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Zusammenfassung 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Hitzeschockfaktoren (HSF) eukaryotischer Organismen sind konservierte Transkriptions-
faktoren mit starken Homologien innerhalb der DNA-Bindungsdomine. Unter
physiologischen Stressbedingungen binden HSF in oligomerer Form an Hitzeschockelemente
(HSE) innerhalb der Promotoren von HS-Genen und induzieren deren transiente Transkripti-
on. Erhohte Titer an HS-Genprodukten schiitzen vor akuten Zellschdden und fiihren zum
Erwerb hoherer Stresstoleranz. Neben dieser Rolle als zentrale Regulatoren der HS-Reaktion
wurden flir einzelne Vertreter der HSF-Familie zellstadium- und entwicklungsspezifische
Funktionen nachgewiesen. Auf die Expression ihrer Zielgene, bei denen es sich nicht aus-
schlieBlich um klassische HS-Gene wie Hitzeschockproteine handelt, iiben HSF in einigen
Féllen auch negativ-regulatorische Eigenschaften aus.

Das Genom von Arabidopsis thaliana enthélt die fiir Pflanzen typische, groe Anzahl von 21
HSF-Homologen. Sechs von ihnen waren Gegenstand dieser Arbeit. Aufgrund struktureller
Besonderheiten innerhalb ihrer Aminosduresequenz gehoren jeweils drei der Klasse-A und
drei der Klasse-B an. Im Einzelnen handelte es sich um HSF1 (AtHsfAla), HSF2
(AtHsfAle), HSF3 (AtHsfA1b) und HSF4 (AtHsfB1), HSF6 (AtHsfB2a), HSF7 (AtHsfB2b);
wobei die Angaben in Klammern der von Nover et al. (2001) vorgeschlagenen Nomenklatur
entsprechen. Die funktionelle Charakterisierung dieser HSF umfasste deren Expressionsana-
lyse, den Nachweis ihrer HSE-Bindungsaktivitit, loss-of-function- und im Einzelfall gain-of-
function-Ansitze und wurde im Hinblick auf eine mogliche Beteiligung an der HS-Reaktion
durchgefiihrt.

Aufgrund der nachgewiesenen Expression in vegetativem Arabidopsis-Gewebe konnen alle 6
HSF an der HS-Reaktion beteiligt sein. Die in E. coli rekombinant exprimierten HSF haben in
homooligomerer Form an synthetische HSE gebunden, womit sie ein wesentliches HSF-
Merkmal erfiillt haben. Mit Hilfe eines neu entwickelten Immunprézipitationsassays konnte
eine Hitzeinduktion der HSE-Bindungsaktivitdten von HSF1 und -3 in Arabidopsis-Bléttern
nachgewiesen werden. Aullerdem wurde mit dieser Methode der vollstindige Verlust der
HSE-Bindungsaktivitit von HSF1 und HSF3 in den im Rahmen dieser Arbeit isolierten T-
DNA-Insertionslinien hsf1-ttl und hsf3-ttl gezeigt. Die HSE-Bindungsaktivitdten von HSF2,
HSF4, HSF6 und HSF7 konnten in Arabidopsis-Bléttern vor und wahrend eines 2-stiindigen
HS nicht nachgewiesen werden. In wie weit das ein Hinweis dafiir ist, dass diese HSF nicht

an der HS-Reaktion beteiligt sind, wird diskutiert.



2 Zusammenfassung

Mittels Durchmustern von T-DNA-Insertionslinien wurden knockout-Mutanten fiir HSF1,
HSF3 und HSF7 isoliert. Die phénotypisch unauffélligen Mutanten zeigten auch auf moleku-
larer Ebene keine Unterschiede zum WT beziiglich der HS-Genexpression, weshalb fiir diese
HSF entweder redundante oder fiir das normale Wachstum und die HS-Reaktion entbehrliche
Funktionen angenommen werden miissen.

Die Doppelmutante hsfl/hsf3, welche durch Kreuzen der beiden Einzelmutanten generiert
worden war, zeigte keine verdnderte Thermotoleranz. Analysen zur HS-Genexpression erga-
ben aber, dass HSF1 und HSF3 synergistisch zusammenwirken und fiir die Akkumulation
groer Mengen von hitzeinduzierten Transkripten in der Frithphase der HS-Reaktion verant-
wortlich sind. Anhand der hsfl/hsf3-Doppelmutante konnte auBerdem gezeigt werden, dass
die hitzeinduzierte Expression von HSF4 und HSF7 abhéngig von HSF1 und HSF3 ist. Darii-
berhinaus ergab die strukturelle und funktionelle Analyse des HSF7-Promotors, dass HSF7
ein direktes Zielgen von HSF darstellt. Somit wurde erstmals die direkte Regulation der Ex-
pression eines HSF durch andere HSF gezeigt.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zu HSF4, HSF6 und HSF7 lassen keine
eindeutige Aussage iiber ihre Funktion im Speziellen oder die Funktion von Klasse-B-HSF im
Allgemeinen zu. Wihrend der HSF7-knockout ohne nachweisbare Auswirkungen blieb, hatte
die ektopische Expression von HSF7-Konstrukten schwerwiegende, pleiotrope Effekte auf die
transgenen Arabidopsis-Pflanzen.

[Teile dieser Arbeit wurden zwischenzeitlich in Zhang et al. (2003) und Lohmann et al.
(2004) veroftentlicht. ]
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2  EINLEITUNG

2.1 Die Hitzeschockreaktion

Die Evolution basiert auf der natiirlichen Selektion von Organismen, welche die vorhandenen

Ressourcen effizienter nutzen als andere Organismen. Sie fiihrt somit zu einer bestmoglichen

Anpassung an die bestehenden Umweltbedingungen. Evolutiver Stillstand ist dabei ausge-

schlossen, da kaum ein Okosystem iiber einen lingeren Zeitraum absolut konstante

Umweltbedingungen bietet (Darwin, 1859). Die Spezialisierung auf bestimmte Umweltbedin-

gungen flihrt unweigerlich zur Definition suboptimaler Lebensbedingungen. Bei der
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Abbildung 2.1: Wachstumkurve von
Escherichia coli bei unterschiedlichen
Hitzeschockbedingungen. A) Die basale
Thermotoleranz liegt unter 46°C, wes-
halb die Zellen bei dieser Temperatur
sterben. B) FEine Vorinkubation der
Zellen bei subletaler Temperatur bewirkt
eine Adaption. Die erworbene Thermo-
toleranz reicht nun iiber 46°C.

evolutiven Adaption des Erbguts bzw. der Art und
Weise seiner Expression mufl daher immer ein Kom-
promiss eingegangen werden: Trotz Anpassung an
optimale Bedingungen mul} die Fihigkeit erhalten
bleiben, flexibel auf suboptimale Bedingungen
(Stresssituationen) zu reagieren. Auf zelluldrer Ebene
geht es bei dieser Reaktion um den Schutz essentiel-
ler Zellstrukturen und —funktionen, die
Gewihrleistung einer raschen Erholung und um eine
Adaption an die jeweilige Stresssituation, die mittel-
fristig zu einer erhohten, erworbenen Stresstoleranz
fithrt (Abb. 2.1).

Die Hitzeschockreaktion als spezielle Form dieser
zelluldren Stressreaktion ist hochkonserviert. Die
Zellen aller bisher untersuchten Organismengruppen
reagieren auf subletalen Hitzestress (Hitzeschock,
HS) mit einer schnellen, grundlegenden Umstellung
ihrer Genexpression, die zur massiven Synthese von
HS-Proteinen (HSP) fiihrt. Die Expression vieler
Nicht-HS-Gene ist dabei deutlich verringert, weshalb

die HS-Reaktion von transienter Natur ist (Tissieres

et al., 1974; zur Ubersicht: Nover, 1991).



4 Einleitung

HSP existieren in allen Organismen von Bakterien bis zum Menschen und gehoren zu den
evolutiv konserviertesten Proteinen (Schlesinger, 1990). HSP werden aufgrund ihrer Molmas-
se in kDa, Struktur und Funktion in die 5 verschiedenen Klassen HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60 und die kleinen HSP (small HSP: sHSP) mit einer Molmasse von 16 bis 42 kDa einge-
teilt (zur Ubersicht: Morimoto et al., 1994a). Hitzeinduziert-exprimiert werden auch Ubiquitin
und Ubiquitin-konjugierende Enzyme, welche Substrate fiir die zellinterne Proteolyse markie-
ren (Neves et al., 1988; Hershko & Ciechanover, 1998). Weitere wichtige Vertreter der
stindig wachsenden ,,HSP-Gemeinde* sind Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerasen, die in
Eukaryoten auch Immunophiline genannt werden (zur Ubersicht in Pflanzen: Harrar et al.,
2001; Pratt et al., 2001).

Neben der HS-Reaktion fiihren auch die zelluldren Schutzreaktionen auf Kailte, Trockenheit,
osmotischen Stress, Oxidantien, Schwermetalle, Aminoséureanaloga oder Pathogenbefall zu
einer verstirkten HSP-Synthese (zur Ubersicht: Nover, 1991; Schoffl et al., 1999). Dabei wird
offensichtlich ein generelles Schutzprinzip verfolgt, da die Reaktion auf einen Stress auch
zum Schutz vor anderen Stressfaktoren fiihrt. Beispielsweise sind die Friichte von Tomaten
kélteunempfindlicher, wenn eine Adaption an Hitze vorausging. Ein solches Phdnomen wird
,erworbene Kreuztoleranz genannt (Sabehat et al., 1998).

Den genannten Stressfaktoren gemeinsam ist ihre direkte oder indirekte proteindenaturierende
Wirkung. Unter diesen Bedingungen besteht die Aufgabe vieler HSP darin, die Funktionalitét
essentieller Proteine aufrechtzuhalten und die Bildung zytotoxischer Proteinaggregate zu
verhindern bzw. diese rechtzeitig aufzulosen. Als molekulare Chaparone begleiten und unter-
stiitzen sie die Synthese, Faltung, Interaktionen, den Transport und wenn nétig auch die
Degradation anderer Proteine. Dabei werden i.d.R. hydrophobe Bereiche partiell entfalteter
Proteine als Substrat erkannt, wie sie bei naszierenden Polypetiden am Ribosom, der Ausbil-
dung von Tertidr- und Quartirstrukturen und bei der Translokation von Proteinen durch
Membranen auch unter Normalbedingungen und im allgemeinen unter zelluldren Stressbedin-
gungen verstirkt auftreten (zur Ubersicht: Lindquist & Craig, 1988; Hightower, 1991; Craig
et al., 1993; Parsell & Lindquist, 1993; Hartl, 1996; McClellan & Frydman, 2001). Viele HSP
werden deshalb in geringem Umfang auch in Abwesenheit von Stress exprimiert. Zudem
finden sich fiir einige HSP eng verwandte, konstitutiv exprimierte Gene, die heat shock co-
gnates (HSC) genannt werden. AuBerdem ist die Synthese einiger HSP
entwicklungsspezifisch reguliert (zur Ubersicht fiir Pflanzen: Schoffl et al., 1998 und 1999).
Die Rolle der HSP bei der Bewiltigung zelluldrer Ausnahmesituationen stellt daher eine

Erweiterung ihrer auch unter Normalbedingungen essentiellen biologischen Funktionen dar.
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2.2 Die Hitzeschockproteine

In zahlreichen biochemischen Analysen an Vertretern aller HSP-Familien wurde deren Fahig-
keit nachgewiesen, Proteine vor irreversibler Denaturierung zu schiitzen. Im Folgenden wird
daher vor allem auf die Bedeutung der Chaparonfunktionen in vivo unter Normalbedingungen
sowie der kausale Zusammenhang zwischen stressinduzierter HSP-Expression und der Aus-

bildung von Stresstoleranz eingegangen.

Die kleinen HSP (SHSP) kommen ubiquitér vor, sind aber vor allem in Pflanzen zahlreich
vertreten (Scharf et al., 2001). Thre Expression ist stark hitzeinduziert und vor HS kaum
nachweisbar. Nach HS machen sHSP in Pflanzen jedoch bis zu 1% des zelluldren Gesamtpro-
teins aus (DeRocher et al., 1991). Lediglich in vegetativem Gewebe der austrocknungs-
toleranten Pflanze Craterostigma plantagineum (Alamillo et al., 1995) und wihrend Entwick-
lungsprozessen wie Gametogenese, Samenreifung und Keimung (zur Ubersicht: Waters et al.,
1996) werden groflere sHSP-Mengen auch bei Abwesenheit von Stress exprimiert. sHSP der
Klasse I und II sind zytoplasmatische Proteine, weitere Klassen kommen in den Mitochondri-
en, im Endoplasmatischen Reticulum und in den Chloroplasten vor (zur Ubersicht: Waters et
al., 1996). Die ATP-unabhingige Funktion der sHSP unter akkuten HS-Bedingungen besteht
darin, die Aggregation partiell entfalteter Proteine zu verhindern, diese zu stabilisieren und
somit ein Reservoir an faltungskompetenten Proteinen zu schaffen (Lee et al., 1997,
Ehrnsperger et al., 1997). Die eigentliche Riickfaltung erfolgt dann durch ATP-abhéngige
Chaparone, vor allem durch HSP70 (Lee & Vierling, 2000; Smykal et al., 2000). Die Stress-
toleranz von E. coli und Sdugerzellen kann durch heterologe Expression von sHSP erhoht
werden (Yeh et al., 1997; Soto et al., 1999; Rollet et al., 1992; Mehlen et al., 1993). Die
Reduktion endogener sHSP-Mengen fiihrt aber weder in E. coli, Hefe noch Drosophila zu
einer verringerten Stresstoleranz (Kitagawa et al., 2000; Petko & Lindquist, 1986; McGarry
& Lindquist, 1986). Wie bedeutend kleine HSP fiir die Ausbildung von Thermotoleranz in
Pflanzen sind, ist unklar. Antisense- und Uberexpressionsstudien in transgenen Pflanzen
fithren zu keinen oder nur geringen Veridnderungen der Thermotoleranz (Schoffl et al., 1987;
Malik et al., 1999). Die Uberexpression des zytoplasmatischen Klasse-II HSP17.6A erhoht
die Osmotoleranz nicht aber die Thermotoleranz der transgenen Arabidopsis-Pflanzen (Sun et
al., 2001). Fiir einzelne sHSP konnte eine Funktion beim Schutz des Photosystems oder der
Kohlenstofffixierung vor oxidativem Stress nachgewiesen werden, der unter natiirlichen

Bedingungen mit Hitzestress einhergeht (Heckathorn et al., 1998; Harndahl et al., 1999).



6 Einleitung

Die Vertreter der HSP60-Familie werden als Chaparonine (Cpn) bezeichnet. Das HSP60-
Homolog aus E. coli GroEL wurde erstmals 1981 von Tilly et al. als essentielles Protein fiir
das Assembly des Bakteriophagen Lambda beschrieben. Aufgrund anschlieBender intensiver
Studien gehort GroEL und dessen Co-Chaparonin GroES (HSP10 bzw.Cpnl10) zu den best-
analysierten Chaparonen. HSP60 werden in zwei Klassen eingeteilt. Klasse 1 enthdlt das
prokaryotische GroEL und das eukaryotische Cpn60, welches in Mitochondrien und Plastiden
lokalisiert ist. Die zweite Klasse beinhaltet das Thermosom der Archeabakterien und den
eukaryotischen, zytoplasmatischen Chaparoninkomplex C-Cpn auch TCP-1 (T-complex-
protein-1), CCT (chaparonin containing TCP-1) oder TRIC (TCP-1 ring complex) genannt.
Beide Klassen sind an der Faltung von Proteinen beteiligt, beide arbeiten ATP-abhéngig, aber
nur Klasse I Chaparonine benétigen das Co-Chaparonin CpnlO bzw. GroES. Das
GroEL/GroES-System ist essentiell fiir E. coli und erfiillt zusammen mit dem DnaK/Dnal-
System (HSP70/HSP40) den Grofteil der Chaparonfunktion in prokaryotischen Zellen (zur
Ubersicht: Hartl, 1996; Ranson et al., 1998). Das zytoplasmatische Chaparonin TRIC unter-
stiitzt in Sdugerzellen hauptsidchlich die Ausbildung von Aktin- und Tubulinfilamenten
(Eggers et al., 1997). Im pflanzlichen Zytoplasma konnten nur geringe Mengen TRIC nach-
gewiesen werden, detaillierte funktionelle Studien fehlen bislang. Die beiden
chloroplastiddiren Cpn60-Formen Cpn60c. und Cpn60f sind hauptsédchlich am Zusammenbau
von Rubisco beteiligt (Hemmingsen et al., 1988). Thre Expression ist eng an die von Rubisco
gekoppelt, eine Stressinduktion scheint nur in jungen Keimlingen moglich (Holland et al.,
1998). Eine Mutation in Cpn60a. fithrt in Arabidopsis zu einem drastischen Embryodefekt,
wahrscheinlich weil keine funktionellen Chloroplasten gebildet werden (Apuya et al., 2001).
[Zur Chaparoninfunktion in Pflanzen siche auBlerdem: Boston et al., 1996; Miernyk, 1999;
Hill & Hemmingsen, 2001]

Vertreter der HSP70-Familie kommen sowohl in Prokaryoten (DnaK in E. coli) als auch in
allen subzelluliren Kompartimenten eukaryotischer Zellen vor. Ebenso wie GroEL (s.0.)
wurde DnaK urspriinglich als Protein identifiziert, welches essentiell fiir die Replikation des
Bakteriophagen Lambda in E. coli ist (Georgopoulos, 1977). HSP70 sind hochkonserviert,
speziell die mitochondrialen und plastiddren HSP70 zeigen hohe Homologien zu prokaryoti-
schen HSP70. Konstitutiv exprimierte Familienmitglieder werden HSC70 genannt,
wesentliche Unterschiede in Struktur und Funktion zu den stressinduzierten HSP70 sind nicht
bekannt. In der Hefe kommen zwei zytoplasmatische HSP70-Klassen vor (SSA und SSB) und
jeweils ein Vertreter im ER und in den Mitochondrien (KAR2 bzw. SSC-I). Das HSP70 im
ER von Saugerzellen wird BiP (binding protein) genannt. HSP70 sind an allen chaparonab-
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hiangigen Prozessen beteiligt. Neben der Riickfaltung denaturierter Proteine unterstiitzen sie
die Faltung naszierender Polypeptide, stabilisieren Proteine, die zum Transport durch Mem-
branen partiell entfaltet werden und ermdglichen als Co-Faktoren proteolytischer Systeme die
Degradation von Proteinen. AuBlerdem gibt es Hinweise zur autoregulatorischen Funktion der
HS-Reaktion durch HSP70 (Kap. 2.3.2.2). Die HSP70-Maschinerie interagiert hdufig synergi-
stisch mit anderen Chaparonen wie HSP100, HSP90, HSP60 oder sHSP und ist wichtige
Komponente von Multichaparonkomplexe (Glover & Lindquist, 1998; Chen & Smith, 1998;
Lee & Vierling, 2000; zur Ubersicht: Ben-Zvi & Goloubinoff, 2001). Zur Ausbildung einer
funktionellen HSP70-Maschinerie wird das Co-Chaparon HSP40 (Dnal in E. coli; HDJ-1 in
Sdugerzellen) und - speziell in E. coli - der nucleotide exchange factor GrpE benétigt. Dnal
vermittelt die Bindung einiger HSP70-Substrate und aktiviert die ATP-Hydrolyse durch
HSP70. GrpE katalysiert den Austausch von ADP durch ATP und ermdglicht so die Freiset-
zung gebundener Bereiche eines Substrats und die erneute Bindung anderer Bereiche (zur
Ubersicht: Hartl, 1996; Bukau & Horwich, 1998). Neben dem DnaJ-Homolog HDJ sind in
Sdugerzellen weitere Co-Faktoren von HSP70 bekannt. So gelten BAG-1 und CHIP als nega-
tive Regulatoren der HSP70-Aktivitit wogegen HIP (HSP70 interacting protein) den
HSP70/Substrat/ ADP-Komplex stabilisiert und iiber HOP (HSP70/HSP90 organizing protein)
ein Zusammenwirken mit HSP90 ermdéglicht (Bimston et al., 1998; Ballinger et al., 1999;
Hohfeld et al., 1995; Chen & Smith, 1998). Dass HSP70 ein wichtiger Thermotoleranzfaktor
in Drosophila ist, und durch die Manipulation einzelner HSP die Stressresistenz eines kom-
plexen Organismus verdndert werden kann, zeigten Welte et al. erstmals 1993. Transgene
Larven, die mit 12 zusitzlichen HSP70-Kopien ausgestattet waren und als Folge davon erh6h-
te HSP70-Mengen exprimierten, waren deutlich hitzeresistenter als die Kontrolllinie. Auch
die Stresstoleranz tierischer Zelllinien korreliert mit der Menge an funktionellem HSP70
(Riabowol et al., 1988; Li et al., 1991). Dabei besteht die Funktion von HSP70 nicht haupt-
sdchlich darin, der Proteinaggregation entgegenzuwirken, sondern die Aktivierung der
Stresskinase JNK und somit eine stressinduzierte, Caspase-unabhidngige Apoptose zu verhin-

dern (Volloch et al., 2000).

Angehorige der HSP90-Familie kommen sowohl in Prokaryoten (HtpG in E. coli) als auch
in Eukaryoten vor, wo sie sowohl im Zytosol, im ER (Grp94, glucose related protein 94) als
auch in den Plastiden gefunden wurden (Schmitz et al., 1996; zur Ubersicht: Buchner, 1996).
Fiir HSP auBlergewohnlich ist die hohe Abundanz einzelner HSP90 bereits unter Normalbe-
dingungen, die unter Stressbedingungen noch deutlich zunimmt. Ungewdhnlich ist auch die

Substratspezifitit von HSP90. Im Gegensatz zu anderen Chaparonen, die mehr oder weniger
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allgemein entfaltete Proteine binden, sind die meisten HSP90-Substrate an der zelluldren
Signaltransduktion beteiligt. Klassische HSP90-Substrate sind Steroidhormon-Rezeptoren
und Kinasen (zur Ubersicht: Young et al., 2001). Generell scheint HSP90 nicht wie bei-
spielsweise HSP70 in den frilhen Phasen der Proteinfaltung beteiligt zu sein, sondern
stabilisiert vorzugsweise die Konformation anndhernd nativer Proteine und trdgt zu deren
»Reifung™ bei (Nathan et al., 1997). Funktionelles HSP90 ist dimér und benétigt ATP. Die
ATP-Bindungstasche wurde von Prodromou et al. (1997) identifiziert, sie kann selektiv durch
die chemische Substanz Geldanamycin blockiert werden. Obwohl HSP90 in Bakterien und im
ER autonom agieren, bendtigen zytosolische HSP90 beim engen Zusammenwirken mit
HSP70 (s.0.) in Multichaparonkomplexen zusitzliche Co-Faktoren (Bose et al., 1996). Neben
den bereits bei HSP70 erwdhnten HOP und HIP sind dies p23, Immunophiline (Prolyl-
Isomerasen) und in speziellen Fillen p50 bzw. Cdc37 (zur Ubersicht: Young et al., 2001).
Neben der Bedeutung fiir die zelluliren Signaltransduktion scheint HSP90 gemeinsam mit
HSP70 auch an der Regulation der HS-Reaktion beteiligt zu sein (Zou et al., 1998; Guo et al.,
2001; siehe auch: Kap. 2.3.2.2). In der Arabidopsis-Mutante TU2 korreliert das Fehlen von
hitzeinduziert-exprimiertem HSP90 mit der verringerter Thermotoleranz der Pflanze. Da die
transiente Transformation mit intaktem HSP90 zur Restauration des Phénotyps fiihrt, liegt der
direkte Zusammenhang zwischen HSP90-Expression und Erwerb von Thermotoleranz in
Arabidopsis nahe (Ludwig-Miiller et al., 2000). In Saccharomyces cerevisiae fiihren reduzier-
te HSP90-Konzentrationen zu erhohter Thermosensitivitit, das komplette Fehlen der HSP90-
Funktion ist letal (Borkovich et al., 1989). Auch in Drosophila melanogaster ist eine HSP90-
Nullmutation letal (Cutforth & Rubin, 1994). Bei der Arbeit mit Drosophila-Mutanten, die
reduzierte HSP90-Funktion besaBlen, fiel Rutherford & Lindquist (1998) das ungewdohnlich
hiufige Auftreten morphologischer Verdnderungen an einzelnen Individuen auf. Diese Ver-
dnderungen waren genetisch bedingt, jedoch nicht allelisch zur HSP90-Mutation. Weitere
Untersuchungen legten vielmehr nahe, dass HSP90 unter normalen Umstédnden die morpholo-
gische Ausprigung von Mutationen abpuffert, indem es mutierte Proteine maskiert. Auf diese
Weise konnten sich stille Mutationen im Genom anreichern. Sie fiihrten erst dann zu tiefgrei-
fenden Verdnderungen der Eigenschaften eines Organismus, wenn bei suboptimalen
Umweltbedingungen (z.B. Hitzestress) die maskierende Funktion von HSP90 austitriert wur-
de. Indem HSP90 unter normalen Umweltbedingungen zur zelluldren Homoeostase beitrégt,
fordert es die morphologische Variabilitit bei einer plotzlichen Verdnderung des Selektions-

drucks, es konnte somit zur Evolution beitragen (Rutherford & Lindquist, 1998).
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Vertreter der eukaryotischen HSP100-Familie sind Homologe der prokaryotischen ClpB-
Proteine (caseinolytic protease). Die Expression der HSP100/Clp-Proteine ist stark stress-
induziert, unter normalen Wachstumsbedingungen auflerdem entwicklungs- organspezifisch
reguliert (Schirmer et al., 1994; zur Ubersicht: Parsell & Lindquist, 1994). Als ATP-
abhéngige Proteasen verhindern sie nicht wie andere Chaparone die Aggregation von Protei-
nen, sondern sind aktiv am proteolytischen Abbau irreversibel denaturierter Polypetide
beteiligt (zur Ubersicht: Horwich, 1995). Dariiberhinaus sind HSP100 an der posttranskriptio-
nellen Regulation der Genexpression beteiligt (Vogel et al., 1995; Wells et al., 1998; Ling et
al., 2000). Fiir die Thermotoleranz von Saccharomyces cerevisiae ist HSP104 sowohl essenti-
ell als auch ausreichend (Sanchez & Lindquist, 1990; Lindquist & Kim, 1996). Die
Komplementation des thermosensitiven Phénotyps von HSP104-Mutanten mit HSP101 aus
Arabidopsis unterstreicht die konservierte Funktion der HSP100-Chaparone in Eukaryoten
(Schirmer et al., 1994). Auch in Arabidopsis thaliana fiihrt die Mutation von HSP101 zum
Verlust induzierbarer Thermotoleranz (Hong & Vierling, 2000 und 2001). Transgene Pflan-
zen, die HSP101 konstitutiv exprimieren, sind hitzeresistenter als WT-Pflanzen (Queitsch et
al., 2000). Deutlicher als fiir alle anderen HSP ist somit die Bedeutung von HSP100 fiir die

Thermotoleranz von Organismen gezeigt.

2.3 Die Regulation der Hitzeschockantwort

Die Expression von Hitzeschockproteinen wird in eukaryotischen Zellen neben posttranskrip-

tionellen Mechanismen vor allem auf transkriptionel-
ler Ebene kontrolliert (zur Ubersicht: Craig, 1985; i
Lindquist, 1986). Dazu bindet ein durch entspre- @ o

@ HSF-Aktivierung
chende Signale aktivierter, trimerer
Hitzeschocktranskriptionsfaktor (HSF) an Promotor- *

elemente der HS-Gene und induziert so deren Transkription

Transkription (Abb.2.2). nGAANNTTCNNG. HS-Gen j

HSE *
HSP-Synthese @
Abbildung 2.2: Zentrale Schritte der Hitzeschockreaktion sind @ %

HSF-Aktivierung, Bindung eines oligomeren HSF an Hitze-
schockelemente [HSE] in HS-Promotoren und Induktion der ‘Schutz/StresstoIeranz‘
HS-Genexpression.
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2.3.1 Die Hitzeschockpromotoren

Als cis-regulatorische Erkennungssequenz fiir die spezifische Bindung des HSF dienen Hitze-
schockelemente (HSE), die in den Promotoren aller HS-Gene zu finden sind und deren
Sequenz hoch konserviert ist (Mirault et al. 1982; Pelham, 1982; Pelham & Bienz, 1982). Die
HSE-Konsensussequenz besteht aus Nukleotidpentameren der Sequenz nGAAn, die fortlau-
fend in alternierender Orientierung angeordnet sind (Amin et al., 1988; Xiao & Lis, 1988).
Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung jeder einzelnen der 5 Basen zeigten, dass Ade-
nin an Position 1 bevorzugt wird und Guanin an Position 2 essentiell ist, wogegen die
Substitution des Adenins auf Position 3 oder 4 zu geringeren Beeintrachtigungen der HSF-
Bindung fiihrt. Fiir die entsprechenden Systeme (Mensch, Hefe, Drosophila, Sonnenblume)
ergibt sich somit eine Erweiterung der Konsensussequenz auf aGAAn (Barros et al., 1992;
Cunniff & Morgan, 1993; Fernandes et al., 1994a). Eine 5 Bp-Einheit ist Bindungsstelle fiir
die DNA-Bindungsdomine (DBD) eines HSF-Polypeptids (Kim et al., 1994; Perisic et al.,
1989). Fiir die vollstindige Bindung eines HSF-Trimer besteht ein HSE daher aus aus drei 5
Bp-Einheiten. Die minimale Bindungsstelle fir den HSF aus Drosophila melanogaster
(DmHSF) besteht aus zwei 5 Bp-Einheiten, wodurch sich ein HSE der Sequenz
nGAAnNnTTCn bzw. nTTCnnGAAn ergibt. Zwei HSF-Trimere binden, wenn das HSE aus
vier 5 Bp-Einheiten besteht (Perisic et al., 1989).

Sowohl HSE-Linge, -Konservierungsgrad, -Anzahl und relative Lage konnen innerhalb der
Promotoren verschiedener HS-Gene variieren und beeinflussen die Stirke eines HS-
Promotors (zur Ubersicht: Fernandes et al., 1994b; Nagao & Gurley, 1999). Die HSF-
Affinitdt eines Promotors wird speziell durch ausgedehnte HSE oder Anordnung mehrerer
HSE erhoht, die eine kooperative Bindung mehrerer HSF-Trimere ermdglichen (Topol et al.,
1985; Xiao et al., 1991, Amin et al., 1994, Bonner et al., 1994; Kroeger & Morimoto, 1994).
So ist ein HSE bestehend aus drei nGAAn-Motiven zwar fiir die stabile Bindung aktiver
Drosophila- und Hefe-HSF in vitro ausreichend, seine biologische Aktivitét in vivo ist aber zu

gering, um eine Transkriptionsaktivierung zu erzielen (Amin et al., 1985; Wei et al., 1986).

Neben den HSE existieren in HS-Promotoren weitere Cis-regulatorische Elemente, welche die
Stirke der Transkription beeinflussen. Dabei werden Elemente unterschieden, die eine HSE-
Funktion verstirken und solche die HSE-unabhéngig regulieren. In der Hefe tragen die
STREs [stress responsive elements: CCCCT] zur HSF-unabhédngigen, MSN-vermittelten
allgemeinen Stressantwort bei (zur Ubersicht: Morano et al., 1998). Die Promotoren des
humanen HSP27 und der HSP23 und HSP27-Gene aus Drosophila beinhalten funktionelle

estrogen response elements (EREs) bzw. ecdysone response elements (EcdREs) (Martinez et
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al., 1991; Mestril et al., 1986; Riddihough & Pelham, 1986; Porter et al., 1996). Ebenfalls
Steroidhormon-reguliert ist das humane HSP70.1-Gen, welches neben einem Zellzyklus-
abhingigen G1-Enhancer, Bindungstellen fiir SP1 (G/C-reich) und den CCAAT-Box binding
factor (CBF) in der Promotorregion aufweist (Greene et al., 1987; Morgan, 1989; Bevilacqua
et al., 1997 & 2000; Taira et al., 1997). Aufgrund des Vorhandenseins solcher und anderer
»autonomer® FElemente bieten HS-Promotoren zahlreiche Moglichkeiten zur HS-
unabhingigen Regulation der Genexpression. Inwieweit HSF bei solch differientieller Regu-
lation beteiligt ist, mull im Einzelfall getestet werden, wobei der Nachweis der Funktionalitét
der HSE als Beweis angesehen wird. Alleine die Anwesenheit von HSE in komplexen Promo-
toren 14Bt keine Aussage iiber eine HSF-abhéngige Induzierbarkeit zu. So zeigten Sorger &
Pelham (1987a), dass der HSC73-Promotor in Rattenzellen nicht hitzeinduziert werden kann,
obwohl er zwei perfekte HSE beinhaltet.

Zu den nicht-autonomen HS-Promotorelementen gehdren AT-reiche Elemente in Pflanzen,
die alleine kaum Aktivitit besitzen, zusammen mit HSE aber zu einer Verstirkung der hitze-
induzierten Genexpression fithren (Czarnecka et al., 1992; Rieping & Schoffl, 1992). Die
konstitutive Bindung des GAGA-Faktors an entsprechende Bindungsstellen im Promotor des
HSP70-Gens in Drosophila wird fiir die Auflésung von Nukleosomen und somit fiir die Aus-
bildung einer fiir den HSF zuginglichen Promotorstruktur verantwortlich gemacht
(Tsukiyama et al., 1994; zur Ubersicht: Wilkins & Lis, 1997). Dariiberhinaus wurden das
TATA-bindende Protein (TBP) samt pausierender RNA-Polymerase II bereits unter nicht-
induzierten Bedingungen am Promotor gefunden (Gilmour & Lis, 1986; Lee et al., 1992;
Giardina et al., 1992). Die hitzeinduzierte Elongation des Transkripts erfolgt sobald aktiver
HSF hinzukommt, wahrscheinlich iiber HSF-Interaktion mit TBP (Mason & Lis, 1997; Reindl
& Schoffl, 1998; Yuan & Gurley; 2000). Ein solches priming des Promotors erklart die rasche
Induktion der Genexpression bereits 30-60 s nach HS (O’Brien & Lis, 1993;. zur Ubersicht:
Fernandes et al., 1994b). Im weiteren Verlauf der HS-Reaktion erhoht der Promotor-
gebundene HSF die Reinitiation der RNA-Polymerase, wodurch hohe Transkriptionsraten
erzielt werden (Sandaltzopoulus & Becker, 1998). Obwohl in natiirlichen HS-Promotoren also
eine ganze Reihe zusitzliche, funktionelle cis-regulatorischer Elemente vorhanden sind,
konnten Prandl & Schoffl (1996) zeigen, dass synthetische HSE, die vor die TATA-Box eines
minimalen 35S-Promotors gesetzt wurden, ausreichen, um sowohl hitzeinduzierte als auch
entwicklungsspezifische Expression eines GUS-Reportergens in transgenen Tabakpflanzen zu

vermitteln.
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Da hohere Eukaryoten mehrere HSF-Gene besitzen (s.u.) konnten Unterschiede innerhalb der
HSF-Bindungstellen einzelner HS-Gene dafiir verantwortlich sein, welches Gen von welchem
HSF differentiell reguliert wird. Beispielsweise bindet der humane HSF1 (hHSF1) kooperativ
an ausgedehnte aber weniger stark konservierte HSE, wogegen minimale, hoch konservierte
HSE von humanem HSF2 (hHSF2) bevorzugt werden (Morimoto et al., 1994b). Nagao &
Gurley (1999) unterscheiden und definieren verschiedene Promotortypen pflanzlicher HS-
Gene, die je nach Lokalisation und Beschaffenheit der HSE und dem Vorhandensein anderer
cis-aktiver Elemente Moglichkeiten zur differentiellen Regulation u.a. auch durch ,,speziali-
sierte HSF* bieten. Zu letzterem fehlen allerdings bis heute stichhaltige experimentelle
Hinweise. Da beispielsweise der Drosophila HSP70-Promotor in Pflanzen korrekt reguliert
bleibt und umgekehrt transient exprimierter HSF1 aus Arabidopsis in der Lage ist, HS-Gen-
Promotoren in Drosophila-Zellen zu aktivieren, spielt die HSF-Promotorspezifitdt wohl eher
eine untergeordnete Rolle (Spena et al., 1985; Hiibel et al., 1995). Auch der hohe Konservie-
rungsgrad der DNA-Bindungsdoménen verschiedener HSF und der HSE-Konsensussequenz
deuten darauf hin, dass die individuelle Regulation von HS-Genen vom zeitlichen und rdum-
lichen Muster der Expression und/oder der Aktivierung einzelner HSF und akzessorischer

trans-aktiver Faktoren abhéngig ist. Moglichkeiten dazu werden unter 2.3.2.2 beschrieben.

2.3.2 Die Hitzeschockfaktoren

Hitzeschockfaktoren werden definiert als strukturell verwandte, eukaryotische Transkriptions-
faktoren, welche spezifisch an HSE binden und die Expression von HS-Genen regulieren.
Zwei Jahre nach der erstmaligen Charakterisierung der HS-Gen-Promotoren durch Pelham
(1982) wurde in hitzegeschockten Kernextrakten aus Drosophila eine Proteinkomponente
gefunden, die spezifisch an den HSP70-Promotor bindet (Wu, 1984) und die Transkription
des Gens in vitro induzieren kann (Parker & Topol, 1984). Ein Protein mit fast identischen
Eigenschaften wurde 1987 fiir die Hefe Saccharomyces cerevisiae beschrieben und isoliert
(Sorger & Pelham 1987b; Wiederrecht et al., 1987). Damit waren die beiden ersten HSF
identifiziert, die sowohl in der Hefe als auch in Drosophila von je einem Gen codiert werden
(Wiederrecht et al., 1988; Sorger & Pelham 1988; Clos et al., 1990).

Bis heute konnten HSF-Gene aus einer Reihe von Organismen isoliert werden. Dabei zeigte
sich, dass niedere Eukaryoten wie die Hefen Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis
und Schizosaccharomyces pombe ebenso wie Drosophila melanogaster nur ein einziges HSF-
Gen besitzen, wogegen in hoheren Eukaryoten HSF-Genfamilien vorkommen (zur Ubersicht:

Morimoto et al., 1994b; Wu, 1995). Das HSF-System in Vertebraten beinhaltet mindestens
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vier Mitglieder. Im Menschen konnten cDNAs fiir hHSF1, hHSF2 und fiir zwei Isoformen
von hHSF4, die durch alternatives Spleiflen entstehen, isoliert und die entsprechenden Gen-
produkte funktionell charakterisiert werden (Rabindran et al., 1991; Schuetz et al., 1991;
Nakai et al., 1997; Tanabe et al., 1999). Im Huhn wurden bislang drei HSF-Gene beschrieben,
neben dem hHSF1- und hHSF2-Homologen cHSF1 und cHSF2 (chicken HSF) ist dies cHSF3
(Nakai & Morimoto, 1993; Nakai et al., 1995). Gene fiir HSF1- und HSF2-Homologe existie-
ren auch in der Maus, aus ihnen gehen durch alternatives Spleiflen weitere Isoformen hervor
(Sarge et al., 1991; Fiorenza et al., 1995; Goodson et al., 1995). Uniibertroffen aber scheint
die Zahl der HSF-Gene in Pflanzen zu sein. Beispielweise wurden bisher 6 HSF aus der Soja-
bohne (Glycine max, GmHSF) und 4 HSF aus der Tomate (Lycopersicon peruvianum,
LpHSF) beschrieben (Czarnecka-Verner et al., 1995; Scharf et al.,1990; Bharti et al., 2000),
obwohl die entsprechenden Modellorganismen beziiglich der HSF-Genfamilie noch nicht
erschopfend analysiert wurden. Anders bei der Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh: Im Anschluss an die Isolierung und Charakterisierung von HSF1 durch Hiibel &
Schoffl (1994) wurden Arabidopsis-cDNAs fiir 7 weitere HSF isoliert (Prandl et al., 1998;
Schoffl & Prandl, 1999). Die umfangreichen Arabidopsis cDNA- und EST-Datenbanken und
schlieBlich die Sequenzierung des kompletten Arabidopsis-Genoms (The Arabidopsis Geno-
me Initiative, 2000) ermoglichten die Identifizierung weiterer HSF-Gene aufgrund von
Sequenzhomologien (Schoffl & Prandl, 1999; Nover et al., 2001). Insgesamt ergibt sich somit
eine Zahl von 21 HSF in Arabidopsis. Eine Ubersichtstabelle der 21 HSF-Homologen und ein
AS-Alignment der DNA-Bindungsdominen findet sich im Anhang unter 7.3 bzw. 7.5. Auf-
grund deutlicher struktureller Unterschiede (siehe hierzu: Kap. 2.3.2.1), werden pflanzliche
HSF unterteilt in die Klassen A, B und C (Schoffl et al., 1998; Nover et al., 1996 & 2001).
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Schematische Darstellung der HSFE-Struktur
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Abbildung 2.3: HSF-Proteinstruktur und konservierte funktionelle Doménen. A) Schemazeichnung der allge-
meinen HSF-Struktur. B) und E) AS-Alignment wesentlicher Bereiche der DBD bzw. OLD des HSF aus
Kluyveromyces lactis, Drosophila, Mensch und des Klasse-A-HSF1 und Klasse-B-HSF4 aus Arabidopsis —
Hervorhebung konservierter und funktioneller AS und Sekundérstrukturen. C) Tertidrstruktur der DBD von
LpHSF24, verandert aus Schultheiss et al. (1996). D) a-Helix 3 der DBD von AtHSF1 als a-helicales Rad —
amphiphatischer Charakter. F) Zentraler Bereich der HR-A von AtHSF1 als a-helicales Rad — Leucin-Zipper-

artige Struktur. G) Trimerisierung der OLD von AtHSF1 — Ausbildung eines dreistrangigen coiled-coil. Siehe
auch Text: Kap. 2.3.2.1.
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2.3.2.1 Die HSF-Struktur

Die Molmassen und Aminosduresequenzen der verschiedenen HSF variieren betrachtlich. Fiir
die beiden HSF aus den Hefen S. cerevisiae und K. lactis ergibt sich beispielsweise nur eine
AS-Ubereinstimmung von 18%. Es lassen sich lediglich zwei Bereiche hoher Homologie
ausmachen, die im N-terminalen Bereich lokalisierte DNA-Bindungsdomaine (DBD) und die
weiter C-terminal gelegene Oligomerisierungsdomaine (OLD) (Abb. 2.3.A). Diese allen HSF
gemeinsamen, hoch konservierten Regionen bewirken die charakteristische HSF-Eigenschaft,
in oligomeren Formen an Hitzeschockelemente zu binden.

Die DBD der HSF zeigen nur geringe Sequenzihnlichkeiten zu den bekannten Bindungsmo-
tiven anderer DNA-bindender Proteine. Kurze Ubereinstimmungen ergeben sich mit der
DNA-Erkennungshelix des bakteriellen o°>-Faktors (Clos et al., 1990) und mit der
HNF3/forkhead-DNA-Bindungsregion (Scharf et al., 1994). Rontgenstruktur- und NMR
(nuclear magnetic resonance)-Analysen der DBD von HSF aus Drosophila, Hefe und Tomate
ergeben eine Tertidrstruktur, die aus 4 antiparallelen p-Faltblattstrukturen und 3 o-Helices
besteht und damit den Bindungsmotiven der Helix-turn-Helix-Familie DNA-bindender Pro-
teine dhnelt (Abb. 2.3.B & C). Dabei bilden a-Helix 2 und 3 die Helix-turn-Helix-Struktur,
die eng mit der DNA wechselwirkt (Harrison et al., 1994; Vuister et al., 1994a & 1994b,
Schultheiss et al., 1996). In direkten DNA-Kontakt treten einzelne AS der amphiphatischen
a-Helix 3 (Abb. 2.3.D), indem sich diese in die groe Rinne der DNA lagert. Fiir a-Helix 3
der DBD des Hefe-HSF sind dies die exponierten Reste der Aminosduren Serin (S), Arginin
(R), Glutamin (Q), Asparagin (N) und Methionin (M). Dabei bildet speziell das Arginin zwei
Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Guanin, des HSE-Motivs n;G2A3A4ns aus und tritt
zusammen mit dem Serin iiber Van-der-Waals-Krifte in zusétzlichen Kontakt mit dem zu A;
komplementdren Thymin. Die restlichen der genannten AS sind an Wasserstoftbriickenbin-
dungen zu den Phosphatgruppen der DNA beteiligt (Hubl et al., 1994; Fernando et al., 1995).
Die essentielle Bedeutung der angesprochenen AS-Positionen spiegelt sich in ihrer hohen
funktionellen Konserviertheit wider, vor allem Serin und Arginin sind an den entsprechenden
Positionen aller bekannten HSF zu finden (siehe Pfeile in Abb. 2.3.B).

Ein Linker von variierender AS-Sequenz und Lénge verbindet die DBD mit der N-terminal
folgenden OLD. Untersuchungen am HSF aus Hefe und Mammaliern ergaben, dass dieser
Linker, oder zumindest Teile davon, das Oligomerisierungsverhalten des HSF und seine
DNA-Bindungsaffinitdt beeinflussen (Flick et al., 1994; Liu & Thiele, 1999). Die OLD be-
steht aus zwei hydrophoben Regionen HR-A und HR-B. Sie zeichnen sich durch mehrfache,

aneinandergereihte Wiederholungen eines 7 AS-langen Sequenzmotivs (abcdefg) aus, in dem
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vor allem die Positionen a und d von hydrophoben AS besetzt werden (hydrophobic heptad
repeat, Abb. 2.3.E). In der a-helicalen Sekundarstruktur der OLD (Peteranderl & Nelson,
1992) kommen diese hydrophoben AS-Reste auf einer Seite der Helix zum Liegen (Abb.
2.3.F). Diese Leucin-Zipper-artige Struktur ermdglicht die HSF-Trimerisierung, indem drei
OLD {iber hydrophobe Wechselwirkung eine dreistriangige, parallele Superhelix (coiled-coil)
bilden (Sorger & Nelson, 1989; Peteranderl & Nelson, 1992; Zuo et al., 1994 & 1995; siehe
auch: Abb. 2.3.G). Obwohl sich die regelméssige Wiederholung hydrophober AS kontinuier-
lich iiber die gesamte OLD fast aller HSF erstreckt, werden HR-A und HR-B unterschieden.
Wahrscheinlich bilden beide jeweils eine o-Helix. Da beide essentiell fiir die HSF-
Oligomerisierung sind, wird angenommen, dass Helix2 (HR-2) zur Stabilisierung des coiled-
coil beitrdgt, welches in erster Linie von der langeren Helix1 gebildet wird (Sorger & Nelson,
1989). Im Gegensatz zu allen anderen HSF weist die OLD der pflanzlichen Klasse-A-HSF
einen Einschub von 21 AS zwischen HR-A und HR-B auf, in dem es auflerdem zu einem
frame shift der Leucin-Zipper-Motive kommt (Nover et al., 1996; siche: Abb. 2.3.E).

In den HSF tierischer Organismen findet sich im C-terminalen Bereich ein zusétzlicher Leu-
cin-Zipper (Clos et al., 1990; Rabindran et al., 1991). Deletion- und Mutagenese-Studien
zeigten, dass diese Struktur fiir die negative Regulation der Oligomerisierung des HSFs ver-
antwortlich ist, wobei eine intramolekulare Wechselwirkung zwischen dem C-terminalen
Leucin-Zipper und den Leucin-Zippern der OLD angenommen wird (Rabindran et al., 1993;
Sarge et al., 1993; Zuo et al., 1994). Dementsprechend zeigt der Hefe-HSF, dem dieser C-
terminale Leucin-Zipper fehlt, konstitutive DNA-Bindung (Jakobsen & Pelham, 1991). Auch
im C-terminalen Bereich einiger pflanzlicher HSF konnen gehduft hydrophobe AS gefunden
werden (zur Ubersicht: Nover et al., 2001). Zur funktionellen Bedeutung dieser HR-C fehlen
experimentelle Hinweise, das regelméfige Auftreten von Prolinresten macht eine a-helicale,
Leucin-Zipper-artige Sekundarstruktur aber unwahrscheinlich.

Im Gegensatz zur DBD und OLD ist die Position und AS-Sequenz der Aktivierungsdoméne
(AD), die fiir die trans-aktivierenden HSF-Eigenschaften verantwortlich ist, wenig konser-
viert (zur Ubersicht: Wu, 1995). Lediglich die auffillige Hiufung aromatischer, hydrophober
und saurer AS-Reste (aromatic, hydrophobic, acidic: AHA-Motiv) ist typisch fiir die durch
deletion-mapping definierten AD der HSF aus Hefe, Mensch und Tomate (Sorger, 1990;
Newton et al., 1996; Treuter et al., 1993, Chen et al., 1993). Wihrend sich die beiden AD des
hHSF1 im C-terminalen Bereich des Polypeptids befinden, besitzt der Hefe-HSF zwei rdum-
lich separierte AD, eine N-terminale und eine C-terminale. Jeweils eine der Beiden aktiviert

die Transkription der HS-Gene, je nach dem, ob es sich um einen akkuten HS oder um eine
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langer anhaltende, erhohte Umgebungstemperatur handelt (Sorger, 1990, Chen et al., 1993).
Detaillierte Mutationsstudien an den beiden AHA-Motiven im C-terminalen Bereich von HSF
aus Tomate belegen deren Bedeutung fiir eine funktionelle AD (Ddring et al., 2000). Dabei
konnte ein AHA-Motiv eine amphiphatische a-Helix bilden, die den HSF zur Wechselwir-
kung mit Mitgliedern des basalen Transkriptionskomplexes befdhigt. In allen pflanzlichen
Klasse-A-HSF sind bis zu 4 AHA-Motive vorhanden. In Klasse-B-HSF fehlen solche AHA-
Motive, in ihren C-terminalen Bereichen liberwiegen neutrale bis basische AS-Reste (Czar-
necka-Verner et al., 2000; zur Ubersicht: Nover et al., 2001).

Innerhalb der Zelle bestehen weitere zahlreiche Mechanismen zur positiven und negativen
Regulation der transkriptionaktivierenden HSF-Eigenschaften. Diese setzen auller der AD die
Funktion zusitzlicher HSF-Doménen und Phosphorylierungsereignisse voraus. (Nieto-Sotelo
et al., 1990; Bonner et al., 1992; Nakai & Morimoto, 1993; Green et al., 1995; Shi et al.,
1995; Wisniewski et al., 1996).

