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1 Einleitung

1.1 Molekulare Chaperone

Die Synthese einer Polypeptidkette aus Aminosduren am Ribosom ist mit
grofsem Energie- und Zeitaufwand verkniipft. So benétigt alleine die Kniipfung
einer Peptidbindung die Hydrolyse von vier energiereichen Phospho-anhydrid-
Bindungen (Alberts et al, 2002). Berticksichtigt man neben der Beladung der

tRNA und Kniipfung der Peptidbindung auch die Synthese des entsprechenden
Codons belaufen sich die Energiekosten auf 10 energiereiche Bindungen. In den
meisten Zellen wird daher mehr Energie fiir die Peptidbiosynthese (in Bakterien

bis zu 70%) aufgewandt als fiir irgendeine andere Biosynthese (Szaflarski and|
Nierhaus| 2007; [Alberts et al), 2002). Zusétzlich zu den hohen Energiekosten
kommt hinzu, dass die Synthese einer neuen Polypeptidkette je nach Organis-
mus und Lange mehrere Minuten an Zeit in Anspruch nehmen kann

2011).

Abbildung 1: Der Vergleich zwischen einer ungestressten (links) und gestressten eukaryotischen
Zelle (rechts) zeigt die Auswirkungen von Hitzestress auf die Organisation der
Zelle. Hitzestress fiihrt zur Beschidigung/Reorganisation des Zytoskellets (Aktin-
filamente: blau, Mikrotubuli: rot) und Fragmentierung/Reduktion von Organel-
len (Mitochondrien: griin, Golgi/ER: weifs, Lysosomen: gelb/weifs). Der Nukleolus
schwillt an. Aggregierende Proteine und RNA (zum Beispiel Ribosome) werden in
Stressgranula abgelegt. Dartiberhinaus entfalten/aggregieren cytosolische Proteine
(orange: hexagonal -> Kndulstruktur). Im finalen Stadium &ndert sich die Mem-
branmorphologie. Insgesamt fiihren alle diese Punkte zu einem Wachstumsarrest
mit Zell-Zyklus-Stopp (nicht kondensierte Chromosomen im Zellkern). (Abbildung
adaptiert nach Richter et al.[(2010) mit Erlaubnis von Elsevier)

Um den groBstmoglichen Nutzen aus dieser , Investition” zu ziehen und auch un-
ter Stresssituationen die Integritit der Zelle, der Organellen, des Zytoskeletts, der
Membranen und zytosolischen Proteine zu schiitzen (vergleiche Abbildung (1)
hat sich im Laufe der Evolution ein Netzwerk aus ,Helfern”, den so genannten

molekularen Chaperonen entwickelt. Auch wenn, wie von Anfinsen et al.| (1961)
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gezeigt werden konnte, die bendtigte Information fiir die korrekte Faltung eines
Proteins intrinsisch in der translatierten Peptid-Sequenz steckt, benétigen einige
Proteine fiir die effektive Faltung in ihre native dreidimensionale Struktur Hil-
fe (Hartl, 1996} |[Narberhaus| 2002; Bukau et al., [2000). Neben der Unterstiitzung
bei der de novo Faltung von Polypeptidketten besitzen Vertreter der molekularen
Chaperone, die, wegen der Regulation unter (Hitze-)Stressbedingungen, auch
Hitzeschockproteine (Hsp) genannt werden, eine Vielzahl an weiteren Funktio-
nen im lebenden Organismus. Neben unterschiedlichen Faltungsaufgaben (zum
Beispiel Konformationsanderungen, Aktivierung, Riickfaltung, Unterdriickung
von Fehlfaltung/Aggregation unter widrigen Bedingungen) spielen die insge-
samt je nach Organismus bis zu 200 (Co-) Chaperone auch eine Rolle bei Prote-
intransport, Proteinabbau und genetischer Stabilitdt in der Zelle (Richter et al.,
2010; Hartl et al., 2011; Rutherford and Lindquist, 1998).

In Abhingigkeit des Molekulargewichts werden die Chaperone im Allgemeinen
in fiinf Klassen untergliedert: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 oder Chaperonine
und sHsps.

.natives
( b Protein
e , Stress \

|
2 AN

_—— @
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Zusammenspiels der einzelnen Chaperonfamilien in
der Backerhefe (S. cerevisiae): partiell entfaltete Substrate werden durch Mitglieder
der Hsp70/Hsp40 Familie zurtickgefaltet oder an die Hsp90 Chaperonmaschine-
rie tibergeben. Alternativ konnen partiell entfaltete Zwischenprodukte von kleinen
Hitzeschockproteinen gebunden und zwischengelagert werden. Bereits aggregier-
te Substrate konnen tiber Hsp104 zuriickgefaltet und den Riickfaltungsprozess von
Hsp70/Hsp40/Hsp90 zugefiihrt werden. (Abbildung adaptiert nach [Richter et al.
(2010) mit Erlaubnis von Elsevier)




1.2 Kleine Hitzeschockproteine (sHsps)

Mitglieder der einzelnen Klassen interagieren in der lebenden Zelle in einem sehr
gut reguliertem Netzwerk mit vielen unterschiedlichen Cochaperonen miteinan-
der (Abbildung 2) und kénnen so das Schicksal von partiell entfalteten Poly-
peptidketten beeinflussen. So werden die teilweise ungefalteten Polypeptidket-
ten durch Vertreter der Hsp70/Hsp40 Klasse gebunden und konnen direkt oder,
wenn notwendig, durch Weitergabe an das Hsp90 System in die native Struk-
tur (zuriick)gefaltet werden. Um unter Stressbedingungen das System zu puf-
fern, konnen kleine Hitzeschockproteine die entfalteten Substrate binden und mit
Hilfe des Hsp70 Systems riickfalten. Bereits aggregierte Proteine konnen durch
Hsp104 aus den Aggregaten gelost und dem oben beschriebenen Riickfaltungs-
prozess zugefiigt werden (Richter et al., 2010).

1.2 Kleine Hitzeschockproteine (sHsps)

Kleine Hitzeschockproteine gehoren (nach Molekulargewicht der Monomere ge-
rechnet) zu den kleinsten und ATP-unabhédngigen Vertretern der molekularen
Chaperone, die historisch vor allem durch die starke Induktion unter Stressbe-
dingungen und die Dominanz in Augenlinsen von Wirbeltieren bekannt wurden
(Haslbeck et al., 2005a; Narberhaus, 2002). Evolutionir hat sich diese Proteinfa-
milie jedoch in allen Bereichen des Lebens, mit Ausnahme weniger Pathogenen,
etabliert (Narberhaus, 2002). Die Bedeutung dieser Proteine fiir die Zelle wird
sowohl durch die genetische Expansion in htheren Organismen (siehe Abschnitt
wie auch durch die Krankheitsassoziation (zum Beispiel Katerakt, Myopa-
thien, Neuropathien) weiter unterstrichen (Mymrikov et al., 2011} |Sun and Ma-
cRae, 2005). Auch wenn fiir die Annotation von potentiellen sHsps meist aus-
schliefslich das Vorhandensein der konservierten x-Kristallin-Domaéne ein Krite-
rium ist, weisen Vertreter dieser Superfamilie meist fiinf weitere Kriterien auf
(Haslbeck et al., 2005a): (1) kleines Molekulargewicht der Monomere, (2) Oligo-
merisierung, (3) dynamische Quartérstruktur, (4) Stressinduktion und (5) Chape-

ronaktivitat.

1.2.1 Evolution von sHsps

Kleine Hitzeschockproteine miissen sich im Laufe der Evolution sehr friih ent-
wickelt haben, da bereits in den letzten gemeinsamen Vorldufern von Eukaryo-
ten und Prokaryoten sHsps gefunden wurden (Waters et al., 1996; Kappé et al.,
2002). Seit diesem Zeitpunkt sind sie, aufier in wenigen pathogenen Organismen,
in allen Bereichen des Lebens (Archaeen, Bakterien und Eukaryoten) vertreten
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(Plesofsky-Vig et al., 1992 de Jong et al., |[1993; Caspers et al., (1995; Waters, [1995;
Waters and Vierling, (1999; Franck et al., 2004). Dieses sehr frithe Auftreten in der
Entwicklungsgeschichte deutet darauf hin, dass die sHsps vor anderen Chape-
ronfamilien wie zum Beispiel DnaK (das in vielen Archaeen fehlt) etabliert wur-
den (Gribaldo et al., [1999).

Betrachtet man die Entwicklung genauer, ist vor allem auffallig, dass die Anzahl
der sHsps in hoheren Eukaryoten und Planzen sehr stark zugenommen hat (ver-
gleiche Tabelle[I). So besitzen die bis jetzt untersuchten Bakterien und einzelligen
Eukaryoten meist einige wenige sHsps (Horwitz, 1992; Kappé et al., 2002; Nar-
berhaus, 2002; Horwitz, 2003; Allen et al., 1992), wohingegen die Anzahl zum
Beispiel in D. melanogaster, C. elegans oder Maus/Mensch auf vier, 16 beziehungs-
weise mindestens zehn Stiick angestiegen ist (Candido, 2002; Kappé et al., 2003;
Fontaine et al., 2003; Morrow et al., 2000). In Pflanzen ist die Anzahl sogar noch
weiter erhoht (Scharf et al., 2001).

Organismus Anzahl sHsps Zitat -
Archaeen M. jannaschii 1 Kim et al.| (1998)

S. tokodaii 2 Usui et al.| (2004)
Bakterien M. tuberculosis 1 Kennaway et al. (2005)
E. coli 2 Allen et al. (1992)
Pilze S. cerevisiae 2 Haslbeck et al. (2004a)
S. pombe 2 Sugino et al. (2009)
Metazoen D. melanogaster 4 Morrow et al.[(2000)
H. sapiens 10 Kappé et al. (2003)
M. musculus 10 Fontaine et al. (2003)
C. elegans 18 Aevermann and Waters| (2008)
Pflanzen  A. thaliana 19 Scharf et al.| (2001)

Tabelle 1: Anzahl der sHsps in ausgewéhlten Organismen.

Uber die moglichen Griinde fiir eine so starke Expansion von sHsp-Sequenzen
spekuliert Narberhaus| (2002) wie folgt: (1) eine parallele, redundante Indukti-
on liefert eine deutlich schnellere Stressantwort; (2) die Verwendung von un-
terschiedlichen Promotoren macht eine sehr differenzierte Regulation auf unter-
schiedliche Stimuli denkbar; (3) eine weitere Regulation der Funktion kann tiber
Heterooligomere erfolgen; (4) die Redundanz macht eine Weiterentwicklung ein-
zelner Proteine erst moglich, da das individuelle Gen von seiner urspriinglichen
Funktion entbunden wird. Tatsdchlich mag es fiir die funktionelle Notwendig-
keit der genetischen Expansion unterschiedliche, speziesabhidngige Griinde ge-
ben, die jedoch bis heute meist ungeklart sind (Haslbeck et al., 2005a).

Da sich die sHsps auf Sequenzebene in unterschiedliche Klassen gliedern lassen
(Waters et al., 2008; |Siddique et al., 2008; Studer and Narberhaus, 2000), ist da-

10
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von auszugehen, dass diese Expansion schrittweise und je nach Organismus zu
unterschiedlichen Zeitpunkten statt gefunden haben muss.

1.2.2 Aufbau und Struktur von sHsps
1.2.2.1 Primarstruktur

Auch wenn sich die sHsps ausgehend von einem gemeinsamen Vorldufer entwi-
ckelt haben, entwickelten sich die Primédrsequenzen zu einer (im Vergleich zu an-
deren Chaperonfamilien) sehr heterogenen Proteinfamilie. Die Sequenzidentitit
ist selbst bei sehr nah verwandten paralogen Sequenzen sehr gering (Narberhaus,
2002). Im Bezug auf die gesamte Proteinfamilie weist lediglich die ca. 90 Amino-
sduren lange -Kristallin-Domaéne eine entsprechende Konservierung (vor allem
auf struktureller Ebene) auf. Historisch wurde dieser Bereich, auf Grund der Ho-
mologie zu x-Kristallin, dem Hauptbestandteil der Augenlinse in Sdugetieren, als
x-Kristallin-Doméne bezeichnet (de Jong et al.,1993). An diese strukturell konser-
vierte Doméne schliefien sich N- und C-terminal, auf Sequenzebene weitgehend

nicht konservierte, aber fiir die Funktion essentielle, Bereiche an (vergleiche Ab-

bildung [3lund Kapitel [1.2.3).
IXI/,

N-terminaler Bereich a—Kristallin Doméane ‘

Abbildung 3: Aufbau von sHsps: die konservierte o-Kristallin-Doméne (griin) wird von N- und
C-terminalen Erweiterungen (gelb beziehungsweise blau) flankiert. Das konservier-
te IXI Motiv liegt C-terminal zur konservierten a-Kristallin-Doméne und unterglie-
dert die C-terminale Erweiterung in zwei Bereiche (hell- und dunkelblau).

Die grofite Varianz innerhalb der gesamten Sequenzlange von 12 bis 43 kDa wird
durch die unterschiedliche Lange der N-terminalen Sequenzen erreicht, da der
C-terminale Sequenzbereich, welcher der «-Kristallin-Doméne folgt, meist (ver-
glichen mit dem N-terminalen Sequenzen) relativ kurz ist (Narberhaus, 2002).
In diesem C-terminalen Bereich befindet sich 10-15 Aminosduren nach der «-
Kristallin-Domaéne in iiber 90 % der Sequenzen ein konserviertes Motiv aus drei
Aminosduren (Poulain et al., 2010). Dieses Motiv untergliedert die C-terminal an
die «-Kristallin-Doméne anschlielenden Aminosduren in einen flexiblen Loop
und einen C-terminalen Schwanz (Laganowsky and Eisenberg, 2010). Hier un-
terscheiden sich auch diverse bioinformatische Ansitze zur Identifizierung von
potentiellen sHsps auf Sequenzebene. In manchen Ansétzen (wie zum Beispiel
das PFAM Modell PF00011) werden fiir die Funktion wichtige Bereiche aufSer-
halb der x-Kristallin-Domaéne, wie der flexible Loop und das konservierte Motiv,

11
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bei der Identifizierung mit berticksichtigt. Andere Ansitze (wie zum Beispiel das
Prosite-Pattern PS01031) beziehen sich lediglich auf die strukturell konservierten
Bereiche (Poulain et al., 2010).

Das Motiv selbst wird als IXI oder IXV Motiv bezeichnet, da es sich bei der
ersten und letzten Aminosdure meist um ein Isoleucin handelt. Jedoch kénnen
auch andere hydrophobe Aminosduren wie Valin oder Leucin an diesen Positio-
nen vorkommen. Die mittlere Position ist weitgehend variabel. Jedoch ist hier
das Vorhandensein eines Prolins charakteristisch fiir Metazoen wohingegen ein

Glutamat charakteristisch fiir Sequenzen ist, die nicht aus Metazoen stammen
(Poulain et al., 2010).

Metazoen B2 B3 pa Bs Be+7 B8 B

Human_alphaB EMRLEKDRFSVNLDVKHFS-PEELKVKVLG-DV--IEVHGK--HEERQD--- -E-HGFISREFHRKYRIPAD- - -VDPLTITSSLSSDGVLTVNG
Human_alpha’A EVRSDRDKFVIFLDVKHFS-PEDLTVKVQD-DF--VEIHGK--HNERQD- -~ -D-HGYISREFHRRYRLPSN- - -VDQSALSCSLSADGMLTFCG
Human_hsp27 EIRHTADRWRVSLDVNHFA-PDELTVKTKD-GV--VEITGK--HEERQD- - - -E-HGYISRCFTRKYTLPPG- - -VDPTQVSSSLSPEGTLTVEA

Human_hsp22  PPPFPGEPWKVCVNVHSFK- PEELMVKTKD-GY - - VEVSGK- -HEEKQD - - - - - - - E-GGIVSKNFTKKIQLPAE- - - VDPVTVFASLSPEGLLITEA
Human_hsp20  QVPTDPGHFSVLLDVKHFS- PEEIAVKVVG-EH- -VEVHAR - -HEERPD- - - - - - - E-HGFVAREFHRRYRLPPG- - - VDPAAVTSALSPEGVLSIQA
Rat_hsp20 QVPTDPGYFSVLLDVKHFS - PEEISVKVVG-DH- - VEVHAR - -HEERPB- - - - - - - E-HGFIAREFHRRYRLPPG- - - VDPAAVTSALSPEGVLSIQA
Nicht-Metazoen g2 B3 B4 Bs i3 g7 ps B9

Wheat 1GME DWKETPEAHVFKADLBEVK - KEEVKVEVEDGNV - - LVVSGE - - RTKEKEDKNDKWHRYV - BRSSGKFVRRFRLLED - - - AKVEEVKAGLE - NGVLTVTV

Yeast_ 2HS50 DILDHDNNYELK

Bacteria_3GLA DIKEEVNHFVLYADL
Bacteria 2BYU DWKETPEAHVFKADIL)
Archea_1SHS SITIEGDQHIKVIAWL

KSKKDIDIEYHQ-NKNQILVSGEIPSTLNEESK-DKV-KVKESSSGKF-KRVITLPDYPGVDADNIKADYA-NGVLTLTV
ID—PSQIEVQMDK—GI——LSIRGE-—RKSESSTETERFSRI—IRRYGSFHRRFALPDS———ADADGITAAGR-NGVLEIRI
K-KEEVKVEVEDGNV - - LVVSGE - -RTKEKEDKNDKWHRV - ERSSGKFVRRFRLLED - - -AKVEEVKAGLE -NGVLTVTV
VN-KEDIILNAVG-DT--LEIRAK--RSPLMITESERIIYSEIPEEEEIYRTIKLPAT- - -VKEENASAKFE-NGVLSVIL

Abbildung 4: Sequenzalignment von kleinen Hitzeschockproteinen zeigen deutlich den Unter-
schied zwischen dem verldngerten 37 Strang in Metazoen im Vergleich zu den bei-
den getrennten 36 und 37 Strangen in anderen Sequenzen. Das konservierte und
mit vielen Krankheiten assoziierte Arginin (cyan) bildet mit einer negativ geladenen
Aminosédure eine Salzbriicke (grau). Die zwischen (33 und 34 strukturell wichtigen
konservierten Motive sind jeweils typisch fiir den Ursprung der Sequenzen (Meta-
zoen: ,KH" in gelb , Nicht-Metazoen: , PG” in rot). (Abbildung adaptiert nach|Clark
et al.[(2011) mit Erlaubnis von Elsevier)

Fiir die Varianz innerhalb der «-Kristallin-Doméne wird vor allem der in Nicht-
Metazoen als 36 bezeichnete Bereich verantwortlich gemacht (vergleiche Abbil-
dung (Poulain et al., 2010). Neben den oben beschriebenen konservierten Ami-
nosduren im C-Terminalen Bereich gibt es einige wenige weitere Positionen in-
nerhalb der a-Kristallin-Doméne, die eine dhnlich hohe Konservierung auf Se-
quenzebene aufweisen (vergleiche Abbildung). So wird ein mit verschiedenen
Krankheiten assoziiertes Arginin (Abbildung [ in cyan) in fast allen sHsp Se-
quenzen gefunden (Clark et al., 2011). Andere Sequenzmerkmale sind lediglich
charakteristisch fiir gewisse Sequenzgruppen. Ein Beispiel hierfiir ist das ,PG”
Motiv (Abbildung [ in rot) das nur auflerhalb der Metazoen gefunden wird,
beziehungsweise das Aquivalent ,KH” (gelb) an gleicher Position in Metazoen
(de Jong et al., 1998).

12



1.2 Kleine Hitzeschockproteine (sHsps)

1.2.2.2 Sekundir und Tertidrstruktur

Wie oben bereits erwidhnt, sind sHsps auf struktureller Ebene deutlich starker
konserviert als auf Sequenzebene. Obwohl die beiden als erstes verfiigbaren Kris-
tallstrukturen von Hsp16.5 aus M. jannaschii und Hsp16.9 aus Weizen lediglich
23 % Sequenzidentitdt aufweisen, zeigen die Strukturen der x-Kristallin-Doméne
lediglich eine mittlere quadratische Abweichung (RMS) von 1.5 A (van Montfort
et al., 2001).

Protein Organismus PDB Code Zitat
Archaeen Hspl6.5 M. jannaschii  1SHS van Montfort et al./(2001)
Hsp14.0 S. tokodaii 3AAB,3AAC [Takeda et al.|(2011)
Metazoen Tsp36 T. saginata 2BOL Stamler et al.|(2005)
HspA X. citri 3GUF, 3GT6, |Hilario et al.|(2011))
3GLA Hilario et al.| (2006)
aA-Kristallin ~ D. rerio 3N3E Laganowsky and Eisenberg| (2010)
HspB1 H. sapiens 3Q9P, 3Q9Q Baranova et al.|(2011)
aB-Kristallin  H. sapiens 2WJ7 Bagnéris et al.| (2009)
3L1G, Laganowsky et al.| (2010)
2KLR, Jehle et al.[(2010)
2Y1Z Clark et al.| (2011)
«A-Kristallin =~ B. taurus 3L1E, 3L1F Laganowsky et al.[(2010)
Hsp20 R. rattus 2WJ5 Bagnéris et al.|(2009)
Pflanzen = Hsp16.9 T. aestivum 1GME Kim et al.[{(1998)

Tabelle 2: Ubersicht bekannter Strukturen von «-Kristallin-Doménen mit atomarer Auflésung.

Alle bisher gelosten sHsp Strukturen (Tabelle 2) sind aus einem -Sandwich aus
zwei antiparallelen p-Faltbldttern mit einer Inmunglobulin dhnlichen Struktur
aufgebaut (Abbildung [5). Je nach Ursprungsorganismus bestehen die beiden
B-Faltblatter der «-Kristallin-Doméne aus mindestens sieben Stringen, die in
Anlehnung an die Struktur aus M. jannaschii von eins bis zehn durchnummeriert
werden (vergleiche Abbildung [4). Der konservierte Bereich der «-Kristallin-
Doméne wird von den Faltblittern zwei und neun begrenzt, welche in allen
bisher gelosten Strukturen vorliegen (Poulain et al,, |2010). Die starksten struk-
turellen Unterschiede innerhalb der «-Kristallin-Doméne kénnen an Hand der
Prasenz des (6-Faltblattes ausgemacht werden. In allen bisher untersuchten
Strukturen aus der Gruppe der Metazoen fehlt dieser 3-Strang, was (im Ver-
gleich zu den restlichen Strukturen) zu einer gednderten Dimerbildung fiihrt
(vergleiche Kapitel (McHaourab et al.|[2009).

Die Sekundarstrukturelemente auflerhalb der a-Kristallin-Doméne sind einer
deutlich grofieren Heterogenitdt und Flexibilitdt zwischen verwandten sHsps
unterworfen. Zusatzlich dazu konnen sich die Strukturen beziehungsweise Ori-
entierungen der einzelnen Monomere innerhalb eines Oligomers unterscheiden

(Braun et al., 2011). Zusatzlich werden in den Kristallstrukturen meist nur ein
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1 Einleitung

Teil der terminalen Bereiche aufgeldst beziehungsweise in NMR-Studien liefern
diese mehrere definierte Signale (Jehle et al., 2011; van Montfort et al., 2001).

1.2.2.3 Quartdrstruktur/Oligomerisierung

Fast alle bisher ndher untersuchten sHsps kénnen Oligomere mit 12 bis 40 Un-
tereinheiten bilden (Takeda et al., 2011; Haslbeck et al., 2005a). Im Allgemei-
nen geht man davon aus, dass der Grundbaustein fiir diese Oligomere, neben
anderen potentiellen Zwischenstufen, Dimere sind, wobei Kontakte aufierhalb
der a-Kristallin-Doméne zur Stabilisierung dieser notwendig sind (Chen et al.,
2010a). Jedoch wurden, vor allem Dank moderner massenspektrometrischer und
elektronenmikroskopischer Methoden, auch Komplexe mit einer ungeradzahli-
gen Anzahl an Untereinheiten vorgeschlagen (Braun et al, 2011; Stengel et al.,
2010). Wenn der oben beschriebene (6-Strang vorhanden ist, wird das Dimer
tiber einen Strangaustausch zwischen zwei Monomeren, welche sich gegensei-
tig das -Faltblatt vervollstindigen, gebildet. Dabei erzeugt der 36-Strang eines
Monomers zusammen mit den Strangen (32, 33, 38 und 39 des benachbarten
Monomers eine Kontaktfliche wie es zum Beispiel in den Kristallstrukturen von
Hsp16.5, Hsp16.9 und Hsp14.0 (vergleiche Abbildung [5) sichtbar ist (Kim et al.,
1998; van Montfort et al., 2001; Takeda et al., 2011). Diese Art von Dimerbildung
wird fiir die meisten sHsps aus Bakterien, Pilzen und Pflanzen vorhergesagt (Bas-
ha et al., 2012).

Im Gegensatz dazu ist in Sequenzen aus Metazoen bei Abwesenheit des 36 Stran-
ges der 37 Strang verldangert und bildet in einer antiparallelen Orientierung eine
Kontaktfliche mit dem entsprechenden Strang aus dem benachbarten Monomer
(vergleiche Abbildung 5) (Bagnéris et al., 2009; Jehle et al., 2009).

Die so gebildeten Dimere konnen iiber Kontaktstellen aufSerhalb der x-Kristallin-
Doméne zu hoheren Oligomeren assemblieren. Hier spielen unabhéngig von der
Art des Dimers sowohl die Kontakte der N- wie auch die der C-terminalen Se-
quenzen eine entscheidende Rolle. Das hydrophobe IXI/IXV Motiv bindet zum
Beispiel in eine aus den 34 und (38 Strangen gebildete hydrophobe Flache benach-
barter Dimere (Braun et al., 2011; Kim et al., [1998; van Montfort et al., 2001). Die
Struktur der N-terminalen Bereiche ist weniger gut definiert. So sind lediglich
in der Kristallstruktur von Hsp16.9 aus Weizen Signale fiir die kompletten N-
terminalen Sequenzen vorhanden, von denen aber lediglich die Halfte aufgelost
sind. Die Struktur beschreibt dabei helikale Motive, die Kontakte zu einem N-
terminalen Bereich eines anderen Dimers herstellt. Zusammen mit der Interakti-

on des IXI/IXV-Motivs sorgt dieser Kontakt fiir eine Quervernetzung (van Mont-
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1.2 Kleine Hitzeschockproteine (sHsps)

T. aestivum Hsp16.9 H. sapiens HspB5
(1GME) (2KLR)

Abbildung 5: Unterschiedliche Dimerbildung bei sHsps aus Metazoen (rechts) und Nicht-
Metazoen (links). Die Kontaktfliche zwischen den beiden Monomeren (rot und
blau) unterscheidet sich in den bisher gelosten Strukturen phylonspezifisch. Ist der
36 Strang, wie bei Hsp16.9 aus Weizen, vorhanden, so dimerisieren die sHsps tiber
einen Strangaustausch. Bei fehlendem (36 Strang, wie bei dem humanem HspB5,
bildet B7 eine antiparallele Kontaktfliche. (Abbildung adaptiert nach
mit Erlaubnis von Elsevier)
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fort et al., 2001). Dank der grofien Flexibilitdt der terminalen Sequenzen lassen
sich {iber dieses einheitliche , Baukastenprinzip” eine Vielzahl an unterschiedli-
chen Oligomerisierungsformen und Geometrien mit unterschiedlicher Anzahl an
Untereinheiten verwirklichen (Braun et al., [2011; van Montfort et al., 2001 Kim
et al.,[1998; Kennaway et al., 2005; Laganowsky et al., 2010).

M. janaschii T. aestivum M. tuberculosis S. cerevisiae
Hsp16.5 Hsp16.9 Hsp16.3 Hsp26
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Abbildung 6: Kleine Hitzeschockproteine oligomerisieren in unterschiedlichen Geometrien.
Oberflichendarstellungen von Hsp16.5, Hsp16.9, Hsp16.3 und Hsp26 mit Darstel-
lung der Dimerorientierung (fiir die EM-Rekonstruktionen von Hsp16.3 und Hsp26
ist die Kristallstruktur aus Hsp16.9 eingepasst). Unten: Schematische Darstellung
der Symmetrie: Eine durchgezogene Linie reprasentiert die Lage eines Dimers. (Ab-
bildung adaptiert nach Basha et al.|(2012) mit Erlaubnis von Elsevier)

So besteht sowohl Hsp16.9 aus Weizen wie auch Hsp16.3 aus M. tuberculosis aus
zwolf Untereinheiten jedoch mit unterschiedlicher Geometrie (vergleiche Abbil-
dung [6). Bei Hsp16.9 bilden zwei miteinander verbundene Scheiben zu je drei
Dimeren das Oligomer (van Montfort et al., 2001). Im Gegensatz dazu sind in
Hsp16.3 die gleiche Anzahl an Dimere entlang der Kanten eines Tetraeders ange-
ordnet (Kennaway et al.,2005). Die Geometrie der Oligomere mit 24 Untereinhei-
ten entspricht meist einem Oktaeder (Kim et al., 1998; Braun et al., 2011; Haslbeck
et al., 2008). Fiir die 36 Untereinheiten von HspA aus X. citri ist ein Stapel aus un-
terschiedlichen Hexameren beziehungsweise Dodecameren beschrieben (Hilario
et al., 2011).
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1.2 Kleine Hitzeschockproteine (sHsps)

Insgesamt ist die Quartdrstruktur der sHsps sehr dynamisch. Neben dem konti-
nuierlichen Austausch von Untereinheiten/Grundbausteinen (Bova et al., 1997
Franzmann et al., 2005} [Sobott et al., 2002; Studer and Narberhaus, 2000; Benesch
et al} 2010) weisen vor allem die bis jetzt untersuchen eukaryotischen Vertre-
ter eine breite Verteilung an unterschiedlichen Oligomerzustinden auf (Braun
et al., 2011} Stengel et al., 2010; Benesch et al., 2010). Die Dissoziation des Oli-
gomers scheint dabei der geschwindigkeitsbestimmende Faktor zu sein, was zur
Folge hat, dass in Losung hauptsdchlich das , vollstindige” Oligomer populiert
ist (Narberhaus), 2002; Basha et al., 2012). Jedoch lasst sich die Dynamik des Oligo-
mers durch viele Faktoren, wie zum Beispiel Temperatur, Ionenstiarke, Salzkon-
zentration und posttranslationale Modifikationen beeinflussen beziehungsweise
verschieben (Bova et al.,[2000). Dieser hohe Grad an Dynamik und Heterogenitit
ist vermutlich auch der Grund dafiir, dass insgesamt nur sehr wenige Kristall-
strukturen (vergleiche Kapitel verfiigbar sind. Jedoch nimmt man an, dass
diese Polydispersitdt auch fiir die extrem hohe Loslichkeit und biologische Auf-
gabe der Proteine (mit)verantwortlich ist (vergleiche Kapitel (Laganowsky
and Eisenberg, 2010).

1.2.3 Funktion

Die fiir sHsps beschriebene (Haupt-)Funktion ist das ATP-unabhéngige Binden
und in Losung Halten von (partiell) entfalteten Substraten. Dabei konnen diese
bis zu einer dquimolaren Anzahl an Substraten in einem faltungskompetenten
Zustand halten (Narberhaus, 2002) (vergleiche Abbildung [7). Um dadurch nicht
funktionell wichtige Proteine aus dem Cytosol zu depletieren und so die Funkti-
on der Zelle zu gefdhrden, muss die Funktion der sHsps strikt reguliert werden
(Haslbeck et al., 2005a). So werden erst unter (Hitze-)Stressbedingungen viele
sHsps induziert und /oder aktiviert und konnen dann ein sehr breites Substrat-
spektrum (bis zu 1/3 aller cytosolischen Proteine) abdecken (Narberhaus, 2002;
Haslbeck et al., 2005a, 2004a). Eine Aktivierung der sHsps kann durch Anderun-
gen im Oligomerisierungsgleichgewicht zum Beispiel durch Temperaturdnde-
rung, posttranslationale Modifikationen (vor allem Phosphorylierung) aber auch
tiber intramolekulare Konformationsanderungen geschehen (Franzmann et al.,
2008; Ecroyd et al., 2007; Shashidharamurthy et al., 2005).

