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Abkirzungen

AD = Activation Domain (Aktivatordoméne)

AS = Aminoséauren

BD = Binding Domain (Bindedomane)

BN-PAGE = Blue Native Polyacrylamide Gelelectrophoresis

CaMV = Cauliflower Mosaic Virus (Blumenkohl Mosaik Virus)

CD = Circular Dichroism

Cl bzw. Cll = Klasse 1 und Klasse 2

eCFP = enhanced Cyan Fluorescent Protein

eYFP = enhanced Yellow Fluorescent Protein

HRP = Horse Radish Peroxidase (Meerrettichperoxidase)

HS = Hitzestress

HSP(s) = Hitzeschockprotein(e) / Hitzestressprotein(e)

MDH = Malatdehydrogenase

Ni-Agarose = Nickel Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA; nitriloacetic acid) Agarose
NLS = Nuclear Localization Signal

ONPG = 2-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid

PCR = Polymerase Chain Reaction

R-250 = Coomassie Brilliant Blue R-250

rpm = rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

SDS-PAGE = Sodium Dodecyl-Sulfate Polyacrylamide Gelelectrophoresis
SEC = Size Exclusion Chromatography (Gelfiltrationschromatographie)
sHSP(s) = kleine Hitzeschockprotein(e) / kleine Hitzestressprotein(e)
TEV = Tobacco Etch Virus (Tabak Atzvirus)

YTH = Yeast 2-Hybrid (Hefe 2-Hybrid)
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Zusammenfassung

In Pflanzen werden im Zuge transienter Anpassungen an UbermaRige
Warmeeinwirkung, der sogenannten Akklimatisierung oder Hartung, unter anderem
Hitzestressproteine exprimiert. Diese wurden aufgrund ihres molekularen Gewichtes
in verschiedene Klassen unterteilt (HSP100, 90, 70, 60, 40). Alle induzierten Proteine
mit einem molekularen Gewicht unter 40 kDa wurden in die Klasse der kleinen
Hitzestressproteine (sHSPs) eingeordnet. Besonders bei Pflanzen wurde im
Vergleich zu anderen Organismen eine grol3e Zahl an sHSPs gefunden. Aufgrund
der Vielzahl der gefundenen sHSPs wurden diese nach ihrer zellularen Lokalisation
in verschiedene Unterklassen unterteilt. Die zytoplasmatische Unterklasse hatte die
meisten Mitglieder, so dass anhand von Sequenzstudien eine weitere Unterteilung
der zytoplasmatischen sHSPs stattfand. In Arabidopsis waren die grof3ten Klassen
die zytosolischen Klassen 1 und 2, mit sechs und zwei Mitgliedern. sHSPs kénnen
andere entfaltete oder sich entfaltende Proteine binden, um diese vor Denaturierung
durch unspezifische Interaktionen (Aggregation) zu schitzen. Aufgrund der Vielzahl
der Mitglieder der zytosolischen Klassen 1 und 2 stellte sich die Frage der
funktionellen Redundanz, so dass eine vergleichende Katalogisierung der
Eigenschaften der einzelnen Mitglieder durchgefuhrt werden sollte. Ausgehend von
einer vergleichenden Interaktionsanalyse wurde die Struktur und Funktion von
SHSPs der zytosolischen Klassen 1 und 2 aus Arabidopsis untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass die untersuchten sHSPs nicht allein aufgrund ihres
dokumentierten Verhaltens einer zytosolischen Klasse einzuordnen waren. Nicht alle
Klasse 2 Proteine zeigten wéhrend den durchgefuhrten in vivo Lokalisationsstudien
eine fir diese Klasse typische Hitze induzierbare Heat Stress Granules Bildung
(HSG). Eine Rekrutierung von Klasse 1 Protein in von Klasse 2 sHSPs gebildete
HSG oder eine Erhdéhung der Ldslichkeit der Klasse 2 Proteine (Ruckbildung von
HSG) durch Expression mit Klasse 1 sHSPs wurde nicht beobachtet. Hefe basierte
Interaktionsanalysen von sHSPs bestétigten, dass intra-Klassen Heterodimere
(Heterodimere gebildet durch sHSP Monomere derselben Klasse) moglich waren.
Heterodimere aus Monomeren der verschiedenen zytosolischen Klassen konnten
nicht detektiert werden. Es wurden jedoch Interaktionen von in vitro vorliegenden
guartaren sHSP Strukturen unterschiedlicher Klassen beobachtet, wenn auch die
genaue Stochiometrie nicht ndher definiert werden konnte. Interagierende sHSPs
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zeigen keine Anderung der Sekundarstrukturen der einzelnen Interaktionspartner.
Die fur sHSPs der Klasse 1 typische temperaturinduzierte Dissoziation der quartaren
Struktur (Oligomere), wie auch die flr eukaryotische Organismen typische Anzahl an
Untereinheiten (12 Monomere) wurde nur fur einige der untersuchten sHSPs
beobachtet.

Die vergleichend untersuchten sHSPs zeigten trotz der vielfaltigen beobachteten
Interaktionen, dem unterschiedlichen zytosolischen Verteilungsmuster, sowie den
sehr heterogenen quartaren Strukturen, die gleiche Funktion. Das Resultat des
beobachteten Schutzmechanismus war bei allen sHSPs unabhangig vom getesteten
Klienten (Malatdehydrogenase oder CPH1A2) gleich, wenn auch der Klient bei der
Klient / sHSP-Komplex Bildung, je nach getesteten sHSP unterschiedlich effizient
gebunden wurde. Spezifitat fir nur eines der beiden getesteten Klienten wurde nicht
beobachtet. Unter denaturierenden Bedingungen an sHSPs gebundene Klienten
blieben l6slich, waren aber nicht funktionell. Diese gebildeten Klient / sHSP-
Komplexe waren bei RT stabil und dissoziierten nicht von alleine. Trotz der
beobachteten Vielfalt der verschiedenen untersuchten strukturellen Aspekte scheint
ein allgemeiner Mechanismus innerhalb dieser sHSP Klassen zu existieren, der es
diesen ermdglicht fast jedes beliebige denaturierende Peptid zu erkennen und zu

schitzen.



1 Einleitung

Schon 1930 definierte Hans Selye das allgemeine Stresskonzept mit einem
physiologischen Bereich von Belastung (Eustress) und einem Bereich mit
Ubermaliger Belastung (Dystress). Dystress kann zu dauerhaften Schaden und oder
Krankheiten fuhren (Selye, 1975). Im Falle von hoéheren pflanzlichen Organismen,
wie den fur die Erndhrung wichtigen Kulturpflanzen, manifestiert sich eine
UbermaRige Belastung in der erheblichen Verminderung des Pflanzenwachstums,
wie auch bei der Bluten- und Samenbildung. Dies kann zu hohen Ertragsverlusten
fuhren (Herbert, 2002).

Hitzestress bei 50 °C

O min 15 min 30 min 60 min

Abbildung 1: Akklimatisierungsreaktion (Hartung) am Beispiel der Thermotoleranz von Gurkenkeimlingen

38 °C 28 "G

Vorbehandlung

40 °C

Gurkenkeimlinge wurden 5 - 7 Tage im Dunkeln bei 25 °C angezogen. Die etiolierten Keimlinge wurden einer
Vorbehandlung bei angezeigter Temperatur fir 90 min unterzogen und nach 30 min bei 25 °C einem Hitzestress bei 50
°C fur entweder 15, 30 oder 60 min ausgesetzt, dann einen Tag im Licht inkubiert. Der Grad der De-Etiolierung dient als
Indikator fir erworbene Thermotoleranz. Mit hdheren Temperaturen vorbehandelte Keimlinge zeigten starkere
Ergrinung, da sie akklimatisiert waren.

Im Bereich des Eustress kdnnen Pflanzen durch schrittweise Vorbehandlung mit

einem milden Stress abgehértet werden (Hartung oder induzierte Stresstoleranz,
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siehe Abbildung 1). Im Einklang mit dem von Selye entwickelten Stresskonzeptes
sind sie dann in der Lage, auch starkere bzw. andere Stressbelastungen ohne
grolRere Schaden auszuhalten (Kapoor et al., 1990; Selye, 1998; Timperio et al.,
2008). Weiterhin kann sich die Antwort auf einen Stressor in vielfaltigen
Anpassungen auf3ern (Selye, 1975). So fuhrt in manchen Fallen eine
Hitzevorbehandlung nicht nur zu einer erhdhten Toleranz gegeniber erneuter
Ubermafiger Warmeeinwirkung, sondern auch zu einer erhthten Toleranz
gegenuber Kalte oder Anoxie (Loreti et al., 2005). Neben verschiedenen thermisch
induzierten zellularen Anpassungen (Raison et al., 1982), zeigten sich in Pflanzen
eine erstaunliche Vielfalt an Hitze-induziert synthetisierten Proteinen, den
sogenannten Hitzestressproteinen (Waters, 1995; Waters et al., 1996; Waters, 1999).
Das Arabidopsis Genom beinhaltet ca. 19 sHSP Gene (Scharf et al., 2001; Siddique
et al., 2008). Acht von diesen sHSPs wurden aufgrund von Sequenzstudien in zwei
verschiedene zytosolisch lokalisierte Klassen eingeordnet. Ausgehend von einer
Interaktionsanalyse wurde die Struktur und Funktion aller Mitglieder dieser

zytosolischen Klassen (Cl und CIl) untersucht.

1.1 Die Familie der kleinen Hitzestressproteine

Hitzestressproteine werden bei erhdhten Temperaturen in verschiedenen
Organismen synthetisiert (Ritossa, 1962). Die zuerst in Eukaryoten entdeckten Hitze
induzierten Proteine wurden zun&chst ohne Kenntnis ihrer Funktion, sondern nach
dem beobachteten Phéanotyp als Hitzestressproteine benannt und nach ihrem
apparenten molekularen Gewicht in Familien sortiert (Li, 2004). In Escherischia coli
(E. coli) wurden sHSP ahnliche Proteine zuerst in Proteinaggregatansammlungen
(sogenannten inclusion bodies®) assoziiert vorgefunden (Allen et al., 1992), daher
die Nomenklatur Ibp A und Ibp B (,inclusion body associated protein®). HSP-ahnliche,
aber konstitutiv vorhandene Proteine wurden als ,heat shock cognates® (HSC) in die
Nomenklatura eingeordnet (Sorger, 1987). HSP kommen in Bakterien (Mogk et al.,
2003), Einzellern (Haslbeck et al., 1999), Tieren, auch Menschen (Horwitz, 1992) und
Pflanzen vor (Helm, 1989; Lauzon et al., 1990). In einem Netzwerk miteinander
kooperierender Faktoren sind diese Proteine bei der Faltung, Assemblierung und
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intrazellularen Verteilung von Proteinen behilflich und stabilisieren gegebenenfalls
auch Intermediate der Faltung im Verlauf einer Stressperiode (Ellis, 1989). Diese
begleitende Funktion wurde in der Molekularbiologie mit dem Begriff der
.,molekularen Gouvernante® (engl. Chaperone) belegt (Ellis, 1989, 1996, 1999).
Solche Chaperonnetzwerke existieren in fast allen Kompartimenten einer Zelle
(Wang et al, 2004). Viele der molekularen Chaperone sind keine
Faltungskatalysatoren, sondern konnen lediglich partiell gefaltete oder entfaltete
Proteine binden und damit vor Aggregation bewahren. Zu letzteren gehéren die in
dieser Arbeit untersuchten Hitze induzierten sHSPs. Viele sHSPs agieren auf ATP
unabhangige Weise, indem sie hydrophobe Aminoséuren partiell entfalteter und
denaturierter thermosensitiver Substrate binden und diese so vor irreversibler

Aggregation schiutzen (Horwitz, 1992; Basha et al., 2011).

M-Terminus ACD CTE
Ubereinstimmung (%) 13.6 55.6 17.6
Aminosaurennummer 1 44 143 156

oy Oy s B2Ps BaBs  Ps Br Pz Ba Bio

oz P2Ps BaPs & Pr Pz Pa Bio

SHSP-CI

K2 L K1 IXI/V
Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Klasse 1 und Klasse 2 sHSPs

Pflanzliche zytosolisch lokalisierte SsHSPs bestehen aus einem 40 - 45 AS langen N-Terminus, einer 90 - 100 AS langen
a-Kristalline Doméne (ACD), sowie einer kurzen C terminalen Extension (CTE). 82 - 10 = Regionen mit vorhergesagten
B-Faltblatt Sekundarstrukturen; al - a3 = Regionen mit vorhergesagten a-Helix Sekundarstrukturen. Die schwarzen
Balken innerhalb der ACD deuten schematisch die Positionen der beiden Konsensus Regionen (K2 und K1), sowie der
trennenden Linker Region (L) von variabler Lange an. In der kurzen CTE befindet sich das stark konservierte IXI/V
Motiv. Schema wurde nach (Basha et al., 2011) erstellt.

Charakteristische gemeinsame Einteilungsmerkmale der kleinen Hitzestressproteine
sind ihr kleines monomeres Molekulargewicht (=15 - 40 kDa) und eine stark
konservierte C-terminale Aminosduresequenz von ~90 - 100 Aminosauren (AS)
Lange (K1 und K2, Abbildung 2). Diese Sequenz bildet ein charakteristisches
Proteinstrukturmotiv aus, die o-Kristalline Domane (ACD). Sie ist ein gemeinsames
Merkmal von allen sHSPs, sowie den a-Kristallinen Proteinen in der Augenlinse von
Vertebraten (de Jong et al.,, 1988; Plesofsky-Vig, 1992,; de Jong et al.,, 1993;
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Caspers et al., 1995; Waters, 1995; Waters et al.,, 1996; de Jong et al., 1998). In
Vertebraten Ubernimmt die fur diese tertidre Struktur namensgebende Proteinfamilie
haufig weitere wichtige Funktionen, die fur die Vitalitat des Organismus eine
entscheidende Rolle spielen kdnnen. So wird das o-B-Kristallin des Menschen haufig
bei neurologischen Krankheiten Uberexprimiert vorgefunden und Mutationen in o-A-
oder a-B-Kristallin kénnen grauen Star, aber auch Myopathien nach sich ziehen
(Andley et al., 1996; Andley et al., 2002). In, durch Proteinaggregatansammlungen
gekennzeichneten Erkrankungen, wie z.B. der Alzheimer Erkrankung (Renkawek et
al., 1992; Shinohara et al., 1993; Renkawek et al., 1994), dem Creutzfeld-Jakob
Syndrom (Renkawek et al., 1992), sowie der ,Alexander Disease“ (Head et al.,
1993), wurden haufig ACD-Proteine detektiert. Ein weiteres wichtiges Kriterium zur
Unterteilung der sHSP Familie in verschiedene Unterklassen war die subzellulare
Lokalisation des jeweiligen sHSPs (Waters et al., 1996; Scharf et al., 2001; Siddique
et al., 2008).

Tabelle 1: Liste aller in dieser Arbeit untersuchten sHSPs aus A. thaliana nach (Scharf et al.,
2001)

Nr.: Name: AS: MW (kDa): [J|JAccession Referenz:
(vorheriger Name) number (Gen)

1 Atl7.4-Cl 156 17.4 At3946230 (Takahashi, 1989)

2 Atl7.6A-Cl 155 17.6 At1g59860 (Scharf et al., 2001)

3 Atl17.6B-CI 153 17.6 At29g29500 (Scharf et al., 2001)

4 At17.6C-Cl (17.6) |[[157 17.6 At1g53540 (Helm, 1989)

5 Atl17.8-Cl 157 17.8 At1g07400 (Scharf et al., 2001)

6 At18.1-Cl (18.2) 161 18.1 At5g59720 (Takahashi, 1989)

7 Atl17.6-Cll 155 17.6 At5912020 (Bartling et al., 1992)
(Hspl17.6-)

8 At17.7-ClI 156 17.7 At5g12030 (Scharf et al., 2001)
(Hspl7.6A)

In Pflanzen wurden die jeweiligen sHSPs in die beiden Hauptunterklassen
zytosolischer und Organell-assoziierter sHSPs unterteilt. Durch weitergehende
Unterteilungen entstanden die zytosolischen Klassen CI-CVIlI (C = Zytosolisch

lokalisiert) und die organellaren Klassen P, MI, MIl, Po, ER (P = Plastiden-, M =

8



Mitochondrien-, Po = Peroxisom-, ER = Endoplasmatisches Retikulum-lokalisiert). In
dieser Arbeit wurden die Mitglieder der zytosolischen sHSP Klassen Cl und CII
untersucht (siehe Tabelle 1 und Abbildung 3).

{ Atl7.6
Atl7.7

Psl7.1

class |l

Atl7.4
Atl7.6C
Atls.1

Atl7.8
4| E Atl7.6A
Atl7.6B

Ps18.1
Abbildung 3: Verwandtschaft der zytosolischen sHSPs aus Arabidopsis

class|

Reihenfolge wurde erstellt anhand der Ubereinstimmungen in der Aminosauresequenz mit Hilfe von Vector NTI®. At =

Arabidopsis thaliana, Ps = Pisum sativum.

Die Klasse Cl ist die gro3te Unterklasse und enthalt sechs Mitglieder (17.4 / 17.6A-C
[ 17.8 /| 18.1), Klasse CIlI enthalt zwei Mitglieder (17.6 / 17.7). Wichtige
Gemeinsamkeiten lassen sich nicht nur in der konservierten DNA-Sequenz der
kodierenden Region, sondern auch in der 5 -untranslatierten Region finden. Dort
befinden sich typische Regulationselemente wie das konservierte HSE (Heat Shock
Element), eine typische Promotorregion Hitze-induzierter Gene (Pelham, 1982,
Pelham, 1982; Ayme et al., 1985). Das HSE ist vergleichbar mit der TATA-Box von
Haushaltsgenen und besteht ebenfalls aus einer typischen Konsensus Sequenz,
welche aus konservierten palindromisch angeordneten Motiven besteht (Treuter et
al., 1993). Diese HSE konnen bei Hitzestress spezifisch durch sogenannte HSF
(Heat Shock Transkriptionsfaktoren) erkannt und reguliert werden (Sorger et al.,
1987; Clos et al., 1990). Zurzeit sind allein innerhalb der Arabidopsis Familie 21
verschiedene HSFs bekannt (Nover et al., 1996; Nover, 1997; Nover et al., 2001;
Kotak et al., 2007). Neben Hitze, kdnnen auch osmotischer und oxydativer Stress,
sowie Verwundungsstress die Transkription verschiedener sHSPs auslosen (Swindell
et al., 2007). Weiterhin wurden bei verschiedenen Entwicklungsstadien, wie Bliten-
und Samenreifung, ebenfalls eine Akkumulierung von kleinen Hitzestressproteinen
beobachtet (Wehmeyer et al., 1996; Wehmeyer, 2000). Das Phanomen der
entwicklungsspezifischen Akkumulation von kleinen Hitzestressproteinen wurde
bisher am besten fir die Samenreifung charakterisiert. Besonders stark wurde die

Gentranskription von Atl17.4-Cl und Atl7.7-Cll mit zunehmender Samenreife



induziert. Es konnte HsfA9 als ein dafir verantwortlicher entwicklungsspezifischer
Transkriptionsfaktor, identifiziert werden, welcher gleichzeitig auch die HSP101
Transkription regulierte (Kotak et al., 2007). Obwohl nur zwei sHSPs, je eins der
Klasse 1 und eins der Klasse 2, unter Hitzestressbedingungen bis zu 1 % der
Gesamtproteinmenge (bei P. sativum) ausmachen kdnnen (Helm et al., 1997),
zeigten die meisten bisher nachgewiesenen sHSP loss-of-function Mutationen, keine
schweren Einschrénkungen in der Pflanzenentwicklung oder Thermotoleranz. Die
erhaltenen Phanotypen unterschieden sich kaum vom entsprechenden Wildtyp. Eine
Ausnahme war eine heterozygote At17.4-Cl / Atl17.6A-Cl A. thaliana Doppelmutante
mit einer erhdhten Embryolethalitéat (Dafny-Yelin et al., 2008). Fur die erworbene
Thermotoleranz wurde bisher nur fur hochmolekulare Hitzestressproteine eine
essentielle Rolle nachgewiesen (Hong, 2000; Queitsch et al.,, 2000), so dass die
allgemeine physiologische Relevanz dieses sehr ausgedehnten zytosolischen
Chaperonsystems schwer zu definieren war. Neuere Studien zeigten als zusatzliche
Funktion, dass Atl7.8-Cl innerhalb des  Hitzestress unabhé&ngigen
Proteinrelokalisationsprozesses zwischen Zytosol und aulRerer
Chloroplastenmembran involviert sein konnte, indem es die Effektivitat dieses
Prozesses deutlich erhéhte (Kim et al., 2011). Daher ist davon auszugehen, dass die
SHSPs mehr Funktionen besitzen, als die, der allein hitzeregulierten und nur bei
Hitzestress funktionierenden Chaperone. Jedoch sind die Erkenntnisse Uber die
sHSP Funktion bei nicht Stress bedingten Ereignissen sehr gering, da sie lange

Jahre nicht im Fokus der wissenschaftlichen Untersuchungen standen.

1.2 Struktur und molekulare Funktion von kleinen

Hitzestressproteinen

Kleine Hitzestressproteine werden aufgrund ihrer Ubereinstimmungen innerhalb der
a-Kristallinen Doméane, sowie ihrer subzellularen Lokalisation in verschiedene
Untergruppen eingeteilt (Waters, 1995; Waters et al., 1996; Scharf et al., 1998;
Scharf et al., 2001; Poulain et al.). Die stark konservierte ACD wird flankiert von

einem variablen, nicht konservierten N-terminalen Arm, sowie einer kurzen C-
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terminalen Extension. In vivo und in vitro wurden sHSPs als einfache Dimere bis zu
grolReren Oligomeren mit 9 bis >30 Untereinheiten, abhangig vom Typ des sHSP,
vorgefunden (Kim et al., 1998; Van Montfort et al., 2001; Stamler et al., 2005). Diese

Oligomere kdnnen eine Masse von ~200 - 600 kDa erreichen.

O

Abbildung 4: Kristallstruktur des kleinen Hitzestressproteins HSP16.9 aus Weizen (pdb ID: 1GME)

Dargestellt sind die Struktur sowie die daraus abgeleiteten Computermodelle des Triticum Aestivum HSP16.9. Zu
sehen sind die verschiedenen Assemblierungsstadien von einem einfachen Monomer (B), ber einen Dimer (C) bis zu
einem Dodekamer aus 6 Dimeruntereinheiten (A). Bei dem gezeigten Dodekamer (A) wurden jeweils die Dimer-
Bausteine in der gleichen Farbe dargestellt. In der gezeigten Monomerstruktur (B) wurde die ACD, sowie die C-
terminale Verlangerung in rot und die N-terminale Verlangerung in griin dargestellt. Bei dem dargestellten Dimer (C)
wurden die einzelnen Monomere in verschiedenen Farben dargestellt (rot und blass lila). Es wurden die Orte der

maoglichen Salzbriickenbildung gesondert hervorgehoben (van Montfort et al., 2001).
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Erhaltene  Strukturen von HSP16.5 (Methanococcus jannaschii), einem
prokaryotischen Oligomer mit 24 Untereinheiten, sowie HSP16.9 (Triticum Aestivum),
einem eukaryotischen Oligomer mit 12 Untereinheiten (s. Abbildung 4), zeigten
Gemeinsamkeiten (Kim et al., 1998; van Montfort et al., 2001). In beiden Oligomeren
sitzt die grofdte Interaktionsschnittstelle in den kleinen Untereinheiten, den
Homodimeren (Van Montfort et al., 2001; Sun, 2005). Diese lagern sich zu
Oligomeren zusammen, welche durch hydrophobe Interaktion der C-terminalen
Extension der einen Untereinheit mit der hydrophoben Grube in der ACD der
anderen Dimeruntereinheit stabilisiert werden. Deletionen im Bereich des N- bzw. C-
Terminus fihrten zu Anderungen im Oligomerisierungsverhalten bzw. der
Chaperonaktivitat der betroffenen sHSPs (Takemoto et al., 1993; Smulders et al.,
1995; Bova et al., 1999; Kumar et al., 1999). Neben der fir viele Hitzestressproteine
beschriebenen Oligomerbildung war die Entstehung zytosolischer HSG ein
charakteristisches Merkmal pflanzlicher sHSP (Nover et al.,, 1983). Wahrend
andauernden Temperaturstresses konnte die Bildung dieser HSG beobachtet
werden, welche aufgrund ihrer Grol3e auch als 40 nm Partikel bezeichnet wurden.
Ihnen wurde eine Speicherfunktion zugeschrieben, in dem wichtige Produkte bis zur
Erholungsphase geschutzt vorliegen kénnen (Nover et al., 1989; Scharf et al., 1998;
Weber et al., 2008). Durchgefihrte Interaktionsstudien mit zytosolischen
Hitzestressproteinen der Klassen 1 und 2 aus Tomaten und Erbsen deuteten darauf
hin, dass die Assemblierung von HSG in mehreren Stufen aus den vorher gebildeten
Oligomeren erfolgte (Kirschner et al., 2000). Dabei wurden drei Interaktionsebenen
zwischen den Hitzestressproteinen der Klasse 1 und 2 vorgeschlagen. Zuerst fiihrt
die Interaktionen zwischen der o-Kristallinen Doméane zweier Untereinheiten zu einer
Dimerisierung (Sun, 2005; Franz Narberhaus, 2008; Haslbeck et al., 2008). Der
zweite Schritt, die Assemblierung in oligomere Strukturen (z.B. Dodekamere) war
abhéngig von den jeweiligen N- und C-terminalen ,Auswuchsen® der a-Kristallinen
Doméne. Neben den oligomeren Strukturen der einzelnen zytosolischen sHSPs
bilden manche von diesen eine dritte Struktur. Die C-terminale Doméane von Klasse 2
Hitzestressproteinen, sowie die Fahigkeit oligomere Strukturen bilden zu kdnnen,
scheinen Voraussetzung fur die thermal aktivierte Assemblierung solcher HSG zu
sein. sHSPs der Klasse 1 kdnnten mdglicherweise durch sHSPs der Klasse 2 in die

entstehenden Komplexe rekrutiert werden (Kirschner et al., 2000).
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sHSPs zeigen sich als dynamische Gebilde und scheinen Schnittstellen zwischen
anderen Chaperonsystemen zu bilden. So konnte in einigen Féallen bei erhdhten
Temperaturen eine Dissoziation oligomerer sHSPs in Dimere beobachtet werden.
Diese Dimere interagieren scheinbar mit denaturierenden Proteinen und
reassemblieren in groRere definierte sHSP-Klient-Komplexe (Stromer et al., 2003;
Basha et al., 2006). Viele Experimente haben gezeigt, dass sHSPs und a-Kristalline
Proteine eine grofRe Bindungskapazitat fur eine Vielzahl von Hitze- sowie chemisch
denaturierten Substraten (Klienten) besitzen und diese dadurch vor Aggregation
bewahren koénnen. Zur Untersuchung der Chaperonaktivitdit wurden héaufig
exemplarisch gewahlte Proteine wie Karboanhydrase, Malatdehydrogenase oder
Leuchtkafer Luziferase eingesetzt (Rao et al., 1993; Forreiter et al., 1997; Torok et
al., 2001). Die Neu- oder Ruckfaltung der durch sHSPs im faltungskompetenten
Zustand gehaltenen Proteine wurde Uber ATP abhangige Systeme gewabhrleistet die
unter anderem Mitglieder der HSP70 Isoenzymfamilie mit einschlielen kdnnten
(Ehrnsperger et al., 1997; Forreiter et al., 1997; Lee, 2000; Polier et al., 2008). Fur
den Einfluss anderer hochmolekularer Chaperonsysteme (HSP90 sowie HSP100)
auf die Neufaltung denaturierter Proteine, und deren Rolle bei der Erholung des
Organismus von einer Hitzestressperiode, wurden ebenfalls Hinweise gefunden
(Schirmer et al., 1994; Ludwig-Muller et al., 2000; Lee et al., 2005). Es wurde in in
vivo und in vitro Studien nachgewiesen, dass eine Rickfaltung von exemplarisch
denaturierten Proteinen durch hochmolekulare Chaperone effizienter war, wenn
sHSPs anwesend waren (Kampinga et al., 1995). In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, inwiefern verschiedene Mitglieder der zytosolischen Klassen 1 und 2 aus
Arabidopsis sich in ihrer Struktur und Funktion unterscheiden. Neben den
molekularen Eigenschaften wurden Interaktionsmdglichkeiten innerhalb einer und
auch zwischen den verschiedenen untersuchten Klassen getestet. Ein kooperativer
Klientenschutz von verschiedenen zusammen getesteten sHSPs wurde bisher noch
nicht beschrieben, sondern nur ein additiver Effekt (Tripp et al., 2009), so dass dieser
Aspekt in dieser Arbeit nicht aufgegriffen wurde.
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1.3 Ein neuer sHSP Klient: Das Phytochrom CPH1A2

In bisherigen sHSP Funktionsanalysen wurde ein breites Spektrum an verschiedenen
Proteinen (Klienten) getestet, welche durch sHSP Zugabe vor temperaturinduzierter
irreversibler Aggregation geschuitzt werden sollten. Einige, Malatdehydrogenase
(MDH), Luziferase (LUC) und Zitratsynthase (CS), hatten sich unter Beachtung
verschiedener  Parameter (Preis, Handhabung, Reproduzierbarkeit und
Quantifizierungsmaoglichkeiten) als wesentlich nutzlicher erwiesen als andere.
Obwohl einige der verwendeten Klienten meist tierischen Ursprungs waren (z. B.
MDH oder CS gewonnen aus Schweineherzen) wurden diese unabhangig der
Herkunft der untersuchten sHSPs verwendet (Forreiter et al., 1997; Lee et al., 1997;
Jaya et al., 2009). Weiterhin waren die meisten verwendeten Klienten Enzyme,
dadurch wurden Kofaktoren fir die Messung der Enzymaktivitat benétigt. Parallel zu
den vergleichenden Untersuchungen der Klasse 1 und 2 sHSPs wurde ein Klient
gesucht, dessen Funktionalitat sich einfach, ohne Kofaktoren, quantifizieren I&sst.
Zudem sollte dieser Klient einem pflanzlichen Protein sehr &hnlich und in grofRen
Mengen reproduzierbar herstellbar sein. Da keine Kofaktoren zugegeben werden
sollten, wurde die intrinsischen Nachweismoglichkeiten von lichtabsorbierenden
Molekilen genutzt. Durch die bereits sehr gut dokumentierte Fotokonversion der
bereits seit langer Zeit untersuchten Phytochrome deuteten sich vielversprechende
Analysemdoglichkeiten an (Quail et al., 1986; Quail et al., 1994; Furuya, 1996).
Phytochrome kodnnen nicht nur Licht absorbieren, sondern sie reagieren mit
spezifisch nachweisbaren innermolekularen strukturellen Umlagerungen in Antwort
auf bestimmte Lichtqualitaten im Rotlichtbereich (Hunt, 1981; Remberg et al., 1997).
Phytochrome sind pflanzliche Fotorezeptoren, die unter anderem in verschiedene
Entwicklungsprozesse wie Samenkeimung oder Ergrinung involviert sind und
entscheidende Schlisselpositionen des pflanzlichen Lebenszyklus regulieren (Devlin
et al.,, 1998; Whitelam et al., 1998; Correll, 2005). Bisher in verschiedensten
Organismen nachgewiesene Phytochrome konnten in zwei allgemeine
Funktionsabschnitte (siehe Abbildung 5), der Sensor und der Transmitter-Doméne
unterteilt werden (Rockwell et al., 2006). Die Expression von pflanzlichen
Phytochromen im standardisierten prokaryotischen Expressionssystem ist nicht

maoglich.
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Abbildung 5: Schematische Struktur und Absorptionseigenschaften von Phytochromen

(A) Schematische Domanenstrukturierung. Allen Phytochromen ist ein Rezeptor aus einer PAS (manchmal auch PAS
like domain genannt), GAF und PHY Doméne und ein Transmitter mit einer Histidin Kinase (HK) gemein. Lediglich
pflanzliche Phytochrome besitzen zusétzlich eine spezifische N-Terminale Extension (NTE), sowie zwei zusétzliche
PAS Domanen im C-Terminus. Diese sitzen vor einer Histidin Kinase ahnlichen Domé&ne (HKR) der ein typisches
Phosphor akzeptierendes Histidin und weitere His-Kinase typische Sequenzen fehlen. Die Chromophorbindestellen
wurden mit einem Pfeil markiert. Cyanobakterien nutzen in der Regel Phytocyanobilin und hdhere Pflanzen
Phytochromobilin. Die ungefahren molekularen Gewichte der markierten monomeren Teilabschnitte wurden
angegeben. Die Abbildung wurde adaptiert nach (Sharrock, 2008) und (Montgomery, 2002). (B) Darstellung eines
typischen Absorptionsspektrums eines Phytochroms (hier CPH1A2). Nach dunkel-rot (Far Red) Bestrahlung (schwarze
Linie) waren alle Molekile in der Pr Konformation. Nach hell-rot (Red) Bestrahlung (schwarze gestrichelte Linie) war
ein Zuwachs der Absorption bei ~710 nm (Pfr) zu beobachten. Das kalkulierte Differenzspektrum (Pr — Pfr; graue Linie)
verdeutlichte den Anteil der fotokonvertierenden Molekile. Die verschieden absorbierenden Molekulvarianten wurden

mit Pfeilen markiert.

