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1 Einleitung

1.1 Regulatoren der Hitzestressantwort

Eine der wichtigsten Entdeckungen in der molekularen Zellbiologie machte F.
Ritossa 1962: Er beobachtete bei Drosophila Larven, die versehentlich erhdhter
Temperatur ausgesetzt waren, die Bildung von Puffs in Polytdn Chromosomen,
ein Zeichen erhohter Genaktivitat. Erst ein Jahrzehnt spater konnte die in-
duzierte Genaktivitat in Zusammenhang mit der Proteinbiosynthese von Hitze-
stressproteinen (Hsp) gebracht werden (Tissieres et al., 1974) und fuhrte 1977
zur Identifizierung der korrespondierenden mRNA durch McKenzie und
Meselson. Dies belegte, dass Ritossa tatsachlich den zentralen Aspekt der
Hitzestressantwort entdeckt hatte. Ebenso bemerkenswert war die Tatsache,
dass das Prinzip der stressinduzierbaren Hsp Genexpression zwischen Pro-
karyoten und Eukaryoten entwicklungsgeschichtlich konserviert ist. Hsps
regulieren die zellulare Proteinhomobostase, indem sie Schaden, die durch sub-
optimale Umwelteinflisse wie Hitze, Schwermetalle, Toxine, Oxidanzien, virale
und bakterielle Infektionen verursacht werden, verhindern und reparieren (Vier-
ling und Kimpel, 1992, Parsell und Lindquist 1993, Wu 1995, Nover und Scharf,
1997, Scharf et al., 1998a, Morimoto 1998, Bharti und Nover, 2002).
Desweiteren erfullen Hsps Haushaltsfunktionen in der Proteinfaltung, -topo-
genese, -translokation und dem Proteinabbau in Form von Multichaperon-
komplexen (Hartl 1996, Forreiter und Nover, 1998, Hartl und Hayer-Hartl,
2002). Wahrend des Hitzestresses (HS) kommt es zu einer Verarmung von frei
verfugbaren Hsps, die durch den erhdhten Hsp Bedarf fur die Aufrechterhaltung
der Proteinhomoostase verursacht wird. Um dies auszugleichen, werden
Hitzestresstranskriptionsfaktoren (Hsfs) aktiviert, die flr eine rasche Expression
von Hsp-Genen sorgen und zur Wiederherstellung der Proteinhomdostase bei-

tragen.
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Abbildung 1: Modell der Hitzestressantwort in Saugern.

Als Regulatoren der Hitzestressprotein (Hsp) Expression sorgen Hitzestresstranskriptions-
faktoren (Hsfs) fur die Erhaltung der Protein Homdostase, dem Gleichgewicht zwischen
Synthese, Faltung und Abbau von Proteinen. Stressfaktoren, die zur Denaturierung zellularer
Proteine fiihren, I6sen die Hitzestressantwort aus: (a) Der erhdhte Bedarfs an Hsps fur die
Wiederherstellung der zellularen Proteinhoméostase (b, c) setzt Hsf1 aus dem Hsf1/Hsp70/90
Komplexe frei (1). Hsf transloziert in den Kern und bindet als Hsf Trimer an Hitzestress-
elementen (HSE) im Promoterbereich von Hitzestress (HS)-Genen und leitet ihre Expression
ein (2) (Westwood et al., 1991, Baler et al., 1993, Rabindran et al., 1993, Sarge et al., 1993).
Neugebildete Hsp70 beteiligen sich an der Inaktivierung vom Hsf durch Reduzierung seiner
DNA Bindeaffinitat (3) (Kim et al., 1995, Baler et al., 1996, Shi et al., 1998). Als Konsequenz
wird Hsf aus dem Kern exportiert (4), dissoziiert zum Monomer und bildet mit Hsp90 den
attenuierten Hsf1/Hsp70/90 Komplex (5) (Baler et al., 1996, Ali et al., 1998, Zuo et al., 1998,
Bharadwaj et al., 1999, Hu und Mivechi 2003). (Abbildung aus Baniwal et al., 2004, modifiziert).
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1.2 Struktur von Hitzestresstranskriptionsfaktoren

Hsfs reprasentieren terminale Komponenten der Hitzestress-Signaltransduktion
und sind direkt an der Aktivierung von Hsp-Genen beteiligt. Sie besitzen als
Transkriptionsfaktoren einen modularen Aufbau mit mehreren funktionellen
Domanen, die fur die DNA Bindung, Oligomerisierung, die Regulation der intra-
zellularen Lokalisation und transkriptionelle Aktivierung sorgen (Abb. 2). Jede
einzelne Domane ist essenziell fir die Funktionalitat des Hsfs, sie kdnnen aber
mit Domanen mit ahnlichen Funktionen ausgetauscht werden wie z.B. die
Oligomerisierungsdomane durch die Leucin-Zipper Domane von GCN4 (Drees
et al., 1997).

HR-A Linker 2 HR-B
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Abbildung 2: Grundstruktur von pflanzlichen Hsfs.

Die Struktur und Sequenzdetails von funktionellen Domanen werden am Beispiel von HsfA2
aus Lycopersicon esculentum gezeigt. Das Helix-Turn-Helix Motiv der DNA Bindungsdomane
enthalt die strukturellen Voraussetzungen fir die spezifische Erkennung von HSEs mit der
Konsensussequenz (5-AGAANnTTCT-3’) mit n als variable Base. In der Oligomerisierungs-
doméne bzw. HR-A/B Region sind hydrophobe Heptad Repeats verantwortlich fiir die Coiled-
Coil vermittelte Interaktionen und Oligomerisierung des Hsfs. Die erweiterte Linker 2 Region ist
ein Charakterisierungsmerkmal fiir pflanzliche Klasse A (21 AS) und Klasse C Hsfs (7 AS). Im
C-Terminus befinden sich das Nuclear Localization Signal (NLS), bestehend aus basischen
Aminosaureseitenketten (AS) und das Nuclear Export Signal (NES), ein Leuzin-reiches Motiv,
die die intrazellulare Lokalisation des Hsfs regulieren. Insbesondere die AHA Motive aus
aromatischen, hydrophoben und sauren AS sind essenziell fir die transkriptionelle Aktivitat.
(Nover et al., 2001, modifiziert).
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1.2.1 DNA Bindungsdoméane (DBD)

DBD-HSE Struktur: Strukturelle Daten existieren nur fur die N-terminalen DNA
Bindungsdomane (DBD), da diese in der DNA gebundenen Form stabilisiert ist.
Die Struktur von HSE-DBD Komplexen unterschiedlicher Organismen offen-
barten eine hohe strukturelle Konserviertheit der Domane, die die Identifizierung
weiterer Hsf Genen ermoglichte (Vuister et al., 1994, Harrison et al., 1994,
Damberger et al., 1995, Schultheiss et al., 1996). Sie besteht aus einem Bundel
von 3 a-Helices und 4 antiparallelen p-Faltblattern in der ein zentrales Helix-
Turn-Helix (HTH) Motiv fur die spezifische Erkennung von Hitzestress-
elementen mit der Konsensussequenz (5-AGAANnTTCT-3’) sorgt (Pelham
1982, Bienz und Pelham, 1986, Nover 1987). Untersuchungen der Promoter-
architektur von HS Genen zeigen, dass HSEs im Verbund (Cluster) vorkommen
und unvollstandige bzw. nichtfunktionelle HSE enthalten kdnnen (Nover et al.,
2001). Ein besonderes Merkmal des HTH Motiv von Hsfs ist eine abgeknickte
Helix a2, die durch Helix a1 stabilisiert wird (Ceruso und Weinstein, 2002).
Aufgrund dieser Struktur passt sich die amphipatische Helix a3 in die grofen
Furche der DNA ein und sorgt mit positiv geladenen Aminosaureseitenketten
(R, S) fur den direkten Kontakt zu den Hitzstresselementen (HSE). Studien mit
Arabidopsis HsfA2 zeigten eine bevorzugte Bindung von TATA proximale HSE
Cluster (Schramm et al., 2006).

Kooperativitdt: Am C-terminalen Teil der DBD existiert zwischen den 3 und
B4 Strangen bei nicht-pflanzlichen Hsfs eine Loop Region, bestehend aus 10
AS. Im Gegensatz zu anderen ,winged“ Helix-Turn-Helix DNA-bindenden Pro-
teinen ist dieser Loop nicht direkt an der DNA Bindung beteiligt und auch nicht
essenziell fur die DNA Bindung (Cicero et al., 2001). Aber sowohl die Loop
Region als auch der Linker zwischen DBD und der HR-A/B Region stehen in
Zusammenhang mit der Regulation der kooperativen Promoterbindung und der
spezifische Erkennung von Promoterstrukturen (Bonner et al., 1994, Erkine et
al., 1999). Auch die HS-abhangige Trimerisierung wird von der Loop und der
Linker (L1) Region reguliert (Flick et al., 1994, Liu und Thiele, Ahn et al., 2001).
Eine weitere Funktion des L1 mit variabler Lange unter den Hsfs (15-80 bp) be-

steht in der korrekten Positionierung der DBDs von oligomeren Hsfs.

10
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1.2.2 Oligomerisierungsdomane (HR-A/B Region)
Coiled-Coil Leuzin-Zipper: Im Anschluss an L1 befindet sich die HR-A/B

Region bzw. Oligomerisierungsdomane (OD), die Coiled-Coil vermittelte Inter-
aktionen nach dem Prinzip eines Leucin-Zippers ermdglichen (Sorger und
Nelson, 1989, Peteranderl und Nelson, 1992). Sie besteht aus hydrophoben
Heptad Repeats mit Wiederholungen hydrophober Aminosaureseitenketten (L,
I, V, M) an jeder 7. Position, wobei ein zweites, versetztes Repeat-Muster an 4.
Position enthalten sein kann (4-3 Heptad Repeats) (Zuo et al., 1993, Nover et
al., 2001). Die Oligomerisierungsdomane ermoglicht sowohl Homo- als auch
Heterooligomerisierungen von Hsfs (Scharf et al., 1998b, He et al., 2003).
Pflanzen-Hsfs der Klasse A und C besitzen eine charakteristische Erweiterung
der Linker 2 (L2) Region um 21 bzw. 7 Aminosaurenreste. Im Gegensatz dazu
fehlt tierischen Hsfs und pflanzlichen Klasse B Hsfs eine Erweiterung der L2
(Nover et al., 1997). Die Oligomerisierung des Hsfs ist essenziell fur die hohe
DNA Bindungsaffinitat des Hsf Trimers (Boscheinen et al., 1997).

Regulation der Oligomerisierung: In Sauger Hsf1 existieren Mechanismen,
die die Trimerisierung regulieren, wie die intramolekulare Interaktion durch die
C-terminale HR-C Region (Baler et al., 1993, Rabindran et al., 1993) und die
Interaktion mit Hsf bindenden Proteinen (HSBP), die ausschlieBlich aus Coiled-
coils bestehen (Satyal et al., 1998, Tai et al., 2002). Die Trimerisierung ist
jedoch nur eine von vielen Voraussetzungen im Aktivierungsprozess neben
weiteren  Stress-induzierten  posttranslationalen  Modifizierungen  wie
Sumoylierung (Hong et al., 2001) und Phosphorylierungen (Cotto et al., 1996,
Xia und Voellmy, 1997, Holmberg et al., 2001, Kim et al., 2005) und die Be-
teiligung des Ribonucleoproteinkomplex aus elF1A und die nicht-codierende
RNA HSR1 an der Aktivierung und Stabilisierung aktiver Hsf1 Trimere in der
Hitzestressantwort (Shamovsky et al., 2006). Mittlerweile wurde bei Pflanzen
zwei HSBP Gene in Mais charakterisiert (Fu et al., 2002). Der Transposon ver-
ursachte Knock-out von HSBP1 zum embryoletalen Empty pericarp 2 (emp2)
Phanotyp, der aus einer unkontrollierten Synthese von Hitzestressgenen
wahrend der Embryogenese resultiert. Mit HSBP2 konnte in Hefe-Zwei-Hybrid
Analysen die direkte Interaktion mit der HR-A/B Region von Klasse A Hsfs

HsfA2c und HsfA4a von Mais gezeigt werden. Durch Mutationsanalyse in der
1
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HR-A/B Region und HSBP konnte die Spezifitat der Interaktion verifiziert
werden (Fu et al., 2006).

1.2.3 Lokalisationssignale fur Kernimport und -export (NES, NLS)

Die intrazellulare Lokalisation spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulation
der Aktivitdt von Hsfs. Unmittelbar nach der OD befindet sich das Kern-
lokalisationssignal (Nuclear Localization Signal, NLS), das aus ein- oder zwei-
teiligem Motiv basischer Aminosaureresten (K/R Motiv) besteht. Von den zwei
identifizierten K/R Motiven besitzt nur das C-terminale Motiv die Funktionalitat
einer NLS, wahrend das am N-Terminus der DBD lokalisierte K/R-Motiv die
Stabilitat der DNA Bindung beeinflusst (Lyck et al., 1997). In HsfA2 wurde erst-
mals ein Leucin-reiches Nuclear Export Signal (NES) am C-terminalen Ende
charakterisiert (Heerklotz et al., 2001). In Analysen zur funktionellen
Charakterisierung von Arabidopsis Hsfs konnte eine Signaturkombination fur
Klasse A Hsfs identifiziert werden, die aus dem C-terminalen AHA Motiv und
der NES besteht (Kotak et al., 2004).

1.2.4 Aktivatormotive (AHA Motive)

Die C-terminale Aktivierungsdomane (CTAD) ist die variabelste Region im Hsf,
die in der Lange und Anzahl von Lokalisationssignalen und Aktivatormotiven
variiert (Nover et al., 2001). Der funktionelle Kern der CTAD enthalt sogenannte
AHA Motive, die aus aromatischen, gro3en hydrophoben und sauren Amino-
saureseitenketten bestehen (Treuter et al., 1993, Doring et al., 2000, Bharti et
al., 2000) und mit Coaktivatoren und der basalen Transkriptionsmaschinerie
interagieren kénnen (Kotak et al., 2004). Insbesondere der Tryptophanrest im
Zentrum der AHA Motive ist fur die Funktionalitdt der Motive verantwortlich
(Doring et al., 2000). Im Gegensatz zu Klasse A Hsfs besitzen Klasse B Hsfs
keine transkriptionelle Aktivitat aufgrund fehlender AHA Motive. Auch sind
Klasse B Hsfs nicht wie Klasse A Hsfs in der Lage, die Funktion von Hefe Hsf1
im Hsf-Disruptionsstamm zu komplementieren (Boscheinen et al., 1997). Sie
kdnnen abhangig vom Promoterkontext sogar als Repressoren wirken (Czaner-

cka-Verner et al., 2000, Czarnercka-Verner et al., 2004).
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1.3 Funktionelle Diversitat im Hsf Netzwerk

In Vertebraten, Evertebraten und Hefen eine geringere Anzahl von bis zu vier
Hsf codierenden Genen (Wiederrecht et al., 1988, Clos et al., 1990, Sarge et
al., 1991, Rabindran et al., 1991, Schuetz et al., 1991, Nakai und Morimoto
1993, Nakai et al., 1997, Tessari et al., 2004). Dagegen konnten mindestens 19
Hsf codierenden Genen in Pflanzen mit Hilfe konservierte Sequenzen der DNA
Bindungs- und Oligomerisierungsdomane identifiziert werden (Scharf et al.,
1990, Nover et al., 2001, Baniwal et al., 2004, Xiong et al., 2005).

AtA4c
AtAda ALAS
LeA5
OsA4aleAdb OsA5 L BlAlBl sl
P OsB2a AtB2
AtB2p P2
OsA4d LeB2a
StB5 OsB2b
OsCi1b OsB2c . LeB3
OsCla
0sC2a AtB3
LeC1l OsB4b
AtB4
AtC1 StB4
OsAT: OsB4a
OsB4c
2 LeAlac
LpA3 OsAla
AtAla
AtA3 LpAla
\ AtAlad
OsA3 AtAlab
LeA9 AtAlae
AtA9 ALAZ22 OsA9
iata Iansy 172642 Lpaza
AtATp ALATE A pop 1 A2a ALAS
A2d
LeA8

AtAGa

Arabidopsis (At): 21 Hsfs, Tomate (Lp, Le): >18 Hsfs, Reis (Os): 23 Hsfs

Klasse A Hsfs Klasse B Hsfs Klasse C Hsfs

Abbildung 3: Multiplizitat der Hsfs in Pflanzen.

Phylogenetischer Stammbaum generiert aus konservierten Regionen (DBD, HR-A/B) Hsf
codierender Sequenzen aus Arabidopsis thaliana, Lycopersicon peruvianum (LpA1a, LpAZ2a,
LpA3) bzw. L esculentum, Solanum tuberosum und Oryza sativa. Klasse A Hsfs bildet die
grélte Gruppe, neben Klasse B und Klasse C Hsfs. Als Vertreter der Monokotyledonen besitzt
Reis auffallend groRe Hsf Subgruppen von A2, B2, B4 und C1 im Vergleich zu den Di-
kotyledonen. (Abbildung aus Baniwal et al., 2004, modifiziert)
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In Arabidopsis thaliana wurden 21, in Oryza sativa 23 und Lycopersicon
esculentum 19 Hsf codierende Gene identifiziert, deren phylogenetische Ana-
lyse der pflanzlichen Hsfs nicht nur die Aufteilung der drei grol3e Hauptgruppen,
Klasse A, Klasse C und Klasse B Hsf, sondern auch Subgruppierungen inner-
halb der Hauptgruppe von Klasse A Hsfs zeigen (Abb. 3). Die bisher ge-

wonnenen Erkenntnisse sprechen fir die funktionelle Diversitat der Hsfs.

1) In Lycopersicon esculentum ist HsfA1 konstitutiv exprimiert und verantwort-
lich fur die hitzestressabhangige Expression von HsfA2, HsfB1 und Hsps.
Transgene Tomatenpflanzen mit reduzierter HsfA1 Expression zeigen einen
thermosensitiven Phanotyp (HsfA1 Cosuppressionslinien, CS), wahrend er-
hohte HsfA1 Expression zur verbesserten Thermotoleranz fiihrt (HsfA1 Uber-
expressionslinien, OE) (Abb. 4). Obwohl noch weitere Hsfs existieren, sind

diese nicht in der Lage, die Funktion von HsfA1 zu Gbernehmen.

Immunoblots
I Blattern Pericarp
) WT OE CS2CS3 WT OE CS2 CS3
25°C : CHCHCHCH CHCHCHCH
(2h) "
CS HsfA1  — """"“ ' “‘
1
HsfA2 —_ e — — —
45°C
an HsfB1 —| »s ™ - -
25°C
(1h) cS Hsp17-Cl—| == am - ———
11
g Hsp104 —| = = - = ——
45°C rf"'\
(1+h) : - : HsC/p70 —|t=enenenaptime - == | == Enemmg = w ry =
51°C ’ 5
(1h) ST OE CS Kontroll- (C) und hitzegestresste (H) Proben

5 Wochen alte Pflanzen nach Hitzestressbehandlung
und 1 Woche Recovery bei 25°C

Abbildung 4: HsfA1 ist der Master Regulator fur Thermotoleranz in Tomate.

Die Hohe des HsfA1 Expressionslevel korreliert mit der Thermotoleranz von Lycopersicon
esculentum. Sublethale (1) und lethale (Il) Hitzestressbehandlungen von transgenen Tomaten-
linien mit veranderter Expression von HsfA1 lassen die Phanotypen einer erhéhten Thermo-
toleranz in HsfA1 Uberexpressionslinien (OE) und Thermosensitivitat in HsfA1 Cosuppressions-
linien (CS) erkennen. Expressionsanalysen zeigen die HsfA1 abhangige und stressinduzierte
Expression von HsfA2, HsfB1, Hsp17-Cl (Abbildung aus Mishra et al., 2002, modifiziert).
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2) HsfA2 gehdrt zu den stressinduzierten Hsfs, der im Gegensatz zu HsfB1 in
thermotoleranten Zellen akkumuliert und bisher als einziger Hsf unter Hitze-
stress in den fur Pflanzen charakteristischen, cytosolischen Hitzestressgranula
gebunden und in der Erholungsphase freigesetzt wird (Abb. 5) (Scharf et al.,
1998b, Mishra et al., 2002, Port et al., 2004, Schramm et al., 2005). Ein
wichtiger Aspekt beinhaltet die synergistische Kooperation von HsfA1 und
HsfA2 als HsfA1/A2 Heterooligomere (Scharf et al., 1998b). Die Wechsel-
wirkungen  zwischen HsfA1 und HsfA2 wurden in transienten
Reportergenassays durch Coexpression dieser beiden Hsfs in Mesophyllproto-
plasten wie auch in CHO Zellen beobachtet. Sie beruhen auf der durch HsfA1
vermittelten Kernlokalisation von HsfA2 (Kernretentionseffekt), da HsfA2 alleine
exprimiert aufgrund seiner starken NES intrazellular zwischen Cytoplasma und
Kern pendelt (Shuttling) (Scharf et al., 1998b, Heerklotz et al., 2001). Der spezi-
fische Repressor von HsfA2 Hsp17.4-Cll flhrt zur Bildung von unldslichen,
cytosolischen HsfA2/Hsp17.4-Cll Aggregaten und steht aulerdem in Zu-
sammenhang mit der HS-induzierten Assoziation in Hitzestressgranula-
komplexen zusammen mit anderen Hsps (Abb. 5). Bindung und Freisetzung
von HsfA2 fuhren in wiederholten Zyklen von HS und Erholungsphasen zur

Akkumulation von HsfA2 in thermotoleranten Zellen.

3) Da die HsfA3 Expression bisher nur in Zellkulturen detektiert werden konnte
(Bharti et al., 2000), ist moglicherweise die Expression von HsfA3 in Tomaten-
pflanzen gewebsspezifisch reguliert. HsfA3 gehort zu den besonders aktiven
Hsfs, wenn die transkriptionelle Aktivitat im GUS Reporter Assay mit HsfA1 und
HsfA2 verglichen wird, und kann auRerdem mit HsfA1 und HsfA2 interagieren
(Calligaris, Dissertation 2001). Im Vergleich zu HsfA1 oder HsfA2 fallen die vier
Tryptophan-haltigen und AHA Motiv-ahnlichen C-terminalen Aktivatormotive in
Tomaten HsfA3 auf sowie die eingeschrankte Fahigkeit, in Hefe die Funktion
von Hsfl zu ersetzen. Hefestdmme mit HsfA3 wachsen unter Hitzestress-
bedingungen nur bis zu einer Temperatur von 33°C, wahrend Stamme mit
HsfA2 unter allen drei Klasse A Hsfs A1, A2 und A3 die hochste Thermo-
toleranz vermittelt und das Hefewachstum bis zu 37°C zulasst (Bharti et al.,
2000).
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Abbildung 5: Regulationszyklus von HsfA2

Der stressinduzierte HsfA2 assoziiert unter anhaltendem HS in Hitzestressgranula, wird in der
Erholungsphase freigesetzt und ermdglicht eine erhdhte Hsp Expression durch Kooperation mit
HsfA1 unter wiederholter Stresseinwirkung. Eine weitere Rolle in der Regulation der HsfA2
Aktivitat spielt der spezifische Regulator Hsp17.4-Cll (Scharf et al., 1998b, Mishra et al., 2002,
Port et al., 2004). (1) Hitzestress fihrt zur Aktivierung von HsfA1 und Expression von Hs Genen
(2). HsfA2 kann mit Hsp17-ClIl unter Testbedingungen unlésliche Aggregate bilden, assoziiert in
der nativen Zelle mit anderen Hsps (4) in Hitzestressgranula-Komplexen (5). In der Erholungs-
phase werden Hsps und HsfA2 unter dem Einfluss von Hsp70/101 freigesetzt (6) durch Hsp17-
Cl resolubilisiert (7) und die Dissoziation von HsfA2 und Hsp17-Cll geférdert (8). HsfA2 kann im
Anschluss mit HsfA1 wechselwirken (9) und als Heterooligomere in der Hs Genexpression ko-
operieren (Abbildung aus Port et al., 2004, modifiziert).

4) Als einer der transkriptionell aktivsten Hsfs gehort HsfA4b, der in Bliten-
geweben exprimiert wird und spezifisch durch HsfA5 reprimiert wird. HsfA5
selbst ist trotz vorhandenem AHA Motiv inaktiv, beeinflusst aber durch direkte
Interaktion mit HsfA4b die DNA Bindung von HsfA4b in heterooligomeren
HsfA4b/AS Komplexen. Die Spezifitat der HsfA4-A5 Interaktion lasst sich sogar
durch einen Oligomerisierungsdomanenaustausch auf HsfA1 Ubertragen, so

dass HsfA1 durch HsfA5 reprimieren wird. (Baniwal et al., 2007). In Mono-
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kotyledonen steht HsfA4d in Zusammenhang mit der allgemeinen Stress-
toleranz, da mutante HsfA4d (spl7) Linien unter Feldbedingungen mit natur-
lichem, lichtinduziertem oxidativen Stress zu unkontrollierter Apoptose neigen
(Yamanouchi et al., 2002).