Praktisch alle HSF beinhalten zwei Cluster der basischen AS Lysin und Arginin (K/R-Motiv),
welche Kernlokalisationssignale (nuclear localization signal: NLS) darstellen konnten. K/R-1
befindet sich am C-terminalen Ende der DBD, wogegen die Position von K/R-2 variiert. In
HSF aus Vertebraten und pflanzlichen Klasse-A-HSF liegt sie zentral, C-terminal der OLD, in
pflanzlichen Klasse-B-HSF weiter C-terminal. Fiir den Kernimport von hHSF1 und -2 sind
beide K/R-Motive von Bedeutung (Sheldon & Kingston, 1993), essentiell scheint aber vor
allem K/R-1 (Zuo et al., 1995). Dagegen ist fiir den Kernimport von HSFA1 und HSFA?2 aus
Tomate in erster Linie K/R-2 verantwortlich (Lyck et al., 1997). Die Beobachtung, dass
HSFA2 - obwohl im Besitz eines funktionellen K/R-2-Motivs - nicht in den Kern importiert
wird, wenn er in heterologen Systemen separat exprimiert wird (Scharf et al., 1998), fiihrte
zur Identifizierung eines leucinreichen nukledren Exportsignals (NES) im &uBersten C-
terminalen Bereich des HSF-Polypeptids (Heerklotz et al., 2001). Durch die Bindung eines
nukledren Exportrezeptors an dieses NES und gleichzeitige Maskierung des NLS durch in-
tramolekulare Wechselwirkungen, iiberwiegt der Kernexport von HSFA2. Beide
Mechanismen werden unterdriickt, wenn HSFA2 mit HSFA1 Heterooligomere bildet, denn
nur in dieser Form kommt es zum effizienten Kernimport von HSFA2 (Scharf et al., 1998).
Durch AS-Sequenzvergleich konnen auch in den C-terminalen Bereichen anderer pflanzlicher

HSF leucinreiche, putative NES gefunden werden (Nover et al., 2001, siehe auch: Kap. 7.4).
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2.3.2.2 Regulation der HSF-Aktivitat

Das allgemeine Modell der HS-Reaktion geht von einem préexistierenden, inaktiven HSF aus,
der durch stressausgeloste Signale aktiviert wird und die transiente Transkription von HS-
Genen bewirkt (Abb. 2.2). Diesem Modell zu Folge bestehen Mechanismen zur Inaktivierung
des HSF unter Normalbedingungen, zur Induktion der HSF-Oligomerisierung, zur Regulation
der Kernlokalisation, zur Modulation seiner DNA-Bindungsaffinitit, zur Erlangung trans-
aktivierender Eigenschaften und zur HSF-Inaktivierung bei Ende der HS-Reaktion. Experi-
mentell ist die Existenz solcher Mechanismen nachgewiesen, es hingt jedoch vom jeweiligen
Organismus ab, in welchem Umfang die einzelnen Regulationsschritte verwirklicht werden.
Beispiclsweise gilt fiir die Aktivierung des Drosophila-HSF die Oligomerisierung als ent-
scheidend (Westwood & Wu, 1993), wogegen fiir den Hefe-HSF die stressinduzierte
Erlangung trans-aktivierender Eigenschaften als dominanter Regulationsmechanismus ange-
sehen wird, da dieser bereits unter Normalbedingungen in trimerer, DNA-bindender Form
vorliegt (Sorger & Nelson, 1989; Nieto-Sotelo et al., 1990; Sorger, 1990; Gross et al., 1990;
Jakobsen & Pelham, 1991; Chen et al., 1993). Aber auch die HSF aus Vertebraten konnen
unter bestimmten Umstdnden DNA-Bindungsaktivitit erlangen und an die Promotoren von
HS-Gene binden, ohne die Transkription zu induzieren (Hensold et al., 1990; Jurivich et al.,
1992; Bharadwaj et al., 1998). Die generelle HSF-Aktivierung erfolgt demnach in zwei sepa-
raten Schritten, der Induktion der DNA-Bindungsaktivitit und der Induktion der Trans-
Aktivierungskompetenz.

Eine wachsende Zahl von Untersuchungen belegt aulerdem die Beteiligung von HSF an der
gewebe- und entwicklungsspezifischen HS-Genexpression, sowie bei einer Vielzahl zusétzli-
cher zelluldrer Schutzreaktionen (zur Ubersicht: Schoffl et al., 1999). Da sich dabei die
Expressionsmuster einzelner HS-Gene unterscheiden konnen, miissen neben den allgemeinen
Aktivierungsmechanismen auch Moglichkeiten zur individuellen Modulation der HSF-
Funktion bestehen. Zusitzlichen Raum dazu bietet die Anwesenheit von HSF-Genfamilien in

hoheren Eukaryoten (Kap. 2.3.2).

Regulation der HSF-Expression und Stabilitat

In allen bisher untersuchten Organismen wird mindestens ein Vetreter der HSF-Familie kon-
stitutiv  exprimiert. Dies korreliert mit der essentiellen HSF-Funktion, auch unter
Normalbedingungen. So sind Nullmutationen des HSF in Hefe letal (Sorger & Pelham, 1988)
und fithren in Drosophila zu einem uniiberwindbaren Defekt wéhrend der Oogenese und

frithen Larvenentwicklung (Jedlicka et al., 1997). Auch die extrem rasche Umstellung der
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Genexpression innerhalb von Sekunden nach HS (O’Brien & Lis, 1993) ist nur mit der Prée-
xistenz von HSF zu erkldren. Zwar berichten Aranda et al. (1999) von der hitzeinduzierten
Expression des scheinbar einzigen HSF in der Erbse, bemerken aber, dass dies die Funktion
eines konstitutiv-exprimierten HSF-dhnlichen Transkriptionsfaktors voraussetzt, zumal sie auf
die Existenz eines HSE im HSF-Promotor hinweisen. Auch in anderen pflanzlichen Modell-
organismen sind hitzeinduzierte HSF bekannt, immer jedoch kommen auch konstitutive HSF
vor (Prindl et al., 1998; zur Ubersicht bis 1996: Nover et al., 1996). In Siugerzellen ist der
konstitutive HSF1 fiir die schnelle Umstellung der Genexpression im Rahmen der Stressant-
wort verantwortlich (Baler et al., 1993; Sarge et al., 1993). Die Expression von hHSF4 erfolgt
gewebespezifisch (Nakai et al., 1997), die ubiquitdre Expression von HSF2 aus Sadugerzellen
kann zusitzlich durch entwicklungsspezifische Signale induziert werden (Fiorenza et al.,
1995; Sarge et al., 1994; Sistonen et al., 1992). Beide HSF sind nicht primar an der hitzeindu-
zierten Expression von HSP beteiligt (zur Ubersicht: Morimoto, 1998). Die Aktivitit des
hHSF2 scheint {iber seiner Proteinstabilitdt reguliert zu werden. Anders als hHSF1 ist hHSF2
ein thermolabiles Protein. Zu einer Akkumulation von aktivem hHSF2 im Zellkern kommt es
erst im ldngeren Verlauf der HS-Reaktion und wihrend bestimmter Entwicklungs- und Diffe-
renzierungstadien, wenn ausreichende HSP-Mengen zu seiner Stabilisierung zur Verfiigung
stehen und/oder die Ubiquitin-Proteasome-Maschinerie inhibiert bzw. iiberlastet ist (Mathew
etal., 1998 und 2001).

Auch die Aktivitit des E. coli-HSF RpoH (%) wird iiber Proteinstabilitit reguliert. Unter
Normalbedingungen ist 6°> ein kurzlebiges Protein, dessen Degradation durch die FtsH-
Protease erst bei HS inhibiert wird (Tomoyasu et al., 1995). Neuere Untersuchungen zeigen,
dass das DnaK-System (HSP70) aktiv an der Degradation von > durch FtsH beteiligt ist
(Tatsuta et al., 2000). Dies erklart die Ergebnisse zahlreicher Studien, die eine negativ Regu-
lation von o durch DnaK belegen (zur Ubersicht: Yura & Nakahigashi, 1999). Neben
diesem posttranslationalem besteht in E. coli ein zusdtzlicher posttranskriptioneller Mecha-
nismus zur Regulation der zelluliren o°>-Menge. Unter Normalbedingungen bildet die 5°-
Region der RpoH-mRNA eine stabile Sekundérstruktur, wodurch die Bindung des Ribosoms
verhindert wird. Erhohte Temperatur fiihrt zu einem Aufschmelzen dieser Sekundérstruktur

und ermdglicht die Translation der mRNA (Morita et al., 1999).

Intrinsische HSF-Eigenschaften
HSF-Aktivitit setzt den Ubergang des latenten HSF-Monomers in ein Homotrimer voraus

(zur Ubersicht: Wu, 1995). Die Trimerisierung erhoht die Bindungsaffinitit des HSF an HSE
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um mehr als das 1000-fache (Kim et al., 1994) und wird daher als entscheidender Schritt bei
der Aktivierung der HSF hoherer Eukaryoten angesehen.

Die Trimerisierung von rekombinantem oder gereinigtem DmHSF und HSF1 aus Sdugerzel-
len kann in vitro sowohl durch Hitze als auch durch die Zugabe von Agenzien, die
Proteinkonformationen beeinflussen, ausgelost werden (Larson et al., 1988; Zimarino et al.,
1990; Mosser et al., 1990; Goodson & Sarge, 1995; Larson et al. 1995; Zhong et al., 1998).
HSF miissen demnach eine in ihrer AS-Sequenz begriindete, interne Struktur besitzen, die
eine Oligomerisierung unter Normalbedingungen verhindert, proteotoxischen Stress direkt
wahrnehmen kann und darauthin die OLD-vermittelte Trimerisierung veranlasst. Eine Funk-
tion hierbei erfiillt die C-terminal gelegene HR-C, deren Deletion zur konstitutiven
Trimerisierung des DmHSF und der Vertebraten-HSF1 und -3 fiihrt (Nakai & Morimoto,
1993; Rabindran et al., 1993; Westwood & Wu, 1993; Zuo et al., 1994). Angenommen wird
eine thermolabile intramolekulare coiled-coil-Interaktion der HR-C mit HR-A und -B der
OLD, die intermolekulare Interaktionen zwischen einzelnen OLD verhindert. Unterstiitzt wird
dieses Modell durch die Tatsache, dass die HSF aus Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromy-
ces lactis und der hHSF4, denen die HR-C fehlt, konstitutiv in trimerer, DNA-bindender
Form vorliegen (Sorger & Nelson, 1989; Gross et al., 1990; Jakobsen & Pelham, 1991; Nakai
etal., 1997). In welcher Weise die Oligomerisierung und DNA-Bindungsaktivitét pflanzlicher
HSF durch interne Strukturen reguliert ist, bleibt unklar, zumal hier die HR-C nur wenig
konserviert, wenn tliberhaupt vorhanden ist. Zumindest im DmHSF scheinen jedoch auch
zusitzliche, bisher wenig charakterisierte Bereiche fiir die negative Regulation der Trimerisie-
rung notig zu sein (Orosz et al., 1996).

Klar ist, dass intrinsische HSF-Strukturen zur direkten Wahrnehmung physika-
lisch/chemischer Verdanderungen integriert sind im biochemischen System der Zelle. So wird
die DNA-Bindungsaktivitit des hHSF1 nach heterologer Expression in Drosophila-, Tabak-
oder Frosch-Zellen bei der Hitzeschocktemperatur der Wirtszellen induziert, die jeweils etwa
10°C unter der humaner Zellen liegt (Baler et al., 1993; Clos et al., 1993, Treuter et al.,
1993). Andererseits liegt der Drosophila-HSF nach Expression in E. coli unter Nichthitze-
schockbedingungen konstitutiv in trimerer, DNA-bindender Form vor (Clos et al., 1990) und
die Aktivitdt von heterolog-exprimierter HSF1 aus Arabidopsis ist in Drosophila- und
menschlichen Zellen dereguliert (Hiibel et al., 1995). Die Aktivitdt von HSF in vivo muss also

durch zusitzliche positiv- und negativ-regulatorische Faktoren beeinflusst werden.
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Autoregulation der HS-Reaktion

1982 berichteten DiDomenico et al. erstmals von der Autoregulation der HS-Genexpression
in Drosophila, wo eine Erhohung der zelluldaren HSP70-Konzentration zur Repremierung der
HSP70-Expression und eine Verringerung der HSP70-Konzentration zur Induktion der HSP-
Expression fiihrt (Solomon et al., 1991). Genetische Studien an der Hefe belegten ebenfalls,
dass die HSP70-Expression autoreguliert ist (Stone & Craig, 1990). Die Vermutung, dass
diese Autoregulation ein genereller Mechanismus zur Regulation der HSF-vermittelten HS-
Genexpression ist, wurde durch Untersuchungen an der HSP70-Doppelmutante (ssal/ssa2)
unterstiitzt. In diesem Hefestamm werden u.a. die ansonsten ausschlieflich hitzeinduzieren
SSA3- und SSA4-Gene dereguliert exprimiert. Boorstein & Craig (1990a & b) wiesen nach,
dass fiir die konstitutive Expression beider Gene in der HSP70-Mutante die gleichen cis-
regulatorischen Promotorelemente verantwortlich sind wie fiir deren Expression nach HS,
ndmlich HSE. Der Zusammenhang zwischen der Autoregulation der HSP-Expression und
HSF-Aktivitidt war somit hergestellt.

Die Beobachtung, dass die Injektion denaturierter Proteine in Frosch-Oozyten die Synthese
von HSP induzieren kann (Anathan et al., 1986), das Wissen um die Chaperonfunktion von
HSP70 und HSP90 und der Nachweis der Bindung beider Chaparone an inaktiven HSF
(Abravaya et al., 1992; Baler et al., 1992; Rabindran et al., 1994; Baler et al., 1996; Ali et al.,
1998; Zou et al., 1998; Bharadwaj et al., 1999; Guo et al., 2001) fithren zum ,,Chaparontitra-
tionsmodell*“ der HSF-Regulation: Monomerer, inaktiver HSF ist unter Normalbedingungen
assoziiert mit HSP70 bzw. HSP90, wodurch seine Oligomerisierung/Aktivierung verhindert
wird. Hitzeschock oder andere proteotoxische Einfliisse fiihren zur Akkumulation denaturier-
ter Proteine, die darauthin mit HSF um die Bindung an HSP70 bzw. HSP90 kompetieren.
Freigesetzter HSF kann nun oligomerisieren bzw. aktiviert werden und die HSP-Expression
induzieren, bis die HSP-Konzentration hoch genug ist, um sowohl die zellulire Homoostase
aufrechtzuhalten als auch die HSF-Inaktivierung wiederaufzunehmen (zur Ubersicht: Mori-
moto et al., 1994b).

Welche Rolle im einzelnen HSP90 oder HSP70 spielen, ist weiterhin Gegenstand intensiver
Untersuchungen, iiberlappende bzw. synergistische Funktionen deuten sich an, die zudem in
einzelnen Organismen in ihrem Umfang variieren konnten. Klar ist, dass beide Chaparone
nicht nur die HSF-Oligomerisierung regulieren, sondern auch die Trans-
Aktivierungseigenschaften von trimerem HSF beeinflussen.

In Sdugerzellen fiihrt die Uberexpression von HSP70 zu einem beschleunigten Disassembly
aktiver HSF-Trimere und fordert die Attenuation der HS-Reaktion (Mosser et al., 1993; Ra-
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bindran et al., 1994). Dementsprechend korrelieren reduzierte HSP70-Mengen in HSP70-
antisense-Pflanzen mit einer verzogerten Riickfiihrung aktiver HSF-Trimere in inerte Mono-
mere nach HS (Lee und Schoffl, 1996). Einzelne Beobachtungen, dass HSP70 die
Trimerbildung zu Beginn der HS-Reaktion inhibiert, blieben experimentell vage (Mosser et
al., 1993; Baler et al., 1996) und Rabindran et al. (1994) zeigten, dass die Interaktion von
HSF mit HSP70 nicht ausreicht, um in vivo die hitzeinduzierte Oligomerisierung zu verhin-
dern. HSP70 wird daher in erster Linie fir das Trimer-Disassembly und fiir die negative
Regulation der Trans-Aktivierungseigenschaften des trimeren HSF verantwortlich gemacht
(zur Ubersicht: Morimoto, 1998). Hierfiir spricht auch, dass humanes HSP70 und sein Cocha-
paron HdJ1 (HSP40-Homolog) an die Aktivierungsdoméne des hHSF1 bindet und die
Aktivitdt eines GAL4-Fusionsproteins, welches die AD des hHSF1 trdgt, negativ reguliert.
Dabei sind weder hitzeinduzierte Oligomerisierung noch Phosphorylierung von hHSF1 Ge-
genstand der negativen Regulation (Shi et al., 1998). Allerdings zeigten Marchler & Wu
(2001), dass das HSP40/HDJ1-Homolog DROJ1 (Cochaparon von HSP70) in Drosophila-
Zellen zu den dominierenden Interaktionspartnern von HSF gehort und seine Uberexpression
den Beginn der HS-Reaktion verzdgert. Die Verringerung zellulirer DROJ1-Mengen fiihrten
zu einer konstitutiven HS-Genexpression, die quantitativ zunahm, wenn zusitzlich die zellulé-
ren HSP70/HSC70- oder HSP90-Mengen reduziert wurden. In gleicher Weise synergistisch
bewirkte die Reduktion der Chaparonmengen eine Aktivierung der HSF-DNA-
Bindungsaktivitit. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass bei der Regulation von
HSF die HSP70- und HSP90-Chaparonsysteme synergistisch interagieren, wie etwa auch bei
der Regulation der Steroidhormonrezeptor-Aktivitit (Johnson & Craig, 2000; Murphy et al.,
2001). In Vertebraten scheint dabei HSP90 die entscheidende, nicht-redundante Rolle zu
spielen. In Extrakten aus nicht-hitzegeschockten HeLa-Zellen fiihrt die spezifische Inaktivie-
rung von HSP90 durch Antikdrper oder Geldanamycin nicht aber die Reduktion von
HSP/HSC70, Hop, Hip, p23 oder HSP40 zur Oligomerisierung und DNA-Bindung von HSF
(Zou et al., 1998). Der gleiche Effekt wird in vitro durch die Zugabe denaturierter Proteine
erzielt und HSF/HSP90-Komplexe konnen nur vor aber nicht nach HS nachgewiesen werden.
In vivo scheint die HSF-Trimerisierung daher in erster Linie durch HSP90-Bindung inhibiert
zu werden und erst nach HS im Rahmen der Austitration von HSP90 durch denaturierte Pro-
teine induziert zu werden. Eine Erweiterung der HSP90-Funktion bei der Regulation von HSF
erfordern die Ergebnisse von Ali et al. (1998). In Xenopus-Oozyten weisen sie die Interaktion
von HSP90 mit monomerem HSF vor HS und trimerem HSF nach HS nach. Die spezifische

Inaktivierung von HSP90 durch Antikorper oder Geldanamycin fiihrt in vivo zur Induktion
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bzw. Verlingerung der HSF-DNA-Bindungsaktivitit vor bzw. nach HS, blockiert aber die
hitzeinduzierte Expression eines Reportergens. Die Autoren schlagen daher ein Modell vor, in
dem HSP90 die HSF-Aktivitit an mehreren Stellen des Aktivierungs/Deaktivierungs-
Prozesses sowohl negativ als auch positiv moduliert. Untersuchungen zur Zusammensetzung
der HSF/HSP90-Komplexe ergeben eine Assoziation von HSF-Trimeren mit HSP90, dem
Immunophilin FKBP52 und dem Cochaparon p23, funktionell scheinen auBerdem
HSP/HSC70 und HSP40 zu interagieren, womit deutliche Ahnlichkeiten zu Steroidhormonre-
zeptor/HSP90-Komplexen bestehen (Bharadwaj et al., 1999). Guo et al. (2001) zeigen, dass
die Bindung von HSP90/FKBP52/p23 an HSF-Trimere die Trans-Aktivierungskompetenz
von HSF blockiert und abhéingig ist von einer zuvor identifizierten negativ-regulatorischen
HSF-Domine (Green et al., 1995). Gegenwirtig besteht zur Beteiligung von HSP90 an der
HSF-Regulation folgendes Modell: HSP9O0 erfiillt eine dominante, nicht-redundante Funktion
zur Repression der HSF-Oligomerisierung unter Normalbedingungen. Im Anschluss an die
HSF-Trimerisierung ist ein Multichaparonkomplex bestehend aus HSP90, Immunophilinen,
p23, HSP70 und HSP40 je nach zellulédrer Situation an der Stabilisierung oder dem Disassem-
bly von HSF-Trimeren beteiligt, verhindert aber in jedem Fall die transkriptionelle Aktivitit
von HSF. Entsprechend dem Chaparontitrationsmodell (s.0.) ergeben sich somit multiple
Ansatzpunkte zur Autoregulation der HS-Reaktion. Die Beteiligung der HSP90- und HSP70-
Chaparonsysteme erdffnen dariiberhinaus die Integration der HSF-Aktivitét in andere Signal-

transduktionskaskaden der Zelle.

Regulation der zytoplasmatisch/nukledren HSF-Verteilung

Anfangliche Untersuchungen zum Zeitpunkt des Kernimports von Vertebraten-HSF spalteten
die beteiligten Wissenschaftler in zwei Lager. Die Ergebnisse von Baler et al. (1993) und
Sarge et al. (1993) lieBen vermuten, dass hHSF1 unter Normalbedingungen im Zytoplasma
vorliegt und der Kernimport mit seiner stressinduzierten Aktivierung einhergeht. Andere
Untersuchungen ergaben eine konstitutive nukledre Lokalisation von sowohl Drosophila-
HSF, Xenopus-HSF und humanem HSF (Orosz et al., 1996; Wisniewski et al., 1996; Mercier
et al., 1997 & 1999; zur Ubersicht bis 1994: Wu et al., 1994). Der scheinbare Widerspruch
wurde durch FISH-Analysen und GFP-HSF-Fusion zur intrazelluldren Lokalisation von
hHSF1 relativiert. Dieser ist vor HS diffus im Zytoplasma und im Zellkern verteilt und kon-
zentriert sich nach HS in ,,Stressgranula®“ im Zellkern (Sarge et al., 1993). Diese
Relokalisation von HSF innerhalb des Zellkerns erfolgt innerhalb von weniger Sekunden nach

HS, ist transient und korreliert mit der hitzeinduzierten HSP-Expression (Cotto et al., 1997;
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Jolly et al., 1997, Jolly et al., 1999). Die Zahl der Stressgranula ist abhdngig vom Ploidiegrad
der Zelle, weshalb davon ausgegangen wird, dass sie sich an definierten chromosomalen
Bereichen bilden (Jolly et al., 1997). Da diese Orte nicht deckungsgleich sind mit den Loci
starker hitzeinduzierter Transkription, scheinen die Stressgranula HSF-Reservoire darzustel-
len, von denen HSF zu ihren Zielsequenzen geleitet werden (zur Ubersicht: Morimoto, 1998).
Zeitpunkt, Kinetik und Dauer der Ausbildung von HSF-Stressgranula und das Pendeln von
aktivem HSF zwischen Stressgranula und Orten der Transkription kdnnten daher regulatori-
sche Ansatzpunkte sein, die die nukleére Lokalisation von HSF betreffen. Fiir die Regulation
der HSF-Aktivitdt {iber einen Mechanismus, der den generellen Kernimport betrifft, gibt es
zur Zeit einen Beleg: In der Embryonalentwicklung von Drosophila bleibt der HSF bis zur
13. Zellteilung vom Kernimport ausgeschlossen, was erklart, dass bis zu diesem Zeitpunkt
keine HS-Reaktion ausgelost werden kann (Wang & Lindquist, 1998). Fang et al. (2001)
zeigten, dass der Kernimport des HSF von der Bindung des nukledren Transportfaktors Kary-
opherin-o3 an das zuvor von Zandi et al. (1997) identifizierte NLS des DmHSF abhéngig ist
und dass die Expression dieses Importins bis zur 13. Zellteilung unterbleibt. Zumindest in
Drosophila wird daher die entwicklungspezifische HS-Genexpression iiber den Kernimport

von HSF reguliert.

Phosphorylierung

Die HSF aus Hefe und menschlichen Zellen sind konstitutiv an Serin- und Threoninresten
phosphoryliert und werden nach HS hyperphosphoryliert (zur Ubersicht: Wu, 1995). Auch
der Drosophila-HSF ist Gegenstand von hitzeinduzierter Phosphorylierung einiger AS-Reste,
da gleichzeitig aber andere zuvor phosphorylierte Reste dephosphoryliert werden, dndert sich
der Phosphorylierungszustand insgesamt nicht (Fritsch & Wu, 1999).

Die konstitutive Phosphorylierung ist offensichtlich an der negativen Regulation von HSF
beteiligt, da die Mutation entsprechender AS-Positionen zur Deregulation der HSF-Aktivitét
fithrt (Knauf et al., 1996). Auch Chu et al. (1996) zeigen, dass durch die aufeinanderfolgende
Phosphorylierung von zunichst Ser303 und dann Ser307 innerhalb der Aktivierungsdoméne
von hHSF1 die transkriptionelle Aktivierung des HSP70-Promotors unterdriickt wird. Sowohl
Knauf et al. als auch Chu et al. haben Hinweise fiir eine Beteiligung von MAP-Kinasen (mi-
togen activated protein kinase) an dieser Phosphorylierung und weisen auf die sich dadurch
ergebenden Mdoglichkeiten zur Integration von Wachstumssignalen in die HSF-Regulation
hin. Eine dhnliche Moglichkeit besteht fiir die Regulation von HSF1 aus Arabidopsis. Reindl
et al. (1997) zeigen, dass rekombinanter HSF1 durch CDC2a (cyclin dependent kinase)
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phosphoryliert wird und daraufhin eine verminderte DNA-Bindungsaktivitit besitzt.

Obwohl die hitzeinduzierte Phosphorylierung von Hefe-HSF und hHSF1 mit ihrem Erwerb
transkriptionsaktivierender Eigenschaften korreliert, blieb der kausale Zusammenhang lange
unklar. Es ergaben sich hauptsédchlich Hinweise fiir eine negativ-regulatorische Funktion der
induzierten Phosphorylierung bei der Inaktivierung von HSF nach HS (Hej & Jacobsen, 1994,
Xavier et al., 2000). SchlieBlich aber gelang die Identifizierung eines Aminoséurerestes,
dessen Phosphorylierung zur Induktion der Transkriptionsaktivitdt von hHSF1 fiihrt. Es han-
delt sich dabei um Ser230 , welches innerhalb der durch Green et al (1995) identifizierten
Regulatorischen Doméne von hHSF1 liegt (Holmberg et al., 2001). Unter Verwendung eines
pS230-HSF1-Antikorpers in Western-Analysen wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung
nach 1-stiindigem HS ein Maximum erreicht, dann graduell abnimmt und nach 6 h HS nicht
mehr nachzuweisen ist. FISH-Analysen ergaben deutliche Signale fiir die Stressgranula, die
als nukledres Reservoir fiir aktiven HSF angesehen werden (s.0.). Ser230 stellt eine Erken-
nungsstelle fiir die Calcium/Calmodulin-abhingige Proteinkinase II (CaMKII), welche in der
Lage ist Ser230 in vitro zu phosphorylieren. Die Uberexpression von CaMKII in menschli-
chen Zellen fiihrt zur konstitutiven Ser230-Phosphorylierung, die alleine keine Aktivierung
von HSF1 bewirkt, nach Hitzeschock aber die Aktivitit eines HS-Promotors verstirkt. Das
Verhindern der Ser230-Phosphorylierung durch AS-Substitution oder spezifische Inhibition
von CaMKII blockiert die hitzeinduzierte HSF1-Transkriptionsaktivitdt, hat aber keinen
Einfluss auf hitzeinduzierte DNA-Bindungsaktivitit von HSF1 und Ausbildung der Stress-

granula.

Modulation der HSF-Aktivitat durch trans-aktive Faktoren

Neben den autoregulatorisch wirkenden HSP (s.o0.) kann die HSF-Aktivitit auch durch andere
trans-aktive Faktoren reguliert bzw. moduliert werden. Einige Beispiele dazu sollen im Fol-
genden gegeben werden.

In tierischen Zellen stellt das Hitzeschockfaktor-Bindungs-Protein-1 (HSBP1) einen trans-
aktiven Faktor dar, der durch direkte Interaktion mit HSF-Trimeren deren Transkriptionsakti-
vitdt negativ beeinflusst (Satyal et al., 1998). Die Interaktion erfolgt iiber die HSF-
Oligomerisierungsdomine und verhindert die HSF-Bindung an HSE. Die Uberexpression des
HSBP1-Homologen (CeHSB-1) in Caenorhabditis elegans verringert die Thermotoleranz der
Tiere, wogegen der Verlust von CeHSB-1 eine Erhdhung der Thermotoleranz von transgenen
Tieren iiber die von Wildtyp-Tieren hinaus bewirkt (Satyal et al., 1998; zur Ubersicht: Mori-
moto, 1998). Auch in Arabidopsis konnte ein HSBP1-Homolog identifiziert werden, das aber
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sehr wahrscheinlich eine andere Funktion als das tierische HSBP1 ausiibt. Denn die Erhéhung
oder Reduktion der AtHSBP1-Mengen in transgenen Pflanzen, hatte keine sichtbaren Aus-
wirkungen auf HSF-DNA-Bindungsaktivitit, HSP-Expression und Thermotoleranz (Kim,
2001).

An der Induktion von HS-Genen durch oxidativen Stress in Hefe ist sowohl HSF als auch der
Transkriptionsfaktor Skn7 beteiligt, welcher auffillige Homologien zur DBD und OLD des
HSF besitzt. Raitt et al. (2000) zeigen eine direkte physikalische Interaktion beider Faktoren
in vitro und in vivo und weisen die Fahigkeit von Skn7 nach, an HSE innerhalb des SSA-
Promotors zu binden, weshalb sie von einem kooperativen Zusammenwirken von HSF mit
Skn7 ausgehen.

In Vertebraten sind sowohl HSF1 als auch HSF3 essentiell fiir die hitzeinduzierte HSP-
Expression und Ausbildung von Thermotoleranz (McMillan et al., 1998; Tanabe et al., 1998).
Speziell fiir HSF3 aber konnte eine Interaktion mit der DBD des Protooncogenproduktes c-
MYB nachgewiesen werden, die zu seiner Aktivierung auch unter Normalbedingungen fiihrt
(Kanei-Ishii et al., 1997). Durch diesen Mechanismus konnte HSF3 {iber die zu HSF1 redun-
dante Funktion hinaus zur differentiellen, HSE-abhingigen HSP-Expression wahrend der
Zellproliferation beitragen (zur Ubersicht: Nakai, 1999).

Auch an der entwicklungsspezifischen HSP-Expression in Pflanzen sind hochst wahrschein-
lich HSF beteiligt, da die Funktionalitdt von HSE hierbei gezeigt wurde (Prandl & Schoffl,
1996; Almoguera et al., 1998; Carranco et al., 1999, Rojas et al., 1999). Interessant ist, dass
sich das Expressionsmuster von HSP-Genen wihrend entsprechender Entwicklungsstadien
und nach HS in vegetativem Gewebe unterscheidet. Beispielsweise werden die Gene fiir
HSP18.6 in der Sonnenblume und HSP18.2 in Arabidopsis im Blatt stark hitzeinduziert ex-
primiert, nicht aber wihrend der Embryonalentwicklung (Coca et al., 1994 & 1996;
Takahashi et al., 1992; Wehmeyer et al., 1996; Hinderhofer, 1998). Umgekehrt wird HSP17.6
zwar im Samen der Sonnenblume nicht aber nach HS im Blatt exprimiert (Carranco et al.,
1997). Es miissen daher Mechanismen zur differentiellen Regulation der entwicklungsspezifi-
schen HSP-Expression existieren, z.B. HSF-modulierende Faktoren. Bei der HSP-Expression
wihrend der Samenreifung konnte dies ABI3 sein, ein potentieller Transkriptionsfaktor und
eine wichtige Komponente der Abscisinsdure-Signaltransduktion wéhrend der Samenreifung.
In abi3-Nullmutanten ist die HSP-Expression wihrend der Samenreifung inhibiert (Wehmey-
er et al., 1996). Mittels EMSA zeigt Hinderhofer (1998), dass sich die HSE-bindenden
Komplexe in Samenextrakten von abi3-Mutanten qualitativ vom WT unterscheiden und gibt

somit den ersten Hinweis fiir eine direkte Modulation der HSF-Aktivitdt durch ABI3. Unter-
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suchungen von Rojas et al. (1999) belegen, dass die transiente Expression von sowohl ABI3
aus Arabidopsis als auch HSFA1l aus der Tomate zur Aktivierung des HaHSP17.7G4-
Promotors in Sonnenblumenembryos fiihrt und eine Co-Expression beider Gene diese Akti-
vierung verstarkt. In allen Féllen ist die Promotoraktivierung abhidngig von HSE, an die

HSFAL in vitro starker bindet, wenn ABI3 im Bindungsansatz co-existiert.

2.4 HSF-Systeme: Redundante oder individuelle HSF-Funktionen?

Das zur Zeit bestuntersuchte HSF-System ist das der Vertebraten (zur Ubersicht: Morimoto,
1998, Nakai, 1999, Pirkkala et al., 2001). Hier werden 4 HSF-Gene unterschieden, ndmlich
HSF1, HSF2, und HSF4 in Siugerzellen, und zusétzlich HSF3, welcher nur in Vogelzellen
existiert. In vivo scheint jeder dieser HSF eine individuelle Funktion auszuiiben. HSF1 gilt als
funktionelles Homolog zu den alleinigen HSF von Hefe und Drosophila. Er ist fiir die Ex-
pression von HS-Genen wihrend einer Reihe physiologischer Stressbedingungen und fiir den
Erwerb von Stresstoleranz verantwortlich und essentiell (McMillan et al., 1998; Xiao et al.,
1999). In HSF1-knockout Miausen bleibt die konstitutive HSP-Expression unverdndert, die
Tiere zeigen jedoch schwere morphologische Defekte wihrend der Entwicklung, retardiertes
Wachstum und weibliche Infertilitit (Xiao et al., 1999; Christians et al., 2000). HSF1 iibt
daher auch unter Normalbedingungen bei Entwicklungs- und Wachstumsprozessen eine nicht-
redundante Funktion aus, die offensichtlich nicht mit HSP-Expression zusammenhéngt (Xiao
et al., 1999). Fiir HSF1 ergeben sich somit weitere funktionelle Parallelen zu dem HSF in
Drosophila, dessen essentielle Funktion bei der Oogenese und wéhrend der frithen Larven-
entwicklung ebenfalls nicht darin besteht, HS-Gene zu induzieren (Jedlicka et al., 1997).

HSF2 wird nicht durch klassische Stress-Stimuli aktiviert, sondern unter entwicklungsregu-
lierten Bedingungen, vor allem wihrend der Embryogenese und Spermatogenese (Sistonen et
al., 1992; Sistonen et al., 1994). HS beispielsweise fiihrt nicht zur Aktivierung, sondern zur
Inaktivierung des thermolabilen HSF2 (Mathew et al., 2001). Auch die Regulation seiner
Expression und Stabilitét ist an Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse gekoppelt (Kap.
2.3.2.2). Gut belegt ist die Beteiligung von HSF2 an der HSP-Expression wéhrend der hemi-
ninduzierten Erythrozyten-Differenzierung (zur Ubersicht: Morimoto, 1998). Weitere HSF2-
Funktionen in vivo konnen seit kurzem an HSF2-knockout-Mausen untersucht werden (Kallio
et al., 2002; McMillan et al., 2002). Die von Kallio et al. (2002) beschriebenen HSF2-
knockout-Méuse zeigen Schiadigungen des Gehirns und Defekte wihrend der Gametogenese,
wobei vor allem die Synapsis der Chromosomen wihrend der Meiose beeintrichtigt ist und

eine erhohte Apoptoserate im Testis auffillt. Diese Beobachtungen kdnnen McMillan et al.
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(2002) an ihren Tieren nicht nachvollziehen. Wenigstens in einem Punkt stimmen beide
Gruppen iiberein: Anders als der HSF1- fiithrt der HSF2-knockout nicht zu Embryoletalitit,
HSF?2 ist kein essentieller maternaler Faktor.

Die Expression von HSF4 findet nur in wenigen Gewebetypen statt. HSF4 fehlt die C-
terminal gelegene HR-C und unterscheidet sich somit strukturell von allen anderen Vertebra-
ten-HSF (Nakai et al., 1997). Er liegt konstitutiv in trimerer Form vor, eine konstitutive
Bindung von HSF4 an HS-Promotoren wird dennoch nicht beobachtet (Abravaya et al., 1991;
Sistonen et al., 1992). HSF4 existiert wie HSF1 und HSF2 in zwei Isoformen HSF4a und
HSF4b (Tanabe et al., 1999). HSF4a ist transkriptionell inaktiv und kann als Repressor die
HS-Genexpression blockieren (Nakai et al., 1997; Frejtag et al., 2001; Zhang et al., 2001),
wihrend Isoform b trans-aktivierende Eigenschaften besitzt, HS-Genexpression induzieren
kann und eine HSF-Mutante in Hefe komplementiert (Tanabe et al., 1999). Die Funktion von
HSF4 in vivo ist ungeklért, da noch keine HSF4-knockout-Mause generiert wurden.

Eine Sonderstellung nimmt HSF3 in Vogelzellen ein. Er wird wie HSF1 unter zelluldren
Stressbedingungen aktiv und induziert die Expression von HS-Genen, weshalb beiden Fakto-
ren zundchst redundante Funktionen zugesprochen wurden. Es zeigte sich aber, dass die
Temperaturschwelle zur Aktivierung von HSF3 hoher ist als die von HSF1, weshalb er fiir die
zelluldre Schutzreaktion unter extremen und anhaltenden Stressbedingungen verantwortlich
gemacht wird (Tanabe et al., 1997). Die Analyse von HSF3-defizienten Zellen schliesslich
zeigte, dass HSF3 epistatisch zu HSF1 ist (Tanabe et al., 1998). In solchen Zellen findet trotz
Anwesenheit von HSF1 keine HS-Reaktion statt. Es zeigte sich, dass fiir die stressinduzierte
HSF1-Oligomerisierung in vivo HSF3 bendtigt wird und zwar auch unter milden HS-
Bedingungen, die normalerweise nur zur Aktivierung von HSF1 fiihren. In Vogelzellen ist
somit HSF3 der dominante, nicht-redundante HSF, der fiir die stressinduzierte HS-
Genexpession und Thermotoleranz verantwortlich ist. HSF3 konnte bisher nur in Vogelzellen
nachgewiesen werden. Er konnte eine co-evolutive Anpassung an die fiir homoiotherme Tiere
aullergewohnlich hohe Korpertemperatur von Vogeln darstellen.

Die zahlreichen HSF-Homologen, die bisher in einzelnen Pflanzengattungen gefunden wur-
den (Arabidopsis, Lycopersicon, Glycine, Kap. 2.3.2), sprechen fiir eine hohe Komplexitit des
pflanzlichen HSF-Systems und erschweren dessen Erforschung. Aufgrund struktureller Un-
terschiede werden pflanzliche HSF in die Klassen A und B eingeteilt (Nover et al., 1996).
Klasse-A-HSF weisen im Gegensatz zu Klasse-B-HSF und den HSF aller anderen Organis-
men eine Insertion von 21 AS (hydrophober Linker) zwischen HR-A und HR-B der OLD auf
(Abb. 2.3.E). Charakteristisch fiir pflanzliche Klasse-B-HSF ist das Fehlen einer typischen C-
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terminalen Aktivierungsdoméne (CTAD). Die CTAD von Klasse-A-HSF ist insgesamt sauer,
also negativ geladen und enthilt sogenannte AHA-Motive, die fiir die Trans-Aktivierung der
Genexpression durch HSF essentiell sind (Treuter et al., 1993, Déring et al., 2000). Solche
AHA-Motive fehlen in Klasse-B-HSF, ihre CTAD ist neutral bis positiv geladen. Durch
Sequenzvergleich simtlicher HSF-Homologe im Anschluss an die Sequenzierung des kom-
pletten Arabidopsis-Genoms wurde eine dritte HSF-Klasse C identifiziert (Nover et al.,
2001). Klasse-C-HSF beinhalten wie Klasse-A-HSF einen hydrophoben Linker zwischen HR-
A und HR-B, dieser ist allerdings nur 7 AS lang. Gegenwirtig beschrianken sich die Untersu-
chungen pflanzlicher HSF auf Angehorige der Klasse A und B.

Die Ergebnisse von Experimenten, bei denen einzelne Klasse-A- und —B-HSF transient in
Tabak-Protoplasten exprimiert wurden, welche HS-Promotor::Reportergen-Konstrukte ent-
hielten, lassen vermuten, dass Klasse-B-HSF keine transkriptionsaktivierenden Eigenschaften
besitzen (Czarnecka-Verner et al., 1997 & 2000). Klasse-A-HSF hingegen sind in solchen
Experimenten in der Lage HS-Promotoren zu induzieren, wobei die AHA-Motive in der
CTAD von entscheidender Bedeutung sind, welche den Klasse-B-HSF fehlen (Treuter et al.,
1993; Czarnecka-Verner et al., 1997 & 2000, Bharti et al., 2000; Déring et al., 2000). Auch
die Komplementation einer Hefe-HSF-Mutante gelingt nur mit den Tomaten HSFA1 und -A2
nicht aber mit HSFB1 (Boscheinen et al., 1997) und die ektopische Expression der beiden
Arabidopsis Klasse-A-HSF HSF1 und HSF3 nicht aber des Klasse-B-HSF HSF4 fiihrt zur
HSP-Expression unter Nicht-HS-Bedingungen und erhoéhter Thermotoleranz der transgenen
Arabidopsis-Pflanzen (Lee et al., 1995; Prandl et al., 1998).

Aufgrund der fehlenden Transkriptionsaktivitit werden Klasse-B-HSF auch als ,,inerte* HSF
bezeichnet, die negativ-regulatorisch auf die HS-Expression wirken konnten, dhnlich wie der
hHSF4a in menschlichen Zellen (Czarnecka-Verner et al., 1997 & 2000). Da zumindest fiir
HSFBI1 aus Tomate eine konstitutive Kernlokalisation nachgewiesen wurde (Scharf et al.,
1998) und die Expression einiger Klasse-B-HSF nach HS zunimmt, schlagen Czarnecka-
Verner et al. (1997 & 2000) folgendes Modell zur negativen Regulation der HS-Antwort
durch Klasse-B-HSF vor: Inerte Klasse-B-HSF binden konstitutiv an HS-Promotoren und
verhindern die HS-Expression unter Normalbedingungen. Nach HS werden sie durch aktivier-
te Klasse-A-HSF von den HS-Promotoren verdringt und HSP werden exprimiert. Auch
Klasse-B-HSF werden nun hitzeinduziert exprimiert bis ihre Menge ausreicht, um die Klasse-
A-HSF-Promotorbindung zu kompetieren und die Attenuation der HS-Reaktion einzuleiten.
Zur Zeit muss dieses Modell als hypothetisch angesehen werden. Alle bisherigen Ergebnisse

zur moglichen Funktion einzelner pflanzlicher HSF wihrend der HS-Reaktion beruhen auf
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Experimenten, in denen HSF transient in heterologen oder ektopisch in homologen Systemen
exprimiert wurden. Wie beim tierischen HSF-System (s.0.) kann eine individuelle HSF-
Funktion in Pflanzen letztlich eindeutig nur durch die Analyse von HSF-Mutanten bestimmt

werden.

2.5 Mutantenisolierung in Arabidopsis: Insertionsmutagenese

Antisense- oder Cosuppressions-Strategien (Kooter & Mol, 1993; Baulcombe, 1996) fiihren
nicht immer zur vollstdndigen Eliminierung der Genfunktion, auBlerdem ist ihre Spezifitat
unklar, weshalb die damit erzielten Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden miissen (van
der Krol et al., 1990; Hofgen et al., 1994). Die folgenden Ausfithrungen sollen sich daher auf
die Herstellung, Identifizierung und Analyse von Gen-knockouts durch Mutagenese beschrén-
ken.

Das sich speziell die Untersuchungen an Arabidopsis-Mutanten bis vor wenigen Jahren auf
forward genetics-Strategien beschriankten, hatte folgende Griinde: Wihrend die gezielte Mu-
tagenese durch homologe Rekombination in Méusen mittlerweile zur Routine gehort (Koller
et al., 1989) und auch in E. coli und Hefe zu diesem Zweck verwendet wird, findet sie in
Arabidopsis zu selten statt, um in groerem Umfang eingesetzt zu werden (Kempin et al.,
1997). Wirklich effizient wird die homologe Rekombination fiir das gezielte Ausschalten von
Genen zur Zeit nur ein einem pflanzlichen Modellorganismus eingesetzt, dem Laubmoos
Physcomitrella patens (Strepp et al., 1998). Die stattdessen verwendeten, chemischen oder
physikalischen Methoden (zur Ubersicht: Feldmann et al., 1994) zur zufélligen, ungerichteten
Mutagenese, fliihren zwar zu Populationsgroflen, in denen statistisch gesehen jedes Gen min-
destens einmal betroffen ist, aufgrund der geringen und unvorhersagbaren ,,Spuren® ist es aber
aufwendig, ausgehend von der Gensequenz die entsprechende Mutante aus einer solchen
Population zu isolieren. Deutlichere und vorhersagbare Spuren hinterldt die Insertionsmuta-
genese, bei der das Ausschalten von Genen durch Integration von T-DNAs oder Transposons
in codierende oder regulatorische Bereiche des Genoms geschieht (zur Ubersicht: Feldmann
etal., 1994).

Da fiir Arabidopsis nur wenige endogene Transposons ausreichend beschrieben sind, miissen
sowohl heterologe Transposonsysteme als auch T-DNAs zunichst durch Transformation in
das Arabidopsis-Genom eingebracht werden (van Sluys et al., 1987; Feldmann, 1991; Ban-
croft et al., 1993). Die resultiecrende Insertionsmutante zeichnet sich weniger durch den
Erwerb und die Expression fremdartiger DNA aus - die in diesem Zusammenhang verwende-

ten T-DNAs bzw. Transposons besitzen lediglich Markergene, zur Selektion der
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Transformanden - wichtiger ist die Unterbrechung des am Integrationsort gelegenen Gens.
Die Voraussetzungen dafiir sind in Arabidopsis gut. Die im Vergleich zu anderen Organismen
hohe Gendichte des Genoms von 4480 Bp pro Gen (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000), die in der geringen Menge intergenetischer Sequenzen begriindet liegt, macht es wahr-
scheinlich, dass ein Gen getroffen wird. Aufgrund der Lange der verwendeten T-DNA bzw.
Transposons (5-25 Kb) bleibt die Insertion aulerdem nur selten ohne Wirkung.

Individuen, die eine Insertion in einem bestimmten Gen tragen, kdnnen mittels PCR identifi-
ziert werden, indem genspezifische Primer mit Primern kombiniert werden, die spezifisch fiir
die Randbereiche des entsprechenden Insertionsmutagens sind. Nur genomische DNA einer
Linie, die eine Insertion innerhalb oder nahe des entsprechenden Gens trigt, fiihrt zu PCR-
Produkten (siehe auch: Kap. 3.11.5). Aufgrund der hohen Sensitivitdt der PCR konnen dabei
zundchst Gemische (Pools) genomischer DNAs von mehr als tausend unabhingiger Trans-
formanden pro PCR eingesetzt werden, um schnell eine Aussage liber die Anwesenheit einer
gewlinschten Insertion in der entsprechenden Population treffen zu kénnen. In den folgenden
Durchmusterungsrunden wird die gefundene ,,Spur® zuriickverfolgt auf eine immer kleiner
werdende Zahl von Individuen, bis schliefllich das einzelne Individuum identifiziert ist. Sol-
che reverse-Genetik-Ansdtze zur Identifizierung von Insertionsmutanten mittels PCR waren
bereits erfolgreich in Drosophila mit P-Elementen (Ballinger & Benzer 1989; Kaiser &
Goodwin, 1990; Hamilton et al., 1991) und in Caenorhabditis elegans mit Tcl-Elementen
(Plasterck, 1993; Rushforth et al., 1993) durchgefiihrt und von Feldmann et al. (1994) auch
fiir Arabidopsis-T-DNA-Insertionslinien beschrieben worden.

Die systematische Suche nach T-DNA-Insertionslinien wurde durch die Entwicklung effizien-
ter und unaufwendiger in planta-Transformationstechniken unterstiitzt, mit deren Hilfe grof3e
Populationen unabhéngiger T-DNA-Transformanden etabliert werden konnten (Feldmann &
Marks, 1987; Bechtold & Pelletier, 1998; Clough & Bent, 1998). Erstmals berichteten Mc-
Kinney et al. (1995) von der Identifizierung von T-DNA-Insertionslinien fiir Aktin2- und -4,
aus einer Population von 5.300 unabhingigen Transformanden, indem sie degenerierte Aktin-
Primer mit T-DNA-Primern kombinierten. Ein Jahr spéter durchmusterten Krysan et al.
(1996) eine Population von 9.100 Individuen mit spezifischen Primern fiir 63 verschiedene
Gene und fanden fiir 17 dieser Gene Insertionslinien. Mittlerweile stehen T-DNA-
Insertionlinien mit Populationsgréfen von mehr als 60.000 Individuen zur Verfiigung (Krysan
et al., 1999). Werden mehrere Populationen von T-DNA- und Transposon-Insertionslinien
gleichzeitig untersucht, ist es bereits heute moglich, fiir anndhernd jedes der 25.498 Arabi-

dopsis-Gene Nullmutationen zu identifizieren (Meissner et al., 1999; zur Ubersicht: Parinov
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& Sundaresan, 2000).