Die Entdeckung eines Phytochroms in fotosynthetisch aktiven Cyanobakterien
(CPH1) war von grofRer Bedeutung diese Ertragsproblematik zu beseitigen. Das

Sensormodul von CPH1 (CPH1A2) Iasst sich problemlos in grof3er Menge mit seinem
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Chromophor in prokaryotischen Zellen exprimieren und leicht daraus reinigen
(Lamparter et al., 1997; Lamparter et al., 2001; Landgraf et al., 2001). Es besitzt
groBe Ahnlichkeit zu den pflanzlichen Phytochromen, assembliert in vivo zum
Holoprotein und wurde bereits fur extensive Struktur- und Funktionstudien verwendet
(Hubschmann et al.,, 2001). Die Sensordomane wurde als ein neuer Klient fur
Chaperon Funktionsanalysen ausgewahlt und exemplarisch mit einigen sHSPs
(At17.6B-Cl und At17.8-Cl) im Vergleich zu dem ,bewahrten® Klient MDH getestet.
Dieser Teil der vergleichenden Klienten Protektionsanalyse mit zwei verschiedenen
sHSPs aus Klasse 1, sowie die daraus abgeleiteten Erkenntnisse wurden bereits
publiziert (Eisenhardt, 2012).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Da vor allem in Pflanzen sehr viele verschiedene sHSPs existieren, war eine
vergleichende Analyse der molekularen Struktur und Funktion das vorrangige Ziel
dieser Arbeit. Nach Feststellung der intrazellularen Lokalisation der zu
untersuchenden Proteine, sollten die bei Hitzestress parallel vorliegenden sHSPs
untersucht werden, ob diese auf verschiedenen, fur Proteine definierbaren Ebenen
(Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur), interagieren konnen. Es sollte auch
untersucht werden, welche Struktur die untersuchten sHSPs hatten. Neben einer
Strukturanalyse bei verschiedenen Temperaturen sollte die Funktion der zu
untersuchenden Proteine in vergleichender Weise dokumentiert werden. Hier
standen Fragen zu der Interaktion zwischen sHSP und Klient im Vordergrund. Daftr
sollten verschiedenste Klientenproteine untersucht werden, wobei ein neuer Klient
(CPH1A2) fur vergleichende und tiefer gehende Analysen etabliert werden sollte.
Ergdnzend sollte getestet werden, welchen Einfluss der klassenspezifische N-
Terminus auf die Struktur und Funktion hatte. Dabei sollten exemplarische N-
terminale Deletionen zum Vergleich erstellt werden. In einem Fall sollte der Klasse 2
N-Terminus an eine Klasse 1 N-terminale Deletion fusioniert werden. Diese
kinstliche ,inter-Klassen® Chimare diente der vergleichenden Analyse mdoglicher

klassenspezifischer Eigenschaften wie HSG Bildung oder Oligomerdissoziation.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Software

Alle zu dieser Arbeit angefertigten Tabellen und Grafiken wurden mit den
Computerprogrammen Microsoft® Excel 2007, Microsoft® Word 2007, GNU Image
Manipulation Programme (GIMP 2.6.8) und Microsoft® PowerPoint® 2007 erstellt.
Weiterhin wurden Vector NTI® (Version 9.1.0) von Invitrogen, sowie Quantity One
(Version 4.6.3) von BioRAD verwendet.

2.1.2 Verwendete Préaparations-/ Reinigungskits und Saulen
In Tabelle 2 sind die im Zuge dieser Arbeit verwendeten kommerziell erworbenen

Kits dargestellt. In den gelieferten Gesamtpaketen inbegriffene Losungen, Enzyme

oder Medien wurden nicht gesondert gelistet.

Tabelle 2: Praparations-Kits

Produkt: Hersteller:
Superscript Preamplification System Gibco BRL
DNA Isolation Spin-Kit Agarose AppliChem
Matchmaker™ Two-Hybrid System 3 Clontech
DNA Enzyme-free Isolation Spin-Kit AppliChem
Plas/mini Isolation Spin-Kit AppliChem
DEAE Sepharose Medium Pharmacia Bioscience
Hydroxyapatit BioRAD
Ni-Nta Agarose GE Healthcare
Superdex200 10/30 GE Healthcare
TEV-Protease Promega
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2.1.3 Puffer und Losungen

Tabelle 3 zeigt zunachst alle kommerziell erworbenen Puffer und Stammldsungen,

wahrend Tabelle 4 alle nicht kommerziell erworbenen Puffer und Ldsungen

dargestellt sind.

Tabelle 3: Kommerziell erworbene Puffer und Losungen

Bezeichnung

Antarctic Phosphatase
Buffer

Hersteller

NEB

NEB Buffer 2

NEB

NEB Buffer 3

NEB

NEB Buffer EcoRlI

NEB

T4-DNA-Ligase Buffer

NEB

Ex Taq Buffer (Mg”" plus)

TAKARA Bio Inc.

Tabelle 4: Nicht kommerziell erworbene Puffer und Lésungen

Bezeichnung:

10x MOPS buffer

Zusammensetzung:

Morpholinopropansulfonsaure (MOPS) 0.2 M,
Natriumacetat 50 mM, EDTA 5 mM, im Dunkeln bei 4°C
lagern, Auffillen auf 1 | mit autoklavierten DEPC
behandelten H,O

Weitere

Angaben:

autoklaviert

Adeninhemisulfatlésung

0.2% (w/v) Adeninhemisulfat in H,O

steril filtriert

Ampizillin-Lésung

10% (w/v) Ampizillin in HO

steril filtriert

KAc. Sol. Il

60% (v/v) 5 M KAc, 11.5% (v/v) Eisessig, auffullen mit
H,O

Kanamyzin-Ldsung

5% (w/v) Kanamyzin in H,O

steril filtriert
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Tabelle 4: Nicht kommerziell erworbene Puffer und Lésungen (Fortsetzung)

0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25%
Cyanol FF, 30% (v/v) Glycerin in H,0, auffillen mit H,O

(wiv) Xylen

Bezeichnung: Zusammensetzung: Weitere
Angaben:

Ladepuffer Agarose 10x

ONPG L0Osung

Lésen von 4 mg/ml ONPG in Z-Puffer, pH 7.0 einstellen
und 1-2 h schutteln

PCR-IlI-Puffer 10x

500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI pH 9.0,
0.1% (v/v) Triton-X100, auffullen mit H,O

PEG/LiAc-L6sung

80% (V/v) 50%iges (w/v) PEG3350, 10% (v/v) 1 M LiAc,
10% (v/v) 10x TE, pH 7.5

autoklaviert

RNA 3x Ladepuffer

10 pl Formamid, 2,5 pl Formaldehyd (37%), 2 ul 10x
MOPS Puffer, 0,5 pl EtBr

TBE-Puffer 5x

0.5 M Tris, 0.42 M Borsaure, 50 mM EDTA, auffillen
mit H,O, pH 8.0

Autoklaviert

TENS

0.1 M NaOH, 0.5% SDS, auffillen mit TE (1x)

frisch

angesetzt

TE-Puffer 10x

0.1 M Tris/HCI pH 8.0, 10 mM EDTA

Autoklaviert

Z Puffer

60 mM Na,HPO, x 7 H,O, 45 mM NaH,PO, x H,0O, 10
mM KCL, 1 mM MgSO, x 7 H,0O, Auffillen mit H,O, pH
7.0

Autoklaviert

0,1 M Phosphatpuffer

Wie in (Sambrook, 2006) beschrieben angesetzt

steril filtriert

Waschpuffer HITRAP

250 mM NacCl, 50 mM Phosphatpuffer pH 7.8, 10 — 100

mM Imidazol

steril filtriert

Elutionpuffer HITRAP

250 mM NacCl, 50 mM Phosphatpuffer pH 6.8, 100 - 500

mM Imidazol

steril filtriert

TESB-Puffer

NaCl 150 mM, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 1

mM B-Mercaptoethanol

steril filtriert

2.1.4 Nahr- bzw. Anzuchtmedien

Wahrend in Tabelle 5 alle kommerziell erworbenen Nahrmedienzusatze aufgefthrt

sind, sind in Tabelle 6 alle nicht kommerziell erworbenen Nahrmedien gelistet.
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Tabelle 5: Kommerziell erworbene Nahrmedienzuséatze

SD/-Leu

Bezeichnung ||| Hersteller Nahrmediumzusétze

Clontech

-Leu DO Supplement

SD/-Trp Clontech ||-Trp DO Supplement

DD Clontech |||-Leu/ -Trp DO Supplement

TD Clontech |||-His/-Leu/-Trp DO Supplement

QD Clontech |||-Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement

Das Bacto™ Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids Grundprodukt (Bezugsfirma

DIFCO) wurde nach Herstellerangaben mit Nahrstoffen angereichert und je nach

Verwendungszweck als Fest- oder Flissigmedium mit Agar versetzt oder nicht.

Tabelle 6: Nicht kommerziell erworbene Nahrmedien

Bezeichnung:

Zusammensetzung:

Sonstige

Angaben:

Glukose, 1.5% v/v 0,2%iges (w/v) Adeninhemisulfat*,
pH 6.5, auffullen mit H,O

LB-Agar 1% w/v Agarose in LB-Medium Autoklaviert

LB-Medium 1% w/v Bacto-Trypton, 1% w/v NaCl, 0.5% w/v Autoklaviert
Hefeextrakt, auffillen mit H,O

S.0.C.-Medium 2% w/v Bacto-Trypton, 0.5% w/v Hefeextrakt, 10 mM Autoklaviert
MgSO,, 20 mM Glukose, auffillen mit H,O

YPDA-Agar 1% w/v Agarose in YPDA-Medium Autoklaviert

YPDA-Medium 2% w/v Tryptopepton, 1% w/v Hefeextrakt, 2% wi/v Autoklaviert

*Thermisch labile Bestandteile wurden steril filtriert (Adeninhemisulfat) und den thermisch stabilen,

autoklavierten Bestandteilen zugeftigt.
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2.1.5 Lebendmaterial

Fur die RNA Extraktion wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen vom Okotyp Columbia
verwendet. Fir in vivo Fluoreszenzanalysen wurden frische handelsiubliche
Zwiebelknollen (Allium cepa) verwendet. Zur Vervielfaltigung der erstellten
rekombinanten Plasmide wurde ausschlieBlich der E. coli Stamm ToplOF
verwendet. Die kompetenten Zellen wurden von M. Bingel / A. Weisert zur Verfiigung
gestellt. Die Hefe 2-Hybrid Analyse wurde mit Hefen vom Stamm AH109
durchgefuhrt. AH109 ist ein von PJ69-2A abgeleiteter Hefestamm (James et al.,
1996) und enthalt u.a. die HIS3, lacZ, MEL1 und ADE2 Reportergene, welche im
Hefegenom in verschiedenen Regionen, unter der Kontrolle verschiedener GAL4
kontrollierter Promotoren, integriert vorliegen. Die pisgSHSPs und deren
Modifikationen wurden im E. coli Stamm BL21 exprimiert. Tabelle 7 listet die

Genotypen der verwendeten Zellen auf.

Tabelle 7: Lebendmaterial

Gattung / Art Stamm |[[Hersteller [||Genotyp (den Herstellerangaben entnommen)

Escherichia coli |[[Top10F" (|{Invitrogen |[|{F {laclg Tn10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) .®80

(E. coli) lacZAM15 AlacX74 recA1, araD139 A(ara-leu)7697 .galU
galK rpsL endAl nupG

E. coli BL21 Invitrogen [|[F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) araB:: T7TRNAP-
tetA

E. coli DH5a NEB F" proA+B+ lacl? A lacZ M15/ fhuA2 A(lac-proAB) ginV

Turbo gal R(ng-210::Tn10)TetS endAl thi-1 A(hsdS-mcrB)5

Saccharomyces [[[AH109 Clontech MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A,

cerevisiae .gal80A, LYS2::GAL1UAS-GAL1ITATA-HIS3, GAL2UAS-

(S. cerevisiae) .GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ,
MEL1

2.1.6 Enzyme und sonstige Proteine

In Tabelle 8 sind alle verwendeten Enzyme und Proteine aufgefthrt.
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Tabelle 8: Enzym-/ Proteinliste

Enzym Hersteller

EcoRl NEB
Hindlll NEB
Ncol NEB
Ndel NEB
Xhol NEB
Xbal NEB
Kpnl NEB
Notl NEB
Antarctic NEB
Phosphatase
Tag-Polymerase Eigene
Herstellung
T4-DNA-Ligase NEB
TaKaRa Ex Tag™ TAKARA Bio
Inc.
Malatdehydrogenase SERVA
Horseradish Merck
peroxidase
1 kBp DNA Marker NEB
100 Bp DNA Marker NEB
Myoglobin Merck
Karboanhydrase Merck
BSA Merck / Sigma
Katalase Merck
Ferritin Merck
Thyroglobulin Merck
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2.1.7 Primer

Tabelle 9 zeigt im Lauf der Arbeit verwendete Primer auf. Weiterhin ist der Tabelle zu
entnehmen welche Primer-Kombinationen zur Vervielfaltigung der verschiedenen
sHSP cDNAs eingesetzt wurden. Weiterhin ist die allgemeine Restriktionsenzym
Bindeplattform (T)TGG, sowie die jeweilige Schnittstelle welche aus den
nachfolgenden 6 aufgefihrten Bp besteht, angegeben. Zur Einhaltung des
Leserasters wurden falls notig der Forward Primer mit zusatzlichen Basenpaaren (G)
zwischen Schnittstelle und Startcodon versehen. Die erhaltenen cDNA Sequenzen
wurden fir die Rekombination in pGBKT7 verwendet. Nach Sequenzanalyse (Gatc
Biotech AG, Konstanz, Germany) wurden mit diesen inserierten und verifizierten
Sequenzen alle weiteren Rekombinationen in die Vektoren pGADT7, pET28 (a),
pBADM-11 und pRT (YFP / CFP) durchgefihrt.

Tabelle 9: Verwendete Primer

Funktion Hersteller ||| Sequenz5” -3
At17.6A Forward Primer Invitrogen [J| TGGCCATGGGGATGTCGCTGATTCCAAGCTTCTTCGGC
Atl7.6A Reverse Primer Invitrogen [|| TGGGAATTCTTAGCCAGAGATATCAATAGACTTAACT

At17.6B Forward Primer
At17.6B Reverse Primer

Invitrogen [J| TGGCCATGGGGATGTCGATGATTCCAAGTTTCTTCA

Invitrogen [J| TGGCCATGGGGATGTCGATGATTCCAAGTTTCTTCA

At17.6C Forward Primer
At17.6C Reverse Primer

Invitrogen [J| TGGCCATGGATGTCTCTAATTCCAAGCATCTTCGGA

Invitrogen [J| TGGGAATTCTTAACCAGAGATATCAATGGACT

Atl17.4 Forward Primer

Atl7.4 Reverse Primer

Invitrogen ||| TGGCCATGGTTAACCAGAGATATCAACGGACTTG

At17.8 Forward Primer Invitrogen [|| TGGCATATGATGTCGCTTATTCCAAGCTTCT

At17.8 Reverse Primer Invitrogen [|| TGGGAATTCTTAGCCAGAGATATCAATAGACT

At18.1 Forward Primer Invitrogen [|| TGGCCATGGGGATGTCTCTCATTCCAAGCATTTTT

A18.1 Reverse Primer Invitrogen [|| TGGGAATTCTCAATTAGCCCCGGAGATATC

e

Invitrogen m TGGCCATGGGGATGTCTCTAGTTCCGAGCTTTTTT
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Tabelle 9: Verwendete Primer (Fortsetzung)

Funktion Hersteller ||| Sequenz5” -3’

At17.6 Reverse Primer Invitrogen ||| TGGCCATGGTCAAGCAACTTGAACTTGAATT

TGGCCATGGGGATGGATTTGGAGTTTGGAAGGT

At17.6 Forward Primer M Invitrogen M TGGCCATGGGGATGGATTTAGGAAGGTTTCCAAT

At17.7 Forward Primer H Invitrogen

Atl7.7 Reverse Primer | Invitrogen | TGGGAATTCTCAAGCGACTTGAACTTGTATA

At17.8AN Forward Primer ||| Invitrogen ||| TGGCATATGGGCGATAACGAACGCAC

At17.6AN Forward Primer

ATGGGGAATCTGAGAGCG

Invitrogen mTGGCCATGGGGCAATGGCTGCTAC
Invitrogen M

NPH3 | | TTATGAAATTGAGTTCCT

NPH3AN Invitrogen [J| AGACTCCATCTTGGTCCTGAA

Lock-docking oligo (dT)

Primer

m
NPH3 m Invitrogen
|
|
|

Gibco BRL m GGGCTCGGCCTGACCGGCCTTTTTTTTTITTTTTITITTTV*

*V = alle Basen (C, G, A) auRer T

2.1.8 Plasmide

Alle im Zuge dieser Arbeit gezeigten Hefe-Experimente wurden mit den beiden
Plasmiden pGBKT7 und pGADT7 (Clontech) durchgefiihrt. Die in den in vivo
Lokalisationsstudien  verwendeten Fluoreszenzvektoren beruhen auf dem
Plasmidgerust der pRT-Serie (Topfer et al., 1987), welche durch Einfigen einer
kodierenden Sequenz fur ein yellow fluorescent protein (YFP) oder cyan fluorescent
protein (CFP) vor die Klonierungsschnittstelle modifiziert wurden (Cubitt et al., 1995;
Heim et al., 1995). Durch Anfligen einer gewinschten cDNA Sequenz im richtigen
Leseraster, lassen sich fluoreszierende Fusionsproteine in pflanzlichen Zellen unter
Kontrolle eines 35s-Promotors exprimieren. Die Expression aller mit einem His-
Epitop versehenen sHSPs der Klassen 1 und 2 erfolgten mit Hilfe des
Expressionsplasmides pBADM-11. Exemplarische Analysen einzelner sHSPs ohne
Epitop, erfolgten mit dem Expressionsplasmid pET28(a), welches mit Ncol / EcoRI

geobffnet wurde. Dadurch wurde das N-terminale His-Epitop aus dem Plasmid
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entfernt. Plasmidkarten mit den wichtigsten Eigenschaften der verwendeten Vektoren

wurden dem Anhang beigefugt.

2.1.9 Chemikalien

In der nachfolgenden Tabelle wurden alle fur die experimentellen Arbeiten bendtigten

Feststoff- und Fllssigchemikalien sowie deren Hersteller aufgelistet.

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung: Hersteller:

6-Aminopurin (Adeninhemisulfatsalz) Sigma
Acrylamide 4K Solution (30%) Mix 37,5:1 Applichem
Agar Kobe | AppliChem
Agarose (peqGOLD Universal Agarose) Peglab
Ammoniumpersulfat (APS) SERVA
Ammoniumsulfat (AmS) Applichem
Ampizillin AppliChem
Arabinose Roth
bis-ANS Sigma
Borsaure AppliChem
Bromphenolblau AppliChem
CaCl, Merck
Chloroform AppliChem
Cyanol Merck
di-Natriumhydrogenphosphat Roth
Eisessig AppliChem
Ethanol AppliChem
Ethidiumbromid AppliChem
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) AppliChem
Formaldehyd AppliChem
Formamid AppliChem

25



Tabelle 10: Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Bezeichnung: Hersteller:
Glucose Monohydrat AppliChem
Glycerol AppliChem
Imidazol Merck
IPTG Applichem
Isopropanol (2-Propanol) AppliChem
KAc AppliChem
Kanamycin AppliChem
KCI Merck
LiAc AppliChem
Magnesiumsulfat Merck
MgCl, AppliChem
NacCl AppliChem
NADPH Sigma
NaOH Roth /
AppliChem
Natriumacetat Merck
Natriumdihydrogenphosphat AppliChem
Natriumdodekylsulfat (SDS) Applichem
NBT / BCIP Applichem
o-Nitrophenylendiamin Sigma
ONPG (2-Nitrophenyl-3-D- ]
Galactopyranosid) Applichem
Oxalacetat (Oxalessigsaure) Sigma
PEG3350 Sigma
Spermidine Sigma
3-Mercaptoethanol AppliChem
TEMED Applichem
Tricine Sigma
Tris AppliChem
Triton-X100 Roth
Trizol AppliChem
Wasserstoffperoxid Fluka
X-Gal AppliChem
Xylen Sigma
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2.2 Methoden

Nach der Bestatigung der gleichen intrazellularen Lokalisation der zu
untersuchenden Proteine, wurde eine Interaktionsanalyse durchgefuhrt. Ausgehend
von dieser war das Ziel der Arbeit eine umfassende und vergleichende Untersuchung
der zytosolischen sHSPs der Klassen 1 und 2 aus Arabidopsis unter funktionalen
und strukturellen Gesichtspunkten. Dabei standen Fragen zur nativen Struktur
(Sekundar- und Quartarstruktur) bei verschiedenen Temperaturen, sowie die Analyse

der Chaperonaktivitat im Vordergrund.

2.2.1 Anzucht, Stressbehandlung und Ernte der A. thaliana

Fur eine RNA Extraktion wurden A. thaliana vom Okotyp Columbia verwendet. Die
Pflanzen wurden in einer Kurz tags Phytokammer unter kontrollierten Bedingungen
mit 8 h Licht (30 uM m? s™) angezogen. Temperatur lag bei 22 - 25 °C, die mittlere
relative Luftfeuchte lag bei 55 %.

Zur Induktion der endogenen HSP-Expression wurden die 3 - 5 Wochen alten A.
thaliana Pflanzen vor der Ernte folgender Hitzebehandlung in einem Brutschrank
unterzogen: kurzer Hitzestress bei 41 °C fur 15 min, 120 min Restitutionsphase bei
25 °C, erneuter Hitzestress bei 41 °C von 90 min (Kirschner et al., 2000). Die
gesamten Pflanzen wurden mit VE-Wasser gewaschen und in flissigem Stickstoff
schockgefroren, bevor sie ohne aufzutauen direkt fur die RNA Extraktion

weiterverwendet wurden.

2.2.2 Vervielfaltigung der sHSP cDNA — Sequenzen

RNA Extraktion

Es wurde eine modifizierte Methode nach (Chirgwin et al., 1979) verwendet. 100 -

500 mg tiefgefrorenes Pflanzenmaterial von hitze- bzw. ungestressten Pflanzen
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wurden in einem mit flissigem Stickstoff vorgekihlten Mérser sehr fein zerrieben. Zu
1 ml Trizol wurden 100 mg zerriebenes Pflanzenmaterial gegeben. Nach 15 s
vortexen wurde die Probe fur 5 min bei RT inkubiert und anschlieend fur 10 min
zentrifugiert (50.000g, 4 °C). Der Uberstand wurde nach Uberfiihrung in ein neues
Reaktionsgefal? mit 200 pl Chloroform versetzt. Nach 15 s mischen erfolgte eine
Inkubationszeit von 2 - 3 min bei RT, bevor erneut fir 15 min zentrifugiert wurde
(50.000q, 4 °C). In einem weiteren neuen Reaktionsgefald wurde aus der Uberflhrten
wassrigen Phase die darin enthaltene RNA mit 500 pl Isopropanol geféllt (10 min bei
RT), bevor erneut fur 15 min zentrifugiert wurde (12.000g, 4°C). Nach Dekantieren
des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml 75 % (v/v) Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert (10 min 12.000g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet im

Heizblock getrocknet und abschlieRend in 50 pl RNase freiem Wasser gelost.