5) Ein weiterer gewebsspezifischer Hsf, HsfA9 reguliert die Hsp Genexpression
wahrend der Samenentwicklung (Kotak, et al., 2007). Der Signaltransduktions-
weg, die Regulation der HsfA9 Expression durch ABI3 und die Induktion der
Hsp Expression durch HsfA9, ist ein bemerkenswertes Beispiel fur ein streng
gewebs- und entwicklungsspezifisch wirkenden Hsf. AuRerdem steht HsfA9 im
Zusammenhang mit der Regulation des Ubergangs in die Samenruhe, die be-
gleitet wird von einer erhohten Trocknungstoleranz durch die Anwesenheit der

kleinen Hsps.

6) Die Haushaltsgenexpression unter Stressbedingungen reguliert der stress-
induzierte HsfB1 zusammen mit HsfA1. Durch die Bildung eines ternaren,
enhanceosom-ahnlichen Komplexes mit HsfA1 und HAC1, dem Arabidopsis
CBP Ortholog, erfolgt eine synergistische Aktivierung von Haushaltsgen-
promotoren (Bharti et al., 2004). Eine Rolle in der entwicklungsbedingten
Regulation steht moglicherweise HsfB1 zu, da transgene Pflanzen mit ver-
ringerter HsfB1 (HsfB1 Antisense) Expression in der Entwicklung unregel-

mafige Wuchsformen zeigen (Mishra, Dissertation 2003).

1.4 Kombinatorische Hsf Wechselwirkungen

Die Moglichkeit von Wechselwirkungen zwischen Hsfs erweitert die Komplexitat
der transkriptionellen Regulation durch Hsfs. Sie reprasentiert eine weitere
Ebene der Feinregulation, die eine Aktivierung spezieller Untergruppen stress-
abhangiger und/oder gewebsspezifischer Zielgene erlaubt (Singh 1998, Rojas
et al, 2002, Lohmann et al, 2004). In einer Hefe-Zwei-Hybrid
Interaktomsanalyse der 21 Arabidopsis Hsfs durch wechselseitige Kombination
aller Hsfs zeigte das Ergebnis eine signifikante Anhaufung von Interaktionen
zwischen der Klasse A Hsfs und zwischen Klasse C und A Hsfs, wahrend bei

Klasse B Hsfs nur Interaktionen innerhalb der HsfB2 Gruppe bestatigt wurden.
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Insbesondere AtHsfA2 verdeutlicht das Potenzial von Klasse A Hsfs multiple

Klasse A Hsf Interaktionspartnern zu besitzen (Port, Dissertation 2005).

Sowohl transkriptionsaktivierende als auch -reprimierende Wirkungen werden
von heterooligomeren Hsf Komplexe induziert (Scharf et al., 1998b, Baniwal et
al., 2007). Bisher sind die molekularen Eigenschaften der heterooligomeren Hsf
Komplexe weitgehend ungeklart, die zur synergistischen Aktivitat fihren. Syn-
ergismus beschreibt eine besonders hohe Rate der Transkription, die durch
eine spezifische Kombination von Transkriptionsfaktoren hervorgerufen wird
und mehr als die summierten additiven Effekte der einzelnen Transkriptions-
faktoren entspricht. Zu dem besonderen Aspekte der kombinatorischen Hsf-Hsf

Wechselwirkungen zahlen:

Promoterspezifitat: Die spezifische Anordnung von regulatorischen Elementen
innerhalb der Promoterstruktur ermdoglicht die entwicklungs- und stimulus-
bedingte Genexpression zum definiertem Zeitpunkt. Als sequenzspezifische
Aktivatoren konnen regulatorische  Transkriptionsfaktoren oftmals die
korrespondierenden regulatorischen Bindungsstellen nur besetzen, wenn sie
mit anderen Aktivatoren interagieren und dadurch eine ausreichende Bindungs-
affinitat aufbauen, um eine stabile Transkription zu initiieren. Die Architektur des
Promoters setzt unter Umstanden voraus, dass Aktivatorkomplexe strukturelle
Voraussetzungen, z.B. Uber ihre spezifische Oligomerisierung, erflllen missen,
um eine effiziente Wechselwirkung mit dem Promoter und Coaktivatoren zu er-
zielen. Bei Tomaten Hsfs kann beispielsweise der ternare Komplex aus
HsfA1/B1/HAC1 nur an solchen Promoterstrukturen synergistisch wirken, die
eine spezifische Kombination aus funktionellen trimeren und dimeren HSE
Modulen in einem definierten Abstand enthalten und mit dem Oligo-
merisierungszustand der beiden Aktivatoren Ubereinstimmen (Bharti, Dis-
sertation 2003).

Konzertierte Rekrutierung: Im Vergleich zur schrittweise ablaufenden
Transkriptionsaktivierung ermoglicht die kombinatorisch geregelte Aktivierung
eine synergistisch geférderte Transkription durch die konzertierte Rekrutierung

von Coaktivatorkomplexen. Der Zugang zu Chromatin verpackten Genen und
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deren Promoterbereich bedarf einer Modifizierung der DNA assoziierten
Histone sowie die anschliellende Rekrutierung von Komponenten der
generellen Transkriptionsmaschinerie. Die Rekrutierung von Coaktivatoren zahlt
zu den ersten Schritte der Transkriptionsinitierung durch transkriptionelle
Aktivatoren. Coaktivatoren besitzen Histonacetylierungsaktivitat (HAT) oder be-
inhalten ATP abhangige Remodeling-komplexe, die die Affinitat zwischen DNA
und Histonen bzw. Nucleosomen reduzieren oder durch Veranderung der
Nucleosomposition die Offnung der Chromatinstruktur bewirken (Becker und
Horz 2002). Ebenso essenziell ist die Rekrutierung des TFIID Komplexes, ein
Komponent der generellen Transkriptionsmaschinerie, das flur die Stabilisierung
des Pra-Initiationskomplexes (PIC) am Promoter und die Rekrutierung des
Holoenzyms der RNA Polymerase Il bendtigt wird. Der TFIID Multiprotein-
komplex besteht aus TBP assoziierte Faktoren, den sogenannten TAFs sowie
das TATA bindende Protein (TBP), das fir die Erkennung AT reichen
Sequenzen (TATA Boxen) im Promoterbereich sorgt. Ein weiterere
Komponente der generellen Transkriptionsmaschinerie, der Mediator/SRB-
Komplex, Uberbrickt TFIID und regulatorischen Transkriptionsfaktoren und
stabilisiert beide DNA bindenden Komplexe. Durch die spezifische Interaktion
innerhalb der Komponenten im Aktivatorkomplex und Komponenten der
generellen Transkriptionsmaschinerie wird eine kooperative DNA Bindung, die
Bildung von Nukleoproteinkomplexen hoéherer Ordnung (Enhanceosomen) mit
synergistischem  Aktivierungspotential erzielt. In der Parallelitat der
konzertierten Rekrutierung von Coaktivatoren, die fur die Zuganglichkeit des
Zielpromoters sorgen, sowie von Komponenten der generellen Transkriptions-
maschinerie, die die Transkription einleiten, beruht die Effizienz von
Enhanceosomen. Insbesondere die Adapter Funktion von Coaktivatoren wie
z.B. das CREB Bindeprotein CBP ermdglicht die Bildung von Enhanceosomen

mit unterschiedlicher Promoterspezifitat.

Integration und Modulation von Signalen: Eine weitere wichtige Rolle spielt
die spezifische Interaktion innerhalb der Komponenten der Aktivator-
Coaktivatorenkomplexe, die fur die Promoterspezifitat und Stabilitat der PIC
sorgt. Die flexible Interaktion zwischen unterschiedlichen Aktivatoren ermoglicht

die Regulation mehrerer Signalwege und Modulation der transkriptionellen
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Aktivitat, die mit eine kleineren Anzahl von Aktivatoren fir die Regulation
komplexer Vorgange erlaubt. Veranderbaren Zusammensetzung zwischen
Aktivator und Coaktivatorkomplexen kann die Umkehr der Funktionalitat
(Aktivierung/Repression) des Aktivatorkomplexes bedeuten und bietet eine
weitere Ebene der Transkriptionsregulation (Rosenfeld et al., 2006). Dies bietet
der Zelle die Mdglichkeit, differenzielle Genaktivierungsprogramme zu verwirk-
lichen, die insbesondere in der koordinierten Expression wahrend der Ent-

wicklung eine wichtige Rolle spielt (Shirasaki und Pfaff 2002).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Durch die Charakterisierung der funktionellen Wechselwirkung zwischen HsfA1
und HsfA2 mit Hilfe unterschiedlicher experimenteller Ansatze zur Analyse
funktioneller Eigenschaften von heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexen
werden neue Aspekte der spezifischen und synergistischen Aktivierung er-
arbeitet. Das Resultat ist ein Modell, das sich aus mehreren spezifischen
Effekten zusammensetzt und in der Summe fur die Effizienz der synergistischen

Aktivierung sorgt.

1. Spezifische Interaktion zwischen HsfAl und HsfA2: Die Spezifitat der
funktionellen Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 wird in Vergleich mit
weiteren Klasse A Hsfs, HsfA3, HsfA4b und HsfA5 anhand von GUS
Reporter Assays, Co-Immunprazipitationen und der interaktionsvermittelten

Kernretention von GFP-HsfA2 untersucht.

2. Synergistische Aktivierung durch HsfAl und HsfA2: Fur die Analyse der
synergistische Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2 werden 3HA-HsfA1 und
3HA-HsfA2 in unterschiedlichen Mengenverhaltnissen coexprimiert. Sowohl
am Hsp17.3B-Cl::GUS Reporter als auch an der induzierten endogenen
Tabak Hsp17-Cl Expression kann der spezifische Effekt der synergistischen

Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2 demonstriert werden.

3. Strukturelle Voraussetzungen der synergistischen Aktivierung: Um die
strukturellen Voraussetzungen der synergistischen Aktvierung zu definieren,
werden HsfA1 und HsfA2 Mutanten mit Defekten in der DNA Bindung, Oligo-

merisierung und Aktivierung eingesetzt. Funktionellen Analysen der
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transkriptionellen Aktivitdt (GUS Reporter Assays, Induktion endogener
Hsp17-Cl Expression), Komplexbildung (Co-Immunprazipitation) und die
HsfA1 vermittelte Kernretention von HsfA2 (Immunfluoreszenz) sollen die
Wirkung mutierter Domanen auf die Funktion des heterooligomeren

HsfA1/HsfA2 Komplexes untersuchen.

. Funktionelle Unterschiede zwischen HsfA1 und HsfA2: Die funktionellen

Unterschiede zwischen HsfA1 und HsfA2 werden mit Hilfe von HsfA1-HsfA2
Hybriden durch Coexpression mit HsfA1 und HsfA2 Wildtypformen identi-
fiziert. Aus der Kombination von Hybrid und Wildtyp Hsf entstehen
Komplexe mit homologen bzw. heterologen Domanenkombinationen, die

einen Einfluss auf die synergistische Aktivierung ausiben.

. Funktionelle Eigenschaften von heterooligomeren HsfA1/HsfA2
Komplexen: Die Eigenschaften von DNA-Hsf Komplexen in Anwesenheit
von HsfA1 und HsfA2 werden in Hinblick auf kooperative Bindung und
qualitative Veranderung der DNA-Hsf Komplexe naher untersucht. Native
Komplexe von HsfA1 und HsfA2 sowie durch Coexpression induzierte Ver-
anderungen an der KomplexgroRe werden anhand der Gelfiltrationsana-

lysen betrachtet.

. Funktionsanalyse der HR-A/B Region von HsfA2: Die Interaktion ist
eines der Voraussetzungen fur die synergistische Aktivierung durch HsfA1
und HsfA2. Zur Verifizierung der interaktionsvermittelten, synergistischen
Aktivierung wird die Oligomerisierung partiell deletierter HsfA2 HR-A/B
Mutanten ermittelt. Durch Mutationsanalyse der HR-A/B Region von HsfA2
in GUS Reporter Assays und Co-Immunprazipitation werden strukturellen
Voraussetzungen der Oligomerisierungsdomane fur die synergistische

Aktivierung charakterisiert.

. Analyse der kooperativen Aktivierung durch AHA Motive: Beide Hsfs
sind verantwortlich fur die synergistische Aktivitat. In der Charakterisierung
der kooperativen, synergistischen Aktivierung durch beide CTADs werden
Mutanten jeder der vier vorhandenen AHA Motive von HsfA1 und HsfA2

jeweils durch Coexpression mit dem Wildtyp Hsf Partner getestet.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Die gentechnologischen Arbeiten, Herstellung von Stammlosungen, Puffern und
Medien wurden nach den Standardprotokollen aus den Methodensammel-
werken von Ausubel et al. (1993) und Sambrook et al. (2001) durchgeflhrt. Flr
die Produktion von Plasmid DNA wurden der E. coli Laborstamm DH5a ver-
wendet (Hanahan, 1983). Die Enzyme zur DNA Modifizierung (Restriktions-
enzyme, T4 DNA Ligasen, Kleenow Fragment, Taq und Pfu DNA Polymerase)
wurden von der Firma MBI Fermentas, (St. Leon-Rot) bezogen. Fur die PCR
basierte Klonierung wurden Oligonucleotidprimer der Firmen Biospring
(Frankfurt) und MWG (Ebersberg) eingesetzt (Tab. 3). Die PCR basierte Muta-
genese ermdglichte gezieltes Einfihren von Punktmutationen und Deletionen in
Hsf codierenden Expressionskonstrukten (Treuter et al., 1993, Lyck et al,
1997). Die PCR Reaktionen wurden im Thermocycler GeneAmp PE9600 Perkin
Elmer, Applied Biosystem (Langen) mit Hilfe eines Prazisions-Taq/Pfu DNA
Polymerase (1:10) Gemisches unter Standardbedingungen bei 55°C Annealing
Temperatur amplifiziert. DNA Aufreinigungskits von QIAGEN (Hilden) (QlIAquick
PCR Purification, QIAquick Gel-Extraction) wurden nach Herstellerempfehlung

verwendet.

2.2 Expressions- und Reporterkonstrukte

Pflanzliche Expressionskonstrukte basierten auf pRT101 Vektoren unter der
Kontrolle des konstitutiv aktivem 35S Blumenkohlmosaikvirus Promoter (CaMV)
(Topfer et al., 1988). Der Hsf abhangige GmHsp17.3B-CI-GUS Reporter be-
steht aus dem Promoterfragment (-321 bis -12) von Glycine max. in Fusion mit
dem bakteriellen B-Glucuronidasegen (GUS) (Treuter et al., 1993).
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2.3 Expressionsanalysen in Tabak Mesophyll Protoplasten

Die Isolation, Aufreinigung und PEG vermittelte Transformation und Fixierung
von Tabak (Nicotiana plumbaginifolia) Mesophyllprotoplasten, immunologische
Detektion von Hsfs und Hsp17-Cl Proteinen auf Immunoblots und intrazellular
in fixierten Mesophyllprotoplasten erfolgten nach Scharf et al., 1998, Heerklotz
et al., 2001. Spezifische Tomaten Hsf Antikdrper gegen HsfA1, HsfA2, HsfA3
wurden in Lyck et al. (1997) und Bharti et al. (2000) beschrieben. Anti-HA Anti-
seren und sekundare, Meerrettichperoxidase konjugierte Antiseren wurden von

der Firma Sigma (Taufkirchen) bezogen.

2.3.1 Immunoblots

Fir die Analyse endogener Hsp17-Cl Proteine wurden 1x10° Protoplasten mit
10ug Gesamt-DNA aus je 5ug HsfA1 und HsfA2 Plasmid DNA transformiert.
Nach 20 h erfolgte die Extraktion in 75ul Hochsalzpuffer durch Ultraschall-
behandlung (Scharf et al., 1998b). Extrakte wurden mit 4x SDS Ladepuffer ver-
setzt und eine Menge, die etwa 2x10* Protoplasten entspricht, fir
Immunoblotanalysen verwendet. Densitometrische Bestimmungen von
Proteinexpressionslevel wurden mittels ImageMaster 1D Software von GE
Healthcare (Minchen) an 3 unterschiedliche lang belichteten Filmen durch-
gefuhrt und auf Referenzproben standardisiert. Zur Berechnung des syn-
ergistischen Wertes (Synergismus) wird der Expressionslevel der Coexpression
durch die Summe der Einzelexpression dividiert. Die Parallele Evaluierung von
GUS Reporter Assay und Aktivierung endogener Hsp17-Cl Expression wurde
nur fur den GUS Assay in Abb. 9 zur Verifizierung des Testsystems durch-
gefuhrt.

2.3.2 Immunfluoreszenz

Intrazellulare Analysen durch indirekte Immunfluoreszenz erfolgten nach Heer-
klotz et al. (2001) mit einer Anderung: Fiir die Transformation von 1x10° Proto-
plasten wurden 20ug Gesamt DNA mit je 10ug HsfA1 und HsfA2 verwendet.
Die Protoplasten wurden mit 3,7% Paraformaldehyd (w/v) in Microtubuli-
stabilisierendem Puffer (100mM PIPES Puffer, pH 6,8, 2mM EGTA, 1mM
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MgSOQ,) fixiert. FUr die mikroskopischen Aufnahmen wurde ein Zeiss Axiophot
Mikroskop (Oberkochen) kombiniert mit einem ,Colour View F12 System® von
Olympus (Hamburg) verwendet. Die statistische Evaluierung einer Zell-
population von mindestens 100 Zellen erfolgte nach drei unterschiedlichen
Kriterien (Lokalisationstypen) (Scharf et al., 1998b).

2.3.3 GFP-Hsf Fusionsproteine

Die Verwendung von grinem Fluoreszenzprotein (GFP) zur Analyse von intra-
zellularen Lokalisation von Proteinen in mono- und dikotyledonen Pflanzen-
zellen wurde bereits beschrieben (Reichel et al., 1996). Lokalisationsanalysen
an lebenden Zellen wurden mit GFP-HsfA2 durchgefuhrt, um die Hsf Wechsel-
wirkung vermittelte Kernretention von GFP-HsfA2 zu analysieren. Je 1x10°
Protoplasten wurden mit 10ug pRT-GFP-HsfA2 und 10ug Hsf codierende
Plasmide oder pRT-Neo transformiert. Nach 20 h wurde mit 1ml W5 Wasch-
l6sung (Scharf et al., 1998b) die Protoplasten 5min bei 1000 rpm, RT vorsichtig
sedimentiert, der Uberstands abpipettiert (etwa 1,8ml) und die Protoplasten
vorsichtig resuspendiert. Mikroskopie und Dokumentation erfolgte mittels

identischen Geraten wie bei der Immunfluoreszenz.

2.4 GUS Reporter Assays

Bis auf die folgenden Abweichungen wurde die GUS Reporter Assays nach
Scharf et al., 1998b und Doring et al., 2000 durchgefuhrt. Fur einen Probe-
ansatz wurden 3 parallele Transformationsansatze (2x10* Protoplasten) mit
insgesamt 5ug Gesamt DNA, bestehend aus 3ug Aktivator und 2ug Reporter
Plasmid-DNA, transformiert. Flr gleichbleibende Transformationsbedingungen
wurde das pRT-Neo Konstrukt (Expressionskonstrukt fur Neomycin Phospho-
transferase II) zum Angleichen der DNA Mengen verwendet. Nach der Trans-
formation wurden die Protoplasten 20 h bei 25°C unter Schwachlicht inkubiert.
Bei den Titrationsanalysen in Abb. 7 wurden flr HsfA1 und HsfA2, die jeweils
mit vier unterschiedlichen Klasse A Hsfs cotransformiert wurden, sowohl Trans-
formationsansatze als auch die Messung der Reporteraktivitat parallel durch-

gefuhrt, so dass eine Vergleichbarkeit zwischen den Cotransformationen ge-
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wahrleistet wurde. Die Berechnung des synergistischen Wertes (Synergismus)
erfolgt mittels der Formel: (Aktivitat coexprimierter Hsfs - Aktivitat Neo) /
((Einzelaktivitat 1 - Aktivitdt Neo)+ (Einzelaktivitat 2 - Aktivitat Neo))

2.5 Coimmunprazipitation

An NHS-aktivierte Sepharose Beads von GE Healthcare (Minchen) wurden 1ml
Antiserum Primarantikdrper nach Herstellerangaben gekoppelt. 400ul der ge-
koppelten Antikorper-Sepharose Beads wurden intensiv gewaschen (4x mit
RIPA Puffer/0.1% SDS, 3x mit sterilem PBS/0.1% Natriumazid) und mit ca.
800ul sterilem PBS/0.1% Natriumazid auf 1ml Gesamtvolumen aufgeflllt. Flr
die Immunprazipitationsproben wurden je 4x 10° Protoplasten mit je 10ug Total-
DNA, bestehend aus 5ug HsfA1 und 5ug HsfA2 Expressionsplasmiden, trans-
formiert. Nach 20 h erfolgte die Extraktion in 100ul NEB500 Lysispuffer (Scharf
et al., 1998) durch Ultraschallaufschluss. Nach einer Zentrifugation (8000 rpm,
5 min, 4°C) wurde 5ul des Extrakts fur die Expressionskontrolle (Input) ent-
nommen und der Rest mit 300ul NEBO verdinnt (125mM NaCl
Endkonzentration). 40ul Sepharose Beads mit immobilisierten Antikérper
wurden zum Extrakt gegeben und mit Rotation bei 15 rpm, 4°C Uber Nacht in-
kubiert. Die Beads wurden bei 1000 rpm, 4°C, 5 min sedimentiert und 3x mit 1x
PBS mit Proteinase-Inhibitoren gewaschen. Nach Entfernen des Uberstands
wurden die prazipitierten Proteine mit 30ul 1x SDS Ladepuffer ohne f-
Mercaptoethanol 15 min bei 4°C eluiert, die Beads bei 14.000 rpm, 4°C, 1 min
sedimentiert und der Uberstand abgenommen. Nach Zugabe von 3ul pB-
Mercaptoethanol, Denaturierung bei 95°C, 5 min, konnten die Proben elektro-

phoretisch aufgetrennt und im Immunoblot analysiert werden.

2.6 Gelfiltrationschromatographie

Native Extrakte von 1x10° Protoplasten wurden in 200ul NEB500 hergestellt,
bei 14.000 rpm, 15 min, 4°C zentrifugiert und 100ul des Extraktes mittels einer
AKTA Basic HPLC auf einer Sephadex 200 PC3.2 S&ule aufgetrennt. Fir die
Equilibrierung der Gelfiltrationssaule und Elution der Proteine wurde ein Puffer

mit 25mM HEPES mit 150mM NaCl verwendet. Das verwendete Programm
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regelte die Elution mit einer Flussgeschwindigkeit von 30pl/min und sammelte
50ul Fraktionen. Nach der saulenchromatographischen Auftrennung wurden die
Fraktionen mit Aceton gefallt und im Immunoblot analysiert (Abb. 17). Durch
Bezug auf die Verteilung der Eichproteine (High Molecular Calibration Kit, GE
Healthcare (Munchen)) konnten die relativen GroRen der Proteinkomplexe er-
mittelt werden. Bei der FPLC Gelfiltration der HsfA2 HR-A/B Mutanten (Abb. 18)
an der Pharmacia FPLC wurden identische Puffer fir Aquilibrierung einer
manuell gepackte Sephadex 200 Saule mit 25ml Volumen verwendet. Es wurde
die identische Menge an Extrakten injiziert und aufgetrennt, die nach der obigen
Beschreibung hergestellt wurden. Als Flussgeschwindigkeit wurde 0,4ml/min
eingestellt sowie Fraktionen von 0,8ml gesammelt, die nach Acetonprazipitation

im Immunoblot analysiert wurden.