Beim Vergleich von T-DNA und Transposon als Insertionsmutagen ergeben sich fiir beide
Systeme Vorteile und Nachteile. Transposon-Insertionen konnen remobilisiert werden, d. h.
aus dem urspriinglichen Integrationsort desintegrieren. Fiihrt dies zur Reversion des Phédno-
typs ist der Beweis fiir den kausalen Zusammenhang von Insertion und Phinotyp erbracht.
Die Remobilisierung autonomer Elemente ist aber auch nachteilig, da die entsprechende
Mutation nicht stabil ist. Kommt es zu somatischen Spriingen, weisen die betroffenen Pflan-
zen sektorielle Unterschiede beziiglich der Insertion auf, die sich nicht in den Nachkommen
wiederfinden. Diesem Problem wurde begegnet, indem Zwei-Element-Systeme verwendet
wurden (Aarts et al., 1995; Sundaresan et al., 1995). Nach mehreren Generationen, in denen
sich die Transposons auf bis zu 20 Kopien pro Genom anreichern, kann durch Segregation der
Transposasequelle ein weiteres Springen des zuriickbleibenden, nicht-autonomen Transpo-
sons verhindert werden. Die vergleichsweise hohe Kopienzahl an Transposons in einer Linie
fiihrt dazu, dass Transposon-Populationen ein vielfaches an unabhéngigen Insertionsereignis-
sen repriasentieren, wie gleichgroe T-DNA-Populationen. Die Wahrscheinlichkeit eine
Insertionsmutante fiir ein bestimmtes Gen in Transposonlinien zu finden, ist somit hoher als
beim Durchmustern der gleichen Anzahl von T-DNA-Insertionslinien. Die hohe Zahl an
second-site-Insertionen macht andererseits umfangreiche Riickkreuzungen ndétig, um den
direkten Zusammenhang zwischen einer bestimmten Insertion und dem gefundenen Phénotyp
zu zeigen. Letzteres stellt einen nicht unwesentlichen Vorteil bei der Verwendung von T-
DNA-Insertionslinien dar, die durchschnittlich nur 1,5 Insertionen pro Genom aufweisen
(Feldmann, 1991; Feldmann et al., 1994). Interessanterweise gehen die meisten bis heute
erfolgreich mittels reverser Genetik isolierten und beschriebenen Insertionsmutanten auf T-

DNA-Insertion zuriick (Bouché & Bouchez, 2001).
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2.6 Zielsetzungen dieser Arbeit

Das Genom von Arabidopsis thaliana enthdlt 21 HSF-Homologe (Nover et al., 2001; Kap.
7.3 & 7.5). Von diesen waren bisher vier Vertreter (HSF1, HSF3, HSF4 und HSF21) beziig-
lich  ihrer  Expression und  allgemeiner  biochemischer = Eigenschaften  als
Transkriptionsfaktoren charakterisiert worden (Hiibel & Schoffl, 1994; Hiibel et al., 1995;
Lee et al., 1995; Priandl et al., 1998; Czarnecka-Verner et al., 1997 & 2000). Eine Aussage
iber ihre Funktion in planta lieBen die entsprechenden Ergebnisse nur begrenzt zu, da sie in
heterologen Systemen oder durch gain-of-function-Ansétze erzielt wurden. Insbesondere die
Frage, welche Aufgabe Klasse-B-HSF im pflanzlichen HSF-System erfiillen, blieb dabei

unbeantwortet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun gekldrt werden 1) wann und 2) in welcher Weise einzelne
HSF an der HS-Reaktion in Arabidopsis beteiligt sind. Dabei fiel die Wahl auf jeweils drei
Vertreter der HSF-Klassen A und B. Zusitzlich zu den erwdhnten HSF1, -3 und —4 waren
dies HSF2, -6 und —7, deren cDNAs durch Dr. R. Prindl isoliert worden waren (Schoffl &
Préandl, 1999).

Zur Beantwortung der Fragestellung 1) sollte eine Methode entwickelt werden, die es ermog-
licht, die Aktivitdt individueller HSF in Arabidopsis-Gesamtproteinextrakten nachzuweisen
und zu quantifizieren. Das so ermittelte Aktivititsprofil einzelner HSF wiirde Anhaltpunkte
liefern, wann ein HSF funktionell an der HS-Reaktion beteiligt ist.

Um Fragestellung 2) zu beantworten, sollten HSF-knockout-Pflanzen isoliert werden. Dabei
wiirde es sinnvoll sein, sich auf jene HSF zu konzentrieren, deren Aktivititsprofile eine Betei-
ligung an der HS-Reaktion wahrscheinlich machen. Neben dem physiologischen Parameter
der Thermotoleranz sollten vor allem detaillierte Untersuchungen zu Expressionsstirke und —
kinetik verschiedener HS-Gene in HSF-Mutanten wihrend der HS-Reaktion Aufschluss iiber
die Funktion der entsprechenden HSF geben. Im Einzelfall sollte auBerdem die Mdglichkeit
genutzt werden, loss-of-function- und gain-of-function-Ansétze zu kombinieren, um ein mog-

lichst vollstdndiges Bild von der in vivo-Funktion einzelner HSF zu erhalten.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Pflanzenlinien

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Columbia (C24)
Dieser Okotyp wurde im allgemeinen fiir Untersuchungen an "Wildtyp" Arabidopsis Pflanzen

verwendet. Er stellt aulerdem den Hintergrund fiir HSF3- und HSF7-transgene Pflanzen dar.

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Columbia (Col-0)
Dieser Okotyp stellt den Hintergrund fiir die pHSF7:GUS-Promotorlinien dar.

HSF3-transgene Arabidopsis (Prandl et al., 1998)

Hintergrund: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Columbia (C24)

Fiir Analysen an HSF3-transgenen Arabidopsis Pflanzen wurde die homozygote T3 Generati-
on der Linie 197 (Prindl et al., 1998) verwendet. Diese Linie zeichnet sich durch die
ektopische Expression von HSF3 unter Kontrolle des CaMV-35S-Promotors aus. Das zur

Transformation verwendete Plasmid pBI121.1.(Jefferson, 1987) verleiht Kanamycinresistenz.

T-DNA-Insertionslinien:

Samen einzelner Linien wurden von DuPont (DuPont, Wilmington, USA), dem Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC, Ohio State Universitit, Columbus, USA) und dem Not-
tingham Arabidopsis Stock Center (NASC, Nottingham, GB) bezogen.

a) Feldmann-Linien:

Hintergrund: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Wassilewskija.

Es handelt sich um eine Population von 12.600 unabhidngigen T-DNA Transformanden, ge-
griindet im Labor von Dr. K. Feldmann an der Universitit von Arizona (zur Ubersicht:
Feldmann, 1992). Zur Transformation wurde pGV3850 (Zambryski et al. 1983) verwendet,
welches die zirka 16 Kb lange 3850:1003 T-DNA trigt (Velten & Schell, 1985) und Kanamy-
cinresistenz verleiht. Eine genaue Auflistung und Beschreibung der Linienorganisation findet
sich im Anhang unter 7.2. Samen der Populationen wurden vom NASC, dem ABRC und von
DuPont durch Dr. J. Ward (seinerzeit ZMBP/Pflanzenphysiologie, Universitit Tiibingen)

bezogen.



36 Material & Methoden

b) Wisconsin-Alpha-Linien:

Hintergrund: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Wassilewskija.

Es handelt sich um eine Population von 60.480 unabhidngigen T-DNA Transformanden, her-
gestellt von Dr. R. Amasino und Kollegen an der Universitit von Wisconsin. Zur
Transformation wurde pD991 ein Derivat von pCGN1547 (McBride and Summerfelt, 1990)
verwendet, welches Kanamycinresistenz vermittelt. Eine genaue Beschreibung der Linienor-
ganisation findet sich in Krysan et al. (1999), Sussman et al. (2000) und unter
http://www.biotech.wisc.edu/Arabidopsis. Nach dem primédren Durchmustern auf DNA-
Ebene durch die Arabidopsis Knockout Facility im Labor von M. Sussman (Universitdt Wis-

consin) wurden einzelne Samen-Pools dieser Linien iiber das ABRC bezogen.

3.2 Bakterienstamme

E. coli DH5a (Hanahan, 1985) supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR17 recAl en-
dA1 gyrA96 thi-1 relAl

Diente zur Klonierung von DNA.

E. coli TG1 (Gibson, 1984) SupE hsdAS5 thi A(lac-proAB)
F'[traD36 proABJr lac1? lacZAM15]

Diente zur Expression rekombinanter Proteine in Verbindung mit dem pQE-

Expressionssystem von Qiagen.

E. coli TOP10F” (Invitrogen) F'[proAB lacI? lacZAM15 Tn10(Tet')]
McrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697

galU galK rpsL(Str') endA1 nupG A~

Diente zur Klonierung von DNA in Verbindung mit dem TA Cloning® Kit und dem GeneRa-

cer™ Kit von Invitrogen.

E. coli XL1 Blue MRF" (Stratagene) A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl
SupE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac F'[proAB, lacI’
ZAM15] Tn10(tet)

Diente zur Klonierung von DNA in Verbindung mit dem QuikChange™ Site-Directed Muta-

genesis Kit von Stratagene.
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Agrobacterium tumefaciens GV3101 C58C1 Rif'
(Van Larebeke et al. 1974)

Diente zur Pflanzentransformation.

3.3 Plasmide

3.3.1 E. coli -Plasmide
pBlueskriptSK (Stratagene) pUC19 Derivat, ampr

Wird im Folgenden mit pBSK bezeichnet. Diente zur Klonierung von DNA. Ermoglicht

blau/wei3-Selektion tiber a.-Komplementation.

PCR®2.1 (Invitrogen) ampr, kan'

Diente zur direkten Klonierung von PCR-Produkten in Verbindung mit dem TA Cloning®

Kit von Invitrogen. Ermdglicht blau/weil3-Selektion iiber a-Komplementation.

PQE30, pQE40 (Qiagen) Expressionsvektor, ampr

Von diesen Plasmiden exprimierte rekombinante Proteine besitzen einen N-terminalen 6xHis-
Tag, welcher deren Reinigung tiber Nickelaffinitédtschromatographie ermoglicht. In pQE40
konnen rekombinante Proteine zusitzlich als Dihydrofolatreduktase (DHFR) -Fusionsprotein

exprimiert werden.

3.3.2 Binare Plasmide fiir Arabidopsis-Transformation

r

pB1121.1 (Jefferson, 1987) kan

Diente zur ektopischen Expression von HSF7-Konstrukten unter Kontrolle des CaMV-35S-
Promotors in Arabidopsis. Auf der T-DNA befindet sich zwischen Promotor und dem Polya-
denylierungssignal des Nopalinsynthasegens (nos-ter) das B-Glucuronidase-Gen (uidA, GUS).
Bei Verwendung entsprechender Restriktionsschnittstellen ist daher die Expression von GUS-

Fusionsproteinen moglich.

pGPTV-BAR (Becker et al., 1992) Basta'
Diente zur Herstellung von pHSF7::GUS Linien. Die T-DNA Left border trigt ein Phosphino-
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thricinacetyltransferase-Gen unter der Kontrolle des Nopalinsynthase-Promotors (Pnos) und
verleiht transformierten Pflanzen daher eine Basta-Resistenz. Innerhalb der T-DNA Right
border befindet sich stromabwiérts der multiple cloning site (MCS) ein promotorloses GUS-

Gen (uidA), welches als Reporter fiir Promotorstudien verwendet werden kann.

3.4 Konstrukte

Expressionskonstrukte, die im Rahmen dieser Arbeit angefertigt wurden, wurden durch Se-

quenzierung bestdtigt. Konstruktkarten finden sich im Anhang unter 7.1.

3.4.1 HSF-cDNAs

Samtliche HSF-cDNAs (in Klammer: GenBank-Akzessionsnummer) stammen aus Arabi-
dopsis thaliana Okotyp Columbia und wurden in pBSK kloniert. Sie dienten als PCR-
templates fiir die Klonierung entsprechender Folgekonstrukte. Zur Sondenherstellung iiber in
vitro-Transkription wurden sie mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen linearisiert

und mit der entsprechenden RNA-Polymerase transkribiert.

pBSK-HSF1 (diese Arbeit)

Die einschlieflich Stoppcodon 1488 Bp lange codierende Sequenz von HSF1 (X76167) wur-
de mit den Primern rekHSF1/5' und rekHSF1/3' mittels PCR aus cDNA amplifiziert. Das
entstandene Produkt wurde mit BgIII und Sall geschnitten und in die BamH1/Sall Schnittstel-
len von pBSK kloniert. Fiir die in vitro-Transkription mit der T7 RNA-Polymerase wurde es

mit Munl linearisiert.

pBSK-514 (Dr. R. Priandl):
Enthélt 1840 Bp lange HSF2-cDNA (Y 14069) iiber ECORI/ECcORI kloniert. Fiir die in vitro-

Transkription mit der T7 RNA-Polymerase wurde es mit BamHI linearisiert.

pBSK-113 (Dr. R. Priandl):
Enthilt 1791 Bp lange HSF3-cDNA (Y 14068) iiber ECORI/ECcORI kloniert. Fiir die in vitro-
Transkription mit der T3 RNA-Polymerase wurde es mit ECORV linearisiert.

pBSK-432 (Dr. R. Priandl):
Enthilt 1155 Bp lange HSF4-cDNA (Y 14069) iiber ECORI/EcORI kloniert. Fiir die in vitro-

Transkription mit der T3 RNA-Polymerase wurde es mit HindlIII linearisiert.
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pBSK-412 (Dr. R. Priandl):
Enthélt 1142 Bp lange HSF6-cDNA (AJ251867) tiber ECORI/EcORI kloniert. Fiir die in vitro-
Transkription mit der T3 RNA-Polymerase wurde es mit ECORV linearisiert.

pBSK-201 (Dr. R. Priandl):
Enthilt partielle 1452 Bp lange HSF7-cDNA (AJ251868) iiber ECORI/EcoRI kloniert. Fiir die

in vitro-Transkription mit der T3 RNA-Polymerase wurde es mit Pvull linearisiert.

3.4.2 HSF-Expressionskonstrukte fur E. coli
PQE32-HSF1 (Hiibel & Schoffl, 1994)
6xHis-Tag + Aminoséduren 31-491

HSF1-cDNA in Sall/Pstl Schnittstelle des pQE32.

PQE30-HSF2 (Dr. R. Prandl)

6xHis-Tag + Aminosduren 1-468

Die codierende Sequenz der HSF2-cDNA wurde mittels PCR aus pBSK-514 amplifiziert, mit
BglII geschnitten und in die BamHI-Schnittstelle des pQE30 kloniert.

pPQE30-HSF3 (Dr. R. Prindl)

6xHis-Tag + Aminosduren 1-481

Die codierende Sequenz der HSF3-cDNA wurde mittels PCR aus pBSK-113 amplifiziert und
tiber BamHI in pQE30 kloniert.

PQE30-HSF4 (Dr. R. Prindl)

6xHis-Tag + Aminosduren 1-284

Die codierende Sequenz der HSF4-cDNA wurde mittels PCR aus pBSK-432 amplifiziert und
tiber BamHI in pQE30 kloniert.

PQE30-HSF6 (Dr. R. Prindl)

6xHis-Tag + Aminoséduren 1-299

Die codierende Sequenz der HSF6-cDNA wurde mittels PCR aus pBSK-412 amplifiziert und
tiber BamHI/Smal in pQE30 kloniert.
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PQE30-HSF7 (diese Arbeit)

6xHis-Tag + Aminosduren 1-377

Die einschlieBlich Stoppcodon 1134 Bp lange codierende Sequenz von HSF7 wurde mittels
PCR mit den Primern rekHSF7/5° und rekHSF7/3” aus pBI121-HSF7 amplifiziert und iiber
BamHI/Sall in pQE30 kloniert.

3.4.3 AHSF-Expressionskonstrukte fur E. coli

PQE30-AHSF1 (diese Arbeit)

6xHis-Tag + Enterokinase-Schnittstelle + Aminosiuren 331-486

Das cDNA-Fragment von HSF1 wurde mittels PCR mit den Primern AHSF1/331Q und
AHSF1/482L aus pQE32-HSF1 amplifiziert und tiber BamHI/Sall in pQE30 kloniert.

PQE30-AHSF2 (diese Arbeit)

6xHis-Tag + Enterokinase-Schnittstelle + Aminosduren 311-455

Das cDNA-Fragment von HSF2 wurde mittels PCR mit den Primern AHSF2/311A und
AHSF2/455T aus pBSK-514 amplifiziert, mit Bglll/Sall geschnitten und in die BamHI/Sall-
Schnittstelle des pQE30 kloniert.

PQE40-AHSF3 (diese Arbeit)

6xHis-Tag + Enterokinase-Schnittstelle + DHFR + Aminosduren 317-367

Das cDNA-Fragment von HSF3 wurde mittels PCR mit den Primern AHSF3/317A und
AHSF3/367F aus pBSK-113 amplifiziert und {iber Bglll/Sall in pQE40 kloniert.

PQE30-AHSF4 (diese Arbeit)

6xHis-Tag + Enterokinase-Schnittstelle + Aminoséuren 189-281

Das cDNA-Fragment von HSF4 wurde mittels PCR mit den Primern AHSF4/189T und
AHSF4/281K aus pBSK-432 amplifiziert und iiber BamHI/Sall in pQE30 kloniert.

PQE30-AHSF6 (diese Arbeit)

6xHis-Tag + Enterokinase-Schnittstelle + Aminosduren 208-296

Das cDNA-Fragment von HSF6 wurde mittels PCR mit den Primern AHSF6/208S und
AHSF6/296R aus pBSK-412 amplifiziert und iiber BamHI/Sall in pQE30 kloniert.
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PQE30-AHSF7 (diese Arbeit)

6xHis-Tag + Enterokinase-Schnittstelle + Aminosduren 262-377

Das cDNA-Fragment von HSF7 wurde mittels PCR mit den Primern AHSF7/213A und
AHSF7/328K aus pBSK-201 amplifiziert und iiber BamHI/Sall in pQE30 kloniert.

3.4.4 pBI1121 Konstrukte fur HSF7 Expression in Arabidopsis

pBI121-HSF7 (diese Arbeit)

CaMV35S-Promotor + Aminoséduren 1 - 377 + Nos-Terminator

Aus Arabidopsis(Okotyp Columbia, C24)-cDNA wurde die codierende Sequenz von HSF7
mittels PCR mit den Primern HSF7/5°Xbal und HSF7/3’BamHI-Stopp-Sstl amplifiziert und
tiber Xbal/Sstl in pBI121 kloniert. (= Konstrukt I)

pBI121-HSF7-GUS (diese Arbeit)

CaMV35S-Promotor + Aminoséduren 1 bis 377 + GUS + Nos-Terminator

Aus Arabidopsis(Okotyp Columbia, C24)-cDNA wurde die codierende Sequenz von HSF7
mittels PCR mit den Primern HSF7/5°Xbal und HSF7/3’BamHI-Stopp-Sstl amplifiziert und
tiber Xbal/BamHI in pBI121 kloniert. (= Konstrukt IT)

pBI121-HSF7-NLS (diese Arbeit)

CaMV35S-Promotor + Aminoséduren 1 bis 377 + NLS + Nos-Terminator

pBI121-HSF7-GUS (s.0.) wurde mit BamHI und Sstl geschnitten. Der Vektor (enthédlt HSF7)
wurde vom GUS-Gen elektrophoretisch getrennt und iiber Gelelution isoliert. Das verwendete
nukledre Lokalisationssignal (NLS) ist das Annealing-Produkt der beiden synthetischen Oli-
godesoxyribonukleotide NLSOIligol und NLSOligo2. Die Sequenz (s.u.) entspricht
weitgehend dem NLS des groflen T-Antigens aus Simian Virus 40 (SV40) wie sie von van der
Krol & Chua (1991) verwendet wurde. Das NLS wurde mit BglII und Sstl geschnitten und in
den mit BamHI und Sstl geschnittenen pBI121-HSF7 ligiert. (= Konstrukt III)

3.4.5 HSF7-Promotor-Konstrukte

pPBSK-pHSF7 (diese Arbeit)

Aus genomischer Arabidopsis—-DNA wurde mittels PCR mit den Primern HSF7prom/5’ und
HSF7prom/3’ das 1730 Bp lange HSF7-Promotorfragment von +210 bis —1520 relativ zum
Transkriptionsstart amplifiziert und tiber HindIII/Smal in pBSK kloniert.
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pBSK-pHSF7mut (diese Arbeit)

Derivat von pBSK-pHSF7. Hier wurden die 3 Hitzeschockelemente durch site-directed muta-
genesis wie folgt mutiert: -338 G/T, -331 C/A, -328 G/T und —-174 G/T, -177 C/T, -167 C/A
und —118 G/T, -111 C/A-108 G/T.

pBSK-7HSE (diese Arbeit)

Aus pBSK-pHSF7 wurde mittels PCR mit den Primern 7HSE/5’ und 7HSE/3” ein 305 Bp
langes HSF7-Promotorfragment (von —379 bis —75 relativ zum Transkriptionsstart), welches
die identifizierten Hitzeschockelemente beinhaltet, amplifiziert und tiber BamHI/HindIII in
pBSK kloniert. Das Insert (7HSE) wurde durch Restriktionsverdau und Gelelution vom restli-

chen Plasmid abgetrennt und fiir den EMSA verwendet.

pPBSK-mut7HSE (diese Arbeit)

Aus pBSK-pHSF7mut wurde mittels PCR mit den Primern 7HSE/5’ und 7HSE/3’ ein 305 Bp
langes HSF7-Promotorfragment (von —379 bis —75 relativ zum Transkriptionsstart), welches
die mutierten Hitzeschockelemente beinhaltet, amplifiziert und tiber BamHI/HindIII in pBSK
kloniert. Das Insert (mut7HSE) wurde durch Restriktionsverdau und Gelelution vom restli-

chen Plasmid abgetrennt und fiir den EMSA verwendet.

PGPTV-pHSF7::GUS (diese Arbeit)

Aus pBSK-pHSF7 wurde das Insert durch Restriktionsverdau mit HindIII und Smal ausge-
schnitten, vom restlichen Vektor durch Gelelution abgetrennt und tiber HindIIl/Smal in
pGPTV-BAR kloniert. Das Konstrukt fiihrt zur Expression des GUS-Reportergens unter der

Kontrolle des HSF7-Promotors in transgenen Arabidopsis-Pflanzen.

PGPTV-pHSF7mut::GUS (diese Arbeit)

Aus pBSK-pHSF7mut wurde das Insert durch Restriktionsverdau mit HindIII und Smal aus-
geschnitten, vom restlichen Vektor durch Gelelution abgetrennt und iiber HindIIl/Smal in
pGPTV-BAR kloniert. Das Konstrukt fiihrt zur Expression des GUS-Reportergens unter der

Kontrolle des mutierten HSF7-Promotors in transgenen Arabidopsis-Pflanzen.
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3.4.6 Sonstige Konstrukte

pBSK83.1 (C. Leisgen, Tiibingen)

Dieses pBSK-Derivat enthilt ein 862 Bp langes Fragment der cDNA von HSP83.1 aus A.
thaliana (Okotyp Columbia) und entspricht der von Conner et al. (1990) verdffentlichten
Sequenz von Bp-Position 1554 bis 2390. Zur Herstellung einer HSP83.1-Sonde wurde das
Insert mittels PCR mit den M13-universal und -reverse Primern amplifiziert und anschlieend

tiber random priming markiert.

pHSP17.6 (Dr. E. Vierling, Tucson)

Dieses pBSK-Derivat enthélt die 652 Bp lange cDNA des Klasse-I-sHSP HSP17.6 (Helm &
Vierling, 1989) aus A. thaliana (Okotyp Columbia), iiber ECORI/ECORI kloniert. Zur Herstel-
lung einer HSP17.6-Sonde wurde das Insert mittels PCR mit den M13-universal und -reverse

Primern amplifiziert und anschlieBend iiber random priming markiert.

pAAc2 (Dr. R. Meagher, Athens)
Dieses pcDNAII-Derivat enthilt die 1552 Bp lange cDNA des Aktin2-Gens (An et al., 1996)
aus A. thaliana (Okotyp Columbia) und diente zur Herstellung einer Aktin2-Sonde durch

random priming-Markierung.

3.5 Primer und synthetische Oligonukleotide

Synthetische Oligodesoxyribonukletide wurden i.d.R. HPLC gereinigt im Synthesemaf3stab
von 10 nmol von Sigma/ARK bezogen. Nukleinsduresequenzen sind in 5° — 3’-Orientierung
dargestellt, soweit nicht anders angegeben. Uberhinge und Erkennungssequenzen fiir Restrik-
tionsendonukleasen sind kursiv, letztere zusétzlich fett hervorgehoben. Von einem Primerpaar

wird der Vorwérts-Primer zuerst genannt.

3.5.1 Primer fur PCR

Primer fur Klonierung der codierenden Region der HSF1-cDNA in pBSK
rekHSF1/5’

GACTGAGATCTATGTTTGTAAATTTCAAATACTTCTCT

Enthélt BglII-Schnittstelle und Startcodon.

rekHSF1/3’

GACTGGTCGACCTAGTGTTCTGTTTCTGATGTGAGA

Enthalt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.
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Primer fur Klonierung von HSFE7 in pQE30
rekHSF7/5’°
GACTGGGATCCATGCCGGGGGAACAAACCGGA
Enthilt BamHI-Schnittstelle und Startcodon.
rekHSF7/3’
GACTGGTCGACTCATTTTCCGAGTTCAAGCCACGACC
Enthélt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.

Primer fiir Klonierung von AHSF in pOE30 oder -40

AHSF1/331Q
GACTGGGATCCGATGACGATGACAAACAAGAGGTACTACCCACAACTTC

Enthélt BamHI-Schnittstelle und Enterokinase-Erkennungssequenz.

AHSF1/482L
GACTGGTCGACTTACAATTCTTCTATAAGCTTATCCATATG

Enthalt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.

AHSF2/311A
GACTGAGATCTGATGACGATGACAAAGCAGATGTTTCATCCATTCCTGC

Enthalt BglII-Schnittstelle und Enterokinase-Erkennungssequenz.

AHSF2/455T
GACTGGTCGACTTAAGTAAGATGGTTCATTTGTTGATTC

Enthalt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.

AHSF3/317A
GACTGAGATCTGATGACGATGACAAAGCCGAGTTTTCACCCAACACAG

Enthalt BglII-Schnittstelle und Enterokinase-Erkennungssequenz.

AHSF3/367F
GACTGGTCGACTTAAAATTCAGGGCTCCAAGAGTCTG

Enthalt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.

AHSF4/189T
GACTGGGATCCGATGACGATGACAAAACGGGTCATCTGAAAGTAAGACC

Enthilt BamHI-Schnittstelle und Enterokinase-Erkennungssequenz.
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AHSF4/281K
GACTGGTCGACTTATTTGCTGCTTTTCCACAACGGC

Enthalt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.

AHSF6/208S
GACTGGGATCCGATGACGATGACAAATCGAATTACGTCGGATCTCAGCC

Enthélt BamHI-Schnittstelle und Enterokinase-Erkennungssequenz.

AHSF6/296R
GACTGGTCGACTTATCTCTGATTGGTTCGATTATAATGTC

Enthalt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.

AHSF7/213A
GACTGGGATCCGATGACGATGACAAAGCGAATTTCACACCGGGTCAAG
Enthilt BamHI-Schnittstelle und Enterokinase-Erkennungssequenz.
AHSF7/328K

GACTGGTCGACTCATTTTCCGAGTTCAAGCCACG

Enthalt Sall-Schnittstelle und Stoppcodon.

Primer fur pBI1121-HSF7-Konstrukte

HSF7/5 Xbal

GACTGTCTAGAATGCCGGGGGAACAAACCGG

Enthalt Xbal-Schnittstelle und Startcodon.
HSF7/3’BamHI-Stopp-Sstl
GACTGGAGCTCTCAGGATCCTTTTCCGAGTTCAAGCCACGACC
Enthélt BamHI-Schnittstelle, Stoppcodon und SstI-Schnittstelle.

Primer fur HSF7-5’-RACE
GeneRacer"™5’-Primer (Stratagene)
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA
HSF7RACE/3’
TTCGTTCCACGAGATCAATTCGTCGT
Pos.+428
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GeneRacer "™5’Nested (Stratagene)
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA

HSF7prom/3’
GACTGCCCGGGGAGTTATAGATCAAAAATCTAAACTTTCCT

Primer fir HSE7-Promotor-Klonierung

HSF7prom/5’: GACTGAAGCTTCATAAATCATTAAGTACACCGACTTCTCT
Enthalt HindIII-Schnittstelle.

HSF7prom/3’: GACTGCCCGGGGAGTTATAGATCAAAAATCTAAACTTTCCT
Enthalt Smal-Schnittstelle.

Primer fur site-directed mutagenesis des HSF7-Promotors

Diese 3 Primerpaare wurden in Verbindung mit dem Site-Directed™ Mutagenesis Kit von
Stratagene zur gezielten Mutation der 3 Hitzeschockelemente im HSF7-Promotor verwendet.
Die Mutagenese erfolgte sukzessiv, d.h. ausgehend von pBSK-pHSF7 wurde zunichst das
erste HSE mit Primerpaar 1 mutiert. Ausgehend von dem entstandenen Plasmid wurde dann
das zweite HSE mit Primerpaar 2 mutiert, usw. Die betroffenen HSE-Boxen und die substitu-

ierten Basen sind in der Primersequenz fett, letztere zusitzlich unterstrichen dargestellt.

Primerpaar 1:
mMutHSE1/5’: CAAAAAGAAGAAAAAAGATAAACTTATGTAAAAAGAAAAGGAAG
MutHSE1/3’: CTTCCTTTTCTTTTTACATAAGTTTATCTTTTTTCTTCTTTTTG

Primerpaar 2:
MUtHSE2/5’: GTTTTTGTTGTTGTCTTATGTAACTTCAGATCTGTCTCTCCTC
mutHSE2/3’: GAGGAGAGACAGATCTGAAGTTACATAAGACAACAACAAAAAC

Primerpaar 3:
mutHSE3/5’: CAATACGTTCCTCTCATAACATTATGTAACTTCACAACATAATC
MutHSE3/3’: GATTATGTTGTGAAGTTACATAATGTTATGAGAGGAACGTATTG

Primer fiir 7HSE- und mut7HSE-KIlonierung in pBSK
THSE/5": GACTGGGATCCCACAGGGTCAAAAAAGGAAATAACAAAAAG
Enthilt BamHI-Schnittstelle.
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THSE/3’: GACTGAAGCTTGATAGAGAGAGAGAGAGATTATGTTGTGA
Enthilt HindIII-Schnittstelle.

Primer fir das Durchmustern von T-DNA Insertionslinien

Fir Feldmann-Linien:
HSF3/5°B: GAAGAACAGAAGAAACTTCCAGGATCAATC
HSF3/3’B: ATAAACAACACAAAAACCGATCTCTACTAAC

HSF7/5°B: CGTATCAGCTTGTGGAAGATCCGGTTTAC
HSF7/3’B: GAAAT-GATTCTGTATCAACATTGCCATAACTC

LB’ (T-DNA left border Primer, Krysan et al., 1996)
GATGCACTCGAAATCAGCCAATTTTAGAC

RB’ (T-DNA right border Primer, Krysan et al., 1996)
TCCTTCAATCGTTGCGGTTCTGTCAGTTC

Fir Wisconsin-Linien:
HSF1/5: GTCCAGGTGATGAAAATGTGTTCAAGCAA
HSF1/3’: ATGAAGAGCTCGCAAGGACCTCCATTGAA

HSF2/5’B: GAGTAGTGAATCTCGGAATTGTTGAAGAAG
HSF2/3’'B: GAACAGAAGAATATCTCTCACTTTGAAGC

HSF7/5°: GGATTTGGTTCTAATGGGTCTGTGATAGA
HSF7/3’: AAACACACACACGACCACTAGAGAACTTG

JI 202 (T-DNA left border Primer)
CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTAC

JI 270 (T-DNA left border Primer, Nested)
TTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTG
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Primer fur Real-Time-PCR

Aktin2 (U41998)

Act2-3F’: AAGCTGGGGTTTTATGAATGG
Act2-3R’: TTGTCACACACAAGTGCATCAT

HSF1 (X76167)
hsf1-F>: CGAAAATGGACGGTGTTACC
hsfl-R’: GCGGTAAAGAGTTCGCATTAAG

HSF3 (Y14068)
hsf3-5F’: CAAGAACCAAACGAGTGGACCCGTAA
hsf3-5R’: TCCTTTTGCAACCTCCCCTGAAAATC

HSF4 (Y14069)
hsf4-F>: GGACCGGGATGAAAAGAATTA
hsf4-R>: CACGCTGGTTTGAACAGTCTT

HSF7 (AJ251868)
hsf7-F’: TGGAGGAGAATAACTCCGGTAA
hsf7-R’: ATGCAATGGGGATTCAGTAACA

HSP17.6A (Y14070)
hsp17.6-2F’: TGAGCCAAAGAAACCAAAGACT
hsp17.6-2R’: CGAACACCAAGAGGTAGTTGC

HSP18.2 (X17295)
hsp18.2-F>: TTACCGGAGAATGCAAAGATG
hsp18.2-R>: CGGAGATATCGATGGACTTGA

HSP70 (AJ002551)
hsp70-F’: AGGAGCTCGAGTCTCTTTGC
hsp70-R’: AGGTGTGTCGTCATCCATTC
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HSP83.1 (M62984)
hsp83.1-F”: GCTGCTAGGATTCACAGGATG
hsp83.1-R’: TCCTCCATCTTGCTCTCTTCA

HSP101 (AF218796)
hsp101-3R’: TAACGGGCCAAAGAGAAGTG
hsp101-3F’: CACACGTTGGAGGTCAAGACT

3.5.2 NLS-Oligonukleotide

Durch Annealing beider Oligonukleotide ergibt sich das doppelstrangige NLS, wie es fiir die
Klonierung von pBI121-HSF7-NLS verwendet wurde. Neben der fiir das NLS codierenden
Sequenz befindet sich eine BglII-Schnittstelle am 5'-Ende und ein Stoppcodon direkt gefolgt
von der Sstl-Schnittstelle am 3'-Ende. (Konstruktkarte: Kap. 7.1)

NLSOligol
CTAGAGAGATCTACAATGGCTCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTAGATCCCCGGGTAGGATCCTG
AGAGCTCCAGTC

NLSOligo2
GACTGGAGCTCTCAGGATCCTACCCGGGGATCTACCTTTCTCTTCTTCTTGGGAGCCATTGT
AGATCTCTCTAG

3.5.3 Oligonukleotide fir DNA-Bindungsstudien

Durch Annealing entsprechender 23 Nukleotide langer komplementidrer Oligonukleotide
ergaben sich die doppelstringigen synthetischen Hitzeschockelemente HSE bzw HSEm, wie
sie fiir DNA-Bindungsstudien (EMSA und Immunpréizipitationsassay) mit HSF verwendet
wurden. HSEm bedeutet ,,mutiertes HSE®, da hier die fiir HSF-Bindung essentiellen Basen
mutiert sind. HSE-Boxen sind hervorgehoben.

HSE

57 -TCGGCCAGAAGCTTCCAGAAGCC

GGTCTTCGAAGGTCTTCGGGGCT-5"

HSEm
5" -TCGGCCATAAGCTTACATAAGCC

GGTATTCGAATGTATTCGGGGCT-5"
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3.6 Materialien

3.6.1 Antikorper

Anti-HSF-Antiseren:

Immunisierungen von Kaninchen zur Gewinnung folgender antiHSF-Antiseren wurden von
der Firma BioGenes (Berlin) durchgefiihrt. Fiir die Immundetektion pflanzlicher Proteine in
der Western-Analyse wurden aus diesen Antiseren monospezifische Antikdrper gewonnen

(Kap. 3.12.9) und in einer Konzentration von zirka 50-100 ng pro ml eingesetzt.

AntiAHSF1 (polyklonal aus Kaninchen) diese Arbeit
AntiAHSF?2 (polyklonal aus Kaninchen) diese Arbeit
AntiAHSF3 (polyklonal aus Kaninchen) diese Arbeit
AntiAHSF4 (polyklonal aus Kaninchen) diese Arbeit
AntiAHSF6 (polyklonal aus Kaninchen) diese Arbeit
AntiAHSF7 (polyklonal aus Kaninchen) diese Arbeit

Anti-HSP-Antiseren:
Fiir die Immundetektion pflanzlicher Proteine in der Western-Analyse wurden 1:2000 Ver-

diinnungen dieser Antiseren verwendet.

AntiHSP17.6 (polyklonal aus Kaninchen) Lee et al. (1995)
AntiHSP90 (polyklonal aus Kaninchen) Krishna et al.(1997)
Anti-His-Tag-Antikorper:

Entsprechend den Herstellerangaben wurde eine 1:2000 Verdiinnung dieses Antikdrpers bei

Western-Analysen eingesetzt.

MRGS-His Antikorper, (monoklonal, Maus IgG) Qiagen

Sekundéare Antikorper:
Entsprechend den Herstellerangaben wurden 1:10.000 Verdiinnungen dieser Antikdrper bei

Western-Analysen eingesetzt.

antiRabbit I[gG HRP-conjugated Sigma
(affinitdtsgereinigt, polyklonal aus Ziege)
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antiMouse IgG HRP-conjugated Sigma
(monoklonal, Fc-spez, Ziegen IgG)

3.6.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase Pharmacia

Klenow-Polymerase MBI Fermentas

Pwo-DNA-Polymerase Peqlab

Restriktionsendonukleasen Boehringer Mannheim,
AGS, NEB, Pharmacia

TaKaRa ExTaq ™ DNA-Polymerase TaKaRa (BioWhittaker)

ThermoZyme ™ DNA Polymerase Invitrogen

T4 DNA Ligase New England BioLabs

3.6.3 Kits

Abi Prism BigDye Terminator Perkin-Elmer

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

ECL™ Western Blotting detection system Amersham/Pharmacia

E.ZN.A.® Plasmid Miniprep Kit I Peqlab

GeneRacer™ Kit Invitrogen

QIAexpressionist Protein Expression Kit Qiagen

QIAquick Gel extraction Kit Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene

Ready-To-Go™ T-Primed First-Strand Kit Amersham/Pharmacia

Rediprime™ DNA labelling System Amersham/Pharmacia

Renaissance Western Blot NEN

Chemiluminescence Reagent Plus

RNA Transkription Kit Stratagene

RNeasy® Plant RNA Mini Kit Qiagen

TA Cloning ® Kit Invitrogen

3.6.4 Langenstandards

RNA:

0.24-9.5 Kb RNA ladder Gibco BRL

(9,50 Kb, 7,46 Kb, 4,40 Kb, 2,37 Kb, 1,35 Kb, 0,24 Kb)

DNA:

Gene Ruler™ DNA ladder MBI Fermentas

(10000 Bp, 8000 Bp, 6000 Bp, 5000 Bp, 4000 Bp, 3500 Bp, 3000 Bp, 2500 Bp, 2000 Bp, 1500 Bp, 1200 Bp, 1031 Bp, 900 Bp, 800 Bp,
700 Bp, 600 Bp, 500 Bp, 400 Bp, 300 Bp, 200 Bp, 100 Bp)

1 Kb DNA ladder Gibco BRL
(12216 Bp, 11198 Bp, 10180 Bp, 9162 Bp, 8144 Bp, 7126 Bp, 6108 Bp, 5090 Bp, 4072 Bp, 3054 Bp, 2036 Bp, 1636 Bp, 1018 Bp, 506 Bp,
517 Bp, 396 Bp, 344 Bp, 298 Bp, 220 Bp, 201 Bp, 154 Bp, 134 Bp, 75 Bp)

Lambda-DNA/HindIIT+EcoRI MBI Fermentas
(21226 Bp, 5148 Bp, 4973 Bp, 4268 Bp, 3530 Bp, 2027 Bp, 1904 Bp, 1584 Bp, 1375 Bp, 947 Bp, 831 Bp, 564 Bp, 125 Bp)
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Protein (nativ):

High Molecular Weight Electrophoresis Calibration Kit Pharmacia
(Thyroglobulin 669 kDa, Ferritin 440 kDa, Katalase 232 kDa, Laktat-Dehydrogenase 140 kDa, Albumin 67 kDa)

Protein (denaturierend):
Mark12™ wide range protein standard Invitrogen/Novex
(Myosin 200 kDa, B-Galaktosidase 116,3 kDa, Phosphorylase b 97,4 kDa, BSA 66,3 kDa, Glutamindehydrogenase 55,4 kDa, Laktatdehy-

drogenase 36,5 kDa, Carbo-anhydrase 31,0 kDa, Trypsin-Inhibitor 21,5 kDa, Lysozym 14,4 kDa, Aprotinin 6,0 kDa, Insulin B-Kette
3,5 kDa, Insulin a-Kette 2,5 kDa)

SeeBlue™ Plus2, pre-stained protein standard Invitrogen/Novex
(Myosin 250 kDa, Phosphorylase B 148 kDa, BSA 98 kDa, Glutamindehydrogenase 64 kDa, Alkohol-Dehydrogenase 50 kDa, Carbo-
anhydrase 36 kDa, Myoglobin Rot 22 kDa, Lysozym 16 kDa, Aprotinin 6 kDa, Insulin 3-Kette 4 kDa)

3.6.5 Chemikalien und Radioisotope
Chemikalien:
Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von der Firma Merck und im Reinheits-

grad "zur Analyse" oder "reinst" bezogen.

Acrylamid/Bis-acrylamid-Lsg. (30%) Roth
Agar-Agar Roth
Agarose Biozym
Ammoniumpersulfat Pharmacia
Ampicillin Roth
Bacto-Trypton Difco
Blue G Serva
Borsdure Roth
Bromphenolblau Serva
BSA Serva
Calciumhypochlorid Fluka
DNA, niedermolekular Roth
DMSO Roth
DTT Sigma
EDTA Serva
Ethidiumbromid Roth
Ficoll 400 Serva
Gentamycin Sigma
Glycerin Serva
Glycin Roth
Harnstoff Roth
Hefe-Extrakt Roth
IPTG Peqlab
Magnesiumchlorid Roth
B-Mercaptoethanol Serva
MOPS Roth
MS-Salze (mit Vitaminen) Duchefa

Natriumacetat Roth
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Desoxyribonukleotidtriphosphate
Phenol

Poly(dI-dC)
Protease-Inhibitor-Cocktail-Tabletten, Complete, EDTA-frei,
Rontgenfilmentwickler
Rontgenfilmfixierer

Saccharose

SDS

TEMED

Tris

Trinatriumacetat

Triton X100

Tween 20

X-Gal

Radioisotope:

[0-**P]dCTP
[0-**P]JUTP

3.6.6 Verbrauchsmaterialien

3MM Filterpapier

DES81 Ionenaustauscher Chromatographiepapier
Dynabeads® Oligo (dT)»s

Ni-NTA Superflow-Agarose

Nylonmembran Hybond™-N und -N"

Parafilm

Polyacrylamid-Fertiggele (Tris-Glycin, 4-20% oder 8-16%)
Protein A-Sepharose 4B Fastflow

Protran® BA Nitrocellulosemembran
ReaktionsgefaBe (1,5 und 2,0 ml)

Rontgenfilm X-Omat

Rundfilter 3MM (8,5 cm)

Sterilfilter (2 pm)

Zentrifugenrdhrchen (10 ml)
Zentrifugenréhrchen (50 ml)

3.7 Computerprogramme und Datenbanken

Microsoft Office 2000 Professional

Fiir Textverarbeitung und Tabellenkalkulation (Word, Excel).

CorelDRAW® 10 Graphics Suite

Sigma
Roth
Pharmacia
Roche
Kodak
Kodak
Roth

Roth
Pharmacia
Roth

Roth
Serva
Serva
Serva

Amersham
Amersham

Whatman
Biometra/Whatman
Dynal

Qiagen

Amersham
American National Can
LTF Labortechnik
Sigma

Schleicher & Schuell
Sarstedt

Kodak

Whatman

Schleicher & Schuell
Greiner

Costar

Fiir Graphiken und Photobearbeitung (Corel Draw, Corel Photo Paint)

DNA STAR (Lasergene)

Fiir Darstellung, Bearbeitung und Analyse von DNA- und Protein-Sequenzen (EditSeq, Me-

gAlign, SeqMan, MapDraw, Protean).
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PubMED von NCBI, Current Contents, Medline, Winspirs, Web of Science
Datenbanken und Programme zur Literatursuche.

BLAST (Altschul et al., 1990)

,BLAST" = basic local alignment search tool. Zum Suchen von homologen Nukleotid- oder
Aminosduresequenzen in den entsprechenden Sequenz-Datenbanken. Dies sind im Einzelnen
die GenBank des National Center for Biotechnological Information der USA (Benson et al.,
1998), die EMBL Datenbank und die DNA DataBank aus Japan.

Primer3-Software (http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi)
Zur Erstellung von Primerpaaren fiir dic Real-Time-PCR.

3.8 Kultivierungsmethoden

3.8.1 Kultivierung von Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte in LB-Fliisssigmedium unter Schiitteln (200 Upm)
oder auf LB-Festmedium. Bei der Kultivierung von A. tumefaciens (GV3101) wurde dem
Fliissigmedium auflerdem 100 mg/l Rifampicin und 25 mg/l Gentamycin zugesetzt, um dem
Wachstum schnellwiichsiger, kontaminierender Bakterien vorzubeugen.

E. coli wurde bei 37°C, Agrobakterien bei 28-30°C angezogen. Zur Selektion wurde dem
Medium 100 mg/l Ampicillin oder 50 mg/l Kanamycin nach dem Autoklavieren zugesetzt.
Fiir blau/weil3-Selektion iiber a-Komplementation wurden 40 pl 2 % (w/v) X-Gal in DMF
und 12 pl 100 mM IPTG pro Platte ausplattiert.

LB-Medium (Luria Broth): 10 g/l Bacto-Trypton
5¢/1 Hefe-Extrakt
5¢g/1 NaCl

1 g/l Glucose
pH 7,5 mit NaOH

Fiir Festmedium: 16 g/l Agar

3.8.2 Kultivierung von Arabidopsis in vitro
3.8.2.1 Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Samen
Samen wurden 7 min unter Schiitteln in geséttigter Calciumhypochlorid-Lsg./0,1 % (v/v)

Triton X100 inkubiert und anschlieBend viermal mit sterilem H,O gewaschen.


http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi
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3.8.2.2 Pflanzenkultur auf Festmedium

Sterilisierte Samen wurden mit sterilen Zahnstochern auf GM-Festmedium oder auf mit GM-
Fliissigmedium getranktem Filterpapier ausgelegt. Die Stratifizierung erfolgte fiir 3 Tage bei
4-8°C im Dunkeln. Keimung und Wachstum erfolgte bei 24°C, 60% Luftfeuchte, 16 h Photo-
periode und einer Lichtintensitit von zirka 5000 Lux.

Zur Selektion von Primértransformanden, wurde GM-Medium ohne Saccharose verwendet,

dem 50 mg/l Kanamycin und 200 mg/l Cefotaxim zugesetzt wurde.

GM-Medium (Valvekens et al.,1988): 1x MS-Salze mit Vitaminen
30% (w/v) Saccharose
0,5 g/l MES
pH 5,8 mit KOH
8 g/l Agar

3.8.3 Kultivierung von Arabidopsis auf Erde

Unsterile Samen wurden auf feuchter Erde ausgesdt und 3 Tage bei 4-8°C im Dunkeln strati-
fiziert. Keimlinge aus Sterilkultur wurden zirka 10 DAG (days after germination) auf Erde
umgesetzt. Wachstum erfolgte bei 22°C, 60% Luftfeuchte, 16 h Photoperiode und einer Licht-
intensitit von zirka 5000 Lux.

Zur Selektion Basta-resistenter Pflanzen wurden zirka 7 Tage alte Keimlinge zweimal im

Abstand von einer Woche mit einer 0,1% Losung des Herbizids BASTA® bespriiht.

3.8.4 Hitzeschockbehandlung von Pflanzengewebe

Zur Isolierung von RNA oder zur Gewinnung von Gesamtproteinextrakten wurde Blattmate-
rial bei angegebenen Temperaturen und Zeitspannen in SIB-Puffer schiittelnd inkubiert. Blieb
die Angabe HS undefiniert, bedeutete dies einen 2-stiindigen Hitzeschock bei 37°C.

Bei den Analysen von HSF3-transgenen Pflanzen wurden die Pflanzen 3-4 Wochen auf Erde
bei 22°C angezogen und dann fiir 3 Tage bei 25°C kultiviert.

Fiir Thermotoleranztests sowie Analyse der Expression kleiner Hitzeschockproteine wurden
Arabidopsis-Keimlinge im Alter von 7 DAG (days after germination) in einer Petrischale bei
angegebenen Temperaturen und Zeitspannen inkubiert. Die Dokumentation der Thermotole-

ranz erfolgte nach 7-10 Tagen weiterer Kultivierung unter Kontrollbedingungen.

SIB-Pufter: I mM Kaliumphospat, pH 6,0
1% (W/v) Saccharose



56 Material & Methoden

3.9 Transformationstechniken

3.9.1 Transformation von Bakterien
Die Transformation von Bakterien erfolgte durch Chemotransformation oder Elektroporation.
Beide Techniken erfordern zundchst die Préparation von Bakterienzellen, die in erhdhtem

Male zur Aufhahme von DNA befihigt sind, d.h. in diesem Sinne ,,kompetent™ sind.

3.9.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

(Hanahan, 1983)

100 ml SOB-Medium wurden mit 100 ul einer E. coli-Ubernachtkultur (in LB-Medium)
angeimpft und bis zu einer ODggo von 0,3 kultiviert. Die Bakterienkultur wurde dann in einer
Heraeus-Christ-Minifuge bei 2500 Upm und 4°C fiir 10 min abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 20 ml TFBI resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Wiederho-
lung der vorangegangenen Zentrifugation. Das Zellpellet wurde in 2 ml TFB2 vorsichtig und
unter Kiihlung resuspendiert, fiir 10 min auf Eis inkubiert und schlieBlich aliquotiert bei

-80°C aufbewahrt.

SOB-Medium: 20 g/l Bacto-Trypton
(Sambrook et al., 1989) 5¢/1 Hefe-Extrakt
0,5 g/l NaCl

pH 7,5 mit NaOH
nach Autoklavieren zugeben: 20 ml/l 1 M MgSO4

TFB1: 30 mM KOAc
(Sambrook et al., 1989) 50 mM MnCl,
100 mM KCl1
10 mM CaC12
pH 5,8 mit Essigsédure
15% (v/v) Glycerin

Dieser Puffer wurde nicht autoklaviert, sondern sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt.

TFB2: 10 mM MOPS
(Sambrook et al., 1989) 75 mM CaCl,
10 mM KCl1
pH 7,0 mit NaOH

15% (v/v) Glycerin

Dieser Puffer wurde nicht autoklaviert, sondern sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt.



Material & Methoden 57

3.9.1.2 Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

(Hanahan, 1983)

Von den auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen wurden 50 ul zu 10 pl Ligationsansatz
gegeben und vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, fiir 90 s bei
37°C ,hitzegeschockt™ und 2 min auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 450 pl LB-Medium
wurde der Ansatz 50 min bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakte-
riensuspension auf Selektionsmedium ausplattiert. Die Transformationsrate fiir E. coli DH5a

lag bei 3,5 x 10° Kolonien pro 1 pg pBluescript-DNA.

3.9.1.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli- und A. tumefaciens-Zellen

0,5 1 LB-Medium wurden mit 1/100 VT einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und bis zu
einer ODgop von 0,5-0,7 kultiviert. Nach 15 miniitiger Zenrifugation bei 4000g wurde das
Zellpellet in 500 ml 10% (v/v) Glycerin resuspendiert. In weiteren Zentrifugationsrunden
wurde das Pellet schrittweise in 250 ml, 120 ml und schlieBlich in 2 ml 10% Glycerin re-
suspendiert und als 50 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die kompetenten

Zellen konnen mehrere Monate bei -70°C gelagert werden.