Photometrische und gelelektrophoretische Analyse der Isolierten RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mithilfe eines Spektralphotometers
gemessen. Von dem RNA Extrakt wurde ein Absorptionsspektrum (200 - 300 nm)
aufgenommen. Mithilfe der Absorption bei 260 nm wurde die RNA-Konzentration (mg
/ ul) bestimmt. Einer OD,go von 1 entspricht einer Menge von 40 g einzelstrangiger
RNA. Fur DNA sind es 50 pg. Nach der photometrischen Quantifizierung wurden die
Proben in qualitativen denaturierenden RNA Gel analysiert. Dieses wurde nach der in
(Sambrook, 2006) beschriebenen Methode prapariert. Die Proben wurden vor dem
Laden in 3x RNA Ladepuffer bei 65°C fir 5 min inkubiert.

cDNA - Synthese

Es wurde das Superscript Preamplification System (Gibco BRL) verwendet und nach
Herstellerangaben eingesetzt. Es wurden fir die cDNA Synthese je 5 ug der beiden
RNA - Praparationen, Kontrolle (K) und hitzegestresst (HS), in einem
Gesamtreaktionsvolumen von 20 ul eingesetzt. Die erhaltene Gesamt cDNA wurde
1:5 mit TE-Puffer verdiinnt und bei — 20 °C gelagert.
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PCR vermittelte Vervielfaltigung der sHSP cDNA Sequenzen

Es wurden fir jedes sHSP spezifische Primer - Kombinationen (s. 2.1.7: Primer -
Tabelle) verwendet, um die jeweiligen sHSP-cDNA Sequenzen aus den beiden
erstellten Gesamt cDNAs (K und HS) mittels PCR zu vervielféltigen. Die einzelnen
sHSP Primer - Sequenzen wurden mithilfe des im Internet verfliigbaren A. thaliana
Genoms (www.arabidopsis.org) hergeleitet. Es wurden folgende gene accession
numbers verwendet: Atl7.4-Cl (At3g46230), Atl7.6A-Cl (At1g59860), Atl7.6B-ClI
(At2g29500), At17.6C-Cl (Atlg53540), Atl17.8-Cl (Atlg07400), At18.1-Cl
(At5g59720), At17.6-Cll (At5g12020), Atl7.7-Cll (At5g12030). Wie in der Einleitung
beschrieben, wurden die Klasseneinteilungen und jeweiligen accession numbers der
Literatur entnommen (Scharf et al., 2001). Die hergeleiteten Primer wurden mit
entsprechenden Restriktionsschnittstellen und bei Bedarf mit Flllsequenzen zur
Leserasterkorrektur versehen. In Tabelle 9 wurden alle fur die Initiale Rekombination
in den Kodervektor (pGBKT7) verwendeten Primer-Kombinationen (forward und
reverse Primer) gelistet. Die Vervielfaltigung der einzelnen sHSP-Gene erfolgte nach
einem PCR-Standardprotokoll mit einem Denaturierungsschritt bei 95 °C, einer
Annealing Temperatur bei 62 °C und einer DNA-Elongationsphase bei 72 °C
(Helfman et al., 1987; Regan et al., 1994). Es wurden 30 Zyklen mit einer 1:500
verdinnten cDNA als Matrize verwendet. Es wurden jeweils 2 pl der erhaltenen
Produkte zur qualitativen und quantitativen Analyse auf ein Agarosegel (1%)
geladen, welches nach (Sambrook, 2006), prapariert wurde. Restliches Produkt
wurde mit einem PCR - Reinigungs - Kit (AppliChem) in 30 pl Bidest umgepuffert.
Einmal isolierte SHSP - cDNA - Sequenzen wurden durch Rekombination in den
Hefevektor gespeichert und vervielfaltigt. Nach Identitatsverifikation der einzelnen
Gene (Gatc Biotech AG) dienten diese im Hefevektor (pGBKT7) vorliegenden
Sequenzen als Matrize fur alle weiteren Rekombinationen mit anderen in dieser
Arbeit verwendeten Vektoren (pGADT7, pBADM-11, pRT:YFP, pRT:CFP, pET28(a)).
Weiterhin wurden die gesicherten Sequenzen fir die Erstellung der analysierten

Deletionskonstrukte bzw. der Chimére verwendet.
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2.2.3 Plasmidklonierungen

Herstellung der Fluoreszenzvektoren fir in vivo Lokalisationsstudien

Der Vektor fur die Expression von Fluoreszenzproteinen in Pflanzen basierte auf der
pPRT - Vektoren Serie (Topfer et al., 1988). Es wurden alle verwendeten sHSP cDNA
- Sequenzen mittels PCR, mit einem Hefevektor als Matrize und adaquaten Primern,
neu vervielfaltigt und Uber EcoRI / Xbal Schnittstellen mit dem entsprechend
geoffneten und dephosphorilierten Fluoreszenzvektor (YFP oder CFP) rekombiniert.
Die Ligationsansatze wurden in chemisch kompetente E. coli Zellen vom Stamm

ToplOF" transformiert.

Herstellung der Koéder- / Beutevektoren fir die Hefe 2-Hybrid Analyse

Gewlnschte Koder- (pGBKT7) und Beutevektorkombinationen (pGADT7) wurden
wie vom Hersteller (Clontech) empfohlen hergestellt. Die fiur die jeweilige
Plasmidrekombination erforderlichen Restriktonsenzyme, Phosphatasen sowie
Ligasen wurden immer bei Temperaturen wie vom Enzymhersteller (NEB) empfohlen
in den dafir mitgelieferten Puffern eingesetzt. Mittels Restriktionsanalysen
vorgetestete Insertionen wurden sequenziert (Gatc Biotech AG). Wie beschrieben
dienten diese verifizierten cDNA-Sequenzen als Matrize fur alle weiteren
Vektorrekombinationen. Rekombinierte Hefevektoren wurden in E. coli Zellen vom

Stamm Top1O0F" zur Erstellung von Plasmidvorraten transformiert.

Herstellung rekombinanter Vektoren fir sHSP-Expression und Reinigung

Die in die Hefevektoren rekombinierten sHSP cDNA Sequenzen wurden mittels PCR
vervielfaltigt und tber EcoRI / Xhol Schnittstellen mit dem entsprechend gedffneten
und dephosphorilierten Expressionsvektor pPBADM-11 (EMBL protein purification and
expression facility, Heidelberg, Germany) rekombiniert. Die Ligationsansatze wurden
in E. coli Zellen vom Stamm BL21 transformiert. Exemplarische Analyse von Atl18.1
ohne Epitop, erfolgte mit dem Expressionsplasmid pET28(a), welches mit Ncol /
EcoRI getffnet wurde. Dadurch wurde das N-terminale His-Epitop aus dem Plasmid

entfernt.
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Chemische Transformation in E. coli

Pro Transformationsansatz wurden je 100 ul kompetente E. coli Top1l0F oder BL21
Zellen auf Eis aufgetaut und jeweils 5 pl Ligationsansatz (entsprach ~19 ng Plasmid-

DNA) zugegeben. Ansonsten wurde gearbeitet wie in (Sambrook, 2006) beschrieben.

2.2.4 lIsolierung, Identifizierung und Sicherung rekombinanter Plasmide

Plasmid - Minipraparation von E. coli Klonen

Wenn nur geringere Mengen Plasmid - DNA gewonnen werden sollten, wurde eine
Plasmid - Praparation in kleinem Mal3stab mit Hilfe eines Minipraparations - Kit
durchgefiihrt. Von einer 4. N. Kultur wurden 2 ml in ein Eppendorf Reaktionsgefafd
Uberfihrt und durch 30 s zentrifugieren in der Tischzentrifuge bei 13.000rpm
pelletiert. Die weitere Praparation erfolgte dann entsprechend der mitgelieferten
Anleitung.

Alkalische Lyse zum Anlegen von DNA-Vorraten

Von neu erstellten und durch Sequenzierung gepruften Plasmiden wurden Vorréate
mittels alkalischer Lyse angelegt. Es wurden jeweils 4 ml oder bei Bedarf ein
entsprechend vielfaches einer 0. N. Kultur fir einen Lyse Ansatz eingesetzt. Es
wurde nach den in (Feliciello and Chinali, 1993) und (Ehrt and Schnappinger, 2003)
beschriebenen Methoden gearbeitet. Die isolierte Plasmid DNA wurde vor der
weiteren Verwendung oder Lagerung photometrisch quantifiziert und einem
analytischen Verdau unterzogen. Die auf diese Weise erstellten und gepriften DNA -

Vorrate wurden bei —20 °C bis zur jeweiligen weiteren Verwendung gelagert.

Herstellung von E. coli Stammkulturen
Von den getesteten rekombinanten Plasmiden wurden die entsprechenden E. coli
Klone in Form von Stammkulturen in Glyzerin gesichert. Stammkulturen wurden wie
in (Sambrook, 2006) vorgeschlagen erstellt. Lagerung der Stammkulturen erfolgte bei
- 80 °C.
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2.2.5 Expression und Reinigung der zu untersuchenden Proteine

Proteinexpression und Reinigung:

Die mit N-terminalen His6-Epitop versehenen sHSPs wurden nach folgendem
Schema gereinigt: Induktion der Proteinexpression erfolgte bei einer ODgoonm VONn 0.4
- 0.6 mit 0.2 % (w/v) Arabinose bei 37 °C fur 4 - 8 h. Nach der Lyse (French press
21.000 N) und verwerfen des Zellpellets erfolgte eine Fraktionierung mithilfe von
Ammoniumsulfatpuffer in 10 % (v/v) Schritten. Es wurden die Fraktionen von 20 - 80
% vereint und weiterverwendet. Die weitere Reinigung erfolgte Gber 5 ml Ni-NTA
Agarose Saule im gravity flow verfahren. Die Saulenchromatographie erfolgte wie
vom Hersteller empfohlen. Alle Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE auf Reinheit
geprift und quantifiziert. Die reinsten Fraktionen wurden vereint und gegen einen
Niedrigsalzpuffer (50 mM NaCl, 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.6) U. N. bei 4 °C
dialysiert. In ausgewahlten Fallen wurde mittels kommerziell erworbener TEV-
Protease der N-terminale His6-Tag geschnitten. Es wurde nach Herstellerangaben
gearbeitet.

At18.1 Expression wurde mit Hilfe von 1 mM IPTG bei 37 °C fur 4 - 8 h induziert.
Zellen wurden geerntet und fraktioniert wie oben beschrieben. At18.1 wurde mittels
Hydroxyapatit nach Herstellerempfehlung (BioRAD) gereinigt. Die reinsten
Fraktionen wurden ebenfalls gesammelt und gegen den beschriebenen
Niedrigsalzpuffer dialysiert.

Western-Blots wurden zur Uberprifung, dass das gewiinschte Protein selektiv
gereinigt wurde, verwendet. Es wurden Antikdrper gegen P. sativum Klasse 1 sHSPs
(a-Cl 1:10.000) oder gegen das N-terminale His6-Epitop (a-His 1:1.000) verwendet.
Das neue Klient CPH1A2 konnte nach einem bereits etablierten Schema gereinigt
werden (Essen et al., 2008). Ein His-Epitop versehendes Apoprotein konnte
zusammen mit PCB (Phycocyanobilin) in E. coli ko-exprimiert werden, so dass
bereits assembliertes Holoprotein gereinigt wurde (Frankenberg et al., 2001;
Landgraf et al., 2001).
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2.2.6 Interaktionsanalyse

In vivo Lokalisationsstudien in transfiszierter Allium cepa Epidermis

Es wurden jeweils 1,5 pg eines Plasmids (pRT - Series) pro Beschuss mit der
particle inflow gun (PIG) eingesetzt. Die Transfektion in Zwiebelzellen erfolgte nach
einem Standardprotokoll (Bhat et al.,, 2001) mit 1,1 pm grof3en Wolframkugein
(BioRAD). Die transfiszierten Zwiebelzellen wurden im Dunkeln fur 16 - 18 h bei RT
inkubiert bevor sie unter dem Makroskop analysiert wurden. Nach der ersten
Inspektion wurden die Zellen einem kurzen Hitzeimpuls fur 1 h bei 42 °C im
vortemperierten Hybridisierungsofen ausgesetzt. AnschlieRend wurden die Zellen
erneut makroskopisch analysiert. Nach 12 - 16 h Erholungszeit wurden die Zellen ein
letztes Mal betrachtet. Es wurden alle sHSP der Klassen 1 und 2 als YFP- und CFP-
Fusionsproteine in Bezug auf Lokalisation bei RT und Hitzestress untersucht. Zum
Vergleich wurden Zwiebelzellen mit YFP bzw. CFP ohne angehangte sHSP-Fusion
transfisziert und analysiert. Als Kernmarker diente  pSAT6:Cherry:VirD2NLS
(Citovsky et al., 2006).

Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

Es wurde das Matchmaker™ Two-Hybrid System 3 von Clontech verwendet und
nach den im ,Yeast Protocols Handbook” beschriebenen Methoden die Hefen
kultiviert und transformiert. FUr alle Hefearbeiten wurde der Stamm S. cerevisiae

AH109 verwendet. Es wurde stets mit sterilen Losungen gearbeitet.

Chemische Hefetransformation und Mangelmedium Selektion:
Es wurde eine frisch erstellte stationare Hefekultur zu 200 ml frischem YPDA Medium
in einem Schikanekolben gegeben bis eine ODgyp von 0.15 - 0.25 erreicht wurde.
Anschliel3end wurde die frisch angesetzte Kultur schittelnd bei 30 °C fir 2 - 5 h
inkubiert bis eine ODggg von 0.4 - 0.45 erreicht wurde. Es wurden 2 x 35 ml der
Flassigkultur in je ein steriles 50 ml Sarstedt Tube gegeben und mit 1000g bei RT fur
5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Uberstande verworfen und die beiden
erhaltenen Hefepellets in 40 ml LiAc vereint. Nach suspendieren der Hefepellets
wurde die Zellsuspension wieder mit 1000g fur 5 min bei RT zentrifugiert. Nach
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erneutem Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 0.5 - 1 ml 1x TE/LiAc-
Puffer suspendiert. Das eingesetzte Volumen richtete sich nach der ODgy der
geernteten Flussigkultur. Pro Transformation wurden 0.1 ml der erhaltenen chemisch
kompetenten Hefezellen eingesetzt. Es wurden jeweils die zu untersuchenden
Kdder- / Beutevektorkombinationen nach der im ,Yeast Protocols Handbook® von
Clontech vorgeschlagenen Methode transformiert. Transformierte Hefen wurden auf
den mit vorgeschlagenem Minimalmedium versetzten Agarplatten selektiert.
Erhaltene Klone wurden fir eine Interaktionsanalyse auf stringentere

Selektionsmedien ausplattiert und bei 30 °C inkubiert.

Flissigkultur Analyse mit ONPG als Substrat
Die in vivo Flussigkultur Analyse mit ONPG als Substrat wurde durchgefuhrt wie vom
Hersteller (Clontech) vorgegeben. Die Inkubationszeit betrug zwischen 10 - 18 h. Die

B-Galactose Units wurden nach folgender Formel berechnet:

B — Gal units = 1.000 * ODyy / (t * V * ODgg0)

t = Inkubationszeit (in min)

V = 0,1 ml * ,Konzentrationsfaktor**

ODgoo = Agoo VOn 1 ml eingesetzter Hefekultur

*Der Konzentrationsfaktor betrug 5. Es wurden 1,5 ml einer Hefeflussigkultur in 0,3 ml Z-Puffer

aufgenommen.

Zur statistischen Absicherung wurden alle Experimente mindestens dreimal mit

jeweils verschiedenen Hefekolonien pro Interaktionsansatz durchgefihrt.

Affinitatschromatographie basierte pull-down Analyse:
Es wurde das Interaktionsverhalten verschiedener gereinigter sHSPs untersucht. Es
wurde getestet, ob ein an Ni-Agarose gebundenes Kdderprotein ein zugegebenes
frei in Losung befindliches Beuteprotein spezifisch binden kann. In dieser
Interaktionsanalyse wurden ein Klasse 1 (At18.1) und ein Klasse 2 (Atl17.6) sHSP-
Beuteprotein exemplarisch ohne His-Epitop vorbereitet, so dass unspezifische
Bindungen an Ni-Agarose minimiert wurden. Es wurden Beute- und Kdderprotein mit
Ni-Agarose auf einem Schittler Uber Nacht bei RT inkubiert (200rpm). Nach
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Inkubation wurden die Proben jeweils auf Micro-Spin tubes geladen und per
Zentrifugation (max. 50g) wurden einzelne Fraktionen gesammelt. Zuerst wurden im
Durchfluss (flow through) die ungebundenen Proteinreste gesammelt, bevor nach
zwei separaten Waschschritten (zweimal 300 pl) mit Elutionspuffer (zweimal 50 pl)
eluiert wurde. Waschpuffer und Elutionspuffer entsprachen den zur sHSP Reinigung
verwendeten Puffer. Die einzelnen Fraktionen wurden mithilfe der SDS-PAGE
analysiert. Es wurde unspezifische Bindung der Beuteproteine an die Ni-Agarose
getestet, sowie die unspezifische Bindung von Ko&derproteinen mit BSA. Zur
Bestimmung der Selektivitat der Interaktion wurde At18.1 nicht vorgereinigt, sondern

in einem E. coli Extrakt vorliegend zugegeben.

2.2.7 Strukturanalyse kleine Hitzestressproteine

Loéslichkeitsstudien

Fur eine Loslichkeitsstudie wurde eine definierte Menge an sHSPs (~4 pg) fur 1 h bei
verschiedenen Temperaturen (60 - 80 °C) in einer PCR-Maschine (Biometra T3000)
inkubiert. Vor dem jeweiligen Inkubationsschritt wurde je ein Aliquot als Ladekontrolle
abgenommen. Denaturierte, unldsliche Proteine wurden durch Zentrifugation (5 min
bei 21.000g) pelletiert. Nach Uberfiihrung des loslichen Uberstandes in ein neues
Reaktionsgefal? wurde das verbleibende Pellet in Puffer suspendiert. Das Volumen
entsprach dem des abgenommenen Uberstandes. Der Uberstand und die Pellet-
Fraktion wurde mit gleichem Volumen an 6x SDS-Ladepuffer versetzt und mittels
SDS-PAGE vergleichend zur Ladekontrolle (eingesetztes Gesamtprotein) analysiert.
Als thermolabiles Vergleichsprotein wurde Malatdehydrogenase verwendet welches
ebenfalls bei verschiedenen steigenden Temperaturen fur 1 h inkubiert wurde.
CPH1A2, als neu zu etablierender sHSP-Klient, wurde der gleichen Prozedur

unterzogen.

Circular Dichroism Spectropolarimetry (CD-Spektroskopie)
Es wurde mit einem Jasco J-710 Spektropolarimeter, einer Zylinderkivette mit 0,02

cm Lichtweg (Hellma GmbH, Mduillheim, Germany) in Sauerstoffevakuierter
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Atmosphére bei 25 °C gemessen. Die ermittelten Spektren waren gemittelte Werte
aus 20 Messungen. Es wurden von einem Protein jeweils 12 und 20 pM eingesetzt.
Die eingesetzten Proteine hatten eine Konzentration zwischen (0,5 - 2 pg / pl) und
lagen in 10 mM Phosphatpuffer pH 7.6 vor. Das von 10 mM Phosphatpuffer
gemessene Pufferspektrum wurde immer von den erhaltenen Proteinmessungen
abgezogen. Wahrend der Temperatur induzierten Denaturierungsreihe wurde die
Temperatur in 10 °C Schritten bis 80 °C erhoht. Bei jeder neuen Temperatur wurde
10 min gewartet, so dass sich die gleiche Temperatur in der Kivette einstellen
konnte, bevor gemessen wurde. Chemisch induzierte Denaturierungen erfolgten mit
Proben, die mit den im Ergebnisteil angezeigten molaren Mengen Guanidinium
Hydrochlorid jeweils 30 min vor der Messung versetzt wurden. Die Messung zweier

sHSPs erfolgte mit &quimolaren Mengen.

Bis-ANS Bindungsanalyse

Bis-ANS ist ein amphiphiler Fluoreszenzfarbstoff, welcher erst nach Bindung an
hydrophobe Strukturen per Fluoreszenz nachweisbar ist und bereits haufig auf
verschiedene Weisen zur HSP Analyse eingesetzt wurde (Shi et al., 1994). Hier
wurde eine nach (Lee et al., 1997) und (Basha et al., 2011) fur SDS-PAGE adaptierte
Methode verwendet. Es wurde gearbeitet wie dort beschrieben, wobei zur
zusatzlichen quantitativen Auswertung eine Analyse Software (Quantity One,
BioRAD) verwendet wurde. Mit ihrer Hilfe wurden die dokumentierte Fluoreszenz-
und die dazu gehdrige Coomassie-Signalintensitdten gemessen, welche zur

Berechnung der Fluoreszenz- zu Coomassie-Intensitaten Ratio genutzt wurden.

Blue Native Polyacrylamid Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Die Praparation der Gele, die verwendeten Puffer, sowie die Durchfiihrung erfolgten
wie bei (Wittig et al., 2006) beschrieben. Die sHSPs wurden stets einzeln, d.h. ein
SHSP in steigenden Mengen (0.3 - 6 uM) auf einem 4 - 19.5 % Blue Native Gel
geladen. Die entsprechend vortemperierten Proben wurden bei 4°C, 25 °C oder 45
°C elektrophoretisch getrennt. Auch wurden sHSPs bei 45°C fur 1 h vorbehandelt,
bevor diese bei 25 °C getrennt wurden (Recovery). Nach 45 min bei 70 V erfolgte ein
Kathodenpufferwechsel bevor fur 17 - 36 h bei 20 — 30 V weitergetrennt wurde bis

die Ladepufferfront durchgelaufen war. Als Vergleichsproteine wurden Thyroglobulin
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(669 kDa), Ferritin (440 kDa), Katalase (240 kDa), Bovine Serum Albumin (BSA, 67
kDa), Karboanhydrase (30 kDa) und Myoglobin (17 kDa) als Marker angesetzt und

verwendet. BN - Gele wurden mit Coomassie brilliant blue R250 gefarbt.

Size-exclusion chromatography (SEC)

Alle Experimente wurden mit einer Superdex200 10/30 S&aule (Trennbereich von
~800 - 10 kDa) mit einem Akta-Purifier System (Amersham, GE) durchgefiihrt. Es
wurden je 125 ug an sHSPs eingesetzt und bei RT getrennt. Die Flussrate betrug 0.5
ml / min und der Durchfluss (Eluat) wurde bei 280 nm gemessen. Bei Experimente
mit CPH1A2 wurden zusatzlich bei den Wellenlangen 660 und 700 nm gemessen.
Zur Eichung der Saule wurden Thyroglobulin (669 kDa), Ferritin (440 kDa), Katalase
(240 kDa), Bovine Serum Albumin (BSA, 67 kDa), Myoglobin (17 kDa) verwendet. 1
ml Fraktionen wurden zwischen 8 - 18 ml gesammelt, Trichloressigsaure gefallt, mit
Aceton gewaschen und nach Aufnahme in SDS-Ladepuffer mittels SDS-PAGE
analysiert (Mechin et al., 2007).

2.2.8 Funktionsanalyse kleiner Hitzestressproteine

Klientenschutz (Aggregationspravention)

Experimente zum Klientenschutz (Aggregationspréavention) wurden durchgefihrt wie
bereits beschrieben (Basha et al., 2006). Es wurden je 3 uM MDH mit verschiedenen
Mengen an jeweiligen sHSPs (0, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0 uM) fur 1 h bei 45 °C inkubiert. In
einem Kontrollexperiment wurden steigende Mengen Lysozym zugegeben. Nach
Trennung in I6slichen Uberstand und unlésliches Pellet wurden diese Fraktionen
Vergleichend mittels SDS-PAGE getrennt und analysiert.

CPH1A2 wurde in dquimolarer Ratio zu At17.6B oder im zehnfachen Uberschuss zu
Atl17.8 zugegeben bevor es fur 1 h bei 55 °C inkubiert wurde. Zur Kontrolle wurde
CPH1A2 alleine oder mit MDH inkubiert. Nach Zentrifugation wurden die Proben
fotografiert.

Exemplarisch wurden einzelne Ansatze mittels SEC analysiert.
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Aktivitatserhaltungsstudien:

Fur das jeweilig zu untersuchenden Reporterenzymen (MDH und HRP) wurde in
einer Aktivitatstestreihe die optimale Enzymmenge fir eine Analyse ermittelt. Es
sollten innerhalb von 30 s Reaktionszeit die Absorption von 1.0, bei der fur das
jeweilige Enzymprodukt zu messenden Wellenlange, nicht tberschritten werden.
Nach Ermittlung der geeigneten Enzymmenge wurde eine Denaturierungsreihe
aufgenommen. Dabei wurde ein Aliquot vom jeweiligen Reporterenzym fir 1 h bei
verschiedenen Temperaturen inkubiert und im Anschluss wurde die Restaktivitat
photometrisch bei 25 °C bestimmt. Die durchgeflhrten Vorexperimente zeigten, dass
sich fur MDH eine Denaturierungstemperatur von 45 °C und fur HRP 70 °C eignete.
Die gemessenen Restaktivitaten betrugen bei MDH 75 - 80 % und fir HRP ~50 %.

Die Messung der MDH, durch Zugabe von NADPH und Oxalacetat, erfolgte wie
beschrieben (Panepucci et al., 2000).

Das Reporterenzym HRP wurde mit o-Phenylendiamin (OPD) wie beschrieben
gemessen (Hamilton et al., 1999). Jede Enzymaktivitditsmessung bestand aus einem
Triplikat derselben Probe und jede Aktivititsmessung wurde in drei unabhangigen
Experimenten wiederholt. Die bei 25 °C gemessenen Enzymaktivitaiten (AA*s™)
wurden 100 % gesetzt. Die anderen Aktivitaten wurden dem entsprechend in
Relation gesetzt. Es wurde ein SHIMADZU minil240 UV/Vis-Spektralphotometer

verwendet.

CPH1A2 wurde vorbehandelt wie zuvor im Abschnitt Klientenschutz beschrieben. Der
jeweilig bei verschiedenen Vorbehandlungstemperaturen erhaltene Uberstand wurde
auf rot / dunkel-rot Licht induzierte Fotokonversion getestet. Pr / Pfr Mixtur wurde mit
geeigneten LEDs (Roithner Lasertechnik, Wien, Osterreich) wie beschrieben
induziert (Rohmer et al., 2008). CPH1A2 Spektren wurden mit einem Diodenarray
Spectrophotometer (Agilent 8453) gemessen.

sHSPs wurden in den jeweilig angegebenen Ratios zugegeben (siehe Ergebnisse).
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3 Ergebnisse

Die nachfolgenden Experimente sollten einen Einblick in das Interaktionsverhalten
von sHSPs aus verschiedenen zytosolischer Klassen ermdglichen. Die in der
Interaktionsanalyse untersuchten acht verschiedenen sHSPs wurden einer
vergleichenden Struktur- und Funktionsanalyse unterzogen.

3.1 sHSP cDNA Isolierung, Klonierung und Proteinexpression

3.1.1 cDNA Synthese mit anschlieender sHSP cDNA Isolierung

Fur die nachfolgenden Arbeiten an sHSPs wurden zunéchst deren kodierenden
Gensequenzen (engl. coding sequences = CDS) bendtigt. Diese wurden aus RNA
von 3 - 4 Wochen alten A. thaliana Pflanzen, welche kurz vor Ernte keinen oder
einen Hitzestress (HS) erhielten, gewonnen. Wie der Abbildung 6A zu erkennen ist,
war die Gesamt-RNA-Praparation von guter Qualitat. Es wurden je 5 ug der
entsprechenden Gesamt-RNA zur Reversen Transkription eingesetzt. Die jeweilig
erhaltenen cDNAs waren fir eine Standard PCR zum Ziele der spezifischen sHSP
CDS Isolierung einsatzbereit. Das konstitutiv transkribierte NPH3 (non-phototropic-
hypocotyl 3) diente als Kontrolle, dass beide erstellten cDNAs (RT und HS) fiir eine
PCR die entsprechende Quantitat und Qualitat aufwiesen (Abbildung 6A, rechte
Spalte). Die Katalogisierung der HSPs von Scharf (2001) diente als Vorlage zur
Zuordnung der zu untersuchenden sHSPs in die zytosolischen Klassen 1 und 2. Die
bendtigten Primer Sequenzen wurden von den jeweiligen zu untersuchenden in
www.tair.org gelisteten sHSP cDNA Sequenzen abgeleitet. Die zu untersuchenden
SHSP CDS Sequenzen wurden mit Hilfe dieser Primer vervielfaltigt (Abbildung 6C).
In diesem Ansatz wurde NPH3AN (1,2 Kbp) als Vergleichsprodukt gewahlt. Die semi-
guantitative PCR zeigte, dass die verwendeten Bedingungen zu einer vergleichbaren
Vervielfaltigung einer konstitutiv vorhandenen cDNA fuhrten. Fur alle sHSP
spezifischen  Primerkombinationen  wurden Produkte in der erwarteten
GroRenordnung um 0,5 kBp erhalten. Mit der aus hitzegestressten Pflanzen
gewonnenen cDNA (HS) wurden immer gréf3ere Mengen an PCR Produkten erhalten

als mit der unter Kontrollbedingungen gewonnenen cDNA (RT). Atl7.6C-Cl zeigte
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von allen getesteten sHSPs das intensivste Produktsignal bei RT Bedingungen
wahrend At17.6-Cll als einziges sHSP kein Signal bei RT aufwies.

A

A. thaliana e RNA e cDNA
DN RT HS M RTHS
3.0
2.0
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Abbildung 6: Isolierung der zu untersuchenden sHSP CDS und semi-quantitative RT-PCR

(A) Aus RT oder hitzebehandelten A. thaliana Pflanzen wurde RNA extrahiert und quantifiziert. Zur Qualitats- und
Quantitatskontrolle wurden je ein Aliquot der frisch isolierten RNA-Préparation gegen ein Aliquot denaturierter RNA-
Praparation (DN) aufgetragen. Fir die folgende cDNA Synthese wurden je 5 ug RNA eingesetzt. In einer Kontroll-PCR
wurde die erstellten cDNAs (RT und HS) gegen die konstitutiv vorhandene NPH3 (non-phototropic-hypocotyl 3) cDNA
getestet (Primerpaar LS13 / LS14). (B) Schematische Ubersicht der Bindestellen von den verwendeten NPH3
spezifischen Primern. (C) Ergebnis der Vervielfaltigung der verschiedenen sHSP cDNA Sequenzen nach
Gelelektrophorese. Die in Abschnitt Material gelisteten Primerkombinationen wurden fur die Vervielfaltigung der cDNA-
Sequenzen von AtHSP-CI 17.6A / 17.6B / 17.6C / 17.4/ 18.1 / 17.8 und AtHSP-CII 17.6 / 17.7 eingesetzt. Fir die NPH3
Deletion wurde das Primerpaar BE3 / LS-14 verwendet.

