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Zusammenfassung

Das 70 kDa grof3e Haupt-Hitzeschockprotein (HSP70) von Neurospora
crassa wurde durch aufeinanderfolgende DEA E-A nionenaustausch-Chromatographie
und ATP-Affinitats-Chromatographie in fast vollstdndiger Homogenitét isoliert. Die
ersten 54 aminoterminalen Aminosauren wurden sequenziert und mit der entsprech-

enden HSP70-Sequenz anderer Organismen verglichen.

Gegen das isolierte HSP70 wurden monospezifische, polyklonale Antikorper
in Kaninchen hergestellt, durch HSP70-Affinitéts-Chromatographie gereinigt und im
Enzym-Immunoassay (ELISA) und Western Blot charakterisiert. Basierend auf diesen
Antikorpern und dem isolierten HSP70 wurde ein HSP70-ELISA entwickelt.

Mit Hilfe dieser Techniken wurden die HSP70-Gesamtmengen in unbehan-
delten Zellen von exponentiell wachsendem Myzelium von N. crassa, wahrend eines
kontinuierlichen HS und wahrend der Erholung nach einem HS anaysiert. Des weite-
ren wurde die Kerntranslokation von HSP70 untersucht. Bereits nach 5 min HS ist
eine stark erhdhte HSP70-Menge im Zellkern nachweisbar. Bei moderaten Tempera-
turerhdhungen kommt es bereits wéhrend des HS zu einer Relokalisation von HSP70
ins Cytoplasma. Diese Relokalisation korreliert mit der Ruckregulation der HS-

Genexpression nach der anfanglichen Induktion.

Die Degradationsrate der Hitzeschockproteine wird durch einen HS verrin-
gert. Ein ~40 kDa Degradationsprodukt wurde ansequenziert und ist identisch mit
dem N-Terminus des Haupt-HSP70 von N. crassa. Dieses ~40 kDa Degradations-
produkt von HSP70 kann im Western Blot detektiert werden und liegt nach einem HS
zunéchst in deutlich geringerer Menge vor. Spéter zeigt sich wieder eine Zunahme,
sowohl wéhrend eines langandauernden, moderaten HS as auch bei Erholung von

einem HS, allerdings mit unterschiedlicher Kinetik.



Zusammenfassung Vi
Das Haupt-HSP70 von N. crassa wird wahrend der asexuellen Entwicklung

und Differenzierung unterschiedlich stark exprimiert. Hochste Mengen an HSP70
wurden in Lufthyphen wahrend der spéten Konidiationsphase und in schlafenden
Konidien gefunden. Wéhrend der Konidienkeimung nimmt die HSP70-Menge leicht
ab und steigt bel dem vegetativen Wachstum der Hyphen wieder an. Die HSP70-
Expression ist mit dem cAMP-Gehdt [Kallies, unverdff.] in diesen Entwicklungs-

stadien invers korréeliert.

Um eine mogliche kausale Beziehung zwischen der HSP70-Expression und
dem cAMP-Gehalt zu analysieren, wurde die Defektmutante der Adenylatzyklase von
N. crassa (crisp-1) mit endogen reduziertem cAMP-Gehalt untersucht. crisp-1 ist
konstitutiv thermotolerant [Terenzi et al., 1974] und hat einen leicht erhthten HSP70-
Gehalt. Die Zugabe von 20 uM 8-Brom-cAMP zum Wildtyp und der crisp-1 Mutante
fahrt zu einer Reduktion der konstitutiven HSP70-Expression. In Gegenwart von 20
MM 8-Brom-cAMP gebildete Konidien vom Wildtyp und der crisp-1 Mutante zeigen
reduzierte HSP70-Mengen. Die crisp-1 Konidien verlieren in Gegenwart von CAMP
ihre konstitutive Thermotoleranz [Cruz et al., 1988]. Wahrend der Keimung dieser
Konidien vom Wildtyp bzw. von crisp-1 in Gegenwart von 20 uM 8-Brom-cAMP
bleibt der HSP70-Gehalt, im Gegensatz zur Abnahme der HSP70-Menge in

Abwesenheit von cCAMP, nahezu konstant bzw. steigt an.

Ein HS bewirkt eine schnelle und voribergehende Erhdhung des cAMP-
Gehaltes [Kiang et al., 1991; Kallies, unvertff.] und kurz darauf eine erhéhte HSP70-
Expression. Moglicherweise hat cCAMP unterschiedliche Effekte bei konstitutiver,
entwicklungsabhangiger und HS-induzierter HSP70-Expression. In Anwesenheit von
20 uM 8-Brom-cAMP bewirkt ein HS eine leichte Erhthung der HSP70-Expression.
Eine HS-Behandlung férdert auch Differenzierungsprozesse wie Lufthyphenbildung

und eine verstérkte Konidiation [Kallies, unveroff.].

Zur exakten Bestimmung der Gesamt-HSP70-Menge in unbehandelten und
HS-behandelten Ratten Gliom (C6) Zellen wurde ein ELISA fur HSP70 in Sdugerzel-



len und Geweben entwickelt. Ein solches System fir HSP70-Analysen lief3e sich bei

Versuchen mit toxikologischer Fragestellung einsetzen.






Abstract

The major heat shock protein of 70 kDa (HSP70) from mycelia extracts of
Neurospora crassa was purified to near homogeneity employing DEAE anion-
exchange chromatography followed by affinity chromatography on ATP-agarose. The
first 54 amino terminal amino acids of the isolated protein were sequenced and com-

pared with HSP70 sequences of other species.

Monospecific polyclonal antibodies against isolated HSP70 were raised in
rabbits, purified using an HSP70-affinity-column and characterized by means of
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and Western blotting. Based on these
antibodies and isolated HSP70 a HSP70-EL1SA was devel oped.

Using these techniques total HSP70-levels of untreated cells from exponen-
tialy growing mycelia of N. crassa were analyzed during continuous heat exposure
and during recovery from heat shock. Furthermore, we followed the kinetics of
nuclear trandocation of HSP70. Already after 5 min HS a strong accumulation is
observed in the nucleus. During continuous heat exposure at moderate temperatures a
relocalization of HSP70 to the cytoplasm begins a few minutes later. This relocaliza-

tion is correlated with a downregulation of HS-gene expression after HS.

The degradation rate of heat shock proteins is inhibited by heat shock treat-
ment. A ~40 kDa degradation product was partially sequenced and shown to be
identical to the N-terminus of the major HSP70 of N. crassa. This ~40 kDa degrada-
tion product of HSP70 is detected by Western blot anaysis and showed reduced
amounts shortly after heat shock. The degradation product increases again during

recovery from HS and during continuous heat exposure at moderate temperatures.

The major HSP70 of N. crassa is differently expressed during asexual devel-

opment and differentiation. Highest values occur in aerial hyphae during the later part
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of conidiation and in dormant conidia. The level decreases during conidial germination

and increases during vegetative growth. The HSP70-expression is inversely correlated
with the cCAMP-content [Kallies, unpub.] at these developmental stages.

In order to test causa relations between HSP70-expression and cAMP-
content the adenylate cyclase-deficient mutant crisp-1 of N. crassa was analyzed
which exhibits reduced levels of endogenous CAMP. Crisp-1 shows a constitutive
thermotolerance [Terenzi et al., 1974] and a dightly enhanced HSP70-level. Addition
of 20 uM 8-bromo-cAMP to the wild type and crisp-1 mutant resulted in a reduction
of the constitutive HSP70-level. Conidia of the wild type and crisp-1 formed in the
presence of 8-bromo-cAMP show reduced HSP70-levels and crisp-1 conidia loose
their congtitutive thermotolerance [Cruz et al., 1988]. Germination of these wild type
and crisp-1 conidia in the presence of 20 UM 8-bromo-cAMP resulted in approxi-
mately constant or increasing HSP70-levels, respectively, in contrast to the decrease

of HSP70 during germination when CAMP is absent.

Furthermore, heat shock induced an early and transient increase in CAMP
[Kiang et al., 1991; Kallies, unpub.] and - dlightly later - in the amount of HSP70,
which suggest different cAMP-effects on the basal expression, the constitutive
expression during development and the stress-induced expression of HSP70. In the
presence of 20 UM 8-bromo-cAMP the heat shock induced expression of HSP70 is
enhanced. Heat shock treatment also promotes differentiation such as aeria hyphae

formation and conidiation [Kalies, unpub.].

For exact quantification of total HSP70-levels in untreated and heat-treated
rat glioma (C6) cells an ELISA for mammalian cells and tissues was developed. This

systemisatool for later analyses of HSP70 in toxicological projects.
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1 Einleitung

Alle Organismen und Zellen reagieren auf aul3ere Reize, auf Veranderungen
der Umweltbedingungen. Diese Reaktionen sind ein wichtiges Kennzeichen des
L ebens. Oft fiihrt eine solche Reaktion zu qualitativen und quantitativen Anderungen

der Genexpression.

Reaktionen auf unterschiedliche Belastungen bezeichnet man as Stref3ant-
worten. Der am besten untersuchte und wichtigste Bestandteil der Stref3antwort ist
die vorubergehende, kurz nach einem Strefd einsetzende, massive Synthese von
Stref3proteinen (Hitzeschockproteine, HSP) gegen einen Hintergrund reduzierter
Synthese von "normalen” oder "house keeping" Proteinen [zur Ubersicht siehe Nover,
1991; Morimoto et al. 1990 & 1994]. Stref3proteine sind phylogenetisch hochkonser-
viert und universell bei alen Organismen zu finden. Die verschiedenen Stref3proteine
werden in Gruppen zusammengefaldt, die man nach ihrem Molekulargewicht in Kilo-
dalton, wie etwa HSP60, 70, 90 usw., unterscheidet.