Die Substratkomplexe halten die Proteine in Losung und sind in vitro meist sehr
stabil (Ehrnsperger et al., 1997} Lee et al., [1997). Jedoch gibt es in der Starke der
(Modell-)Substratinteraktion eine grofie Bandbreite bei unterschiedlichen sHsps.
So wird zum Beispiel die Citratsynthase von Hsp28 von T. gondii sehr stabil in
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Abbildung 7: Mechanismus des sHsp Chaperonzyklus: Die Oligomerisierung von sHsps ist,
auch in der Abwesenheit von Stress, sehr dynamisch (blau). Unter (Hitze-
)Stressbedingungen oder iiber Modifikationen kann das sHsp in einen aktiven Zu-
stand tiberfiihrt werden (rot) und so Substrate binden und stabilisieren. Einmal ge-
bundene Substrate benétigen meist die Hilfe von ATP-abhédngigen Chaperonen um
zurtickgefaltet oder dem Proteinabbau zugefiihrt zu werden. (Abbildung adaptiert
nach [Richter et al.| (2010) mit Erlaubnis von Elsevier)

Komplexen gebunden, wohingegen die Interaktion mit Hsp30 aus dem selben
Organismus eher transient ist (de Miguel et al., 2009). Die stabil gebundenen
Substrate werden jedoch meist nur mit Hilfe von ATP-abhédngigen Chaperonen
wieder in Losung beziehungsweise in die native Konformation gebracht (Mogk
et al., 2003; |Lee et al., 1997). Somit sind diese sHsps nach klassischer Definiti-
on streng genommen keine Chaperone, da sie lediglich als Teil des gesamten
Chaperonnetzwerks (Abbildung 2) die Faltung von Proteinen unterstiitzen (Nar-
berhaus| 2002). Ist eine Riickfaltung der Substrate nicht moglich, konnen diese
auch dem Proteinabbau zugefiihrt werden (Vos et al., 2008). Durch diese ,,Holda-
se”-Funktion entkoppeln sHsps in der Zelle die Aggregationsunterdriickung von
der ATP-abhédngigen Prozessierung/Riickfaltung der Substrate (Haslbeck et al.,
2005a).

Ist eine Unterdriickung der Aggregation zum Beispiel wegen eines zu geringem
Verhiltnis Chaperon zu Substrat nicht moglich, so konnen die sHsps in die Ag-
gregate integriert werden und verdndern deren Struktur und Riickfaltungsmog-
lichkeiten (Haslbeck et al., 2005b; Cashikar et al., 2005; Liberek et al., 2008).

Um die oben beschriebene Aggregationsunterdriickung in vitro zu charakterisie-
ren, wird haufig auf Modellsubstrate (zum Beispiel Citratsynthase, Lysozym, In-
sulin oder Malatdehydrogenase) zurtickgegriffen (Buchner et al., [1998; Scheibel
et al} 1998;|Goldberg et al., 1991; |Lee et al., 1997).

Neben der fiir die Annotation als sHsp entscheidenden Chaperonfunktion (Hasl-
beck et al., 2005a)) besitzen viele sHsps weitere Funktionen im zelluldren Kontext,
die iiber die Unterdriickung von Aggregation unter (Hitze-)Stressbedingungen
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hinausgehen. So spielen sHsps zum Beispiel eine Rolle in der Zellzyklusregulati-
on, Apoptose, zelluldren Entwicklungsprozessen, Reduktion von reaktiven Sau-
erstoffspezies, Stabilitit des Zytoskeletts und Pathogen/Symbionten Beziehun-
gen (Mymrikov et al 2011; Narberhaus| 2002; Basha et al., 2012).

1.2.4 Substrat-Erkennung/Bindung

Der genaue Mechanismus der Substrat-Erkennung/Bindung ist bis jetzt noch
nicht vollstandig verstanden. Jedoch ist die Chaperonfunktion sehr eng mit der
Oligomerisierung verkniipft, da fiir isolierte x-Kristallin-Domé&nen beziehungs-
weise Konstrukte, deren Oligomerisierung auf der Stufe des Dimers endet, keine
oder nur eine sehr reduzierte Aggregationsunterdriickung beschrieben ist (Stro-
mer et al., 2004; Studer et al., 2002; Leroux et al., 1997b; Narberhaus, 2002). Wegen
der engen Verkniipfung ist es bis jetzt nicht moglich, einzelne Bereiche der sHsps
eindeutig einer spezifischen Funktion zuzuordnen (Haslbeck et al., 2005a).

Nachdem fast alle Bereiche in einem sHsp Oligomer 16sungsmittelzugénglich
sind, ist es nicht verwunderlich, dass fiir alle die Bindung zu Substraten pos-
tuliert wurde (Jehle et al., 2011). Allerdings scheint aber in keinem Bereich der
sHsps durch Substratbindung die Losungsmittelzuganglichkeit gedndert zu wer-
den (Cheng et al., 2008). Vermutlich werden Substrate daher nicht durch eine spe-
zifische Position/Flache des sHsp Monomers/Dimers erkannt, sondern tiber das
Zusammenspiel mehrerer (schwacher) Interaktionen, die tiber das ganze Oligo-
mer verteilt und moglicherweise substratspezifisch sind (Haslbeck et al., 2005a;
Basha et al.,[2012), gebunden.

Um ein (wie oben beschriebenes) sehr grofies Substratspektrum von mehreren
Hundert unterschiedlichen Proteinen abdecken zu kénnen, muss die Erkennung
der Substrate auf ein generelles Prinzip, wie zum Beispiel die Exposition von
hydrophoben Flachen in (partiell) entfalteten Polypeptidketten, zurtickzufiihren
sein. Auf der Seite der sHsps konnte gezeigt werden, dass ein Freisetzen von an-
sonsten verdeckten hydrophoben Flachen mit einer erhohten Chaperonaktivitit
einhergeht (Narberhaus|, 2002; Lindner et al., 2000, 1998} |Yang et al., [1999). Auf
der Substratseite ist der Nachweis deutlich schwieriger, da bereits frithe Interme-
diate auf dem Entfaltungsweg, die fiir eine detaillierte Analyse sehr schwierig
zuganglich sind, durch sHsps erkannt werden (McHaourab et al., 2009; Narber-
haus, 2002} Cheng et al., 2008).

Als Interaktionsflachen auf der Seite der sHsps bieten sich vor allem die Kontakt-

flachen die unter anderem zur Oligomerisierung beitragen und im vollstandigen
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Oligomer verborgen sind an. Die Kontaktfliche zwischen den beiden Monome-
ren hingegen scheidet fiir viele sHsps aus, da sie sehr stabil ist und unter typi-
schen Hitzestressbedingungen intakt bleibt (Haslbeck et al., (1999} Basha et al.,
2010). Jedoch gibt es bei der Stabilitdt dieser Dimerkontakte sehr grofie Unter-
schiede zwischen den einzelnen sHsps. So benotigt Hsp26 Bereiche aufierhalb
der o-Kristallin-Domédne um stabile Dimere zu bilden wohingegen die isolierte
o-Kristallin-Doméne von Hsp16.5 aus M. jannaschii bereits stabile Dimere in Lo-
sung bildet (Bertz et al., 2010; Chen et al., 2010a).

Die zweite potentielle Oberfliche zur Substratbindung wird aus dem 38 und 34
Strang gebildet und im Oligomer durch das konservierte IXI/IXV Motive ver-
deckt (Braun et al., 2011} van Montfort et al., 2001; Laganowsky et al., 2010). Im
dissoziierten Zustand wird vermutet, dass beide Flachen fiir eine Substratinter-
aktion zur Verfiigung stehen (Jehle et al., 2010; Pasta et al., 2004).

Weitere potentielle hydrophobe Interaktionsflachen bilden die sehr flexiblen (und
daher in den Kristallstrukturen zum Teil nicht aufgeldsten) phenylalaninreichen
Sequenzen der N-terminalen Erweiterung, die ebenfalls fiir die Substratkomplex-
stabilitdt mit verantwortlich gemacht wurden (Braun et al., 2011; [Haslbeck et al.,
2004b; Plater et al., 1996).

Neben den hydrophoben Interaktionen kénnen auch ionische Interaktionen ei-
ne Rolle fiir die (Langzeit-)Stabilitdt der Substratkomplexe spielen (Narberhaus,
2002). Es konnte gezeigt werden, dass die negativen Ladungen innerhalb der «-
Kristallin-Doméne beziehungsweise die positiven Ladungen in den C-terminalen
Bereichen von x-Kristallin eine wichtige Rolle fiir deren Stabilitdt beziehungswei-
se die Chaperonaktivitdt spielen (Boelens et al., 1998; Plater et al., 1996). Jedoch
ist auch hier eine detaillierte Unterscheidung der Einfliisse auf Oligomerisierung
und Faltung beziehungsweise direkt auf die Chaperonfunktion sehr schwierig.

1.2.5 Kleine Hitzeschockproteine in S. cerevisiae

Fiir das Studium der Stressantwort in einfachen eukaryotischen Zellen ist die
Béackerhefe, Saccharomyces cerevisiae, ein beliebtes Modell. Im Cytosol der Backer-
hefe findet man zwei Vertreter der kleinen Hitzeschockproteine (Hsp26 und
Hsp42) mit teilweise tiberlappender Funktion (Haslbeck et al.,2004a)). Das grofle-
re der beiden Chaperone, Hsp42, wird in der Zelle sowohl unter physiologischen
wie auch unter Stressbedingungen exprimiert (Haslbeck et al., 2004a), wohin-
gegen Hsp26 fast ausschliefllich bei erhthten Temperaturen im Cytoplasma in

aktiver Form zu finden ist (Haslbeck et al., 1999). Zusammen konnen sie ein
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grofles, teilweise iiberlappendes, Substratspektrum von ungefalteten Proteinen
oder teilweise gefalteten Intermediaten binden, die Aggregation verhindern und
so das Gleichgewicht zwischen Faltung und Aggregation/Proteinabbau in der
Zelle aufrecht erhalten (Haslbeck et al., 1999, 2004a). Auch in der Hefe ist die
Beteiligung von kleinen Hitzeschockproteinen an der Organisation des Zytoske-
letts (Rahman et al., [1995; |Gu et al., 1997) und eine Kernlokalisation (Petko and
Lindquist, 1986) postuliert, jedoch bis jetzt nicht ndher untersucht.

1.2.6 Hsp26 aus S. cerevisiae

Das kleinere der beiden cytosolischen sHsps in S. cerevisiae, Hsp26, besitzt inner-
halb der 214 Aminosduren, wie alle Vertreter der Superfamilie, eine homologe
Domiéne zu a-Kristallin (Aminosdaure 95-195). Neben der C-terminalen Erwei-
terung besitzt Hsp26 eine ungewdhnlich lange N-terminale Sequenzen. Dieser
N-terminal vor der «-Kristallin-Doméne gelegene Bereich kann durch einen kur-
zen glycinreichen Linker (Position 25 - 31) in die eigentliche N-terminale Doméne
und die Mittel-Domaéne untergliedert werden (White et al., 2006). In Experimen-
ten konnte gezeigt werden, dass die ersten 30 Aminosduren fiir die Oligomerisie-
rung und Chaperonfunktion nicht essentiell sind, jedoch den Substratkomplex
stabilisieren (Haslbeck et al., 2004b). Der Mittel-Doméne hingegen wird als Ther-
mosensor eine regulatorische Funktion fiir die Aktivitat unter Hitzeschockbedin-
gungen zugeschrieben (Franzmann et al, |2008). Dartiber hinaus gibt es aus un-
terschiedlichen proteomweiter Analysen Berichte iiber Phosphorylierungen (T42,
590, T163, 5208, S211) und einer Glykosylierung (R30) (Albuquerque et al., 2008;
Ficarro et al., 2002} Smolka et al., 2007; Gomes et al., 2006; Peixoto et al., 2010). Ob
diese Modifikationen jedoch dhnlich wie fiir andere sHsps Einfluss auf die Oligo-
merisierung beziehungsweise Chaperonaktivitdt besitzen, wurde bis jetzt nicht
ndher untersucht (Nagaraj et al., 2003; Oya-Ito et al., 2006; Narberhaus, 2002).

Sowohl in vivo wie auch in vitro besitzt Hsp26, nach thermischer Aktivierung, eine
Chaperonaktivitidt gegeniiber einer groflen Anzahl an (Modell-)Substraten wie
zum Beispiel Insulin, Citratsynthase, Rhodanase oder Glutamatdehydrogenase
(Haslbeck et al.,|2005b), 1999, 2004b; Franzmann et al., 2008).

Historisch wurde die fiir die Chaperonaktivitit essentielle Oligomerisierung von
Hsp26 mittels Groflenausschluschromatographie, analytischer Ultrazentrifugati-
on und Elektronenmikroskopie (vergleiche Abbildung [8) sehr friih als stabiles
24mer interpretiert (Bentley et al. [1992; |[Haslbeck et al., [1999; |[Franzmann), 2008;
White et al., 2006). Neuere massenspektrometrische Untersuchungen weisen je-
doch darauf hin, dass neben dem friiher beschriebenem 24mer eine Vielzahl wei-
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terer Zustdnde in der Gasphase mit bis zu 42 Untereinheiten existieren (Benesch

2010).

Abbildung 8: Rekonstruktion der Hsp26-Struktur aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen
mit eingezeichneten Kontakten zwischen den Doménen (N-terminale Doméne (N),
Mittel-Domaéne (M), x-Kristallin-Domaéne (o) und C-terminale Sequenzen (C)) (Ab-
bildung ausWhite et al|(2006) mit Erlaubnis von Elsevier).

Auf Grund der sehr grofSen raumlichen Abstdnde zwischen den einzelnen in die
Elektronendichte platzierten Dimeren ist eine von vielen anderen sHsps abwei-
chende Organisation des Oligomers postuliert worden. So erwartet man, dass das
C-terminale IXV Motiv nicht innerhalb der x-Kristallin-Doméne bindet und dort
(wie bei anderen sHsps) die aus 38 und 34 gebildeten Flachen verdeckt, sondern
an die Mittel-Doméne bindet (White et al., 2006).

Bei Aktivierung durch Hitzestress wird das Oligomer, wie bei vielen anderen
sHsps auch, destabilisiert (Haslbeck et al, 1999; Benesch et al., 2010), was jedoch
scheinbar keine Voraussetzung fiir die Chaperonfunktion darstellt

2005).
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1.3 Fragestellung

Auch wenn die Chaperonfunktion von sHsps seit vielen Jahren bekannt ist (Ja-
kob et al., 1993; Horwitz, 1992) und in vitro zum Teil sehr gut charakterisiert ist,
so fehlt immer noch ein detailliertes molekulares Verstindnis der Dynamik im
Oligomer, der Chaperon-Substrat-Interaktion und den Vorgéangen in der leben-
den Zelle. Auf Grund der sehr komplexen und dynamischen Oligomere stehen
bis jetzt nur sehr wenige hochaufgeloste Momentaufnahmen der Oligomere in
vitro zur Verfligung (Kim et al., [1998; van Montfort et al., 2001). Systematische,
tiber phanomenologische Beschreibungen hinaus gehende Informationen zu Oli-

gomerzustanden in vivo und Substratinteraktionen fehlen.

Das Ziel der Arbeit war daher die Voraussetzungen fiir die Substraterkennung

und Bindung mit unterschiedlichen Herangehensweisen nidher zu untersuchen.

Zum einen sollten die Fortschritte der Genomsequenzierung der letzten Jahre ge-
nutzt werden, um die bislang an Hand weniger Sequenzen aufgestellten Thesen
und Beobachtungen zu Sequenzeigenschaften mit einer deutlich grofleren Da-
tenbasis zu tiberpriifen. AuSerdem sollten (in Zusammenarbeit mit Prof. Tho-
mas Rattei, Uni Wien) Gemeinsamkeiten und Unterschiede auf Sequenzebene
von sHsps untersucht werden. Es sollte unter anderem {iiberpriift werden, ob
tiber evolutiondre Beziehungen vorhandene funktionelle Gemeinsamkeiten er-

klart und Vorhersagen fiir weitere sHsps getroffen werden konnen.

Desweiteren sollte, da die Chaperonfunktion von sHsps sehr eng mit der Oligo-
merisierung verkniipft ist, die Relevanz der bis jetzt in vitro sehr gut charakteri-
sierten Oligomerisierung von Hsp26 aus S. cerevisiae (White et al., 2006; Benesch
et al., 2010; Franzmann et al., 2008) im zelluldren Zusammenhang und deren Ein-

fluss auf die Chaperonfunktion ndher untersucht werden.

Als dritter Punkt sollte die direkte Wechselwirkung zwischen Chaperon und Sub-
strat mit Hilfe von chemischen Crosslinkern , eingefroren” werden, um anschlie-
fend potentielle Interaktionsstellen mit Hilfe von hochauflésenden massenspek-
trometrischen Techniken zu analysieren. Mit dieser Methodik sollten die haufig
tiber 1 MDa grofien Substratkomplexe analytisch zugédnglich gemacht werden.
Fiir diese Art der Analysen sollten neben der Etablierung geeigneter Protokolle
tiir die chemischen Modifikation der Substratkomplexe, deren Aufbereitung und
Messung auch geeignete Prozeduren fiir die Datenanalyse und Fehlerabschit-

zung im Rahmen diese Arbeit erarbeitet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien
2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nichts anderes angegeben, von den Firmen
Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma-
aldrich (Schnelldorf, Deutschland) im Reinheitsgrad p.a. bezogen.

Trypsin Gold, MS Grade Promega, Mannheim, Deutschland
Roti-Mark prestained Roth, Karlsruhe, Deutschland
Low-Range-molecular weight marker BioRad, Miinchen, Deutschland

High Pure PCR Product Purification Kit Promega, Mannheim, Deutschland
Wizard® Plus SV Mini-Preps DNA purification kit Promega, Mannheim, Deutschland

1 kb DNA Langenstandard peQLab, Erlangen, Deutschland
Di-SulfoSuccinimidylGluterat (DSSG) Creative Molecules, Victoria, Kanada
EDC/NHS aus Amine Coupling Kit GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
ETD, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Wasser, HPLC grade Merck, Darmstadt, Deutschland
Acetonitril, HPLC grade Merck, Darmstadt, Deutschland
Ameisensiure, fiir LC-MS Sigmaaldrich, Schnelldorf, Deutschland

2.1.2 Sonstige Materialien und Gerate

Soweit nichts anderes angegeben wurden die am Lehrstuhl fiir Biotechnologie

vorhandenen Routinegeréte verwendet.

Zentrifugenfilter Millipore, Schwalbach, Deutschland

pH-Teststreifen Roth, Karlsruhe, Deutschland

SCX-Sdulenmaterial Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Deutschland
ZipTip C18 Millipore, Schwalbach, Deutschland

Acclaim PepMap RSLC C18 trap  Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland
PepMap RSLC C18 column Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland

LTQ Orbitrap XL Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland
Dionex HPLC Ultimate 3000 Dionex, Idstein, Deutschland

2.1.3 Software

Folgende Software wurde, soweit nichts anderes angegeben, jeweils in der aktu-

ellsten verfiigbaren Version verwendet.
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Jalview http:/ /www.jalview.org/

Image] http:/ /rsb.info.nih.gov/ij/

UCSF Chimera http:/ /www.cgl.ucsf.edu/chimera/
Primer Design S&E Software, Madison, USA

TexShop http:/ /pages.uoregon.edu/koch/texshop/
BibDesk http:/ /bibdesk.sourceforge.net/

MM File Conversion Tool http://massmatrix.org/
MassMatrix Webserver http:/ /massmatrix.org/

R http:/ /www.r-project.org/

iTol http:/ /itol.embl.de/

Sedfit http:/ /www.ultracentrifugation.com
Origin Originlab, Northhampton, USA
Eman http:/ /blake.bcm.edu/EMAN/
Imagic http:/ /www.imagescience.de/

2.1.4 Mikroorganismen und ihre Kultivierung

Folgende Mikroorganismen wurden in der Arbeit verwendet:

E. coli HB101 thi-1, hsdS20 (rg",mg"), supE44, recA13, Promega, Mannheim
ara-14, leu B6, pro A2, lacY1, rpsL20 (str"), Deutschland
xyl-5, mtl-1

E. coli Mach1 ArecA1398 endA1l tonA ®80AlacM15 Invitrogen, Darmstadt,
AlacX74 hsdR(rx” mx™) Deutschland

E. coli BL21 (DE3) F ompT hsdSg(rg",mg") Stratagen, La Jolla, USA

dem+ Tetr gal 1 (DE3) endA
Hte [argU ileY leuW CamR]

AHsp26-His BY4741, Mat a; his3A1; leu2 AO; Christopher Stratil
met15A0, ura3 AO; YBR0O72w::his3

Alle E. coli Kulturen wurden in LBy-Medium (Serva, Heidelberg, Deutschland)
bei 37 °C mit der entsprechenden Antibiotikakonzentration (100 pg/ml Ampici-
lin, 35 ug/ml Kanamycin) in Fliisssigmedium oder mit 20 g/1 Agar (Serva, Hei-
delberg, Deutschland) versetzt auf Platten kultiviert.

Die S. cerevisiae Kulturen wurden in Zusammenarbeit mit Christopher Stratil auf
CSM-Platten ausgestrichen und, wenn nicht anders angegeben, bei 30 °C fiir 2-3
Tage bebriitet. Fliissigkulturen wurden ebenfalls bei 30 °C im Reagenzglasroller

oder, bei grofleren Volumina, im Umluftschiittelinkubator bebrtitet.

Die Zellzahl fiir Hefe wurde photometrisch bei 595 nm (ODsg5 = 1 entspricht 2*107
Zellen/ml (Walker, |[1998)) bestimmt.

CSM-Selektionsmedium 6,7 g/1  Hefestickstoffbasis
1-2 g/l  Selektionsaminosduremix
20g/l  Glucose
HQObidest
pH 7,2 (NaOH)
fiir Platten 20g/1 Bacto Agar

26



2.2 Crosslinks und Massenspektrometrie

Selektionsaminosduremix 0,5g Adenin
(fur die Selektion benutzte Amino- 2,0g L-Arginin
saure wurde jeweils weggelassen) 20g L-Aspartat

20¢g L-Histidin

10,0 g L-Leucin
20¢g L-Lysin
20g L-Methionin
2,0g L-Phenylalanin
2,0g L-Threonin
20g L-Tryptophan
20g L-Tyrosin
20g Uracil

2.1.5 Vektoren

Folgende Vektoren wurden in der Arbeit benutzt beziehungsweise erstellt:

pQE60-Hsp26 Martin Haslbeck
PQE60-Hsp26g47ET48E diese Arbeit
PQE60-Hsp26g1445 diese Arbeit
pQE60-HSp26520855211E diese Arbeit
PQE60-Hsp26s4c diese Arbeit
pet28-Hsp2630-195 Johannes Beck

p425GPD-Leu-Hsp26paspy  Christopher Stratil
p425GPD-Leu-Hsp26,y¢ Christopher Stratil

2.1.6 Primer

Alle Primer wurden bei der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland) bestellt.

Hsp26-Hind3-r+v GATCAAGCTTTTACTTACCCCACGATTCTTGAG
Hsp26-Ncol-fw  GATCCCATGGGGTCATTTAACAGTCCATTTTTTGAT
Hsp26-Spel-fw ~ GATCACTAGTGGTCATTTAACAGTCCATTTTTTGAT
26-SA7ET48E-fw  GCAAAGGATGAGGAAGGCAAGG

26-547ET48E-rev.  CCTTGCCTTCCTCATCCTTTGC

26-S144E-fw GAATGAAGAGGAGAAAGACAAGG

26-S144E-rev CCTTGTCTITTCTCCTCTITCATTC

S208ES211E-rev. GATCAAGCTTITAGTITACCCCACTCTTCTTGCTCAGAAACCTC
S4C-fw GATCCCATGGGGTCATTTAACTGTCCATTTTTTGAT

2.2 Crosslinks und Massenspektrometrie
2.2.1 Crosslinks

Zum kovalenten Verkniipfen von Aminosduren und dem damit verbundenen
,Einfrieren” von potentiellen Interaktionsstellen wurden chemische Crosslinker
mit unterschiedlichen Spezifititen und Linkerlingen verwendet (siehe Kapitel
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2.1.7). Da einmal geldste Crosslinker unter physiologischen pH-Werten lediglich
eine Halbwertszeit von wenigen Stunden besitzen (Lomant and Fairbanks, |1976)
wurden die Crosslinker stets frisch als 50 mM Stocklosung gelost und anschlie-
lend direkt zum Reaktionsansatz (Tabelle 3) in der angegebenen Endkonzentra-
tion (in der Regel 50facher Uberschuss beziiglich Konzentration des eingesetzten

Chaperons) zugegeben.
— Lysozym ADH MDH CS
Chaperon 50 uM 50 uM 20 uM 10 uM 9,6 UM
Substrat — 25 uM 10 uM 5uM 4,8 uM
Puffer 40 mM Hepes, pH 7,4
1 mM TCEP 2mMDIT 1mMTCEP 1mM
1 mM Phenanthrolin
Temperatur RT RT 45 °C 45 °C 45 °C
Inkubationszeit — 30 min 45 min 45 min 60 min
Crosslinker 10fach 50fach 50fach 25fach 300fach
Crosslinkzeit 5 beziehungsweise 10 min

Tabelle 3: Ubersicht Chaperon/Substratkomplexe

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Ansdtze durch Zugabe ei-
nes geeigneten Quenchers (meist 5fach Gelauftragspuffer) gestoppt und anschlie-
8end auf einer SDS-PAGE (Kapitel 2.3.1) aufgetrennt.

2.2.2 Gelextraktion und Verdau

Fiir die Massenspektrometrie interessante Gelbanden wurden aus coomassiege-
farbten Gelen (Kapitel ausgeschnitten und in ca. 1 mm? grofe Stiicke zer-
legt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Zur Aufarbeitung der
Proben wurde ein modifiziertes Protokoll nach Schafer et al. (2001) verwendet.

Zur Entfernung von Pufferriickstinden aus den Gelstiicken wurden diese zwei
mal mit 10 mM NH4;HCOj; Losung fiir je 10 min gewaschen. Anschliefiend wur-
de der Uberstand abgezogen und die Gelstiicke wurden mit einer Mischung aus
Acetonitril und dem NH4HCO; Puffer fiir 10 min geschrumpft. Hierbei ist vor
allem darauf zu achten, dass das gewéhlte Volumen deutlich grofer als das der
gequollenen Gelstiicke ist. Um potentielle Disulfidbriicken zu reduzieren und
freie Thiolgruppen anschlieffend mit Iodacetamid (IAA) zu derivatisieren wur-
den die Gelstiicke mit einer 80 mM DTT Losung bei 37 °C fiir 30 min reduziert.
Anschlieffend wurden die freien Cysteine durch Zugabe von 1/10 Volumen 0,5 M
Iodacetamid in 100 mM Tris pH 8,2 fiir 15 min bei Raumtemperatur im Dunklen
modifiziert. Um die Reaktion zu stoppen wurde der Uberstand abgezogen und
mit 1 mM [3-Mercaptoethanol gestoppt.
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Im Anschluss wurden die Gelstiicke im Wechsel mit NH;HCO; und Acetonitril
Losung mindestens sechs mal fiir je 10 min gewaschen. Als letzter Schritt wurde
die Acetonitril Losung abgezogen und die Gelstiicke in der SpeedVac (Thermo
Scientific, Langenselbold, Deutschland) vollstandig getrocknet.

Fiir den Verdau wurde in Abhédngigkeit der Menge an getrockneten Gelstiicken 2-
75 ul der verdiinnten Trypsinlosung (25 ng/pl) auf die Gelstiicke pippetiert und
tiber Nacht bei 37 °C verdaut.

2.2.3 Elution, Anreicherung und Fraktionierung der Peptide

Die verdauten Peptide wurden in fiinf Schritten aus den Gelstiicken eluiert. In
einem ersten Schritt wurden die Gelstticke mit 100 ul NH;HCO; Losung fiir
15 min im Ultraschallbad versetzt. AnschliefSfend wurde jeder Ansatz mit 150 ul
Acetonitril versetzt und wiederum fiir 15 min im Ultraschallbad inkubiert. Der
Uberstand enthilt die Peptide und wurde in ein neues Eppi iiberfiihrt. Die ge-
schrumpften Gelstiicke wurden anschliefiend fiir 15 min im Ultraschallbad in
100 pul Wasser mit 0,1 % Ameisensdure gequollen. Durch Zugabe von 100 pul Ace-
tonitril (und 15 min Inkubation im Ultraschallbad) wurden die restlichen Pepti-
de wieder in den Uberstand eluiert und zu dem vorher gesammelten Uberstand
gegeben. Im letzten Schritt wurden die Gelfragmente nochmals mit 100 pl Aceto-
nitril (fiir 15 min im Ultraschallbad) vollstandig geschrumpft und die Peptide im

Uberstand mit den vorher gesammelten Fraktionen vereint.

2.2.3.1 Unfraktionierte Probenvorbereitung

Um die Peptide ohne zusitzliche Fraktionierung zu messen wurde ein (Teil-) Vo-
lumen in der SpeedVac auf 20 pl (mindestens jedoch auf 1/3 des urspriinglichen
Volumens) eingeengt. Um den Ubertrag von kleinen Gelstiicken beziehungswei-
se sonstigen Verunreinigungen auf die Sdulen zu vermeiden wurden die Proben
durch 0,22 pm Zentrifugenfilter (Ultrafree Durapore PVDEF, 0,22 um, Millipore,
Schwalbach, Deutschland ) gefiltert und in Autosamplergefifie aus Plastik (Chro-
macol, Welwyn Garden City, England) luftblasenfrei umgefiillt.

2.2.3.2 Fraktionierte Probenvorbereitung

Um die Peptide vor der Messung zu fraktionieren beziehungsweise starker gela-
dene Peptide (zum Beispiel Crosslinks) anzureichern wurde starkes Kationenaus-

tauschsdulenmaterial verwendet. Um eine optimale Bindung an das mit pH 2,8
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dquilibrierte Sdulenmaterial (Puffer A) zu ermoglichen wurden die Peptidlosun-
gen mit einer 2 %igen Ameisensdure-Losung angesduert. Da das Acetonitril die
pH-Wertbestimmung mit Indikatorpapier beeinflusst, muss das benétigte Volu-
men separat mit den entsprechenden verwendeten Mengen an Puffer (Trypsin-
puffer, NH,;HCOj; Puffer und Wasser mit Ameisensdure) experimentell bestimmt

werden.

Puffer A: 7 mM Natriumphosphat pH 2,8
30 % (v/v)Acetonitril

Puffer B: 7 mM Natriumphosphat pH 2,8
1000 mM NaCl
30 % (v/v) Acetonitril

Anschlieffend wurden die Peptide auf der Saule mit jeweils 100 ul Puffer A ge-
waschen und in der Regel in vier Salzstufen (75 mM, 150 mM, 300 mM und
1000 mM) eluiert. Die Eluate wurden anschlieffend, um eine Entsalzung mit Zip-
Tips beziehungsweise eine Trennung auf einer reversed Phase Sdule zu ermogli-
chen, in der SpeedVac auf mindestens 1/3 des urspriinglichen Volumens bezie-
hungsweise auf ungefdhr 20 pl eingeengt, um das storende Acetonitril abzutren-
nen. Die Proben wurden anschliefsend je nach Volumen entweder direkt in die
Autosamplergefafse tiberfiihrt oder an C18 ZipTips gebunden und nach Angaben
des Herstellers entsalzt. Da die entsalzten Proben wiederum mindestens 50 %
Acetonitril enthielten mussten diese auf mindestens die Halfte des urspriingli-
chen Volumens (maximal 20 ul) im Vakuum eingeengt werden. Die so aufberei-
teten Proben wurden ebenfalls in Autosamplergefafse iiberfithrt und wie unter
Kapitel beschrieben gemessen.

2.2.4 Orbitrap-Messung

Fiir die massenspektrometrische Analyse der Peptide wurde eine LTQ Orbitrap
XL (Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland) mit einer ESI Quelle fiir sehr
geringe Flussraten (Nanospray) genutzt. Die Peptidmischungen wurden mit ei-
ner HPLC Ultimate 3000 RSLCnano System (Dionex, Idstein, Deutschland) auf
eine Acclaim PepMap RSLC C18 trap column mit 5 pl/min geladen und an-
schlieflend tiber eine PepMap RSLC C18 column (75 um x 150 mm, C18, 2 um,
100 A) mit einer Flussrate von 0,2 ul/min in das Massenspektrometer eluiert.
Fur die Elution wurde ein linearer Gradient von 5 bis 35 % Acetonitril mit 0,1 %
Ameisensdure iiber 60 min verwendet. Fiir die Messungen von quervernetzten
Peptiden wurden eine sogenannte ,high-high Strategie” verwendet, bei der so-
wohl der Komplettscan (MS), wie auch die einzelnen Fragmentierungen (MS?) in

der Orbitrap Messzelle gemessen wurden und somit sehr hohe Auflosungen und
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Massengenauigkeiten erzielt werden konnten. Normalerweise wurde jeweils ein
Zyklus bestehend aus einem Komplettscan (Auflosung: 60.000, Messbereich: 300-
2.000 Da) und sechs abhédngigen Scans gemessen. Dabei wurden jeweils die drei
intensivsten Massen des Komplettscans mittels kollisionsinduzierter Dissoziati-
on (CID) (Isolationsbreite: 3 m/z, Aktivierungsenergie: 35 %, Standardladung:
2, Aktivierungs Q: 0,25, Aktivierungszeit: 30 ms, Auflosung: 7.500) und higher-
energy collisional Dissoziation (HCD) (Isolationsbreite: 2 m/z, Aktivierungsener-
gie: 40 %, Standardladung: 2, Aktivierungszeit: 30 ms, Auflésung: 7.500) frag-
mentiert. Einmal fragmentierte Massen wurden innerhalb der nichsten 30 Se-
kunden nicht mehr fiir die erneute Fragmentierung berticksichtigt.