Allgemein wurde aus den RT Proben viel weniger Klasse 2 sHSP Transkripte
vervielfaltigt als von Klasse 1. Die aus hitzegestressten Pflanzen gewonnene cDNA
zeigte bei allen sHSPs ungefahr gleich viel Transkripte. At17.6A-Cl und At17.8-Cl

zeigten ein weiteres Signal bei 550 - 600 Bp. Dieses entsprach nicht der erwarteten
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GroRe und wurde nicht weiter untersucht. Die mittels PCR vervielfaltigten sHSP
cDNA-Sequenzen wurden in die folgenden Vektoren kloniert: pGBKT7 / pGADT7 /
pBADM-11 / pET28 (a) / pRT:YFP / pRT:CFP. Abbildung 7 zeigt eine vergleichende
schematische Ubersicht der in dem Expressionsvektor pBADM-11 vorliegenden neu

erstellten Konstrukte nach deren Translation.

Ubereinstimmung {%) 13.6 55.6 17.6

1 144 143 156 AS
s At17.6-ClI [ ] | ]

At 7 BAN-CII L] | |

HissAt17 6-CIEAH 7.8-C1 [ ] T ]
HiesAt1 7 BAN-CI H e
meAti78Cl [ [ —

~

Hisé TEV* N-Terminus ACD CTE
*TEV-cleavage site

Abbildung 7: Schema von untersuchten Klasse 1 und 2 sHSPs, sowie deren Modifikationen

Von den sogenannten full-length sHSPs wurden exemplarisch N-terminale Deletionen, sowie eine Chimére, bestehend
aus einem Klasse 2 N-Terminus, sowie einer Klasse 1 ACD mit CTE erstellt. Ahnlichkeiten zwischen den einzelnen

Abschnitten (berechnet auf Basis der Aminoséuren) wurden angegeben (in %).

3.1.2 Expression und Reinigung von sHSPs fur weitere Analysen

HissSHSPs wurden mittels Ni-Agarose, At18.1 mittels Hydroxyapatit gereinigt. Ein
Schema der jeweilig verwendeten Expressionsvektoren wurde dem Anhang
beigefligt. Die zu untersuchenden sHSPs wurden in E. coli exprimiert und gereinigt.
Zur Qualitats- bzw. Quantitatskontrolle wurde jeder Reinigungsschritt dokumentiert
wie nachfolgend exemplarisch fur 4isgAt18.1-Cl und At18.1-Cl dargestellt (Abbildung
8). Die erhaltenen Proteinproben zeigten selektive Reinigung eines Proteins mit der
erwarteten Grofie (Atl8.1-Cl, yis6Atl8.1-Cl: ~20 kDa). Beide verwendete Antikorper

zeigten hohe Spezifitat, doch war die Signalstarke bei a-Cl Antikérper hdher.
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung verschiedener sHSP Reinigungsmethoden mittels Saulenchromatographie

(A) Von jeder sHSP Reinigung wurde ein Aliquot des E. coli Zellpellets (P), sowie des Uberstandes (U) nach der Lyse
aufgehoben. Der restliche Uberstand wurde auf eine 5 ml Ni-Agarose Séaule geladen (Gel) und der Durchfluss (FI)
wurde gesammelt. Das gebundene Protein wurde mit Waschpuffer (mit steigenden Imidazol-Konzentrationen; wio = 10
mM, wy =20 mM ...) versetzt und bis zur Elution (250 mM) des gebundenen sHSPs gewaschen. Das obere Bild zeigt
Aliquots der einzelnen mittels SDS-PAGE aufgetrennten Fraktionen, wahrend das jeweilig darunterliegende Bild einen
Western-Blot mit vergleichbaren Aliquots zeigt. Bei den gezeigten Western-Blots wurden primére Antikdrper gegen
Klasse 1 sHSPs aus P. sativum, sowie ein kommerziell erworbener His6-Antikdrper verwendet. (B) Atl18.1-Cl
produzierende E. coli Zellen wurden unter vergleichbaren Expressions- und Erntebedingungen bearbeitet. Der nach
Zentrifugation des resolubilisierten AMS Prézipitats gewonnene lésliche Uberstand wurde auf eine 5 ml Hydroxyapatit-
Saule geladen (Gel). Der Durchfluss wurde gesammelt (FI), bevor die Saule mit je 2 Saulenvolumen an steigenden NaCl
Konzentrationen (10mM, 55mM ...) bis zur Elution (150 und 200 mM) von At18.1-Cl gewaschen wurde.

Das fur spatere Analysen wichtige Abtrennen des His6-Epitops (z.B. fir die
Affinitatschromatographie basierte pull-down Analyse) wurde ebenfalls dokumentiert
(Abbildung 9). Es wurde das zu schneidende Fusionsprotein (issAt17.8-Cl) mit TEV-
Protease flr 4 h bei RT inkubiert, bevor eine Abtrennung des nicht geschnittenen
Fusionsproteins und der TEV-Protease mittels Ni-Agarose erfolgte. Im Durchfluss
war nur noch Protein ohne His-TEV-tag (c./At17.8-Cl) zu finden. Geschnittenes
Produkt war am Molekulargewicht nach SDS-PAGE Trennung unterscheidbar. Das
langere, nicht geschnittene pisgAt17.8-Cl lief ein wenig langsamer als das
geschnittene Produkt .,:At17.8-Cl.
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Abbildung 9: Exemplarische Darstellung einer Epitop Abtrennung an gereinigten isssHSPs

Kommerziell erworbene TEV-Protease (1) wurde zu uis6At17.8 (2) zugegeben und inkubiert (3). Das ungeschnittene
Edukt (2), sowie die zugesetzte TEV-Protease (1) wurden vom geschnittenen Produkt (4) nach Herstellerprotokoll
abgetrennt.

3.2 Interaktionsanalyse

Die fur Interaktionsstudien ausgewahlten sHSPs wurden zuerst Uberpruft, ob sie im
gleichen Zellkompartiment vorlagen (in vivo Lokalisationsstudien). Im Anschluss
wurden verschiedene sHSP-Monomere (tertidre sHSP Strukturen) in vivo auf
Interaktion (YTH) getestet, bevor gereinigte sHSPs (in quartaren Strukturen
vorliegend) erneut in vitro auf Interaktion untersucht wurden. Parallel dazu wurde
dokumentiert, ob Interaktionen Veranderungen der sekundéaren Struktur bendtigen

oder hervorrufen.

3.2.1 In vivo sHSP Lokalisationsstudien

Die Lokalisationsstudien wurden in Zwiebelepidermis Zellen durchgefuhrt, da diese

leicht zu transfiszieren und zu beobachten sind.
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Abbildung 10: Zellulare Lokalisation von CFP:sHSP und YFP:sHSP Fusionen in Zwiebelepidermiszellen




Alle Klasse | und Klasse Il sHSPs wurden N-Terminal mit einem YFP oder CFP Molekil fusioniert und in
Zwiebelepidermiszellen transfisziert. Nach 16 h wurden transfiszierte Zellen unter dem entsprechenden Filter (YFP / N3
| CFP) dokumentiert. Der rot fluoreszierende Kernmarker (mCherryNLS) war nur im Kern zu finden. Die rechte Spalte
prasentiert die repréasentativen Zellen, die mit CFP-Fusionen transfisziert waren, wéhrend die linken drei Spalten

entsprechende Zellen die mit dem YFP-Fusionsprodukt transfisziert waren zeigt.

Fur diese vergleichende in vivo Lokalisationsanalyse wurden alle untersuchten
sHSPs (Abbildung 10) und deren Modifikationen (Abbildung 11) mit einem N-
Terminalen Fluoreszenzprotein (CFP und YFP) versehen und 16 h nach Transfektion

in Zwiebelepidermis Zellen dokumentiert.
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Abbildung 11: Vergleichende Gegeniiberstellung der zellularen Lokalisation von Klasse | und Il Proteinen im Vergleich

zu ihren erstellten N-Terminal modifizierten Versionen (AN und Chimare).

YFP und CFP alleine waren gleichmaldig im Zytosol verteilt (Abbildung 10). Das
nukleare Markerprotein mCherry NLS lag im Zellkern vor. Bis auf At17.6-Cll waren
alle sHSPs der Klasse 1 und 2 gleichmafig im Zytosol und auch im Zellkern verteilt.

Atl7.6-Cll und At17.6AN-CIl zeigten Granula Bildung. Die dokumentierte
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Fluoreszenzverteilung wurde weder durch die Wahl des fusionierten Reporters (CFP
oder YFP) noch durch Hitzebehandlung bei 45 °C fur 1 h oder durch verlangerte
Expressionsdauer bei 25 °C (z.B. 16 h, 40 h, 64 h, 88 h) beeinflusst. Eine simulierte
Akklimatisierung (1 h 40 °C, 1.5 h RT, 1 h 45 °C) zeigte ebenfalls keine Verédnderung
in der beobachteten Fluoreszenzverteilung. Da die diesbeziglich beobachteten
Ergebnisse identisch waren werden in Abbildung 10 nur die Ergebnisse der
Hitzebehandlung bei 45 °C fiur 1 h gezeigt (HS).

Das Entfernen der klassenspezifischen N-Termini (At17.8AN-CI und At17.6AN-CII)
fuhrte zu keiner Veranderung in der beobachteten Fluoreszenzverteilung (Abbildung
11). Das Anfugen des Atl7.6-Cll N-Terminus an eine Klasse 1 Deletion (At17.8AN-
CI) fuhrte nicht zur Granula Bildung. Die Chimére zeigte, dass der klassenspezifische
N-Terminus keinen Einfluss auf die beobachtete Fluoreszenzverteilung hatte.
Inkubation von sHSPs der Klasse 1 (CFP:sHSP-CI) mit sHSPs der Klasse 2
(YFP:At17.6-Cll) resultierte in gleichmafiger Fluoreszenzverteilung von Klasse 1
Proteinen, sowie Granula Bildung des Klasse 2 Proteins (Abbildung 12). Im besten
Fall lassen sich ko-Lokalisierungen beobachten, aber generell blieb das granulare
Verteilungsmuster von At17.6-ClIl unberihrt. Auch unter Hitzestressbedingungen gab

es kein davon abweichendes Verteilungsmuster (nicht gezeigt).
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Abbildung 12: Ubersicht der zellularen Lokalisation von CFP:Klasse | und YFP:Klasse Il Doppeltransfiszierungen in
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3.2.2 Interaktionsanalyse mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid Systems

SHSPs assemblieren aus mehreren Monomeren in eine grol3ere quartare
Gesamtstruktur. Am haufigsten setzten sich sHSPs aus einer geraden Anzahl an
Untereinheiten zusammen, so dass die kleinste mégliche gerade Einheit (Dimer) als
elementarer Grundbaustein der jeweiligen quartdren Gesamtstruktur vermutet wurde.
Zusammen mit den vielen verschiedenen im Zytosol vorliegenden Klassenmitgliedern
ergaben sich daraus verschiedene denkbare Interaktionsmoglichkeiten von sHSPs
bei der Dimerisierung, welche mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid Systems getestet wurden.
Es wurden alle sHSPs und deren N-Terminal modifizierten Versionen in pGBKT7,
sowie in pGADT7 inseriert (siehe Anhang). Je ein Kdder- und ein Beutevektor mit
SHSP Insert wurden in fast allen sich daraus ergebenden Kombinationsméglichkeiten
in Hefen (AH109) ko-transformiert. Alle zytosolischen sHSPs wurden miteinander
getestet, wahrend am N-Terminus modifizierte SHSPs in exemplarisch ausgewahlten

Kombinationen untersucht wurden.

1. BD (leer) / AD (leer)
2. BD (leer) / AD:large-T
3. BD:p53/ AD (leer)

4. BD:p53/ AD:large-T

I T T T 1
00 10 20 30 40
B-Gal units
Abbildung 13: Kontrollen der Hefe 2-Hybrid Analyse. (A) Kontrollen wurden wie vom Hersteller empfohlen auf

stringenteren Mangelmedium (DD, TD, QD) selektiert. Mit Hilfe von Flissigkulturen lassen sich Anhand der
gemessenen Aktivititen, die produzierten B-Gal Mengen (in units) errechnen. Je starker die getestete Interaktion war,
desto besser wuchsen die Hefen auf stark selektiven QD-Medium und mehr B-Gal (B) war nachweisbar. Die

Reihenfolge in A und B ist gleich (1-4).

Als Interaktionskontrolle wurde die vom verwendeten YTH-System bereitgestellten
Kontrollen verwendet (Abbildung 13). Aufgrund der Komplexitat der getesteten
Interaktionsmaoglichkeiten wurden die erhaltenen Ergebnisse, in fur verschiedene
Interaktionskombinationen definierbaren Interaktionskategorien (a - d) einsortiert und

dieser Reihenfolge entsprechend analysiert.

Theoretisch mdgliche Interaktionskombinationen (Kategorien):

a) Interagieren Monomere desselben sHSPs (Homodimerisierung)?
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b) Sind neben moéglichen Homodimerisierungen weitere Interaktionen zwischen
SHSP Monomeren derselben Klasse moglich (intra-klassenspezifische
Heterodimerisierung)?

c) Sind Interaktionen zwischen sHSP Monomeren unterschiedlicher Klassen
beobachtbar (inter-klassenspezifische Heterodimerisierung)?

d) Wie verhalten sich die erstellten Klasse 1 und 2 Deletionskonstrukte bzw. die
Chiméare in Bezug zu den erlauterten Punkten a - c¢ (Einfluss vom

klassenspezifischen N-Terminus)?

< o
r~ ™~
= .
=z <
3 N
5 3
= <
- 5
5 %
2 S
<C
bt
00 <
~ =
o S
< <
(]
S i
~ £
i e
b O
o 1=BD:HSP/AD:HSP AD = Activation Domain
© 2=BD {leer)/ AD{leer) BD=Binding Domain
S 3=BD:HSP / AD (leer)
< 4=BD (leer) / AD:HSP

DD (Double Drop-out) = -Leu, -Trp
TD (Triple Drop-out) = -Leu,-Trp,-His
QD (Quadruple Drop-out) = -Leu,-Trp,-His,-Ade

Abbildung 14: Qualitative YTH Interaktionsstudien (Voranalysen)

Die abgebildeten Proteinkombinationen wurden auf Mangelmedien mit steigender Stringenz (DD<TD<QD) ausplattiert

und nach 3 Tagen Wachstum bei 30 °C dokumentiert.
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Die mit Hilfe des YTH-Systems gewonnenen Ergebnisse der qualitativen und der
quantitativen Analyse zeigten groRe Ubereinstimmungen. Die Interaktionsanalyse in
Bezug auf Homodimerisierung (Interaktionskombination a) erbrachte ein leicht
heterogenes Ergebnis (Abbildung 14 und Abbildung 15). In allen getesteten Fallen,
auBer fur Atl7.4-Cl und Atl18.1-CI wurde Wachstum auf allen gewahlten
Selektionsmedien vorgefunden. At17.4-Cl und At18.1-Cl konnten lediglich auf dem
mittel stark selektiven TD Medium wachsen. Die Analyse von mehreren Klonen aus

mehreren neuen Transformationen erbrachte ein gleiches Ergebnis.

DD TD QD
BD (leer) / AD (leer) | B
BD:17.4/AD:17.4 14 B3
BD:17.6C /AD:17.6C 10 B
BD:18.1/AD:18.1 [\ [
BD:17.8/AD:17.8 A [
BD:17.6A/AD:17.6A [ [
BD:17.6B/AD:17.6B it
BD:17.6 /AD:17.6 (RO
BD:17.7 /AD:17.7 CHO
BD:17.8AN/AD:17.8AN [ 7
BD:17.6AN/AD:17.6AN AW
BD:Chimare / AD:Chimare r 1K 'j

-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
[f-Gal units

Abbildung 15: Qualitative und quantitative YTH Analyse der Homodimerisierung

Ergebnisse der Mangelmediumselektion (DD, TD, QD) sowie der ONPG-Analyse (Balkendiagramm) der angezeigten
getesteten sHSP Kombinationen. Von den gezeigten Ergebnissen der ONPG-Analyse wurde die Grundaktivitat (BD und
AD leer) von den gezeigten Messwerten abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der

Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten.

Zusatzlich  wurde vergleichend kontrolliert, dass die erstellten sHSP
Fusionskonstrukte nicht mit der Gal4 Binde- oder der Gal4 Aktivierungsdomane ohne
angehangtes Fusionsprotein interagieren. In der parallel durchgefihrten ONPG
Analyse wurden die hoéchsten [(-Gal Aktivitaten in den getesteten
Homodimerisierungen von At17.6-Cll (1,1 u), At17.6B-CI (0,8 u), Atl7.6C-CI (0,5 u)
und At17.8-CI (0,8 u) gemessen (Abbildung 15). Niedrigere Aktivitditen wurden bei
At17.4-Cl (0,1 u) und Atl18.1-CI (0,1 u) detektiert. Die im Vergleich getesteten N-

terminalen Modifikationen zeigten nur schwache Homodimerbildung (0,1 u).
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Abbildung 16: Qualitative und quantitative YTH Analyse der Klasse 1 sHSPs Dimerisierung

Dargestellt wurden die Ergebnisse der Mangelmediumselektion (DD, TD, QD) sowie der ONPG-Analyse
(Balkendiagramm) der angezeigten getesteten sHSP Kombinationen. Von den gezeigten Ergebnissen der ONPG-
Analyse wurde die Grundaktivitat (BD und AD leer) von den gezeigten Messwerten abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen

den Standardfehler der Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten.
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Die fur die negative Kontrolle erhaltenen B-Gal Werte dienten als Basislinie in den
entsprechenden Diagrammen und wurde von den anderen erhaltenen 3-Gal Werten
abgezogen. Nun wurde getestet welche mdglichen Heterodimere zwischen sHSPs
innerhalb einer und zwischen den sHSPs verschiedener Klassen sich bilden kdnnten
(Interaktionskombination b und c). Fur diese Fragestellung wurden alle Klasse 1 und
2 sHSPs auf Interaktion getestet (Abbildung 16 und Abbildung 17).

D QD
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Abbildung 17: Qualitative und quantitative YTH Analyse der Klasse 2 sHSPs Dimerisierung
Dargestellt wurden die Ergebnisse der Mangelmediumselektion (DD, TD, QD) sowie der ONPG-Analyse
(Balkendiagramm) der angezeigten getesteten sHSP Kombinationen. Von den gezeigten Ergebnissen der ONPG-

Analyse wurde die Grundaktivitat (BD und AD leer) von den gezeigten Messwerten abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen

den Standardfehler der Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten.
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Intra-klassenspezifische Heterodimerisierung betrachtend, zeigte flr eine grol3e
Anzahl verschiedener getesteter SsSHSP-Kombinationen, Wachstum von Hefekolonien
auf sehr selektiven QD Medium mit einhergehenden hohen 3-Gal Werten. Aufgrund
der Vielfalt der dokumentierten Interaktionen, sollen lediglich einige allgemeine
Charakteristiken der beobachteten Interaktionen beschrieben werden. Zwei
Hauptmerkmale kennzeichneten die beobachteten intra-klassenspezifischen
Heterodimerisierungen. Einmal waren diese sehr vielféltig, zum anderen waren diese
mit Ausnahmen (vergleiche BD:17.4 / AD:17.8 mit BD:17.4 / AD:17.4) schwacher als
die fir das gleiche sHSP beobachteten Homodimerisierungen. At17.6B, At17.6C und
Atl17.8 zeigten sehr diverse Interaktionen, wahrend At17.4 und Atl7.6A eher wenige
oder im Fall von At18.1 generell schwache Interaktionen zeigten. Weiterhin war
festzuhalten, dass in keinem der getesteten Félle ein positiver Interaktionsnachweis
(Wachstum auf QD Medium und entsprechend hohe (-Gal Mengen) bei einer
getesteten inter-klassenspezifischen Heterodimerisierung (Interaktionskombination c)
dokumentiert wurde (Abbildung 17). Eine klare Diskriminierung zwischen Klasse 1
und Klasse 2 Monomeren wurde beobachtet. Da At17.8-Cl und At17.6-Cll nicht nur
starke Homo-, sondern auch einige starke Heterodimerisierungen nur innerhalb ihrer
jeweiligen Klasse zeigten, wurden diese Sequenzen modifiziert um einige zusatzliche
Fragen zu bearbeiten (Interaktionskombination d).
Es sollte untersucht werden:

- Sind Homodimerisierungen ohne klassenspezifischen N-Terminus mdglich?

- Findet ohne N-Terminus weiterhin klassenspezifische Diskriminierung statt?

- Andern sich bereits dokumentierte Interaktionen innerhalb einer Klasse?

- Welches Interaktionsmuster zeigt die inter-Klassen Chimare?
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Abbildung 18: Qualitative und quantitative YTH Analyse der Interaktion der N-terminalen Klasse 1 und 2 Deletionen

Dargestellt wurden die Ergebnisse der Mangelmediumselektion (DD, TD, QD) sowie der ONPG-Analyse
(Balkendiagramm) der angezeigten getesteten sHSP Kombinationen. Von den gezeigten Ergebnissen der ONPG-
Analyse wurde die Grundaktivitat (BD und AD leer) von den gezeigten Messwerten abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen

den Standardfehler der Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten.

Die erstellte N-terminale Klasse 1 sHSP Deletion (At17.8AN) resultierte in keinem
Wachstum auf stark selektiven QD Medium, unabhéngig in welcher Kombination
diese getestet wurde (Abbildung 18). Jedoch war schwaches Wachstum fur fast alle
Kombinationen auf dem nur gering selektiven TD Medium zu beobachten. Die
gemessenen [B-Gal Aktivititen waren in allen Fallen gering (0,1 - 0,2 u). Der
Interaktionsansatz mit der Klasse 2 Deletion (At17.6AN) resultierte in starkem
Wachstum auf QD Medium wenn es mit einem Klasse 2 sHSP mit N-Terminus ko-
exprimiert wurde. Trotzdem wurden in allen Fallen nur relativ niedrige B-Gal

Aktivitaten (0,1 - 0,2 u) gemessen.
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Abbildung 19: Zusammenstellung der Hefe 2-Hybrid Interaktionsanalyse der Klasse 1 und 2 Chimare

Dargestellt wurden die Ergebnisse der Mangelmediumselektion (DD, TD, QD) sowie der ONPG-Analyse
(Balkendiagramm) der angezeigten getesteten sHSP Kombinationen. Von den gezeigten Ergebnissen der ONPG-
Analyse wurde die Grundaktivitat (BD und AD leer) von den gezeigten Messwerten abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen

den Standardfehler der Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten.

Die Chiméare zeigte ebenfalls kein einheitliches Bild in den vorgenommenen Analysen
(Abbildung 19). Die Homodimerisierung der Chiméare resultierte in dem starksten
beobachteten Wachstum (auf TD Medium), aber nur einer schwachen Aktivierung
der zellularen B-Gal Synthese (0,1 u). Die vergleichende ONPG Analyse zeigte, dass
die Chimare in Fallen von Klasse 1 Dimerisierungspartnern hohere p-Gal Aktivitaten

(0,35 u) aufwies, als fur Klasse 2 Dimerisierungspartner (0,2 u).

3.2.3 Affinitatschromatographie basierte pull-down Analyse

In Anlehnung zu den durchgefiihrten Hefe 2-Hybridanalysen sollte die Interaktion von
gereinigten sHSPs getestet werden. Wahrend im vorherigen Testsystem auf
monomerer (tertiarer) Strukturebene in vivo Interaktionen untersucht wurden, sollten
mit in E. coli produzierten und gereinigten sHSPs in einer Affinitatschromatographie
basierten pull-down Analyse, in vitro Interaktionen auf quartarer Strukturebene
untersucht werden. Auch die fur die Hefeanalyse bendtigten sehr langen N-
terminalen Fusionen (AD- bzw. BD-Doméane mit 133 bzw. 147 AS) wurden durch
einen kurzen fur die schnelle Reinigung bendtigten His6-Epitop mit TEV-Protease
Schnittstelle (N-terminaler Anhang von 25 AS vor TEV-Protease Verdau und 4 AS
nach Verdau) ausgetauscht. Das ohne Epitop gereinigte Atl8.1 hatte keine

zuséatzlichen N-terminale Sequenzen. Es wurden exemplarisch je ein sHSP der
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Klasse 1 oder der Klasse 2 als Beuteprotein eingesetzt (At18.1-Cl bzw. ¢,/At17.6-CllI)
und auf Interaktion mit diversen gereinigten und an Ni-Agarose gebundenen
Kdderproteinen (hissSHSPS) getestet (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Zusammenstellung der Ergebnisse der Affinitdtschromatographie basierten pull-down Analyse

Mit den gezeigten Kéderproteinen wurde getestet ob die Beuteproteine At18.1 (A) oder ,:/At17.6 (B) gebunden werden
kdnnen. Kéder- und Beuteprotein wurden gemeinsam mit Ni-Agarose bei 25 °C inkubiert und in eine Saule (Micro-spin
tube) gegossen (T). Ein Aliquot der Gesamt- (T), Durchfluss- (Fl), Wasch- (w) und Eluatfraktion (E) wurde gesammelt
und mittels SDS-PAGE analysiert. (C) Zusammenstellung der Eluate zum Abschétzen der Ratio der einzelnen sHSPs in
der jeweiligen Eluatfraktion.

Es wurde versucht At18.1 (A) aus einem E. coli Extrakt (6 h vor Ernte wurde Atl18.1
Expression induziert) durch Ni-Agarose gebundene uis6SHSPs spezifisch zu isolieren,
wahrend flr Experimente mit ¢,/At17.6-Cll (B) auf gereinigtes Protein zurlickgegriffen
wurde. Diese hier durchgefihrte Analyse liegt dem Prinzip zu Grunde, dass His6-
Epitop tragende sHSPs an Ni-Agarose binden sollten, wahrend die Epitop befreiten
SHSPs (At18.1-Cl bzw. ¢,/At17.6-ClI) nicht. Wurde At18.1 oder ,:/At17.6-Cll mit Puffer
oder BSA versetzt und mit Ni-Agarose inkubiert, so war kein oder nur eine auf3erst
geringe Menge an betreffendem Protein in der Eluatfraktion zu finden. Der gréfite

Teil hatte nicht an die Ni-Agarose gebunden und war im Durchfluss zu finden
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(At18.1). Bei ,/Atl7.6-Cll war das betreffende Protein nicht im Durchfluss zu
beobachten, da durch die verwendete Methode das sHSP unter die Coomassie
Detektionsgrenze verdinnt wurde. Als positive Kontrolle wurde die zu erwartende
Interaktion von Epitop-freiem sHSP mit seinem His6-Epitop versehenem Partner
getestet. In beiden Fallen, fur Atl18.1 und pisgAtl8.1 sowie fur ,:/Atl7.6-Cll und
HissAt17.6-Cll, war ein intensives Signal in den jeweiligen Eluatfraktionen zu finden.
Die Analyse zeigte, dass alle getesteten sHSP Kombinationen, unabhangig der
Klassenzugehorigkeit der jeweiligen zu testenden Interaktionspartner, zu einer
Zunahme des Beuteproteins in der Eluatfraktion fuhrten. Interaktionsanalysen mit der
nissChimare resultierten in einer Zunahme von Atl18.1-Cl bzw. ,Atl17.6-Cll in der
Eluatfraktion, wenn auch in leicht geringerem Mal3e. Eine Zusammenstellung der
eluierten Proteinanteile (C) lie eine 1:1 bis 1:2 Interaktionsratio vermuten. Eine
klassenspezifische Diskriminierung wie in der Hefe 2-Hybrid Analyse konnte nicht

beobachtet werden.

3.2.4 CD-Spektroskopische Analysen einiger sHSP-Interaktionen

Da fur verschiedene sHSP-Kombinationen Interaktionen auf verschiedenen

strukturellen Ebenen nachgewiesen werden konnten, wurden einige SsHSP-

Kombinationen einer CD-Spektroskopischen Analyse unterzogen.
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Abbildung 21: Exemplarische CD-spektroskopische Strukturanalyse von sHSP Interaktionen

Von den jeweilig angezeigten sHSPs wurden mit &quimolaren Mengen erst Einzelmessungen durchgefihrt, bevor die

jeweiligen sHSPs in einer 1:1 Ratio zusammen gemessen wurden. Gemessen wurde bei 25 °C.

Sollten sHSP-Interaktionen Verlagerungen in der Sekundarstruktur hervorrufen, so

wirden diese messbar sein. Aquimolare Mengen an angezeigten sHSPs wurden
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einzeln und gemischt bei 25 °C gemessen. Die gemessenen Spektren unterschieden
sich nicht im Wesentlichen von den gemessenen Einzelspektren (Abbildung 21). Es
konnten keine grol3eren Strukturverschiebungen beobachten werden, so dass nur

einzelne Beispiele gezeigt wurden.

