird durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den konservierten
Aminosdureresten des TPR-Konsensusmotivs bestimmt. In Abbildung 2 sind der Aufbau eines
TPR-Motivs und die Lage seiner konservierten Aminosiurereste schematisch dargestellt.

In Proteinen sind meist mehrere TPR-Motive aneinander gereiht, wobei in Abhéngigkeit vom
betrachteten Protein 3 bis 16 solcher Motive entweder in direkter Abfolge oder von kurzen
Sequenzeinschiiben unterbrochen vorliegen konnen [Lamb et al., 1995; Blatch & Lassle, 1999;
Groves & Barford, 1999]. In allen bisher beschrieben Kristallstrukturen von eukaryontischen
Proteinen mit TPR-Motiven bilden 3 TPR-Motive eine Einheit [Cliff et al., 2006; Stanley et al.,

2007]. Dabei sind die einzelnen Motive so angeordnet, dass eine regelméfige Abfolge von anti-
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TPR2 } ‘ TPR3

TPR1

Abbildung 2: TPR-Motiv und TPR-Doméne: A: schematische Darstellung eines TPR-Motivs. Die beiden antiparallel
verlaufender a-Helices sind als Zylinder, unstrukturierte Bereiche als schwarze Linie dargestellt. Durch Kugeln ist die
Lage der konservierten Aminoséurereste der Konsensussequenz in Position 4 (Trp, Leu, Phe); 7 (Leu, Ile, Met); 8 (Gly,
Ala, Ser); 11 (Tyr, Leu, Phe); 20 (Ala, Ser, Glu); 24 (Phe, Tyr, Leu); 27 (Ala, Ser, Leu) und Position 32 (Pro, Lys,
Glu) angedeutet. B: Kristallstruktur (RCSB-Datenbank: 1ELW) der aus 3 TPR-Motiven aufgebauten N-terminalen
TPR-Doméne des Hop. Die A-Helices der einzelnen TPR-Motive sind in blau, die B-Helices in griin dargestellt. Fiir
viele TPR-Doménen konnte die Ausbildung einer siebenten Helix nach dem dritten TPR-Motiv gezeigt werden, die hier
grau dargestellt ist. In orange ist ein Peptidligand (mit der Sequenz GPTIEEVD)dargestellt.

parallel orientierten Helices resultiert. Durch Drehung der Helix-Achsen um einen Winkel von ca.
24° zueinander wird eine rechtsgewundene Superhelix ausgebildet, deren konkave Innenseite von
den A Helices der Motive gebildet wird. Die Innenseite der Superhelix bildet eine Bindetasche fiir
Interaktionspartner, wie z.B. Hsp90, Hsp70 oder Proteine mit Peroxisomenimportsequenz
(Abbildung 2) [Scheufler et al., 2000; Gatto et al., 2003].

Die von TPR-Motiven gebildeten Doménen vermitteln Protein-Protein-Wechselwirkungen in
Multiproteinkomplexen mit unterschiedlicher Funktion. Proteine mit TPR-Doméne wurden zuerst
als Komponenten des anaphase promoting complex (APC) [Hirano et al., 1990; Sikorski et al.,
1991] und des RNA-Syntheseapparates identifiziert [Sikorski et al, 1990]. Seitdem konnten
Proteine mit TPR-Domine auch in zahlreichen weiteren zelluliren Kontexten nachgewiesen
werden. Hierzu gehoren unter anderem der peroxisomale und mitochondriale Proteinimport [Gatto
et al, 2000; Pfanner et al., 2001], der NADPH-Oxidase Multiproteinkomplex [Lapouge, et al.,
2000] und Hsp70-Hsp90-Multiproteinkomplexe [Buchner, 1999; Pratt et al., 2004; Smith, 2004].
Am besten charakterisiert und verstanden sind die Proteine mit TPR-Doméne, die in Komplexen
mit den molekularen Chaperonen Hsp90 und Hsp70 gefunden werden. Der C-Terminus beider
Chaperone wird durch die geladene Aminosduresequenz EEVD gebildet und in der konkaven
Bindetasche der TPR-Domaéne fixiert [Scheufler et al., 2000]. Die Interaktion zwischen Chaperon

und TPR-Domine stabilisieren elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Peptidriickgrat,
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Seitenketten sowie dem C-terminalen Carboxylat des EEVD-Motivs. In zahlreichen Bindestudien
und Kristallstrukturen konnten die Aminosédurereste der TPR-Doméne, die an der Bindung an das
EEVD-Motiv der Chaperone beteiligt sind, identifiziert und bestitigt werden [Brinker et al., 2002;
Cliff et al., 2006; Russel et al., 1999; Scheufler et al., 2000; Ward et al., 2002; Wu et al., 2004]. Sie
sind iiber alle 3 TPR-Motive verteilt und stark konserviert. Im ersten TPR-Motiv sind Aminosduren
in Position 5 (Lys) und 9 (Asn); im zweiten Motiv Aminosduren 6 (Asn) und im letzten TPR Motiv
Aminoséduren 2 (Lys) und 6 (Arg) an der Bindung beteiligt. Des Weiteren existieren hydrophobe
Wechselwirkungen der TPR-Doméne mit Aminoséureresten, die sich N-terminal des EEVD-Motivs
befinden [Scheufler et al., 2000]. Diese tragen zur Stabilitit und Spezifitit der Interaktion bei, sind
jedoch nicht in allen Chaperon/TPR- Komplexen identisch, wodurch eine Selektivitidt zwischen den
Bindepartnern entsteht. Fiir TPR1, eine TPR-Doméne des Hsp organizing proteins (Hop) ist eine
Interaktion ausschlieBlich mit Hsp70 beschrieben [Brinker et al., 2002; Chen et al., 1996a; Demand
et al., 1998; Odunuga et al., 2003]. Fiir eine weitere TPR-Doméne dieses Proteins (TPR2A) wird
nur eine Bindung an Hsp90 gefunden [Brinker et al., 2002; Cheng et al., 1999a; Lassle et al., 1997].
Die TPR-Doménen anderer Proteine sind nicht strikt selektiv, so ist fiir Cyclophilin 40 und PP5
eine Interaktion mit beiden Chaperonen beschrieben [Carello et al., 2004; Cliff et al, 2006;
Hoffmann & Handschumacher, 1995].

Alle mit Hsp90 oder Hsp70 interagierenden Proteine mit TPR-Doméne sind Multidoménenproteine,
die entweder aus weiteren Proteininteraktionsdominen (TPR-Dominen, J-Doménen) oder
Doménen mit katalytischer Funktion (Phosphatase, PPlase oder Ubiquitin-ligase) aufgebaut sind
[Pratt & Toft, 1997; Smith, 2004;]. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber den Aufbau einige
Vertreter.

Im Komplex mit Chaperonen libernehmen die Proteine mit TPR-Doméne zahlreiche, nicht immer
vollstindig verstandene Funktionen. Sie vermitteln Interaktionen mit neuen Bindepartnern oder
beeinflussen bestehende Interaktionen innerhalb eines Multiproteinkomplexes. Dabei sind die
Funktionen von Proteinen mit TPR-Doméne, die in Steroidhormonrezeptorkomplexen vorkommen
am besten untersucht und verstanden [Pratt & Toft 1997]. In Séugern gibt es mehrere wirksame
Steroidhormone und korrespondierende, spezifische Rezeptoren [Baulieu et al., 1975]. Neben dem
Glucocorticoid-Rezeptor (GR) sind die Steroidhormon-Rezeptoren (SHR) der Sexualhormone
Ostrogen (Ostrogen-Rezeptor = OR) und Progesteron (Progesteron-Rezeptor = PR) niher
untersucht. Diese Rezeptoren sind allein nicht in der Lage, ihren Hormonliganden zu binden. Fiir
die Bindung eines Hormonliganden durchlaufen die Rezeptoren einen Aktivierungs- und Zerfalls-
zyklus, an dem je nach Reifungszustand Hsp90 oder Hsp70 enthaltende Multiproteinkomplexe ver-
schiedener Zusammensetzung beteiligt sind [Buchner, 1999; Ratajczak et al., 2003; Smith, 2004].
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weitere Interaktions-
Name Doménenaufbau partner im Funktion im Komplex
Chaperonkomplex
Hop*® | TPRI | TPR2A | TPR2B | Mittler zwischen Hsp70/Hsp90
PP5® | | — | - | SHR Dephosthoryherung des
ezeptors
Cyp40° | | Cvo | | TPR | SHR
d Einfluss auf Transport und
FKBP3I1 I e I e I = SHR Aktivitdt des Rezeptors
e Dynamitin Einfluss auf Transport und
FKBP FKBP TPR
FKBPS2 I I I SHR Aktivitdt des Rezeptors
£ [ TPR Einfluss auf Transport und
FRBP37.7 I I AHR Stabilitét des Rezeptors

Tabelle 1: Uberblick iiber den Domiinenaufbau, Funktionen und Interaktionspartner einiger Proteine mit TPR-
Domiine die in Proteinkomplexen mit Hsp90 bzw. Hsp70 gefunden werden. TPR: TPR-Doméne, PP: Phosphatase-
Doméne , Cyp: Cyclophilin-Doméne , FKBP: FKBP-Domine, SHR: Steroidhormon-Rezeptor; AHR:Arylhydrocarbon-
Rezeptor. * [Chen ef al., 1996a]; ° [Chen ef al., 1996b; Silverstein et al., 1997; Wang et al., 2007]; ° [Kieffer et al.,
1993]; d [Silverstein et al., 1999; Smith et al., 1993; Wochnik et al., 2005]; °[Tai et al., 1993; Wochnik et al., 2005];
Meyer et al., 1998; Meyer & Perdew, 1999;]

Ein frithes Stadium des Zyklus ist durch die Interaktion des Rezeptors mit Hsp70 und Hip, einem
TPR-Doménen Protein, gekennzeichnet. Die Bindung eines anderen TPR-Doménen Proteins Hop
fiihrt zur Bildung eines intermedidren Komplexes, der sowohl Hsp70 als auch Hsp90 beinhaltet. Die
Funktion von Hop besteht vermutlich darin, Hsp90 und Hsp70 zu verbinden, um so den Transfer
des Substrates zwischen den beiden Chaperonsystemen zu ermoglichen. Weiterhin konnte eine
Inhibition der ATPase Aktivitidt von Hsp90 durch Bindung an Hop gezeigt werden [Prodromou et
al., 1999; McLaughlin et al., 2002].

Nach Diffusion von Hop aus dem Komplex, wird dieses durch ein Immunophilin mit TPR-Doméne
(FKBP51, FKBP52, Cyp40) oder PPS ersetzt. In dieser Phase des Zyklus ist weiterhin p23 und
Hsp90 an den Rezeptor gebunden. Man spricht nun vom ,,reifen Komplex‘ [Buchner, 1999; Pratt &
Toft, 1997; Smith, 2004]. Der ,reife Komplex* ist unter physiologischen Bedingungen inhdrent
instabil und zerféllt mit einer Halbwertszeit von etwa 5 Minuten, falls keine Hormonbindung erfolgt
[Smith, 1998]. Nach der cytosolischen Bindung an ein Hormon wird der Rezeptor-Komplex einer
Reihe von Modifikationen unterzogen und migriert in den Kern, um dort einen Transkriptionsfaktor
zu bilden.

Die Aufgaben der einzelnen Immunophiline in dieser Phase des Zyklus sind vielfiltig, aber nur
teilweise verstanden. Verschiedene Studien belegen, dass préferentielle Bindungen zwischen
einigen Immunophilinen und Rezeptoren bestehen. Beispielsweise wird FKBP51 im reifen PR-
Komplex und im reifen GR-Komplex bevorzugt gegeniiber Cyp40 und FKBP52 gebunden [Nair et
al., 1997; Barent et al., 1998]. AuBlerdem besitzt der GR-Komplex eine hohere Affinitit zu FKBP52
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als zu Cyp40 [Owens-Grillo et al., 1995]. Im OR-Komplex wurde fast ausschlieBlich FKBP52 und
Cyp40 und kaum FKBP51 nachgewiesen [Barent ef al., 1998].

Diese Selektivitdt kann auf direkte Wechselwirkungen zwischen Immunophilin und Rezeptor
zuriickgefiihrt werden. So wurde eine direkte Interaktion zwischen dem GR und FKBP51 bzw.
FKBP52 nachgewiesen [Owens-Grillo et al., 1996, Silverstein et al., 1999]. Die Lokalisation dieser
Interaktionsstellen konnte bisher nicht weiter eingegrenzt werden. Einer Hypothese zufolge basiert
sie auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen einem Motiv (EDLTDDED) in der FKBP52
Sequenz und der NL1-Sequenz des GR [Baughman et al., 1995]. FKBP51 dagegen besitzt keine
entsprechende Region.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die beiden FKBP die Aktivitit des GR unterschiedlich
beeinflussen [Reynolds et al, 1999; Rigges et al., 2003]. So fiihrt die Uberexpression in Zellen
bzw. die Bindung von FKBP51 in den GR-Rezeptorkomplex zu einer Verringerung der GR-
Affinitdt zu seinem Liganden und zur Verringerung der transkriptionalen Aktivitit des Rezeptors
[Reynolds et al., 1999; Scammell et al.,, 2001]. Die Zugabe von Hormonen kann das Ablésen von
FKBP51 aus dem Rezeptorkomplex bewirken, wihrend andere Komponenten wie Hsp90, p23 und
FKBP52 auch unter diesen Bedingungen Bestandteile des Komplexes bleiben [Davies et al., 2002;
Smith et al., 1990]. Der Einfluss von FKBP52 auf die Aktivitit des GR wird in der Literatur
widerspriichlich diskutiert. Einige Studien zeigen keinen Einfluss von FKBP52 auf die
Rezeptoraktivitit, andere Gruppen belegen einen durch FKBP52 ausgelosten Anstieg der
Rezeptoraktivitit [Reynold er al., 1999; Rigges et al, 2003]. Neben der gegenséitzlichen
Beeinflussung der Aktivitit des GR durch FKBP51 und FKBP52 wird auch eine Regulation des
intrazellularen Transports des GR durch diese FKBP diskutiert [Wochnik et al., 2005]. Eine
Bindung der ersten FKBP-Domédne von FKBP52 an Dynamitin vernetzt den SHR-Komplex mit
dem Dyneingeriist der Zelle und scheint den Transport in den Zellkern zu vermitteln [Galigniana et
al., 2004; Silverstein et al., 1999]. Im Gegensatz dazu kann bei Uberexpression von FKBP51 kein
Transport des Komplexes beobachtet werden [Wochnik et al., 2005]. Eine mogliche Ursache dafiir
ist eine geringe Affinitdt der FKBP-Doméne des FKBP51 zum Dyneingeriist der Zelle.

Die Regulation der Aktivitidt und des Transports von Rezeptoren durch Immunophiline mit TPR-
Domiine kann nicht nur in Komplexen mit SHR beobachtet werden. Ahnliche Effekte sind auch fiir
FKBP37.7 und den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AHR) im Komplex mit Hsp90 beschrieben
[Galigniana et al., 2002; Kazlauskas et al., 2002], weshalb eine allgemeinen Funktion der
Immunophiline mit TPR-Motiv bei der Regulation des Transports, der Stabilitit und der Aktivitat
von Rezeptoren in Multiproteinkomplexen postuliert wird [Owens-Grillo ef al., 1995; Pratt et al.,

2004, Smith 2004].
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1.2. Interaktionspartner des FKBP36

1.2.1. Hsp90

Die Familie der Hsp90 Proteine gehort zu den molekularen Chaperonen. Molekulare Chaperone
interagieren selektiv mit aggregationsanfélligen Proteinen und treten dadurch direkt in Konkurrenz
zu Aggregationsreaktionen [Buchner, 1996; Walter & Buchner, 2002]. Chaperone beeinflussen nur
die kinetisch kontrollierte Konkurrenz zwischen Proteinfaltung und deren Nebenreaktionen wie
Aggregation, stellen jedoch keine sterische Information fiir die Faltung bereit [Jaenicke, 1993].

Die Chaperone der Hsp90 Familie sind hochkonserviert und besitzen Homologe in Eu- und
Prokaryonten [Buchner, 1999; Pratt und Toft, 1997]. Anhand von Sequenzvergleichen und
limitierter Proteolyse konnte gezeigt werden, dass Proteine der Hsp90-Familie aus drei Doménen
aufgebaut sind [Itoh & Tashima,1993; Nemoto ef al., 1997]. Dabei enthélt die N-terminale Domine
eine ATP-Bindetasche, die groBe Ahnlichkeiten mit der ATP-bindenden Dominen der GyraseB
besitzt, aber keine Verwandtschaft mit der ATPase-Doméne der Hsp70 Chaperone aufweist
[Prodromou et al, 1997]. Die Bindung und Hydrolyse von ATP fiihrt zu Anderungen in der
Struktur des gesamten Hsp90 Molekiils und ist essentiell fiir die Faltungsunterstiitzung der
Substrate [Csermley et al, 1993; Grenert et al., 1997; Obermann et al., 1998; Panaretou et al.,
1998).]. Fiir die Chaperon-Funktion von Hsp90 ist ferner eine durch die C-terminale Doméne des
Proteins vermittelte Dimerisierung notwendig [Nemoto et al, 1995]. Weiterhin vermittelt in
cytosolischen Hsp90-Vertretern aus Eukaryonten dieser Domédne eine Interaktion mit TPR-
Doménen [Young et al., 1993; Carrello et al., 1999]. Die mittlere Doméne wird durch ein 24 kDa
umfassenden Sequenzbereich zwischen N- und C-terminaler Doméne gebildet. In einigen
Mutagenesestudien und Strukturanalysen konnte ein Zusammenhang dieser Domine mit der
Substratbindung hergestellt werden [Basso et al., 2002; Fontana et al., 2002; Meyet et al., 2003;
Vaughan et al., 2006].

Am besten in ihrer Funktion charakterisiert sind cytosolische Hsp90-Vertreter aus Eukaryonten, die
ca. 1-2 % des Zellproteins ausmachen. Hsp90 gehort auch in Abwesenheit von Stressbedingungen
zu den am stérksten vertretenen Proteinen im Cytosol [Welch & Feramisco, 1982]. In Eukaryonten
sind zwei cytosolische Isoformen beschrieben, die redundante Funktionen besitzen und sich als
Folge verschiedener Stressoren sehr schnell im Zellkern ansammeln [Akner et al., 1992]. Im
Menschen handelt es sich um das konstitutiv exprimierte Hsp90p und das vorwiegend induzierbare
Hsp90a [Hickey et al., 1989, Zhang et al., 1999].

Neben der generellen Stabilisierung nicht nativ-gefalteter Proteine durch Chaperone ist Hsp90 an

der strukturellen Reifung unterschiedlicher regulatorischer Proteine wie z.B. SHR, AHR, Hitze-
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Schock-Faktor-1 (HSF-1), oder Tyrosinkinasen beteiligt. [Nair et al., 1996; Pratt & Toft, 2003;
Meier et al., 1998; Silverstein et al., 1998; Miyata et al., 2001]. Diese Proteine werden in der
Literatur als Hsp90-Substrate bezeichnet [Buchner, 1999; Pratt & Toft, 2003; Smith, 2004]. Fiir
eine Aktivierung der Hsp90-Substrate ist die ATPase-Aktivitidt von Hsp90 unerlédsslich [Obermann
et al., 1998; Panaretou ef al., 1998]. Das Ansamycinantibiotikum Geldanamycin verdringt ATP aus
seiner Hsp90-Bindetasche und hemmt die ATPase-Aktivitdt des Hitzeschockproteins [Dehner ef al.,
2003; Panaretou et al., 1998]. Eine solche Inhibition der ATPase-Aktivitidt von Hsp90 bewirkt die
Dissoziation von Hsp90/Multiproteinkomplexen und den Abbau von Hsp90-Substrate durch das
Proteasom. [Citri et al., 2002; Smith et al., 1995; Thulasiraman & Matts, 1996]. Da fiir viele der
Hsp90-Substrate eine onkogene Funktion nachgewiesen wurde, wird eine therapeutische Wirkung
des Geldanamycin gegenwirtig erprobt [Miyata, 2005].

Fiir die Aktivierung der Hsp90-Substrate sind weiterhin zahlreiche Kofaktoren notwendig. Diese
Kofaktoren konnen aufgrund ihrer verschiedenen Funktionen in unterschiedliche Gruppen eingeteilt
werden. Einige Kofaktoren beeinflussen die Bindung oder die Freisetzung der Hsp90-Substrate z.B.
durch Regulation der ATPase-Aktivitdt des Chaperons [Prodromou, ef al., 1999; Sullivan et al.,
1997; Grenert et al., 1999]. Hierzu gehoren z.B. p23, Hop und CDC37. Fiir Hop und CDC37 wurde
die Inhibition der ATPase-Aktivitdt von Hsp90 und damit eine Hemmung der Substratfreisetzung
gezeigt [Prodromou et al., 1999, Siligardi et al., 2002]. p23 hingegen fordert die durch ATP-
Hydrolyse ausgeldste Substratfreisetzung von Hsp90, ohne die ATPase Aktivitit von Hsp90 zu
stimulieren [Young & Hartl, 2000].

Eine weitere Gruppe von Hsp90-Kofaktoren {ibt Einfluss auf die Hsp90-gebundenen Substrate aus.
Hierzu gehoren Proteine mit TPR-Domine, die eine weitere katalytische Doméne besitzen wie
beispielsweise CHIP, FKBP52 oder PPS. Fiir die PP5 wurde die Dephosphorylierung und
Inaktivierung des Hsp90-Substrates GR gezeigt [Wang et al., 2007].

Einer dritten Gruppe von Hsp90-Kofaktoren konnen Proteine zugeordnet werden, die aus mehreren
TPR-Doménen oder einer Kombination aus TPR und J-Doméinen aufgebaut sind. Proteine wie z.B.
Hop, TPR2 oder TOM34 besitzen das Potential, gleichzeitig an Hsp70 und Hsp90 zu binden und
einen Substrataustausch zwischen beiden Chaperonen zu vermitteln [Chang et al., 1997; Johnson et

al., 1998].

1.2.2. Hsp72

Hsp72 gehort zu den Chaperonen der Hsp70-Protein Familie. Diese Familie ist die umfangreichste
Familie unter den Chaperonen, mit homologen Proteinen in allen Eukaryonten und vielen

Prokaryonten. Im menschlichen Genom wurden bisher mindestens dreizehn Gene identifiziert, die
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fiir ein Hsp70-Protein kodieren [Mues et al., 1986; Pongrac et al., 2004; Scherer et al., 2003;
Strausberg et al., 2002; Tavaria et al., 1996]. Zwei dieser Gene (HSPA2 und HSPA1L) werden
spezifisch im Hoden exprimiert und kodieren Hsp72 und Hsp70L [Eddy, 1999; Son et al., 1999;
Zackeri & Wohlgemuth, 1987]. Die Expression beider Proteine erfolgt konstitutiv und ist
wesentlich fiir die ménnliche Fertilitit. Andere Mitglieder der Hsp70 Proteinfamilie wie z.B. Hsc70
und Hsp71 werden ubiquitdr in allen Geweben und Zelllinien exprimiert [Christians et al., 2003;
Daugaard, et al., 2007; Krone et al., 2004]. Dabei koénnen konstitutiv exprimierte Proteine wie
Hsc70, von Hsp70 Vertretern, deren Expression durch Stress induziert wird, wie z.B. Hsp71,
unterschieden werden.

Alle Mitglieder der Hsp70-Proteinfamilie sind aus einer nukleotidbindenden Doméne (44kDa) und
einem proteinbindenden Bereich (25 kDa) aufgebaut [Mayer & Bukau, 2005]. Durch
Sequenzvergleich und Proteolyse konnte gezeigt werden, dass der proteinbindende Bereich in eine
stark konservierte, substratbindende Doméne (15 kDa) und eine variablere C-terminale Doméne (10
kDa) aufgeteilt werden kann. Das Bindemotiv der substratbindenden Doméne scheint ein kurzer
linearer Abschnitt mit hydrophoben Aminosduren im Substratprotein zu sein [Blond-Elguindi ef al.,
1993; Riidiger et al, 1997; Zhu et al, 1996]. Die C-terminale Doméne cytosolischer
eukaryontischer Hsp70-Proteine interagiert mit TPR-Doménen [Liu et al., 1999; Van der Spy et al.,
2000]. Die Bindung von Hsp70 an TPR-Dominen wird durch ein geladenes EEVD Sequenzmotiv,
analog zur Wechselwirkung zwischen TPR-Doménen und Hsp90, vermittelt [Scheufler et al.,
2000].

Die nukleotid- und substratbindende Doméne von Hsp70-Proteinen beeinflussen sich kooperativ in
thren Aktivititen [Buchberger ef al., 1994; Mayer & Bukau, 2005]. ATP-Bindung und -Hydrolyse
in der nukleotidbindenden Doméne verursachen strukturelle Verdnderungen im ganzen Protein, die
auch Anderungen in der Affinitit zum Substrat zur Folge haben [Mayer & Bukau, 2005]. Im ATP-
gebundenen Zustand liegen Hsp70-Proteine in der so genannten ,,offenen” Konformation vor. In
diesem Zustand erfolgt nur eine tempordre instabile Bindung an Substrate [Mayer et al., 2000].
Durch ATP-Hydrolyse wird Hsp70 in die ,,geschlossene® Konformation {iiberfiihrt, in der die
Substrate nur langsam gebunden und entlassen werden. Analog zum Hsp90 wird auch der
Reaktionszyklus von Hsp70 durch eine Reihe von Kofaktoren, die die ATPase-Aktivitit oder den
Nukleotidaustausch stimulieren, reguliert. Fiir den prokaryontischen Hsp70-Vertreter DnaK ist
neben der ATPase-Aktivitit auch die Beschleunigung der cis/trans Isomerisierung von sekundéren
Amidpeptidbindungen bechrieben [Schiene-Fischer et al., 2002].

Fir alle Proteine der Hsp70-Familie wird eine Funktion bei der Vermeidung von

Proteinaggregationen in der Zelle vermutet [Hartl & Hayer-Hartl, 2002]. Fiir einige Hsp70-Proteine
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wurden zusitzliche spezielle Funktionen wihrend einer Vielzahl von zelluldren Prozessen gezeigt.
Das konstitutiv exprimierte Hsc70 ist z.B. an der Translokation von Proteinen durch Membranen,
der strukturellen Reifung von Rezeptoren und an der Dissemblierung von Clathrin-bedeckten
Vesikeln beteiligt [Pratt & Toft, 2003; Sousa & Lafer, 2006]. Hsp72 wird im Hoden exprimiert und
besitzt dort spezifische Funktionen wéahrend der Prophasel der Spermatogenese [Dix et al., 1997].
Fiir Hsp72 wurde eine Beteiligung an der Dissemblierung des synaptonemalen Komplexes und der
Aktivierung der Kinaseaktivitit des CDKI1 unter Ausbildung des CDK1/CyclinB1-Komplexes
nachgewiesen [Zhu et al., 1999].

1.2.3. Die schwere Kette von Clathrin

Clathrin ist ein heterohexamerer Komplex, der durch die Zusammenlagerung von drei Molekiilen
der schweren Clathrin-Kette (kurz CLH) mit jeweils einem gebundenen Molekiil der leichten
Clathrin-Kette (CLL), gebildet wird [Kirchhausen & Harrison, 1981].

Die CLC umfasst 1094 Aminosduren und ist aus drei Dominen aufgebaut [Kirchhausen &
Harrison, 1984; Nathke et al., 2002]. Die globuldre Doméne am N-Terminus (N-terminale Doméne)
ist die Bindungsstelle fiir Proteine mit dem aus polaren (p) und hydrophoben (¢) Aminosduren
aufgebauten Clathrin-Box-Motiv: pLepep [te Haar ef al., 1998; Lafer, 2002; Owenet et al., 2004].
Beispielsweise wurde fiir f-Arrestin, Adaptin, Auxilin oder Epsin eine direkte Interaktion mit CLH
gezeigt [Drake et al., 2000; Goodman et al., 1997; Lindner & Ungewickel, 1991]. Weiterhin
vermitteln diese Proteine Interaktionen zu weiteren Bindepartnern und Beeinflussen den
strukturellen Status des gesamten Clathrin Hexamers [Lafer, 2002]. Der mittlere Bereich der CLH
wird durch die distale und proximale Doméne gebildet. Diese Doménen sind aus 35 Clathrin-
spezifischen Helix-loop-Helix Motiven, die eine Superhelix formen, aufgebaut und haben
vorwiegend Struktur-vermittelnde Aufgaben [Smith & Pearse, 1999]. Die Funktion dieses
Bereiches wird durch die Bindung der CLL an der proximalen Doméne negativ beeinflusst [Ybe et
al., 1998]. Am C-Terminus der CLH befindet sich der Bereich, der die Trimerisisierung der CLH
vermittelt [Liu ef al., 1995].

Das Heterohexamer Clathrin in seiner monomeren Form wird auch als Triskelion bezeichnet und ist
in vitro, bei sauren pH-Wert in der Lage durch einen ,, Selbstassemblierungsprozess ” ein
polyedrisches Geriist, den ,,Clathrin-Kéfig®, zu bilden [Keen et al., 1979]. In vivo sind an der
Ausbildung dieser Strukturen Adaptinkomplexe beteiligt [Maldonado-Baez & Wendland, 2006].
Adaptine verbinden Clathrin mit membrangebundenen Rezeptoren und induzieren die

Assemblierung der Triskelion zu einer Kafigstruktur, die ein Membranvesikel umschlie3t. Nach
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Verlassen der Membran wird die Clathrin-Hiille in einem ATP und Hsc70 abhingigen

Dissemblierungsprozess vom Vesikel entfernt [Prasad et al., 1994].

Triskelion Clathrin “Kifig”
Adaptine
(saurer pH, Ce™)
Y —

1 ¢ -
Y > Hsp70

(basischer pH, Tris)

N-terminale C-terminale
Domiine Domiine

1 494 1074 1550 1675

distale Domiine | proximale Domiine

Abbildung 3 : Schematische Darstellung von Clathrin als Triskelion und der daraus gebildeten Clathrin
Kifigstruktur. Der strukturelle Status von Clathrin (Triskelion oder Kéfig) wird in vivo durch Adaptine bzw. Hsp70
reguliert (In vitro kann dies durch pH-Wert Anderung und Zugabe von Ca®' und Tris simuliert werden). Clathrin wird
aus 3 leichten Clathrin-Ketten (rot) und 3 schweren Clathrin-Kette (schwarz/tiirkis) gebildet. Der Doménenaufbau der
schweren Clathrin-Kette ist unter der Triskelion-Form des Clathrin dargestellt. Die Nummerierung entspricht den
Aminoséuren, die die Motive begrenzen.

Die Clathrin-vermittelte Vesikelbildung ist an mehreren intrazelluldiren Transportwegen mit
unterschiedlichen Donor- und Akzeptormembranen beteiligt [Royle, 2006]. Sie wurde insbesondere
bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose, sowie der Abschniirung von Transportvesikeln vom trans
Golgi-Netzwerk zu lysosomalen und endosomalen Kompartimenten nachgewiesen.

Neuere Untersuchungen zeigen das CLH neben seiner Funktion beim intrazelluldren Transport auch
eine Rolle bei der mitotischen Zellteilung besitzt [Royle et al., 2005; Tahara et al., 2007]. In der
Mitose ist der Clathrin-vermittelte Transport herabgesetzt [Warren ef al., 1993] und CLH kann als
Bestandteil der Mitosespindel nachgewiesen werden [Mack & Comton, 2001; Okamoto et al.,
2000]. Clathrin scheint wesentlich fiir die korrekte Zusammenlagerung und Trennung der

Chromosomen zu sein [Royle ef al., 2005].

1.2.4. GAPDH

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, EC 1.2.1.12) ist ein ubiquitér verbreitetes
Enzym der Glykolyse [Sirover, 1997]. Das Homotetramer der GAPDH katalysiert die oxidative
Phosphorylierung von Glycerinaldehyd-3-phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat. Dabei kommt es zur
Hydridiibertragung auf das Coenzym NAD". Ein GAPDH-Monomer besteht aus zwei Dominen mit
unterschiedlichen spezifischen Funktionen: Die Aminosduren von Position 1 bis Position149 sind
hauptsdchlich an der Nukleotidbindung beteiligt, wihrend die Aminosduren ab Position 150 bis
Position 334 die Substratbindung und die Katalyse vermitteln [Nagradova, 2001].
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Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass GAPDH neben der generellen Funktion in der
Glykolyse auch an vielen weiteren zelluldren Prozessen beteiligt ist [Sirover, 1999; Chuang et al.,
2005; Hara et al., 2006; Hara & Snyder, 2006]. Mit der Anderung der Funktion ist oft ein Wechsel
der subzellularen Lokalisierung vom Cytoplasma in den Kern oder an die Zellmembran verbunden
[Mazzola & Sirover, 2002]. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass membranassozierte
GAPDH die Fusion von Membranen vermittelt und eine Lokalisation von GAPDH im Zellkern mit
sehr unterschiedlichsten Funktionen verbunden werden kann [Morero et al., 1985; Sirover, 2005].
Beispielsweise wurde fiir diese Dehydrogenase eine Uracil-DNA-Glycosylase-Aktivitit, die an der
Reparatur von DNA beteiligt ist, nachgewiesen [Meyer-Siegler et al., 2001; Vollberg et al., 1989].
Weiterhin interagiert GAPDH mit spezifischen Ribonukleinsduren und ist am Export von mRNA
und tRNA aus dem Zellkern beteiligt [Schultz ef al., 1996; Singh & Green, 1993].

Im Fokus der aktuellen GAPDH Untersuchungen steht die Interaktion mit dem B-Amyloid
precusrsor protein (BAPP) bzw. dem Huntingtin-Protein und die Mdglichkeit einer Funktion bei

neurodegenerativen Erkrankungen [Schulze ef al., 1993; Burke et al., 1996].
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1.9. Ziele der Arbeit

FKBP36 ist cine von sieben humanen PPlasen mit TPR-Doméne, iiber die in der Literatur bisher
nur genetische und immunhistochemische Untersuchungen beschrieben sind. Damit ist FKBP36 als
einzige PPlase mit TPR-Doméne nicht ndher proteinbiochemisch untersucht. Als erstes Ziel dieser
Arbeit sollte die proteinchemische Charakterisierung dieses Proteins erfolgen. Grundlage hierfiir
sollte die Etablierung eines FKBP36-Expressionssystems und die Préparation von funktionellem
Protein sein.

Mit Hilfe von FKBP36-defizienten Médusen wurde eine Beteiligung des Proteins bei der Paarung
homologer Chromosomen in der Meiose gezeigt [Crackower et al., 2003]. Diese Funktion von
FKBP36 bedingt eine Expression des Proteins in Hoden und eine Lokalisation im Zellkern. Um
eine Expression des Proteins in weiteren Geweben von Sdugern bzw. eine Lokalisation in anderen
Kompartimenten von Hodenzellen zu untersuchen und damit Riickschliisse auf weitere Funktionen
des Proteins zu gewinnen, sollte ein Antiserum hergestellt werden, das die spezifische Detektion
von FKBP36 ermoglicht.