Um eine weitere Anreicherung von potentiell quervernetzten Peptiden zu errei-
chen wurden bei der Auswahl der zu fragmentierenden Massen lediglich min-
destens 3fach positiv geladene Peptide berticksichtigt. Diese zusitzliche Selek-
tion ist moglich, da ein mit Trypsin verdautes Peptid im sauren pH-Wert des
Laufmittels mindestens zwei Ladungen (eine am N-Terminus und eine durch
das Arginin oder Lysin an der Schnittstelle) tragen sollte. Als Konsequenz sollten
verbriickte Peptide mindestens eine Ladung von 4* tragen. Wurde ein dquimo-
lare Mischung aus leichten und deuterierten (schweren) Crosslinkern eingesetzt,
so wurden bei einem Teil der Messungen lediglich Massen fragmentiert die ein
Duplett aus der Differenz von 6 Deuterium zu 6 Wasserstoff Atomen aufwiesen
(6,03766 Da), was bei einer Ladung von 3+ bis 6+ einer Differenz von 2,01255,
1,50942, 1,20753 und 1,00628 Da entspricht.

2.2.5 Datenkonvertierung

Die in raw Dateien gespeicherten LC-MS Laufe wurden mit dem Dateikonver-
tierungsprogramm von MassMatrix in das von vielen Programmen unterstiitzte,

offene mzXML Dateiformat umgewandelt.

2.2.6 Datenanalyse

Fiir die Auswertung und Identifizierung von Crosslinks wurde die 64 bit Versi-
on des MassMatrix Webservers (Version 1.3.2 mit der MassMatrix Suchmaschine
Version 2.4.0 bzw. 2.4.2) verwendet (Xu et al., 2008). In der Tabelle 4{sind die Pa-
rameter der einzelnen Suchen zusammengefasst. Leider lassen sich bei MassMa-
trix fiir jede Suche lediglich ein Crosslinker, mit einer Reaktivitdt zwischen zwei
Amminosduren definieren. Aus diesem Grund wurden die Datenanalysen in un-
terschiedliche Datenbankensuchen aufgeteilt und die Ergebnisse kombiniert.
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DSSG; DSSG,  DSSGN-Term EDC/NHS

Protease Trypsin
Decoy Suche nein
Fragmentierung CID/HCD
Ionenmodus positiv
Nicht monoisotopische Ionen nein
Variable Modifikationen Oxidation am Methionin
— — DeHog —
Fixe Modifikationen Carbamidomethyl am Cystein
Max. Anzahl an Modifikationen 2
Max. Anzahl Misscleavage 3
Max. Peptidlange 40
Min. Peptidlange 6
Peptidtoleranz +10 ppm
Fragmenttoleranz +0,02 Da fiir HCD und CID
Kleinste Scores pp =5, pp2 =5 und pprag = 1,3
Max. Anzahl Crosslinks 1
Crosslink K/K K/K J/K K/D
bzw.J/] bzw. K/E
Massendnderung 96,02 102,06 96,02 -18,01 Da
Anzahl an Proteinen in db 2 2 2 22

Tabelle 4: Suchparameter fiir Crosslinksuche mit MassMatrix Webserver

Die Schwierigkeit fiir die Identifikation von Crosslinks ist, wie bei allen anderen
massenspektrometrischen Ansitzen, die korrekte Verifikation beziehungsweise
die statistische Abschidtzung der Anzahl der falsch positiven Treffer in den Su-
chergebnissen. Insgesamt wurden zwei unterschiedliche Strategien zur Uberprii-
fung potentieller Treffer im Rahmen dieser Arbeit verwendet (siehe auch Kapitel
13.3.1jund 3.3.4).

2.2.6.1 Crosslinker mit Isotopenmarkierung

Bei der Verwendung eines dquimolaren Verhiltnis aus leichtem und schwerem
Crosslinker wurden zur Verifikation aller potentiellen Crosslinks das Isotopen-
muster herangezogen. Je nachdem ob es sich um einen leichten oder einen schwe-
ren Crosslink handeln sollte, wurde manuell tiberpriift, ob es sich bei der frag-
mentierten Precursormasse tatsdchlich um den leichten oder schweren Anteil
im Duplett handelt und das Verhiltnis der korrespondierenden Masse ungefahr
dem Verhiltnis des eingesetzten Crosslinkers entsprach (vergleiche Abbildung
[44). Wichtig ist vor allem die Abgrenzung gegeniiber Peptiden mit einem 1:2:1
Verhiltnis was Peptiden mit 2 Crosslinkern entsprechen wiirde.
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2.2.6.2 Crosslinker ohne Isotopenmarkierung

Die Verifikation von Crosslinks ohne Isotopenmarkierung gestaltet sich deutlich
schwieriger, da eine eindeutige Uberpriifung an Hand des Isotopenmusters nicht
moglich ist. Um eine moglichst geringe Anzahl an falsch positiven Treffern zu
erzielen wurde hier eine mehrstufige Suche durchgefiihrt (Abbildung|[62). In der
ersten Stufe wurden die in der Tabelle ] angegebene Suchparameter verwendet.
Anschlieffend wurde anhand der potentiellen Peptidtreffer die Peptidtoleranz
auf einen Wert angepasst, der 99 % der Treffer enthielt. Mit der neuen Peptidtole-
ranz wurde wiederum in der zweiten Stufe auf eine Datenbank, die sowohl das
korrekte Crosslinkpaar wie auch 21 falsche Sequenzpaare (eine Sequenz riick-
wirts gelesen und 20 Sequenzen mit einer vertauschten Aminosduresequenz)
enthdlt, gesucht (Xu et al,, 2010). Durch den deutlich grofieren Suchraum der
falschen Sequenzen lassen sich als Naherung alle Treffer auf der korrekten Se-
quenz als richtigpositive Treffer (TP) und alle Treffer in den 21 falschen Sequenz-
paaren als falschpositive Treffer (FP) sehen (Huttlin et al., 2007). Nun wurde fiir
jedes Experiment ein Grenzwert fiir den ppy,q-score gewidhlt, dass maximal ein
falschpositiver Treffer je 100 Treffer in der korrekten Sequenz bleibt. Dies ent-
spricht somit einer falschpositiven Trefferrate von <1 %.

Mit den in den zwei Stufen ermittelten Grenzwerten wurde in der dritten Stufe
eine erneute Suche durchgefiihrt. Suchergebnissen mit unterschiedlichen Spezi-

fititen wurden dann kombiniert und gemeinsam dargestellt.

2.3 Proteinchemische Arbeitsmethoden
2.3.1 SDS-PAGE

Zur Auftrennung der quervernetzten sHsp-Komplexe wurden SDS-PAGEs (SDS
Polyacrylamid Gelelektrophorese) mit Auftragspuffer nach Fling and Gregerson
(1986) verwendet. Zur besseren Auftrennung wurde eine diskontinuierliche
SDS-PAGE mit einem vorangeschaltetem 5 %igem Sammelgel und einem an-
schlieflenden 12,5 %igem Trenngel verwendet (Fling and Gregerson, 1986). Die
Polymerisation beider Gele wurde mit 10 %igem APS (100 ul/Gel) und TEMED
(10 pl/Gel) gestartet. Die Auftrennung der Proteine selbst erfolgte bei etwa
30 mA pro Gel (Grofie 10 x 8 x 0,075 cm) fiir ungefahr 45 min in einer vertikalen
SDS-PAGE-Elektrophoreseapparatur (Hoefer/ Amersham, Uppsala, Schweden).
Zur Grofienzuordnung der Proteinbanden wurde jeweils ein Langenstandard

(Kapitel 2.1.1) mit aufgetragen.
Die mit Coomassie gefarbten Gele (Abschnitt [2.3.2) wurden gescannt. Anschlie-
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flend wurden bei Bedarf interessante Bereiche fiir die Massenspektrometrie
ausgeschnitten und bei -80°C gelagert.

Auftragspuffer (5x) 300mM Tris pH 6,8
10 % (w/v) SDS
50 % (w/v) Glycerin
0,05 % Bromphenolblau
5% (v/v) [-Mercaptoethanol

Sammelgel 40 %  Acrylamid 29:1
2xSG (0,4 % SDS, 0,25 M Tris pH 6,8)
Trenngel 40 %  Acrylamid 29:1

4x TG (0,8 % SDS, 1,5 M Tris pH 8,8)
Laufpuffer (10xSDS) 1% (w/v) SDS
0,25M Tris pH 8,8
2M  Glycin

2.3.2 Coomassie-Farbung

Der Nachweis der einzelnen Proteinbanden erfolgte anschlieffend durch
Coomassiefarbung. Dabei wird der blaue Coomassiefarbstoff unspezifisch
an Protein gebunden und das Gel selbst kann durch 10 % Essigsdure wieder
entfarbt werden. Dazu wird das Gel zunéchst in der Fairbanks Farbelosung A
(25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsdaure und 0,05 % (w/v) Coomassie
Blau R250) gefarbt und anschlieffend mit Fairbanks D (10 % (v/v) Essigsdure)
entfarbt (Fairbanks et al) 1971). Um schneller ein Farbeergebnis zu erzielen

wurde das Gel in den jeweiligen Losungen kurz aufgekocht.

2.3.3 Analytische Ultrazentrifugation

Alle analytischen Ultrazentrifugationsldufe wurden in Zusammenarbeit mit
Alexander Bepperling durchgefiihrt und ausgewertet.

2.3.3.1 Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe

Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe wurden in einer ProteomLab XL-I Ultra-
zentrifuge (Beckmann, Krefeld, Deutschland) mit Absorptions beziehungsweise
Interferenz Optik durchgefiihrt. In der Regel wurden 400 pul Probe and 410 pl Puf-
fer in Zellen mit Quarzfenstern, Epon Doppelsektor Mittelstiicken mit einer Pfad-
lange von 12 mm geladen. Die Proben wurden, wenn nichts anderes angegeben,
in einem vier-Loch Beckman-Coulter AN600-Ti Rotor bei 42.000 Upm sedimen-

tiert. Die Sedimentationsfront wurde bei 280 nm beziehungsweise per Interferenz
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beobachtet. Die Daten wurden mit dem kontinuierlichen c(S)-Verteilungs Modus
von sedfit (Schuck) 2000) individuell beziehungsweise global gefittet.

2.3.3.2 Sedimentationsgleichgewichtslaufe

Sedimentationsgleichgewichtsldufe wurden in einer ProteomLab XL-I Ultrazen-
trifuge (Beckmann, Krefeld, Deutschland) mit 3 mm Epon 6-Kanal Mittelstiicke
bei drei unterschiedlichen Geschwindigkeiten (7.000 Upm, 9.000 Upm und
11.000 Upm) und drei unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml
und 0,3 mg/ml) durchgefiihrt. Die Daten wurden mit dem globalen-fit Modul
von Ultrascan (Borries Demeler, San Antonio, University of Texas, Department
of Health Sciences, USA) analysiert und nach dem single species Model global
gefittet.

2.3.3.3 Sedimentationsgeschwindigkeitsliufe mit Fluoreszenzdetektor

Fiir die Analyse der Oligomerisierung von Hsp26pasu in Ahsp26-Hefelysaten
wurde die optische Dichte ODgy bestimmt und die entsprechende Anzahl an
ODs (50 ODs fiir stationdre Phase und 12,5 ODs fiir logarithmische wachsende
Hefen) geerntet, mit PBS gewaschen und in 200 ul PBS resuspendiert. Nach dem
Aufschluss mit Hilfe von Glasbeads in einer Retsch Schwingmiihle MM 400
(Retsch, Haan, Deutschland) fiir viermal 2 min wurden weitere 200 ul PBS und
Proteaseinhibitor FY (Promega, Mannheim, Deutschland) zugegeben. Nach dem
Abzentrifugieren der unloslichen Zellfragmente und Glasbeads (14.000 Upm,
10 min) wurde der 16sliche Uberstand mit 1 mM TCEP (Sigmaaldrich, Schnell-
dorf, Deutschland) fiir 10 min reduziert. Nach Zugabe des Farbstoffs FIAsH-
EDT, (Endkonzentration 0,4 uM, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) wurden
die Proben fiir 60 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und im
Anschluss in einer ProteomLab XL-A Ultrazentrifuge (Beckmann, Krefeld,
Deutschland) mit Fluoreszenzdetektor (AVIV Biomedical, Lakewood, USA) bei
35.000 Upm sedimentiert (vergleiche [2.3.3.1). Die Analyse der Daten wurde mit
Sedfit (Schuck, 2000) durchgefiihrt und die Sedimentationskoeffizienten auf PBS
korrigiert.

2.3.4 GroBenausschlusschromatographie

Grofienausschlusschromatographieldufe wurden jeweils auf einem Shimadzu
HPLC System (Shimadzu, Miinchen, Deutschland) mit temperierbarem Au-
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tosampler, Sdulenofen (Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland) UV- und Fluores-
zenzdetektor durchgefiihrt. Die Proben wurden jeweils in dem angegebenem
Puffer mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf den angegebenen Saulen Diol300
(YMC, Dinslaken, Deutschland), TSK400pw (TosoHaas, Stuttgart, Deutschland),
Superdex 200 10/300GL (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) aufgetrennt.

Der Grofienvergleich von Hsp26 mit in Laufpuffer gelosten HPLC Standardpro-
teinen (Sigmaaldrich, Schnelldorf, Deutschland) wurde auf einer Diol300 Saule
mit einer Flussrate von 0,5 ml/min in 40 mM Hepes pH 7,5 aufgetrennt. Fiir die
Analyse der zeitabhidngigen Oligomerisierungsdnderung wurde mit dem Auto-
sampler ausgehend von einer 10 uM Stammldsung jeweils 12 ul alle 30 min inji-
ziert. Die UV-Chromatogramme bei 280 nm wurden exportiert und die Reten-
tionszeit der Peak-Spitzen manuell bestimmt und gegen die Inkubationszeit bei
der angegebenen Temperatur im Autosampler aufgezeichnet.

Fiir die Analyse der Salzabhédngigkeit von Hsp26ssc wurden 10 uM der reduzier-
ten Mutante fiir 30 min im entsprechenden Puffer (20 mM Hepes +/- 50 mM KCl,
pH 7,4) inkubiert um die Oligomerverteilung zu erzeugen. Im Anschluss wurde
jeweils 10 mM DTT, beziehungsweise 10 mM DTT,.q zugegeben und das Prote-
in tiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Anschlieflend wurde jeweils ein 20 ul Aliquot
auf eine TSK4000pw Séule bei 44 °C dquilibriert in 20 mM Hepes pH 7,4 mit stei-
genden Salzkonzentrationen (0 mM, 50 mM und 150 mM KCl) aufgetrennt.

2.3.5 Statische Lichtstreuung

Grofienbestimmungen mit statischer Lichtstreuung (MALS) wurden mit einem
Shimadzu HPLC System mit Brechungsindexdetektor und Lichtstreuungsdetek-
tor DAWN HELEOS II (Wyatt, Dernbach, Deutschland) durchgefiihrt. Die zwei
unterschiedlichen Hsp26 Oligomerverteilungen wurden auf zwei seriell verwen-
deten Superdex 200 5/150 (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) in 20 mM
Hepes, 50 mM KCl, pH 7,4 aufgetrennt. Die mit BSA (Sigmaaldrich, Schnell-
dorf, Deutschland) normalisierten winkelabhéngigen Lichtstreuungsdaten wur-
den mit dem Programm Astra 5.4.3.14 (Wyatt, Dernbach, Deutschland) in Mole-
kulargewichte umgerechnet.

2.3.6 Temperaturiibergange

Um die thermische Stabilitdt der einzelnen Oligomerverteilungen zu untersu-
chen wurden temperaturabhingige Anderungen in der Sekundéarstruktur bezie-
hungsweise in der Exposition von hydrophoben Fliachen untersucht.
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2.3.6.1 Circulardichroismus

Mittels Circulardichroismus wurden temperaturabhéngige Anderungen bei einer
Wellenldnge von 220 nm untersucht, was hauptsichlich Anderungen im Anteil
der (3-Strange entsprechen sollte. Dazu wurden jeweils 10 uM der Hsp26 Oligo-
merverteilungen im entsprechenden Puffer in einer CD Kiivette mit einer Schicht-
lange von 0,1 cm von 10 °C bis auf 90 °C mit einer Heizrate von 20 °C/h geheizt.
Temperaturiiberginge wurden in Origin normalisiert und die Ubergangstempe-

raturen wurden mittels Bolzmannfit bestimmt.

2.3.6.2 Sypro-Orange

Anderungen in der Exposition von hydrophoben Flichen wurden mittels tem-
peraturabhidngiger Bindung des Sypro-Orange Farbstoffs (Molecular Probes,
Leiden, Niederlande) an unterschiedliche Hsp26 Oligomerverteilungen gemes-
sen. Dafiir wurden 2 pM Hsp26 ausgehend von einer 10 pM Stammlosung
in eine 150 pl Fluoreszenzkiivette in den entsprechenden Puffer mit Sypro-
Orange (1:1000 Verdiinnung der DMSO Stammldsung) verdiinnt. Die Anderung
des Fluoreszenzsignals (490 nm / 575 nm) wurde in einem FP-6500 Fluores-
zenzspektrometer mit einem Peltierelement ADP-303 (Jasco, Grofi-Umstadt,
Deutschland) in einem Temperaturbereich von 8 °C bis 80 °C aufgenommen (Re-
sponse 4 sek, Sensitivitdt mittel, Abstanddatenpunkte 0,2 °C, Heizrate 30 °C/h).
Um die Bildung von Kondenswasser zu vermeiden wurde die Kiivette mit einem

konstanten Stickstoffstrom bedampft.

2.3.7 Elektronenmikroskopie und GroBenabschatzung

Negativ kontrastierte Transmissionselektronenmikroskopie Aufnahmen wurden
in der Arbeitsgruppe Elektronenmikroskopie an der Technischen Universitit

Miinchen nach etabliertem Routineprotokoll durchgefiihrt.

Hsp26 wt beziehungsweise Mutanten wurden ausgehend von jeweils 10 uM
Stammlosungen an kohlebeschichtete Kupfernetzchen adsorbiert und anschlie-
flend mit 2 % Uranylacetat beziehungsweise Ammoniummolybdat kontrastiert.
Getrocknete Proben wurden an einem JEOL JEM 100CX TEM, das mit einer
Wolfram-Kathode ausgestattet ist, bei 100 kV und 50000facher Vergroflerung auf
Kodak SO-163 Negativ-Filme aufgenommen. Einzelne Partikel wurden von den
an einem Flextight X5 Scanner (Hasselblad, Schweden) digitalisierten Negativen
mit dem Programm Boxer des EMAN Softwarepakets semiautomatisch ausge-
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schnitten. Die Verteilung der Partikelgrofien wurde mit Image] anhand der mit
dem Programm IMAGIC erstellten Mittelungsbilder ausgemessen.

2.4 Praparative Methoden
2.4.1 Expression Hsp26 wt und Mutanten

Expressionskulturen in LBy (in der Regel 2 1) wurden ausgehend von einer 50 ml
Ubernacht Vorkultur in E. coli HB101 (fiir pQE60 Vektoren) beziehungsweise
E. coli BL21 DE3 (fiir pET28 Vektor) angeimpft und bei 37 °C mit dem entspre-
chenden Antibiotika bis zu einer optischen Dichte von ODgy ~ 0,6 inkubiert.
Nach Induktion mit 1 mM IPTG wurde Hsp26 beziehungsweise die korrespon-
dierenden Mutanten {iber Nacht bei 37 °C exprimiert. Geerntete E. coli Zellen

wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.4.2 Zellaufschluss

In Puffer A (20 mM Hepes, 5 mM EDTA, 50 mM KCl, pH 7,5) resuspendierte
Zellen wurden in Gegenwart eines Protease Inhibitor Mix G (Promega, Madi-
son, USA) in einer Zellaufschlussmaschine BasicZ (Constant Systems, Daventry,
England) bei 1,8 kBar aufgeschlossen. Anschlieffend wurden Zellfragmente und
unlosliche Bestandteile bei 18000 Upm bei 4 °C fiir 45 min abgetrennt.

2.4.3 Reinigung Hsp26 und Volllangen-Mutanten

Hsp26 beziehungsweise Volllingen-Mutanten wurden {iber drei Sdulen (Q-
Sepharose, Superdex 200, Resource Q) nach einem modifiziertem Protokoll
(Franzmann et al., 2005) gereinigt. Das gekldrte Zelllysat wurde in Puffer A
(20 mM Hepes, 5 mM EDTA, 50 mM KCI, pH 7,5) auf einen Anionentauscher
(Q-Sepharose, ~ 50 ml Sdulenvolumen) geladen, mit ungefdhr 10 Saulenvolu-
men Puffer A gewaschen und anschlieffend mit einem Salzgradienten auf 50 %
Puffer B (20 mM Hepes, 5 mM EDTA, 1 M KCl pH 7,5) in 300 ml eluiert. Hsp26
enthaltende Fraktionen wurden aufkonzentriert (Amicon, 10 kDa, Millipore)
und auf eine in Puffer A dquilibrierte Gelfiltrationssdule (Superdex 200, 26/60,
GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) geladen. Fraktionen mit Hsp26 wurden
auf eine ebenfalls in Puffer A &dquilibrierte Resource Q (6 ml, GE Healthcare,
Miinchen, Deutschland) geladen und wiederum mit einem Salzgradienten bis
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50 % Puffer B eluiert. Fraktionen mit gereinigtem Protein wurden aufkonzen-
triert und gegen Lagerpuffer (40 mM Hepes, 50 mM KCl, pH 7,5) iiber Nacht bei
4 °C dialysiert. Die Reinigung von Cysteinmutanten wurde in Gegenwart von
DTT durchgefiihrt und zum Abschluss gegen 40 mM Natriumphosphat-Puffer,
50 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH 7,4 dialysiert.

2.4.4 Reinigung Hsp263¢.195

Die verkiirzte Hsp26 Mutante wurde entsprechend publizierter Protokolle (Chen
et al., 2010a) gereinigt.

2.4.5 Herstellung unterschiedlicher Oligomere

Fiir die Herstellung einheitlicher Oligomere von Hsp26 wurde ausgehend von
der Stammlosung (329 uM) Hsp26 in die entsprechenden Zielpuffer verdiinnt.
Um ein schnelleres Einstellen des Gleichgewichts zu ermdglichen wurden die
Proben fiir 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieffend, um mogliche thermische

Verdanderungen auszuschliefien, {iber Nacht bei 4 °C gelagert.

Um zwei unterschiedliche Hsp26 Préperationen im identischen Puffer fiir den
UZ-Lauf zu erhalten wurden die zwei Praparationen mit kleinen Oligomeren auf
10 uM Hsp26 in 20 mM Hepes verdiinnt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert wo-
bei anschlieffend in eine der Proben ausgehend von einer 1 M KClI Losung ei-
ne Endkonzentration von 50 mM KCl zugegeben wurde und die Proben bis zur
weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert wurden. Fiir die grofien Oligomere wurde
Hsp26 im Lagerpuffer fiir 30 min bei 37 °C &dquilibriert, auf Eis abgekiihlt und an-
schlieflend in 20 mM Hepes beziehungsweise 20 mM Hepes, 50 mM KCl, pH 7,4

verdiinnt und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

2.5 Molekularbiologische Arbeitsmethoden
2.5.1 Klonierung von Hsp26 Mutanten

Hsp26 Mutationen wurden je nach Lage der Mutation in den DNA Fragmenten
in ein oder zwei Stufen amplifiziert. Zu diesem Zweck wurde in einem ersten
Schritt ausgehend von dem pQE60-Hsp26 Plasmid Hsp26 in einem beziehungs-
weise zwei Fragmenten (vor und hinter der Mutation) mit den in Kapitel
angegebenen Primern und Taq Polymerase (Promega, Mannheim, Deutschland)
amplifiziert (in der Regel 30 Zyklen: 45 sek 95 °C, 45 sek 55 °C, 60 sek 72 °C).
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Falls notwendig wurden in einer zweiten Stufe die beiden PCR-Produkte ge-
mischt und mit den wt Primern (Kapitel zu einem Vollldngen-Konstrukt
vervollstandigt. Gereinigte PCR Produkte und Vektoren wurden mit den entspre-
chenden Restriktionsenzymen (fiir pQE60: Ncol und HindIII und fiir p425GPD
mit Spel und HindllI jeweils von Promega, Mannheim, Deutschland) geschnit-
ten. Die anschliefSlende Ligation erfolgte nach Angaben des Herstellers (Promega,
Mannheim, Deutschland) und anschliefSend wurden E. coli Mach 1 mit den Liga-

tionsansitzen transformiert.

2.5.2 Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis von DNA und Ermittlung der Fragmentgrofien erfolgte mittels
1 %iger Agarosegele in TAE Puffer (50x TAE: 2 M Tris/ Acetat, 50 mM EDTA pH
8,0) fiir 20 min bei 120 V. Um die Grofie der mit Auftragspuffer (10x Auftrags-
puffer: 50 % (v/v) Glycerin, 10 mM EDTA pH 8,0, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau,
0,2 % (w/v) Xylencyanol) versehenen DNA Fragmente abschédtzen zu konnen
wurde jeweils 5 pul 1kB Leiter (peQLab, Erlangen, Deutschland) auf die mit Ethi-
diumbromid (Roth, Karlsruhe, Deutschland) beziehungsweise StainG (Promega,
Mannheim, Deutschland) versetzten Gele aufgetragen.

2.5.3 Reinigung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten

Die Reinigung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up Systems (Promega, Mannheim, Deutschland) nach Herstelleran-
gaben. Die mit Nuklease-freiem Wasser eluierte DNA wurde anschliefSend bei
-20 °C gelagert.

2.5.4 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Um Plasmid-DNA aus 3 ml Ubernacht-Kulturen zu reinigen wurde das Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification Kit (Promega, Mannheim, Deutschland)
nach Herstellerangaben verwendet. Die mit Nuklease-freiem Wasser eluierte

DNA wurde bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.5.5 Sequenzierung von DNA

Isolierte Plasmide mit einer Konzentration von 30 bis 100 ng/ ul wurden zu GATC
Biotech AG (Konstanz, Deutschland) zum Sequenzieren geschickt.
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2.5.6 Chemisch kompetente E. coli

Mit 200 bis 400 ul kompetenten E. coli Zellen wurde eine 100 ml Kultur an-
geimpft. Diese wurde bei 37 °C bis zu einer ODgyy von 0,5 - 1 bebriitet. Bei
Erreichen der gewiinschten optischen Dichte wurden die Zellen mit 2 ml einer
1 M MgCly-Losung fiir weitere 10 min versetzt und anschlieflend pelletiert
(5.000 Upm, 5 min, 4 °C). Nach dem Resuspendieren in 20 ml der Losung A (40
mM Natriumacetat, 100 mM CaCly, 70 mM MnCl,) wurden die Zellen fiir 60
min auf Eis gelagert und nochmals abgeerntet (3.000 Upm, 5 min, 4 °C). Dieses
Pellet wurde in 4 ml der Losung A-Glycerin (69 ml Losung A und 331 ml 87 %
(v/v) Glycerin) aufgenommen und aus der Zellsuspension wurden 200 ul Ali-
quots erstellt, welche mit fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert wurden.

2.5.7 Chemische Transformation von E. coli

Fiir die Transformation wurden 200 ul kompetente E. coli Zellen mit dem jeweili-
gen Plasmid versetzt, gemischt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hit-
zeschritt bei 42 °C fiir eine Minute wurden die Zellen wieder auf Eis abgekiihlt,
mit 1 ml LBy versetzt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefsend wurde die
Kultur bei 5.000 Upm fiir eine Minute abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die pelletierten Zellen resuspendiert und auf Selektionsplatten ausplattiert.
Anschliefiend wurden die Platten bei 37 °C iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

2.5.8 Chemische Transformation von S. cerevisiae

Fiir die chemische Transformation von S. cerevisizee wurden 1 ml Ubernacht-
Kultur geerntet und der Uberstand verworfen. In dem verbleibenden Volu-
men wurden die Zellen dann resuspendiert und sowohl mit 2 pl Trager-DNA
(9,5 ng/ul Lachssperma, Sigmaaldrich, Schnelldorf, Deutschland) wie auch mit
1 pl Plasmid versetzt. Nach Zugabe von 500 ul plate-Mix (10 mM Tris, 2 mM
EDTA, 100 mM LiAc, 35 % (w/v) PEG 4000, 5 % (w/v) Ethylenglycol) wurde
die Probe gevortext und 20 - 40 ul 1 M DTT zugegeben. Die gemischte Probe
wurde dann fiir 6 - 24 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Hitzeschritt
(10 min bei 42 °C) wurden die Zellen geerntet, ausplattiert und fiir mehrere Tage
bei 30 °C inkubiert bis Kolonien sichtbar waren.
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2.6 Bioinformatische Methoden

Alle bioinformatischen Analysen wurden in Kooperation mit Prof. Thomas Rattei
(Uni Wien) durchgefiihrt.

2.6.1 Isolation der Sequenzen

Alle Sequenzen die mindestens eine annotierte Instanz der x-Kristallin-Doméne
entsprechend dem Domé&nenmodell PF00011 der PFAM Datenbank (Finn et al.,
2008) enthielten wurden aus der Similarity Matrix of Proteins (SIMAP) Datenbank
extrahiert. Um eine Verfdlschung der Untersuchung zu verhindern wurden al-
le Sequenzen die als “fragment” annotiert waren ausgefiltert. Die verbleibenden
Sequenzen wurden zur detaillierten Untersuchung von taxonspezifischen Unter-
schieden entsprechend der taxonomischen Annotation in der SIMAP Datenbank
in 6 Gruppen untergliedert: Archaeen, Bakterien, Pilze, Pflanzen, Metazoen und
“verbleibende Eukaryoten”.

Um Untersuchungen auf Genomebene durchfiihren zu kénnen wurde der Da-
tensatz auf sHsps aus fertiggestellten Genomprojekten, die in der PEDANT Da-
tenbank (Walter et al., 2009) vorhanden waren, reduziert. Gab es zu einer Spezies
mehr als ein fertiggestelltes Genom wurde der Durchschnitt an sHsps pro Genom

berechnet und der Stamm verwendet der diesem Durchschnitt am nédchsten lag.

Informationen tiber die Pathogenitdt von Bakterien wurde aus der ,microbial ge-
nome information database” des NCBI (Sayers et al., 2009) tibernommen.

2.6.2 Langenverteilung und Aminosaurehaufigkeit

Die Lage und Sequenz der x-Kristallin-Doméane und der flankierenden Berei-
che von allen potentiellen sHsps wurde aus der SIMAP Datenbank iibernom-
men und mit selbstgeschriebenen python Skripten analysiert. Die Aminosdure-
haufigkeit wurde in dem entsprechenden Teil des sHsps (N-terminale Bereiche,
a-Kristallin-Doméne, C-terminale Bereiche) basierend auf der relativen Haufig-
keit im Vergleich zu allen Proteinen des entsprechenden Organismus berechnet.
Die Signifikanz wurde mit einem zweiseitigem Test nach Fisher mit dem Softwa-
repaket R berechnet.
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2.6.3 Phylogenetische Analyse

Die Alignments der drei Teilbereiche (N-terminale Bereiche, «-Kristallin-
Domine, C-terminale Bereiche) wurden mit MUSCLE 3.7 (Edgar, 2004) mit
Standardparametern berechnet. Die Matrix der evolutiondren Distanzen zwi-
schen den alignierten Sequenzen wurde mit dem Programm protdis aus dem
PHYLIP Paket (Felsenstein, |2005) ebenfalls mit Standardparametern berechnet,
wobei lediglich Sequenzen mit einer minimalen Langen von zehn Aminosduren
bei den terminalen Bereichen berticksichtigt wurden. Die Signifikanz der unter-
schiedlichen evolutiondren Distanzen wurden mit einem Kolmogorov-Smirnov

Test aus dem R Softwarepaket berechnet.