Die diese Streffantwort auslésenden Faktoren sind sehr vielfdltig (Nover,
1991; Abb. 1.1), und stdndig werden neue beschrieben. So scheint auch
"Elektrosmog” sowie die Erhéhung des hydrostatischen Druckes bei verschiedenen
Zellen, und eine "Bewegungshemmung" bel Ratten, eine Induktion von Stref3pro-
teinen auszulésen [Goodman et al., 1994; Iwahashi et al., 1993; Holbrook &
Udelsman, 1994]. Ein der Bewegungshemmung &hnliches Expressionsmuster von
Strefjproteinen findet sich auch nach operativen Eingriffen. Ob auch physischer,
psychischer oder emotionaler Stref3 zur Induktion von Stref3proteinen fihren kann,
wurde bislang nur wenig untersucht. Erste Experimente deuten diese Moglichkeit an
[Kirschbaum & Fracella, unverdff.]. Alle Stref¥faktoren bewirken eine Reihe von
Verénderungen im zelluléren Milieu, wobel nicht alle Stressoren die komplette Liste

der Anderungen hervorrufen (Abb. 1.1). Nach einem Hitzeschock kommt es neben
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der Induktion von Strefjproteinen kurzfristig auch zu enigen morphologischen
Veranderungen [Laszlo, 1992; Nover, 1991; Xu, 1995], zu einem intrazelluléren pH-
Angtieg [Weitzel et al., 1987; Kiang et al., 1990; Neuhaus-Steinmetz et al., in
Vorbereitung], einer Erhdhung der Ca® Konzentration [Kiang et al., 1990] und des
CAMP-Gehaltes [Kiang et al., 1991]. Eine gemeinsame Wirkung vieler Stressoren ist
die direkte oder indirekte Schadigung von Proteinen [Persson & Gekas, 1994,
Thomas & Dill, 1993]. Es haufen sich mif3gefaltete Proteine und unerwiinschte
Proteinaggregationen an [Kabakov & Gabai, 1993; Nguyen & Bensaude, 1994].
Diese spielen moglicherweise eine wichtige Rolle bei der Aud6sung der Stref3antwort.
Ananthan et al. (1986) konnte alein durch die Mikroinjektion von mif3gefalteten

Proteinen in Zellen die Synthese von HSP induzieren.

Abb. 1.1: Die zelluldre Stref3antwort [veréndert nach Zoeger et al., 1992b]. HSIn-
duktoren bewirken eine Reihe von Veranderungen in der Zelle. Mindestens eine davon
dient als Sgnal zur Aktivierung des Hitzeschockfaktors (HSF), der an spezifische
Hitzeschockelemente (HSE) im Promotor der HS-Gene bindet und deren Transkription
stimuliert. Dasselbe oder ein anderes Sgnal unterdriickt die Transkription der
"normalen” (n) Gene. Auch auf der Translationsebene findet eine Stimulation der
Synthese von Stref3proteinen und eine Hemmung der Synthese von normalen Proteinen
statt [Ubersicht: Serra & Zapata, 1994]. Die Menge einiger Stref3proteine (HSP70)
bilden mdglicherweise regulatorische Riickkopplungsschleifen. Sref3proteine sind fir
die korrekte Faltung, Zusammenlagerung, Stabilisierung, den Transport sowie den
Abbau von Proteinen essentiell. Das fuhrt auf zelluldrer Ebene zu Schutz, Toleranz,
Resistenz und Adaptation, kann aber auch zu Differenzierungs-, Prolieferations- und
Transfor mationsprozessen fuhren.
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Die verschiedenen Gruppen der Stref3proteine enthalten neben nur durch
Stref3 induzierbaren Vertretern auch solche, die bei Abwesenheit von Stref3 wichtige
Funktionen erfullen. Die Expression einiger HSP (z. B. HSP70) wéhrend spezifischer
Stadien der Zellentwicklung, der Differenzierung und des Zellzyklus sind gute Bei-
spiele fur die Bedeutung dieser Proteine bel zahlreichen Prozessen [Milarski &
Morimoto, 1986; Milarski et al., 1989; Pauli & Tissiéres, 1990; Pechan, 1991;
Hightower & Nover, 1991; Heikkila, 1993].

Viele Stref3proteine und konstitutiv gebildete verwandte Proteine sind fur die
korrekte Faltung, Zusammenlagerung, Stabilisierung, den Transport sowie den Abbau
von Proteinen essentiell. Sie erfullen Schutzfunktionen und wirken somit einer
Schadigung der Zellen entgegen. Aufgrund dieser Funktion werden sie als molekulare
Chaperone (Gouvernanten) bezeichnet. Sie sind in der Lage die Tendenz zur Aggre-
gation vorhandener und neugebildeter Proteine zu verringern, indem sie an hydro-
phobe Teile der Proteine binden und so deren korrekte Faltung aufrechterhalten oder
erst ermoglichen (HSP70/60). Bereits aggregierte oder denaturierte Proteine werden
wieder dissoziiert bzw. renaturiert oder der lysosomalen Degradation zugefihrt
(HSP70). HSP70 ist aufferdem am Transport intakter Proteine in den Zellkern und
andere Kompartimente beteiligt, wobei die zu transportierenden Proteine partiell ent-
faltet werden [Morimoto et al., 1994].

Aus den Arbeiten der letzten Jahre ergibt sich die wichtige Erkenntnis, dal
die Hauptchaperone (HSP60 und HSP70) nur in Kooperation mit Helferproteinen,
den sog. "cohort"-Proteinen, ihre Aufgabe effizient erfillen (Abb. 1.2). Wegen dieser
K ooperation mehrerer Komponenten spricht man zunehmend von " Chaperon-M aschi-
nen". HSP60 befindet sich in Mitochondrien und Chloroplasten und bildet zwei Ringe
aus je 7 identischen Untereinheiten [Saibil et al., 1993; Braig et al., 1994], an die sich
Helferproteine (GrpE, HSP10) anlagern. Ein entsprechender Komplex wurde kirzlich
auch im Cytoplasma entdeckt. Dieser sog. TCP-1-Komplex besteht aus zwei Ringen
mit je bis zu 9 verschiedenen Untereinheiten. Mitglieder der HSP70-Genfamilie snd
die wichtigsten Chaperone in der Zelle. Sie kommen im Cytoplasma, in Mitochondrien

und Chloroplasten, im ER und im Zellkern vor. Sie kooperieren spezifisch mit
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kleineren Proteinen (HSP40 und GrpE), sind aber auch an vielen anderen Ko-
operationen zum Zwecke der Faltung, der Translokation und des Abbaus von Protei-
nen beteiligt [Hendrick & Hartl, 1993; Hartl et al., 1994; Frydman & Hartl, 1994,
Becker & Craig, 1994]. Ein dem GrpE entsprechendes Helferprotein (Mgelp) wurde
vor kurzem auch in Mitochondrien der Hefe beschrieben [Craig, CSH 1994; Voos et
al., 1994]. Wahrend die Hauptchaperon-Maschinen nur unter Verbrauch von ATP
arbeiten, scheinen die "Junior”-Chaperone (HSP25) ihre Funktion ohne ATP erflllen
zu konnen [Jakob et al., 1993; Jakob & Buchner, 1994]. Durch Stref3, einige Wachs-
tumsfaktoren, Cytokine usw. wird HSP25 phosphoryliert und bildet unter nativen Be-
dingungen hochmolekulare rotationssymmetrische Komplexe (bis zu 4 gestapelte
Ringe aus je 8 identischen Untereinheiten [Behlke, pers. Mitt.; Benndorf et al., 1994;
Groenen et al., 1994)).

Neben der Chaperon-Funktion erfillen die Stref3proteine der verschiedenen
Gruppen auch eine Reihe anderer Funktionen. Sie werden in einigen aktuellen Uber-
sichtsartikeln zusammengefaldt [Bohen & Yamamoto, 1994; Pratt, 1993; Parsell &
Lindquist, 1993 & 1994; Arrigo & Landry, 1994; Jentsch, 1992; Hershko &
Chichanover, 1992; Dunn et al., 1987; Nover, 1991; Jakob & Buchner, 1994,
Morimoto et al., 1990; 1994]. Einige Strefjproteine - vor alem solche aus der
HSP70-Familie - akkumulieren nach einem Stref3 schnell im Zellkern [Velazquez &
Lindquist, 1984; Welch & Feramisco, 1984; Ohtsuka et al., 1986; Hayashi et al.,
1991; Ohtsuka & Laszlo, 1992] und scheinen die Erholung der Zellkernmorphologie
zu beschleunigen [Pelham, 1984]. HSP70 besitzt eine Kern- und Nucleolus-Translo-
kationssequenz (NLS, NOS [Dang & Lee, 1989; Milarski & Morimoto, 1989]), kann
aber auch an die NL S anderer Proteine binden. HSP70 ist aktiv am Transport anderer
Proteine in den Zellkern beteiligt [Feldherr, 1992; Shi & Thomas, 1992; Imamoto et
al., 1992; Osborne & Silver, 1993; Pratt, 1993; Yang & DeFranco, 1994].