Die physiologische Bedeutung von PPlasen mit TPR-Domine ist hiufig mit Proteininteraktionen in
Hsp90-enthaltenden Multiproteinkomplexen verbunden. Obwohl sich die zelluldren Funktionen der
PPlasen mit TPR-Domédnen deutlich unterscheiden, ist der Aufbau der gebildeten
Multiproteinkomplexe sehr dhnlich. Deshalb sollten fiir FKBP36 Wechselwirkungspartner in
Hodenzellen aus Nagern identifiziert werden. Durch Eingrenzen der an den Interaktionen
beteiligten Proteinbereiche sollten erste Einblicke in den Aufbau der von FKBP36 gebildeten
Komplexe gewonnen werden, und mit bisher erforschten Multiproteinkomplexen, an denen PPlasen

mit TPR-Domine beteiligt sind, verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Materialien

Alle Chemikalien hatten mindestens den Reinheitsgrad pro analysis und wurden, sofern nicht

anders angegeben von den Firmen Sigma (Miinchen), Serva (Heidelberg) oder Roth (Karlsruhe)

bezogen.
Chemikalien und Verbrauchsmaterialien Hersteller /Vertrieb
Agar AppliChem (Darmstadt)
Agarose Invitrogen (Karlsruhe)
Antibiotika Roche Diagnostics (Mannheim)
ATP Amersham Pharmacia (Freiburg)
Complete® EDTA frei Roche Diagnostics (Mannheim)
dNTP Mix peqlab (Erlangen)
FK506 Fujisawa (Miinchen)
Hefeextrakt Select 150 Invitrogen (Karlsruhe)
IPTG AppliChem (Darmstadt)
Milbona Milchpulver Lidl UK (London, GB)
Nitrozellulosemembran Pall Gelman (Dreieich)

Pepton Select 150

Invitrogen (Karlsruhe)

Sterilfilter 0,2 uM

Schleicher + Schiill (Dassel)

Sterilfilter 70 uM

Invitrogen (Karlsruhe)

VivaSpin (6 kDa Membran)

Sartorius (GOttingen)

Enzyme Hersteller /Vertrieb
Chymotrypsin Merck Eurolab (Darmstadt)
GAPDH aus Kaninchen Sigma (Miinchen)

Pfu DNA Polymerase Stratagene (La Jolla, USA)
Pfx DNA Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs (Frankfurt)

T4-DNA-Ligase

New England Biolabs (Frankfurt)

Tag DNA Polymerase peqlab (Erlangen)

Thrombin Sigma (Miinchen)

Trypsin Invitrogen (Karlsruhe)
Antikorper Hersteller /Vertrieb

Anti-AP2 Sigma (Miinchen)

Anti-CLH BD Biosciences (San Jose, USA)
Anti-FKBP36 pab Productions (Hebertshausen)
Anti-GAPDH Abcam (Cambridge, UK)
Anti-GST Sigma (Miinchen)

Anti-Hisg Qiagen (Hilden)

Anti-Histon

New England Biolabs (Frankfurt)

17




Material und Methoden

Antikorper

Hersteller /Vertrieb

Anti-Hsp90

SANTA CRUZ Biotechnology (Santa Cruz, USA)

Anti-IgG Kaninchen FITC Konjugat

Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, USA)

Anti-IgG Kaninchen HRP Konjugat

Sigma (Miinchen)

Anti-IgG Kaninchen Rhodamin Konjugat

Rockland Immunochemicals(Gilbertsville, USA)

Anti-IgG Maus FITC Konjugat

Rockland Immunochemicals(Gilbertsville, USA)

Anti-IgG Maus HRP Konjugat

Rockland Immunochemicals(Gilbertsville, USA)

Anti-IgG Maus Rhodamin Konjugat

Sigma (Miinchen)

Molekulargewichtsstandards

Hersteller /Vertrieb

100 bp DNA Standard

Qiagen (Hilden)

1 kb DNA Standard

New England Biolabs (Frankfurt)

Proteinstandard (10 kDa)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Proteinstandard (bunt )

peqlab (Erlangen)

Reagenzienzusammenstellungen (Kits) Hersteller /Vertrieb
OIAquick® Gel extraction kit Qiagen (Hilden)
OlIAprep” spin miniprep kit Qiagen (Hilden)
OlIAprep® spin maxiprep kit Qiagen (Hilden)

ECL® Western blotting analysis system

Amersham Pharmacia (Freiburg)

Quick Change Site Directed Mutagenesis"

Stratagene (La Jolla, CA)

BCA Protein Assay Kit

Pierce (Rockford, USA)

Perfectly Blunt cloning kit™

Novagen (Madison, USA)

High Pure® PCR product purification

Roche Diagnostics (Mannheim)

Plasmide Bezugsquelle
pSTBlue-1 Novagen (Madison, USA)
pET28a Novagen (Madison, USA)
pGEX-4T-1 Amersham Pharmacia (Freiburg)
pcDNA3.1+ Invitrogen (Karlsruhe)
pMS-Hsp72 Markus Liebscher (MPI, Halle)
pET-Hsp72 Markus Liebscher (MPI, Halle)
E.coli Stamm Genotyp Bezugsquelle
supE44 DlacU169 (f80 lacZDM15) hsdR17 .
DH>a recAl endAlgyrA96 thi relAl Novagen (Madison, USA)
BL21 (DE3) hsdSg (r5" mg") gal dem (Aclts857 ind1 Sam7 Stratagene (La Jolla, CA

nin5 lacUVS5-T7 genel)

BL21 (DE3) Codon | F-ompT hsdS(rg— mp—) decm+ Tet' gal A

Stratagene (La Jolla, CA

plus RIL (DE3) endA Hte [argU ileY leulW Cam']
BL21 (DE3) Codon | F-ompT hsdS(rg— mp—) dem+ Tet' gal A
plus RP (DE3) endA Hte [argU proL Cam'] Stratagene (La Jolla, CA

F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dem (DE3)

Rosetta (DE3) pRARE2 (CamR) Novagen (Madison, USA)
F-araD139A(argF-lac)U169 rspL150 relAl .
MC4100 fIbBS301 frud25 deoCl ptsF25 ADnaK52::cat I\H/I;rf;‘s Liebbscher (MPL,

sidB1
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Primer Sequenz
FKBP36 Bam3' GATTGGATCCCAACTTTCTCCTGCTGTAGAACC
FKBP36 Eco 5’ GATCGAATTCGGCAGCTAGGACATGGG
FKBP36 Eco36 5’ GATCGAATTCACTCCGGAGTCCTCATGG
FKBP36M94W 5’ CATTGTGGGGCTGGGAGCTGGGCCTTCTG
FKBP36M94W 3’ CAGAAGGCCCAGCTCCCAGCCCCACAATG
FKBP36 R81F 5’ CTTTAGGAAAACTCCTTTCCTAATGAAACTTGGAG
FKBP36 R8I1F 3’ CTCCAAGTTTCATTAGGAAAGGAGTTTTCCTAAAG
FKBP36 R81L 5’ CTTTAGGAAAACTCCTCTGCTAATGAAACTTGGAG
FKBP36 R81L 3' CTCCAAGTTTCATTAGCAGAGGAGTTTTCCTAAAG
FKBP36stren Eco 5° GTAGGAATTCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAA
SHeEp Beo TGGGGGGAAGC
FKBP36 Xho 3’ GACTCTCGAGTCAACTTTCTCCTGCTGTAGAAC
FKBP36 Xho298Stop 3’ CAACCCTTCAATCATGACATCAATAATGAGCTG
FKBP36 Xho286Stop 3’ GAACGAATTCATGGCACCCCCTGAAGAG
His Kpn 5' GATCGGTACCATGGGCAGCAGCCATCA
Hsc70C10 Eco 5’ GATCGAATTCATGCTTGAGTCCTATGCCTTC
Hsc70C10 Xho 3° GATCCTCGAGTTAATCAACCTCTTCAATGGTG
Hsp70LC10 Eco 5’ GATCGAATTCATGCTGGAGTCCTATACCTAC
Hsp70LC10 Xho 3° GAGCCTCGAGTTAATCTACTTCTTCAATTGTGG
Hsp71C10 Eco 5’ GATCGAATTCATGCTGGAGTCCTACGCC
Hsp71C10 Xho 3° GATCCTCGAGCTAATCCACCTCCTCAATG
Hsp72C10 Eco 5° GCTCGAATTCATGCTGGAGTCCTATAC
Hsp72C10 Xho 3’ CTAGCTCGAGTTAGTCCACTTCTTCGATGG
Hsp90C90 Eco 5’ GATCGAATTCATGGCAGCAAAGAAACACCTG
Hsp90C90 Xho 3° CTAGCTCGAGTTAGTCTACTTCTTCCATGCG
Konstrukt verwendete Primer Vektor
FKBP36 Eco 5°
FKBP36 FKBP36 Xho 3’ pET28a
) FKBP36 Eco 5°
Hiss-FKBP36 FKBP36 Xho 3’ pET28a
) FKBP36 R81L 5°
Hiss-FKBP36R&1L FKBP36 RS1L 3' pET28a
. 1-145 FKBP36 Eco 5°
Hiss-FKBP36 FKBP36 Xho145Stop 3’ pET28a
. 36-327 FKBP36 Eco36 5°
Hiss-FKBP36 FKBP36 Xho 3’ pET28a
. 145-327 FKBP36 Ecol45 5’
Hiss-FKBP36 FKBP36 Xho 3’ pET28a
FKBP36strep Eco 5’
Strep-FKBP36 FKBP36 Xho 3’ pET28a
FKBP36 Eco 5’
GST-FKBP36 FKBP36 Xho 3’ pGEX-4T-1
FKBP36 R8IL 5’
GST-FKBP36RS8IL FKBP36 R&I1L 3' pGEX-4T-1
1-145 FKBP36 Eco 5’
GST-FKBP36 FKBP36 Xhol45Stop 3’ pGEX-4T-1
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Konstrukt verwendete Primer Vektor
GST-FKBP36' 2% Egggg )E;}:l%zsg 63top pGEX-4T-1
GST-FKBP36°*%”7 Egggg i‘;}‘fgs ’ pGEX-4T-1
GST-FKBP36'#7" Egggg i‘l’l‘(’)l;‘s > pGEX-4T-1
FKBP36pcDNA EIEBI;%% %am? pcDNA3.1
Hiss-Hsp90®2 ™! E:gggggg iﬁ;l‘; 53 pET28a
Hiss-Hsp72°46% Ezg%g }8 iﬁ;l‘; 53 pET28a
Hise-Hsp70c>** % E:(C;gg }8 i(}:l% 53’, pET28a
Hise-Hsp71°*% Ezg; i g 1 8 };((}:l(; 53,, pET28a
Hisg-Hsp70L %! Eig;gig }8 i‘l’l‘; 53 pET28a
GST-Hsp90®' 7! E:gggggg Lo, PGEX-4T-1
GST-Hsp72%4% Hsp72C10 Beo 5 PGEX-4T-1

Hsp72C10 Xho 3’

Puffer und Losungen

Zusammensetzung

Ampicilin (Stammlsg.)

100 mg/ml Ampicilin in H,O

Aquilibrierungspuffer A

DTT, 50 mM Tris-HCI pH 8,8

Aquilibrierungspuffer B

lodacetamid, 50 mM Tris-HCI pH 8,8

B-PBS

1% (w/v) BSA, 0,1% (v/v) Tween in PBS

Chloramphenicol (Stammlsg.)

34 mg/ml Chloramphenicol in EtOH

Coomassie-Entfarber

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

Coomassie-Férbelosung

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

Homogenisationspuffer (HP)

IPTG (Stammlsg.) 1 M IPTG in H,O
Kanamycin (Stammlsg.) 25 mg/ml Kanamycin in H,O
LB-Agar 15 g/l Agar in LB

Luria-Bertani (LB)-Medium

10 g/l Trypton, 5g/1 Hefeextrakt, 10 g/l NaCl

Lysis-Puffer

Pepstatin, 2 ug/ml Leupetin, ImM PMSF

P1

10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, 50 mM
Tris-Cl, pH 8.0;

6 M Harnstoff, 2 % SDS, 30 % Glycerin, 20 mM

6 M Harnstoff, 2 % SDS, 30 % Glycerin, 0,135 M

100 mM Mes pH6,6, ImM EGTA, 5 mM MgCl, ,
2 ug/ml Pepstatin, 2 pg/ml Leupetin, ImM PMSF

50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM
Mg,Cl,imM EDTA, 0,5 % (v/v) NP40, 2 pg/ml
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Puffer und Lésungen

Zusammensetzung

P2 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)

P3 3.0 M KaC2H302, pH 5.5

PBS 0,01 mM K,HPOy, 1,84 mM KH,PO4, 3,36 mM
KCl, 170 mM NaCl pH7,5

Probenpuffer (PP) 1 mM SDS 4 % Glycerin, 0,01%

Mercaptoethanol, 0,1 mM Bromphenolblau in
Sammelgelpuffer

Rehydratisierungslosung

8 M Harnstoft,2 % CHAPS,0,5 % Pharmalyte, 10
mM DTT,12 ul/1 ml Puffer DeStreak-Reagent
(GE-Healthcare),0,03 % Bromphenolblau

Saccharose-Ficoll-Dichtemedium

12,5 % w/v Saccharose, 12,5 % w/v Ficoll 400 in
Homogenisationspuffer

Sammelgelpuffer 1,25 M Tris pH 6,8

TBT 5 mM Tris, 15 mM NacCl, 0,02% Tween
Tetracyclin (Stammlsg.) 5 mg/ml in Tetracyclin EtOH

Transferpuffer 25 mM Tris, 150 Glycine pH 8,3

Trenngelpuffer 1,8 M Tris pH 8,8

Trypsin/EDTA 0,5g Trypsin, 0,2 g EDTA ad 11 PBS
Waschpuffer | 20 mM Tris pH 7,5, 0,5M NaCl, 50 mM Imidazol
Gerét/Zubehor Bezugsquelle

Akta FPLC AmershamPharmacia (Freiburg)

CD-Spektrophotometer Jasco J710

Jasco (Gross-Umstadt)

Chromatographiesystem

AmershamPharmacia (Freiburg)

Diodenarray Spektrophotometer HP8453

Hewlett Packard (Boblingen)

Elektrophorese- und Blot-Apparatur

Biometra

FluoroMax-2

ISA Instrument, S.A., Inc., Miinchen

Fractogel EMD-DEAE-650(M)

Merck Eurolab (Darmstadt)

Fractogel EMD-SO5-650(M)

Merck Eurolab (Darmstadt)

Fractogel EMD-Propyl-650(M)

Merck Eurolab (Darmstadt)

Frenche Press SLM

Aminco (Rochester, USA)

GSH Sepharose

Sigma (Miinchen)

GSH Sepharose FF

Amersham Pharmacia (Freiburg)

Heraeus Biofuge Stratos

Zentrifuge Kendro (Hanau)

HiLoad Superdex 75 HR 16/60

Amersham Pharmacia (Freiburg)

Hydroxyapatit

Bio-Rad (Miinchen)

Mikroskop-System "ECLIPSE TE2000"

Nikon (Tokyo, Japan)

NiNTA His Bind Resin Qiagen (Hilden)

Optima® LE-80 K Ultrazentrifuge Beckman Coulter (Krefeld)
Sorvall M120GX Ultrazentrifuge Kendro

Sorvall RC5B+ Zentrifuge Kendro

Trio-Thermocycler Biometra

Ultra-Turrax IKA Werke (Staufen)
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2.2. Methoden

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von E.coli

Die Kultivierung von E.coli erfolgte, falls nicht anders vermerkt in LB-Medium bei 37°C im
Inkubationsschiittler (220 rpm). Die benétigten Antibiotika wurden dem Medium in der
gewiinschten Konzentration zugegeben. Fiir die Selektion und kurzfristige Lagerung wurden LB-

Agarplatten mit entsprechenden Antibiotikazusétzen verwendet.

Glyzerinkulturen: Fiir die Langzeitlagerung wurden Bakterienstammkulturen in Form von
Glycerinkulturen angelegt. Hierfiir wurden 700 pl einer E.coli Ubernachtkultur mit 300 ul Glyzerin
(50 % (v/v)) versetzt, in fliissigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Kultivierung fiir die rekombinante Expression: Zur Erzeugung rekombinanter Proteine in E.colli.

wurden je 1 Liter LB-Medium unter Zusatz der entsprechenden Antibiotika mit 40 ml
Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C bis zum erreichen einer OD von 0,5-0,7 inkubiert. Nach
Induktion mit ImM IPTG wurde die Inkubation bei optimaler Expressions-Temperatur 4h
fortgesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen sedimentiert (3.000 x g, 10 min., 4°C) und bei -80°C
gelagert.

2.2.1.2. Herstellen kompetenter Zellen fiir die Transformation

Um die Effizienz der DNA-Aufnahme von E.coli. Zellen zu erhohen wurden diese mit Calcium-

chlorid kompetent gemacht. Dies erfolgte nach dem Protokoll von Hanahan [1983].

2.2.1.3. Transformation von E.coli

Ein 50 pl Aliquot chemisch kompetenter Zellen wurde mit 0,1pug — 20 pg Plasmid-DNA bzw. 10 pl
des Ligationsproduktes fiir 30 min. auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzschock (30 s bei 45°C)
erfolgte eine erneute Inkubation auf Eis (2min.). Der Transformationsansatz wurde mit 300ul LB-

Medium 45 min. bei 37°C geschiittelt und auf selektiven Agarplatten ausplattiert.
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2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Minipriparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus 5ml E.coli Ubernachtkulturen wurde das QIl4gen Plasmid-
Mini Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Fiir pET28a und pcDNA3.1 Konstrukte wurden

3 ml Ubernachtkultur fiir alle anderen Plasmide die gesamte Ubernachtkultur verwendet.

2.2.2.2. Maxipriaparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus 0,5 Liter E.coli Kulturen wurde das QIAgen Plasmid-Mini
Kit nach Angaben des Herstellers verwendet.

Fiir die Reinigung von pcDNA3.1 Konstrukten im groferen Mal3stab wurde das Pellet einer 0,5 L
E.coli-Kultur in 50ml

Zur Reinigung der DNA wurde der Uberstand entweder nach Hersteller Angaben auf eine Einweg-
Anionenaustauschersdule(Qiagen-tip 500, Qiagen) gegeben, gewaschen und eluiert oder einer

Phenol-Chloroform Extraktion unterzogen

2.2.2.3. Phenol-Chloroform Extraktion und Ethanolfallung

Phenol-Chloroform-Extraktion wurde bei allen DNA-Prédparationen aufler der Plasmidisolation mit
dem QIAfilter Plasmid Mini/Maxi Kit eingesetzt, um Proteine und andere organische Komponenten
aus der Losung zu entfernen. Die Extraktion erfolgte durch einmaliges Ausschiitteln der DNA-
Losung mit dem gleichen Volumenanteil einer TE-geséttigten Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Mischung im Verhéltnis 25:24:1. Nach Durchmischung und Zentrifugation (5 min., 11.000 x g)
wurde die wissrige Phase abgenommen und durch alkoholische Féllung von Phenolresten befreit.
Hierzu wurde die DNA durch Zugabe von 0,1 Vol 3 M Natriumacetat pH 5,3 und 3 Vol 98 %-igem
Ethanol mindestens 30 min bei -20° C gefillt und anschlieBend 30 min bei 4°C und 13.000 x g
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und erneut unter
gleichen Bedingungen sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das verbleibende Ethanol
bei 37° C kurz abgedampft. Die DNA wurde in sterilem bidestilliertem Wasser (50° C)

resuspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20° C gelagert.

2.2.2.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode, mit der schnell und gezielt ein DNA-Fragment

(Template) iiber einen Bereich, der von zwei dem Template komplementidren Oligonukleotiden
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(Primer) eingegrenzt wird zu amplifizieren. Durch den Einsatz entsprechender Primer konnen
Schnittstellen und Nukleotidaustausche in das PCR-Produkt eingefiihrt werden [Mullis & Faloona,
1987]. Die Reaktion wurde in sterilen 0,5 ml PCR-ReaktionsgefdBlen durchgefiihrt. In einer 50 pl-
Reaktionen wurden 10-100 ng Plasmid-DNA oder 2 pl einer Reversen-Transkriptionsreaktion als
Template, 50 pmol der entsprechenden Primer und 10 pmol eines dNTP-Mixes eingesetzt. Die
Zugabe des mit der Polymerase gelieferten Puffers erfolgte nach Herstellerangaben. Je nach Léinge
und GC-Gehalt der zu amplifizierenden DNA wurde 1-2 U von Tag-, Deep Vent-, Pfx- oder
Phusion-Polymerase verwendet.

Fiir die Reaktion wurde folgendes Programm verwendet:

1) 4 min 95°C Denaturierung der Template-DNA

2) 45 s 95°C Denaturierung der Template-DNA

3) 1 min 50°C - 58°C Binden der PCR-Primer an die Template-DNA (Annealing)

4) 0,5 — 4min 72°C Polymerasereaktion (Elongation)

5) 5 min 72°C Vervollstindigung der letzten Reaktion

Die Programmschritte 2) — 4) wurden bei jeder PCR in 20-35 Zyklen durchlaufen. Das Binden der
PCR-Primer an die Template-DNA ist abhingig von der Schmelztemperatur der Primer. Die
Temperatur des Annealings und die Elongationszeit wurden fiir die einzelnen PCR-Reaktionen an-

gepasst. Das Ergebnis der PCR-Reaktion wurde mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

2.2.2.5. PCR-Reinigung

Um DNA aus den Ansidtzen von PCR-Reaktionen, Restriktionsspaltungen sowie De-

phosphorylierungen zu reinigen, wurde das QI4Aquick PCR Purification Kit angewendet.

2.2.2.6. Elution von DNA aus Agarosegel

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelstiicken wurde anhand des QlAquick Minielute Gel
Extraction Kits nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.2.7. Enzymatische Modifikation von DNA

Schneiden von DNA  mit Restriktionsendonukleasen: Fiur den  Gebrauch  der

Restriktionsendonukleasen wurden die Empfehlungen des Herstellers beachtet. Der Entsprechende
1 x Reaktionspuffer und 0,5 — 10 g DNA wurden mit 1 — 5 U Restriktionsendonuklease fiir zwei
Stunden oder iiber Nacht bei 37°C inkubiert und der Reaktionsansatz anschlieBend mittels

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.
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Ligation von DNA Fragmenten: Etwa 50 — 200 ng des zu verkniipfenden DNA Fragments wurden
mit 5- bis 10-fachem Uberschuss Vektor-DNA gemischt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Nach

Zugabe von 10 x Ligationspuffer wurde der Ansatz mit 1U 74 DNA-Ligase versetzt und 15 min bei
20°C inkubiert. Ein Teil dieses Reaktionsansatzes wurde fiir die folgende Transformation

eingesetzt.

2.2.3. Priparative Methoden

2.2.3.1. E.coli Zellaufschluss fiir die Proteinreinigung

Das  Zellpellet geernteter ~ Uberexpressionskulturen wurde in  Puffer des ersten
Chromatographieschrittes suspendiert. Durch dreimaliges Passieren einer Frenche Press mit 10.000
psi wurden die Zellen aufgeschlossen. Zelltrimmer und 16sliche Fraktion wurden in einem
Zentrifugationsschritt (100.000 x g, 45 min, 4°C) separiert. Die 18sliche Fraktion (Uberstand)

wurde fiir die Chromatographie eingesetzt.

2.2.3.2. Proteinreinigung

Nach der Herstellung der 16slichen Fraktion von E. coli Uberexpressionskulturen wurde das
rekombinant erzeugte Protein durch eine Kombination verschiedener Chromatographieprinzipien
gereinigt.

Ionenaustauschchromatographie:  Die  Ionenaustauschchromatographie  beruht  auf  der

Wechselwirkung von  geladenen Proteinseitenketten mit Gegenionen, die an das
Chromatographiematerial gebunden sind. Fiir die Proteinreinigung wurden Fractogel EMD-DEAE-
650(M) und Fractogel EMD-SO™-650(M) genutzt. Die Elution erfolgte mit steigenden
Salzkonzentrationen im Elutionspuffer.

Hydroxyapatitchromatographie: Die Hydroxyapatitchromatographie ist eine spezielle Form der

Ionenaustauschchromatographie. Hierbei werden Wechselwirkungen zwischen positiven Ladungen
der Proteinseitenketten mit Phosphationen des Sdulenmaterials sowie die Komplexierung von
Carboxylationen des Proteins mit Calciumionen des Hydroxyapatites genutzt. Das Sdulenmaterial
wurde mit 20 mM Tris, 150mM NaCl pH 7,5, equilibriert. Nach Aufbringen der Probe wurde mit
Equilibrierungpuffer und mit 20 mM Hepes 20 mM Na,HPO4 pH 7,5 gewaschen. Die Elution
erfolgte mit einem steigenden Phosphatgradienten.

Hydrophobe Interaktionschromatographie: Die hydrophobe Interaktionschromatographie beruht auf

der Wechselwirkung hydrophober Proteinbereiche mit hydrophobem Chromatographiematerial. Fiir
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die Reinigung wurde Fractogel EMD-Propyl Material eingesetzt. Der Proteinprobe wurden 25%
(NH4)2SO4 (maximaler Sittigung) zugesetzt und die Chromatographiesdule wurde vor der
Chromatographie mit 25% (NH4)2SO4 equilibriert. Die Elution erfolgte mit einem fallenden (25% -
0%) (NH4)2SO4-Gradienten.

Affinitdtschromatographie: Die Affinitdtschromatographie beinhaltet alle Trennprinzipien, die auf

der spezifischen Bindung von Proteinen an kovalent fixierten Liganden beruhen. Fiir die Reinigung
der verschiedenen Proteine wurde die Metallchelatchromatographie (NiNTA His Bind Resin) und
Substrat-Affinititschromatographie (GSH-Sepharose FF, ATP-Sepharose) genutzt. Die Elution
erfolgte durch verschiedene Zusitze in Puffer. Hisgs-fusionierte Proteine wurden nach Waschen mit
5 Sdulenvolumen Waschpufferl im steigenden Imidazolgradienten von NiNTA-Material eluiert. Die
Sédule fiir die GSH-Affinitdtschromatographie wurde nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.
Die Elution von der GSH-Sepharose erfolgte mit15 mM reduziertem GSH. Die Nutzung der ATP-
Sepharose erfolgte nach Welch & Feramisco [1985].

Prédparative Gelfiltration: Durch Gelfiltration werden Proteine aufgrund eines unterschiedlichen

hydrodynamischen Volumens getrennt. Je kleiner das hydrodynamische Volumen eines Proteins ist,
desto langsamer passiert es die Sdule. Fiir die priparative Gelfiltration wurden Proteinproben (2 ml)

auf einer HiLoad Superdex 75 HR 16/60 aufgetrennt.

2.2.3.3. Dialyse und Proteinkonzentrierung

Um Proteine in einen anderen Puffer zu {iberfithren, wurden sie dialysiert. Die Dialyse zwischen
zwei Reinigungsschritten erfolgte fiir 2 x 3h gegen 5 | Puffer. Kleine Volumina homogener Proteine
wurden in 1 ml Dialysezellen fiir 2 x 3h gegen 500 ml Puffer dialysiert.

Um die Konzentration von Proteinlésungen zu erhdhen, wurden sie in VivaSpin Konzentratoren mit

6 kDa Ausschlussvolumen zentrifugiert (6.000 x g, 10°C).

2.2.3.4. Herstellung und Fraktionierung von Zell und Gewebeextrakten

Die im Folgenden beschrieben Pridparationen wurden falls nicht anders vermerkt bei 4°C mit
eiskalten Losungen durchgefiihrt.
Herstellung von Gesamtlysaten aus Zellen: Mit einem Zellschaber oder mit Trypsin/EDTA (37°C)

wurden die Zellen von den Kulturschalen geldst und in Zellkulturmedium sedimentiert (400 x g, 10
min.). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet einmal in PBS gewaschen. Das
Pelletvolumen wurde geschitzt und mit dem 3 bis 5-fachen Volumen an Lysispuffer versetzt. Nach
zehn miniitiger Inkubationen wurden die Zellen mit einem Dounce Homogenisators fiir kleine

Volumina mit 10-15 St6Ben aufgeschlossen.
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Herstellung von Gesamtzelllysaten aus Organen: Von Hoden wurden die Tunica ablungata und

Venen entfernt. Die anderen Organe blieben vollstindig. Das gefrorene Material wurde mit dem
Skalpell in ca. 25 mm® Stiicke zerkleinert und gewogen. Je g Gewebe wurden 10 ml Lysispuffer
zugegeben. (Sollten im Anschluss Clathrin-bedeckte Vesikel gewonnen werden, wurde
Homogenisationspuffer verwendet.) Die Suspension wurde 30 Sekunden auf hochster Stufe
gevortext und fiir 10 min. auf Eis gestellt. Anschlieend erfolgte der Zellaufschluss. Fiir Volumina
bis 20 ml erfolgte dieser mit Hilfe eines Dounce Homogenisators (mit 10-15 St6Ben), bei groferen
Volumina mit einem Ultra Turrax (5 x 30 sec). Der erste Zellaufschluss passierte einen 70 pM
Filter und wurde anschlieBend unter dem Mikroskop kontrolliert. Falls notwendig erfolgte ein
zweiter Aufschluss.

Préiparation von Zellkernen nach Blobel und Potter [1966]: Ein Volumen Gesamtzellaufschluss

wurde 10 min 800 x g sedimentiert. Das erhaltene Pellet wurde mit Hilfe eines Dounce
Homogenisators (bei kleinen Volumina mit einer Pipette) in zwei Volumen NIM resuspendiert und
10 min bei 800 x g zentrifugiert. Die Resuspension und Zentrifugation wurden einmal wiederholt.
Das erhaltene Pellet (Rohkernextrakt) wurde in 0,5 Ausgangsvolumen NIM resuspendiert und mit
einem Volumen SDB versetzt und homogenisiert. In Ultrazentrifugationsrohrchen wurden auf 5 ml
(bzw. 175 pul) SDB je 9 ml (bzw. 325 ul) des Rohkernextraktes geschichtet. Die Zellkerne wurden
1h bei 100.000 x g durch die Saccharosebarriere sedimentiert.

Priparation von Cytosol: Der Gesamtzellaufschluss wurde 1h bei 100 000 x g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde als Cytosol in Experimenten eingesetzt.

Priparation von Cytoplasma fiir Prizipitationsexperimente: Nach Zentrifugation (30 min, 17.000 x

g) des Gesamtgewebelysats wurde die Proteinkonzentration des Uberstands bestimmt und mit
Lysispuffer auf 25 mg/ml eingestellt. In dest. Wasser gequollene GSH-Sepharose wurde 3 x mit 2
Volumen Lysispuffer gewaschen und mit Gewebelysat 30 min. schiittelnd inkubiert. 100 pl der
Sepharose wurden verwendet um 4 ml des Gewebelysates affine vorzureinigen. Anschliefend
wurde die Sepharose 3 min. bei 1000 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde filtriert (70 uM) und in
Bindeexperimenten verwendet.

Préaparation von Clathrin-bedeckter Vesikeln: Zur Stabilisierung der Clathrin-bedeckte Vesikel

wurde Gewebe in Homogenisationspuffer aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (17.000 x g, 20
min) des Gesamtzelllysates wurde der Uberstand erneut sedimentiert (76.000 x g, 60 min). Die
Sedimente aus dieser Zentrifugation (Gesamtmembranen) wurden mit jeweils 5 ml Mes-Puffer
versetzt und mit Hilfe eines Glasstabes vom Boden der Zentrifugenréhrchen geldst ( ca. 20 ml
Gesamtvolumen ). Die gelosten Sedimente wurden in einem Dounce-Glashomogenisator

homogenisiert. Das Homogenat wurde mit gleichem Volumen Saccharose-Ficoll-Dichtemedium
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vermischt und 20 Minuten bei 40.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde #uBerst vorsichtig
abgenommen, mit vier Volumen Homogenisationspuffer verdiinnt und sedimentiert (100.000 x g,
60 min.). AnschlieBend wurden die Sedimente mit jeweils einem ml Homogenisationspuffer vom
Boden gelost ( ca. 6 ml Gesamtvolumen ) und in einem Dounce-Glashomogenisator homogenisiert.
Je 2 ml des Homogenats wurden auf einen diskontinuierlichen Saccharosegradient. (10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%) gelegt und sedimentiert (100.000 x g, 45 min.). Die Fraktionen des
Saccharosegradienten wurden von 10 % bis 40% vereinigt und mit Homogenisationspuffer
verdiinnt und sedimentiert (100.000 x g). Das Prézipitat wurde in 1 ml Homogenisationspuffer
resuspendiert und wurde in folgenden Experimenten als gereinigte Clathrin-bedeckte Vesikel
eingesetzt.

Extraktion von Proteinen aus der mikrosomalen Fraktion: Zur Entfernung von Zelltriimmern,

Zellorganellen und Bestandteilen des Cytoskeletts wurden 40 ml (500 pl) Gesamtzellaufschluss
zentrifugiert (30 min., 17.000 x g). AnschlieBend wurde der Uberstand einen zweiten
Zentrifugationsschritt (1h, 100.000 x g) sedimentiert und das Pellet in HP Puffer gewaschen.

Fiir die Tris-Extraktion wurde das pelletierte Material in 5 ml (100 pl) 0,5 M Tris pH 8,1 mit einem
Dounce Homogenisators (Pipette) resuspendiert und fiir 1 h {iber Kopf geschiittelt. Anschlieend
wurde 1h bei 100.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand enthielt Bestandteile von Clathrin-bedeckten
Vesikeln.

Fiir die Triton” X100-Extraktion wurde das pelletierte Material in 5 ml (100 pl) HP mit 2% Triton®
X100 mit einem Dounce Homogenisators (Pipette) resuspendiert. 20 min. bei 25 °C geschiittelt.
Durch Zentrifugation (1h, 100.000 x g) wurden die 16slich Fraktion und Sediment voneinander
getrennt. (1h, 100.000 x g)

2.2.3.5. Priparation von Zellen fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie dient als sensitive Methode zum indirekten Nachweis
subzelluldrer Bestandteile und der Analyse ihrer Lokalisation. Hierfiir miissen Zellen auf
mikroskopischen Deckgldschen kultiviert werden. Im ersten Schritt werden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Es folgt die Inkubation mit einem Primérantikorper, dessen Antigen ein Epitop des
gewiinschten Proteins ist. Speziesspezifische Regionen des Primérantikorpers sind Antigene des
Sekundérantikdrpers. Der Sekundérantikorper ist mit einem Fluorochrom, z.B. Rhodamin kovalent
verbunden. Das Pridparat kann mit der entsprechenden Filterkombination am Fluoreszenz-

Mikroskop ausgewertet werden.
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Fixierung: Die Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen und anschlieBend 20 min. mit 4 %
Paraformaldehyd inkubiert, 3 x mit PBS gewaschen und mit 0.1% Triton X-100/PBS (20 min)
permeabilisiert und nochmals mit PBS gewaschen.

Immunfirbung und Einbettung: Nach der Fixierung wurden die Zellen fiir 15 min in B-PBS

inkubiert. Anschlieend wurde die Primérantikdrper-Losung zugegeben und 1 h in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Die Zellen wurden 3 x 10 min. mit B-PBS gewaschen und mit der
Sekundirantikorperlosung (DAPI) versetzt (30 min. ,37°C, in feuchter Kammer). Anschliefend
wurde 3 x 10 min mit B-PBS gewaschen. 5 pl Anti-Ausbleichmedium wurden auf einen
Objekttrager gegeben und das Deckglidschen mit der Zellseite nach unten aufgelegt. Mit farblosem

Nagellack wurde das Deckgldschen versiegelt.

2.2.4. Analytische Methoden

2.2.4.1. SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese)
nach der Methode von Laemmli [1970]. Die Proteine wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit
dem gleichen Volumen 2 x Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Die nach ihrer

Grofle aufgetrennten Proteine wurden mittels Coomassie- oder Silberfirbung nachgewiesen

[Heukeshoven & Dernick, 1988].

2.2.4.2. 2D-Gelelektrophorese

Rehydratisierung und erste Dimension: Fiir die 2D-Gelelektrophorese wurden IPG Streifen mit

einem pH-Gradienten von 3-10 bzw. von 4-7 (GE-Healthcare)verwendet. Die Streifen wurden UN
bei RT in 200 pl Rehydratisierungslosung rehydratisiert. In der Rehydratisierungslosung wurde
zuvor das Aceton-gefillte Proteingemisch (fiir Coomassie-Farbungen ca. 50 pg) aufgenommen. Die
IPG Streifen wurden mit DryStrip Cover Fluid (GE-Healthcare) bei 20°C auf der Multiphorll (GE-
Healthcare) mit folgendem Profil isoelektrisch fokussiert: 1. Gradient 300 V, 30 min;

2. konstant 300 V, 30 min;

3. Gradient 3500 V, 90 min;

4. konstant 3500 V, 90 min
Nach der Fokussierung wurden die Streifen bei -20°C gelagert oder fiir die SDS-PAGE

weiterverwendet.
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2. Dimension: Vor der SDS-PAGE wurden die IPG Streifen in 10 ml Aquilibrierungspuffer A fiir
15 min bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine zweite Aquilibrierung fiir 15 min bei RT in 10
ml Aquilibrierungspuffer B. Die Streifen wurden dann auf 10%-ige PA-Gele gelegt und mit 0,5 %-
iger Agarose iberschichtet. AnschlieBend wurde eine SDS-PAGE (unter 2.2.4.1.) beschrieben
durchgefiihrt.

2.2.4.3. Western-Blot

Fir die Immundetektion wurden durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine mit dem Semi-dry-
blotting Verfahren nach Kyhse-Anderson [1984] auf Nitrozellulose transferiert. Der Transfer
erfolgte in einer Semi-Dry-Blotkammer (Biometra) mit Towbin-Puffer [Towbin et al., 1979]
transferiert. Es wurde eine Stromstérke von 2 mA/cm2 Nitrozellulose bei variabler Spannung fiir 60

min angelegt.

2.2.4.4. Agarosegelelektrophorese

Fir die Auftrennung der DNA wurden 1%-ige (w/v) Agarosegele verwendet, denen bei der
Herstellung 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt wurde. Die Proben wurden mit 1/10 Volumen
Auftragspuffer versetzt, aufgetragen und die DNA mit einer angelegten Spannung von 5 — 10 V/cm
getrennt. Das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid wurde mit UV-Licht sichtbar gemacht und
das erhaltene Bild fotografiert.

2.2.4.5. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung von Proteingemischen erfolgte nach der BCA-Methode [Walker, 1994] mit
dem BCA Protein Assay Kit nach Hersteller Angaben.

Die Konzentration homogener Proteine wurde spektroskopisch ermittelt. Die Absorption bei einer
Wellenldnge von 280 nm entspricht nach dem Lambert-Beerschen Gesetz einer definierten
Konzentration:

Axo=¢&w0-c-d

Formel 1: A2s0 = Absorption bei 280nm; &280 = Extinktionskoeffizient bei 280 nm (cm2 mol-1); ¢ =Proteinkonzentration
(M); d = Schichtdicke der Kiivette (cm).

Der Extinktionskoeffizient wurde nach Gill und von Hippel [1989] berechnet.

2.2.4.6. Quantifizierung von DNA

Die Konzentration von DNA-Losungen wurde mit einem GeneQuant II-Spektrophotometer in

10 mm Quarzglaskiivetten bestimmt. Eine OD260= 1,0 entspricht 50 pg/ml Doppelstrang-DNA.
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2.2.4.7. Prizipitationsexperimente mit GSH-Sepharose und GST-Fusionen

In Experimenten zur Identifizierung von Interaktionspartner wurden 50 pl GSH Sepharose mit
GST-fusionertem FKBP36 bzw. GST gesittigt (4°C, 1 h). AnschlieBend wurde die Sepharose 3 x
mit PBS gewaschen.

Je 50 ul der beladen GSH-Sepharose wurden mit 5 ml des vorgereinigten Lysates (2.2.) 4h bei 4°C
inkubiert. Nach Sedimentation des Prizipitationsansatz (10 min. auf Eis) wurde der Uberstand mit
einer Kaniile entfernt und das Sepharose Material 2 x mit 3 Volumen Lysispuffer und 3 x mit PBS
gewaschen. Die FElution erfolgte mit 50 pl SDS-Probenpuffer, 5 min bei 95°C. Fiir die
Identifizierung potentieller Interaktionspartner wurden 15 pl der Elution mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und Coomassie gefarbt. AnschlieSend wurden.

Fiir Bindestudien mit anschlieBender SDS-PAGE und Analyse durch Coomassiefirbung bzw.
Western-Blot wurden 30 ul GSH-Sepharose mit der gewiinschten Menge GST-Fusionsprotein bzw.
GST schiittelnd (4°C, 1h) verwendet.

2.2.4.8. CD-Spektroskopie

Zur Messung der optischen Aktivitit von Proteinen wurde die Circulardichroismus- (CD)
Spektroskopie eingesetzt. Mit einem temperierbaren Jasco J-710 CD Spektrometer wurden Fern-
UV CD-Spektren in 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,5) von 195 nm bis 250 nm aufgenommen. Die
Spektren wurden mit einer Proteinkonzentration von 0,2 - 0,3 mg/ml in einer 0,1 cm
Quarzglaskiivette bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen. Die Proteinspektren wurden
pufferkorrigiert und die molare Elliptizitdit bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht

einer Aminoséure des jeweiligen Proteins mittels folgender Formel berechnet:

®-100 - Mw

c-d-Na
Formel 2: [®]MRW = Molare Elliptizitit bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht einer Aminosaure
(degrcm2-dmol-1), ® = gemessene Elliptizitét (deg), Mw = Molekulargewicht, ¢ = Proteinkonzentration (mg/ml), d =

Schichtdicke (cm), NA = Anzahl der Aminosduren Der Faktor 100 im Zahler entspringt der Umwandlung der molaren
Konzentration in dmol/cm3 -Einheiten.

[@ ]MRW =

Zur Analyse der thermischen Stabilitit wurde die Anderung des CD-Signals iiber einem
Temperaturbereich von 20°C bis 80°C verfolgt bei festgelegten Wellenldngen iiber die Zeit

aufgenommen. Die Heizrate betrug 1°C/Minute und die Proteinkonzentration war 0,25 mg/ml.

2.2.4.9. Fluoreszenzspektroskopie

Aromatische Aminosduren in Proteinen besitzen aufgrund ihres delokalisierten II-

Elektronensystems eine intrinsische Fluoreszenz. Dabei betragen die relativen Empfindlichkeiten

von Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin 1100:200:8 [Schmid, 1989]. Denaturierung oder andere
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Anderungen der Proteinkonformation resultieren oft in einer Verinderung der Hydrophobizitit in
der unmittelbaren Umgebung der aromatischen Aminosdure, was sich in verdnderten
Fluoreszenzeigenschaften dieser Aminosduren duflert [Eftink, 1997]. Bei Tyrosin dndert sich dabei
lediglich die Signalintensitdt, wohingegen sich bei Tryptophan auch das Intensitdtsmaximum meist
in den langwelligeren Bereich um 350 nm herum verschiebt.