3.3 Vergleichende Strukturanalyse bei verschiedenen Temperaturen

Dieses Unterkapitel fasst die erhaltenen Ergebnisse bezlglich des Einflusses der
Temperatur auf verschiedene Parameter der zu untersuchenden Proteine
zusammen. Zuerst wurde die allgemeine durch Temperatur induzierbare
Proteinaggregation miteinander verglichen bevor der Einfluss auf verschiedene, fur
Proteine differenzierbare, strukturelle Ebenen (Sekundar- und Quartar-Struktur)

untersucht wurde.

3.3.1 Analyse der Proteinaggregation (Loslichkeit) bei hohen Temperaturen

In E. coli produzierte und Affinitatschromatographie gereinigte niseSHSPs wurden
bezlglich ihrer Ldslichkeit bei verschiedenen Temperaturen getestet (Abbildung
22A). Es wurden ein Aliquot von ~4 pg je sHSP fur 1 h bei angegebener Temperatur
inkubiert und im Anschluss in Pellet (P) und l6sliche Fraktion (S) separiert. Beide
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und mit einem Aliquot der gleichen
Menge an unbehandelten Protein (T) verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass nur
ein geringer Teil der eingesetzten Proteinmenge prazipitierte (aggregierte) und daher
im Pellet zu finden war. Bei allen getesteten Temperaturen (60 - 80 °C) verblieb der
Hauptteil loslich und im Uberstand (S). Die verschiedenen erstellten sHSP
Modifikationen (Deletionskonstrukte, Chimare sowie TEV-Protease geschnittene
sHSPs, wie auch das sHSP ohne Epitop) wurden der gleichen Analyse unterzogen
und zeigten gleiche Hitzestabilitat (Abbildung 22B). Vergleichend wurde die
Loslichkeit von MDH und CPH1A2 bei verschiedenen Temperaturen getestet. Ab
einer Temperatur zwischen 40 - 50 °C war keine MDH im léslichen Uberstand zu

finden (Abbildung 22C). Eine genauere Analyse zeigte, dass 45 °C fir eine
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quantitative MDH Prazipitation ausreichten. Als weiteres Protein wurde CPH1A2
untersucht (Abbildung 22D).
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Abbildung 22: Analyse der Proteinaggregation der zu untersuchenden Proteine bei erhéhten Temperaturen.

Die gereinigten sHSPs (A), sowie deren Modifikationen (B) wurden bei den angegebenen Temperaturen fir 1 h
inkubiert bevor sie zentrifugiert wurden. Vor der Inkubation wurde ein Aliquot als Ladekontrolle (T) entnommen. Die
erhaltene Pellet Fraktion (P) wurde vergleichend zum entsprechenden Uberstand (S) und der Ladekontrolle geladen
und mittels SDS-PAGE separiert. Die im weiteren Verlauf der Arbeit verwendeten Klient-Proteine MDH (C) und CPH1A2
(D) wurden auf dieselbe Weise untersucht.

Die Bestimmung der temperaturbedingten irreversiblen Loslichkeitsgrenze zeigte,
dass CPH1A2 ab 50 - 60 °C denaturierte und somit thermisch etwas stabiler als MDH
ist. Eine genauere Eingrenzung der Denaturierungstemperatur zeigte, dass ab 50 °C
die Denaturierung einsetzte, bei 55 °C weiter voranschritt und bei 60 °C komplett war
(bei 1 h Inkubation).

3.3.2 CD-Spektroskopische Sekundarstrukturanalyse

Nachdem festgestellt wurde, dass alle sHSPs auch bei sehr hohen Temperaturen
I6slich blieben, wurde mittels CD-Spektroskopie die Lichtdrehung (Elliptizitat in milli
degrees) der einzelnen sHSPs zwischen 190 - 280 nm bei 25 °C und schrittweise um
10 °C erhohten Temperaturen (bis 80 °C) gemessen (Abbildung 23). Es erfolgte eine
weitere Messung, nachdem die untersuchte Probe Temperaturen unter 30 °C fiur 10
min erreicht hatte (Recovery).
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Abbildung 23: CD-Spektroskopische Strukturanalyse der gereinigten nissSHSPS bei verschiedenen Temperaturen
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Von jedem zu untersuchendem sHSP wurde ein Spektrum bei verschiedenen Temperaturen (schwarze Linie = 30 °C,
gelbe Linie = 40 °C, rote Linie = 80 °C, griine Linie = 80 °C mit anschlieend 10 min <30 °C) gemessen. MDH diente als
Beispiel einer irreversiblen Denaturierung. Myoglobin wurde als Vergleich fiur ein helikales Protein herangezogen. Ag
wurde berechnet nach (Lobley et al., 2002; Whitmore and Wallace, 2004, 2008).

Die vergleichende Betrachtung der bei 25 °C gemessenen CD-Spektren zeigte
verschiedene Aufféalligkeiten. Die erhaltenen Spektren waren sehr divers, so dass die
untersuchten sHSPs nicht allein aufgrund der erhaltenen Spektren einer Klasse zu
zuordnen waren. Myoglobin wurde als a-helikales Vergleichsprotein herangezogen,
da es hauptsachlich aus a-Helices besteht und keine B-Faltblatter enthalt (Kendrew
et al., 1958). Wahrend das a-helikale Vergleichsprotein Myoglobin zwei deutlich
voneinander unterscheidbare negative Minima hatte (210 und 224 nm), zeigten die
Myoglobin ahnlichen sHSP Spektren (hiseAtl7.4-Cl, hiseAtl7.6B-Cl, hissAt17.7-Cll)
meist nur ein sehr gedehntes Minimum-Plateau in diesem Bereich. Die restlichen
SHSPs zeigten ein deutliches Minimum zwischen 212 - 215 nm. Messungen der
Klasse 2 Deletion (nissAt17.6AN-CIl) resultierten in einer weiteren leichten
Verschiebung des negativen Minimums zu kirzeren Wellenlangen (210 nm). Die bei
allen sHSPs der Klassen 1 und 2 vorhandene positive Lichtdrehung unterhalb von

200 nm fehlte bei diesem gemessenen CD-Spektrum.
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Abbildung 24: Abnahme der optischen Rotation bei 220 nm unter verschiedenen denaturierenden Bedingungen

(A) Zum besseren Vergleich wurden die lichtdrehenden Strukturen bei einer Wellenlange (220 nm) und Temperatur (RT
= 25 °C) dokumentiert und ihre Abnahme bei héheren Temperaturen dazu in Relation gesetzt (25 °C = 100%). MDH
diente als thermisch labiles Vergleichsprotein. Die chemische GuHCI induzierte Denaturierung zweier exemplarisch

ausgewabhlter sHSPs (B) diente als Vergleich zur temperaturinduzierten Denaturierung.
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Die durchgefiihrten Temperaturerhohungen fihrten zu leichten Anderungen der
gemessenen sHSP Spektren (Abbildung 23). Allgemein betrachtet waren
Verschiebungen bei 80 °C in fast allen Spektren zu beobachten, aul3er bei pissAt17.4
und pisgAt17.6 in nur geringerem MalRe. FUr iseAtl7.6C, nissAt18.1 und nissAt17.6AN
waren die beobachteten Verschiebungen unter Recovery Bedingungen nicht
reversibel. MDH als Denaturierungsindikator zeigte bei erhbhten Temperaturen (ab
40 °C) eine deutliche Abnahme der Lichtdrehung, welche auch nach Zuricksetzen
der Probe auf 25 °C sich nicht wieder auspragte. In Abbildung 24 wurden die
erhaltenen Denaturierungsergebnisse Ubersichtlich zusammengefasst. Da helikale
Strukturen besonders bei 220 nm drehen (siehe Myoglobin) und diese instabiler als
Faltblattstrukturen sind, wurde in der Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse
diese Wellenlange ausgesucht. Ein Denaturierungsansatz mit GuHCI zeigte
(Abbildung 24B), dass sHSPs chemisch denaturiert werden kdnnen, sich jedoch bei

den von uns getesteten Temperaturbedingungen stabil verhalten.

3.3.3 bis-ANS Untersuchungen zu Oberflachendynamiken

Zur Untersuchung moglicher Temperatur induzierter Umlagerungen der sHSP
Oberflache wurde eine bis-ANS Bindungsstudie durchgefiihrt. bis-ANS ist eine
Chemikalie, welche nach Bindung an hydrophobe Oberflachen durch Fluoreszenz
nachweisbar ist. Das bis-ANS Bindungsverhalten von sHSPs bei verschiedenen
Temperaturen wurde bereits haufig verwendet, um durch Temperatur induzierte
Anderungen der Oberflachenstruktur / Hydrophobizitat zu untersuchen (Lee et al.,
1997; Torok et al., 2001). Es wurden alle gereinigten sHSPs hinsichtlich ihres bis-
ANS Bindungsverhaltens bei verschiedenen Temperaturen (25, 37, 45 und 55 °C)
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass nissSHSPs das zugegebene bis-ANS
unabhangig der gewahlten Temperatur binden (Abbildung 25A). hiseAtl7.7-Cll,
niseAt17.6C-Cl und uisgAtl7.6B-Cl zeigten relativ schwache bis-ANS Fluoreszenz,
wahrend alle anderen hissSHSPS intensivere bis-ANS Fluoreszenz aufwiesen. Das
exemplarische Entfernen eines Klasse 2 N-Terminus (niseAt17.6AN-CII) flhrte zu
keiner Abnahme der beobachteten Fluoreszenz. Hingegen fuhrte das Entfernen des
His6-Epitops bei beiden gereinigten Proteinen (¢ /At17.6AN-CIl und ;At17.6-Cll) zu
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einer deutlichen Abnahme der dokumentierten bis-ANS Fluoreszenz im Vergleich zu

ihren nicht geschnittenen Proteinversionen.
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Abbildung 25: bis-ANS Bindungsanalysen bei verschiedenen Temperaturen

(A) Die ausgewahlten Proteine wurden wie beschrieben vorbereitet und mittels SDS-PAGE getrennt. bis-ANS
Fluoreszenz und Coomassie Farbung wurden dokumentiert, sowie deren Intensitdten gemessen (Quantity One
Software). Anhand dieser wurde die Ratio der bis-ANS Fluoreszenz zu Coomassie Signalintensitaten berechnet und in
einem Diagramm vergleichend dargestellt (B). Die Fehlerbalken prasentieren den Standardfehler der
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. Ergebnisse von .6At17.8 wurden vergleichend

dargestellt.
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Ahnliches Verhalten zeigte sich bei sHSPs der Klasse 1, exemplarisch dokumentiert
an wiseAt17.8-Cl und ,/At17.8-Cl. Einzig das ohne Epitop gereinigte At18.1 zeigte ein
mit Temperatur steigendes bis-ANS Bindungsverhalten, zu erkennen an der stetig
steigenden Intensitat der Fluoreszenz. Bei 45 °C war das Signal am intensivsten und
nahm bei 55 °C in Intensitat leicht ab. MDH zeigte ebenfalls einen Anstieg der bis-
ANS Fluoreszenz bis 45 °C, wiederum gefolgt von einem leichten Abfallen bei 55 °C.
Wahrend die sHSPs nach allen Temperaturvorbehandlungen in konstant gleicher
Menge aufgetrennt wurden, verschwand der Coomassie gefarbte MDH Anteil bei
Temperaturen ab 45 °C. Die Berechnung der bis-ANS Intensitat zu Coomassie
Intensitat Ratio verdeutlicht die Steigerung der bis-ANS Bindung von MDH bei
erhohten Temperaturen (Abbildung 25B). Durch das Abfallen der Coomassie
Signalintensitat bei 45 °C (Abbildung 25A), fallt die vorhandene bis-ANS Fluoreszenz
Intensitat bei der Berechnung der bis-ANS Intensitat zu Coomassie Intensitat Ratio
starker ins Gewicht (Abbildung 25B). CPH1A2 zeigte bei allen Temperaturen hohe
bis-ANS Bindung unter getesteten Tageslichtbedingungen, wobei jedoch eine
Eigenfluoreszenz des Chromophors nicht ausgeschlossen werden konnte.
Anregungswellenlange von bis-ANS und Absorption von CPH1A2 Uberlappen in

diesem Bereich (314 nm; siehe CPH1A2 Spektren in Einleitung oder Ergebnisteil).

3.3.4 Quartéare Strukturanalyse mittels Blue Native PAGE und SEC

Alle gereinigten Klasse 1 und 2 sHSPs sowie deren Modifikationen wurden auf ihre
native quartare in vitro Struktur untersucht. Es wurde jeweils ein sHSP pro Blue
Native Gel in aufsteigenden Mengen (0.3 - 6 uM) geladen und unter ausgewahlten
konstanten Temperaturen (4, 25 und 45 °C) elektrophoretisch getrennt. Jeweils die
beste zueinander vergleichbare Konzentration pro sHSP-Ansatz wurde gezeigt
(Abbildung 26). Der Einfluss von sogenannten Recovery Bedingungen auf die SHSP-
Struktur wurde simuliert, indem die zu testenden Proteine erst bei 45 °C fir 1 h
inkubiert wurden, bevor sie bei 25 °C elektrophoretisch getrennt wurden.
Vergleichend zur nativen Gelelektrophorese wurden Gelfiltrationsexperimente mit
einer Superdex200 10/300 Saule mit einem vergleichbaren Trennbereich (~1.000-10
kDa) durchgefihrt (Abbildung 26, rechte Spalte). Da keine kontrollierte Steuerung der
Séaulentemperatur mdoglich war, wurden die Proben bei 25 °C separiert. Die
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verwendete Saule wurden mit den Eichproteinen Thyroglobin (669 kDa), Ferritin (440
kDa), Katalase (240 kDa), BSA (60 kDa), Karboanhydrase (30 kDa) und Myoglobin
(17 kDa) geeicht, welche auch im BN-PAGE Marker Mix verwendet wurden.

Die mittels nativer Gelelektrophorese aufgetrennten sHSPs zeigten untereinander
verschiedene GroRRen bei 25 °C. Weiterhin zeigte sich bei manchen sHSPs eine
temperaturabhéngig Verschiebung der beobachteten Proteinkomplexe in nieder-
oder héher molekulare Trennbereiche.
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Abbildung 26: Quartarstrukturanalyse mittels Blue Native PAGE und SEC

Klasse | (A) und Klasse Il (B) sHSPs wurden bei angezeigter Temperatur mittels BN PAGE separiert und Coomassie
geféarbt. Die dazugehorigen SEC Profile bei RT wurden jeweils rechts angefiigt.

Es waren im fast kompletten Trennungsbereich der nativen Gelelektrophorese (~10 —
1.000 kDa) sHSP Komplexe =zu finden, wobei sich einige Eigenheiten
zusammenfassen lieRen. Die SHSPs hissAt17.6A-Cl, HiseAtl7.6C-Cl, HiseAtl7.7-ClI
zeigten in einem Temperaturbereich bis 45 °C jeweils nur ein Signal bei ca. 240 kDa.
Bei 4 °C und 25 °C separierten uissAtl7.4-Cl und 4iseAtl7.6B-Cl ebenfalls als

einzelner Komplex bei ungeféahr 300 - 440 kDa. Dieser dissoziierte bei 45 °C in
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niedermolekulare Komplexe (30 und 60 kDa). Generell waren die beobachteten
Dissoziationen reversibel wenn die hitzebehandelte (45 °C) Proteinprobe bei 25 °C
separiert wurde (Rec.).
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Abbildung 27: Quartare Strukturanalyse 80 °C vorbehandelter sHSPs mittels Blue Native PAGE

HisssSHSPs wurden fur 1 h bei 80 °C vorbehandelt, bevor sie bei 4 °C mittels BN PAGE getrennt wurden.

Bei den bisherigen Analysen waren alle sHSPs bis 80 °C stabil/léslich und zeigten
keine groReren Anderungen der sekundaren Struktur. In einem dazu vergleichenden
Experiment wurde die quartére Struktur von 80 °C vorbehandelten sHSPs mittels BN
PAGE analysiert (Abbildung 27). Die Vorbehandlung bei 80 °C fihrte zu einem
verschwinden der vorher beobachteten Oligomere, so dass hauptsachlich Dimere
und Monomere gefunden wurden. isgl7.6A und nis6At18.1 zeigten zusatzlich Reste
nicht dissoziierter oder auch neu assemblierter oligomerer Formen im molekularen
Trennbereich zwischen 440 - 1.000 kDa.

Die zu ihren Modifikationen in vergleichender Weise analysierten sHSPs (Atl17.8,
Atl18.1, Atl7.6) zeigten teilweise sehr vielféltige Unterschiede, so dass sie
nachfolgend einzeln beschrieben wurden. At18.1 separierte bei 4 °C in zwei
separaten Komplexen, je einer bei ~230 und einer bei ~450 kDa (Abbildung 28). Der
auf Hohe von 230 kDa beobachtete Komplex, dissoziierte bei RT in verschiedene
niedrigere molekulare Komplexe. Wurde At18.1 bei 45 °C getrennt, dissoziierten alle
bei 25 °C beobachteten Komplexe zu einem niedrigmolekularen Komplex bei ~30
kDa. Unter Recovery Bedingungen getrennt zeigte At18.1 gleiches Verteilungsmuster
wie unter 25 °C Bedingungen. uissAt18.1-Cl separierte als ein temperaturstabiler
Komplex (bis 45 °C) bei ca. 220 kDa.
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Abbildung 28: Quartére Strukturanalyse von N-Terminal His6-Epitoptragenden Klasse 1 sHSPs im Vergleich zu ihren
nativen Versionen

nisssSHSPs wurden vergleichend zu TEV geschnittenen sHSPs mittels BN PAGE bei angezeigten Temperaturen
separiert. Ein von vorherein ohne Modifikationen gereinigtes sHSP (At18.1) wurde zusétzlich mit seiner His6-Epitop

versehenen Version verglichen. Entsprechende SEC Profile bei RT wurden jeweils rechts angefugt.

Das mit Epitop versehene nis6At17.8-Cl, sowie das geschnittene ;/At17.8-Cl zeigten
keine Unterschiede zueinander, dafur unterschieden sie sich von allen anderen
untersuchten sHSPs. Bei 21 °C und Recovery Bedingungen separierten diese
Proteinvarianten jeweils als niedrigmolekularer Komplex bei ~35 kDa. Bei 4 °C und
45 °C bildete sich neben dem niedrigmolekularen Komplex zuséatzlich ein hdher
molekularer Komplex zwischen 200 - 440 kDa. Deletion des betreffenden Klasse 1
N-Terminus (hiseAt17.8AN;.43-Cl) fuhrte zu einer von Temperatur unabh&ngigen
Zunahme des Signals bei 240 kDa (Abbildung 29). Jedoch lagen bei 25 °C und
Recovery Bedingungen ein grol3erer Teil als niedrigmolekularer Komplex bei ~30
kDa vor, verglichen zu 4 °C und 45 °C. Die Addition eines Klasse 2 N-Terminus
(At17.6N141) an die N-terminale Deletion des Klasse 1 sHSPs (At17.8ANg43.158) flhrte
zu einem stabilen bis 45 °C nicht dissoziierenden Komplex bei ~240 kDa
(HissChimere = iseAt17.6N1.41:At17.8AN143-Cl).
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Abbildung 29: Quartérstrukturanalyse mittels Blue Native PAGE und SEC

Es wurden die Ergebnisse der schrittweisen Umstrukturierung des Klasse | N-Terminus zu einem Klasse Il N-Terminus

vergleichend dargestellt. Die dazugehdrigen SEC Profile bei RT wurden jeweils rechts angefugt.

Beim Vergleich der beiden Klasse 2 Mitglieder war festzustellen, dass hissAt17.7-ClI
bis 45 °C nicht dissoziierte, wahrend pisgAtl7.6-Cll ein temperaturabhangiges
Verteilungsmuster aufwies (Abbildung 26B und Abbildung 30). Bei 4 °C separierte
HiseAtL7.6-Cll in bis zu ~18 unterscheidbare Komplexe welche zwischen 35 und
1.000 kDa zu finden waren. Bei 25 °C war eine Konzentrierung dieses
Verteilungsmusters auf den Trennbereich zwischen 60 - 440 kDa festzustellen mit
einem schwachen Signal bei ~20 kDa. Bei 45 °C verschwand dieses
niedermolekulare Signal und eine weitere Konzentrierung des Verteilungsmusters im
Trennbereich von ~120 - 240 kDa, mit einem nun sehr ausgepréagten Signal bei ~240
kDa war zu beobachten. Ein kleiner ,niedermolekularer Rest bei 60 kDa war
ebenfalls sichtbar. Unter Recovery Bedingungen zeigte sich das gleiche Trennmuster
wie unter 25 °C Bedingungen. Im Gegensatz zu den Klasse 1 Proteinen (s.
HissAt17.8-Cl und ,;/At17.8-Cl) zeigte das TEV-Protease geschnittene Klasse 2 sHSP
«tAtl7.6-Cll leichte Veranderungen im Trennungsmuster im Vergleich zu seinem
nicht geschnittenem Ausgangsprodukt (nissAt17.6-Cll). Einerseits waren kaum noch
temperaturabhéngige Anderungen im Trennmuster von ., /At17.6-Cll zwischen 4 °C
und 25 °C festzustellen (Abbildung 30). Andererseits war das relativ
temperaturstabile Verteilungsmuster von ,/At17.6-Cll bei 4 °C, 25 °C und Recovery
Bedingungen dem Trennmuster von uis6Atl7.6-Cll bei 25 °C und Recovery
Bedingungen sehr ahnlich. ,/At17.6-Cll zeigte bei 25 °C eine gleichmalige
Verteilung zwischen 17 und ~240 kDa. Nach Trennung bei 45 °C konzentrierte sich
das Verteilungsmuster in dem Trennungsbereich zwischen 60 - 240 kDa, mit
einhergehender Abnahme der niedermolekularen Signale zwischen 17 - 60 kDa. Von
At17.6-ClIl konnten nur geringe Mengen geschnittenes Protein gewonnen werden, da
das Entfernen des His6-Tags Aggregation ausloste. Daher konnten keine SEC
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Separationen durchgefiihrt werden, da diese relativ groRe Mengen an Protein im
Vergleich zu BN PAGE bendotigten.
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Abbildung 30: Quartére Strukturanalyse von nissAt17.6-Cll und ,:/At17.6-Cll bei verschiedenen Temperaturen
Das Entfernen eines Klasse 2 N-Terminus (niseAt17.6AN14; und ¢, :At17.6AN1.41)
fuhrte zu einer Reduktion der verschiedenen aufgetrennten Komplexe im Vergleich
zu seiner full-length Version, doch auch hier waren Unterschiede zwischen TEV-

Protease geschnittenem und nicht geschnittenem Protein feststellbar (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Quartére Strukturanalyse von 1ssAt17.6AN-CIl und .:At17.6AN -Cll bei verschiedenen Temperaturen

HissAt17.6AN-CII zeigte temperaturabhéngige Komplexverteilung, auch zwischen 4 °C
und 25 °C. Nach Entfernen des His6-Epitops war nur noch bei simulierten
Hitzestress (45 °C) eine deutliche Veranderung im Trennmuster feststellbar.
HissAt17.6AN-CII zeigte bei 4 °C zwei ausgepragte Komplexe bei ~30 und ~ 80 kDa,
sowie zuséatzliche Signale bei ~60, 180, 240 und 300 kDa. Bei 25 °C waren die
niedermolekularen Signale (<80 kDa) schwacher, wahrend die bei 4 °C schwacheren
Signale bei ~180 kDa, bei 25 °C deutlich an Intensitdt zunahm. Es kam zu einer
Verlagerung der Intensitdten innerhalb bereits bei 4 °C vorhandener Komplexe in
Richtung der hoher molekularen Komplexe bei 180 kDa. Bei 45 °C sammelten sich

die getrennten Komplexe nur noch in einem Trennbereich zwischen 60 - 240 kDa mit
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einem intensiven Signal bei ~200 kDa. Unter Recovery Bedingungen getrennte
Proben zeigten das gleiche Trennmuster wie die bei 25 °C getrennten Proben. Das
TEV-Protease geschnittene ,/At17.6AN-CIl separierte bei allen Temperaturen in
wenigen Komplexen. Ein Hauptsignal lieR sich bei ~200 kDa beobachten mit
schwacheren Signalen bei ~160 und 240 kDa. Das Trennmuster unterschied sich
nicht bei 4 °C oder 25 °C, sowie Recovery Bedingungen. Bei 45 °C war eine diffuse
Verteilung der getrennten Proteine in einem Trennbereich zwischen 80 - 240 kDa zu
finden, mit einer Konzentrierung bei ~160 kDa. Aus den vorliegenden Ergebnissen
ergibt sich, dass das His6-Epitop einen Einfluss auf die Struktur der verschiedenen
getesteten sHSPs hatte.

Weiterhin  zeigten die dargestellten SEC  Separationen  weitestgehend
Ubereinstimmung mit den BN-PAGE Ergebnissen, doch der bei BN-PAGE in einigen
Fallen dokumentierte einzelne dominante Komplex bei ~230 kDa war in den SEC
Daten nicht immer dominant. pisgAt17.6A-Cl, hiseAtl7.6B-Cl und nissAt18.1-Cl zeigten
deutliche Peaks im niedermolekularen Bereich ohne vergleichbar Intensive Komplexe
bei BN-PAGE Untersuchungen. Auch waren in einigen Fallen sehr grof3e (8 - 9 ml)
bei 280 nm absorbierende Bestandteile im SEC Elutionsprofil dokumentiert worden,
welche nicht in den mittels SDS-PAGE getrennten Fraktionen beobachtet wurden
(Abbildung 32). Die hier dargestellten bei 25 °C gewonnenen SEC-Profile wurden vor

allem genutzt, die bei BN-PAGE getrennten sHSPs naher zu quantifizieren.

664 440 240 67 17 kDa
VAR 2 v v
HssATL7.4  FEEE s S S S — D Gaas -

HssAt17.68 I R

HEATL7.8 55— QU D i i

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1B ml
Abbildung 32: SDS-PAGE ausgewéhlter SEC Fraktionen

SEC Fraktionen wurden gesammelt, TCA geféllt und mittels SDS-PAGE getrennt.

Eine vergleichende Ubersicht der erhaltenen Molekulargewichte wurde in Tabelle 11

zusammengestellt.
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Tabelle 11: Ubersicht der beobachteten quartaren Strukturen der untersuchten Proteine

Protein

Oligomergewichte BN-
PAGE
bei 25 °Cin [kDa]

Oligomergewichte
SEC

bei 25 °Cin [kDa]

Anzahl

Monomere

HesAt17.4 | 430, (120), (40) 458, 39, 22 23,2, 1
HseAL17.6C | 200, (120), (60), 40 237, 86, 35 12,4, 2
HseAt17.8 | (340), 40 356, 71, 35 18, 4, 2
wAt17.8 (340), 40 356, 35 18, 2
HssAt18.1 | 200, (180), (80), 40 237, 86, 35 12, 4,2
At18.1 550, 200, 40 250, 151 14, 8
HssAt17.6A | 200, (120), (60), 40 237, 86, 35 12, 4,2
HissAt17.6B | 340, 230, 80, 60, 40 338, 38, 21 16, 2, 1
HssAt17.6 | 240, 200, 160, 80, 40 237, 91, 33 12, 4,2
At17.6 200, 160, 80, 40
HssAt17.7 | 200, (80), 40 250, 91, 33 12,4,1
HissAt17.8AN | 200, 40 204, 86, 33 12, 4,2
HissAt17.6AN | 240, 200, 160, 80, 40 194, 71, 28 12,4,2
«/At17.6AN | 240, 200, 160, 80
HssChimare | 200, 40 237, 78, 33 12,4, 2
MDH 86, 39 2,1
HissCPH1A2 136, 64 2,1

3.4 Funktionsanalyse

In diesem Abschnitt wurden funktionelle Charakteristika der

isolierten sHSPs

untersucht. Es sollte untersucht werden, wie sHSPs ausgewahlte Klienten-Proteine

vor thermisch induzierter Denaturierung bewahren kénnen.
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3.4.1 MDH als Klient

Die gereinigten sHSPs wurden einer etablierten Funktionsanalyse unterzogen (Lee
et al., 1997; Basha et al., 2006). Es wurde untersucht, welche der gereinigten sHSPs
die Moglichkeit besitzen, andere thermolabile Proteine unter denaturierenden
Bedingungen vor irreversibler Aggregation und daraus resultierender Prazipitation zu
schitzen. Es wurden je 3 uM MDH als thermolabiles Protein entweder alleine oder
mit definiert steigenden molaren Mengen eines sHSPs bei 45 °C fir 1 h inkubiert.
Nach abtrennen der prazipitierten Proteinfraktion wurden die Fraktionen mit I6slichen
(Soluble) und aggregierten (Pellet) Protein vergleichend mittels SDS-PAGE
analysiert (Abbildung 33). Es zeigte sich, dass alle gereinigten sHSP full-length
Proteine mit und ohne His6-Epitop in der Lage waren MDH vor Aggregation bei 45
°C zu schutzen (Abbildung 33A). Steigende sHSP Ratio resultierten in intensiveren
MDH Signalen in der I6slichen Fraktion mit gleichzeitiger Abnahme der
komplementaren MDH Signale in der zentrifugierten aggregierten Fraktion. MDH
ohne sHSPs aggregierte unter den gewahlten Bedingungen komplett. In vorherigen
Experimenten wurde gezeigt (s. Loslichkeitsexperimente, CD-Spektroskopie), dass
SHSPs loslich bis zu der hochsten getesteten Temperatur (80 °C) waren. In
Kombination mit der hier durchgefihrten Klient-Protektionsanalyse sollte getestet
werden, ob sHSPs auch nach einer thermischen Vorbehandlung bei 80 °C
Chaperonaktivitat zeigten. Alle full-length nissSHSPs der Klasse 1 wurden fur 1 h 80
°C ausgesetzt, bevor sofort im Anschluss eine Klient-Protektionsstudie nach oben
beschriebenem Schema durchgefuhrt wurde (Abbildung 33B). Auch hier liel3 sich
feststellen, dass sHSP Zugabe zur Abnahme von MDH in der Pellet Fraktion flhrte,
wenn auch in leicht vermindertem Mal3e. Die einzigen getesteten Proteine welche zu
keiner sichtbaren Klient-Protektion fuhrten waren das als negative Kontrolle
ausgewahlte Lysozym, sowie die His6-Epitop tragenden Klasse 1 und 2 Protein-
Deletionen uis6At17.8AN-CI (nicht gezeigt) und isgAt17.6AN-CIl (Abbildung 33C).
Entfernen des His6-Epitopes (c./At17.6AN-CII) oder die Insertion eines Klasse 2 N-
Terminus zwischen His6-Epitop und Klasse 1 Rickgrat (Chimera) fihrte zu einer
Zunahme von léslichem Klient. Es wurde nun getestet welche Unterschiede in den
MDH Enzymaktivitdten feststellbar waren, wenn MDH alleine oder zusammen mit

sHSPs thermischer Belastung ausgesetzt war.
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Abbildung 33: Klient-Protektionsanalyse mit MDH als Klient

Steigende Molare Mengen an issSHSPs (A) wurden in vergleichender Weise zu ihren nativen und anderweitig
modifizierten Versionen (C) mit je 3 uM MDH bei 45 °C fur 1 h inkubiert. Nach Zentrifugation wurden je ein Aliquot des
unloslichen Pellets (P) und ein Aliquot des lgslichen Uberstandes (S) mittels SDS-PAGE analysiert. Zur Uberpriifung
der Funktionalitdt von hitzevorbehandelten sHSPs (B), wurden vor dem bereits beschriebenem Prozedere die
getesteten sHSPs bei 80 °C fir 1 h vorbehandelt. (F-H) Klient Aktivitatsprotektionsanalyse von MDH und HRP mit und
ohne sHSPs. Nach Dokumentation des Aktivitatsverlustes von MDH (E) und HRP (G) bei verschiedenen
Temperaturbedingungen wurde in einem ersten Ansatz die Restaktivitat von MDH ohne und mit steigender isgAt17.8
Ratio nach 1 h Inkubation bei 45 °C (F) bestimmt. (G) HRP wurde alleine oder mit angezeigten Proteinkombinationen fur
1 h bei 70 °C inkubiert. Es wurde immer eine 1:1 Ratio in Bezug auf HRP verwendet. Die Fehlerbalken prasentieren den

Standardfehler der Standardabweichung von mindestens drei unabh&ngigen Experimenten.