Auch verschiedene Krankheitszustdnde fuhren zu erhthter Expression von
Stref3proteinen. Aufgrund ihrer Rolle in der Immunologie und bel der Entstehung und
Therapie von Krebs finden sie ein wachsendes Interesse in der Medizin [zur Ubersicht
siehe Morimoto et al., 1990 und 1994; Fracella & Rensing, 1994 und 19953].
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Abb. 1.2: Modell der Chaperon-ab-
hangigen Faltung neugebildeter (a-
eff) und streffbedingt entfalteter
(g,c,d,eff) Proteine im Cytoplasma
prokaryotischer Zellen und in der
Matrix von Mitochondrien oder
Chloroplasten (c-e/f) [verandert nach
Frydman & Hartl, 1994; aus
Fracela & Rensing, 1994 und
19953]. (a) DnaJ und DnaK assoziie-
ren mit der am Ribosom neugebil-
deten Peptidkette; (b) durch die Inter-
aktion mit DnaJ wird DnaK im ADP-
gebundenem Zustand stabilisiert; (c)
DnaK, DnalJ und das ungefaltete
Peptid bilden einen stabilen Komplex;
(d) mit Hilfe von GrpE wird ADP von
DnaK abdissoziiert; (e) durch ATP-
Bindung an DnaK wird das ungefal-
tete Protein entlassen und erlangt
entweder sofort seinen nativen Zu-
stand, wird erneut von DnalJ und
DnaK gebunden (e) oder zur voll-
stéandigen Faltung an GroEL/ES
weitergegeben (f). Durch Sref3bedin-
gungen entfaltete Proteine (g) werden
von DnaJ und DnaK gebunden und
durchlaufen einen &hnlichen Fal-
tungsprozef3 wie neugebildete Pro-
teine (g-c-d-e bzw. g-c-d-f). Im Cyto-
plasma eukaryotischer Zellen laufen
vermutlich sehr @hnliche Faltungsme-
chanismen ab. Fir viele prokaryoti-
sche Chaperone wurden schon homo-
loge Proteine identifiziert. Bei Eu-
karyoten kann cytoplasmatisches
HSP70 auler der Renaturierung
strefdbedingt entfalteter Proteine auch
deren lysosomale Degradation veran-
lassen. HSP70 scheint auch an der
Préasentation  von  prozessierten
Proteinen beteiligt zu sein.
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Die schnelle, voriibergehende Induktion der Synthese von Stref3proteinen in
Stref3situationen wird hauptséchlich von einem spezifischen Hitzeschock-Transkrip-
tionsfaktor (HSF1) kontrolliert. Der konstitutiv exprimierte HSF1 liegt in ungestref3-
ten Saugerzellen in einer inaktiven monomeren Form vor. Als Folge von Stref3 bildet
der HSF1 Trimere und akkumuliert im Zellkern. HSF1 bindet dann an spezifische
Hitzeschockelemente (HSE) im Promotor der Stref3gene und initiiert deren Tran-
skription (Bienz & Pelham, 1987; Morimoto et al., 1992). Die Rolle einer Phospho-
rylierung des HSF1 ist noch unklar; sie kénnte sowohl zur Aktivierung [Morimoto et
al., 1994] als auch Desaktivierung [Hgj & Jakobsen, 1994] beitragen. Der HSF von
Hefe ist auch unter nicht-Stref3bedingungen an HSE gebunden und wird stref3abhangig
phosphoryliert [Sorger et al., 1987; Sorger & Pelham, 1988].

Der HSF wird negativ reguliert, d.h. die Ausbildung der aktiven trimeren
Form wird unter nicht induzierenden Bedingungen durch Stabilisierung der mono-
meren Form verhindert. Als mogliche Kandidaten fir die negative Regulation von
HSF1 gelten die HSP (vor allem HSP70) selbst. Sie kdnnten so ihre eigene Synthese
Uber negative Rickkopplung kontrollieren [Morimoto, 1993; Morimoto et al., 1994].
Andererseits berichten Rabindran et al. (1994), dal3 zur Unterdrickung der DNA-
bindenden Aktivitét des HSF eine Interaktion mit HSP70 nicht ausreicht.

Die entwicklungsbedingte HSP Synthese wird nicht durch HSF1 vermittelt
und ist im Vergleich zur strefinduzierten schwécher, langsamer und lénger anhaltend.
Sie hangt von anderen, bis jetzt weniger gut bekannten Faktoren ab. Im Promotor von
HSP70 wurden auch schon entsprechende regulative Elemente gefunden.
Beispielsweise fanden Boorstein & Craig (1990) im SSA3-Promotor der Hefe ein dem
auf zyklisches 3, 5 Adenosnmonophosphat (CAMP)-reagierendes &hnliches
Element (CRE). Zusammen mit dem angrenzenden HSE ist es verantwortlich fir die
Expression von SSA3 nach dem "diauxic shift" und in der stationdaren Phase einer
"pbatch"-Kultur. Die CRE-abhangige SSA3-Expression resultiert aus einer reduzierten
Aktivitdt der cAMP-abhéngigen Proteinkinase (cPKA). Auch fur ein Polyubiquitin-
Gen (UBI4) wurde eine Regulation durch HS und cAMP beschrieben [Tanaka et al.,
1988]. Vor kurzem haben Engelberg et al. (1994) fur Hefe und Sdugerzellen zeigen
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koénnen, dal3 durch eine Aktivierung des RAS/CAMP-Signalweges die Expression
einiger HS-Gene unabhangig vom HSF abgeschwécht wurde.

Wichtig ist auch die Entdeckung weiterer HSF: HSF2 wird nicht durch Stref3
aktiviert und scheint wesentlich fur die entwicklungsbedingte HSP-Synthese
verantwortlich zu sein. Er wird durch Hamin-induzierte Differenzierungsprozesse,
wahrend der Spermatogenese und der frihen Embryonaentwicklung aktiviert
[Sistonen et al., 1992; Murphy et al., 1994; Mezger et al., 1994]. HSF3 scheint ein
Zelltyp-spezifischer HSF zu sein, der wie HSF1 durch Stref3 - aber mit verzogerter
Kinetik - aktiviert wird [Nakai & Morimoto, 1993; Morimoto et al., 1994].

Einige Arbeiten beschéftigen sich mit der Stref3antwort von N. crassa. Die
wichtigsten Stref3proteine wurden bereits isoliert, charakterisiert und sequenziert
[Plesofsky-Vig & Brambl, 1985a,b, 1990; Hutchinson et al., 1989; Kapoor & Lewis,
1987; Vassilev et al., 1992; Roychowdhury et al., 1992; Zoeger et al., 1992a;
Machwe & Kapoor, 1993; Fracella et al., 1993]. In einer neueren Arbeit ist die ge-
samte codierende Gensequenz und die Promotorregion des HS-induzierbaren Haupt-
HSP70 von N. crassa beschrieben [Kapoor et al., 1995].

Uber die konstitutive Expression von Stref3proteinen wahrend der Entwick-
lung und Differenzierung von N. crassa existieren nur folgende Hinweise: Plesofsky-
Vig & Brambl (1985a & b) fanden in schiafenden Konidien von N. crassa gespei-
cherte mRNA der 70, 90 und 100 kDa grof3en HSP. Weiter berichteten sie, dal3 sich
HSP34 und HSP38 nur in Zellen die dter als 7 h sind durch HS induzieren lassen.
Carl Scholle, ein Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe, konnte durch zweidimensionae
Gelelektrophorese und Northern Blot Analysen eine differentielle Expression einiger
HSP wahrend verschiedener Phasen der asexuellen Entwicklung von N. crassa zeigen.
In Konidien fand er eine hohe konstitutive Expression von Stref3proteinen im 80 und
70 kDa-Bereich. Einige fur Lufthyphen und Konidien spezifische Proteine um 45 kDa
[Roberts et al., 1988; Berlin & Yanofsky, 1986] zeigen auch unter Hitzestref3 in
Konidien eine hohe Synthese. Wahrend des Hitzestresses nimmt die Synthese vieler

"normaler” Proteine in Konidien im Gegensatz zu vegetativen Myzelium nicht ab
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[Scholle, 1992].

Die Rolle und der Wirkungsmechanismus von CAMP bel der Differenzierung
von N. crassa ist noch wenig bekannt [siehe Ubersicht: Pall, 1981]. Einige Berichte
beschreiben Effekte von cAMP auf das Wachstum von N. crassa [Mishra, 1976; Pall
& Robertson, 1986; Scott & Solomon, 1973; Terenzi et al., 1976], andere beschrei-
ben Eigenschaften von Defektmutanten der Adenylatzyklase [Scott, 1976; Rosenberg
& Pall, 1979).

Die Defektmutante der Adenylatzyklase von N. crassa (crisp-1; cr-1) mit
geringem cAMP-Gehdt im Myzelium bildet nur sehr kurze Lufthyphen und zeigt eine
schnelle Konidiation [Lindegren, 1936]. Hier scheint die Lufthyphenbildung von einer
hoheren cAMP-Konzentrationen abzuhdngen. Eine andere Mutante mit geringer
Aktivitdt der Adenylatzyklase (frost, fr) bildet Lufthyphen aber keine Konidien
[Perkins, 1959]. cr-1 ist als konstitutiv thermotolerant beschrieben worden [Cruz et
al., 1988]. Eine konstitutive Thermotoleranz wird zum Teil durch die erhdhte
Expression einiger Stref¥proteine (u. a HSP70) vermittelt oder durch sie bewirkt
[Weber, 1992; Hahn & Li, 1990; Li & Laszlo, 1985; lida & Y ahara, 1984; Sanchez et
al., 1993; Parsdll & Lindquist; 1994; Kampinga, 1993]. Die cyrl-Mutante der Hefe
(analog zu cr-1 von N. crassa) zeigt neben einer konstitutiven Thermotoleranz eine
erhdhte HSP-Expression. Die bycl-Mutante der Hefe (mit standig aktiver
katalytischer Untereinheit der cPKA) zeigt den umgekehrten Phanotyp - eine erhthte
Thermosensitivitat und reduzierte Expression einiger HSP [Shin et al., 1987; Werner-
Washburne et al., 1989; Boorstein & Craig, 1990; Engelberg et al., 1994].

Zur genaueren Analyse der Stref3antwort von N. crassa wahrend eines konti-
nuierlichen Hitzeschocks sollte eine mogliche Adaptation der HSP70-Expression
untersucht und die Translokation von HSP70 in den Zellkern zeitlich genau verfolgt
werden. Bei der Hefe scheint cAMP an der Regulation der konstitutiven Synthese von
HSP70 betelligt zu sein. Beim Wildtyp und der cr-1-Mutante von N. crassa sollte
daher analysiert werden, ob CAMP einen dhnlichen Einfluf auf die konstitutive oder

HS-stimulierte Expression oder auf die Trans okation von HSP70 hat.
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Ferner sollte die Expression von HSP70 wahrend der Entwicklungs- und Dif-
ferenzierungsprozesse im asexuellen Lebenszyklus von N. crassa und ein moglicher
Einfluld von cAMP analysiert werden. Der asexuelle Lebenszyklus von N. crassa
beinhaltet Hyphenwachstum, Lufthyphenbildung, Konidiation und Konidienkeimung
[Nelson et al., 1975; Russo & Pandit, 1992; Springer, 1993]. In diesen Phasen des
Lebenszyklus sollten der cCAMP- [Kallies, 1995] und HSP70-Gehalt in verschieden
Entwicklungsstadien gemessen und miteinander verglichen werden. Ein direkter Ein-
flul3 von cAMP auf die Menge an HSP70 sollte bei Bildung und Keimung von Koni-

dien in Abwesenheit und Gegenwart von cAMP untersucht werden.