Die Gruppierung der flankierenden Sequenzen in unterschiedliche homologe
Klassen wurde mit einer selbstgeschriebenen Implementierung einer connected
component clustering Methode mit unterschiedlichen evolutiondren Distanzen
durchgefiihrt.

Phylogenetische Baume der ausgewdhlten «-Kristallin-Doménen wurden mit
dem Programm neighbor aus dem PHYLIP Programmpaket mit Standardpara-
metern und RAxXxML Version 7.0.4 (Stamatakis, 2006) mit der rapid hill-climbing
Methode (-f d) und 100 bootstrap Wiederholungen durchgefiihrt.

Die resultierenden Baume wurden mittels iTOL Webserver (Letunic and Bork|

2007) visualisiert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Bioinformatische Analyse von sHsps |

In der Vergangenheit wurden potentielle sHsps lediglich auf Grund der Homolo-
gie zu o-Kristallin als Mitglied der Proteinsuperfamilie annotiert (Caspers et al.,
1995). Da die Grofien der Genomdatenbanken in den letzten Jahren sehr stark
zugenommen haben, sollten in Zusammenarbeit mit Prof. Thomas Rattei (Uni
Wien) und mit Hilfe eines Domdnenmodells der «-Kristallin-Domaéne alle poten-
tiellen sHsps in der ,Similarity Matrix of Proteins” (SIMAP), einer grofifen Samm-
lung an Sequenzdatenbanken mit nichtredundanten Sequenzen, gesucht und an-

schliefSend nidher charakterisiert werden.

3.1.1 PFAM Modell PF00011

Zur Extraktion aller potentiellen sHsps aus der SIMAP Datenbank (Rattei et al.,
2008) wurde das in 6ffentlichen Datenbanken verfiigbare PFAM Modell PF00011
(Version 23.0) gewdhlt. Dieses Hidden-Markov-Modell wurde ausgehend von ei-
nem Startalignment aus 37 bekannten, zu x-Kristallin homologen Proteinen aus
allen Bereichen des Lebens erstellt (vergleiche Abbildung[9). Auf Grund der sehr
starken Konservierung und der funktionellen Bedeutung des IXI/V-Motives fiir
die Chaperonaktivitdt der meisten bisher nidher charakterisierten sHsps wurde
fiir die bioinformatischen Analysen ein Modell gewéhlt, welches dieses Motiv
beinhaltet. Moglicherweise fallen dadurch einige Sequenzen, die dieses Motiv
nicht enthalten aus der Datenanalyse heraus, was jedoch lediglich einen gerin-
gen Prozentsatz betreffen sollte (Poulain et al., 2010). Die Suche nach potentiellen
sHsp-Sequenzen in der SIMAP Datenbank resultierte in insgesamt 8714 poten-
tiellen, nicht als ,Fragment” beziehungsweise , unvollstandig” annotierten Se-
quenzen aus allen Bereichen des Lebens. Im Vergleich zu fritheren Studien mit
einigen wenigen sHsps (Kappé et al, [2002; de Jong et al., 1993} |Waters et al.,
2008) beziehungsweise zeitgleich publizierten Untersuchungen (Poulain et al.,
2010) mit 4478 Sequenzen stellt dies eine deutlich grofiere Datenbasis da.

IDieser Teil der Arbeit wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit publiziert (Kriehuber et al.,[2010)
und wird mit Genehmigung der Federation of American Societies for Experimental Biology
wiedergegeben.
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Abbildung 9: Das Startalignment, welches fiir das Training des PFAM Modell PF00011 verwen-
det wurde. Das clustal Farbschema hebt konservierte Positionen mit dhnlichen Ei-
genschaften farblich hervor (alle G (orange) und P (hell griin) sind farbig hervor-
gehoben; alle anderen Aminosduren sind abhdngig von deren Haufigkeit farblich
markiert: hydrophob (blau), basisch (rot), sauer (lila), hydrophil (griin), nicht kon-
serviert (weifd)). Die Position der moglichen Inserts in Pilzen ist markiert.

3.1.2 Analyse der Primarsequenz

In einem ersten Schritt wurden die Eigenschaften der potentiellen sHsps, die sich
direkt aus den Sequenzen ableiten lassen, ndher untersucht. Um differenzierte
Aussagen treffen zu konnen, wurden die Sequenzen zum einen entsprechend der
vorhergesagten Doméadnengrenzen in N-terminale Bereiche, x-Kristallin-Doméne
und C-terminale Erweiterung untergliedert. Zum anderen wurden die Sequenz-
daten, um mogliche taxonspezifische Unterschiede detektieren zu konnen, in
sechs taxonomische Gruppen aufgeteilt: Bakterien, Archaeen, Pilze, Metazoen,
Pflanzen und ,,andere Eukaryoten”. Wie in Tabelle 5|gezeigt, entfallen annihernd
die Halfte aller potentieller sHsp Sequenzen auf Bakterien (45 %) gefolgt von
Metazoen (22 %) und Pflanzen (19 %). Diese Verteilung spiegelt, neben der An-
zahl an sHsps je Genom auch die sequenzierten (und daher in den Datenbanken
zu findenden) Organismen wieder.

Eigenschaft Gesamt Bakterien Archaeen Pilze Metazoen Pflanzen Rest
Proteine 8714 4004 352 469 1935 1658 296
Lange 1609 (74.8) 145.8 (42.9) 150.1 (50.7) 217.0(200.0) 166.8 (53.5) 168.8(70.7) 205.3 (126.9)

Lange a Krist. 940 (187) 954(157) 89.3(19.6)  99.7(29.6)  90.8(17.8)  935(20.5)  92.8(22.8)
Lange N-term. 559 (56.5)  44.6(312) 559 (49.6)  93.1(1548) 609 (326)  60.0(52.0)  93.0(111.0)
Lange C-term. 102 (425)  57(194)  50(155)  203(1263)  132(280) 148 (47.3)  16.0(65.4)

Tabelle 5: Ubersicht der Sequenzeigenschaften mit dem PFAM Modell PF00011 identifizierter
sHsps. Langenangaben in Anzahl an Aminosduren. Alle Angaben in Mittelwert + Stan-
dardabweichung.
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3.1 Bioinformatische Analyse von sHsps

Untersucht man nun die gesamte Langenverteilung der extrahierten sHsps, so
besitzen sie eine relativ breite Verteilung mit einem Mittelwert von 161 Amino-
sdauren. Der grofite Anteil entféllt dabei auf die konservierte x-Kristallin-Doméne
(inklusive IXI/IXV-Motiv) mit durchschnittlich 94 Aminosduren Linge. Der N-
terminal flankierenden Bereich ist mit durchschnittlich 56 Aminosduren unge-
fahr fiinf mal so lange wie der an das IXI/IXV-Motiv anschliefende C-terminale
Bereich (vergleiche Abbildung[10und Tabelle5). Diese Durchschnittswerte stim-
men sehr gut mit fritheren Abschdtzungen tiiberein (de Jong et al., 1998; Kappé
et al.|, 2002; Waters et al., 1996).
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Abbildung 10: Statistische Auswertung der in einzelnen sHsp Bereichen stark variierenden Lan-
genverteilung.

Die Untersuchung der Langenverteilung der «-Kristallin-Doméne untergliedert
in die oben beschriebenen sechs taxonomischen Gruppen zeigte, dass fiir bakteri-
elle sHsps die Langenverteilung mit der geringsten Standardabweichung erhal-
ten wurde (siehe Tabelle [flund Abbildung|T1).
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Abbildung 11: Die Langenverteilung der «-Kristallin-Doméne variiert innerhalb der sechs taxo-
nomischen Gruppen unterschiedlich stark.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Mit einer durchschnittlichen Lange von 100 Aminosduren ist die x-Kristallin-
Doméne hingegen in Pilzen am ldngsten. Die Verschiebung der mittleren Se-
quenzldnge hin zu grofieren Werten wurde hier zum Teil durch Insertionen zwi-
schen den Positionen 40 und 50 des Startalignments (siehe Abbildung9) begiins-
tigt (Plesofsky-Vig et al., [1992). Bei der Langenverteilung der flankierenden Be-
reiche erhilt man wiederum fiir Bakterien die Verteilung mit der geringsten Stan-

dardabweichung.

Klassifiziert man nun die Bereiche aufierhalb der x-Kristallin-Doméane in ,nor-
mal” und ,,ungewohnlich lang”, wobei ,ungewo6hnlich lang” ab einer Lange von
mehr als 100 Aminosdure fiir die N-terminalen Bereiche beziehungsweise mehr
als 50 Aminoséduren fiir die C-terminalen Sequenzen (= Durchschnitt + Standard-
abweichung) gewdhlt wurde, so fiel auf, dass in Pilzen, Pflanzen und in der Grup-
pe ,,andere Eukaryoten” 21 bis 28 % der Sequenzen ungewohnlich lang sind (sie-
he Abbildung [12). Die tatsichliche biologische Relevanz der langen Sequenzen
auflerhalb der x-Kristallin-Doméne ist bis jetzt jedoch unklar. Eine mogliche Er-
klarung wurde von Narberhaus| (2002) vorgeschlagen. Er postulierte, dass eine
funktionale Differenzierung bei steigender Anzahl von sHsps je Genom in hohe-
ren Organismen stattfindet (siehe auch Abbildung [14). Ein Beispiel fiir eine sol-
che funktionelle Weiterentwicklung konnten zum Beispiel Vertreter der Hsp12
Gruppe aus C. elegans sein, welche fast ausschlieilich aus der konservierten -
Kristallin-Doméne bestehen und keine Oligomere bilden (Leroux et al., [1997a;
Kokke et al.,1998). Da sie auch keine Chaperonaktivitdt aufweisen, ist die biolo-
gische Funktion allerdings noch unbekannt (Leroux et al., 1997bla; Kokke et al.,
1998).

Bakterien Archaeen Pilze
4000
_, 35001 _ 3009 - zgg
‘@ 3000 T 2504 © ]
X X 4 250
22500 2 2004 2
5 2000] = 5 2004
© ® 150 T
T 1500 T T 1504
1000 1001 1001
5004 504 504
0 ‘ ; : ‘ 0- 0 ' ' — =
keine  N-term. C-term. beide keine  N-term. C-term. beide keine N-term. C-term. beide
andere Eukaryoten Metazoen Pflanzen
1800 1400
200+ 1600 1200+
- — 14004 += 1000
° 150+ © 1200] I 800
= O 10001 =) ]
5 100 5 800 5 600
(0 Hol (0
T T 6004 T 4001
50 4001
2001 200+ ’—‘
0- 0 ' : ; : 0 ' ' ' ‘
keine N-term. C-term. beide keine N-term. C-term. beide keine N-term. C-term. beide

Abbildung 12: Die Anzahl an ,,ungewd&hnlich langen” terminalen Sequenzen variiert innerhalb
der sechs taxonomischen Gruppen.
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3.1 Bioinformatische Analyse von sHsps

Um Auffilligkeiten bei den Aminosdurehdufigkeiten festzustellen, wurde der
Datensatz auf jeweils ein reprédsentatives Genom je Spezies reduziert, so dass ei-
ne Verfilschung der Ergebnisse durch eine unterschiedliche Anzahl an Genomen
verhindert wird. So wurde bei der Analyse zum Beispiel lediglich ein Proteom
der 23 komplett sequenzierten, in der ,pedant-Datenbank” verfiigbaren E. coli
Stamme verwendet. Diese Einschrankung auf insgesamt 1762 Sequenzen aus
vollstindigen Genomprojekten ermoglichte zugleich eine Normalisierung der
Aminosdurehdufigkeit auf die entsprechende Hintergrundwahrscheinlichkeit im
jeweiligen Proteom, wie auch eine detaillierte Analyse der sHsp Haufigkeiten
(siehe Kapitel B.1.3). So wird durch diese Normalisierung auf die unterschiedli-
chen Stoffwechsel der einzelnen Organismen Riicksicht genommen 2007).
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Abbildung 13: Die Verteilung von hydrophoben und polaren Aminoséduren variiert zwischen den
einzelnen sHsp Bereichen. Signifikante Abweichungen (p < 0.001) der relative
Aminosdurehdufigkeit (im Vergleich zum gesamten Genom) sind mit + (rot) be-
ziehungsweise - (griin) gekennzeichnet. Abweichungen > 25 % beziehungsweise
50 % sind mit ++/- - beziehungsweise +++/- - - gekennzeichnet.

Wie die Abbildung (13| zeigt, werden in sHsps im Vergleich zu anderen Prote-
inen signifikant (p < 0,001) weniger Cysteine kodiert. Aufierdem sind in der
a-Kristallin-Doméne und in den C-terminalen Sequenzen aromatische und pola-
re Aminosduren unterreprasentiert. Im Gegensatz dazu sind in den N-terminalen
Bereichen Phenylalanine und Tryptophane {iberrepriasentiert. Interessanterwei-
se werden innerhalb der o-Kristallin-Doméne positiv oder negativ geladene
Aminosduren hdufiger als im Durchschnitt verwendet, wohingegen ungeladene
polare Aminosduren unterreprasentiert sind. Da die Deletion der N-terminalen
Bereichen zu einem Verlust der Chaperonaktivitit fiihrt, wurde die Uberrepra-
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3 Ergebnisse und Diskussion

sentation von unpolaren/hydrophoben Aminosduren (insbesondere Phenyl-
alanine) in N-terminalen Sequenzen mit der Substratbindung in Verbindung
gebracht (Haslbeck et al., 2004bj Lindner et al., 2000). Das gehdufte Auftreten
von Prolinen auflerhalb der «-Kristallin-Domédne kann mit den im Allgemei-
nen reduzierten Sekundérstrukturelementen, beziehungsweise unstrukturierten
Bereichen, auflerhalb der o-Kristallin-Doméne in Verbindung gebracht werden
(van Montfort et al., 2001; Kim et al 1998 Kappé et al| 2002; Haslbeck et al.,
2004a). Insgesamt miissen alle diese Auffilligkeiten bei der Aminosdurehaufig-
keit iiber einen entsprechenden evolutiondren Druck entstanden sein. So spielt
die reduzierte Anzahl an Cysteinen moglicherweise in dem Kontext der hohen
Plastizitdt der sHsps eine wichtige Rolle und verhindert unter oxidierenden
Bedingungen eine Verbriickung von Untereinheiten und die daraus folgende
eingeschrankte Dynamik (Franzmann et al., 2005; Bova et al., 2002, 1997).

3.1.3 Anzahl sHsps je Genom

Um die Expansion der Anzahl an sHsps in den Genomen nédher zu untersuchen,
wurden die mit dem PFAM Modell identifizierten sHsps in je einem représenta-
tiven vollstindigen Genom gezahlt. Wie in Abbildung (14| gezeigt besitzen {iber
90 % der untersuchten Bakterien weniger als fiinf sHsps je Genom. In Pilzen hin-
gegen ist der Durchschnitt an sHsps, im Vergleich zu Bakterien und Archaeen,

von zwei auf drei sHsps gestiegen.

In den vier fertiggestellten Pflanzengenomen (Oryza sativa, Arabidopsis thaliana,
Vitis vinifera und Arabidopsis thaliana) hat die Anzahl an sHsps noch weiter zuge-
nommen. So konnten in den entsprechenden Genomen 21, 22, 45 und 50 potenti-
elle sHsps identifiziert werden. Der Grund fiir diese starke Expansion ist bis jetzt
nicht geklart. Moglicherweise gab es einen evolutionédren Druck fiir die Entwick-
lung der hohen Anzahl an paralogen beziehungsweise Organellen-spezifischen
sHsps. Insgesamt lassen sich die entsprechenden sHsps in mehrere Klassen un-
tergliedern, was auf eine schrittweise Expansion hindeutet (Waters et al., 2008,
1996).

Im Allgemeinen konnte auflerdem gezeigt werden, dass, wie fiir viele andere
Proteinfamilien auch, die Anzahl der sHsps mit der Genomgrofie korreliert (Ar-
chaeen: r = 0,64; Bakterien: r = 0,52 und Eukaryoten: r = 0,49). Dementsprechend
besitzen die meisten kleinen Genome (siehe Abbildung(15|fiir Bakterien) lediglich
eine geringe Anzahl an sHsps. Eine Ausnahme dieses Trends ist Rickettsia felis.
Der urspriingliche Katzenparasit, welcher aber auch schwerwiegende Krankhei-

ten im Menschen hervorrufen kann, kodiert in seinen 1512 Genen fiir insgesamt
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Abbildung 14: Statistische Auswertung der Anzahl an shsps in komplett sequenzierten Geno-
men fiir 6 taxonomische Gruppen: Bakterien (rosa), Archaeen (blau), Pilze (gelb),
andere Eukaryoten (grau), Metazoen (tiirkis) und Pflanzen (griin). Die Anzahl der
sHsps in Bakterien ist weiter untergliedert nach pathogen (rosa, stark schattiert),
nicht pathogen (rosa) und unbekannt (rosa, leicht schattiert).

sechs sHsps (Perlman et al., 2006).

Untersucht man die Anzahl an potentiellen sHsps in Bakterien niher, so fallen
zwei weitere grundsétzliche Tendenzen auf: Zum einen ist die Anzahl an sHsps
in pathogenen Bakterien im Allgemeinen geringer als in nicht-pathogenen Ver-
tretern (siehe Abbildung 14 rosa, stark schattiert im Vergleich zu rosa), zum an-
deren scheint die Anzahl der sHsps weitestgehend gattungsspezifisch zu sein. So
weisen zum Beispiel die Mycoplasmen (mit insgesamt zwolf pathogenen Arten)
keine sHsps auf. Im Gegensatz dazu findet man in Burgholderien (mit ebenfalls elf
pathogenen Arten) beziehungsweise in Bradyrhizobien (mit drei Arten, die endo-
symbiontisch leben) fiinf beziehungsweise acht sHsps.

Eine dhnliche Tendenz ist auch fiir die Gruppe der ,anderen Eukaryoten” zu
beobachten. In dieser Gruppierung fehlen lediglich in pathogenen Organismen
sHsps im Genom.

3.1.4 Evolutionare Entwicklung der sHsps

Als erstes wurde die Konservierung der drei Teilbereiche ndher untersucht. Ent-
sprechend der PFAM Klassifizierung wurden in fast allen Sequenzen keine weite-
ren, nicht sHsp verwandten, Domédnen gefunden. Lediglich in 0,6 % der Sequen-

zen aus den fertiggestellten Genomprojekten wurden weitere Doménen vorher-
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Abbildung 15: Die Anzahl der sHsps in Bakterien korreliert mit der Proteomgrofie (r = 0.52;
P < 0.00005; Kendall-Test). Fiir 532 komplett sequenzierte bakterielle Genome ist
die Anzahl der sHsps gegen die Anzahl der kodierten Proteine aufgetragen.

gesagt, die jedoch typischerweise nicht iiber EST-Daten verifiziert werden konn-

ten und daher vermutlich Artefakte der Genomannotationen darstellten.

Diese Beobachtung hebt den evolutiondren Hintergrund relativ stark von ande-
ren Proteinfamilien mit mehreren Doménen ab. Typischerweise differenzieren
diese durch die Rekrutierung zusétzlicher, zum Beispiel regulatorischer Doma-
nen, wie es zum Beispiel bei der Entwicklungsgeschichte von Kinasen und Phos-
phatasen geschehen ist (Vogel et al, 2004; Kannan et al., 2007; Moorhead et al.,
2009).

Um die Divergenz der drei sHsp Teilbereiche ndher zu untersuchen, wurde aus-
gehend von einem multiplen Sequenzalignment die durchschnittliche paarweise
evolutiondre Distanz berechnet und nach sechs taxonomischen Gruppen aufge-
schliisselt (Abbildung [16). Die evolutionédren Distanz ist dabei ein Maf fiir die
Anzahl an Mutationen innerhalb einer Sequenz. Hierbei bedeutet eine evolu-
tiondre Distanz von ,1” insgesamt 100 Mutationen in 100 Aminosduren (PAM
100) was auf Grund moglicher Mehrfachmutationen eine Sequenzidentitit von
50-60 % bedeutet (Dayhoff et al., 1978).

Insgesamt ergab die Analyse, dass die beiden Bereiche aufSerhalb der «-Kristallin-
Domane signifikant schwicher konserviert sind als die x-Kristallin-Domaéne (p <
10~'°). AuBerdem divergierten die beiden terminalen Sequenzen mit einer signi-
fikant unterschiedlichen Geschwindigkeit (p < 107'?). Fiir Pilze und Archaeen ist
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Abbildung 16: Histogramm der evolutiondren Distanzen fiir die sechs taxonomischen Gruppen
(Farbcode wie in Abbildung[14 Bakterien (rosa), Archaeen (blau), Pilze (gelb), an-
dere Eukaryoten (grau), Metazoen (tiirkis) und Pflanzen (griin)).
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die Konservierung in den C-terminalen Bereichen hoher, wohingegen fiir alle an-
deren taxonomischen Gruppen die N-terminalen Sequenzen starker konserviert
sind. Die unterschiedlich starke Konservierung der einzelnen Teilbereiche weist
auf einen unterschiedlich starken evolutionidren Druck hin und deutet an, dass

sich sHsps tiber die flankierenden Bereiche differenziert haben.

3.1.5 Phylogenetische Entwicklung der «-Kristallin-Doméne

Nachdem oben gezeigt wurde, dass die x-Kristallin-Doméne die stdrkste Kon-
servierung und somit den grofiten evolutiondren Druck aufweist, sollte sie ge-
eignet sein, um die Entwicklungsgeschichte der sHsps zu rekonstruieren. Daher
wurde auf Basis der annotierten «-Kristallin-Doménen aus den 1762 reprasenta-
tiven sHsp Sequenzen ein grofier neighbor-joining-Baum berechnet. Um eine Dar-
stellung des gesamten Baums iiberhaupt zu ermoglichen, wurde dieser auf eine
schematische Darstellung mit unterschiedlichen Farbcodes (Abbildung
und21) reduziert. Die Einfarbung des phylogenetischen Baums entsprechend der
zugrundeliegenden taxonomischen Gruppen (Abbildung zeigt, dass viele As-
te von einer Farbe (respektive Taxon) dominiert werden. Diese Beobachtung lasst

sich prinzipiell iiber Spezifizierung und Duplikationsereignisse erkldren.

Die Priasenz von zusitzlichen Farben in einzelnen Asten deutet auf eine Vielzahl
von horizontalen Gentransferereignissen zu unterschiedlichen Zeitpunkten hin.
Obwohl die Grofle des Baums fiir eine statistische Analyse ungeeignet ist, konn-
ten detailliertere Untersuchungen fiir ausgewdhlte Organismen diese Beobach-

tung bestatigen (Ventura et al., 2007).

Besonders aufféllig im Baum (Abbildung 17) ist die Gruppe der Metazoen. Hier
findet man alle sHsps in einem Ast des Baums. Diese Beobachtung deutet dar-
aufhin, dass sich alle dazugehorigen sHsps ausgehend von einem einzelnen Vor-
laufer entwickelt haben und somit die Expansion auf zum Beispiel neun mit dem
PFAM Modell identifizierten humanen sHsps (HspB1-HspB9) durch wiederholte

53



3 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 17: Die Entwicklungsgeschichte der «-Kristallin-Doméne spiegelt zum Teil die Ent-
wicklungsgeschichte der Spezies wieder. In einem phylogenetischen Baum der
konservierten o-Kristallin-Doméne (gleicher Baum wie in Abbildung und
sind Bakterien (rot), Archaeen (blau), Pilze (gelb), Metazoen (ttirkis), Pflanzen
(griin) und andere Metazoen (grau) hervorgehoben. Bereiche mit gemischten Taxa
sind schwarz dargestellt.
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Genduplikation stattgefunden haben muss (vergleiche auch Abbildung|I8). Die-
se Beobachtung konnte zusitzlich in einem detaillierteren Stammbaum fiir 382

ausgewihlte Sequenzen der Metazoen niher untersucht werden (Abbildung[18).

Die farbliche Hervorhebung von einzelnen Spezies (C. elegans, D. melanogaster,
M. musculus, R. rattus und H. sapiens) zeigt, dass die meisten Duplikationsereig-
nisse erst nach der Separation in die einzelnen Stimmen der Bilateria (Zweisei-
tentiere) wihrend der sogenannten Kambriums-Explosion stattgefunden haben
muss (Bowring et al., [1993). Diese beobachtete spdte Duplikation der sHsp Ge-
ne stimmt mit der von Waters and Rioflorido| (2007) durchgefiihrten Analyse ei-
niger Algengenome tiberein. Konsistenterweise gruppieren die humanen sHsps
mit den orthologen Sequenzen aus anderen Wirbeltieren. Untersucht man nun
die Exonstruktur der neun identifizierten humanen sHsps néher, so lassen sich
die Sequenzen in drei Klasse (keine Introns, eine Exongrenze ist Grenze der «-
Kristallin-Domaéne, keine Exongrenze entspricht der x-Kristallin-Doménen Gren-
ze) entsprechend der Exongrenzen innerhalb der x-Kristallin-Doméne unterglie-
dern (Abbildung [18), was auf eine stufenweise Expansion hindeutet. Ob diese
Klassifizierung der humanen sHsps auch in vivo eine Relevanz besitzt, bezie-
hungsweise eine strikte funktionelle Untergliederung erlaubt, miissen Experi-
mente in Zukunft zeigen. Fiir die relativ gut untersuchten Vertreter aB-Kristallin
(HspB5) und ocA-Kristallin (HspB4) lassen sich zum Beispiel innerhalb der Klas-
se Heterooligomere beobachten (Horwitz, 2003). Wohingegen zwischen HspB1
(Hsp27) und aB-Kristallin deutliche Unterschiede bei der Assemblierung der Oli-
gomere und dem Verhalten bei der Phosphorlierung existieren (Vos et al., 2008;
Ehrnsperger et al., 1999; Braun et al., 2011; Hayes et al.,[2009).

Neben den neun in dem aktuellen Stammbaum gezeigten humanen sHsps gibt
es noch zwei weitere, zum Teil sehr kontrovers diskutierte potentielle huma-
ne sHsps (HspB10/ODF1 und HspB11), die von dem hier verwendeten PFAM
Modell jedoch nicht annotiert worden sind (Vos et al,, 2008; [Kappé et al., 2010;
Hayes et al., 2009). Fiir HspB11/Hsp16.2 ist die fehlende Annotation wohl ge-
rechtfertigt, da in einer NMR Studie gezeigt wurde, dass dieses Protein keine
klassische a-Kristallin-Doméne besitzt sondern Ahnlichkeit zu einer Discoidin-
Domaine oder zu einer Galaktose-bindenden Doméne aufweist (Ramelot et al.,
2009; Kappé et al., 2010).
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Abbildung 18: Die Evolution der a-Kristallin-Doméne ist durch viele Genduplikationsereignisse

gepragt. Der phylogenetische Baum ausgewahlter x-Kristallin-Doménen aus Me-
tazoen. Die Spezieszugehorigkeit ist farblich hervorgehoben: Mensch (griin), Maus
(rot), Ratte (blau), D. melanogaster (rosa), C. elegans (tiirkis). Die humanen sHsps
(HspB1 - HspB9) sind entsprechend des vorliegenden Genmodells untergliedert.
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3.1 Bioinformatische Analyse von sHsps

3.1.6 Phylogenetische Entwicklung der terminalen Bereiche

Die phylogenetische Untersuchung der an die x-Kristallin-Domé&ne angrenzen-
den Bereiche gestaltet sich wegen der sehr heterogenen Léinge (siehe Tabelle |5)
und der geringen Konservierung (siehe Abbildung|16) schwieriger. Um eine Aus-
sage treffen zu konnen ob eine gleichzeitige Evolution der flankierenden Berei-
che und der x-Kristallin-Doméne selbst stattgefunden hat, wurden ungewohnli-
che Sequenzeigenschaften auf einem Stammbaum der konservierten «-Kristallin-
Domine dargestellt (Abbildung[19]in tiirkis und gelb) .

Abbildung 19: Ungewohnliche Sequenzeigenschaften haben sich nicht parallel zur x-Kristallin-
Domaine entwickelt. In einem Stammbaum der konservierten x-Kristallin-Doméne
(gleicher Baum wie unter Abbildung und 1) sind ungew®dhnlich lange N-
terminale Sequenzen (> 100 AS in tiirkis), C-terminale Sequenzen (> 50 AS in gelb)
und «-Kristallin-Doménen (> 120 AS in lila) dargestellt. In der Projektion sichtbare
Kombinationen davon sind in griin (ungewd&hnlich lange N- und C-terminale Se-
quenzen) und blau (ungewdhnlich lange N-terminale Sequenzen und «-Kristallin-
Doménen ) dargestellt.

Das Auftreten von ungewohnlich langen terminalen Erweiterungen innerhalb
des gesamten Baums deutet daraufhin, dass eine unabhingige Entwicklung der
a-Kristallin-Doméne und der flankierenden Bereiche stattgefunden haben muss.
Hingegen sind ungewohnlich lange x-Kristallin-Doméanen hauptséchlich in ei-
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nem Bereich des Baums mit einer Vielzahl von Pilz Sequenzen zu finden (verglei-
che Abbildung[19]in lila mit Abbildung (17 gelb). In einem néichsten Schritt wur-
den die bakteriellen Sequenzen der flankierenden Bereiche nach Sequenzéhnlich-
keit mit der Hilfe eines Gruppierungsverfahrens in Klassen mit einer maxima-
len evolutioniren Distanz von 100 PAM zusammengefasst (siehe Kapitel [3.1.4).
Wie in Abbildung [20| gezeigt, verteilen sich die zwei grofiten Klassen von dhnli-
chen N-terminalen Sequenzen auf dem auf der «-Kristallin-Doméne basierenden
Stammbaum gleichméfiig. Diese Beobachtung unterstiitzt die oben begriindete
These von der unabhéngigen Entwicklung der «-Kristallin-Doméne und den N-
terminalen Bereichen.
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Abbildung 20: Ahnliche N-terminale Sequenzen sind iiber den gesamten phylogenetischen Baum
verteilt. Auf einem Stammbaum der konservierten x-Kristallin-Doméne (gleicher
Baum wie unter Abbildung und 2T) sind die zwei groSten Cluster (rot und
gelb) bakterieller N-terminaler Sequenzen eingezeichnet. Die Bereiche aufierhalb
der «-Kristallin-Doméine wurden unabhingig mit einer maximalen evolutiondren
Distanz < 100 PAM zusammengefasst.

Da auch die evolutiondren Distanzen zwischen N- und C-terminalen Sequenzen
signifikant unterschiedlich sind (Abbildung|I6)), sollte in einer weiteren Untersu-
chung der Zusammenhang zwischen der Entwicklung der beiden flankierenden
Bereiche untersucht werden. In Abbildung 2T|wurde daher die grofite bakterielle
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3.1 Bioinformatische Analyse von sHsps

N-terminale Klasse (vergleiche Abbildung [20) zusammen mit dem grofiten bak-
teriellen C-terminalen Cluster auf einem Stammbaum der «-Kristallin-Doméne
farblich hervorgehoben. Auch hier zeigt sich eine weitgehend gleichméfige Ver-
teilung der beiden terminalen Cluster {iber den gesamten Stammbaum, wobei
der Uberlapp zwischen den beiden Klassen (Abbildung 20| in griin) nicht von
einer statistischen Verteilung abweicht.

|t ////

/

Abbildung 21: N- und C-terminale Sequenzmerkmale haben sich nicht parallel entwickelt. Auf
einem Stammbaum der konservierten x-Kristallin-Doméne (gleicher Baum wie
unter Abbildung und [20) sind ein Cluster von dhnlichen N-terminalen Se-
quenzen (gelb) und C-terminalen Sequenzen (blau) gezeigt. Das Auftreten beider
Cluster in einer Sequenz ist in griin gekennzeichnet.
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Diese Beobachtungen lassen zusammen mit den unterschiedlichen evolutiondren
Distanzen (vgl. Abbildung[I6) auf eine unabhingige Evolution der flankierenden
Bereiche und der konservierten «-Kristallin-Doméne schliefien. Diese Schlussfol-
gerung ist interessant, da die flankierenden Bereiche fiir die Oligomerisierung
und Chaperonfunktion der sHsps essentiell sind (Chen et al.,2010a; van Montfort
et al., 2001; Haslbeck et al., 2004b). Nachdem &hnliche flankierende Sequenzen in
allen Bereichen des Baums gefunden werden konnten und es keine Indizien fiir
ein gehduftes Auftreten von horizontalen Gentransfers gibt, deutet dies darauf
hin, dass die flankierenden Sequenzen mehrfach parallel ,erfunden” wurden.
Zusammen mit den Genduplikationsereignissen sind so moglicherweise unter-

schiedliche spezialisierte sHsps selektiert worden.