2.7 DNA Electrophoretic Mobility Shift Assays

Native Extrakte von 2x 10° Tabak Mesophyllprotoplasten, die mit je 10ug HsfA1
und HsfA2 transformiert wurden, werden in 1x EMSA Puffer durch dreimaliges
Einfrieren in Flussigstickstoff und Auftauen bei 4°C hergestellt und fur die
Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) nach Vorschriften in Lyck et al.
(1997) verwendet. Die Analyse der DNA Bindefahigkeit erfolgte auf nativen, mit
TBE Puffer hergestellten 6%igen Polyacrylamidgelen mit nativen Extrakten aus
2x 10° Protoplasten in 1x EMSA Puffer. Als Sonde wurde HSE3 Oligo-
nukleotide, die radioaktiv mit 32P-dCTP mittels Kleenow Fragment enzymatisch
an den freien Enden markiert wurden und PCR amplifizierte Sonden von
Arabidopsis Hsp17.4-Cl Promoterfragmenten verwendet (Vorwarts-Primer (Nr.
918) 5-CAACCGGATCCATAGAAGCTTCTTGAAGCC-3’, Revers-Primer (Nr.
785) 5-CGATGTCGACAAATGATGGTAGAGAAGAGGATAAGAG-3)).
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3 Ergebnisse

In den Analysen dient die synergistische Aktivierung durchgehend als Anhalts-
punkt fur die funktionelle Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2. Die vor-
liegenden Ergebnisse der funktionellen Charakterisierungen gliedert sich inhalt-
lich in drei Teile. Im ersten Teil wird die spezifische Interaktion zwischen HsfA1
und HsfA2 im direkten Vergleich mit anderen Klasse A Hsfs verdeutlicht. Teil
zwei enthalt die Charakterisierung der strukturellen und funktionellen Aspekte
der synergistischen Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2. Im dritten Teil werden
die besonderen Eigenschaften von synergistischen HsfA1/HsfA2 Komplexen

besprochen.

3.1 Spezifitat der Wechselwirkung zwischen HsfA1 und HsfA2

Angesichts der Multiplizitat von Hsf Genen in Pflanzen ist es sinnvoll, die Spezi-
fitat einer Hsf-Hsf Interaktion im Vergleich mit weiteren Hsfs zu testen, die als
potenzielle, alternative Interaktionspartner wirken konnen. Von den Tomaten
Klasse A Hsfs ist HsfA3 phylogenetisch naher mit HsfA1 und HsfA2 verwandt
als mit HsfA4b und HsfA5 (Abb. 6). Der phylogenetische Baum orientiert sich an
HsfA1 als Konsensussequenz, an welcher die anderen Hsf Sequenzen im
Alignment angepasst wurden. Trotzdem andern sich die spezifischen Hsf Paare
(HsfA1/HsfA2 und HsfA4b/HsfA5) nicht, auch wenn andere Sequenzen (HsfA2,
HsfA3, HsfA4b oder HsfA5) als Bezugssequenzen definiert werden (nicht ge-
zeigt). Im N-terminalen Teil unterscheiden sich die ausgewahlten Klasse A Hsfs
nur wenig. Variationen kommen in der N-terminalen DBD Verlangerung, Linker
1 und im Sequenzbereich zwischen HR-B und NLS vor, wahrend der C-
Terminus eine hohere Variabilitat zwischen HsfA1, HsfA2, HsfA3, HsfA4b und
HsfA5 aufweist. Es bleibt zu untersuchen, ob sich die phylogenetischen Be-

ziehungen der untersuchten Hsfs experimentell bewahrheiten.
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Abbildung 6: Sequenz Alignment der Klasse A Hsfs Al, A2, A3, A4b und A5 aus Tomate.
Mittels Clone Manager 7 Professional Suite und GeneDoc 2.6 Software wurde ein multiples
Alignment aus den Vollldngen Aminosduresequenzen von Hsfs A1, A2, A3, A4b und A5 her-
gestellt, das die konservierten Regionen DBD und HR-A/B hervorhebt. Im unteren Teil zeigt ein
mittels ClustalX 1.83 (Bootstrap tree) und Treeview Software erzeugter phylogenetischer Baum

die Ahnlichkeiten der Sequenzen untereinander.

Um die Spezifitat der Wechselwirkung zwischen HsfA1 und HsfA2 zu unter-
suchen, werden beide HsfA1 und HsfA2 jeweils mit den Hsfs A3, A4b, A5 co-
exprimiert und mit der Kombination HsfA1/HsfA2 verglichen (Abb. 7). In den
Titrationsanalysen werden sowohl HsfA1 als auch HsfA2 in unterschiedlichen
Mengenverhaltnissen (1:10, 1:4, 1:2, 1:1, 2:1) mit HsfA3, HsfA4b und HsfA5

coexprimiert.
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1) Spezifische synergistische Aktivierung: Die Titrationsexperimente mit
HsfA1 und Klasse A Hsfs A2, A3, A4b, A5 zeigen nur im Fall der Coexpression
von HsfA2 eine signifikant gesteigerte Aktivitdt. Sie entspricht einer syn-
ergistischen Aktivierung, die die Summe der Einzelaktivitaten Ubertrifft. Einzig
die Kombination HsfA1 und HsfA3 fuhrt zu einer minimal synergistischen Aktivi-
tat bei einem 1:10 Verhaltnis, die bei hoheren HsfA3 Konzentrationen im Ver-
haltnis zu HsfA1 (1:4, 1:2, 1:1) wieder abflacht. In den Titrationsexperimenten
mit HsfA2 erzeugt die Coexpression von Klasse A Hsfs A1, A3, Adb, A5
unterschiedlich starke Stimulierung der Aktivitat, wobei ebenfalls bei der Co-
expression von HsfA1 eine hohe synergistische Aktivierung induziert wird. Bei
der Coexpression mit HsfA3 wurde dagegen eine maRige bzw. mit HsfA5 eine
schwache synergistische Aktivitat induziert. Diese synergistische Aktivierung
erreicht bereits bei 1:4 und 1:2 Verhaltnissen die Maximalaktivitat und sinkt
danach ab (Abflachen der Kurve).

2) Titrationseffekte: Interessanterweise besitzt der Kurvenverlauf in den Co-
expressionsexperimenten mit HsfA1 und HsfA2 abhangig vom dominierenden
Hsf einen steilen (HsfA1 + HsfA2) bzw. einen flacheren Anstieg (HsfA2 +

HsfA1). Dieser Aspekt wird in der Diskussion naher besprochen.

Da sowohl HsfA1 als auch HsfA2 eine stark erhohte Aktivitat bei limitierenden
(1:10, 1:4, 1:2) und nicht limitierenden Verhaltnissen (1:1, 1:2) des hinzu-
titrierten Co-Hsfs im Gegensatz zu den anderen Klasse A Hsfs (HsfA3, HsfA4b,
HsfA5) zeigen, sprechen die Befunde fir eine hohe Spezifitat zwischen HsfA1
und HsfA2. Fur die Verifizierung der Spezifitat wird die Hsf-Hsf Interaktion ana-

lysiert.
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GUS Reporter Assay
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Abbildung 7:
zwischen  HsfAl1 und
HsfA2 im GUS Reporter
Assay.

Spezifitat

Innerhalb der Klasse A
Hsfs A1, A2, A3, Ad4b und
A5 zeigen HsfA1 und
HsfA2 eine hohe Spezifitat
im GUS Reporter Assay.
Eine konstante Menge von
HsfA1 bzw. HsfA2 Ex-
pressionsplasmiden  wer-
den mit steigende Mengen
Klasse A Hsfs in den Ver-
haltnissen (1:10, 1:4, 1:2,
1:1 und 1:2) coexprimiert.
Da die Transformationen
und Messungen der GUS
Assays (A1 + A2/3/4b/5
bzw. A2 + A1/3/4b/5)
parallel erfolgen, sind die
Effekte direkt vergleichbar.
Die Mittelwerte und Fehler-
balken beziehen sich drei
unabhangigen Transforma-
tionen einer Hsf Kombi-
nation. Die unterbrochenen
Linien

Aktivitat

Hsfs, die durchgezogenen

reprasentieren die

coexprimierter

Linien die Einzelaktivitat

des variablen Hsfs.
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Der maRige bzw. schwache synergistische Aktivierung durch HsfA2 und HsfA3
bzw. HsfA2 und HsfA5 lasst auf weitere Interaktionen von HsfA2 schlief3en. Aus
diesem Grund wird die Komplexbildung von HsfA2 mit den Hsfs A1, A3, A4db,
A5 untersucht und miteinander verglichen. Als Testsystem fur die Hsf Aktivitat
wird die Hsf induzierte Expression endogener Tabak Hsp17-Cl Gene evaluiert,
die standardmafig als interne Kontrolle fur die transkriptionelle Aktivierung
Chromatin-eingebetteten Genen verwendet werden (Bharti et al., 2004, Baniwal
et al., 2007). Zusatzlich wird die HsfA1 vermittelte Kernretention als weiteres
Testsystem zur Analyse der Klasse A Hsf Interaktion verwendet und auf die
Hsfs A3, A4b und A5 erweitert (Abb. 8).

1) Interaktionsaffinitdt und Spezifitat: HsfA1 und HsfA3 konnen mit HsfA2
heterooligomere Komplexe bilden. Jedoch bildet HsfA3 im Vergleich zu HsfA1
weniger stabile Komplex mit HsfA2. Dies ist méglicherweise ein Resultat der
niedrig affinen Interaktion.

2) Interaktionsaffinitat und Kernretention: In der Analyse der Kernretention
von GFP-HsfA2 durch die Hsfs A1, A3, A4b und A5 induziert die Coexpression
mit HsfA1 den groten Effekt mit dem groRten Anteil kernlokalisierter Zellen.
HsfA3 erzielte einen intermediaren und HsfA5 einen schwachen Anstieg der
kernlokalisierten Zellen. Interessanterweise fuhrt HsfA4b zur Verringerung des
Anteils kernlokalisierter Zellen. Dies ist dadurch zu erklaren, dass HsfA4b durch
Kompetition HsfA2 an der Bindung hindert, da beide nicht miteinander inter-
agieren, und/oder HsfA4b die Expression von endogenen Hsp17-Cll Isoformen
induziert, die als cytoplasmatische Retentionsfaktoren und Repressoren von
HsfA2 wirken (Port et al., 2004, Baniwal et al., 2007). Die induzierte Hsp17-Cl
Expression korreliert mit den Ergebnissen der Kernretentionsanalyse mit GFP-
HsfA2. Moglicherweise spiegelt die Qualitat der interaktionsvermittelten Kern-

retention das Aktivierungspotenzial der Hsfs wider.

Trotz weiterer Interaktionspartner von HsfA2 ist die Interaktion zwischen HsfA1
und HsfA2 von hoher Affinitat gepragt. Diese Affinitat korreliert mit den Kern-
retentionswerten, die auch in vivo die hohe Spezifitat von HsfA1 und HsfA2

reflektieren.
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A Coimmunprazipitation (a-HsfA2)
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Abbildung 8. Selektive Interaktion von HsfA2

A. Durch Coimmunprazipitation wurde die Interaktion zwischen HsfA2 und Klasse A Hsfs A1,
A3, A4b und A5 getestet. Die Tomaten Hsfs induzieren die Expression endogener Hsp17-Cl
Gene. Anhand der Synergismuswerte wird die Hohe der Induktion angegeben, die die
Steigerung gegeniliber die Summe der Einzelaktivitaten wiedergibt. B. GFP-HsfA2 wurde mit
Klasse A Tomaten Hsfs A1, A3, A4b und A5 cotransformiert und lebende Zellen mit kern-
lokalisiertem GFP-HsfA2 statistisch ausgewertet. Das Balkendiagramm reprasentiert die Zahl
evaluierter Zellen (n) und den Prozentanteil mit Kernlokalisation. Ein Immunoblot (IB) zeigt die
Expressionskontrolle fur GFP-HsfA2 und die cotransformierten Hsfs A1, A3, A4b und A5.
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3.2 Synergistische Aktivierung

Die Spezifitat, die durch die hohe Praferenz in der Interaktion verdeutlicht wird,
bendtigt eine genaue Verifizierung im GUS Reporter Assay und die Induktion
endogener Hsp17-Cl Gene. Fur die Analyse der synergistischen Aktivierung
durch HsfA1 und HsfA2 werden beide Faktoren N-terminal mit einem 3HA Epi-
top-Tag markiert, um eine direkte Vergleichbarkeit beider Hsfs auf Basis ihrer
Expressionslevel zu gewahrleisten. Mit diesem Ansatz werden beide Reporter-
formen, Plasmidreporter und endogene Hsp17-Cl Expressionslevel parallel

evaluiert und folgende Fragestellungen behandelt:

- Welchen Einfluss hat das Verhaltnis zwischen HsfA1 und HsfA2 auf
die Gesamtaktivitat?

- Spielt die Stabilisierung der Hsf Expressionslevel eine Rolle?

- Gibt es eine Korrelation zwischen der Aktivierung des Plasmid

Reporters und endogener Hsp17-Cl Gene?

Synergistische Aktivierung zweier Reporter Systeme: Die Coexpression
beider 3HA markierter Hsfs flhrt zur synergistischen Aktivierung von GUS
Reporter und endogenen Hsp17-Cl Genen. Die Gesamtaktivitat ist hierbei ab-
hangig vom limitierten Hsf. Die durch Coexpression induzierte Stabilisierung der
Hsf Expressionslevel fuhrt maximal zur 1,4 fachen Erhdhung des HsfA2 Levels
(Nr. 6), wahrend die synergistische Induktion endogener Hsp17-Cl Gene einen
2,2 fachen Synergismus erreicht. Aufgrund dieses Unterschieds ist die syn-
ergistische Aktivierung nicht nur mit einer erhdhten Stabilitat des Hsf
Expressionslevel zu begrunden. Eine qualitative Korrelation besteht zwischen
der GUS Reporter Aktivitat und dem induzierten, endogenen Hsp17-ClI
Expressionslevel, da bei hohen synergistischen Werten die Limitation des
endogenen Systems sichtbar wird und beide Systeme quantitativ nicht mehr
miteinander korrelieren. Ein Vergleich der Aktivitaten zeigt, dass fur die Be-
wertung der synergistischen Effizienz die berechneten Synergismuswertes
alleine nicht ausreichen, sondern die Gesamtaktivitaten bertcksichtigt werden

mussen (Nr. 5, 6).

33



Ergebnisse
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Abbildung 9: Synergistische Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2
A. Struktur der N-terminalen 3HA markierten HsfA1 und HsfA2 Expressionskonstrukte und des

Hsf abhdngige GUS Reporterkonstrukts. B. Die synergistische Aktivierung im GUS Reporter

Assay durch Coexpression von 3HA-HsfA1 und 3HA-HsfA2. Pfeile markieren die Referenz-

proben fir den Vergleich zwischen Coexpression und Einzelexpression von HsfA1 und HsfA2.

Synergismuswerte sind angegeben. C. Induktion endogener Tabak Hsp17-Cl Gene durch Hsfs.

Immunoblots zeigen die Expressionslevel endogener Hsp17-Cl Isoformen und der Hsfs. Die

densitometrisch ermittelten Werte sind angegeben.

34



Ergebnisse

Die Effizienz heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe in der transkriptionellen
Aktivierung deutet offenbar auf neue Qualitdten des heterooligomeren
Komplexes hin, die nicht durch erhéhte Expression der einzelnen Hsfs erreicht
wird. Weitere funktionelle Analysen helfen bei der Identifizierung und
Charakterisierung der verantwortlichen Funktionsdomanen, die dann detailliert

untersucht werden.

3.3 Beitrag funktioneller Domé&nen

Da die synergistische Aktivierung die Coexpression von HsfA1 und HsfA2 er-
fordert, kbnnen die strukturellen Voraussetzungen nur in Coexpressionsana-
lysen identifiziert werden. Zu diesem Zweck werden Mutanten der funktionellen
Domanen (DBD, HR-A/B, CTAD) fur beide Hsfs erzeugt, die in Coexpressions-
analysen verwendet werden (Abb. 10). Die DBD und CTAD Mutanten besitzen
Aminosauresubstitution von funktionell wichtigen Aminosaureresten, die fur die
HSE Erkennung und Aktivierung benotigt werden. Nur die Oligomerisierungs-
mutanten enthalten jeweils eine Deletion der HR-A/B Regionen. Im GUS
Reporter Assay bleiben die Mutanten inaktiv und sind detektierbar. Obwohl
HsfA1 eine hohere Aktivitat im GUS Reporter Assay aufweist, induziert HsfA2
im Vergleich zu HsfA1 eine starkere Expression endogener Hsp17-Cl Gene,

wie auch schon in Abb. 9 gezeigt wurde.

Durch Funktionsanalysen, die die Aspekte der transkriptionellen Aktivierung
(Abb. 11A), Interaktion (Abb. 11B) und HsfA1 vermittelte Kernlokalisation (Abb.
11C) untersuchen, wird versucht, die funktionellen Unterschiede zwischen
heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexen aufzuklaren. Dabei steht die Identi-
fikation der Domanen im Vordergrund, die entscheidend zur synergistischen

Aktivierung von HsfA1 und HsfA2 beitragen.
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Hsf Mutanten
Doméane | Code| HsfAl Mutation | HsfA2 Mutation
DBD D R95D R85D
HR-A/B A165-238 A137-210
CTAD A AHA1: W452A AHA1: W297A
(AHA1/2) L455A
L456A
AHA2: F469A AHA2: WA456E
WA470A L341A
F473A
L474A
GUS Reporter Assay
= 1
& 0 [] HsfA2
L HsfA1
Ii" . Endogene Hsfs
= 6 f
Z 4| %
E %
»w 2K
e ]
o 0 — ] A rra FEA 74 m |

1

2 3 4

wt D H A

5 6 7 8 9
wt D H A -

HsfA2 Konstrukte

HsfA1 Konstrukte

Endogener Hsp17-Cl und Hsf Expressionslevel

1 2 3 4
Hsp17

1 2 3 4
HsfA1 C

Abbildung 10: DBD Mutanten, HR-A/B Mutanten und CTAD Mutanten von HsfA1l und HsfA2
sind inaktiv auf beiden Reporter Systemen.

Die Details der inaktivierenden Mutationen in den funktionellen Domé&nen von HsfA1 und HsfA2

beinhalten Aminosauresubsitutionen und Deletionen funktionell wichtiger Aminosaurereste. Im

GUS Reporter Assay wurden die HsfA2 und HsfA1 Mutanten getestet und die Expressionslevel

von endogenem Hsp17-Cl und Hsfs im Immunoblot nachgewiesen.
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1) Synergistische Aktivierung durch CTADs: Die Wildtyp Hsfs erreichen im
Gegensatz zu den 3HA markierten Formen eine hdhere synergistische Aktivitat.
Obwohl HsfA1 etwas starker als HsfA2 im GUS Reporter Assay aktiviert, in-
duziert HsfA2 einen hoheren Expressionslevel endogener Hsp17-Cl Gene.
Interessanterweise werden Defekte in der DNA Bindungsfunktion durch den
coexprimierten Wildtyp Partner Hsfs kompensiert, wenn auch der Level der
synergistischen Aktivierung geringer ausfallt als die Wildtyp Kombination. Dies
impliziert, dass durch die Wechselwirkung und Funktion der Gbrigen Domanen
wie Oligomerisierungs- und C-terminale Aktivierungsdomanen die syn-
ergistische Aktivierung ermdglicht wird. Ein quantitativer Unterschied zwischen
dem Level der synergistischen Aktivierung mit mutierter DBD, bei der die
Mutation der HsfA2 DBD einen starkeren inhibierenden Effekt bewirkt, ist ein
erster Hinweis auf differenzielle Beitrage durch beide Hsfs.

2) Interaktionsvermittelte synergistische Aktivierung: Durch Mutation der
HR-A/B Region bzw. Oligomerisierungsdomane bricht die synergistische
Aktivierung ein. Mdoglicherweise fordert die Promoterarchitektur im Falle der
niedrigen synergistischen Aktivierung durch Wildtyp HsfA2 und monomeren
HsfA1 die Bindung dieser beiden Faktoren, die durch sekundare Interaktion
uber Coaktivatoren stabilisiert sein kann. Auch hier fallt die besondere Stellung
der HsfA2 DNA Bindungsfahigkeit auf.

3) Kooperation der CTADs: Wahrend fur die Aktivierung des GUS Reporters
bereits eine funktionelle CTAD ausreicht, fallt dagegen die Aktivierung des
endogenen Hsp17-Cl Reporters aus. Dies bedeutet, dass im Gegensatz zum
Plasmid Reporter endogene Hsp17-Cl Gene die chromatin-modifizierende
Aktivitat von Coaktivatoren bendtigen, die moglicherweise erst durch die Ko-
operation der CTAD rekrutiert werden. Die CTAD von HsfA1 in Kombination mit
mutierter CTAD von HsfA2 zeigt eine hdhere Restaktivitat als die Coexpression
von Wildtyp HsfA2 und HsfA1 mit mutierter CTAD. In dieser Kombination besitzt
die inaktive CTAD von HsfA1 sogar eine reprimierende Wirkung ahnlich
HsfA1AC394, dessen dominant negativen Wirkung sich auf die endogene
Hitzestressantwort von Tabak auswirkt (Baniwal et al., 2007). Ein weiteres Indiz
fur individuelle Beitrage im heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplex zeigt sich

hier in Form der dominierenden CTAD von HsfA1.
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A GUS Reporter Assay

50

[] HsfA1
T HsfA2
= P [F] HsfA1 + HsfA2
5 30 % Endogene Hsfs
3 20 % 7, ’ %
:‘g ............ -
2 .. ....... ......... V e
MR w D ow D How A w A w -
HsfA2: wt wt wt D D wt H wt A A - -
Endogener Hsp17-Cl und Hsf Expressionslevel
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Hsp17 = —— —
Level 1.0 106 6.7 59 nd. 3.9 1.0 0.3 0.8 nd. 04 nd.
Synergismus 76 6.1 54 35 20 03 16 - - -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HsfA1 C ——— e — e — —
HsfA2 [-4_; ————

Abbildung 11A: Auswirkungen der Defekte in der DNA Bindungs-, Oligomerisierungs- und
Aktivierungsdoméanen auf die synergistische Aktivitat von HsfAl und HsfA2.

Hsf Wildtyp (wt) und Mutanten (D, H, A) wurden in abwechselnden Kombination cotransformiert
und ihre Aktivitdt im GUS Reporter Assay gemessen. Die Abklrzungen beschreiben
funktionelle Mutanten von HsfA1 und HsfA2 mit Defekten in DNA Bindung (D), Oligomerisierung
(H) und Aktivierung (A). Details der Mutationen befinden sich in Abb. 10. Immunoblots zeigen
die Expressionslevel endogener Hsp17-Cl Gene und Hsfs. Die densitometrisch bestimmte
Expressionslevel der Hsp17-Cl und Hsf Proteine sind auf den Level von HsfA2 Wildtyp
standardisiert. Synergismus beschreibt die Nettosteigerung gegentber der Summe der Aktivi-
taten der Einzelfaktoren. Aufgrund der parallel durchgefiihrten Experimente in Abb. 10 und 11A

konnten die Synergismuswerte berechnet werden.
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Coaktivatoren +
RNA Pol Il

l

Mutation

Coaktivatoren +
RNA Pol Il

Coaktivatoren +
RNA Pol Il

/Coaktivatoren 4:“"
. RNAPolll /

/ Coaktivatoren + ‘:,
. RNAPolll /

Abbildung 11A (Fortsetzung): Schematische Darstellung der Ergebnisse in Abb. 11A

Die funktionellen Beitrage der Doméanen (DBD, HR-A/B, CTAD) von HsfA1 und HsfA2 fir die
synergistische Aktivierung werden durch eine Mutationsanalyse aufgeklart. Mutationen der DBD
haben die geringste Auswirkungen, wahrend HR-A/B Regionen und CTADs eine wichtige Rolle
fur die Etablierung der synergistischen Aktivierung spielen. Die proportional hervorgehobenen
Domaéanen beruhen auf ihrer dominanten Funktion im heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplex,

die experimentell gezeigt wurden.
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B Coimmunprazipitation

IP (a-HsfA2)
Synergismus: e H(4) + - -
HsfA1: wt D wt D H wt A wt A wt
HsfA2: wt wt wt D D wt H wt A A -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HsfA1 - ————— - —

HsfA2 [|!- TR TSN e T WY e .

Input 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

HsfA1 [ o ot ol pd — |

HsfA2 [|—-—--—-—-'—-—l-_'—'—' —— |

Abbildung 11B: Auswirkungen der Defekte in DNA Bindungs-, Oligomerisierungs- und
Aktivierungsdoménen auf die Bildung heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe.

Hsf Wildtyp (wt) und Mutanten (D, H, A) wurden in abwechselnden Kombination cotransformiert
und ihre Interaktion durch Coimmunprazipitation analysiert. Die Interaktion zwischen HsfA1 und
HsfA2 wird nicht von Mutationen in DBD (D) und CTAD (A) beeintrachtigt. Fir die Bildung
heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe wird von beiden Hsfs die Oligomerisierungsdoméane
bendtigt. Die Prazipitierbarkeit von HsfA2 und Mutanten blieb unverandert und auch die Menge
der co-prazipitierten HsfA1 Formen. Da die HsfA1 CTAD Mutante eine geringere Stabilitat be-
sitzt, wurde eine geringere Menge HsfA1 in Proben Nr. 8 und 9 coprézipitiert. Eine durch-

gehende, unspezifische Bande ist mit (*) markiert.