Wenn cAMP direkt oder indirekt an Differenzierungs- und Entwicklungs-
prozessen beteiligt ist und aulRerdem die konstitutive HSP-Expression beeinfluf,
konnten HSP auch aktiv an Differenzierungs- und Entwicklungsprozessen beteiligt
sein. Indirekte Hinweise fir eine Rolle von HSP wéahrend der Differenzierung konnten
durch Untersuchungen zur Wirkung eines HS auf Differenzierungsprozesse abgel eitet
werden. So fuhrt ein 15 minlitiger HS bel Neuroblastoma-Zellen nach 6 Tagen zur
Differenzierung [Stoklosinski et al., 1992]. Bei N. crassa induziert ein HS 18 h spéter
eine starke Konidiation [Gebauer et al., 1995].

Wenn Hitzeschockproteine - moglicherweise durch eine verstérkte Synthese
bzw. deren starke Anreicherung im Zellkern (HSP70) - am Prozef3 der Lufthyphen-
bildung und Konidiation beteiligt waren, mifdte das auch bel einer endogen
ausgel 6sten Konidiation zu beobachten sein. Die bdA-Mutante von N. crassa zeigt
unter konstanten Bedingungen eine endogene, circadiane Rhythmik, die nach auf3en
durch eine periodische Konidienbildung mit einer Periodenlange von etwa 21.5 h gut
sichtbar ist (sehe Umschlagbild [Deutsch, 1990; Deutsch et al., 1993]). Wenn eine
lokale Erhéhung oder eine insgesamt erhdhte HSP70-Menge neben der Funktion im
Konidiationsprozef3 auch eine Rolle bel der Ausbildung der circadianen Rhythmik von
N. crassa spidlt, sollten solche Verdnderungen auch in einer Flissigkultur der bdA-
Mutante auftreten, in der die circadiane Sporulationsrhythmik nicht ausgeprégt ist,
eine biochemische Rhythmik aber weiterlauft [Nakashima, 1981]. Eine rhythmische
Regulation der Expression von HSP70 oder die spezifische Akkumulation von HSP70
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im Zellkern kdnnten auch als Zeiger der Uhr die rhythmische Sporulation regulieren.
Daher sollte die Menge an HSP70 von bdA unter Bedingungen die eine circadiane

Rhythmik erlauben, in verschiedenen Kompartimenten bestimmt werden.

Das Auftreten oder die Erhéhung der Menge von Stref3proteinen in verschie-
denen Geweben kann diagnostisch als Indikator fir pathogene V erénderungen genutzt
werden. Entsprechend liegt es nahe, Verénderungen der zelluléren Stref3proteinmenge
auch as Indikator fir toxikologische Anaysen enzubeziehen. Ein solches
Indikatorsystem konnte vor allem der Ermittlung einer Proteintoxizitét dienen und Er-
gebnisse von Gentoxizitdtsuntersuchungen stiitzen. Auswirkungen von Belastungen
auf Organismen konnten mit derartigen Testsystemen differenzierter beurteilt werden,
als Uber globae Parameter wie Zelproliferation und Zelltod allein. Auch zur
Uberwachung von Umweltschadstoffen liee sich ein solches System einsetzen
[Odberg-Ferragut et al., 1991; Kohler et al., 1992; Welch, 1993; Sanders, 1993;
Neuhaus-Steinmetz et al., 1994; Morimoto et al. (eds), 1990, Fracella & Rensing,
1994 & 19954].

Basierend auf Arbeiten von Ulrich Neuhaus-Steinmetz [Neuhaus-Steinmetz
et al., 1994; Neuhaus-Steinmetz, 1995] aus unserer Arbeitsgruppe sollte die Anwen-
dung der StrefRantwort (HSC70/HSP68-I1nduktion) als moglicher Toxizitétsndikator
(Proteintoxizitét) ndher analysiert werden. Dazu sollte zunéchst die HSP70-Familie
von Ratten Gliom (C6) Zellen ndher charakterisert und ein ELISA-System zur
empfindlichen und schnellen Detektion und Quantifizierung von HSP70 aus Sauger-
zellkulturen und Geweben entwickelt werden. Erste toxikologische Untersuchungen
mit Hilfe dieses HSP70 - ELISA wurden in Zusammenarbeit mit Ulrich Neuhaus-
Steinmetz durchgefhrt.
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2.1 Abkirzungen und Zeichenerklarungen

acon-2 = aconidial 2, Defektmutante der Konidiation von N. crassa
Ag = Antigen(e)

Ak = Antikorper

AP = alkalische Phosphatase

AS = Aminosaure(n)

BCA = bicinchoninic acid

BIP = Immunglobulin heavy chain binding protein

bdA =band A, N. crassa Mutante mit ausgeprégter Sporulationsrhythmik
BSA = bovine serum abumine (Rinderserum-Albumin)

cAMP = cyclic 3, 5' adenosine monophosphate

°C = Temperatur in Grad Celsius ([° K] -273.15)

CHBF = constitutive HSE-binding factor

Ci = Curie

CNBr = Cyanbromid

cPKA = CAMP dependent protein kinase

cpm = Impulse pro Minute

CRE = CAMP-responsive(-like) element

CREB = CRE-binding protein

cr-1 = crisp-1, Defektmutante der Adenylatzyklase von N. crassa
DEA = Diethanolamin

DEAE = Di-ethyl-amino-ethyl

DMSO = Di-methyl-sulfoxid

DNA = Desoxyribonukleinsiure

EDTA = Ethylen-diamino-tetra-essigsiure

elF = eukaryotic initiation factor

ELISA (EIA) = enzyme linked immunosorbent assay (enzyme immunoassay)
Fab = Antigenerkennungsregion der Ak

Fc = Fullregion der Ak

g = relative Zentrifugal beschleunigung

g = Gramm

GRP = Glucose regulierte(s) Protein(e)

h = Stunde

HS = Hitzeschock

HSC = konsgtitutive HSP

HSE = Hitzeschockelement(e)

HSF = Hitzeschock(transkriptions)faktor(en)

HSP(X) = Hitzeschockprotein(e) mit einer Grof3e von x kDa

I = lonenstérke

IEF = isoel ektrische Fokussierung

10(G) = Immunglobulin (G)

kDa = Kilodaton
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LL = Dauerlicht
MEIC = multicentre evaluation of in vitro cytotoxicity
MHC = Haupthistokompartibilitatskompl ex
MRNA = messenger ribonucleic acid
MW = molecular weight
NLS = nuclear localization sequenz
NOS = nucleolar localization sequenz
OD, = optische Dichte bei n Nanometern
PAGE = Polyacrylamid-Gelel ektrophorese
PBS = phosphat buffered saline
pl = isoelektrischer Punkt(e)
PKlzs = protein kinase inhibitor s (specific for cPKA)
PMSF = Phenyl-methyl-sulfonyl-fluorid
pNPP = para-Nitrophenyl phosphat
PPO = Diphenyloxazol
PTH = Phenylthiohydantoin
PVDF = Polyvenylidendifluorid
S = Sekunde(n)
SDS = Natriumdodecylsulfat
TCA = Trichloressigsiure
Tris = Tris-hydroxy-methyl-amino-methan
uv = ultraviolett
wit = Wildtyp von N. crassa

2.1.1 Ein-Buchstaben-Code der Aminosauren

Aminosdure Drei-Buchstaben- | Ein-Buchstaben-
Code Code

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Asparagin oder Asparaginsaure | Asx B
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminséure Glu E
Glutamin oder Glutaminsaure | Glx Z
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin e I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr %
Valin val \Y
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2.2 Kultivierung von Neurospora crassa

Stamme

Fur die meisten Versuche wurde der Wildtyp (wt, St. Lawrence 74A, FGSC Nr. 262)
und die Mutante band A (bdA, 74A, FGSC Nr. 1858) von Neurospora crassa ver-
wendet. bdA zeigt unter bestimmten Kulturbedingungen eine deutliche, tagesperiodi-
sche Bildung von Makrokonidien. Die anderen Eigenschaften der bdA-Mutante sind
denen des Wildtyps (wt) sehr ghnlich.

Die Mutante crisp-1 (cr-1, FGSC Nr. 826A) hat einen Defekt in der
Adenylatzyklase und daher einen stark reduzierten cCAMP-Gehat [Terenzi et al.,
1974]. Sie zeigt eine schnelle Konidiation mit sehr kurzen Konidiophoren [Lindegren,
1936]. In der Flussigkultur wéchst die cr-1-Mutante etwa halb so schnell wie die bdA-
Mutante. cr-1 zeichnet sich durch ein lineares Wachstum bis zur stationéren Phase
(die in 20 ml Flussigkulturen erst nach 110 h bel 25° C erreicht wird) aus, eine

exponentielle Wachstumsphase fehlt (Schroder, unverff.).

Konidien

Zur Konidiengewinnung wurde N. crassa vier Tage auf Horowitz-Konidiationsme-
dium [Horowitz, 1947] bei Dauerlicht (LL) und einer Temperatur von 25° C
kultiviert. Die Konidien wurden dann in sterilem H,O suspendiert und durch Glas-
wolle gefiltert. Die Konidienzahl wurde tber die Dichte der Konidien bei 480 nm
photometrisch bestimmt. Ihre Lagerung erfolgte bei -20° C. Schlafende Konidien
wurden von der Mediumoberflache abgeklopft und konnten so in inaktiver Form
geerntet werden. Keimende Konidien wurden nach 0.25 - 8 h Schittelkultur (siehe
Myzelium) bei 25° C und Dauerlicht durch Zentrifugation geerntet.

Myzelium

Das Myzelium wurde in Flissigkulturen unter Verwendung von LL-Medium heran-
gezogen. LL-Medium besteht aus 2 % Saccharose und 2 % "Vogel-Salzen" [Voge,
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1956] mit erhohter Calciumkonzentration (1 mM). Zur Anzucht geringer Mengen von
Myzel wurden Petrischalen (¢+ 9 cm, 20 ml LL-Medium) mit 1.2 x 10° Konidien
angeimpft und bei Dauerlicht und 25°C fir 24 h (wt, bdA, acon-2) oder 48 h (cr-1)
kultiviert. Fir grof3e Mengen, z. B. zur Isolation von HSP70, wurden Schittel kultu-
ren in Fernbachkolben (1 | LL-Medium) angesetzt. Diese Kulturen wurden auf einem
Schittler sténdig geschiittelt. Alle anderen Bedingungen waren wie die der Petrischa-
lenkulturen. Die Flussigkulturen wurden durch Filtration geerntet und bis zur weiteren
Behandlung bei -20° C gelagert.