3.9.1.4 Transformation von Bakterienzellen durch Elektroporation

Elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 2-5 pl der zu transformierenden,
moglichst salzfreien DNA zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen erfolgte eine einmintitige
Inkubation auf Eis, bevor der Ansatz in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (1 mM)
pipettiert wurde. Die Elektroporation erfolgte bei 1,8 kV im E. coli pulser (Bio-Rad). An-
schlieBend wurden 500ul LB-Medium zugegeben und E. coli-Zellen fiir 45 min bei 37°C,
A. tumefaciens-Zellen fiir 4 h bei 28°C inkubiert. Nach dem Ausplattieren der Zellen auf
Selektionsmedium und Inkubation bei entsprechenden Kultivierungsbedingungen erschienen
die ersten transformierten E. coli-Kolonien nach zirka 16 h, wiahrend A. tumefaciens-Kolonien

erst nach zirka 2 Tagen sichtbar wurden.

3.9.2 Transformation von Arabidopsis thaliana durch A. tumefaciens

3.9.2.1 Vorbereitung der A. tumefaciens-Zellen

Ein Liter LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika wurde mit 10 ml einer 3-Tage-Kultur
des gewiinschten A. tumefaciens-Klons angeimpft und fiir 20 h kultiviert. Die Bakterien wur-

den bei 4000 g abzentrifugiert und in 1 | Infiltrationsmedium resuspendiert.
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Infiltrationsmedium: Y2 x MS-Salze mit Vitaminen
5% (W/v) Saccharose
0,03% (v/v) Silwet L-77
pH 5,8 mit KOH

3.9.2.2 Pflanzentransformation durch Bliten-Vakuuminfiltration

(Bechtold & Pelletier, 1998)

Bei dieser Agrobacterium-vermittelten Transformationsmethode erfolgt die Transformation in
der Keimbahn und zwar an der Bliite in vivo, d.h. an der intakten Pflanze. Dadurch wird ein
aufwendiges Regenerieren von transformiertem Gewebe wie es bei der somatischen Trans-
formation notig ist vermieden. Fiir die hier beschriebene, sowie fiir die vergleichbare ,,floral-
dip*“-Methode (Clough & Bent, 1998) konnte gezeigt werden, dass vornehmlich die weibli-
chen Gametophyten transformiert werden (Bechtold et al., 2000; Desfeux et al., 2000). Die
daraus hervorgehenden Samen stellen heterozygote Primértransformanden der Generation T1
dar.

Arabidopsis Pflanzen wurden auf Erde zur Bliite gebracht (zirka 6 Wochen). Nach dem Ent-
fernen bereits vorhandener Schoten wurden die Pflanzen kopfiiber mit den Bliitentrieben in
die sich in einem Excikator befindliche Bakteriensuspension getaucht. Ein Eintauchen der
Blitter wurde dabei vermieden. Nun wurde ein Vakuum angelegt. Sobald sich in der Fliissig-
keit Luftblasen bildeten, wurde die Vakuumpumpe abgestellt. Nach 10 min wurde das
Vakuum schnell abgelassen. Die so behandelten Pflanzenteile erscheinen glasig, weshalb die

Pflanzen zur Regeneration zunéchst fiir mehrere Stunden seitlich liegend kultiviert wurden.

3.10 Kreuzungen an Arabidopsis-Pflanzen

(Miiller 1961)

Zur Gewinnung einer Linie, die sowohl in HSF1 als auch in HSF3 eine T-DNA-Insertion
tragt (hsf1/hsf3, ,,Doppel-knockout*), wurde hsfl-ttl mit hsf3-ttl gekreuzt. Die fiir beide Gene
beziiglich der T-DNA-Insertion heterozygote T1-Generation wurde geselbstet und aus der
T2-Generation mittels PCR homozygote Individuen ermittelt (Kap. 3.11.5). Auf diese Weise
wurden je 3 Individuen identifiziert, die beziiglich T-DNA-Insertion in HSF1 und HSF3
homozygot waren oder aber die entsprechenden Wildtypallele (keine Insertion) besal3en. Die
Nachkommen dieser homozygoten Pflanzen (Doppel-knockout und Wildtyp) wurden fiir
entsprechende Experimente verwendet.

Die weiblichen Kreuzungspartner wurden emaskuliert, indem die noch unreifen Staubblatter
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mit einer Dumont-Pinzette entfernt wurden. Die so behandelten Bliiten wurden mit einem
Bindfaden markiert. Sobald sich nach zwei bis drei Tagen auf dem Stempel deutlich sichtbar
Papillen entwickelt hatten, wurden die Bliiten bestdubt. Dazu wurden reife Staubblétter des
ménnlichen Kreuzungspartners iiber den Stempel gestrichen. Alle Arbeitsschritte wurden

unter dem Binokular vorgenommen.

3.11 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardtechniken, wie Phenolextraktion sowie Fillung und photome-
trische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren, wurden nach Sambrook et al. (1989)

durchgefiihrt.

3.11.1 Isolierung von Nukleinsauren

3.11.1.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus pflanzlichem Gewebe

(Li & Chory, 1998)

Die folgende Methode zur Isolierung hochmolekularer Gesamt-DNA aus Pflanzengewebe
fiihrt zu DNA-Ausbeuten und -Reinheit, die ausreichend fiir die Verwendung als PCR-
template sind. Sie ist einfach und schnell und daher bestens fiir die parallele Aufarbeitung
vieler Proben geeignet. Im Folgenden wird die DNA-Préparation aus einem jungen Blatt
(zirka 10 mg) beschrieben. Bei groferen Gewebemengen kann die Methode in entsprechend
grofBerem Mafstab angewandt werden, wobei in erster Linie die Volumina der Puffer und
Ldsungen proportional erhdht werden miissen.

Ein junges Blatt wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl mit einem passenden Pistill fiir 10 s
homogenisiert. Dann wurden 700 ul Extraktionspuffer zugegeben und fiir weitere 10 s gemor-
sert. Nach heftigem Vortexen fiir 5 s wurden Zelltriimmer durch 2-miniitige Zentrifugation
bei 18.000 g pelletiert. Vom Uberstand wurden 600 ul abgenommen und in ein frisches Reak-
tionsgefall iberfiihrt. Nach Zugabe von 600 pl Isopropanol und kurzem Vortexen wurde der
Ansatz bei 18.000 g fiir 5 min zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 80% (v/v) Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 100 ul TE aufgenommen, wobei eine mehrstiindige Inkubation

bei 4°C fiir das Inldsunggehen der DNA von Vorteil war.

Extraktionspuffer: 200 mM Tris-HCI, pH 8,0
250 mM NaCl
25 mM EDTA
0,5% (w/v) SDS
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TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

3.11.1.2 Plasmidisolierung aus Bakterien

Fiir die Isolierung von Plasmiden aus E. coli und A. tumefaciens wurden die E.Z.N.A.®-
Plasmid Miniprep Kits I und II der Firma Peqlab (Erlangen) nach Herstellerangaben verwen-
det. Zur vollstindigen Lyse von Agrobakterien wurden diese nach Zugabe des Lysepuffers
(Loésung 2) fiir 5 min bei 70°C inkubiert.

Das E.Z.N.A.-Kit beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse von Birnboim und Doly
(1979). Alkalisch-denaturierte, chromosomale DNA wird nach einem Neutralisationsschritt
gemeinsam mit denaturierten Proteinen und Zelltriimmern abzentrifugiert. Der so gewonnene
Extrakt wird tliber Silica-Gel-Sdulen gereinigt. Dabei bindet die DNA in Anwesenheit chao-
troper Salze, welche die Hydrathiille der DNA zerstoren, iiber ihre negativ-geladenen
Phosphatgruppen und eine Kationenbriicke an die Si-OH-Gruppen (Silanolgruppen) des
Silikats. Polysaccharide und Proteine binden nicht und kénnen durch Waschen unter Hoch-
salzbedingungen entfernt werden. Die Elution mit Wasser oder Niedrigsalz-Puffern bewirkt
die Rehydratation der DNA, die Bindung an das Silikat wird aufgehoben.

Die so priparierte Plasmid-DNA kann fiir Restriktionen, PCR, Sequenzierung und zur Trans-
formation von Bakterien eingesetzt werden. Aus 5 ml einer Ubernachtkultur mit High Copy-

Number Plasmiden konnen zirka 15 - 20 ug Plasmid-DNA gewonnen werden.

3.11.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe wurde das RNeasy® Plant RNA Mini
Kit von Qiagen (Hilden) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Dabei wird das
Gewebe zunéchst durch Morsern in fliissigem Stickstoff pulverisiert, dann in einen Puffer, der
Guanidinium-Isothiocyanat enthélt, gegeben und nochmals durch Zentrigugation durch ein
»ohredder-Saulchen” homogenisiert. Nach Zugabe von Ethanol wird das Lysat auf ein Silica-
Gel-Sédulchen geladen, an welches die RNA selektiv bindet. Nach Waschschritten kann die
RNA mit TE-Puffer oder H,O eluiert werden.

3.11.1.4 Isolierung von mRNA aus Pflanzengewebe

(nach Herstellerangaben Dynal)

Die Isolierung von polyadenylierter RNA aus Pflanzengewebe erfolgte mittels Oligo(dT)zs
Dynabeads entsprechend den Herstellerangaben.
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3.11.2 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

3.11.2.1 Agarosegelelektrophorese von DNA

Agarosegele wurden zur Léngen- und Konzentrationsbestimmung von DNA-Fragmenten
eingesetzt. AuBlerdem fanden sie bei der préparativen Darstellung von DNA-Fragmenten
Anwendung (Kap. 3.11.2.2).

Die elekrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 1 bis 2% (w/v) Agaro-
segelen mit einer Ethidiumbromidkonzentration von 0,5 pg/ml. Als Elektrophoresepuffer
diente 0,5 x TBE. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0,2 VT Ladepuffer versetzt. Die
Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur. Die angelegte Spannung betrug 5-10 V/cm.
Nach Beendigung der Elektrophorese konnte die DNA durch die Fluoreszenz des Ethidium-
bromidkomplexes im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht werden und mit einer
Videokamera aufgenommen werden.

Durch den Vergleich der Intensitdt und Laufstrecke einer DNA-Bande mit der eines Standards
bekannter Konzentration und Fragmentlinge konnten die Konzentration und Linge eines
DNA-Fragmentes bestimmt werden. Als Standard diente hierbei die mit den Restriktionsen-

donukleasen ECORI und HindIII geschnittene DNA des Bakteriophagen Lambda.

5 x TBE: 445 mM Tris
445 mM Borsaure
10 mM EDTA

Ladepuffer: 30% Glycerin
0,025% Bromphenolblau

3.11.2.2 Elution von DNA aus Agarosegelen

Um bestimmte Restriktionsfragmente von der iibrigen DNA zu trennen und zu isolieren,
wurde nach elektrophoretischer Auftrennung in einem préparativen Agarosegel die entspre-
chende DNA-Bande unter UV-Licht ausgeschnitten. Mit dem QIAquick Gel extraction Kit
von Qiagen erfolgte dann die Reinigung der DNA aus der Agarose, entsprechend den Herstel-

lerangaben.

3.11.2.3 Polyacrylamidgelelektrophorese von DNA

(Sambrook et al., 1989)

Zur Elekrophorese von DNA-Fragmenten, die kiirzer als 100 Bp waren, wurden 10% Polya-
crylamidgele verwendet. Als Elektrophoresepuffer diente 0,5 x TBE. Zur Herstellung der
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Gellosung wurde eine 30% Acrylamid/Bisacrylamidlosung (AA/Bis), ¢ = 0,8%, der Firma
Roth benutzt. Zum Auslosen der Polymerisierungsreaktion wurden 30 ml Gellosung mit
140 pl 10% Ammoniumpersulfat und 20 pl TEMED versetzt. Die DNA-Proben wurden vor
dem Auftragen mit 0,2 VT Ladepuffer (3.11.2.1) versehen. Die Elektrophorese erfolgte bei
30 mA fiir 2 h. AnschlieBend wurden die Gele in 0,5 pg/ml Ethidiumbromid fiir 5 min unter
leichtem Schwenken inkubiert, um die DNA unter UV-Licht sichtbar zu machen.

3.11.2.4 Herstellung doppelstrangiger Oligodesoxynukleotide

Zum Annealen von komplementiren Oligodesoxynukleotiden wurden dquimolare Mengen der
in H,O geldsten Einzelstringe gemischt, auf 95°C erhitzt und {iber Nacht bei RT abgekiihlt.
AnschlieBend wurde die doppelstringige Form von den Einzelstrangen durch Elektrophorese
in einem 10% Polyacrylamidgel (3.11.2.3) abgetrennt und die Doppelstrangbande unter
UV-Licht ausgeschnitten. Das Gelstiick wurde in ein 2 ml Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und mit
einer Pipettenspitze zerkleinert. Nach Zugabe von 500 ul TE, pH 8,0, wurde die Probe {iber
Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Danach wurde das Polyacrylamid bei 14.000 Upm
in einer Tischzentrifuge fiir 20 min abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktions-
gefdll gegeben. Das pelletierte Polyacrylamid wurde dann in 500 pl TE resuspendiert und die
Zentrifugation wiederholt. Der gesammelte Uberstand wurde zweimal mit Phenol und einmal
mit Chloroform extrahiert. Die DNA wurde anschlieBend mit Ethanol gefallt und in 50 ul TE
aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde durch UV-Absorptionmessung bestimmt. Eine
erneute Polyacrylamidgelelektrophorese mit 1 bis 2 ug DNA ergab AufschluB} iiber die Rein-

heit der Préparation.

3.11.2.5 Gelelektrophorese von RNA

(Sambrook et al., 1989)

10-30 pg Gesamt-RNA oder 2-3 pg poly(A)'-RNA in 4,5 ul RNasefreiem H,O wurden mit
2 ul 10 x MOPS, 3,5 pl Formaldehyd [37%] und 10 pl Formamid vermischt und 15 min bei
65°C inkubiert. Auf gleiche Weise wurden 3 ul der RNA-ladder [1 pg/ul], die als Léngen-
standard verwendetet wurde, vorbereitet. Nach Abkiihlen auf Eis wurden die Ansétze mit je
2 ul Formaldehyd-Gel-Ladepuffer versetzt, auf ein 1% (w/v) Formaldehyd-Agarosegel gela-
den und in 1 x MOPS-Puffer bei 40 mA fiir zirka 3 h elektrophoretisch aufgetrennt.
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10 x MOPS-Puffer: 200 mM MOPS
80 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
pH 7,0 mit 10 N NaOH

Formaldehyd-Gel-Ladepufter: 50% (v/v) Glycerin
1 mM EDTA (pH 8,0)
0,25% Bromphenolblau

1% (w/v) Formaldehyd-Agarosegel: 1% (W/v) Agarose
1x MOPS-Puffer
0,18 VT 37% Formaldhyd

Fiir das Herstellen von 300 ml einer 1% Formaldehyd-Agarosegel-Lsg. ergibt sich folgender
Ablauf: 3 g Agarose in 216 ml H,O aufkochen, kurz abkiihlen lassen, unter dem Abzug 30 ml
10 x MOPS-Puffer und 54 ml Formaldehyd (37%) zugeben, mischen und gief3en.

3.11.3 Enzymatische Modifikation von Nukleinsduren

3.11.3.1 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen des Typs II spielen bei der Technik der in-vitro-Rekombination
von DNA eine wesentliche Rolle. Sie ermoglichen die Hydrolyse von DNA-Molekiilen an

definierten Stellen und er6ffnen damit Moglichkeiten zur gezielten Manipulation von DNA.

Ein typischer Restriktionsansatz enthielt 2 ug DNA und 2 U Restriktionsenzym in 20 pl
Enzympuffer (nach Herstellerangaben). Es wurde beim Temperaturoptimum des jeweiligen
Enzyms (meist 37°C) fiir mehrere Stunden inkubiert. Sollten grolere DNA-Mengen verdaut
werden, wurde das Reaktionsvolumen so gewéhlt, dass das zugegebene Volumen des oder der
Restriktionsenzyme 1/10 des Gesamtvolumens nicht iiberschritt. Die Reaktion wurde durch
Erhitzen nach Herstellerangaben beendet und die DNA, wenn nétig, mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) gereinigt.

3.11.3.2 Dephosphorylierung von DNA

(Sambrook et al., 1989)

Um die Riickligation linearisierter Plasmide zu verhindern, wurde dem Ansatz nach abge-
schlossener Restriktion 3-4 U Alkalischer Phosphatase zugegeben und 60 min bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 75°C fiir 20 min abgestoppt.
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3.11.3.3 Ligation von DNA

(verandert nach Sambrook et al., 1989)

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert die Synthese von Phosphordiesterbin-
dungen zwischen benachbarten 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppen von DNA-Molekiilen.
Sie ermoglicht daher die in-vitro-Verkniipfung von DNA-Fragmenten.

Fiir die Ligationen wurde der vom Enzymbhersteller mitgelieferte Ligasepuffer verwendet. Ein
Ligationsansatz enthielt 50 ng Vektor-DNA, einen 2- bis 3-fachen molaren Uberschuf3 an
Insert-DNA und 0,5 U T4-DNA-Ligase in 10 pl 1 x Ligasepuffer. Die Ligation erfolgte liber
Nacht bei 16°C.

3.11.3.4 cDNA-Synthese aus poly(A)*-RNA

Zur Herstellung von ¢cDNA wurde das Ready-To-Go™ T-Primed First-Strand Kit von A-
mersham/Pharmacia nach Herstellerangaben verwendet. Dazu wurde poly(A)-RNA mittels
Oligo(dT),s Dynabeads isoliert (Kap. 3.11.1.4). Fiir die nachfolgende Erststrangsynthese
wurde 1 pg der poly(A)'-RNA in 33 ul H,O zunichst fiir 5 min bei 65°C, dann fiir 5 min bei
37°C inkubiert. Zeitgleich wurde der Reaktionsmix, der u.a. Reverse Transkriptase und Oli-
go(dT);s Primer enthélt, ebenfalls bei 37°C fiir 5 min vorinkubiert. Nach Zugabe der RNA-
Losung zum Reaktionsmix erfolgte eine Inkubation fiir weitere 5 min bei 37°C, bevor der
Ansatz vorsichtig gemischt wurde und zum vollstindigen Ablauf der Reaktion fiir 60 min bei

37°C inkubiert wurde.

3.11.3.5 PCR-Amplifikation von DNA

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) nach Saiki et al. (1985) und Mullis & Falcoona (1987)
ermoglicht die Amplifikation von DNA-Fragmenten in vitro. Die Amplifikation der DNA
erfolgt durch zyklische Wiederholung dreier Schritte: Zunédchst wird die DNA, die die zu
amplifizierende Sequenz enthilt (template), durch Erhitzen auf 95°C denaturiert. Im zweiten
Schritt werden zwei Oligodesoxynukleotide (Primer), die zu den Enden des zu amplifizieren-
den DNA-Bereichs komplementir sind, bei niedrigerer Temperatur angelagert (annealt). Eine
hitzestabile DNA-Polymerase verldngert dann im dritten Schritt beide Primer zu zwei kom-
plementdren Stringen (extension). Bei jedem Zyklus vermehrt sich auf diese Weise die zu
amplifizierende Sequenz exponentiell.

Bei einer entsprechenden Modifikation der Primer konnen auflerdem die Randbereiche des

DNA-Fragments mutiert werden.

Zur Amplifikation von geringen template-Mengen und DNA-Fragmenten von mehr als 2 Kb,

wie es beim Durchmustern der T-DNA Insertionslinien der Fall war, wurde die ExTaq Poly-
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merase (TaKaRa) verwendet.
Zur Amplifikation von DNA zu Klonierungszwecken wurde die Pwo-Polymerase (Peqlab)

verwendet, da diese eine zusitzliche 3'— 5'-Exonukleaseaktivitit besitzt.

Ein typischer PCR-Ansatz (50 pl) zur Amplifikation von DNA-Fragmenten aus Pflanzen-
DNA hatte folgende Zusammensetzung:

1 ul 5’Primer [12 pmol/ul]

1 pl 3'Primer [12 pmol/pl]

4 ul dNTP-Mix [10 mM]

5ul 10 x Polymerasepuffer

1 ul Polymerase [1-2 U/ul]

1wl DNA-template [40 ng/ul]

37 ul H,O

Der Reaktionsansatz wurde i.d.R. 30 mal folgendem Temperaturzyklus ausgesetzt: 30 s Dena-
turierung bei 94°C, 30 s Primer-Annealing bei entsprechender Temperatur (s.u.) und 1 min
pro Kb zu amplifizierender DNA-Lange Extension bei 72°C. Die Annealing-Temperatur
wurde so gewéhlt, dass sie zirka 10°C unter der mit folgender Formel errechneten Schmelz-
temperatur (Tm) der Primer lag. Tm [°C] = 4 x (G+C-Gehalt) + 2 x (A+T-Gehalt). Die
Reaktionsprodukte wurden durch Agarosegelelektrophorese analysiert und mit dem QIAquick

PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt.

3.11.3.6 Mutation von DNA durch gezielte Basensubstitution

(nach Herstellerangaben Stratagene)

Um Hitzeschockelemente (HSE) innerhalb der klonierten Bereichs des HSF7-Promotors
durch gezielte Basensubstitution zu mutieren, wurde das QuikChange™ Site-Directed Muta-
genesis Kit von Stratagene nach Herstellerangaben verwendet. Dabei mul3 die zu mutierende
Sequenz zunéchst in einem Plasmid kloniert vorliegen. Dieses Plasmid dient dann als templa-
te fiir eine PCR, bei der Primer verwendet werden, die die gewiinschten Basensubstitutionen
aufweisen. Die Sequenzen beider Primer sind komplementir zueinander, so dass das PCR-
Produkt das gesamte Plasmid umfaf3t und sich von diesem nur durch die einzelnen ausge-
tauschten Basen unterscheidet. Im Gegensatz zum template-Plasmid, welches aus Bakterien
isoliert wurde, weist das PCR-Produkt keinerlei Modifikationen auf. Im folgenden Schritt
kann daher gezielt das template-Plasmid durch endonukleolytischen Abbau mit Dpnl, welches
nur modifizierte (methylierte) Schnittstellen erkennt, eliminiert werden. Die mutierte DNA
bleibt intakt und kann in E. coli eingeschleust und kloniert werden.

10 ng des zirkuldren pBSK-pHSF7 (Kap. 3.4.5) dienten als template fiir eine erste PCR, bei
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der das erste Hitzeschockelement durch Verwendung des Primerpaar 1 (mutHSE1/5’ und
mutHSE1/3”) mutiert wurde. Nach wiederholter Klonierung in E. coli wurde zunichst das
zweite HSE unter Verwendung des Primerpaar 2 (mutHSE2/5” und mutHSE2/3”) und schlieB3-
lich das 3. HSE mit dem Primerpaar 3 (mutHSE3/5’ und mutHSE3/3’) mutiert. Die

Sequenzen der verwendeten Primer sind unter 3.5.1 angegeben.

3.11.3.7 Identifizierung des Transkriptionsstarts mittels 5"-RACE

Die 5’-RACE (rapid amplification of cDNA ends) diente zur Isolierung des vollstandigen 5°-
Bereichs der HSF7-cDNA und damit verbunden zur Identifizierung des Transkriptionsstarts.
Es wurde das GeneRacer™ Kit (Version B) von Invitrogen nach Herstellerangaben verwen-
det. Zunichst wurde aus hitzegeschockten Arabidopsis-Blittern poly(A)'-RNA mittels
Oligo(dT),s Dynabeads (Kap. 3.11.1.4) isoliert. 200 ng dieser cDNA wurden mit Alkalischer
Phosphatase behandelt, um 5’-Phosphatgruppen sdmtlicher Nukleinsduren (unvollstdndige
oder vollstindige mRNA und nicht-mRNA) zu entfernen. Anschliefend wurde dem Ansatz
Pyrophosphatase zugegeben, um die 7-Methylguanosin-Kappe am 5’-Ende vollstindiger
mRNA-Molekiile zu entfernen. Nur diese besitzen dann, im Gegensatz zu allen anderen Nu-
kleinsduremolekiilen des Ansatzes, eine 5’-Phosphatgruppe, die fiir die Ligation eines RNA-
Adaptors definierter Sequenz (GeneRacer™ RNA Oligo) benétigt wird. Im folgenden Schritt
wurde die mRNA mittels Oligo (dT);s Primern revers transkribiert. Ein Zehntel der entstan-
denen cDNA wurde als template fiir eine PCR mit dem GeneRacer™ 5’-Primer (Stratagene)
und dem HSF7RACE/3’eingesetzt, wobei sich der GeneRacer™ 5’-Primer innerhalb der
Adaptorsequenz und der HSF7RACE/3’-Primer in der codierenden Sequenz von HSF7 anla-
gert. Da nach dieser PCR kein eindeutiges Amplifikat identifiziert werden konnte, wurde 1 pul
einer 1:100-Verdiinnung des PCR-Produktes fiir eine Nested PCR mit dem GeneRacer™
5’Nested Primer (Stratagene) und dem HSF7prom/3’-Primer eingesetzt. Das PCR-Produkt
wurde durch Agarosegelelektrophorese analysiert und nach Reinigung mit dem QIAquick

PCR Purification Kit (Qiagen) sequenziert.

3.11.3.8 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung von DNA im ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Kapillarsequenziergerat
von PerkinElmer Biosystems) wurde das Abi Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (PerkinElmer Biosystems) verwendet. Die Sequenzierung mit diesem Kit

beruht auf der Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977).
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3.11.3.9 Radioaktive Endmarkierung von DNA mittels Klenow-Enzym

Das Klenow-Enzym ist das ,,groBe Fragment“ (M,: 7,5 kDa) der DNA-Polymerase I aus
E. coli. Es besitzt die 5'— 3’-Polymerase- und die 3'— 5’-Exonuklease-Aktivitit, wahrend
die 5'— 3’-Exonuklease des Holoenzyms nicht mehr vorhanden ist.

Zur radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten, die im EMSA Verwendung fanden,

wurde folgender Ansatz fiir 20 min bei 30°C inkubiert.

1,0 pl DNA [100 ng/pl]
2,0 ul 10 x Klenow-Puffer
2,0 ul dNTP-Mix ohne dCTP [je 2 mM]
2,5 ul [o-**P]dCTP [10 pCi/ul]
1,0 pl Klenow-Enzym [2 U/pl]
11,5 ul H,O

Es folgte eine Ethanolfdllung und Waschen des DNA-Pellets mit 80% Ethanol, wodurch nicht
eingebaute Nukleotide entfernt wurden. Die DNA wurde an der Luft getrocknet und in 100 pl
TE aufgenommen. Mit 2 pl, aufgenommen in 7,5 ml Ultima-Gold-Szintillationscocktail,
erfolgte eine Ausbeutemessung im Szintillationsmefgerdt Wallac 1219 (PerkinElmer-

Wallac). Die Ausbeuten lagen durchschnittlich zwischen 70 und 90%.

3.11.3.10 Radioaktive Markierung von DNA mittels random priming
(Amersham/Pharmacia)

Wesentlicher Bestandteil der random priming-Technik ist ein statistisches Gemisch aus He-
xanukleotiden, die zuféllig an verschiedenen Orten der zu markierenden DNA hybridisieren
und dem Klenow-Enzym als Primer fiir die folgende Synthese des komplementéren Stranges
unter Einbau radioaktiv-markierter Nukleotide dienen.

Zur Herstellung radioaktiver DNA-Sonden fiir Southern- oder Northern-Analysen wurden
25 ng DNA in 45 pl H,O 5 min bei 94°C denaturiert und nach Herstellerangaben mit dem
Rediprime DNA labelling System (Amersham/Pharmacia) mit [a->’P]dCTP markiert. Die

markierte DNA wurde nach Denaturierung direkt zur Hybridisierung verwendet.

3.11.3.11 Radioaktive Markierung von RNA mittels in vitro-Transkription

(nach Herstellerangaben Stratagene)

Die MCS von pBSK ist eingerahmt von einem T7- und einem T3-Promotor. Unter Verwen-
dung der T3- bzw. der T7-RNA-Polymerase ist daher die in vitro-Transkription eines

entsprechenden Inserts moglich. Werden dabei radioaktiv-markierte Nukleotide angeboten,
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kann das resultierende Transkript als Sonde fiir Hybridisierungen mit anschlieBender Autora-
diographie eingesetzt werden. Fiir die Detektion von mRNAs mufl die RNA-Polymerase
gewihlt werden, die zur in vitro-Transkription der entsprechenden Antisense-RNA fiihrt. Dies
ist abhdngig von der Orientierung des Inserts. Durch gezielte Restriktion des Inserts kann
auBlerdem die Transkriptlinge begrenzt werden, was haufig fiir die Herstellung von genspezi-
fischen Sonden nétig ist. RNA-Polymerasen und Restriktionsenzyme, die in diesem
Zusammenhang im Einzelnen verwendet wurden, sind bei der Beschreibung der template-

Plasmide angegeben (Kap. 3.4.1).

3.11.4 Hybridisierungstechniken zur ldentifizierung von Nukleinsauren

3.11.4.1 Southern-Analyse

(Sambrook et al., 1989)

Zum Transfer von DNA-Fragmenten auf Nylonmembranen nach abgeschlossener Agarose-
gelelektrophorese wurde der Alkali-Blot, eine spezielle Form der Kapillar-Blot-Technik,
verwendet.

Im Anschluf} an die Agarosegelelektrophorese wurde die DNA durch Ethidiumbromidfarbung
sichtbar gemacht und dokumentiert (Kap. 3.11.2.1). Es folgte eine 15-miniitige Inkubation des
Gels in Transferpuffer (0,4 N NaOH) zur Denaturierung der DNA. Danach wurde das Gel mit
der Oberseite nach unten auf eine doppellagige, in Transferpuffer getrinkte 3MM-
Papierbriicke gelegt. Die beiden Enden dieser Papierbriicke stehen mit einem Transferpuffer-
reservoir in Verbindung. Auf das Gel wurde nun eine mit Transferpuffer angefeuchtete
Hybond N'-Nylonmembran und zwei Lagen ebenfalls angefeuchteter 3SMM-Papiere gelegt.
Zum Aufsaugen der Fliissigkeit wurde das Ganze mit einem dicken Stapel Papierservietten
abgedeckt und mit einem Gewicht von zirka 0,5 Kg beschwert. Nach mindestens 4 h wurde
der Blot vorsichtig abgebaut. Nach dem Markieren der Geltaschen auf dem Nylonfilter wurde
dieser kurz in 2 x SSC gewaschen und an der Luft getrocknet. (Bei der Verwendung von
geladener Nylonmembran in der Alkali-Blot-Technik ist kein crosslinking der DNA nétig.)
Die Bedingungen fiir die folgende Hybridisierung werden unter (3.11.4.2 Northern-Analyse)
beschrieben. Zu beachten ist lediglich, dass Hybridisierungslosungen fiir geladene Membra-

nen kein Formamid enthalten dirfen.

20 x SSC: 3iM NaCl
0,3M Trinatriumcitrat
pH 7,0 mit NaOH
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3.11.4.2 Northern-Analyse

(Sambrook et al., 1989)

Zum Transfer von RNA-Molekiilen auf Nylonmembranen nach abgeschlossener Formalde-
hydgelelektrophorese (Kap. 3.11.2.5) wurde die KapillarBlot-Technik, wie unter 3.11.4.1 fiir
den Southern-Blot beschrieben, verwendet. Als Transferpuffer und zum Befeuchten der
3MM-Papiere und der verwendeten (ungeladenen!) Hybond N-Nylonmembran wurde
20 x SSC bzw. 2 x SSC verwendet.

Nach Abbau des Blots wurde die Membran kurz in 2 x SSC gewaschen, an der Luft getrock-
net und die RNA durch UV-crosslinking (Fluo-Link-UV-Lampe, Dosis: 0,125 J/cm?) auf der
Nylonmembran fixiert. Die Spur, in der der RNA-Langenstandard gelaufen war, wurde abge-
schnitten, zundchst 15 min in 5% (v/v) Essigsdure inkubiert und anschlieBend in
Methylenblaufarbelosung (0,5 M Natriumacetat pH 5,2 und 0,04% w/v Methylenblau) fiir
zirka 5 min gefarbt. Das Entfarben erfolgte in H,O.

Die Hybridisierung von Northern- oder Southern-Blot-Membranen mit radioaktiv-markierten
RNA- oder DNA-Sonden (Kap. 3.11.3.9 und 3.11.3.10) erfolgte in Hybridisierungslosung
ohne Formamid bei 65°C oder in Hybridisierungslosung mit 50% Formamid bei 55°C, wenn
RNA-Sonden verwendet wurden oder eine hohere Stringenz erforderlich war.

Die Membranen wurden in 30 ml Hybridisierungslosung und bei entsprechender Temperatur
fiir 1 h vorhybridisiert. Nach Zugabe der Sonde erfolgte die Hybridisierung iiber Nacht. Am
folgenden Tag wurden die Membranen einmal mit 2 x SSPE/0,1% (w/v) SDS bei RT fiir
5 min und zweimal in 0,2 x SSPE/0,1% (w/v) SDS bei 65°C fiir 20 min gewaschen. Gewa-
schene Membranen wurden feucht in Folie eingeschweiflt und in eine Expositionskassette mit

Verstirkerfolie liberfiihrt. Die Exposition eines Rontgenfilmes erfolgte bei -70°C.

20 x SSPE: 3,6 M NaCl
(Sambrook et al., 1989) 0,2M Natriumphosphat, pH 7,4
20 mM EDTA

50 x Denhardt’s-Lsg.: 10 g/l Ficoll 400
(Sambrook et al., 1989) 10 g/l Polyvinylpyrrolidon
10 g/l BSA (Fraktion V)

Hybridisierungs-Lsg. mit Formamid: 5x SSPE
(Sambrook et al., 1989) 5x Denhardt’s-Lsg.
10 mM EDTA
0,1% (w/v) SDS
1% (W/v) DNA, niedermolekular
50% (v/v) Formamid
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Hybridisierungs-Lsg. ohne Formamid: 0,25 M Natriumphosphat, pH 7,2
(Westneat et al., 1988) 1 mM EDTA

1% (W/v) BSA (Fraktion V)

7% (W/v) SDS

3.11.4.3 Entfernen radioaktiver Proben von Nylonmembranen

Um Sonden nach Hybridisierungen von Nylonmembranen zu entfernen, wurden diese zwei-
mal fiir 5 min in 2 x SSPE/1% (w/v) SDS gekocht und anschlieend in 2 x SSPE/0,1% (w/v)
SDS fiir 5 min bei RT gewaschen.

3.11.5 Identifizierung von Arabidopsis-T-DNA-Insertionsmutanten

Zur Identifizierung und Isolierung von Arabidopsis-Linien, die Mutationen in HSF-Genen
tragen, wurden 2 Populationen von T-DNA-Insertionslinien (Feldmann-Linien und Wiscon-
sin-Linien, Kap. 3.1) mittels einer auf PCR basierenden Methode (Krysan et al., 1996)
durchmustert.

Grundlage dieses Ansatzes reverser Genetik ist das Vorhandensein grofer Populationen un-
abhangiger T-DNA-Transformanden. Solche Populationen werden je nach Pooling-Strategie
in Subpopulationen eingeteilt. Von diesen Subpopulationen, die beispielsweise 100 unabhén-
gige Primértransformanden beinhalten, werden nach Selbstung Samen geerntet und als
,»100er-Pools* archiviert und gegebenenfalls den Arabidopsis-Samen-Stock-Centern zuge-
fiihrt. Diese Samen-Pools repriasentieren die Nachkommen (T2) der i.d.R. fiir die T-DNA-
Insertion heterozygoten T1-Generation. In der T2 treten daher beziiglich der T-DNA-Insertion
heterozygote und homozygote Individuen im Verhiltnis 3:1 auf. Da es sich um 100er-Pools
handelt, ist statistisch gesehen jede unabhédngige T-DNA-Insertion mit der Hiufigkeit von 1%
vertreten.

Aus einem Teil der Samen der Subpopulationen wurden Pflanzen herangezogen und genomi-
sche DNA prépariert (Kap. 3.11.1.1). Um die Zahl der folgenden PCR-Reaktionen zu
reduzieren, wurden DNAs von 10 Subpopulationen zu einem Superpool vereinigt. Die DNA
eines Superools diente als template in 5 PCR-Reaktionen (Abb. 3.1, Angaben zur PCR: Kap.
3.11.3.5). Fiir die erste PCR wurden genspezifische 5‘- und 3‘-Primer verwendet, die zur
Amplifikation eines moglichst groen Bereichs des ,,Gens von Interesse* flihrten. Fiir die
Reaktionen 2-5 wurden beide genspezifische Primer mit jeweils beiden T-DNA-spezifischen
Primern (left border: LB’, right border: RB”) kombiniert (Primersequenzen: Kap. 3.5.1). Falls

in einem Superpool die DNA einer Transformande vetreten ist, bei der die T-DNA im ,,Gen
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von Interesse® inseriert ist, sollte mindestens eine der PCR-Reaktionen 2-5 ein Produkt lie-
fern. In diesem Stadium des Durchmusterns war die Produktabundanz aufgrund der geringen
template-Menge sehr niedrig, auBerdem traten unspezifische PCR-Produkte auf. Zusétzlich
zur Agarosegelelektrophorese mussten die PCR-Produkte daher durch Southern-Analyse
(Kap. 3.11.4.1) verifiziert werden. Obwohl bereits aufgrund der Lédnge des PCR-Produkts eine
Aussage lber die relative Lage der T-DNA innerhalb des ,,Gens von Interesse* getroffen
werden konnte, wurde diese durch Sequenzierung der PCR-Produkte bestétigt.

War auf diese Weise ein positiver Superpool identifiziert worden, wurde in einer zweiten
Durchmusterungsrunde die entsprechende Subpopulation (100er-Pool) ausfindig gemacht.
Dies geschah im Wesentlichen wie fiir den Superpool beschrieben. Um schlie3lich die ge-
wiinschte Einzelpflanze aus der Subpopulation zu isolieren, wurden ihre Samen auf Erde zum
Keimen gebracht. Bei einer Subpopulation von 100 Individuen wurden 343 Samen auf 7
Pflanzschalen verteilt ausgelegt, wobei jede Schale 49 Pflanzen in 7 Reihen und 7 Spalten
beherbergte. Von etwa 10 Tage alten Keimlingen wurde je ein Primérblatt abgeschnitten und
in 7 Schalen-Pools vereinigt. Nach DNA-Extraktion wurde mittels PCR die Schale ermittelt,
die die gewiinschte Einzelpflanze enthdlt. Im Abstand weniger Tage wurden auf &hnliche
Weise zunichst die einzelnen Spalten, dann die einzelnen Reihen durchmustert, um die Ein-
zelpflanze durch Schnittpunktbildung zu ermitteln. Ergaben sich mehrere positive Spalten
oder Reihen, wurden alle in Frage kommenden Einzelpflanzen separat mittels PCR getestet.
Durch PCR mit DNA aus Einzelpflanzen kann auflerdem ermittelt werden, ob es sich um eine
homo- oder eine heterozygote Pflanze beziiglich der T-DNA-Insertion handelt. Da die T-
DNA zirka 15 Kb lang ist, kann das ,,Gen von Interesse, in welches die T-DNA inseriert ist,
nicht mehr mit den genspezifischen 5°- und 3‘-Primern amplifiziert werden. Nur bei einer
heterozygoten Pflanze, die ein Allel ohne Insertion besitzt, ist dies noch mdglich. Auf diese
Weise wurden homozygote T-DNA-Insertionsmutanten identifiziert.

Wihrend der Agrobacterium-vermittelten Transformation kommt es zur Integration von T-
DNAs in 1-4 (durchschnittlich 1,5) Loci pro Transformandengenom (Feldmann, 1991; Feld-
mann et al., 1994). Dabei konnen zusitzliche Gene mutiert werden, auflerdem kann es beim
Integrationsvorgang zu grofleren chromosomalen Rearrangements kommen (Nacry et al.,
1998; Laufs et al., 1999). T-DNA-Insertionsmutanten sollten daher mit dem Wildtyp riickge-
kreuzt werden, um die Segregation der gewiinschten Insertion von den zuséitzlichen,
unerwiinschten Insertionen zu erreichen. Ihm Rahmen dieser Arbeit geschah dies je einmal fiir
die T-DNA-Insertionsmutanten hsfl-tt1l und hsf3-tt1. Von je 10 beziiglich der gewiinschten T-

DNA-Insertion heterozygoten Nachkommen dieser Riickkreuzungen wurden Samen geerntet.
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Jeweils 100 dieser Samen wurden einer Segregationsanalyse beziiglich Kanamycinresistenz
unterzogen. Fiir alle untersuchten T-DNA-Insertionsmutanten konnten auf diese Weise hete-
rozygote Pflanzen (aus Riickkreuzung hervorgegangen) identifiziert werden, deren
Nachkommen in 3 Teile kanamycinresistente und 1 Teil kanamycinsensitive Pflanzen spalte-
ten. Mittels PCR wurde auBlerdem fiir je 20 der kanamycinresistenten Nachkommen die
Anwesenheit der gewiinschten T-DNA-Insertion bestétigt, wobei heterozygote und homozy-
gote Pflanzen anndhernd im Verhiéltnis 2:1 auftraten. Von homozygoten Individuen wurden
Samen geerntet und fiir die entsprechenden Experimente verwendet. Aufgrund der Segregati-
onsanalysen kann davon ausgegangen werden, dass diese Pflanzen nur die gewiinschte T-

DNA-Insertion tragen.

a) Feldmann-Linien: Es handelt sich um eine Population von 12.600 unabhéngigen T-DNA
Transformanden, die im Labor von Dr. K. Feldmann an der Universitit von Arizona herge-
stellt wurde. Zur Transformation wurde pGV3850 (Zambryski et al. 1983) verwendet,
welches die 3850:1003 T-DNA trigt (Velten & Schell, 1985) und daher Kanamycinresistenz
verleiht. Fiir diese Linien wurde gezeigt, dass einzelne Transformanden im Durchschnitt
1,5 T-DNA Insertionen tragen (Feldmann, 1991; Feldmann et al., 1994). Die 12.600 unab-
hingigen T-DNA Transformanden reprédsentieren daher 18.900 T-DNA Insertionen. Eine
genaue Auflistung und Beschreibung der Linienorganisation findet sich im Anhang unter 7.2.
Samen der 126 Subpopulationen (100er-Pools) wurden vom NASC, dem ABRC und von
DuPont durch Dr. J. Ward (seinerzeit ZMBP/Pflanzenphysiologie, Universitit Tiibingen)
bezogen. In seinem Labor erfolgte die DNA-Extraktion und das Zusammenfassen der
126 DNA-Pools zu 13 Superpools. Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese Superpool-DNAs
nach T-DNA-Insertionen in HSF1, -2, -3, -4, -6 und —7 wie oben beschrieben durchmustert.

b) Wisconsin-Alpha-Linien: Es handelt sich um eine Population von 60.480 unabhéngigen
T-DNA Transformanden, die von Dr. R. Amasino und Kollegen an der Universitidt von Wis-
consin hergestellt wurde. Zur Transformation wurde pD991 verwendet, ein Derivat von
pCGN1547 (McBride and Summerfelt, 1990), welches Kanamycinresistenz vermittelt. Eine
genaue Beschreibung der Linienorganisation und der experimentellen Vorgehensweise findet

sich in Krysan et al. (1999) und unter http://www.biotech.wisc.edu/Arabidopsis.
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A) Eine Pflanze (Kreuz) von 2000 Transformanden enthilt eine T-DNA-Insertion im Gen von Interesse. Die Transformanden werden in 20
Subpopulationen a 100 Individuen (100er-Pool) aufgeteilt. Von jeder Subpopulation wird Samen geerntet. Ein Teil des Samens wird zu
Keimlingen herangezogen, aus denen DNA prépariert wird. DNAs von je 10 Subpopulationen werden zu einem Superpool vereinigt.

:C....: ........ .......: L0

18Leee

Superpool 1 Superpool 2
Super‘poolil - Supetpoo} Z . B)PCRs mit Superpool1- und Superpool2-DNA als template, wobei
4 PR L 4 QXL Q genspezifische Primer und T-DNA-Primer kombiniert werden. Die
XoaX X A% a X A% AKX X X genspezifischen 5’- und 3’-Primer fiihren zur Amplifikation des Gens,

) . .
— welches markiert und als Sonde in der Southern-Analyse verwendet
wird, um spezifische von unspezifischen PCR-Produkten zu unter-

scheiden.

Ethidiumbromid-

Ergebnis: Die Insertionsmutante findet sich in Superpooll. Aufgrund
Farbung

der GroBe der PCR-Produkte, sollte die Insertion der T-DNA im
5’-Bereich des Gens stattgefunden haben.

- - - D Gen von Interesse . T-DNA
Southern-Analyse
Sa 4B RBy )
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C) Mittels PCR wird untersucht, Subpopulation... 1 2
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positiven Superpools die

Insertionsmutante enthlt.
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Ergebnis: Die Insertionsmutante
befindet sich in Subpopulation 1.

D) 343 Samen des positiven 100er-Pools werden auf 7 Schalen zu je 49 Individuen in 7 Reihen und 7 Spalten ausgelegt und zu Keimlingen
angezogen. Je ein Blatt einer Pflanze wird abgeschnitten. Die Blatter einer Schale werden vereinigt und DNA extrahiert. Ergibt die DNA einer
Schale die bekannten PCR-Produkte, erfolgen DNA-Préparationen der 7 Spalten und 7 Reihen dieser Schale (hier Schale I). Ergibt die DNA von
jeweils einer Spalte und einer Reihe (hier Spalte C und Reihe 4) ein PCR-Produkt, steht die Insertionsmutante auf dem Schnittpunkt von Spalte
und Reihe. Unter Verwendung von genomischer DNA von Einzelpflanzen, kann iiberpriift werden, ob es sich um eine hetero- oder homozygote
Pflanze beziiglich der T-DNA-Insertion handelt.

Schale Spalte Reihe Einzelpflanzen
C Wildtyp  heterozygot homozygot

Das Ergebnis:

Aus einer Population von 2000
Individuen ist durch 41 DNA-
Préparationen und ca. 60 PCRs
eine Einzelpflanze identifiziert
worden, die eine T-DNA-
Insertion im Gen von Interesse
aufweist.

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zum Durchmustern von T-DNA-Insertionslinien,
bei einer angenommen Populationsgrofe von 2000 Individuen.
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3.11.6 Quantitative Real-Time-PCR

Mittels quantitativer Real-Time-PCR wurden die Transkriptmengen von verschiedenen HSF-
und HSP-Genen in Relation zu Aktin2 in Blittern von WT- und hsfl/hsf3-knockout-Pflanzen
bestimmt.

Das Prinzip der quantitativen Real-Time-PCR beruht darauf, dass der Zeitpunkt, an dem die
wihrend der PCR amplifizierte DNA-Menge einen bestimmten Schwellenwert erreicht, ab-
héngig ist von der template-Menge zu Beginn der PCR. ,,Real-Time* bedeutet, dass durch ein
Detektionssystem im PCR-Gerdt wiahrend der gesamten PCR-Reaktion regelméfig die DNA-
Menge bestimmt wird. Im vorliegenden Fall wurde Sybr Green zur fluorimetrischen DNA-
Konzentrationsbestimmung wéhrend der PCR verwendet, welches selektiv in doppelstrangige
DNA interkaliert. Als template wird komplexe cDNA aus dem zu untersuchenden Gewebe
eingesetzt. Zundchst wird der Zeitpunkt d.h. die Anzahl der PCR-Zyklen bestimmt, die nétig
sind, damit die DNA-Menge eines Standards (hier Aktin2) einen Schwellenwert erreicht.
Dieser Schwellenwert liegt knapp iiber der Nachweisgrenze des Detektionssystems und somit
innerhalb der PCR-Phase, in der es zur exponentiellen Produktamplifikation kommt. Die
ermittelten Messwerte flir andere Gene der gleichen cDNA konnen dann zu dem Standard in
Relation gesetzt werden. Erreicht die Menge des Aktin2-PCR-Produkts beispielsweise den
Schwellenwert bei Zyklus 10, die eines PCR-Produkts von Gen X bei Zyklus 11, so war im
template doppelt-soviel Aktin2- wie Gen X-cDNA vorhanden, da wihrend eines Zyklus die
DNA-Menge verdoppelt wird. Vorausgesetzt, die relative Transkriptmenge des internen
Standard bleibt in den entsprechenden unterschiedlichen Geweben unverdndert, konnen die
einzelnen relativen Transkriptmengen des Gen X direkt miteinander verglichen werden. Ent-
hélt z.B. komplexe cDNA aus nicht-hitzegeschockten Blittern halb soviel Gen X- wie Aktin2-
cDNA, komplexe cDNA aus hitzegeschockten Blittern aber doppelt soviel, dann ist Gen X
nach HS 4-fach stérker exprimiert als vor HS.

Experimentelle Vorgehensweise:

Zunichst wurde Gesamt-RNA aus je 100 mg homogenisierten Blattmaterials mittels RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Die Ausbeute betrug dabei i.d.R.
20-30 pg RNA. Hieraus wurde poly(A)'-RNA unter Verwendung von Oligotex™ (Qiagen)
nach Herstellerangaben isoliert. Die poly(A) -RNA-Konzentration im Eluat wurde mit Ribo-
Green™ (MoBiTec) nach Herstellerangaben fluorimetrisch bestimmt und betrug zwischen
5-20 ng/pl. Je 9 ul der poly(A)"-RNA (= 45-180 ng) wurden fiir die cDNA-Synthese mit dem
ThermoScript RT-PCR System™ (Invitrogen) eingesetzt. Das Gesamtvolumen der RT-
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Reaktion betrug 20 pl. Zu Testzwecken erfolgte im Anschluss eine fluorimetrische cDNA-
Konzentrationsbestimmung mit Pico-Green” (MoBiTec). Dabei ergaben sich cDNA-
Konzentrationen von zirka 10-20 ng/ul. Als template in der Real-Time-PCR dienten 1:8, 1:16
und 1:512-Verdiinnungen der cDNAs in 5 mM Tris-HCI (pH 7,5) mit 5 pg/ml poly(dIdC).
Eine Real-Time-PCR-Reaktion setzte sich bei einem Endvolumen von 50 ul wie folgt zu-
sammen:

5,0 ul 10 x PCR-Puffer ohne MgCl, (Invitrogen)

5,0 ul 0,4 x SYBR™ Greenl (Molecular Probes)

4,0 ul 50 mM MgCl, (Invitrogen)

2,0 ul 40 mM dNTP-Mix (Peqlab)

0,5 ul Primer1 [50 uM]

0,5 ul Primer2 [50 uM]

0,2 ul Platinum Taq DNA Polymerase [5u/ul] (Invitrogen)
30,8 ul H,0 (Merck)

2,0 ul der jeweiligen cDNA-Verdiinnung

Die PCR erfolgte in Mikrotiterplatten (Thermo-Fast 96 PCR Plates, Standard, Peqlab) im
iCycler iQ ™ Multi-Color Real-Time-PCR Detection System (Bio-Rad) nach Eichung des
Geridtes mit einer well factor plate nach Herstellerangaben (Bio-Rad). Folgendes PCR-

Programm wurde verwendet:

10 min 95°C

20s 95°C
40 s Annealing-Temperatur
I5s 72°C

40 mal zurick zum 2. Schritt
unendlich 4°C

PCR-Primer waren mit Hilfe der Primer3-Software (http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3.cgi) so entworfen worden, dass sie zur Amplifikation von 100-150 Bp-

Fragmenten aus dem 3’-distalen Bereich der entsprechenden cDNAs fiihrten (Primersequen-
zen: Kap. 3.5.1). Die Spezifitit der PCR-Produkte wurde durch Schmelzkurvenbestimmung
im iCycler nach Herstellerangaben (Bio-Rad) und durch analytische Gelelektrophorese be-

stimmt.