4) Direkte Interaktion zwischen HsfAl und HsfA2: Fur die Interaktion und
Bildung heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe spielt es keine Rolle, ob DBD
oder CTAD mutiert sind. Einzig die funktionellen HR-A/B Regionen von beiden
Hsfs reichen dafur aus. Das Ergebnis impliziert, dass HsfA1 und HsfA2 ohne
die Hilfe ,interaktionsvermittelnder® Mechanismen wie Promoterbindestellen
oder Adapterproteinen (Scafolds) auskommen und sehr wahrscheinlich selbst-
standig Heterooligomere bilden konnen (Abb. 11B).

5) HsfA2 DBD abhangige Kernretention: Die Analyse der HsfA1 vermittelten
Kernretention von HsfA2 zeigt unerwartete Befunde, die zur Formulierung
mechanistischen Hypothesen der Kernretention dienen kénnen. Ahnlich wie in
den Ergebnissen der Analyse der synergistischen Aktivierung besitzt die HsfA2

DBD einen dominanten Einfluss auf die Effizienz der HsfA1 vermittelten Kern-
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retention. Wahrend die Mutation der HsfA1 DBD keine Veranderung der Kern-
retention verursacht, fihrt die Mutation der HsfA2 DBD zur Verringerung der
Kernretentionsereignisse. Die Mutation der Oligomerisierungsdomane ver-
hindert die HsfA1 vermittelte Kernretention.

6) Verbindung zwischen Kernretention und Aktivierung:
Uberraschenderweise schwacht die Mutation der CTAD den dominanten Kern-
export von HsfA2, der jedoch durch Leptomycin B Behandlung weiterhin in-
hibierbar ist und nahezu ausgeschaltet wird. Auch die HsfA1 vermittelte Kern-
retention funktioniert mit der CTAD Mutante. Analysen der intrazellularen
Lokalisation von HsfA2 AHA1 und AHA2 Mutanten zeigen, dass die Mutation
des AHA2 Motivs ahnlich der CTAD Mutante zur Erhéhung der Kernlokalisation
fuhrt. Vermutlich ist AHA2 an der Regulation des Kernexports beteiligt - eine
Uberlappung mit dem raumlich nahen Kernexportsignals ist denkbar. Die HsfA1
vermittelte Kernretention kénnte die Folge gesteigerter DNA Bindungsaffinitat
von heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexes bedeuten, die eine langere
Verweildauer im Kern besitzen. Transkriptionell aktive Komplexe konnten eben-
falls ein Grund fur die Kernretention sein, die aufgrund der besetzten Aktivator-

motive denselben Effekt wie die CTAD Mutanten erzielen.

Abbildung 11C: Auswirkungen der Defekte in DNA Bindungs-, Oligomerisierungs- und
Aktivierungsdoménen auf die HsfA1 vermittelte Kernretention von HsfA2. (hdchste Seite)
Hsf Wildtyp (wt) und Mutanten (D, H, A) wurden in abwechselnden Kombination cotransformiert
und die HsfA1 vermittelte Kernretention von HsfA2 (Nr. 1-9) mittels Immunfluoreszenz unter-
sucht. Zur Kontrolle der Kernimportfunktion der HsfA2 (D, H, A) Konstrukte wurden die Einzel-
transformationen mit HsfA2 Konstrukten vor der Fixierung 3 h mit Leptomycin B (LMB) be-
handelt, um den Kernexport zu blockieren (Nr. 14-17). Die Bilder zeigen die intrazellulare
Lokalisation von HsfA2 Konstrukten stellvertretend fur die Funktionalitat der HsfA1 vermittelten
Kernretention mit den jeweiligen Konstrukt. Im unteren Teil ist eine statistische Auswertung der
HsfA2 Lokalisationstypen (N = kernlokalisiert, N/C = nucleo-cytoplasmatisch, C = cytoplasma-
tisch) von einer Population aus mindestens 100 transformierten Zellen gezeigt. Zur Bewertung
der HsfA1 vermittelten Kernretention von HsfA2 ist zu bemerken, dass die nucleo-
cytoplasmatische Lokalisation als Kernretention gezahlt wurde. Aufgrund der von Zelle zu Zelle
variierenden Expression kénnen hohe Expressionslevel von HsfA2 einen hoheren Signalhinter-
grund verursachen, die auch eine Limitation des Kernkompartiments bedeuten kénnte. Nucleo-
cytoplasmatisch gewertete Zellen besitzen eindeutig ein stérkeres Signal im Kern im Vergleich

zum Cytoplasma.
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C Indirekte Immunfluoreszenz (a-HsfA2)
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Abbildung 11C: Auswirkungen der Defekte in DNA Bindungs-, Oligomerisierungs- und
Aktivierungsdoméanen auf die HsfA1 vermittelte Kernretention von HsfA2.

Abbildungstext auf der vorherigen Seite.
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Abbildung 11C (Fortsetzung): Modell der HsfA1 vermittelten Kernretention

A. Aufgrund der starken NES liegt das Gleichgewicht der intrazellularen Lokalisation von HsfA2
auf Seiten des Cytoplasmas (Heerklotz et al., 2001). Leptomycin B inhibiert den Exportin-1
vermittelten Kernexport, so dass HsfA2 im Zellkern sich anreichert. B. In der Coexpressions-
situation bilden heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe eine erhdhte DNA Bindungsaffinitat,
die durch Interaktion mit HsfA1 begunstigt wird die HsfA2 DBD benétigt. Zusatzlich verhindert
die vermutlich verbesserte Interaktionsaffinitdt mit Coaktivatorkomplexen die Bindung von Ex-
portin-1 an die ausgedehnte NES im CTAD, die sich iber die AHA Aktivatormotive von HsfA2

erstrecken.

3.4 Funktionelle Analysen mit chimaren Hsf Konstrukten

Neben der Analyse mit Hsf Mutanten mit defekten funktionellen Domanen bietet
der Einsatz von HsfA1-A2 Hybriden eine weitere Moglichkeit, die funktionellen
Unterschiede der individuellen Hsfs und ihrer Domanen zu untersuchen. In der
Coexpression von Wildtyp Hsfs und HsfA1-A2 Hybriden werden
heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe gebildet, die gleichartige bzw.
Domanen eines Hsf Typs enthalten, so dass der Einfluss Domanen-spezifischer
Effekte von beiden Hsfs ermittelt werden kann (Abb. 12).

1) Synergistische Aktivierung mit heterologen CTADs: HsfA1/HsfA2
Komplexe mit heterologen CTADs (Nr. 5, 8, 12, 15) sind synergistisch aktiv im
Vergleich zu Komplexen mit homologen CTADs (Nr. 6, 9, 11, 14). Dagegen
reicht die Verschiedenartigkeit der DBD alleine nicht flr eine synergistische
Aktivierung aus. Sie ist jedoch fur einen geringen Anstieg der Gesamtaktivitat in

der Coexpression verantwortlich, wenn beide C-Termini vom HsfA2 Typ sind
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(Nr. 6, 9). Bei den Kombinationen mit HsfA2-A1 Hybrid, die bereits eine hohere
Basalaktivitat besitzen, bleibt dieser Effekt beim dereguliertem Konstrukt (d)
aus.

2) Beitrag heterologer HR-A/B Regionen: Neben der Funktionalitdt ge-
mischter CTADs in HsfA1/HsfA2 Komplexen sind heterologe HR-A/B Regionen
wichtig fur die hohere synergistische Aktivierung (Vergleich Nr. 5, 8 und Nr. 12,
15). Heterooligomerisierung und die Kombination der CTADs bilden wichtige
Voraussetzungen fur die synergistische Aktivierung. Die HR-A/B Hybride (Nr.
16-21) zeigen eine stark reduzierte synergistische Aktivierung, die vermutlich
durch die Paarung von homooligomeren HR-A/B Regionen verursacht werden.
Dies deutet darauf hin, dass die Heterooligomerisierung flr die synergistische
Aktivierung forderlich ist oder bevorzugt stattfindet.

3) Deregulation von HsfAl: Unter Umstanden verhalten sich Hybride durch
die strukturellen Veranderung nicht mehr wie die urspringlichen Wildtyp
Proteine. Dies hat zur Folge, dass Wechselwirkungen mit Repressoren oder
intramolekulare Interaktionen nicht mehr stattfinden, die fur die reprimierte
Aktivitat des Wildtyp Proteins verantwortlich sind. Beispiele hierfur sind der
HsfA2 DBD-HsfA1 CTD Hybrid (d) und HR-A/B Hybride (e, f), die eine de-

reprimierte Aktivitat aufgrund der ,nicht-nativen HR-A/B Region aufweisen.

Abbildung 12: Funktionelle Analyse mit HsfA1-A2 Hybriden (néchste Seite).

A. Die weilRen und grauen Blockdiagramme reprasentieren HsfA1 (wei) und HsfA2 (grau), die
als Hybride Austausche der N-terminalen DBD und L1 Region, der HR-A/B Region oder der
CTAD besitzen. In den Blockdiagrammen a-f sind Hsf Hybride mit ausgetauschten Domanen
gezeigt. Durch Kombination mit Wildtyp Hsfs werden beispielsweise HsfA1/HsfA2 Komplexe
erzeugt, die in der Kombination mit HsfA1 nur DBDs vom HsfA1 Typ besitzen (Nr. 5) oder in der
Kombination mit HsfA2 die beiden Doméanen HR-A/B und CTAD vom HsfA2 Typ sind (Nr. 6). Mit
Hilfe der beiden Reporter Systemen, (A) GUS Reporter Assay und (B) Induktion endogener
Hsp17-Cl Expression, werden die Effekte homologer Regionen im HsfA1/HsfA2 getestet, die
durch Kombination aus HsfA1-A2 Hybriden und 3HA-HsfA1 und 3HA-HsfA2 entstehen. Die
Expressionslevel endogener Hsp17-Cl Gene, HsfA1-A2 Hybride und der 3HA markierte Hsfs
wurden durch Immunoblotting evaluiert. Zusatzlich wurde die synergistische Aktivierung der

Wildtyp/Hybrid Komplexe ausgewertet.
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A GUS Reporter Assay
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Abbildung 12: Funktionelle Analyse mit HsfA1-A2 Hybriden.

Abbildungstext auf der vorherigen Seite.
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Abbildung 12 (Fortsetzung): Schematische Darstellung der Ergebnisse.

Die Konstellationen der Hsf/Hsf-Hybrid Kombination und ihre synergistischen Aktivierung endo-
gener Hsp17-Cl werden zur Veranschaulichung der funktionellen Voraussetzungen syn-
ergistisch aktiver Komplexe dargestellt. Rot reprasentiert die HsfA1 Anteile, griin die HsfA2
Anteile in den Hsf Hybriden. Der Synergismuswert der Wildtyp HsfA1/HsfA2 Kombination ist der

aus zwei Experimenten ermittelte Mittelwert.
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Abbildung 13: Coimmunprazipitation mit HsfA2 HR-A/B Austauschmutanten.

HsfA2 HR-A/B mit korrespondierenden HR-A/B Regionen von HsfA1, HsfA4b und HsfB1 im
Vergleich mit der Wildtypkombination zeigen Unterschiede in der Interaktionsaffinitat. Syn-
ergistische Aktivierung mit HsfA2 HR-A/B Hybriden im Vergleich zur Wildtypkombination.

Spezifitat und bevorzugte Heterooligomerisierung: Die Untersuchungen mit
HsfA2 HR-A/B Hybriden mit HR-A/B Regionen von HsfA1, HsfA4b und HsfB1
im Coimmunprazipitationsexperiment zeigt erstaunliche Eigenschaften der
funktionellen Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 (Abb. 13). Die HsfA2 HR-
A/B Hybriden besitzen im Vergleich zu der Wildtyp Kombination eine reduzierte
Interaktionsaffinitat im Falle von HsfA2 mit HsfA1 HR-A/B und nicht detektier-
bare Interaktion mit HsfA1, wenn die HR-A/B Region aus HsfA4b oder HsfB1
stammen. In Korrelation mit der reduzierten Interaktionsaffinitat sinkt die Fahig-
keit zur synergistischen Aktivierung mit HsfA1. Die schwache synergistische
Aktivierung mit den HsfA4b und HsfB1 HR-A/B Austauschmutanten deuten
moglicherweise auf sekundare Interaktion, die bereits in Abb. 11A, Nr 6 be-
obachtet wurde. Mdgliche Interaktionen mit Coaktivatorkomplexen, die eine Zu-

sammenfihrung beider Hsfs ermdglichen sind nicht auszuschliel3en.

- Die heterologen Oligomerisierungsdomanen und CTADs im
HsfA1/HsfA2 Komplex sind essenziell fir die Auspragung einer syn-
ergistischen Aktivierung.

- Eine bevorzugte Heterooligomerisierung sorgt fur eine effiziente syn-

ergistische Aktivierung.

47



Ergebnisse

3.5 Funktionelle Analyse der HR-A/B Region von HsfA2

Da die Interaktion eine wichtige Voraussetzung fur die HsfA1 vermittelte Kern-
retention und synergistische Aktivierung darstellt, bietet eine Mutationsanalyse
der HsfA2 HR-A/B die Moglichkeit, strukturellen Voraussetzungen der HsfA2
HR-A/B Region fur die synergistische Aktivierung mit HsfA1 zu untersuchen.
Vorherige Ergebnissen mit Volldeletionsmutanten der HR-A/B Regionen be-
legen die Wichtigkeit der HR-A/B Regionen fur die Interaktion (Abb. 11B) sowie
die Praferenz heterologer HR-A/B Regionen fur die Bildung stabiler
HsfA1/HsfA2 Komplexe (Abb. 13). Fur die Verifizierung, dass die HR-A/B
Region an der synergistische Aktivierung beteiligt ist, wird eine Strategie an-
gewandt, in der interaktionsfahige HsfA2 HR-A/B Mutanten die funktionelle
Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 belegen sollen. Mittels partiellen

Deletionen der HR-A/B von HsfA2 sollen folgende Fragen geklart werden:

- Kdénnen HsfA2 Mutanten mit partiellen HR-A/B oligomerisieren und
mit HsfA1 synergistisch aktivieren?

- Lasst sich die strukturelle Eigenschaft der erweiterten L2 Region von
Klasse A Hsfs mit der synergistischen Aktivierung in Verbindung
bringen?

- Existiert in der Sequenz der L2 Region die strukturellen Informationen

fur die Interaktion mit HsfA1?

1) Oligomerisierung von HsfA2: Zunachst wird bei HsfA2 Mutanten mit
partiellen Oligomerisierungsdomanen untersucht, ob HsfA2 mit einer verkurzter
HR-A/B Region zur Oligomerisierung in der Lage ist (Abb.14). HsfA2 Wildtyp
bildet hexamere Homooligomere, wahrend die Volldeletion der HR-A/B mono-
mere HsfA2 Formen hervorbringt. Die Deletion der HR-A und HR-B Region
fuhrt zur eingeschrankten Oligomerisierung der Mutanten. HsfA2 mit deletierter
HR-A Region ist auf eine Dimerisierung beschrankt. Bei Deletion der HR-B
Region von HsfA2 kann eine Trimerisierung noch erfolgen. Obwoh| die HR-B
Region zum kleinsten Teil der HR-A/B gehort, ist ihre Funktion fur die Bildung

stabiler Hexamere essenziell.
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FPLC Gelfiltration
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Abbildung 14: Native Komplexgréf3en von HsfA2 und HsfA2 HR-A/B Mutanten.

Die Blockdiagramme zeigen die HsfA2 HR-A/B und die Deletionsmutationen in Nr. 2-4 an. Die
HsfA2 A139-211 Mutante beschreibt die Volldeletion der HR-A/B Region, wahrend HsfA2 A139-
164 eine HR-A Region Deletionsmutante und HsfA2 A192-211 eine HR-B Region
Deletionsmutante beschreibt. Die Immunoblots zeigt die Detektion von HsfA2 in FPLC
Fraktionen nach Gelfiltration von nativen Extrakten aus transformierten Protoplasten. Anhand
der offenen Pfeilspitzen Uber den Immunoblots werden die Position der im Kalibrierungslauf
eluierten Eichproteine (Thyroglobulin, 669kDa, Ferritin, 440kDa, Katalase, 232kDa, Aldolase,
140kDa, und BSA, 67kDa) Markiert. Die theoretische Oligomerisierung von HsfA2,

Hexamerisierung, Trimerisierung und Dimerisierung sind mit gefillten Pfeilspitzen angedeutet.

Da die HR-A und HR-B Deletionsformen noch zur Oligomerisierung fahig sind,
werden partiell deletierte HsfA2 HR-A/B Deletionsmutanten in der syn-
ergistischen Aktivierung mit HsfA1 getestet. Fur die funktionelle Analyse der
HsfA2 HR-A/B Region wurden Mutanten mit sukzessiven Deletionen der Sub-
regionen (Abb. 15, Nr. 1-17) und Feindeletionen der L2 Region in
Heptadschritten (7 Aminosaurereste) (Abb. 15, Nr.: 11-17) konstruiert. Be-
sondere Mutanten, die eine Unterbrechungen der Heptadmusterkontinuitat und
der putativen Helix-Interaktionsinterfaces durch Heptad-untypische Verkirzung
(Deletion von 3 Aminosaurereste) oder eine Verlangerung der L2 Region er-
zeugen (Insertion von 4 bzw. 6 Aminosaurereste), sollen die Funktionalitat der
C-terminalen L2 und HR-B Region fir die synergistische Aktivierung testen
(Abb. 15, Nr.: 18-19).
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Abbildung 15: Mutationsanalyse der HsfA2 HR-A/B Region

A. Die Sequenz und Struktur der Oligomerisierungsdomane von HsfA2 und der HR-A/B

Deletions- und Insertionskonstrukte mit Angabe der deletierten Aminosaurereste und In-
sertionen ab AS 166 (Konstrukt Nr. 18, 19) sind dargestellt. B. Die Funktionalitat der HsfA2 HR-

A/B Mutanten werden im GUS Reporter Assay und Analyse der Expressionslevel von endo-

genen Hsp17-Cl Genen getestet.
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2) Synergistische Aktivierung mit partieller HR-A/B: Jede Art von Deletion in
der OD fUhrt zur Reduzierung der Eigenaktivitat und verdeutlicht die Wichtigkeit
der Integritat fur die Funktion des Hsfs. Unabhangig davon sind HsfA2 HR-A/B
Mutanten mit HsfA1 zur synergistischen Aktivierung fahig, dies ist aber von der
restlichen HR-A/B Struktur der jeweiligen Mutante abhangig. So ist die Mutante
deletierter HR-A Region (Nr 2) mit HsfA1 zur synergistische Aktivierung fahig
und induziert eine Aktivitat, die mit dem Niveau der Wildtypkombination
vergleichbar ist. Dagegen sind Mutanten mit weiterer Deletionen der L2 und
HR-B Regionen in der synergistischen Aktivierung inhibiert (Nr. 3-7). Durch die
schrittweise Deletion der L2 Region wird verdeutlicht, dass Uber die Lange der
Coiled-Coil Region L2 und HR-B die Interaktionsaffinitat aufgebaut wird, da die
synergistische Aktivierung der Deletionsmutanten ebenfalls schrittweise
zurtckgeht (Nr. 3-6).

3) Funktionalitat der L2 HR-B Regionen: Offenbar besitzen weder einzelne
Regionen (HR-A, L2) noch Kombinationen von Regionen (HR-A und L2, HR-A
und HR-B) eine vergleichbare Funktionalitat wie die L2 und HR-B Regionen (Nr.
2) (Nr. 8-11). Daher sind die C-terminale L2 HR-B Regionen von HsfA2 tatsach-
lich essenziell fur die synergistische Aktivierung mit HsfA1. Untersuchungen mit
L2 Mutanten zur Analyse der Funktionalitat und Spezifitat des Klasse A Hsfs
Identifikationsmerkmals zeigen, dass mindestens ein C-terminales Heptad im
L2 (ab AS 181) fur eine synergistische Aktivierung mit HsfA1 bendtigt wird (Nr.
12), wenn HR-A vorhanden ist. Dagegen ist das N-terminale Heptad im L2 flr
die synergistische Aktivierung unzureichend, da es vorwiegend aus Glutamin-
seitenketten besteht und daher kein Heptad Repeat darstellt (Nr. 16). Aufgrund
der Tatsache, dass sowohl HsfA2 mit Deletion des mittleren als auch des C-
terminalen Heptads noch zur synergistische Aktivierung mit HsfA1 fahig sind,
sind die strukturellen Informationen, die flr eine spezifische Interaktion
zwischen HsfA1 und HsfA2 bendtigt werden, wahrscheinlich in der erweiterten

Region aus L2 und HR-B enthalten.
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Abbildung 16: Die Hsf-Hsf Interaktion ist abh&ngig von der Integritdt der Oligo-

merisierungsdomane.

A. Die Blockdiagramme zeigen die HsfA2 HR-A/B Mutanten, die in Coimmunprazipitations-
analysen mit HsfA1 untersucht werden. Die Expressionslevel der HsfA2 Mutanten sind im
Gegensatz zu Abb. 15 angeglichen, um optimale Bedingungen der Komplexbildung zu er-
langen. Eine stabile Interaktion zwischen HsfA2 und HsfA1 bendtigt die komplette HR-A/B
Region von HsfA2. Transiente Interaktion von HsfA2 HR-A/B Mutanten Uber den C-terminalen
Teil der HsfA2 HR-A/B Region reichen flr die synergistische Aktivierung aus (Nr. 6, Nr. 8),
wahrend die hoher affinen Interaktion der kompletten HR-A/B Region zu hdheren syn-
ergistischen Aktivierung beitragt. B. Untersuchungen der Funktionalitdt von HsfA2 HR-A/B
Mutanten korrelieren mit den Aktivitdtsdaten in Abb. 15. Die ausgewahlte Zellen zeigen die
reprasentative intrazellulare Lokalisation der HsfA2 HR-A/B Mutanten, die zusammen mit HsfA1

coexprimiert wurden.
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4) Integritat der HR-A/B und Stabilitat der Interaktion: Um die spezifische
Interaktion zwischen dem C-terminalen Teil der OD von HsfA2 (L2 und HR-B
Region) und HsfA1 zu Uberprifen, wird ein Teil der HsfA2 HR-A/B Mutanten in
Co-Immunprazipitationsanalysen untersucht und ihre Befahigung zur HsfA1
vermittelten Kernretentionsanalyse getestet (Abb. 16). Die HsfA2 Mutante mit
deletierter HR-A Region zeigt eine stark reduzierte Interaktion mit HsfA1 (10%)
im Vergleich zur Wildtypkombination (Nr. 2). Offenbar wird flr die Bildung
stabiler HsfA1/HsfA2 Komplexe eine vollstandige HR-A/B bendtigt. Weiter-
gehende Deletionen, die sich Uber L2 und/oder HR-B erstrecken, verhindern die
Komplexbildung mit HsfA1 (Nr. 3-9), jedoch sind partiell deletierte Mutanten mit
L2 oder C-terminalen Heptad der L2 zur synergistischen Aktivierung mit HsfA1
fahig (Nr. 6, 8). Die L2 Insertionsmutante zeigt sowohl eine reduzierte Inter-
aktionsfahigkeit mit HsfA1 (50%) als auch eine schwachere synergistische
Aktivitat (Abb. 19, Nr. 10).

Obwohl die Spezifitat-bestimmenden Strukturen nicht durch die Mutationsana-
lyse identifiziert werden kdnnen, bestatigt die Serie der HsfA2 L2 Deletions- und
Insertionsmutanten, dass die Funktionalitat der L2 Region fur die synergistische
Aktivierung mit HsfA1 essenziell ist. Frihere Ergebnisse Uber die
Charakterisierung der HsfA2 L2 Region mit L2 Austauschmutanten, deren L2
Regionen von Arabidopsis Klasse A Hsfs stammen, zeigten bereits, dass ein
gleichwertiges Heptad Repeatmuster als L2 Region fur die funktionelle Inter-
aktion zwischen HsfA1 und HsfA2 ausreicht (Chan, Diplomarbeit 2002).
Insbesondere fur die hohe Flexibilitat der HR-A und HR-B Regionen und der
hohen Affinitat der Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 ist vermutlich die L2
Region verantwortlich. Die Notwendigkeit der Integritat der HsfA2 HR-A/B
Region fir eine stabile Interaktion wird an der Interaktionsfahigkeit der HsfA2
HR-A/B Mutanten deutlich. Fur die Interaktion sind L2 und HR-B Region, die in
Konstrukt 2 und 10 vorhanden sind, obligatorisch, wenn auch eine Korrelation
zwischen Interaktionsaffinitdt und Aktivitdt zundchst nicht ersichtlich ist.
Maoglicherweise ist eine transiente Interaktion oder eine sekundare Interaktion
uber Coaktivatoren ausreichend fur eine sichtbare synergistische Aktivierung.