3.1.7 Zusammenfassung bioinformatische Analyse von sHsps

Um die evolutiondre Vergangenheit der sHsps ndher zu untersuchen, wurden
insgesamt mehr als 8000 potentielle sHsps mit dem PFAM Modell PFO0011 aus
der SIMAP Datenbank extrahiert. Eine Analyse des grofien Datensatzes zeigte,
dass viele Beobachtungen wie zum Beispiel Langenverteilung, Aminosdurehédu-
tigkeiten oder Anzahl der sHsps je Genom, die frither bereits an isolierten Se-
quenzen/kleinen Gruppen untersucht wurden, auch fiir den grofien Datensatz
ihre Giiltigkeit besitzen.

Besonders auffillig ist dabei, dass sich die Bereiche aufierhalb der «-Kristallin-
Domine unabhéngig von dieser entwickelt haben. Dies ist vor allem im Bezug
auf die Oligomerisierung beziehungsweise der damit eng verkniipften Chape-
ronaktivitdt interessant. Die flankierenden Sequenzen scheinen auf Grund evo-
lutiondren Drucks mehrfach parallel entwickelt und beziiglich ihrer Funktion se-

lektiert worden zu sein.
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3.2 Oligomerisierung von Hsp26

Die Chaperonfunktion von kleinen Hitzeschockproteinen ist sehr eng mit deren
Oligomerisierung gekoppelt (Haslbeck et al., 2005a; |Studer et al., 2002; |Leroux
et al., 1997b; Narberhaus, 2002). Auch fiir Hsp26 wurde gezeigt, dass die Ag-
gregationsunterdriickung mit verkiirzten, nicht mehr oligomeren Varianten in
vitro nicht mehr moglich ist (Stromer et al., 2004). Zusitzlich zu dem Oligomer
wird, fiir eine vollstindige Aktivitét in vitro, eine thermische Aktivierung beno-
tigt (Franzmann et al., 2005} 2008; Haslbeck et al., 1999), die unabhédngig von der
Destabilisierung der Oligomere beschrieben ist (Franzmann et al., 2005).

3.2.1 Oligomerisierung in vivo

Um die Oligomerisierung von Hsp26 in der Zelle beziehungsweise unter mog-
lichst nativer Umgebung ndher zu untersuchen wurde in einem Ahsp26 Hefe-
stamm ein C-terminal mit einem Tetracystein-tag (Griffin et al., 1998) modifi-
ziertes Hsp26 Konstrukt (Hsp26past) konstitutiv exprimiert. Diese Modifikation
erlaubt das Einbringen eines spezifischen Fluoreszenzfarbstoffs in lebende Zel-
len beziehungsweise Zelllysaten und ermdoglicht so mit Hilfe einer analytischen
Ultrazentrifuge mit Fluoreszenzdetektor eine Grofsenabschdtzung unter anna-
hernd nativen Bedingungen in Hefelysat. Wie in Abbildung[22|gezeigt konnte fiir
Hsp26piasy im Vergleich zu einem Kontrollplasmid mit Hsp26,; in Zelllysat aus
stationdren Hefezellen nach Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffs ein Oligomer mit

einem korrigiertem Sedimentationskoeffizient von Syow ~ 24 S detektiert werden.

Da Viskositdt und Dichte des verdiinnten Zelllysats nicht experimentell bestimmt
werden konnten, wurden fiir die Normalisierung des Sedimentationskoeffizien-
ten Werte des Puffers (PBS) verwendet. Obwohl der gemessene Sedimentations-
koeffizient somit nur die Untergrenze darstellt, ist er grofler als der urspriing-
lich fiir das gereinigte Protein gemessene Sedimentationskoeffizient von ~ 22 S
(Franzmann et al., 2005; Franzmann, 2008). Der groflere Sedimentationskoeffizi-
ent kann grundsatzlich durch Zunahme der molekularen Masse (entspricht Zu-
nahme der Anzahl an Untereinheiten im Oligomer) beziehungsweise Anderung
der Form/Oberflache des Oligomers entstanden sein. Aus vergleichbaren Experi-
menten fiir logarithmisch wachsende Hefezellen beziehungsweise hitzegestress-
ten Zelllysaten konnten keine eindeutigen Spezies isoliert werden. Die hier be-
obachteten Sedimentationsldufe deuteten auf deutlich grofiere, sehr heterogene
Oligomere, Substratkomplexe oder Aggregate hin.
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Abbildung 22: Relative c(S) Verteilung von fluoreszenzmarkiertem Hsp26 in Hefelysaten: sta-
tiondr gewachsene Ahsp26 Hefelysate mit Expression von p425-GPD-Hsp26
(schwarz) beziehungsweise p425-GPD-Hsp26-FIAsH (magenta). Nach Zugabe
von EDT,: Hsp26,, (rot) und Hsp26pash (blau).
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3.2.2 Oligomerisierung in vitro

Um die oben beschriebene Diskrepanz zwischen dem Sedimentationsverhalten
von Hsp26 in Zelllysat und als gereinigtes Protein ndher zu untersuchen, wurde
Hsp26 in unterschiedlichen etablierten Lager- und Assaypuffern (40 mM Hepes
und 40 mM Hepes, 50 mM KCl) (Franzmann et al., 2005; |Haslbeck et al., [1999)
sedimentiert (Abbildung [23). In dem Lagerpuffer (40 mM Hepes, 50 mM KCl,
pH = 7,4) beziehungsweise Puffer mit hoheren Salzkonzentrationen (40 mM He-
pes, 150 mM NaCl, pH = 7,4; Daten nicht gezeigt) bildete Hsp26 eine zu Abbil-
dung[22)vergleichbare Oligomerverteilunge mit einem Sedimentationskoeffizien-

ten von Sygw ~ 24 S.

Wurde jedoch Hsp26 in einen salzfreien Puffer (40 mM Hepes) verdiinnt, ent-
stand wahrend des UZ Laufs im geringen MafSe eine zusatzliche Spezies mit ei-
nem Sedimentationskoeffizienten von Syyw ~ 15 S. Durch Verlingerung der In-
kubationszeit in salzfreiem Puffer beziehungsweise Erhohung der Temperatur
wihrend der Inkubation (30 min bei 37 °C) vor dem UZ Lauf lief$ sich das Oligo-
mergleichgewicht vollstindig zur kleineren Spezies verschieben. Da dieser Pro-
zess bei hoheren Temperaturen in einem kurzen Zeitraum (< 30 min) stattfand,
und fast alle Aktivitdtsassays mit denaturierten Modellsubstraten und Unterein-
heitenaustauschraten fiir Hsp26 (wie fiir viele andere Chaperone auch) in salz-
freiem Puffer gemessen wurden (Franzmann et al., 2005; |[Haslbeck et al., 1999;
Stromer et al. 2004), miissen die Einfliisse des gewdhlten Puffersystems auf die
Oligomerisierung und damit zusammenhédngende Finfliisse auf die Chaperonak-
tivitat geklart werden.

Im Allgemeinen werden sHsps ausgehend von einem Dimer zu héheren Oligo-
meren assembliert, wobei neben dem vollstindigen Oligomer auch Oligomere
mit zusdtzlichen beziehungsweise fehlenden ,Bausteinen” beobachtet werden
konnen. (Braun et al., 2011} Stengel et al., 2010; Benesch et al., 2010). Die Moglich-
keit das Oligomerisierungsgleichgewicht zwischen verschiedenen stabilen Zu-
stinden verschieben zu kdnnen, wirft auch bei Hsp26 die Frage nach potentiel-
len Zwischenstufen bei der Assemblierung des Oligomers auf. Bis jetzt konnten
lediglich zwei Zustdnde mit einer unterschiedlichen Anzahl an Untereinheiten,
das Dimer und Oligomere aus potentiell 24 Untereinheiten (Haslbeck et al.,[1999;
White et al., 2006) ndher charakterisiert werden. Auch wenn in dem Oligomer
von White et al.| (2006) eine gewisse Dynamik beschrieben wurde, ist man dabei
bis jetzt von einer konstanten Anzahl an Untereinheiten ausgegangen. Neuere
massenspektroskopische Untersuchungen deuten jedoch auf eine deutlich brei-
tere Verteilung hin (Benesch et al., 2010).
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Abbildung 23: Relative c(S) Verteilung von je 10 uM Hsp26 in Standardaggregationsassypuffern:
Lagerpuffer (40 mM Hepes, 50 mM KCl, pH 7,4: rosa), 40 mM Hepes (schwarz),
40 mM Hepes tiber Nacht (griin) und in 40 mM Hepes bei 37 °C fiir 30 min dquili-
briert (rot).
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Da die Verteilung des Sedimentationskoeffizienten in Abwesenheit von Salz
relativ breit ist (Abbildung [23), sollte zusitzlich zur Salzkonzentration die pH-
Abhéngigkeit der Oligomerisierung untersucht werden. Der aus historischen
Griinden im sHsp Feld etablierte Hepes-Puffer besitzt einen pKs-Wert von 7,55
bei 20 °C (Good et al,, 1966) und puffert somit in dem fiir biologische Syste-
me wichtigen Bereich von ungefihr 6,8 bis 8,2. Die Analyse der analytischen
Ultrazentrifugationsdaten (Abbildung [25) deutete darauf hin, dass sich das Oli-
gomerisierungsgleichgewicht, dhnlich wie mit Salz, durch Erhéhen des pH-Werts
zu grofieren Oligomeren verschieben lief. Eine dhnliche Beobachtung konnte fiir
aB-Kristallin gemacht werden. Unter physiologischen Bedingungen ist dort das
C-terminale IXI-Motiv fast vollstindig an die durch 34 und (8 Strang gebildete
hydrophobe Fliache gebunden und stabilisiert so das Oligomer. Wohingegen
bei einer Erniedrigung des pH Werts diese Kontakte geschwacht werden und

Anderungen im Oligomer auftreten (Jehle et al., 2010).
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Abbildung 24: Relative c(S) Verteilung von je 10 pM Hsp26 in 40 mM Hepes bei unterschiedlichen
pH-Werten: pH 7,4 (schwarz), pH 7,6 (rot), pH 8,0 (blau), pH 8,2 (rosa) und pH 8,5
(griin)

Um zu testen, ob sich die Oligomerverteilung weiter in Richtung kleinerer Spe-
zies verschieben lasst wurde Hsp26 ausgehend vom Lagerpuffer (40 mM Hepes,
50 mM KCl, pH 7,4) in destilliertes Wasser mit unterschiedlichen Salzkonzentra-
tionen (0 mM, 10 mM, 25 mM und 50 mM KCl) verdiinnt, fiir 30 min bei 37 °C

65



3 Ergebnisse und Diskussion

inkubiert und anschlieffend in der analytischen Ultrazentrifuge sedimentiert. Die
resultierenden Verteilungen zeigten, dass das Oligomerisierungsgleichgewicht
von Hsp26 zwischen Syw ~ 9 und 26 S (Abbildung[25) verschoben werden konn-

te.
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Abbildung 25: Relative c(S) Verteilung von je 10 uM Hsp26 mit steigenden Konzentrationen an
KCI: 0 mM (schwarz),10 mM (rot), 25 mM (blau), 50 mM (magenta).

Die in den bisherigen Experiment beobachteten unterschiedlichen Sedimenta-
tionskoeffizienten deuten darauf hin, dass sich das Oligomerisierungsgleichge-
wicht (oder die Form) durch Zugabe von unterschiedlichen Salz- beziehungswei-
se Pufferkonzentrationen {iber einen sehr weiten Bereich beeinflussen ldsst. Die
zunehmende Stabilisierung grofierer Oligomere bei steigenden Salzkonzentratio-
nen deutet grundsitzlich auf die Stabilisierung hydrophober Interaktionen hin.
Da die Chaperonaktivitdt jedoch bei sHsps mit der Freisetzung von hydropho-
ben Flachen einhergeht (Narberhaus, [2002; Lindner et al., 2000, 1998; Yang et al.,
1999) sollte der Einfluss der gednderten Oligomerisierung auf die Chaperonakti-

vitdt getestet werden.

Um die Chaperonaktivitit in vitro zu testen, muss auf die Untersuchung der
Aggregationsunterdriickung eines Modellsubstrats zuriickgegriffen werden. Da
die Aggregation der Modellsubstrate jedoch sehr sensitiv fiir Anderungen der
Assayparameter sind (Buchner et al, 1998), miissen die Vergleiche in einem ein-
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heitlichen Puffersystem durchgefiihrt werden. Dies setzt jedoch voraus, dass die
unterschiedlichen Oligomere hinreichend lange stabil in dem entsprechenden Re-
aktionspuffer sind.

Daher wurde die Anderung der Oligomerisierung iiber die Zeit mit Hilfe ei-
ner analytischen Groflenausschlusschromatographiesdule gemessen. Dabei wur-
de Hsp26 jeweils in dem entsprechenden Startpuffer dquilibriert und anschlie-
end entweder mit 50 mM Salz versetzt beziehungsweise in den entsprechenden
salzfreien Puffer verdiinnt und bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurde dann jeweils ein Aliquot entnommen, auf
der Grofienausschlusschromatographiesdule aufgetrennt und die Retentionszeit
der Peakspitze analysiert (Abbildung26).
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Abbildung 26: Grofienausschlusschromatographielauf auf einer Superdex 200 10/30 in 20 mM
Hepes, 50 mM KCl, pH 7,4: Die Anderung der Retentionszeit der Peakspitze bei
25 °C (A) beziehungsweise bei 37 °C (B) von kleiner Spezies nach grofler Spezies
(schwarz) beziehungsweise von grofser Spezies nach kleiner Spezies (rot).

Bei niedrigen Temperaturen (Abbildung [26) A) war die beobachtete Umwand-
lung zwischen den beiden Oligomerverteilungen relativ langsam mit einer Halb-
wertszeit von t;, ~ 1 h. Die vollstindige Umwandlung der grofien in die kleine
Verteilung dauerte deutlich langer und erreichte nie die Ausgangswerte der Re-
tentionszeit, da hier der identische Laufpuffer mit Salz (20 mM Hepes, 50 mM
KCl, pH 7,4) fiir beide Reaktionsrichtungen moglicherweise eine Reassoziation
zu grofleren Spezies begiinstigte. Bei hoheren Temperaturen (Abbildung [26| B)
war die Umwandlung innerhalb von 30 min vollendet. Die benétigten Zeiten
tiir die Umwandlung zwischen den einzelnen Oligomerverteilungen stimmte in
guter Ndaherung mit den Halbwertszeiten iiberein, die per FRET-System fiir die
Austauschraten der Untereinheiten gemessen wurden (t;,, ~ 23 min bei 25 °C
und t;,, ~ 158 sek bei 40 °C) (Franzmann et al., 2005). Ebenso stimmen diese

Werte sehr gut mit den mittels Massenspektrometrie bestimment Raten tiberein
(Benesch et al., 2010).
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3 Ergebnisse und Diskussion

Zusétzlich wurde die Moglichkeit, zwei unterschiedlich Oligomerverteilungen in
einem identischen Puffer zu erzeugen, auch in der analytischen Ultrazentrifuge
getestet. So wurde durch unterschiedliche Reihenfolgen von Hitzeschritt, Ver-
diinnung und Zugabe von Salz (vergleiche Kapitel erreicht, dass sowohl
in Puffer ohne (Abbildung 27| A) wie auch in Puffer mit Salz (Abbildung 27| B)
zwei unterschiedliche Verteilungen an Oligomeren im Rahmen des Experiments
detektiert werden konnten. Der Sedimentationskoeffizient der jeweils nicht stabi-
len Verteilung (,,grof3” in Puffer ohne Salz, ,klein” in Puffer mit Salz) zeigte aber
bereits eine leichte Verschiebung in Richtung stabiler Verteilung. Da jedoch die
komplette Konversion bei 20 °C beziehungsweise 25 °C mehrere Stunden dauert
(Abbildung diirfte dies fiir Vergleiche der Chaperonaktivitét (siehe Kapitel
keine Rolle spielen.
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Abbildung 27: Relative c(S) Verteilungen von Hsp26 zeigten, dass sich das Gleichgewicht zwi-
schen den unterschiedlichen Oligomerisierungsformen bei niedriger Temperatur
sehr langsam einstellte: In 40 mM Hepes, pH 8,0 (schwarz) und in 40 mM Hepes,
50 mM KCl, pH 8,0 (rot) dquilibriertes Hsp26 wurde in 40 mM Hepes, pH 8,0 (A)
beziehungsweise 40 mM Hepes, 50 mM KCl, pH 8,0 (B) sedimentiert.

3.2.3 Einfluss der Oligomerisierung auf die Chaperonaktivitat

Die Aktivitat von sHsps ist sehr eng mit der Oligomerisierung verkniipft. So
gibt es zum einen viele Berichte tiber Aktivitdtsverluste bei oligomerisierungs-
inkompetenten sHsp Varianten (Stromer et al., 2004; |Studer et al., 2002; Leroux
et al. 1997b; Narberhaus| 2002), zum anderen wird die Aktivitat zum Teil iiber
posttranslationale Modifikationen und den damit einhergehenden Anderungen
in der Oligomersierung reguliert (Ecroyd et al., 2007} Garrido, 2002). Daher soll-
ten die unterschiedlichen stabilen Oligomerverteilungen auf ihre Chaperonak-
tivitat untersucht werden. Da alle Versuche in einem identischen Puffersystem
durchgefiihrt werden sollten, eignen sich lediglich Chaperonassays, die bei ma-
ximal 25 °C durchgefiihrt werden konnen und damit nicht auf die thermische
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3.2 O]igomerisierung von Hsp26

Aggregation von Substraten angewiesen sind, weil ansonsten die unterschied-
lichen Oligomerverteilungen nicht ausreichend lange im Reaktionspuffer stabil
sind (vergleiche Abbildung 26). Daher wurde die Aggregationsunterdriickung
der chemisch denaturierten Citratsynthase bei Riickfaltung in 40 mM Hepes pH
7,4 untersucht (Abbildung 28) (Buchner et al [1998). Wurde bei dem Assay das
Chaperon bei 25 °C vorinkubiert, so unterdriickte lediglich Hsp26 dquilibriert in
destilliertem Wasser (Abbildung 28 A rot) die Aggregation der Citratsynthase.
Um einen dhnlichen Effekt mit dem in 20 mM Hepes dquilibiertem Protein zu
erzielen wurde eine thermische Aktivierung (43 °C fiir 10 min) (Abbildung
B blau) benotigt. Unter diesen Bedingungen war jedoch die Oligomerverteilung
mit Salz immer noch nicht aktiv. Damit dieser Pool die Aggregation der chemisch

denaturierten Citratsynthase unterdriicken konnte, war eine Vorinkubationen bei
50 oder 55 °C (Abbildung 28 C) notwendig.
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Abbildung 28: In Assays mit chemisch denaturierten Citratsynthase hing die Aktivitdt von Hsp26
von der vorliegenden Salzkonzentration ab: 300 nM chemisch denaturierte Citrat-
synthase (schwarz) wurde bei 25 °C in 40 mM Hepes pH 7,4 in Gegenwart von
jeweils 600 nM wt Hsp26 (dquilibriert in unterschiedlichen Puffern) riickgefaltet.
(A) Ohne zusitzliche thermische Aktivierung: Hsp26 in destilliertes Wasser aquili-
biert (rot), Hsp26 dquilibriert in 20 mM Hepes (blau), Hsp26 dquilibriert in 20 mM
Hepes + 50 mM NaCl (magenta); (B) Nach thermischer Aktivierung (10 min bei
43 °C): Hsp26 dquilibriert in 20 mM Hepes (blau), Hsp26 dquilibriert in 20 mM
Hepes + 50 mM NaCl (magenta); (C) Hsp26 in 20 mM Hepes mit 50 mM NaCl
bei unterschiedlichen Temperaturen aktiviert: 43 °C (rot), 50 °C (blau) und 55 °C
(magenta).

Besonders interessant waren die Ergebnisse der kleinen Oligomerverteilung,
da Hsp26 nach Franzmann et al. (2005) die Aggregation der chemisch dena-
turierten Citratsynthase lediglich nach thermischer Aktivierung unterdriicken
kann, die mit einer Konformationsdnderung in der Mitteldomédne einhergeht
(Franzmann et al., 2008) und nicht auf die vorher von Haslbeck et al. (1999)
beschriebene Destabilisierung des Oligomers zuriickzufiihren ist (Franzmann
et al., 2005). Die bisher gemessenen Daten lassen sich mit der von Franzmann
et al.| (2008) gemessenen Konformationsanderung der Mitteldomé&ne nach ther-
mischer Aktivierung als aktivitdtsbestimmenden Faktor vereinbaren, wenn man
davon ausgeht, dass sich die fiir diese Messung verwendete Oligomerverteilung
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3 Ergebnisse und Diskussion

in einem Puffer mit geringerem Salzgehalt aktiviert wurde. Da nach den von
Franzmann et al. (2005) gezeigten Experimenten eine Aktivierung keine Ande-
rung des Oligomerisierungszustandes benétigt, wiirden jedoch die Daten dann
auf eine weitere von der thermischen Aktivierung/Konformationsianderung
unabhédngige Moglichkeit der Aktivierung hindeuten. Um zu tiberpriifen welche
Veranderungen nach/wihrend der Hitzeaktivierung der einzelnen Oligomere in
den unterschiedlichen Puffern auftreten, wurden die entsprechenden Proteine
in der analytischen Ultrazentrifuge bei 40 °C sedimentiert (Abbildung [29| B).
Bei diesen Temperaturen sedimentiert lediglich das inaktive Protein (+ 50 mM
Salz) als grofies Oligomer, wohingegen die beiden salzfreien Praparationen (in
destilliertem Wasser beziehungsweise 20 mM Hepes) in den entsprechenden
Puffern im Vergleich zu 20 °C (siehe Abbildung [29| A) in kleinere Spezies mit

einem Sedimentationskoeffizienten in dem Bereich von Sy, =~ 5 bis 8 S zerfielen.
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Abbildung 29: Relative c(S) Verteilung von je 10 uM Hsp26 bei 20 °C beziehungsweise 40 °C: (A)
Hsp26 dquilibriert in destilliertes Wasser (rot), 20 mM Hepes (blau) und 20 mM
Hepes, 50 mM KCI (magenta) zeigte bei 20 °C eine von der Ionenstidrke des Puf-
fers abhangige Grofie der Oligomere. (B) Im Vergleich zu Hsp26 dquilibriert in
destilliertes Wasser (rot) oder 20 mM Hepes (blau) dissoziierte Hsp26 bei 40 °C
nur in Gegenwart von 20 mM Hepes, 50 mM KCl (magenta) nicht in suboligomere
Fraktionen.

Da in den Citratsynthase-Assas die Salzabhdngigkeit der Chaperonaktivitdt sehr
gut mit der salzabhidngigen Dissoziation des Oligomers bei 40 °C Korrelierte,
sollte in einem ndchsten Experiment die Salzabhédngigkeit der Dissoziation auf
einer Grofienausschlusschromatographiesdule von Hsp26ssc unter oxidierenden
und reduzierenden Bedingungen getestet werden. Hsp26s4c ldsst sich unter re-
duzierenden Bedingungen nicht von wt Protein unterscheiden und ldsst unter
oxidierende Bedingungen zwischen benachbarten N-terminalen Bereichen Disul-
tildbriicken ausbilden und so Untereinheiten im Oligomer kovalent verkniipfen
(Franzmann et al., 2005). Da sowohl die disulfidverbriickte wie auch die reduzier-
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3.2 O]igomerisierung von Hsp26

te Mutante (Abbildung[31)) Chaperonaktivitit aufweisen, sich jedoch die Laufpro-
file der oxidierten und reduzierten Variante auf der Grofienausschlusschromato-
graphiesdule (40 mM Hepes, 150 mM KCl, 5 mM EDTA, pH 7.5) unterscheiden,
folgerte Franzmann et al.| (2005), dass eine Dissoziation in suboligomere Spezies
tiir die Aktivitat von Hsp26 nicht notwendig sei. Die Untersuchung der Salzab-
hangigkeit (Abbildung zeigte jedoch, dass im Laufpuffer ohne Salz (Abbil-
dung 30| A und D) Hsp26 zu kleinen Spezies dissoziierte. Da die oxidierten Pro-
ben etwas friiher eluierten als die reduzierten Proben, ist die Vermutung, dass es
sich hierbei um ein Dimer (reduziert, Abbildung 30| A rot) beziehungsweise ei-
ner Mischung aus Dimeren und Tetrameren (oxidiert, Abbildung 30| A schwarz)
handeln konnte, naheliegend.
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Abbildung 30: Grofienausschlusschromatographieldufe von Hsp26ssc auf einer TSK4000pw zeig-
ten salzabhédngige Unterschiede zwischen oxidierter und reduzierter Mutante: UV-
beziehungsweise Fluoreszenzsignal von oxidierter (schwarz) und reduzierter (rot)
Hsp26s4c in 40 mM Hepes, pH 7,4 (A, D), 40 mM Hepes, 50 mM NaCl, pH 7,4 (B,
E) und 40 mM Hepes, 150 mM NaCl pH 7,4 (C, F) mit jeweils einer Flussrate von
0,5 ml/min.

Mit steigenden Salzkonzentrationen verschob sich das Elutionsprofil in Richtung
grofierer Oligomere. Insgesamt konnte der Trend, dass das Oligomer im oxidier-
ten Zustand weiter stabilisiert wurde, bestatigt werden. Sehr interessant war bei
diesem Versuch auch der Vergleich zwischen den UV- und Fluoreszenzdetek-
toren. So zeigte sich, dass das Fluoreszenzsignal der kleineren Spezies im Ver-
gleich zum UV-Signal und somit der tatsdchlichen Konzentration eine deutlich
hohere Intensitdt besafs. Dies deutet auf ein Quenchen der Tryptophanfluores-
zenz im Oligomer hin. Da die C-terminalen Sequenzen und das darin enthal-

tene IXV-Motiv fiir die Oligomerisierung (mit)verantworlich gemacht werden
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3 Ergebnisse und Diskussion

(Braun et al., 2011} [Kim et al., 1998} van Montfort et al., 2001), ist die Beobach-
tung schliissig, dass sich hier die Fluoreszenzeigenschaften dndern und lésst sich
mit den Beobachtungen aus fritheren Fluoreszenzstudien in Einklang bringen
(Franzmann et al., 2008). Die Auftrennung der mittels Grofienausschlusschro-
matographie analysierten Proben auf einem nicht reduzierenden SDS-Gel zeigte,
dass sich die Menge an disulfidverbriicktem Protein zwischen den beiden Oli-
gomerverteilungen (20 mM Hepes +/- Salz) nicht unterschied. Insgesamt war
die Verbriickung mit lediglich etwa 45 % deutlich geringer als erwartet (Franz-
mann et al., 2005), was moglicherweise das leicht unterschiedliche Laufverhalten
im Vergleich zur fritheren Studien erkldren konnte. Da beide Oligomerverteilun-
gen ein dhnliches Verhiltnis aus oxidiertem und reduziertem Protein aufwiesen,
deutet es darauf hin, dass sich die Geometrie der N-Termini in den beiden unter-

schiedlichen Oligomerverteilungen nicht entscheidend dnderte.

20 mM Hepes
- Salz + Salz

red ox red ox

66 kDa
45 kDa

31 kDa

W S aw W=
21 kDa

14 kDa

Abbildung 31: Nichtreduzierendes SDS-Gel von Hsp26syc dquilibriert in 20 mM Hepes bezie-
hungsweise 20 mM Hepes und 50 mM NaCl unter oxidierenden und reduzieren-
den Bedingungen.

Da die bisherigen Experimente einen Zusammenhang zwischen Chaperonaktivi-
tat und Oligomerisierung vermuten lassen, sollte mit den ndchsten Experimenten
nun gekldrt werden, ob es, neben den unterschiedlichen Oligomerverteilungen,
weitere salzabhédngige Unterschiede zwischen den einzelnen Hsp26 Praparatio-
nen gibt, die eine unterschiedliche Aktivitdt erklaren konnten. In einem ersten
Versuch wurde die thermische Stabilitdt mittels Circulardichroismus (Abbildung
von Hsp26 in drei unterschiedlichen Puffern getestet. Die gewé&hlte Wellen-
lange (220 nm) zeigt vor allem Verdnderungen im (-Faltblattanteil an. In allen
drei getesteten Puffern wies Hsp26 zwei getrennte thermische Uberginge auf die
grundsatzlich mit den fritheren experimentellen Daten tibereinstimmen (Hasl-
beck et al., 2004b). Der zweite Ubergang zwischen 55 °C und 80 °C, welcher der
Entfaltung der x-Kristallin-Doméne entspricht (Chen et al., 2010a), ist nicht re-
versibel und unter allen drei Pufferbedingungen identisch. Der erste gemesse-
ne Ubergang war zwischen 20 °C und 50 °C reversibel und wurde mit steigen-
den Salzkonzentrationen stabilisiert. So verschoben sich die Schmelztemperatu-
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3.2 O]igomerisierung von Hsp26

ren von 34 °C iiber 37 °C hin zu 43 °C. Da dieser erste Ubergang bei 220 nm
in dieser Deutlichkeit lediglich in Hsp26-Konstrukten (wt, Hsp26,39) gemessen
worden ist (Haslbeck et al., 2004b), die noch Oligomere ausbilden kénnen, wo-
hingegen in dem Dimerkonstrukt Hsp2639.195 (Abbildung |32| B) beziehungswei-

se Monomerkonstrukt Hsp26gs.195 dieser Ubergang nur schwach beziehungswei-

se gar nicht (Chen et al., 2010a) sichtbar ist, deutet dies auf einen Vorgang im

Oligomer hin. Auf Grund der unterschiedlichen Stabilitdten liefle sich das un-
terschiedliche Oligomerisierungsverhalten von Hsp26 in 20 mM Hepes +/- Salz
tiber die Unterschiede bei 40 °C (analytische Ultrazentrifuge) beziehungsweise
43 °C (Chaperonassay) erkldren. Die unterschiedliche Chaperonaktivitat bei 25 °C
kann jedoch dadurch nicht erkldrt werden.
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Abbildung 32: Temperaturiibergange bei 220 nm im CD gemessen: 10 uM Hsp26 (A) beziehungs-
weise Hsp263¢.195 (B) dquilibriert in destilliertes Wasser (rot), in 20 mM Hepes
pH 7,4 (blau) und 20 mM Hepes + 50 mM KCI pH 7,4 (magenta). Fiir die Cha-
peronassays relevante Temperaturen (25 °C und 43 °C) sind als senkrechte Linien
eingezeichnet.

Desweiteren sollte getestet werden, ob sich die einzelnen Oligomerverteilungen
in der Hydrophobizitat unterscheiden, da in der Literatur bereits sehr friih ein
Zusammenhang zwischen Chaperonaktivitdt und Exposition von hydrophoben

Flichen hergestellt wurde (Narberhaus| 2002; Lindner et al) 2000, [1998; [Yang

1999). Im Gegensatz zu dem mit Circulardichrosimus gemessenen Tempe-

raturiibergang unterschied sich der mit Sypro-Orange gemessene Ubergang be-
reits bei 25 °C sehr stark zwischen Hsp26 in den drei unterschiedlichen Puffern
(destilliertes Wasser, 20 mM Hepes +/- 50 mM KCl). Da Sypro-Orange an hydro-
phobe Bereiche im Protein bindet und dabei seine Fluoreszenzeigenschaften an-
dert (Hawe et al., 2008; Niesen et al) 2007), deuteten die Messungen darauf hin,
dass die kleinste Oligomerverteilung bereits ab etwa 20 °C mit der Freisetzung
von hydrophoben Flichen beginnt (Abbildung [33). Die durch Salz stabilisierten
Proben zeigten ein dhnliches Verhalten erst bei hoheren Temperaturen. Mit die-

sem Ubergang lielen sich die unterschiedlichen Aktivititen im Chaperonassay
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3 Ergebnisse und Diskussion

(Abbildung [28)) sehr gut iiber eine unterschiedliche Zuganglichkeit hydrophober
Oberflachen erkldren.
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Abbildung 33: Temperaturiibergang iiber Sypro-Orange Fluoreszenz verfolgt: 2 uM Hsp26 dqui-
libiert in destilliertes Wasser (rot), 20 mM Hepes (blau) und 40 mM Hepes + 50 mM
KClI (magenta). Fiir die Chaperonassays relevante Temperaturen (25 °C und 43 °C)
sind als senkrechte Linien eingezeichnet.