Datenermittlung:

Mit jedem Primerpaar wurden jeweils Duplikate mit drei verschiedenen template-
Verdiinnungen angesetzt (s.0.). Pro Gen und komplexer cDNA ergeben sich somit 6 PCR-
Reaktionen. Aus den Ergebnissen von mindestens 4 dieser Reaktionen wurde mit der iCyler-
Software (Bio-Rad) ein Mittelwert gebildet, wobei ein slope von 3,1 bis 3,5 und ein Korrela-

tionskoeffizient > 0,98 zugelasssen wurde.


http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi
http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi
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Um Schwankungen einschitzen zu konnen, wurde die relative Transkriptmenge eines Gens
auf diese Weise zweimal unabhédngig voneinander bestimmt und zwar ausgehend von 2 unab-

hingigen RNA-Préparationen.

3.12 Biochemische Methoden

3.12.1 Isolierung von Gesamtprotein aus Arabidopsis

3.12.1.1 Denaturierende Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Zur Gewinnung von Gesamtprotein-Extrakten wurde Arabidopsis-Gewebe in 2 VT Harnstoff-
Extraktionspuffer homogenisiert und 10 min in einer Tischzentrifuge bei 14.000 Upm zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefil iiberfiihrt. Es folgte eine
Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Bradford-Methode (Kap. 3.12.4).

Harnstoff-Extraktionspuffer: &M Harnstoff
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
20 mM [-Mercaptoethanol

3.12.1.2 Herstellung nativer Gesamtproteinextrakte

Fir EMSA Analysen (Kap. 3.12.5) wurde Arabidopsis-Gewebe bei 4°C in 4 VT 0,5 x TBE/10
mM [B-Mercaptoethanol/Protease-Inhibitor-Cocktail (Complete, EDTA-frei, Roche) durch
Morsern homogenisiert und 10 min in einer Tischzentrifuge bei 10.000 Upm und 4°C zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefd aufgenommen und bis zur
moglichst umgehenden Verwendung bei 4°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentra-
tion erfolgte mit der Bradford-Methode (Kap. 3.12.4).

Fiir die Immunprézipitation zur Bestimmung der DNA-Bindungsaktivitit einzelner HSF
(Kap. 3.12.6) wurde auf gleiche Weise natives Gesamtprotein aus Arabidopsis-Gewebe ge-
wonnen. Allerdings wurde hier 1 x TBE/0,2% Triton X100/Protease-Inhibitor-Cocktail als

Extraktionspuffer verwendet.

3.12.2 Expression und Isolierung rekombinanter Proteine aus E. coli

3.12.2.1 Expression rekombinanter Proteine

Zur Expression von HSF1, HSF2, HSF3, HSF4, HSF6 und HSF7 sowie deren C-terminale
Bereiche (AHSF) in E. coli waren die entsprechenden cDNAs oder Teile davon in die

pQE-Expressionsvektoren der Firma Qiagen kloniert und in den E. coli-Stamm TG1 trans-
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formiert worden (Kap. 3.4.2 und 3.4.3). Die Expression der rekombinanten Proteine steht
dabei unter der Kontrolle des Promotors des Bakteriophagen T5 und zweier lac-Operator-
Sequenzen. Der lac-Repressor ist in TG1 chromosomal codiert, so dass die Expression der
rekombinanten Proteine erst nach einer Induktion mit IPTG erfolgt. Die resultierenden, re-
kombinanten Proteine enthalten einen N-terminalen 6xHis-Tag, wodurch ihre Reinigung iiber
Ni-Affinitdtschromatographie und ihr immunologischer Nachweis mit anti-His-Tag-

Antikdrpern moglich ist.

500 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurden mit 1/50 VT der entsprechenden U-
bernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgoy von 0,8 kultiviert. Nach der Induktion durch
Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 0,5 mM wurden die Kulturen fiir 4 h bei
37°C schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch eine Zentrifugation fiir
20 min bei 4000 g und 4°C geerntet. Das Zellpellet konnte in diesem Stadium bei -70°C
aufbewahrt werden oder aber in 20 ml 0,5 x TBE resuspendiert werden und als 2 ml Aliquots
auf 1,5 ml Reaktionsgefifle verteilt werden. Nach erneutem Abzentrifugieren der Zellen

konnten die aliquotierten Zellpellets ebenfalls bei -70°C gelagert werden.

3.12.2.2 Herstellung nativer Gesamtproteinextrakte

Zur Herstellung von nativen Gesamtproteinextrakten fiir den EMSA oder die Immunprézipita-
tion wurde ein aliquotiertes Bakterienpellet (Kap. 3.12.2.1) in 1 ml 0,5 x TBE/10 mM f3-
Mercaptoethanol bzw. 1 x TBE/0,2% Triton X100 resuspendiert (bei 4°C). Die Lyse der
Zellen erfolgte durch dreimalige Ultraschallbehandlung (50 W) zu je 10 s. Eine Erwéarmung
der Proben wurde dabei durch zwischenzeitliche Inkubationen auf Eis vermieden. Es folgte
eine Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei 12.000 Upm und 4°C fiir 20 min. Der Uber-

stand wurde anschliefend abgenommen und bei 4°C gelagert.

3.12.2.3 IMAC zur Reinigung rekombinanter Proteine

(nach Herstellerangaben Qiagen)

Zur Darstellung méglichst reiner AHSF-Polypetide fiir die immunologische Herstellung HSF-
spezifischer Antikdrper wurden die HSF-Polypeptide mit einem 6xHis-Tag iiber IMAC (Im-
mobilized Metall Affinity Chromatography) mittels Ni*-NTA-Agarose aus E. coli-
Gesamtprotein gereinigt. Die Reinigung erfolgte zundchst unter denaturierenden Bedingun-
gen. Im Anschlu8 wurden die an Ni-NTA-Agarosematrix gebundenen Proteine durch FPLC
(Fast Performance Liquid Chromatography) unter Verwendung eines 6 M bis 0 M Harnstoff-
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gradienten renaturiert. Die Elution erfolgte unter nativen Bedingungen durch Imidazol, wel-
ches mit den Imidazolgruppen des 6xHis-Tag der rekombinanten Proteine um die Bindung an
die Ni-lonen des Séulenmaterials kompetiert. Auf diese Weise lagen die gereinigten Proteine
in einem Puffer vor, der Kaninchen injiziert werden konnte.

Fiir die denaturierende Reinigung der rekombinanten Proteine wurden das Zellpellet (zirka
4 g) einer induzierten 1,5 1-Kultur in Puffer A resuspendiert und 1 h bei RT unter Schiitteln
inkubiert. Das Volumen von Puffer A betrug dabei 5 ml pro g Nassgewicht des Pellets. An-
schlieBend wurde das Lysat durch eine 15-miniitige Zentrifugation bei 10.000 g von
unldslichen Zellbestandteilen getrennt. Dem Lysat wurden 16 ml einer 50% Ni-NTA Super-
flow-Agarose (von Qiagen, dquilibriert mit Puffer A) zugegeben und der Ansatz 60 min bei
RT unter leichtem Schiitteln inkubiert, bevor er vorsichtig auf eine Sdule geladen wurde. Es
erfolgten drei Waschritte mit 10 Sdulenvolumen Puffer A, 10 Sdulenvolumen Puffer B und
schlieBlich solange mit Puffer C, bis die Az des Durchflusses weniger als 0,01 betrug. Die
Sdulen wurden anschlieBend in der Pump P500 von Pharmacia LKB einer FPLC unterzogen.
Dabei wurde durch entsprechendes Mischen der Renaturierungspuffer 1 und 2 ein linearer
Gradient von 6 M Harnstoff bis 0 M Harnstoff erzielt. Insgesamt wurde mit dem 45-fachen
Séulenvolumen (= 360 ml) bei 4°C renaturiert. Die FluBrate betrug dabei 1 ml pro min. An-
schlieBend wurde mit 5 Sdulenvolumen 40 mM Imidazol in Renaturierungspuffer 2
gewaschen, bevor die gereinigten rekombinanten Proteine mit 5 Sdulenvolumen 200 mM
Imidazol in Renaturierungspuffer 2 eluiert wurden. Der Durchflu wurde in 1 ml-Fraktionen
aufgefangen. Ein Teil der einzelnen Fraktionen wurde mittels Bradford-Methode (Kap.
3.12.4) und SDS-PAGE (Kap. 3.12.7.2) auf Konzentration und Reinheit der rekombinanten
Proteine hin untersucht. Fraktionen hoher Proteinkonzentration und -reinheit wurden verei-

nigt. Auf diese Weise konnten zirka 1,5 mg zur Homogenitit gereinigtes Protein isoliert

werden.
Puffer A: 6,0 M Guanidiniumhydrochlorid
0,1 M NaPO,
0,01 M Tris-HCI, pH 8,0
Puffer B: 8,0 M Harnstoff

0,1M NaPO,
0,01 M Tris-HCI, pH 8,0

Puffer C: wie Puffer B, aber pH 6,3
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Renaturierungspuffer 1: 500 mM NacCl
20% (v/v) Glycerin
0,1 M Tris-HCI, pH 7,4
6,0 M Harnstoff

Renaturierungspuffer 2: wie Renaturierungspuffer 1,
aber ohne Harnstoff

3.12.3 Féallung und Umpuffern von Proteinen

Proteine wurden durch Zugabe von Trichloressigsdure (TCA) zu einer Endkonzentration von
15% oder durch Zugabe von Ethanol zu einer Endkonzentration von 70% gefdllt. Nach
30 min Inkubation auf Eis wurde 2 min bei 14.000 Upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
Das Pellet TCA-gefillter Proteine wurde zweimal mit eiskaltem Aceton gewaschen, bevor es
an der Luft getrocknet und in SDS-PAGE-Probenpuffer (Kap. 3.12.7.2) aufgenommen wurde.
Das Umpuffern von nativen Proteinen erfolgte durch eine Dialyse gegen den gewiinschten
Puffer iiber Nacht bei 4°C. Dazu wurden die umzupuffernden Proteine in einen sauberen
Dialyseschlauch iiberfiihrt und dieser verschlossen in ein 1 1 Becherglas gegeben, in dem sich
mindestens 0,5 1 des gewlinschten Puffers befand. Ein Riihrfisch sorgte fiir die ndtige Umwél-
zung des Puffers. Nach Dialyse iiber Nacht wurde der Puffer im Becherglas erneuert und fiir

weitere 2 h dialysiert.

3.12.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Proteinkonzentrationen wurden nach Bradford (1976) bestimmt. Es wurden Probenvolumina

von 20 pl und 1 ml Bradford-Reagenz eingesetzt. Als Standard diente BSA (1-10 pg).

Bradford-Reagenz: 100 mg Serva Blue G
in 50 ml Ethanol 16sen
100 ml 85% H3PO4
Mit H,O auf 1 1 auffiillen, gut mischen, durch 3 MM-Faltenfilter filtrieren und 2 Tage ,,ruhen*

lassen.

3.12.5 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
Die spezifische Interaktion zwischen DNA und DNA-bindenden Proteinen kann mit Hilfe des
EMSA untersucht werden. Durch die Bindung eines Proteins an eine radioaktiv-markierte

DNA-Sonde wandert diese langsamer wihrend einer nativen Gelelektrophorese als die unge-

bundene DNA. Es kommt zum Band Shift. Um die Identitat des DN A-bindenden Proteins zu
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bestétigen, konnen dem Bindungsansatz auBBerdem Antikorper zugegeben werden, die gegen
das entsprechende Protein gerichtet sind. Durch die Bindung der Antikérper an den Protein-
DNA-Komplex wird dessen Mobilitdt wahrend der Gelelektrophorese zusétzlich verringert.
Es ergibt sich ein Supershift. Sowohl Band Shift als auch Supershift konnen mittels Autora-

diographie sichtbar gemacht werden.

Fiir EMSA-Studien wurden die entsprechenden DNA-Sonden mit dem Klenow-Enzym radio-
aktiv markiert (Kap. 3.11.3.9). Je 5-15 pg natives Gesamtprotein aus E. coli (Kap. 3.12.2.2)
oder 30 pg natives Gesamtprotein aus Arabidopsis (Kap. 3.12.1.2) in 0,5 x TBE/10 mM
B-Mercaptoethanol wurden mit 1 pg poly(dI-dC) als unspezifischem Kompetitor und 1 ng
radioaktiv-markierter DNA fiir 20 min bei RT inkubiert. Zur spezifischen Kompetition war
manchen Ansitzen auerdem ein 100-facher UberschuB3 (100 ng) unmarkierter Sonde zuge-
setzt worden. Nach Zugabe von 1/5 VT Ladepuffer (Kap. 3.11.2.1) wurden die Ansitze
elektrophoretisch bei 4°C in 0,5 x TBE aufgetrennt. Dabei wurden 5% Polyacrylamidgele mit
3% (v/v) Glycerol verwendet, wenn die 23 Bp langen HSE- oder HSEm-Oligonukleotide
(Kap. 3.5.3) eingesetzt wurden. Fiir EMSA-Studien an dem zirka 300 Bp langem HSF7-
Promotorfragment (Kap. 3.4.5) wurden 1% Agarosegele verwendet. Die Elektrophorese in
Polyacrylamidgelen erfolgte bei 4°C fiir 9 h bei 90 V, die Elektrophorese in Agarosegelen
erfolgte bei RT fiir 3 h bei 60 V. Im AnschluB3 an die Elektrophorese wurden die Gele in
einem Geltrockner auf DE81-Chromatographiepapier getrocknet und zur Exposition eines
Rontgenfilms in Expositionskassetten mit Verstirkerfolie iiberfiihrt. Die Exposition erfolgte
bei —80°C.

Fiir Supershift-Experimente wurde den Bindungsreaktionen jeweils zirka 200 ng monospezi-
fische Antikorper (Kap. 3.12.9) zugesetzt und bis zur Zugabe und Inkubation mit der
radioaktiven DNA-Sonde fiir 1 h bei 4°C vorinkubiert.

3.12.6 Immunprazipitation zur Bestimmung der DNA-Bindungsaktivitat von HSF

Um die DNA-Bindungsaktivitit einzelner HSF in Arabidopsis wihrend der Hitzeschockreak-
tion zu bestimmen, wurde ein Assay entwickelt, bei dem die HSF zunichst mittels
Immunprézipitation aus Gesamtproteinextrakten entsprechender Arabidopsis-Gewebe selektiv
angereichert wurden. Dabei wurden Antiseren verwendet, die gegen die divergenten
C-terminalen Bereiche einzelner HSF gerichtet sind (Kap. 7.4). Diese Antiseren sollten daher
HSF-spezifisch sein und nicht mit der N-terminalen DNA-Bindungsdoméne interferieren.

Dem nativen Immunpréazipitat wurden anschlieBend radioaktiv-markierte Hitzeschockelemen-
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te (HSE) zugesetzt. Nach Entfernen iiberschiissiger HSE wurde die Menge spezifisch gebun-
dener HSE mittels LSC (Liquid Scintillation Counting) bestimmt. Die Idee dabei war, dass je
nach Menge und Aktivitét einzelner HSF in einem Gewebe und somit in dem entsprechenden
Immunprézipitat unterschiedliche Mengen an HSE gebunden werden. Zur Etablierung wurde
die Methode zunichst an Extrakten HSF-exprimierender E. coli und an Extrakten HSF3-
iiberexprimierender, transgener Arabidopsis-Pflanzen getestet. Eine graphische Ubersicht der
Methode ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Die gesamte Pozedur erfolgte - sofern nicht anders
angegeben - bei 4°C.

a) E. coli-Gesamtproteinextrakte: 20 ul 50% (v/v) Protein A-Sepharose 4B Fast Flow
(Sigma) wurden dquilibriert mit 1% (w/v) BSA in Immunprézipitationspuffer. Nach Zugabe
von 5 pl Antiserum und Auffiillen des Ansatzes auf 200 pl mit Immunpréizipitationspuffer
wurde 1 h bei RT schiittelnd inkubiert, um eine Prdadsorbtion der Antikdrper an die Protein
A-Sepharose zu erzielen. Die Sepharose-Kiigelchen wurden anschlieBend durch Zentrifugati-
on (1 min in Tischzentrifuge bei 2000 Upm) pelletiert und ungebundene Serumbestandteile
durch zweimaliges Waschen des Sepharosepellets mit 1 ml Immunpréizipitationspuffer ent-
fernt. Nach Zugabe von nativem E. coli-Gesamtproteinextrakt (Kap. 3.12.2.2), der 100 pg
Protein enthielt, wurde der Ansatz auf 500 pl mit Immunpréazipitationspuffer aufgefiillt und
4 h schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurde die Sepharose pelletiert und dreimal mit 1 ml
Immunprézipitationspuffer gewaschen. Nachdem iiberschiissiger Puffer bis auf zirka 30 pl
abgenommen worden war, wurde dem Pellet 2 pg poly(dI-dC) und 2 ng radioaktiv-markierter
HSE bzw. HSEm (Sequenz: Kap. 3.5.3, Herstellung und radioaktive Markierung: Kap.
3.11.2.4 und 3.11.3.9) zugegeben und fiir 20 min bei RT inkubiert. Durch dreimaliges Wa-
schen des Pellets, wie oben beschrieben, wurde anschlieBend die ungebundene DNA entfernt.
Das Immunprézipitat samt spezifisch gebundener, radioaktiv-markierter DNA wurde in 1 ml
Immunprézipitationspuffer resuspendiert, in ein Szintillationsgefdl3 tiberfithrt und in 15 ml
Szintillationscocktail (Ultima Gold) tiber LSC im Fliissig-Szintillationsmessgerdt Wallac
1219 vermessen. Durch Division des erhaltenen Wertes mit der pro Reaktion eingesetzten
Aktivitdt, die 2 ng DNA entspricht, wurde die Menge der gebundenen DNA ermittelt und in
fmol umgerechnet (2 ng HSE oder HSEm entsprechen 141,75 fmol). Dieser Wert wurde in
Relation mit der fiir die Immunprézipitation eingesetzten Gesamtproteinmenge gestellt und
normalisiert auf fmol pro 1 g Protein.

Auf gleiche Weise wurden Kontrollwerte ermittelt, indem Prdimmunserum statt Antiserum
bei der Immunprizipitation oder mutierte HSE (HSEm) statt HSE fiir die DNA-

Bindungsreaktion verwendet wurden. Als weitere Kontrollen wurden Immunprézipitationen
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in der Gegenwart von 1 mg Gesamtprotein aus AHSF-exprimierenden (spezifische Antikor-
per-Kompetition) oder aus DHFR-exprimierenden E. coli-Zellen (unspezifische Kompetition)
durchgefiihrt.

b) Arabidopsis-Gesamtproteinextrakte: Die Prdadsorbtion der Antikérper an 20 pl 50%
(v/v) Protein A-Sepharose erfolgte wie oben beschrieben, allerdings wurden je 20 ul Antise-
rum bzw. Priimmunserum eingesetzt. Native Gesamtproteinextrakte (Kap. 3.12.1.2), die
1.d.R. 3 mg Protein enthielten, wurden pro Immunprizipitation verwendet, die ansonsten wie
oben beschrieben ablief. DNA-Bindung und Bestimmung der DNA-Bindungsaktivitét in fmol

pro 1 g Gesamtprotein erfolgten ebenfalls wie unter a) beschrieben.

Immunprézipitationspuffer: Ix TBE
150 mM NaCl
0,2% (v/v) Triton X100

1. Expression und Reinigung C-terminaler Bereiche von HSF1, -2, -3, -4, -6 und -7 (AHSF).

2. Immunisierung von Kaninchen mit AHSF-Polypeptiden, zur Gewinnung HSF-spezifischer
Antikdrper, die nicht mit der DNA-Bindungsdomane (DBD) interferieren.

Y. V.V,

N-L_1 1 1 ] |-C
—— AHSF —

3. Immunprazipitation der HSF aus Gesamtproteinextrakten unter nativen Bedingungen.

Y

4. DNA-Bindungsreaktion mit radioaktiv-markierten Hitzeschockelementen (HSE).

+ Antikdrper praadsorbiert an
Protein A-Sepharose

Inkubation, Entfernen ungebundener DNA

Vv

5. Bestimmung der gebundenen DNA-Menge durch LSC-Messung der
Radioaktivitat im Pellet.

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Methode zur Bestimmung der DNA-Bindungsaktivitdt individuel-
ler HSF in nativen Gesamtproteinextrakten.
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3.12.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) von Proteinen

3.12.7.1 Native PAGE von Proteinen

Die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen fand in erster Linie beim EMSA
Anwendung (Kap. 3.12.5). Maximal 40 pg Gesamtprotein in 0,5 x TBE/10 mM
B-Mercaptoethanol wurden mit 1/5 VT Ladepuffer (Kap. 3.11.2.1) versetzt und auf ein 5%
(w/v) Polyacrylamidgel mit 3% (v/v) Glycerin aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in
0,5 x TBE fiir 10 h bei 80 V und 4°C. Zur Bestimmung der Molekularmasse nativer Proteine
wurde das High Molecular Weight Electrophoresis Calibration Kit von Pharmacia (Kap.
3.6.4) verwendet. Die Markerspur wurde nach der Elektrophorese abgeschnitten und, wéhrend
das restliche Gel fiir die Autoradiographie getrocknet wurde, in Coomassie-Farbelosung
inkubiert, um die Markerbanden sichtbar zu machen (Kap. 3.12.7.3). 50 ml Gellosung setzte
sich wie folgt zusammen:

5,0 ml 5x TBE
8,3 ml AA/Bis [30%, ¢ = 0,8%]
1,85 ml Glycerin [80%]
ad 50 ml mit H,O
30 ul TEMED
200 ul APS [10%)]

3.12.7.2 SDS-PAGE von Proteinen

(Laemmli, 1970)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE
verwendet. Durch SDS denaturierte und proportional zu ihrer Linge mit negativen Ladungen
versehene Proteine wandern je nach Molekularmasse unterschiedlich schnell durch die Poren
der Polyacrylamid-Gelmatrix. Abhédngig von dem Molekulargewicht der zu untersuchenden
Proteine wurden Gele verschiedener Prozentigkeit nach Sambrook et al. (1989) angefertigt.
Die Gellosung fiir ein 10% SDS-Gel ist unten beispielhaft angegeben. Die Gele besaBlen die
Malle 9 x 10 cm und eine Dicke von 1 mm. Dabei wurde zundchst die Trenngelldsung bis
zirka 2 cm unter den oberen Rand der Glasplatten gegossen und mit Isopropanol iiberschich-
tet. Nachdem das Trenngel polymerisiert und das Isopropanol entfernt worden war, wurde der
Rest des Gels mit einem 5% Sammelgel aufgefiillt und der Kamm eingesetzt. Vor dem Auf-
tragen wurden die Proteinproben mit 1 VT SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C
inkubiert. Als Molekularmassenstandard dienten Mark12™ oder SeeBlue™ Plus2 von Invi-
trogen/Novex. Die Elektrophorese erfolgte bei 15 mA in SDS-PAGE-Puffer, bis die

Bromphenolblaubande das Gelende erreicht hatte.
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10% Trenngel 5% Sammelgel
30% AA/Bis, ¢ = 0,8% 10,5 ml 2,5 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 7,5 ml -
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - 3,7ml
20% (w/v) SDS 150 pl 75 ul
H,0O 12,5 ml 8,5 ml
TEMED 20 pul 10 pl
10% APS 140 pl 200 ul
SDS-PAGE-Puffer: 1,5% (w/v) Glycin
0,6% (wW/v) Tris
0,15% (w/v) SDS

2 x SDS-Probenpuffer: 0,1 M Tris-HCI, pH 6,8
4% (W/v) SDS
20% (v/v) Glycerin
10% (v/v) [B-Mercaptoethanol
0,02% (W/v) Bromphenolblau

3.12.7.3 Coomassie-Farbung von Proteinen nach PAGE

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden Proteine in Polyacrylamidgelen durch eine
Coomassieblau-Farbung fixiert und sichtbar gemacht. Dabei wurden die Gele zunéchst fiir 1 h
in Coomassie-Farbelosung gefarbt. AnschlieBend wurde der Hintergrund mit Coomassie-
Entfarbelosung unter mehrmaligen Erneuern der Losung entfdrbt. Nach einer 20-miniitigen
Rehydratisierung in H,O konnten die Gele auf einem Rahmen zwischen Cellophan einge-

spannt, bei RT getrocknet werden.

Servablau R-250
Ethanol
Essigsdure

Coomassie-Férbelosung: 0,07 % (wW/v)

40% (v/v)
10% (v/v)

Coomassie-Entfarbelosung: Coomassie-Farbelosung

ohne Servablau

3.12.8 Immunoblotting von Proteinen

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurde die Technik des Immunoblottings
nach Gershoni und Palade (1983) angewendet. Dabei werden elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine aus dem Gel auf eine diinne Matrix (meist Nitrocellulose- oder PVDF-Memranen)

transferiert, was als ,,Western-Blot* bezeichnet wird. Die schnellste und effizienteste Methode
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des Protein-Transfers stellt der Elektrotransfer dar. AnschlieBend konnen die gebundenen,
immobilisierten Proteine iiber allgemeine Proteinnachweismethoden (Ponceau-Rot-, Amido-

Schwarz-Firbung) oder durch spezifische Antikdrperreaktionen visualisiert werden.

3.12.8.1 Western-Blot

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine zur weiteren Untersuchung elektrophoretisch auf
Nitrocellulose transferiert. Dazu wurde das Gel nach abgeschlossener Elektrophorese luftbla-
senfrei auf eine Nitrocellulose-Membran gelegt, die vorher in Blotting-Puffer eingeweicht
worden war. Beide Seiten dieser Einheit wurden anschlieBend mit zwei ebenfalls in Blotting-
Puffer eingeweichten 3MM-Papieren abgedeckt und sandwich-artig zwischen zwei pordse
Tragerschichten in die Gerétehalterung eingeklemmt. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich
die Nitrocellulose auf der Anodenseite der Blotting-Kammer befand. Nach Fiillen der Blot-
ting-Kammer mit Blotting-Puffer wurde {iber Nacht eine Spannung von 20 V angelegt. Der
Erfolg des Proteintransfers konnte anhand eines bei der vorangegangenen Gelelektrophorese
verwendeten, vorgefarbten Molekularmassenstandards (SeeBlue™ Plus2) oder durch Pon-
ceau-Farbung der Membran festgestellt werden. Dazu wurde die Membran fiir 5 min in
Ponceau-Firbelosung inkubiert und anschlieBend mit H,O gewaschen, bis der Hintergrund
entfarbt war. Erfolgte die Antikorperfarbung nicht direkt im Anschluf3, konnte die Western-
Blot-Membran auf der Laborbank getrocknet und bei RT bis zur Weiterverarbeitung aufbe-

wahrt werden.

Blotting-Puffer: 192 mM Glycin
(Towbin et al., 1979) 25 mM Tris-HCI, pH 7,4
20% (w/v) Methanol

Ponceau-Farbelosung: 0,2% (w/v) Ponceau S (Roth)
10% (v/v) Essigsdure

3.12.8.2 Immundetektion

(nach Herstellerangaben Amersham)

Zur Immundetektion der transferierten Proteine wurde das ECL-System der Firma Amers-
ham/Pharmacia verwendet. Das Prinzip der ECL-Detektion (ECL = enhanced
chemiluminescence) beruht darauf, dass diec am sekunddren Antikorper gebundene Merret-
tichperoxidase (horseradish peroxidase) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid das Substrat
Luminol oxidiert, welches dabei in einen angeregten Zustand libergeht und Chemilumines-

zenzlicht emittiert. Da die Reaktion in diesem Fall durch die Gegenwart von Phenolen
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verstarkt wird, spricht der Hersteller von ,,verstirkter Chemilumineszenz“. Die maximale
Lichtemission liegt bei einer Wellenlénge von 428 nm, wodurch die Detektion liber Schwir-
zung eines Rontgenfilms erfolgen kann. Fiir die gesamte Prozedur wurde mit Handschuhen
gearbeitet, simtliche Inkubationen und Waschschritte wurden unter leichtem Schiitteln bei RT
durchgefiihrt.

Die ponceaugefarbte Western-Blot-Membran wurde nach Abschneiden der Spur mit dem
Molmassenstandard zweimal fiir 10 min in TBST-Puffer gewaschen und fiir 1 h in Blocking-
Puffer inkubiert. Danach wurde sie fiir 10 min in TBST-Puffer gewaschen bevor die
1-stiindige Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte. Hierfiir wurden die einzelnen
Antikérper bzw. Antiseren entsprechend der Angaben unter 3.6.1 in 0,5 x Blocking-Puffer
verdiinnt. Nach zweimaligem Waschen der Membran mit TBST-Puffer erfolgte die Inkubati-
on mit den entsprechenden sekundidren Antikorpern. Auch sie wurden hierfiir nach den
Angaben unter 3.6.1 in 0,5 x Blocking-Puffer verdiinnt. AnschlieBend wurde die Membran
viermal fiir jeweils 10 min in TBST-Puffer gewaschen und auf Frischhaltefolie in eine Film-
kassette iiberfiihrt. Hier wurden zirka 15 pl/cm? eines 1:1-Gemisches aus Detektionslosung 1
und 2 gleichméBig auf der Membran verteilt. Nach Entfernen {iberschiissiger Detektionslo-
sung wurde die benetzte Membran mit Frischhaltefolie abgedeckt, 1 min bei RT inkubiert und
in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm (Kodak-X-omat R) aufgelegt. Die Exposition erfolgte
zundchst fiir I min. Nach Entwickeln des Films konnte dann die geeignete Expositionsdauer

gewdihlt werden.

5 x TBST-Puffer: 685 mM NaCl
100 mM Tris-HCI, pH 7,6
0,5%(v/v) Tween 20

Blocking-Puffer: 5% (W/v) Magermilchpulver
in TBST-Puffer

3.12.9 Affinitatsreinigung von Antiseren

(verdandert nach Olmstedt, 1981; Smith & Fischer, 1984)

Zur Gewinnung monospezifischer Antikdrper aus polyklonalen Antiseren wurden diese liber
Affinititsreinigung mittels eines modifizierten Western Blot-Verfahrens aufgereinigt. Dazu
wurden 100 pg des gereingten Antigens in einem priparativen SDS-Polyacrylamidgel elek-
trophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (Kap. 3.12.8.1).

Nach Ponceaurot-Farbung (3.12.8.1) wurde die dem Antigen entsprechenden Bande ausge-
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schnitten und in einem 2 ml Reaktionsgefaf3 fiir 1 h in Blocking-Puffer (Kap. 3.12.8.2) rotie-
rend inkubiert. Im Anschlufl wurde das Membranstiick auf gleiche Weise fiir 1 h in 200 pl
Antiserum/1,8 ml TBST inkubiert und zweimal fiir 10 min mit je 2 ml TBST (Kap. 3.12.8.2)
gewaschen. Die an das immobilisierte Antigen gebundenen monospezifischen Antikorper
wurden durch eine 10 miniitige Inkubation des Membranstiickes in 100 ul einer 100 mM
Glycin-Losung (pH 2,5) eluiert. Das Eluat wurde abgenommen und durch sofortige Zugabe
von 1/10 VT 1 M Tris-HCI (pH 8,0) neutralisiert. Mittels der Bradford-Methode (Kap. 3.12.4)

wurde die Antikorperkonzentration im Eluat bestimmt.

3.12.10 GUS-Aktivitatsbestimmung

(Jefferson, 1987)

Bei dieser Bestimmung der B-Glucuronidase(GUS)-Aktivitdt wird Methylumbelliferylglucu-
ronid (MUG) als Substrat eingesetzt, welches in die Produkte Methylumbelliferon (MU) und
Glucuronséure gespalten wird. Unter alkalischen Bedingungen und bei Bestrahlung mit Licht
der Wellenldnge 365 nm emittiert MU Fluoreszenzstrahlung der Wellenldnge 455 nm, deren

Intensitit in einem Fluorometer bestimmt werden kann.

10-20 mg Blattmaterial wurden in 100 pul GUS-Extraktionspuffer in einem 1,5 ml Reaktions-
gefal gemorsert und fiir 10 min bei 14.000 Upm und 4°C in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefiB {iberfiihrt. 2 ul davon wur-
den zur Proteinkonzentrationsbestimung herangezogen (Kap. 3.12.4). 20 pl des Uberstandes
wurden zu 180 pl eines auf 37°C vorgewéarmten GUS-Reaktionspuffers gegeben und bei 37°C
fiir 1 h inkubiert. Dann wurden 100 pl (enthalten 10 pl des urspriinglichen Proteinextraktes!)
entnommen, in 900 ul GUS-Stoppldsung gegeben und die Produktmenge [pmol] im Messan-
satz fluorimetrisch in einer Quarzglaskiivette mit einem Hitachi Spectrofluorometer F-2000
(Einstrahlung bei 365 nm, Messung bei 455 nm) ermittelt. Die restlichen 100 pl des Reakti-
onsansatzes verblieben bei 37°C und konnten zu einem spéteren Zeitpunkt vermessen werden,
falls der 1 h-Wert zu niedrig war. Als Nullwert dienten 100 pl eines Reaktionsansatzes der
0 min bei 37°C inkubiert wurde, in 900 ul GUS-Stopplosung. Die MU-Konzentration wurde
iber eine Eichgerade definierter MU-Konzentrationen ermittelt. Folgende Formel wurde zur

Ermittlung der GUS-Aktivitét (A) verwendet:

Mmu [nmol]
T [min] *Mprot [mg]

A [nmol/min/mg] =
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Dabei ist Mmu die vom Gerit angegebene Produktmenge, T die Reaktionsdauer (hier 60 min)

und Mprot die eingesetzte Proteinmenge im Messansatz (hier die Proteinmenge in 10 ul Pro-

teinextrakt).
GUS-Extraktionspuffer: 50 mM Natriumphosphat, pH 7,0
10 mM EDTA, pH 8,0
10 mM [B-Mercaptoethanol
0,1% (v/v) Triton X100
0,1% (v/v) Na-Lauroylsarkosinat
GUS-Reaktionspuffer: 2mM MUG in GUS-Extraktionspuftfer
GUS-Stopplosung: 200 mM Na,COs

3.12.11 Histochemische GUS-Analyse

(verandert nach Jefferson et al., 1986)

Arabidopsis-Gewebe wurde zur Entfirbung und Fixierung in 90% (v/v) Aceton fiir 1 h bei
-20°C inkubiert, zweimal mit 100 mM Natriumphospat-Puffer (pH 7,4) gewaschen und fiir
16 h in GUS-Firbeldsung bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Inkuba-
tion in 70% (v/v) Ethanol bei mehrmaligem Erneuern der Losung, bis das restliche Blattgriin
vollstdndig ausgebleicht war. In diesem Stadium konnte das Gewebe fiir mehrere Monate in

70% Ethanol bei 4°C aufbewahrt werden.

GUS-Férbelosung: 0,5 mM K-Ferricyanid
0,5 mM K-Ferrocyanid
100 mM Na-Phosphat, pH 7,4
0,5 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-
Glucuronséure (Duchefa)
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4  ERGEBNISSE

Von den 21 HSF-Homologen, die im Genom von Arabidopsis thaliana aufgrund hoher HSF-

typischer AS-Sequenzhomologien innerhalb der DNA-Bindungsdoméne und der Oligomeri-

sierungsdoméne identifiziert wurden (Nover et al., 2001; Kap. 7.3 & 7.5), sollten im Rahmen
dieser Arbeit drei Klasse-A-HSF (HSF1, HSF2, HSF3) und drei Klasse-B-HSF (HSF4, HSF6,
HSF7) funktionell charakterisiert werden. cDNAs dieser HSF waren bereits isoliert worden
(zur Ubersicht: Schoffl & Prindl, 1999), bisherige Studien zur Funktion der Genprodukte
beschrianken sich auf HSF1, HSF3 und HSF4 (Hiibel & Schoffl, 1994; Hiibel et al., 1995; Lee
et al., 1995; Priandl et al., 1998). Wesentliche strukturelle Unterschiede, die zur Einteilung in
die HSF-Klassen A oder B fiihren, ergeben sich durch AS-Alignment (Kap. 7.4) und sind in

Abb. 4.1 schematisch dargestellt.

HSF1
(495 AS) DBD HR-A/B NLS AHA NES
50-144 160-238 262-268 433-442 482-489
L] | | | I
359
AHSF1
(156 AS) 331-486
HSF2
(468 AS) DBD HR-A/B  NLS AHA NES
21-115 135-199  223-227 402-411 454-461
L | I LT
82
AHSF2
(145 AS) 311-455
HSF3
(481 AS)
DBD HR-A/B  NLS AHA NES
25-119 140-204  229-233 418-427 467-474
L] | I | I
86
AHSF3
(51 AS) 317-367
HSF4
(284 AS) DBD HR-A/B NLS
12-106 149-192 247-252
1 Il | N
AHSF4
(93 AS) 189-281
HSF6
(299A9) DBD HR-A/B NLS
21-115 175-211 261-264
L I | NN
AHSF6
(89 AS) 208-296
HSF7
@77 AS) DBD v HR-A/B NLS
57-151 229-265 323-327
]|
- [ [ ]
AHSF7

(116 AS) 262-377

Abbildung 4.1: Schematische Darstel-
lung der grundlegenden Proteinstruktur
von HSF1, -2, -3, -4, -6 und -7. Essenti-
elle, funktionelle Dominen wurden
aufgrund von Sequenzhomologien in
weitgehender ~ Ubereinstimmung ~ zu
Nover et al. (2001) identifiziert. DBD:
DNA-Bindungsdoméne, @HR  A/B:
hydrophobe Regionen A und B, L:
hydrophober Linker, NLS: Nukleéres
Lokalisationssignal, ~AHA: Aktivie-
rungsdoméne, NES: Nukleéres
Exportsignal. Die Zahlen markieren die
Positionen der ersten und letzten Ami-
nosdure einer Doméne innerhalb des
gesamten Polypeptids. Schwarze Drei-
ecke markieren die Position von T-
DNA-Integraten in den entsprechenden
genomischen HSF-Sequenzen. C-termi-
nale HSF-Bereiche (AHSF), die zur
Produktion HSF-spezifischer Antikdrper
verwendet wurden, sind durch schwarze
Balken unterhalb der jeweiligen kom-
pletten Polypeptide gekennzeichnet.



90 Ergebnisse

4.1 Bindung rekombinanter HSF an Hitzeschockelemente

Ein wesentliches Merkmal, welches HSF auszeichnet, ist die Fahigkeit spezifisch an Hitze-
schockelemente (HSE) zu binden. Um zu kléren, ob es sich bei den untersuchten Proteinen
tatsdchlich um HSF handelt, wurden diese als rekombinante Proteine in E. coli exprimiert und
mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) auf diese Féahigkeit hin {iberpriift. Dazu
wurden native Gesamtextrakte der entsprechenden E. coli-Klone mit radioaktiv-markierten,
synthetischen HSE inkubiert und in einem nativen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufge-
trennt. Als Kontrolle wurden jeweils in einem zweiten Ansatz mutierte Hitzeschockelemente
(HSEm) verwendet.

Es zeigte sich, dass alle getesteten HSF-Homologe spezifisch an HSE, nicht aber an HSEm
binden (Abb. 4.2.A). Dabei liegen sie offensichtlich in der DNA-bindenden Form als Oligo-
mere vor, da die apparenten Molekularmassen der Protein-DNA-Komplexe wesentlich grofer
sind als die theoretischen Molmassen einzelner HSF-Proteine (Werte unter 7.3).

Ob und in welchem Mal} die rekombinanten, mit 6xHis-Tag versehenen HSF in den jeweili-
gen nativen Gesamtproteinextrakten reprasentiert sind, wurde durch Western-Blot und
anschlieBender Immundetektion mit anti-His-Tag-Antikorpern ermittelt (Abb. 4.2.B). Alle
HSF werden in den entsprechenden E. coli-Stimmen exprimiert und sind in vergleichbaren
Mengen in nativen Gesamtproteinextrakten vorhanden. Lediglich fiir HSF2 und HSF6 erge-
ben sich etwas schwichere Signale, entweder aufgrund einer geringeren Expressionsstirke
oder einer schlechteren Loslichkeit unter den angewandten Aufschlulbedingungen. Diesem
Umstand wurde im EMSA Rechnung getragen, indem hier die 4-fache Proteinmenge pro
Bindungsreaktion eingesetzt wurde. Wie HSF1 (Hiibel & Schoffl, 1994) so zeigen auch die
iibrigen rekombinanten HSF eine erhohte apparente Molmasse in der SDS-PAGE (Abb.
4.2.B).

Abbildung 4.2 (auf néchster Seite): Analyse der rekombinanten, in E. coli exprimierten HSF1-4 und HSF6-7.
A) EMSA mit rekombinanten HSF. Es wurden je 5 ug (fiir HSF1, -3, -4 und -7) bzw. 20 pg Gesamtprotein (fiir
HSF2 und —6) der entsprechenden E. coli-Kulturen mit je 1 ng radioaktiv-markierten HSE bzw HSEm pro
Bindungsreaktion eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte durch native PAGE. Als Molekular-
massenstandard diente das High Molecular Weight Electrophoresis Calibration Kit von Pharmacia. B)
Immundetektion der rekombinanten HSF in E. coli-Gesamtproteinextrakten. Je 10 ug Gesamtprotein (auf gleiche
Weise wie fiir die EMSA-Studie prépariert) wurde mit SDS-Probenpuffer versetzt und durch SDS-PAGE elek-
trophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf Nitrocellulose erfolgte die Immundetektion mit dem MRGS-
His Antikorper von Qiagen. Als Molekularmassenstandard diente SeeBlue™ Plus2 von Invitrogen/Novex.
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Abbildung 4.2: Legende siche vorherige Seite.

4.2 Herstellung HSF-spezifischer Antikorper

Fiir biochemische Untersuchungen und den Nachweis individueller HSF sollten HSF-
spezifische Antikorper erzeugt werden. Aufgrund des hohen Konservierungsgrades innerhalb
der N-terminalen DBD und der benachbarten OLD (Kap. 7.4) sind diese Regionen fiir die
Herstellung HSF-spezifischer Antikorper ungeeignet. Daher wurden die divergenten C-
terminale Bereiche einzelner HSF (Kap. 7.4), die im Folgenden als AHSF bezeichnet werden,
in E. coli exprimiert. Diese dienten nach ihrer Reinigung mittels IMAC als Antigen bei der
Immunisierung von Kaninchen zur Gewinnung von Antiseren durch die Firma BioGenes
(Berlin). Da aus fritheren Versuchen bekannt war, dass die Aufreinigung rekombinanter HSF
aus E. coli unter nativen Bedingungen stark unterschiedliche Ausbeuten und Reinheitsgrade
ergibt, wurden die AHSF zunéchst unter denaturierenden Bedingungen isoliert und gereinigt,
bevor sie auf der Nickel-Agarose-Sédule mittels FPLC renaturiert wurden (Kap. 3.12.2.3). Die
anschlieende Elution erfolgte dann unter nativen Bedingungen. Die gewonnenen Antiseren
konnten in einer Verdiinnung von 1:2000 in der Western-Analyse zur Immundetektion re-
kombinanter HSF verwendet werden (Daten nicht gezeigt). Eine Kreuzreaktivitit trat bei fast
allen untersuchten Kombinationen auf, sie kann zu einem Teil durch den in sdmtlichen Anti-
genen vorhandenen 6xHis-Tag erkldrt werden (siehe auch: Kap. 4.3). Davon abgesehen
bestehen lediglich zwischen AHSF2 und HSF3 erkennbare Homologien (Kap. 7.4), die zu

einer starkeren Kreuzreaktion des antiAHSF2-Antiserums mit HSF3 fithrten.
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Die Reinheit der als Antigene verwendeten AHSF Proteine wurde durch SDS-PAGE-Analyse
tiberpriift (Abb. 4.3). Im Vergleich zur theoretischen Molmasse fillt auch hier wieder eine
erhohte apparente Molmasse vor allem der C-terminalen Bereiche der Klasse-A-HSF (1, 2, 3)
und HSF7 auf. Die theoretischen Molmassen in kDa betragen fiir AHSF1: 18,8; AHSF3: 7,6 +
19,0 DHFR; AHSF2: 17,7; AHSF4: 12,3; AHSF6: 12,0; AHSF7: 14,7.

\\l_'\rxl’ %Q'\/ %QOJ %Qq’ %Qb‘ éfo %Q/\ Ql—'\:ll Abbildung 4.3: SDS-PAGE-Analyse der affinititsge-
F XL pa reinigten AHSF-Polypetide. Je 200 ng Potein wurde auf
66.3 einem 4-20% Polyacrylamid-SDS-Gel elektrophoretisch
' aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar
55,4 gemacht. Als  Molekularmassenstandard  diente
Mark12™ Wide Range Protein Standard von Invitro-
36,5 gen/Novex.
¥ 31,0
21,5
- 14,4
—
— 6,0
35

4.3 Expressionsstarken von HSF1-7 in Arabidopsis

Die Expression einzelner HSF in Arabidopsis-Blittern vor (Kontrolle) und nach Hitzeschock
(2h bei 37°C) wurde durch Northern-Analyse unter Verwendung genspezifischer RNA-
Sonden (Kap. 3.4.1) und durch Western-Analyse unter Verwendung der affinititsgereinigten,
unter 4.2 beschriebenen antiAHSF-Antiseren untersucht.

Die Northern-Analyse (Abb. 4.4.A) zeigt, dass die Klasse-A-HSF (HSF1, -2,-3) konstitutiv
und nicht hitzeinduziert exprimiert werden. Unter Beriicksichtigung der Expositionszeiten
ergeben sich fiir diese drei HSF vergleichbare Signalstirken. Von den drei analysierten Klas-
se-B-HSF sind HSF4 und HSF7 deutlich hitzeinduziert exprimiert, wihrend HSF6 schwach
und nicht hitzeinduziert exprimiert wird.

Fiir die Immundetektion der HSF-Proteine in Gesamtproteinextrakten (Abb. 4.4.B) waren
aufgrund der offensichtlich geringen Abundanz der HSF lange Expositionszeiten ndtig, nach
denen in fast allen Fillen multiple, kreuzreaktive Banden sichtbar wurden. Unter Berticksich-
tigung der zu erwartenden Molekularmassen konnten fiir manche Antiseren Signale

identifiziert werden, die den entsprechenden HSF (1, 3, 4, 7) reprisentieren konnten. Diese
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Banden sind durch Pfeile in der jeweiligen HS-Spur gekennzeichnet.

Fiir HSF1 und -3 ergeben sich Signale bei zirka 66 kDa. Die Signalstdrken der Proteine blei-
ben nach HS unverdndert und korrelieren mit der konstitutiven Expression dieser HSF auf
RNA-Ebene. Fiir HSF4 und -7 kdnnen nur nach HS Banden bei zirka 40 bzw. 55 kDa detek-
tiert werden. Somit werden auch hier die Ergebnisse der Northern-Analyse bestatigt.

HSF2 und -6 konnten durch Immundetektion in Gesamtproteinextrakten aus Arabidopsis-
Bléttern weder vor noch nach HS nachgewiesen werden. Im Fall von HSF2 kann dies an der
geringen Qualitdt des antiAHSF2-Antiserums liegen (siehe auch: Kap. 4.4). Da sich mit an-
tiAHSF6-Antiserum rekombinanter HSF6 gut prizipitieren 14t (Abb. 4.5) und auch im
Northern-Blot nur wenig HSF6-RNA nachgewiesen werden konnte, kann geschlossen wer-

den, dass HSF6 in Arabidopsis-Blittern nur schwach exprimiert wird.

A B
HSF1 HSF2 HSF3 HSF4 HSF6 HSF7 ACT2 kp HSF1 HSF2 HSF3 HSF4 HSF6 HSF7 ..
CHS CHS C HS CHS C HS C HsS C HS CHS CHS CHS CHS CHS CHS
- 97.4
=2,37
aeeae ' - 66.3
' .. "-. =-1,35 %4 4 [ =554
- - | - 1
-0,24 =310
16h 16h 72h  4h 18h 4h 20 min - 215
g = 14.4

Abbildung 4.4: Expressionsstirken von HSF1-4 und HSF6-7 in Arabidopsis-Blittern ohne (C) und nach 2-
stiindigem Hitzeschock bei 37°C (HS). A) Northern-Analyse. Je 3 pg poly(A)-RNA wurden elektrophoretisch
separiert und auf eine Nylonmembran transferiert. Die Hybridisierung mit in vitro transkribierten HSF-Sonden
(Kap. 3.4.1) erfolgte in Hybridisierungslosung mit 50% Formamid bei 55°C. Die Kontrollhybridisierung mit
einer iiber random priming markierten Aktin2-Sonde erfolgte ohne Formamid bei 65°C. Unter den Suren sind die
jeweiligen Expositionszeiten wéhrend der Autoradiographie angegeben. B) Western-Analyse. Je 40 pg Gesamt-
protein wurden nach SDS-PAGE auf Nitrocellulose transferiert. Die Immundetektion erfolgte mit den
jeweiligen, monospezifischen antiAHSF-Antikdrpern.
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4.4 Immunprazipitation zur Bestimmung von HSF-Aktivitat

Zum Nachweis der DNA-Bindungsaktivitdt individueller HSF in Proteinextrakten wurde ein
Assay entwickelt, dessen Prinzip unter 3.12.6 detailliert beschrieben ist und der zunéchst an
Gesamtproteinextrakten HSF-exprimierender E. coli-Kulturen getestet (Abb. 4.5) wurde.