Die bei 25 °C gemessene Grundenzymaktivitdt (AA*min™) von 15 uM MDH wurde

bestimmt und 100 % gesetzt (Abbildung 33E). Die weiteren unter verschiedenen
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Bedingungen gemessenen Enzymaktivitditen wurden dazu prozentual in Relation
gesetzt. MDH bei 45 °C fur 1 h alleine inkubiert, fuhrte zu einer Abnahme der
gemessenen Restaktivitat auf ~75 - 80 %. Ein Vergleich mit um 5 °C erhohter
Temperatur (50 °C) zeigte eine weitere Verringerung auf 15 % Restaktivitat. Die
Zugabe von steigenden Mengen an sSHSPs (hiseAt17.8-Cl; Abbildung 33F) fiihrte zu
keiner Veranderung der bei 25 °C und bei 45 °C gemessenen Aktivitaten. Das als
Kontrolle verwendete Protein (Lysozym) zeigte ebenfalls keinen Schutzeffekt (nicht
gezeigt).

Wie fur MDH beschrieben, wurde in einem kombinierten Ansatz HRP (Horse-Radish-
Peroxidase) als exemplarisches thermostabiles Protein einer Denaturierungsreihe mit
nachfolgender Restaktivitatsbestimmung unterzogen (Abbildung 33G). Ab einer
Temperatur von 70 °C war eine Reduktion der HRP Restaktivitat auf ~50 % im
Vergleich zu der bei 25 °C gemessenen Grundaktivitat (100 %) feststellbar. Wurden
zu HRP vor der Hitzebehandlung diverse issSHSPs in &quimolaren Mengen
zugegeben (Abbildung 33H), lag die resultierende Restaktivitdt zwischen 45 — 70 %.
Zugabe von thermolabiler MDH vor der Hitzebehandlung flhrte zu einer Reduzierung
der HRP Restaktivitat auf ~17 %. Addition eines sSHSPs (nisgAt18.1) zu MDH und
HRP komplementierte diesen Effekt zu einem gewissen Ausmal3, erkennbar an einer
leicht erhohten HRP Restaktivitat (30 - 40 %).

3.4.2 CPH1A2 als Klient

CPH1A2 wurde als neues, weiteres Klientenprotein in die Funktionsanalysen mit
einbezogen. Fotoreversibles CPH1A2 besteht aus zwei Komponenten, dem
Apoprotein und dem Chromophor, in diesem Fall Phycocyanobilin. Zuerst wurde die
Abnahme der rot / dunkelrot Licht induzierten Fotokonversion ohne sHSP Zugabe bei
verschiedenen Temperaturen getestet und dokumentiert (Abbildung 34A & B). Zur
besseren Darstellung des fotokonvertierbaren Proteinanteils wurde ein
Differenzspektrum (rot - dunkelrot) kalkuliert (s. fur Details Abbildung 5). Eine
Fotokonversionsabnahme startete bei 50 °C, Aggregationen zwischen 50 - 60 °C. Bei
50 °C fotokonvertierten nur noch die Halfte der eingesetzten CPH1A2 Molekile. Zur

Absicherung der gezeigten ZnAc Farbungen, wurde die ZnAc Aufldsungsgrenze,
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sowie Selektivitat vergleichend zu dem in dieser Arbeit verwendetet Coomassie
Brilliant Blue R-250 Farbstoff getestet.
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Abbildung 34: Voranalysen mit CPH1A2

(A) Die berechneten Differenzspektren (Pr-Pfr) zeigten die restliche Fotokonvertierbarkeit nach jeweiliger
Vorbehandlung fur 1 h an (schwarz = 25 °C; hell gelb =30 °C, hell orange =40 °C, orange =50 °C, rot =60 °C, dunkel rot
= 70 °C). Ein Aliquot wurde vor (T) und nach Inkubation (S) bei angegebener Temperatur entnommen und nach
Zentrifugation mittels SDS-PAGE analysiert. (B) Mit Hilfe der Differenzspektren errechnete Konzentrationen der
fotoreversiblen Molekiile nach angegebener Temperaturbehandlung. (C) Test der Auflésungsgrenze der verwendeten
ZnAc Farbung im Vergleich zu Coomassie Brilliant Blue R-250. (D) Selektivitat der ZnAc Farbung im Vergleich zu R-

250. Verwendet wurde ein Lysat aus CPH1A2 exprimierenden E. coli Zellen.

Vergleichend durchgefiihrte ZnAc Farbungen zeigten, dass diese eine mit
Coomassie R-250 (R-250) vergleichende Auflosungsgrenze (~ 50 ng Protein) hatten
und nur korrekt assembliertes CPH1A2 in einem E. coli Lysat (CPH1A2 Expression
geerntet nach 18 h) farbten (Abbildung 34C & D). Das fertig assemblierte Holoprotein
zeigte bei Tageslichtbedingungen eine tiurkise Farbe (Abbildung 35A). In einer
vergleichenden Analyse wurde CPH1A2 entweder alleine, mit ausgewahlten sHSPs
(HissAt17.6B, hissAt17.8) oder MDH fur 1 h bei 55 °C inkubiert. Im Anschluss wurde fir
5 min mit 21.000g zentrifugiert. CPH1A2 alleine oder mit MDH aggregierte nach

Hitzebehandlung und war im Pellet zu finden, wodurch der Uberstand klar und
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farblos war. Addition der sHSPs flihrte nach Hitzebehandlung zu einer klaren, blauen

Ldsung mit keinem sichtbaren Pellet.

A CPH1A2 B CPH1A2 + At17.8
MDH At17.6B At17.8 _ 0,1 q25°c—;Hsk
¥ E B Z 0,05 | 55°c = ;H5h
s o la L
C v i %_01052 0 440 530 620 800
25°C 55°C 2 01 { Mhm]
0,15 -

Abbildung 35: Klient-Protektionsanalyse mit CPH1A2 als Klient

(A) Cph1A2 wurde alleine oder mit angezeigten sHSPs oder MDH fiir 1 h bei 55 °C inkubiert. Nach Zentrifugation
wurden die Proben dokumentiert. Der Ansatz At17.8 und CPH1A2 wurde vor und nach Hitzebehandlung auf

Fotokonversion getestet und mit einem Aliquot CPH1A2 ohne sHSPs (B) verglichen.

Der im l6slichen Uberstand enthaltene CPH1A2 Anteil wurde auf Fotokonversion
getestet (Abbildung 35B). Hitze filhrte zu einer Abnahme der beobachtbaren
Differenz zwischen Pr und Pfr Konformation. Addition eines sHSPs (At17.8-Cl)
resultierte nach Temperaturbehandlung in keiner hoheren Fotokonversion.

3.4.3 Analyse der sHSP / Klienten Interaktionen

Mit Hilfe der Gelfiltrationschromatographie sollte das sHSP / Klienten Verhalten nach
verschiedenen Temperaturvorbehandlungen untersucht werden. Die SEC Analysen
fanden bei 25 °C statt. Wurde MDH alleine mit erhéhten Temperaturen (45 °C)
vorbehandelt, kam es zu keiner Verlagerung der beobachteten Peaks im
gemessenen Separationsprofil  (Abbildung 36A). Einhergehend mit einer
gleichmafigen Abnahme des bei der SEC Separation beobachteten MDH Peaks war
eine leichte Abnahme an MDH in den SDS-PAGE getrennten Eluatfraktionen zu
beobachten (Abbildung 36B). Wurden sHSPs und MDH bei 25 °C zusammen
inkubiert blieb das Separationsprofil von MDH unbeeinflusst. Wurde eine sHSP /
MDH Proteinmischung vor der Trennung einer fur MDH denaturierenden Bedingung
ausgesetzt (45 °C far 1 h), zeigten die dokumentierten Elutionsprofile deutliche
Veranderungen. Ein neuer Peak bei 8 - 9 ml erschien, wéhrend der beobachtete
Peak im Bereich von 15 - 16 ml abflachte.
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Abbildung 36: sHSP / MDH Komplexbildung unter denaturierenden Temperaturen

MDH wurde alleine oder in Kombination mit einer &quimolaren Ratio (Klasse I) oder im 10 fachem Molaren Uberschuss

zu sHSPs der Klasse Il fiir 1 h bei 45 °C inkubiert und im Anschluss zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels SEC
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getrennt und bei A280nm dokumentiert (A). 1 mL Eluatfraktionen wurden gesammelt und nach Aufkonzentrierung
mittels SDS-PAGE analysiert (B). (C & D) bis-ANS Kompetitionsassay wurde durchgefiihrt wie im Methodenteil
beschrieben. Dargestellt wurden die berechneten bis-ANS Fluoreszenz- zu Coomassie-Intensitaten Ratios von sHSP /
MDH Ko-Inkubationen bei angegebener Temperatur. In (C) wurden die errechneten Ratios der sHSP Signale angezeigt
und in (D) die Ratios der dazu korrespondierenden ko-inkubierten MDH Signale. Die Fehlerbalken prasentieren den

Standardfehler der Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten.

Analyse der betreffenden Eluate zeigte, dass bei 8 - 9 ml sHSP und MDH in der
gleichen Fraktion eluierten, wahrend bei 15 - 16 ml restliches ungebundenes, nicht
denaturiertes MDH eluierte (zur besseren Ubersicht wurde hier nur das MDH Signall
gezeigt). Nur eine Inkubation ab 45 °C fuhrte zu der beschriebenen beobachtbaren
Zunahme von sHSP und MDH in der Frih eluierenden Fraktion bei 8 - 9 ml. Alle
getesteten sHSPs, sowie auch die exemplarische Klasse 2 Deletion reagierten mit
dem gleichen beobachtbaren Mechanismus, wenn auch mit unterschiedlichen
Effektivititen. Die beobachteten Effektivitdten schwankten auch innerhalb der Klasse
1 Proteine, so dass einige sHSPs protektiver wirkten (Atl17.8, Atl7.4, Atl7.6C und
Atl18.1), als andere.

Wie bereits im bis-ANS Bindungsassay beschrieben, zeigten uissHSPs in der
Tendenz ein bei allen Temperaturen eher konstant hohes bis-ANS
Bindungsvermégen, wahrend MDH ein mit Temperatur ansteigendes
Bindungsverhalten zeigte. Ein parallel durchgefuhrter bis-ANS Kompetitionsassay
(Abbildung 36C & D) zeigte eine Abnahme der kalkulierten Fluoreszenz zu
Coomassie Ratios, nach Zugabe von sHSPs zu einem Uberschusses an MDH (1:5).
Die gemessene Fluoreszenzintensitat zu Coomassie Signalstarken Ratio verringerte
sich bei 37 °C und war bei 45 °C minimal, sowohl bei den gemessenen sHSP-, als
auch bei den MDH - Signalen. Bei 55 °C wurden die Ratios wieder leicht starker.
Wurden mehr sHSPs mit MDH inkubiert (1:1) verringerte sich der beobachtete Effekt.
SsHSPs scheinen an derselben Oberflachenstruktur fur Klienten- und bis-ANS-
Bindung zuganglich zu sein, so dass ein kompetitives Verhalten zu beobachten war.
Das in vergleichender Weise zu MDH getestete CPH1A2 zeigte, dass nissAt17.8-Cl
und CPH1A2 weder bei 25 °C noch bei 45 °C reagierten (Abbildung 37A & B). Ab 50
°C war der Anstieg eines Peaks in der friih eluierenden Fraktion (8 - 9 ml) zu
beobachten. Bei 55 °C war eine weitere Zunahme zu beobachten. Aufgrund der
Absorptionseigenschaften von CPH1A2 wurden diese Analysen nicht nur bei einer
Absorptionswellenldnge (280 nm) dokumentiert, sondern auch bei 660 nm, sowie
700 nm.
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Abbildung 37: sHSP / CPH1A2 Komplexbildung unter denaturierenden Temperaturen

55°C 50°C 45°C 25°C 00

(A) CPH1A2 wurde alleine (linke Spalte) oder im 10fachem Uberschuss zu At17.8 (rechte Spalte) bei 25, 45, 50 und 55 °C
fir 1 h inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mittels SEC separiert. Der Lauf wurde bei den angegebenen
Wellenlangen beobachtet. Gesammelte 1 mL Fraktionen wurden konzentriert und mittels SDS-PAGE getrennt (B), ZnAc

gefarbt und dokumentiert.
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So lie3 sich direkt mit der jeweiligen Wellenlange beobachten, welcher Teil der
allgemeinen Proteinabsorption (Azsonm) In den gezeigten Elutionsprofilen vom
Klienten resultierte (660 nm und 700 nm). Der separat beobachtbare Anteil (660 nm
und 700 nm) zeigte unter denaturierenden Bedingungen nur einen minimalen
Zuwachs in der friher eluierenden Phase. Neben der bei 280 nm gemessenen
Absorption, zeigte auch die Fraktionsanalyse, dass nissAt17.8-Cl und CPH1A2 in der
gleichen Fraktion zwischen 8 - 9 ml vorhanden waren (zur besseren Ubersicht wurde
nur der CPH1A2 Anteil gezeigt). nissAt17.8-Cl hatte CPH1A2 unter denaturierenden
Bedingungen gebunden und l6slich gehalten, doch die Rot und dunkel rot Licht
absorbierenden Eigenschaften des Phytochroms waren stark beeintrachtigt. Das
parallel  dazu  getestete  4is6Atl7.6B-Cl  zeigte  einen  vergleichbaren
temperaturinduzierten Klienten Einlagerungsmechanismus, wenn auch mit geringerer
Effizienz. Fur einen sichtbaren Effekt wurde eine 1:1 Ratio benétigt (Eisenhardt,
2012). nis6At17.8-Cl zeigte fur beide getestete Klienten (MDH und CPH1A2) hohe
Bindungseffizienz unter denaturierenden Temperaturen, wahrend pisgAt17.6B-Cl in

beiden Féllen niedrigere Effizienz zeigte.

3.4.4 Exemplarische in vivo Funktionsstudie

Eine abschlieBende an die Ergebnisse der vorherigen Interaktions- und
Funktionsanalysen angelehnte Untersuchung testete, inwiefern Hefen erhohte
Temperaturen tolerieren kénnen, wenn diese sHSPs exprimierten. Es wurden
verschiedene sHSP Homodimerisierungskombinationen im Vergleich zur Hefe 2-
Hybridsystem positiv-Kontrolle (p53 / large-T) aufgetragen und bei ,normalen® (30
°C) oder erhohten Temperaturen (37 °C) fur 3 Tage inkubiert. Wie in Abbildung 38 zu
entnehmen, wuchsen bei 37 °C alle getesteten Kombinationen gerade noch auf DD
Medium, aber nicht auf TD und QD Medium. Eine durch sHSPs vermittelte héhere
Thermotoleranz war mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid Systems nicht zu beobachten

gewesen.
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30°C

1=BD:p53/ AD:Large-T
2=BD:17.4/AD:17.4
3=BD:17.6C/ AD:17.6C
4=BD:17.8/AD:17.8
5=BD:18.1/AD:18.1

Abbildung 38: Hefewachstumsanalyse bei schwerem Hitzestress

Die angezeigten AD und BD Kombinationen wurden auf verschiedenen stringenteren Mangelmedien ausgestrichen und
bei 30 °C oder 37 °C fiir 3 Tagen inkubiert.

4 Diskussion

sHSPs der zytosolischen Klassen 1 und 2 aus Arabidopsis wurden in dieser Arbeit
vergleichend analysiert. Zuerst wurden cDNAs aus nicht gestressten und gestressten
A. thaliana Pflanzen hergestellt, aus welchen cDNAs der verschiedenen
untersuchten Hitzestressproteine isoliert werden konnten. Trotz der teilweise sehr
starken Ahnlichkeiten der einzelnen sHSP Sequenzen, konnten die Sequenzen
einzelner sHSPs aus der aus hitzegestressten Pflanzen erstellten CcDNA,
Uberraschenderweise in vielen Fallen auch aus der Kontrolle (Pflanzen vor der Ernte
bei 20 - 25 °C gehalten), spezifisch angereichert werden. Einige
Transkriptionsprofilanalysen zeigten vor allem hitzestress-, aber in manchen Fallen
auch ein breites Spektrum anderweitiger stressassoziierter Transkriptionsteigerungen
der untersuchten sHSP Gene (Swindell et al., 2007; Siddique et al., 2008). Einige der
untersuchten Mitglieder waren aber auch zu bestimmten entwicklungsspezifischen
Stadien hochreguliert (Kotak et al., 2007; Dafny-Yelin et al., 2008). Eine weitere,
diesen Arbeiten vergleichbare, semi-quantitative PCR Analyse, in Kombination mit
pull-down Analysen aus Pflanzenextrakten, konnte ebenfalls sHSP Transkriptions-

und Translationsprodukt auch bei nicht hitzegestressten Pflanzen nachweisen (Kim
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et al., 2011). Auch wurde bereits eine durch bestimmte Metalle, Aminoséure
Analogons oder oxydativen Stress induzierte SHSP Expression beobachtet (Lee et
al., 1996; Banzet et al., 1998; Guan et al., 2004). Die hier verwendeten und
verschieden vorbehandelten Pflanzen zeigten keine &uf3erlichen Unterschiede,
sahen gesund aus und waren ihrem Alter entsprechend entwickelt, daher wurden
anderweitige stressinduzierende Faktoren durch abiotische oder biotische Stressoren
ausgeschlossen. Eine durch die Ernte induzierte SHSP Expression, als Antwort auf
die Verwundung (Swindell et al., 2007), wurde durch sofortiges einfrieren in flissigen
Stickstoff vermieden.

Da in dem hier untersuchten Fall der komplette Pflanzenkorper zur RNA Extraktion
fur die cDNA Synthese eingesetzt wurde, konnte nicht bestimmt werden ob die
erhaltenen sHSP Transkripte einem bestimmten Organ oder Gewebeabschnitt
entstammten. Eine dem Entwicklungstand abhangige Transkription einiger sHSPs,
welche noch nicht dokumentiert wurde, konnte nicht ausgeschlossen werden. Vor
allem fur At17.8-Cl liegen aul3er den hier prasentierten und den von Kim et al. (2011)
beschriebenen semi-quantitativen Analysen keine anderweitigen hitze spezifischen
Transkriptionsanalysen vor. Auf den fur Arabidopsis haufig fir Microarray Analysen
standardisiert verwendeten Affymetrix ATH1 Gene Chip war keine At17.8-Cl
Sequenz vorhanden, so dass im Vergleich zu anderen sHSPs die Datenlage sehr
luckenhaft ist (Siddique et al., 2008). Entwicklungsbiologische Studien an Trichomen
zeigten aber, dass Atl7.8 zusatzlich zu Hitze, auch mit bestimmten
Entwicklungsstadien assoziiert vorgefunden werden kann. In Arabidopsis gehorte es
zu den 5 % der am starksten hochregulierten Transkripte in Trichomen (Jakoby et al.,
2008).

Es lasst sich zusammenfassen, dass die untersuchten sHSPs scheinbar unabhangig
von Hitzestress zu haufigeren Zeitpunkten in Arabidopsis vorliegen als die
Nomenklatura vermuten liel3e. sHSPs der Klasse 2, vor allem At17.6 schien dabei
strikt Hitze reguliert, im Vergleich zu den anderen getesteten Mitglieder der Klasse 1.
Bereits friher wurde beschrieben, dass in P. sativum Psl17.7-Cll erst bei leicht
hoheren Temperaturen im Vergleich zum getesteten Ps18.1-Cl vorlag. Auch waren
das Klasse 2 sHSP unter Recovery Bedingungen schneller wieder verschwunden
(Helm et al., 1997). Generell waren die bisherigen veroffentlichten Daten noch zu
lickenhaft, so dass nicht gesichert war, ob die striktere Transkriptionskontrolle der

Klasse 2 sHSPs ein flr diese Klasse spezifische Eigenschaft darstellte.
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Die weiteren Analysen zeigten in wenigen Aspekten ein von SHSP
Klassenzugehorigkeit unabhéngiges Ubereinstimmendes Verhalten, aber in den
meisten anderen Analysepunkten sehr divers zu diskutierende Resultate. Die
erhaltenen Ergebnisse in Bezug auf Interaktions-, Struktur- und Funktionsanalysen
wurden in den nachfolgenden jeweiligen Abschnitten diskutiert, bevor erarbeitete
allgemeine Unterschiede und Gemeinsamkeiten innerhalb einer und zwischen den

sHSP Klassen abschlieRend zusammenfassend diskutiert wurden.

4.1 Interaktionsanalyse

Die fur eine Interaktionsanalyse ausgewahlten Proteine wurden einer in vivo
Lokalisationsstudie unterzogen. Nach Komplettierung dieser Studie war zu
bemerken, dass eine gleichméaRige Verteilung im Zytosol bei allen Klasse | sHSPs zu
beobachten war. Wahrend At17.7-Cll sich wie Klasse 1 sHSPs verhielt, war At17.6-
Cll als stark konzentrierte Fluoreszenzpunkte im Zytosol zu sehen. Die beobachtete
Fluoreszenzverteilung wurde weder durch die Expressionsdauer der transfiszierten
Konstrukte noch durch einen applizierten Hitzestress beeinflusst. Das Klasse 2
Deletionskonstrukt zeigte, dass fur Granula Bildung eine ACD und C-Terminus
ausreichend waren. Einhergehend mit friheren Publikationen zeigte die
exemplarische Analyse der Chiméare, dass in die Granulabildung der
klassenspezifische Klasse 2 N-Terminus nicht involviert war (Kirschner et al., 2000).
Zur Ubersicht wurden ausgewahlte Aminosauresequenzen verschiedener sHSPs
verglichen, um Gemeinsamkeiten und Unterschiede einzelner sHSPs verschiedener
Klassen hervorzuheben (Abbildung 39). Innerhalb der C-terminalen Extension von
Atl7.7 waren vor allem zwei Aminosauren interessant. Einmal das mit dem Pfeil
markierte unpolar / hydrophobe Isoleuzin, welches bei allen anderen sHSPs die sehr
ahnliche unpolare / hydrophobe Aminosaure Valin war. Weiterhin das direkt daneben
befindliche unpolar / hydrophobe Prolin hatte At17.7 mit allen anderen untersuchten
Klasse 1 sHSPs aus A. thaliana und P. sativum gemein. Die anderen Granula
bildenden sHSPs der Klasse 2 hatten an dieser Position ein polares / neutrales
Asparagin oder Glutamin. Dies kdnnte daher von Bedeutung sein, da Prolin bekannt

ist fir seinen starken Einfluss den es auf Proteinfaltung und Proteinstrukturen haben
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kann (Levitt, 1981; Hurle, 1987). Neben den hier erhaltenen indirekten Hinweisen
musste durch zielgerichtete Deletion und / oder Aminoséaureaustausch noch direkt
bewiesen werden, dass genau diese Aminoséaure fiur fehlende Granula Bildung von

Atl17.7 verantwortlich war.
C-terminale Extension

140 {150 166
At17.6 VLKVEVOKLPE-PrPKRPKiE IOVOVA-
At17.7 VLEWLPP—PEPKKPKTIQVQVA—
Ps17.7 VLEVIVNKLPE-PEPKKPKIE IQVKMA-
At17.8 VLTVEVBKVEEAKRKAOMKS I DISG—-
O | Ps18.1 VLTVITVPK-EE-TKEKAENMKSIEESG——
At18.1 VLEVVVEKABE-KKPO-MKSIDESGEAN

cil

Abbildung 39: Aneinanderreihung von ausgewahlten Klasse 1 und Klasse 2 sHSP Aminosauresequenzen der C-

terminalen Extension

Die AS-Sequenzen von Granula bildenden Klasse 2 Proteinen aus P. sativum (Ps17.7) und A. thaliana (At17.6) wurden
im Vergleich zu nicht Granula bildenden At17.7-Cll und Klasse 1 Proteinen gelistet. Interessante AS wurden mit einem
roten Kreis markiert. Der Pfeil deutet auf die einzige AS die sich im C-Terminus von At17.7-Cll von anderen Klasse 2
und Klasse 1 Proteinen unterscheidet. Das ebenfalls im Kreis markierte Prolin war nicht in anderen Klasse 2 Proteinen
vorhanden, dafiir bei allen anderen in dieser Arbeit untersuchten sHSP der Klasse 1 (auch bei den restlichen hier nicht

gezeigten Klasse 1 Sequenzen).

Ein weiterer Unterschied zwischen den hier erhaltenen Ergebnissen und anderen
Analysen wurde wéahrend den Lokalisierungsstudien bei Doppeltransfektionen mit
zwei sHSPs aus unterschiedlichen Klassen gefunden. Bereits fur Ps17.7-ClI
beschriebene von Hitzestress abhangige Bildung von Granula, sowie das
Recruitment von anderen sHSPs der Klasse 1 in vorhandene Granula (Kirschner et
al., 2000), konnte fur unsere getesteten sHSPs aus A. thailana nicht dokumentiert
werden. In den von anderen Gruppen beschriebenen Experimenten wurden die
Tabakprotoplasten fixiert und die transient exprimierten sHSPs mittels
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern nachgewiesen (Kirschner et al., 2000). In dieser
Arbeit genutzte Fusionsproteine aus Fluoreszenzprotein und zu untersuchendem
sHSP vermieden zwar eine madglicherweise mit Stress verbundene Antikdrper-
Fixierung (18 h Fixierung), doch wurden durch die Fusion mit dem Fluoreszenprotein
(~400 - 450 AS) den sHSPs (~165 AS) sehr lange Abschnitte hinzugeftigt. Die
vergleichend analysierten YFP- bzw. CFP-Psl17.7-Cll Fusionen zeigten ebenfalls
Granulastrukturen im Zytosol (Daten nicht gezeigt). Diese waren wie die
beschriebenen Atl17.6-Cll Granula konstitutiv vorhanden und Hitze &anderte ihre
Verteilung nicht. Da die Fusion N-Terminal angefigt wurde und wie bereits
beschrieben der C-Terminus verantwortlich fur die Granula Strukturen scheint, wurde
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ein Einfluss der N-terminalen Fusion auf die allgemeine Fahigkeit zur Granulabildung
als gering erachtet. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen, dass die Fusion den
beschriebenen Rekrutierungsmechanismus von Klasse 1 Protein in Klasse 2 HSG
storte. Doch bisherige Analysen zeigten, dass der C-Terminus von Klasse 2
Proteinen fur diese Rekrutierung bendtigt wird, so dass auch hier keine Interferenzen
durch N-terminale Modifikationen zu erwarten waren (Kirschner et al., 2000; Siddique
et al., 2003).