Fluoreszenzspektren wurden in einem FluoroMax2-Spektrofluorometer in 20 mM Tris pH 7,5
aufgenommen. Die Fluoreszenz wurde bei 280 nm angeregt und das Emissionsspektrums von 300

nm - 450 nm detektiert (Spaltoffnungen fiir Anregung und Emission: 3 nm, Integrationszeit 0,2 s).

2.2.4.10. PPIase-Aktivitatstests

Proteasegekoppelter Test: Der proteasegekoppelte Test wurde wie beschrieben durchgefiihrt
[Fischer et al., 1984b; Hani et al., 1999]. Die Messungen erfolgten bei 10°C in 35 mM Hepes-

Puffer (pH 7,8) mit einem Dioden-Array UV/VIS-Spektrophotometer. Die Stammldsungen der
Peptidsubstrate Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA (20 mg/ml) wurden in DMSO hergestellt. Die
isomerspezifische Protease Chymotrypsin [Fischer ef al., 1984a] wurden in einer Endkonzentration
von 0,2 mg/ml eingesetzt.

Proteasefreier Test: Die Messung der PPlase-Aktivititen im proteasefreien Test erfolgte nach

Janowski et al. [1997]. Die Substrate Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA wurden in wasserfreien 0,5 M
LiCl/Trifluorethanol Losung geldst. Die Messungen wurden bei 10°C in 35 mM Hepes-Puffer (pH
7,8) durchgefiihrt.

2.2.4.11. GAPDH-AKktivititstest

Es wurde der Enzymtest nach Nakamura et al. [1984b] verwendet. Hierbei wird die GAPDH-
Reaktion iiber die Reduktion von NAD" zu NADH photometrisch durch die Zunahme der optischen
Dichte bei A= 340 nm verfolgt. Als Substrate der Vorwirtsreaktion wurden Arsenat und GAP
verwendet. Diese werden zu 1-Arseno-3-phosphoglycerat umsetzt, welches instabil ist und damit zu
einer gerichteten Reaktion fiihrt. Die Messungen wurden in 50 mM Tris, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM
DTT, 20 mM Arsenat pH 7,8 bei 20°C durchgefiihrt. Unter Substratséittingungsbedingungen
wurden 1mM NAD und ImM GAP im MeBansatz verwendet. Die Volumenaktivitidt wurde nach

folgender Formel berechnet:

A AE /min-V;,,
e g-d- VEnzym . - . . .
Formel 3: A: Enzymaktivitit (U/ml); AE/min: Extinktionsdnderung bei A= 340 nm pro Minute;

g: molarer Extinktions-koeffizient fiir NADH,H" bei 340 nm (g340: 6300 cmz/mmol); Vrest: Volumen des Testansatzes
(ml); Venzym: Volumen der Enzymldsung (ml); d: Schichtdicke der Kiivette (cm)
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2.2.4.12. Massenspektrometrische Analyse

Die Identifizierung von Proteinen erfolgte nach ausschneiden von Proteinspezies aus Coomassie-
gefarbten SDS-Gelen. Die durch den anschlieBenden Trypsinverdau erhaltenen Peptide wurden mit
einem Q-TOF 2-Massenspektrometer, wie in Gutensohn et al. (2004) beschrieben, identifiziert und

die erhalten Daten mit dem Programm MASCOT (Matrix Science, London, UK) analysiert. .
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3. Ergebnisse

3.1 Sequenzanalyse von FKBP36

Die Aminosdure-Sequenz von FKBP36 wurde mit Hilfe der Programme ScanProsite und SMART
auf Doménen und Sequenzmerkmale untersucht. Es wurden jeweils eine FKBP-Domine und eine

TPR-Domine, die 3 TPR-Motive enthilt, identifiziert.

A:
FKBP12 1 e o GVQVETISPGDGRTF 15
FKBP36 1 GGSALNQGVLEGDDAPGQSLYERLSQRMLDISGDRGVLKDVIREGAGDLV 50
FKBP52 1 ————- TAEEMKATESGAQSAPLPMEGVDISPKQDEGVLKVIKREGTGTEM 45
FKBP52 147 = —;mmmmmmmm DGIIRRIQTRGEGYAK 161
* * *
FKBP12 16 PKRGQTCVVHYTGMLEDGKK-FDSSRDRNKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQ 65
FKBP36 51 AP-DASVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRLMKLGEDITLWGMELGLLS 100
FKBP52 45 PMIGDRVEFVHYTGWLLDGTK-FDSSLDRKDKFSFDLGKGEVIKAWDIATIAT 95
FKBP52 162 PNEGAIVEVALEGYYKDKL—-FD--QRELRFEIGEGENLDLPYGLERAIQR 209
* *
FKBP12 66  MSVGQRAKLTISPDYAYGATGHPGI-IPPHATLVEDVELLKLE-—--———- 107
FKBP36 101  MRRGELARFLFKPNYAYGTLGCPPL-IPPNTTVLFEIELLDFLDCAESDKF 150
FKBP52 96  MKVGEVCHITCKPEYAYGSAGSPPK-IPPNATLVFEVELFEFKGEDLTEEE 145
FKBP52 209 MEKGEHSIVYLKPSYAFGSVGKEKEQIPPNAELKYELHLKSFEKAKESWEM 260
B: TPR1
HOP 225 ALKEAELGNDAYKKKDFDTALKHYDKAKELDP 256
FKBP36 151 CALSAEQQODQFPLQOKVLKVAATEREFGYYLFRONRFYDAKVRYKRALLLLR 201
FKBP52 261  ——————————~ NSEEKLEQSTIVIHERGIVYFKEGXYKQALLQYKKIVSWLE 300
TPR2
HOP 257  TNF-————————————— MTYITNQAAVYFEKGDYNKCRELCEKAIEVGREN | 296

T
FKBP36 202 RRSA-PPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLDRPTIALCYGEQALIIDQKN [ 251
FKBP52 303 YESSFSNEEAQKAQALRLASHLNLAMCHLKLOQAFSAATIESCNKALELDSNN | 351

TPR3
HOP 297 AYARIGNSYFKEEKYKDAIHFYNKSLAEHRTPPDVLKKCQQAEKILKEQE 350
FKBP36 252 ALFNCGOACLLLTEYQKARDFLVRAQKEQPFNHDINNELKKLASCYRDY 302
FKBP52 352 |ERGLFRRGEAHLAVNDFELARADFQKVLOLYPNNKAAKTQLAVCQORIRRQ 402
HOP 351 RLA-——m—mm oo 353
FKBP36 302  VDKEKEMWHRMFAPCGDGSTAGES—=--—=-—=——=———————————————— 326

FKBP52 402 LAREKKLYANMFERLAEEENKAKAEASSGDHPTDTEMKEEQKSNTAGSQSQ 453

Abbildung 4: Sequenzvergleich von FKBP12, FKBP52, FKBP36 und Hop A: Innerhalb der FKBP-Doméne sind die
mit FKBP12 identischen Reste fett dargestellt. Grau unterlegt sind Aminoséuren die im Zusammenhang mit FK506-
Bindung und Katalyse diskutiert werden [Kay, 1996; Van Duyene et al., 1991, Park et al,. 1992]. Mit einem Stern sind
Aminosduren markiert, deren Austausch in FKBP12 (Y26F, Y82F; D37L; W59A; F99Y) zu einer Reduzierung (<10%
Restaktivitdt) der Aktivitdt fithrt [DeCenzo et al., 1996; Tradler et al., 1997]. B: Die TPR-Motive sind eingerahmt.
Blaue Aminosédurereste Kennzeichnen das TPR-Konsensus—Motiv. Aminosduren die in Hop und FKBP52 an der
Hsp90-Bindung beteiligt sind, wurden dunkelrau unterlegt [Scheufler ef al., 2000; Wu et al., 2004].
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Die FKBP-Domine umfasst die Aminosduren Gly36-Leul42. Sie besitzt 35% Sequenzidentitdt mit
dem prototypischen FKBP12 (61 % &hnliche Aminoséduren). Acht der 14 Aminosédurereste, die im
Zusammenhang mit Katalyse und FK506-Binding diskutiert werden sind identisch, zwei weitere
sind homolog ausgetauscht. [Kay, 1996]. Von finf Resten (Tyr26, Asp37, Trp59, Tyr82, Phe99)
deren Austausch in FKBP12 zu einer Reduktion der Restaktivitit (<10%) fiihrt [DeCenzo et al.,
1996; Tradler et al., 1997], sind 4 identisch, nur die korrespondierende Aminosdure von Trp59 in
FKBP12 ist in FKBP36 zu Methionin ausgetauscht.

Um einen Anhaltspunkt iiber die Auswirkungen der Aminosdureaustausche auf die Struktur
insbesondere des aktiven Zentrums dieser FKBP-Doméne zu erhalten, wurde ein dreidimensionales
Model der FKBP-Domidne von FKBP36 erstellt. Die Modellierung erfolgte mit Hilfe des
Programms 3D-PSSM [Kelly, et al., 2000], unter der Annahme dass die Aminosduren Gly36-
Leul42 von FKBP36 eine zu FKBP12 homologe Struktur ausbilden. Als Grundlage dienten die
Koordinaten der Rontgenkristallstruktur von FKBP12 komplexiert mit FK506 in einer 1,7 A
Auflosung (RCSB-Datenbank: 1FKJ). Die erhaltenen Strukturen sind in Abbildung 4 dargestellt.
Das Strukturmodell von FKBP36 gleicht der Rontgenkristallstruktur von FKBP12 (Abbildung 5: A,
B). Das fiir viele FKBP charakteristische -Faltblatt wird durch eine a-Helix stabilisiert [Michnick
et al., 1991; Van Duyne ef al., 1991; Wilson et al., 1995]. Im Modell von FKBP36 ist die a-Helix
um eine Windung verkiirzt. Die fehlende Windung ist durch eine entsprechende Spiralform eines
unstrukturierten Bereichs angedeutet.

Eine Uberlagerung des Strukturmodells der FKBP-Doméne von FKBP36 mit der FKBP12-Struktur
(Abbildung 5C) stellt Aminosduren dar, die an der Katalyse und Komplexierung von FK506 in
FKBP12 beteiligt sind, sowie die entsprechenden Aminosduren von FKBP36. Es besteht
Ubereinstimmung in der riumlichen Orientierung der Aminoséureseitenketten, die in FKBP12 und
FKBP36 identisch sind. Weiterhin zeigt ein Vergleich der sich in FKBP12 und FKBP36
unterscheidenden Aminosduren Glu54, Val55, Ile56, His87, 11e90 (bzw. I1e89, Thr90, Leu9l,
Cysl122, Leul25 in FKBP36) keine Unterschiede in der Raumlage der Seitenketten. Deutliche
Unterschiede zwischen den Eigenschaften der Bindetaschen von FKBP12 und FKBP36 konnte der
Austausch des Phe46 mit aromatischer Seitenkette in FKBP12 zu einer Aminoséure mit geladener
Seitenkette in der korrespondierenden Position des FKBP36 (Arg81) verursachen. Im
Strukturmodell des FKBP36 ragt die Seitenkette des Arg81 deutlich in die Bindetasche hinein,
damit konnte bei dhnlicher Lage in FKBP36 die Oberfliche der Bindetasche dieses FKBP deutlich
polarer sein als die hydrophobe Bindetasche von FKBP12. Auffillig ist weiterhin, dass das Trp59
des FKBP12 in FKBP36 gegen eine Aminoséure mit kleinerem Seitenkettenvolumen (Met94) aus-
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F36/F71 D37/D72 R42/R77

F99/F134

Y82/Y117 F46/R81

¥

A81/A116

v,

Abbildung 5: 3D-Darstellung der Sekundirstrukturelemente der Strukturen von FKBP12 (A) [Wilson ef al.,
1995] und der modellierten FKBP-Doméne von FKBP36 (B). In blau sind Aminosduren gekennzeichnet, die im
Zusammenhang mit FK506-Bindung und Katalyse diskutiert werden [Kay, 1996]. C: Uberlagerung der in A und B
gezeigten Sekundérstrukturelemente. FKBP12 ist in grau und FKBP36 in blau dargestellt. Hervorgehoben sind einige
Aminosédurereste, fiir die in FKBP12 eine Wechselwirkung mit FK506 gezeigt wurde [Wilson ef al., 1995].

36



Ergebnisse

getauscht ist. Auch diese Verdnderung konnte die Hydrophobizitit und das Volumen der
Bindetasche beeinflussen.

Die Aminosdurereste Alal70 bis Asn285 von FKBP36 lassen drei TPR-Konsensus-Motive
erkennen. Diese bilden eine hiufig in Multidoménen FKBP beschriebene TPR-Domine [D'Andrea
& Regan 2003; Lamb et al., 1995]. Das erste TPR-Motiv von FKBP36 beginnt mit Aminosédure 170
und endet mit Aminosdure 203. Das zweite Motiv beginnt mit Aminosdure 218 und geht in das
dritte iiber, das mit Aminosdure 285 endet (Abbildung 4). Alle beschriebenen Reste die im Rahmen
der Bindung des geladenen C-Terminus von Hsp90 diskutiert werden [Scheufler ef al., 2000; Ward
et al., 2002], sind in den korrespondierenden Positionen von FKBP36 identisch bzw. dhnlich
ausgetauscht.

Sowohl die PPlase-Doméne als auch die TPR-Motive von FKBP36 werden N- bzw. C-terminal von
Bereichen mit unbekannter Struktur und Funktion flankiert. Die Erweiterung N-terminal der FKBP-
Domine umfasst 35 Aminosdurereste und kann mit keinem bisher bekannten Funktions- oder
Strukturmotiv  in  Verbindung gebracht werden. Programme zur Vorhersage von
Sekundirstrukturelementen (GOR; PredictProtein) charakterisieren diesen Bereich als vorwiegend
unstrukturiert mit kurzen a-helikalen Bereichen. C-terminal der TPR-Doméne schlieBen sich 41
Aminosdurereste an. Fiir anderen PPlasen mit TPR-Doméne ist in diesem Bereich eine
charakteristische siebente a-Helix beschrieben [Wu et al.,, 2004; Sinar et al., 2003]. Diese wird in
Zusammenhang mit Hsp90- oder Calmodulin-Bindung diskutiert [Cheung-Flynn et al., 2003;
Edlich et al., 2007; Kurek et al., 2002; Massol et al., 1992].

Abbildung 6 zeigt schematisch die Dominenstruktur des FKBP36, die vergleichbar mit anderen
FKBP mit TPR-Doméne ist.

NH, 36 142 170 203 218 251 286 COOH

e ers [ rere [rers |

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Dominenaufbaus von FKBP36. Oberhalb der Darstellung sind die
Aminosdurereste benannt, die charakteristische Sequenzbereiche begrenzen. FKBP = FKBP-Doméne , TPR = TPR-
Motiv.

3.2. FKBP36 homologe Proteine

Im humanen Genom sind sechs Proteine kodiert, in deren Sequenz neben einer bzw. zwei FKBP-
Dominen auch drei TPR-Motive identifiziert werden konnten. Ein Stammbaum dieser FKBP36
paralogen Proteine, der aufgrund von Sequenzvergleichen erstellt wurde, ist in Abbildung 7B

dargestellt. FKBP51 und FKBP52 sind PPlasen, die neben drei TPR-Motiven zwei FKBP-Doménen
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aufweisen und 23 % bzw. 22 % identische Sequenz mit FKBP36 besitzen. Dabei zeigte ein
Vergleich der Sequenz der ersten FKBP-Domédne von FKBP52 bzw. FKBP51 mit der FKBP-
Doméne von FKBP36, dass diese Dominen 38 % bzw. 41 % identischer Sequenz besitzen und
damit die hochste Sequenzidentitit aller FKBP-Dominen mit der FKBP-Domine von FKBP36
aufweisen. FKBP38, FKBP37.7 und FKBP44 sind wie FKBP36 aus einer FKBP-Doméne und drei
TPR-Motiven aufgebaut. Aus dieser Gruppe von Proteinen besitzt FKBP38 mit 23 % identischer
Sequenz die groBite Sequenzidentitit mit FKBP36.

Fiir FKBP36-Orthologe aus Maus und Ratte wurde eine essentielle Funktion in der Spermatogenese
gezeigt, fiir das FKBP36 des Menschen wurde eine analoge Funktion aufgrund von 81 % bzw.
82 % identischer Sequenz postuliert [Crackower et al., 2003]. Um weitere FKBP36-Orthologe in
anderen Spezies zu identifizieren und diese von anderen FKBP mit TPR-Motiv zu unterscheiden,
wurde ein umfangreicher Sequenzvergleich durchgefiihrt. Grundlage dieses Vergleichs bildeten die
Aminosduresequenzen der FKBP36-Orthologen aus Maus, Ratte und Mensch und die
Aminsduresequenzen der FKBP36 paralogen Proteine des Menschen. Diese Sequenzanalyse ergab
einen fiir FKBP36 charakteristischen Sequenzbereich innerhalb der FKBP-Doméne (Phe76 bis
Glu95), der in Abbildung 7C hervorgehoben ist. Ausgehend von dieser Sequenz wurden in
zahlreichen Genomen hoherer Sdugetiere (Eutheria) FKBP36 orthologe Proteine identifiziert
(Abbildung 7). Die Erweiterung des Sequenzvergleichs um Proteinsequenzen aus Beutel- und
Kloakentieren sowie Vogeln, Reptilien und Fischen fiihrte in allen betrachteten Vertebraten-
genomen zu einem FKBP mit TPR-Motiv und der Konsensussequenz bxPRhMKLGiphTL (dabei
sind b: basische; h: hydrophobe; i: geladene; p: polare Aminosdurereste). Dies ldsst auf eine
evolutiondre Konservierung von FKBP36 unter den Vertebraten schlieBen und legt somit eine
wichtige funktionelle Bedeutung des Proteins nahe. In Nichtvertebraten konnte keine
Proteinsequenz identifiziert werden, die allen oben gemachten Bedingungen fiir ein FKBP36
paraloges Protein entspricht. Jedoch sind in der Literatur FKBP in D. melanogaster, T. aestivum
und S. cerevisiae beschrieben, fiir die eine essentlielle Funktion wéhrend der Gametogenese gezeigt
wurde [Hochwagen et al., 2005; Kurek et al., 2002; Munn et al., 2000]. Das Protein shutdown aus
Drosophila ist wesentlich fiir die Oogenese und wie FKBP36 aus einer FKBP-Doméne und drei
TPR-Motiven aufgebaut. Jedoch ist die Sequenzidentitit, besonders im Bereich der FKBP-Domaéne,
mit 16 % sehr gering. FKBP73 aus 7. aestivum besitzt drei FKBP-Doménen sowie 3 TPR-Motive
und ist an der Ausbildung des Pollens beteiligt. Sequenzvergleiche zeigen, dass dieses Protein
groBere Ahnlichkeit zu FKBP52 und FKBP51 aufweist als zu FKBP36. Das S. cerevisiae FKBP
fpr3 ist ein Regulator der meiotischen-Prophasel. Die Sequenz von fpr3 weist eine FKBP-Domine

aber keine TPR-Motive auf und besitzt mit 16 % nur eine geringe Sequenzidentidt zu FKBP36.
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A Drosophila melanogaster shutdown (16%)

Saccharomyces cerevisiae fpr3 16(%)

Triticum aestivum FKBP73(16%)

Tetraodon nigroviridis FREBF36 (45%)

Danio rerio FEBFP34 {49%)

Xenopus tropicalis FKBP36 (58%)

Gallus gallus FKBP36 (67%)

Ornithorlynchus anatinus FEBF36 (69%)

Monodelphis domestica FKEBP36 (76%) B EKBP37.7
— Rattus norvegicus FKBF36 (82%)
FKBP44
L Mus musculus FEBFP36 (81%s)
B FKBP38
Canis familiaris FKBP36 (89%)
[305 taurus FEBFP36 (88%) LR
Macaca mulatta FKBP36 (96%) i ——— FKBP52
Fan troglodytes FKBP36 (99%) FKBP51
Howmo sapiens FKBFP36
C

S. cerevisiae fpr3 FDKN-TSGKPFAFKLGRGEVIKGWDI
T. aestivum FKBP73 FDSSRDRDDTEKEFKLGQOGQVIKGWDO
D. melanogaster shutdown FDSSLLRGSKEVFETGQGTVVEGLEV
T. nugroviridis FKBP36 FETNTHORFPRIMKLGRNVTHAGLEM \
D. rerio FKBP36 FETTNHOIKYPRMMKLGKDVTYGLEL
X. troicalis FKBP36 FDTSCYRRHPRMMKLGODITHAGME I
G. gallus FKBP36 FCTNCTKKLPRLMKLGKDITOHGGLET
O. anatinus FKBP36 FDTNWYRKLPRLMKLGEEITHGGMEV
M. domestica FKBP36 FDSNCYRKIPRLMKLGEEITHQWGMEV FKBP36
M. musculus FKBP36 FDSNCFRKTPRLMKLGEDITIWGMEL
R. norvegicus FKBP36 FDSNC TPRLMKLGEDITIWGMEL orthologe
C. familiaris FKBP36 FDSNCFRKTPRLMKLGEDITIWGME L
B. taurus FKBP36 FDSNCFRKTPRLMKLGEDITIWGME L
M. mulatta FKBP36 FDSNYFRKTPRLMKLGEDITIWGME L
P. trogodytes FKBP36 FDSNYFRKTPRLMKLGEDITIWGME L )
H. sapiens FKBP36 FDSNY TPRLMKLGEDITIWGMEL <
H. sapiens FKBP12 FDSSRDRNKPEKFMLGKQEVIRGWEE
H. sapiens FKBP52 FDSSLDRKDKFSEFDLGKGEVIKAWDI
H. sapiens FKBPS51 FDSSRDRNEPFVEFSLGKGOVIKAWDI > FKBP36
H. sapiens FKBP38 ———--VQEEPELVFTLGDCDVIQALDL paraloge
H. sapiens FKBP44 IDDSRQVGQPMHITIIGNMEFKLEVWET
H. sapiens FKBP37.7 LDDSRARGKPMELIIGKKEKLPVWET )

Abbildung 7: FKBP36 Homologe Proteine A: Dendrogramm FKBP36 orthologer Proteine aus Vertebraten sowie
FKBP mit einer Funktion in der Gametogenese von nicht Vertebraten. In Klammern ist der Anteil zu FKBP36
identischer Aminosédurereste angegeben B: Dendrogramm FKBP36 paraloger Proteine des Menschen. C: Ausschnitt
eines Aminosduresequenzvergleichs von FKBP36 ortho- und paralogen Proteinen. Gezeigt ist ein Sequenzbereich
innerhalb der FKBP-Doméne der typisch fiir FKBP36 orthologe Proteine ist. Fett dargestellt ist ein Bereich der in allen
FKBP36 orthologen Proteinen hoheren Sdugetieren identisch ist. Die Konsensussequenz bxPRhMKLGiphTL (dabei
sind b: basische; h: hydrophobe; i: geladene; p: polare Aminosiure-reste) aller FKBP36 orthologen aus Vertebraten ist
eingerahmt. Grau unterlegt sind Aminoséduren die im Zusammenhang mit FK506-Bindung und Katalyse diskutiert
werden [Kay, 1996]. Die verwendeten Aminoséuresequenzen wurden den Datenbanken von SwissProt und NCBI
entnommen. Die phylogenetische Verwandtschaft der Proteine wurde mit dem Programm CLUSTALW/PHYLIP
[Felsenstein, 1989] und die phylogentischen Dendrogramme mit dem Programm Phylodendron erstellt. Die Astlinge
der Dendrogramme ist ein relatives MaB fiir die Ahnlichkeit der Aminosiuresequenz der analysierten Proteine.
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Die zelluldren Funktionen aller eukaryontischen FKBP, fiir die eine Beteiligung an der
Gametogenese gezeigt wurde, sind nur wenig untersucht, weshalb eine allgemeine Funktion eines

FKBP an der Meiose nur vermutet werden kann.

3.3. Klonierung und Reinigung von FKBP36 und FKBP36-Varianten

3.3.1. Klonierung

Wie bereits in Abschnitt 3.1 beschrieben, ist FKBP36 aus 2 Dominen und je einer N- und C-
terminalen Erweiterung aufgebaut. Um die Eigenschaften und Funktionen dieser Regionen zu
untersuchen, wurden neben dem Volllangenprotein (FKBP36) auch verschiedene FKBP36-
Varianten hergestellt. Mit Hilfe der beschrieben molekularbiologischen Methoden wurden folgende
FKBP36-Konstrukte  hergestellt: FKBP36, FKBP36''*, FKBP36°**, FKBP36'*3,
FKBP36'*, FKBP36'*®. Fiir die Expression in E.coli wurden die Fragmente in den pET28a-
bzw. pGEX4T1-Vektor kloniert. Diese Vektoren erlauben die Expression der Proteine ohne
Erweiterung, als N-terminale Hisg-Fusion bzw. als N-terminale GST-Fusionsproteine. Weiterhin
wurde mit Hilfe molekularbiologischer Methoden die Aminosduresequenz WSHPQFEK
(Streptagll) N-terminal an die FKBP36-Sequenz angefiigt und in pET28a kloniert. Das entstanden
Konstrukt Strep-FKBP36 kodiert fiir ein Fusionsprotein mit N-terminaler Hise-Fusion, gefolgt von
einem Streptagll und der Sequenz fiir FKBP36.

Alle Klonierungen wurden durch vollstindige Sequenzierung der insertierten Sequenzen iiberpriift.

3.3.2. Expression und Reinigung

Fiir die Expression in E.coli wurden alle FKBP36-Varianten in BL21 (DE3) Codon plus RIL-Zellen
transformiert. Die Kultivierung der Expressionsklone fiir die Reinigung erfolgte iiber Nacht bei
20°C, da bei dieser Temperatur die hochste Konzentration an rekombinant hergestelltem Protein in
der 16slichen Fraktion des Lysats vorlag. Nach Zellaufschluss und Ultrazentrifugation konnten alle
mit Hise-Fusion versehenen Konstrukte nach demselben Reinigungsschema bis zur Homogenitét
gereinigt werden (Abbildung 8). Ein exemplarisches Reinigungsgel, das am Beispiel von Hise-
fusionierten FKBP36 die Wirksamkeit der einzelnen Reinigungsschritte dokumentiert, ist in
Abbildung 99 gezeigt.

Im ersten Reinigungsschritt passierte E.coli Lysat eine EMD-DEAE-650(M)-Sédule. Bei dem

verwendeten pH-Wert von 7,8 binden alle FKBP36-Varianten an das Anionenaustauschmaterial.
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Zellaufschluf3

und Zentrifugation )
E.coli S100 Uberstand

25mM Tris, 200 mM Arginin
pH 7,8
o EMD-DEAE-650(M)-Séule
1 Vorreinigung (30 ml)
l Durchlauf
Dialyse
2 Umpuffern 20mM Na-Phosphat, 15mM (NH,),SO4
pH 7.5
S50 Zentrifugationsiiberstand
.. NiNTA His Bind Resin (5ml
3 Affinitatsreinigung ! is Bind Resin (Sml)
l Elutionsfraktionen
4 Endreinigung EMD-DEAE-650(M)-Siule
und Konzentrierung (3ml)

Abbildung 8: Schema fiir die Reinigung von His¢-fusionierten FKBP36-Varianten. Der dargestellte
Reinigungsablauf gilt analog fiir alle mit Hiss-Fusion versehen FKBP36-Varianten.

Durch Zugabe von 200 mM Arginin zu Lysat und Auftragspuffer wurde die Bindung an das
Sdulenmaterial verhindert und das rekombinante Hise-FKBP36 stabilisiert. Im ersten
Reinigungsschritt wurden nur wenige Proteine abgetrennt (<10%), diese stellen jedoch im weiteren
Reinigungsverlauf nicht zu entfernende Verunreinigungen dar. Wihrend der sich anschlieBenden
Reinigungsschritte  neigten  alle  Hise-fusionierten =~ FKBP36-Varianten  schon  bei
Proteinkonzentrationen unter 0,1 mg/ml zur Aggregation.

Durch Dialyse gegen 15 mM (NH4),SO4 in 20 mM Na,HPO4, pH 7,5 und anschlieBende
Zentrifugation wurden alle leicht aggregierenden Proteinspezies entfernt.

Die N-terminale Hiss-Fusion erlaubte die Verwendung einer Nickel-NTA-Affinititssdule als
weiteren Reinigungsschritt. Durch die hohe Selektivitit der Metallchelatchromatographie wurden
70 % - 80 % der kontaminierenden Proteine entfernt. Weitere Verunreinigungen wurden durch
Waschen des Sdulenmaterials mit unterschiedlichen Pufferzusitzen entfernt. Mit 500 mM NaCl und

50 mM Imidazol wurden unspezifisch an das Sadulenmaterial gebundene Proteine abgetrennt.
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Wechselwirkungen der Fusionsproteine mit E.coli Proteinen konnten durch 0,5 % NP40 und 20%
Glycerin verhindert werden. Die Elution spezifisch gebundener Fusionsproteine erfolgte mit 250
mM Imidazol in hoher Reinheit.

Die Aufkonzentrierung und Umpufferung fiir die Lagerung erfolgte durch eine Anionen-
austauschchromatographie bei pH 7,8. Die an die Sdule gebundenen Fusionsproteine wurden mit
einer Stufe (300 mM NaCl, 2 mM EDTA, 25 mM Tris pH 7,8) eluiert. In den ersten
Elutionsfraktionen wurden Proteinkonzentrationen von 0,3 mg/ml und hdher erhalten. Bei diesen
Protein-konzentrationen aggregierten die gereinigten Fusionsproteine. Die Zugabe von 500 mM
Arginin und 20% Glycerin zum Elutionspuffer wirkte stabilisierend auf alle FKBP36-Varianten.
Der Transfer in Puffer ohne Stabilisatoren fiihrte zur erneuten Aggregation. Ohne Zugabe von 500
mM Arginin und 20% Glycerin waren alle His¢-fusionierten FKBP36-Varianten nur bis zu einer

Proteinkonzentration von maximal 0,3 mg/ml stabil.

A B C
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M M

60kDa 60kDa 50kDa|

40kDa 40kDa
- .

. 20kDa|
25kDa| 25kDa

10kDa|

Abbildung 9: Analyse der Reinigung His¢-fusionierter FKBP36-Varianten. A: Analyse der Expression und
Reinigung des rekombinaten Hiss-FKBP36 aus E.coli Lysat. (12,5% SDS-PAGE, Coomassie-Farbung) M: Marker; 1:
gesamt E.coli Aufschluss; 2: Pellet Ultrazentrifugation; 3: Uberstand Ultrazentrifugation; 4: Durchlauf 1. DEAE; 5:
Elution 1.DEAE; 6: Durchlauf NiNTA; 7: Waschschritt 1 NiNTA; 8: Elution NiNTA; 9: Elution 2.DEAE B: 5 uL
gereinigtes Hisg-FKBP36'*? wurde mittels 12,5%iger SDS-PAGE und Coomassie-Firbung analysiert. C: Analyse
von 15 uL gereingtem His,-FKBP36'"'** (15% SDS-PAGE, Coomassie-Firbung).

Die Reinigungsausbeute war fiir alle Hise-fusionierten Varianten sehr gering. Die hochsten

64?7 erreicht.

Ausbeuten wurden mit ca. 7,5 mg Protein je 6 1 Expressionskultur fiir Hise-FKBP3
Hiss-FKBP36''* umfasst die N-terminale Erweiterung und FKBP-Domine und zeigte die
geringste 10sliche Expression und die groBte Aggregationsneigung, weshalb im Durchschnitt nicht

mehr als 1,5 mg Protein je 6 1 Expressionskultur erhalten wurden.
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Die starke Neigung zur Aggregation und die geringen Ausbeuten limitieren die Einsatz-
Moglichkeiten der Hise-fusionierten Konstrukte. N-terminale GST-Fusionen kdnnen sich positiv
auf die Loslichkeit von rekombinant hergestellten Proteinen auswirken [Waugh, 2005], weshalb alle
FKBP36-Varianten auch als GST-Fusionsprotein hergestellt wurden. Die GST-fusionierten
FKBP36-Varianten wurden in E. coli BL21 (DE3) CodonPlus-RIL bei 20°C exprimiert und
gereinigt. Das Reinigungsschema fiir GST- fusionierte Konstrukte ist in Abbildung 10 gezeigt.

Zellaufschluf

und Zentrifugation )
E.coli S100 Uberstand

l 25mM Tris, pH 7,0

o EMD-DEAE-650(M)-Séule
1 Vorreinigung (30 ml)

l Elution

GSH-Sepharose

2 Affinititsreinigung (1 mh
m

Abbildung 10: Schema fiir die Reinigung von GST-FKBP36. Der dargestellte Reinigungsablauf gilt analog fiir alle
FKBP36-Varianten mit GST-Fusion.

Die losliche Fraktion des Zellaufschlusses wurde auf eine mit 25mM Tris pH 7,0 equilibrierte
EMD-DEAE-650(M)-Sédule aufgetragen und mit einem steigenden NaCl Gradienten in 25mM Tris
pH7.4 eluiert. Die Fusionsprotein enthaltenden Fraktionen passierten eine GSH-Sepharose. Nach
diesem Reinigungsschritt lagen GST-FKBP36''*, GST-FKBP36'***?’, GST-FKBP36'**® und
GST-FKBP36'* zur Homogenitit gereinigt vor. Im Coomassie-gefirbten PA-Gel wurden bei
GST-FKBP36 und GST-FKBP36"***" Verunreinigungen, die um ca. 3 kDa bis 7 kDa kleiner
migrierten als das Hauptprodukt, beobachtet. LC/ESI-Q-TOF-Massenspektrometrie und Western-
Blot-Analyse identifizierten diese Verunreinigungen als C-terminal verkiirzte Produkte der GST-
Fusionsproteine. Ein Abtrennen der verkiirzten GST-Fusionsproteine war nicht moglich.

Alle GST-fusionierten FKBP36-Varianten wurden nach Dialyse gegen 20 mM Tris pH 7,8 fiir
weitere Experimente verwendet. Aus 6 Litern Expressionskultur wurden im Durchschnitt 15 mg

GST-FKBP36-Variante erhalten.
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Die Identitit alle gereinigten FKBP36-Varianten wurde mittels LC/ESI-Q-TOF-
Massenspektrometrie bestitigt (Tabelle 2).
Konstrukt Sequenzanalyse
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQOMGRGSEFMGGSALNQGVLEGDDAPGQSLYERLSQRMLDTSGD
. RGVLKDVIREGAGDLVAPDASVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRIMKLGEDI TLWGMELGLLSMRRGE
Hise- LARFLFKPNYAYGTLGCPPLIPPNTTVLFETELLDFLDCAESDKFCALSAEQQDQFPLOKVLKVAATERER
FKBP36 GNYLFRONRFYDAKVRYKRALLLLRRRSAPPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKL.DRPTTALCYGEQALT T
DOKNAKALFRCGQACLLLTEYQKARDFLVRAQKEQPFNHDINNELKKLASCYRDYVDKEKEMWHRMFAPCG
DGSTAGES
Hise- MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQOMGRGSEFMGGSALNQGVLEGDDAPGQSLYERL, SORMLDISGD
\.145 | RGVLKDVIREGAGDLVAPDASVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRLMKLGEDI TLWGMELGLLSMRRGE
FKBP36 LARFLFKPNYAYGTLGCPPLIPPNTTVLFEIELLDFLDCA
. MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQNGRGSEFAESDKFCALSAEQQDQFPLOKVLKVAATEREFGNY
Hise- LFRONRFYDAKVRYKRALLLLRRRSAPPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLDRPTTALCYGEQALTIDOK

FKBP36'%-37

NAKALFRCGQACLLLTEYQKARDFLVRAQKEQPFNHDINNELKKLASCYRDYVDKEKEMWHRMEFAPCGDGS
TAGES

GST-
FKBP36

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMATI
IRYTADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTY
LNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQAFTGGG
DHPPKSDLVPRGSPEFMGGSALNQGVLEGDDAPGQSLYERLSQRMLDISGDRGVLKDVIREGAGDLVAPDA
SVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRLMKLGEDITLWGMELGLLSMRRGELARFLFKPNYAYGTLGCPPL
IPPNTTVLFEIELLDFLDCAESDKFCALSAEQQODQFPLOKVLKVAATEREFGNYLFRONREYDAKVRYKRA
LLLLRRRSAPPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLDRPTIALCYGEQALIIDQKNAKALFRCGQACLLLTE
YOKARDFLVRAQKEQPFNHDINNELKKLASCYRDYVDKEKEMWHRMFAPCGDGSTAGES

GST-
FKBP36!%

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMATI
IRYTADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTY
LNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLOGWQAFTGGG
DHPPKSDLVPRGSPEFMGGSALNQGVLEGDDAPGQSLYERLSQRMLDISGDRGVLKDVIREGAGDLVAPDA
SVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRLMKLGEDITLWGMELGLLSMRRGELARFLFKPNYAYGTLGCPPL
IPPNTTVLFEIELLDFLDCA

GST-
FKBP36'+3?%

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMATI
IRYTADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTY
LNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYTAWPLOGWQAFTGGG
DHPPKSDLVPRGSPEFAESDKFCALSAEQQODQFPLOKVLKVAATEREFGNYLFRONRFYDAKVRYKRALLL
LRRRSAPPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLDRPTIALCYGEQALIIDQKNAKALFRCGQACLLLTEYQK
ARDFLVRAQKEQPFNHDINNELKKLASCYRDYVDKEKEMWHRMFAPCGDGSTAGES

GST-
FKBP36°%3%’

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAT
IRYTADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTY
LNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYTAWPLOGWQAFTGGG
DHPPKSDLVPRGSPEFGVLKDVIREGAGDLVAPDASVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRLMKLGEDIT
LWGMELGLLSMRRGELARFLFKPNYAYGTLGCPPLIPPNTTVLFEIELLDFLDCAESDKFCALSAEQQDQF
PLOKVLKVAATEREFGNYLFRONRFYDAKVRYKRALLLLRRRSAPPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLD
RPTIALCYGEQALIIDQKNAKALFRCGQACLLLTEYQKARDFLVRAQKEQPFNHDINNELKKLASCYRDYV
DKEKEMWHRMFAPCGDGSTAGES

GST-
FKBP36'?%

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMATI
IRYTADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTY
LNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLOGWQAFTGGG
DHPPKSDLVPRGSPEFMGGSALNQGVLEGDDAPGQSLYERLSQRMLDISGDRGVLKDVIREGAGDLVAPDA
SVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRLMKLGEDITLWGMELGLLSMRRGELARFLFKPNYAYGTLGCPPL
IPPNTTVLFEIELLDFLDCAESDKFCALSAEQQODQFPLOKVLKVAATEREFGNYLFRONREYDAKVRYKRA
LLLLRRRSAPPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLDRPTIALCYGEQALIIDQKNAKALFRCGQACLLLTE
YOKARDFLVRAQKEQPFNHDINNELKKLASC

GST-
FKBP36'2%

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMATI
IRYTADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTY
LNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYTAWPLOGWQAFTGGG
DHPPKSDLVPRGSPEFMGGSALNQGVLEGDDAPGQSLYERLSQRMLDISGDRGVLKDVIREGAGDLVAPDA
SVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPRLMKLGEDITLWGMELGLLSMRRGELARFLFKPNYAYGTLGCPPL
IPPNTTVLFEIELLDFLDCAESDKFCALSAEQQODQFPLOKVLKVAATEREFGNYLFRONREYDAKVRYKRA
LLLLRRRSAPPEEQHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLDRPTIALCYGEQALIIDQKNAKALFRCGQACLLLTE
YQOKARDFLVRAQKEQPEN

Tabelle 2: Mit LC/ESI-Q-TOF-Massenspektrometrie identifizierte Peptide der hergestellten FKBP36-Varianten.
In den dargestellten Aminosduresequenzen der FKBP36-Varianten sind die Sequenzanteile der Proteinfusionen
unterstrichen und die mittels Massenspektrometrie identifizierte Peptide blau hervorgehoben.
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3.4. Sekundiirstruktur und Stabilitit von FKBP36

Die rekombinant hergestellten Proteine Hiss-FKBP36, HiS6-FKBP361-145 und HiS6-FKBP36145_327
wurden nach der Reinigung auf die Ausbildung von Sekundérstrukturmerkmalen untersucht. Die
Fern-UV CD-Spektren wurden unter nativen Bedingungen bei 20°C, wie unter 2.2.4.8. beschrieben,

aufgenommen und sind in Abbildung 11 A dargestellt.
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Abbildung 11: Fern-UV CD-spektroskopische Charakterisierung von FKBP36, FKBP36''** und FKBP36'4**%

A: Fern-UV CD-Spektrum von 0,2 mg/ml Hise-FKBP36 (- - -), 0,24 mg/ml Hise-FKBP36''*(-++++), 0,27 mg/ml His,-
FKBP36'**(—) in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5, bei 20°C (Schichtdicke 0,1 cm, 7 Akkumulationen,
Integrationszeit 1s). Alle Spektren sind pufferkorrigiert. B: Thermische Stabilitit von FKBP36, FKBP36'"'** und

FKBP36'**?. Die Entfaltung wurde fiir Hise-FKBP36 (- — -), Hise-FKBP36'*2?" (—) bei 222 nm und fiir Hise-
FKBP36''* (-+) bei 217 nm verfolgt. Alle Entfaltungsiiberginge waren irreversibel.