Der Vergleich zwischen den beiden Temperaturiibergangen (Abbildung 32| und
zeigt jedoch, dass die beiden Uberginge vermutlich nicht den identischen
Prozess (im Oligomer) beobachten. So zeigt sich, dass fiir den Ubergang der Se-
kundérstrukturelemente unabhingig vom Puffer der zweite Ubergang identisch
war. Fiir die Freisetzung hydrophober Fldachen zeigte Hsp26 in den einzelnen Puf-
fer aber deutliche Unterschiede in dem vergleichbaren Temperaturbereich. Unab-
hiangig von der Art der beobachteten Effekte scheint jedoch die Chaperonaktivitat

mit der Destabilisierung des Oligomers zu korrelieren.

3.2.4 Bestimmung der Anzahl an Untereinheiten

Wie in Kapitel gezeigt werden konnte lasst sich die Anzahl der Untereinhei-
ten beziehungsweise die hydrodynamische Form von Hsp26 iiber einen sehr wei-
ten Bereich verschieben. Historisch wurde Hsp26 immer als Paradebeispiel eines

monodispersen sHsps mit einem von der Konzentration unabhingigem Oligo-
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3.2 O]igomerisierung von Hsp26

mer aus 24 Untereinheiten beschrieben (Bentley et al., 1992; Haslbeck et al.,[1999;
Franzmann et al., 2005; White et al., 2006). Urspriinglich wurde mittels kalibrier-
ten Grofienausschlusschromatographiesdulen die Masse mit 550 kDa geschatzt
(Haslbeck et al.,[1999; Bentley et al.,[1992). Wiederholt man das urspriingliche Ex-
periment (Abbildung [34), so zeigte sich, dass auch die grofle Oligomerverteilung
von Hsp26 (in 40 mM Hepes 50 mM KClI &quilibriert) zwischen Thyroglobulin
(669 kDa) und Apoferritin (443 kDa) von der Sdule, mit einem geschétzten Masse

des Oligomers von 613 kDa, eluiert wurde.
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Abbildung 34: Grofienausschlusschromatographielauf von Hsp26 auf einer Diol300 Sdule in
40 mM Hepes, 50 mM KCl, pH 7,4: Auftragung des Logarithmus der Retentions-
zeit von Thyroglobulin (669 kD), Apoferritin (443 kDa), 3-Amylase (200 kDa) und
BSA (66 kDa) gegen das Molekulargewicht.

Messungen mittels analytischer Ultrazentrifugation stiitzten diese Daten (Franz-
mann et al., 2005; Franzmann, 2008). Neuere Untersuchungen unter Verwendung
von Lichtstreuung und Massenspektrometrie zeigten jedoch eine deutlich breite-
re Verteilung mit Oligomeren, die auch deutlich mehr Untereinheiten enthalten
(kdnnten) (Benesch et al., |2010). Um das Molekulargewicht von Hsp26 dquili-
briert in 20 mM Hepes +/- Salz genauer zu bestimmen, wurde deshalb statische
Lichtstreuung verwendet, da hier das Molekulargewicht durch winkelabhangi-
ge Messung der Lichstreuung unabhédngig der hydrodynamischen Eigenschaften
bestimmt werden kann. Das Molekulargewicht der grofsten Oligomerverteilung
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(Abbildung (35, magenta) lag gemittelt {iber den Elutionspeak bei 943 kDa, wo-
hingegen die Verteilung fiir Hsp26 in 20 mM Hepes iiber einen deutlich breiteren
Bereich zwischen 400 und 575 kDa aufgetrennt wurde. Diese etwas breitere Ver-
teilung des Molekulargewichts mag durch eine beginnende Umwandlung der in
20 mM Hepes vorherrschenden Oligomere in grofiere Spezies in dem salzhaltigen

Laufpuffer kiinstlich etwas verbreitert worden sein.
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Abbildung 35: Grolenausschlusschromatographielauf von Hsp26 &dquilibriert in unterschiedli-
chen Puffern zeigte auf zwei kombinierten Superdex200 5/15 Sdulen in 20 mM He-
pes, 50 mM KCl, pH 7,4 distinkte Grofienverteilungen: Hsp26 dquilibiert in 20 mM
Hepes, 50 mM KCl, pH 7,4 (durchgezogene Linie: Signal des Brechungsindexde-
tektors, Berechnung des Molekulargewichts: magenta) und Hsp26 dquilibriert in
20 mM Hepes, pH 7,4 (gestrichelte Linie: Signal des Brechungsindexdetektors, Be-
rechnung des Molekulargewichts: blau).

Umgerechnet in Anzahl an Monomeren wiirden die beiden unterschiedlichen
Verteilungen im Mittel 20 beziehungsweise 40 Untereinheiten umfassen. Die hier
gemessenen Werte lassen sich sehr gut mit den veroffentlichten MALS und Mas-
senspektrometriedaten in Einklang bringen (Benesch et al,|2010). Der publizierte
MALS Lauf besitzt tiber den gesamten Peak eine Groflenverteilung von 580 kDa
bis 950 kDa, was im Prinzip einer Mischung aus den hier beobachteten Grofien-
verteilungen von Hsp26 mit und ohne Salz (Abbildung [35) entsprechen wiirde.
Zusitzlich liefle sich die von Benesch et al. (2010) beobachtete Temperaturabhan-
gigkeit erkldren. Bei niedrigen Temperaturen wurde mittels Massenspektrome-
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3.2 O]igomerisierung von Hsp26

trie eine sehr breite Verteilung von unterschiedlichen Oligomerisierungsformen
aus 12 bis 21 Dimeren gemessen. Bei 43 °C hingegen verschob sich jedoch das Oli-
gomerisierungsmuster zu Oligomeren mit hauptsédchlich 40 Untereinheiten. Die-
ses Phanomen lief3e sich tiber die zuvor beschriebenen salzabhdngigen Einfliisse
auf die Oligomerisierung erkldren. Ausgehend vom Lagerpuffer (25 mM Tris,
1 mM EDTA, pH 7,5 (Basha et al., 2004)) wurde Hsp26 in dieser Untersuchung
anschlieSend in unterschiedlichen Puffern mit hoherer Ionenstiarke (PBS bezie-
hungsweise 200 mM Ammoniumacetat) verdiinnt und innerhalb kurzer Zeit ge-
messen oder bei 6 °C weiterverarbeitet (Benesch et al., 2010). Die bei 25 °C langsa-
me, salzabhingige Umwandlung der unterschiedlichen Oligomere trug hier ver-
mutlich zu den breiten Verteilungen bei. Erst nach einem Temperatursprung auf
43 °C wurde der Prozess innerhalb der Dauer des Experiments abgeschlossen

und daher die Verteilung um 40 Untereinheiten deutlich schérfer.

Fiir die Bestimmung des Molekulargewichts aus Sedimentationsgeschwindig-
keitsldufen benotigt man zur Umrechnung der Sedimentationskoeffizienten in
ein Molekulargewicht Informationen iiber die geometrischen Eigenschaften des
Molekiils. Der sogenannte frictional coefficient gibt dabei die Abweichung des Mo-
lekiils von einer perfekten Kugel wieder. Im Prinzip lassen sich diese Werte aus
einzelnen Ultrazentrifugationsldufen bestimmen. Da jedoch fiir Hsp26 mit ei-
nem Sedimentationskoeffizienten von Sy, ~ 22 (Franzmann et al., 2005; Franz-
mann, |2008) nie gegen ein Oligomer aus 24 Untereinheiten wiedersprochen wur-
de konnte diese Masse lediglich mit sehr kleinen f/f, Werten realisiert worden
sein (vergleiche Tabelle [6). Physikalisch wére das Limit fiir die einzelnen beob-
achteten Hsp26 Oligomerverteilungen (unter der Annahme von f/f, = 1) die
in Tabelle [6| angegebenen Werte. Da jedoch die Geometrie von Proteinen in der
Regel von Kugeln abweicht und zusétzlich die Oberfldche nicht glatt ist, son-
dern zum Beispiel eine Hydrathiille besitzt, wurde fiir globuldre Proteine kein
f/fy kleiner als etwa 1,2 beobachtet (Erickson, [2009). Somit wiirde die oben beob-
achtete Oligomerverteilung von Swyy = 24 S einem Oligomer von mindestens 30
Untereinheiten entsprechen. Die aktiven Spezies von Hsp26 dquilibriert in destil-
liertes Wasser (Abbildung [25) wiirde aus mindestens 7 Untereinheiten bestehen.

Um das Molekulargewicht und damit die mittlere Anzahl an Untereinheiten von
Hsp26 experimentell exakter zu bestimmen, wurden die grofle Oligomervertei-
lungen von Hsp26 (in 40 mM Hepes, 50 mM KCl, pH 7,5) bei mehreren un-
terschiedlichen Geschwindigkeiten (12.000 Upm, 22.000 Upm, 32.000 Upm und
50.000 Upm) in Replikaten bestimmt und fiir die Sedimentationsdaten individu-
elle c(S)-Verteilungen mit den dazugehorigen f/f,-Werten gefittet. Der aus den
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Swa0 f/f=1,0 f/fp=122
9 126kDa= 5UE 165kDa< 7UE
15 270kDa =11 UE 355kDa < 15 UE
21 448kDa £ 19UE 588 kDa = 25 UE
24 547 kDa £ 23UE 719 kDa £ 30 UE
26 617kDa <26 UE 810kDa £ 34 UE

Tabelle 6: Umrechung von unterschiedlichen Sedimentationskoeffizienten Sy, in Massen in Ab-
héngigkeit von f/fj.

14 individuellen Sedimentationsdaten berechnete Mittelwert von f/f, von 1,45
stimmt genau mit dem fiir Abbildung 36| berechneten Werten des globalen Fits
zweier unterschiedlicher Geschwindigkeiten iiberein. Die Hauptspezies (84 %)
besitzt hier einen Sedimentationskoeffizienten Sy, von 25,5 S wobei sich dar-
aus mit dem oben angegebenen f/f,-Wert eine molekulare Masse von 1150 kDa
errechnet, was 48 Untereinheiten im Oligomer entsprechen wiirde.
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Abbildung 36: Normalisierte c(S) Verteilung von global gefitteten Sedimentationsgeschwindig-
keitslaufen bei 12.000 Upm (rot) und 50.000 Upm (schwarz) von Hsp26 in 40 mM
Hepes, 50 mM KC1, pH 7 4.

Die restlichen 16 % der Verteilung liefen sich unter der Annahme eines vergleich-
baren f/f; zu einem 32mer, 36mer und 64mer annotieren.

Integriert man die gesamte c(S)-Verteilung, so erhélt man ein mittleres Molekular-
gewicht von 880 kDa, was etwas niedriger als die im MALS gemessenen Vertei-
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3.2 O]igomerisierung von Hsp26

lung von 943 kDa ist. Diese Differenz mag tiber die in der c(S)-Verteilung vorhan-
denen 2 S Spezies stammen (Abbildung [36). Diese Spezies spielt, unabhéingig ob
realistisch oder ein Artefakt beim Fitten, bei der Bestimmung der mittleren Mas-
se mittels statischer Lichtstreuung keine Rolle, da so kleine Bestandteile auf der
Grofienausschlusschromatographiesdule vom Oligomerpeak abgetrennt werden
wiirden und somit bei der Bestimmung der mittleren Masse das Ergebniss nicht
beeinflussen wiirden. Bei den fiir die drei unterschiedlichen Oligomerverteilun-
gen von Hsp26 (destilliertes Wasser, 20 mM Hepes, 20 mM Hepes + 50 mM KCl)
durchgefiihrten Gleichgewichtsldufen ergibt sich, im Vergleich zu den Sedimen-
tationsldufen, fiir das grofse Oligomer eine kleinere mittlere Masse von 767 kDa.
Diese Abweichung konnte tiber das, aus Mangel an detaillierterem Wissen, an-
genommenen single species Modell entstanden sein. Fiir die beiden anderen Ver-
teilungen wurden Massen von 396 kDa und 190 kDa berechnet, was in etwa 16

beziehungsweise 8 Untereinheiten im Oligomer entsprechen wiirde.

Da die bisherigen Messungen darauf hindeuteten, dass die durchschnittliche An-
zahl an Untereinheiten in einem Oligomer von der in der 3D Rekonstruktion ver-
wendeten Anzahl abweicht (White et al., 2006), sollten neue elektronenmikro-
skopische Aufnahmen fiir die einzelnen Oligomerverteilungen in Zusammen-
arbeit mit Dr. Andreas Kastenmiiller und Prof. Dr. Sevil Weinkauf (TUM AK
Elektronenmikroskopie) angefertigt werden. Mit Hilfe dieser Aufnahmen sollte
zum einen die Form der Partikel abgeschdtzt und zum anderen versucht wer-
den, ob die oben beschriebenen funktionellen Unterschiede (siehe Abbildung
mit strukturellen Unterschieden korreliert werden konnen. Die mit Ammonium-
molybdat negativ kontrastierten elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbil-
dung 37) zeigten fiir alle drei unterschiedliche Pufferbedingungen globuldre Par-
tikel mit einer heterogenen Grofsenverteilung.

Die statistische Auswertung (Abbildung[38) der Aufnahmen zeigte, dass die Gro-
Benverteilung der Probe mit Salz (Abbildung[37/C) mit 13 bis 21 nm sehr gut ver-
gleichbar zu fritheren Untersuchungen war (Haslbeck et al., 1999; Bentley et al.,
1992).

Die Verteilungen der beiden Hsp26 Prédparationen in destilliertes Wasser bezie-
hungsweise in 20 mM Hepes unterschieden sich deutlich von der Verteilung in
40 mM Hepes, 50 mM NaCl. Jedoch unterschieden sich die beiden Grofienver-
teilungen ohne Salz nur geringfiigig voneinander, obwohl die Unterschiede in
den Sedimentationskoeffizienten (Abbildung [25) einen ausgepragtere Differenz
erwarten lassen wiirden. Dieser Effekt konnte zum einen durch eine gednderte
Form der Oligomere durch die Probenvorbereitung, zum anderen durch Diskri-
mination zu kleiner Partikel bei der fiir die statistische Auswahl notwendigen
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40 mM Hepes
50 mMKCI

Wasser 20 mM Hepes

Abbildung 37: Negativ kontrastierte TEM Aufnahmen unterschiedlicher Hsp26 Préaparationen
zeigten eine unterschiedliche Grofienverteilung: Hsp26 wurde in den jeweiligen
Puffern (destilliertes Wasser (A), 20 mM Hepes (B) und 40 mM Hepes, 50 mM
NaCl) dquilibriert. Die Grofie des Bildausschnitts ist jeweils identisch (Langenstan-
dard 100 nm).
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Abbildung 38: Statistische Auswertung der in Abbildung @ gezeigten TEM Aufnahmen: Hsp26
dquilibriert in destilliertes Wasser (4806 Partikel, rot), 20 mM Hepes (3476 Partikel,
blau), 40 mM Hepes mit Salz (6402 Partikel, magenta). (Daten von Dr. Andreas
Kastenmidiller)
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semiautomatischen Auswahl der Partikel entstanden sein, da sich Oligomere mit
nur einigen wenigen Untereinheiten moglicherweise nicht ausreichend vom Hin-

tergrund abheben.

Um einen direkten Vergleich zu dem von White et al.|(2006) publizierten 3D Mo-
dellen ziehen zu konnen, wurde begonnen, vergleichbare Cryo- elektronenmikro-
skopische Aufnahmen anzufertigen. Eine vorldufige Analyse der Daten zeigte,
dass die Grofienverteilung der gesammelten Partikel mit den publizierten Daten
tibereinstimmten (personliche Mitteilung Dr. Andreas Kastenmidiller). Die Parti-
kel wiesen jedoch, dhnlich wie aB-Kristallin (Braun et al., 2011), eine deutlich
grofiere Heterogenitit auf als urspriinglich angenommen und somit sind vermut-
lich neben den publizierten weitere Oligomere enthalten. Ob die publizierte Elek-
tronendichte jedoch tatsdchlich, wie bisher angenommen, nur 24 Untereinheiten

enthilt, miissen zukiinftige Modellierungsversuche zeigen.

3.2.5 Posttranslationale Modifikationen von Hsp26

Fiir viele kleine Hitzeschockproteine ist in der Literatur eine Regulation der Cha-
peronaktivitdt durch Phosphorylierung beschrieben (Ecroyd et al., 2007; Shashid-
haramurthy et al.,[2005). Dabei geht man davon aus, dass kleine Hitzeschockpro-
teine unter physiologischen Bedingungen in einer Art inaktiven Lagerzustand
vorliegen. Bei Bedarf werden die Chaperone dann phosphoryliert und durch die
dadurch induzierte Anderung in der Oligomerisierung aktiviert. Auch fiir Hsp26
sind einige Phosphorylierungststellen in proteomweiten Untersuchungen identi-
tiziert worden (Ficarro et al., 2002; Smolka et al., 2007; |Albuquerque et al., 2008).
Da man bei Hsp26 jedoch von einer thermischen Regulation {iber ein Konfor-
mationsdnderung in der Mitteldoméne ausgegangen ist (Franzmann et al., 2008,

2005), wurden diese bisher nicht ndher untersucht.

3.2.5.1 Phosphoproteom Analysen in S. cerevisiae

Im Rahmen proteomweiter Analysen der Phosphoregulation von S. cerevisiae
(Schreiber et al., 2012; Soroka et al., 2012) wurden neben den fiinf fiir Hsp26
bereits in offentlichen Datenbanken (expasy) hinterlegten Posphorylierungs-
stellen vier weitere Stellen mit posttranslationalen Modifikationen identifiziert
(Tabelle [7). Interessanterweise wurden zusétzlich zu den jeweils einfach phos-
phorylierten Peptiden auch zwei zweifach phoshorylierte Peptide (547/T48 und
5208/211) experimentell nachgewiesen. Diese Beobachtung lédsst eine zusitzliche

Regulation an diesen Positionen zu.
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Position Expasy Hsp90 Apptl

S1 A

T42 P P P
547 P,
T48 P,
S90 P P P
S144 P
T163 P P
5208 P P, P,
S211 P P, P,

Tabelle 7: Ubersicht iiber bekannte oder neu identifizierte Modifikationen von Hsp26. Die bereits
in der Expasy Datenbank hinterlegten Phosphorylierungsstellen (P) stammen aus pro-
teomweiten Phosphostudien (Ficarro et al.,[2002;|Smolka et al.,|2007;|Albuquerque et al.,
2008). Die neu identifizierten Phosphorylierungsstellen wurden bei SILAC Experimen-
ten von Hsp90 pull-downs beziehungsweise beim Vergleich Appt1/wt Hefestamm iden-
tifiziert (Schreiber et all 2012; |Soroka et al., [2012). Indizes geben an, dass die entspre-
chenden Peptide auch als Diphosphopeptide beobachtet wurden. Zusétzlich zu den
Phosphorylierungsstellen wird der N-Terminus des Proteins posttranslational acetyliert
(A).

Aulfféllig war hierbei, dass die meisten Phosphorylierungsstellen in dem als Mit-
teldomédne bezeichneten Bereich liegen. Interessanterweise liegen keine poten-
tiellen Regulationsstellen innerhalb der ersten 30 Aminosduren, die von Hsp26
abgeschnitten werden konnen, ohne grofiere Einfliisse auf die Oligomerisierung
und Chaperonaktivitdt zu besitzen (Haslbeck et al., 2004b). Zusatzlich zu den
Phosphorylierungsstellen wurde gezeigt, dass posttranslational das Startmethio-
nin in der Zelle abgespalten und anschliefiend das N-terminale Serin von Hsp26
acetyliert wurde (Bossier et al., [1989).

3.2.5.2 Phosphomimetische Mutanten

Um die Einfliisse der Phosphorylierung von Hsp26 auf die Oligomerisierung und
Chaperonaktivitdt ndher zu untersuchen, wurden drei phosphomimetische Mu-
tanten in jedem strukturellen Abschnitt von Hsp26 (Hsp26s47k/14se, Hsp26s144p
und Hsp26sy08k/s2118) (Vergleiche Abbildung , bei denen, wie fiir andere sHsps
auch (Ahmad et al.,2008; Ito et al., 2001 Koteiche and McHaourab, 2003 Shashid-
haramurthy et al., 2005) die entsprechenden Positionen durch ein negativ gelade-
nes Glutamat ersetzt werden, kloniert und gereinigt. Um die Chaperonaktivitat
dieser drei Mutanten zu untersuchen (Abbildung[39), wurde deren Fahigkeit die
Aggregation von chemisch denaturierter Citratsynthase zu unterdriicken unter
gleichen Bedingungen wie das wt Protein (Abbildung 28) getestet. Im Vergleich
zum wt Protein waren die phosphomimetischen Mutanten unter Bedingungen
(20 mM Hepes pH 7,4) chaperonaktiv, bei denen das wt Protein erst thermisch ak-
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tiviert werden musste. Bei hoheren Ionenstarken war lediglich Hsp26s47g /148 ak-
tiv, wohingegen die beiden anderen Mutanten (Hsp26s;44r und Hsp26s08e/s211E)
erst thermisch aktiviert werden mussten, um einen Teil der Chaperonaktivitdt zu
erzielen.
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Abbildung 39: In chemisch denaturierten Citratsynthase Assays zeigten die phosphomimetischen
Mutanten von Hsp26 Aktivitdt unter Bedingungen in denen das entsprechende wt
Protein inaktiv war: 300 nM chemisch denaturierte Citratsynthase (schwarz) wur-
de bei 25 °C in 40 mM Hepes pH 7,4 in Gegenwart von jeweils 600 nM Hsp26-
Mutante (dquilibriert in unterschiedlichen Puffern riickgefaltet). (A) Ohne zusétz-
liche thermische Aktivierung adquilibriert in 20 mM Hepes: Hsp26g47g,/TasE (rOt),
Hsp26s144g (blau) und Hsp26g08e/5211 (magenta) (B) Ohne zusitzliche thermi-
sche Aktivierung dquilibriert in 20 mM Hepes, 50 mM NaCl: Hsp26s475 148 (rOt),
Hsp26s144r (blau) und Hsp26sy0se/s2115 (magenta) (C) Nach thermischer Aktivie-
rung (10 min bei 43 °C) dquilibriert in 20 mM Hepes, 50 mM NaCl: Hsp26s47g 7435
(rot), Hsp26s1445 (blau) und Hsp26,0ses211E (magenta).

Aulffdllig bei all diesen Messungen war, dass das Lichtstreuungssignal bei
Hsp26sy085/s2118 langsam, aber kontinuierlich linear anstieg. Dies konnte be-
deuten, dass die an die Mutante gebundenen Substrate nicht stabil in Losung
gehalten werden konnten, sondern kontinuierlich losgelassen wurden und ag-
gregierten. Da die Aktivitdtsdaten zeigten, dass die Phosphomutanten entweder
unter allen getesteten Bedingungen aktiv waren (Hsp26s47g,/1488) beziehungs-
weise im Vergleich zu dem wt Protein bei hoheren Salzkonzentrationen noch
thermisch aktivierbar (Hsp26si445, Hsp26sy085,/52118) waren und die Aktivitdt des
wt Proteins mit der Stabilitit des Oligomers korrelierte (siehe Kapitel [3.2.3),
wiirde dies auf eine Destabilisierung der oligomeren Struktur der Mutanten
hindeuten. Um die Oligomerverteilungen der einzelnen Mutanten ndher zu

untersuchen, wurden analytische Ultrazentrifugationsldufe der drei Mutanten in
20 mM Hepes = Salz durchgefiihrt (Abbildung[40).

In 20 mM Hepes &dquilibriert zeigten alle drei Mutanten Oligomerverteilungen
mit einem Swy ~ 6 S beziehungsweise Swy ~ 8 S (Abbildung A) was im
Vergleich zu der Verteilung fiir wt Hsp26 (Abbildung [25) eine zu kleineren Oli-
gomeren verschobene Grofienverteilung bedeutet. Interessant hierbei war, dass
Hsp26s478,/1488 und Hsp26sy08e/s2115 unter diesen Bedingungen anndhernd iden-
tische Verteilungen zeigten, jedoch nach Zugabe von Salz unterschiedliche Ver-
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Abbildung 40: Relative c(S) Verteilung von je 10 uM Mutante dquilibrierte in 20 mM Hepes (A)
beziehungsweise 20 mM Hepes, 50 mM NaCl (B): Hsp26s47g 148k (rot), Hsp26s144r
(blau) und Hsp26s08r /5211 (Magenta).

teilungen und Aktivititen aufwiesen (Abbildung [40| B). Die Grofle und Aktivitat
von Hsp26g144r und Hsp26sy08e/s2118 stimmten mit den Daten fiir wt Protein in
20 mM Hepes iiberein. Beide Proteine liefSen sich thermisch aktivieren. Die Gro-
fenverteilung fiir die unter diesen Bedingungen ohne zusétzlichen Temperatur-
sprung aktive Mutante Hsp26s7k/14sp War mit Sy ~ 13 S etwas grofier im Ver-
gleich zu Hsp26 wt in destilliertem Wasser. Eine sehr dhnliche Grofienverteilung
ergab sich in den mit Uranylacetat negativ kontrastierten elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen der drei Mutanten. In 20 mM Hepes ergaben sich fiir alle
drei Mutante sehr kleine und heterogene Partikel. Fiir die Aufnahmen in 20 mM
Hepes, 50 mM NaCl (Abbildung41)) gab es eine Korrelation zu den Aktivitdtsda-
ten. Fiir die beiden thermisch aktivierbaren Mutanten wurden grofse, heterogene,
meist globulédre Partikel gefunden. Wohingegen fiir die unter diesen Bedingun-
gen aktive Mutante (Hsp26s47r/1488) kleine, heterogene Partikel gefunden wur-

den.

Insgesamt deuten die bisherigen Daten darauf hin, dass die Aktivitdt von Hsp26
tiber die Stabilitdt/Grofie des Oligomers reguliert werden kann. Es scheint, dass
(unter den hier getesteten Bedingungen) Hsp26 Spezies mit einem Sedimentati-
onskoeffizienten < 13 S aktiv sind. Dies wiirde jedoch fiir Hsp26 in der Lagerform
bedeuten, dass ein Loslosen einzelner Untereinheiten, wie es zum Beispiel beim
Untereinheitenaustausch statt findet, nicht ausreichend fiir maximale Chaperon-
aktivitdt wire, sondern eine weitere Destabilisierung des Oligomers zum Beispiel
tiber Phosphorylierung benétigt wird.

84



3.2 Oligomerisierung von Hsp26

S47E /T48E S144E S208E /S211E

Abbildung 41: Negativ kontrastierte elektronenmikroskopische Aufnahmen von Hsp26 phos-
phomimetische Mutanten. Mit Uranylacetat kontrastierte, in 20 mM Hepes,
50 mM NaCl 4quilibrierte Praparationen: Hsp26s47k,1ase (A), Hsp26s144g (B) und
Hsp26s0se/52118 (C). Die Groie des Bildausschnitts ist jeweils identisch (Langen-
standard 100 nm).

3.2.6 Zusammenfassung Oligomerisierung von Hsp26

Die Oligomerisierung und Chaperonaktivitdt von kleinen Hitzeschockproteinen
ist sehr eng miteinander verbunden. Bis jetzt ist man fiir Hsp26 aus der Backerhe-
fe (S. cerevisiae) davon ausgegangen, dass die Chaperonaktivitdt des sehr stabilen
Oligomers aus 24 Untereinheiten (Bentley et al.,[1992; Haslbeck et al,[1999; Whi-|
durch eine Konformationsianderung in der Mitteldoméne aktiviert
werden kann (Franzmann et al), 2008), ohne dass dafiir die Organisation des Oli-
gomers verdndert werden muss (Franzmann et al, [2005).

Die hier prasentierten Daten deuten darauf hin, dass die Population von einzel-
nen Oligomerzustdnden von Hsp26 iiber sehr weite Bereiche verschoben werden
kann und die Verteilungen deutlich heterogener sind als bisher angenommen.
Unter physiologischen Salzkonzentrationen scheint die Hauptspezies der Oligo-
merverteilung im Mittel deutlich mehr als 24 Untereinheiten zu besitzen, was im

Einklang zu neueren massenspektroskopischen Daten steht (Benesch et al., 2010).

Die Auswertung der salz- und temperaturabhingigen Chaperonaktivitit deutet
jedoch darauf hin, dass unter diesen Bedingungen eine thermische Aktivierung
der Chaperonaktivitdt im physiologisch relevanten Temperaturbereich (zum Bei-
spiel Hitzeschritt bei 43 °C fiir 10 min) nicht moglich ist. Ferner deuten die Daten
darauf hin, dass fiir eine vollstindige Chaperonaktivitat Hsp26, ausgehend von
seinem Lagerform, mit im Mittel ca. 48 Untereinheiten, in suboligomere Spezies

dissoziieren muss.

Die fiir die Aktivitdt notwendige temperaturabhédngige Dissoziation konnte in
vitro durch die Wahl von salzfreien Puffersystemen so weit verschoben werden,
dass bereits bei 25 °C aktive Oligomere generiert wurden. Da in vivo diese Art von
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3 Ergebnisse und Diskussion

Beeinflussung der Oligomerstabilitdt nicht moglich ist, wird dort die Aktivitat
von Hsp26 (wie bei andere sHsps auch) vermutlich durch posttranslationale Mo-
difikationen reguliert, die zu einer Destabilisierung des Oligomers fithren konnen
und somit den fiir die thermische Aktivierung/Dissoziation benotigten Tempera-
turbereich herabsetzen. So lies sich Hsp26 durch unterschiedliche Phosphorylie-
rungsstellen (zumindest in vitro) von inaktiv (unphosphoryliert), {iber aktivierbar
(zum Beispiel Hsp26g1445) bis hin zu aktiv (zum Beispiel Hsp26g47g,14s8) regulie-

ren.
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch
chemische Quervernetzung

Die iiber das beschreibende hinausgehende Untersuchung der Interaktion zwi-
schen kleinen Hitzeschockproteinen und ihren (Modell-)Substraten ist grund-
sdtzlich sehr schwierig, da die resultierenden, nicht kovalent verkniipften, hetero-
genen Komplexe sehr grof3 sind (Stromer et al., 2003} |Stengel et al., 2010). Zusétz-
lich ist die direkte analytische Zuganglichkeit von Protein Komplexen > 1 MDa
nahezu unmoglich. Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit Methoden zur kova-
lenten Modifikation der Chaperon/Substratkomplexe etabliert werden, um die
Interaktionsstellen im Oligomer zu verbinden und somit die anschliefSfende Ana-
lyse/Identifikation der Substratbindestellen zu ermdoglichen.

3.3.1 Etablierung der Methoden

Grundsitzlich eignen sich fiir die kovalente Verkniipfung von Proteinen die
in den Aminosdureseitenketten vorhandenen funktionellen Gruppen wie
Sulfhydryl-, Amin- und Carboxylgruppen (Rappsilber, 2011} Petrotchenko and
Borchers, 2010). Da die beiden vergleichend zu untersuchenden Modellchapero-
ne (Hsp26 und «B-Kristallin) keine Cysteine enthalten kann ohne die Einfiihrung
zusatzlicher Mutationen lediglich auf Amino- und Carboxlgruppen zuriickge-
griffen werden. Leider ist jedoch die Verteilung der crosslinkbaren Aminogrup-
pen von sHsps, vor allem aufSerhalb der «-Kristallin-Domaéne, sehr inhomogen.
Daher wurden neben isotopenmarkiertem Di- Sulfo- Succinimid- Gluterat
(Amin-Amin, 7,7 A Linker (Nowak et al.,, 2005), sieche auch 1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid/ N-Hydroxysuccinimid (EDC/NHS:
Carboxyl- und Amingruppe, 0 A) verwendet. Beide Crosslinker besitzen eine
hohe Reaktivitdt und definierte Endprodukte, jedoch ist fiir die Verkniipfung von
Carboxylgruppen und Aminen keine Wahl von unterschiedlichen Linkerldngen

beziehungsweise das Einbringen von Isotopenmarkierungen moglich.