Lufthyphen

Zur Gewinnung von Lufthyphen wurde Horowitz-Konidiationsmedium [Horowitz,
1947] mit wt-Konidien angeimpft. Nach 30 - 48 h Wachstum im Dauerlicht (LL) bei
einer Temperatur von 25° C wurden verschieden alte Lufthyphen zu verschiedenen

Zeiten der Konidiation geerntet.

2.3 Kultivierung der Ratten Gliom (C6) Zellen

Ratten Gliom (C6) Zellen wurden in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium; Flow) mit 10 % fétalem Ké&berserum (Gibco) bei 37° C in einer Wasser-
dampf-geséttigten Atmosphére mit 10 % CO,/ 90 % Luft kultiviert. Zum passagieren
und das Ansetzen der Versuchskulturen wurden die Zellen nach zweimaligem
Waschen mit PBS durch 0.2 %iges Trypsin / EDTA abgelést. Je 10> Zellen wurden in
Petrischalen (» 35 mm) fur 3 Tage kultiviert. Fur die Applikation erhthter Tempe-
ratur wurden die Zellkulturen in ein auf 44° C vorgeheiztes Wasserbad tGberfthrt und
nach einer Aufwarmzeit von 5 min fir weitere 30 min inkubiert. Die Temperaturmes-
sung erfolgte im Wasserbad. Zur Exposition verschiedener Substanzen wurden diese
im Kulturmedium gel6st und fur 1 h appliziert. Vor der Analyse von HSP70 wurde die
jeweils angegebene Erholungszeit bei 37° C gewahrt.
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2.4 Hitzeschock, cAMP und [*S]-Methionin

Hitzeschock

Fur die Applikation erhdhter Temperatur wurden die Flissigkulturen in ein entspre-
chend vorgeheiztes Wasserbad Uberfiihrt und nach einer Aufwarmzeit von 15 min fir
die jewells vorgesehene Versuchszeit inkubiert. Die Temperaturmessung erfolgte im
Wasserbad.

CAMP

Zur Behandlung mit cAMP wurden die Kulturmedien mit 2 mM cAMP (Sigma) oder
20 pM 8-Brom-cAMP (Sigma) versetzt. Die entsprechenden Stdmme wurden wéh-
rend ihres ganzen Entwicklungszyklus mit dem Nukleotid kultiviert. Insbesondere
auch wahrend der vorherigen Bildung der Konidien der entsprechenden Stdamme
[Cruz et al., 1988].

[**S]-Methionin

Die radioaktive Markierung in einem bestimmten Zeitraum neu synthetisierter Pro-
teine wurde in Kulturmedien mit 5 pCi [*S]-Methionin (Amersham) pro ml
Kulturmedium fir den jeweils angegebenen Zeitraum durchgefiihrt. Nach Ernte und
Waschen des Myzels wurden die Zellen homogenisiert (Gesamthomogenat) und die
Radioaktivitét (cpm) der TCA-prézipitierbaren Proteine in einem Szintillationszahler
(Beckman LS 8000) bestimmt [Mans & Novelli, 1961]. Zur Bestimmung der Auf-
nahme von [*S]-Methionin in die Zelle wurde die Gesamtradioaktivitdt (cpm) im
Zellhomogenat im Szintillationszahler gemessen. Bel diesen Versuchen entspricht
jeder Mef3punkt dem Mittelwert aus drei unabhangigen Proben die in Triplikaten

analysiert wurden (n=9).
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2.5 Isolierung von Zellbestandteilen

Gesamthomogenat

Zur Isolation von HSP70 wurde das Myzel aus den Kulturen in Fernbachkolben unter
flissigem Stickstoff bis zur vollstandigen Pulverisierung gemorsert, anschlief3end mit
Puffer A (20 mM NaCl, 10 mM MgCl, in 20 mM TrissHCI, pH 7.5) plus 1 mM

Phenylmethylsulfonylfluorid versetzt und 2 h bel 48000 x g zentrifugiert (Sorvall RC
28S, SS 34). Der resultierende Uberstand wurde dann durch einen Membranfilter
(Schleicher & Schill, Nr. 595) filtriert und der Isolationsroutine zugefuhrt [Fracella et
al., 1993].

Die zur immunologischen Analyse von HSP70 im Western Blot vorgesehe-
nen Proben wurden in Laemmli-Probenpuffer [Laemmli, 1970] aufgenommen, durch
Ultraschall (10 x 1 s) aufgeschlossen und 5 min gekocht. Zur Analyse im ELISA
wurden die Proben in Puffer A plus 10 mM Na&ATP unter stdndiger Kihlung durch
Ultraschall aufgeschlossen.

Zellkerne und Cytoplasma

Die Isolation von Zellkernen aus Myzel wurde nach der von Loros und
Dunlap (1991) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Temperatur wéahrend der
gesamten Isolation betrug 4° C. 0.5 - 1 g Myzdl wurde mit Glasperlen (¢ 1 - 2 mm)
und Kernisolationspuffer (1 M Sorbitol, 7 % [wt/vol] Ficoll, 20 % [vol/vol] Glyceral,
5 mM MgCl,, 10 mM CaCl,, 1 % [vol/vol] Triton X-100, pH 7.5) in einer Zellmuhle
(bead beater, Jirgens) durch drei 45 s Pulse aufgeschlossen. Das Homogenat wurde
dann 10 min bei 1500 x g zentrifugiert (Labofuge, Heraeus), der Uberstand erneut
10 min bei 15000 x g zentrifugiert (Labofuge, Heraeus). Das Pellet enthielt die ange-
reicherten Kerne und wurde bei -20° C gelagert. Der Uberstand wurde nochmals
zentrifugiert (1 h, 48000 x g; Sorvall RC 28S, SS 34) und wird im Folgenden als
cytoplasmatische Fraktion bezeichnet. Die Reinheit der Kernfraktion wurde elektro-
nenoptisch und in der "run off" -Transkription Uberprift (Kallies & Helmboldt,
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unverdff.; Mulisch, unverdff.). Zur weiteren Analyse wurden die Kerne in Laemmli-

Probenpuffer [Laemmli, 1970] aufgenommen, durch Ultraschall (10 x 1 s)
aufgeschlossen und 5 min gekocht. Die cytoplasmatische Fraktion wurde ebenfalls mit

Laemmli-Probenpuffer versetzt und 5 min gekocht.

2.6 |solierung und Sequenzierung von HSP70

Das Haupt-HSP70 aus Myzelium von N. crassa wurde in Anlehnung an eine
von Welch und Feramisco (1985) fur Saugerzellen entwickelte Methode in zwel
Hauptschritten, durch aufeinanderfolgende DEAE-Anionenaustausch- und ATP-
Affinitéts-Chromatographie, isoliert [Fracella et al., 1993].

In Zusammenarbeit mit Cunshuan Xu aus unserer Arbeitsgruppe wurde eine
sehr @hnliche Methode auch erfolgreich zur Isolation von HSP70 aus Ratten Gliom
(C6) Zellen angewandt [Xu, 1995].

Zur Affinitétsreinigung geringer Mengen von HSP70 aus dem Myzel von
N. crassa in einem Schritt wurden 5 mg der selbst hergestellten polyklonalen Anti-
HSP70-Ak an 0.6 g einer CNBr-aktivierten Agarose-Matrix (Sigma) nach Herstel-
lerangaben gekoppelt (Gelbettvolumen der Anti-HSP70-Ak Affinitétssdulen = 2 x 1
ml). Zellextrakte, aus denen HSP70 mittels Anti-HSP70-Ak Affinitéts-Chromatogra-
phie isoliert werden sollte, wurden mit Waschpuffer (0.5 M NaCl, 0.02 % NaN; in 20
mM PBS, pH 7.4) im Verhdtnis 1 : 10 verdinnt und auf die mit Waschpuffer aquili-
brierte Affinitétssule aufgetragen. Darauf wurde mit 5 ml Waschpuffer gespuilt und
anschlief3end mit 3 ml Elutionspuffer (0.2 M Glycin, pH 2.7) gebundene Proteine elu-

iert. Die saure Elutionsfraktion wurde dann mit Tris (1.5 M) neutralisiert.

Zur Mikrosequenzierung wurden 5 pg (70 pM) des gereinigten HSP70 zu-
néchst in der eindimensionadlen 10 % SDS-PAGE [Laemmli, 1970] getrennt und
anschlief?end in der Trans-Blot-Cell (Bio-Rad) auf eine PVDF-Membran (Bio-Rad)
Ubertragen und mit Coomassie Blau (Serva) gefarbt [Towbin et al., 1979]. Die
HSP70 enthaltende Bande wurde dann ausgeschnitten und direkt in der Reaktorkam-
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mer des Dua - Phase Proteinsequenzierungsautomaten (Knauer, Model 816 E)

plaziert. In der Reaktorkammer wurden die N-terminalen Aminosduren (AS) durch
mehrere Schritte automatisch, sequentiell nach Edman (1950) abgebaut [zur Ubersicht
sehe Fischer et al., 1988; Fischer & Reimann, 1990]. Die abgespaltenen AS lagen
schlieflich as Phenylthiohydantoin (PTH) -Derivate vor. Da die 20 mdglichen AS-
PTH-Derivate im UV-Bereich absorbieren, konnten sie durch Chromatographie mit
einer Reversed-Phase-Saule im Vergleich zu AS-PTH-Standards identifiziert werden.
Die untere Nachweisgrenze lag bel 1 pM in der Narrowbore-HPLC. Cystein kann
durch die angewandte Sequenzierungsmethode nicht detektiert werden. Auf die még-
liche Existenz eines Cystein an einer bestimmten Position kann nur indirekt aufgrund
des Fehlens eines Peaks geschlossen werden. Zur eindeutigen Identifizierung mufite

auf eine andere Methode zur Sequenzierung zurtickgegriffen werden.