Die bisher veroffentlichten Experimente nutzten Protoplasten zur in vivo
Lokalisationsanalyse welche aus dem Mesophyll von Tabak- oder Tomaten-Blattern
gewonnen wurden (Kirschner et al., 2000; Tripp et al., 2009). Granulabildung von
Klasse 1 Protein wurde auch ausgeldst, wenn die zellulare Proteinbiosynthese nicht
durch Cycloheximid inhibiert wurde (Helm et al., 1997; Kirschner et al., 2000). Es war
nicht auszuschlie3en, dass das als Speicher angelegte und fotosynthetisch inaktive
(dormante) Zwiebelknollengewebe zu den Unterschieden in der beobachteten
Hitzestressantwort beitrug. Es wurden bereits massive Akkumulierung von sHSPs in
Zwiebelknollen (und diversen anderen Speichergeweben) beschrieben, so dass
Interferenzen mit endogenen Zwiebel sHSPs nicht ausgeschlossen werden konnte
und daher At17.6-CIl und Ps17.7-Cll konstitutiv Granula bildeten (Lubaretz, 2002).
Da die endogenen sHSPs im untersuchten Gewebe der ,reifen” Zwiebelknolle bereits
vorlagen, wirde eine Behandlung der Zwiebelzellen mit Cycloheximid zu keinem
Effekt fuhren, wie er in Tabakprotoplasten dokumentiert wurde. Durchgefiihrte
Testexperimente zeigten, dass Cycloheximid keinen Effekt auf die Granula Verteilung
hatte (Daten nicht gezeigt). Auch der beschriebene Effekt, dass sHSPs der Klasse 1
die HSG Bildung unterdriicken (Lo6slichkeit erhéhen), konnte nicht reproduziert
werden. Neben dem Problem der endogenen sHSPs kam hinzu, dass beide Proteine
von demselben Promotor gesteuert wurden. Daher war davon auszugehen, dass die
Transkriptions- und Translationsraten beider Produkte vergleichbar waren. Neben
den erwahnten moglichen Grunden (Speichergewebe, N-terminales
Fluoreszenzprotein), wurde eventuell nicht eine bestimmte Klasse 1 zu Klasse 2
Ratio erreicht, um eine Granula l6senden Effekt auszulésen (Siddique et al., 2003).
Natdrlich ist auch nicht auszuschlieRen, dass Atl7.7 aufgrund endogener sHSPs
keine Granula bilden konnte.

In allen Fallen, aul3er fur Atl7.6-Cll nur im geringeren Mal3, wurde zusatzlich

Fluoreszenz im Zellkern beobachtet. Dies wurde bereits fir eine Vielzahl anderer
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Mitglieder der zytosolischen sHSP Klassen 1 - 7 dokumentiert (Wollgiehn et al.,
1994; Kirschner et al., 2000; Siddique et al., 2008). Da die sHSPs der nuklearen
Klasse 3 extra ein NLS besitzen und daher ebenfalls im Kern vorliegen, ist die
nukleare Funktion der eigentlich zytosolischen lokalisierten sHSP-Klassen weiterhin
nur vage definiert (Siddique et al., 2003).

Nach Bestatigung der gleichen subzellularen Lokalisation im pflanzlichen Zytoplasma
wurden Interaktionsanalysen in Hefen durchgefuhrt. Wahrend der Hefe 2-Hybrid
Analyse wurden allgemeine Interaktionsmdglichkeiten von verschiedenen vorher
definierten monomeren sHSP Kombinationen bei der Dimerbildung getestet. Wie im
Ergebnisteil angedeutet, wurde diese umfassende Analyse unter vier verschiedenen
Gesichtspunkten (siehe Ergebnisse: Dimer Varianten a - d) durchgefuhrt.

Es wurden viele verschiedene dimere Formen nachgewiesen. Neben Homodimeren
waren Heterodimere, welche aus Mitgliedern der gleichen Klasse gebildet werden
konnten, vorhanden. Es wurden keine Interaktionen zwischen monomeren sHSPs
der zwei verschiedenen zytosolischen Klassen 1 und 2 nachgewiesen. Die sHSPs
ohne N-Terminus zeigten ein eher schwaches Interaktionsverhalten im Hefe 2-Hybrid
System. Die Uniformitat der erhaltenen niedrigen Messwerte lie3 vermuten, dass
auch die Kklassenspezifische Diskriminierung eingeschrankt war, daher
madglicherweise dem klassenspezifischen N-Terminus unterlag. Da die Dimerisierung
im Allgemeinen beeintrachtigt war, konnte mit der verwendeten Methode nicht néher
differenziert werden, ob eine schwache unspezifische Interaktion gerade noch vorlag
oder eben nicht. Dies war teilweise tberraschend, da fur die Dimerisierung der N-
Terminus nicht besonders wichtig erschien. Es war den veréffentlichten Strukturen zu
entnehmen, dass der N-Terminus eine stabilisierende Funktion zwischen
verschiedenen Dimeren in einer tetrameren Konformation tlbernimmt (van Montfort et
al., 2001). An der dimeren Schnittstelle schienen Elemente der ACD, vor allem die
variable Linkersequenz mit der B¢ - Faltblattstruktur, fir eine stabile Dimerisierung
wichtiger (Abbildung 4).

Zusammenfassend liel3 sich der durchgefiihrten Analyse entnehmen, dass inter-
klassenspezifische Heterodimerisierungen als sehr unwahrscheinlich einzuordnen
sind. Diese Ergebnisse stimmen mit erhaltenen Befunden aus Interaktionsanalysen
mit kleinen Hitzestessproteinen aus anderen Pflanzen wie Erbsen und Tomaten
Uberein (Lee et al., 1995; Kirschner et al., 2000). Nur sHSPs der nuklearen Klasse 3

konnten mit beiden zytosolischen Klassen 1 und 2 im Hefesystem interagieren
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(Siddique et al., 2003). Ob Interaktionen zwischen den beiden untersuchten
zytosolischen Klassen stattfinden koénnen, wenn sHSPs der Klasse 3 vorliegen
wurden, wurde bisher nicht im Hefesystem gepruft.

Eine Tendenz zeigte sich, dass vor allem Homodimerisierungen starker waren, im
Vergleich gegenitber den meisten als positive Interaktionen eingestuften intra-
klassenspezifischen Heterodimerisierungen. Daher konnten sich durch die
beobachteten Assemblierungspraferenzen, bestimmte als moglich erachtete
heterodimere Kombinationen in vivo nie oder die Reaktionsgleichgewichte
beachtend, nur zu einem sehr geringem Anteil ergeben. At17.4-Cl passte nicht in
dieses Erklarungsschema. Hier war das Bestreben der Homodimerisierung eindeutig
geringer, als die Formierung eines Heterodimers (Interaktion mit At17.8). Ob diese
Interaktion eine besondere physiologische Bedeutung erfullt wird noch zu priufen
sein. Sie betraf zwei sHSPs, welchen auch von Hitze unabhangige Aufgaben

nachgewiesen wurden (Kotak et al., 2007; Dafny-Yelin et al., 2008; Kim et al., 2011).

Nachdem die Grenzen der mdglichen dimeren Strukturen bekannt waren, wurde die
Interaktion von sHSPs der Klasse 1 und Klasse 2 mit gereinigten Proteinen in vitro
untersucht. Der entscheidende Unterschied zu den diskutierten Hefe 2-Hybrid
Untersuchungen war, dass die hier verwendeten sHSPs keiner aufgezwungenen
monomeren Konformation wie im Hefe System unterlagen. In einer
Affinitatschromatographie basierten pull-down Analyse wurde gezeigt, dass die
exemplarisch ausgewahlten Klasse 1 und Klasse 2 Beuteproteine (At18.1 und
«tAtl7.6) mit allen ausgewéhlten sHSP Koderproteinen interagieren konnten.
Interaktionspréaferenzen gegenuber einer bestimmten Klasse waren bei den
getesteten Proteinen nicht festzustellen. Die Interaktionsanalysen zeigten alle, dass
Heterodimere aus Monomeren zweier verschiedener sHSP Klassen nicht geformt
werden konnten. Hetero-Oligomere aus Mitgliedern von verschiedenen Klassen
schon. Die erhaltenen Ergebnisse lieRen keine eindeutigen Schlussfolgerungen zu,
welche der méglichen Strukturen (Dimere, Tetramere, Sextamere oder Dodekamere)
letztendlich interagierten. Nur eine Interaktionsratio von 1:1 bis 1:2 liel3 sich ableiten,
sowie dass die erhaltenen Interaktionen zwischen verschiedenen sHSPs zu keinen
groReren Umlagerungen innerhalb der gemessenen Sekundarstrukturen fuhrten. Es

wird weiterhin mit experimentellen Schwierigkeiten verbunden sein, zu unterscheiden
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ob sHSPs in Pflanzen unter nativen Bedingungen als Oligomere, aufgebaut aus

Heterodimeren oder aus Homodimeren zweier verschiedener sHSPs, vorliegen.

4.2 Strukturanalyse

Damit sHSPs Klienten vor thermisch induzierter irreversibler Aggregation schitzen
kbnnen, mussen diese bei hohen Temperaturbedingungen, welche den Klienten
denaturieren, stabil (I6slich) und funktionsfahig bleiben. Erste Analysen der sHSP
Loslichkeit bei hohen Temperaturen zeigten, dass diese im Vergleich zu den
getesteten Klienten (MDH und CPH1A2) selbst bei extremen
Temperaturbedingungen (bis 80 °C) l6slich blieben und nicht aggregierten. Damit
waren die getesteten sHSPs ahnlich stabil wie die prokaryotischen sHSPs aus dem
hyperthermophilen Organismus M. jannaschii (Kim et al., 2003). Die in dieser
Analyse erhaltenen Ergebnisse lieRen aber keine Rickschlisse auf die Struktur der
SHSPs bei verschiedenen Temperaturen zu. Fir sHSPs aus Tieren oder sHSPs aus
Chloroplasten wurden Aktivitatssteuerungen tber Phosphorylierung oder Redox-
Potential beobachtet, doch die darin involvierten N-terminal liegenden Sequenzen
(Motive) waren in den hier untersuchten sHSPs nicht vorhanden (Harndahl et al.,
1999; Rogalla et al., 1999; Harndahl et al.,, 2001). Manche Veroffentlichungen
schlagen eine eventuell temperaturabhéangige Aktivierung von sHSPs vor, welche
diese von einem passiven nicht schitzenden, in einen aktiven schutzbereiten
Zustand versetzen (Fu and Chang, 2004; Hilario et al.). Dieser postulierte
Aktivierungseffekt konnte sich auf verschiedenen fir Proteinstrukturen definierbaren
Ebenen zeigen, so dass der Temperatureinfluss auf diese getestet wurde. Die
durchgefiihrte Sekundarstrukturanalyse bestatigte eindeutig bisherige fur pflanzliche
sHSPs erhaltene Ergebnisse (Kim et al., 2003), sowie unsere Beobachtungen der
Aggregationsanalyse. Temperaturerhdhungen bis 80 °C hatten bei den getesteten
sHSPs keinen irreversiblen optischen Rotationsverlust (Sekundéarstrukturverlust) zur
Folge. Das vergleichend verwendete Klient (MDH) zeigte bei Temperaturen Uber 40
°C einen aggregationsbedingten irreversiblen Ruickgang der optischen Lichtdrehung.

Lediglich chemische Denaturierung von sHSPs mit GUHCI fihrte zu einer Abnahme
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des optischen Rotationsvermégens. Die  Spektren betrachtend waren
Verschiebungen bei 80 °C in fast allen sHSP Spektren zu beobachten, aul3er in nur
vermindertem Mal3e bei nisgAt17.4 und 4iseAt1l7.6. Bei den meisten SHSPs waren die
beobachteten Verschiebungen unter Recovery Bedingungen mehr oder weniger fast
vollstandig reversibel. Die Deletion eines Klasse 2 N-Terminus (nissAt17.6AN-CII)
fuhrte zu einer leichten temperaturinduzierten, nicht reversiblen Anderung der
optischen Lichtdrehung im Vergleich zu seinem full-length Protein (nisgAt17.6-ClI).
Trotz allem waren die beobachteten Sekundéarstrukturen vor allem im fir Pflanzen
physiologischen Temperaturbereich sehr stabil, so dass ein auf sekundarstruktureller
Ebene sich wiederspiegelnder Aktivierungseffekt nicht beobachtet werden konnte.

Aufgrund der flexiblen und dynamischen Eigenschaften, waren
Strukturuntersuchungen von sHSPs aus verschiedenen Organismen schwierig. So
waren vor allem Rontgenstrukturanalysen kompliziert, da der extrem flexible N-
Terminus eine geordnete Kristallisierung von sHSPs behinderte (Kim et al., 1998;
van Montfort et al.,, 2001). Zusatzlich mit weiteren vorhandenen NMR- und CD-
Spektroskopischen Untersuchungen ergibt sich mittlerweile ein tGbersichtlicheres Bild
von verschiedenen sHSP Strukturen (Jehle et al., 2010). Wie Sequenzanalysen
schon nahelegten bestétigten diese, dass sHSPs verschiedener Klassen sich vor
allem im N-Terminus unterschieden, wahrend in den stark konservierten Bereichen
der ACD die beobachteten Strukturen vergleichbar waren (Poulain et al., 2010). Die
ACD und CTE beinhalteten nur B-Faltblattstrukturen (82 - [10), wahrend der N-
Terminus zusétzlich helikale Struktureinflisse zeigte (siehe Abbildung 40). Klasse 2
Proteine scheinen im N-Terminus weniger helikale Strukturen auszuprégen. Die
untersuchten sHSPs zeigten erwartungsgemald deutliche Einflisse von -
Faltblattern, aber auch von helikalen Strukturen (Kim et al., 1998; Van Montfort et al.,
2001; van Montfort et al., 2001). Die Klasse 2 Deletion zeigte ein deutlich
verandertes Rotationsspektrum, so dass zu vermuten war, dass durch das Abtrennen
des N-Terminus auch sekundarstrukturell pragende Elemente verloren gingen.
Obwohl scheinbar nur wenige sekundére Strukturelemente vom Klasse 2 N-Terminus
gebildet werden (im Vergleich zu Klasse 1), war das Spektrum der Klasse 2 Deletion
(At17.6AN-CII) als einziges unverwechselbar. Die Deletion resultierte in einer
Abnahme der positiven optischen Rotation, mit einem Verschwinden des positiven

Peaks und einer Verschiebung des negativen Maximums zu niedrigeren
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Wellenléangen. Scheinbar wurde die Rotationswirkung der B-Faltblatter in der ACD

und CTE sekundarstrukturell bestimmend.

N-Terminus ACD
----- >
al a2 a3 B2
r X ] CEE— *
1 10 20 30 40 50 60

Atl7.4 MSIMPSEFGG-RR——ENVEDPFSLOVWCPEEGFLTP-——GLTNAPAKDVAAFTNAKVLWR
At17.6C MSLIPSIFGG-RR——ENVEDPEFSLCVECPEEGFLTES—GLANAPAMEVAR FTNAKVCWR
Atl8.1 MSLIESIFGG-RR-—SNWEDEFSQUEWDCPFEGFFTPSSAIANASTARDVAAFTNARVIWE

O | Atl7.6B MSMIPSEFNNNRR——SNEEDPFSLOVWCPERERTSS—————— SLSREN-SATVNARVLCWR
At17.6A MSLIPSEFGNNRRINNNEIEDPESLOVWCPERELQFE———————— S85S—SARANARVLWE
Atl7.8 MSLIPSEFGNNRR-SNSEFDPEFSLCVWCPERERQFE-—————— SSLSGETSAITNARVLWE

a3 B2 3
——*
1 10 20 30 40 V50 60
S | Atl7.6 MDL——GRFPIISILEDMLEVPHBHNNEKTRNNPSRVYMRCAKAMAATPACV IEHPNAYAR

Atl7.7 MDLEEFGRFFPIESILEDMLEAPEEQT-EKTRNNPSRAYMRLDAKAMAATPALCVIEHPLAYVE

Abbildung 40: Liste der untersuchten Klasse 1 und Klasse 2 sHSP Aminosauresequenzen des N-Terminus

Die N-terminalen Aminosauresequenzen der untersuchten sHSPs wurden vergleichend dargestellt. Abschnitte die eine
bestimmte Sekundarstruktur bilden wurden markiert nach (Basha et al., 2011). Der Pfeil markiert die Position der

Deletion.

Die Unterschiede einzelner Spektren innerhalb von Klasse 1 waren so divers, dass
eine Definition fur ein typisches Klasse 1 oder Klasse 2 Spektrum schwierig war.
Daher lie3 sich allgemein nur festhalten, dass die hier erhaltenen Ergebnisse keine
einheitlichen Unterschiede zwischen den verschiedenen sHSP Klassen zeigten, so
dass eine prinzipielle Ahnlichkeit reprasentiert durch die stark konservierte ACD zu
vermuten war (Poulain et al., 2010). Lediglich ein verminderter Einfluss der
applizierten Temperatur auf die beobachtete Sekundarstruktur bei Klasse 2 full-
length Protein im Vergleich zu Klasse 1 Proteinen liel3 sich feststellen. Die fur das
SsHSP der Klasse 2 gemessenen Sekundarstrukturen erschienen stabiler oder
weniger flexibel.

Ein weiterer umfassender Analysepunkt war die Dokumentation der quartaren
Struktur der in der Interaktions- und Stabilitatsanalyse untersuchten gereinigten
SHSPs. Zunachst wurden Oberflachendynamiken der sHSPs bei verschiedenen
Inkubationstemperaturen untersucht. Ein sehr nitzliches und haufig verwendetes
Hilfsmittel war der Fluoreszenzfarbstoff bis-ANS, welcher erst nach Bindung an
hydrophobe, kationische Oberflachen nachweisbar ist (Shi et al., 1994). Zur
Etablierung des gewahlten Testsystems wurden die in verschiedenen Analysen

vergleichend untersuchten Klienten getestet. Im Gegensatz zum bereits gut
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dokumentierten MDH, welches erst unter Einfluss von denaturierenden Bedingungen
bis-ANS bindet (Lee et al.,, 1997), zeigte das vergleichend verwendete und leicht
temperaturstabilere CPH1A2 hohe ,bis-ANS Bindung®“ schon bei 25 °C. Da CPH1A2
relativ starke Absorption bei der genutzten Anregungswellenléange fir bis-ANS (314
nm) besitzt (siehe Spektrum von CPH1A2), kdnnen Artefakte wie Eigenfluoreszenz
des Chromophors nicht ausgeschlossen werden. Also war bis-ANS in diesem Falle
nicht geeignet eine Denaturierung dieses Klienten zu dokumentieren.

Fur sHSPs wurden verschiedene funktionale Zustdnde vorgeschlagen. Auf der einen
Seite einen normalerweise inaktiven, nicht schitzenden Zustand, auf der anderen
einen aktivierten Zustand, welcher in der Lage ist andere denaturierende Proteine
(Klienten) zu binden und vor Aggregation zu schitzen. In Pflanzen war bisher
bekannt, dass sHSPs keine nativen Proteine binden (Lee et al., 1997; Eisenhardt,
2012). Ob ein Aktivierungseffekt bendtigt wird oder allein die Denaturierung des
Klienten ausreicht, damit SHSPs das Klient binden kann, ist immer noch offen. Es
lassen sich fur sHSPs typische Temperatur induzierte  strukturelle
Oberflachenveranderungen dokumentieren, welche als Aktivierungen interpretiert
werden konnten (Lee et al., 1997; Jaya et al.,, 2009). Eine Mdglichkeit der sHSP
Aktivierung wurde in der temperaturinduzierten Dissoziation der Oligomere gesehen,
eine andere allgemeinere in den temperaturabhangigen Anderungen der sHSP
Oberflachen (Benesch et al., 2008). Beide beschriebene Effekte kdnnten sich
einander bedingen, indem die Oligomerdissoziation zu einer Zunahme der
Hydrophobizitat fuhrt. Da aber auch Klasse 2 Proteine bei erhéhten Temperaturen
mehr bis-ANS binden konnen, aber nicht so schnell dissoziieren wie Klasse 1
Proteine, scheint fir diese Klasse kein direkter Zusammenhang zwischen
temperaturabhéngiger Oberflachenhydrophobizitdt und Untereinheitenanzahl zu
bestehen (Basha et al., 2011). Wie in dieser Publikation und im Ergebnisteil fur
At18.1-Cl gezeigt, fuhrten erhdhte Temperaturen zu einer Dissoziation des bei 25 °C
beobachteten Oligomers zu Dimeren. Ein Vergleich mit der bis-ANS vermittelten
Fluoreszenz zeigte ebenfalls eine temperaturbedingte Zunahme. Diese Ergebnisse
deuteten auf einen Zusammenhang zwischen Oberflachenhydrophobizitdt und
Oligomerisierungszustand fur zu mindestens fir Klasse 1 Proteine hin, doch eine
weitere Komplettierung dieser Analysen mit His6-Epitop tragenden und mit dem TEV-
Protease geschnittenen sHSPs der Klasse 1 und 2 zeigten ein deutlich komplexeres
Bild.
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Es wurde zunachst vermutet, dass Temperatur induzierte Strukturdnderungen bis-
ANS Bindung an zuvor im Proteinkern verborgenen hydrophoben Strukturen
ermdglicht. Doch erste Resultate mit den erwédhnten His6-Epitop tragenden sHSPs,
welche unabhéngig von Temperatur konstant hohe Mengen an bis-ANS banden und
keine Temperatur induzierte Dissoziation zeigten (hissAt18.1), widersprachen dieser
These. Auch die getesteten Atl7.8 Versionen zeigten unter bestimmten
Temperaturbedingungen einen grol3en Anteil an Proteinen, welche als Dimere
vorlagen. Aber die Epitop versehene At17.8 Version hatte mehr bis-ANS als die TEV-
Protease geschnittene Version gebunden. Es waren aber keine Unterschiede
zwischen den beiden  Proteinversionen in der temperaturbedingten
Oligomerverteilung feststellbar. Daraus liel3 sich folgern, dass in diesen Fallen, die N-
terminale  Modifikation die  bis-ANS  Bindung beeinflusste, nicht der
Oligomerisierungszustand.

N-Terminus ACD

1 2
 — —
1 10 20 30 40 50 60 70 83
Ps18.1 MSLIPSEESGRR—-—SNUEDPESLOVWDELKBE PESNSSLE-ASE PRENPAFVS TRVDWRETPEAHVFRACL PGIKKEEVEVE
At17.4 MSLNPSFEGGRR---ENVEDPFSLOVWDPEEGF LTEGLENAP---AKDVEAF TNARVOWRETPEAHVEKACY PGLKKEEVKVE
At17.6C MSLIPSIEGGRR---ENVEDFFSLOVEDPEEGF LTPSGLAN--AFAMDVAAF TNARVOWRETPEAHVFKACLPFGLRKEEVEVE

O | At18.1 MSLIPSIEGGRR-——SNVEDPFSQODLWDPEEGEFTPSSELANASTARDVAAF TNARVDWRETPEAHVFRADLFGLRREEVEVE
At17.6B MSLIPSFEGNNRRINNNIEDPFSLCVWDPEKELQFPSSSS§————————— RAIANARVDWHETAEAHVEKACLFGMKKEEVKVE
At17.6A MSLIPSFEGNNRR-SNSIFDPFSLOVWDEEKELQFPSSLSG—————— ETSAITNARVDWEETAEAHVERACLEGMKKEEVEVE
At17.8 MSMIPSEFENNNRR——SNIFDPFSLOVWDEEKELTSSSLSRE——————— NSATVNARVDWRETPEAHVEKALLFGLEKREEVEVE

— | Atl76 ——- MDLEFGRFPIFSITECMLEAPEEQ-TEKTRNNPSREYMR-——DAKAMAATPADVIEHPDAYVEAVIMPGEKGRER VO

© | At17.7 --—----MLCLGRFPIISILECMLEVPEDHNNEKTRNNPSRVYMR---DAKAMAATPADVIEHENAYAFVVIMEGIKGDEIRVQ

Abbildung 41: bis-ANS Bindestellen der untersuchten Klasse 1 und Klasse 2 sHSP

Die N-terminalen Aminosauresequenzen der untersuchten sHSPs wurden vergleichend dargestellt. Die an Ps18.1

identifizierten zwei bis-ANS Bindestellen wurden mit Ziffern und Balken markiert nach (Lee et al., 1997).

Anhand friherer Untersuchungen, lie3en sich zwei bis-Ans Bindestellen in sHSPs
und ihren verwandten alpha-Kristallinen definieren (Lee et al., 1997; Sharma et al.,
1998). Bei pflanzlichen sHSPs befand sich eine Bindestelle im vorderen N-terminalen
Abschnitt, die andere in der ACD (zwischen 33 - 4; Abbildung 41). Normalerweise
assemblieren sHSP Monomere zu Dimeren. Wie weiterhin beschrieben, wird das
Tetramer durch die Interaktionen des N-Terminus verschiedener Dimere stabilisiert
(van Montfort et al., 2001). Das Anfligen des Epitops konnte eine biundige
Interaktionsflache vor allem bei der Tetramerbildung verhindern, so dass ein grol3erer
innerer Hohlraum im Oligomer entsteht, welcher normalerweise durch stabile
Interaktionen und passende Positionierung bei RT abgedeckt ist (Abbildung 42). bis-
ANS konnte an die im entstandenen Hohlraum befindlichen Kontaktflachen binden.
Es lasst sich nicht direkt ableiten, ob im Falle der His6-Epitop versehenen sHSPs die
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SHSP typischen bis-ANS Bindestellen oder unspezifische, durch gestérte
Kontaktflachenpositionierung freiliegende, hydrophobe Aminosauren gebunden
wurden. Wie erwahnt, war eine bis-ANS Bindestelle von bisherigen untersuchten
sHSPs im N-Terminus lokalisiert worden (Abbildung 41), daher wurde eigentlich eine

erkennbar geringere bis-ANS Bindung nach N-terminaler Deletion erwartet.

N-Terminus

<t

-Terminus
Abbildung 42: Strukturen eines eukaryotischen sHSP Tetramer

Die Abbildungen wurden (van Montfort et al., 2001) entnommen. Dargestellt sind zwei Dimere (rot und weil3, sowie grin
und blass-griin), bei der Assemblierung zu einem Tetramer. Wie zu ersehen, wird diese Struktur zum einen durch C-
terminale Verbindungen gestiitzt und zusétzlich durch eine Verbindung verschiedener N-Termini in einem Hohlraum
zwischen der Dimer / Dimer Schnittstelle.

Da die Deletion des N-Terminus zu keiner Abnahme der bis-ANS Bindung fiihrte,
wenn nicht gleichzeitig auch das Epitop abgeschnitten wurde (siehe Atl17.6 und
At17.6AN mit Epitop oder TEV-Protease geschnitten) deutete dies bei den bisher
beobachteten hohen bis-ANS Bindungen auf eine bis-ANS Einlagerung in
normalerweise unzugangliche Strukturen. Eine direkte Bindung an das His6-Epitop
konnte nicht ausgeschlossen werden, aber ein Vergleich mit anderen Studien zeigte,
dass ein His6 Epitop normalerweise nicht das bis-ANS Bindungsverhalten beeinflusst
(Feng et al., 2002). In Fortfihrung der erstellten Theorie wirde das Entfernen des
Epitops eine bundige Interaktion zwischen den Dimeren wieder herstellen, wobei
damit die fur bis-ANS zugénglichen Flachen minimiert und erst bei erhdhten
Temperaturen wieder zuganglich wurden. Dies wirde dann in der beobachteten
Abnahme der bis-ANS Bindung bei TEV-Protease geschnittenen sHSPs resultieren.
Die erhaltenen Ergebnisse stitzen diese Theorie wenn das Verhalten der
geschnittenen sHSPs unter RT Bedingungen untersucht wurde. Die Temperatur
induzierte Zunahme der bis-ANS Bindung wie fir einige sHSPs von verschiedenen
Pflanzen beschrieben (Basha et al., 2011), war flr die geschnittenen Versionen nicht
reproduzierbar. Nur Atl18.1, welches direkt ohne Epitop produziert wurde, zeigte das
zu erwartende Verhalten. Da der TEV-Protease Verdau einen Uberhang von 4 AS
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vor der eigentlichen ersten AS (Methionin) lasst, schienen diese verantwortlich flir die
unterdrickte bis-ANS Bindung bei erhohten Temperaturen. Allgemein lief3 sich
festhalten, dass die verwendeten His6-Epitop versehenen sHSPs durch die hohe
.otart“-Fluoreszenz bei 25 °C nicht geeignet waren, bisher dokumentierte
temperaturinduzierte Freilegung von bis-ANS Bindeflachen mit nétiger Prazision zu
reproduzieren.