Denkbar ist jedoch, dass in der natlrlichen Situation eine stabile Interaktion fur
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die synergistische Aktivierung in wiederholten Zyklen von Hitzestress und Er-
holungsphase wichtig sein konnte. Dass die Fahigkeit zu transienten Interaktion
zur synergistischen Aktivierung ausreichen, zeigen die Ergebnisse im Test der
HsfA1 vermittelte Kernretention von den HsfA2 HR-A/B Mutanten, die mit der
synergistischen Aktivierung der HsfA2 HR-A/B Mutanten korrelieren. Selbst bei
reduzierter Stabilitat findet die synergistische Aktivierung und HsfA1 vermittelte
Kernlokalisation mit der HR-A Deletionsmutante statt und unterstreicht die

Effizienz heterooligomerer Hsf Komplexe in der transkriptionellen Aktivierung.

3.6 DNA Bindungseigenschaften

Die synergistische Aktivierung durch die funktionelle Interaktion zwischen HsfA1
und HsfA2 bendtigt die Bildung von heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexen,
die veranderte DNA Bindungseigenschaften besitzen kdnnen. Anhand der DNA
Bindungseigenschaften lassen sich Riickschliisse auf qualitative Anderungen in
heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexen ziehen, die fur das Verstandnis der
synergistischen Aktivierung wichtig sein konnen. Zur Verifizierungen von spezi-
fischen Effekten wird die Deletionsform HsfA1AC394 mit HsfA2 coexprimiert
(Abb. 17).

1) Intermediare DNA bindende Komplexe: In der Wildtyp Kombination zeigt
HsfA2 eine definierte Bande eines stabilen DNA-Protein (DNP) Komplexes,
wahrend HsfA1 angesichts zweier lang gezogenen DNP Banden ein
dynamisches DNA Bindungsverhalten besitzt. Die Coexpression beider Hsfs
induziert die Bildung zusatzlicher intermediarer DNP Banden und eine gleich-
zeitige Abschwachung der HsfA1 und HsfA2 spezifischen DNP Banden. Die
Abschwachung des langsamer laufenden, oberen HsfA1 DNP konnte eine Form
von HsfA1 darstellen, die mit regulatorischen Proteinen assoziiert ist. Die C-
terminale Deletionsform HsfA1AC394 zeigt eine stark erhdhte DNA Bindungs-
affinitat im Vergleich zu HsfA1. Hier verschieben sich die relativen Positionen
der intermediaren Banden. Moglicherweise korrespondieren die intermediaren

Banden mit heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexen.
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A Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
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Abbildung 17: DNA Bindungsverhalten von HsfAl und HsfA2.

A. Die Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) mit HSE3 Sonde (TCGAGCC-
AGAAGCTTCTAGAAAGCAGTC) (Boscheinen et al., 1997) zeigen das DNA Bindungsver-
halten der Hsfs A1 und A2 alleine und die Veranderungen in der Kombination. Die Pfeilspitzen
markieren intermedidre DNA::Hsf Komplexe, die durch Coexpression von HsfA1 und HsfA2
bzw. HsfA1AC394 und HsfA2 entstanden sind. Die ungewodhnlich hohe DNA Bindungsaffinitat
von HsfA1AC394 verdeutlichen die unterschiedlichen Filmexpositionszeiten, die zum Erzielen
vergleichbarer HsfA1 Bandshift Signale verwendet wurden. Die eingekreiste, HsfA2 induzierte
DNP Bande reflektiert die unterschiedlichen Expositionszeiten. B. Die Immunoblots zeigen die

Hsf Expressionslevel in den Extrakte, die im EMSA (A) eingesetzt wurden.
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2) Regulierte Aktivitat und DNA Bindung von HsfAl: Um die erhohte DNA
Bindungsaffinitat von HsfA1AC394 zu untersuchen, wird HSfA1AC394 mit einer
Serie von C-terminalen HsfA1 Deletionsmutanten hinsichtlich der DNA
Bindungsaffinitat und Aktivierung endogener Hsp17-Cl Expression verglichen
(Abb. 18). Eine signifikant erhohte DNA Bindungsaffinitat besitzen Konstrukte
mit deletierten AHA Motiven (Nr. 5-8), die nicht durch die Stabilisierung des
Expressionslevel hervorgerufen werden aber inaktiv sind. In der Region
zwischen NLS und Aktivatormotiven existiert in humanem Hsf1 eine
regulatorische Region, die auch mit der Regulation der DNA Bindungsaffinitat in
Zusammenhang steht (Zuo et al., 1993). Die Mutante mit Deletion der
korrespondierenden Region in HsfA1 (Nr. 9) besitzt eine moderat erhdhte DNA
Bindungsaffinitat, die nicht mit der stark erhohten DNA Bindungsaffinitat der
Deletionsmutanten (Nr. 5-8) vergleichbar ist. Auch die DNA Bindungsassays mit
dem Hsp17.4-Cl Promoterfragment als Sonde zeigen ein ahnliches Verhalten
der Deletionsmutanten. Da beim EMSA mit dem Hsp17.4-Cl Promoterfragment,
das eine hohere Anzahl von Bindungsstellen im Gegensatz zu HSE3 enthalt,
keine erhdhte Bindungsaffinitat von HsfA1 Wildtyp und Mutanten beobachtet
wird, ist die gesteigerte DNA Bindungsaffinitat der HsfA1 Deletionsmutanten
nicht auf eine kooperative Bindung =zuruckzufuhren. Unter den HsfA1
Deletionsmutanten befindet sich eine de-regulierte HsfA1 Mutante, die keine
erhdhte DNA Bindungsaffinitat besitzt. Im Vergleich mit HsfA1 Wildtyp und einer
weiteren de-regulierten HsfA1 Mutante aus Abb. 12 (Hybrid e) induzieren alle
drei HsfA1 Formen mit HsfA2 einen vergleichbaren Gesamtlevel von Hsp17-Cl
(Abb. 19).

3) Dominant negative Wirkung von HsfA1AC394: Das DNA Bindungsver-
halten der coexprimierten Hsfs zeigt sowohl eine gesteigerte Bindungsaffinitat
als auch Veranderungen der DNP Zusammensetzung. Anhand der DNA
Bindungsstudien kann die dominant negative Wirkung von HsfA1AC394 auf
eine erhohte DNA Bindungsaffinitat zurickgefuhrt werden. Die mittels
HsfA1AC394 reprimierte endogene Hitzestressantwort in Tabakprotoplasten
konnte auf eine Verdrangung von endogenen Hsfs durch HsfA1AC394 beruhen,
die durch die hohe DNA Bindungsaffinitat von HsfA1AC394 ausgeldst wird
(Abb. 19).
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A HsfA1 C-terminale Deletionsmutanten
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Abbildung 18: DNA Bindung und Aktivitat von HsfAl C-terminalen Deletionsmutanten.

HsfA1 |:

A. Am Blockdiagramm von HsfA1 sind die letzten Aminosaurerestepositionen der C-terminalen
HsfA1 Deletionsmutanten (Nr. 1-8) und die interne Deletion in der Mutante HsfA1A6/2 (Nr. 9)
markiert. B. In EMSAs unter Verwendung der HSE3 und PCR generierten Sonde wird der
spezifische Effekt von C-terminal deletierten HsfA1 Konstrukte der gesteigerten DNA Bindungs-
affinitat verifiziert. Die schwarze Pfeilspitze markiert die Position von HsfA1 Wildtyp DNP, die
offene Pfeilspitze zeigt die Position des HsfA2 DNP. C. Durch Immunoblotting wurden die

Expressionslevel der Hsf Konstrukte und endogener Hsp17-Cl analysiert.
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A Hitzestress Regime
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Abb. 19: Dominant negativer Effekt von HsfA1AC394

A. Der Dominant negative Effekt von HsfA1AC394 wirkt auf die endogene Hitzestressantwort in
Tabakprotoplasten. Dagegen reprimiert HsfA5, der spezifische Repressor von HsfA4b, die
hitzestressinduzierte Hsp17-Cl Expression nicht. Das Hitzestressregime zeigt die Zeitpunkte
der geernteten Proben (1, 2, 3). Die Expressionslevel von endogenen Hsp17-Cl Genen und
Hsfs wurde durch Immunoblotting analysiert (aus Baniwal et al., 2007, modifiziert). B.
HsfA1AC394 reprimiert die Aktivitat von HsfA2 im GUS Reporter Assay und in der Induktion

endogener Hsp17-Cl Expression.
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Weiterhin korreliert die erhohte DNA Bindungsaffinitat von HsfA1AC394 eben-
falls mit der erhdhte Kernlokalisation (Scharf et al., 1998b, Abb. 2), so dass die
HsfA1 vermittelte Kernretention von HsfA2 mdglicherweise mit der erhdhten
DNA Bindungsfahigkeit heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe zurlckzu-
fuhren ist.

4) Synergistische Aktivierung mit de-regulierten HsfA1 Formen: Da auch
deregulierten HsfA1 Formen durch die Coexpression mit HsfA2 synergistisch
aktivieren, liegt die Vermutung nahe, dass die synergistische Aktivierung unter
anderem eine Deregulation von HsfA1 beinhaltet. Dieser Punkt wird in der Dis-
kussion naher erlautert. Da die elektrophoretische Methode Proteinkomplexe
sowohl nach gréRenabhangigen als auch nach ladungsabhangige Kriterien
trennt und somit keine prazise Auswertung von Komplexgréfien erlaubt,
mussen chromatographische Methoden zur Bestimmung der Komplexgrof3en

herangezogen werden.

Synergistische Aktivierung de-regulierter HsfA1 Mutanten

HsfA1 - -+ -
HsfA1AC491 - + - - + -
HsfATHRA2 - - + - - + -
HsfA2 e

8

1 2 3 4 5 6 7
Hsp17 — ---—--|
VL L L S
HsfA2 —] -_— — | —

Abbildung 20: Synergistischen Aktivierung mit HsfA1 Wildtyp und de-regulierten Formen

M

Um die Funktionalitat de-regulierter HsfA1 Formen in der synergistischen Aktivierung zu testen,
wurden die de-regulierten HsfA1 Mutanten mit HsfA2 coexprimiert. Zu den de-regulierten HsfA1
Mutanten zahlen die C-terminale Deletionsmutante HsfA1AC491 und der Hybrid HsfA1 HR:A2,
der die ausgetauschte HR-A/B Region von HsfA2 enthalt. (Hybrid e aus Abb. 12). Beide
Mutanten zeigen in Coexpression mit HsfA2 eine synergistische Aktivierung endogener Hsp17-

Cl Gene, die einen vergleichbaren Level erreicht wie die Wildtyp Kombination.
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3.7 Heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe

Um Veranderung der Komplexzusammensetzung durch die funktionelle Inter-
aktion zu Uberprufen, ist es hilfreich, Grolenunterschiede zwischen homo- und
heterooligomeren Komplexen zu identifizieren (Abb. 21). Beide Hsfs alleine
unterscheiden sich wenig in den Grollen der nativen Komplexe. HsfA2 bildet
interessanterweise hochmolekulare Komplexe, wahrend die Hauptfraktion von
HsfA1 zwischen hexameren und trimeren Grdélienordnungen liegt. Dagegen
besitzt HsfA2 keine Komplexe im trimeren Grélienbereich. Die Coexpression
beider Hsfs fuhrt zur Verschiebung der Hsf spezifischen Fraktionen und zur
Bildung von intermediaren Komplexen. Besonders die HsfA2 spezifischen
Komplexe verschieben sich zu ,niedermolekularen® Positionen und co-
fraktionieren mit HsfA1, wobei beide Hsfs stabilisiert werden. Insbesondere

Komplex 2 reichert sich in Anwesenheit von HsfA1 an.

Geffiltration

A. Einzeltransformationen
Vo
MW (kDa) ¢ 660 440 232 67 Input
FraktonNr. 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 5%

o [ cee@ewee---__ @

HSfA2 — . '“"‘-f--.-.-__“w*“""'f“""""""' + H
x . L] Y . % H L >
L | L |
Komplex 1 Komplex 2

B. Cotransformation

HsfA1 — —-:n'_"!..’z::j q
| ._

HsfA2 —

| ] |
Komplex 1 Komplex 2

Abbildung 21: Native Komplexe von HsfAl und HsfA2 besitzen eine veranderte Zu-
sammensetzung als heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe.

Die hohe Trennscharfe der HPLC gesteuerten Gelfiltrationschromatographie erméglicht es, die
minimalen Unterschiede zwischen homooligomeren und heterooligomeren Komplexen zu identi-
fiziert, da beide Hsfs A1 und A2 hochmolekulare Komplexe im Bereich von Hexameren bilden.
Immunoblotanalysen zeigen die GroRenverteilung der nativen Komplexe von HsfA1 und HsfA2
und in der Cotransformation. Insbesondere HsfA2 bildet zwei charakteristische, hochmolekulare
Komplexe, die in Anwesenheit von HsfA1 ihre GrolRen verandern. Die Klammern zeigen die

zwei Hauptfraktionen der HsfA2 spezifischen Komplexen alleine und in Anwesenheit von HsfA1.
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3.8 Kooperativitat der C-terminalen Aktivatormotive

Die durch Coexpression von HsfA1 und HsfA2 induzierten Veranderungen von
DNA-bindenden Komplexen und Komplexzusammensetzungen sind klare
Indizien, dass heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexen eine veranderte Quali-
tat im Vergleich zu homooligomeren Hsf Komplexen aufweisen. Trotz der Ahn-
lichkeit der AHA Motive von HsfA1 und HsfA2 belegen die vorliegenden Ergeb-
nisse qualitative Unterschiede zwischen den CTAD von HsfA1 und HsfA2, die
im heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplex ihre synergistische Wirkung ent-
falten (Abb. 11A, Abb. 13). Um die Kooperation der AHA Motive von HsfA1 und
HsfA2 bzw. die Funktion der einzelnen AHA Motive zu untersuchen, werden die
AHA Mutanten mit dem Wildtyp Hsf Partner coexprimiert und miteinander ver-
glichen (Abb. 22).

Individualitat der AHA Motive: Die inaktiven AHA Mutanten zeigen bei der
Coexpression mit dem Wildtyp- Partner Hsf eine synergistische Aktivierung, die
im Vergleich zur Wildtypkombination niedriger ausfallt. Die aus den drei rest-
lichen funktionellen AHA Motiven resultierende Aktivitat reflektieren indirekt die
Qualitdt des mutierten AHA Motivs. Aufgrund der unterschiedlichen Ab-
stufungen der synergistischen Aktivierung ist es naheliegend, dass jedes
einzelne  AHA Motiv individuell zur synergistische Aktivierung beitragt.
Graduierung: Die Mutation des AHA1 Motivs von HsfA1 und HsfA2 hat im
Gegensatz zur Mutation der AHA2 Motive einen geringeren inhibierenden Effekt
auf synergistische Aktivierung. Obwohl die Mutation der AHA1 Motive sich auf
die Hsfs destabilisierend (HsfA1) und stabilisierend (HsfA2) auswirkt, hat dies
keine Auswirkung auf die synergistische Aktivierung. Die AHA2 Mutanten unter-
scheiden sich zwischen HsfA1 und HsfA2, wobei die Mutation des AHA2 Motivs
von HsfA1 den starksten inhibierenden Effekt auf die synergistische Aktivierung
zeigt. Die unterschiedliche Funktionalitat der AHA Motive konnte die Ko-
operation beider CTADs im heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe erklaren,
die fur eine hohere Affinitat in der Interaktion mit Coaktivatorkomplexen sorgt. In
Verbindung mit in-vitro Pulldown Analysen, in denen die Interaktion mit
Komponenten der generellen Transkriptionsmaschinerie getestet wurden,
konnte die unterschiedliche Qualitadt von AHA Motive von HsfA1 und HsfA2 be-
legt werden (Abb. 23, Abb. 24).
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A AHA Mutanten

Code HsfA1 HsfA2
AHA1 AHA2 AHA1 AHA2
aa 449-457 aa 468-476 aa 294-301 aa 335-342
wit DDIWQSGLL  PFWEKFLQ DDIWEELL PEWGEELQ
1m B 1 e Ao ... ...
2m | eeeeeeaas AADAAL | Ll ..E...A.
A L. ALLLAA L LAALLAA Y W E...A

B Endogener Hsp17-Cl

pHsfA1 wt owt owt owt owt - wt 1m 2m A
pHsfA2 - owt 1m 2m A wt o owt owt owt owt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hsp17 — —— ——
Level: 04118 59 28 05 10 108 71 1.0 04
Synergismus: - 84 74 35 06 - 77 51 0.7 03
pHsfA1 wt 1m 2m A - - - - -
pHsfA2 - - - - wt 1m 2m A -

11 12 13 14 15 16 17 18 19

Hsp17 —|
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HsfA1 mL T eagem—— PR——

HsfA2 — — e —— ————
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HsfA2 — — g —— —

Abbildung 22: Funktionelle Analyse der AHA Motive

A. Sequenzen der AHA Motive in Wildtyp und Mutanten Hsfs mit Hervorhebung der Alaninsub-
stitutionsmutationen funktionell wichtiger Tryptophan und Leucin AS (Ddring et al., 2000).
Mutante A mit Mutation beider AHA Motive wurde bereits in Experimenten der Abb. 10-11 ver-
wendet. B. Kombinationen aus Wildtyp und AHA Mutante zeigen die qualitativen Unterschiede
einzelner AHA Motive, die erst im Komplex anhand der Gesamtaktivitat sichtbar werden. Die
synergistische Aktivitat der Wildtyp/AHA Mutanten Kombinationen in der Induktion endogener
Hsp17-Cl Gene wurde quantifiziert. Der Expressionslevel von Wildtyp und Mutanten Hsfs

zeigen die Beeinflussung der Stabilitat durch die Mutationen der AHA Motive.
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A GST-Hsf CTD (AHA Mutanten)
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Abbildung 23: Differenzielle Interaktion C-terminaler Aktivatormotive mit Coaktivator-
Komplexen aus Hefe (Abbildung aus Doéring, Dissertation 2002, modifiziert).

A. Die Kontrollkonstrukte (Nr. 1-4), HsfA1 CTD Konstrukte (Nr. 5-11) und HsfA2 CTD
Konstrukte (Nr. 4, 12-18) mit graduellen Mutationen der AHA Motive sind aufgelistet. Die
Konstrukte 15-18 enthalten zusatzlich noch Deletion der AHA Motive. Rot markierte Konstrukte
wurden als Volllangenkonstrukte in Abb. 22 getestet. B. In-vitro Pull Down Assays mit GST-Hsf
CTD und nativen Coaktivatorkomplexen zeigen qualitative Unterschiede der AHA Motive in der
Interaktion mit Coaktivatorkomplexen und korrelieren mit den Beobachtungen in Abb. 22.
Bereits die CTADs von HsfA1 und HsfA2 zeigen Unterschiede in der Interaktionsaffinitat mit
Coaktivatorkomplexen: HsfA1 zeigt erhdhte Affinitat mit dem SAGA Komplex, wahrend HsfA2

starker mit dem TFIID Komplex interagiert (eingekreiste Banden).
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Chromatin
Remodeling
Transkriptions- Chromatin
initiation Modifizierung
HsfA1

Abbildung 24: Unterschiedliche Affinitat der C-terminalen Aktivatormotive von HsfAl und
HsfA2 flir Coaktivatorkomplexe TFIID, SAGA und SWF/SNF kénnten eine konzertierte
Rekrutierung begiinstigen.

Die unterschiedliche Interaktionsaffinitat von HsfA1 und HsfA2 fiir Coaktivatorkomplexe wird
anhand der entsprechend gefarbten Doppelpfeile verdeutlicht. Beide CTADs besitzen eine
gleichwertige Interaktionsaffinitat fuir SWF/SNF Komplexe. Aufgrund der qualitativen Unter-
schiede der AHA Motive fihrt die funktionelle Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 zur
Bildung heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexen, die Uber eine kooperative Aktivierung der
kombinierten AHA Motive mdglicherweise fiir eine konzertierte Rekrutierung von Coaktivator-

komplexen und synergistische Aktivierung sorgen.
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4 Diskussion

4.1 Spezifitdt und Funktionalitat

Die Multiplizitat der Hsf Familie in Pflanzen stellt eine bemerkenswerte
Komplexitat der Stressregulation dar, die fur sessile Organismen wie Pflanzen
mit hoher Wahrscheinlichkeit lebensnotwendig ist, um mit vielfaltigen Stress-
situationen fertig zu werden. Klasse A Hsfs reprasentieren die grofite Sub-
gruppe innerhalb der Pflanzen-Hsf Familie (Nover et al., 2001, Baniwal et al.,
2004). Die besonderen Merkmale der Klasse A Hsfs sind eine erweiterte Linker
2 Region und eine Vielzahl von Hsf-Hsf Interaktionen, die den Grofiteil des Hsf-
Hsf Interaktionsnetzwerkes ausmachen (Scharf et al., 1998b, Dissertation Port,
2004). Im Gegensatz zu Arabidopsis ist das Genom von Tomate noch nicht
vollstandig sequenziert. Bisher konnten funf cDNA Klone von Hsf codierenden
Genen aus Tomate isoliert werden, die fur die Untersuchungen der spezifischen
Hsf-Hsf Interaktion verwendet wurden. Eine phylogenetische Analyse der flnf
Tomaten Klasse A Hsfs A1, A2, A3, A4b, A5 ergab die spezifische Gruppierung
von HsfA1/HsfA2 und HsfA4b/HsfA5 (Abb. 7), die sich auch experimentell als

spezifisch interagierende Hsf Paare erwiesen.

Zur Bestimmung der spezifischen Wechselwirkung zwischen HsfA1 und HsfA2
wurden als Testsysteme GUS Reporterassays, die Interaktion in Co-
Immunprazipitationsanalyse und die Hsf-Hsf Interaktions-vermittelte Kern-
retention von GFP-HsfA2 verwendet (Abb. 7, Abb. 8). Interessanterweise
wurden fur HsfA1 und HsfA2 durchweg eine hohen synergistischen Aktivierung,
spezifische Interaktion und effiziente Kernretention ermittelt, die die hohe Spezi-
fitat der funktionelle Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 belegen. Auch fur
HsfA4b und HsfAS konnte eine hohe Spezifitat nachgewiesen werden (Dis-
sertation Baniwal 2007). Die spezifische Wechselwirkung zwischen zwei Hsfs
korreliert bei beiden Beispielen mit dem phylogenetischen Verwandtschafts-

grad.
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4.1.1 Spezifitat der HsfA1 HsfA2 Interaktion in Arabidopsis

Um die Frage zu beantworten, ob es sich bei der Interaktion zwischen HsfA1
und HsfA2 um eine generelle spezifische Hsf-Hsf Interaktion in Pflanzen
handelt, wurden Coexpressionsuntersuchungen mit Arabidopsis Hsfs der HsfA1
Gruppe (A1a, A1b, A1d, A1e) und HsfA2 im Rahmen einer vergleichenden Ana-
lyse zwischen Tomaten HsfA2 und Arabidopsis HsfA2 durchgefuhrt (Barenz,
Diplomarbeit, 2006). Tatsachlich wurde auch hier die Spezifitat zwischen
AtHsfA1a und AtHsfA2 Uber die synergistische Aktivierung in GUS Reporter
Assays und spezifische Interaktion in Pulldown-Assays bestatigt. Im Unter-
schied zur funktionellen Interaktion zwischen Tomaten HsfA1 und HsfA2, in der
die HsfA1 vermittelte Kernretention von HsfA2 bei der synergistischen
Aktivierung eine Rolle spielt, zeigt AtHsfA2 trotz der konstitutiven Kern-
lokalisation eine synergistische Aktivierung mit AtHsfA1a und belegt damit die
Allgemeingultigkeit synergistisch aktivierender HsfA1/HsfA2 heterooligomere in
Pflanzen. Interessanterweise induzierte die Coexpression von AtHsfA1a und
HsfA2 eine synergistische Aktivierung von AtHsfA2 Zielgenen. Fur die zu-
kiinftige Uberprifung einer spezifischen Rekrutierung von HsfA1 durch HsfA2
zu HsfA2 Zielgenen mussten Chromatin Immunprazipitationsanalysen (ChlP)
durchgefuhrt werden, um die stressinduzierte und gleichzeitige Bindung von
AtHsfA1a und AtHsfA2 an HsfA2 Zielgenpromotoren zu zeigen. Auch die
Generierung von AtHsfA1/A2 Doppel-Knock-Out Pflanzen und konsequente
RT-PCR oder Micro-Array basierenden Expressionsanalysen konnten zur
Identifizierung von Zielgenen beitragen, die spezifisch durch HsfA1/HsfA2

aktivierten werden.