Grundsitzlich gédbe es noch die Moglichkeit, beobachtete Seitenreaktionen von
Succinimidestern mit Alkoholen (Mdadler et al., 2009; Leavell et al., 2004, Swaim
et al., [2004; Kalkhot and Sinz, 2008) bei der Analyse mit einzuschliefSen (Braun
et al., 2011). Dies wiirde jedoch langere Reaktionszeiten und hohere Konzentra-
tionen von Crosslinkern bendtigen, da die Reaktivitat mit Alkoholen abhédngig
von der chemischen Umgebung deutlich geringer sein kann (Kurosky et al.,[1993;
Miller and Kurosky, (1993; Madler et al., 2009). Die zusdtzlichen kombinatorischen
Moglichkeiten wiirden die Datenanalyse weiter verkomplizieren und den Such-
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Abbildung 42: Die Verteilung der freien primdren Aminogruppen in kleinen Hitzeschockpro-
teinen ist nicht gleichmifig. Ubersicht der crosslinkbaren Positionen in Hsp26
und aB-Kristallin: N-terminaler Bereich (gelb), a-Kristallin-Doméne (griin), C-
terminaler Bereich (blau), Lysine (rot) , Carboxylgruppen (blau). Lage der in Kapi-
tel diskutierten Phosphomutanten (braun).

alphaB 1 |

raum vergrofiern, weshalb zur Etablierung der Methodik bewusst darauf ver-
zichtet wurde. Aufierdem wiirden die ldngeren Inkubationszeiten die Moglich-
keit der Messung zu definierten Zeitpunkten wéhrend der Aggregationskineti-

ken reduzieren.

Um eine Identifikation der potentiellen Interaktionsstellen durchfithren zu kon-
nen, wurden die Proteinkomplexe nach dem Crosslinken mit Trypsin verdaut,
potentielle Crosslinks angereichert (siehe unten) und anschliefSend mit hochauf-
losenden massenspektroskopischen Techniken vermessen. Bei der anschliefSen-
den Datenanalyse konnen im Allgemeinen, wenn man nur einfach modifizier-
te Peptide betrachtet, drei unterschiedliche Arten von Crosslinks unterschieden
werden (Schilling et al., 2003): Typ 0 unproduktive Modifikation, dead end; Typ 1
intramolekulare Crosslinks; Typ 2 intermolekulare Crosslinks. In mehrfach modi-
tizierten Peptiden gibt es zusétzlich noch jede beliebige Kombination aus den drei
oben aufgefiihrten Crosslinkarten. Da fiir die Identifikation von Interaktionstel-
len zwischen Chaperon und Substrat nur Crosslinks vom Typ 2 interessant sind,
wurde fiir die Etablierung der Analysen jeweils lediglich ein zulédssiges Crosslin-
kermolekiil je Molekiil bertiicksichtigt.

Um einen moglichst hohen Anteil an quervernetzten Peptiden zu erhalten, wur-
den die gebildeten Proteinkomplexe zum Teil mit variierenden Konzentrationen
an Crosslinker und unterschiedlichen Inkubationszeiten versetzt (in der Regel
50fach molarer Uberschuss Crosslinker iiber Chaperon fiir 5 min bei Raumtem-
peratur). Um eine optimale Analyse zu ermoglichen, wurden anschliefsend in ei-

nem mehrstufigen Prozess die potentiell quervernetzten Peptide angereichert.

In einem ersten Schritt wurden dabei die quervernetzten Proteinkomplexe auf
einem reduzierenden SDS-Gel (Abbildung und [61) aufgetrennt. Hier-
uber liefSen sich Proteine ohne intermolekularen Crosslink ausschliefSen, indem
lediglich Banden mit einem Molekulargewicht tiber dem der einzelnen Monome-

re weiter analysiert wurden.
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In einem zweiten Arbeitsschritt wurden die nach dem Verdau aus dem Gel
eluierten Peptide mittels einer starken Kationentauschersédule in einem vier- bis
fiinf-stufigem Salzgradienten fraktioniert und angereichert. Mit Trypsin verdaute
Crosslinks sollten unter sauren Bedingungen an allen vier Termini eine positive
Ladung tragen und somit stirker als vergleichbare unmodifizierte Peptide an
das Sdulenmaterial binden (Chen et al., 2010bj Rinner et al., 2008).

Der dritte Anreicherungsschritt fand bei der Messung der Peptide in der LTQ-
Orbitrap statt. Hier wurden lediglich von Peptiden mit einer Ladung > 3* MS?-
Spektren angefertigt, da wie oben bereits erwdhnt, quervernetzte Peptide eine
hohere Ladung tragen sollten als nicht quervernetzte Peptide (Chen et al., 2010b;
Rinner et al., 2008; Maiolica et al., 2007). Zur Annotation der Fragmentierungs-
spektren wurde die ,Massmatrix” Suchmaschine verwendet (Abbildung , die
neben den {iblichen Annotationsmoglichkeiten auch eine Moglichkeit zur au-
tomatischen Annotation von quervernetzten oder disulfidverbriickten Peptiden
ermoglicht (Xu et al., 2008, 2010). Hierbei annotiert die Software (um die kom-
binatorischen Moglichkeiten moglichst gering zu halten) jedoch lediglich ein-
fach fragmentierte Peptide (fragmentiert von einem der vier moglichen Termi-
ni) und behandelt den nichtfragmentierten Teil als Modifikation des fragmentier-
ten Ions. Zusitzlich wurden, soweit moglich, isotopenmarkierte Crosslinker mit
einer dquimolaren Mischung aus leichter und schwerer Variante eingesetzt, die
eine abschliefiende Verifikation der potentiellen Crosslinks zulieflen. Eine mogli-
che Selektion durch sogenannte masstags wahrend des LS/MS Laufs, um lediglich
Peptide mit irgendeiner Modifikation durch einen Crosslinker zu fragmentieren
(Petrotchenko and Borchers, 2010; Rappsilber, 2011), erwiesen sich aber bei der
Etablierung als kontraproduktiv, da dadurch andere allgemeine Peptidinforma-
tionen (wie zum Beispiel Sequenzabdeckung, mittlere Abweichung der Masse)
nicht erfasst werden konnten.

3.3.2 Crosslinks innerhalb der sHsp Oligomere

In einem ersten Satz an Crosslinkexperimenten sollten die Moglichkeiten und
Grenzen der zu etablierenden Methoden zunédchst an den Oligomeren der beiden
Modell-sHsps (Hsp26 und «B-Kristallin) ohne zusitzliche Substrate getestet wer-
den. Dies erlaubt die Kontrolle und Beurteilung der Datenqualitdt auf Grundlage
der publizierten 3D-Struktur im Fall von «B-Kristallin (Braun et al., 2011). In
dieser Studie wurden zur Verifikation der in die Cryo-EM-Elektronendichte
gemodelten Strukturen der «-Kristallin-Doméne ein Crosslinkansatz verwen-
det. Fiir Hsp26, sollten in dhnlicher Weise die gewonnenen Abstdnde fiir die
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Platzierung und Modelierung der Struktur genutzt werden (siehe Kapitel 3.2.4).
Zu diesem Zweck wurden fiir die Analyse im NMR isotopenmarkierte Dimer-
Konstrukte (Chen et al, 2010a) der x-Kristallin-Domé&ne von Hsp26 gereinigt.
Diesen Konstrukten fehlt jedoch die komplette C-terminale Sequenz und Teile
des N-terminalen Bereichs wodurch die Informationen iiber Kontakte in diesem

Bereich iiber andere Methoden erhalten werden miissen.

Beide Modellchaperone lieflen sich mit einem 10fachen molaren Uberschuss an
isotopenmarkiertem DSSG fiir 10 min crosslinken (Abbildung [43).

alpha B Hsp26

97 kDa 97 kDa
s6kpa | 66kDa ]
45kDa - [gao| 45kDa [
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-— -
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Abbildung 43: SDS-Gel von 50 uM mit DSSG (10fach molarer Uberschuss) quervernetzem oB-
Kristallin und Hsp26: Fiir beide Chaperone waren unter diesen Bedingungen ko-
valent verkniipfte Dimere und Trimere/Tetramere auf dem Gel sichtbar. Ungefah-
re Schnittmarken der Gelbanden: rot.

Fiir die Analyse der Interaktionsstellen wurde von aB-Kristallin die dem Mo-
lekulargewicht eines Dimer entsprechende und hohere molekulare Banden aus
dem gesamten Gel ausgeschnitten, aufbereitet und in zwei Pools (Dimer und Tri-
mer /Rest) vereinigt. Fiir die Messung in der Orbitrap wurden diese Proben mit-
tels SCX-ZipTips in jeweils 4 Proben (unfraktioniert und 3 Salzstufen, siehe Kapi-
tel fraktioniert. Bei den anschliefSenden drei getrennten Suchen (vergleiche
Kapitel nach potentiellen Crosslinks in einer Datenbank, die lediglich die
Sequenz von humanem «B-Kristallin enthielt, wurde insgesamt eine Sequenzab-
deckung von 96 % erreicht.

Bei allen von der Datenbanksuche vorgeschlagenen Crosslinks wurde die Anwe-
senheit des Isotopenmusters manuell verifiziert (Abbildung [44).

Die in Abbildung 45| dargestellten Crosslinks wurden zum grofsen Teil auch mit
einem Crosslinker mit leicht abweichender Linkerldnge bei den Crosslinkexperi-
menten zur Verfizierung der gemodelten pseudoatomaren aB-Kristallin Struktur
gefunden (Braun et al., 2011). Die dort ebenfalls annotierten Seitenreaktionen von
Crosslinks zwischen Amino- und Alkoholgruppen wurden hier nicht untersucht.
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Abbildung 44: Beispiel eines durch ,Massmatrix” annotierten und manuell verifizierten Cross-
links: Das Isotopenmuster der precursor Masse 632,66870 Da zeigt das Vorhan-
densein der durch den Crosslinker eingebrachten 1 : 1 Mischung aus leichter und
schwerer Isotopenmarkierung. Differenz zwischen leichtem und schwerem Cross-
linker entspricht bei Ladungszahl 3* 2,01 Da.

Auffallig ist jedoch, dass in der Studie von Braun et al.| (2011)) keinerlei Crosslinks
fiir Position 82 beziehungweise intermolekulare Crosslinks fiir die Lysine in dem
C-terminalen Bereich (K166-K166, K166-K174 und K174-K175) von «B-Kristallin

gefunden wurden.

Unabhingig von dem Uberlapp der identifizierten Positionen zwischen der
fritheren Studie und den jetzigen Daten ist die strukturelle Plausibilitit der
identifizierten Crosslinkpositionen wichtig. Aus diesem Grund wurden fiir alle
hier vorgeschlagenen Interaktionskontakte die Distanzen in der Struktur von
aB-Kristallin nachgemessen. Da fiir die Plausibilitdt eines Crosslinks lediglich
ein mogliches Vorhandensein innerhalb des Oligomers ausreichend ist, wurde
jeweils die kiirzeste mogliche Distanz zwischen zwei Positionen, unabhéangig
von der Geometrie der einzelnen o-Kristallin-Domé&nen, berechnet. Um einen
Crosslink direkt mit dem publizierten Modell in Einklang bringen zu konnen,
muss die Distanz zwischen den beiden korrespondierenden C, der Lysine
<24 A (7,7 A Linker + 13 A fiir zwei Lysin-Reste + etwa 3 A Fehler in der
Struktur (Chen et al., 2010b)) sein. Diese Annahme wird fiir alle beobachteten
Crosslinks mit Ausnahme der drei oben beschriebenen intermolekularen Cross-
links im C-terminalen Bereich erfiillt. Da diese C-terminalen Sequenzen jedoch in
der Literatur als insgesamt sehr dynamisch und flexibel beschrieben sind (Carver
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Abbildung 45: Ubersicht der Crosslinks innerhalb des aB-Kristallin Oligomers: Von den Daten-
banksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks zwischen zwei
primdren Aminogruppen (gelb) innerhalb des «B-Kristallin Oligomers. Crosslinks
die (auch) tiberlappende Peptidfragmente aufweisen (rot) wurden als eindeutig
intermolekular annotiert. Der spiegelbildliche Bereich oberhalb der Diagonale (di-
cke Linie) ist in grau dargestellt.

et al} [1992), miissen diese Crosslinks nicht als Artefakte betrachtet werden.

Der zu oB-Kristallin vergleichbare Ansatz mit Hsp26 lieferte ebenfalls Dimere
und hohere Oligomerbanden, die insgesamt in drei Pools aufbereitet und an-
schlieflend fraktioniert wurden. Die tiber die Datenbanksuche identifizierten po-
tentiellen Crosslinks (Abbildung wurden ebenfalls manuell verifiziert und
zeigen, dass vor allem Bereiche im C-terminalen Bereich der «-Kristallin-Doméne
(Position 95-195) sehr viele Crosslinks bilden.

Fiir die Platzierung der korrekten Anzahl an Monomeren in die von |White et al.
(2006)) publizierte Elektronendichte, diirften vor allem die intermolekularen Di-
stanzen geeignet sein. Da bei den meisten entlang der Diagonale (und somit in
raumlicher Nachbarschaft auf der Primdrsequenz) liegenden Crosslinks keine zu-
satzlichen Hinweise auf intermolekulare Kontakte vorhanden sind, handelt es
sich vermutlich um Verkniipfungen innerhalb eines Monomers. Betrachtet man
die einzelnen Crosslinks genauer im Vergleich zu einem mit I-TASSER erstelltem
Homologiemodell fiir die «-Kristallin-Doméne von Hsp26, so muss es sich bei
dem Crosslink Lysin 116 auf Lysin 176 vermutlich um einen intramolekularen
Crosslink handeln, wohingegen Lysin 147 auf Lysin 195 einen intermolekularen
Crosslink (innerhalb eines Dimers) darstellen diirfte, da unter der Annahme der
Dimerbildung tiber Strangaustausch die beiden Positionen einen sehr grofien in-
tramolekularen Abstand haben wiirden. Mit dhnlicher Begriindung handelt es
sich bei den in Abbildung 46|als definitv intermolekular eingezeichneten Cross-
links vermutlich um potentielle Kontaktstellen zwischen zwei benachbarten Di-

meren.
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Abbildung 46: Ubersicht der Crosslinks innerhalb des Hsp26 Oligomers: Von den Datenbanksu-
chen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks zwischen zwei primédren
Aminogruppen (gelb) innerhalb des Hsp26 Oligomers. Crosslinks die (auch) tiber-
lappende Peptidfragmente aufweisen (rot) wurden als eindeutig intermolekular
annotiert. Der spiegelbildliche Bereich oberhalb der Diagonale (dicke Linie) ist in
grau dargestellt.
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3.3.3 Substratinteraktionen mit heterobifunktionalem aminreaktiven
Crosslinker

Fiir die Untersuchung von Interaktionen zwischen sHsp und Substraten wurden
vier in der Literatur hdufig verwendete Modellsubstrate genutzt. Die Ausbildung
der Komplexe mit Lysozym aus Hiihnereiweif (P00698) findet bei 25 °C statt und
wird durch die Reduktion der Disulfidbriicken im Substrat ausgelost.

alpha B
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Abbildung 47: Ubersicht von Quervernetzungsreaktionen zwischen Substraten und oB-
Kristallin: Fiir die Ausbildung der Chaperonsubstratkomplexe wurde jeweils
ein zweifacher molarer Uberschuss an Chaperon {iber Substrat verwendet. Die
Crosslinks wurden anschlieffend bei Raumtemperatur fiir 5 beziehungsweise
10 min zwischen zweifachem Uberschuss an aB-Kristallin und 25 uM Lysozym
(50fach), 10 uM Alkoholdehydrogenase (50fach), 5 pM Malatdehydrogenase
(25fach) und 4,8 uM Citratsynthase (300fach) mit DSSG durchgefiihrt. Die
Auftrennung erfolgte mittels 12,5 %iger SDS-PAGE. Ungefdhre Schnittmarken der
Gelbanden: rot.

Die Aggregation der Alkoholdehydrognase aus der Béackerhefe (P00330) wird
durch Komplexierung der enthaltenen Zinkionen mit Phenanthrolin bei 45 °C
gestartet. Wohingegen die mitochondriale Malatdehydrogenase (P00346) und Ci-
tratsynthase (P00889), beide aus Schweineherz, lediglich durch thermischen Ein-
fluss (45 °C) aggregieren.

3.3.3.1 Lysozym

Wie die Abbildungen[@#7]und48|im Vergleich zu den Crosslinks ohne Substrat zei-
gen (Abbildung [3), traten nach einer teilweise notwendigen Optimierung der
Crosslinkbedingungen zusétzliche Banden auf, die auf Crosslinks mit Substrat

zuriickzufiihren sind. Abgesehen von den Crosslinks mit Lysozym, wo die zur
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Abbildung 48: Ubersicht von Quervernetzungsreaktionen zwischen Substraten und Hsp26: Fiir
die Ausbildung der Chaperonsubstratkomplexe wurde jeweils ein zweifacher mo-
larer Uberschuss an Chaperon iiber Substrat verwendet. Die Crosslinks wurden
anschlieflend bei Raumtemperatur fiir 5 beziehungsweise 10 min zwischen zwei-
fachen Uberschuss an Hsp26 und 25 uM Lysozym (50fach), 10 uM Alkoholdehy-
drogenase (50fach), 5 pM Malatdehydrogenase (25fach) und 4,8 uM Citratsyntha-
se (300fach) mit DSSG durchgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte mittels 12,5 %iger
SDS-PAGE. Ungeféahre Schnittmarken der Gelbanden: rot.

Interaktion zwischen einem Monomer Chaperon und einem Substratmonomer
Bande auf dem SDS-Gel eindeutig bestimmt werden konnte (Bande zwischen 31
und 45 kDa), ist diese Zuordnung bei den anderen Substraten deutlich schwieri-
ger. Ein Grund hierfiir mag neben der unterschiedlichen Anzahl an potentiellen
reaktiven Positionen (6 fiir Lysozym gegentiber 25 fiir ADH und 26 fiir MDH und
CS) auch die von Bova et al.| (1997) beschriebene Beobachtung sein, dass grofse-
re Substrate vermutlich mehrfach an das Chaperon binden kénnen. Daher wur-
den zusitzlich zu der definierten Chaperon-Lysozym-Bande jeweils die Bereiche
oberhalb der Dimerbande des Chaperons aus den SDS-Gelen ausgeschnitten und
in vier bis sechs Gelstiicke zerlegt, die jeweils individuell verarbeitet wurden.

Die Auswertung der potentiellen Interaktionsstellen zwischen Lysozym und oB-
Kristallin lieferten neben einer 96 % beziehungsweise 100 % Sequenzabdeckung
tiir Lysozym und «B-Kristallin insgesamt 13 manuell verifizierte Verkniipfungs-
stellen, die im Chaperon in zwei grofien Bereichen auftraten (Abbildung [49). Ne-
ben dem N-Terminus (Position 1) und Position 72 lieferten auch die Positionen
vor und hinter dem IXI-Motiv (Position 159 bis 162) Crosslinks. In Lysozym wur-
den sowohl die ersten beiden und letzten beiden Positionen mit oB-Kristallin

quervernetzt.

Die Datenauswertung in vergleichbaren Experimenten mit Hsp26 zeigte ein
sehr dhnliches Bild (Abbildung [50). Mit ebenfalls fast vollstindiger Sequenzab-
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Abbildung 49: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen aB-Kristallin und Lysozym: Von den
Datenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks zwischen
zwei primédren Aminogruppen (gelb).

deckung (99 % beziehungsweise 100 %) wurden 20 unterschiedliche Verkniip-
fungspunkte gefunden. Im Substrat wurden hier ebenfalls hauptsdchlich die
ersten beiden Lysine verkniipft. Zusitzlich wurde auch das Lysin an der Position
97 verkntipft. Fiir das Lysin an Position 116 wurde im Gegensatz zu dem Versuch
mit «B-Kristallin (Abbildung[49) kein Crosslink gefunden.
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Abbildung 50: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen Hsp26 und Lysozym: Von den Da-
tenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks zwischen zwei
primédren Aminogruppen (gelb).

In Hsp26 wurden, wie bei aB-Kristallin, ebenfalls Positionen im N-terminalen
Bereich und ein Bereich am Ende der «-Kristallin-Domé&ne vor dem IXV-Motiv
quervernetzt. Zusédtzlich wurden Crosslinks zwischen den Positionen 147 bis 159
gefunden, was den 36 und (37 Strangen entspricht, die eigentlich fiir die Bildung

des Dimerisierungskontakts verantwortlich gemacht werden (vergleiche Kapitel

1.2.2.3).

Fasst man die in Crosslinks involvierten Positionen im Lysozym zusammen und
markiert sie auf der Kristallstruktur (Abbildung , so fallt auf, dass die drei,
mit beiden Chaperonen quervernetzten Positionen, eine Seite des Molekiils abde-
cken. Die nicht verkniipfte Position 33 hingegen liegt auf der dazu abgewandten
Seite des Molekiils. Dass Position 96 im Vergleich zu Position 97 nicht als poten-
tielle Crosslinkstelle identifiziert wurde, konnte auch an der etwas ungtinstigen
Verteilung der Trypsinschnittstellen innerhalb des Proteins liegen.
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

Abbildung 51: Kristallstruktur von Lysozym aus Hiihnereiweifs (193L) mit eingezeichneten Lysin
Positionen: Positionen die mit «B-Kristallin (rot) beziehungsweise «B-Kristallin
und Hsp26 (gelb) oder gar nicht (blau) quervernetzt wurden sind farbig hervorge-
hoben.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.3.2 Alkoholdehydrogenase

Bei der Analyse der verifizierten Crosslinks zwischen «B-Kristallin und der Al-
koholdehydrogenase (Abbildung[52) entstand mit den insgesamt 17 unterschied-
lichen Crosslinkpositionen (bei 100 % Sequenzabdeckung von aB-Kristallin und
73 % Sequenzabdeckung der Alkoholdehydrogenase) auf Seite des sHsps ein sehr
dhnliches Bild. Die Crosslinks lieflen sich auf Grund ihrer Position in insgesamt
drei Gruppen untergliedern. Ein Teil der Crosslinks lag in dem N-terminalen Be-
reich der Alkoholdehydrogenase und crosslinkt mit dem Bereich um das IXI Mo-
tiv. Wohingegen der C-terminale Bereich der Alkoholdehydrogenase neben den
Crosslinks zum IXI Motiv auch eine Interaktion mit den N-terminalen Sequenzen

von oB-Kristallin zeigte.
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Alkoholdehydrogenase

Abbildung 52: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen aB-Kristallin und Alkoholdehydro-
genase: Von den Datenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Cross-
links zwischen zwei primdren Aminogruppen (gelb).

Fiir die korrespondierenden Experimente mit Hsp26 (Abbildung wurden
ebenfalls sehr gute Sequenzabdeckungen erreicht (100 % fiir Hsp26 und 73 %
tiir Alkoholdehydrogenase). Die resultierenden Crosslinks auf der Alkoholde-
hydrogenase zeigten ein zur Verteilung von oB-Kristallin (Abbildung sehr
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

dhnliches Muster. Auch die Crosslinks auf Hsp26, lagen wie schon fiir Lysozym
beobachtet, hauptsdchlich in den N-terminalen Bereich und in den 36 und 37

Strangen.
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Abbildung 53: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen Hsp26 und Alkoholdehydrogenase:
Von den Datenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks
zwischen zwei primdren Aminogruppen (gelb).

Zeichnet man die verifizierten Crosslinks auf der Kristallstruktur der Alkohol-
dehydrogenase ein, so zeigt sich, dass die quervernetzten Lysine im N- und C-
terminalen Bereich des Substrats in der gleichen Region auf der Struktur liegen

(Abbildung[54).

Die Griinde fiir eine Interaktion hauptsdchlich mit diesem Bereich des Molekiils
konnte zum Beispiel in der sterischen Zuganglichkeit im Tetramer begriindet
sein. Geht man davon aus, dass von den sHsps bereits sehr frithe Intermediate
erkannt werden (Narberhaus, 2002; Basha et al., 2012), handelt es sich hier mogli-
cherweise um die am leichtesten zugénglichen, instabilen Bereiche im Tetramer.

99



3 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 54: Kristallstruktur der Alkoholdehydrogenase aus Backerhefe (2HCY) mit eigezeich-
neten Lysin Positionen: Positionen die mit «B-Kristallin (rot), Hsp26 (griin), beiden
(gelb) oder gar nicht (blau) interagierten sind farbig hervorgehoben. Das zweite,
direkt interagierende Monomer ist in grau dargestellt.
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

3.3.3.3 Malatdehydrogenase

Die massenspektroskopische Analyse der Substratkomplexe mit aB-Kristallin
und Malatdehydrogenase (Abbildung ergab ebenfalls eine gute Sequenz-
abdeckung des Chaperons (80 %) und Substrats (85 %). Die insgesamt 13
unterscheidbaren Verkniipfungsstellen gruppieren sich wiederum hauptséchlich
um den N-terminalen Bereich der Malatdehydrogenase und dem Bereich um das
IXI Motiv in oB-Kristallin.
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Abbildung 55: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen aB-Kristallin und Malatdehydrogen-
ase: Von den Datenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Cross-
links zwischen zwei primdren Aminogruppen (gelb).

Mit insgesamt 38 unterscheidbaren Verkniipfungsstellen war die Ausbeute fiir
die Analyse der Komplexe aus Malatdehydrogenase (Sequenzabdeckung 85 %)
und Hsp26 (Sequenzabdeckung 88 %) am grofiten (Abbildung[56). Das Crosslink-
muster in der Malatdehydrogenase unterschied sich nur geringfiigig von dem
entsprechenden Ergebnis mit aB-Kristallin. Jedoch wurde in dem fiir Hsp26 an-
sonsten bevorzugt quervernetzten Bereich von Position 147 bis 157 lediglich ein
einziger Crosslink gefunden.
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Hsp26

N-term
K107
K114
K145
K147
K149
K151
K157
K159
K176
K190
K192
K195
K198
K202
K203

K45
K50
K116
K117
K127

Malatdehydrogenase

Nterm

K2

K21

K54

K67

K81

K132

K133

K141

K161

K179

K191

K215

K217

K245

K255

K272

K273

K277

K283

K290

K300

K304

K305

K311

K314

Abbildung 56: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen Hsp26 und Malatdehydrogenase:

Von den Datenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks
zwischen zwei primdren Aminogruppen (gelb).
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

Ubertragt man nun die Positionen aller beobachteten Crosslinks auf die Kristall-
struktur der Malatdehydrogenase (IMLD) (Abbildung @, so fallt auf, dass die
beobachteten Crosslinks deutlich starker rdumlich verteilt sind als zum Beispiel
bei der Alkoholdehydrogenase (Abbildung[54).

K 283

Abbildung 57: Kristallstruktur der Malatdehydrogenase aus dem Schweineherzen (IMLD) mit
eingezeichneten Lysin Positionen: Positionen die mit aB-Kristallin (rot), Hsp26
(griin), beiden (gelb) oder gar nicht (blau) interagierten sind farbig hervorgeho-
ben. Das zweite, direkt interagierende Monomer ist in grau dargestellt.

In dieser Kristallstruktur der Malatdehydrogenase gab es jedoch einen entschei-
denden Unterschied. Die Positionen Lysin 215 und 217 sind im intakten Oligomer
sehr schlecht zugéanglich. Daher ist anzunehmen, dass das Tetramer vor oder bei
der Bindung an die sHsps seine Quartarstrukturintegritét verliert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.3.4 Citratsynthase

Auch wenn die thermische Aggregation der Citratsynthase einer der klassischen
Chaperonassays fiir kleine Hitzeschockproteine ist (Buchner et al., 1998), erwies
es sich fiir die Crosslinkstudien als das am wenigsten geeignete Substrat. Trotz
sehr hoher Crosslinkerkonzentrationen (300fach molarer Uberschuss) konnte je-
weils nur eine geringe Menge Crosslinkprodukt erzeugt werden. So blieb die Se-
quenzabdeckung fiir die Citratsynthase trotz einer sehr grofien Anzahl an Mes-
sungen mit 67 % niedrig (im Vergleich oB-Kristallin 80 %). Mit insgesamt nur
vier unterscheidbaren Verkniipfungspunkten lief3 sich {iber die Verteilung der
einzelnen Crosslinks relativ wenig ableiten (Abbildung [58). Jedoch wurden auf
aB-Kristallin, wie fiir die anderen Substrate auch, Bereiche in den N-terminalen

Erweiterungen beziehungsweise zu Beginn und Ende der «-Kristallin-Doméne

gefunden.
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Abbildung 58: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen aB-Kristallin und Citratsynthase:
Von den Datenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks
zwischen zwei primdren Aminogruppen (gelb).
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

Der fiir Hsp26 gemessene Datensatz lieferte mit ebenfalls nur 66 % Sequenzab-
deckung fiir Citratsynthase (im Vergleich 88 % fiir Hsp26) nur eine sehr geringe
Anzahl an unterscheidbaren Verkniipfungsstellen (Abbildung [59).
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Abbildung 59: Ubersicht der Crosslinks mit DSSG zwischen Hsp26 und Citratsynthase: Von den
Datenbanksuchen vorgeschlagene und manuell verifizierte Crosslinks zwischen
zwei primdren Aminogruppen (gelb).

Interessanterweise lagen aber auch diese Crosslinks auf Positionen, die auch mit
anderen Substraten quervernetzt wurden. Innerhalb der Citratsynthase war be-
sonders eine Position (Lysin 16) aufféllig, welche in beiden Komplexen mit dem
jeweiligen Chaperon quervernetzt wurde. Ubertrdgt man nun die Positionen der
Crosslinks auf die Kristallstruktur der nativen Citratsynthase so fillt auf, dass die
identifizierten Positionen (anders als zum Beispiel bei der Alkoholdehydrogen-
ase) iiber das gesamte Molekiil verteilt waren (Abbildung [60).

Besonders interessant konnte moglicherweise die auch mit aB-Kristallin ver-
kniipfte Position 49 sein. Dieses Lysin ist zwar grundsétzlich oberflichenzugéang-
lich, liegt aber in einem Bereich, der mit dem C-terminalen Bereich der zweiten
Untereinheit interagiert und daher sterisch schwer zugénglich sein sollte. Daher
ist es gut moglich, dass diese Position erst nach Dissoziation des Dimers von

sHsps gebunden werden kann.
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3 Ergebnisse und Diskussion

K 300

Abbildung 60: Kristallstruktur von der Citratsynthase aus dem Schweineherzen (3EN]) mit eige-
zeichneten Lysin Positionen: Positionen die mit aB-Kristallin (rot), Hsp26 (griin),
beiden (gelb) oder gar nicht (blau) interagierten sind farbig hervorgehoben. Das
zweite, direkt interagierende Monomer ist in grau dargestellt.
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

3.3.4 Crosslinks mit dem heterobifunktionalem zero length Crosslinker
EDC/NHS

In weiteren Experimenten sollten nun die mit DSSG erzeugten Crosslinkdaten
durch Verwendung einer anderen Linkerlinge und Reaktivitdt verifiziert und
komplementiert werden, da der bisher verwendete homobifunktionale Crosslin-
ker bei der Verwendung mit kleinen Hitzeschockproteinen das Problem hat, dass
lediglich eine sehr geringe Anzahl an reaktiven Aminen in den N-terminalen Be-
reichen des Proteins vorhanden sind (vergleiche Abbildung #2). Um diese Limi-
tierung zu umgehen und zusitzlich die oben generierten Daten mit einer unter-
schiedlichen Linkerldnge zu testen wurde der zero-length Crosslinker EDC/NHS
jeweils mit dem Substrat Lysozym verwendet. Jedoch kann tiber diesen Crosslin-
ker keine Isotopenmarkierung eingebracht werden, was zur Notwendigkeit einer
alternativen Verifizierung der Crosslinks fiihrt (sieche Abbildung[62).
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Abbildung 61: Ubersicht der Quervernetzungsreaktionen von Hsp26, Hsp26 mit Lysozym und
aB-Kristallin mit Lysozym mit EDC/NHS: Fir die Ausbildung der Komplexe
wurde jeweils 50 uM Hsp26 beziehungsweise 50 pM Hsp26 mit 25 uM Lysozym
fiir 5 min mit einem 100fachen Uberschuss an EDC/NHS quervernetzt. Fiir die
Stabilisierung der Komplexe mit aB-Kristallin wurde bei gleichen Konzentratio-
nen der Proteine 30 min mit einem 500fachen molaren Uberschuss an Crosslin-
ker gearbeitet. Die Auftrennung erfolgte mittels 12,5 %iger SDS-PAGE. Ungefiahre
Schnittmarken der Gelbanden: rot.