2.7 Herstellung  polyklonaler Anti-HSP70
Antikorper

Zwei Kaninchen wurden mit HSP70 immunisiert. Dazu wurden 240 pg ge-
reinigtes, lyophilisertes HSP70 in 0.5 ml PBS pH 7.4 aufgenommen und mit 1.5 ml
vollstdndigem Freundschen Adjuvans (mit mycobakteriellen Anteil) vermischt. Eine
Woche nach Entnahme von etwa 20 ml Blut (zur Gewinnung des Prdimmunserums)
wurde jedem Kaninchen 4 Wochen lang in wochentlichem Abstand 0.25 ml der Anti-
genmischung, verteilt auf zwel Stellen der Rickenregion, subcutan injiziert. Eine
Woche nach der letzten priméren Injektion wurden 10 ml Blut entnommen und das
gewonnene Serum durch Dot- und Western Blotting bzw. ELISA auf die Anwesen-
heit spezifischer Antikorper Uberprift. Durch sekundére Injektionen ("boosten"), bei
denen HSP70 (die Hélfte der Menge aus den Primérinjektionen) in PBS und unvoll-
stdndigem Freundschen Adjuvans (ohne mycobakteriellen Antell) injiziert wurde,
konnte die Immunisierung bei Bedarf wieder aufgefrischt werden. Dabel zeigte sich,
dal3 der Titer spezifischer Ak im Serum zunahm je langer die Tiere mit dem Ag in

Kontakt waren.
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Blut wurde den Kaninchen tber die Marginalvene des Ohres entnommen.

Nach einstiindiger Gerinnungszeit bei Raumtemperatur wurde das Blut zur vollstandi-
gen Agglutination fur etwa 6 h bei 4° C inkubiert. Verbleibende Erythrozyten wurden
durch Zentrifugation (1000 x g, 10 min; Labofuge, Heraeus) entfernt. Anschlief3end
wurde der Uberstand (das Préimmun- bzw. Antiserum) abgenommen, alliquotiert und
bei -80° C gelagert.

2.7.1 Affinitatsreinigung der Anti-HSP70-Antikorper

Zur Affinitatsreinigung spezifischer Anti-HSP70-Ak aus den Seren wurden
1.5 mg (21 nM) aus 18 | N. crassa -Schittelkultur isoliertes HSP70 an 60 mg einer
CNBr-aktivierten Agarose-Matrix (Sigma) nach Herstellerangaben gekoppelt
(Gelbettvolumen der HSP70 Affinitétssaule = 200 pl).

10 pl Serum wurden mit 90 pl Waschpuffer (0.5 M NaCl, 0.02 % NaNs in
20 mM PBS, pH 7.4) verdinnt und auf die mit Waschpuffer aquilibrierte HSP70-
Affinitétssaule aufgetragen. Darauf wurde mit 1 ml Waschpuffer gespiilt und anschlie-
end mit 1 ml Elutionspuffer (0.2 M Glycin, pH 2.7) gebundene Ak eluiert. Die saure

Elutionsfraktion wurde dann mit Tris (1.5 M) neutralisiert.
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2.8 Analytische M ethoden

2.8.1 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Extrakten oder Elutionsfraktio-
nen aus chromatographischen Trennungen wurde nach der von Bradford (1976)
beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Proteinbestimmung nach Bradford ist
storanfallig gegentiber htheren Konzentrationen von SDS und einigen reduzierenden
Substanzen. Waren Proben mit solchen Substanzen versetzt, wurde die Proteinbe-
stimmung nach Neuhoff et al. (1979) durchgefihrt.

2.8.2 Gelelektrophorese

Zur gelelektrophoretischen Trennung von Proteinen aus Gesamthomoge-
naten, isolierten Zellbestandteilen oder Fraktionen aus der Chromatographie aufgrund
ihrer Grof3e wurde die diskontinuierliche, eindimensionale SDS-PAGE nach Laemmli
(1970) angewandt. Eine optimale Trennung von Proteinen mit einer Masse von 50 -
90 kDa wurde in 1 mm starken Trenngelen mit 8 und 10 % Acrylamid/Bisacrylamid
erzielt. War eine Trennung von Proteinen innerhalb eines grof3eren Gewichtsbereiches
erforderlich, wurden Gradiententrenngele mit 7.5 - 15 % Acrylamid/Bisacrylamid
eingesetzt. Das Sammelgel hatte in alen Fdllen eine Konzentration von 5 %
Acrylamid/Bisacrylamid. Die verwendete Acrylamid/Bisacrylamid (Serva) Losung
hatte eine Konzentration von 29 : 0.8 % (wt/wt/vol).

Die zweidimensionade Gelelektrophorese wurde nach der von O Farrel
(1976) beschriebenen Methode durchgefiihrt. In der ersten Dimension wurde eine
isoel ektrische Fokussierung (IEF) in Rundgelen (» 2 mm) mit 1 % Ampholinen (pH 2
- 11, Serva) und 4 % Ampholinen (pH 5 - 7, Serva) durchgefihrt. In der zweiten

Dimension wurden die fokussierten Proben in den Rundgelen auf 2 mm starken
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Trenngelen mit 8 oder 10 % Acrylamid/Bisacrylamid nach ihrer Grof3e getrennt (SDS-

PAGE nach Laemmli, 1970).

Gele mit [**S]-Methionin markierten Proteinen wurden nach der Elektropho-
rese entweder direkt getrocknet und auf eéinem Rontgenfilm (X-OMat ARS, Kodak)
bei -70° C exponiert (Autoradiographie), oder die radioaktive Strahlung wurde vorher
noch durch eine Behandlung der Gele mit PPO nach Bonner & Laskey (1974) in eine

intensivere Fluoreszenzstrahlung umgesetzt (Fluorographie).

2.8.3 Western Blotting und Immunodetektion

Der elektrophoretische Transfer von Proteinen aus der ein- oder zweidimen-
sonaen PAGE auf eine PVDF- (Bio-Rad) oder Nitrozellulosemembran (BAS8S,
Schleicher & Schull) wurde nach Towbin et al. (1979) und Burnette (1981) in einer
Trans-Blot-Cell (Bio-Rad) durchgefihrt.

Zur Immunodetektion von Proteinen (meist HSP70) auf Western Blots wur-
den restliche Bindungsstellen auf der Membran direkt nach dem Transfer durch
30 min Inkubation auf dem Schittler bei Raumtemperatur in PBST (0.2 % Tween20,
0.02 % NaN3 in PBS, pH 7.4) blockiert. Nun wurden die Blots fur 1 h mit dem
Primérantikbrper (fir N. crassa HSP70 = affinitdtsgereinigter, polyklonaer Anti-
HSP70-Ak, 1: 1000 verdinnt in PBST; fur andere Ag = entsprechend anderer Ak
und eventuell andere Verdiinnung und Inkubationszeit) auf dem Schiittler bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Blots dreimal je 5 min mit PBST
gewaschen und anschlief?end fur 1 h mit dem Sekundérantikorper (alkalische Phos-
phatase (AP; EC 3.1.3.1)-Ak Konjugat spezifisch fur die Fc-Region von 1gG von
Kaninchen oder Maus (Sigma) in der Regel 1 : 5000 verdinnt mit PBST) auf dem
Schittler bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten erneut drei Waschschritte wie
oben und zusétzlich einer mit Puffer 3 (100 mM NaCl, 50 mM MgCl, in 100 mM
TrisHCl, pH 9.7). Der Enzym-Immunkomplex wurde mit 40 mM 4-Nitroblautetra-
zoliumchlorid (NBT, Biomol) und 40 mM 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (BCIP,
Biomol) in Puffer 3 detektiert. Nach ausreichender Farbentwicklung (10 - 60 min)
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wurde die Reaktion mit Stop-L6sung (100 mM EDTA) gestoppt. In Abb. 2.1 ist das

Prinzip Immundetektion auf Western Blots in einer Ubersichtlichen Form dargestellt.
Dieses Prinzip ist identisch mit der Immunodetektion im indirekten Antikorperfang-
ELISA.

Abb. 2.1: Prinzip der Immunodetektion auf Western Blots und im indirekten Anti-
korperfang-ELI SA.

2.8.4 Antikorper

prim. Antikorper

4A1 - XIl = sdbst  hergestellte  polyklonale  Kaninchen  Anti-HSP70-Ak
(affinitétsgereinigt), spezifisch gegen das Haupt-HSP70 von N. crassa
mit konstitutiver und HS-induzierbarer Expression.

ADb1147 = polyklonaer Kaninchen Anti-SSA1-Ak (Rohserum, Geschenk von Jorg
Becker, 1993), spezifisch gegen eine Sequenz von 90 C-terminale AS
von SSA1, detektiert in der Hefe hauptsachlich SSA1, erkennt schwach
jedoch auch SSA2 - 4.

H5147 = monoklonaler Maus Anti-HSP70-Ak (Ascites, 1gG;, Sigma), spezifisch
gegen HSP70 und HSC72 aus dem Rindergehirn.
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SPA 820 = monoklonaler Maus Anti-HSP70-Ak (Ascites, 1gG;, Stressgen, aus der

Literatur unter der Bezeichnung N27F3-4 bekannt), spezifisch gegen
HSP70 und HSC72 aus Hel a-Z€llen.

SPA810AP= monoklonaler Anti-HSP70-Ak (Ascites, 1gG,, Stressgen, aus der Litera-
tur unter der Bezeichnung C92F3A-5 bekannt), spezifisch gegen HSP70

aus HeL a-Zellen.

A2066 = polyklonaler Kaninchen Anti-Actin-Ak (affinitétsgereinigt, Sigma).

T3526 = polyklonaler Kaninchen Anti-Tubulin-Ak (affinitétsgereinigt, Sigma),
spezifisch gegen Microtubuli aus dem Hihnergehirn).

HO0148 = monoklonaler Maus Anti-HSP25-Ak (Ascites, 1gG;, Sigma), spezifisch
gegen HSP25 aus Truthahnmuskel.

sek. Antikorper

A7434 = polyklonaler Ziegen Anti-Maus 1gG-Ak-AP-Konjugat (affinitétsgerei-
nigt, Sigma); spezifisch gegen Fc von Maus 1gG.

A3812 = polyklonaler Ziegen Anti-Kaninchen 1gG-Ak-AP-Konjugat (affinitétsge-

reinigt, Sigma) spezifisch gegen Gesamt-1gG von Kaninchen.