4.1.2 Kombinatorische Regulation durch HsfA2

Die besondere Fahigkeit von HsfA2, mit mehreren Klasse A Hsfs interagieren
zu kénnen (Abb. 8), kdnnte bedeuten, dass HsfA2 moglicherweise als Co-
aktivator in unterschiedlichen Stresssignalwegen agiert. Bereits in
Interaktomsstudien mit Arabidopsis Hsfs konnte gezeigt werden, dass AtHsfA2
mit mehreren Klasse A Hsfs (A1b, Ale, A1, A3, A6a, A6b, A7b) und mit
AtHsfC1 interagierte (Disseration Port, 2004). Da das Hefe Zwei-Hybrid Test-
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system dimere Interaktionen anzeigt und im nativen System moglicherweise
Interaktionen zwischen Trimeren stattfinden, die nicht durch das Hefe Zwei-
Hybrid System erfasst werden kénnen, sind weitere Interaktionsassays wie
Pulldown Assays und Coimmunprazipitation notwendig, um die Spezifitat der
Interaktionskandidaten zu Uberprufen. Angesichts der Tatsache, dass in der
Natur Hitzestress praktisch nicht alleine sondern in Verbindung mit anderen
Stressarten vorkommt wie z.B. Hitze- und Trockenstress, ist die putative
Funktion von HsfA2 als allgemeiner Coaktivator fur die verstarkte Aktivierung
unterschiedlicher Stressantwortprogramme von Vorteil. Obwohl die Thermo-
toleranz von Tomaten HsfA2 Antisense-Pflanzen sich nicht von Wildtyppflanzen
unterschieden d.h. weder Defekte in Entwicklung noch in der Hitzestressantwort
zeigten (Mishra, Dissertation 2003), haufen sich die Indizien in Arabidopsis uber
die Relevanz von HsfA2 als Verstarker der Langzeitresistenz gegen Hitzestress
und Coregulator in der Stressantwort auf oxidativen Stress (Oxidantien, Stark-
licht) (Li et al., 2005, Schramm et al., 2006, Nishizawa et al., 2006). Unter Um-
standen werden phanotypische Merkmale von HsfA2 Knockout Pflanzen erst
unter Feldbedingungen mit der naturlichen Variation von Stressoren sichtbar,
falls sich die Theorie von HsfA2 als allgemeinen Coaktivator von Stresssignal-

wegen bewahrheitet.

4.2 Funktionelle Aspekte der synergistischen Aktivierung

4.2.1 Regulatorischer Aspekt des HsfA2 Levels

Interessanterweise akkumuliert HsfA2 in thermotoleranten Zellen von Tomate
und Arabidopsis nach wiederholten Stresszyklen und wird zum dominanten Hsf.
Hat der erhdhte HsfA2 Level Auswirkungen auf die synergistische Aktivierung?
Die Titrationsanalysen geben Hinweise auf HsfA2 konzentrationsabhangige
Wirkungen: Der Kurvenverlauf in den Gus Reporter Assays mit HsfA1 und
HsfA2 ist davon abhangig, ob HsfA1 oder HsfA2 als dominierender Hsf mit
steigenden Mengen des Co-Hsf transformiert wurde (Abb. 7). Ein steiler Anstieg
im Kurvenverlauf der synergistischen Aktivierung wurde beobachtet, wenn
HsfA1 als dominierender Faktor mit steigender Menge HsfA2 cotransformiert

wird. Dies ahnelt der Situation des beginnenden Hitzestresses und zeigt, dass
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moglicherweise HsfA1 von HsfA2 zu den Zielgenen rekrutiert wird. Im um-
gekehrten Fall kdnnten hohen Konzentrationen von HsfA2 dazu fuhren, dass
Bindestellen am Zielpromoter bereits von homooligomeren HsfA2 besetzt sind
und die Bindung heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe zunachst behindert
ist, aber in Folge der hoheren DNA Bindungsaffinitat der heterooligomeren
HsfA1/HsfA2 Komplexe ein Austausch erfolgt (Abb. 25). Letzteres spiegelt die
Situation in der Erholungsphase wieder, in der HsfA2 als dominierender Faktor
vorliegt und die Hitzestressantwort runterreguliert werden muss. Die hauptsach-
lichen Regulationsmechanismen zur Attenuierung der Aktivitat von HSfA2 bzw.
der heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexe sind noch nicht hinreichend be-
kannt. Einzig der spezifische Repressor von HsfA2, Hsp17.4-Cll, kdnnte eine
Rolle bei der Regulation der HsfA2 Aktivitat spielen (Port et al., 2004).

4.2.2 Die Rolle von HsfA2 im Heterokomplex

Die stressabhangige, kombinatorische Kontrolle der Hitzestressgenexpression
durch heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe in Tomatenzellen lasst sich auf-
grund der HsfA1 abhangigen Expression von HsfA2 im nativen System schwer
analysieren. Mittels der Strategie des transienten RNAi Knockdowns von HsfA1
und HsfA2 in Wildtyp Tomatenprotoplasten konnte bereits ein Zusammenhang
der HsfA1/HsfA2 abhangigen Expression von Hsp17-Cl gezeigt werden
(Mishra, Dissertation 2003). Dagegen bietet das heterologe Tabak-
Expressionssystem die Moglichkeit, spezifische Effekte der funktionellen Inter-
aktion zu analysiert, indem die Eigenschaften einzelner Hsfs und des
heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexes getrennt untersucht und verglichen
werden konnen. Wie bereits in den Titrationsexperimenten angedeutet wurde,
konnte HsfA2 fur die Promoter-spezifische Bindung und Aktivierung von HsfA2
Zielgenen im heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexen verantwortlich sein
(Abb. 25). Systematische Funktionsanalysen mit Mutanten der funktionellen
Domanen (DBD, HR-A/B, CTAD) bestatigten die primare Rolle der HsfA2 DBD,
die fur die hohe synergistische Aktivierung und effiziente HsfA1-vermittelte
Kernretention im heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplex verantwortlich ist
(Abb. 11A, Abb. 11C).
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Abbildung 25: Modell fur die HsfA2 Level abhangige Regulation der synergistischen
Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2 im GUS Reporter Assay (aus Abb. 7.)

Der Kurvenverlauf in Titrationsanalysen mit konstantem Hsf und steigenden Mengen Co-Hsf
zeigt eine Steilheit, die anhangig ist vom dominierenden Hsf. HsfA1 induziert bereits bei
geringen Mengen von HsfA2 eine hohe synergistische Aktivierung (A), wahrend HsfA2 mit
geringen Mengen von HsfA1 eine niedrigere synergistische Aktivierung induziert (B). Eine mog-
liche Erklarung ist eine HsfA2 spezifische Rekrutierung heterooligomerer HsfA1/HsfA2
Komplexe, die bei dominierenden Mengen von HsfA2 mit bereits im Promoterbereich der Ziel-

gene gebundenen HsfA2 konkurrieren mussen.
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4.2.3 Die Rolle von HsfAl im Heterokomplex

Im gut untersuchten Saugersystem sind die meisten Details der Hsf Regulation
bekannt, dass der konstitutive Hsfl sowohl durch die Bindung von
Hsp70/Hsp90 in der Trimerisierung reprimiert wird als auch in der
transkriptionellen Aktivierung durch die Maskierung der CTAD inaktiviert ist. Die
Identifizierung deregulierter HsfA1 Formen und ein Test durch Coexpression mit
HsfA2 zeigte eine synergistische Aktivierung durch beide Hsfs. Die Hohe der
synergistischen Aktivierung ist mit dem Aktivitatslevel der Wildtyp HsfA1 und
HsfA2 vergleichbar. Daher erscheint es plausibel, dass die Deregulation einen
Teil der synergistische Aktivierung beinhaltet, der durch die Bildung

heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe induziert wird.

4.2.4 Eigenschaften heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe

Korrelation zwischen Komplexstabilitdt und -aktivitat: Die Wechsel-
wirkungen zwischen Hsfs werden von den Oligomerisierungsdomanen (HR-A/B
Regionen) vermittelt, die zum einen fir die Spezifitat der Hsf-Hsf Interaktion und
zum anderen fur die Stabilitdt des Komplexes sorgen. In Interaktionsstudien mit
funktionellen Mutanten stellte sich heraus, dass die Interaktion zwischen HsfA1
und HsfA2 unabhangig von funktionierenden DNA Bindungsdomanen oder
CTADs stattfindet (Abb. 11B). Aufgrund dessen wurde die Schlussfolgerung
gezogen, dass die Komplexbildung weder durch Promoterbindungsstellen
unterstutzt wird, noch Coaktivatorkomplexe als Interaktionsrickgrat (Scafold)
bendtigt werden. Obwohl die Bildung heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe
mit der synergistische Aktivierung im Zusammenhang steht, ist die Interaktion
nicht direkt notwendig fur die transkriptionelle Aktivierung. Vielmehr ermdglicht
die spezifische Interaktion die Bildung stabiler Komplexe, die aufgrund ihrer er-
hdéhten DNA Bindungsaffinitat langer im Zellkern verweilen (Kernretention) und
folglich in der transkriptionellen Aktivierung effizienter wirken als die
individuellen Hsfs alleine. Neben den ternaren Komplex HsfA1/HsfB1/HAC1
(Bharti et al., 2004) existieren auch fur HsfA1 und HsfA2 Hinweise, dass Co-
aktivatorkomplexe die Interaktion von HsfA1 und HsfA2 unterstitzen. Diese

Vermutung resultierte aus der Beobachtung, dass trotz fehlender oder
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schwacher Interaktionen eine niedrige synergistische Aktivierung bei einigen
HR-A/B Deletionskonstrukten ermittelt werden konnte (Abb. 11A, Abb. 13, Abb.
16). Allerdings sind die Uber Coaktivatorkomplexen vermittelte Interaktionen
dagegen vermutlich sehr schwach, weshalb die HsfA1 vermittelte Kernretention

dieser HsfA2 Mutanten deutlich reduziert ist.

Erhdhte DNA Bindungseffizienz und reduzierter Kernexport: Die genaue
Betrachtung der Ergebnisse aus der HsfA1 vermittelten Kernretention von
HsfA2 (Abb. 11C) flhrten zu einem Modell, in dem ein Zusammenhang
zwischen transkriptioneller Aktivitat und Kernlokalisation des heterooligomeren
HsfA1/HsfA2 besteht sowie die DNA Bindungsfahigkeit von HsfA2 flr die HsfA1
vermittelte Kernretention entscheidend ist. Transkriptionell aktive HsfA1/HsfA2
Komplexe zeigen einen reduzierten Kernexport im Vergleich zu HsfA2 alleine,
da die AHA Aktivatormotive im CTAD wahrscheinlich neben der NES als Er-
kennungssequenz flir Exportin-1 dienen. Die doppelte Funktion der Aktivator-
komplexe garantiert, dass nach der Transkriptionsaktivierung und Dissoziation

von Coaktivatoren der Export des Komplexes aus dem Kern erfolgt.

Bevorzugte Heterooligomerisierung: Die interessante Beobachtung, dass
HsfA1/HsfA2 Komplexe mit homologen HR-A/B Regionen aufgrund niedriger
Interaktionsaffinitat eine viel niedrigere Stabilitat besitzen, fuhrte zum Konzept
der bevorzugten Heterooligomerisierung. Fur HsfA4 und HsfA5 konnte das
gleiche Phanomen in Interaktionsstudien im Hefe Zwei-Hybrid System und in
vitro Pulldown Assays verifiziert werden (Baniwal et al., 2007). Die bemerkens-
werte Eigenschaft der HR-A/B Region, die zum Grolteil die Identitdt des Hsfs
reprasentiert, spiegelt sich in der Spezifitat wider, die sich mit einem Austausch
der HR-A/B Region so weit adndern lasst, dass eine Ubertragung der
HsfA4/HsfA5 Spezifitat sich in HsfA1 moglich ist. So liel3 sich HsfA1 mit der HR-
A/B Region von HsfA4b durch HsfA5 spezifisch reprimieren.

Veranderte Komplexzusammensetzung: Die besondere transkriptionelle
Effizienz heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe deutet auf eine veranderte
Komplexzusammensetzung hin, die durch unterschiedliche Rekrutierung von

Coaktivatoren hervorgerufen werden kann. Um Hinweise einer Veranderten
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Komplexzusammensetzung heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe zu Uber-
prufen, wurde das DNA Bindungsverhalten von HsfA1 und HsfA2 sowie von
beiden Hsfs zusammen analysiert. Auch die Komplexgréten wurden mittels
Gelfiltrationschromatographie ermittelt (Abb. 17, Abb. 21). Die Veranderungen
der Coexpressionsproben mit HsfA1 und HsfA2 deuten tatsachlich auf
qualitative Anderungen der heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexen hin. In
Coexpressionsanalysen mit AHA Mutanten von HsfA1 und HsfA2 konnten
unterschiedlich starke inhibitorischen Effekte von jedem einzelnen der vier AHA
Mutanten im HsfA1/HsfA2 Komplex gezeigt werden. Diese Unterschiede
korrelierten mit Ergebnissen friherer in-vitro Pulldown Assays, die die Inter-
aktion der AHA Motive mit Coaktivatorkomplexen behandelten (Doring, Dis-
sertation 2002). Mutationen in den AHA2 Motiven (Initiation) hatten einen
starkeren Effekt zur Folge als Mutationen in den AHA1 Motiven
(Chromatinremodeling, -modifizierung). Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der
Rekrutierung von TFIID Komplexen vor SAGA und SWF/SNF Komplexen. Fur
den humanen Hsf1 wurde die Notwendigkeit einer geordnete Rekrutierung von
Coaktivatoren fur die effiziente Transkription von Hsp70 Genen beobachtet, die
die Rekrutierung von Coaktivatorkomplexen zur Initiation und Chromatin-
Remodeling voraussetzen (Brown et al., 1996, Brown et al., 1998, Corey et al.,
2003). Heterooligomere Komplexe konnten aufgrund ihrer unterschiedlichen
Rekrutierung von Coaktivatorkomplexen eine konzertierte Rekrutierung be-
wirken, die ein Merkmal von transkriptionell hocheffizienten ,Enhanceosomen®

darstellt.
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4.3 Modell der synergistischen Aktivierung
Die synergistische Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2 beruht auf eine Ko-

operativitat, die auf mehreren Ebenen stattfindet, so dass bereits eine niedrige
Abundanz von heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexe transkriptionell wirk-

sam ist.

1. Ebene: Spezifische Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2
Die spezifische Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 setzt voraus, dass HsfA1

und HsfA2 stabile heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe bilden.

2. Ebene: Bevorzugte Heterooligomerisierung
Aufgrund der bevorzugten Heterooligomerisierung kann die Bildung
heterooligomerer Komplexe auch bei Uberschuss von HsfA1 stattfinden, da die

Interaktion nicht von der Konzentration beider Hsfs abhangig ist.

3. Ebene: Kooperative Rekrutierung von Coaktivatorkomplexen

Im Gegensatz zu homooligomeren Hsf Komplexen besitzen heterooligomere
HsfA1/HsfA2 eine qualitativ unterschiedliche AHA Motive, die durch ihre
differenzielle Affinitat fur Coaktivatorkomplexe eine kooperative Aktivierung

verwirklichen.

4. Ebene: Verlangerter Kernaufenthalt des HsfA1/HsfA2 Komplexes
Als synergistisch aktivierende HsfA1/HsfA2 Komplex wird eine hohere DNA

Bindungsaffinitat hergestellt sowie der Kernexport verzogert.

In allen genannten Schritten zur synergistischen Aktivierung ist eine direkte
Interaktion beider Hsfs entscheidend, so dass die Wechselwirkung zwischen
HsfA1 und HsfA2, obwohl nicht direkt beteiligt an der Aktivierung, eine zentrale

Funktion transkriptionell effizienter HsfA1/HsfA2 Heterokomplexe darstellt.
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HsfA2

HsfA3 HsfA1
PR 4 - i

1. Spezifische Interaktion

3. Kooperative Rekrutierung

HsfA2 HsfA1 HsfA1 Coaktivator +
Nukleus
2. Bevorzugte Heterooligomerisierung 4. Verlangerter Aufenthalt im Kern

Abbildung 26: Modell der synergistischen Aktivierung durch HsfA1/HsfA2 Komplexe

Die synergistische Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2 beruht auf Kooperativitat in mehreren
Ebenen. Uber die spezifische Interaktion, eine bevorzugte Heterooligomerisierung, kooperative
Rekrutierung von Coaktivatorkomplexen und verlangertem Aufenthalt im Kern wird die effiziente

transkriptionelle Aktivierung durch heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexen entwickelt.
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4.4 \WeiterfiUhrende Arbeiten

4.4.1 Phylogenie-basierte Analyse des Hsf Netzwerkes

Mit der Erkenntnis aus den funktionellen Analysen der HsfA1/HsfA2 Interaktion
kann die Korrelation zwischen phylogenetischer Distanz und Interaktionsaffinitat
als Anhaltspunkt flr weitere Analysen des Hsf Interaktionsnetzwerkes ver-
wendet werden. Um die Allgemeingultigkeit dieser Beobachtung zu verifizieren,
mussten andere Klasse A Hsfs (z.B. Mitglieder der HsfA6 und HsfA7 Familie,
die ebenfalls eine Hsf Subgruppe bilden) in Vergleich mit phylogenetisch nah
und entferntem Klasse A Hsf verglichen werden, um ihre spezifischen Wechsel-

wirkung zu bestatigen.

4.4.2 Dynamik der Heterooligomerisierung

Die Untersuchung der Dynamik von heterooligomeren Hsf-Hsf Komplexen tragt
zum Verstandnis der kombinatorischen Genregulation in der Hitzestressantwort
bei. Mittels Bifluoreszenzkomplementation YFP-markierter Hsfs kann sowohl
eine Kolokalisation als auch Interaktion in Lebendzellen beobachtet werden.
Durch eine Untersuchung der HsfA1/HsfA2 Interaktion in Kombination mit
Stressbehandlung in Hinblick auf die Regulation der synergistischen Aktivitat,
die durch eine Interaktion von HsfA2 mit Hsp17.4-Cll moduliert werden kdnnte,
kann moglicherweise die Dynamik der heterooligomeren HsfA1/HsfA2

Komplexen untersucht werden.

4.4.3 Aufreinigung von HsfA1/HsfA2 Heterokomplexen

Der erfolgreiche in-vitro Nachweis der Hsf-Hsf Interaktion mit rekombinant ex-
primierten Hsf-Fusionsproteinen und Hefeextrakten mit heterolog exprimierten
Hsfs ist ein idealer Ausgangspunkt fur die Aufreinigung und biochemische Ana-
lysen heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe. Die prazise Bestimmung der
Stochiometrie von heterooligomeren HsfA1/HsfA2 Komplexen mit in vitro auf-
gereinigten Hsfs konnte Einblicke in strukturelle Details von HsfA1/HsfA2

Komplexen verschaffen, die einen Einfluss auf die Interaktion mit Coaktivator-
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komplexen haben koénnten. Zur Aufreinigung von heterooligomeren
HsfA1/HsfA2 Komplexen missten beide Hsfs jeweils mit einem unterschied-
lichen Affinitat-Tags markiert sein, so dass im ersten Schritt die Aufreinigung
von heterooligomeren und homooligomeren Komplexen Uber den ersten
Affinitats-Tag erfolgt und anschlieBend nach Eluierung, im zweiten Auf-
reinigungsschritt, Gber den zweiten Affinitats-Tag nur noch heterooligomere Hsf-
Hsf Komplexe aufgereinigt werden. Vor allem sollten die Affinitdt-Tags die
naturliche Oligomerisierung der rekombinanten Hsfs nicht beeinflussen, wie es
z.B. beim GST Tag (Dimerisierung) der Fall sein kann. Durch Gelfiltrationsana-
lysen kann die GrofRe der aufgereinigten heterooligomeren Komplexe bestimmt
werden. In EMSA kann die DNA Bindungsaffinitat bzw. -kinetik bestimmt
werden, die als Kontrolle fur funktionelle Hsfs und Hsf-Komplexe dient.

4.4.4 Interaktionskinetik mit Coaktivatoren

Eine spannende Fragestellung ist die Effizienz homooligomerer und
heterooligomerer Hsf-Hsf Komplexe in der Rekrutierung von Coaktivator-
komplexen. Mit aufgereinigten, heterooligomeren Komplexen von HsfA1 und
HsfA2 konnte eine Bestimmung von Interaktionskinetiken mit Coaktivator-
komplexen TFIID, SAGA, SWF/SNF erfolgen, um die Hypothese der ko-
operativen Aktivierung bzw. konzertierten Rekrutierung genauer zu unter-

suchen.

4.4.5 ldentifizierung von unbekannten Interaktionspartnern

Immobilisierte HsfA1/A2 Komplexe kdnnten ebenfalls flr Pulldown Analysen mit
Pflanzenextrakten verwendet werden, die unterschiedlichen Stress-
behandlungen unterzogen wurden, um unbekannte Proteinwechselwirkungen
zu identifizieren, die spezifisch mit heterooligomeren HsfA1/A2 Komplexen
assoziiert sind. Alternativ kdnnte man die heterologe Expression in Hefe und
Coaufreinigung heterooligomerer HsfA1/HsfA2 Komplexe und assoziierter
Proteine unter Kontroll- und Hitzestressbedingungen die Rekrutierungseffizienz

in-vivo testen.
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4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Anpassungsfahigkeit von Organismen an ihre Umwelt stellt hohe An-
forderungen an die regulatorischer Flexibilitat von zellularen Mechanismen zur
Abwehr und zum Schutz vor stressbedingten Schaden. Neben der funktionelle
Diversitat in komplexen Hsfs Netzwerken bietet die spezifische, funktionellen
Interaktion eine Effizienz-gesteigerte Aktivierung der Hitzestressgenexpression.
Unter der kombinatorischen Regulation werden zum groRten Teil die ent-
wicklungsbedingte, differenzielle Genexpressionsprogramme umgesetzt, die
uber Konzentrationsgradienten der Regulatoren oder zeitlich begrenzte Verfug-
barkeit von Coaktivatoren gesteuert werden. Das Beispiel der Uuber umfang-
reiche funktionelle Analysen beleuchteten spezifischen Interaktion zwischen
HsfA1 und HsfA2 zeigt, dass bei Analysen von Interaktionsnetzwerken neben
der Interaktionsfahigkeit noch weitere Parameter bericksichtigt werden
mussen, um die biologische Relevanz der gefundenen Protein-Protein Inter-

aktion zu verifizieren.
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4.6 Zusammenfassung

Die Hitzestresstranskriptionsfaktoren HsfA1 und HsfA2 reprasentieren wichtige

transkriptionelle Regulatoren in der Regulation der Hitzestressantwort von

Lycopersicon esculentum (Tomate). Unter Stressbedingungen induziert HsfA1

die Expression von HsfA2 und bildet heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe,

die im Zusammenhang mit der erhohten Expression von Hitzestressgenen
stehen (Scharf et al., 1998b, Mishra et al., 2002, Port et al., 2004). Durch

funktionelle Charakterisierungen der Wechselwirkung zwischen HsfA1 und

HsfA2 werden neue Aspekte der spezifischen und synergistischen Aktivierung
durch HsfA1 und HsfA2 erlautert.

Die Spezifitdt der funktionellen Interaktion zwischen HsfA1 und HsfA2 wird
in Vergleich mit weiteren Klasse A Hsfs, HsfA3, HsfA4b und HsfAS anhand
von GUS Reporter Assays, Coimmunprazipitationsanalysen und der inter-
aktionsvermittelten Kernretention von GFP-HsfA2 verdeutlicht. Trotz des
Potenzials von HsfA2, multiple Wechselwirkungen einzugehen, ist die Spezi-
fitat zwischen HsfA1 und HsfA2 am hochsten. Fur die Analyse der syn-
ergistische Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2 werden 3HA-HsfA1 und
3HA-HsfA2 in unterschiedlichen Mengenverhaltnissen coexprimiert. Sowohl
am Hsp17.3B-Cl::GUS Reporter als auch an der induzierte, endogene
Tabak Hsp17-Cl Expression kann der spezifische Effekt der synergistischen

Aktivierung durch HsfA1 und HsfA2 demonstriert werden.