HisG-FKBP361'145 umfasst die FKBP-Doméne dieses Proteins weshalb ein CD-Spektrum &hnlich
dem des FKBP12 erwartet werden kann. Die Struktur von FKBP12 enthilt fiinf antiparallele -
Faltblitter, eine kurze a-Helix und unstrukturierte Bereiche [Michnick et al., 1991]. Die klassischen
B-Faltblattmerkmale, die mit einem Minimum bei 217 nm und einem positiven Signal bei 195 nm
verbunden werden [Manning & Woody, 1987], sind bei dem CD-Spektrum von Hiss-FKBP36''*°
nicht sehr stark ausgepriagt. Aufgrund der beiden Minima des CD-Spektrums kann nicht von einem
vorwiegend aus B-Faltblatt aufgebauten Protein ausgegangen werden. Die Lage der beiden Minima
bei 208 nm und bei 217 nm sind ebenfalls untypisch fiir ein a-helikales Protein. Das Maximum bei
195 nm ist positiv, aber gering ausgebildet. Das CD-Spektrum von Hiss-FKBP36''* besitzt damit
Merkmale von B-Faltbléttern und unstrukturierten Bereichen. Die dquivalenten Bereiche in FKBP52
(OcFKBP52'"*%) und AFKBP42 (AFKBP42'"'") besitzen vergleichbare CD-Spektren [Pirkl,
2001; Kamphausen, 2002]. Die Kristallstrukturanalysen dieser Proteine zeigen die Ausbildung einer

typischen FKBP-Domine, wobei die Bereiche N-terminal der FKBP-Dominen von FKBPS52
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(Aminosdure Glul-Asn21) und AtFKBP42 (Aminosdure Aspl-Val45) als unstrukturiert
beschrieben sind [Granzin et al., 2006; Sinar et al., 2003; Wu et al., 2004].

Ein Vergleich des CD-Spektrums von Hise-FKBP36'*2*" mit dem Spektrum von Hiss-FKBP36''*
zeigt deutliche Unterschiede zwischen beiden Spektren. Das detektierte CD-Spektrum von Hisg-
FKBP36'*>%" besitzt 2 Minima bei 211 nm und 222 nm. Die Signalintensitit des absoluten
Maximums des Spektrums von Hise-FKBP36'**~*" bei 195 nm ist mit 9000 deg cm® dmol™ deutlich
hoher als die von His6—FKBP36145'327. Die Lage der Minima und des Maximus sowie die
Elliptizitaitswerte deuten auf einen erhéhten a-helikalen Anteil hin. Diese Variante umfasst die
TPR-Doméne von FKBP36. TPR-Doménen sind aus kurzen o-Helices und unstrukturierten
Bereichen aufgebaut. Das aufgenommene CD-Spektrum ist in Form und Signalintensitdt mit den
CD-Spektren der korrespondierenden Sequenzbereiche in Hop und OcFKBP52 vergleichbar [Pirkl,
2001; Carrigan et al., 2006].

Das Volllangenprotein enthélt die Sequenzbereiche beider Domédnen, dies sollte sich im CD-
Spektrum widerspiegeln. Das CD-Spektrum von FKBP36 weist zwei deutliche Minima bei 222 nm
und bei 209 nm mit Signalintensititen von ca. -8000 deg cm” dmol™ auf. Weiterhin liegt ein
Maximum bei 196 nm mit einer Intensitit von 9000 deg cm?® dmol™ vor. Wie bei FKBP36'*>%
kann von einem erhohten o-helikalen Strukturanteil ausgegangen werden. In ihrer Form und
Signalintensitit sind die CD-Spektren verwandter FKBP mit TPR-Doméne wie z.B. FKBP52 und
FKBP44 sehr dhnlich [Pirkl, 2001; Gallon et al., 2004].

Weiterhin wurde die thermische Stabilitit von Hisg-FKBP36, HiS6-FKBP361-145 und Hise-
FKBP36'*7*" mit Hilfe von Fern-UV CD-Spektroskopie untersucht. In Abbildung 11B ist das
Verhalten der Varianten bei thermischer Denaturierung gezeigt. Eine Anderung der Form und
Signalintensitit des CD-Spektrums von Hisg-FKBP36''* wurde nach Erhéhung der Temperatur
auf 85°C beobachtet. Die grofite Differenz in den Signalintensititen zeigte sich fiir diese Variante
bei 217 nm, weshalb bei dieser Wellenlinge der Signalabfall verfolgt wurde. Der
Ubergangsmittelpunkt der Signalinderung liegt bei ca. 64°C. Deutliche Anderungen im Messsignal
wurden nach Aufheizen von His(,—FKBP36145'327 auf 85°C beobachtet. Bei 222 nm war der
Signalabfall am deutlichsten, weshalb der thermisch induzierte Entfaltungsvorgang bei dieser
Wellenldnge aufgezeichnet wurde. Der irreversible Entfaltungsvorgang hatte seinen
Ubergangsmittelpunkt bei 51°C und war bei 66°C abgeschlossen. Damit war die thermische
Denaturierung der TPR-Doméne bei Temperaturen abgeschlossen, bei denen die Denaturierung der
FKBP-Domine ihren Ubergangsmittelpunkt aufwies. Die thermische Denaturierung des

Volllangenproteins war, wie bei beiden Doménen nicht reversibel und wurde bei 222 nm
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aufgezeichnet. Die Ubergangskurve lieB einen Mittelpunkt bei ca. 59°C erkennen. Die thermische

Stabilitdt des Vollldngenproteins liegt damit zwischen der thermischen Stabilitdt beider Doménen.

3.5. PPlase Aktivitit von FKBP36

Eine katalytische Aktivitdt einer PPlase kann durch proteasegekoppelte und proteasefreie Messung
bestimmt werden. Im proteasegekoppelten Test wird die Konformerspezifitit einiger Proteasen
gegeniiber prolinhaltigen Peptidsubstraten ausgenutzt. Der proteasefreie Test nutzt die
Neueinstellung des cis/trans Gleichgewichts von prolinhaltigen Peptid-Substraten nach einem
Losemittelsprung. Hise-FKBP36 und Hise-FKBP36''** wurden in beiden Testsystemen bis zur
maximal 18slichen Konzentration getestet (Hise-FKBP36'"'** ohne Arginin bis 13,5 pM, mit 0,5 M
Arginin bis 33 uM). Es konnte keine PPlase-Aktivitit nachgewiesen werden.

Fiir PPlasen ist eine Substratspezifitit gegeniiber der Aminosdure N-terminal des Prolins
beschrieben [Harrison & Stein, 1990]. Es wurden verschieden Substrate des Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-
Phe-pNA im proteasefreien und -gekoppelten Test untersucht, um den Einfluss groBer und kleiner
hydrophober bzw. hydrophiler Aminosiure in der Xaa-Position zu priifen. Weiterhin wurden im
proteasefreien Test Substrate des Typs Suc-Ala-X-Pro-Arg-pNa und Abz-Ala-Ala-Pro-Glu-
Tyr(NO;)-NH; verwendet, um einen moglichen Einfluss der Aminosdure C-terminal des Prolins zu
prifen. Hise-FKBP36 und His6-FKBP361'145 konnten in keinem Test die Isomerisierung der
Substrate beschleunigen.

Eine Aktivierung der PPlase-Aktivitit durch Zugabe eines Bindepartners ist fir FKBP38
beschrieben [Edlich et al., 2005]. In Gegenwart von Calmodulin wird dieses FKBP mit TPR-
Domaine aktiviert. Die PPlase-Aktivitit von Hise-FKBP36 wurde in Anwesenheit von Calmodulin
untersucht. Eine Beschleunigung der unkatalysierten Reaktion wurde nicht festgestellt. Weiterhin
konnte durch Zugabe verschiedener Interaktionspartner (Hsp90, Hsp72, GAPDH und CLH) bzw.
der interagierenden Dominen (Hsp90%" "', Hsp72°*") zu His,-FKBP36 in mindestens
equimolaren Mengen keinen Einfluss auf die PPIase-Aktivitit beobachtet werden.

Im Kapitel 3.1. wurden die Aminoséuresequenz und ein Strukturmodell der FKBP-Doméne von
FKBP36 analysiert und mit FKBP12 verglichen. Dabei wurden deutliche Unterschiede zwischen
den Aminoséuren Phe46 und Trp59 in FKBP12 und ihren korrespondierenden Aminoséuren Arg81
und Met94 in FKBP36 festgestellt. Es wurden zwei Hisg-fusionierte FKBP36 Varianten (Hise-
FKBP36R8&1F; His-FKBP36M94W) hergestellt, die in den entsprechenden Positionen des FKBP36
die zu FKBP12 korrespondierenden Aminosdurereste trugen. Beide Varianten waren in E.coli nicht

16slich.
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Weiterhin wurde die Variante Hisc-FKBP36R81L hergestellt. Leucin gehdrt zu den hydrophoben
Aminoséuren, besitzt aber ein kleineres Volumen als Phenylalanin, weshalb sich eine Substitution
von Arginin zu Leucin in FKBP36 moglicherweise weniger storend auf die Struktur des Proteins
auswirkt als die Substitution gegen Phenylalanin. Weiterhin korrespondiert in FKBP25 Leul62 zu
FKBP12 Phe46 und beide Proteine besitzen vergleichbare PPlase-Aktivitéten.

A B

Konstrukt Sequenzanalyse

60kDa

- MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGOOMGRGSEFMGGSA
LNOGVLEGDDAPGOSLYERLSORMLDISGDRGVLKDVIREG
40kDa - AGDLVAPDASVLVKYSGYLEHMDRPFDSNYFRKTPLLMKLG
EDITLWGMELGLLSMRRGELARFLFKPNYAYGTLGCPPLIP
PNTTVLFEIELLDFLDCAESDKFCALSAEQQDQFPLOKVLK
VAATEREFGNYLFRONRFYDAKVRYKRALLLLRRRSAPPEE
OHLVEAAKLPVLLNLSFTYLKLDRPTIALCYGEQALT IDOK
NAKALFRCGQACLLLTEYQKARDFLVRAQKEQPFNHD INNE
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Abbildung 12: Charkterisierung von FKBP36R81L.

A)Gereinigtes Hise-FKBP36R81L (200 pL) wurden TCA gefillt in PP aufgenommen und mittels 12,5% SDS-PAGE
und Coomassie-Farbung analysiert M: Proteinstandart B) Massenspektrometrische Identifizierung von Hisg-
FKBP36R81L. In der Aminosduresequenzen des Hiss-FKBP36R81L sind die Sequenzanteile der Hisg-Fusion
unterstrichen und die mittels LC/ESI-Q-TOF-Massenspektrometrie identifizierte Peptide blau hervorgehoben. Darunter
befindet sich auch ein Peptid das die Mutation R81L kennzeichnet (grau unterlegt). C) Abhéngigkeit der
Geschwindigkeitskonstante k,, fiir die enzymkatalysierte cis/trans Isomerisierung von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA von
der FKBP36R81L Konzentration. Die durchgezogene Linie reprisentiert die lineare Regression. Aus dem Anstieg der
Geraden wurde ein ke, /Ky von 5898 + 218 M 's lermittelt. D) Relative Substratspezifitit bezogen auf Suc-Ala-Phe-Pro-
Phe-pNA gegeniiber Substraten des Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-phe-pNA. Mit Xaa = Phe, Leu, Ala, Lys, Glu. Alle
Bestimmungen von k erfolgten in 35 mM Hepes pH 7,8 bei 10°C. Die Substratkonzentrationen betrugen 40 pM. Die
Messung wurde im Chymotrypsin- gekoppelten PPlase Test durchgefiihrt.
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Die Protein-Variante Hisc-FKBP36R81L wurde hergestellt und lag in E.coli mit einer dem WT
vergleichlichen Loslichkeit vor. Diese Variante wurde analog dem WT exprimiert und gereinigt
(Abbildung 12A). Das Fern-UV CD-Spektrum und der Ubergangsmittelpunkt der thermischen
Denaturierung von FKBP36R81L sind mit dem Wildtyp vergleichbar.

Im Chymotrypsin gekoppelten PPlase-Test konnte His¢-FKBP36R81L die Isomerisierung
verschiedener Substrates beschleunigen. Die katalytische Effizienz (kc./Ky) fiir die Isomerisierung
von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA betrigt 5898 + 218 M's™ (Abbildung 12 C). Eine vergleichbarer
kea/ Knv wurde fiir Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA bestimmt (6175 + 913 M'ls'l). Mit Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA wurden nur ca. 8,6 % der zuvor beschrieben katalytischen Effizienzen erreicht. Mit Lysin
oder Glutamat N-terminal des Prolins in Tetrapeptidsubstraten wurde kein Umsatz des Substrates
beobachtet (Abbildung 12 D). Im Protease freien Test wurden vergleichbare PPlase-Aktivititen
bestimmt.

Weiterhin wurde der Einfluss von FK506 und CsA auf die PPlase-Aktivitdt untersucht. Da die
Inhibitoren in Ethanol gelost waren, wurde die Kontrollmessung ohne Inhibitor in Gegenwart
entsprechender Konzentrationen Ethanol durchgefiihrt. Die PPlase wurde mit den Inhibitoren 10
min vorinkubiert. Es wurden FK506- bzw. Csa-Konzentrationen von bis zu 10 uM untersucht. Die
enzymatische Aktivitit von FKBP36R81L weder durch CsA noch durch FK506 inhibiert.

Aufgrund der Insensitivitit der PPlase-Aktivitit von His-FKBP36R81L gegeniiber PPlase
Inhibitoren und der ermittelten Substratspezifitit kann davon ausgegangen werden, dass die
ermittelte PPlase-Aktivitét nicht auf Verunreinigungen durch E.coli PPlasen zuriickgefiihrt werden

kannt.

3.6. Expression von FKBP36 in Geweben und Zelllinien

3.6.1. Endogene Expression

Die Kenntnis des Expressionsmusters von FKBP36 ist fiir in vivo und in vitro Studien mit
endogenem FKBP36 unerlésslich. Eine Expression in reproduktivem Gewebe kann vermutet
werden, da FKBP36 essentiell fiir die meiotischen Zellteilung ist [Crackower et al., 2003]. In
anderen Gewebetypen ist nichts iiber die Expression des Proteins bekannt. Es wurden verschiedene
Gewebe und Zelllinien auf die Expression von FKBP36 untersucht, um geeignetes Zellmaterial fiir
Studien mit endogenem Protein zu erhalten. Hierfiir erfolgte eine Western-Blot-Analyse mit einem
in Kaninchen hergestellten FKBP36-Antiserum. In Voruntersuchungen wurden unterschiedliche

Abnahmen des Antiserums auf ihre Affinitit zu rekombinant in E.coli exprimiertem FKBP36
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getestet. Verschieden Mengen FKBP36 wurden auf Nitrocellulose aufgetragen und einer Western-
Blot-Analyse mit unterschiedlichen Verdiinnungen der einzelnen Antikdrper-Abnahmen
unterzogen. Die vierte Abnahme des Antiserums zeigte die grofite Spezifitdt. Mit Verdiinnungen
von 1:2500 konnte weniger als 0,5 ng rekombinantes FKBP36 detektiert werden (siche Abbildung
13 B). Bei einem Titer > 1:1000 zeigte das Serum keine Kreuzreaktivitiaten mit E.coli Proteinen.

Im Folgenden wurden verschiedene Gewebetypen auf eine FKBP36 Expression untersucht. Zum
Einsatz kamen Lysate von Herz, Hirn, Hoden, Leber, Skelettmuskel, Niere und Thymus aus Maus
und Ratte. Portionen (ca. 0,1 g) von Herz, Hirn, Hoden, Leber und Thymus aus Ratte wurden in
Lysispuffer aufgenommen, und wie unter 2.2.3.5. beschrieben aufgearbeitet. Proben von Niere und
Muskel aus Maus und Ratte waren Fertigpriaparate. Je 10 pug Protein der Zelllysate wurden mittels
SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Bei Verwendung von Praimmunserum wurde mit keiner
der Proben ein Signal erhalten. Mit FKBP36 Antiserum wurde im Hodengewebe bei ca. 37 kDa
eine Bande detektiert (Abbildung 13A). Das beobachtete Molekulargewicht der Bande im PA-Gel,
entspricht anndhernd dem theoretischen Gewicht (37,2 kDa) von FKBP36. Die unter vergleichbaren
Bedingungen durchgefiihrten, in der Literatur dokumentierten Western-Blot-Analysen beschreiben

FKBP36 als Protein von ca. 36,5 kDa [Crackower et al., 2003, Xiong et al., 2003].

A w
= — E =
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— 40 kDa
—
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B
FKBP36 Hoden-
lysat
ng 10 25 1 05 025 10000
- - - < 6xHisFKBP36
< FKBP36

Abbildung 13: Expression von FKBK36 A: Analyse der Expression von FKBP36 in unterschiedlichen Geweben aus
Ratte mit FKBP36 Antiserum 1:1000. Je 10 pg Gesamtzellprotein wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und
mittels 12,5 %-iger SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. B: Analyse der Expressionsstirke von FKBP36 in
Rattenhoden, neben 10 pg gesamt-Hodenlysat wurden verschieden Konzentration gereinigtes, rekombinantes FKBP36
mit Hise-Fusion auf eine 12,5%-iger SDS-PAGE aufgetragen, auf Nitrocellulose transferiert und mit FKBP36-
Antiserum (1:2000) analysiert.
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Die Signalintensitit (densitometrisches Volumen) der im Hodenlysat mit FKBP36-Antiserum
detektierten Bande ist geringer als die Signalintensitit ,die mit 0,5 ng rekombinanten FKBP36 unter
gleichen Bedingungen erhalten wurden. Unter der Annahme, dass endogenes und rekombinantes
Protein mit gleicher Affinitit vom FKBP36-Antiserum gebunden wurde, sind in 10 pg
Hodenprotein < 0,5 ng FKBP36. Damit betragt der Anteil von FKBP36 am Gesamthodenprotein <
0,005%. In anderen untersuchten Geweben wurde kein Western-Blot-Signal erhalten.

Weiterhin wurden zahlreiche Séuger-Zelllinien (A431, C2C12, COS-7, F9, H9¢2, HEK293, HeLa,
HUVEC, Jurkat, NTERA-2, PC-3, RCP, SH-SYS5Y, U343, WI38) auf die Expression von FKBP36
untersucht. Je 10 pg Gesamtzellprotein wurden mittels SDS-PAGE, Western-Blot und FKBP36
Antiserum (1:1000) analysiert. Es konnte kein endogenes FKBP36 detektiert werden.

3.6.2. Rekombinante Expression in COS-7

Um Funktionsstudien von Proteinen in vivo durchzufithren, kommen héufig immortale Zelllinien
zum Einsatz. Da in keiner der untersuchten Zelllinien endogenes FKBP36 nachgewiesen werden
konnte, wurde eine Strategie entwickelt um FKBP36 in Sdugerzellen zu exprimieren. Die fiir
FKBP36 kodierende DNA-Sequenz wurde in einen pcDNA3.1-Vektor fiir Sdugerzell-Expression
gebracht. Da der verwendete Vektor keine Erweiterungen kodiert, wurde mit geeigneten Primern
die DNA-Sequenz von FKBP36 mit N-terminaler Hise-Fusion des pET28a-Vektors amplifiziert und
in pcDNA3.1 ligiert. Das erhaltene FKBP36-pcDNA Konstrukt sollte die Expression von FKBP36
mit N-terminaler Hisg-Fusion ermoglichen.

3 x 10° COS-7-Zellen wurden mittels Elektroporation mit 7,5 pg des FKBP36-pcDNA Konstrukts
transfiziert. Als Kontrolle wurden untransfizierte COS-7-Zellen und mit pcDNA3.1 transfizierte
Zellen unter gleichen Bedingungen mitgefiihrt. Nach 48 h Stunden wurden die Zellen in Lysispuffer
geerntet und aufgeschlossen. Je 10 pug Protein des Gesamtzelllysates wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis des rekombinanten FKBP36 erfolgte
durch eine Western-Blot-Analyse mit FKBP36-Antiserum und Anti-Hisg-Antikdrpern. Das
Ergebnis ist in Abbildung 14 gezeigt. In den Western-Blot-Analysen der Kontrollen (COS-7-Zellen
und mit pcDNA3.1 transfizierte COS-7-Zellen) wurde kein Hinweis flir eine FKBP36 Expression
erhalten. In den mit FKBP36-pcDNA transfizierten Zellen wurde mit FKBP36 Antiserum eine
Bande bei ca. 40 kDa detektiert. Die Analyse mit Anti-Hiss-Fusion Antikdrpern bestétigte dieses
Ergebnis.
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Abbildung 14: Expression von FKBP36 in COS-7-Zellen. 2,5 ng FKBP36 aus £ .coli (Spur 1) und je 10pg
Gesamtzelllysat aus Hoden (Spur 2), untransfizierten COS-7-Zellen (Spur 3), mit pcDNA3.1 (Spur 4) bzw.
FKBP36pcDNA (Spur 5) transfizierten COS-7-Zellen wurden aufgetrennt (SDS-PAGE 12,5% Acrylamid) auf
Nitrozellulose transferiert und mit A) Anti-FKBP36-Antiserum, B) Antikdrper gegen Aktin, FKBP36 und His¢-Fusion
analysiert.

Das in COS-7-Zellen exprimierte FKBP36 Konstrukt zeigt das gleiche Migrationsverhalten im PA-
Gel wie rekombinantes Protein aus E.coli. Beide rekombinanten Proteine erscheinen im PA-Gel um
ca. 3 kDa groBer als das in Hoden detektierte endogene Protein. Der Gréfenunterschied zwischen
endogenem und rekombinant exprimierten Protein kann auf die molekularbiologisch angefiigte
Erweiterung zurlickgefiihrt werden, deren theoretische Masse 3 kDa betrdgt. Endogenes FKBP36
besitzt keine posttranslationalen Modifikationen, die das Laufverhalten im PA-Gel sichtbar

verandern.

3.7. Subzelluliire Lokalisation von FKBP36

3.7.1. Subzellulire Verteilung von FKBP36 in Hodenzellen

Nach der Vorhersage der Analyseprogramme PSORT und TargetP ist FKBP36 vorwiegend im
Cytosol lokalisiert. Klassische Lokalisationssignale fiir den Transport in andere Zellorganelle oder
die Verankerung in der Membran konnen nicht identifiziert werden. Bei seiner Funktion wihrend
der Meiose ist FKBP36 als nukleares Protein beschrieben [Crackower et al., 2003], iiber die
sonstige Verteilung in der Zelle existieren keine publizierten Daten.

Zur Charakterisierung der subzelluldren Verteilung von FKBP36 wurde Rattenhodenlysat in

verschiedene Zellbestandteile fraktioniert. Hierzu wurden ca. 2 g Rattenhoden in Homo-
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genisationspuffer aufgeschlossen (siehe 2.2.3.4.). Uber die sich anschlieBende Zellfraktionierung
gibt Abbildung 15 einen Uberblick. Es wurden Zellkerne (nach Blobel & Potter [1966]) und
Cytosol pripariert. Weiterhin erfolgte eine Extraktion der mikrosomalen Fraktion mit
unterschiedlichen Puffern, da in Vorexperimenten FKBP36 auch nach mehreren Waschschritten
noch im Sediment der Ultrazentrifugation nachgewiesen wurde. Die Extraktion des Pellets mit 0,5
M Tris pH 8,1 iiberfiihrt Bestandteile Clathrin-umhiillter Vesikel in den S100 Uberstand.
Hochmolekularer Tris-Puffer mit basischem pH-Wert induziert Strukturdnderungen in den
schweren Ketten Clathrin-umbhiillter Vesikel, dadurch wird die Kéafigstruktur instabilisiert und ihre
Bestandteile freigesetzt. Das verbleibende Ultrazentrifugationspellet wurde mit 2 % (v/v) Triton
X100 extrahiert, da durch Detergentien hydrophobe Membranproteine in die wéssrige Phase
tiberfiihrt werden. Zur Kontrolle wurde Zelllysat aus Ratten-Leber nach dem gleichen Schema

aufgearbeitet.

Zell- Homogenisat

| 800 x g, 10 min.
Pellet Uberstand
2x waschen mit NIM 17000 x g4, 20 min.
800x g, $S34, 10 min. 100000 x g, 45 Ti, 60 min.

Pellet Uberstand  Cytosol Pellet

in 1,6 M Saccharose iiber Waschen mit HP
2,3 M Saccharose Stufe gelegt Tris Extraktion

100000 x g, 45 Ti, 60 min.

100000 x g, SW40, 60 min.

]

Zellkerne Uberstand

Tris-Extrakt Pellet
Waschen mit HP
Triton Extraktion

100000 x g, 45 Ti, 60 min.

]

Triton X100- Pellet
Extrakt

Abbildung 15: Fraktionierung von Zellen in Cytosol, Zellkerne, Bestandteile von Clathrin Vesikel (Tris-Extrakt)
und membrangebundene Proteine (Triton X100-Extrakt)
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10 pg Protein, der aus Leber und Hoden erhaltenen Fraktionen, wurden nach SDS-PAGE und
Transfer auf Nitrocellulose immunologisch mit Antikorpern gegen GAPDH, Histon und CLH
charakterisiert (Abbildung 16).

Hoden Leber
g 2
b= ‘E = 1 E é E = '_c' S ' E é E
2 o == R R ] > = [l =R =i
o 7 N RE&E | O T N el =fite
Anti-CLH — e — —
Anti-GAPDH | — -— e
—
Anti-Histon Rl _— | .
Anti-FKBP36 - P

Abbildung 16: Western-Blot-Analyse einer subzellularen Fraktionierung. Gesamtzelllysate aus Rattenhoden (links)
bzw. Leber (rechts) wurden in Cytosol, Zellkerne, Clathrin bedeckte Vesikel und Membran Proteine fraktioniert. Je 10
ng Protein wurde mittels SDS-PAGE (fiir den Histon-Nachweis 15 % Acrylamid, ansonsten 10 % Acrylamid)
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit Anti-Histon-, Anti-CLH-, Anti-GAPDH- und Anti-FKBP36
Antikdrpern analysiert.

GAPDH ist ein Markerprotein fiir das Cytosol. Fiir eine Lokalisation im Kern sind Histone als
Marker beschrieben. CLH bildet das Grundgeriist von Clathrin umhiillten Vesikeln, weshalb dieses
Protein in der Fraktion Clathrin-umhiillter Vesikel angereichert ist. In geringeren Konzentrationen
ist trimeres CLH auch im Cytosol lokalisiert. Die Western-Blot-Analyse der Fraktionen zeigt Kerne
in hoher Reinheit. Es konnte keine GAPDH nachgewiesen werden. Weiterhin zeigt ein Vergleich
mit dem Gesamtzelllysat eine Anreicherung an Histon-Proteinen. Im Cytosol wurden eine grofle
GAPDH-Konzentration, eine geringe Konzentration von CLH sowie keine Histone nachgewiesen.
Die Western-Blot-Analyse des Tris-Extrakts aus Hoden zeigt eine Anreicherung von CLH im
Vergleich zum Ausgangsmaterial. Histone wurden bei beiden Geweben nicht, GAPDH nur in
geringen Konzentrationen nachgewiesen. Es kann davon ausgegangen werden, dass Bestanteile
Clathrin umbhiillter Vesikel in dieser Fraktion frei von nuklearen- und cytosolischen
Verunreinigungen in aufkonzentrierter Form vorliegen. Im Triton-Extrakt beider Gewebe konnten
mit Hilfe von Western-Blot-Analysen keine Histone und nur sehr geringe Mengen CLH
nachgewiesen werden. Das Triton-Extrakt aus Leber enthielt nur geringe Mengen GAPDH, im
Extrakt aus Hoden wurde jedoch eine Anreicherung von GAPDH im Vergleich zum Cytosol
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detektiert. Eine solche Anreicherung von GAPDH an Membranen ist nicht ungewo6hnlich. Sie wird
in der Literatur in Zusammenhang mit einer Funktion der GAPDH bei der Fusion von Membranen
diskutiert [Sirover, 2005].

Die Verteilung von FKBP36 in den zuvor charakterisierten Fraktionen wurde ebenfalls mit einer
Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildung 16). In Fraktionen, die aus Leberlysat gewonnen
wurden, konnte kein FKBP36 nachgewiesen werden. Im Hodenlysat wurde FKBP36 in der
cytosolischen und nuklearen Fraktion detektiert. Weiterhin konnte FKBP36, wie die Bestandteile
der Clathrin-bedeckten Vesikel mit 0,5 M Tris aus dem Ultrazentrifugationspellet extrahiert und
nachgewiesen werden. Mit Detergenz konnte kein FKBP36 aus dem Sediment der
Ultrazentrifugation in die 16sliche Fraktion iiberfiihrt werden, weshalb davon ausgegangen werden
kann, dass FKBP36 kein Membranbestandteil ist. Ein Vergleich der Bandenintensitit der Western-
Blot-Analyse mit FKBP36 Antikorper zeigt, dass FKBP36 im Zellkern und im Tris-Extrakt in

hoéherer Konzentration vorliegt als im Cytosol.

3.7.2. Subzellulare Lokalisation von FKBP36 in COS-7-Zellen

Fiir in vivo Studien wurde FKBP36 in COS-7-Zellen exprimiert. Um die im heterologen System
gewonnen Daten auf das native System beziehen zu konnen, sollte die subzelluldre Verteilung des
Proteins in beiden System vergleichbar sein.

Um die subzelluldre Verteilung von FKBP36 im Hoden und in COS-7-Zellen zu vergleichen, wurde
Gesamtzelllysat aus 5 x 10’ COS-7-Zellen nach dem bereits fiir das Hodenzelllysat beschrieben
Schema aufgearbeitet (Abbildung 15). Da weniger Gesamtzellmasse zur Verfiigung stand, mussten
die Volumina der einzelnen Pridparationsschritte angepasst werden. Die Charakterisierung von je
10 pg Protein der einzelnen Fraktionen mit Histon-, GAPDH- und CLH-Antikorpern zeigt, dass
nach diesem Schema auch aus COS-7-Zellen subzellulare Fraktionen in hoher Reinheit gewonnen
wurden (Abbildung 16).

Mit einer Western-Blot-Analyse wurde rekombinantes FKBP36 in der aus COS-7-Zellen gewonnen
Kernfraktion und dem Cytosol nachgewiesen. Dabei war das Western-Blot-Signal in der
Kernfraktion stirker als im Cytosol. Dies ist mit der Verteilung des authentischen FKBP36 im
nativen System vergleichbar. Weiterhin wurde im Tris-Extrakt der COS-7-Zellen geringere Mengen
rekombinantes FKBP36 nachgewiesen als authentisches Protein im Vergleichsexperiment mit

Zellen aus Rattenhoden(Abbildung 16 + Abbildung 16).
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Abbildung 17: Western-Blot-Analyse einer subzellularen Fraktionierung. COS-7-Zellen wurden mit 36pcDNA
bzw. pcDNA3.1 transfiziert und nach 48 h geerntet. Gesamtzelllysate mit pcDNA3.1 (links) bzw. FKBP36pcDNA
(rechts) transfizierten COS-7-Zellen, wurde in Cytosol, Zellkerne, Clathrin-bedeckte Vesikel und Membran Proteine
fraktioniert. Je 10 pg Protein wurde mittels SDS-PAGE (fiir Histon-Nachweis 15 % Acrylamid ansonsten 10 %
Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit Anti-Histon, Anti-CLH-, Anti-GAPDH- und Anti-
FKBP36 Antiserum analysiert.

In den bisher beschrieben Lokalisationsstudien wurden Zellen durch Zentrifugation fraktioniert. Um
die erhalten Ergebnisse zu bestitigen, erfolgten auch Lokalisationsstudien des rekombinanten
FKBP36 in COS-7-Zellen mit Immunfluoreszenz. Hierzu wurden COS-7-Zellen mit FKBP36-
pcDNA transfiziert. Als Negativ-Kontrolle dienten mit pcDNA3.1 transfizierte Zellen. Nach 24 h
wurden die Zellen gewaschen, fixiert, permeabilisiert und einer Fluoreszenzfirbung unterzogen.

Antikorper gegen die Hise-Fusion des FKBP36 und sekunddre FITC-markierte Anti-Mauskorper
sollten nach Anregung bei 488 nm mit griiner Fluoreszenz die Lokalisation von FKBP36 in der
Zelle anzeigen. Um eine bessere Zuordnung dieser Fluoreszenz zu ermdglichen, wurden die Zellen
mit DAPI und Rhodamin-Phalloidin ebenfalls gefdarbt. DAPI ist ein Farbstoff, der in die DNA
interkaliert und mit blauer Fluoreszenz die Lage der Zellkerne kennzeichnet. Das Aktingeriist der
Zelle wurde durch den Rhodamin markierten Aktin-Inhibitor Phalloiden spezifisch rot angefarbt.

In den Kontrollzellen wurde keine unspezifische Bindung des FKBP36-Antikérpers und des
sekunddren Antikorpers festgestellt (Abbildung 18). Die griine Fluoreszenz in FKBP36
exprimierenden Zellen trat verstirkt im Kern sowie in Kernndhe im Cytoplasma auf (Abbildung
18). Die beobachtete Lokalisation in Kern und Cytoplasma steht in Ubereinstimmung mit dem

Ergebnis der Zellfraktionierung.
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Abbildung 18: Konfokale-mikroskopische Darstellung der Immunfluoreszenzfirbung von COS-7-Zellen in An-
und Abwesenheit von rekombinanten FKBP36. COS-7 wurden mit pcDNA3.1 bzw. FKBP36-pcDNA transfiziert.
Die auf mikroskopischen Deckglédschen kultivierten Zellen wurden fixiert und permeabilisiert. Anschliefend wurden
Zellkerne mit DAPI und Aktin mit Rhodamin-Phalloidin angeférbt. Hise-fusioniertes FKBP36 wurde mit einer
Kombination aus Anti-Hises-Fusion-Antikorper und FITC-markierten Anti-Mausantikdrper markiert.

3.8. Identifizierung von Interaktionspartnern

Um ein besseres Verstdndnis der physiologischen Funktionen eines Proteins zu bekommen, ist die
Kenntnis von Interaktionspartnern essentiell. Eine Moglichkeit zur Identifizierung von
Bindepartnern bieten Koprézipitationsversuche mit anschlieBender massenspektrometrischer
Analyse.

Mogliche FKBP36-Bindepartner wurden aus Hodencytoplasma mit GST-FKBP36 koprazipitiert.
Hierzu wurde je 100 ul GSH-Sepharose mit GST-FKBP36 bzw. GST beladen. AnschlieBend
wurden je 50 pl der beladenen Sepharosematerialien mit vorgereinigtem Hodencytoplasma bzw.
mit Lysispuffer inkubiert (3h, 4°C). Nach mehrfachem Waschen der Sepharose wurden die
gebundenen Proteine mit SDS-Probenpuffer eluiert und mittels SDS-PAGE und anschlieBender
Coomassie-Féarbung analysiert (Abbildung 19). Ein Vergleich der erhaltenen Bandenmuster von
GST-FKBP36, welches mit und ohne Cytoplasma inkubiert wurde, 14sst zusétzliche Banden in der
GST-FKBP36 Probe mit Cytoplasma erkennen. Diese migrieren bei ca. 200 kDa, 150 kDa, 90 kDa,
70 kDa, 48 kDa, 41 kDa, 37 kDa und 25-27 kDa. Jede Zusétzliche Bande stellt einen potentiellen
Interaktionspartner dar und wurde fiir die Analyse aus dem PA-Gel ausgeschnitten. Konnten in der
GST-Kontrolle Proteinpopulationen mit einem #hnlichen Laufverhalten beobachtet werden (bei
200 kDa, 70 kDa, 41 kDa und 25-27 kDa), wurden diese ebenfalls ausgeschnitten. Um die mittels
der Affinitdtsmatrix isolierten Proteine zu identifizieren, wurden die ausgeschnittenen Protein-

populationen, im Gel mit Trypsin behandelt, und die erhaltenen Spaltprodukte mittels Massen-
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Abbildung 19: Prizipitationsexperiment zur Identifizierung von potentiellen Interaktionspartnern von
FKBP36: SDS-PAGE (12,5% Acrylamid, Coomassie-Farbung) eines GST- Prézipitationsexperimentes. An 50 ul GSH-
Sepharose wurde GST bzw. GST-FKBP36 immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Lysispuffer bzw.
Rattenhodencytoplasma inkubiert (4h, 4°C), gewaschen und mit 50 ul Probenpuffer eluiert. Je 15ul der Elution wurden
analysiert. Ausgeschnittene Proteinpopulationen sind mit 1-8 benannt und die massenspektrometrische Analyse ist in
Tabelle 33 dargestellt.