Die quartare Struktur der untersuchten sHSPs betrachtend, war die Anzahl der
Untereinheiten nicht einheitlich. Die Untereinheitenanzahl war in einigen Fallen
temperaturabhéngig (At18.1, hissAt17.8), in jedem Fall aber immer eine gerade Zahl,
abgesehen von gelegentlich auftretenden monomeren Spezies (At17.4-Cl / At17.6B-
Cl / At17.7-Cll). Bestimmte quartare Strukturen traten h&aufiger auf (2, 12, 18-24).
Auffallig war, dass Atl7.4 und Atl7.6B aus bis zu 24 Untereinheiten bestanden,
vergleichbar zu prokaryotischen sHSPs (Kim et al., 1998). Ebenfalls ungewdhnlich
und erst kirzlich beschrieben war das hauptséchlich als Dimer vorliegende At17.8
(Kim et al., 2011). Die ubrigen sHSPs bildeten oligomere Strukturen, welche
wahrscheinlich dodekamere waren (van Montfort et al., 2001). Neben den erwéhnten
sequentiellen Unterschieden, zeichnen sich pflanzliche Klasse 1 und 2 Mitglieder vor
allem durch zwei strukturelle Hauptunterscheidungsmerkmale aus. In der Regel
dissoziiert ein Klasse 1 sHSP bei hohen Temperaturen zu Dimeren, wahrend ein
Klasse 2 Protein nicht in Dimere zerfallt, sondern in manchen Féllen Tetramere und
Oktamere zeigt (Basha et al., 2011; Stengel et al., 2011).

Hier waren zwischen dem Klasse 1 4i618.1 und Atl18.1, sowie im Besonderen bei
Klasse 2 Unterschiede festellbar. Die mit Epitop tragenden sHSPs erhaltenen
Ergebnisse zeigten genau den entgegengesetzten Fall. Das Klasse 1 sHSP s618.1
dissoziierte nicht, wahrend nis6At17.6-Cll eine temperaturabhéngige quartare Struktur
zeigte. Das Epitop schien darauf hinzuweisen, dass der N-Terminus einen Einfluss
auf die Temperaturabhéngigkeit der beobachteten Struktur hatte und diese
beeinflusste.

Daher wurde die N-Terminale Region einer weitergehenden Analyse unterzogen. Es
wurde getestet, ob dieser klassendefinierende Abschnitt sich fir einige bisher
beschriebene Charakteristika verantwortlich zeigte. sHSPs zweier Klassen, welche
sich deutlich in ihrer quartéaren Struktur unterschieden wurden ausgewahlt. Es
wurden At17.8 (hauptsachlich als Dimer vorliegend) und At17.6 (vorliegend in vielen

verschiedenen Strukturen) gewahlt um zum einen, den N-Terminus zu entfernen,
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zum anderen einen Klasse 2 N-Terminus mit der N-terminalen Deletion von Atl17.8
zu rekombinieren (Chimare). Die Deletionen hatten hinsichtlich der untersuchten
Klasse 1 und Klasse 2 Proteine unterschiedliche Auswirkungen. nissAt17.8AN zeigte
bei allen Temperaturen verstarkte Oligomerbildung, wahrend 4is6At17.6AN weniger
differenzierbare Strukturen im Vergleich zu seiner full-length Version hatte. Die
Analysen bestatigten, wie fur andere pflanzlichen sHSPs beschrieben (siehe
Zusammenfassende Ubersicht in Abbildung 43), dass der N-Terminus (~AS 1 - 45)
nicht direkt fur die Bildung von Dimeren, sowie héheren molekularen Strukturen

essentiell war (Giese, 2002).

ACD CTE
4_.
B9 p10
L] -_—
152 160 170 180 192

A Kristallin b GULTVNGPRKQ———-VSGPERTIPITRFTEEKPAVTAAPKK
A Kristallin a GMLTFCGPRIQTGLLATHAERAIPVSREEKP————TSAPSS
Synl6.6 GILTLTLPRKVEE-—-AKNKVVEMOLS ——————————————
Ps17.7 GVLIVTVNKLPPPEPKKPKT IONMKNA———————————————
Atl7.6 GVLEVTVOKLPPPEPKKEBKT IONMOMA———————————————

cll

Atl17.7 GVLEKVTIPKILPPPEPKKEBKT IONMOMA———————————————
Atl7.6A GVLIVIVPKVETNK-KKAQVKSIDISG—————————————
Atl7.8 GVLIVIVPRKVEEAK-KKAQVKSIDISG——————————————
G Atl7.6B GVLIVIVPKAET-——EKKALVKSIQISG—————————————

Atl7.4 GVLSVTVPKVQE——-SKPEVKSVDISG——————————————
Atl7.6C GVLSVIVPKVPE-——EKEKPEVKSIDISG—————————————
Atl18.1 GVMLIVVVPRAPE———KEPOVKSIDISGAN-————————————

1 2 3 4
Abbildung 43: Darstellung einiger verschiedener bisher beschriebener Modifikationen in der CTE

Pfeile markieren Positionen bisher veréffentlichter Deletionen bzw. Stellen an denen Aminosauren ausgetauscht
wurden. Positionen Nummer 3 und 4 liegen innerhalb des stark konservierten IXI/V Motivs. Bei alpha-Kristallinen
Proteinen (A-Polypeptid und B-Polypeptid) filhrte ein Aminosaureaustausch zu Glyzin (an Position 3 und 4), zu keiner
Dissoziation des beobachteten Oligomers. Synechocystis HSP16.6 (Synl16.6) Oligomere lagen als Dimere nach
Aminosaure Austausch von Position 3 vor. Schrittweises Entfernen des C-Terminus (Positionen 1, 2, 3), fihrte zu einer
schrittweisen Reduzierung der GroRRe der beobachteten Oligomere. Erst Deletionen bis zu Position 1 fihrten zu einer
kompletten Dissoziation zu Dimeren. Positionen der Modifikationen wurden der Literatur entnommen (Kirschner et al.,
2000; Giese and Vierling, 2004; Pasta et al., 2004).

Bei At17.8 unterstitzte das Entfernen des N-Terminus (At17.8AN) und der Austausch
von diesem mit einem Klasse 2 N-Terminus (Chiméare) die Bildung von Oligomeren.
Atl7.6A und Atl7.8 sind in der CTE vom Sequenzende bis zur in Abbildung 43
angezeigten Position 1 identisch. Atl7.6A lag als Oligomer vor, daher scheint im
Falle von Atl7.8 der N-Terminus dafir verantwortlich, dass dieses sHSP
hauptsachlich als Dimer vorliegt. Das entfernen des N-Terminus bestétigte
(At17.8AN), dass die ACD und CTE von At17.8 ausreichte um Oligomere zu bilden.
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Der N-Terminus von Atl17.8-Cl, war in diesem Fall indirekt verantwortlich fur die
Dimere Struktur, indem er Uber den Oligomerisierungseinfluss des C-Terminus
dominierte. Eine genaue Untersuchung und Definierung des Einflusses des N-
Terminus auf allgemeine sowie temperaturinduzierte Oligomergrof3e war aufgrund
der sehr diversen Wirkung des Epitops auf verschiedene sHSPs nicht mdglich.
Letztendlich zeigten diese Analysen nur, dass die Feinstrukturen der zahlreichen
Mitglieder der beiden zytosolischen Klassen vielfaltiger waren als die Ahnlichkeiten
der Sequenzen vermuten lieRen. Der Einfluss des N-terminalen Epitops war nicht
klassenabhangig, sondern zeigte je nach ausgewahlten sHSP einen mehr oder
weniger starken Einfluss auf die durchgefuihrten Strukturanalysen. Das Epitop schien
starker die Temperatur abhangigen sHSP Dynamiken zu beeinflussen, als die Anzahl
der beobachteten Untereinheiten bei RT. Wenn auch sHSP Strukturanalysen mit
Epitop tragenden sHSPs Schwierigkeiten offenbarten, so erbrachten diese
Konstrukte im Vergleich zu ihren nativeren Varianten, vor allem in Bezug auf die

nachfolgend diskutierte Funktionsmechanismen, wichtige neue Einblicke.

4.3 Funktionsanalyse

Alle untersuchten sHSPs waren unabhéngig ihrer Klassenzugehdrigkeit in der Lage,
ein in Denaturierung befindliches Protein (Klient) zu binden, in LOsung zu halten und
vor irreversibler Aggregation zu schitzen. Weiterhin waren die getesteten sHSPs
sehr stabil und konnten wie HSP16.5 vom hyperthermophilen Organismus M.
jannaschii, bei sehr hohen Temperaturen (80 °C) vor Denaturierung schitzen (Kim et
al., 1998). Wie auch in den hier prasentierten CD-Spektroskopischen Analysen zu
entnehmen, waren Temperatur induzierte sekundarstrukturelle Anderungen vor allem
beim Klienten und nicht bei den sHSPs zu beobachten gewesen, so dass manche
Analysen vermuteten, dieser Effekt sei wichtig fur die Klienten Erkennung (Kim et al.,
2003). Die Protektionsanalysen an zwei unterschiedlichen Klienten (MDH und
CPH1A2) zeigten fur das jeweilige getestete Protein Gemeinsamkeiten. Atl17.8
konnte beide Klienten sehr gut schiitzen, Atl17.6B war in beiden Fallen ineffizienter.
Trotzdem bildeten beide sHSPs charakteristische sHSP / Klienten Komplexe aus.

Bis-ANS Bindungskompetition mit sHSPs und MDH unter denaturierenden
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Bedingungen deuteten darauf hin, dass Atl7.8 und Atl7.6B an MDH mit den
gleichen sHSP Abschnitten banden, welche auch bis-ANS binden kdnnen
(Eisenhardt, 2012). Die Ergebnisse spiegelten unterschiedliche Bindungspraferenzen
wieder, eventuell ausgeldst durch unterschiedlich effiziente Klienten Bindungsstellen
oder unterschiedlich effizienter Exposition dieser Bindungsstellen. Eventuell konnte
Atl7.8 seine Klienten Bindungsstelle besser prasentieren als Atl7.6B, so dass
dieses sHSP eine bessere Bindeeffizienz mit beiden Klienten zeigte. Beide
getesteten Proteine waren tierischen oder bakteriellen Ursprungs, so dass der
beobachtete Schutzeffekt, wie der allgemein beobachtete Mechanismus der Klienten
Inkorporierung in hoch molekulare Komplexe (Stromer et al., 2003), wahrscheinlich
durch allgemeine Signale (Strukturen) hervorgerufen wurde. Eine weitere fir
verschiedene sHSPs diskutierte Frage war die Bedeutung der Dissoziation der
Oligomere. Bei diesen untersuchten sHSPs aus Pflanzen, zeigten die Temperatur
induzierten Dissoziationen keinen Vorteil fir die Klientenbindung. Vor allem At18.1
verglichen mit yisgAt18.1 zeigte, dass das Epitop tragende sHSP nicht bis 45 °C
dissoziierte, wahrend At18.1 komplett als Dimer vorlag. Trotzdem wirkten beide
sHSPs  &hnlich  schutzend auf MDH, obwohl sie unterschiedliches
Dissoziationsverhalten zeigten. Es wurde auch gezeigt, dass alle sHSPs nach
Vorbehandlung bei 80 °C in hauptsachlich dimeren Strukturen vorlagen, aber immer
noch Schutzfunktion erfullten. Man kann zu mindestens festhalten, dass die Dimere
ausreichen ein minimales Chaperon zu bilden (Dudich et al., 1995). Aber fir Klasse 1
scheint Dissoziation nicht notwendig zu sein, so lange Klienten Bindungsflachen
zuganglich sind (siehe isgAt18.1). Fur Klasse 2 waren Dissoziation ungewohnlich, so
dass ein dissoziationsunabhangiger Mechanismus fir diese Klasse als
wahrscheinlich gilt (Basha et al., 2011).

Letztendlich kénnen aber alle in vitro Analysen nichts Uber die wirkliche Situation im
Organismus sagen. So wurde fur einige modifizierte SHSPs in vitro Chaperonaktivitét
nachgewiesen, konnten aber keine durch Mutationen in Thermotoleranz
eingeschrankte Organismen in vivo komplementieren. Letztendlich missen Klienten
unter Recovery Bedingungen aus den sHSP / Klienten Komplexen freigelassen
werden, was durch leicht dissoziierende sHSPs unterstitzt wirde (Giese, 2002;
Basha et al., 2004; Giese et al., 2005). Ob die hier verwendeten Epitop tragenden
sHSPs Probleme bei der HSP70 vermittelten Freisetzung der eingebunden Klienten

zeigen, sollte in Zukunft ermittelt werden.
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Die durchgefuihrten Analysen bestétigten, dass die von sHSPs unter denaturierenden
Bedingungen l6slich gehaltenen Klienten keine Aktivitdt mehr zeigten. Zusammen mit
dem getesteten CPH1A2, welches im Verbund mit sHSPs I6slich blieb, den
Chromophor behielt (nachgewiesen durch ZnAc Farbung) aber keine Absorption im
roten Lichtbereich und keine Fotokonversion mehr zeigte, war abzuleiten, dass
sHSPs die Klienten in einer Konformation eingebunden hatten, die keine
Funktionalitat oder Aktivitdt des Klienten erlaubte. Die Klienten wurden stabil
gebunden, so dass sie nicht von alleine aus dem Verbund geldst werden konnten.

In einem MDH und HRP nutzenden kombinierten Ansatz wurde eine Art zellulare
Situation simuliert, um die physiologische Funktion von sHSPs zu rekapitulieren.
Nachdem gezeigt wurde, dass HRP bis 70 °C relativ thermisch stabil war, aber
labileres MDH zu HRP Inaktivierung fuhrte (vermutlich durch unspezifische MDH und
HRP Interaktionen), konnte sHSP Zugabe die HRP Aktivitdt zu einem gewissen
Grade ,wiederherstellen“. Dieses Experiment verdeutlicht den indirekten ATP-
unabhangigen Schutzeffekt der kleinen sHSPs. Durch Aggregationspravention
thermisch labiler Proteine wird ermdglicht, dass thermisch stabilere Proteine
weiterhin funktionieren und nicht in unspezifische Aggregationen hineingezogen
werden. Weiterhin bestatigten diese Ergebnisse, dass alle sHSPs im Gegensatz zu
MDH, bei den getesteten 70 °C stabil waren und nicht unspezifisch mit HRP
interagierten.

Eine durch positive Interaktionen vermittelte Thermotoleranz in Hefen konnte nicht
nachgewiesen werden. Obwohl die in den Hefevektoren vorliegenden ADH
Promotoren vom Hersteller (Clontech) als stark konstitutiv aktiv beschrieben wurden,
zeigten exemplarisch durchgefiihrte Proteinextraktionen aus transfiszierten Hefen mit
anschlieBendem Western-Blot (verwendete Antikérper a-Cl, a-Cll, a-myc, a-HA)
einen im Vergleich zu anderen zellular vorhandenen Proteinanteilen
vernachlassigbaren sHSP Gesamtanteil (nicht gezeigt). Wie in der Einleitung
beschrieben kdnnen sHSPs unter bestimmten Bedingungen einen hohen Anteil (~1-
2%) am Gesamtproteinanteil ausmachen, so dass fehlende Thermotoleranz vielerlei
Grinde haben kann. In Zukunft wirden sich andere bereits besser etablierte
Testsysteme in E. coli (Thomas, 1998; Soto et al., 1999), Synechocystis sp. (Giese,
2002) oder Tabak Protoplasten (Sanmiya et al., 2004) anbieten.
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4.4 Gesamtbetrachtung / Ausblick

Die durchgefuhrten Analysen zeigten, dass es keinen einzigen Analysepunkt gab, in
dem sich Klasse 1 und Klasse 2 tatsachlich so stark voneinander unterschieden,
dass unabhé&ngig von Sequenzanalysen eine universale Definition zur
Klassenunterscheidung anhand der dokumentierten Eigenschaften méglich war. Die
verschiedenen sHSP Klassen waren nur hinsichtlich ihrer Funktion als Chaperone
sehr homogen und zeigten die dafur nétigen thermischen Stabilitaten, sogar weit
Uber den normalen flr Arabidopsis physiologischen Temperaturbereich von 38 - 45
°C hinaus (Queitsch et al., 2000). Die beobachteten Interaktionen zeigten, dass
sHSPs in eine geordnete Struktur assemblieren mit einer geraden Anzahl an
Untereinheiten, so dass das Dimer zurecht als Grundbaustein weiterer eventuell
maoglicher hoher molekularen Strukturen gilt (Dudich et al., 1995). Eine generelle
durch Temperatur induzierte Dissoziation von Klasse 1 Protein konnte nicht in allen
Fallen dokumentiert werden. Genauso wenig lie3 sich verallgemeinern, dass alle
pflanzlichen sHSPs dodekamere Oligomere waren. Es gab Hinweise, dass der N-
Terminus in Kooperation mit dem C-Terminus die Anzahl der Untereinheiten der
qguartaren in vitro Struktur mitbestimmt. Anhand der N-terminalen Klasse 1 Deletion
und der Chimare war zu beobachten, dass die ACD und CTE fur die Bildung von
oligomeren Strukturen ausreichend waren. Die At17.8-Cl Gesamtstruktur wurde aber
durch den N-Terminus in eine Dimere Struktur gezwungen. Es stellt sich fur die
Zukunft vor allem die Frage der in vivo Relevanz der auf verschiedenen strukturellen
Ebenen beobachteten Interaktionen und der Funktion der verschiedenen
beobachteten oligomeren Formen. Generell ware eine weitere Ausdehnung der in
vitro Chaperonanalysen auf in vivo Untersuchungen sinnvoll. Gerade bei Analysen
von mutierten SsHSPs wurden bereits Unterschiede zwischen in vitro
Chaperonaktivitat und in vivo Schutzverhalten (Thermotoleranz) dokumentiert (Giese
et al., 2005). Diese Ergebnisse deuteten auch darauf hin, dass die fur in vitro
Analysen genutzten Chaperonassays, eventuell nicht die wirkliche oder alleinige
Funktion von sHSPs in der Zelle bei Hitzestress wiederspiegeln. Auch zeigten aus
Protoplasten isolierte sHSPs nicht unbedingt das gleiche in vitro beobachtete
Gewicht. So ergab eine Uberexpression von At17.6C-Cl in Tabakprotoplasten nicht
erklarbare kleine Oligomere mit einer Masse von nur 67 kDa (Kirschner et al., 2000).
Inwiefern Interaktionen von sHSPs untereinander oder mit anderen zellularen
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Bestandteilen die Oligomergrof3e steuern und welche Antwort oder Funktion dieses
wiederum im zellularen System hat, bleibt offen. Die Frage nach Redundanz ergibt
sich zwangslaufig. In den bereits erwdhnten E. coli (Thomas, 1998; Soto et al.,
1999), Synechocystis sp. (Giese, 2002) oder Tabak Protoplasten (Sanmiya et al.,
2004) Systemen existieren vielfaltige HSP Mutanten Linien mit messbaren Defekten
in der Thermotoleranz, so dass Komplementationsstudien mit den hier untersuchten
sHSPs moglich waren. Falls verschiedene der hier charakterisierten sHSPs
unterschiedlich starke Komplementationen zeigen wirden, kdnnte man anhand der
erhaltenen Reihenfolge zielgerichteter knock out Linien von A. thaliana zilchten.
Bisherig erstellte Mutanten zeigten nur geringe phanotypische Auswirkungen (Dafny-
Yelin et al., 2008), so dass eine Voreinteilung der vielfaltigen sHSPs aufgrund zum
Beispiel der erwahnten Fahigkeit zur Komplementation von Nutzen sein kénnte. Fur
sHSPs der Klasse 3, sowie fur HSFs, HSP101 und HSP70 / 40 konnten mehrere
direkte und indirekte Hinweise gefunden werden, dass Mitglieder dieser
Proteinfamilien mit sHSPs in vielfaltiger Weise kooperieren kdénnen (Lee, 2000;
Haslbeck, 2002; Port et al., 2004; Haslbeck et al., 2005; Tripp et al., 2009). In diesem
Zusammenhang lieRe sich das Interaktionsnetzwerk dieser kooperierenden Faktoren
untersuchen. Eine Fortfihrung der vergleichenden Studie der N-Terminal
modifizierten sHSPs, auch im Bezug auf das His6-Epitop, konnte zeigen ob dieser N-
Terminale Abschnitt mit der Anlagerung und Ruckfaltungsreaktion vom HSP70 / 40
Chaperonsystem interferiert. Unseren Studien war zu entnehmen, dass zu
mindestens auf At17.8 das Epitop nur geringen Einfluss zu haben schien. In anderen
Untersuchungen zu intrazellularen Proteinrelokalisierungen wurde bereits gezeigt,
dass dieses sHSP ebenfalls mit Epitop versehen war und zu mindestens nicht in
seiner dokumentierten Hitze unabhangigen in vivo Funktion gestért war (Kim et al.,
2011). Da auch die Rekrutierung von Klasse 1 sHSPs in Klasse 2 Granula gestort
war sollte getestet werden, ob die verwendete Proteinmodifikation (YFP oder CFP
Fusion), die N-terminale Position dieser Fluoreszenzproteine oder das verwendete
zellulare System fir die beobachteten Unterschiede verantwortlich war. In dem
Zusammenhang kann untersucht werden, warum nur At17.6-Cll Granula bildet und
At17.7-Cll nicht.

Eine  weitere  interessante, schwer einzuordnende Facette st die
entwicklungsspezifische Expression mancher Hitzestressproteine (Dafny-Yelin et al.,

2008). Die meisten dieser Entwicklungsstadien, wie die pflanzliche Samenreifung
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gehen mit einer Austrocknung des Samens einher (Lane, 1991). Mit dem Beginn der
Dehydrierung verdichtet sich das Zytoplasma und intrazellulare Komponenten riicken
enger zusammen. Dies kann dazu fihren, dass viele ungewlnschte Interaktionen
stattfinden kénnen, die zu Aggregation, Denaturation und Organell /
Zellmembranfusion fihren (Manfre et al., 2008). sHSPs wurden mittlerweile in einer
Reihe verschiedener Funktionen vorgefunden (Kotak et al., 2007; Kim et al., 2011),
aber das Verhéltnis von pflanzlichen zytosolischen sHSPs und Membranen wurde
bisher weniger behandelt, obwohl in einigen Faéllen Interaktionen schon
nachgewiesen wurden (Torok et al., 2001; Tsvetkova et al., 2002; Coucheney et al.,
2005; Zhang et al., 2005). Es wére nicht ungewdhnlich, dass sHSPs unspezifische
Interaktionen, ahnlich wie bei Hitze, verhindern sollen. Neben den sHSPs konnte
gleichzeitige auch eine Akkumulierung sogenannter LEA (,Late Embryogenesis
Abundant®) Proteine beobachtet werden (Almoguera, 1992). Die entdeckten LEA
Proteine wurden aufgrund ihrer Aminoséuresequenz und ihrer mRNA Homologien
zueinander in sechs Familien eingeteilt (Hong-Bo et al., 2005). Bei einigen von ihnen
wurde ebenfalls eine ,Chaperonaktivitat® nachgewiesen, denn sie konnten diverse
Modellsubstrate  vor irreversibler Aggragation unter Wasserstress- und
Kaltestressbedingungen schiitzen (Manfre et al., 2008). Bisher ist unklar, warum zwei
Chaperonsysteme mit scheinbar &hnlichen Funktionsweisen zum gleichen
Entwicklungszeitpunkt vorliegen. Ob zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten
vorliegende sHSPs eine @hnliche molekulare Funktionsweise zeigen wie bei der von
Hitze abhangigen Einlagerung von Klienten beobachtet, wurde noch nicht
beschrieben.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sHSPs nicht rein Hitze abhangig transkribiert
wurden. Neben einigen Gemeinsamkeiten, wie die zellulare Lokalisation, thermische
Stabilitat und den beobachteten Schutzmechanismus, waren die Unterschiede der
beobachteten Strukturen divers. Daraus liel3 sich ableiten, dass die vorliegenden
Strukturen nicht entscheidend fur die gezeigte in vitro Schutzfunktion der getesteten
sHSPs waren. Die quartdre Grundstruktur bestand immer aus einer geraden Anzahl
an Untereinheiten, wobei das Dimer ein Grundbaustein darstellte. Die
Oligomerbildung wurde durch den C-Terminus gewahrleistet, wobei der N-Terminus
ebenfalls eine Untereinheitenanzahl bestimmende Funktion haben konnte. Im Fall
von At17.8-Cl, kontrollierte der N-Terminus indirekt die Dimerbildung, wahrend der C-

Terminus Oligomere bilden konnte. Auf die zytosolische Verteilung, Granulabildung
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oder Chaperonaktivitdt hatte der N-Terminus geringen Einfluss. sHSPs bilden sehr
wahrscheinlich im Zytosol ein Netzwerk miteinander interagierender Untereinheiten,
wobei Interaktionen zwischen Klasse 1 und 2 nicht auf monomerer Ebene zu finden
waren. Insgesamt gesehen, waren fast keine klassenspezifischen Eigenschaften zu
finden gewesen, die von allen Mitgliedern einer Klasse geteilt wurden. Das
offensichtlichste Beispiel war die fehlende Granulabildung von At17.7-Cll. Lediglich
eine leicht striktere Hitze abhangige Transkriptionskontrolle von Klasse 2 Genen

wurde beobachtet.
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6 Anhang

6.1 Schematische Ubersicht der verwendeten Vektoren

T7-Terminator

ARA Promotor
Start

florigin

RES

sHSP KanF
lacoperon

pBADM-11 mit sHSP Insert
4551 Bp

pET28a mit sHSP Insert
S7SEBp

ColE1 g ColE1
AmpR

Abbildung 44: Schema der verwendeten Expressionsvektoren (E. coli)

(Linke Seite): Expressionsvektor pBADM-11 mit sHSP Insert, sowie der Darstellung einiger wichtiger
Sequenzabschnitte benétigt fir die Selektion (AmpF), sowie Propagierung in E. coli (ColE1). Expression wurde in E.
coli mit Arabinose induziert und fihrte zu einem N-Terminal His6-Epitop tragenden sHSP mit TEV-Protease
Schnittstelle zum Abtrennen des Epitops. Die Positionen der fiir die meisten sHSP Inserts verwendeten Schnittstellen
wurden markiert (Ncol / EcoRl).

(Rechte Seite): Expressionsvektor pET28a mit sHSP Insert, sowie der Darstellung einiger wichtiger Sequenzabschnitte
benétigt fiir die Selektion (Kan®), sowie Propagierung in E. coli (ColE1). SHSP Expression wurde in E. coli mit IPTG
induziert und durch die fir sHSP Integrierung verwendeten Schnittstellen wurde ein His6-Epitop freies sHSP produziert
(EcoRI / Ncol).

355 CaMV Promotor 355 CaMV Promotaor

ColE

__Xhol = vhol

EcoRl

sHSP sHSP

AmpF AmpP

Xbal Kbal
355 Polyadenylation Site 355 Polyadenylation Site
Abbildung 45: Schema der verwendeten in situ Expressionsvektoren (Zwiebelepidermis)

(Linke Seite): In vivo Expressionsvektor pRT mit schematischem YFP:sHSP Insert, sowie der Darstellung einiger
wichtiger Sequenzabschnitte benotigt fiir die Selektion (AmpF), sowie Propagierung in E. coli (ColE1), sowie dem fiir
Expression in pflanzlichen Geweben geeigneten 35S CaMV Promotorelement. Die Positionen der fur die sHSP Inserts

verwendeten Schnittstellen wurden markiert (EcoRI / Xbal).

(Rechte Seite): In vivo Expressionsvektor pRT mit schematischem CFP:sHSP Insert. Eigenschaften ansonsten wie
bereits beschrieben.
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ADH1promoter

ADH1promoter

TRP c-Myc tag

pGBKT7 mitsHSP Insert | -2
J7T2Bp

pPGADT7 mitsHSP Insert
8453 Bp

Hefe 2 p ori

puUC ori puUCori ADH1terminator

Kan® LEU

Abbildung 46: Schema der in der Hefe 2-Hybridanalyse verwendeten Vektoren

(Linke Seite): Hefe 2-Hybridvektor pGBKT7 mit schematischen sHSP Insert, sowie der Darstellung einiger wichtiger
Sequenzabschnitte benétigt fiir die Selektion (Kan®), sowie Propagierung in E. coli (pUC ori). Weiterhin wurden
wichtige Abschnitte fur die Selektion (TRP) und Vervielfaltigung (2 p ori) des Vektors in Hefen angegeben. Der ADH
Promotor diente der konstitutiven Expression einer GAL4 DNA Bindedomane - sHSP Fusion in Hefen.

(Rechte Seite): Hefe 2-Hybridvektor pGADT7 mit schematischen sHSP Insert, sowie der Darstellung einiger wichtiger
Sequenzabschnitte benétigt fir die Selektion (Amp®), sowie Propagierung in E. coli (pUC ori). Weiterhin wurden
wichtige Abschnitte fiir die Selektion (Leu) und Vervielfaltigung (2 p ori) des Vektors in Hefen angegeben. Der ADH
Promotor diente der konstitutiven Expression einer GAL4 Aktivatordomane - sHSP Fusion mit N-terminalen Nuclear
localization signal (NLS) in Hefen. Dieser Promotor wird durch Ethanol Anreicherung wahrend der spéten
logarithmischen Wachstumsphase runter reguliert. In beide Vektoren wurde die entsprechende sHSP Sequenz iber die
Ndel / EcoRI Schnittstelle eingefiigt.
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