Mit Ausnahme von HSF2 ist die DNA-Bindungsaktivitét aller HSF in den Immunpréazipitaten
entsprechender E. coli-Gesamtproteinextrakte nachzuweisen. Wie erwartet binden die prézipi-
tierten Proteine HSE, nicht aber mutierte HSEm (vergleiche Reaktionen 1 bzw. 2 mit
Reaktion 4). Eine deutliche Reduktion der HSE-Bindungsaktivitdt ergibt sich, wenn den
Immunprizipitationreaktionen ein Uberschuf an Gesamtprotein aus AHSF-exprimierenden E.
coli (spezifischer Proteinkompetitor) zugesetzt worden war (Reaktion 3). Bei diesen Immun-
préazipitationen kompetieren die liberschiissigen AHSF-Polypeptide die Antikdrperbindung an
vollstindige HSF-Molekiile und werden statt diesen prézipitiert. Da AHSF keine DNA-
Bindungsdoméne besitzen, verringert sich die HSE-Bindungsaktivitdt im Immunprizipitat.
Die Zugabe von Gesamtprotein aus DHFR-exprimierenden E. coli (unspezifischer Protein-

kompetitor) verringert die Menge der gebundenen HSE hingegen nur in geringem Umfang

(Reaktion 2).

600000 Abbildung 4.5: DNA-Bindungs-
BA1O#20#38#4 aktivititen in Immunprézipitaten

aus Gesamtproteinextrakten von

500000 - HSF-exprimierenden E.  coli-

Kulturen. Mit HSF-Antiseren
wurden Immunprizipitate aus je
100 pg Gesamtprotein erzeugt und
400000 + entweder mit 2 ng (141,75 fmol)
radioaktiv-markierten HSE (Reak-
tionen 1-3) oder HSEm (Reaktion
4) inkubiert. Nach Entfernen
ungebundener DNA wurde die
gebundene DNA-Menge durch
LSC bestimmt. Einzelne Immun-
200000 - prézipitationen erfolgten in
Gegenwart eines 10-fachen Uber-
schusses an  unspezifischem
(DHFR, Reaktionen 2 und 4) oder
spezifischem (AHSF, Reaktion 3)
Proteinkompetitor. Sdulen repra-
sentieren Mittelwerte aus drei
0 - o unabhingigen Experimenten,
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HSF1 HSF2 HSF3 HSF4 HSF6 HSF7 abweichung an.

300000 H

100000 -
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4.5 HSE-Bindungsaktivitaten in Arabidopsis-Blattern nach Hitzeschock

Den Aktivitatsanteil, den verschiedene HSF an der Hitzeschockreaktion in Arabidopsis haben,
sollte durch Quantifizierung ihrer individuellen DNA-Bindungsaktivitit ermittelt werden.
Dazu wurden zunidchst HSE-bindende Komplexe, die nach 0 min, 10 min, 30 min, 1 h oder 2
h HS bei 37°C in Arabidopsis-Gesamtproteinextrakten auftreten, mittels EMSA sichtbar
gemacht (Abb. 4.6.A). Der Immunprizipitationsassay sollte dann Aufschluf3 dariiber geben,
welche HSF tatsdchlich an der Ausbildung der im EMSA beobachteten HSE-bindenden
Komplexe beteiligt sind (Abb. 4.6.B). Hierfiir wire auch die Methode des Supershifts geeig-
net, sie konnte aber in diesem Zusammenhang nicht erfolgreich etabliert werden. Da das
antiAHSF2-Antiserum nicht in der Lage war, rekombinanten, DNA-bindenden HSF2 zu
préazipitieren (Kap. 4.4), wurde auf dieses Antiserum verzichtet. Die selben Proteinextrakte
wurden auflerdem mittels Western-Analyse auf Expression von HSF-Zielgenen untersucht,
exemplarisch anhand zytoplasmatischer Klasse-I-sHSP (Abb. 4.6.C).

Im EMSA treten nach einem 10-miniitigen HS hitzeinduzierte Protein-DNA-Komplexe auf.
Diese sind HSE-spezifisch, da sie nicht erscheinen, wenn mutierte HSE verwendet wurden.
Nach 30-miniitigem HS werden diese ,,frithen* Signale schwicher, nach 60-miniitigem HS ist
vor allem die Signalstirke des Komplexes geringster Mobilitit deutlich verringert, gleichzei-
tig treten Komplexe mit hoherer Mobilitdt auf. Vor allem die Signalstirke des Komplexes
grofter Mobilitdt nimmt im weiteren Verlauf der HS-Reaktion zu und dominiert nach einem
2-stiindigem HS.

Im Immunprézipitationsassay ergeben sich sowohl fiir HSF1 als auch fiir HSF3 schon bei
Kontrollbedingungen DNA-Bindungsaktivitdten, die mehr als 20-fach iiber dem Hintergrund
liegen, der bei Verwendung mutierter HSE in der DNA-Bindungsreaktion bzw. von Prdim-
munserum wahrend der Immunprézipitation zu messen ist. Nach einem 10-miniitigen HS
steigt diese konstitutive DNA-Bindungsaktivitit beider Klasse-A-HSF signifikant an, im
Mittel auf das 1,9-fache. Im weiteren Verlauf der HS-Reaktion bleiben die Werte in etwa auf
diesem Niveau.

Bei Verwendung des antiAHSF7-Antiserums ist nach 30-miniitigem HS erstmals eine HSE-
Bindungsaktivitit im Immunprézipitat nachzuweisen, die signifikant iiber dem Hintergrund
liegt. Mit zunehmender Dauer des HS steigt dieser Wert fast linear an und erreicht nach 2-
stiindigem HS das ungefdhr Doppelte der Werte, die fiir HSF1 oder HSF3 erzielt werden.
Diese deutliche hitzeinduzierte Zunahme der DNA-Bindungsaktivitdt korreliert mit der hitze-
induzierten Expression von HSF7 (Kap. 4.3). Die Kinetik, mit der dieser Anstieg erfolgt,

dhnelt der Kinetik mit der die hitzeinduzierte Zunahme von Klasse-I-sHSP in der Western-
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Analyse nachzuweisen ist (Abb. 4.6.C). Auch hier sind die Translationsprodukte nach 30-
miniitigem HS zu detektieren, ihre Menge steigt mit zunehmender Dauer des HS an.

Immunprézipitationen mit antiAHSF4- und antiAHSF6-Antiserum fiihren zu keinem Zeit-
punkt der HS-Reaktion zu DNA-Bindungsaktivitdten im Prézipitat, die liber den jeweiligen

Hintergrundwerten liegen.
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C HS Abbildung 4.6: Kinetik der HSE-Bindungsaktivitdt und sHSP-

100 30" 60" 120 Expression wihrend eines 2-stiindigen Hitzeschocks. Protein-

_— - Extrakte von nicht-hitzegeschockten (C bzw. Kontrolle) oder hitze-

* —— — geschockten Blittern, die bei 37°C in SIB-Puffer fiir angegebene

Zeitspannen (in Minuten) inkubiert worden waren, wurden mittels

EMSA (A), Immunprézipitationsassay (B) oder durch Western-
Analyse (C) untersucht. A) Fiir den EMSA wurden native Gesamtproteinextrakte, die je 30 ug Protein enthielten,
mit je 1 ng radioaktiv-markierten HSE bzw. mutierten HSE (HSEm) inkubiert. Die elektrophoretische Auftren-
nung erfolgte durch native PAGE. Die Positionen dominanter Banden, die auch bei Verwendung mutierter HSE
auftauchen und daher als nicht-HSF-spezifisch beurteilt wurden, sind durch Sterne markiert. B) Unter Verwen-
dung von antiAHSF-Antiseren oder den entsprechenden Praiimmunseren wurden Immunpréizipitate aus je 3 mg
Gesamtprotein erzeugt. Diese wurden mit 2 ng (141,75 fmol) radioaktiv-markierten HSE bzw. HSEm inkubiert.
Nach Entfernen ungebundener DNA wurde die gebundene DNA-Menge durch LSC bestimmt. Sdulen repriasen-
tieren Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten, Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an. C)
Western-Analyse der Kinetik der hitzeinduzierten sHSP-Expression in Arabidopsis-Blattern wéhrend eines HS
von 2 h. Je 15 pg Gesamtprotein wurde durch SDS-PAGE elektrophoretisch separiert und auf Nitrocellulose
transferiert. Zur Immundetektion zytoplasmatischer Klasse-I-sHSP wurde antiHSP17.6-Antiserum verwendet.
Die Position einer nicht-hitzeinduzierten Bande, die daher als unspezifisches Signal bewertet wurde, ist durch
einen Stern markiert.
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4.6 Charakterisierung der HSF3-Aktivitat in HSF3-transgenen Arabidopsis

Um die bisherigen Daten und Ergebnisse zur DNA-Bindungsaktivitit verschiedener HSF in
Arabidopsis wihrend der HS-Reaktion schliissig interpretieren zu konnen, wurde das DNA-
Bindungsverhalten von HSF3 in HSF3-transgenen Arabidopsis-Pflanzen (HSF3-TP) unter-
sucht. Es war gezeigt worden, dass die Uberexpression von HSF3 in Arabidopsis zur
Expression aller untersuchten HSP auch unter nicht-HS-Bedingungen fiihrt. Diese Deregula-
tion der HS-Reaktion korrelierte mit einer erhohten basalen Thermotoleranz der HSF3-TP und
wurde auf die durch EMSA nachgewiesene konstitutive DNA-Bindungsaktivitit des ekto-
pisch exprimierten HSF3 zuriickgefiihrt (Préndl et al., 1998). Spéter stellte sich heraus, dass
fiir eine gut nachweisbare Expression von sHSP eine mindestens dreitidgige Kultivierung der

Pflanzen bei einer Temperatur > 25°C noétig ist.

4.6.1 DNA-Bindungsaktivitat von HSF3 in HSF3-transgenen Arabidopsis bei 22°C
Zunichst wurde die konstitutive DNA-Bindungsaktivitit von HSF3 in HSF3-TP mittels Im-
munprézipitationsassay quantifiziert (Abb. 4.7). Dazu wurden HSF3-TP der Linie 197 und der
nichttransformierte Wildtyp (C24) bei 22°C kultiviert. In Parallelansidtzen wurden Immunpra-
zipitationen mit steigenden Mengen von Antiserum durchgefiihrt und jeweils mit HSE
inkubiert. In separaten Kontrollen wurden Prdiimmunserum oder mutierte HSE getestet.

Fiir HSF3-TP fiihrt die schrittweise Erhohung der Antiserummenge auf 5 pl zu einer Erho-
hung der HSE-Bindungsaktivitdt im Prézipitat. Dann tritt eine Sittigung ein, da eine weitere
Erhohung auf 20 pl zu keinem weiteren Anstieg der gebundenen DNA-Menge fiihrt. Die
maximale DNA-Bindungsaktivitdt von HSF3 in HSF3-TP liegt mit 4790 fmol/g 9-fach iiber
dem Wert, der in Wildtyp-Extrakten gemessen wurde (529 fmol/g), wobei letzterer Wert
bereits bei Verwendung von 1 pl Antiserum erreicht wird. Die Kontrollreaktionen mit Pri-
immunserum oder mutierten HSE fithren bei HSF3-TP und beim WT zu Werten von zirka 30
fmol gebundener DNA pro 1 g Gesamtprotein und erreichen somit nur 1/160 bzw. 1/18 der
Werte, die bei Verwendung von Antiserum und HSE erzielt wurden.

Der Immunprézipitationsassay ist also in der Lage, die bereits gezeigte, konstitutive DNA-
Bindungsaktivitidt von HSF3 in HSF3-TP zu quantifizieren. Sie ist gegeniiber nichttransgenen

Pflanzen um den Faktor 9 erhoht.
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Abbildung 4.7: Immunprizipitation-
sassay zur Bestimmung der DNA-
T T Bindungsaktivitdt von HSF3 in Wildtyp
(WT) und in HSF3-transgenen Arabi-
dopsis-Pflanzen (HSF3-TP), die unter
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4.6.2 HSF-DNA-Bindung in HSF3-transgenen Pflanzen unter HS-Bedingungen

Nach einer dreitdgigen Kultivierung bei 25°C kénnen in HSF3-TP nicht aber im WT deutli-
che Mengen von sHSP dedektiert werden (Abb. 4.8.A). Im Folgenden wurde untersucht, ob
die Kultivierung von HSF3-TP bei 25°C zu einer Verdnderung von HSF-DNA-Komplexen
fiihrt. Durch EMSA konnte gezeigt werden, dass bei 22°C im WT kaum spezifische HSE-
bindende Komplexe vorhanden sind, wohl aber in Extrakten aus HSF3-TP (Abb. 4.8.B).
Diese Komplexe entsprechen den publizierten Daten und reprisentieren die konstitutive
DNA-Bindungsaktivitit des ektopisch exprimierten HSF3. Die dreitidgige Kultivierung der
Arabidopsis-Pflanzen bei 25°C fiihrt weder im WT noch in HSF3-TP zu einer deutlichen
Verdnderung des Bandenmusters bzw. der Signalstirken. Nach einem 2-stiindigen HS bei
37°C zeigen WT und HSF3-TP ein iibereinstimmendes Bandenmuster HSE-bindender Kom-
plexe. Die hochmolekularen Komplexe, typisches Charakteristikum nicht-hitzgeschockter
HSF3-TP, sind verschwunden (siehe auch: Abb. 4.8.D), die Komplexe mit héherer Mobilitit -
charakteristisch fiir die ,,spéte* HS-Reaktion - treten wie beim WT auf.

Die Western-Analyse der fiir den EMSA verwendeten Proteinextrakte (Abb. 4.8.C) zeigt, dass
in HSF3-TP vor und nach HS gleiche Mengen an HSF3 zu detektieren sind. Das Verschwin-
den der hochmolekularen Komplexe im EMSA nach HS kann also nicht mit einer Abnahme

der HSF3-Menge nach HS erklért werden.
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Im Immunpréazipitationsassay (Abb. 4.8.E) ergeben sich in HSF3-TP, ungeachtet der unter-
schiedlichen  Kultivierungs- bzw. HS-Bedingungen, vergleichbare =~ HSF3-DNA-
Bindungsaktivititen. Im WT werden bei 22°C und 3 d 25°C nahezu identische Werte gemes-

sen, die nach einem 2-stliindigen HS auf in etwa das Doppelte ansteigen.
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Abbildung 4.8: Legende siche néchste Seite.
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Abbildung 4.8 (vorherige Seite): Deregulation der sHSP-Expression und Nachweis der DNA-Bindungsaktivitit
von HSF3 in HSF3-transgenen Arabidopsis (HSF3-TP). Die verschiedenen Temperaturbedingungen waren:
Konstante Kultivierung bei 22°C (22°C), Kultivierung bei 22°C dann 3 Tage bei 25°C (3 d 25°C), Kultivierung
bei 22°C dann HS einzelner Blétter fiir 2 h bei 37°C in SIB-Puffer. A) Western-Analyse der sHSP-Expression in
HSF3-TP und Wildtyp (WT). Je 15 ug Gesamtprotein wurden durch SDS-PAGE elektrophoretisch separiert und
auf Nitrocellulose transferiert. Zur Immundetektion von Klasse-I-sHSP wurde antiHSP17.6-Antiserum verwen-
det. Die Position einer nicht-hitzeinduzierten Bande, die daher als unspezifisches Signal bewertet wurde, ist
durch einen Stern markiert. B) EMSA zum Nachweis der HSE-Bindungsaktivitét in HSF3-TP und WT. Je 30 pg
Gesamtprotein wurde mit 1 ng radioaktiv-markierten HSE bzw. mutierten HSE (HSEm) inkubiert und durch
native PAGE elektrophoretisch separiert. Die Positionen dominanter Banden, die auch bei Verwendung mutier-
ter HSE auftauchen und daher als nicht-HSF-spezifisch beurteilt wurden, sind durch Sterne markiert. C)
Western-Analyse zum Nachweis von HSF3 in HSF3-TP und WT. Gesamtproteinextrakte (wie fiir EMSA ver-
wendet) wurden durch SDS-PAGE elektrophoretisch separiert und auf Nitrocellulose transferiert. Die
Immundetektion erfolgte mit monospezifischen antiAHSF3-Antikérpern. D) Partielle Reproduktion des unter (B)
gezeigten EMSA zur Verdeutlichung entsprechender Effekte durch verbesserte Auftrennung der Banden. Auf die
parallele Inkubation der Extrakte mit HSEm wurde hier verzichtet, ansonsten wie fiir (B) beschrieben. E) Im-
munprézipitationsassay zur Bestimmung der DNA-Bindungsaktivitit von HSF3 in HSF3-TP und WT. Unter
Verwendung des antiAHSF3-Antiserums wurden Immunprézipitate aus je 3 mg Gesamtprotein erzeugt und mit 2
ng (141,75 fmol) radioaktiv-markierten HSE inkubiert. Nach Entfernen ungebundener DNA wurde die gebunde-
ne DNA-Menge durch LSC bestimmt. Sdulen reprisentieren Mittelwerte dreier unabhéngiger Experimente,
Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

4.7 Charakterisierung von HSF7

Basierend auf Sequenzhomologie handelt es sich bei HSF7 um einen Klasse-B-HSF (Nover et
al., 2001; siche auch: Kap. 7.4). Die Funktion dieser HSF-Klasse ist noch unklar. Die Expres-
sionsanalysen unter 4.3 weisen HSF7 als hitzeinduziert-exprimierten HSF aus. Im
Immunprézipitationsassay mit antiAHSF7-Antiserum wurde eine deutliche Zunahme der
HSE-Bindungsaktivitdt im Verlauf eines 2-stiindigen HS gemessen, die in ihrem Ausmal3 von

allen anderen untersuchten HSF unerreicht bleibt (Abb. 4.6.B).

4.7.1 Regulation der HSF7-Expression

4.7.1.1 HSF7-Promotor: Transkriptionsstart und Identifizierung von HSE

Aufgrund seiner hitzeinduzierten Expression kann HSF7 als HS-Gen bezeichnet werden. Falls
die Expression dieses HSF direkt unter HSF-Kontrolle steht, setzt dies die Anwesenheit von
HSE im HSF7-Promotor voraus. Um den Promotorbereich einzugrenzen, wurde der
Transkriptionsstart von HSF7 mittels 5’-RACE bestimmt und die Sequenzen stromaufwérts
davon (basierend auf der genomischen Sequenz, Akzessionsnummer AL049500) nach HSE
durchsucht.

Bei der 5’-RACE ergibt die Kombination eines Adapter-Primers mit einem genspezifischen
Primer, der unmittelbar stromaufwirts des Startcodons ansetzt, ein zirka 250 Bp langes PCR-

Produkt (Abb. 4.9.B). Die Sequenzierung dieses PCR-Produktes und der Vergleich mit der
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genomischen Sequenz aus der Datenbank ergab fiir HSF7 einen 5’-UTR von 210 Bp (Abb.
4.9.C). Stromaufwirts des Transkriptionsstarts sind drei HSE-&hnliche Sequenzmotive lokali-
siert. Das Erste (-339 bis —325) und Dritte (-119 bis —105) stimmen perfekt mit der HSE-
Konsensussequenz (nGAAnnTTCnnGAAn) iiberein. Das zweite Sequenzmotiv (-180 bis —

166) weicht lediglich in der letzten HS-Einheit vom Konsensus ab (nTCCn statt nTTCn).

A Abbildung 4.9: Bestimmung des Transkriptionsstarts
von HSF7 und Identifizierung HSE-dhnlicher Se-
Adapter 5UTR cDS quenzmot.ive. A) Schematische Dar.stelilung der HSF7-
KN cDNA mit Adapter am 5’-Ende, wie sie nach Anwen-
o L dung des GeneRacer-Kits von Stratagene vorliegen
sollte. Mit Pfeilen sind Lage und Orientierung der
verwendeten PCR-Primer markiert. UTR: Untrans-

lated Region; CDS: Coding sequence
B c‘@ B) Agarosegelelektrophorese des erhaltenen PCR-
& © Produktes. Als Molekularmassenstandard (M) wurden
<;)Q?’QOQ" zwei verschiedene Mengen der GeneRuler DNA-
N oy ladder (Gibco BRL) aufgetragen. C) Genomische
Q‘% &M 4axm Bp Sequenz von HSF7 um den Transkriptionsstart. Durch

Sequenzierung des unter B) gezeigten PCR-Produktes
wurde der Transkriptionsstart (+1) bestimmt und mit
einem Pfeil markiert. Relativ dazu sind die Positionen
der HSE (umrahmt) und des Startcodons angegeben.
Das Promotorfragment, welches im EMSA verwendet
wurde, ist grau unterlegt. Kleine Buchstaben geben
Basenaustausche an, die durch Mutagenese an der
Promotorsequenz vorgenommen wurden.

C
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4.7.1.2 Bindung rekombinanter HSF an HSF7-Promotorfragment in vitro

Die Funktionalitdt der HSE im HSF7-Promotor wurde durch EMSA mit rekombinanten HSF
getestet. Dazu wurde ein EMSA-taugliches, 305 Bp-langes Promotorfragment kloniert, wel-
ches die identifizierten HSE beinhaltet. Es wird im Folgenden ,,7HSE* genannt. Durch site-
directed mutagenesis der HSE wurde das sogenannte , mut7HSE® hergestellt, welches als
Negativkontrolle diente (Abb. 4.9.C).

Alle getesteten rekombinanten HSF binden an 7HSE, nicht aber an mut7HSE (Abb. 4.10.A).
Somit ist die HSF-Bindung an das Promotorfragment abhéngig von mindestens einem der
identifizierten HSE. Ahnlich wie bei der Verwendung von synthetischen HSE (Abb. 4.2)
ergeben sich Protein-DNA-Komplexe, deren Mobilitdt abhéngig von der Molekularmasse des
jeweiligen HSF ist. Auffillig ist die starke Bindung von HSF6 und HSF7 an 7HSE, wobei
substantielle Mengen der angebotenen DNA gebunden werden, was an der deutlichen Ab-
nahme der freien DNA zu erkennen ist. Aulerdem werden bis zu drei Protein-DNA-
Komplexe (I, I, III) unterschiedlicher Mobilitdt gebildet. Dieses Phdnomen tritt auf, wenn die
DNA mehrere Bindungstellen besitzt, jedoch nicht alle Bindungstellen aufgrund eines zu
geringen DNA:Protein-Verhéltnis besetzt werden konnen (siehe auch: Abb. 4.10.C).

Die Spezifitit der HSF-Bindung an 7HSE ist exemplarisch fiir rekombinanten HSF1 néher
untersucht worden und in Abb. 4.10.B gezeigt. Im Gegensatz zu 7HSE ist mut7HSE nicht in
der Lage, die HSF-Bindung zu kompetieren (vergleiche Spuren 2 & 3).

Bei der Bindung rekombinanter HSF an 7HSE in vitro sind alle drei der identifizierten HSE
funktionell, da bei einem bestimmten molaren Verhéltnis von DNA zu Protein drei Komplexe
unterschiedlicher Mobilitit entstehen (Abb. 4.10.C). Ein UberschuB an HSF1 fiihrt zur voll-
staindigen Besetzung aller Bindungstellen der gesamten angebotenen DNA-Molekiile. Es
ergibt sich eine Bande geringer Mobilitidt (Spur 1). Die Verringerung des Protein:DNA-
Verhiltnisses durch Zugabe von unmarkierter DNA fiihrt zur Bildung von Protein-DNA-
Komplexen unterschiedlicher Mobilitdt, die Zustinde zwischen der vollstdndigen bis hin zur
minimalen Besetzung der Bindungsstellen eines DNA-Molekiils reprasentieren (Spuren 3 &
4). Sobald deutliche Mengen freier DNA zu sehen sind, verschwindet die Bande geringster
Mobilitdt, da die vollstindige Besetzung aller Bindungstellen eines DNA-Molekiils unwahr-
scheinlich wird (Spur 5). Bei DNA-UberschuB3 ist jeweils nur eine Bindungsstelle pro
Molekiil besetzt, weshalb im EMSA nur noch eine Bande hoher Mobilitdt zu sehen ist (Spur
6).
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Abbildung 4.10: EMSA-Studien zur Bindung rekombinanter HSF an HSF7-Promotorfragment in vitro. A) Je
0,5 pg Gesamtprotein aus HSF1-7-exprimierenden E. coli-Zellen wurde mit 4 ng radioaktiv-markierten 7HSE
bzw. mut7HSE inkubiert und durch Agarosegelelektrophorese separiert. B) Je 0,5 pg Gesamtprotein aus HSF1-
exprimierenden E. coli-Zellen wurde mit 4 ng radioaktiv-markierten 7HSE bzw. mut7HSE inkubiert und durch
Agarosegelelektrophorese separiert. Fiir Kompetitionsexperimente (Spuren 2 & 3) wurde den Bindungsreaktio-
nen ein 100-facher UberschuBl unmarkierter DNA (7HSE bzw. mut7HSE) zugegeben. C) Je 5 ug Gesamtprotein
aus HSFI-exprimierenden E. coli-Zellen wurde mit je 4 ng radioaktiv-markiertem 7HSE inkubiert. Das
DNA:Protein-Verhéltnis wurde durch Zugabe steigender Mengen unmarkierter Kompetitor-DNA schrittweise
erhoht. Im Einzelnen waren dies jeweils 10 ng, 20 ng, 40 ng, 80 ng oder 400 ng unmarkiertes 7HSE.

4.7.1.3 Hitzeinduzierbarkeit des HSF7-Promotors

Um zu priifen, ob der HSF7-Promotor die hitzeinduzierte Expression eines GUS-Reportergens
bewirkt, wurden unter Verwendung des bindren Vektors pGPTV-BAR (Becker et al., 1992)
pHSF7::GUS-Reporterkonstrukte hergestellt und iiber Agrobacterium-vermittelte Transfor-
mation in Arabidopsis-Pflanzen (Col-0) eingebracht. Dabei wurden zwei verschiedene
Konstrukte verwendet: Bei pHSF7::GUS steht das uidA-Gen unter der Kontrolle der 1730 Bp-
langen genomischen Sequenz stromaufwérts des HSF7-Startcodons. Bei pHSF7mut::GUS
steht das uidA-Gen unter der Kontrolle des gleichen Sequenzbereichs, allerdings waren hier

die identifizierten HSE, wie in Abb. 4.9.C gezeigt, mutiert worden.
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Das Ergebnis der GUS-Aktivitditsmessung an Bléttern von jeweils 17 unabhingigen Trans-
formanden ist in Abbildung 4.11 dargestellt. Zwischen einzelnen Transformanden ergeben
sich deutliche Unterschiede in der Hohe der absoluten GUS-Aktivitdt (Abb. 4.11.A und B).
Dies kann auf Positionseffekten beruhen und verdeutlicht die Notwendigkeit, eine groBere
Anzahl unabhingiger Transformanden bei Promotorstudien zu analysieren. Dennoch zeigen
15 von 17 Individuen der Linie pHSF7::GUS eine erhohte GUS-Aktivitit nach HS in Bléttern
(Abb. 4.11.A). Diese Hitzeinduzierbarkeit der GUS-Expression tritt in Bldttern der Linie
PHSF7mut::GUS nicht auf (Abb. 4.11.B). Im Mittel ergibt sich fiir pHSF7::GUS eine 1,8-
fache Erhohung der GUS-Aktivitit in Bldttern nach HS. In Pflanzen der Linie
PHSF7mut::GUS ist die GUS-Aktivitit nach HS durchschnittlich um 5% verringert (Abb.
4.11.C). Unter Kontrollbedingungen fiihren beide Konstrukte zu einer vergleichbaren, konsti-

tutiven GUS-Expression.
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Bei histochemischer GUS-Analyse von Bléttern unabhingiger Transformanden zeigen nur die
Blétter von pHSF7::GUS-Pflanzen eine Intensivierung der Blaufdrbung nach HS, vor allem
im vaskuldren System (Abb. 4.12.A). Nach HS-Behandlung an kompletten Keimlingen konn-
te niemals eine Zunahme der Blaufarbung nach HS beobachtet werden, oftmals kam es sogar
zu einer geringen Abnahme, wie in Abb. 4.12.B exemplarisch gezeigt. Allen Keimlingen
gemeinsam war die konstitutive GUS-Expression in sdmtlichen Geweben, mit Ausnahme des

Hypokotyls.

A B

pHSF7..GUS pHSF7mut::GUS pHSF7..GUS
1 2 3 1 2 3 C HS

{ o

C

us | C

Abbildung 4.12: Histochemische GUS-Analyse von pHSF7::GUS- bzw. pHSF7mut::GUS-Pflanzen. A) Von je
drei unabhéngigen Transformanden jeder Linie wurde ein nicht-hitzegeschocktes (C) und ein hitzegeschocktes
Blatt (HS) histochemisch auf GUS-Aktivitit untersucht, wie unter 3.12.11 beschrieben. B) Histochemische
GUS-Analyse von drei Tage alten Nachkommen der Linie pHSF7::GUS (#1), vor (C) und nach HS.

(C): 6 h bei 22°C in SIB. (HS): 2 h bei 37°C in SIB, anschlieBend 4 h bei 22°C in SIB.
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4.7.2 Charakterisierung HSF7-transgener Arabidopsis-Pflanzen

Es wurden transgene Arabidopsis-Pflanzen hergestellt, die drei verschiedene HSF7-
Konstrukte, unter der Kontrolle des CaMV35S-Promotors exprimieren. Das erste Konstrukt,
im Folgenden mit romisch ,,I bezeichnet, fiihrt zur Expression von HSF7. Das zweite Kon-
strukt (II) flihrt zur Expression eines C-terminalen HSF7-GUS-Fusionsproteins, zum
histochemischen Nachweis der Transgenexpression. Um den Kernimport des transgenen
Proteins sicherzustellen, wurde in einem dritten Konstrukt (III) HSF7 C-terminal mit dem
leicht modifizierten NLS des groBen T-Antigens aus Simian Virus 40 (SV40) fusioniert. In
transgenem Tabak fiihrte die Fusion dieses NLS mit GUS zum konstitutiven Kernimport des
Fusionsproteins (van der Krol & Chua, 1991). Die entsprechenden Konstruktkarten finden

sich im Anhang unter 7.1.

4.7.2.1 Nomenklatur HSF7-transgener Arabidopsis-Pflanzen

Bei der Transformation von Arabidopsis mittels Bliitenvakuuminfiltration werden i.d.R. die
weiblichen Gametophyten in den Bliitenanlagen von TO-Pflanzen transformiert (Bechtold et
al., 2000; Desfeux et al., 2000). Sich daraus entwickelnde Nachkommen stellen unabhingige
Transformanden der Generation T1 dar. Sie werden primér selektioniert und sind i.d.R. hete-
rozygot. Die T2-Generation spaltet in drei Teile Transgene und einen Teil Nicht-Transgene
auf, wenn es wihrend der Transformation zur Integration genau einer T-DNA kam. Erst durch
Segregationsanalyse der Folgegeneration (T3) konnen homozygote Individuen einer Linie
identifiziert werden. Im vorliegenden Fall wurden unabhéngige Linien eines Konstruktes (hier
z.B. Konstrukt I), mit .1, 1.2, [.3 usw. durchnummeriert. Der Zusatz (T1, -2, -3) zeigt an, um

welche Generation es sich im Einzelfall handelt.

4.7.2.2 Phanotypische Charakterisierung HSF7-transgener Arabidopsis-Pflanzen

Fiir die primédre Selektion HSF7-transgener Pflanzen wurden jeweils etwa 120.000 Samen auf
GM-Medium mit Kanamycin ausgelegt. Fiir Konstrukt I konnten 6 unabhéngige Transfor-
manden isoliert werden (HSF7-TP). Nach dem Transfer auf Erde starben die Individuen 1-3
innerhalb von 2-3 Wochen. Aus diesem Grund wurde versucht, die Individuen 4-6 in vitro auf
GM-Medium (ohne Kanamycin mit 30% Saccharose) zur Bliite zu bringen (Abb 4.13.A). Die
so kultivierten Pflanzen kamen nach zirka drei Monaten zur Bliite, ohne jedoch Nachkommen
zu bilden. Auffillig an HSF7-TP war die geringe Lebensdauer einzelner Blétter. Bevor diese

voll expandiert waren, bildeten sich nekrotische Sektoren, die meist an den Blattrander be-
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gannen und sich schlieBlich iiber die gesamte Blattfliche ausdehnten. Dieser Phinotyp zeigte
sich vor allem auf Erde und kdnnte zum Absterben der gesamten Pflanze aufgrund zu gerin-
ger Assimilationsleistung gefiihrt haben.

Fiir das Konstrukt III wurden zundchst 14 Primértransformanden (HSF7-NLS-TP) isoliert.
Auf Erde starben 13 Individuen nach mehrwdéchigem, stark retardiertem Wachstum (Abb.
4.13.B). Der Phénotyp dhnelte HSF7-TP, denn die Blétter starben bereits im Entstehen ab.
Auftillig war aulerdem eine verstirkte Bildung von Blattanlagen. Ein Individuum blieb ohne
phénotypische Auffilligkeiten und bildete Nachkommen, welche kanamycinsensitiv waren. In
diesem Fall konnte Transgen-Silencing vorgelegen haben. Zwei weitere Transformanden
wurden in vitro kultiviert (nicht gezeigt) und gelangten trotz deutlicher Kurzlebigkeit der

Blitter zur Bliite, ohne jedoch Nachkommen zu produzieren.

A

Abbildung 4.13: Phénotyp von
HSF7- und HSF7-NLS-TP. A) Vier
Wochen alte HSF7-TP, die durchgén-
gig auf GM-Medium in vitro kultiviert
worden waren. Abgebildet sind drei
unabhingige Transformanden. B)
HSF7-NLS-TP nach 7- wdchigem
Wachstum auf Erde. Das 1. und 2.
Bild von links zeigt je eine unabhén-
gige Tranformande. Ein einzelnes
Blatt der Pflanze IIL.2 ist rechts zu
sehen.
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Fiir Konstrukt I (HSF7-GUS) konnten 9 unabhédngige Transformanden isoliert werden. Von
diesen zeigten 7 in unterschiedlichem Ausmal retardiertes Wachstum und nekrotische, kurz-
lebige Blétter. Zwei dieser Pflanzen édhnelten stark dem Phénotyp von HSF7-NLS-TP und
starben ohne zur Bliite zu kommen. In der Folgegeneration (T2) der {ibrigen 5 Linien trat ein
deutlich verdanderter Phénotyp nur noch in drei Linien auf (Abb. 4.14.A und B). Von 100 T2-
Individuen der Linien II.3 und II.5 waren "4 kanamycinsensitiv. Ein solches Segregationsver-
halten ist zu erwarten, wenn die Mutterpflanze heterozygot fiir eine T-DNA war. Nur jede 16.
Pflanze unter den Nachkommen der Linie 1.6 war kanamycinsensitiv. In diesem Fall war es
wahrscheinlich zur unabhingigen Integration von zwei T-DNA-Kopien wahrend der Trans-
formation gekommen.

Das Segregationsverhdltnis beziiglich Kanamycinresistenz spiegelte sich auch in der Zahl der
Keimlinge wider, die im Alter von 16 Tagen nach Keimung (16 DAG) auf Erde phéanotypisch
auffielen (Abb. 4.14.A). In diesem Alter konnten bei den Linien I1.5 und II.6 deutliche Unter-
schiede zwischen einzelnen Individuen der T2 ausgemacht werden, wéhrend fiir die T2 der
Linie II.3 Unterschiede zwischen transgenem und aussegregiertem Phdnotyp erst nach weite-
ren 3-4 Wochen deutlich wurde (Abb. 4.14.B, oben links).

Im Alter von 8 Wochen haben HSF7-GUS-TP (T2) ebenso wie der nichttransformierte Wild-
typ einen Bliitensprof3 gebildet, sie sind aber deutlich kleiner und bis auf Linie II.5 nicht im
Besitz voll expandierter Blétter (Abb. 4.14.B). Transgene Pflanzen der Linie I1.5 (T2) verlie-
ren nach zirka 30 DAG den typischen Phénotyp und gleichen dann - bis auf eine geringere

GesamtgrofBe - dem nichttransformierten WT.
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Abbildung 4.14: Phéinotyp von HSF7-GUS-TP. Gezeigt sind T2-Pflanzen der Linien 1.3, I1.5 und I1.3. A)
Segregation des Phénotyps. Je 36 Individuen der Generation T2 wurden auf Erde zum Keimen gebracht und im
Alter von 16 Tagen nach Keimung (16 DAG) fotografiert. Pflanzen ohne phanotypische Besonderheit sind durch
einen Stern markiert. B) Vergleich zwischen nichttransformiertem Wildtyp (WT) und HSF7-GUS-TP nach 8-
wochigem Wachstum auf Erde. Als Einschub oben: Nahaufnahmen von Individuen der Linien I1.3 und IL.6.
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Durch Segregationsanalyse wurden fiir die Linien I1.3 und I1.6 homozygote T2-Pflanzen
identifiziert. Die homozygote Folgegeneration (T3) unterschied sich vom nichttransformierten
WT nur noch durch eine verringerte Gesamtgrofle (Abb. 4.15.A). Nur wenige Individuen
besaBen Blétter mit nekrotische Sektoren.

Mittels histochemischer GUS-Analyse konnte gezeigt werden, dass homozygote T3-Pflanzen
geringere Mengen an HSF7-GUS exprimierten als einzelne T2-Individuen (Abb. 4.15.B und
C). Alle der in Abb. 4.14.A gezeigten T2-Pflanzen, die einen auffilligen Phénotyp besallen,
waren intensiv blau-geférbt. Individuen mit normalem Phénotyp blieben ungeférbt, hier war
die T-DNA offensichtlich aussegregiert (exemplarisch in Abb. 4.15.B). HSF7-GUS-TP der
Generation T3 zeigten eine deutliche GUS-Expression nur noch in der Wurzel. Nur bei stirk-
ster phanotypischer Auffilligkeit waren auch Blétter blaugefdrbt (Abb. 4.15.C). Insgesamt
zeigte die histochemische GUS-Farbung einen deutlichen Zusammenhang zwischen Ausmaf

der GUS-Expression und Auffilligkeit des Phanotyps.

Abbildung 4.15: Phénotyp und histoche-
mische GUS-Analyse von HSF7-GUS-TP.
A) Vergleich von T2- und T3-Pflanzen der
Linien II.3 und II.6 mit nichttransformier-
tem Wildtyp (WT) nach 8-wdchigem
Wachstum auf Erde. B) und C) Histoche-
mische GUS-Analyse von WT und HSF7-
GUS-TP im Alter von 5 Wochen. B) Je
drei Einzelpflanzen (T2) der Linien IL.3
und II.6 mit von unten nach oben zunch-
mender Auffilligkeit des Phéanotyps. C) Je
drei Einzelpflanzen (T3) der Linien IL.3
und I1.6 mit von links nach rechts zuneh-
mender Auffilligkeit des Phénotyps.
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4.7.2.3 HSF7-Expression und DNA-bindende Komplexe in HSF7-transgenen Pflanzen

Die Expression entsprechender HSF7-Konstrukte wurde durch Western-Analyse von Gesamt-
proteinextrakten aus Blattern der in vitro kultivierten HSF7- und HSF7-NLS-TP 1.4 und I11.15
und von HSF7-GUS-TP der Generation T2 mit antiAHSF7-Antikorpern nachgewiesen (siche
Pfeile in Abb. 4.16.A). Fiir die HSF7-TP (1.4) konnte eine Bande bei zirka 55 kDa detektiert
werden. Sie dhnelt der Bande, die sich fiir den Wildtyp nach HS zeigt. Die Western-Analyse
von Gesamtprotein aus der HSF7-NLS-TP (II1.15) ergab eine Bande geringerer Signalstirke
auf etwa gleicher Hohe (theoretische Molmasse des NLS: 2,1 kDa). Fiir HSF7-GUS-TP wur-
den multiple Banden detektiert, die wahrscheinlich degradierte oder unvollstindige
Translationsprodukte darstellen. Die Bande mit dem groften apparenten Molekulargewicht
lauft bei zirka 100 kDa, was in etwa der Molmasse der HSF7-GUS-Fusion entspricht (theor.
Molmasse von HSF7-GUS: 39,7 + 68,3 kDa).

EMSA- und Supershift-Experimente zeigten, dass der ektopisch exprimierte HSF7 und auch
die HSF7-GUS-Fusion in transgenen Arabidopsis-Pflanzen konstitutive  HSE-
Bindungsaktivitit besitzen. Auch ohne HS bildeten Gesamtproteinextrakte aus HSF7- und
HSF7-GUS-transgenen Pflanzen HSE-bindende Komplexe (sieche offene Pfeile in Abb.
4.16.B). Wie erwartet ergab sich dabei fiir HSF7-GUS-TP die stirkste Retardation. In man-
chen Fillen konnte hier eine zusitzliche, niedermolekulare Bande (geschlossener Pfeil)
beobachtet werden.

Zu den konstitutiven Protein-DNA-Komplexen in HSF7- und HSF7-GUS-TP kamen nach 2-
stiindigem HS die fiir den WT typischen, hitzeinduzierten Banden hinzu (Abb. 4.16.B). Dabei
ergab sich, anders als bei HSF3-TP, keine wesentliche Verdnderung der konstitutiven, trans-
gen-spezifischen Signale (Abb. 4.16.C). Die Beteiligung von HSF7 an diesen konstitutiven
HSE-bindenden Komplexen in HSF7- und HSF7-GUS-transgenen Pflanzen konnte durch
Supershift-Experimente gezeigt werden (Abb. 4.16.D). Ein Supershift ergab sich nur, wenn
antiAHSF7-Antikorper verwendet worden waren (gekippte Pfeile in Abb. 4.16.D).
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Abbildung 4.16 : Nachweis der Expression und DNA-Bindungsaktivitidt von HSF7 und HSF7-GUS in transge-
nen Pflanzen. A) Western-Analyse von Gesamtproteinextrakten aus HSF7 (1.4)-, HSF7-NLS (III.15)- und HSF7-
GUS (I1.3 und I1.6)-transgenen Arabidopsis-Pflanzen. Fiir die Immundetektion von HSF7 wurden monospezifi-
sche antiAHSF7-Antikorper verwendet. Potentiell spezifische Signale sind mit Pfeilen gekennzeichnet. B)
EMSA mit HSF7- und HSF7-GUS-transgenen Pflanzen (1.4 bzw. 11.3). Je 30 pg Gesamtprotein wurde mit 1 ng
radioaktiv-markierten HSE bzw. mutierten HSE (HSEm) inkubiert und durch native PAGE elektrophoretisch
separiert. Die Positionen dominanter Banden, die auch bei Verwendung mutierter HSE auftauchen und daher als
nicht-HSF-spezifisch beurteilt wurden, sind durch Sterne markiert. C) EMSA zum Vergleich DNA-bindender
Komplexe in HSF7-GUS- und HSF3-transgenen Pflanzen vor und nach HS. D) Supershift mit Gesamtproteinex-
trakten aus WT, HSF7- und HSF7-GUS-TP. Gesamtproteinextrakte (in 1 x TBE/0,2% Triton X100/Protease-
Inhibitor-Cocktail) wurden mit jeweils 200 ng monospezifischen antiAHSF7- oder antiAHSF3-Antikdrpern
versetzt und 1 h bei 4°C inkubiert, bevor die markierte DNA zugegeben wurde. Ansonsten wie fiir B) beschrie-
ben. Horizontale Pfeile: Shift-Banden ohne Antikorper, gekippte Pfeile: Supershift-Banden mit Antikorper.

C: Kontrolle, HS: 2 h bei 37°C

WT (C) 1.4T1(C) 1.3T2(C)
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4.7.2.4 HS-Genexpression in HSF7-GUS-transgenen Pflanzen und Thermotoleranz

Um festzustellen, welche Funktion HSF7 bei der HS-Reaktion in Arabidopsis hat, wurde die
Expression von sHSP, HSP90, HSF4 und HSF7 in HSF7-GUS-TP vor und nach HS unter-
sucht. Zusitzlich wurde der Einfluss der HSF7-Uberexpression auf die Thermotoleranz
transgener Pflanzen getestet.

Nach einem 2-stiindigem HS bei 37°C haben HSF7-GUS-TP der Generation T2 gleiche Men-
gen von HSP90, aber deutlich geringere Mengen sHSP exprimiert als der nichttransformierte
WT (Abb. 4.17.A). Eine verringerte Expression von sHSP war in der T3-Generation nicht
mehr zu erkennen (Abb. 4.17.B).

In T2-Pflanzen der Linie I1.3, welche auf Proteinebene den grofiten Unterschied zum WT in
Bezug auf hitzeinduzierte Expression von sHSP zeigten, wurde die Genexpression zusétzlich
durch Northern-Analyse untersucht (Abb. 4.17.C). Dabei konnte die Uberexpression von
HSF7-GUS in der transgenen Linie auf RNA-Ebene gezeigt werden. In Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen zur Western-Analyse dieser Pflanzen (Abb. 4.16.A) ergab die Verwendung
einer HSF7-spezifischen Sonde starke Signale vor und nach HS, die sich iiber einen weiten
Molmassenbereich erstrecken. Fiir den WT ist ein vergleichsweise schwaches, hitzeinduzierte
Signal geringerer Molmasse zu erkennen. Keinen Unterschied gab es auf RNA-Ebene zwi-
schen WT und transgenen Pflanzen beziiglich der hitzeinduzierten Expression von HSF4,
HSP83.1 und HSP17.6.

Die Uberexpression von HSF7 fiihrte zu keiner wesentlichen Verinderung der basalen oder
erworbenen Thermotoleranz der transgenen Pflanzen (Abb. 4.17.D). Ebenso wie WT-
Keimlinge iiberlebten die transgenen Keimlinge einen 2-stiindigen HS von maximal 42°C
ohne vorherige Konditionierung und maximal 46°C nach einem 2-stiindigem Vorschock bei

34°C.
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Abbildung 4.17: Genexpression in HSF7-GUS-TP und Thermotoleranz. A) und B) Western-Analyse der Ex-
pression von HSP90 und cytoplasmatischen Klasse-I-sHSP in HSF7-GUS-TP und nichttransformiertem Wildtyp
(WT) vor (C) und nach einem 2-stiindigen HS bei 37°C. Je 30 pg Gesamtprotein wurde durch SDS-PAGE
separiert und auf Nitrocellulose transferiert. Fiir die Immundetektion von sHSP wurde antiHSP17.6-Antiserum
verwendet. Die Immundetektion von HSP90 erfolgte mit einem polyklonalen antiAtHSP90-Antiserum (Krishna
et al., 1997) A) HSF7-GUS-TP der Generation T2. B) HSF7-GUS-TP der Generation T3. C) Northern-Analyse
der Expression von HSF7, HSF4, HSP83.1 und HSP17.6 in HSF7-GUS-TP der Linie 11.3 und WT. Je 20 pg
Gesamt-RNA aus nicht-hitzegeschockten (C) oder hitzegeschockten (HS: 2 h bei 37°C) Bléttern wurde fiir den
Northern-Blot eingesetzt. Die Hybridisierung mit einer in vitro transkribierten HSF7-Sonde erfolgte bei 55°C in
Hybridisierungslosung mit Formamid. Die iibrigen Sonden waren iiber random priming markiert worden. Hier
erfolgte die Hybridisierung ohne Formamid bei 65°C. Die Hybridisierung mit einer Aktin2-Sonde diente als
Ladekontrolle. D) Basale (bas.) und erworbene (erw.) Thermotoleranz von 7 Tage alten WT- und HSF7-GUS-
transgenen Keimlingen. Die in vitro kultivierten Keimlinge waren fiir 2 h bei der jeweils angegebenen Tempera-
tur inkubiert worden. Im Falle der erworbenen Thermotoleranz war eine 2-stiindige Inkubation bei 34°C
vorausgegangen. Der biologische Effekt wurde nach einer weiteren Woche unter normalen Wachstumsbedin-
gungen fotografiert.
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4.8 Isolierung und Charakterisierung von HSF-Mutanten

Um HSF-Mutanten zu isolieren, wurden insgesamt 73.080 unabhéngige Arabidopsis-T-DNA-
Insertionslinien mittels PCR durchmustert (zur Vorgehensweise: Kap. 3.11.5). Dabei wurden
fiir HSF1, -2 und -3 je eine Insertionslinie und fiir HSF7 drei unabhéngige Insertionslinien
identifiziert (hsf1-ttl, hsf2-tt1, hsf3-ttl und hsf7-ttl, -2, -3). Die Linien hsfl-tt1, hsf2-tt1, hsf7-
tt2 und hsf7-tt3 waren in den Subpopulationen CSI13249 bzw. CSI1091 bzw. CSI2653 bzw.
CSI1745 der Wisconsin-Alpha-Linien vertreten. Die Linien hsf3-ttl und hsf7-ttl konnten aus
den Subpopulationen P6100 bzw. CS2643 der Feldmann-Linien isoliert werden.

4.8.1 Integrationsorte der T-DNA in HSF-Insertionsmutanten

Durch gelelektrophoretische Analyse und Sequenzierung der erhaltenen PCR-Produkte (Abb.
4.18.A) wurde der jeweilige Integrationsort der T-DNA im entsprechenden HSF-Gen be-
stimmt (Abb. 4.18.B). Die Kombination genspezifischer 5’- und 3’-Primer fiihrte in keinem
der Fille zu einem PCR-Produkt, wenn genomische DNA von homozygoten Pflanzen (beziig-
lich T-DNA-Insertion) verwendet worden war (nicht gezeigt). Die T-DNA-Integrate waren
offensichtlich zu groB (> 4 Kb), um unter den gewéhlten Bedingungen amplifiziert zu werden.
Die Linie hsfl-ttl tragt eine T-DNA-Insertion im zweiten Exon von HSF1. Sowohl bei hsf2-
ttl als auch bei hsf3-ttl ist die T-DNA in das erste Intron integriert. Die drei unabhidngigen
HSF7-Insertionsmutanten tragen die T-DNA jeweils im 5’-UTR (hsf7-tt2), im 2. Exon (hsf7-
tt3) oder im 3’-UTR (hsf7-tt1). Die Uberginge von T-DNA- zu HSF-Sequenzen finden sich
im Anhang unter 7.6. Die relative Lage der T-DNA-Insertionen bei Ubertragung auf die HSF-
Genprodukte ist in Abb. 4.1 dargestellt.
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Abbildung 4.18: Integrationsorte der T-DNAs in HSF-Genen der Insertionslinien hsfl-tt1, hsf2-tt1, hsf3-tt1,
hsf7-tt1, hsf7-tt2 und hsf7-tt3. A) Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte, nach Verwendung genspezifi-
scher 5°- und 3’-Primer bzw. deren Kombination mit dem T-DNA left border Primer (LB). Als template war
genomische DNA von heterozygoten Pflanzen der jeweiligen Insertionslinie verwendet worden. Als Molekular-
massenstandard (M) diente die Gene Ruler™ DNA ladder von MBI Fermentas. B) Schematische Darstellung der
HSF-Genstruktur und Lage der T-DNA. T-DNA-Insertionen aus Wisconsin-Linien sind durch graue Dreiecke,
die aus Feldmann-Linien durch offene Dreiecke symbolisiert. Deletionen an Insertionsorten sind durch vertikale
Pfeile markiert. Lage und Orientierung verwendeter Primer sind durch horizontale Pfeile markiert. Sofern
bekannt, ist der Transkriptionsstart (+1) markiert. Angegeben sind ferner Restriktionschnittstellen, die zur
Herstellung spezifischer Gensonden verwendet wurden. Schwarze Balken: NTR, graue Boxen: 5’- und 3’-UTR,
grau und schraffiert: CDS, weisse Boxen: Introns. Nicht maf3stabsgerecht: Primer und T-DNA-Sequenzen.
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4.8.2 Einfluss der T-DNA-Insertion auf die DNA-Bindungsaktivitat der HSF

Mittels Immunprézipitationsassay wurde untersucht, ob die T-DNA-Insertion die DNA-
Bindungsaktivitdt der betroffenen HSF beeinflusst. Dazu wurden von Gesamtproteinextrakten
aus nicht-hitzegeschockten und hitzegeschockten (HS: 2 h 37°C) Blattern der Linien hsfl-tt1,
hsf3-ttl, hsf7-ttl, hsf7-tt2, hsf7-tt3 und WT-Pflanzen Immunpréizipitate mit jeweils an-
tiAHSF1-, antiAHSF3- und antiAHSF7-Antiserum hergestellt und die DNA-
Bindungsaktivitit, wie unter 3.12.6 (b) beschrieben, bestimmt. Da die DNA-Bindungsaktivitat
von HSF2 mit dieser Methode auch in Wildtyp-Extrakten nicht nachzuweisen ist, wurde die
Linie hsf2-tt1 hier ausgespart.