N | S | o | NaedDy | Al | St

1 AAA74950 Myosin 200 226,0 19 10,4
2 P11442 CLH 150 191,5 5 2,3

3 P34058 Hsp90 90 83,3 16 31,5
4 Q66HL1 Hsp72 71 69,6 27 39,5
4% P63018 Hsc70 71 70,8 9 11,2
> QPS6 18(;713?8 Trili)lilllﬁ [(31 540% 1 499 21 33,7
6 P60711 Beta-Aktin 41 41,7 12 19,4
7 P04797 GAPDH 37 35,8 7 25,7
8 Q6LDP3 GST 25-27 25,6 7 25

Tabelle 3: Identifizierte Bindepartner der Prizipitationsexperimentes: Die identifizierten Proteinspezies 1-8 sind in
Abbildung 19 dargestellt. Hierbei entspricht 4 der Proteinbande bei ca. 71 kDa im Experiment mit GST-FKBP36 und
4* der Proteinbande mit identischen Laufverhalten im Experiment mit GST. In Proteinbande 5 konnten zu gleichen
Teilen Peptide fiir Tubulin o und Tubulin f nachgewiesen werden. Die Proteinbanden, die mit 8 gekennzeichnet sind,
enthielten alle GST spezifische Peptide, eine Zuordnung der genauen GST-Spezies war nicht mdoglich. B =
theoretisches aus Aminosduresequenz berechnetes Molekulargewicht, A = das aus dem Gel abgeschitzte
Molekulargewicht
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spektrometrie (LC/ESI-Q-TOF) analysiert. Die mit Hilfe von Massenspektrometrie erhaltenen
Peptidmassen wurden mit den Daten der SwissProt- und EMBL Datenbank verglichen. Dabei
wurden die Peptide mit den theoretischen Spaltmustern bekannter Proteine, die sich nach
hypothetischem Trypsin Verdau ergeben, verglichen. Dieser Vergleich ermoglicht die
Identifizierung isolierter Proteinspezies. Es wurden Myosin, CLH, Hsp90, Hsp72, Tubulin, Actin,
GAPDH und GST identifiziert (Tabelle 3). Actin, Myosin und Tubulin wurden in GST-Kontrolle
und GST-FKBP36-Experiment identifiziert und sind in der Literatur als haufige ,,Falschpositive*
von Interaktionsstudien beschrieben [Gavin et al., 2002; Ho et al., 2002]. Peptide, die Mitgliedern
der Hsp70-Proteinfamilie zugeordnet werden konnen, wurden sowohl in der GST-Kontrolle als
auch im GST-FKBP36 Experiment identifiziert. Im Kontrollexperiment wurden Peptide
identifiziert, die fiir Hsc70 spezifisch sind. Im Experiment mit GST-FKBP36 konnten keine Hsc70-
Peptide nachgewiesen werden. Es wurden jedoch Peptide gefunden, die Hsp72 als Bindepartner
identifizieren. CLH, Hsp90 und GAPDH wurden ausschlie8lich in Anwesenheit von GST-FKBP36

identifiziert.

zugegeb.e nes Elution
Protein
FKBP36 - + - +
Anti-CLH —
Anti-Hsp90 ren—— —
Anti-Hsp72 —
Anti-GAPDH | " -

Abbildung 20: Western-Blot-Analyse identifizierter FKBP36-Bindepartner: Western-Blot-Analyse eines
Prazipitationsexperimentes mit Strep-FKBP36. 50 pl Streptactin-Sepharose mit Strep-FKBP36 bzw. das unbeladene
Sepharosematerial wurden mit Hodencytoplasma inkubiert, gewaschen und mit 50 ul Probenpuffer eluiert. Je 15 pl der
Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-PAGE (10 % Acrylamid) aufgetrennt und auf Nitrozellulose
transferiert. Die Analyse erfolgte mit Hsp90-, Hsp72-, CLH- und GAPDH- Antikorpern.

Um artifizielle Einflusse des GST-GSH-Sepharose-Systems weiter auszuschlieen, wurde ein
analoges Experiment mit Streptagll fusioniertem FKBP36 (Strep-FKBP36) und Streptactin-
Sepharose durchgefiihrt. An Streptactin-Sepharose konnten wesentlich geringere Konzentrationen
des Fusionsproteins immobilisiert werden, dies setzt die erreichbare Konzentration der

koprézipitierten Bindepartner im Experiment herab. Weiterhin besitzt dieses Sepharose-Material

grofle Affinitdt zu einer Vielzahl von Proteinen des Zelllysates. Eine effiziente Vorreinigung des
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Cytoplasmas durch mehrfache Vorinkubation mit Streptactin-Sepharose gelang nicht. Die
Auswertung des Experiments nach SDS-PAGE und Coomassie-Féirbung zeigte keine Unterschiede
zwischen Strep-FKBP36 Experiment und Kontrolle ohne FKBP36. Die Western-Blot-Analyse
(Abbildung 20) dieses Experiments bestitigt jedoch eine spezifische Interaktion von Strep-FKBP36
mit GAPDH, Hsp72, Hsp90 und Clathrin. Keines dieser Proteine wurde von der Streptactin-Matrix
ohne immobilisiertes Protein gebunden.

Die Ergebnisse zeigen, dass zwei verschiedene Affinitdtssysteme CLH, Hsp90, Hsp72 und GAPDH
als spezifische Bindepartner von FKBP36 identifizieren konnten. Im Folgenden wurden die

einzelnen Interaktionen verifiziert.

3.9. Wechselwirkung zwischen FKBP36 und Hsp90

3.9.1. Expression und Reinigung von Hsp90%*""*!

Zahlreichen Studien belegen, dass die C-terminale Doméne von Hsp90 (Hsp90627'731) nicht nur fiir
die Dimerisierung des Proteins essentiell ist, sondern auch die Interaktion mit TPR-Doménen
verschiedener Proteine vermittelt [Carello et al., 1999; Chen et al, 1998; Nemoto et al., 1995;
Young et al., 1998]. Fiir Proteininteraktionsstudien wurde die kodierende DNA-Sequenz von
Hsp90%*" ! in pET28a und pGEXT4 kloniert. Die verwendeten Vektoren erlauben die Expression
in E.coli mit N-terminaler His¢-Fusion bzw. GST-Fusion. Beide Varianten wurden bei 30°C in
E.coli Rosetta (DE3) exprimiert.

Hsp90°2”*! mit Hiss-Fusion wurde in drei Schritten aus E.coli Lysat gereinigt. Zuerst passierte die
16sliche Fraktion eine mit 10 mM Mes pH 6,8 equilibrierte Fractogel EMD-DEAE-650(M)-Saule
(30 ml). Der Durchlauf wurde mit 1 M Tris Losung auf einen pH Wert von 7,5 eingestellt und auf
eine Nickel-NTA-Affinitatssdule (5 ml) aufgetragen. Unspezifisch an das Sdulenmaterial
gebundene Proteine wurden mit Waschpuffer I abgetrennt und spezifisch gebundene Proteine mit
einem Imidazolgradienten (50 mM bis 500 mM) eluiert. Zum Abschluss wurden die Hsp90%*'"*!
enthaltenden Fraktionen bei pH 7,5 auf eine Fractogel EMD-DEAE-650(M)-Sdule (2 ml)
aufgetragen und mit 300 mM NaCl eluiert. Es wurden 50 mg zur Homogenitidt gereinigtes
Hsp90°?" ! erhalten. In Gelfiltrationsexperimenten wurde eine Dimerisierung von Hsp90%’"*!
beobachtet, welches auf eine funktionelle Faltung dieser rekombinanten Hsp90-Doméne hinweist.
GST- Hsp90%""*! wurde in einer 6 1 Uberexpressionskultur, wie oben beschrieben, exprimiert. Aus
der 16slichen Fraktion des Zellaufschlusses wurde mit Hilfe einer GSH-A ffinitdtschromatographie

(1 ml GSH-Sepharose) GST- Hsp90°*""*! in einem Schritt gereinigt. Die Analyse durch SDS-
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PAGE =zeigte zusdtzlich zum Hauptprodukt Verunreinigungen, die bis zu 10 kDa unter dem
Hauptprodukt migrierten. Die massenspektrometrische Analyse identifizierte die Nebenprodukte als
C-terminal verkiirzte Fragmente des Hauptprodukts. Diese konnten durch keinen weiteren

Chromatographieschritt entfernt werden. Das Protein wurde gegen 20 mM Tris pH 7,5 dialysiert
und gelagert.

3.9.2. Subzelluliire Verteilung von Hsp90

Die subzelluldre Verteilung von Hsp90 wurde, anhand der im Kapitel 3.7.1. beschrieben Fraktionen
einer differentiellen Zentrifugation und Extraktion zu Gewinnung von Cytosol, Zellkernen,
Bestandteilen von Clathrin bedeckten Vesikeln und membrangebundenen Proteinen, charakterisiert.
Fraktionen, die aus Hoden und Leber von Ratten gewonnen wurden, wurden durch einen Western-

Blot mit Anti- Hsp90-Antikdrpern analysiert (Abbildung 21)

Hoden Leber
2 2
E 3 5 sEEE|E § B osE &%
s g < 28 8% s g = 2 & £ &
Nl [—} ~— o w»n - [—} ~— o
53 > 2 = e = e 53 > Q = =
@) @) N SIS Qo &) N R @
Anti-Hsp90 ‘ o -

Anti-FKBP36 “—

Abbildung 21: Western-Blot-Analyse einer Zellfraktionierung mit Anti-Hsp90-Antikérpern. Gesamtzelllysate aus
Rattenhoden (links) bzw. Leber (rechts) wurden in Cytosol und Zellkerne fraktioniert. Aus der Membranfraktion
wurden durch Tris- bzw. Triton-Extraktion Clathrin bedeckte Vesikel bzw. Membran Proteine angereichert. Je 10 pg

Protein wurde mittels SDS-PAGE (10 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit Anti-Hsp90-
Antikdrpern und FKBP36-Antiserum analysiert.

In beiden Organen wurde die hochste Konzentration an Hsp90 im Cytosol und geringere
Konzentrationen in der Fraktion mit Bestandteilen von Clathrin-bedeckten Vesikeln nachgewiesen.
Im Hoden wurde Hsp90 weiterhin in der Membranproteinfraktion detektiert. Ein Vergleich der
Verteilungsmuster von Hsp90 und FKBP36 zeigt, dass eine Kolokalisierung und damit die
Moglichkeit einer Interaktion nur im Cytosol oder den Clathrin-umbhiillten Vesikel gegeben ist.
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3.9.3. Hsp90-Binderegion in FKBP36

Um die Binderegion von Hsp90 in FKBP36 niher einzugrenzen, wurden GST-fusioniertes FKBP36
(GST-FKBP36), eine Variante, die die N-terminale Erweiterung und die FKBP-Doméne (GST-
FKBP36''*) sowie eine Variante, die die TPR-Domine und C-terminale Erweiterung (GST-
FKBP36'*>?") umfasst, auf Interaktion mit Hsp90 aus dem Cytoplasma von Rattenhoden
untersucht. Hierzu wurden GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36'"'* und GST-FKBP36'*?" an
GSH-Sepharose immobilisiert und mit Cytoplasma inkubiert. Nach fiinffachem Waschen wurde das
Sepharose-Material mit 40 ul SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min gekocht. AnschlieBend wurden
10 pl der Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit einer Western-Blot-Analyse mit Hsp90-
Antikdrpern auf Hsp90 untersucht (Abbildung 22).

GST GST- GST- GST-
FKBP36 | FKBP36'''“°| FKBP36'4-3?]
Hodenlysat - + - + . + ) N
zugegebenes
Protein ~— - —
Anti-Hsp90 —
Eluat

Anti-GST ... .

Abbildung 22: Interaktion von Hsp90 mit verschiedenen GST-FKBP36-Varianteen. Western-Blot-Analyse eines
GST-Prizipitationsexperimentes. Je 30 pl GSH-Sepharose wurde mit GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36''* bzw.
GST-FKBP36'*? gesittigt. Die beladene Sepharose wurde mit Lysispuffer bzw. Hodencytoplasma inkubiert (2 h,
4°C), gewaschen und mit 40pul Probenpuffer eluiert. Je 10ul der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-
PAGE (12,5 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-Hsp90- und Anti-GST-Antikérpern
analysiert.

In Experimenten mit GST-FKBP36''* und der GST-Kontrolle wurde kein Hsp90 koprizipitiert.
Dagegen interagiert endogenes Hsp90 mit GST-fusionertem FKBP36 und GST-FKBP36'*7?. In
den zuvor beschriebenen Prézipitationsexperimenten interagiert Hsp90 mit FKBP36-Varianten, die
die TPR-Motive und die C-terminale Erweiterung des Proteins enthalten. Ahnliche Erweiterungen
bilden in verwandten Proteinen eine a-Helix aus, die im Zusammenhang mit der Stabilisierung des

TPR/Hsp90-Komplexes diskutiert werden [Cheung-Flynn et al., 2003; Allan et al., 2006]. Obwohl
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der C-Terminus einiger PPlasen mit TPR-Motiv keinen Einfluss auf deren Interaktion mit Hsp90 zu
haben scheint, ist bei anderen, wie z.B. FKBP51, dieser Bereich entscheidend fiir die Bindung an
Hsp90. Zur Untersuchung der moglichen Funktion der C-terminalen FKBP36 Erweiterung bei der
Bindung an Hsp90 wurden C-terminal verkiirzte FKBP36 Fragmente hergestellt und mit
endogenem Hsp90 inkubiert. Die Western-Blot-Analyse eines Koprézipitationsversuches mit
matrixgebundenen GST-FKBP36, GST-FKBP36'**® und GST-FKBP36'**® und Cytoplasma aus
Rattenhoden ist in Abbildung 23 gezeigt. Hsp90 interagiert mit allen Varianten in diesem
Experiment. Eine densitometrische Auswertung zeigt, dass vergleichbare Menge Hsp90 prizipitert
wurden. Daher wurde kein Einfluss der C-terminalen FKBP36 Erweiterung auf die Bildung des

FKBP36/Hsp90-Komplexes festgestellt.
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Abbildung 23: Interaktion von Hsp90 mit verschiedenen GST-FKBP36-Varianten. Western-Blot-Analyse eines
GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36'** und
GST-FKBP36'*2* immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Hodencytoplasma inkubiert (2 h, 4°C),
gewaschen und mit 40ul Probenpuffer eluiert. Je 10ul der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-PAGE
(12,5 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-Hsp90- und Anti-GST-Antikorpern
analysiert.

3.9.4. FKBP36 Binderegion in Hsp90

Hsp90 ist aus drei Doménen mit unterschiedlichen Funktionen aufgebaut. Eine Identifizierung der
FKBP36-Bindestelle in Hsp90 kann Aufschluss iiber die Funktion des Proteins im Komplex mit
Hsp90 geben. Fiir eine Vielzahl von TPR-Doménen wurde die Bindung an die C-terminale Doméne
von Hsp90 (Hsp90°*" ") gezeigt [Chen e al, 1998; Young et al, 1998]. Interagieren TPR-

Doménen mit der C-terminalen Doméne von Hsp90, so ist Hsp90627'731

ein Kompetitor der
Interaktion. Die Bindung an Hsp90 kann auch bei Proteinen mit TPR-Doméine aufBerhalb von

Hsp90°?" ! erfolgen [Catlett et al., 2006]. Einige dieser Interaktionen mit Hsp90 kénnen abhingig
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von ATP sein und sind durch die Inhibierbarkeit durch Geldanamycin charakterisiert [Yin et al.,
2006]. In einem Koprizipitationsversuch wurde der Einfluss von Geldanamycin und Hsp90®*" 7!
auf die FKBP36/Hsp90-Interaktion untersucht (Abbildung 24). Die Gegenwart von 5 uM
Geldanamycin im Prézipitationsansatz hatte keinen Einfluss auf die FKBP36/Hsp90-Interaktion.
Die Zugabe von 50 uM Hsp90°""*! hemmte die Interaktion mit Hsp90 fast vollstindig, wihrend

627-731
0

Hise-fusioniertes Hsp9 an der FKBP36-Affinititsmatrix bindet. Dieses Experiment zeigt,

dass FKBP36 mit der C-terminalen Doméne von Hsp90 interagiert.

Hodenlysat - + + +
Geldanamycin - - + -
Hsp90627-731 - - - +
zugegebenes
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Anti-Hsp90
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Abbildung 24: Interaktion von GST-FKBP36 mit der C-terminalen Domine von Hsp90: Western-Blot-Analyse
eines GST-Prézipitationsexperimentes. Mit GST-FKBP36 gesittigte Sepharose wurde mit Lysispuffer bzw.
Hodencytoplasma versehen. Weiterhin wurden Reaktionsansitze 5 pM Geldanamycin bzw. mit 50 pM Hsp90%'-"*!
zugesetzt. Nach zweistiindiger Inkubation wurde die Affinitdtsmatrix gewaschen und mit 40 ul Probenpuffer eluiert. Je
10 pl der Elution und 10 pl des zugegebenen Proteins wurden auf einer SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) aufgetrennt,
auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-Hsp90-Antikorpern analysiert. Mit Anti-Hisg-Fusion-Antikdrpern wurde
Hsp90°*""*! und mit GST-Antikérpern GST-FKBP36 im Eluat nachgewiesen.

3.9.5. Einfluss von Peptiden auf die FKBP36/Hsp90-Interaktion

Fiir die Bindung von TPR-Dominen an Hsp90 ist der C-Terminus von Hsp90, bestehend aus den
Aminosduremotiv EEVD essentiell [Scheufler et al., 2000]. Die Spezifitit und Stabilitdt dieser
Interaktion kann durch Aminosduren, die N-terminal des EEVD-Motivs lokalisiert sind, beeinflusst
werden [Carello ef al, 1999; Scheufler et al., 2000]. In einem Kompetitionsversuch sollte
untersucht werden, wieviele Aminosduren des C-Terminus von Hsp90 hinreichend sind, um mit
endogenem Hsp90 um die Bindung an FKBP36 zu kompetieren. Getestet wurden die letzten 104
Aminosduren in Form der C-terminalen Domine (Hsp90%""*"), die letzten 20 Aminoséuren
(Hsp90C20), 7 Aminosduren (Hsp90C7) und 5 Aminoséduren (Hsp90C5) des Hitzeschockproteins.
Je 50 uM der Hsp90-Variante bzw. Peptide wurden mit Rattenhodenlysat und immobilisierten
GST-FKBP36 inkubiert.
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Alle getesteten Oligopeptide kompetieren mit Hsp90 (Abbildung 25). Bei Zugabe von Hsp90C20
und Hsp90C7 wurde die Menge des gebundenen Hsp90 deutlich reduziert. Die densitometrische
Auswertung zeigte, dass in Anwesenheit von Hsp90C20 bzw. Hsp90C7 nur ca. 10 % des Hsp90
detektiert wurden, die im Kontrollexperimentes mit der FKBP36-Affinitdtsmatrix nachgewiesen

wurden. Weiterhin lieB eine densitometrische Auswertung der Western-Blot-Analyse erkennen,

627-731
0

dass bei Zugabe von Hsp9 und Hsp90CS5 weniger als 1,0 % des endogenen Hsp90 an der

FKBP36-Affinititsmatrix gebunden hatte, als im Experiment ohne Peptidzugabe. Das geladene
MEEVD-Motiv des Hitzeschockproteins ist ausreichend fiir die FKBP36/Hsp90-Interaktion.
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Abbildung 25: Einfluss unterschiedlicher Peptide auf die FKBP36/Hsp90-Interaktion. A: Western-Blot-Analyse
eines GST-Prazipitationsexperimentes bei dem je 30 pul GSH-Sepharose mit GST-FKBP36 gesittigt wurden. Die
FKBP36-Affinititsmatrix wurde mit Hodencytoplasma und je 50 pM Hsp90%’-*! Hsp90C20, Hsp90C7 und Hsp90C5
inkubiert (2 h, 4°C). Die gewaschene FKBP36-Affinitdtsmatrix wurde mit 40 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der
Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit Hsp90- und GST-Antikdrpern analysiert. B: Aminosduresequenzen der verwendeten Peptide. Alle
Peptide waren N-terminal acetyliert und C-terminal frei.

3.9.6. Einfluss niedermolekularer Verbindungen auf die FKBP36/Hsp90-Interaktion

Novobiocin und cis-Platin sind niedermolekulare Verbindungen, deren Interaktion mit der C-
terminalen Doméne von Hsp90 und eine daraus resultierend Hemmung der Interaktion zwischen
TPR-Doménen und Hsp90 beschrieben ist [Allan et al., 2006; Yun et al., 2004; Rosenhagen et al.,
2003]. In Koprizipitationsexperimenten mit immobilisierten GST-FKBP36 und Cytoplasma bzw.
gereinigtem Hsp90°”"*! wurde der Einfluss dieser Verbindungen auf die FKBP36/Hsp90-
Interaktion getestet. Unter Verwendung der Konzentrationen aus publizierter Literatur (5 mM

Novobiocin und 10 uM Cisplatin) wurde Aggregation der Proteine im Cytoplasma bzw. von
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rekombinanten Hsp90°?""*! beobachtet. In Konzentrationsbereichen, die keine Aggregation der
Proteine verursachte, konnte kein Einfluss auf die FKBP36/Hsp90-Interaktion beobachtet werden.

Fiir die TPR-Doméne der PP5 ist eine Interaktion mit Arachidonsdure beschrieben [Chen & Cohen,
1997]. Arachidonséure und Hsp90 kompetieren hierbei um die Bindung an PP5 [Zeke ef al., 2005].
Der Einfluss von Arachidonsdure auf die FKBP36/Hsp90-Interaktion wurde in
Koprizipitationsexperimenten  untersucht. Die Zugabe von Arachidonsdure (bis zu
Loslichkeitsgrenze) zum FKBP36/Hsp90-Komplex hatte keinen Einfluss auf die Interaktion beider

Proteine.

3.9.7. Direkte Interaktion zwischen FKBP36 und Hsp90®*""*!

Die bisher dargestellten Bindungsstudien untersuchten die FKBP36/Hsp90-Interaktion immer in
Anwesenheit des komplexen Proteingemischs eines Zelllysates. Die Interaktionen von TPR-
Dominen mit Hsp90 sind in der Regel direkt und werden nicht durch einen weiteren Faktor
vermittelt [Young ef al., 1998; Chen et al., 1998]. Fiir FKBP38 wurde jedoch gezeigt, dass fiir eine
Interaktion mit Hsp90 die Anwesenheit von CaM notwendig ist [Edlich ez al., 2007].

GST-Hsp90627-731 E GST
S
<
FKBP36 | FKBP52 | E | FKBP36
S
v p| U P|U P|E| U P
FKBP52 - P
FKBP36 - — I
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GST » - S a8 v

Abbildung 26: Interaktion von His;-FKBP36 und FKBP52 mit GST-Hsp90*"™', SDS-PAGE (15% Acrylamid,
Coomassie-Farbung) eines GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 pl GSH-Sepharose wurden GST-Hsp90°*"!
bzw. GST immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Lysispuffer, 10 uM Hiss-FKBP36 bzw. 10 uM FKBP52
inkubiert (2 h, 4°C). Nach Waschen der Sepharose erfolgte eine Elution mit 30 ul Probenpuffer. Je 10 ul der Elution (P)
und 10 pl des Uberstandes nach der Inkubation (U) wurden analysiert.

Im Folgenden wurde untersucht, ob Hsp90°?"*! direkt, ohne weitere Faktoren an FKBP36 bindet.
Die Ergebnisse von Koprizipitationsexperimenten mit immobilisierten GST-Hsp90°*”"*! und

gereinigtem Hisg-FKBP36 bzw. FKBP52 ist in Abbildung 26 dargestellt. Die beiden isolierten
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FKBP interagierten mit der C-terminale Doméne des Hitzschockproteins. Eine densitometrische
Auswertung zeigte, dass ca. 66 % des eingesetzten Hise-FKBP36 und ca. 77 % des eingesetzten
FKBP52 an GST-Hsp90°*" "' gebunden waren, wihrend FKBP36 nicht mit GST interagierte.

3.9.8. Spektroskopische Charakterisierung des FKBP36/Hsp90%*""*! - Komplexes

Die Interaktion zweier Proteine kann mit strukturellen Anderungen in mindestens einem der beiden
Bindepartner verbunden sein. Betreffen diese Anderungen die unmittelbare Umgebung von
aromatischen Aminosiuren, vor allem Tryptophan und Tyrosin, kdnnen Anderungen im
Fluoreszenzspektrum beobachtet werden, da durch Verdnderung in der Exposition von Aromaten
zum Losungsmittel dynamische Quenchvorginge des angeregten Zustandes und damit die
Fluoreszenzintensitit beeinflusst werden. Bei Verdnderungen in der Umgebung der Seitenketten
von Tryptophanresten kann weiterhin eine Verschiebung des Intensititsmaximums beobachtet

werden.
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Abbildung 27: Veriinderung der Fluoreszenzemission nach Bildung des FKBP36/HSP90%"*'-Komplexes.

Fluoreszenzspektren von 0,5 pM freien Hise-FKBP36 (...), 1 uM freien Hsp90%"7*!(-—) sowie das theoretische (---)
und gemessene Spektrum (—) des Hise-FKBP36/HSP90%?”7*'-Komplexes. Die Messungen erfolgten bei 20°C, in 20
mM Tris pH 7,5 und bei einer Anregungswellenldnge von 280 nm.

Nach Anregung bei 280 nm wurde die Fluoreszenzemission von Hise-FKBP36 und Hsp90®*""*!

einzeln und nach dem Mischen detektiert. Dabei wurden Unterschiede in der Signalintensitét des
errechneten Additivspektrums und dem detektierten Spektrum von Hise-FKBP36 und Hsp90®?’"*!
festgestellt (Abbildung 27). Das beobachtete quenching ist ein Hinweis auf die Bildung eines Hiss-
FKBP36/Hsp90%*""*'-Komplexes. Da keine Verinderung in der Lage des Fluoreszenzmaximums
beobachtet wurde, diirften keine Tryptophanreste an der Komplexbildung beteiligt sein. Ein
analoges Experiment wurde mit Hise-FKBP36''* und Hsp90®*"7*! durchgefiihrt. Hierbei wurden
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keine Unterschiede festgestellt. In Ubereinstimmung mit dem Prizipitationsexperiment zeigte auch
die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung keinen Hinweis auf eine Interaktion zwischen

Hsp90 und diesem Sequenzbereich von FKBP36.

Treten bei einer Interaktion Verdnderungen im Sekundérstrukturgehalt mindestens einer der beiden
Interaktionspartner auf, konnen diese mit Hilfe von Fern-UV CD-Spektroskopie identifiziert
werden. In einer Doppelkammerkiivette wurden die Fern-UV CD-Spektren von 2 uM Hiss-FKBP36
und 4 pM Hsp90%*""*! vor und nach dem Mischen bestimmt. Vor dem Mischen entspricht das
beobachtete Spektrum dem Additiv-Spektrum der beiden Einzelproteinspektren. Eventuelle
Verdnderungen des Spektrums, die nach dem Mischen auftreten, sind Hinweise auf die Bildung
eines FKBP36/Hsp90®*""*'-Komplexes. Ein Vergleich der Spektren vor und nach dem Mischen
zeigt eine Anderung im Bereich zwischen 205 nm bis 212 nm (Abbildung 28). Diese Unterschiede
der CD-Spektren deuten auf Verdnderungen in der Sekundérstruktur mindestens eines
Bindepartners durch Bildung eines FKBP36/Hsp90-Komplexes.

Analoge Untersuchungen erfolgten mit Hise-FKBP36'"** und Hsp90%""*! sowie mit Hiss-FKBP36
und den C-terminalen Peptiden von Hsp90 (Hsp90C5, Hsp90C7, Hsp90C20). In diesen
Experimenten konnten auch nach Erh6hung der Konzentration der Hise-FKBP36-Variante auf 7,5
uM und der Peptidkonzentration auf 25 uM keine Unterschiede vor und nach dem Mischen

detektiert werden.
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Abbildung 28: Charakterisierung der Sekundirstruktur von FKBP36 und Hsp90*”"' vor und nach der
Komplexbildung. Fern/UV CD-Spektrum von 2 puM Hise-FKBP36 und 4 pM Hsp90*’7' in 10 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,5. Die Spektren wurden in einer Doppelkammerkiivette vor (©) und nach (e) dem
Mischen bei 20°C aufgenommen und sind pufferkorrigiert (Schichtdicke einer Kammer: 4,34 mm; 10 Akkumulationen,
Integrationszeit 1s). Im Inset ist das Differenzspektrum (o-e) dargestellt.
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3.10. Wechselwirkung zwischen FKBP36 und Hsp72

3.10.1. Reinigung von Hsp72

3.10.1.1. Hsp72 Reinigung aus Gewebe

Hsp72 ist essentiell fiir die Spermatogenese und wird in hohen Konzentrationen im Hoden
exprimiert [Eddy, 1999]. Die Prdparation von RnHsp72 erfolgte aus dem Cytosol von 6
Rattenhoden (ca. 4,5 g cytosolisches Protein). Dies bietet den Vorteil, endogenes Protein mit allen
nativen Modifikationen zu erhalten. In Abbildung 29 ist die Reinigung schematisch dargestellt. Da
endogenes RnHsp72 im Coomassie-gefarbten PA-Gel nicht mit Bestimmtheit nachgewiesen werden
konnte, erfolgte die Auswertung der einzelnen Reinigungsschritte mit Hilfe von SDS-PAGE und
anschlieBender Western-Blot-Analyse mit Anti-Hsp72 Antikorpern.

Zellaufschluf3
und Zentrifugation }
Gewebe S100 Uberstand
l 25 mM Tris pH 7,0
. EMD-DEAE-650(M)-Séule
1 Vorreinigung (30 ml)
l Elutionsfraktionen
Dialyse
2 Umpuffern 20 mM Tris, 150 mM
NacCl, pH7,5
l S50 Zentrifugationsiiberstand
i .. Hydroxyapatit-Saule
3 Affinititsreinigung Y (}11 SIr)nl)
l Elutionsfraktionen
4 Endreinigung ATP-Sepharose
und Konzentrierung (1ml)

Abbildung 29: Der dargestellte Reinigungsablauf gilt fiir die Reinigung von endogenem Hsp72 aus dem Cytosol von
Rattenhoden und rekombinanten Hsp72 aus E.coli. (Bei Hisg-fusionierten Hsp72 aus E.coli folgte nach der DEAE
Anionenaustauschchromatographie eine Affinititschromatograpie mit NiNTA Material)

69



Ergebnisse

Nachdem das Gesamtprotein aus Rattenhodencytosol gegen 25 mM Tris pH 7,5 dialysiert wurde,
passierte es einen DEAE-Anionentauscher und wurde im steigenden NaCl Gradienten eluiert.
Fraktionen, in denen RnHsp72 angereichert vorlag, wurden gegen 20 mM Tris, 150 mM NaCl
pH 7,5 dialysiert und auf eine Hydroxyapatitsdule aufgetragen. Bei der Reinigung mit
Hydroxyapatit wird das Prinzip der Ionenaustauschchromatographie mit einer spezifischen
Komplexierung von Carboxylatgruppen kombiniert. Unter den gewéhlten Bedingungen haben nur
wenige Proteine an das Sdulenmaterial gebunden. Nach waschen mit 20 mM Hepes, 20 mM
Na,HPO4 pH 7,5 wurde RnHsp72 im steigenden Na,HPO, Gradienten am Ende des Gradienten in
hoher Reinheit eluiert. Im abschlieBenden affinitdtschromatographischen Schritt mit ATP-
Sepharose wurden nur Proteine mit einer ATP-bindenden Doméne spezifisch an das Sdulenmaterial
gebunden. Nach Elution mit ATP wurde im Coomassie-gefdrbten PA-Gel eine einzelne Bande bei
ca. 70 kDa beobachtet. Diese Proteinspezies wurde durch Western-Blot-Analyse als Hsp72
identifiziert.

Im Hoden von Nagern und Mensch sind neben Hsp72 noch weitere cytosolische Mitglieder der
Hsp70 Proteinfamilie beschrieben [Allen ef al., 1988; Maekawa et al., 1989]. Die meisten von
ihnen (Hsc70, Hsp71 und Hsp70L) besitzen dhnliche proteinchemische Eigenschaften, weshalb eine
Anreicherung dieser Proteine ebenfalls wahrscheinlich ist. Da diese Hitzeschockproteine ein
dhnliches Molekulargewicht besitzen, sind sie im PA-Gel nur schwer von Hsp72 zu unterscheiden.
Eine Differenzierung ermdglicht eine isoelektrische Fokussierung, bei der Unterschiede der
isoelektrischen Punkte genutzt werden.

50 pg des gereinigten Hsp70 wurden linear zwischen pH 3-11 isoelektrischen fokussiert und
anschlieBend im PA-Gel aufgetrennt. Eine Coomassie-Farbung des Gels ermoglichte die
Beobachtung von mindestens 4 Proteinpopulationen, die sich in der Probe befunden haben
(Abbildung 30 A). Drei der Proteinpopulationen besaBen sehr &hnliche isoelektrische Punkte
zwischen pH 5-6,5. Um diese besser zu separieren, wurden 25 ug des gereinigten Proteins aus
Rattenhodencytoplasma zwischen pH 4-7 fokussiert und im 10%-igen PA-Gel aufgetrennt
(Abbildung 30 B). Fiir die Identifizierung der Proteine wurden die Proben der Proteinpopulationen
aus dem Gel ausgeschnitten, tryptisch verdaut und die erhaltenen Peptide massenspektrometrische
analysiert. Der Vergleich der erhaltenen Peptidmassen mit theoretischen Peptidmassen, die aus der
Proteolyse bekannter Proteine mit Trypsin resultieren, erfolgte mit der Swiss Prot- und EMBL-
Datenbank. Es wurden RnHsc70, RnHsp72 und RnHsp70L identifiziert (Tabelle 44 gibt einen
Uberblick).

Eine densitometrische Auswertung des Gels in Abbildung 30 A zeigt, dass 79 % des gereinigten
Hsp70 aus Hoden von RnHsp72 gebildet wurde. Fiir RnHsp72 wurde eine Fokussierung mit
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unterschiedlichen isoelektrischen Punkten (IEP) beobachtet. Verdnderungen des IEP eines Proteins
konnen ein Hinweis auf posttranslationale Modifikationen des Proteins sein, diese wurden jedoch

massenspektroskopisch nicht nachgewiesen.

A
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.
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Abbildung 30: Zweidimensionale Auftrennung von gereinigten Hsp70 aus Rattenhoden: A: 50 pg gereinigtes
Hsp70 aus Rattenhoden wurde zwischen pH 3-11 isoelektrisch fokussiert und anschlieBend im 10%-igen PA-Gel
aufgetrennt und Coomassie gefdrbt. B: 25 pg gereinigtes Hsp70 wurde zwischen pH 4-7 isoelektrisch fokussiert und
anschlieend im 10%-igen PA-Gel aufgetrennt und Coomassie gefarbt.

Nr. (Giailernl Protein IEP peigzil(]iler SCaplral

Eintrag Nr. A B il deckung (%)
1 P63018 RnHsc70 5,37 5,0 21 43,6
2 P14659 RnHsp72 5,51 5,5 23 42,4
3 P14659 RnHsp72 5,51 6,0 19 39,3
4 P55063 RnHsp70L 5,91 7,7 16 30,4
5 P63018 RnHsc70 5,37 4,9 4 6,3
6 P14659 RnHsp72 5,51 5,5 8 11,9
7 P14659 RnHsp72 5,51 5,7 5 7,2
8 P14659 RnHsp72 5,51 5,8 3 4,2

Tabelle 4: Auswertung der durch Massenspektrometrie identifizierten Proteine der 2D-Gelelektrophorese
gereinigter Hsp70 Proteine. Dic Nummerierung 1-8 beziehen sich auf Abbildung 30. IEP= isoclektrischer Punkt der
Proteine; A = theoretischer aus Aminoséure-Sequenz berechneter IEP, B = aus dem Gel abgeschitzter [EP
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3.10.1.2. Hsp72 Expression und Reinigung aus E.coli

Zur praparativen Herstellung von Hsp72 wurde dieses Hitzschock Protein in E.coli rekombinant
hergestellt. Hsp72 aus Mensch und Ratte besitzen 98 % Sequenzidentitit und vergleichbare
1soelektrischen Punkte (human pl: 5,56 bzw. R. norvegicus pl: 5,51), weshalb es mdglich war, das
Reinigungsschema zur Gewinnung von endogenem Protein aus Rattenhoden auf die Reinigung von
rekombinanten Hsp72 aus E.coli anzuwenden. Zur Abtrennung des DnaK, der Hsp70-Vertreter aus
E.coli, welches #hnliche proteinchemische Eigenschaften wie Hsp72 besitzt, wurden zwei
Strategien verfolgt.

In der ersten Strategie erfolgte die Trennung von Hsp72 und DnaK auf genetischer Ebene. Hierzu
wurde Hsp72 in einem DnaK-deletierten E.coli Stamm (MC4100 ADnaK52) exprimiert. Der
verwendete Expressionsvektor (Hsp72pSM) kodiert fiir Hsp72 ohne Erweiterung. In diesem System
war die Hsp72 Expressionsrate gering. Weiterhin lag ein GroBteil des rekombinanten Proteins
unloslich als EinschluBBkorperchen vor.

Die zweite Strategie verfolgte eine chromatographische Abtrennung von DnaK, wobei Hsp72 als N-
terminale Hise-Fusion in E.coli Rosetta Zellen exprimiert wurde. Die Fusion vermittelt die
Interaktion mit NiNTA-Material, an das DnaK nicht bindet. Dieses E.coli Expressionssystem hatte
den Vorteil, dass wesentlich mehr Hsp72 16slich exprimiert wurde.