Um die strukturellen Voraussetzungen der synergistischen Aktvierung zu
definieren, werden Mutanten mit Defekten in der DNA Bindung, Oligo-
merisierung und Aktivierung in funktionellen Analysen der transkriptionellen
Aktivitat (GUS Reporter Assays, Induktion endogener Hsp17-Cl Ex-
pression), Komplexbildung (Co-Immunprazipitation) und der HsfA1 ver-
mittelte Kernretention von HsfA2 (Immunfluoreszenz) untersucht. Die syn-
ergistische Aktivierung erfordert die Bildung heterooligomerer HsfA1/HsfA2
Komplexe, die Uber eine Kombination ihrer C-terminalen Aktivierungs-
domanen kooperativ aktivieren. Dagegen hat die DNA Bindung durch die
DBDs beider Hsfs einen geringen Anteil an der synergistischen Aktivierung.

Zur Verifizierung der funktionellen Unterschiede zwischen HsfA1 und HsfA2
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werden HsfA1-HsfA2 Hybride durch Coexpression mit HsfA1 und HsfA2
Wildtypformen analysiert. Heterooligomere Komplexe aus Wildtyp und
Hybrid-Hsfs zeigen ausschliellich eine synergistische Aktivierung, wenn die
C-terminalen Aktivierungsdomanen von beiden Hsf Typen stammen,
wahrend heterooligomere HsfA1/HsfA2 Komplexe mit typgleichen C-Termini
nicht synergistisch aktivieren. Weiterhin wird gezeigt, dass Wildtyp-
Hybridkomplexe mit identischen HR-A/B Regionen in der synergistischen

Aktivierung abgeschwacht sind.

Die Bildungseigenschaften der DNA-Hsf Komplexe (DNP) von HsfA1 und
HsfA2 werden in Hinblick auf qualitative Veranderungen unter Co-
expressionsbedingungen betrachtet. Interessanterweise konnte die Bildung
intermediarer DNPs sowie von Hsf-Komplexen mit intermediarer Grof3e in
Gelfiltrationsanalysen als Indizien fur qualitativ veranderte HsfA1/HsfA2
Komplexen nachgewiesen werden. Die funktionelle Analyse von HsfA1 C-
terminalen Deletionsmutanten fuhrt zur Identifizierung einer de-regulierten
HsfA1 Mutante, die trotz de-regulierter Aktivitat mit HsfA2 zur synergistische
Aktivierung fahig ist.

Zur Verifizierung der interaktionsvermittelten synergistischen Aktivierung
wird die Oligomerisierung partiell deletierter HsfA2 HR-A/B Mutanten er-
mittelt. Da diese Mutanten intermediare Oligomerisierungszustande zeigen,
werden durch die systematische Deletionsmutation der HR-A/B Region von
HsfA2 strukturellen Voraussetzungen flur die synergistische Aktivierung
durch HsfA1 und HsfA2 charakterisiert. Co-Immunprazipitationsversuche be-
legen, dass die Integritat der HR-A/B Region fir die Bildung stabiler
HsfA1/HsfA2 Komplexe bendtigt wird, jedoch eine transiente und spezifische
Interaktion Uber die C-terminalen L2 und HR-B Regionen fur die syn-

ergistische Aktivierung ausreicht.

In der Charakterisierung der kooperativen, synergistischen Aktivierung durch
beide CTADs werden Mutanten der vier vorhandenen AHA Motive von
HsfA1 und HsfA2 durch Coexpression mit dem Wildtyp Hsf Partner getestet.
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass jedes der AHA Motive unterschiedlich

zur synergistischen Aktivierung beitragen.
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6 Anhang

Tabelle 1: Aminoséuresequenz der HsfA2 HR-A/B Mutanten (Abb. 13)
Die roten gefarbten Aminosaurereste stehen fir Aminosduresubstitutionen. Unterstreichungen
markieren Klonierungsschnittstellen (VD = Sall, LK = Aflll). Die Linker 2 (griin) und HR-B

Regionen sind besonders hervorgehoben.

—————————————— HR-A - ———————- Linker 2 - HR-B --

* * * * #o* # #o* #o* #o* #o*
WT137-1E1GYYGMEEELERLKRDKNVLMTE IVKLRQQQQSTRNQ I IAMGEK IETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD-207
KC30 VD-=—————mm e LKQQQQSTRNQI IAMGEK IETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC35 VD-----——mm e LK---QSTRNQI IAMGEK1ETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC36 VD-—mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm e LK——m - NQI IAMGEK I ETQERKQVQMMSFLAK I FSNPTFLQQYLD
KC37 VD-————mm e LK EKTETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC38 VD-——m—mmmmmm e e LK RKQVDMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC31 Vemmmmmmm e DMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
ET738 Vemmm e D
KC32 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLK=-===————mm o —— RKQV-===——— D
KC33 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLRQQQQSTRNQI IAMGEKIETQERKQV -=—==—=—— oo — D
KC34 VD-mmmmmmmmm oo LKQQQQSTRNQI IAMGEK I ETQERKQV—— === == — - D
KC 7 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLK-====————mm e —— RKQVDMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC 6 I1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLK======—mmeee EKTETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC 5 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLK--~~--~ NQ I TAMGEKIETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC 4 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLK---QSTRNQI I AMGEKIETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC114 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLRQQQQSTRNQITALK-==——-- RKQVDMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC113 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLRQQQQSLK--=—~~~———--——— RKQVDMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
KC112 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLRQQQQSLK-———--~ EKIETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD-207

RC77 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEIVKLRQQARGAQQSTRNQ I IAMGEK IETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD
RC78 1EIGYYGMEEELERLKRDKNVLMTEI'VKLRQQARGVGAQQSTRNQI ITAMGEKIETQERKQVQMMSFLAKIFSNPTFLQQYLD

Tabelle 2: Verzeichnis der verwendeten Konstrukte
Unter ,Konstrukt® sind die Bezeichnung der HsfA1 und HsfA2 Konstrukte aufgelistet, die in den
Abbildungen der Arbeit angegeben sind. Die Bezeichnung ,Plasmid“ meint die vollstandige,

laborinterne Konstruktnamen und ,Labor” die Zuordnungsnummer in der Stammsammlung.

Konstrukt Plasmid Labor
GmHsp17.3B-GUS pHsp17.3B-CI-GUS ET717
3HA-HsfA1 pRT-3HA-LpHsfA1 KC101
HsfA1 wt pRT-LpHsfA1.LS ET206
HsfA1 AC491 pRT-LpHsfA1 AC491 ET321
HsfA1 AC468 pRT-LpHsfA1 AC468 ET421
HsfA1 AC412 pRT-LpHsfA1 AC412 ET324
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HsfA1 AC394
HsfA1 AC358
HsfA1 AC251
HsfA1 A6/2
HsfA1 (D)
HsfA1 (H)
HsfA1 (A)
HsfA1 (1m)
HsfA1 (2m)
Hybrid a

Hybrid b

Hybrid ¢

Hybrid d

Hybrid e

Hybrid f
3HA-HsfA2
HsfA2 wt

HsfA2 (D)
HsfA2 (H)
HsfA2 (A)
HsfA2 (1m)
HsfA2 (2m)
HsfA2 A139-164
HsfA2 A139-169
HsfA2 A139-173
HsfA2 A139-180
HsfA2 A139-187
HsfA2 A139-211

HsfA2 A139-164, 191-211

HsfA2 A167-211
HsfA2 A192-211
HsfA2 A167-187
HsfA2 A167-180
HsfA2 A167-173
HsfA2 A167-169
HsfA2 A181-187
HsfA2 A174-187
HsfA2 A174-180

HsfA2 (AS 166+ARGA)
HsfA2 (AS 166+ARGVGA)

pRT-LpHsfA1 AC394
pRT-LpHsfA1 AC358
pRT-LpHsfA1 AC251
pRT-LpHsfA1 A6/2
pRT-LpHsfA1 M5
pRT-LpHsfA1 A71/8
pRT-LpHsfA1 7A

pRT-LpHsfA1.2AHATWLL>AAA
pRT-LpHsfA1.2AHA2FWFL>AAAA

pRT-LpHsfA1.7xA2.8
pRT-LpHsfA1.8xA2.8
pRT-LpHsfA2.7xA2.7
pRT-LpHsfA2.8xA2.8
pRT-LpHsfA1 (A2 HR-A/B)
pRT-LpHsfA2 (A1 HR-A/B)
pRT-3HA-LpHsfA2
pRT-LpHsfA2

pRT-LpHsfA2 M5
pRT-LpHsfA2 A7/8
pRT-LpHsfA2.11.16B
pRT-LpHsfA2.11S
pRT-LpHsfA2.16B
pRT-LpHsfA2 AHR-A
pRT-LpHsfA2 AHR-A L2 N-3
pRT-LpHsfA2 AHR-A L2 N-7
pRT-LpHsfA2 AHR-A L2 N-14
pRT-LpHsfA2 AHR-A L2
pRT-LpHsfA2 A7/8
pRT-LpHsfA2 AHR-A AHR-B
pRT-LpHsfA2 AL2 HR-B
pRT-LpHsfA2 AHR-B
pRT-LpHsfA2 AL2
pRT-LpHsfA2 AL2 N-14
pRT-LpHsfA2 AL2 N-7
pRT-LpHsfA2 AL2 N-3
pRT-LpHsfA2 A14/21
pRT-LpHsfA2 A7/21
pRT-LpHsfA2 A7/14
pRT-LpHsfA2 HR+4
pRT-LpHsfA2 HR+6

ET325
ET326
ET327
ET608
KB265
KB129
PD188
PD186
PD187
KB71
KB122
KB72
KB123
KC103
KC80
KC102
ET345
KC83
ET738
PD104
ET697
PD106
KC30
KC35
KC36
KC37
KC31
ET738
KC34
KC32
KC33
KC7
KC6
KC5
KC4
KC114
KC113
KC112
RC78
RC79
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HsfA2 (Adb HR-A/B)
HsfA2 (B1 HR-A/B)
GFP-HsfA2

HsfA3

HsfA4b

HsfA5

pRT-LpHsfA2 (A4b HR-A/B)
pRT-LpHsfA2 (B1 HR-A/B)
pRTdS-GFP-LpHsfA2

pRT-LpHsfA3 (M3)
pRTdS-LeHsfA4b-3HA
pRTdS-3HA-LeHsfA5

Tabelle 3: Klonierungsstrategien der KC Konstrukte

KC81
KC29
DH49
SE7
SB111
SB135

Klonierung erfolgten unter Verwendung der angezeigten Restriktionsschnittstellen. Bei PCR

amplifizierten Inserts sind Vorwarts-Primer (F), Revers Primer (R) und Template (Nr.) an-

gegeben.

Nr. Konstrukt Insert

KC101 pRT-3HA-LpHsfA1 PCR (F270, R2584, MH3)

KC102 pRT-3HA-LpHsfA2 KC101

KC83 pRT-LpHsfA2 M5 PCR (F1626, R565, ET345)

KC30 pRT-LpHsfA2 AHR-A PCR (F1390, R179, KC1)

KC35 pRT-LpHsfA2 AHR-AL2N-3  KC4

KC36 pRT-LpHsfA2 AHR-AL2N-7 KC5

KC37 PpRT-LpHsfA2 AHR-AL2 N-14 KC6

KC31 pRT-LpHsfA2 AHR-A L2 KC2

KC34 pRT-LpHsfA2 AHR-A AHR-B  KC33

KC32 pRT-LpHsfA2 AL2 HR-B KC33

KC33 pRT-LpHsfA2 AHR-B ET720

KC7  pRT-LpHsfA2 AL2 PCR (F1058, R179, ET345)

KC6  pRT-LpHsfA2 AL2 N-14 PCR (F1057, R179, ET345)

KC5 pRT-LpHsfA2 AL2 N-7 PCR (F1056, R179, ET345)

KC4  pRT-LpHsfA2 AL2 N-3 PCR (F1065, R179, ET345)

KC114 pRT-LpHsfA2 A14/21 PCR (F270, R14, ET345)

KC113 pRT-LpHsfA2 A7/21 PCR (F270, R1808, ET644)

KC112 pRT-LpHsfA2 A7/14 KC113

KC81 pRT-LpHsfA2 (A4b HR-A/B) PCR (F1642, R1644, SB111)
Xhol, Sall (Insert)

KC29 pRT-LpHsfA2 (B1HR-A/B) PCR (H86, R179, ET715)

Primer 5 —3 Sequenz

H86 CCGGGATCTGTCGACACTCCGGG

R14 CTCCTGTGTTTCGATTTTTTCCTTAAGGGCAATG

R179 CACACATTATTCTGGAG

F270 GACGCACAATCCCACTATCC

Vektor

Schnittstellen

DH57
MH3
ET644
ET738
KC30
KC30
KC30
KC30
KC30
KC7
KC2
KC1
KC1
KC1
KC1
KC7
KC7
KC6
ET738

ET738

Xhol, Sacl
Xhol, Sacl
Avrll, Ncol
Sall, Xbal
Aflll, Xbal
Aflll, Xbal
Aflll, Xbal
Sal, Xbal
Ncol, Xbal
Sall, Xbal
Sall, Xbal
Aflll, Xbal
Aflll, Xbal
Aflll, Xbal
Aflll, Xbal
Xhol, Aflll
Xhol, Aflll
Xhol, Aflll
Sall

Sall
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R565
F1058
F1057
F1056
F1065
R1319
F1320
F1390
F1626
F1627
F1628
F1629
F1630
F1631
F1632
F1638
F1640
R1641
F1642
F1643
R1644
R1645
R1806
R1807
R1808
F1810
F1840
F1841
R1842
R1843
R1845
F2029
F2030
F2031
F2034
R2035
R2143
R2175
F2226
R2227
F2229

CTCTTGGAGTGATGAGGAG
AAACACTTAAGAGGAAACAAGTCGACATG
ATTGCCCTTAAGGAAAAAATCGAAACAC
AGAGTCTTAAGAATCAGATCATTGCTATGGG
GGCAGCTTAAGCAGAGTACGCGTAATCAGATC
CCAATGTCGACGGCCGCACCAGATCCTTG
GGACTCTAGAGGATCTCCGGCCGC
CTTGCGTCGACCTTAAGCAGCAACAGCAGAGTA
GTTGCCTAGGTTTTTCAAGCACAGCAATTTTTCCAGTTTCATTGATCAGC
CATTGCCATGGGAGAAAAAATCCTTAAGCAG
GAGTTTCTTAGCAGTCGACTTCAGCAATCC
GCAATCCAGTCGACCTCCAGCAGTACTTG
GTCCTTAAGTTCAGACAGCAACAATCTGCTG
GGCAGTATAGAGCAAAGACAGGTCGACTTAC
CTGGGCGGGTTCTTAAGATAGAGC
GTTGGGGCTTGTCTCGAGGTTGGG
TGTAGCTCCATTGGTCGACTCTGAGAGAC
GTCTCTCAGAGTCGACCAATGGAGCTACA
TGTAGCTCCATTGCTCGAGTCTGAGAGAC
CTGCGGAGAATCTTAAGAAATTCAATGGGGAG
CATCTGATTTCGTCGACAGCGCGAGCAG
CTGCTCGCGCTGTCGACGAAATCAGATG
GGATTGCTGAAGTCGACTGCTAAGAAACTC
CAAGTACTGCTGGAGGTCGACTGGATTGC
GGCAATGATCTGATTCTTAAGACTCTGCTG
CTAAGGACCTACTTCCTAGGTACTTTAAGC
GGAGGAGCTAGAAAGATTAAATCGGG
GTTAAACTTAACCAGCAACAGCAGAGTAC
CATCATCTGCACTTGATTCCTCTCCTG
CCCGCTTTAATATTTCTAGCTCCTCC
GCAGCTTAAGCAGAGTACGCGTAATCAGATC
AAACACTTAAGAGGAAACAAGTGCAGATG
GTTCTTCTGGATCACTCGAGGAAGCAG
GTTCTTCTGGATCAGTCGACGAAGCAG
CTCGTGTTGTCGACATGAAGGAGC
GCTCCTTCATGTCGACAACACGAG
CATCATGTCGACTTGTCGCAGCTCC
ACGTTGCTCATAGACAGGTCGACTTGATTTCT
CTATGGAAGGCCTGCACGAC
GTCGTGCAGGCCTTCCATAG
TCGCACTGAGGCCTGGCGCCGGCG
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F2230 GGTGGAAGATTCGTCGACTGATCAAG
R2231 CTTGATCAGTCGACGAATCTTCCACC
F2232 GATGATCCGTCGACGGATAAGATC
R2233 GATCTTATCCGTCGACGGATCATC
F2228 CGCCGGCGCCAGGCCTCAGTGCGA
F2584 GTACCTGGAGCTCGTAATCTGGAAC
Templates

DH57 pRT-dS-GFP-HsfA1

MH3 pRT-3HA-HsfA2 (inaktiv)

ET345 pRT-LpHsfA2 (Wildtyp)

ET720 pRT-LpHsfA2.8

KC1 pRT-LpHsfA2.72

KC2 pRT-LpHsfA2.73

Tab. 3: Komplette Plasmidliste

No Plasmid Insert Cloning procedure and documentation, dates
KC1 pRTHsfA2.72 Lp-HsfA2 (aa1-164, LK, 167-351) | Ligation of Xhol/Ncol cut PCR mutagenesis
fragment (Template pRTHsfA2 (ET345),
Pr270, Pr1067) into pRTHsfA2 cut Xhol/Ncol
(Jan-2002)
KC2 pRTHsfA2.73 Lp-HsfA2 (aa1-190, VD, 193-351) | Same as KC except use of Pr1066, Pr179
(Feb-2002)
KC3 pRTHsfA2.72.73 Lp-HsfA2 (aa1-164, Same as KC1 except use of Pr1066, Pr179
LK, 167-190, VD, 193-351) (Feb-2002)
KC4 pRTHsfA2.72A3 Lp-HsfA2 (aa1-164, LK, 170-351) | Ligation of Aflll/Xbal cut PCR mutagenesis
short: fragment (Template pRTHsfA2 (ET345),
A2 dL2N-3 Pr1065, Pr179) into pRTHsfA2.72 (KC 01) cut
Aflll/Xbal (Mar-2002)
KC5 pRTHSsfA2.72A7 Lp-HsfA2 (aa1-164, LK, 174-351) | Same as KC4 except use of Pr1056, Pr179
short: (Mar-2002)
A2 dL2N-7
KC6 pRTHsfA2.72A14 Lp-HsfA2 (aa1-164, Same as KC4 except use Pr1057, Pr179
short: LK, 181-351) (Mar-2002)
A2 dL2N-14
KC7 pRTHsfA2.72/73 A21 | Lp-HsfA2 (aa1-165, LK, 188-190, Same as KC4 except use Pr1058, Pr179
short: VD, 191-351) (Mar-2002)
A2 dL2N-21
KC8 pRTHsfA2.72/73 L: Lp-HsfA2.72 (aa1-164, Ligation of Aflll/Sall cut PCR mutagenesis

AtHsfAGb LK)xAtHsfAGb 21aa Linker 2
short: (2a208-232)xHsfA2.73 (VD, 194-
A2 [L2:AtAGD] 351)

fragment template pRTAtHsfA6b CTD (AGB6),
Pr1059, Pr1060 ) into pPRTHsfA2.72 (KC 03)
cut Aflll/Sall (Mar-2002)
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KC9 pRTHsfA2.72/73 L: Lp-HsfA2.72 (aa1-164, LK, Same as KC8 except use of template
AtHsfA7b AtHsfA7b 21aa Linker 2 (aa164- pRTAtHsfA6b CTD (SZ28), Pr1061, Pr1062
short: 188)xHsfA2.73 (VD, 194-351) (Mar-2002)

A2 [L2:AtATDb]

KC10 pRTHsfA2.72/73 L: Lp-HsfA2 (aa1-164, LK)xAtHsfC1 Same as KC8 except use of template
AtHsfC1 7aa Linker 2 (aa153- pRTAtHsfA6b CTD (SZ32), Pr1063, Pr1064

163)xHsfA2.73 (VD, 194-351) (Mar-2002)

KC11 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2.72A3 | Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2.72A3
LpHsfA2.72A3 (aa 1-164, LK, 170-351) (KC4) into pRTdS-GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal

(Apr-2002)

KC12 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2.72A7 | Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2.72A7

LpHsfA2.72A7 (aa 1-164, LK, 175-351) (KC5) into pRTdS-GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
(Apr-2002)

KC13 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2.72A14 | Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2.72A14

LpHsfA2.72A14 (aa 1-164, LK, 182-351) (KC6) into pRTdS-GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
(Apr-2002)

KC14 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2.72/73 | Ligation of Sacl/Xbal cut

LpHsfA2.72/73 A21 | A21 (aa 1-164, LK, 188-190, VD, pRTLpHsfA2.72.73A21 (KC7) into pRTdS-
193-351) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal (Apr-2002)

KC15 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2.72 Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2.72.73
LpHsfA2.72/73 L: (aa1-164, LK)xAtHsfA6b 21 aa L: AtHsfA6b (KC8) into pRTdS-GFPHsfA2 cut
AtHsfA6b Linker 2 (aa208-232)xHsfA2.73 Sacl/Xbal (Apr-2002)

(VD, 193-351)

KC16 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2.72 Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2.72.73
LpHsfA2.72/73 L: (aa1-164, LK)xAtHsfA7b 21 aa L: AtHsfA7b (KC9) into pRTdS-GFPHsfA2 cut
AtHsfA7b Linker 2 (aa164-188)xHsfA2.73 Sacl/Xbal (Apr-2002)

(VD, 193-351)

KC17 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2.72 Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2.72.73
LpHsfA2.72/73 L: (aa1-164, LK)xAtHsfC1 7aa Linker | L: AtHsfC1 (KC10) into pRTdS-GFPHsfA2 cut
AtHsfC1 2 (aa153-163)xHsfA2.73 (VD, 193- | Sacl/Xbal (Apr-2002)

351)

KC18 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2A7/8 Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2.72.73

LpHsfA2A7/8 (aa 1-136, VD, 213-351) L: AtHsfC1 (KC10) into pRTdS-GFPHsfA2 cut
Sacl/Xbal (Apr-2002)
KC19 pRTd35S CAT-GFP- | CAT-GFP (aa 1-237)xHsfA2 HR-21 | Ligation of Sacl/Xbal cut pRTLpHsfA2 HR-21
LpHsfA2 HR-21 (aa 1-168, AR, 192-351) (RC77) into pRTdS-GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
(Apr-2002)
KC20 pAD5-LpHsfA2.72A3 | Lp-HsfA2.72A3 (aa1-164, LK, 170- | Ligation of Xhol/Xbal cut pRTLpHsfA2.72A3
351) (KC4) into pRTADS5A cut Avrll, Sall (Apr-
2002)
KC21 pAD5-LpHsfA2.72A7 | Lp-HsfA2.72A7 (aa1-165, LK, 174- | Ligation of Xhol/Xbal cut pRTLpHsfA2.72A7
351) (KC5) into pRTADS5A cut Avrll, Sall (Apr-
2002)

KC22 pAD5- Lp-HsfA2.72A14 (aa1-164, Ligation of Xhol/Xbal cut pRTLpHsfA2.72A14

LpHsfA2.72A14 LK, 181-351) (KC6) into pRTADSA cut Avrll, Sall (Apr-
2002)
KC23 pAD5-LpHsfA2.72/73 | Lp-HsfA2.72/73A21 (aa1-164, LK, | Ligation of Xhol/Xbal cut

A21

188-190, VD, aa193-351)

pRTLpHsfA2.72.73A21 (KC7) into pRTAD5A
cut Avrll, Sall (Apr-2002)
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Anhang

KC24 pAD5-LpHsfA2.72/73 | Lp-HsfA2.72 (aa1-164, Ligation of Xhol/Xbal cut pRTLpHsfA2.72.73
L2: AtHsfA6b LK),xAtHsfA6b 21 aa Linker 2 L: AtHsfA6b (KC8) into pPRTAD5A cut Avrll,
(2a208-232)xHsfA2.73 (VD, 193- Sall (Apr-2002)
351)
KC25 pAD5-LpHsfA2.72/73 | Lp-HsfA2.72 (aa1-164, LK, Ligation of Xhol/Xbal cut pRTLpHsfA2.72.73
L2: AtHsfA7b L)xAtHsfA7b 21 aa Linker 2 L: AtHsfA7b (KC9) into pPRTAD5A cut Avrll,
(aa164-188)xHsfA2.73 (VD, 193- | Sall (Apr-2002)
351)
KC26 pAD5-LpHsfA2.72/73 | Lp-HsfA2 (aa1-164, LK)xAtHsfC1 Ligation of Xhol/Xbal cut pRTLpHsfA2.72.73
L2: AtHsfC1 7aa Linker2 (aa153-163)xHsfA2.73 | L: AtHsfC1 (KC10) into pRTAD5A cut Avrll,
(VD, 193-351) Sall (Apr-2002)