2.9 Indirekter HSP70 - ELISA

Bel der Anwendung eines Immunoassays zur Detektion und Quantifizierung
von Protein-Ag oder spezifischer Ak in biologischen Proben wird die Fahigkeit von
Ak und Ag genutzt, sich gegenseitig zu binden. Die spezifische Bindung des Ak an
das Ag erfolgt durch die in den Fab-Fragmenten der Ak liegenden Ag-Bindungsstellen
(Paratope). Die Stelle des Ag, an die der Ak bindet, wird as antigene Determinante
oder Epitop bezeichnet. Fur die Bildung der Ag-Ak-Komplexe sind schwache inter-
molekulare Wechsalwirkungen verantwortlich. Diese nichtkovalenten Bindungen
werden mit zunehmender raumlicher Anndherung der Bindungspartner stérker und
sind folglich abhangig von der Ubereinstimmung von Epitop und Paratop. Je besser
diese Ubereinsimmung ist, desto groRer ist die Affinitét, d. h. die Bindungsstarke

eines Ak. Daher liefert ein Immunoassay nur dann verl&3iche Ergebnisse, wenn
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erstens der Ak eine hohe Spezifitét fur das zu messende Ag besitzt und zweitens die

chemische Umgebung, in der die Reaktion stattfindet, eine optimale Ausbildung der

reversiblen Wechsalwirkungen ermdglicht.

Ag oder Ak in biologischen Proben werden in Immunoassays durch die Be-
stimmung der gebildeten Ag-Ak-Komplexe detektiert und quantifiziert. Dafur wird
einer der beiden Reaktionspartner direkt oder indirekt (sek. Ak) mit einem Marker
(Label) gekennzeichnet. Diese Label kdnnen Radioisotope, Enzyme, fluoreszierende
oder lumineszierende Molekille sein, also ale Verbindungen, die sich aufgrund ihrer
physikalischen oder chemischen Eigenschaften noch in sehr geringen Konzentrationen

nachweisen lassen.

Bei den Enzymimmunoassays (EIA oder ELISA) werden Enzyme as Marker
eingesetzt [Porstmann et al., 1985]. Eines der am haufigsten und auch von mir ver-
wendeten Enzyme ist alkalische Phosphatase (AP, EC 3.1.3.1). Sie hat ihr pH-
Optimum bei 9.7. Als lédliches Substrat wird p-Nitrophenylphosphat (pNPP) einge-
setzt und zu dem gelben Farbstoff p-Nitrophenol umgesetzt. Die Farbintensitét wird
bei einer Wellenlange von 405 nm photometrisch bestimmt [Snyder et al., 1972].

ELISA ist also eine Methode zur schnellen Detektion und der exakten Quan-
tifizierung von Ag oder Ak in Ldsungen mit Hilfe von Enzymen und wird meist in
sog. Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Dieses gewéhrleistet einen hohen Probendurch-
satz in kiirzester Zeit. Es gibt eine Fiille verschiedener ELISA-Variationen fur unter-
schiedliche Zwecke [Harlow & Lane, 1988; Bergmeyer, 1986]. Kommerzidll ist kein
ELISA-System fur HSP70 erhédltlich. Zur Detektion von HSP70 in Extrakten von N.
crassa und Saugerzellen wurden daher indirekte Antikorperfang-ELISA-Systeme
entwickelt. Die relativ hohe Menge an HSP70 in den Zellen (~0.5 - 3 % der Ge-
samtproteinmenge in nicht gestref3ten und 3 - 6 % in gestref3ten Zellen) verleihen dem
einfachen, indirekten ELISA eine ausreichende Sensitivitét. Das Reaktionsprinzip der
Immunodetektion ist identisch mit dem aus dem Western Blot (siehe Abb. 2.1),
alerdings lauft die Reaktion hier an der Polystyrolmatrix in den Kavitdten der
Mikrotiterplatten ab, und das Substrat zur Detektion des Enzym-Immunkomplexes ist
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ein anderes (pNPP). Im ersten Schritt wurde im indirekten ELISA das Ag an die
Matrix gebunden. Die insgesamt relativ geringe Proteinbindungsfahigkeit (Coating-
Effizienz) der Matrix liegt bei ~300 ng Protein pro cn’ und ist die die Sengitivitét
begrenzende Grof3e. Deshab, und zur absoluten Quantifizierung anhand ener
Eichkurve, ist es wichtig, diese Bindungkapazitdt der verwendeten Matrix genau zu

kennen.

2.9.1 Coating-Effizienz

Bedingungen wie die Proteinkonzentration, pH, lonenstérke, Inkubationszeit
und Temperatur beeinflussen die Effizienz der Bindung von Proteinen an die
Polystyrolmatrix in den Kavitéten der Mikrotiterplatten. Die Coating-Effizienz fur
HSP70 oder Proteine aus den im ELISA zu testenden Zellextrakten wurde nach der
von Sorensen und Brodbeck (1986) beschriebenen Methode bestimmt. Dazu wurde
eine Proteinbestimmung mittels Bicinchonin-Séure (BCA, Pierce) [Smith et al., 1985]
direkt in den Mikrotiterplatten durchgefihrt. Diese Proteinbestimmung ist sehr genau
und mit einer unteren Nachwei sgrenze von 50 ng Protein auch sehr empfindlich (siehe
Eichkurve im Insert in Abb. 2.2). Abb. 2.2 zeigt die Beziehung zwischen der pro
Kavitdt zugefugten und der tatsdchlich gebundenen Proteinmenge. An die Daten
wurde eine einfache Séttigungskurve angepalit.



32

2 Material und Methoden

Abb. 2.2: Coating-Effizienz der Kavitaten der Mikrotiterplatten als Funktion der zu-
gefligten Proteinmenge. Die Kavitaten wurden mit Proteinextrakten aus Myzelium von
N. crassa inkubiert, und gebundenes Protein mit der BCA-Methode (Pierce) bestimnnt.
Die durchgezogene Kurve zeigt eine Sattigungskurve, die an die Mef3punkte angefittet
wurde. Die gestrichelten Linien zeigen das 95 %ige Vertrauensintervall (n = 3). Im
Insert ist die Eichkurve der Proteinbestimmung mit BCA gezeigt (n = 3).

2.9.2 ELISA-Durchfihrung (Ag-Detektion)

Detektion und Quantifizierung von HSP70 in Extrakten von N. crassa und Sau-
gerzellen (Ratten C6-Gliom-Zellen)

Proben wurden in Coating-Puffer (50 mM N&CO;, 50 mM NaHCO;, pH 9.5) auf
eine Konzentration von 10 pg/ml verdunnt. Zur Erstellung einer Eichkurve wurde
eine Verdunnungsreihe von HSP70 zwischen O und 0.5 pg/ml in Coating-Puffer ange-
setzt. Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten (Maxisorb, Nunc) wurden 100 pl der
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Proben und der HSP70-Verdinnungsreihe in die Kavitéten pipettiert. Die abgedich-

tete Platte wurde bei 4° C Uber Nacht (~18 h) inkubiert und anschlief3end fir 1 h bel
25° C mit 200 ul Block/Assay-Puffer (0.05 % Pferde-1gG, 1 % BSA, 0.02 % NaNs,
0.05 % Tween20 in PBS, pH 7.4) blockiert. Danach wurde jede Kavitét mit 100 pl

Primérantikorper (affinitétsgereinigter, polyklonaler Anti-HSP70-Ak bzw. monoklo-
naler Anti-HSP70-Ak (H5147, Sigma) in Block/Assay-Puffer 1 : 1000 verdunnt)
beflillt und 1 h bei 25° C inkubiert. Anschlief3end wurde die Platte dreimal mit 200 pl
PBST (0.05 % Tween20, 0.02 % NaN3 in PBS) gewaschen und mit dem Sekundér-
antikorper (Anti-Kaninchen 1gG- bzw. Anti-Maus [1gG-AP Konjugat, 1:2000
verdinnt mit Block/Assay-Puffer) 1 h bei 25° C inkubiert. Nach erneutem Waschen
wie oben und einem weiteren Waschschritt mit 200 pl Substrat-Puffer (50 mM MgCl,
in 1 M DEA, pH 9.7) wurde die Aktivitdt der gebundenen Phosphatase durch Kon-
vertierung von 100 pl para-Nitrophenylphosphat (pNPP, Biomol) in Substrat-Puffer
(2 mg/ml) zu einem farbigem Produkt (ODna = 405 nm) gemessen. Nach ausreichen-
der Farbentwicklung (0.5 - 2 h) wurde die Reaktion mit 50 pl Stop-L6sung (100 mM
EDTA) gestoppt. Die Intensitét der Farbe wurde am Computer-gestiitzten Mikroti-
terplatten-Photometer (SLT) gemessen. Sie ist nach Hintergrundkorrektur direkt
proportional zur HSP70-Menge in den entsprechenden Kavitéten. Die HSP70-Menge
ist in Prozent der Kontrolle oder als absoluter Wert in ng HSP70/ug Gesamtprotein
angegeben. Jeder Einzelwert ist der Mittelwert aus drei unabhéngigen Proben.

Typische Standardkurve: N. crassa

Zur Quantifizierung von HSP70 in Proben von N. crassa wurde eine Standardkurve
mit HSP70 erstellt. Dazu wurde isoliertes HSP70 in mehreren Verdinnungen
(0-2pug/ml; 0 - 28 nM) im ELISA detektiert. Die untere Nachweisgrenze fir HSP70
liegt bei 6 ng /ml (85.7 pM). Die resultierenden Extinktionswerte wurden gegen die
Konzentration graphisch dargestellt. An die Mef3punkte wurde eine Séttigungsfunk-
tion angepalit (Abb. 2.3).
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Abb. 2.3: Typische Standardkurve mit isoliertem HSP70 aus N. crassa. Die durchge-
zogene Linie zeigt eine Sttigungskurve angepaldt an die Mef3punkte. Die gestrichelten
Linien geben das 99 %ige Vertrauensintervall an.