Bei der Reinigung beider Hsp72-Varianten aus E.coli wurden Unterschiede im Vergleich zum
authentischen Protein beobachtet. Im ersten Reinigungsschritt passierten die beiden Hsp72
Varianten aus E.coli genau wie authentisches RnHsp72 aus Hoden einen DEAE-Anionentauscher
bei pH 7,0. Authentischen Protein wurde unter diesen Bedingungen vollstindig gebunden. Sowohl
die Hsp72-Variante ohne Hise-Fusion als auch die Hisg-fusionierte Variante aus E.coli befanden
sich zu groBlen Teilen im Effluat der Sdule. Weder das Erhohen der Séulenkapazitét, noch des pH-
Wertes auf pH 8,6 konnte die Bindekapazitit gegeniiber rekombinanten Hsp72 erhohen. Die
Fraktionen des rekombinanten Proteins, die mit dem authentischen RnHsp72 vergleichbare
Eigenschaften besallen, wurden weiter aufgearbeitet. In der Hydroxyapatitchromatographie wurden
keine Unterschiede beobachtet. Im abschlieBenden Affinitatsreinigungsschritt mit ATP-Sepharose
wurde RnHsp72 aus Hoden vollstindig an die Sdulenmaterial gebunden. Die in E.coli produziertem
Hsp72-Varianten befanden sich hingegen vollstindig im Effluat der Sédule. Da in E.coli
exprimiertes Hsp72 keine Affinitit zu ATP-Sepharose besitzt, ist die ATPase-Doméne des

rekombinanten Hsp72 moglicherweise nicht funktionell gefaltet.
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3.10.2. Expression und Reinigung der C-terminalen Doménen verschiedener Hsp70

Untersuchungen weisen eine Interaktion unterschiedlicher Mitglieder der Hsp70-Proteinfamilie mit
TPR-Doménen nach [Carrello et al., 2004; CIliff et al., 2006;]. Dabei wird die Interaktion durch die
C-terminale Domine der Hsp70-Proteine vermittelt [Wu et al., 2001].

Die C-terminalen Doménen verschiedener Mitglieder der Hsp70 Proteinfamilie wurden kloniert,
exprimiert und gereinigt. Hierzu wurden die korrespondierenden DNA-Sequenzen von Hsp72>47
Hsc70%*%%% Hsp71°*%°, Hsp70L****' aus Mensch in pET28a kloniert. Fiir die Expression
wurden die Hisg-fusionierten Varianten in E.coli BL21 (DE3) Codon plus RIL-Zellen transformiert
und wie in Kapitel 2.2.1.1. beschrieben exprimiert. Alle Varianten konnten in 3 Chromatographie-
schritten zur Homogenitét gereinigt werden. Nachdem die 16sliche Fraktion des E.coli Lysats eine
mit 10 mM Mes (pH 6,6) equilibrierte Fractogel EMD-DEAE-650(M)-Séule (30 ml) passiert hatte,
wurde der Durchlauf mit 1 M Tris-Losung auf pH 7,5 eingestellt und auf eine Nickel-NTA-
Affinitatssdule (5 ml) aufgetragen. Das Sadulenmaterial wurde mit 500 mM NaCl und 50 mM
Imidazol gewaschen und spezifisch gebundene Proteine im Imidazolgradienten (50 mM bis
500 mM) eluiert. Zum Abschluss wurden Fraktionen, die das rekombinante Protein enthielten bei
pH 7,5 auf eine Fractogel EMD-DEAE-650(M)-Séule (2 ml) aufgetragen und mit 300 mM NaCl
eluiert. Aus 6 Litern Expressionskultur wurden im Durchschnitt 35 mg der gereinigten C-terminalen

Domaénen erhalten.

3.10.3. Subzellulire Verteilung von Hsp72

Cytosol, Zellkerne, Bestandteile von Clathrin bedeckten Vesikeln und Membran gebundene
Proteine wurde aus Hoden und Leber von Ratten pripariert (Kapitel 3.7.1.). Die Verteilung von
Hsp72 in diesen Fraktionen wurde mittels Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildung 31).

In Leber wurde kein Hsp72 identifiziert, wéhrend in allen aus Hoden gewonnen Fraktionen Hsp72
nachgewiesen wurde. Im Cytosol, Zellkernen und der Fraktion mit Bestandteilen Clathrin-bedeckter
Vesikel lag Hsp72 in hoheren Konzentrationen vor, wobei im Cytosol das stirkste Signal erhalten
wurde. In der Membranproteinfraktion wurden nur sehr geringe Konzentration Hsp72 detektiert.
Der Vergleich mit dem Verteilungsmuster von FKBP36 zeigt eine dhnliche Verteilung beider
Protein in der Zelle (Abbildung 31). Theoretisch ist die Bildung eines FKBP36/Hsp72-Komplexes
in Cytosol, Zellkernen und Clathrin bedeckten Vesikeln moglich.
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Abbildung 31: Western-Blot-Analyse einer Zellfraktionierung mit Anti-Hsp72 Antikorpern. Gesamtlysate aus
Rattenhoden (links) und Rattenleber (rechts) wurden in Cytosol, Zellkerne und Membranfraktion fraktioniert. Aus der
Membranfraktion wurden durch Tris- bzw. Triton-Extraktion Clathrin-bedeckte Vesikel bzw. Membranproteine

angereichert. Je 10 pg Protein wurde mittels SDS-PAGE (10 %-igen Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrocellulose
transferiert und mit Anti-Hsp72- und Anti-FKBP36-Antikorpern analysiert.

3.10.4. Hsp72-Binderegion in FKBP36

Zur Charakterisierung der Interaktion zwischen Hsp72 und FKBP36 wurde der Sequenzbereich im
FKBP36, der eine Interaktion mit Hsp72 vermittelt, eingegrenzt.

Hierzu wurden in einem Koprizipitationsexperiment GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36''* und
GST-FKBP36'*?*" an GSH-Sepharose immobilisiert und mit Cytoplasma aus Rattenhoden

inkubiert. AnschlieBend wurde in einer Western-Blot-Analyse koprézipitiertes Hsp72 detektiert
(Abbildung 32).

GST GST- GST- GST-
FKBP36 | FKBP36'''“°| FKBP36'+-3?]
Hodenlysat -+ _ + _ " ) +
zugegebenes
Protein R — — —
Anti-Hsp72
== e e
Eluat -—

Abbildung 32: Interaktion von Hsp72 mit verschiedenen GST-FKBP36-Varianten. Western-Blot-Analyse eines
GST-Prizipitationsexperimentes. Je 30 ul GSH-Sepharose wurde mit GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36''* bzw.
GST-FKBP36'**7 gesittigt und mit Lysispuffer bzw. Hodencytoplasma versetzt. Nach Inkubation (2 h, 4°C) wurde

die Sepharose gewaschen und mit 40 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution und 10 pl der Zugabe wurden mit
Anti-Hsp72- Antikorpern analysiert.
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Mit GST-FKBP36 und GST-FKBP36'**?” wurden deutlich groBere Mengen Hsp72 koprizipitiert
als mit GST und GST-FKBP36''*. Da mit GST-FKBP36''* eine mit der GST-Kontolle
vergleichbare Menge Hsp72 prizipitiert wurde, interagiert Hsp72 nicht spezifisch mit FKBP36''*.
Mit GST-FKBP36'¥%?" wurde deutlich mehr Hsp72 prizipitiert als im Kontrollexperiment,
weshalb FKBP36'%7?7 eine spezifische Wechselwirkung mit Hsp72 vermittelt. Die Interaktion
zwischen Hsp72 und GST beruht wahrscheinlich auf einer Peptidsequenz der verwendeten GST,
welche Homologie zu bekannten Hsp70-Substraten aufweist [Rial & Ceccarelli, 2002].

Hsp72 bindet mit deutlich hoherer Affinitdt an FKBP36-Varianten, die die TPR-Doméne und die C-
terminale Erweiterung umfassen. Um eine mogliche Funktion der C-terminalen Erweiterung von
FKBP36 bei der Interaktion mit Hsp72 zu untersuchen, wurde ein Koprizipitationsexperiment mit
C-terminal verkiirzten FKBP36 Varianten durchgefiihrt (Abbildung 33). Mit einer um 29
Aminoséduren verkiirzten GST-FKBP36 Variante (GST-FKBP36'”®) wurde eine mit dem
Vollldngenprotein vergleichbare Menge Hsp72 aus dem Cytoplasma koprézipitiert. Eine zusétzlich
verkiirzte Variante (GST-FKBP36'%) interagierte nicht mehr mit Hsp72. Damit bilden die
Aminosdure His286-Ser297 des FKBP36 einen Bereich, der essentiell fiir die Interaktion mit Hsp72

ist.
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Abbildung 33: Interaktion von Hsp72 mit verschiedenen GST-FKBP36-Varianten. Western-Blot-Analyse eines
GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 pl GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36, GST-FKBP36'**® und GST-
FKBP36'* immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Hodencytoplasma inkubiert (2 h, 4°C), gewaschen und
mit 40ul Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-PAGE (12,5 %
Acrylamid, aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-Hsp72-Antikdrpern analysiert.

3.10.6. Direkte Interaktion zwischen FKBP36 und Hsp72>*>%"

Mit gereinigtem FKBP36 und GST-Hsp72°** wurde in einem Koprizipitationsexperiment eine
direkte Bindung der beiden Proteine nachgewiesen (Abbildung 34). Hierzu wurde GST-Hsp72°*%%*
an GSH-Sepharose immobilisiert und mit 7,5 uM Hise-FKBP36 bzw. 7,5 uM FKBP52 inkubiert.
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Nach fiinffachem Waschen erfolgte die Elution gebundener Proteine. Die Analyse im Coomassie
gefirbtem PA-Gel zeigt eine Koprizipitation von Hise-FKBP36 mit GST-Hsp72°**. FKBP52
bindet nicht an GST-Hsp72°*%*, GST-Hsp72°*"* diskriminiert zwischen FKBP36 und FKBP52.

GST-Hsp72545-63 i:
FKBP36 | FKBP52 g
U P U P| U P :%
FKBP52 -/ o i
FKBP36 > —— ,
GST-Hsp72345-639% — -— p—

Abbildung 344: Bindung von FKBP36 an GST-Hsp72**%®, SDS-PAGE (15% Acrylamid, Coomassie-Férbung)
eines GST-Prizipitationsexperimentes. 30 ul GSH-Sepharose wurden GST-Hsp72°*%* gesittigt und mit Lysispuffer,
7,5 uM Hisg-FKBP36 bzw. 7,5uM FKBP52 inkubiert (2 h, 4°C). Die gewaschene Sepharose wurde mit 30 pl
Probenpulffer eluiert. Je 10 ul der Elution (P) und 10 pl des Uberstandes nach der Inkubation (U) wurden analysiert.

3.10.5. Kompetition von Hsp72 und Hsp90 um FKBP36

Hsp90 und Hsp70 binden auf vergleichbare Weise an TPR-Doménen [Cliff ez al., 2006; Scheufler
et al, 2000]. Nicht alle TPR-Domédnen diskriminieren vollstindig zwischen beiden
Hitzeschockproteinen. Einige TPR-Doménen interagieren mit Hsp90 und Hsp70, dabei kann eine
Kompetition beider Hitzschockproteine um die Bindestelle in der TPR-Doméne beobachtet werden
[Carello et al., 2004].

Fir FKBP36 wurde eine Interaktion mit Hsp90 und Hsp72 nachgewiesen. Beide
Hitzeschockproteine interagieren mit der TPR-Doméane von FKBP36, wobei die Kompetition um
die Bindung an FKBP36 ein Hinweis auf eine gemeinsame Bindestelle beider Hitzeschockproteine
wire. Hierzu wurde GST-FKBP36 an GSH-Sepharose immobilisiert und mit Cytoplasma inkubiert.
Der Einfluss der Addition von Hsp90°*" "' bzw. Hsp72°*%’ auf die Interaktion mit endogenem
Hsp90 und Hsp72 wurde mittels Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildung 34). Gereinigtes
Hsp90°?”*! kompetierte nicht nur mit Hsp90 aus Cytoplasma um die Bindung an GST-FKBP36,
sondern reduziert auch den Anteil an koprizipitierten Hsp72. Die Zugabe von Hsp72°** hatte
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einen vergleichbaren Effekt. Durch Zugabe dieser Hsp72-Domine wurde die Interaktion mit Hsp72
und Hsp90 fast vollstindig gehemmt, stattdessen interagierte Hsp72°*** mit der FKBP36
Affinitdtsmatrix. Die C-terminalen Doménen beider Hitzeschockproteine binden an FKBP36 und

kompetieren miteinander.

Hodenlysat - + + + Hodenlysat - + + +
Hsp90627-731 - - + - Hsp90627-731 - - + -
Hsp72545-639 - - - + Hsp72545-639 - - - +
zugegebenes . Anti-FKBP36  Eluat .
Protein T W e " .
Anti-Hsp90
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zugegebenes
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Anti-Hsp72
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Abbildung 35: Einfluss von Hsp90®”"' und Hsp72***%’ auf die Interaktion von Hsp72 und GST-FKBP36
Western-Blot-Analyse eines GST-Prézipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurde GST-FKBP36
immobilisiert. Diese FKBP36-Affinitdtsmatrix wurde mit Lysispuffer bzw. Hodencytoplasma und je 50 uM
Hsp90°*" ! bzw. Hsp72>*%* inkubiert (2 h, 4°C) und anschlieBend mit 40 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution
bzw. 10 pl der zugegebenen Proteinlosung wurden auf einer SDS-PAGE (10 % Acrylamid, fiir die Analyse mit Anti-
Hisg-Fusion Antikorper 15% Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-Hsp90- und Anti-
Hsp72-Antikorpern analysiert. Mit Anti-Hisg-Fusion-Antikorpern wurde rekombinantes Hsp90%?”7*! und Hsp72°+%%
und mit GST- Antikérpern GST-FKBP36 im Eluat nachgewiesen

3.10.7. Bindestudien mit FKBP36 und C-terminalen Dominen von Hsp72-Homologen

Fir die C-terminalen Dominen verschiedener Mitglieder der Hsp70 Proteinfamilie ist eine
Interaktion mit TPR-Domaénen beschrieben [Carrello et al., 2004; CIliff et al., 2006, Wu et al.,
20017].

Die gereinigten C-terminalen Doménen unterschiedlicher Hsp70 Vertreter wurden auf die Fahigkeit
untersucht, an FKBP36 zu binden. In GST-Koprizipitationsexperimenten wurde Matrix gebundenes
GST-FKBP36 mit je 20 uM Hsp90°*" 7! Hsp72°*%%, Hsc70**%%, Hsp71°*%*! bzw. Hsp70L>*+*
inkubiert. Nach Waschen und Elution der FKBP36-Matrix erfolge die Analyse von 10 ul der
Elutionsfraktion mit einer 15%-igen SDS-PAGE. In der Coomassie-Féarbung des PA-Gels wurde
eine Koprizipitation von Hsp90°*”7*" und Hsp72°***° mit GST-FKBP36 beobachtet (Abbildung 36
A). Interaktionen zwischen FKBP36 und Hsc70°*%*, Hsp71°****! bzw. Hsp70L>****! konnte mit
Coomassie-Farbung nicht beobachtet werden. Um die Sensitivitdt zu erhhen, wurde eine Western-

Blot-Analyse mit Anti-Hise-Fusion-Antikorpern durchgefiihrt (Abbildung 36 B). Hierbei wurden
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neben Hsp90°? ! und Hsp72°*%* auch geringere Konzentrationen von Hsc70°*%*® und Hsp71°**

! im Prizipitat detektiert. In der Western-Blot-Analyse der GST Kontrolle konnte keine

Kopriézipitation der C-terminalen Doméne nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: Bindestudie mit GST-FKBP36 und Hsp90627'731, Hsp7235%° Hsc70%7%%, Hsp715%%! bzw.
Hsp70L**%, Je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36 inkubiert. Die FKBP36-Affinititsmatrix wurde mit
Lysispuffer bzw. je 50 uM Hsp90®*" ! Hsp72°*%%, Hsc70°***, Hsp71°*%*!, Hsp70L>**** inkubiert (2 h, 4°C). Die
gewaschene Sepharose wurde mit 40 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 ul der Elution wurden auf einer SDS-PAGE (15 %
Acrylamid) aufgetrennt und Coomassie gefirbt (A) bzw. mit einem Western-Blot analysiert (B). Mit Anti-Hiss-Fusion-
Antikdrpern erfolgte der Nachweis der Hisg-fusionierten C-terminalen Doménen der Hitzeschockproteine.

Weiterhin erfolgten spektroskopische Analysen der Bindung zwischen FKBP36 und Hsp72°*%,
Hsc707*%% Hsp71°**" bzw. Hsp70L*****'. Die Fluoreszenzemissionsspektren der isolierten
Hsp70-Varianten, des isolierten FKBP36 sowie ein Gemisch aus Hsp70-Variante und FKBP36

wurden nach Anregung der Tyrosin- und Tryptophanseitenketten (280 nm) detektiert (Abbildung
37A)

Das theoretische Additivspektrum von FKBP36 und Hsp72°* %" besaB eine héhere Signalintensitit
als das detektierte Fluoreszenzspektrum von einem Gemisch aus FKBP36 und Hsp72°*%°. Das
beobachtete quenching zwischen FKBP36 und Hsp72°*% gibt einen Hinweis auf eine Interaktion

beider Proteine und bestitigt damit das Ergebnis der Koprézipitationsexperimente. Eine
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Verschiebung des Signalmaximums wurde nicht beobachtet, weshalb eine Beteiligung von
Tryptophanresten an der Interaktion unwahrscheinlich ist.

Nach Mischen von FKBP36 mit Hsc70°*% Hsp71°*%! bzw. Hsp70L*****!' wurde kein
Unterschied zwischen theoretischen und detektierten Fluoreszenzspektrum festgestellt (Abbildung
37B). Damit ergaben die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung, wie auch das
(342:646.

Prézipitationsexperiment, keine Hinweise auf eine Interaktion von FKBP36 mit Hsc7

Hsp71°*** bzw. Hsp70L>**%*!,
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Abbildung 37: Verinderung der Fluoreszenzemission nach Bildung des FKBP36/Hsp72%%**-Komplexes. A:
Fluoreszenzspektren von 0,5 uM freien His-FKBP36 (), 1 uM freien Hsp72>**%? (——)sowie das theoretische (---)
und gemessene Spektrum (—) des His;-FKBP36/HSP72°*%*° Komplexes. B: Fluoreszenzspektren von 0,5 uM freien
Hise-FKBP36 (---), 1 pM freien Hsp70L*****' (-—-) sowie das theoretische (---) und gemessene Spektrum (—) einer

Mischung von 0,5 uM Hisg-FKBP36 und 1uM HSP70L***%! Die Messungen erfolgten bei 20°C, in 20 mM Tris
pH 7.5 und bei einer Anregungswellenlédnge von 280 nm.

Weiterhin wurden Fern-UV CD-spektroskopische Untersuchungen von FKBP36 und Hsp72°*%
Hsc70°*%% Hsp71°*%! bzw. Hsp70L>****! in einer Doppelkammerkiivette durchgefiihrt. Der
Vergleich der Spektren vor und nach dem Mischen zeigte keine Anderungen und gibt damit keinen

Hinweis auf eine Interaktion der Proteine.

3.10.8. Einfluss von Peptiden auf die FKBP36/Hsp72-Interaktion

Wie in Abbildung 36 und 37 gezeigt, diskriminiert FKBP36 zwischen Hsp72°*%°, Hsc70>*%%,
Hsp71°**°*" und Hsp70L>****!". Dabei wurde deutlich mehr Hsp72°*®* gebunden als Hsc70%**%
und Hsp71°* ¥, Eine Interaktion mit Hsp70L>****! wurde unter den verwendeten Bedingungen

nicht beobachtet. Weiterhin interagiert FKBP36 mit Hsp90°" 7!, Alle vorgestellten
Hitzeschockproteine besitzen am C-Terminus das Aminosduresequenzmotiv. EEVD. Der C-

Terminus aller cytosolischen Hsp70 Vertreter wird durch die 8 Aminosdurereste: GPTIEEVD
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gebildet. Fiir die Bildung des FKBP36/Hsp90-Komplexes wurde die Bedeutung des Pentapeptids
MEEVD gezeigt (Abbildung 25).
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Anti-Hsp90 Hsp90CS5 MEEVD
Eluat S e m— G
Hsp70CS IEEVD
Hsp71C9 SGPTIEEVD
zugegeb'enes — — Hsp72C9 GGPTIEEVD
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Anti-Hsp72
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Anti-GST [e—— ]

Abbildung 38: Einfluss unterschiedlicher Peptide auf die FKBP36/Hsp72-Interaktion. A: Western-Blot-Analyse
eines GST-Prézipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36 immobilisiert. Die beladene
Sepharose wurde mit Hodencytoplasma und je 50 uM Hsp90CS5, Hsc70CS5, Hsp71C9 und Hsp72C9 inkubiert (2 h,
4°C). Die gewaschene Sepharose wurde mit 40ul Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution und 10 pl der Zugabe
wurden auf einer SDS-PAGE (10% Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anit-Hsp90-, Anti-
GST sowie Anti-Hsp72-Antikorpern analysiert. B: Uberblick iiber die Aminosiuresequenzen der verwendeten Peptide.
Alle Peptide waren N-terminal acetyliert und C-terminal frei.

In weiteren Kompetitionsexperimenten wurde das Pentapeptid IEEVD (Hsp70C5) und die
Nonapeptide SGPTIEEVD (Hsp71C9) und GGPTIEEVD (Hsp72C9), die den C-Termini von
Hsp71/Hsc70 bzw. Hsp72 entsprechen, untersucht. Matrix-gebundenes FKBP36 wurde mit
Cytoplasma und 50 uM des jeweiligen Peptides inkubiert. AnschlieBend wurde mit einer Western-
Blot-Analyse gebundenes Hsp90 und Hsp72 identifiziert (Abbildung 38). Durch Zugabe von
MEEVD wurde die Bindung von GST-FKBP36 an Hsp90 und an Hsp72 inhibiert. Beide
Hitzeschockproteine scheinen an der Bindestelle, die durch das MEEVD-Peptid besetzt wird, zu
binden.

Durch die Zugabe von IEEVD wurde die Interaktion zwischen GST-FKBP36 und Hsp90 bzw.
Hsp72 nicht beeinflusst. Auch nach Erhéhung der Peptidkonzentration auf 200 uM konnte keine

Inhibition der Interaktion mit den Hitzeschockproteinen beobachtet werden.
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Eine N-terminale Verlingerung des IEEVD-Peptids zu den verwendeten Nonapetiden hatte
ebenfalls keinen Einfluss auf die Interaktion zwischen GST-FKBP36 und den

Hitzeschockproteinen.

3.11. Wechselwirkung zwischen FKBP36 und GAPDH

3.11.1. Binderegion von GAPDH in FKBP36

Mit Hilfe eines Koprizipitationsexperiments wurde die Binderegion von GAPDH in FKBP36 néher
eingegrenzt. Hierzu wurden GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36''* und GST-FKBP36'*>*" an
GSH-Sepharose immobilisiert und mit Cytoplasma aus Rattenhoden inkubiert. Aus dem
Cytoplasma adsorbierte GAPDH wurde mit einer Western-Blot-Analyse nachgewiesen (Abbildung
39). In Experimenten mit GST und GST-FKBP36''* wurde keine GAPDH koprizipitiert. Dagegen
konnten GST-FKBP36 und GST-FKBP36'**?” GAPDH aus dem Cytosol an die Sepharose-Matrix
tiberfiihren.

GST GST- GST-
FKBP36 | FKBP36!"'4
- + - + - +
zugegebenes
Protein -_—— - -
Anti-GAPDH
Eluat — = -

Abbildung 39: Bindestudie mit unterschiedlichen GST-FKBP36 Varianten und GAPDH. Western-Blot-Analyse
eines GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36''*
und GST-FKBP36'*~*" immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Lysispuffer bzw. Hodencytoplasma inkubiert
(2 h, 4°C), gewaschen und mit 40 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer
SDS-PAGE (10% Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-GAPDH Antikdrpern analysiert.

GAPDH interagiert mit FKBP36-Varianten, die neben der TPR-Domine auch die C-terminale
Erweiterung umfassen. Um eine mdgliche Funktion der C-terminalen Erweiterung von FKBP36 bei
dieser Interaktion zu untersuchen, wurden C-terminal verkiirzte FKBK36-Varianten (GST-
FKBP36'*"* und GST-FKBP36'**®) in einem Koprizipitationsexperiment verwendet (Abbildung
40). Die Western-Blot-Analyse des Experimentes zeigt, dass alle FKBP36-Varianten mit GAPDH
interagieren. Mit GST-FKBP36 und GST-FKBP36'** wurden vergleichbare Mengen

koprazipitiert, wihrend an die um 41 Aminosduren verkiirzte Variante GST-FKBP36'* deutlich
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geringere Mengen GAPDH gebunden wurde. Dies gibt einen ersten Hinweis auf eine wichtige

Funktion der Aminosédure His286-Ser297 von FKBP36 bei der Bindung an GAPDH.
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Abbildung 40: Interaktion von GAPDH mit verschiedenen GST-FKBP36-Varianten. Western-Blot-Analyse eines
GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 pl GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36, GST-FKBP36'**® und GST-
FKBP36'* immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Hodencytoplasma inkubiert (2 h, 4°C), gewaschen und
mit 40pl Probenpuffer eluiert. Je 10ul der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-PAGE (12,5 %
Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-GAPDH- und Anti-GST-Antikorpern analysiert.

3.11.2. Einfluss von Hsp90 und Hsp72 auf die FKBP36/GAPDH-Interaktion

Fiir die TPR-Doménen verschiedener Proteine wurden Interaktionen mit Hsp90 und Rezeptoren an
differentiellen Bindestellen beschrieben [Kazlauskas et al, 2002; Owens-Grillo et al., 1996,
Silverstein ef al., 1999]. Hierbei ist die Interaktion des Rezeptors mit der TPR-Doméne einer PPlase
unabhingig von der Hsp90 Interaktion und umgekehrt. Fiir die TPR-Doméne von FKBP36 wurde
neben einer Interaktion mit Hsp90 und Hsp72 ebenfalls eine Bindung an GAPDH nachgewiesen
(Abbildung 22, 32). Ein moglicher Einfluss der Interaktionspartner Hsp90 und Hsp72 auf die
FKBP36/GAPDH-Interaktion wurde in einem Kompetitionsexperiment untersucht. Hierzu wurde
GST-FKBP36 an GSH-Sepharose immobilisiert und mit Cytoplasma aus Rattenhoden inkubiert.
Durch Zugabe von rekombinanten Hsp90°®" ! bzw. Hsp72°** wurde die Interaktion mit den
endogenen Hitzeschockproteinen aus dem Cytoplasma inhibiert. Die Western-Blot-Analyse mit
GAPDH-Antikorpern zeigt, dass die Gegenwart von Hsp90°?”! keinen Einfluss auf die
FKBP36/GAPDH-Interaktion hatte (Abbildung 41). Daraus folgt, dass GAPDH und Hsp90 an
unterschiedlichen Bereichen von FKBP36 binden. Andererseits wurde durch Zugabe von
Hsp72°*7%% die Interaktion zwischen FKBP36 und GAPDH fast vollstindig inhibiert.

In weiteren Kompetitionsexperimenten mit zusétzlicher Zugabe von GAPDH wurde untersucht, ob
entweder GAPDH und Hsp72 &dhnliche Bindestellen in FKBP36 besetzen oder die Interaktion
zwischen FKBP36 und GAPDH durch Hsp72 bedingt ist. Abbildung 41 zeigt, dass GAPDH-
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Zugabe die Menge an FKBP36-gebundenem Hsp72 reduziert. Damit konkurrieren GAPDH und
Hsp72 um die gleiche Bindestelle in FKBP36. Die Interaktion von FKBP36 mit Hsp90 wurde durch
GAPDH-Zugabe nicht beeinflusst.

Hsp90627—731 - + - - Hsp90627-731 - + - -
Hsp72545-63 - - + - Hsp72545-63 - - + -
GAPDH - - - + GAPDH - - - +
Zelllysat + + + + Zelllysat + + + +
zugegebenes| & zugegebenes
Protein - Protein - - - _
Anti-GAPDH Anti-Hsp90
Eluat T -— - Eluat — - —
zugegebenes R
%’rgotein P Anti-His-tag - c—
Anti-Hsp72
Eluat [ —

Abbildung 41: Einfluss von Hsp90*”"' und Hsp72%%** auf die GAPDH/FKBP36-Interaktion Western-Blot-
Analyse eines GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 pl GSH-Sepharose wurde GST-FKBP36 immobilisiert. Die
beladene Sepharose wurde mit Hodencytoplasma und je 50 pM Hsp90%?”7*' bzw. Hsp72°*%? und 10 uM GAPDH
inkubiert (2 h, 4°C) und nach dem Waschen mit 40 pl Probenpufter eluiert. Je 10 pl der Elution und 10 pl der Zugabe
wurden auf einer SDS-PAGE (10 % Acrylamid, fiir die Analyse mit Anti-Hiss-Fusion-Antikorper 15% Acrylamid)
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-Hsp90-, Anti-Hise-Fusion-, Anti-Hsp72- und Anti-GAPDH-
Antikdrpern analysiert.

3.11.3. Bindestudien mit gereinigter GAPDH und FKBP36

Ein Koprizipitationsexperiment mit gereinigter GAPDH aus Kaninchenmuskel sollte untersuchen,
ob GAPDH direkt und unabhingig von einem cytoplasmatischen Faktor an FKBP36 bindet.
(Abbildung 42). Die Reinheit der eingesetzten GAPDH wurde zuvor im Coomassie-gefarbten PA-
Gel gepriift. Dabei wurde neben GAPDH (Migration bei ca. 36 kDa) eine weitere
Proteinpopulation, die bei ca. 24 kDa migrierte, beobachtet. Die massenspektrometrischen Analyse
dieses Proteins identifizierte 13 Peptide, die der Aminosduresequenz von GAPDH im Bereich
zwischen den Aminosduren Val2-Leu247 zugeordnet wurden. Die Verunreinigung der GAPDH-
Probe  entspricht einem  C-terminal  verkiirzten = Fragment von  GAPDH. Im
Koprézipitationsexperiment mit GST-FKBP36 wurde nicht nur eine direkte Interaktion zwischen
GAPDH und FKBP36, sondern auch mit der verkiirzten GAPDH-Variante beobachtet. Dieses
Ergebnis erlaubt den Schluss, dass das Segment Glu248-Glu333 der GAPDH nicht essentiell fiir

eine Interaktion mit FKBP36 ist. Fiir GST allein wurde weder im Coomassie-gefarbten Gel noch in
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der Western-Blot-Analyse eine Interaktion mit GAPDH oder der kiirzeren GAPDH-Variante

nachgewiesen.
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=
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Abbildung 42: Bindung von GAPDH an eine FKBP36-Affinititsmatrix. SDS-PAGE: (12,5% Acrylamid,
Coomassie-Farbung) eines GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST FKBP36 bzw.
GST immobilisiert. Die Affinitdtsmatrix wurde mit Lysispuffer bzw. 25 pM GAPDH inkubiert (2 h, 4°C). Die
gewaschene Sepharose wurde mit 30 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution (E) und 20 pl der Zugabe (Z) wurden
analysiert.

3.11.4. Einfluss von GAPDH-Substraten auf die Interaktion mit FKBP36

GAPDH ist neben der oxidativen Phosphorylierung von D-Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GA3P) in
der Glykolyse auch an einer Vielzahl von Signaltransduktionsprozessen beteiligt [Sirover, 1999;
Chuang et al, 2005; Hara & Snyder, 2006]. Hierbei konnen Substrate und Produkte der
Glykolysereaktion mit diesen nicht-glykolytischen Funktionen und Interaktionen der GAPDH
interferieren.

In einem Koprizipitationsexperiment wurde der Einfluss von NAD", NADH, GA3P und Arsenat
auf die GST-FKBP36/GAPDH-Interaktion untersucht. Cytoplasma aus Rattenhoden wurde mit
jeweils 1 mM NAD", NADH, GA3P bzw. Arsenat versetzt und mit der FKBP36-A ffinititsmatrix
inkubiert. Nach Waschen und Elution wurden die Proben mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und
koprézipitiertes GAPDH mit einer Western-Blot-Analyse detektiert (Abbildung 43). Die Ergebnisse
zeigen, dass GA3P und Arsenat im Prézipitationsexperiment keinen Einfluss auf die
FKBP36/GAPDH-Interaktion haben. Aber die Zugabe von NAD' bzw. NADH inhibiert die
FKBP36/GAPDH-Interaktion fast vollstindig.
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Abbildung 43: Einfluss unterschiedlicher GAPDH-Substrate auf die FKBP36/GAPDH-Interaktion Western-Blot-
Analyse eines GST-Préizipitationsexperimentes. An je 30 pl GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36 immobilisiert. Die
beladene Sepharose wurde mit Hodencytoplasma und je 1 mM NAD, NADH, GA3P und Arsenat inkubiert (2 h, 4°C).
Die gewaschene Sepharose wurde mit 40 ul Probenpuffer eluiert. Je 10 ul der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf
einer SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-GST und Anti-GAPDH
Antikdrpern analysiert.

3.11.5. Einfluf} des FKBP36 auf die GAPDH-AKktivitat

In Koprizipitationsexperimenten wurde gezeigt, dass NAD" die Interaktion von FKBP36 mit
GAPDH verhindert. Umgekehrt konnte FKBP36 die Bindung von NAD" an GAPDH inhibieren. In
diesem Fall wiirde die katalytische Aktivitit der GAPDH durch FKBP36 verringert werden.
GAPDH Kkatalysiert die oxidative Phosphorylierung von GA3P zu 1,3-Bisphospho-D-Glycerat
(BPG) unter Reduktion des Coenzyms NAD". Durch die Verwendung von Na-Arsenat statt Na-
Phosphat wird die Reaktion irreversibel, da das entstehende Produkt 1-Arseno-3-Phospho-D-
Glycerat instabil ist und dem Gleichgewicht entzogen wird.

Die Aktivitit von GAPDH wurde in Gegenwart unterschiedlicher Substrat-, Coenzym- und Hise-
FKBP36-Konzentrationen bestimmt. Unter Substratsittigung (ImM NAD', ImM GA3P) wurde
eine geringe Inhibierung der GAPDH-Aktivitit durch Hiss-FKBP36 beobachtet (Abbildung 44).
Diese war abhingig von der Hiss-FKBP36-Konzentration. Durch Zugabe von 2,48 pM Hise-
FKBP36 wurde die GAPDH-Aktivitit um 12% vermindert. Eine Verringerung der GA3P-
Konzentration auf 0,01 mM hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die Inhibition durch Hise-
FKBP36. Deutliche Inhibitionseffekte durch Hise-FKBP36 konnten bei niedrigen NAD'-
Konzentrationen beobachtet werden. Mit 0,1 mM bzw. 0,01 mM NAD" im MeBansatz wurden bei
Zugabe von 2,48 uM Hise-FKBP36 71 % bzw. 36 % GAPDH-Aktivitit im Vergleich zur Kontrolle
bestimmt.

Nach Auftragung der reziproken Initialgeschwindigkeit gegen die reziproke NAD'-Konzentration

in Gegenwart unterschiedlichen Hiss-FKBP36-Konzentrationen wurden die Daten durch lineare
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Abbildung 44: Inhibition der GAPDH-AKktivitéit durch FKBP36: Die Bestimmung der Initialgeschwindigkeit von
1 pg/ml GAPDH erfolgte in 50 mM Tris, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM DTT, 20 mM Arsenat pH 7,8 bei 20°C. Die
Extinktionszunahme wurde bei 340 nm verfolgt. Es wurden 0 uM; 0,31puM; 0,62uM; 1,24 pM und 2,48 pM Hise-
FKBP36 zugegeben. A: 1 mM GA3P wurden mit 1 mM NAD" (0), 0,1 mM NAD" ( ), 0,01 mM NAD" (e) inkubiert;
B: 1 mM NAD" und 1 mM GA3P (o), 0,0lmM GA3P (e) C: doppelt reziproke Auftragung der in A dargestellten
Messwerte. Die Linien stellen eine lineare Regression der Messpunkte bei unterschiedlichen FKBP36 Konzentrationen
dar (0 uM (e); 0,31uM (m); 0,62uM (V); 1,24 uM (V) und 2,48 uM (o) Hisc-FKBP36). Aus den Anstiegen und
Ordinatenschnittpunkten der Regressionsgeraden wurden die in D dargestellten Konstanten berechnet.

Regression angepasst. Die Regressionsgeraden der Messwerte bei verschiedenen FKBP36-
Konzentrationen unterscheiden sich in ihren Anstiegen und schneiden im gleichen Punkt die
Ordinate. Damit inhibiert FKBP36 die GAPDH-Aktivitit durch Kompetition mit NAD". Die
Auftragung der Anstiege der Regressionsgeraden gegen die Hise-FKBP36 Konzentration ergibt fiir
die Inhibition von GAPDH durch FKBP36 einen K; von 1,5 pM. Weiterhin wurde durch
Auswertung aller erhalten Daten Ky-Werte von 20 pM fiir NAD" und 60 pM fiir GA3P bestimmit.

Diese Werte entsprechen den Angaben in der Literatur fiir Coenzym und Substrat [Nakamura et al.,
1984].
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3.11.6. Regulation GAPDH-AKktivitiit in COS-7-Zellen durch FKBP36

Aufgrund der in unterschiedlichen Untersuchungen gezeigten Kompetition zwischen NAD" und
FKBP36 um eine Bindung an GAPDH, wurde untersucht ob FKBP36 die GAPDH-Aktivitét in
Zellen beeinflusst. Hierzu wurde die GAPDH-Aktivitit im Cytoplasma von COS-7-Zellen, die
FKBP36 exprimieren, mit Wildtyp COS-7-Zellen, die kein FKBP36 enthalten, verglichen. Zuvor
wurden COS-7-Zellen mit einem FKBP36pcDNA-Konstrukt bzw. pcDNA3.1 transfiziert. Nach
48 h wurden untransfizierte und transfizierten COS-7-Zellen geerntet und das Zellpellet im
Lysispuffer aufgeschlossen. Die GAPDH-AKktivitdt in der Cytoplasmafraktion der Zellen wurde
anschlieBend bestimmt (Abbildung 45).