Wie in Abb. 4.19 zu sehen, ist eine HSF1-HSE-Bindungsaktivitdt in der Linie hsfl-tt1 prak-
tisch nicht nachweisbar (durch Pfeile hervorgehoben). In allen anderen Linien ist eine
konstitutive HSE-Bindungsaktivitit zu messen, die nach HS in etwa um den Faktor 1,8 an-
steigt (siehe auch: Kap. 4.5). Ahnlich die Situation fiir HSF3: Keine HSE-Bindungsaktivitit
in der Linie hsf3-ttl, unverdnderte Werte in allen anderen Linien. Bei Verwendung von an-
tiAHSF7-Antiserum allerdings zeigen auch die drei HSF7-T-DNA-Insertionslinien eine
deutlich hitzeinduzierte DNA-Bindungsaktivitit, die in ihrem Ausmall mit den WT-Werten zu

vergleichen ist. v 1 5hsr-tt1 Whsf3-ttl Ehsf7-ttl B hsf7-tt2 B hsf7-tt3
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Abbildung 4.19: Immunpréizipitationsassay zur Bestimmung der DNA-Bindungsaktivitit von HSF1, -3 und -7
in den T-DNA-Insertionslinien hsfl-ttl, hsf3-tt1, hsf7-ttl, hsf7-tt2, hsf7-tt3 und WT-Pflanzen vor und nach HS
(2 h 37°C). Unter Verwendung entsprechender Antiseren wurden Immunprézipitate aus je 3 mg Gesamtprotein
erzeugt und mit 2 ng (141,75 fmol) radioaktiv-markierten HSE inkubiert. Nach Entfernen ungebundener DNA
wurde die gebundene DNA-Menge durch LSC bestimmt. Sdulen reprasentieren Mittelwerte dreier unabhéngiger
Experimente, Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.
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4.8.3 HSF- und HSP-Expression in HSF-Mutanten und Thermotoleranz

In welcher Weise sich die T-DNA-Insertionen auf die Transkription der betroffenen HSF-
Gene und nachfolgend auf die Expression von HS-Genen auswirken, wurde durch Northern-
Analyse untersucht. AuBlerdem wurde exemplarisch die Expression von sHSP bei unter-
schiedlichen HS-Bedingungen auf Proteinebene und der Einfluss auf basale und erworbene
Thermotoleranz der HSF-Mutanten ermittelt.

In der Northern-Analyse der HSF1-Expression in hsfl-ttl konnen die fiir den WT typischen
Banden nicht nachgewiesen werden (Abb.4.20.A). Stattdessen werden neue, niedermolekulare
Transkripte detektiert. Diese konnten durch vorzeitige Termination der Transkription von
HSF1 aufgrund der T-DNA-Insertion im 2. Exon zustande gekommen sein.

Die Hybridisierung von hsf2-tt1-RNA mit einer HSF2-Sonde fiihrt zum Auftreten dhnlicher
Signale wie im WT, zusidtzlich werden jedoch deutlich stirkere, hohermolekulare Banden
detektiert. Dabei konnte es sich um eine neue Spleiflvariante von HSF2 handeln, die durch die
T-DNA-Integration im ersten Intron zustande kommt. Denkbar ist auch die Initiation der
Transkription durch einen T-DNA-Promotor, welche zur transkriptionellen Fusion von T-
DNA- und angrenzenden HSF2-Bereichen fiihrt.

In hsf3-ttl-Pflanzen kann durch Northern-Analyse kein HSF3-Transkript detektiert werden.
Die T-DNA-Insertion im 1. Intron beendet entweder die Transkription vorzeitig und/oder
fiihrt zu einer Destabilisierung des Transkripts.

Die Insertion der T-DNA in den 3’-UTR bleibt ohne Auswirkungen fiir die hitzeinduzierte
Expression von HSF7 (siehe: hsf7-ttl in Abb. 4.20.A). Dagegen kommt es in hsf7-tt2-
Pflanzen nicht mehr zu Hitzeinduktion der HSF7-Expression; hier ist die T-DNA im 5’-UTR
lokalisiert. Bei den verbleibenden Banden kdnnte es sich um konstitutiv-exprimierten HSF7
handeln. Dabei bleibt jedoch offen, warum die TranskriptgroBe nicht durch die T-DNA-
Insertion zunimmt. Bei hsf7-tt3 handelt es sich um einen kompletten HSF7-knockout. Die
proximale Insertion der T-DNA in Exon 2 verhindert offensichtlich die Bildung detektierbarer
HSF7-Transkripte.

Aufgrund der ermittelten Daten handelt es sich zumindest bei den Linien hsfl-tt1, hsf3-tt1 und
hsf7-tt3 um HSF-knockout-Mutanten. Dennoch konnten bei diesen Linien nach einem 2-
stiindigen HS bei 37°C im Vergleich zum WT keine reproduzierbaren Unterschiede in der
Expression von HSP83.1 und HSP17.6 gefunden werden (Abb. 4.20.A). Auch die Immunde-
tektion von Klasse-I-sHSP bei unterschiedlichen HS-Temperaturen ergibt fiir alle Linien dem
WT édhnliche Signalstirken (Abb. 4.20.B). Aulerdem besitzen sdmtliche HSF-Mutanten die
gleiche basale und erworbene Thermotoleranz wie WT-Pflanzen (Abb. 4.20.C).
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Abbildung 4.20: Genexpression in T-DNA-Insertionslinien hsfl-tt1, hsf2-tt1, hsf3-tt1, hsf7-ttl, hsf7-tt2, hsf7-tt3
und Thermotoleranz. A) Northern-Analyse. Je 3 pg poly(A)-RNA aus nicht-hitzegeschockten (C) und hitzege-
schockten Bléttern (HS: 2 h 37°C) von WT-Pflanzen und T-DNA-Insertionslinien wurden fiir den Northern-Blot
eingesetzt. Die Hybridisierung mit in vitro transkribierten HSF-Sonden (Kap. 3.4.1) erfolgte in Hybridisierungs-
16sung mit Formamid bei 55°C. Die iibrigen Sonden waren {iber random priming markiert worden. Hier erfolgte
die Hybridisierung ohne Formamid bei 65°C. Die Hybridisierung mit einer Aktin2-Sonde diente als Ladekontrol-
le. B) Western-Analyse der Expression von Klasse-I-sHSP. Sieben Tage alte Keimlinge wurden auf Platte fiir 2 h
bei der jeweils angegebenen Temperatur inkubiert. Je 30 ug Gesamtprotein wurde durch SDS-PAGE elektropho-
retisch separiert und auf Nitrocellulose transferiert. Fiir die Immundetektion wurde antiHSP17.6-Antiserum
verwendet. C) Basale (bas.) und erworbene (erw.) Thermotoleranz von 7 Tage alten Keimlingen. Die in vitro
kultivierten Keimlinge wurden fiir 2 h bei der jeweils angegebenen Temperatur inkubiert. Im Falle der erworbe-
nen Thermotoleranz war eine 2-stiindige Inkubation bei 34°C vorausgegangen. Der biologische Effekt wurde
nach einer weiteren Woche unter normalen Wachstumsbedingungen fotografiert.
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4.9 Charakterisierung der HSF1- und HSF3-Doppelmutante hsf1"/hsf3™

Die beiden Einzelmutanten hsfl-ttl und hsf3-ttl zeigten keine verdnderte HS-Reaktion (4.8).
Um zu untersuchen, ob das gleichzeitige Fehlen beider Klasse-A-HSF Auswirkungen auf die
HS-Reaktion in Arabidopsis hat, wurde durch Kreuzung beider Linien die HSF1- und HSF3-
Doppelmutante hsfl7/hsf3™ erzeugt, die im Folgenden mit hsf1/hsf3 oder verkiirzt mit hsf1/3
bezeichnet wird. Als WT-Kontrolle bei der Analyse von hsf1/3 wurden Geschwisterpflanzen

verwendet, bei denen beide T-DNA-Insertionen aussegregiert waren (Kap. 3.10).

4.9.1 HSE-bindende Komplexe in hsf1/3-Pflanzen

Zunichst wurde mittels EMSA untersucht, ob sich das gleichzeitige Fehlen von HSF1 und
HSF3 auf die Bildung HSE-bindender Komplexe auswirkt (Abb. 4.21). Der Vergleich mit
WT-Pflanzen zeigt das vollstindige Fehlen der hochmolekularen Protein-DNA-Komplexe,
die in WT-Extrakten bereits nach 10-miniitigem HS zu registrieren sind (Abb. 4.21.A,
»frih®). Dagegen bleibt die Kinetik und die Stirke, mit der die Komplexe groferer Mobilitét
nach lingerem HS auftreten, fast unverandert (Abb. 4.21.A, ,,spit®). Bei Verwendung mutier-
ter HSE ergeben sich keine Unterschiede zwischen WT und Doppelmutante (Abb. 4.21.A,
rechts).

Im Gegensatz zur Doppelmutante werden in den Einzelmutanten hsfl-ttl und hsf3-ttl die
gleichen Protein-DNA-Komplexe gebildet wie im WT. Auffallend ist jedoch bereits eine
Verringerung der Signalstdrken der hohermolekularen, friih auftretenden Komplexe, welche

schlieBlich in der Doppelmutante v6llig fehlen. (Abb. 4.21.B, ,.friih*).
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Abbildung 4.21: EMSA mit Gesamtprotein-
extrakten aus WT, HSF-Einzelmutanten hsfl-
ttl (hsfl) und hsf3-ttl (hsf3) und Doppelmut-
ante hsfl/3. Je 40 pg Gesamtprotein aus
Blittern, die fiir angegebene Zeiten bei 37°C
inkubiert worden waren, wurde mit radioak-
tiv-markierten HSE bzw. HSEm versetzt und
durch native PAGE elektrophoretisch sepa-
riert. Die Positionen dominanter Banden, die
auch bei Verwendung mutierter HSE auftau-
chen und daher als nicht-HSF-spezifisch
beurteilt wurden, sind durch Sterne markiert.
A) Vergleich zwischen WT und hsfl1/3. Links
wurden HSE, rechts wurden HSEm verwen-
det. B)  Vergleich  zwischen  WT,
Einzelmutanten (hsfl & hsf3) und Doppelmut-
ante (hsf1/3).
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4.9.2 Northern- und Western-Analyse der Genexpression in hsf1/3-Pflanzen

Durch Northern-und Western-Analysen wurde die hitzeinduzierte Expression von HS-Genen
in der HSF-Doppelmutante hsf1/3 untersucht.

Vor allem in der Anfangsphase der HS-Reaktion sind die Transkriptmengen von HSP83.1
und HSP17.6 in hsf1/3-Pflanzen im Vergleich zum WT und den HSF-Einzelmutanten deutlich
reduziert (Abb. 4.22.A, 10 min 37°C). Erst nach 30-miniitigem HS erreichen die Signale fiir
die Doppelmutante dhnliche Intensititen wie die der {ibrigen Linien nach 10 min HS. Nach
einem HS von 2 h bei 37°C werden in allen Linien vergleichbare Transkriptmengen von
HSP83.1 und HSP17.6 detektiert. Die Western-Analyse der Klasse-I-sHSP-Expression ergibt
nach 30-miniitigem HS schwichere Signale in der Doppelmutante als im WT oder den beiden
Einzelmutanten (Abb. 4.22.B). Dabei spielt es keine Rolle, ob die Temperatur 34°C oder
38°C betragen hat. Die Kinetik, mit der detektierbare sHSP-Mengen nach HS auftreten, ist in
der Doppelmutante im Vergleich zum WT deutlich verzogert. Sowohl bei 34°C als auch bei
38°C konnen sHSP im WT bereits nach 15-miniitigem HS detektiert werden, fiir die Doppel-
mutante ergeben sich vergleichbare Signalstirken erst nach 30-miniitigem HS (Abb. 4.22.C).
Nach einem HS von 2 h sind die Unterschiede zwischen WT und Doppelmutante nur noch
gering. Insgesamt korrelieren daher die Ergebnisse der Western- und der Northern-Analyse.
Falls die verringerte Expression von sHSP in der HSF-Doppelmutante alleine von der Zeit
abhingt, die der Pflanze fiir die HS-Reaktion zur Verfiigung steht, sollten keine Unterschiede
zum WT auftreten, wenn dem HS eine lingere Erholungsphase folgt. Dies ist nicht der Fall,
wie in Abb. 4.22.D zu sehen. Auch nach einer Erholungsphase von einer Stunde bei 22°C im
Anschluf3 an den HS haben hsf1/3-Pflanzen deutlich geringere sHSP-Mengen gebildet als der
WT. Unabhéngig von der Inkubationszeit treten auerdem die Unterschiede zum WT beziig-
lich der Expression von sHSP auf, wenn alleine die Temperatur des HS variiert wurde (Abb.
4.22 E). Nach 2-stiindiger Inkubation der Pflanzen bei 30°C konnen im WT, nicht aber in der
Doppelmutante sHSP detektiert werden. Erste, schwache Signale ergeben sich fiir die Dop-
pelmutante bei 31°C. Der Unterschied zum WT bleibt auch bei 32°C deutlich und geht bei
33°C schlieBlich verloren.

Deutliche Unterschiede zwischen hsfl/3- und WT-Pflanzen beziiglich der HSP-Expression
ergab vor allem die Reaktion auf niedrige HS-Dosen, welche entweder durch verringerte
Inkubationszeiten bei konstanter HS-Temperatur (Abb. 4.22.A-D) oder durch niedrigere HS-

Temperaturen bei konstanter Inkubationszeit (Abb. 4.22.E) appliziert werden konnten.
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Abbildung 4.22: Genexpression in HSF1- und HSF3-Doppelmutante hsf1/3. A) und B) Vergleich mit Einzel-
mutanten hsfl-tt1 (hsfl) und hsf3-tt1 (hsf3). A) Fiir die Northern-Analyse wurden je 3 pg poly(A)’-RNA aus
Blittern, die fiir angegebene Zeiten bei 37°C in SIB-Puffer inkubiert worden waren, verwendet. Die gleichzeiti-
ge Hybridisierung mit einer HSP17.6 und einer HSP83.1-Sonde erfolgte ohne Formamid bei 65°C. Die
Hybridisierung mit einer Aktin2-Sonde diente als Ladekontrolle. B) bis E) Western-Analyse der Expression von
Klasse-I-sHSP. Je 30 pg Gesamtprotein wurde durch SDS-PAGE elektrophoretisch separiert und auf Nitrocellu-
lose transferiert. Fiir die Immundetektion wurde antiHSP17.6-Antiserum verwendet. B) Blétter waren fiir 30 min
bei 34 oder 38°C inkubiert worden. C) Kinetik der Expression von sHSP bei 34°C und 38°C. D) Sofern angege-
ben, war dem jeweiligen HS eine Erholungsphase von 1 h bei 22°C gefolgt, bevor Proteine extrahiert wurden. E)
HS mit Temperaturgradient von 22°C bis 36°C bei konstanter Inkubationszeit von 2 h.

4.9.3 Real-Time-PCR zur Analyse der Genexpression auf mMRNA-Ebene

Mittels quantitativer Real-Time-PCR wurden die Transkriptmengen von HSF1, HSF3, HSF4
HSF7, HSP17.6.A (Y14070), HSP18.2 (X17295), HSP70 (AJ002551), HSP83.1 (M62984)
und HSP101 (AF218796) in WT- und hsfl/3-Pflanzen vor und nach HS bestimmt. Dabei
wurden die Transkriptmengen jeweils nicht absolut, sondern in Relation zur Aktin2-mRNA-
Menge in [%] ausgedriickt (Abb. 4.23 und Abb. 4.24, Y-Achse). Dieser interne Standard
wurde gewihlt, da Northern-Analysen keine Hinweise fiir eine differentielle Regulation der
Aktin2-Expression in HSF-Mutanten und unter HS-Bedingungen ergeben hatten (Abb.
4.22.A). Die Skalierung der Y-Achse in Abb. 4.24 wurde nicht vereinheitlicht, um eine best-
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mogliche graphische Darstellung des Unterschieds von Expressionsstirke und -kinetik einzel-
ner Gene zwischen WT- und hsf1/3-Pflanzen zu erreichen.

Die Ergebnisse der Northern-Analysen legten bereits nahe, dass es sich bei hsfl1-ttl und hsf3-
ttl um Nullmutationen handelt (Abb. 4.20.A). Dies kann mittels Real-Time-PCR bestitigt
werden. In der Doppelmutante hsfl/3 konnen praktisch keine HSF1- und HSF3-Transkripte
nachgewiesen werden (Abb. 4.23). Geringfiigige Verunreinigungen der cDNA mit genomi-
scher DNA konnten die Ursache fiir das sporadische Entstehen von PCR-Produkten sein, die
den Schwellenwert zu einem dhnlichen Zeitpunkt {iberschreiten wie in Kontrollexperimenten,
in denen mRNA ohne cDNA-Synthese als template eingesetzt worden war (nicht gezeigt).

Im WT schwanken die Transkriptmengen von HSF1 und HSF3 je nach Dauer des HS (Abb.
4.24). Aufgrund der insgesamt sehr niedrigen Werte fiir diese beiden HSF konnten diese
Unterschiede durch experimentell bedingte Schwankungen bei der Bestimmung des internen
Standards (Aktin2) zustande kommen. Nicht auszuschlieBen ist auerdem eine geringe Hitze-
regulation der Aktin2-Expression, welche sich vor allem bei der Verrechnung mit den
niedrigen HSF-Werten sichtbar auswirken konnte. Die Standardabweichungen lassen jedoch
den Schluss zu, dass die Expression von HSF1 und HSF3 hitzereguliert ist. In welcher Weise
einzelne Schwankungen signifikant und typisch fiir den Verlauf der HS-Reaktion sind, muss
durch zusitzliche Messpunkte verifiziert werden.

Die hitzeinduzierte Expression von HSF4 und HSF7 in WT-Pflanzen, welche bereits in Nor-
thern-Analysen gezeigt wurde (Abb. 4.4), wird durch die Ergebnisse der Real-Time-PCR
quantifiziert. Die Ergebnisse zeigen, dass HSF4 unter Kontrollbedingungen zirka 17-fach
stiarker exprimiert wird als HSF7. HSF4-mRNA ist somit ohne HS abundanter als alle anderen
gemessenen mMRNAs (Abb. 4.23). Die zweitabundanteste mRNA in Arabidopsis-Bléttern
unter Nichthitzeschockbedingungen ist in dieser Analyse die von HSF3 gefolgt von der
mRNA fiir das Hitzeschockprotein HSP83.1. Die relativen Expressionsstiarken von HSF4 und
HSF7 erreichen im WT nach 1-stiindigem HS ein Maximum, wobei sie um den Faktor 68
bzw. 36 hitzeinduziert sind. Nach 2-stiindigem HS haben die Werte bereits wieder deutlich
abgenommen (Abb. 4.24). Dieser Kinetik der Hitzeinduktion folgen im WT sdmtliche HSP-
Gene mit Ausnahme von HSP18.2, dessen Expressionsstirke zwischen 1 h und 2 h HS weiter
zunimmt (Abb. 4.24). Beim Vergleich mit HSP17.6A, einem Vertreter der zytoplasmatischen
Klasse-II-sHSP, fillt eine verzogerte HS-Induktion des zytoplasmatischen Klasse-I-HSP18.2
auf. Wéhrend die HSP17.6A-mRNA innerhalb der ersten 10 min HS um den Faktor 605
zunimmt, erreicht die HSP18.2-mRNA in diesem Zeitraum lediglich das 29-fache der Aus-

gangsmenge und somit den mit Abstand geringsten Wert aller untersuchten HSP-mRNAs
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(Abb. 4.23). Nach 1-stiindigem HS hat die mRNA-Menge von HSP17.6A um den Faktor
58.600 gegeniiber dem Kontrollwert zugenommen (Abb. 4.23). HSP17.6A weist daher die
hochste relative Hitzeinduktion auf. Am abundantesten aber ist nach 1-stiindigem HS die

mRNA von HSP101, die Menge entspricht dann dem 119-fachen der Aktin2-mRNA.

In hsfl/3-Pflanzen werden HSF4, HSF7 und alle untersuchten HSP-Gene in dhnlichem Aus-
maB konstitutiv exprimiert wie im WT (Abb. 4.23). Auch in hsf1/3-Pflanzen steigen die HSP-
Transkriptmengen bereits nach 10-miniitigem HS an, jedoch deutlich geringer als im WT. So
werden erst nach 1-stiindigem HS mRNA-Mengen gemessen, wie im WT nach zirka 20 min
HS. Am stirksten betroffen ist die hitzeinduzierte Expression von HSP18.2 in hsfl/3-
Pflanzen. Hier erfolgt innerhalb der ersten 10 min keine HS-Induktion und auch nach 1-
stiindigem HS ist die HSP18.2-mRNA-Menge immer noch um den Faktor 110 niedriger als
im WT (Abb. 4.23). Auch der im WT deutliche Riickgang der Transkriptmengen im weiteren
Verlauf der HS-Reaktion findet so in hsfl/3-Pflanzen nicht statt. Vielmehr erreichen die
mRNA-Mengen nach 30 - 60 min HS ein niedriges, aber konstantes Plateau (HSF4, HSF7)
oder nehmen sogar weiterhin zu (HSP17.6A, HSP18.2, HSP70, HSP101). Lediglich die
mRNA-Menge von HSP83.1 nimmt auch in hsf1/3-Pflanzen zwischen 1 h und 2 h HS signifi-
kant ab (Abb. 4.24).

HSF1 HSF3 HSF4 HSF7
HS[min] WT hsf1/3 WT hsf1/3 WT hsf1/3 WT hsf1/3
0 1,41 0,02 4,03 0,05 16,96 14,37 0,90 1,30
10 0,59 0,00 3,49 0,04 184,29 41,86 9,04 4,66
30 0,73 0,02 3,08 0,02 767,71 70,31 21,07 11,05
60 2,74 0,00 4,18 0,01 1153,12| 110,50 31,97 14,36
120 4,32 0,06 1,76 0,02 430,17| 103,21 9,68 13,79
IF 2 - 1 - 68 8 36 11
HSP17.6A HSP 18.2 HSP70 HSP83.1 HSP101
HS[min] WT hsf1/3 WT hsf1/3 WT hsf1/3 WT hsf1/3 WT hsf1/3
0 0,08 0,07 0,44 0,37 0,78 0,34 3,52 3,73 1,33 1,09
10 604,99| 113,07 12,76 0,18| 518,15| 131,79 625,14| 256,86 938,51| 289,96
30 3182,77| 929,31| 513,10 6,67| 2896,38| 898,12 3363,00| 1187,30| 6225,86| 2743,53
60 4686,33| 1486,13| 1653,51 12,44| 6831,99| 1551,79| 6466,63| 3032,39(11934,89| 3411,14
120 2883,09| 2257,25( 1927,87| 259,51| 3168,99| 2509,42| 3226,54| 1904,81| 5840,03| 4768,23
IF 58579 21230 3758 34 8759 4564 1837 813 8974 3129

Abbildung 4.23: Transkriptmengen verschiedener HSF- und HSP-Gene in Blaittern von WT- und hsfl/hsf3-
Pflanzen vor HS (0) bzw. nach 10-, 30, 60- oder 120-miniitigem HS bei 37°C. Die durch Real-Time-PCR ermit-
telten Transkriptmengen sind relativ zur Aktin2-mRNA-Menge in [%] angegeben. Angegeben sind Mittelwerte
aus zwei unabhingigen Experimenten. In der jeweils letzten Zelle einer Spalte sind die Induktionsfaktoren (IF)
angegeben, um welche die entsprechenden Transkriptmengen wahrend 1-stiindigem HS zunehmen.
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Abbildung 4.24: Transkriptmengen verschiedener HSF- und HSP-Gene in Bléttern von WT- und hsfl/hsf3-
Pflanzen vor HS (0) bzw. nach 10-, 30, 60- oder 120-miniitigem HS bei 37°C. Die durch Real-Time-PCR ermit-
telten Transkriptmengen sind relativ zur Aktin2-mRNA-Menge in [%] angegeben. Messpunkte reprasentieren
Mittelwerte von zwei unabhédngigen Experimenten.
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4.9.4 Thermotoleranz von hsfl/3-Pflanzen

Die HSF1- und HSF3-Doppelmutante zeigt im Vergleich zum WT keine verdnderte Thermo-
toleranz (Abb. 4.25). Nach 1-stiindiger Vorinkubation bei 34°C iiberleben HSF-
Doppelmutanten den gleichen Hitzestress wie WT-Pflanzen (Abb. 4.25.A). HSF-
Doppelmutanten waren phanotypisch nicht von WT-Pflanzen zu unterscheiden; auch nicht
wenn beide Linien in einer Langzeitstudie mehrmaligen Hitzestress-Phasen ausgesetzt worden
waren (Abb. 4.25.B). Ein biologischer Effekt der reduzierten HSP-Expression in hsfl/hsf3-

Pflanzen konnte somit nicht gezeigt werden.

Abbildung 4.25: Thermotoleranz und Phéino-
typ der HSF1- und HSF3-Doppelmutante
hsfl1/hsf3 A) Basale (bas.) und erworbene (erw.)
Thermotoleranz von 7 Tage alten Keimlingen.
Die in vitro kultivierten Keimlinge wurden fiir
1 h bei der jeweils angegebenen Temperatur
inkubiert. Im Falle der erworbenen Thermotole-
ranz war eine l-stiindige Inkubation bei 34°C
vorausgegangen. Der biologische Effekt wurde
nach einer weiteren Woche unter normalen
Wachstumsbedingungen fotografiert. B) Phino-

I | typ von 40 d alten Pflanzen ohne (40 d 22°C)
hsfi/hsf3 e A und nach wiederholtem HS (8x 1 d 40°C) auf
N m y ; | Erde. Ab dem Alter von zwei Wochen waren
= die Pflanzen achtmal in regelméBigen Abstin-
den fiir 24 h bei 40°C inkubiert worden.

\ hsfi/hsf3 J
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w
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4.9.5 Einfluss von HSF-loss-of-function und HSF-gain-of-function auf SHSP-Expression
Das AusmalB der hitzeinduzierten HSP-Expression ist in der HSF-Doppelmutante hsf1/3
deutlich verringert (Kap. 4.9.2 und 4.9.3). So fiihrt ein 2-stiindiger HS bei 30°C in Blattern
von WT-Pflanzen zur Expression detektierbarer sHSP-Mengen, nicht aber in Blittern der
HSF-Doppelmutante (Abb. 4.22.E). Im Gegensatz dazu fiihrt eine mehrtigige Kultivierung
bei 25°C zur sHSP-Expression in HSF3-liberexprimierenden Pflanzen, nicht aber in WT-
Pflanzen (Abb. 4.8.A). HSF-loss-of-function und HSF-gain-of-function haben also gegensitz-
liche Auswirkungen auf die Temperaturschwelle, die zum Auslosen der HS-Reaktion
tiberschritten werden muss. Um diesen Effekt vergleichend zu untersuchen, wurden HSF3-
transgene Pflanzen, hsf1/3-Doppelmutanten und die entsprechenden WT-Linien parallel fiir
jeweils 2 h bei Temperaturen von 22°C bis 36°C inkubiert. Das Ergebnis der anschlieBenden
Western-Analyse mit antiHSP17.6-Antiserum ist in Abb. 4.26 zu sehen.

Die in diesem Fall sehr hohe Sensitivitit der Inmundetektion ermoglicht den Nachweis von
geringen sHSP-Mengen in HSF3-transgenen Pflanzen bereits bei Temperaturen von 22 bis
26°C. Zu einer deutlichen Zunahme dieses konstitutiven Expressionsniveaus fiihrt eine 2-
stiindige Inkubation bei 28°C. Die Expression substantieller sHSP-Mengen in den beiden
WT-Linien C24 und WS2 erfordert eine 2-stiindige Inkubation bei 32°C. In der HSF-
Doppelmutante hsfl/3 konnen vergleichbare sHSP-Mengen erst nach 2-stiindiger Inkubation

bei 34°C nachgewiesen werden.
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| 2h22°C Il 2 h 24°C | Abbildung 4.26: Western-Analyse der Klasse 1 sHSP-
+ o Expression in HSF3-transgenen- (HSF3-TP) und hsfl/3-
| — —_ - Pflanzen und in den entsprechenden Wildtyplinien (Eco-
typ C24 bzw. WS2). Analysiert wurde jeweils 30 pg
| 2h 26°C | 2h 28°C | Gesamtprotein aus Bléttern, die fiir 2 h bei den angegebe-
| — e e e D e = nen Temperaturen inkubiert worden waren. Die
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| 2 h 30°C || 2 h 32°C | Positionen nicht-hitzeinduzierter Banden, die daher als
unspezifische Signale bewertet wurden, sind durch Sterne
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5 DISKUSSION

Die ersten drei pflanzlichen HSF-Gene waren bereits 1990 durch Scharf et al. beschrieben
worden und somit ein Jahr friiher als die HSF1- und HSF2-Gene des Menschen (Rabindran et
al., 1991; Schuetz et al., 1991). Seit dieser Zeit konnten in beiden Systemen weitere HSF-
Gene identifiziert und die entsprechenden Genprodukte charakterisiert werden. Individuelle
HSF-Funktionen von drei der vier Vertebraten-HSF konnten mittlerweile in HSF-knockout-
Maiusen bzw. -Vogelzellen detailliert untersucht werden. Dabei zeigte sich, dass einzelne HSF
nicht nur essentiell fiir die stressinduzierte Expression von HS-Genen sind, sondern auch
Funktionen bei Entwicklungs- und Differenzierungsvorgingen ausiiben (McMillan et al.,
1998; Tanabe et al., 1998; Xiao et al., 1999; Nakai & Ishikawa, 2001; Kallio et al., 2002;
Zhang et al., 2002). Ferner wurde ersichtlich, dass zwei der vier Vertebraten HSF (ndmlich
HSF2 und -4) keine Rolle bei der allgemeinen Stressantwort spielen, ihre Funktion beschriankt
sich auf bestimmte Zelltypen und —stadien (Pirkkala et al., 2001). Dass hingegen das pflanzli-
che HSF-System vergleichsweise unverstanden blieb, liegt sicherlich auch an der groflen
Anzahl von HSF-Genen in Pflanzen. Das Genom von Arabidopsis thaliana enthélt 21 HSF-
Homologe und die Analyse von EST-Datenbanken von Tomate und Sojabohne lassen vermu-
ten, dass die HSF-Familie auch in diesen beiden pflanzlichen Modellorganismen mehr als 15
Mitglieder umfasst (Schoffl & Priandl, 1999; Nover et al., 2001).

In dieser Arbeit sollten 6 verschiedene HSF aus Arabidopsis thaliana funktionell charakteri-
siert werden. lhre Expressionsmuster und Aktivitdtsprofile, die Analyse von HSF-
tiberexprimierenden Pflanzen und vor allem die Isolierung und Analyse von HSF-Mutanten
sollte Aufschluss dariiber geben, ob und in welcher Weise die untersuchten HSF an der HS-
Reaktion in Arabidopsis beteiligt sind. Aufgrund unterschiedlicher experimenteller Zugiang-
lichkeiten einzelner HSF und der endlichen Zeit, die zur Verfligung stand, konnten nicht alle

HSF in komplettem Umfang analysiert werden.

5.1 Beteiligung einzelner HSF an der HS-Reaktion

Die Expression von HSF in Arabidopsis-Blattern: Die Beteiligung einzelner HSF an der
HS-Reaktion in vegetativem Arabidopsis-Gewebe setzt ihre Expression und Aktivitdt bzw
Aktivierbarkeit voraus. Die hier untersuchten HSF waren - mit Ausnahme von HSF1 - aus
einer cDNA-Bibliothek von Arabidopsis-Samenschoten und -Samen verschiedener Reifesta-
dien isoliert worden (Préndl et al., 1998). Wie bereits fiir HSF1, -3 und -4 geschehen (Hiibel
& Schoffl, 1994, Prandl et al., 1998), musste daher die Expression der iibrigen HSF in vegeta-
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tivem Gewebe, also beispielsweise in Bléttern, zundchst noch gezeigt werden.

Northern-Analysen zeigten, dass sémtliche HSF auch im Blatt exprimiert werden. Die Ergeb-
nisse fiir HSF1, -3, -4 und -7 wurden mittels Real-Time-PCR und auf Proteinebene durch
Western-Analysen bestitigt (Kap. 4.3 und 4.9.3). Dabei ergab sich fiir die Klasse-A-HSF
HSF1, HSF2, HSF3, ebenso wie flir den Klasse-B-HSF HSF6 eine konstitutive Expression,
die nach HS weitgehend unverindert blieb. Die beiden Klasse-B-HSF HSF4 und HSF7 waren
deutlich hitzeinduziert exprimiert. Aufgrund ihrer Expression konnen somit alle untersuchten
HSF an der HS-Reaktion im Blatt beteiligt sein. Dieses Ergebnis war nicht von vornherein zu
erwarten, da nicht alle pflanzlichen HSF ubiquitdr exprimiert werden, wie fiir HSFA10 der
Sonnenblume durch Almoguera et al. (2002) gezeigt. HSFA10-mRNA und -Protein kénnen
nur wihrend der Embryonalentwicklung nachgewiesen werden. Dies ist ein wesentlicher
Hinweis dafiir, dass HSFA10 die entwicklungsspezifische HSP-Expression reguliert und nicht
an der HS-Reaktion im Blatt partizipiert. Eine in dhnlicher Weise gewebespezifische Funktion
iibt HSF4 in Vertebraten aus, dessen mRNA im Gehirn, Herz, Lunge, Skelettmuskel und
Pankreas detektiert werden kann (Nakai et al., 1997), sich auf Proteinebene aber vor allem im

Gehirn und in der Lunge anreichert (Tanabe et al., 1999).

DNA-Bindungsaktivitaten von HSF vor und wahrend der HS-Reaktion: Die Expression
eines HSF in vegetativem Gewebe ist Voraussetzung, nicht jedoch Beweis fiir seine Beteili-
gung an der HS-Reaktion. Sowohl HSF1 als auch HSF2 werden in Saugerzellen konstitutiv
und ubiquitir exprimiert. Mittels spezifischer Antikdrper wurde in Supershift-Experimenten
gezeigt, dass durch HS die DNA-Bindungsaktivitdt von HSF1, nicht aber von HSF2 induziert
wird (Baler et al., 1993; Sarge et al., 1993). Die daraus abgeleitete Annahme, dass in Sduge-
tierzellen HSF1 und nicht HSF2 fiir die HS-Reaktion verantwortlich ist (Morimoto et al.,
1994b), wurde schlieBlich durch die Analyse von HSF1- und HSF2-defizienten Zellen besta-
tigt (McMillan et al., 1998; Xiao et al., 1999; Kallio et al., 2002, McMillan et al., 2002;
Zhang et al., 2002). Aussagen iiber die Funktion einzelner HSF lassen sich daher nicht alleine
aufgrund von Expressionsmustern treffen, zielfiihrender in diesem Zusammenhang ist der
Nachweis der HSF-Aktivitit.

Alle HSF-Homologe weisen zwei konservierte Regionen auf: (1) die N-terminal gelegene
HSF-typische DNA-Bindungsdoméne (DBD), die eine spezifische Bindung an HSE ermdog-
licht und (2) eine bipartite, leuzinzipperartige Oligomerisierungsdomidne (OLD), die eine
Trimerisierung zuldsst (Abb. 4.1 und AS-Alignment in Kap. 7.4). Dementsprechend binden

alle untersuchten HSF-Homologe, nach ihrer Expression in E. coli, in homooligomerer Form
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spezifisch an synthetische HSE (Abb. 4.2). Es darf daher angenommen werden, dass die
Bindung an HSE-beinhaltende Promotoren einen wesentlichen Bestandteil der biologischen

Aktivitat dieser HSF ausmacht.

Immunprazipitationsassay zur Bestimmung von HSE-Bindungsaktivitaten von HSF:
Mit Hilfe HSF-spezifischer Antikorper wurden die Unterschiede im Aktivierungsmuster von
HSF1, HSF2 und HSF3 der Vertebraten in Supershift-Experimenten gefunden (u.a.: Sistonen
et al., 1992; Tanabe et al., 1997 & 1998; Mathew et al., 2001). Diese Ergebnisse trugen we-
sentlich zum Verstandnis der unterschiedlichen HSF-Funktionen bei. Um in dhnlicher Weise
die Funktion der Arabidopis-HSF zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit spezifische HSF-
Antikorper generiert. Sowohl antiAHSF3-Antikorper (nicht gezeigt) als auch antiAHSF7-
Antikdrper (Abb. 4.16.D) fiihren in Gesamtproteinextrakten aus transgenen Pflanzen, welche
HSF3 bzw. HSF7 iiberexprimieren, zu Supershifts. Bei Verwendung von Gesamtproteinex-
trakten aus Arabidopsis-WT-Pflanzen konnte die Technik des Supershifts hingegen nicht
etabliert werden. Dies kann daran liegen, dass die Multiplizitit der an den Shift-Banden betei-
ligten HSF in Arabidopsis zu nicht-detektierbaren Supershift-Ereignissen einzelner HSF fiihrt.
Die Moglichkeit, dieses Problem durch die Verwendung groBerer Proteinmengen zu umge-
hen, ist bei -elektrophoretischen Methoden sehr begrenzt. Daher wurde eine auf
Immunprézipitation basierende Methode zur Bestimmung der HSE-Bindungsaktivitit einzel-
ner HSF entwickelt.

Zentraler Bestandteil dieses Assays ist eine Immunprézipitation mit HSF-spezifischen Anti-
korpern in Gesamtproteinextrakten. Die im Prézipitat enthaltenen HSF binden quantitativ an
zugegebene, radioaktiv-markierte HSE-Molekiile. Die Menge der gebundenen Radioaktivitét
gibt letztlich Auskunft iiber die DNA-Bindungsaktivitit des entsprechenden HSF im unter-
suchten Proteinextrakt.

Mit dieser Technik konnten im Verlauf eines 2-stiindigen HS in Arabidopsis-Blittern die
HSE-Bindungsaktivititen von HSF1, -3 und -7, nicht aber von HSF2, -4 und -6 nachgewiesen
werden (Abb. 4.6.B). Das Ergebnis impliziert die Beteiligung von mindestens HSF1, -3 und -
7 an der HS-Reaktion in Arabidopsis-Blittern. Zu HSF2 148t sich diesbeziiglich keine Aussa-
ge treffen, da das antiAHSF2-Antiserum nicht in der Lage war, rekombinanten, HSE-

bindenden HSF2 zu prézipitieren (Kap. 4.4).
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HSE-Bindungsaktivitdten von HSF1 und HSF3 und der Vergleich von Ergebnissen aus
EMSA und Immunprazipitationsassay: Ein Nachteil des Immunprézipitationsassays im
Vergleich zum Supershift ist die fehlende Visualisierung der Antikdrper-HSF-DNA-
Komplexe und die fehlende Aussage iiber ihr Molekulargewicht. Um diesem Umstand Rech-
nung zu tragen, wurden die verwendeten Gesamtproteinextrakte parallel in einem
herkdmmlichen EMSA untersucht. Dabei kann in Extrakten aus nicht-hitzegeschocktem
Arabidopsis-Gewebe keine HSE-Bindungsaktivitit nachgewiesen werden, wohl aber nach 10-
miniitigem HS (Abb. 4.6.A). Diese Beobachtung steht im Einklang mit fritheren Ergebnissen
aus Arabidopsis (Hiibel et al., 1995) und Tomate (Scharf et al., 1990) und bedeutet, dass die
DNA-Bindungsaktivitit der konstitutiv-exprimierten Arabidopsis-HSF unter Kontrollbedin-
gungen negativ reguliert ist und erst durch Stresseinwirkung induziert wird. Die Regulation
der HSF-Aktivitdt in Arabidopsis dhnelt somit der des humanen HSF1 und des Drosophila-
HSF, deren hochaffine HSE-Bindung ebenfalls erst durch eine stressinduzierte Monomer-zu-
Trimer-Transition ermdglicht wird (Baler et al., 1993; Sarge et al., 1993; Westwood et al.,
1991; Westwood & Wu, 1993).

Das Erscheinen von HSE-bindenden Komplexen geringer Mobilitdit im EMSA zu einem
frithen Zeitpunkt nach HS korreliert qualitativ mit dem hitzeinduzierten Anstieg der DNA-
Bindungsaktivitidt von HSF1 und HSF3 im Immunprézipitationsassay. Aullerdem fehlen diese
hochmolekularen HSE-bindenden Komplexe in Extrakten der HSF1- und HSF3-defizienten
Doppelmutante hsf1/3, in welcher mittels Immunprézipitation keine HSF1- oder HSF3-DNA-
Bindungsaktivitdt zu messen ist (Abb. 4.19). Es liegt daher nahe anzunehmen, dass es sich bei
diesen frithen Shift-Banden tatsdchlich um HSF1 und HSF3 handelt. Widerspriichlich ist
allerdings, dass im Vergleich zum EMSA im Immunprézipitationsassay bereits unter Nicht-
hitzeschockbedingungen deutliche HSE-Bindungsaktivititen von HSF1 und -3 gemessen
wurden, welche nach 10-miniitigem HS lediglich auf das zirka Zweifache anstiegen (Abb.
4.6.A & B). Im EMSA verschwanden auflerdem die frithen, hochmolekularen Shift-Banden
im Verlauf eines 2-stiindigen HS, wihrend mittels Immunprézipitation keine signifikante
Abnahme der HSE-Bindungsaktivitdt von HSF1 oder HSF3 gemessen wurde. In dhnlicher
Weise widersprachen sich die Ergebnisse von EMSA und Immunprézipitation bei der Analyse
von HSF3-transgenen Pflanzen (HSF3-TP): Nach 2-stiindigem HS entsprachen sich die Shift-
Banden von WT und HSF3-TP, wihrend durch Immunprézipitation nach wie vor hohe HSF3-
HSE-Bindungsaktivititen gemessen wurden (Abb. 4.7 und Abb. 4.8.D).

Eine mogliche Erkldrung dieser widerspriichlichen Ergebnisse beider Experimente ergeben

sich aus Untersuchungen von Zimarino et al. (1990). Hier fiihrte die Zugabe von antiDmHSF-
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Antikorpern in vitro zur Aktivierung des Drosophila-HSF. Eine solche Uberfithrung von
inaktivem HSF in eine aktive, DNA-bindende Form wire denkbar, wenn die AntikGrper
beispielsweise intramolekulare, negativ-regulierende Wechselwirkungen stéren oder aber die
Dissoziation von HSF und trans-aktiven Repressormolekiilen (z. B. HSP70, HSP90) bewir-
ken.

Im weiteren Verlauf der HS-Reaktion in Arabidopsis war im EMSA eine dynamische Verén-
derung des Bandenmusters zu registrieren. Zusétzlich zu den frithen, hochmolekularen HSE-
bindenden Komplexen traten spéter, nach etwa 30—60 miniitigem HS, niedermolekulare Kom-
plexe auf, die nach einem 2-stiindigen HS das Bandenmuster dominierten (Abb. 4.6.A). Eine
dhnliche Verdnderung des Bandenmusters ergab der EMSA mit Zellkernextrakten aus hitze-
geschockten Tomatenzellen, in denen nach 40-miniitigem HS ebenfalls HSE-bindende
Komplexe groBerer Mobilitédt gebildet werden (Scharf et al., 1990).

Worum es sich bei diesen spiten, niedermolekularen HSE-bindenden Komplexe handelt
bleibt unklar. Die Kinetik ihres Auftauchens entspricht zwar der hitzeinduzierten Expression
von HSF4 und HSF7, die HSE-Bindungsaktivititen dieser beiden Klasse-B-HSF konnten
jedoch in Arabidopsis-Blittern wéhrend eines 2-stiindigen HS nicht zweifelsfrei identifiziert
werden. Da diese spéten, niedermolekularen HSE-Bindungsaktivititen in der HSF1- und
HSF3-defizienten Doppelmutante hsfl/3 im Vergleich zum WT unverdndert waren (Abb.
4.21.A), kann ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um HSF1 und/oder HSF3 mit hohe-
rer elektrophoretischer Mobilitit handelt.

HSE-Bindungsaktivitaten von HSF4 und HSF6: Da mit antiAHSF4- bzw. antiAHSF6-
Antikérpern die DNA-Bindung von rekombinanten HSF4 bzw. HSF6 in E. coli-
Gesamtproteinextrakten prézipitiert werden konnte (Abb. 4.5), ergeben sich folgende Inter-
pretationsmoglichkeiten fiir die nicht nachzuweisenden Bindungsaktivititen dieser HSF in
Proteinextrakten aus Arabidopsis-Blattern:

1) Beide HSF sind in Bléttern nicht exprimiert bzw. nicht an der HS-Reaktion betei-
ligt. Dies wiirde vor allem fiir HSF4 {iberraschen, da HSF4 bereits unter Nichthitzeschock-
bedingungen sehr stark exprimiert wird und durch HS noch viel hohere mRNA-Mengen
induziert werden, dhnlich hoch wie die mRNA-Mengen der HSP.

2) Beide HSF werden exprimiert, ihre Funktion wihrend eines 2-stiindigen HS besteht
aber nicht darin, an HSE zu binden. Obwohl der hohe Konservierungsgrad der DBD und die
gute HSE-Bindung des rekombinanten HSF4 und HSF6 dagegensprechen, konnte ihre Funk-

tion in Vvivo beispielsweise darin bestehen, den Kernimport anderer HSF zu gewéhrleisten.



134 Diskussion

Eine solche Rolle spielt LpHSFA1 der Tomate beim Kernimport von LpHSFA2 (Scharfet al.,
1998).

3) Die gewihlten experimentellen Bedingungen waren nicht geeignet, HSF4 bzw.
HSF6 aus Gesamtzellextrakten von Arabidopsis-Bléttern zu préazipitieren. Dies konnte bei-
spielsweise durch eine Kompartimentierung erklirt werden, die HSF fiir eine
Antikorperbindung unzuginglich macht. Fiir Arabidopsis gibt es dazu keine Hinweise, aller-
dings wurde fiir LpHSFA2, einem Tomaten-HSF, eine Assoziation mit hochmolekularen,
cytoplasmatischen HS-Granula beschrieben (Scharf et al., 1998).

4) HSF4 und/oder HSF6 bendtigen fiir die HSE-Bindung in vivo Interaktionspartner,
von denen sie wahrend der Immunprizipitation dissoziieren. Solche Interaktionspartner konn-
ten beispielsweise andere HSF sein, mit denen Heterooligomere gebildet werden. Hinweise
fiir die Existenz von HSF-Heterooligomere in Pflanzen ergeben sich vor allem in der Tomate,
hier bendtigt LpHSFA2 die Interaktion mit LpHSFAT um in den Zellkern zu gelangen (Scharf
et al., 1998). AuBlerdem gelang Bharti et al. (2000) die Isolierung von LpHSFA3 aufgrund
seiner Eigenschaft, im Hefe-Zwei-Hydridsystem mit dem LpHSFA1-Kd&der zu assoziieren.
Das Fehlen ausreichender Mengen an Interaktionspartnern konnte ebenfalls die Erkldrung
dafiir sein, dass die Uberexpression von HSF4 in transgenen Pflanzen zu keiner Veréinderung

des Bandenmusters im EMSA fiihrt (Hinderhofer, 1998).

HSE-Bindungsaktivitat von HSF7: HSF7 scheint keine in ihrer Menge limitierten zusétzli-
chen Interaktionspartner zu benétigen, da die DNA-Bindungsaktivitit des ektopisch
exprimierten HSF7 in HSF7-transgenen Pflanzen im EMSA vor und nach HS nachgewiesen
werden konnte (Abb. 4.16). Der Immunprizipitationsassay ergab fiir HSF7 in WT-Blittern
eine Hitzeinduktion der HSE-Bindungsaktivitit, sie korreliert mit dem hitzeinduzierten An-
stieg der HSF7-mRNA. Da die mit antiAHSF7-Antikorpern gemessene HSE-
Bindungsaktivitdat in HSF7-knockout-Linien nicht signifikant abnimmt (Abb. 4.19), entspricht
sie offensichtlich jedoch nicht oder nur teilweise HSF7. Es muss angenommen werden, dass
die antiAHSF7-Antikérper mit einer noch unbekannten, hitzeinduzierten HSE-
Bindungsaktivitit kreuzreagieren. Ein vorldufiges Durchmustern der Proteindatenbank
(NCBI-BLAST-Search) nach homologen Sequenzen zu AHSF7, welches als Antigen zur Ge-

nerierung der antiAHSF7-Antikorper verwendet wurde, verlief negativ.
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5.2 Funktion der Klasse-A-HSF, HSF1 und HSF3 in Arabidopsis thaliana

Allgemeine strukturelle Eigenschaften von Klasse-A-HSF: Von den 21 HSF-Homologen,
die im Genom von Arabidopsis identifiziert worden sind, gehoren 15 der Klasse A an (Nover
et al., 2001). Diese HSF-Klasse zeichnet sich durch eine 21 AS-lange Linker-Region aus,
welche die hydrophoben Bereiche HR-A und HR-B verbindet und deren funktionelle Bedeu-
tung unbekannt ist. Im Gegensatz zu Klasse-B-HSF enthalten die C-terminalen Bereichen von
Klasse-A-HSF Blocke von aromatischen, hydrophoben und sauren AS (AHA-Motive). Auch
in der Aktivierungsdomine von hHSF1 wurden solche AHA-Motive gefunden, welche essen-
tiell fiir die transaktivierende Eigenschaft der beiden Tomaten-HSF LpHSFA1 und LpHSFA3
sind (Doring et al., 2000).