Die aus den Versuchen mit EDC/NHS resultierenden Gele (Abbildung [61) unter-
schieden sich deutlich von den entsprechenden Versuchen mit DSSG (Abbildung
und [46). Fiir Hsp26 ohne Substrat wurde ein deutlich groflerer Anteil an
hochmolekularen Oligomeren gefunden, wohingegen dieser Bereich bei Cross-
links mit Substrat fehlte. Fiir die Modifikation von Substratkomplexen aus oB-
Kristallin und Lysozym musste hier im Vergleich zu Hsp26 deutlich mehr Cross-
linker eingesetzt werden und die Inkubationszeit deutlich erhoht werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Auswertung dieser in der LTQ-Orbitrap gemessener Datensdtze gestaltete
sich bei diesen Versuchen im Vergleich zu den mit isotopenmarkierten Cross-
linkern deutlich schwieriger, da eine Verifizierung der einzelnen Crosslinks in
diesem Experiment iiber das Isotopenmuster nicht moglich ist. Daher kann man
in diesem Fall lediglich mit Wahrscheinlichkeiten arbeiten. Bei der hier verwen-
deten Suchmaschine gibt der ppy,,-score die negative logarithmierte Wahrschein-
lichkeit einer zufédlligen Aminosdureabfolge des potentiellen Treffers wieder (Xu,

and Freitas, [2008). Um die Grenzwerte des ppy,g-scores fiir eine false-discovery-rate

von < 1 % zu bestimmen wurde zuerst eine Datenbanksuche mit den Standard-

Suchparametern (ppy,,-score: 1,3; maximale Abweichung: 10 ppm) durchgefiihrt

(siehe Abbildung [62]und Kapitel[2.2.6.2).

EDC/NHS DSSG

default Parameter
Massmatrix Suche 10 ppm, PPy = 1.3
Suche auf Sequenz

Ermittlung der kleinsten Abweichung
so dass 99 % der Hits erhalten bleiben

l angepasste Parameter
s 10 ppm! pptag= 1=3
Suche auf Sequenz und
decoy Datenbank

Massmatrix Suche

Ermittlung des pp,,4 scores
so dass maximal 1 Treffer in decoy Datenbank
je 100 Treffer in Sequenz

¥
angepasste Parameter
Massmatrix Suche < 10 ppm, ppyg2 1,3
Suche auf Sequenz v

Verifikation

Kombination individueller Suchen Kombination individueller Suchen

Abbildung 62: Ubersicht und Gegeniiberstellung der einzelnen Schritte bei den Datenbanksuchen
von LC/MS Léufen mit isotopenmarkiertem Crosslinker (rechts) und Crosslinker
ohne Isotopenmarkierung (links).

In dem resultierenden Datensatz wurde daraufhin die zuldssige Abweichung der
precursor Masse so angepasst, dass in der neuen Toleranz noch 99 % der urspriing-
lichen Peptide enthalten waren. Mit diesen modifizierten Suchparametern wurde
(PPrag-score: 1,3 maximale Abweichung: < 10ppm) bei der zweiten Suche sowohl
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

die entsprechende Datenbank mit den Crosslinkparchen, wie auch eine decoy Da-
tenbank (Moore et al.,2002), welche die Sequenz in umgekehrter Reihenfolge und
20 Sequenzparchen mit einer zufélligen Aminosdurenreihenfolge enthilt, durch-
sucht. Der Vorteil einer im Vergleich zur Sequenzdatenbank deutlich grofieren
decoy Datenbank ist, dass man als Ndherung davon ausgehen kann, dass es sich
bei allen in der korrekten Datenbank annotierten Peptide um tatsdchlich positive
Treffer (true positives) handelt, wohingegen es sich bei den Treffern in der decoy
Datenbank ausschlieSlich um falsch positive Treffer (false positives) handeln muss
(Huttlin et al., 2007). Anhand dieser beiden Datensitze wurde dann ein Grenz-
wert fiir den ppy,q-score ermittelt, so dass maximal ein Treffer in der decoy Da-
tenbank je 100 korrekt annotierter Peptide gefunden wurde. Mit den so ermittel-
ten Grenzwerten wurde dann wiederum in einer dritten Suche (ppy,,-score: > 1,3;
maximale Abweichung: < 10 ppm), die eine falsch-positive Erkennungsrate von
<1 % haben sollte, auf der entsprechenden Sequenzdatenbank gesucht. Auf die-
se Art und Weise wurden jeweils zwei getrennte eigenstdndige Suchen fiir den
Crosslinker Lysin an Aspartat und Lysin an Glutamat durchgefiihrt. Die daraus

resultierenden Ergebnisse wurden anschliefsend zu einem Datensatz kombiniert.

3.3.4.1 Crosslinks innerhalb Hsp26

Die Auswertung der Crosslinkdaten des Hsp26 Oligomers mit dem zero space
Crosslinker EDC/NHS ergaben eine Vielzahl von Crosslinks entlang der in Ab-
bildung |63| eingezeichneten Diagonale. Dies bedeutet, dass hier Positionen, die
auf der Sequenz von Hsp26 in rdumlicher Nachbarschaft liegen, kovalent ver-
kntipft wurden. Zusétzlich konnten auch zwei Gruppen von Crosslinks aufler-
halb dieser Diagonale identifiziert werden, welche rdumliche Ndhe in der drei-
dimensionalen Struktur von auf der Priméarstruktur weit entfernten Positionen
besitzen miissen (Abbildung [63). So crosslinkte zum einen der Beginn der Mit-
teldomédne von Hsp26 mit den Positionen des 36 und 37 Strangs, die bei den
Versuchen mit DSSG (Kapitel auch mit den Substraten interagierten. Zum
anderen musste sich in diesem Oligomer der C-terminale Bereich von Hsp26 in
direktem Kontakt mit dem Loop zwischen (33 und (34 Strang (Position Lysin 116,
vergleiche Abbildung[) befinden.

Da keiner der Crosslinks entlang der Diagonale einen direkten Hinweis auf inter-
molekulare Kontakte gab, ist davon auszugehen, dass diese lediglich lokale Kon-
takte innerhalb des Monomers wiederspiegeln. Die beiden Kontakte aufierhalb
der Diagonale konnten jedoch wertvolle Hinweise fiir die, analog zu den Experi-
enten von Braun et al. (2011), geplante Platzierung der «-Kristallin-Doméne und
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Abbildung 63: Positionstibersicht tiber Crosslinks mit EDC/NHS (gelb) innerhalb von Hsp26 oh-
ne Substrat: Im Gegensatz zu Aminen sind in der N-terminalen Erweiterung ei-
ne Vielzahl von crosslinkbaren Carboxylgruppen enthalten. Zwei individuelle Su-
chen (Lysin-Aspartat und Lysin-Glutamat) mit jeweils einer falsch-positiven Er-
kennungsrate von < 1 % wurden kombiniert. Die Diagonale (dicker Strich) gibt
die Nédhe in der Primédrsequenz an.

der terminalen Erweiterungen in der publizierten Cryo-EM-Struktur von Hsp26
(White et al., 2006) liefern.

3.3.4.2 Crosslinks mit Lysozym

Die statistische Auswertung der Crosslinkdaten zwischen «B-Kristallin und
Lysozym (Abbildung mit einer maximalen falsch-positiven Erkennungsrate
von < 1 % in den individuellen Suchen ergab zwei Crosslinks, die auf einer
Chaperon-Substratinteraktion beruhen. Im Vergleich zu den Untersuchungen
mit DSSG wurden hier deutlich weniger potentielle Interaktionststellen ge-
funden. Dies mag daran liegen, dass fiir einen Crosslink mit EDC/NHS zwei
Polypeptidketten in direktem Kontakt stehen miissen, wohingegen Crosslinks
mit einem ldngeren Linker deutlich mehr Flexibilitdt zulassen. Interessanterwei-
se besteht zwischen den in diesem Ansatz identifizierten Crosslinks und den
mit DSSG identifizierten ein Uberlapp. So wurden auch hier zwei Positionen
(Glutamat 156 und Glutamat 164) vor und nach dem konservierten IXI-Motiv
(Position 159-161) mit dem Substrat kovalent verkniipft.

Bei den vergleichbaren Experimenten mit Hsp26 und Lysozym (Abbildung
wurde ebenfalls ein mit den vorherigen Daten iiberlappender Crosslink identifi-
ziert. So wurde wiederum eine Position des 36 und 37 Strangs (Lysin 159) mit

Lysozym quervernetzt.
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Abbildung 64: Positionsiibersicht iiber Crosslinks (gelb) zwischen aB-Kristallin und Lysozym
mit EDC/NHS. Insgesamt gibt es vier mogliche Kombinationen fiir einen Cross-
link: Lysin aus aB-Kristallin crosslinkt mit einer Carboxylgruppe aus «B-Kristallin
beziehungsweise Lysozym (obere zwei Felder). Alternativ crosslinkt ein Lysin
aus Lysozym mit einer Carboxylgruppe aus «B-Kristallin beziehungsweise Lyso-
zym (untere zwei Felder). Zwei individuelle Suchen (Lysin-Aspartat und Lysin-
Glutamat) mit jeweils einer falsch-positiven Erkennungsrate von < 1 % wurden
kombiniert. Die Diagonale (dicker Strich) gibt die Néhe in der Primérsequenz an.

Hsp26 Lysozym
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E27
D46
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D64
D67
E68
D71
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D75
D77
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E105
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E152
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D171
D173
D178
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E205
E210
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D18
E35
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D52
D66
D87
D101
D119
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K45

K50

K107
K114
K116
K117
K127
K145
K147
K149
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K157
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K176
K190
K192
K195
K198
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K1
K13
K33
K96
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K116
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Abbildung 65: Positionstibersicht iiber Crosslinks (gelb) zwischen Hsp26 und Lysozym mit
EDC/NHS. Insgesamt gibt es vier mogliche Kombinationen fiir einen Crosslink:
Lysin aus Hsp26 crosslinkt mit einer Carboxylgruppe aus Hsp26 beziehungswei-
se Lysozym (obere zwei Felder). Alternativ crosslinkt ein Lysin aus Lysozym mit
einer Carboxylgruppe aus Hsp26 beziehungsweise Lysozym (untere zwei Felder).
Zwei individuelle Suchen (Lysin-Aspartat und Lysin-Glutamat) mit jeweils einer
falsch-positiven Erkennungsrate von < 1 % wurden kombiniert. Die Diagonale
(dicker Strich) gibt die Nédhe in der Primédrsequenz an.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Interessanterweise wurden in dem Crosslinkansatz mit Lysozym die Crosslinks
zwischen dem N-terminalen Bereich und 36 und 37 (vergleiche Abbildung
nicht identifiziert. Jedoch ist natiirlich das Fehlen einzelner Crosslinks an sich

nicht aufschlussreich (Rappsilber|, 2011).

3.3.5 Diskussion der chemischen Quervernetzung von sHsp Oligomeren
und deren Substratkomplexe

Insgesamt wurden fiir unterschiedliche Chaperon/Substrat/Crosslinker Kombi-
nationen im Laufe der Etablierung der Methodik iiber 356 LC/MS Laufe (Tabel-
le|8) aufgenommen und ausgewertet. Vor allem die mit den vier Modellsubstra-
ten (Lysozym, Alkoholdehydrogenase, Malatdehydrogenase und Citratsyntha-
se) gesammelten Daten lieferten in Abhédngigkeit des Substrats eine sehr unter-
schiedliche Anzahl an auswertbaren Crosslinks. Aufféllig hierbei war vor allem,

dass die Anzahl der Crosslinks nicht mit der Menge an Messdaten korrelierte
(Tabelle [8).

DSSG EDC/NHS
Substrat Hsp26 «aB-Kristallin Hsp26 «aB-Kristallin
— 8 8 16
Lysozym 20 35 16 19
CS 58 27
MDH 44 28
ADH 24 23
Summe 154 121 32 19

Tabelle 8: Anzahl der LC/MS Léaufe je Chaperon/Substrat Kombination der mit dem Crosslinker
DSSG beziehungsweise EDC/NHS durchgefiihrten Experimente.

Vielmehr schienen eher die absoluten Mengen an eingesetzten Peptiden entschei-
dend {iiber die Ausbeute an auswertbaren Crosslinks gewesen zu sein. So sind die
Ausbeuten an quervernetzten Peptiden vor allem bei Experimenten der Chape-
rone ohne Substrat oder mit Lysozym als Substrat (Abbildung (49 und bei
sehr wenigen Laufen relativ hoch. Bei diesen Kombinationen waren auch die
aus den SDS-Gelen ausgeschnittenen Banden (zum Beispiel Verkniipfung zwi-
schen einem sHsp Monomer und einem Substratmolekiil) sehr deutlich sichtbar.
Wohingegen fiir die Crosslinks mit Citratsynthase die zweifelsfrei auf Chape-

ron/Substratinteraktion beruhenden Banden deutlich schwacher waren.

Insgesamt konnten mit dem Crosslinker DSSG durch eine Datenbanksuche 132
unterscheidbare Verkniipfungsstellen zwischen den zwei Chaperonen und vier

Modellsubstraten vorgeschlagenen und manuell verifiziert werden. Aus der
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

detaillierten Diskussion der einzelnen Verkniipfungsstellen ist es jedoch sehr
schwierig, Informationen tiber die direkte Substratinteraktion abzuleiten, da die
gebildeten Chaperon/Substratkomplexe strukturell sehr heterogen sein konnen
(Stromer et al., 2003) und vermutlich unterschiedliche Stéchiometrien aufweisen
(Stengel et al., 2010).

Zusatzlich wurde in H/D Austauschexperimenten gezeigt, dass es fiir die
Chaperon-Substratwechselwirkungen im Ensemble vermutlich keine definierte
starre Bindefldche gibt, vielmehr scheinen Substrate tiber mehrere schwache
und dynamische Interaktionen stabilisiert zu werden (Cheng et al., 2008). Wah-
rend zum Beispiel die angesprochenen H/D Austauschexperimente in Losung
grundsétzlich einen Gleichgewichtszustand (,,demokratisch”) beschreiben, sind
die beobachteten Crosslinkdaten jedoch unter anderem wegen der Irreversibili-
tat der kovalenten Verkniipfung grundsétzlich ,undemokratisch” und konnen
neben einem Teil der in Losung vorkommenden Komplexe auch kurzlebige

Intermediate einfrieren und deren Analyse ermoglichen (Rappsilber, 2011).

Um eine einfachere Interpretation der Crosslinkdaten zu ermoglichen, wurden
die Verkniipfungsdaten mit DSSG auf die quervernetzten Positionen des Chape-
rons (Abbildung|67) oder der Substrate (Abbildung[66) reduziert. Vergleicht man
die quervernetzten Positionen der Substrate in Experimenten mit Hsp26 und «B-
Kristallin (Abbildung [66), so féllt auf, dass diese stark iiberlappen. Diese Beob-
achtung liefle sich dadurch erkldren, dass die Entfaltung der Modellsubstrate,
und somit die Freisetzung von nicht-nativen Bereichen unabhidngig von dem zu-

gesetzten Chaperon stattfindet (Cheng et al., 2008).

Abgesehen von Citratsynthase, fiir die nur eine sehr geringe Anzahl an Cross-
links gefunden wurde, féllt auf, dass insgesamt vor allem Bereiche an den Ter-
mini der Substrate erkannt wurden. Diese Beobachtung liefSe sich durch eine
erhohte Flexibilitdt/Freisetzung von nicht nativen Kontakten in den terminalen
Bereichen erklédren. So gibt es Studien, die zeigen, dass die kiinstliche Fixierung
der Termini iiber Disulfidbriicken zu einer erhohten thermischen Stabilitat be-
ziehungsweise Verringerung der Aggregation fithren (Perry and Wetzel, 1987;
Iwakura and Honda), 1996). Zusitzlich wurde speziell fiir thermisch denaturier-
te Malatdehydrogenase mittels H/D Austausch gezeigt, dass sowohl die ersten
80 wie auch die letzten 45 Aminosduren sehr schnell Sekundarstrukturelemen-
te verlieren (Cheng et al., 2008). Diese Bereiche zeigen préferentiell Crosslinks
mit oB-Kristallin und Hsp26. Wohingegen fiir Bereiche, die auch im sHsp gebun-
denen Zustand noch Sekundarstrukturelemente enthalten (Positionen 95 bis 156
und 228 bis 252) (Cheng et al., 2008), lediglich ein einzelner Crosslink detektiert

wurde.
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Abbildung 66: Positionsiibersicht {iber mit dem Chaperon mit DSSG quervernetzten Bereiche in
den untersuchten Substraten: verifizierte Crosslinks (gelb).

Interessanterweise ist in der Citratsynthase aus Schweineherz die einzige Positi-
on, die mit beiden Chaperonen verkniipft wurde, diejenige die auch in anderen
filterbasierten Studien von aB-Kristallin beziehungsweise filterbasierten Studien
und Crosslinks von Hsp21 aus A. thaliana erkannt wurde (Ahrman et al., 2007a}b).
Dieser Bereich (die sogenannte Helix A) wurde evolutiondr in Citratsynthasen
(zum Beispiel aus S. solfataricus und P. furiosus) deletiert, um eine hohere Ther-
mostabilitidt zu erzielen (Ahrman et al., 2007al).

Uber die Konformation oder lokale Strukturelemente der gebundenen Substra-
te konnen auf Grund der Crosslinkdaten nur wenige Aussagen getroffen wer-
den. Da aber zum Beispiel bei der Alkoholdehydrogenase, wie aus der Struktur
ersichtlich, zusammenhéngende Oberfldchen verbriickt wurden, die in der nati-
ven Struktur aus sehr unterschiedlichen Sequenzabschnitten zusammengesetzt
werden, liegt die Vermutung nahe, dass hier noch lokale Strukturen vorhanden
waren. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit fritheren Daten, dass Faltungs-
Intermediate gebunden und diese in einem riickfaltungskompetenten Zustand
gehalten werden (Cheng et al., 2008; McHaourab et al., 2009; Ehrnsperger et al.,
1999). Fiir Malatdehydrogenase wurde das Vorhandensein von lokalen Sekun-
dérstrukturelementen nach Bindung an sHsps bereits gezeigt (Jaya et al., 2009),
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

jedoch muss davon ausgegangen werden, dass das aktive Tetramer zum Teil dis-
soziierte, da Positionen quervernetzt wurden, die im intakten Tetramer schwer
zuganglich sind. Im Gegensatz dazu wurde in fritheren Studien gezeigt, dass das
T4 Lysozym in einem entfalteten Zustand jedoch in einer bevorzugten Orien-
tierung an sHsps binden kann (Claxton et al., 2008). Wegen der geringen Anzahl
an reaktiven Positionen innerhalb des untersuchten Lysozyms aus Hithnereiweif3
kann hier allerdings keine Aussage beziiglich der Orientierung des Substrats im

Komplex mit aB-Kristallin und Hsp26 getroffen werden.

Die Reduktion der mit DSSG erzeugten Daten auf die Sequenz der Chaperone
(Abbildung [67) zeigt, dass auch innerhalb der Sequenz von oB-Kristallin be-
ziehungsweise Hsp26 mit unterschiedlichen Substraten an gleichen Positionen
kovalente Verkniipfungen ausgebildet werden konnten. Wie Abbildung |68| (rot)
zeigt, sind die Positionen die mit vielen unterschiedlichen Substraten crosslinken
an der Oberfldche zugédnglich und bilden zwei getrennte Bereiche auf dem Oligo-
mer. Zum einen sind jeweils die drei N-Termini an einer geschlossenen 3fachen
Symmetrieachse in einem Abstand von etwa 10 A zu finden. Zum anderen liegen
die Positionen Lysin 72, 150, 166, 174 und 175 ebenfalls in sehr enger Nachbar-
schaft auf der Oberfliche des Oligomers (Abbildung|68). In beiden untersuchten
Chaperonen handelt es sich bei den Positionen mit hoher Ausbeute an poten-
tiellen Interaktionen vor allem um die terminalen Sequenzen, die fiir sHsps in
Losung zum Teil als sehr flexibel und unstrukturiert beschrieben wurden (van
Montfort et al., 2001} Kim et al., 1998; Cheng et al., 2008). Diese Bereiche fiihrten
auch in einer methodisch anders ausgelegter Crosslinkstudie zu einer sehr ho-
hen Reaktivitdt (Jaya et al., 2009). Besonders interessant ist hierbei auch der Ver-
gleich mit der bioinformatischen Studie (Kapitel 3.1), da dort gezeigt wurde, dass
die terminalen Bereiche, die hier besonders gut mit den Substraten verkniipfbar
sind, in der Evolution mehrfach parallel erfunden und aufgrund funktioneller

Kriterien selektiert wurden.
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Abbildung 67: Positionstibersicht tiber mit Substrat quervernetzten Bereiche auf den kleinen Hit-
zeschockproteinen: verifizierte Crosslinks (gelb).

Neben den terminalen Bereichen féllt in Hsp26 vor allem der Positionsbereich
Lysin 147 bis Lysin 159 auf. Dieser Bereich entspricht dem als 36 und (37 bezeich-
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3 Ergebnisse und Diskussion

neten Bereich im Monomer. Vor allem der, in Metazoen abwesende, 36 Strang
ist fiir die Stabilisierung des Dimers essentiell, wurde aber fiir Hsp21 auch als
potentieller Kandidat fiir die Substratbindung gefunden (Ahrman et al., 2007b).

Zusatzlich zu den Crosslinkpositionen, die fiir mindestens drei der vier Substra-
te beobachtet wurden, existieren in beiden Chaperonen einige Positionen, die le-
diglich mit bestimmten Substraten quervernetzt wurden. Bei diesen Positionen
handelt es sich in beiden Fallen um Lysine innerhalb der 33 und 34 Strange die
auch bei Crosslinks mit photoaktivierbaren Aminoséduren eine gewisse Substrat-

selektivitit zeigten (Jaya et al., 2009). In Ubereinstimmung mit dieser Studie wur-

den auch hier Crosslinks mit der Malatdehydrogenase fiir diese Bereiche identifi-
ziert. Flir aB-Kristallin ragen drei der vier substratspezifischen Crosslinkpositio-
nen (Lysin 90 und 92 und 121) in das sogenannten , Fenster” (offene 3fache Sym-
metrieachse) hinein (Abbildung[68] gelb), dass aus drei gekriimmten x-Kristallin-

Domaén-Dimeren gebildet wird (Braun et al., 2011) und sind dort im Prinzip sehr

gut 16sungsmittelzugédnglich. Mit einem Durchmesser des , Fensters” von etwa
40 A ist dies jedoch nicht fiir grofe gefaltete Substrate zuganglich. Die vierte
substratspezifische Position (Lysin 82) ist ebenfalls im Oligomer zuganglich und
zeigt in die zweifache Symmetrieachse (Abbildung 68| B).
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Abbildung 68: Pseudoatomare Struktur von aB-Kristallin (2YGD) mit farblich hervorgehobe-
nen Crosslinkpositionen: DSSG Crosslinks mit mindestens 3 Substraten (rot); sub-
stratspezifische Positionen (gelb); Lysine ohne beobachteten Crosslink mit DSSG
(blau). Mit dem zero length Crosslinker EDC /NHS verbriickte Positionen: griin. (A)
Sicht auf die offene dreifache Symmetrieachse. (B) Sicht auf die zweifache Symme-
trieachse.

Durch Verwendung eines zweiten Crosslinkers (Kapitel [3.3.4) mit abweichender
Reaktivitat (EDC/NHS: Lysin-Carboxylgruppen) und ohne zusétzlich eingefiig-

ten Linker zwischen den beiden verkniipften Aminosduren wurde versucht, die
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3.3 Analyse von sHsp/Substrat-Interaktionen durch chemische Quervernetzung

direkten Kontakte zweier Aminosdureketten zu fixieren. Wie erwartet wurde da-
durch vor allem bei aB-Kristallin eine deutlich reduzierte Fahigkeit zur Ausbil-
dung von Crosslinks gefunden (Abbildung [61)). Diese Reduktion der Ausbeute
deutet darauf hin, dass die durch den Linker eingefiihrte zusatzliche Flexibilitat
tiir eine effektive kovalente Verkniipfung notwendig war und die Ketten daher
vermutlich nicht in direktem Kontakt standen. Jedoch konnte gezeigt werden,
dass die mit EDC/NHS identifizierten Crosslinks den mit DSSG generierten Da-
tensatz unterstiitzen und mit diesem iiberlappen. So wurden fiir aB-Kristallin
wiederum zwei Positionen (Glutamat 156 und 164) um das konservierte IXI-
Motiv (Position 159/161) gefunden. Diese beiden Positionen liegen vergleichbar
zu den mit DSSG identifizierten Positionen in der C-terminalen Erweiterung von
aB-Kristallin und sind, in Abhingigkeit der Konformation des Monomers, auch
in rdaumlicher Ndhe zu den anderen mit Lysozym interagierenden Positionen. Da
in der Literatur angenommen wird, dass die hydrophoben Flichen des 34 und
8 Strangs im inaktiven Zustand durch das IXI-Motiv verdeckt werden und die-
ser Kontakt zur Substratbindung dissoziiert und somit zwei hydrophobe Flachen
freigesetzt werden (van Montfort et al., 2001; /Ahrman et al., 2007b; Pasta et al.,
2004; Jehle et al., 2010), wiirden die Crosslinks mit EDC/NHS zu diesem Modell

passen.

Die detaillierte Diskussion der Hsp26 Crosslinks gestaltet sich deutlich schwieri-
ger, da es hierfiir bis jetzt keine verldsslichen Oligomermodelle gibt. Jedoch wird
auch mit dem zero space Crosslinker, in Ubereinstimmung mit den mit DSSG ge-
nerierten Daten, eine Interaktion zwischen Lysozym und Hsp26 im (37 Strang
vorgeschlagen (Lysin 159).

Somit konnte in dieser Arbeit eine Methodik etabliert werden die es erlaubt, po-
tentielle Interaktionen in analytisch schwer zugidnglichen Molekiilkomplexen zu
untersuchen. Die identifizierten und verifizierten Crosslinks lassen sich sehr gut
mit den friiheren, fiir andere sHsps beziehungsweise andere Substrate publizier-
ten Daten auch unter Verwendung alternativer experimentellen Ansitze (Jaya
et al., 2009;|Ahrman et al., 2007a,b) vereinbaren und tragen somit zum molekula-

ren Verstdndnis der Interaktion zwischen sHsps und Substraten bei.
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4 Zusammenfassung

Kleine Hitzeschockproteine (sHsps) sind molekulare Chaperone, die sich in allen
Bereichen des Lebens, mit Ausnahme von wenigen pathogenen Organismen, eta-
bliert haben. Sie alle enthalten neben einer konservierten Doméne, die eine Ho-
mologie zu den x-Kristallinen im Auge aufweist und daher «-Kristallin-Doméne
genannt wird, N- und C-terminal flankierende Bereiche von sehr unterschiedli-
cher Lange. Als Aufgabe der Chaperon-Familie geht man davon aus, dass viele
Vertreter im zelluldren Umfeld ungefaltete oder partiell gefaltete Substrate bin-
den und durch Weitergabe an ATP-abhédngige Chaperone die (Riick-)Faltung von
Substraten begiinstigen. Fiir die Funktion der sHsps ist die Bildung und Regula-
tion, zum Beispiel iiber Temperaturdnderung oder posttranslationale Modifika-
tionen, eines sehr dynamischen Oligomers aus bis zu 40 Untereinheiten Voraus-

setzung.

Da die Oligomere beziehungsweise die Komplexe der sHsps mit Substraten auf
Grund ihrer Grofie und Dynamik analytisch sehr schwer zugénglich sind, wurde
in dieser Arbeit versucht, das Verstdandnis fiir die Substraterkennung und Bin-

dung an die Oligomer zu verbessern.

Zum einen konnte mit einem bioinformatischem Ansatz gezeigt werden, dass
die Evolution der in allen Vertretern vorhandenen, konservierten «-Kristallin-
Domine und der fiir die Funktion essentiellen, jedoch sehr heterogenen flankie-
renden Bereiche unabhédngig voneinander statt gefunden hat. Die Daten deuten
darauf hin, dass die flankierenden Bereiche mehrfach parallel , erfunden” und se-
lektiert wurden. Diese evolutionédre Vergangenheit hebt die kleinen Hitzeschock-
proteine deutlich von anderen Proteinfamilien ab, die meist tiber zusétzliche,
zum Beispiel regulatorische Doménen, differenzierten und lenkt bei der Analyse
funktioneller Unterschiede zwischen einzelnen Vertretern der Proteinfamilie das

Augenmerk besonders auf die flankierenden Bereiche.

In einem zweiten Ansatz konnte ein experimenteller Nachweis erbracht werden,
dass die von Hsp26 aus S. cerevisiae gebildeten Oligomere in Losung deutlich
heterogener sind als bisher angenommen. Aufierdem konnte gezeigt werden,
dass sich die Verteilung der Oligomere in vitro iiber einen sehr breiten Bereich
durch die Wahl unterschiedlicher Salz- beziehungsweise Pufferkonzentrationen
verschieben ldsst. Die unterschiedlichen Aktivitdten der einzelnen in vitro unter
zum Teil unphysiologischen Bedingungen erzeugten Oligomerverteilungen deu-
ten auf ein regulatorisches Prinzip hin, dass in vivo tiber posttranslationale Modi-
tikationen realisiert werden konnte. Dies konnte fiir einige bekannte Phosphory-

lierungsstellen durch phosphomimetische Mutanten in vitro gezeigt werden.
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4 Zusammenfassung

In einem dritten Projekt wurden Methoden zur kovalenten Verkniipfung und
Analyse von Oligomeren beziehungsweise Substratkomplexen mittels hochauf-
geloster Massenspektrometrietechniken im Labor etabliert. Mit Hilfe dieser Tech-
niken konnten zum einen Kontakte innerhalb des Oligomers identifiziert werden,
welche die Grundlage fiir weitere Modellingversuche in dreidimensionalen Re-
konstruktionen von elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Hsp26 bilden
sollen. Zum anderen konnte bei der Analyse der Substratkomplexe gezeigt wer-
den, dass es auf Seite der beiden untersuchten sHsps (Hsp26 und oB-Kristallin)
Bereiche gab, die mit allen untersuchten Modellsubstraten kovalente Verkniip-
fungen ausbildeten. Wohingegen es fiir andere Bereiche eine klare Praferenz fiir
bestimmte Substrate gab. Auf Seite der Substrate konnte gezeigt werden, dass
auf diesen von den beiden sHsps sehr dhnliche Bereiche erkannt wurden, was
darauf hindeuten konnte, dass das Erkennungsprinzip der nicht-nativen Struk-
turen fiir beide sHsps vergleichbar ist. Die so identifizierten Interaktionsstellen
konnen nun als Grundlage einer weiteren biochemischen Charakterisierung der

Substraterkennung dienen.
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5 Summary

Small heat shock proteins (sHsps) are molecular chaperones, which are present in
all kingdomes of life. Apart from a few pathogenic organisms, they can be found
in all genomes. All of them share a conserved domain which is named after the
abundant eye lense protein «-crystallin. This conserved domain is flanked by
N- and C-terminal extensions with varying length. In general it is believed that
members of this superfamily can bind unfolded or partial folded substrates in the
cell, keep them in a folding-competent state and finally handing them over to the
ATP-dependent chaperone families. For the function of sHsps, the formation and
regulation of large dynamic oligomeric assemblies with up to 40 subunits e.g. by

temperature change or posttranslational modification is essential.

Since these large oligomeric assemblies or complexes with substrates are hard to
address by conventional technics, the aim of this thesis was to get a more detailed

understanding of substrate recognition and binding.

A bioinformatic study showed, that the conserved and essential x-crystallin do-
main and its heterogeneous flanking regions evolved independently with diffe-
rent evolutionary rates. The data suggest that the flanking regions have been in-
vented and selected many times in parallel, possibly upon functional needs. This
scenario sets the evolution of sHsps apart from many other protein families which
diverged by forming multi domain proteins with varying domain architectures.
When analyzing the functional differences of substrate recognition and substrate

binding, these finding clearly shift the focus to the unconserved flanking regions.

Another set of experiments showed that the oligomers of Hsp26 from S. cerevisiae
are much more heterogeneous than previously expected. In addition, the oligo-
meric assembly can be shifted in vitro over a wide range by varying salt and buffer
conditions. The different activity of the different oligomers in vitro might indicate
a regulatory principle which could be realized in vivo by posttranslational modi-
fications as indicated by the analysis of some selected phosphomimic mutants in
vitro.

In a third approach, a workflow for covalent crosslinking of sHsps and sHsp-
substrate complexes and analysis by high resolution mass spectrometry was esta-
blished. On the one hand, with the help of this technique, potential contact sites
within the oligomer have been identified which should help modeling the ap-
propriate number of subunits into the 3D reconstructions obtained by electron
microscopy and image processing. On the other hand, the analysis of the cross-
linked sites in sHsps and substrates showed, that the substrates have identical

121



5 Summary

interaction sites with both analyzed model sHsps (Hsp26 and «B-crystallin). In
the sHsps, some sites could be crosslinked with all analyzed substrates whereas
others showed a clear preference for only some substrates. The proposed interac-
tion sites provide a basis for further biochemical characterization of the substrate

recognition.
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