Unter Substratsittigung wurde ein deutlicher Unterschied der spezifischen GAPDH Aktivitit von
COS-7-Zellen mit und ohne FKBP36-Expression festgestellt. In untransfizierten und mit pcDNA3.1
transfizierten COS-7-Zellen wurde eine spezifische Aktivitit von 217 + 11,2 U/g festgestellt.
Dagegen war die spezifische Aktivitit in FKBP36-exprimierenden COS-7-Zellen um 34 %
reduziert und lag bei 143 + 14,9 U/g. Die beobachtete Verringerung der spezifischen GAPDH-
Aktivitdt wurde in drei unabhidngigen Experimenten beobachtet und war deutlich héher als die in
Kapitel 3.11.5. beschriebene Inhibition von GAPDH durch FKBP36. Eine Western-Blot-Analyse
von Gesamtzellextrakten zeigt, dass in FKBP36-exprimierenden COS-7-Zellen weniger GAPDH
nachgewiesen wurde als in COS-7-Zellen ohne FKBP36 Expression. Die densitometrische
Auswertung des Western-Blot-Signals ergab, dass COS-7-Zellen mit FKBP36-Expression 36 %
weniger GAPDH enthalten als COS-7-Zellen ohne FKBP36.
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Abbildung 45: Reduktion der cytoplasmatischen GAPDH Aktivitit und Proteinexpression von GAPDH in
COS7-Zellen nach FKBP36-Expression. Untransfizierte und mit FKBP36pcDNA bzw. pcDNA3.1 transfizierte COS-
7-Zellen wurden nach 48 h geerntet und in Lysispuffer aufgeschlossen. Die hier dargestellten Ergebnisse sind
beispielhaft fiir drei unabhédngige Experimente. A: Western-Blot-Analyse der Gesamtzellaufschlusses von
untransfizierten (1) und mit pcDNA3.1 (2) bzw. FKBP36pcDNA (3) transfizierten COS-7-Zellen. Je 10 pg Protein
wurden mit Anti-FKBP36-, Anti-GAPDH- und Anti-Aktin-Antikdrpern untersucht. B: Densitometrische Auswertung
des mit Anti-GAPDH-Antikérpern in A erhaltenen Western-Blot-Signals. C: Bestimmung der spezifischen GAPDH-
Aktivitdt im Cytoplasma von COS-7-Zellen mit und ohne FKBP36 Expression. Die Messungen erfolgten in 50 mM
Tris, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM DTT, 20 mM Arsenat pH 7,8 mit ImM NAD" und ImM GA3P bei 20°C.
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3.12. Wechselwirkung zwischen FKBP36 und CLH

3.12.1. Reinigung von CLH beschichteten Vesikeln

Authentisches CLH wurde durch die Isolierung Clathrin-bedeckter Vesikel aus Rattenleber und
Rinderhoden angereichert. Nach Girard ef al. [2005] wurden aus 30 g Rattenleber bzw. 75 g Rinder-
hoden Clathrin-bedeckte Vesikel pripariert. Die einzelnen Fraktionen der Préparation wurden durch
eine Western-Blot-Analyse mit Anti-CLH- und Anti-B-Adaptin-Antikdrpern charakterisiert
(Abbildung 46). Das gemeinsame Vorkommen von CLH und B-Adaptin in einer Fraktion ist ein
Indiz fiir CLH beschichtete Vesikel.

Das verwendete Protokoll wurde fiir die Préparation Clathrin-bedeckte Vesikel aus Leber optimiert.
Im ersten Zentrifugationsschritt (17.000 x g) wurden Zelltriimmer und gréBere Zellorganellen
pelletiert. Die Sedimentation Clathrin-bedeckter Vesikel erfolgte anschlieBend durch
Ultrazentrifugation (76.000 x g). Nach Resuspension der Pellets in einem Saccharose-Ficoll-
Dichtemedium erfolgte erneut eine Zentrifugation (20 min., 40.000 x g). Unter diesen Bedingungen
sedimentieren groBere mikrosomale Membranen und Clathrin-bedeckte Vesikel verbleiben im
Uberstand [Girad et al., 2005]. Entsprechend der Literatur, konnte bei den Priparationen aus Leber
CLH und Adaptin fast ausschlieBlich im Uberstand dieses Zentrifugationsschrittes nachgewiesen
werden. Auch bei der Priparation aus Hoden verblieben iiber 50% des detektierten CLH und B-
Adaptin im Uberstand, es konnten jedoch auch deutliche Mengen CLH und geringe Mengen f-
Adaptin im Pellet detektiert werden.

Fir die Sedimentierung, der im Saccharose-Ficoll Medium angereicherten Clathrin-bedeckten
Vesikel wurde die Losung mit vier Volumen Puffer verdiinnt und zentrifugiert. Die weitere
Aufreinigung des erhaltenen Pellets erfolgte in einem Saccharosegradienten (Stufen: 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%). Bei einstiindiger Zentrifugation resultiert eine Auftrennung der Partikel im
Saccharose Gradienten nach ihrer Grofe. Clathrin-bedeckte Vesikel bilden in der Mitte des
Gradienten eine milchig triibe Bande, wiahrend groflere Membranbestandteile sedimentieren. Die so
angereicherten Vesikel wurden erneut verdiinnt und sedimentiert. Mit Hilfe dieser
Reinigungsstrategie wurde aus Rattenleber ca. 4,5 mg und aus Rinderhoden ca. 2 mg Clathrin-

bedeckte Vesikel gewonnen.
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Abbildung 46: Priparation von Clathrin-bedeckten Vesikeln. A: Western-Blot-Analyse von Proben des
Uberstandes (S) und Pellets (P) unterschiedlicher Zentrifugationsschritte zur Anreicherung Clathrin-bedeckte Vesikel.
In Homogenisationspuffer aufgeschlossenes Gewebe wurde 20 min. bei 17.000 x g (S;7 und Py7); 60 min. bei 76.000 x g
(S76 und P+) sedimentiert. Die mikrosomale Fraktion wurde in Saccharose-Ficoll-Dichtemedium resuspendiert und 20
min. bei 40.000 x g zentrifugiert (Ssr und Pgg). Der Uberstand wurde mit vier Volumen Homogenisationspuffer
verdiinnt und bei 100.000 x g, 60 min. sedimentiert (S;op und Pyo) B: Western-Blot-Analyse einer Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation von angereicherten Clathrin-bedeckten Vesikeln. Auf einen diskontinuierlichen
Saccharosegradienten (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%) wurden 2 ml der zuvor angereicherten Vesikel gegeben und
zentrifugiert (79.000 x g, 45 min.). AnschlieBend wurden 28 Fraktionen (0,5 ml) gesammelt. Die Fraktionen sind oben
entsprechend ihrer Position im Gradienten benannt.

3.12.2. Reinigung von CLH

In Abbildung 46 ist gezeigt, dass bei der Reinigung Clathrin-bedeckter Vesikel CLH angereichert
wurde. Fiir die weitere Aufreinigung von CLH ist es notwendig, das Protein aus den beschichteten
Vesikeln freizusetzen. Keen et al. [1979] stellten eine Sensitivitit Clathrin-bedeckte Vesikel
gegeniiber protonierten Aminen fest. In Tris-haltigen Puffer mit basischen pH-Wert neigt das

Clathringeriist der Vesikel zur Dissemblierung. Die gereinigten Clathrin-bedeckten Vesikel wurden
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mit '/3 Volumen 2 M Tris pH 8,1 versetzt und geschiittelt (iiber Nacht, 4°C). Unlosliche
Bestandteile wurden durch anschlieBende Ultrazentrifugation von den dissemblierten Clathringeriist
abgetrennt. Die dissemblierten Bestandteile wurden mittels Gelfiltration aufgetrennt. Fraktionen,
die zu Homogenitdt gereinigtes CLH enthielten, wurden vereinigt und mit (NH4),SO4 gefillt. Das
Proteinpellet wurde in 10 mM Hepes pH 7,0 resuspendiert, iiber Nacht in Resuspensionspuffer

dialysiert und bei 4°C gelagert.

Mes Tris
Gesamt P U Gesamt P U
Anti-CLH — - -
{

Anti-FKBP36

Abbildung 47: Dissemblierung von CLH beschichteten Vesikeln. CLH beschichtete Vesikel wurden mit /3 Volumen
2 M Mes pH 6,6 bzw. 2 M Tris pH 8,1 versetzt und iiber Nacht bei 4°C geschiittelt. Nach Zentrifugation (100.000 x g;
1h) wurde das erhaltene Sediment mit einem Volumen des Ausgangspuffers versetzt. Sul jeder Fraktion (Gesamt: vor
der Zentrifugation, U: Uberstand und P: Pellets der Zentrifugation) wurde 1:1 mit PP versetzt, auf einer SDS-PAGE
(10% Acrylamid) aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Zur Analyse wurden Anti-CLH- bzw. Anti-FKBP36
Antikdrper verwendet.

CLH bildet das Grundgeriist Clathrin-bedeckte Vesikel und vermittelt eine Vielzahl von
Interaktionen zu anderen Proteinen. In einem GST-Prézipitationsexperiment wurde CLH als
Interaktionspartner von FKBP36 identifiziert. Eine co-Reinigung von FKBP36 mit Clathrin-
bedeckten Vesikeln wiirde einen weiteren Hinweis auf eine Interaktion zwischen FKBP36 und CLH
in vivo geben. Die bei der Préparation von Clathrin-bedeckten Vesikeln aus Hodenlysat erhaltenen
Fraktionen wurden mit einer Western-Blot-Analyse auf FKBP36 untersucht (Abbildung 46). Dabei
wurde FKBP36 wie CLH und Adaptin in der mikrosomalen Fraktion nachgewiesen. Bei der
weiteren Auftrennung in einem Saccharose-Ficoll-Dichtemedium verblieben FKBP36 und CLH im
Uberstand. Ebenfalls wies FKBP36 in einem sechsstufigen Saccharosegradient ein #hnliches
Sedimentationsverhalten wie CLH und B-Adaptin auf. Dies gibt einen Hinweis auf eine Interaktion
der endogenen Proteine.

Bei einer Interaktion von FKBP36 mit dem Clathringeriist von Vesikeln sollten unter
Dissemblierungsbedingungen alle Interaktionspartner des Clathringeriists freigesetzt werden. Nach
Dissemblierung der Clathrin-bedeckten Vesikel mit Tris-Puffer, konnte FKBP36 nicht mehr im
Sediment der Ultrazentrifugation nachgewiesen werden. Dies entspricht dem Verhalten eines CLH-

Bindepartners (Abbildung 47). FKBP36 ist demnach an das Clathringeriist von Vesikeln in der
Zelle gebunden.
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3.12.3. FKBP36 interagiert direkt mit CLH

Eine Vielzahl von Proteinen sind Bestandteile von Clathrin-bedeckten Vesikeln [Drake ef al., 2000;
Goodman et al., 1997; Lindner & Ungewickel 1991]. Weitere Proteine sind an Prozessen der
Assemblierung und Dissemblierung beteiligt. Nicht alle diese Proteine interagieren dabei direkt mit
CLH. Diese Proteine konnen mittels eines vermittelnden Proteins wie z.B. B-Adaptin oder Auxilin,
an das Clathringeriist gebunden werden. [Lafer, 2002]

In Koprézipitationsexperimenten mit GST-FKBP36 und Clathrin-bedeckten Vesikeln aus Rinder-
hoden wurde neben CLH auch B-Adaptin und Hsp72 mit einer Western-Blot-Analyse im Prézipitat
nachgewiesen (Abbildung 54). Fiir B-Adaptin und Hsp70 ist eine Interaktion mit Clathrin-bedeckten
Vesikeln bereits beschrieben [Heymann, et al., 2005; Lafer, 2002]. Damit besteht die Moglichkeit
einer durch B-Adaptin oder Hsp72 vermittelten Koprazipitation von CLH mit FKBP36. In diesem
Fall wiirde keine direkte Interaktion zwischen CLH und FKBP36 bestehen. Deshalb wurde ein
Kopriézipitationsexperiment mit GST-FKBP36 und Clathrin-bedeckten Vesikeln, die durch Tris-
Puffer dissembliert wurden, durchgefiihrt. Hierbei liegen Hsp72, B-Adaptin und CLH nicht als

Multiproteinkomplex, sondern als Gemisch einzelner Proteine vor. Die Western-Blot- Analyse

Vesikel in
Mes Tris
GST-FKBP36 + +
zugegebenes
Protein - w
Anti-CLH
Eluat —— —
Anti-B-Adaptin  Eluat
Anti-Hsp72 Eluat '

Abbildung 48: Interaktion von GST-FKBP36 mit assemblierten und dissemblierten CLH. Western-Blot-Analyse
eines GST-Prézipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36 immobilisiert. Die beladene
Sepharose wurde mit assemblierten Clathrin-bedeckten Vesikeln in Mes-Puffer und Bestanteilen dissemblierter
Clathrin-bedeckter Vesikel in Tris-Puffer inkubiert (2 h, 4°C), gewaschen und mit 40 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 pl
der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-PAGE (10 % Acrylamid,) aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit Anti-CLH, Anti-B-Adaptin und Anti-Hsp72 Antikdrpern analysiert. Zur Stabilisierung der
assemblierten Clathrin-bedeckten Vesikel wurden diese mit '/ Volumen 2 M Mes pH 6,6 (links) bzw. zur
Dissemblierung mit 2 M Tris pH 8,1 (rechts) versetzt, {iber Nacht bei 4°C geschiittelt und anschliefend mit 3 Volumen
5 mM Mes pH 6,6 bzw. 5 mM Tris pH 8,1 verdiinnt. Der Assemblierungszustand der Vesikel wurde durch
Ultrazentrifugation einer Probe tiberpriift (Abbildung 47).
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dieses Experimentes bestitigt die Interaktion zwischen GST-FKBP36 und CLH (Abbildung 48).
Die Interaktion zwischen GST-FKBP36 und CLH war unabhéngig vom Assemblierungszustand
(Triskelion oder Kéfig) von CLH. Weiterhin wurde unter Dissemblierungsbedingungen keine
Koprézipitation von B-Adaptin mit GST-FKBP36 festgestellt (Abbildung 54). Die Interaktion
zwischen FKBP36 und CLH ist demnach unabhéngig von B-Adaptin. Neben der Interaktion
zwischen FKBP36 und CLH ist auch die Wechselwirkung von FKBP36 und Hsp72 unabhingig
vom Assemblierungszustand der Clathrin-bedeckten Vesikel, denn auch Hsp72 konnte im Prézipitat
beider Experimente nachgewiesen werden.

Fiir Hsp72 wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits eine direkte Interaktion mit FKBP36 gezeigt
(Kapitel 3.10.). AuBerdem ist das Hsp72 verwandte Hsc70 ein Bestandteil Clathrin-bedeckter
Vesikel [Barouch er al., 1994]. Demnach besteht die Mdoglichkeit einer Hsp72-vermittelten
Kopriézipitation von CLH und FKBP36. Um diese Mdglichkeit ndher zu untersuchen, wurde an
GSH-Sepharose immobilisiertes GST-FKBP36 mit gereinigtem CLH inkubiert (Abbildung 499).
Im Coomassie gefarbtem PA-Gel wurde eine Interaktion der CLH mit FKBP36 nachgewiesen. Im
Kontrollexperiment mit GST wurde keine Interaktion mit CLH beobachtet. Diese Experimente
beweisen, dass die FKBP36/CLH Interaktion unabhéngig von Hsp72 und FKBP36 direkt an CLH
bindet.

GST GST-FKBP36
CLH - + - + - + - +
Z Z E E Z Z M E E
CLH —»
GST-FKBP36 —»
L S —

GsT > —-

Abbildung 49: Direkte Interaktion zwischen GST-FKBP36 und CLH. SDS-PAGE (12,5% Acrylamid, Coomassie-
Farbung) eines GST-Prézipitationsexperimentes. An je 30 pl GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36 bzw. GST)
immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Lysispuffer bzw. 0,5 uM CLH inkubiert (2 h, 4°C). Die gewaschene
Sepharose wurde mit 30 ul Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution (E) und 10 pl der Zugabe (Z) wurden analysiert.
M: Proteinstandart
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3.12.4. CLH Binderegion in FKBP36

Die Binderegion von CLH in der Aminosduresequenz von FKBP36 wurde in
Koprizipitationsexperimenten mit verschiedenen GST fusionierten FKBP36 Varianten eingegrenzt
(Abbildung 50). Mittels Western-Blot-Analyse wurde die Interaktion von CLH aus dem
Cytoplasma von Rattenhoden an matrixgebundenes GST-FKBP36 und GST-FKBP36''*
nachgewiesen. Dagegen wurde weder mit GST noch mit GST-FKBP36'*~* CLH koprizipitiert.

GST GST- GST- GST-
FKBP36 | FKBP36'-'%| FKBP36'%-*]
Hodenlysat -+ - + _ " ) +
zugegebenes
Protein - = e
Anti-CLH
Eluat o—— —

Abbildung 50: Interaktion von CLH mit verschiedenen GST-FKBP36-Varianten. Western-Blot-Analyse eines
GST-Prizipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST, GST-FKBP36, GST-FKBP36''* und
GST-FKBP36'**?” immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Lysispuffer bzw. Hodencytoplasma inkubiert (2
h, 4°C), gewaschen und mit 40 ul Probenpuffer eluiert. Je 10 ul der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer
SDS-PAGE (10 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-CLH-Antikdrpern analysiert.

Alle FKBP36-Varianten, die mit CLH interagieren, beinhalten die N-terminale Erweiterung
(Aminosduren Glyl-Gly36) des Proteins. Um eine mdgliche Funktion der Aminoséduren Glyl-
Gly36 bei der Interaktion mit CLH zu untersuchen wurde eine GST-FKBP36 Variante (GST-
FKBP36°%>%"), die um diesen Bereich verkiirzt ist, hergestellt. In einem Koprizipitationsexperiment
wurden matrixgebundenes GST-FKBP36 bzw. GST-FKBP36°%>*” mit Cytoplasma aus Rattenhoden
inkubiert. Nach Waschen und Elution erfolgte die Western-Blot-Analyse der prizipitierten Proteine.
Fiir beide Varianten wurden vergleichbare Mengen kopriazipitiertes CLH nachgewiesen (Abbildung
51). Die N-terminale Erweiterung in FKBP36 hat also keinen Einfluss auf die Bindung an CLH.
Wie Abbildung 50 zeigt, sind die Aminosduren Alal45-Ser327 im FKBP36 ebenfalls nicht
notwendig flir eine Wechselwirkung mit CLH. Somit vermittelt die FKBP-Doméne von FKBP36
(FKBP36°*'") die Interaktion mit CLH.
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Abbildung 51: Interaktion von CLH mit verschiedenen GST-FKBP36-Varianten. Western-Blot-Analyse eines
GST-Prazipitationsexperimentes. An je 30 ul GSH-Sepharose wurden GST-FKBP36, GST-FKBP36R81L und GST-
FKBP36°*7 immobilisiert. Die beladene Sepharose wurde mit Cytoplasma aus Rattenhoden inkubiert (2 h, 4°C),
gewaschen und mit 40 pl Probenpuffer eluiert. Je 10 pl der Elution und 10 pl der Zugabe wurden auf einer SDS-PAGE
(10 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit CLH- Antikdrpern analysiert.

AnschlieBend erfolgten Untersuchungen, in deren Fokus eine mdgliche Vermittlung der Interaktion
durch das putative katalytische Zentrum der PPlase-Doméne von FKBP36 stand. In einem
Kopriézipitationsexperiment wurde eine FKBP36-Variante (GST-FKBP36R81L) verwendet, deren
PPIase-Aktivitit gegeniiber Oligopeptidsubstraten durch eine Mutation beeinflusst war. Die
Western-Blot-Analyse des Experimentes zeigt, dass mit dieser FKBP36-Variante mit dem Wildtyp
vergleichbare Mengen CLH interagieren (Abbildung 51).

Weiterhin erfolgten PPlase-Messungen des Wildtypes und der FKBP36R81L Variante in
Anwesenheit von CLH. Bei Zugabe mindestens equimolarer Mengen CLH konnte kein Einfluss auf
die PPlase-Aktivitdt beider Varianten beobachtet werden. Es wurde somit kein Hinweis fiir eine

Vermittlung der FKBP36/CLH-Interaktion durch das aktive Zentrum der PPlase gefunden.
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4. Diskussion

4.1. FKBP36 — eine humane PPlase

4.1.1. Charakterisierung der Proteineigenschaften

Das fiir FKBP36 kodierende Gen wurde erstmalig 1998 von Meng et al. beschrieben. Eine
Sequenzanalyse des korrespondierenden Proteins zeigte, dass ein Segment, begrenzt von den
Aminosduren Gly36 bis Leul42 dieses 327 Reste beinhaltenden Proteins, Homologie zu bekannten
FKBP-Dominen besitzt. In der Literatur sind bisher keine Angaben zu proteinchemischen
Eigenschaften von FKBP36 veroffentlicht. Deshalb war es ein Schwerpunkt dieser Arbeit, diese
Eigenschaften der PPlase FKBP36 mit Hilfe verschiedener FKBP36-Varianten zu analysieren. Dies
erfolgte zum einen am Beispiel des rekombinant in FE.coli exprimierten und gereinigten
Volllangenproteins FKBP36 und zum anderen auch an der C-terminal verkiirzten Variante
FKBP36''%.

Zunidchst wurde die Ausbildung von Sekundirstrukturmerkmalen und die Stabilitdt gegeniiber
thermischer Denaturierung der gereinigten Proteine FKBP36 und FKBP36''* mit Fern-UV CD-
Spektroskopie untersucht. Das CD-Spektrum von FKBP36 entspricht den Spektren homologer
Multidoméanen FKBP wie z.B. FKBP52, FKBP51 und FKBP44 [Gallon et al., 2004; Pirkl, 2001].
AuBerdem sind die Form und Signalintensitit des FKBP36''*-CD-Spektrums vergleichbar mit
CD-Spektren anderer FKBP-Dominen. Dabei ist das CD-Spektrum von FKBP36'"'* den Spektren
von OcFKBP52'"*® und 4/FKBP42'""* shnlicher als dem Spektrum des prototypischen Vertreters
FKBP12 [Kamphausen 2002; Pirkl, 2001]. FKBP36''*, OcFKBP52'"'* und AtFKBP42'"'*
enthalten N- und C-terminal der FKBP-Domine Sequenzerweiterungen, die den N-Terminus der
Proteine und die Ubergangsregion zur folgenden Doméine darstellen. Kristallstrukturanalysen von
FKBP52 und AfFKBP42 zeigen, dass diese Bereiche flexibel und wenig strukturiert im Protein
vorliegen [Wu et al., 2004; Grazin et al., 2006]. Deshalb ist der Anteil unstrukturierter Bereiche in
diesen FKBP-Doménen gegeniiber FKBP12 erhoht. Dieser Umstand fiihrt zu Unterschieden der
CD-Spektren von Multidomdnen FKBP und FKBPI12. Insgesamt zeigen die CD-Spektren aller
FKBP36-Varianten die Ausbildung von Sekundarstrukturmerkmalen, wie sie bereits flir andere
FKBP mit TPR-Motiv beschrieben wurden.

Der Denaturierungsmittelpunkt von FKBP36''* (64°C) ist vergleichbar mit dem von FKBP12
(65,5°C) [Kamphausen, 2002]. Weiterhin zeigt ein Vergleich der Proteinstabilitdt von FKBP36''*
und FKBP36 gegeniiber thermischer Denaturierung, dass der Ubergangsmittelpunkt der
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Denaturierung von FKBP36''* um 5°C gegeniiber FKBP36 erhoht ist. Hohere thermische
Stabilitit der FKBP-Dominen gegeniiber den Volllingenproteinen wurde bereits fiir FRBP52'*®
und AtFKBP42''™ beschrieben [Kamphausen, 2002; Pirkl, 2001]. Die CD-spektroskopische
Charakterisierung aller untersuchten FKBP36-Varianten deutet auf eine native Faltung und

Funktionalitat dieser rekombinanten Proteine.

Fiir zahlreiche humane FKBP wurde neben ihrer charakteristischen Faltung auch eine PPlase-
Aktivitdt beschrieben, die durch das Peptidmakrolid FK506 inhibierbar ist. Allerdings konnte bisher
nicht fiir alle FKBP eine katalytische Aktivitit bzw. eine FK506-Bindung nachgewiesen werden.
Beispielsweise kann die PPlase-Aktivitdt von FKBP52 ausschlielich auf die N-terminale PPIase-
Doméne zuriickgefiihrt werden [Pirkl ef al., 2001]. Die Aminosédureseitenketten, die die Bindung
von FK506 an FKBP12 vermitteln, sind in dieser PPlase-Doméne von FKBP52 konserviert,
wihrend sie in der anschliefenden, inaktiven FKBP-Doméne ausgetauscht sind [Kay, 1996; Pirkl,
2001]. Die Sequenzanalyse der FKBP-Domine von FKBP36 weist groBe Ahnlichkeit mit der
aktiven FKBP-Doméne von FKBP52 auf, dennoch konnte fiir FKBP36 keine PPlase-Aktivitit
nachgewiesen werden.

Zahlreiche Kristallstrukturanalysen von aktiven FKBP zeigen eine hydrophobe Bindetasche, die
von Aminosdureresten gebildet wird, deren Beteiligung an der FK506-Bindung und Katalyse
diskutiert wird [Craescu et al., 1996; Liang et al., 1996; Michnick et al., 1991; Moore et al., 1991;
Wilson et al.,, 1995]. Da bisher keine strukturellen Daten eines FKBP/Substrat-Komplexes
existieren, kann die Bindung des Substrates in der hydrophoben Bindetasche der verschiedenen
FKBP nur aufgrund von Mutagenesestudien und Strukturen mit Liganden vermutet werden [Sich et
al., 2000; Van Duyne et al., 1993]. Strukturanalysen von FKBP12/Inhibitor-Komplexen erlauben
die Schlussfolgerung, dass der sechsgliedrige Pipecolinyl-Rest des FK506 im FKBP12/FK506-
Komplex und der fiinfgliedrige Pyrrolidinyl-Rest des GPI1046 im FKBP12/GPI1046 die
Bindestelle des Prolyl-Rests eines Peptidsubstrates im Enzyms besetzen (Abbildung 52).

Ein Strukturmodell der FKBP-Domine von FKBP36, das auf Sequenzédhnlichkeit zu FKBP mit
bereits geklarter 3D-Struktur basiert, zeigt, dass die Ausbildung einer FKBP-typischen Bindetasche
fir FKBP36 angenommen werden kann. Der hydrophobe Charakter der mdglichen
Substratbindetasche von FKBP36 konnte jedoch durch Arginin in Position 81 gestort sein, da aktive
FKBP in homologen Positionen einen hydrophoben Leucin- bzw. Phenylalaninrest besitzen
(Abbildung 52). Die Seitenkette des Arginin 81 konnte im FKBP36 zu verminderter Bindung
prolinhaltiger FKBP-Substrate fithren. Dieser Annahme folgend konnte also die beobachtete
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Abbildung 52: 3D-Darstellung des Strukturmodells der FKBP-Domine von FKBP36. Die
Sekundérstrukturelemente der FKBP-Domédne sind in grau dargestellt. Die Position der Aminosdure 81 ist
hervorgehoben, dabei ist ein Argininrest in dieser Position, wie in Wildtyp FKBP36, in rot und ein Leucinrest, wie in
der FKBP36R81L-Variante bzw. FKBP25, in blau gezeigt. In gelb bzw. grin sind die aufgrund -einer
Strukturiiberlagerung mit den FKBP12/Inhibitor-Komplexen (RCSB-Datenbank: 1FKJ; 1F40) vermuteten Positionen
der FKBP-Inhibitoren FK506 und GP11046 gezeigt.

enzymatische Inaktivitit von FKBP36 auf eine geringe Affinitit des FKBP36 gegeniiber dem
Pyrrolidinyl-Rest von Prolin und damit den PPlase-Substraten zuriickgefiihrt werden. PPlase-
Messungen mit der hergestellten Proteinvariante (FKBP36R81L), die in Position 81 einen
hydrophoben Leucinrest tragt, zeigt PPlase-Aktivitdt und unterstiitzt diese Hypothese.

FKBP36R81L bevorzugt Peptidsubstrate, die einen Phenylalanin- bzw. einen Leucinrest N-terminal
zur Aminosdure Prolin besitzen, gegeniiber Substraten mit einem Alanin in dieser Position. Diese
Substratspezifitét ist typisch fiir FKBP [Harrison & Stein, 1990]. Abweichend von anderen PPlasen
wird die Isomerisierung von Substraten, die eine geladene Aminosdure, wie Glutamat oder Lysin N-
terminal zu Prolin besitzen, nicht beschleunigt. Diese Substratspezifitit ist ein charakteristisches
Merkmal fiir FKBP36R81L und schliefit eine Verunreinigung durch E. coli PPlasen aus (Tabelle 5).
Die PPlase-Aktivitit von FKBP36R81L kann auch durch hohe Konzentrationen (10 pM) FK506
nicht inhibiert werden. Eine solche Insensitivitit der enzymatischen Aktivitidt gegeniiber einer
Hemmung durch FK506 ist bereits fiir zwei FKBP (SlyD und Triggerfaktor) aus E.coli gezeigt. Die
Ursache dafiir wird bei diesen Enzymen auf Unterschiede in einigen Aminosdureseitenketten, die in
Zusammenhang mit FK506-Bindung diskutiert werden, zurtickgefiihrt [Vogtherr ef al., 2002]. Auch
in FKBP36R8&1L sind nicht alle Aminosduren, die in Zusammenhang mit FK506-Bindung diskutiert
werden, konserviert. Dies konnte auch im Fall der Variante FKBP36R81L die fehlende
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Wechselwirkung mit FK506 und strukturverwandten Verbindungen, wie z.B. Rapamycin erkldren.

Niedermolekulare Verbindungen, die mit dem putativen aktiven Zentrum von FKBP36R81L bzw.

FKBP36 interagieren, miissten durch eine umfangreiche Substanzsuche ermittelt werden.

E.coli . : . . E.coli
Xaa | FKBP36RSIL gi{%)ir Flféclfzhzb Flfléclg&c c@ﬁi}g“ Cl;}fgild Parvulin
Phe 100 100 100 100 100 100 100
Leu 105 58 205 83 120 192 120
Ala 9 22 6 37 400 345 60
Lys 0 23 53 38 17 39 30
Glu 0 0 0 0 86 64 15

Tabelle 5: Vergleich der relativen Substratspezifititen der FKBP36 Variante FKBP36R81L und E.coli PPlasen
gegeniiber Substraten des Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-NA. Der k.,/K-Wert fiir das Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-
NA entspricht 100%. Die Werte der E.coli PPlasen wurden der Literatur entnommen. a: [Stoller et al., 1995]; b:
[Rahfeld et al., 1996]; c: [Hottenrott ef al.,1997]; d:[Compton ef al., 1992]; e:[Rahfeld ef al., 1994]

Die PPlase-Aktivitit von FKBP36R81L ist mit einem kg.v/Ky von 5898 + 218 Mls? fiir das
Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA um Faktor 100 geringer als die Aktivitit der konstitutiv aktiven
PPlasen FKBP12 und FKBP52, aber mit der Aktivitit des Calmodulin-Ca**-aktivierten FKBP38
vergleichbar [Edlich ef al., 2005; Harrison & Stein, 1990; Pirkl et al., 2001].

Moglicherweise kann auch beim Wildtyp von FKBP36 eine Bindung und Isomerisierung von
prolinhaltigen Substraten erfolgen, wenn durch strukturelle Verdnderung des Proteins eine
Anderung der Raumlage des Arginin 81 induziert wird. Eine Aktivierung der PPlase-Aktivitit
durch strukturelle Verdnderungen im Bereich des aktiven Zentrums ist fiir FKBP38 beschrieben
[Edlich et al., 2005]. Die NMR-Strukturanalyse der inaktiven Form von FKBP38 zeigt eine
Salzbriicke iiber dem putativen aktiven Zentrum, an der Argl27 in FKBP38 beteiligt ist. Durch
Bildung eines FKBP38/Calmodulin-Ca*"-Komplexes erfolgen strukturelle Anderungen, die unter
anderem Lagednderungen des Argl27 in einem flexibeln Segment der FKBP-Domédne im Rahmen
der Aktivierung der PPlase zur Folge haben koénnten [F. Edlich, personlich Miteilung]. Ein
Strukturmodell der FKBP-Doméne von FKBP36 besitzt im Bereich des putativen aktiven Zentrums
nur geringe Ahnlichkeit zur FKBP-Domine von FKBP38 (Abbildung 53), weshalb ein zu FKBP38
analoger Aktivierungsmechanismus unwahrscheinlich ist.

Nicht nur die Bindung von Interaktionspartnern kann Einfluss auf die Struktur und Funktion eines
Proteins besitzen, sondern auch posttranslationale Modifizierungen wie z.B. Phosphorylierungen.
Phosphatreste

Die Einfiihrung negativ geladener kann Konformationsdnderungen der

Polypeptidkette induzieren und so die Eigenschaften der Proteine beeinflussen [Johnson & O'Reilly,
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Abbildung 53: 3D-Darstellung der A: NMR Struktur der FKBP-Doméne von FKBP38 [Maestre-Martinez et al.,
2006] und B: eines Strukturmodells der FKBP-Domine von FKBP36. Die Sekundarstrukturelemente beider FKBP-
Domainen sind schematisch in grau dargestellt. Hervorgehoben sind Aminoséuren deren Seitenketten mogliche polare
Wechselwirkungen () im Bereich des putativen aktiven Zentrums von FKBP38 (Glu83, Argl27) bzw. FKBP36
(Tyr60, Asp72, Arg81) eingehen konnen. Im FKBP36 Strukturmodell sind weiterhin Aminoséurereste (Tyr75, Thr90),
deren Phosphorylierung moglicherweise eine Anderung der Raumlage des Arg81 bewirken konnte, gekennzeichnet.

1996]. Moglicherweise konnte die Phosphorylierung einer Aminosdure des FKBP36 Verdnderung
im aktiven Zentrum, insbesondere die rdumliche Orientierung des Arg81 durch Bildung einer
Salzbriicke, induzieren und so die PPlase Aktivitdt von FKBP36 aktivieren. In Eukaryonten werden
vor allem Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierungen beobachtet. Die Aminoséduresequenz
von FKBP36 enthdlt insgesamt 37 Serin-, Threonin- und Tyrosinreste. Nicht alle diese
Aminosédurereste sind fiir Kinasen zugénglich an der Oberfliche von FKBP36 lokalisiert und
befinden sich in rdumlicher Ndhe zu Arg81. Im Strukturmodell der FKBP-Doméne erfiillen die
Aminosédurereste Tyr75 und Thr90 und weitere Serinreste in den Bereichen N- und C-terminal der
FKBP-Domine diese Bedingungen (Abbildung 53). Die Aktivierungsmechanismen von Proteinen
sind oft evolutiondr konserviert, weshalb die beteiligten Aminoséuren in allen paralogen Proteinen
identisch bzw. dhnlich ausgetauscht sind [Hudson et al., 1993]. Arg81 und Thr90 sind in allen
FKBP36-paralogen aus Vertebraten konserviert, weshalb eine Beteiligung dieser Reste an der
Aktivierung von FKBP36 wahrscheinlicher ist als der Einfluss anderer Aminoséuren (Abbildung 7).
Die Aktivierung einer PPlase durch Phosphorylierung ist bisher noch nicht beschrieben, jedoch sind
Wechselwirkungen zwischen FKBP und Kinase bzw. Phosphatasen bekannt [Miyata et al., 1997,
Wilson et al., 1995; Wilson et al., 1997]. Beispielsweise wurde fiir fpr3, einem FKBP mit
wesentlicher Funktion bei der Meioseregulation in Hefe, eine Interaktion mit Casein Kinase 2
(CK2) und der Proteinphosphatasel (PP1) nachgewiesen [Wilson ef al., 1995; Wilson et al., 1997].
Die Bindung an die PP1 wird durch die FKBP-Domine von fpr3 vermittelt. Dabei ist Thr345,
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dessen Position homolog zur Position des Tyr75 in FKBP36 ist, essentiell fiir die Interaktion
[Hochwagen ef al., 2005].

Die Ergebnisse der Aktivititsuntersuchungen mit den untersuchten FKBP36 Varianten zeigen, dass
FKBP36 katalytisch aktiv ist und wahrscheinlich eine bisher ungeklarter Mechanismus der
Aktivierung dem Wildtyp des FKBP36 zugrunde liegt. Die Bestitigung und Aufkldrung dieses
Aktivierungsmechanismus erfordert die Aufklirung der Struktur von FKBP36 sowie weitere

Mutagenese- und Phosphorylierungsstudien.

4.1.2. Interaktion der PPlase-Domiine von FKBP36

Die zelluldre Funktion der FKBP-Doménen vieler Proteine ist noch unverstanden. Fiir die N-
terminale FKBP-Doméine von FKBP52 wurde eine Bindung an das Dyneingertiist der Zelle gezeigt
[Galigniana et al., 2002; Silverstein et al., 1999]. Diese Interaktion ist unabhingig vom aktiven
Zentrum der FKBP-Doméne und besitzt eine Funktion beim zelluldren Transport von SHR-
Komplexen. In dieser Arbeit wurde fiir FKBP36 eine vergleichbare Interaktion mit CLH
nachgewiesen. Auch in diesem FKBP-Komplex bindet die FKBP-Domine des Proteins unabhingig
vom aktiven Zentrum an einen Bestandteil der Transportmaschinerie der Zelle. Der Bereich der
FKBP-Domaine, der die Wechselwirkung mit CLH vermittelt, ist nicht ndher bekannt, jedoch besitzt
das Segment FKBP36'*!3 Sequenzhomologie zu Clathrin-Box-Motiven, die von der N-terminalen
Doméne der CLH gebunden werden [Lafer, 2002].

Spekulationen iiber eine Funktion des FKBP36/CLH-Komplexes bei zelluldren Transportvorgdangen
werden durch eine vergleichbare subzelluldre Verteilung von FKBP36 und CLH gestiitzt. Es kann
vermutet werden, dass FKBP36 und CLH am Transport eines Multiproteinkomplexes in Analogie
zum FKBP52/Dynein/Hsp90/SHR-Komplex  beteiligt sind, da Wechselwirkungen des
FKBP36/CLH-Komplexes zu weiteren Proteinen nachgewiesen wurden. Beispielsweise kann
Hsp72 aufgrund seiner subzellularen Verteilung und der Bindung an den FKBP36/CLH-Komplex

ein weiterer Bestandteil dieses Multiproteinkomplexes sein.

4.2. Interaktionen der TPR-Domdne des FKBP36

4.2.1. Aligemeine Einordnung der TPR-Domine

TPR-Doménen sind aus TPR-Motiven aufgebaut und vermitteln Protein-Protein-Wechselwirkungen
[D'Andrea & Regan 2003; Lamb et al, 1995]. Dabei bilden die TPR-Dominen eine konkave

Bindetasche, in der gestreckte unstrukturierte Bereiche eines Bindepartners fixiert werden konnen.
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In den Bindetaschen der TPR-Doménen von PPlasen, Hop und PP5 sind an bestimmten Positionen
vorwiegend basische Aminosdurereste konserviert, die sogenannte zweifache Carboxylatklammern
bilden und damit den C-Terminus eines sauren Sequenzmotivs der Form EEVD fixieren [Brinker et
al., 2002; Cliff et al., 2006; Russel et al., 1999; Scheufler et al., 2000; Ward et al., 2002; Wu et al.,
2004]. Dabei sind beide Carboxylatfunktionen des Aspartatrestes im EEVD-Motiv in ein dichtes
Netzwerk von Salz- und Wasserstoffbriickenbindungen mit den Aminoséureseitenketten der
zweifachen Carboxylatklammer eingebettet. Das EEVD-Sequenzmotiv ist am C-Terminus aller
eukaryontischen, cytosolischen Hsp90 und Hsp70 Proteine konserviert. Die Bindung dieser
Chaperone an verschiedene TPR-Doménen wurde vielfach nachgewiesen [Pratt & Toft, 1997;
Smith, 2004]. Ein Sequenzvergleich unterschiedlicher TPR-Domaénen zeigt, dass auch fiir FKBP36
eine Bindung an Hsp90 bzw. Hsp70 erwartet werden kann. Durch verschiedene Bindestudien wurde
eine Interaktion von FKBP36 mit Hsp90 und Hsp72 im Rahmen dieser Arbeit erstmals belegt. Die
geladene C-terminale Sequenz EEVD, die Hsp90 und Hsp72 gemeinsam ist, bindet an eine
zweifache Carboxylatklammer in FKBP36, da die Zugabe sowohl der C-terminalen Doménen als

auch des MEEVD-Peptids die Interaktion hemmt.