HSF1 und HSF3 sind fur die schnelle Induktion von HS-Genen nach HS verantwortlich:
Die Uberexpression von HSF1- und HSF3-Konstrukten in transgenen Arabidopsis-Pflanzen
fiihrte zur HSP-Expression auch unter Nichthitzeschockbedingungen, was vermuten liess,
dass diese beiden Klasse-A-Faktoren wichtige, positive Regulatoren der HS-Reaktion in
Arabidopsis darstellen (Lee et al., 1995; Prandl et al., 1998). Die Identifizierung der HSE-
Bindungsaktivitit von HSF1 und HSF3 in Gesamtproteinextrakten aus hitzegeschocktem
Arabidopsis-Gewebe mittels nativer Immunprézipitation stellt ein weiteres Indiz fiir die Betei-
ligung beider Faktoren an der HS-Reaktion dar. Dennoch zeigten Arabidopsis-Linien, die
knockout-Mutationen in HSF1 oder in HSF3 tragen, keine sichtbaren Beeintrdchtigungen der
HS-Reaktion (Abb. 4.20). Die Analyse der hsfl/3-Doppelmutante ergab aber, dass beide
Faktoren in dhnlicher Weise und offensichtlich synergistisch an der HS-Reaktion partizipieren
(Kap. 4.9). Sie sind fiir die unmittelbare und starke Hitzeinduktion von HS-Genen verantwort-
lich und kénnen sich dabei funktionell ersetzen.

In Vogelzellen agieren HSF1 und HSF3 in dhnlicher Weise synergistisch. Beide HSF sind an
der stressinduzierten HSP-Expression beteiligt, wobei HSF3 eine dominante Rolle zukommt.
So flihrt der HSF1-knockout zu keiner wesentlichen Verdnderung der HS-Reaktion, wogegen
in HSF3-Nullzellen auch HSF1 weitgehend inaktiv bleibt und die stressinduzierte HSP-
Expression deutlich verringert ist (Tanabe et al., 1998). Zu einem vollstindigen Verlust
stressinduzierter HSP-Expression kommt es jedoch erst, wenn beide HSF-Genprodukte feh-
len. Insbesondere unter Nichthitzeschockbedingungen ist eine Reduktion der HSP-Expression
nur in hsfl/hsf3-Doppelmutanten zu registrieren (Nakai & Ishikawa, 2001). Die Parallelen in

der Bezeichnung von HSF1 und HSF3 in Arabidopsis und Vogelzellen sind iibrigens rein
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zufillig entstanden und nicht funktional begriindet.

Die Analyse der Genexpression in hsfl/3-Pflanzen zeigte, dass HSF1 und -3 fiir den schnellen
und immensen Anstieg von hitzeinduzierten Transkripten verantwortlich sind. Sie konnen
aber nicht die einzigen positiven Regulatoren der HS-Reaktion sein, da trotz HSF1- und
HSF3-Defizienz die mRNA-Mengen aller untersuchten HS-Gene nach HS - wenn auch deut-
lich langsamer - anstiegen und nach 2 h ungefihr das gleiche Niveau wie im WT erreichten

(Abb. 4.24).

Postranskriptionelle Kompensation in hsfl/3-Pflanzen: Obwohl sich im WT innerhalb
eines 2-stiindigen HS weit groBere Transkriptmengen von HS-Genen anreicherten, war der
Unterschied zur Doppelmutante hsf1/3 auf Proteinebene relativ gering. Offensichtlich werden
die unterschiedlichen Transkriptmengen auf posttranskriptioneller Ebene kompensiert, da
nach 2-stiindigem HS in der Doppelmutante dhnliche Mengen an sHSP wie im WT detektiert
werden konnten (Abb. 4.22.C & E). Dies diirfte auch der Grund dafiir sein, dass hsfl/3-
Pflanzen keine verringerte basale oder erworbene Thermotoleranz besaflen, zumindest wenn
Testsysteme verwendet wurden, die auf Uberlebensraten basieren (Abb. 4.25.A). Im An-
schluss an diese Arbeit konnten mit einem sensitiveren Testsystem zur Bestimmung der
erworbenen Thermotoleranz, dem das Mal3 des Elektrolytenverlusts nach HS zugrunde liegt,
signifikant groBere Zellschiddigungen der HSF-Doppelmutante gemessen werden (Lohmann et
al., 2004). Zusammenfassend deuten samtliche Daten darauf hin, dass HSF1 und HSF3 vor
allem die frithe Phase der HS-Reaktion koordinieren. Sie sind fiir den schnellen Anstieg von
HS-Transkripten verantwortlich und ermoéglichen offensichtlich die Anpassung an sich

schnell verdandernde Umweltbedingungen.

Die Attenuation der HS-Reaktion in hsfl/3-Pflanzen: Die Transkriptmengen aller unter-
suchten HS-Gene in Arabidopsis, mit Ausnahme von HSP18.2, erreichten nach ca. 1 h HS ein
Maximum, um im weiteren Verlauf der HS-Reaktion drastisch abzunehmen (Abb. 4.24).
Dieses bekannte Phdanomen spiegelt den transienten Charakter der HS-Reaktion wider und
wird als Attenuation bezeichnet. In hsf1/3-Pflanzen aber waren lediglich die Transkriptmen-
gen von HSP83.1 nach 2-stiindigem HS schwach riicklaufig, eine deutliche Attenuation wie
im WT war nicht zu erkennen. Dieser Befund unterstiitzt das Modell der negativen Autoregu-
lation der HS-Reaktion, nach dem ab einem gewissen Titer an neusynthetisierten HSPs,
welcher in hsfl/3-Pflanzen offensichtlich nicht bzw. verzogert erreicht wird, die HSF-

Aktivitdt abnimmt (Kap. 2.3.2.2). Zu dhnlichen Ergebnissen fiihrten Experimente von Lee &
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Schoffl (1996): Die Reduktion von HSP70-Transkripten mittels Antisense-Technik fiihrte zu
einer verlidngerten Recovery-Phase nach HS, gekennzeichnet durch den im Vergleich zum WT

verzogerten Abbau von HSF-Trimeren.

Die Expression von HSP18.2 in hsfl/3-Pflanzen: Mittels Real-Time-PCR wurde in dieser
Arbeit gezeigt, dass die Expression aller untersuchten HS-Gene in hsf1/3-Pflanzen beeintrach-
tigt ist (Abb. 4.24). Am stirksten betroffen war die Hitzeinduktion des zytoplasmatischen
Klasse-I-sHSP HSP18.2 (HSP18.1-Cl). Fiir die Aktivierung des HSP18.2-Promotors scheinen
daher HSF1 und -3 wichtiger zu sein als fiir andere HSP-Promotoren. Auch im WT unter-
schied sich HSP18.2 von den {ibrigen untersuchten HSP durch ein verzogertes An- und
Abschalten seiner Expression wiahrend HS. Auffallend war insbesondere die Zunahme der
Expressionstirke zwischen 1- und 2-stiindigem HS. Aufgrund der gewidhlten Untersuchungs-
zeitpunkte ist nicht auszuschlieBen, dass die RNA-Menge nach zirka 1,5 h ein Maximum
erreicht und der 2 h-Wert bereits wieder auf der abfallenden Seite der Induktionskurve liegt.
Vorlédufige Ergebnisse zur Expression von HSP18.2 und anderen HSP mehrere Stunden nach
HS unterstiitzen jedoch die Annahme, dass sich die hitzeinduzierte Expression von HSP18.2
durch eine zeitlich ausgedehnte Plateauphase auszeichnet (Lemin Zhang, personliche Mittei-
lung). Neben dieser besonderen Regulation unter Hitzeschockbedingungen, die stark von
HSF1 und HSF3 abhingt, ist auch die entwicklungsspezifische Regulation der HSP18.2-
Expression auBBergewohnlich, denn HSP18.2 wird im Gegensatz zu vielen anderen sHSP nicht
wihrend der Embryonalentwicklung exprimiert (Takahashi et al., 1992; Coca et al., 1996;
Wehmeyer et al., 1996; Hinderhofer, 1998). Die fehlende Expression von HSP18.2 wihrend
der Embryonalentwicklung konnte daran liegen, dass in diesem Entwicklungszustand seine
beiden Hauptregulatoren, HSF1 und HSF3 nicht aktiv sind. Hinweise flir oder gegen diese
Hypothese wiirden sich aus der Analyse der entwicklungsspezifischen HSP-Expression in

Embryonen der HSF1- und HSF3-defizienten Doppelmutante ergeben.

Genspezifitaten von HSF: In der hsf1/3-Doppelmutante war die Expression aller in dieser
Arbeit untersuchten hitzeinduzierten Gene beeintridchtigt. Es kann allerdings nicht ausge-
schlossen werden, dass HS-Gene existieren, die nicht von HSF1 und/oder HSF3, sondern
durch andere, gengruppenspezifische HSF reguliert werden. Promotorspezifititen, d. h. unter-
schiedlich starke Affinititen einzelner HSF zu verschiedenartigen Promotoren wurden fiir
Tomaten-HSF beschrieben (Treuter et al., 1993; Bharti et al., 2000). Allerdings wurden bei

den zugrundeliegenden Experimenten die einzelnen HSF transient und heterolog in Hefe oder
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Tabakprotoplasten exprimiert und synthetische Promotor::Reporter-Konstrukte verwendet.
Auf dhnliche Weise entstand die Hypothese, dass die entwicklungsspezifische Regulation von
HSP17.6 G1 in der Sonnenblume durch die selektive Aktivierung durch individuelle HSF
zustande kommt. Sie beruht auf der Beobachtung, dass die beiden Tomaten-HSF, LpHSFA1
und LpHSFA?2, nach ihrer heterologen Expression in Hefe oder Sonnenblumen-Embryonen
deutliche Unterschiede in der Transaktivierung von HSP17.6 G1l1-Promotor::Reporter-
Konstrukten zeigten (Rojas et al., 2002). Interessant aber war der Befund, dass LpHSFAL in
vitro zwar effizient an den HSP17.6 G1-Promotor bindet, im Gegensatz zu LpHSFA2 in vivo
jedoch nicht zu einer Aktivierung des Promotors fiihrt. Dies verdeutlicht, dass der Promo-
torspezifitdt einzelner HSF nicht ausschlieBlich die Bindungsaffinitdt zugrunde liegen muss,
sondern iliber die DNA-Bindung hinaus auch die Fidhigkeit eines HSF beschreibt, die
Transkription des entsprechenden Gens zu bewirken. Die gleiche Arbeitsgruppe verdffentlich-
te kurz darauf die Identifizierung des embryo-spezifischen HaHSFA10, welcher
ausschlieBlich wéihrend der Embryonalentwicklung exprimiert wird und sehr wahrscheinlich
fiir die entwicklungsspezifische Expression von HSP17.6 G1 in der Sonnenblume verantwort-
lich ist (Almoguera et al., 2002).

Die Analyse des Transkriptoms von hsf1/3-Pflanzen und weiterer HSF-Mutanten in Arabi-
dopsis mittels Microarray-Experimenten wire eine Moglichkeit, stichhaltige Hinweise auf
Genspezifititen von HSF zu erlangen. Zur Verifizierung solcher Hinweise bietet sich im
Anschluss die Technik des UV-crosslinkings von Transkriptionsfaktor und Promotor in vivo
an, mit der die Bindung von HSFI1 an die Promotoren von HSP18.2 und HSP70 in Arabi-
dopsis-Zellen gezeigt werden konnte (Zhang et al., 2003).

Andere pflanzliche HSF-Mutanten: Mishra et al. (2002) berichteten von transgenen Toma-
ten-Pflanzen, in denen die ektopische Expression von LpHSFAl-Konstrukten zur siRNA-
vermittelten, vollstindigen Cosuppression des endogenen LpHSFA1 fiihrte. Die hitzeindu-
zierte Expression von HSP- und HSF-Genen war in solchen LpHSFA1-defizienten Pflanzen
drastisch reduziert und fiihrte zu deutlich verringerter Thermotoleranz. Es wird daher ange-
nommen, dass im Tomaten-HSF-System, welches aus mindestens 17 Mitgliedern besteht,
LpHSF1A die Rolle eines iibergeordneten, nicht zu ersetzenden Regulators der Thermotole-
ranz spielt.

Fiir Arabidopsis ergeben sich zum jetzigen Zeitpunkt keine Hinweise fiir die Existenz eines
solchen Hauptregulators der HS-Reaktion. Ein &hnlicher Phéinotyp, wie fiir LpHSFAIL-

Cosuppressions-Linien beschrieben, wurde in transgenen Arabidopsis-Linien beobachtet, die
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AtHSF1-Repressorprotein-Fusionen iiberexprimierten (Wunderlich et al., 2003). Eine solche
dominant-negative Mutation fiihrt auch in Arabidopsis zu einer weitaus groeren Verringe-
rung der HSP-Expression und Thermotoleranz als der spezifische knockout von AtHSF1
durch T-DNA-Insertion.

Die Kartierung der Spl7-Mutation, dem rice spotted leaf-Gen in Oryza sativa, miindete in der
Identifizierung eines HSFA4-Gens in Reis (Yamanouchi et al., 2002). Bei der Mutation han-
delt es sich um die Substitution genau eines Basenpaars, welche den Tryptophan-zu-Cystein-
Austausch innerhalb der DNA-Bindungsdomine von Spl7 bewirkt. Dieser AS-Austausch
verhindert offensichtlich die Bindung an die Promotoren der Spl7-Zielgene, hat aber keine
Konsequenzen auf die Expression von Spl7 selbst. Die Ergebnisse von Komplementations-
versuchen legen nahe, dass die Spl7-Mutation dominant-negativ ist, mutiertes Spl7 konnte
Heterooligomere mit WT-Spl7 bilden und somit auch die Funktion des an sich integren Prote-
ins blockieren. Die Zielgene von Spl7 sind bisher unbekannt. Die Expressionsanalyse von 20
HSP-Genen lieferte keine Hinweise fiir eine Beteiligung von Spl7 an der HS-Reaktion.

Das Durchmustern von Arabidopsis-Mutationslinien nach thermosensitiven Individuen bzw.
Individuen, die eine reduzierte Induktion von HS-Promotoren zeigten, fiihrte bisher nicht zur
Isolierung von HSF-Mutanten (Severin et al., 1995; Hong & Vierling 2000; Hong et al.,
2003) oder anderen zentralen Regulatorgenen. Zusammentfassend ist daher festzuhalten, dass
in Pflanzen bis heute keine mit Sicherheit ausschlielich cis-aktiven Mutationen isoliert wur-
den, die Hinweise auf die Existenz eines Hauptregulators der HS-Reaktion geben. Im
Gegensatz zu Vertebratenzellen, in denen der knockout einzelner HSF-Gene (HSF1 oder
HSF3) deutliche Beeintrachtigungen der HS-Reaktion und Thermotoleranz bewirkt (McMil-
lan et al., 1998; Tanabe et al., 1998; Xiao et al., 1999), scheinen Pflanzen eine komplexere

Absicherung und Kontrolle des HS-Reaktionssystems zu besitzen.

5.3 Funktion der Klasse-B-HSF, HSF4 und HSF7 in Arabidopsis thaliana

Unter den 21 HSF-Homologen in Arabidopsis finden sich 5 Klasse-B-HSF. Strukturell zeich-
net sich diese HSF-Klasse durch eine kompakte Oligomerisierungsdomine aus, deren
hydrophobe Regionen HR-A und HR-B lediglich durch 7 AS voneinander getrennt sind. Sie
gleichen diesbeziiglich allen nicht-pflanzlichen HSF, unterscheiden sich aber deutlich von
pflanzlichen Klasse-A-HSF, deren HR-A und -B Regionen durch einen hydrophoben Linker
von insgesamt 28 AS miteinander verbunden werden (Abb. 2.3; Nover et al., 1996). Ob und
welche Konsequenzen verschieden lange hydrophobe Linkerregionen auf die HSF-Funktion

austiiben, ist unbekannt. Es liegt aber nahe, dass Charakteristika der intra- oder intermolekula-
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ren Proteininteraktionen betroffen sind, fiir welche die Oligomerisierungsdoméne im Allge-
meinen verantwortlich ist. Zusétzlich zum Oligomerisierungsverhalten konnte davon die
Moglichkeit beinflusst werden, mit anderen, regulatorischen Proteinen zu interagieren. So
wurde beispielsweise gezeigt, dass HSBP1 iiber die HSF-Oligomerisierungsdoméine mit
HSF1 interagiert und dessen DNA-Bindungsaktivitit negativ beeinflusst (Satyal et al., 1998).
Von den Klasse-A-HSF unterscheiden sich die Klasse-B-HSF auflerdem durch das Fehlen
einer typischen Aktivierungsdoméne. Diese strukturelle Eigenschaft und die Ergebnisse ver-
schiedener Experimente (Kap. 2.4) fiihrten zur Hypothese, dass Klasse-B-HSF Repressoren
der HS-Genexpression darstellen und an der Attenuation der HS-Reaktion beteiligt sein konn-
ten (Czarnecka-Verner et al., 1997 & 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit ergaben sich weder Hinweise fiir noch gegen diese Hypothese. Bei
der Analyse der isolierten HSF7-knockout Mutanten fielen keine Verdnderungen der hitzein-
duzierten HSP-Expression und Thermotoleranz auf (Abb. 4.20). Im gain-of-function-Ansatz
fiihrte die ektopische Expression von HSF7-Konstrukten zu kaum lebensfihigen und daher
schwer analysierbaren Pflanzen, deren stark verdnderter Phinotyp auf pleiotrope Effekte der
HSF7-Uberexpression schlieBen lisst (Kapitel 4.7.2). Zwar erschienen in einigen Linien die
Mengen an sHSP nach HS reduziert (Abb. 4.17.A), die Aussagekraft dieser Beobachtung ist
jedoch schwach, da dieser Effekt in den Folgegenerationen nicht mehr nachgewiesen werden
konnte (Abb. 4.17.B) und die durchgefiihrte Western-Analyse keine genaue Quantifizierung
zulieB.

Um die pleiotropen Effekte der HSF7-Uberexpression zu vermeiden, wire die Verwendung
induzierbarer und/oder transienter Expressionssysteme geeignet. Verdnderungen im Expressi-
onsmuster lieBen sich dann mittels quantitativer Real-Time-PCR nachweisen, wobei immer
auch Expressionskinetiken beriicksichtigt werden sollten. Sinnvoll wire sicherlich auch die in
dieser Arbeit isolierten HSF7-knockout-Mutanten einer genaueren Expressionsanalyse beziig-
lich potentieller Zielgene zu unterziehen.

Der Versuch, HSF4-Mutanten zu isolieren, blieb in dieser Arbeit erfolglos. Die Isolierung
solcher Mutanten ist wichtig, da gain-of-function-Ansdtze offensichtlich ungeeignet sind,
Aussagen tiber die Funktion von HSF4 bei der HS-Reaktion in Arabidopsis zu treffen (Prandl
et al., 1998). AuBlerdem ergibe sich dann die Moglichkeit hsf7/hsf4-Doppelmutanten zu
generieren. Falls HSF7 und HSF4 dhnliche Funktionen ausiiben, sollten die Unterschiede zum
Wildtyp in der Doppelmutante leichter nachzuweisen sein als in den entsprechenden Einzel-

mutanten, dhnlich wie fiir HSF1 und HSF3 in dieser Arbeit gezeigt.
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HSF4 und HSF7 sind HS-Gene und abhangig von HSF1 und HSF3: Die hitzeinduzierte
Expression einzelnen HSF-Gene ist ein bekanntes Phinomen in Pflanzen (zur Ubersicht:
Nover et al., 1996) und auch fiir HSF4 bereits von Prandl et al. (1998) beschrieben worden.
Bisher fehlten jedoch genauere Untersuchungen zur Kinetik und Quantifizierung der Hitzein-
duktion von HSF, ebenso wie experimentelle Hinweise auf den zugrunde liegenden
regulatorischen Mechanismus. Mittels Real-Time-PCR wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
die Kinetik, mit der die Transkriptmengen von HSF4 und HSF7 wihrend HS steigen und
dann wieder abfallen, groBe Ahnlichkeiten zur Induktionskinetik des Grofteils der untersuch-
ten HSP-Gene zeigt (Abb. 4.24). Dariliber hinaus wurde deutlich, dass die Stirke der
Hitzeinduktion von HSF4 auch quantitativ mit der von HSP zu vergleichen ist (Abb. 4.23,
vergleiche mit HSP18.2). Aufgrund dieser Ubereinstimmungen kénnen sowohl HSF4 als auch
HSF7 als HS-Gene bezeichnet werden.

Im HSF7-Promotor konnten drei HSE identifiziert werden (Abb. 4.9.C). Sowohl der Konser-
vierungsgrad als auch die relative Lage (—339 bis —105) zum Transkriptionsstart belegen die
klassische Struktur eines HS-Promotors, wie z. B. in SHSP-Genen vorhanden (Takahashi &
Komeda, 1989; zur Ubersicht: Scharf et al., 2001). Die identifizierten HSE waren essentiell
fir die Bindung rekombinanter HSF in vitro und fiir die Hitzeinduzierbarkeit des HSF7-
Promotors in GUS-Reporterlinien (Abb. 4.10 & 4.11). Die genannten strukturellen und funk-
tionellen Eigenschaften des HSF7-Promotors ergeben somit deutliche Hinweise dafiir, dass
die hitzeinduzierte Expression von HSF7 auf transkriptioneller Ebene unmittelbar von HSF
reguliert wird.

Die konstitutive Aktivitidt des HSF7-Promotors war unabhéngig von den identifizierten HSE
(Abb. 4.11.C), was darauf schlieBen lisst, dass sie HSF-unabhiingig ist. In Ubereinstimmung
dazu war die Menge der HSF7-mRNA in hsf1/3-Pflanzen nicht verringert (Abb. 4.23). Bei der
Bewertung der konstitutiven HSF7-Promotoraktivitidt in GUS-Reporterlinien muss die hohe
Halbwertszeit des GUS-Proteins berticksichtigt werden, die in Tabakpflanzen 3-4 Tage be-
tragt (Weinmann et al., 1994). Aus diesem Grund konnte selbst eine geringe konstitutive
Aktivitdt des HSF7-Promotors zur Akkumulation entsprechender GUS-Mengen innerhalb
mehrerer Tage vor HS fiihren, die dann durch einen 2-stiindigen HS lediglich um den Faktor 2
zu steigern waren (Abb. 4.11.C). Mittels Real-Time-PCR wurde gezeigt, dass HSF7-mRNA
vor HS cirka zehnmal abundanter ist als beispielsweise HSP17.6A-mRNA. Nach 1-stiindigem
HS stieg die Menge der HSF7-mRNA auf das 36-fache an, die Menge an HSP17.6.A-mRNA
aber auf das 58.579-fache (Abb. 4.23). Der HSF7-Promotor ist also stirker konstitiutiv aktiv,

jedoch schwicher hitzeinduziert als ,klassische® HSP-Promotoren. Trotzdem ergeben sich
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aufgrund des Nachweises funktioneller HSE im HSF7-Promotor deutliche Hinweise fiir eine
direkte Induktion der HSF7-Expression durch HSF. Dafiir spricht auch, dass die Hitzeinduk-
tion der HSF7-mRNA in der HSF-Doppelmutante hsf1/hsf3 in gleicher Weise beeintrachtigt
ist, wie die der untersuchten HSP-Gene (Abb. 4.24).

Auch die hitzeinduzierte Expression von HSF4 ist in hsfl/3-Pflanzen deutlich verringert und
daher ebenfalls HSF-abhéngig. Unklar bleibt allerdings, ob HSF4 wie HSF7 auf transkriptio-
neller Ebene unmittelbar HSF-reguliert ist, da innerhalb von 1.500 Bp genomischer Sequenz
stromaufwirts des HSF4-Startcodons keine eindeutigen HSE-Motive identifiziert werden
konnten (nicht gezeigt). Nover et al. (2001) finden bei wenig stringenter Definition der HSE-
Konsensussequenz Sequenzen im putativen HSF4-Promotor, die dhnlich unvollkommen sind
wie das funktionelle HSE im Promotor von HaHSP17.6 G1 (Carranco et al., 1999). Dieses
sHSP wird in der Sonnenblume jedoch nicht wahrend der HS-Reaktion, sondern wéhrend der
Samenreifung exprimiert. Es ist daher fraglich, ob unvollkommene HSE wie sie im HSF4-
oder im HaHSP17.6 G1-Promotor vorkommen, fiir eine HSF-vermittelte Hitzeinduktion in
vegetativem Gewebe ausreichen. Allerdings sollten theoretische, alleine auf DNA-Sequenzen
basierende Uberlegungen zur mdglichen HSF-Bindung nicht iiberbewertet werden: In huma-
nen Zellen betrdgt die Wahrscheinlichkeit 60%, dass ein Promotor, der ein perfektes HSE
enthélt, von HSF1-gebunden wird. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Promotor, der kein per-
fektes HSE enthélt, von HSF1-gebunden wird, betrdgt immerhin noch 38% (Trinklein et al.,
2004).

Die RNA von PsSHSFA der Erbse kann nur nach HS nachgewiesen werden (Aranda et al.,
1999). Da es bislang keinen Hinweis auf einen préexistierenden, konstitutiv-exprimierten
HSF in der Erbse gibt, konnte die Hitzeinduktion von PSHSFA durch andere stressinduzierte
Transkriptionsfaktoren bewirkt werden, z.B. durch Msn-Homologe #hnlich der STRE-
abhingigen Induktion von HSP-Genen wihrend der allgemeinen Stressantwort in Hefe (Mar-
tinez-Pastor et al., 1996). Falls solche alternativen Transkriptionsfaktoren auch fiir die
Expression von HSF4 in Arabidopsis verantwortlich sind, so miisste ihre Aktivitit unter HS-
Bedingungen HSF-reguliert sein, da die hitzeinduzierte HSF4-Expression in der HSF-
Doppelmutante hsfl/3 reduziert ist (Abb. 4.24). Eine Regulation von Transkriptionsfaktoren
durch HSF auf transkriptioneller Ebene ist bisher nicht bekannt, konnte aber durch die Analy-
se des Transkriptoms von hsfl/hsf3-Pflanzen mittels Microarray-Technik tiberpriift werden.
Denkbar wire aber auch, dass HSF4-regulierende Transkriptionsfaktoren oder Mitglieder
ihrer Aktivierungskaskade unter HS-Bedingungen durch HSP stabilisiert werden miissen.

Reduzierte HSP-Mengen konnten dann der Grund fiir die unvollstindige HSF4-Induktion in
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der HSF-Doppelmutante sein. In dhnlicher Weise regulieren HSF1 und HSF3 in Vogelzellen
die Zellteilung, die in HSF1- und HSF3-defizienten Zellen bereits unter mildem HS blockiert
ist. Verantwortlich fiir diese Blockade ist die reduzierte Menge an HSP90a, welches unter
HS-Bedingungen fiir die Stabilisierung der Cyclin-abhidngigen Kinase Cdc2 bendtigt wird
(Nakai & Ishikawa, 2001).

Neben transkriptionellen konnten aber auch posttranskriptionelle Mechanismen fiir die hitze-
induzierte = Zunahme der HSF4-mRNA  verantwortlich  sein.  Bereits  unter
Nichthitzeschockbedingungen ist die HSF4-mRNA deutlich abundanter als die RNA aller
anderen, untersuchten Gene (Abb. 4.23). Ein vergleichsweise starker konstitutiv-aktiver
HSF4-Promotor konnte bei Erhdhung der Halbwertszeit der HSF4-mRNA unter HS-
Bedingungen zu der gemessenen Hitzeinduktion von HSF4 fithren. Aufgrund der reduzierten
Hitzeinduktion der HSF4-mRNA in hsf1/3-Pflanzen miissten solche posttranskriptionellen
Mechanismen auf jeden Fall aber HSF-abhéngig sein.

Dass posttranskriptionelle Mechanismen nicht unwesentlich an der hitzeinduzierten Akkumu-
lation von Transkripten beteiligt sind, zeigten kiirzlich die Ergebnisse von Trinklein et al.
(2004). In einer genomweiten Analyse identifizierten sie zundchst 437 humane Gene, welche
entweder hitzeinduziert exprimiert werden oder deren Promotoren HSE enthalten oder deren
Promotorsequenzen nach Formaldehyd-Crosslinking mit antiHSF1-Antikorpern prézipitiert
werden konnten. Ob diese 437 Kandidaten tatsdchlich von HSF1 auf transkriptioneller Ebene
reguliert werden, wurde dann im Folgenden untersucht. Es zeigte sich, dass 24 von 93 hitze-
induzierten Genen weder HSE im Promotor haben noch HSF1-gebunden sind.
Dementsprechend werden 36 Gene in HSF1-knockout-Zellen (Mausfibroblasten) ebenso
hitzeinduziert exprimiert wie in WT-Zellen. Das bedeutet, dass nicht alle hitzeinduzierten
Gene HSF1-abhingig sind. Umgekehrt sind nur die Hélfte aller Gene, deren Promotoren HSE
besitzen und fiir die HSF1-Bindung nachgewiesen werden konnte, hitzeinduziert. Schlussfol-
gerung hier: HSF1-Bindung fiihrt nicht zwingend zu Hitzeinduktion. Trinklein et al. (2004)
favorisieren posttranskriptionelle Mechanismen zur HSF1-unabhéngigen Hitzeinduktion, da
nur Promotoren von Genen, die hitzeinduziert und HSF1-gebunden sind, in der Lage waren,
in Promotor::Luciferase-Assays die hitzeinduzierte Expression des Reportergens zu vermit-
teln. Dagegen flihrten Promotoren von hitzeinduzierten Genen, fiir die keine HSF1-Bindung

nachwiesen werden konnte, nicht zur Hitzeinduktion des Reporters.
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Bilden Klasse-B-HSF eine funktionelle Einheit? Die vergleichsweise starke konstitutive
und zusitzlich hitzeinduzierte Expression von Klasse-B-HSF wie HSF4 und HSF7 passt gut
in das von Czarnecka-Verner et al. (1997) vorgeschlagene Modell, nach dem Klasse-B-HSF
als Repressoren der HS-Genexpression unter Nichthitzeschockbedingungen und als Attenua-
toren der HS-Reaktion fungieren. Allerdings existieren Klasse-B-HSF, die nur schwach
konstitutiv und nicht hitzeinduziert exprimiert werden (HSF6, diese Arbeit). Andererseits
werden auch einzelne Klasse-A-Faktoren hitzeinduziert exprimiert, beispielsweise LpHSFA2
(Scharf et al., 1990), PsHSFA (Aranda et al., 1999) und HSFA2 aus Arabidopsis, dessen
mRNA nach HS sogar abundanter sein soll als die des HSF4 (Nover et al., 2001). Vom Ex-
pressionsmuster einzelner Klasse-B-HSF kann somit nicht auf eine allgemeine Funktion von
Klasse-B-HSF geschlossen werden.

Von den Tomaten-HSF sind die Klasse-A-HSF, LpHSFA1, LpHSFA2 und LpHSFA3 in der
Lage den Hefe-HSF zu komplementieren, nicht aber der Klasse-B-HSF LpHSFB1 (Boschei-
nen et al., 1997; Bharti et al., 2000). Daraus abzuleiten, dass LpHSFB1 oder sogar alle
Klasse-B-HSF keine aktivierenden, sondern reprimierenden Eigenschaften besitzen, wére
jedoch gewagt, denn auch einzelne Vertebraten-HSF verhalten sich bei der Komplementation
von Hefe-HSF-Mutanten anders als im homologen System. So kdnnen HSF2 und HSF4, nicht
jedoch HSF1 den Hefe-HSF komplementieren (Liu et al., 1997; Tanabe et al., 1999). Aul3er-
dem fithrte die transiente Expression von LpHSFB1 (ehemals LpHSF24) in
Tabakprotoplasten durchaus zur Aktivierung von HS-Promotoren (Treuter et al., 1993; Czar-
necka-Verner et al., 1997 & 2000).

Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass LpHSFB1, nicht aber HSF4 (AtHSFB1) als Co-Aktivator
der HS-Genexpression wirken kann und zwar immer dann, wenn die Anordnung der HSE
innerhalb des Promotors die gleichzeitige Bindung von LpHSFA1 zuldsst (Bharti et al.,
2004).

Zusammenfassend kann daher festgehalten werden, dass Klasse-B-HSF sehr wahrscheinlich
keine funktionelle Einheit bilden. Einige kdnnten sozusagen als Gegenspieler der aktivieren-
den Klasse-A-HSF die Expression von HS-Genen vor oder nach HS reprimieren. Andere
konnten als Co-Aktivatoren von Klasse-A-HSF oder anderen Transkriptionsfaktoren die

Expression ihrer Zielgene modulieren.
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7 ANHANG

7.1 Konstruktkarten

Konstrukte zur Expression von Arabidopsis-HSF in E. coli

pQE30- HSF7

T5-Promotor/\ EEOSR" wResGy HIS HSF7 (1_377) _

Lac-Operator

BamHI Sall

pPQE30- AHSF1/AHSF4/AHSF6/AHSF7

ATGAGAGGATCGGTAGTGGTAGTGGTAGTG-GGATCC-GATGACGATGACAAA

‘{'GSHHHHHHGSDDDDK

T5-Promotor/\ |EcoRI/ |uras Enterokinase-
Lac-Operator / |RBS 6x HIS Erkennungsseq. AHSF

BamHI AHSF1:331Q-482L Sall
AHSF4:189 T - 281 K
AHSF6: 208 S -296 R
AHSF7: 213 A-328 K

pQE30- AHSF2

ATGAGAGGATCGGTAGTGGTAGTGGTAGTG-GGATCT-GATGACGATGACAAA

\{‘GSHHHHHH G S D D D D K

T5-Promotor/ \ |EcoRI/|wres Enterokinase-
Lac-Operator / |RBS 6x HIS Erkennungsseq. AHSF
BamHUBgNI AHSF2: 311 A-455T Sall

pQE40- (DHFR)AHSF3

ATGAGAGGATCGGTAGTGGTAGTGGTAGTG-GGATCT--—-— GGTTCCAGATCT-GATGACGATGACAAA

\{GSHHHHHHGS——GSRSDDDDK
T5-Promotor/ \ |EcoRI/ |wres Enterokinase-
Lac-Operator / |RBS 6x HISp DHFR Erkennungsseq. AHSF

AHSF3: 317 A-467F Sall

BamHI Bgll
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Konstrukte zur Analyse des HSE7-Promotors

PpGPTV-pHSF7::GUS und pGPTV-pHSF7mut::GUS

Hindlll

Promotor

HSF7(mut)-

L]

uid A (GUS)

NOS-
Terminator

Smal

Sstl

Konstrukte zur ektopischen Expression von HSFE7 in Arabidopsis

pBl121-HSF7

pBI121-HSF7-GUS

pBl1121-HSF7-NLS

CaMV 35S-
Promotor

CaMV 35S-
Promotor

L

NLS

CaMV 35S-
Promotor

i

Bgl |

HSF7 (1-377) Terminator
Xbal Sstl
HSF7 (1-377) GUS Terminator|
Xbal BamHI Sstl
HSF7 (1-377) NLS [Terminator/
Xbal BamHI/Bglll Sstl
BamHlI Sst |

CTAGAGAGATCTACAATGGCTCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTAGATCCCCGGGTAGGATCCTGAGAGCTCCAGTC
R S TMAPIKIKKRIKVDPRV G S .
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7.2 Feldmann-Linien

Ubersicht iiber die als ,,Feldmann-Linien® bezeichneten 12.600 T-DNA Insertionslinien, die im Rahmen dieser
Arbeit durchmustert wurden. Angegeben sind die Bezeichnungen der vereinigten Samenpopulationen von je 100
unabhéngigen Transformanden, wie sie von den entsprechenden Samen-Stock-Centern angefordert werden
konnen. Fiir das Durchmustern mittels PCR wurde genomische DNA dieser Samenpopulationen wie angegeben
zu 13 Superpools (SP) vereinigt. 45 x CS = Arabidopsis Biological Resource Center 15 x N = Nottingham
Arabidopsis Stock Center; 66 x P = DuPont Collection. (f) DNA dieser Population stand nicht zur Verfiigung.

SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 SP6 SP7
N2606 CS2616 CS2626 CS2638 CS2648 CS6484 P1000
N2607 N2617 CS2627 CS2639 CS2649 CS6485 P1200 (f)
N2608 CS2618 CS2628 CS2640 CS2650 CS6486 P1400
N2609 N2619 N2629 CS2641 CS2651 CS6487 P1500
CS2610 CS2620 CS2632 CS2642 CS2652 CS6488 P1600
N2611 CS2621 N2633 CS2643 CS2653 CS6490 P1700
N2612 CS2622 CS2634 CS2644 CS2654 (f) CS6491 P1800
N2613 CS2623 CS2635 CS2645 CS6481 CS6494 P1900
N2614 CS2624 CS2636 CS2646 CS6482 CS6496 P2000
N2615 CS2625 CS2637 CS2647 CS6483 P700 P2100
SP8 SP9 SP10 SP11 SP12 SP13

P2200 P3400 P4000 P6000 P7600 P3900

P2300 P3500 P4100 P6100 P7700 P4200

P2400 P3600 P4500 P6200 P7900 P4300

P2500 P3700 () P4600 P6300 N2630 P4400

P2600 P3800 P4800 P6400 N2631 P4700

P2700 P7100 (f) P5100 P6500 P1200 P5000

P2800 P7200 P5400 P6600 P1300 P5300

P2900 P7300 P5600 P6700 P3200 P5800

P3000 P7400 P5700 P6800 P3300 P7000

P3100 P7500 P5900 P6900 P3700 P7800
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7.3 Ubersichtstabelle: 21 HSF-Homologe aus Arabidopsis thaliana

Angegebene HSF-Bezeichnungen nach Nover et al. (2001). Grau unterlegt sind die Daten der sechs HSF, die im
Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht wurden. Genbank-Akzessionsnummern von Sequenzen, die fiir theoreti-
sche Analysen (Genstruktur, AS-Alignment) verwendet wurden, sind fett hervorgehoben. (*) Hier wurde der
entsprechende ORF sehr wahrscheinlich falsch vorhergesagt. (§) Hier wurde sehr wahrscheinlich ein falsches
Startcodon zugrunde gelegt. (!) Fiir HSF1gibt es klonale Unterschiede in der Lange des C-terminalen Asparagin
(N) stretches. Hier wurden entsprechend der Genbankangaben 20 N zugrunde gelegt. HSF1-Expressionsklone,
die in dieser Arbeit verwendet wurden, besitzen 16 N.

N¢  Bezeichnung Chromo- ORF MW pl Genbank-Akzessions-Nummer
(alte Bezeichnungen) som (AS) (kDa) cDNA/Protein Genomische DNA/Protein
(Referenz) (Referenz)
Klasse A
1 AtHsfAla v 495! 55.7! 4.9! X76167 / CAA53761
(HSF1) (Hiibel & Schdffl, 1994)
Z97344 / CAB10555
2 AtHsfAlb A 481 53.6 4.6 Y 14068 / CAAT4397 AL391147 / CAC01846°
(HSF3) (Préndl et al. 1998)
3 AtHsfAld I 482 54.2 4.7 EST: N38285 AC007767 / AAF81328
AC084110 / AAG60176
4 AtHsfAle 11 468 52.0 4.6 AJ251865 / CAB63800 AC018363 / AAF26960
(HSF2) (Schdffl & Préindl 1999)
5 AtHsfA2 11 345 39.1 5.0 AC004747 / AAC31222
6 AtHsfA3 \ 412 46.5 5.2 AL162506 / CAB82937 *
7 AtHsfAda v 401 46.2 5.2 U68561 / AAC31792 AL021711/ CAA16745
(HSF21) (Nover et al. 1996) AL161549.2 / CAB78890
8 AtHsfA4c A% 345 39.6 5.5 EST: H37587 AB012245 / BAB09213
EST: AI995151
9  AtHsfAS v 466 524 6.2 AY039528 / AAK62584 797335/ CAB10177 *
(At-HsfA4b, Bharti et al. 2000) AL161537 / CAB78440 *
10 AtHsfA6a A% 282 332 5.4 NC_003076 / NP_199197
AB026651 / BAB11313 *
11 AtHsfAGb 11 406 46.7 4.7 AY045974 / AAK76648 AB022223 / BAB01258
12 AtHsfA7a 11 272 31.8 6.0 EST : R65204 AL049711/ CAB41311
(At-HsfA3, Bharti et al. 2000)
13 AtHsfA7b 11 282 326 5.0 AL138648 / CAB86436
14 AtHsfAS 1 374 42.6 4.6 AJ251866 / CAB63801 AC012563 / AAG51992
(HSF5) (Schoffl & Préndl, 1999) NC_003070 / NP_176964
15 AtHsfA9 v 331 38.2 5.4 cDNA: HSFG Fragment AB018115 / BAA97129
(Préndl, unpubl.) NC_003076.1 /
NP_200218
Klasse B
16  AtHsfB1 v 284 313 6.3 U68017 / AAC31756 (Nover et al. 1996)  Z99707 / CAB16764
(HSF4) Y 14069 / CAA74398 (Prandl etal. 1998) AL161590 / CAB80365
17 AtHsfB2a \' 299 34.1 5.8 AJ251867 / CAB63802 AJ251867 / CAB63802
(HSF6) (Schdffl & Prindl 1999) AB016880 / BAB10163
18 AtHsfB2b v 377 39.7 4.7 AJ251868 / CAB63803 AL049500 / CAB39937
(HSF7) (Schoffl & Préndl 1999) AL161532 / CAB78209
(At-HsfB2, Bharti et al. 2000) [unvollst. ORF, 328 AS]
19 AtHsfB3 11 244 283 5.1 AC002510 / AAB84350
20  AtHsfB4 I 348 39.6 7.6 AC083835 / AAG50634
Klasse C
21 AtHsfC1 111 330 37.7 5.7 EST: H36030 AB020746 / BAB02003

EST: T21116

NC 003074 / NP_189095
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DNA-Bindungsdomane (DBD)

Anhang

FVNFKYFSFFIRTKMDGVTGGGTNIGEAVTAPPPRNPHPATLLNANSL -

G TVCESVATAKSSTAVMSS - = = = - = = =« o o o o oo o oo oo oo oo
WlPGEQTGETPTVAGVGGGGAGCSAGNSGGSSGCGAGGGGGGSGGGGGGGG

AN SPPVDAMITGESSSQRS I - = = = = = = = = = =« = — o o — oo

ESVPESVPSPNSNTPSIPPPVNS - = = -« -« - o o o o oo oo oo oo
Bl T AV TAAQRS YV - = - - - o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m oo

‘i

AS-Alignment wurden in Megalign (DNA-Star von Lasergene) unter Verwendung der Clustal-Methode erstellt.
Schwarz unterlegt sind Aminosduren, die in mindestens 4 Sequenzen iibereinstimmen. Funktionelle Proteindo-
ménen wurden basierend auf Sequenzhomologie identifiziert und gekennzeichnet. Grau unterlegt sind die C-
terminalen Bereiche, die zur Generierung entsprechender Antikorper in E. coli exprimiert wurden. HR-A bzw -
B: Hydrophobe Region A bzw. B, NLS: Nuclear Localization Signal, AHA: aromatische, hydrophobe und saure
(acidic) Aminoséuren innerhalb der Aktivierungsdoméne, NES: Nuclear Export Signal.

7.4 AS-Alignment von HSF1-4 und HSF6-7
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7.5 AS-Alignment der 21 HSF-Homologen aus Arabidopsis thaliana

21 HSF-Homologe wurden durch eine Blast-Suche gegen die DNA-Bindungsdoméne von HSF1 aus der genomi-
schen Sequenz von Arabidopsis thaliana identifiziert. Dies stimmt mit dem Ergebnis von Nover et al. (2001)

iiberein. Die dort vorgeschlagene Nomenklatur wurde iibernommen, gefolgt von der bis dato verwendeten

Bezeichnung, einzelner bereits beschriebener HSF. Fiir das folgende AS-Alignment wurden jeweils nur die N-

49
34

[FVNFKYFSFFIRTKMDGVTGGGTNIGEAVTAPPPRNPHPATLLNANSL - - ===
oV sSKVTTSDGGGDSMETKPSPQPQPAATILSSNAG- - - - - — - — — — - - - oo

terminalen Bereiche der Proteine vom Startmethionin bis einschlieBlich der DNA-Bindungsdoméne verwendet.
AS-Alignments wurden in Megalign (DNA-Star von Lasergene) unter Verwendung der Clustal-Methode erstellt.

Schwarz unterlegt sind Aminoséuren, die in mindestens 11 Sequenzen iibereinstimmen.
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7.6 Ubergange von HSF-Genen und T-DNA in T-DNA-Insertionslinien

Basen, die mit HSF-Sequenzen iibereinstimmen, sind unterstrichen. Basen , die mit T-DNA-Sequenzen iiberein-
stimmen sind fett dargestellt. Unbekannte Sequenzen, die weder HSF- noch T-DNA-Sequenzen zugeordnet
werden konnen, sind kursiv hervorgehoben. In manchen Fillen, in denen beide Uberginge von HSF zu T-DNA
bzw. von T-DNA zu HSF isoliert und sequenziert werden konnten, wurden Deletionen einiger Nukleotide am

Insertionsort festgestellt. Simtliche Nukleinsduren sind in 5°—3” Orientierung dargestellt.

hsfl-ttl

5’-Ubergang:
- . -AGGACAGCCT TTATCATACT TACCCTCTAC GACAATTGTA AATGGCTTCA TGTCCGGGAA TC...

3’-Ubergang:
.. .CATGTAGATT TCCCGGACAT GAAGCCATTT ACAATTGACA CGAGAGAGTA TCAACGACTT...

An Insertionsort Deletion von 48 Bp:
TTCAACTTCT CTCCCGGATA CCATAATGCC AGAGACTTCC CAGATACC

hsf2-tt1:

5’-Ubergang:

.. .CTCTTGCGTA GCTTGTTCCT CCCCTGTTCT AACAAGTGTA TACTCTTACA TACATGATAA
CAAGTATGAG TATACATTAT AATATAGGAT ATATTCAATT GTAAATGGCT TCATGTCCGG
GAAATCTA. ..

hsf3-ttl:

5’-Ubergang:
.- -ACTCATCAAA AGATTCCACA GAACTTTGCA CATATGAAAA CAACTTAATA ACACATTGCG
GACGTTTTTA. ..

3’-Ubergang:
.. .ACGTCCGCAA TGTGTTATTA AGTTGTCTAA GCGCACTGTC ACATATGTCT GAAGATTGTT
TCCTCAATTG. ..

An Insertionsort Deletion von 1 Bp: G
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hsf7-ttl:

5’-Ubergang:
- - .CTTGATGGAA CTGAAACTAT TCTGGCTTGC CGGGTCCTCA ACTTAATAAA CAAATTGACG
CTTAGACAA CTTAATAAZIRKA..

3’-Ubergang:
---TCAATTTGTT TACACCACAA TATATCCTGC TAGGCTGGCG GGGTTGCCTG ATTCTCCTGA
GTTGTGCTTC TCACGATTTC GGATAAAGCA GGCAGATTC. ..

An Insertionsort Deletion von 18 Bp:
TGTGCTCCAG TGAGTGGA

hsf7-tt2

5’-Ubergang:

.- .CCTTTCTCTT CTCTGTCTAG TTTCTGTTTT CAATTGTAAA TGGCTTCATG TCCGGGAAAT. ..

hsf7-tt3

5’-Ubergang:
- - . TTACAGTAGC AGCTGTTCCT GTTGTAGCTC ATATTCAATT GTAAATGGCT TCATGTCCGG
GAAAT. ..
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7.7 Abklrzungen

AA
Abb.
ABRC
Amp
APS
AS
AtHSF
ATP
A. thaliana
A. tumefaciens
Bis

Bp
BSA
C
cDNA
cpm
CsCl
DAG
dCTP
d.h.
DMF
dmHSF
DMSO
DNA
dNTPs
E. coli
EDTA
EGS
EMSA
EtOH
g

GUS

h
hHSF
HRP
HS
HSC
HSE
HSF
HSP
i.d.R.
IPTG
K
Kap.
Kb
KBp
kDa
Km

Acrylamid

Abbildung

Arabidopsis Biological Resource Center
Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Arabidopsis thaliana Hitzeschockfaktor
Adenosintriphosphat

Arabidopsis thaliana
Agrobacterium tumefaciens
Bisacrylamid

Basenpaare

bovines Serumalbumin

Control (Kontrolle)
komplementire DNA

counts per minute

Caesiumchlorid

days after germination
Desoxycytidintriphosphat

das heif3t

Dimethylformamid
Drosophila-melanogaster-Hitzeschockfaktor
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsiure
Desoxynukleosidtriphospate
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
Ethylen-glycol-bis-hydroxy-succimide
Electrophoretic mobility shift assay
Ethanol

Gramm, Erdbeschleunigung
B-Glucuronidase

Stunde

humaner Hitzeschockfaktor
Horseradish Peroxidase
Hitzeschock

heat shock cognate
Hitzeschockelement
Hitzeschockfaktor
Hitzeschockprotein

in der Regel
Isopropyl-thiogalaktosid

Kontrolle

Kapitel

Kilobasen

Kilobasenpaare

Kilodalton

Kanamycin
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KOAc
1

lacZ

M
MCS
mg
min

ml
mM
mRNA
MS
NaOAc
NASC
NES
NH40Ac
NLS
nm

NQ

nt

oD

P

PAG
PAGE
PCR
pmol
RACE
RNA
RT

S

SDS
SV40
TCA
TEMED
Tris

u.a.
unpubl.
Upm
uv

vgl.
X-Gal

puCi
°C

Kaliumacetat

Liter

[B—Galaktosidase-Gen

molar

Multiple cloning site
Milligramm

Minute

Milliliter

millimolar
Messenger-Ribonukleinsdure
Murashige and Skoog Medium
Natriumacetat

Nottingham Arabidopsis Stock Center
nukleédres Exportsignal
Ammoniumacetat

nukleédres Lokalisationssignal
Nanometer

Nummer

Nukleotide

optische Dichte

Phosphat

Polyacrylamidgel
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerase chain reaction
Picomol

rapid amplification of cDNA ends
Ribonukleinsédure
Raumtemperatur

Sekunde

Sodiumdodecylsulfat

Simian Virus 40
Trichloressigsdure
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
unit

unter anderem

unpubliziert

Umdrehungen pro Minute
ultraviolett

Volt

vergleiche

Volumenteile
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-Galaktosid
Mikrocurie

Grad Celsius
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