KC27 pAD5-LpHsfA2A7/8 | Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, 213-351) | Ligation of Xhol/Xbal cut pRTLpHsfA2A7/8
(ET738) into pRTADS5A cut Avrll, Sall (Apr-
2002)

KC28 pRTLpHsfA2 C136A | Lp-HsfA2 (aa1-135, AVD, 140-351) | Ligation of Acc65I, Sall cut PCR mutagenesis
fragment (Pr270, Pr1319, Template:
pRTLpHsfA2wt (ET345)) in Acc65I, Sall cut
pRTLpHsfA2.7 (ET711)

KC29 pRTLpHsfA2.7/8 Lp-HsfA2.7 (aa1-136, VD)x LpHsf- | Ligation of Sall cut PCR mutagenesis frag-

[HR-A/B: B1.25.26] B1.25-26 (aa145-211)xHsfA2.8 ment (PrH86, Pr179, Template:
short: (VD, 213-351) pRTLpHsfB1.26 (ET715) in Sall cut
A2 HR:B1 pRTLpHsfA2A7/8 (ET738)
KC30 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, Ligation of Sall, Xbal cut PCR mutagenesis
AHR-A aa167-351) fragment (Pr1390, Pr179, pRTLpHsfA2.72
(KC1)) into Sall, Xbal cut LpHsfA2.7 (ET711)
KC31 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, 193-351) | Ligation of Aflll, Xbal cut
AHR-A L2 pRTLpHsfA2.72/73A21 (insert) (KC7) into
Aflll, Xbal cut pRTLpHsfA2 dHR-A (KC30)
(vector)
KC32 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-164, LK, 188-190, | Ligation of Sall, Xbal cut pRTLpHsfA2.8
AL2 HR-B VD, 213-351) (insert) (ET720) into Sall, Xbal cut
pRTLpHsfA2.72/73A21 (vector) (KC7)

KC33 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-191, VD, A194-210, | Ligation of Sall, Xbal cut pRTLpHsfA2.73

AHR-B aa211-351) (KC2) (insert) into Sall, Xbal cut
pRTLpHsfA2.8 (ET720) (vector)

KC34 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 167- | Ligation of Ncol, Xbal cut pRTLpHsfA2 dHR-A

AHR-A AHR-B 190, VD, 213-351) (KC30) (vector) into Ncol, Xbal cut
pRTLpHsfA2 dHR-B (KC33) (insert)

KC35 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 170- Subclone: Ligation of Aflll, Xbal cut

AHR-A L2N-3 351) pRTLpHsfA2.72A3 (KC4) (insert) into Aflll,
Xbal cut pRTLpHsfA2 dHR-A (KC30) (vector)
KC36 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 174- Subclone: Ligation of Aflll, Xbal cut
AHR-A L2N-7 351) pRTLpHsfA2.72A3 (KC5) (insert) into Aflll,
Xbal cut pRTLpHsfA2 dHR-A (KC30) (vector)
KC37 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 170- Subclone: Ligation of Aflll, Xbal cut
AHR-A L2N-14 351) pRTLpHsfA2.72A3 (KC8) (insert) into Aflll,

Xbal cut pRTLpHsfA2 dHR-A (KC30) (vector)
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KC38 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 188- Subclone: Ligation of Aflll, Xbal cut
AHR-A L2N-21 190, VD, 193-351) pRTLpHsfA2.72A3 (KC7) (insert) into Aflll,
Xbal cut pRTLpHsfA2 dHR-A (KC30) (vector)
KC39 pRTLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-180, 188-190, VD, | Ligation of a linker (hybridised oligos #1537,
A L2C-7 193-351) 1538) into Ncol, Sall cut pRTLpHsfA2.73
KC40 pRT3HA-LpHsfA1 3HA(1-33), VPxLp-HsfA1 (aa23- Ligation of PCR fragment (Template pRT-
527) 3HA-LpHsfA2, Pr270, Pr2584) cut Xhol, Sacl
into pRTdS-GFP-HsfA1 cut Xhol, Sacl
KC41 pAD5LpHsfA2.7 Lp-HsfA2 (aa1-135,AVD, 139-351) | Subclone: Ligation of Xhol, Xbal cut KC28
C136A into pADS5 cut Sall, Avrll
KC42 pAD5LpHsfA2.7/8 Lp-HsfA2.7 (aa1-136), Ligation of Xhol, Xbal cut KC29 into pAD5 cut
[HR-A/B: B1.25.26] | VDxLpB1.25-26 (aa145-211), Sall, Avrll
VdxLpHsfA2.8 (aa213-351)
KC43 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, Ligation of Xhol, Xbal cut KC30 into pAD5 cut
AHR-A aa167-351) Sall, Avrll
KC44 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, Ligation of Xhol, Xbal cut KC31 into pAD5 cut
AHR-A L2 aa167-351) Sall, Avrll
KC45 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-164, LK, 188-190, Ligation of Xhol, Xbal cut KC32 into pAD5 cut
AL2 HR-B VD, 213-351) Sall, Avrll
KC46 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-192, Q193D, A194- | Ligation of Xhol, Xbal cut KC33 into pAD5 cut
AHR-B 210, aa211-351) Sall, Avrll
KC47 pADSLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 167- Ligation of Xhol, Xbal cut KC34 into pADS cut
AHR-A AHR-B 190, VD, 213-351) Sall, Avrll
KC48 pADSLpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 170- Ligation of Xhol, Xbal cut KC35 into pADS cut
AHR-A L2N-3 351) Sall, Avrll
KC49 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 174- Ligation of Xhol, Xbal cut KC36 into pAD5 cut
AHR-A L2N-7 351) Sall, Avrll
KC50 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 170- Ligation of Xhol, Xbal cut KC37 into pAD5 cut
AHR-A L2N-14 351) Sall, Avrll
KC51 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut RC72 into pRTdS-
MM>AA (aa193 MM>AA) GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
KC52 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut RC73 into pRTdS-
FL>AA (aa196 IF>AA) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
KC53 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut RC74 into pRTdS-
IF>AA (aa196 IF>KK) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
KC54 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut RC75 into pRTdS-
IF>KK (2aa193 MM>AA) GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
KC55 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut RC78 into pRTdS-
HR+4 (aa1-168, ARGA, aa169-351) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
KC56 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut RC79 into pRTdS-
HR+6 (aa1-168, ARGVGA, aa169-351) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
KC57 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut KC35 into pRTdS-
AHR-A L2N-3 (aa1-136, VD, LK, 170-351) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
KC58 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut KC36 into pRTdS-
AHR-A L2N-7 (aa1-136, VD, LK, 174-351) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
KC59 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut KC37 into pRTdS-
AHR-A L2N-14 (aa1-136, VD, LK, 170-351) GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
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KC60 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut KC38 into pRTdS-
AHR-A L2N-21 (aa1-136, VD, LK, 188-190, VD, GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
193-351)
KC61 pRTASGFP-LpHsfA2 | CAT-GFP (aa 1-237)xLp-HsfA2 Ligation of Sacl/Xbal cut KC39 into pRTdS-
AL2 C-7 (aa1-180, 188-190, VD, 193-351) | GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
KC62 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 170- Ligation of Xhol/Xbal cut KC35 into pPRTAD5A
AHR-A L2N-3 351) cut Avrll, Sall
KC63 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 174- Ligation of Xhol/Xbal cut KC36 into pPRTAD5A
AHR-A L2N-7 351) cut Avrll, Sall
KC64 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 170- Ligation of Xhol/Xbal cut KC37 into pPRTAD5A
AHR-A L2N-14 351) cut Avrll, Sall
KC65 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 188- Ligation of Xhol/Xbal cut KC38 into pRTAD5A
AHR-A L2N-21 190, VD, 193-351) cut Avrll, Sall
KC66 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-180, 188-190, VD, | Ligation of Xhol/Xbal cut KC39 into pPRTAD5A
AL2 C-7 193-351) cut Avrll, Sall
KC67 *Doubled construct* | - -
KC68 pAD5LpHsfA2 Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, 167- Ligation of Xhol/Xbal cut KC34 into pPRTAD5A
AHR-A dHR-B 190, VD, 213-351) cut Avrll, Sall
KC69 pAD5LpHsfA2.7 Lp-HsfA2 IE137VD Ligation of Xhol/Xbal cut ET711 into
pRTADSA cut Avrll, Sall
KC70 pAD5LpHsfA2.72 Lp-HsfA2 R167K Ligation of Xhol/Xbal cut KC1 into pRTADSA
cut Avrll, Sall
KC71 pAD5LpHsfA2.73 Lp-HsfA2 Q191D Ligation of Xhol/Xbal cut KC2 into pRTAD5A
cut Avrll, Sall
KC72 pAD5LpHsfA2.72.73 | Lp-HsfA2 R167K, Q191D Ligation of Xhol/Xbal cut KC3 into pRTAD5A
cut Avrll, Sall
KC73 pAD5LpHsfA2.8 Lp-HsfA2 L210V Ligation of Xhol/Xbal cut ET720 into
pRTADSA cut Avrll, Sall
KC74 pRTASGFP- Lp-HsfA2 R167K Ligation of Sacl/Xbal cut KC1 into pRTdS-
LpHsfA2.72 GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
KC75 pRTASGFP- Lp-HsfA2 Q191D Ligation of Sacl/Xbal cut KC2 into pRTdS-
LpHsfA2.73 GFPHsfA2 cut Sacl/Xbal
KC76 pRTASGFP- Lp-HsfA2 R167K, Q191D Ligation of Sacl/Xbal cut KC3 into pRTdS-
LpHsfA2.72.73 GFPHSsfA2 cut Sacl/Xbal
KC77 pRTLpA2 (LpA1 L2 Lp-HsfA2 (aa1-165, LK)x A1 Ligation of Aflll, Sall cut PCR fragment (tem-
HR-B) (aa171-238, VD)x A2 (aa212-351) | plate HsfA1.8xA2.8 (KB72), PrA1.72, Pr179)
into Aflll, Sall cut KC3
KC78 pRTLpA2 (LpA4b L2 | Lp-HsfA2 aa1-165, LK, A4b aa153- | Ligation of Aflll, Sall cut PCR fragment (tem-
HR-B) 198, VD, A2 aa192-351 plate pRTLeHsfA4b-3HA (SB111), PrA1.72,
Pr2143) into Aflll, Sall cut KC3
KC79 pRTLpA2 (LeA5 L2 Lp-HsfA2 aa1-165, LK, A5 aa152- | Ligation of Aflll, Sall cut PCR fragment (tem-
HR-B) 193, VD, A2 aa212-351 plate pRT3HA-LeHsfA5, Pr1643, Pr2175) into
Aflll, Sall cut KC3
KC80 pRTLpA2 (LpA1 HR- | Lp-HsfA2 aa1-136, VE, A1 aa167- | Ligation of Xhol, Sall cut PCR fragment (tem-
A/B) 238, VD, A2 aa212-351 plate pRTLp-HsfA1, Pr1638, Pr645) into
HsfA2A7/8 (ET738) cut Sall
KC81 pRTLpA2 (LeAdb Lp-HsfA2 aa1-136, VE, Adb Ligation of Xhol, Sall cut PCR fragment (tem-

HR-A/B)

aa127-198, VD, A2 aa212-351

plate pRTLe-HsfA4b-3HA (SB111), Pr1642,
Pr1645
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KC82 pRTLpA2 (LeA5 HR- | Lp-HsfA2 aa1-136, VE, A5 aa126- | Ligation of Sall cut PCR fragment (template
A/B) 193, VD, A2 aa212-351 pRT3HA-LeHsfA5 (SB135), Pr1111, Pr1645)
into HsfA2A7/8 (ET738) cut Sall
KC83 pRTLpA2 M5 Lp-HsfA2 M5 (R85D) Ligation of Bcll, Ncol cut PCR (P1626, P565,
ET644) into pRT-LpHsfA2 (ET345) cut Bcll,
Ncol
KC84 pRT3HA-LeA4b.7 *Frame shifted* Failed strategy due to unknown Sall site
KC85 pRT3HA-LeA4b.8 *Frame shifted* Failed strategy due to unknown Sall site
KC86 pRTLpA2.8xLeA4b.8 | Not detectable Ligation of PCR fragment (template
pRTLeHsfA4b-3HA (SB111), Pr1644, Pr179)
cut Sall, Xbal into pRTLp-HsfA2.8 (ET720)
KC87 pMBI1-LpA2 M2 Lp-HsfA2 M2 (KRR119QST) Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA2 M2
(RL107) into pMBI1 cut Avrll, Sall
KC88 pMBI1-LpA2 M5 Lp-HsfA2 M5 (R85D) Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA2 M5
(KC83) into pMBI1 cut Avrll, Sall
KC89 pMBI1-LpA2 AHR-A | Lp-HsfA2 (aa1-136, VD, LK, Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA2 AHR-
aa167-351) A (KC32) into pMBI1 cut Avrll, Sall
KC90 pMBI1-LpA2 AL2 Lp-HsfA2 (aa1-165, LK, 188-190, | Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA2 AL2
VD, 191-351) (KC7) into pMBI1 cut Avrll, Sall
KC91 pMBI1-LpA2 AHR-B | Lp-HsfA2 (aa1-191, VD, A194-210, | Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA2 AHR-
aa211-351) B (KC33) into pMBI1 cut Avrll, Sall
KC92 pAD5-LpA1 M5 Lp-HsfA1 M5 (R95D) Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA1 M5
(KB265) into pAD5A cut Avrll, Sall
KC93 pAD5-LpA1 Lp-HsfA1AC394 Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA1
M5AC394 AC394 (ET325) into pAD5A cut Avrll, Sall
KC94 pAD5-LpA1 AHA Lp-HsfA1 AHA 72 Ligation of Xhol, Xbal cut pRTLp-HsfA1 M5
hepta A (PD188) into pAD5A cut Avrll, Sall
KC95 pRT3HA- *Frame shifted* Failed strategy due to unknown Sall site
LeAdb.7xLpA2.7
KC96 pRTLpA2.7xLeA4b.7 | Not detectable Ligation of PCR fragment (template
pRTLeHsfA4b-3HA (SB111), Pr1640, Pr179)
cut Sall, Xbal into pRTLp-HsfA2.7 (ET711)
KC97 pRT3HA- *Frame shifted* Failed strategy due to unknown Sall site
LeA4b.8xLpA2.8
KC98 pRTLpA2xA1 C- LpA2 (aa1-74), PR, LpA1 (aa109- | Cloning of Avrll, Ncol cut PCR amplified
term. DBD L1xA2 152), VD, LpA2 (aa139-351) fragment of pRTLpA1.71xA2.7 (KB71) into
CTD Auvrll, Ncol cut vector backbone pRTLpA2
(ET745)
KC99 pRTLpA2dHR- Lp-HsfA2 (aa1-136), VDLK, Lp- Cloning of Aflll, Xbal cut PCR fragment into
AxLpA1.72 HsfA1 (aa183-521) Aflll, Xbal cut pRTLpA2 dHR-A (KC30)
KC100 pRTLp-HsfA1 AHR-A | Lp-HsfA1 (aa1-152), VDLK, Lp- Cloning of Sall, Xbal cut fragment of
HsfA1 (aa183-521) pRTLpA2dHR-AXLpA1.72 into Sall, Xbal cut
vector backbone pRTLpA1.71 (KB70)
KC101 pRT-3HA-HsfA1 3HA-Lp-HsfA1 (aa23-351) Ligation of Ncol, Sacl cut PCR fragment
(Template pRT3HA-HsfA2 (MH3), Pr270,
Pr2584) into Ncol, Sacl cut pPRTdSGFP-HsfA1
KC102 pRT-3HA-HsfA2 3HA-Lp-HsfA2 (aa1-351) Ligation of Ncol, Sacl cut pRT-3HA-HsfA1

(KC101) into Ncol, Sacl cut 3HA-HsfA2 (MH3)
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Anhang

KC103 pRTLpA1 (A2 HR- Lp-HsfA1 (aa1-166, x A2 aa137- Ligation of Xhol, Ncol cut pRTLpA1.71xA2.7
A/B) 210, VDx A1 aa240-521) (KB71) into Xhol, Ncol cut pPRTLpA2.8xA1.8
(KB122)

KC104 pRTLpA2 (K152N) Lp-HsfA2 (K152N) 1. Megaprimer PCR (template pRT-LpHsfA2,
Pr1840, PrH8), 2. Cloning PCR (template
pRT-LpHsfA2, Megaprimer, P179), 3 Cloning
via Ncol, Xbal into pRT-LpHsfA2

KC105 pRTLpA2 (R166N) Lp-HsfA2 (R166N) 1. Megaprimer PCR (template pRT-LpHsfA2,
Pr1841, PrH8), 2. Cloning PCR (template
pRT-LpHsfA2, Megaprimer, P179), 3 Cloning
via Ncol, Xbal into pRT-LpHsfA2

KC106 pRTLpA2 (K189N) Lp-HsfA2 (K189N) 1. Megaprimer PCR (template pRT-LpHsfA2,
Pr272, Pr1842), 2. Cloning PCR (template
pRT-LpHsfA2, Pr270, Megaprimer), 3 Cloning
via Xhol, Ncol into pRT-LpHsfA2

KC107 pRTLpA2 (K189P) Lp-HsfA2 (K189P) 1. Megaprimer PCR (template pRT-LpHsfA2,
Pr272, Pr1843), 2. Cloning PCR (template
pRT-LpHsfA2, Pr270, Megaprimer), 3 Cloning
via Xhol, Ncol into pRT-LpHsfA2

KC108 pRTLpA1xA2 N-term | Lp-HsfA1 (23-75, PR)xLpHsfA2 Ligation of Xhol, Spll cut PCR fragment (tem-

DBD fusion (aa74-351) plate pRT-LpHsfA1, Pr270, RevPrA1 Spl) into
pRT-LpHsfA2 Spll (RC11)

KC109 pRTLpA2 AL2 (A3/7) | Lp-HsfA2 (aa1-170, LK, aa174- Ligation of Xhol, Aflll cut PCR fragment (tem-

351) plate pRT-LpHsfA2, Pr270, Pr1845) into Xhol,
Aflll cut KC8
KC110 pRTLpA2 AL2 Lp-HsfA2 (aa1-170, LK, aa181- Ligation of Xhol, Aflll cut PCR fragment (tem-
(A3/14) 351) plate pRT-LpHsfA2, Pr270, Pr1845) into Xhol,
Aflll cut KC9
KC111 pRTLpA2 AL2 Lp-HsfA2 (aa1-170, LK, aa189- Ligation of Xhol, Aflll cut PCR fragment (tem-
(A3/21) 351) plate pRT-LpHsfA2, Pr270, Pr1845) into Xhol,
Aflll cut KC10
KC112 pRTLpA2 AL2 Lp-HsfA2 (aa1-174, LK, aa181- Ligation of Xhol, Aflll cut PCR fragment (tem-
(A7/14) 351) plate pRT-LpHsfA2, Pr270, Pr1808) into Xhol,
Aflll cut KC9
KC113 pRTLpA2 AL2 Lp-HsfA2 (aa1-174, LK, aa189- Ligation of Xhol, Aflll cut PCR fragment (tem-
(A7/21) 351) plate pRT-LpHsfA2, Pr270, Pr1808) into Xhol,
Aflll cut KC10
KC114 pRTLpA2 AL2 Lp-HsfA2 (aa1-181, LK, aa189- Ligation of Xhol, Aflll cut PCR fragment (tem-
(A14/21) 351) plate pRT-LpHsfA2, Pr270, RevPrA2d14) into
Xhol, Aflll cut KC10
KC115 pADLpA1wt CTD Lp-HsfA1 (aa266-521) Ligation of BamHI, Xbal cut pRT-LpHsfA1
(2a266-521) (ET206) into BamHI, Xbal cut pAD-Gal4
KC116 pADLpA1 AC491 Lp-HsfA1 (aa266-521) Ligation of BamHI, Xbal cut pRT-LpHsfA1
CTD AC491 (ET321) into BamHI, Xbal cut pAD-
(2a266-491) Gal4
KC117 pADLpA1 AC394 Lp-HsfA1 (2a266-394) Ligation of BamHI, Xbal cut pRT-LpHsfA1

CTD
(2a266-394)

AC394 (ET325) into BamHI, Xbal cut pAD-
Gal4
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Anhang

KC118 pADLpA1 A6/2 CTD | Lp-HsfA1 (aa266-319, VD, aa449- | Ligation of BamHI, Xbal cut pRT-LpHsfA1
(aa 521) AC394 (ET325) into BamHI, Xbal cut pAD-
Gal4
KC119 | pRTLpA2.72.3 Lp-HsfA2 (QQ168LK) Ligation of Xhol, Aflll cut KC109 into Xhol,
Aflll cut KC7
KC120 |pRTLpA2.72.7 Lp-HsfA2 (TR172LK) Ligation of Xhol, Aflll cut KC112 into Xhol,
Aflll cut KC8
KC121 pRTLpA2.72.14 Lp-HsfA2 (MG179LK Ligation of Xhol, Aflll cut KC114 into Xhol,
Aflll cut KC9
KC122 | pRTLpA2.72.21 Lp-HsfA2 (QE186LK) Ligation of Xhol, Aflll cut PCR fragment (tem-
plate pRT-Lp-HsfA2, Pr270, Pr2030) into
Xhol, Aflll cut KC10
KC123 pRTLpA2 DBD helix1 | Lp-HsfA2 (aa1-23, PY)xA1 (aa36- | Ligation of Spll, Ncol cut PCR fragment (tem-
LpA1 exchange 75, PR)xA2 (aa74-351) plate KC108, FwPrA1Spl, PrH8) into pRT-Lp-
HsfA2 Spll (RC11)
KC124 | pRTLpA2 [L2:LpA1] |Lp-HsfA2 (aa1-165, LK)x A1 Ligation of Aflll, Sall cut PCR fragment (tem-
(2a171-194, VD)x A2 (aa192-351) | plate HsfA1, PrA1.72, Pr2143) into Aflll, Sall
cut KC3
KC125 pRTLpA2 [L2:LeA4b] | Lp-HsfA2 (aa1-165, LK)xA1 Ligation of Aflll, Sall cut PCR fragment (tem-
(2a153-174, VD)xA2 (aa191-351) | plate HsfA4b, Pr1643, Pr2175) into Aflll, Sall
cut KC3
KC126 pRTLpA2 (HR:A1) Lp-HsfA2 (aa1-136, VE)xA1 Ligation of Xhol, Xbal cut PCR fragment
(2a167-238, VD)xA2 (aa212-351) | (template Lp-HsfA1.8xA2.8 (KB72), Pr1638,
Pr179) into Sall, Xbal cut Lp-HsfA2.7 (ET711)
KC127 pRTLpA1 (aa23-30), | Lp-HsfA1 (aa23-30, GL)xA2 (aa25- | Triple Ligation of PCR fragments (1) cut Xhol,
Bear1 GL, LpA2 (aa25-351) | 351) Stul (template pRT-LpHsfA1, Pr270, Pr2228),
(2) cut Stul, Xbal (template pRT-LpHsfA2,
Pr2226, Pr179) into pRT-LpHsfA2 cut Xhol,
Xbal
KC128 pRTLpA1 (aa23-51), |Lp-HsfA1 (aa23-51, ST)xA2 (aa46- | Triple Ligation of PCR fragments (1) cut Xhol,
Bear2 ST, LpA2 (aa46-351) | 351) Sall (template pRT-LpHsfA1, Pr270, Pr2232),
(2) cut Sall, Xbal (template pRT-LpHsfA2,
Pr2230, Pr179) into pRT-LpHsfA2 cut Xhol,
Xbal
KC129 pRTLpA2 (aa1-22), Lp-HsfA2 (aa1-22, GL)xA1 (aa33- | Triple Ligation of PCR fragments (1) cut Xhol,
Bear3 GL, LpA1 (aa33-51), |51, ST)xA2 (aa46-351) Stul (template Lp-HsfA2, Pr270, 2227), (2) cut
ST, LpA2 (aa46-351) Stul, Xbal (template KC108, Pr2228, Pr179)
into pRT-LpHsfA2 cut Xhol, Xbal
KC130 pRTLpA2 (aa1-44), Lp-HsfA2 (aa1-44, ST)xA1 (aa54- | Triple Ligation of PCR fragments (1) cut Xhol,
Bear4 ST, LpA1 (aa54-79), |79, PR)xA2 (aa74-351) Sall (template pRT-LpHsfA2, Pr270, Pr2230),

PR, LpA2 (aa74-351)

(2) cut Sall, Xbal (template KC108, Pr2232,
Pr179) into pRT-LpHsfA2 cut Xhol, Xbal
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