4.2.2. Bindung an Hsp90 und Hsp72

Die Wechselwirkungen zwischen dem EEVD-Motiv eines Hitzeschockproteins und der zweifachen
Carboxylatklammer einer TPR-Domine sind zwar notwendig fiir eine effiziente TPR/Hsp-
Interaktion, aber nicht hinreichend zur Sicherstellung einer physiologisch relevanten
Ligandenbindung [Brinker ef al., 2002; Scheufler ef al., 2000]. Entscheidend fiir die Stabilitét der
TPR/Hsp-Interaktion und die Ausbildung einer Spezifitit der TPR-Dominen sind hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen der Bindetasche der TPR-Domine und Aminosduren N-terminal des
EEVD-Motivs der Chaperone. Die N-terminal an die EEVD Sequenz grenzenden hydrophoben
Aminoséuren sind spezifisch fiir Hsp70 bzw. Hsp90, insbesondere das Isoleucin und Prolin im
Hsp70 C-Terminus (PTIEEVD) und das Methionin im Hsp90 C-Terminus (MEEVD) sind
konserviert. Die Aminosdurereste der TPR-Domaénen, die mit Methionin bzw. Isoleucin und Prolin
wechselwirken, wurden durch Kristallstrukturanalysen verschiedener TPR-Doménen im Komplex
mit den entsprechenden Penta- bzw. Heptapeptiden identifiziert [Cliff ez al., 2006; Scheufler et al.,
2000; Wu et al., 2004]. Dabei stellte sich heraus, dass die Aminosduren der TPR-Domaéne und die
Raumlage der untersuchten Penta- bzw. Heptapeptide in der Bindetasche unter den verschiedenen
Komplexen nicht konserviert sind, weshalb eine Vorhersage iiber die Spezifitit einer TPR-Doméne

gegeniiber Hsp90 bzw. Hsp70 bisher nicht moglich ist.
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Fiir FKBP36 wurde in dieser Arbeit eine Interaktion mit Hsp90 und Hsp72 nachgewiesen. Hierbei
sind Wechselwirkungen zwischen dem MEEVD-Motiv von Hsp90 und der TPR-Doméne
hinreichend fiir die Ausbildung des Hsp90/FKBP36-Komplexes. Fiir das IEEVD-Motiv von Hsp72
konnte hingegen keine stabile Interaktion mit FKBP36 nachgewiesen werden, weshalb zusétzliche
Interaktionen zwischen der C-terminalen Domédne von Hsp72 mit FKBP36 notwendig sind. Diese
Wechselwirkungen sind spezifisch fiir Hsp72, da in keinem Experiment Komplexe zwischen
FKBP36 und anderen Vertretern der Hsp70-Familie identifiziert wurden. Ein Sequenzvergleich der
C-terminalen Doménen cytosolischen Hsp70-Vertreter zeigt, dass nicht nur die 8 Aminosdurereste
am C-Terminus, sondern auch der N-terminale Bereiche dieser Doménen hohe
Sequenziibereinstimmung aufweisen und somit keine Unterschiede im Bindeverhalten der Hsp70
verursachen sollten (Abbildung 54). Wenig konserviert ist ein kurzer Sequenzbereich N-terminal
des konservierten GPTIEEVD-Motivs, der die Aminosduren Gly615- Gly631 von Hsp72 umfasst.
Das Segment Hsp72°°%! stellt moglicherweise eine sekundire Bindestelle dar, die die Stabilitit

und Spezifitit der Interaktionen im FKBP36/Hsp72-Komplexes vermittelt.

hHsp72 TYNIKQTME DRNO 600
hHsp70C AF] ATME DKNQT 597
hHsp71 AF SAME DANTL 597
hHsp70L AFNMKSVMS EVNQL 599

K
K
G
G

hHsp72 ~ RVENPIISKEYO--——-—-——————-— GGPGGGSGGGGSGAS 639
hHsp70C TK SAGGMPGGMPGGEFPGGGAPPSGGASS 646
hHsp71 QVENPILSGLEYQ----- GAGGPGPGGFGAQGPKGGSGS 641
hHS70L OMCNPIITKLEYO-——-—-———-— GGCTGPACGTGYVPGRPAT 641

Abbildung 54: Sequenzvergleich der C-terminalen Doménen unterschiedlicher Hsp70-Proteine. Identische
Aminosduren sind dunkelgrau, dhnliche Aminosauren hellgrau unterlegt. In blau hervorgehoben ist ein Hsp72-Segment,
das die groBite Variabilitdt zu anderen Hsp70-Proteinen aufweist.

Die Wechselwirkungen zwischen andere PPlasen mit TPR-Domine und Hsp70-Proteinen sind nur
wenig untersucht. Fiir Cyp40 und FKBP37.7 wurde eine Interaktion mit Hsc70 gezeigt [Carrello et
al., 2004; Yano et al., 2003]. Die Ausbildung einer Spezifitit gegeniiber einem bestimmten Hsp70-
Vertreter, wie bei FKBP36, ist fiir diese PPIasen jedoch bisher nicht niher analysiert.

Die Charakterisierung des FKBP36/Hsp72-Komplexes zeigte erstmals die Ausbildung einer
spezifischen TPR/Hsp70-Interaktion, die durch Aminosduren auflerhalb des GPTIEEVD-Motivs der
Hsp70-Proteine vermittelt wird. Strukturuntersuchungen zwischen der ersten TPR-Doméne des Hop
und einem vom C-Terminus der Hsp70-Proteine abgeleiteten Oktapeptid (GPTIEEVD) zeigten,
dass die Bindetasche der TPR-Domidnen mit maximal acht Aminosidure-Resten des

Hitzeschockproteins ~ wechselwirken kann. Wechselwirkungen der TPR-Doméne mit
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Sequenzbereichen des Hitzeschockproteins, die N-terminal dieses Oktapeptid liegen, wie im
FKBP36/Hsp72-Komplex, miissen folglich auBlerhalb der Bindetasche der TPR-Doméne erfolgen.
Bindestudien mit C-terminal verkiirzten FKBP36 Varianten zeigen, dass das Segment FKBP362%
%8 essentiell fiir eine Interaktion mit Hsp72 ist, aber die Bindung an Hsp90 nicht beeinflusst wird.
Homologe Sequenzbereiche in anderen TPR-Domédnen nehmen die Faltung einer Helix an [Granzin
et al., 2006; Sinars et al., 2003; Wu et al, 2004]. In FKBP51 wurde ein Einfluss der
korrespondierenden Helix fiir die Bildung eines stabilen FKBP51/Hsp90-Komplexes gezeigt,

wihrend homologe Bereiche in FKBP52 die Interaktion mit Hsp90 nicht wesentlich beeinflussen

[Cheung-Flynn ef al., 2003].

Abbildung 55: 3D-Darstellung eines Strukturmodells der TPR-Doméne von FKBP36. Die Aminosduren Leul64-
Ser326 von FKBP36 wurden fiir die Modellierung der TPR-Doméne mit dem Programm 3D-PSSM [Kelly, et al., 2000]
herangezogen. Als Grundlage dienten die Koordinaten der Rontgenkristallstruktur von FKBP51 (RCSB-Datenbank:
1KTO0). Die drei TPR-Motive sind schematisch in grau dargestellt, innerhalb dieser Motive sind die konservierten Reste
der Dicarboxylatklemme, die Wechselwirkungen zu Hsp90 bzw. Hsp72, vermitteln hervorgehoben. In blau abgebildet
ist das Riickgrat der Aminosduren Ser204-Lys217, diese bilden in Sequenzvergleichen mit anderen TPR-Doménen
einen Sequenzeinschub zwischen dem ersten und zweiten TPR-Motiv. Die C-terminale siebente Helix ist in griin
gezeigt. Dabei ist der Bereich, der an der Bindung, von GAPDH bzw. HSP72 beteiligt ist (Aminosduren His286-
Ser297), in dunkel- und die Aminosduren Cys298-Ser326 in hellgriin dargestellt.

4.2.3. Bindung an GAPDH

Frithere Publikationen zeigen, dass TPR-Dominen Protein-Protein-Wechselwirkungen nicht nur
tiber zweifach Carboxylatklammern vermitteln, sondern auch iiber Sequenzbereiche auflerhalb der

TPR-Motive [Cheung-Flynn et al., 2003; Lapouge et al., 2000]. C-terminal der drei TPR-Motive
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folgt in allen TPR-Doménen eine wenig konservierte Sequenz unterschiedlicher Lénge.
Strukturuntersuchungen zeigen fiir diesen Sequenzbereich die Ausbildung einer weiteren, siebenten
Helix [Das et al., 1998; Scheufler et al., 2000; Wu et al., 2004]. Diese Helix wird nicht nur im
Zusammenhang mit der FKBP51/Hsp90-Interaktion diskutiert, sondern auch mit der Bindung von
Calmodulin, z.B. an FKBP38 [Edlich et al., 2007]. Weiterhin befindet sich zwischen dem ersten
und dem zweiten TPR-Motiv einiger TPR-Doménen ein Sequenzeinschub. Dieser Sequenzeinshub
kann eine Helix oder Haarnadelstruktur ausbilden und vermittelt Protein spezifische
Wechselwirkungen [Lapouge et al, 2000; Wu et al., 2004]. Beispielsweise wurde fiir den
Sequenzeinschub der NADPH Oxidase Untereinheit p67phox eine spezifische Bindung an das
kleine G-Protein Rac(GTP) nachgewiesen [Lapouge et al., 2000].

Der Vergleich der Aminoséduresequenz von FKBP36 mit weiteren TPR-Domédnen zeigt, dass in
FKBP36 sowohl eine siebente Helix C-terminal der TPR-Motive als auch ein Sequenzeinschub
zwischen dem ersten und zweiten TPR-Motiv als potentielle Interaktionsstellen wahrscheinlich sind
(Abbildung 4). Fiir die TPR-Doméne von FKBP36 wurde neben der naheliegenden Interaktion mit
Hitzeschockproteinen auch eine Bindung an GAPDH nachgewiesen. GAPDH ist bisher nicht als
Bindepartner eines TPR-Dominenproteins beschrieben und kompetiert nicht mit Hsp90 um die
FKBP36-Bindung, weshalb eine gemeinsame Bindestelle in der Carboxylatklemme ausgeschlossen
werden kann. Tatsichlich ist das Segment FKBP362**%® C-Terminal zu den TPR-Motiven, wichtig
fiir die Interaktion mit GAPDH. FKBP36™*°*® ist, neben der zweifachen Carboxylatklammer des
FKBP36, auch an der Bindung von Hsp72 beteiligt. Damit kann die beobachtete Kompetion von
GAPDH und Hsp72 um eine FKBP36-Bindung auf diesen Bereich von FKBP36 zuriickgefiihrt
werden. Fiir die Bildung des FKBP36/GAPDH-Komplexes ist dieses Segment von FKBP36 jedoch
nicht ausreichend. Der Sequenzeinschub zwischen ersten und zweiten TPR-Motiv von FKBP36
konnte eine weitere spezifische Interaktionsstelle fiir die Bildung des FKBP36/GAPDH-Komplexes
darstellen. Dieser Sequenzbereich von FKBP36 ist in homologen Proteinen wenig konserviert und
oberflichenexponiert. Damit ist er eine mdgliche spezifische Proteininteraktionsstelle. Zur
Bestitigung dieser Theorie konnten Mutagenesestudien und Matrix-gebundene Peptidbibliotheken
einen wichtigen Beitrag leisten.

Die Bindung zwischen der TPR-Domine von FKBP36 und GAPDH ist bisher beispiellos. GAPDH
ist ein multifunktionales Protein, das neben der glykolytischen Katalysereaktion an zahlreichen
zelluldren Funktionen beteiligt ist [Chuang et al., 2005; Sirover, 1999]. Hierbei tritt GAPDH in
Wechselwirkung mit Proteinen, Membranen, RNA oder DNA [Mazzola & Sirover, 2002; Meyer-
Siegler et al, 2001; Singh & Green, 1993]. Unter anderem zeigen friihere Arbeiten
Wechselwirkungen zwischen der NAD -bindenden Domine der GAPDH und 3'-UTR mRNA oder
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dem Tubulin-bindenden Protein TPPP/p25 [Nagy et al., 2000; Olah et al, 2006]. An der
GAPDH/Membran-Interaktion scheint die GA3P-Bindestelle in der katalytischen Domine der
GAPDH beteiligt zu sein, wahrend Lysinreste im C-terminalen Bereich dieser Doméne die Bindung
von polygultaminreichen Proteinen wie PBAPP oder dem Huntingtonprotein vermitteln. Der
Sequenzbereich der GAPDH, der fiir die Wechselwirkung mit FKBP36 notwendig ist, wurde auf
die Aminosduren Val2-Leu247 eingegrenzt. In diesem Sequenzbereich sind die nukleotidbindende-
Domine und ein Teil der katalytischen Doméne lokalisiert. FKBP36 kompetiert mit NAD" um eine
Bindung an GAPDH, weshalb die Bindung des FKBP36 entweder im Bereich der NAD'-
Bindestelle erfolgt oder die Faltung der NAD -Bindestelle durch FKBP36-Bindung veridndert wird.
Die Bildung eines GAPDH/FKBP36-Komplexes konnte mit GAPDH aus verschieden Sadugern
(Maus, Ratte, Rind, Kaninchen) nachgewiesen werden. Eine Interaktion von FKBP36 mit E.coli
GAPDH oder der Sperma-spezifischen GAPD-S wurde jedoch nicht beobachtet. Ein Vergleich der
Aminosduresequenzen von GAPDH aus Sdugern, E.coli und GAPDS ergab keine linearen
Sequenzbereiche die aufgrund ihrer Konservierung unter den verschiedenen Spezies auf eine

Bindestelle fur FKBP36 hindeuten.

4.2.4. Multiproteinkomplexe von FKBP36

PPlasen mit TPR-Doménen vermitteln aufgrund ihres strukturellen Aufbaus die Bildung von
Multiproteinkomplexen [D'Andrea & Regan 2003; Pratt & Toft, 1997; Smith, 2004]. Dabei
interagiert die PPlase mit TPR-Doméne nicht nur mit Hsp90 oder Hsp70 sondern beispielsweise
auch mit dem Substratprotein des Chaperons. Dies wurde sowohl fiir den FKBP52/Hsp90/SHR-
Komplex als auch fiir den FKBP37.7/Hsp90/AHR-Komplex nachgewiesen. Aufgrund des zu
FKBP51, FKBP52 bzw. FKBP37.7 homologen Doménenaufbaus von FKBP36 ist fiir dieses FKBP
ebenfalls die Bildung eines Multiproteinkomplexes bestehend aus FKBP36/Chaperon/Substrat
moglich. Als Interaktionspartner von FKBP36 wurden die zwei Chaperone Hsp72 und Hsp90
identifiziert. Fiir beide Chaperone sind unterschiedliche Funktionen beschrieben [Eddy, 1999; Pratt
et al., 2004]. Da beide Chaperone um eine FKBP36 Bindung konkurrieren, kann davon
ausgegangen werden, dass FKBP36 zwei funktionell-verschiedene Komplexe mit Hsp90 bzw.
Hsp72 ausbildet.

Als weiterer moglicher Interaktionspartner des FKBP36/Chaperon-Komplexes wurde CLH
identifiziert. CLH interagiert unabhédngig von Hsp90 bzw. Hsp72 mit der FKBP-Domine von
FKBP36 und erlaubt damit die Bildung von trimeren FKBP36/Chaperon/CLH-Komplexen. Fiir eine
physiologisch  relevante Funktion des FKBP36/Hsp72/CLH-Komplexes sprechen die

vergleichbaren subzelluldren Verteilungsmuster der drei Proteine und die gemeinsame Reinigung
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von Hsp72 und FKBP36 mit Clathrin-bedeckten Vesikeln. Eine direkte Wechselwirkung zwischen
Chaperon und CLH ist fiir das Hsp72 homologe Hsc70 beschrieben [Barouch ef al., 1994]. Hierbei
bewirkt Hsc70 strukturelle Anderungen im Clathringeriist Clathrin-bedeckter Vesikel und vermittelt
den Dissemblierungsprozess [Fotin et al., 2004; Heymann et al., 2005]. Auch in den Keimzellen
des Hodens sind Clathrin-bedeckte Vesikel an unterschiedlichen Transportvorgidngen beteiligt,
jedoch wird in diesen Zellen nicht Hsc70 sondern Hsp72 vorwiegend exprimiert [Daugaard, et al.,
2007]. Da der Sequenzbereich der ATPase- und substratbindenden Doménen von Hsc70 und Hsp72
89 % Sequenzidentitéit besitzen, ist in Keimzellen des Hodens ein durch Hsp72 vermittelter
Dissemblierungsprozess Clathrin-bedeckter Vesikel moglich. Fiir die Dissemblierung Clathrin-
bedeckter Vesikel ist Hsc70 allein nicht ausreichend, da fiir die Interaktion mit Clathrin ein
Kofaktor notwendig ist. In Nervenzellen tibernimmt Auxilin diese Funktion [Ungewickell et al.,
1995]. Auxilin interagiert liber zwei distinkte Bereiche mit CLH und Hsp70 [Fotin et al., 2004].
Weiterhin wird durch Auxilin die Bindung von CLH an Hsc70 vermittelt und die ATPase-Aktivitét
des Chaperons stimuliert. Diese Funktionen von Auxilin haben die Dissemblierung Clathrin-
bedeckter Vesikel zur Folge. Fiir andere Gewebe, insbesondere Hoden und Keimzellen ist der
Dissemblierungsprozess weniger gut untersucht. Es sind jedoch einige Proteine wie. z.B. GAK mit
einer Auxilin dhnlichen Funktion beschrieben [Umeda et al., 2000]. Diese Proteine interagieren wie
FKBP36 iiber zwei distinkte Bereiche mit Hsp70 und CLH. Essentiell fiir die Dissemblierung
Clathrin-bedeckter Vesikel ist nicht nur die ATPase- und substratbindende- Doméne sondern auch
die C-terminale Doméne von Hsc70 [Tsai & Wang, 1994]. Diese Doméne besitzt keinen direkten
Einfluss auf die Aktivitit und Substratbindung des Chaperons, vermittelt aber Interaktionen zu
Proteinen mit TPR-Domine, die die Hsp70-Aktivitit beeinflussen konnen [Wu et al., 2001].
FKBP36 interagiert spezifisch mit der C-terminalen Domine von Hsp72. Deshalb konnte FKBP36
die Chaperonaktivitit von Hsp72 und damit den Dissemblierungsprozess Clathrin-bedeckter
Vesikel beeinflussen.

Hinweise zur Bestitigung dieser Theorie konnten verschiedene in vitro Untersuchungen mit
gereinigten CLH bzw. Clathrin-bedeckten Vesikeln geben, die den Einfluss von FKBP36 und
Hsp72 auf die Struktur und Stabilitdt von Clathrin-bedeckten Vesikeln néher charakterisieren. Auch
die Untersuchung des Einflusses von FKBP36 auf die Chaperonaktivitit von Hsp72, z.B. mit einem
Luciferase-Riickfaltungstest, wiare von Interesse. Solche Untersuchungen sind fiir die TPR-
Doménen Proteine wie z.B. Chip, TPR1 oder hSGT beschrieben [Wu et al., 2001]. Fiir diese
Experimente ist zu Homogenitit gereinigtes Hsp72 notwendig. Wie in dieser Arbeit belegt, war die
Praparation von zu Homogenitit gereinigten authentischen Hsp72 aus tierischem Gewebe im

Milligramm-MaBstab nicht moglich. Weiterhin fiihrte eine rekombinante Expression von Hsp72 in
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E.coli zu nicht funktionell gefalteten Protein. Von Hafizur ef al. [2004] wurde eine Expression von
funktionellen Hsp72 in einem Bacoluvirus- Expressionssystem beschrieben, weshalb fiir die
rekombinante Herstellung von funktionellem Hsp72 ein eukaryontisches Expressionssystem
notwendig ist.

Um den Einfluss von FKBP36 auf die Clathrin-vermittelte Endozytose in vivo z.B. mit einem
Transferrin-Aufnahmetest zu untersuchen, ist die Expression von FKBP36 in einer immortalen
Zelllinie notwendig. Bisher konnte authentisches FKBP36 nur in Hodengewebe nachgewiesen
werden. Keine der untersuchten immortalen Zelllinien exprimiert durch Western-Blot detektierbare
FKBP36-Konzentration, weshalb FKBP36 in COS7-Zellen heterolog exprimiert wurde. Die
subzelluldre Verteilung von FKBP36 wies in diesem Zellsystem Unterschiede zum authentischen
System auf. In COS-7-Zellen konnte, im Unterschied zum authentischen System, nur ein sehr
geringer Anteil des FKBP36 als Bestandteil von Clathrin-bedeckten Vesikeln nachgewiesen
werden. Fiir Studien, die den FEinfluss des FKBP36 auf die Endozytose untersuchen, ist die
subzelluldre Verteilung des FKBP36 von groBer Bedeutung. Fiir die Durchfiihrung solcher
Experimente ist die Entwicklung eines heterologen Zellsystem, das dem authentischen System von
FKBP36 dhnlicher ist, erforderlich.

Weiterhin wurde GAPDH als Interaktionspartner von FKBP36 identifiziert. Bei dieser Interaktion
ist ebenfalls die Bildung eines trimeren Komplexes der Form FKBP36/Chaperon/GAPDH denkbar.
Da Hsp72 und GAPDH um die Bindung an FKBP36 kompetieren, ist nur die Bildung eines
FKBP36/Hsp90/GAPDH-Komplexes moglich. Durch direkte Wechselwirkungen zwischen PPlasen
mit TPR-Doméne und dem Hsp90-Substrat im trimeren Komplex kann die Aktivitdt des Substrates
beeinflusst werden [Reynolds et al., 1999; Rigges et al., 2003]. Beispielsweise inhibiert FKBP51
im FKBP51/Hsp90/GR-Komplex die transkriptionelle Aktivitit des GR. Analog hierzu inhibiert
FKBP36 durch direkte Wechselwirkung mit GAPDH die Aktivitit der Dehydrogenase. Im
Unterschied zum trimeren FKBP51/Hsp90/GR-Komplex ist GAPDH kein bekannter Hsp90 Klient.
Moglicherweise wird erst durch die FKBP36/GAPDH-Interaktion eine direkte Bindung zwischen
Hsp90 und GAPDH ermoglicht oder der FKBP36/GAPDH/Hsp90-Komplex vermittelt die
rdumliche Néhe zwischen GAPDH und Hsp90-Substraten, wie z.B. eNOS.

Die NO-Synthase eNOS kann durch Bildung von NO die Aktivitit zahlreicher Proteine, darunter
GAPDH beeinflussen [Hara et al., 2006]. Die Aktivitdt der eNOS wird durch die Bindung an Hsp90
stimuliert [Shah et al., 1999]. Moglicherweise agiert FKBP36 als Mittler zwischen GAPDH und
dem Hsp90/eNOS-Komplex. Dies wiirde den Anteil NO-modifizierter GAPDH in der Zelle

erhohen.
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4.3.Multiproteinkomplexe des FKBP36 in der Spermatogenese

Der Verlust des FKBP6-Gens fiihrt in Mausen und Ratten ausschlieBlich zur Sterilitdt ménnlicher
Tiere [Crackower et al., 2003; Ikadai et al., 1992]. FKBP36 defiziente Nager sind zwar Azosperm
besitzen jedoch ein zum Wildtyp analoges Verhalten und einen vergleichbaren Hormonhaushalt.
Die in Ratten und Méusen gezeigte Funktion von FKBP36 in der Spermatogenese und der damit
verbundene molekulare Prozess sind wahrscheinlich auch in Menschen konserviert. Da die
Lokalisation und die Funktion von FKBP36 auf den Hoden und die Spermatogenese eingegrenzt
werden kann, stellt FKBP36 ein Ziel fiir ein nicht hormonelles Kontrazeptivum des Mannes dar.
Grundlegend fiir die Entwicklung eines Kontratzeptivums auf Basis der Storung der FKBP36-
Funktion, ist das Verstdndnis dieser Funktion auf molekularer Ebene. In FKBP36-defizienten
Nagern kommt es zur Apoptose der Spermatocyten im Pachytdn-Stadium. In diesem Stadium kann
FKBP36 als Bestandteil des synaptonemalen Komplexes im Zellkern nachgewiesen werden. Im
Zusammenhang mit der geschlechtsspezifischen Funktion wird die Kolokalisation von FKBP36 mit
dem XY-Bivalent wihrend des Pachytins angesehen [Kolas et al., 2005]. Die Deletion einiger
Proteine wie z.B. BRAC2, Scp3, H2AX und Hsp72 verursacht einen zur FKBP36-Deletion
vergleichbaren Phénotyp mit azospermen Ménnchen und einem Abbruch der Meiose im Pachytidn
[Morelli & Cohen, 2005]. Da diese Proteine in Zusammenhang mit geschlechtsspezifischen
Vorgéngen im Pachyténstadium diskutiert werden, sind sie moglicherweise an derselben zelluldren
Funktion beteiligt. In dieser Arbeit konnte erstmals eine direkte Interaktion zwischen FKBP36 und
Hsp72 nachgewiesen werden. Fiir FKBP36 und Hsp72 ist nicht nur eine essentielle Funktion im
Pachytén sondern auch eine lokalisation am XY-Bivalent beschrieben [Allen et al., 1996; Dix et al.,
1997]. Mdoglicherweise ist die Ausbildung eines FKBP36/Hsp72-Komplexes essentiell fiir die
Spermatogenese und bietet somit den Angriffspunkt fiir niedermolekulare Effektoren, welche die
Spermatogenese beeinflussen konnten. Erste Untersuchungen zur FKBP36/Hsp72-Interaktion
zeigen, dass an der Komplexbildung mindestens zwei Bereiche von FKBP36 beteiligt sind. Dies
wiederum sollte die Entwicklung einer solchen Substanz erschweren.

Fiir den FKBP36/Hsp72-Komplex wurde weiterhin eine Bindung an CLH gezeigt. CLH ist bisher
nicht als Meiose-relevantes Protein bekannt, besitz jedoch eine Funktion bei der Bildung der
Mitose-Spindel [Okamoto et al, 2000; Royle et al, 2005]. Da die Bestandteile des
FKBP36/CLH/Hsp72-Komplexes auch in Zellkernen von Hoden nachgewiesen wurden, ist neben
FKBP36/Hsp72 moglicherweise auch CLH Bestandteil des synaptonemalen Komplexs. Hinweise
hierfiir konnte die Farbung gespreizter Pachytan-Chromosomen mit CLH-spezifischen Antikdrpern

geben.
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Neben der bereits beschriebenen Funktion von FKBP36 bei der meiotischen Zellteilung konnte
erstmals auch eine Funktion dieser PPlase bei der Regulation eines Stoffwechselenzyms, der
GAPDH, nachgewiesen werden. GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse, dessen cytosolische
Aktivitat auf vielfaltige Weise reguliert wird. In Korperzellen ist GAPDH kein Schliisselenzym der
Glykolyse, nur eine weitgehende Hemmung dieses Enzyms zeigt nachweisbare Effekte auf die
Glykolyse [Melendez-Hevia et al., 1984]. Andererseits ist eine Regulation dieses Enzyms
entscheidend fiir die Glykolyse in Pachytin Spermatozyten. Bereits bei einer geringfiigigen
Inhibierung der GAPDH werden deutliche Effekte nachgewiesen [Nakamura et al., 1984a;
Nakamura et al., 1984b]. Die Ursachen dieser in Spermatozyten abweichenden Glykolyse- und
Stoffwechselregulation sind bisher unverstanden. In dieser Arbeit wurde eine Inhibition der
GAPDH-AKktivitdt durch FKBP36 beschrieben. FKBP36 wird vorwiegend in Hoden, insbesondere
den Spermatozyten exprimiert, weshalb eine Beteiligung des FKBP36 an der Regulation von
GAPDH und Glykolyse in Spermatozyten wahrscheinlich ist. FKBP36 kompetiert in vitro mit
NAD" um eine Bindung an GAPDH. In Spermatozyten ist die NAD" Konzentration im Vergleich
zu anderen Zelltypen relativ gering [Nakamura et al., 1984a], weshalb FKBP36 in diesen Zellen
durch direkte Interaktion mit GAPDH einen deutlichen Einfluss auf den Umsatz von Glukose
ausiiben konnte.

Weiterhin verringert die Expression von FKBP36 in COS7-Zellen die GAPDH-Konzentration und
Aktivitdt im Cytoplasma. Trotz allgemein hoher Konzentrationen der GAPDH in allen Geweben
konnen dennoch Konzentrationsunterschiede des Enzyms in Gewebe und Zelllinien nachgewiesen
werden [Barber et al, 2005]. Die Regulation der GAPDH-Konzentration ist bisher nur fiir
Leberzellen gut untersucht. Hier kann die Regulation der GAPDH-Konzentration auf eine
Regulation der Expression des Enzyms durch unterschiedliche Faktoren wie z.B. Alkohol,
Aminoséduren oder Insulin zuriickgefiihrt werden [Alexander et al., 1988; Claeyssens et al., 2003;
de la Monte et al., 1999]. Expressionsunterschiede zwischen verschieden Organen wie sie z.B.
zwischen Leber und Hoden gefunden werden, sind bisher nicht ndher untersucht. Fiir Hoden, in
denen die FKBP36 Expression hoch ist, wurde eine besonders geringe GAPDH Expression
beschrieben [Barber et al., 2005; Piechaczyk, et al., 1984]. Moglicherweise hat FKBP36 auch im
authentischen System Einfluss auf die GAPDH-Konzentration. Vergleiche der GAPDH-
Konzentration und -Aktivitdt in Spermatozyten von Wildtyp Médusen und FKBP36 defiziente
Miusen konnten Aufschluss dariiber geben, ob FKBP36 nicht nur ein Regulator der
Chromosomenpaarung sondern auch des Stoffwechsels in Spermatozyten ist.

Weiterhin unklar ist, ob FKBP36 die GAPDH-Konzentration iiber eine Hemmung der

Genexpression oder Destabilisierung des Proteins reguliert. Da viele Proteine mit TPR-Motiv, wie
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z.B. FKBP52, Cyc8 oder TCCIl Bestandteil von Proteinkomplexen die Einfluss auf die
Genexpression besitzen sind [Kaneco ef al, 2006], ist dies auch fiir FKBP36 moglich.
Untersuchungen der mRNA-Konzentrationen von GAPDH und FKBP36 konnten dies bestétigen.
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5. Zusammenfassung

Die PPlase FKBP36 ist aus einer FKBP- und einer TPR-Doméne aufgebaut und besitzt eine

essentielle Funktion bei der Paarung homologer Chromosomen wédhrend der Spermatogenese.

Bisher sind nur genetische und immunohistochemische Untersuchungen publiziert, weshalb

Gegenstand dieser Arbeit die proteinchemische Charakterisierung und die Identifizierung von

Wechselwirkungspartner war.

Mit Hilfe einer Sequenzanalyse des FKBP36 mit dem Programm SMART wurden eine N-
terminale FKBP-Domidne und eine TPR-Doméne bestehend aus drei TPR-Motiven

identifiziert.

FKBP36 homologe Proteine in Mensch und Vertebraten wurden durch Datenbankanalysen
(Sequenzvergleiche) identifiziert. Sie weisen ebenfalls den Aufbau des FKBP36 aus einer

FKBP-Domine und einer TPR-Domaéne auf.

FKBP36 sowie die verkiirzten Proteinvarianten KBP36''**, FKBP36°°*?’, FKBP36'*7%,
FKBP36'° und FKBP36'**® wurden kloniert und in E. coli ohne Erweiterung, mit Hise-
Fusion bzw. GST-Fusion exprimiert und gereinigt. Dabei wurden die Expression und die

Stabilitdt der gereinigten Proteine optimiert.

Durch Fern-UV CD-Spektroskopie von FKBP36, FKBP36''* und FKBP36'*?*" wurden
Sekundirstrukturelemente der gereinigten Proteine nachgewiesen. Die bei 20°C
aufgenommenen CD Spektren sind mit den Spektren von FKBP12 bzw. FKBP51, FKBP52
oder AfFKBP42 vergleichbar. Eine Temperaturerh6hung fiihrte zu einer Verdnderung der

CD-Signale. Dies deutet auf einen temperaturabhidngigen Strukturverlust hin.

Fir FKBP36 und FKBP36''* konnte auch in Gegenwart der identifizierten
Interaktionspartner keine PPlase-Aktivitit nachgewiesen werden. Durch Sequenzanalyse
und das Erstellen eines Strukturmodells der FKBP-Doméne des FKBP36 wurde ein

Argininrest in Position 81 als mdgliche Ursache der Inaktivitét identifiziert.
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Variation der Aminosdure in Position 81 beeinflusst die PPlase Aktivitit des FKBP36. Die
hergestellt Variante FKBP36R81L war PPlase-aktiv und besal mit dem Wildtyp
vergleichbare proteinbiochemische und spektroskopische Eigenschaften. Diese Variante gibt

einen Hinweis auf einen moglichen Aktivierungsmechanismus des Wildtyp FKBP36.

Mit einem im Rahmen dieser Arbeit erzeugten, polyklonalen Anti-FKBP36-Antikorper
wurde die Proteinexpression des FKBP in verschiedenen Nagetiergeweben untersucht. Fiir

FKBP36 wurde eine spezifische Expression in Hoden nachgewiesen.

Die durchgefiihrten Experimente zur Lokalisation von FKBP36 in Hodenzellen zeigten eine
Verteilung in Cytoplasma und Zellkern. Weiterhin wurde FKBP36 als Bestandteil von
Clathrin-bedeckten Vesikeln identifiziert. Diese Verteilung in unterschiedlichen
Zellkompartimenten weist darauf hin, dass FKBP36 neben Funktion bei der Paarung
homologer Chromosomen im Zellkern auch an witeren zelluldren Prozessen im Cytoplasma

oder Clathrin-bedeckten Vesikeln beteiligt sein konnte.

FKBP36 wurde in einem Saugerzellsytem (COS-7-Zellen) rekombinant exprimiert. Die
Lokalisation des FKBP36 in COS-7 wurde mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie und
subzelluldrer Fraktionierung untersucht. In diesem Zellsystem ist FKBP36 vorwiegenden in
Cytoplasma und Zellkernen lokalisiert. Im Unterschied zum authentischen System sind in

COS-7-Zellen nur geringe Mengen FKBP36 mit Clathrin- bedeckten Vesikeln assoziiert.

Als spezifische Interaktionspartner von FKBP36 wurden CLH, GAPDH, Hsp72 und Hsp90
identifiziert. Die fiir Proteine mit TPR-Doméne charakteristische Interaktion mit Vertretern
der Hsp90- bzw. Hsp70-Proteinfamilie wurde damit auch fiir FKBP36 nachgewiesen. Die
Interaktionen mit CLH und GAPDH sind spezifisch fiir FKBP36.

Die Charakterisierung der FKBP36/Hsp90-Interktion zeigte, dass die C-terminale Doméne
des Hsp90 mit der TPR-Domine des FKBP36 interagiert. Die Hsp90-Bindung von FKBP36

ist damit vergleichbar mit anderen TPR-Doméinen humaner PPlasen.

Ein vom C-Terminus des Hsp90 abgeleitetes Pentapeptid (MEEVD) ist hinreichend fiir eine
physiologische relevante FKBP36/Hsp90-Interaktion
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Die Bildung des FKBP36/Hsp90-Komplexes hat Anderungen des Fluoreszenzemissions-
spektrums und des Fern-UV CD-Spektrums zur Folge.

Die Charakterisierung der FKBP36/Hsp72-Interktion zeigte, dass die C-terminale Doméne
des Hsp72 mit der TPR-Doméne des FKBP36 interagiert.

Hsp72 und Hsp90 kompetieren um eine FKBP36-Bindung. Im Unterschied zur
FKBP36/Hsp90-Interaktion sind Wechselwirkungen des FKBP36 mit Penta- bzw.
Nonapeptiden abgeleitet vom C-Terminus des Hsp72 allein nicht ausreichend fiir eine
physiologische relevante FKBP36/Hsp72-Interaktion. Die Aminosduren His286-Ser297 des
FKBP36 bilden eine weitere, fiir die FKBP36/Hsp72-Komplexbildung essentielle, Hsp72-
Bindestelle.

Untersuchungen mit den C-terminalen Doménen weiter Mitglieder der Hsp70 Proteinfamilie

zeigten, dass die Bildung eines FKBP36/Hsp70-Komplexes spezifisch fiir Hsp72 ist.

Die Charakterisierung der FKBP36/GAPDH-Interaktion zeigte, dass GAPDH an die TPR-
Domine des FKBP36 bindet. Die Bildung des FKBP36/GAPDH-Komplexes war
unabhidngig von der Dicarboxylatklemme des FKBP, weshalb die Bildung trimerer
FKBP36/HSP90/GAPDH-Komplexe mdglich ist.

GAPDH und Hsp72 kompetieren um eine Bindung an den Aminosduren His286-Ser297 des
FKBP36.

FKBP36 kompetiert mit dem Coenzym NAD' der GAPDH um eine Bindung an GAPDH
und inhibiert dadurch die katalytische Aktivitdt der GAPDH.

Die Expression von FKBP36 in COS7-Zellen verringerte der GAPDH-Aktivitit und

-Konzentration in diesem Zellsystem.
Die Charakterisierung der FKBP36/CLH-Interaktion zeigte, dass CLH direkt mit der FKBP-

Doméne des FKBP36 interagiert. Die Interaktion ist unabhéngig von der PPlase-Aktivitit
des FKBP36.
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Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass FKBP36 groBe Ahnlichkeit zu anderen
PPIasen mit TPR-Doméne aufweist. Die physiologische Bedeutung dieser Proteine ist eng mit der
Ausbildung von Hsp90-enthaltenden Multiproteinkomplexen verbunden. Auch fiir FKBP36 wurde
eine Interaktion mit Hsp90 nachgewiesen. Interessanterweise interagiert das Meiose-relevante
Hsp72 &hnlich wie Hsp90 mit FKBP36. Die Ausbildung, des erstmals identifizierten
FKBP36/Hsp72-Komplexes konnte essentiell fiir die Paarung homologer Chromosomen wéhrend
der Spermatogenese sein. Der Nachweis von Interaktionen des FKBP36 mit nicht Meiose-
relevanten Interaktionspartnern, wie z.B. GAPDH, zeigt dass FKBP36 auch an weiteren zelluldren

Prozessen beteiligt ist und legt eine Multifunktionalitidt des FKBP36 nahe.
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