Typische Standardkurve: Ratten Gliom (C6) Zellen

Die Standardkurve zur Quantifizierung von HSP70 in Proben von Ratten Gliom (C6)
und anderen Saugerzellen wurde mit kommerziell erhdtlichen HSP70 (SPA750;
Stressgen) erstellt. Eine Uberprifung dessen Reinheit durch Coomassie-Blau Farbung
einer zweidimensionalen gelelektrophoretischen Trennung ergab einen Anteil von
etwa 80 % HSC72 und 20 % HSP70 (nicht gezeigt). Die Immunodetektion mit Anti-
HSP70-AK (H5147, Sigma) im 2D-Western Blot zeigte eine hohe Affinitdt der Ak
zum kleinen Antell des HS-induzierbaren HSP70 und eine relativ geringe Affinitét
zum grof3en Anteil des konstitutiven HSC72 (Insert in Abb. 2.4).
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HSP70 (SPA750, Stressgen) wurde in mehreren Verdinnungen (O - 500 ng
/ml; 0-7nM) im ELISA detektiert. Die untere Nachweisgrenze fir HSP70 liegt bei 2
ng /ml (28 pM). Die resultierenden Extinktionswerte wurden gegen die Konzentration
graphisch dargestellt. An die Mef3punkte wurde eine klassisch logistische Funktion
angepaldt (Abb. 2.3). Aufgrund der unterschiedlichen Affinitdten der Anti-HSP70-Ak
(H5147, Sigma) zum HSC70 bzw. HSP70-Anteil im kommerziellen HSP70 (SPA750,
Stressgen) ist eine absolute Quantifizierbarkeit anhand der erstellten Standardkurve

nur bedingt moglich.

Abb.2.4: Typische Standardkurve mit kommerziell erhaltlichem, isoliertem HSP70
aus Rindergehirn (SPA750, Stressgen). Die durchgezogene Linie zeigt eine klassisch
logistisch sigmoide Kurve angepal3t an die Mef3punkte. Die gestrichelten Linien geben
das 99 %ige Vertrauensintervall an. Im Insert ist ein zweidimensionaler Western Blot
des mit Anti-HSP70-Ak (H5147, Sgma) detektierten HSP70 aus Rindergehirn gezeigt
(heller Pfeil = konstitutives HSC72; dunkler Pfeil = induzerbares HSP70).
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2.9.3 ELISA-Durchfihrung (Ak-Detektion)

Detektion spezifischer Anti-HSP70-Ak in den Seren der immunisierten Kaninchen

Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten wurden 100 pl isoliertes HSP70 (0.5 pg/ml in
Coating-Puffer) in die Kavitéten pipettiert. Die abgedichtete Platte wurde wie oben
inkubiert und anschlief3end blockiert. Danach wurden 100 ul der zu testenden Seren
(Prémmunserum, Antiseren) wie oben verdunnt, in die Kavitéten pipettiert und inku-
biert. Anschlief?end wurde wie oben gewaschen und mit dem Sekundérantikorper
(Anti-Kaninchen 1gG-AP Konjugat, Sigma) inkubiert. Nach dem zweiten Waschen
wie oben wurde die Aktivitét der gebundenen alkalischen Phosphatase wie oben be-
stimmt. Die gemessene Intensitét der Farbe ist nach Hintergrundkorrektur direkt pro-
portional zur spezifischen Affinitat aller Anti-HSP70-Ak der Seren (Aviditét) in den
entsprechenden Kavitdten. Die Aviditét der Anti-HSP70-Ak ist in der absoluten
ODyos/s00nm angeben. Jeder Einzelwert ist der Mittelwert aus drei unabhangigen
Proben.

2.10 Mathematische und statistische M ethoden

Die Daten in vielen Versuchen (wenn angegeben) zeigen das jeweilige arith-
metische Mittel aus n unabhéngigen Versuchen. Ist n > 2 ist oft zusétzlich die Stan-

dardabweichung in Form von Fehlerbalken angegeben.

Die ermittelten Mefl3werte der Bindung von Proteinen an die Polystyrolmatrix
der Mikrotiterplatten (a = 410.85 und b = 431.31) und die Detektion der Konzen-
trationsreihe (Eichkurve) von HSP70 (isoliert aus N. crassa, a = 42.63 und b = 0.45)

folgten einer einfachen Séttigungskurve.

¢ _ani
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Die Eichkurve der Proteinbestimmung nach der BCA-Methode (Pierce) in
der Mikrotiterplatte (X50 = 503.77, K = 0.0019, Max = 0.45, Min = -0.17) und die
Mef3werte der Detektion der Konzentrationsreihe (Eichkurve) von HSP70 (SPP 750,
Stressgen; X50 = 11.12, K = 0.19, Max = 2.61, Min = -0.29) folgten einem logarith-

misch sigmoiden Kurvenverlauf.

(Max- Min)
1+ exp(' kX x- x50)))
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Die Funktionen wurden mit dem Computerprogramm FigP (BioSoft) an die

Mel3werte der Eichkurven angepald. Nach Umformung zu
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a3 sich die gemessene Extinktion einer unbekannten Probe direkt in eine Men-

geneinheit umrechnen.
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3 Ergebnisse

3.1 HSP70 aus N. crassa

Das Haupt-HSP mit einem Molekulargewicht von ~70 kDa aus
hitzegeschocktem (1 h, 45° C) exponentiell wachsendem Myzelium von N. crassa
wurde in Anlehnung an eine von Welch und Feramisco (1985) fur Siugerzellen
entwickelte Methode durch aufeinanderfolgende DEA E-Anionenaustausch- und ATP-
Affinitéts-Chromatographie in nahezu vollstandiger Homogenitét aufgereinigt
[Fracellaet al., 1993].

Abb. 3.1: Fluorogramm des 10 % SDS-PAGE der Proteine aus hitzegeschocktem
Myzelium von N. crassa aus Fraktionen der aufeinanderfolgenden Schritte der
Isolation [aus Fracella et al.,, 1993]. Rohextrakt unbehandelter (1) und
hitzegeschockter (1 h, 45° C) Zellen (2); 80-140 mM NaCl-Elutionsfraktion der DEAE-
Anionenaustausch-Chromatographie von hitzegeschockten Extrakten mit dem groéfdten
Anteil an HSP70 (3); Elutionsfraktion der ATP-Affinitats-Chromatographie der
DEAE-Fraktion aus 3 (4). Pro Spur wurden jeweils 10* cpm aufgetragen. HSP70 ist
durch die Pfeilspitze gekennzeichnet. Die MW der vorgeféarbten Standardproteine
(Sgma, SDS-7B) sind in kDa angegeben.
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In Coomassie Blau geférbten Gelen eindimensionaler SDS-PAGE wurde das

isolierte Protein as eine Bande mit einem Molekulargewicht von 69 kDa detektiert
(nicht gezeigt). Auch das Fluorogramm der 10 % SDS-PAGE einer |solationsroutine
mit [**S]-Methionin markierten Proteinen bestétigt die Reinheit des Isolates (Abb. 3.1;
Spur 4). Des weiteren zeigt Abb. 3.1 das Proteinprofil der Rohextrakte von unbehan-
deltem (Spur 1) und hitzegeschocktem Myzelium (Spur 2) sowie die Elutionsfraktion
der DEAE - Anionenaustausch - Chromatographie (80 - 140 mM NaCl; Spur 3) der
Isolationsroutine mit  [*S]-Methionin ~ markiertem  Proteinextrakt  aus

hitzegeschocktem Myzelium.

Zur Analyse der gesamten HSP70-Familie von N. crassa wurden Rohex-
trakte von unbehandeltem und hitzegeschocktem Myzelium direkt an ATP-Affinitéts-
sdulen chromatographiert. Alle bisher untersuchten Mitglieder der HSP70-Familie
verschiedener Organismen besitzen eine ATP-Bindungsstelle [McKay et al., 1994]
und binden daher an die ATP-Agarosematrix der Affinitétssaule. Die HSP70-Familie
von N. crassa enthdlt insgesamt mindestens sieben ATP-bindende Mitglieder. Vier
Mitglieder werden auch in Abwesenheit von Stref3 synthetisiert (Abb. 3.2 @), die drei
weiteren sind nur durch Stref3 induzierbar (Abb. 3.2 b). Die vier konstitutiv gebildeten
Mitglieder werden durch einen HS verstérkt synthetisiert. Zu ihnen gehort auch das
isolierte Haupt-HSP70 von N. crassa. Es hat einen Anteil von etwa 80-90 % am Ge-
samt-HSP70 und einen pl um pH 5.2. Die nur durch Stref3 induzierbaren Mitglieder
der HSP70-Familie haben etwas akalischere pl im Bereich von pH 5.5. Die meisten
HSP-70-Homologe anderer Organismen haben &hnliche pl (um pH 4.7 - 6.3)
[Vierling, 1991; Nover, 1991]. Auch fur andere HS-induzierbare Vertreter sind etwas
alkalischere pl als fur die konstitutiven beschrieben [Pelham, 1986]. Méglicherweise
stellen einige der Proteinspots verschieden phosphorylierte Isoformen desselben Pro-
teins dar. Eine Coomassie Blau Farbung der in Abb. 3.2 &, b dargestellten Fluoro-
gramme zeigte einige weitere Proteine (nicht gezeigt). Diese wurden durch die
Anwendung der gesamten Isolationsroutine eliminiert (Abb. 3.2 ¢). Die Gesamtmenge
ATP-bindender Proteine aus Extrakten von hitzegeschocktem Myzelium ist ~40 -
60 % hoher as in Extrakten unbehandelter Zellen. Das ist haupséchlich auf die ge-

steigerte HSP70-Synthese zurtickzuftihren. Das Fluorogramm der zweidimensionalen
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Auftrennung des Isolates bestétigt die Reinheit des isolierten HSP70 aus der eindi-

mensionalen PAGE. Neben dem Haupt-HSP70 waren nur noch Spuren anderer kon-
stitutiver HSP70-Mitglieder vorhanden (Abb. 3.2 ¢).

Abb. 3.2: Fluorographie der zweidimensionalen PAGE der Elutionsfraktionen der
Extrakte von unbehandeltem (a) und hitzegeschocktem (1 h 45° C) Myzelium (b) aus
der direkten ATP-Affinitats-Chromatographie. (c) Durch die gesamte |solations-
routine gereinigtes HSP70 [aus Fracella et al., 1993]. Die einzelnen Mitglieder der
HSP70-Familie sind durch Pfeile gekennzeichnet. Horizontal: |EF; Vertikal: 10 %
DS PAGE, die MW der vorgeféarbten Sandardproteine (Sgma, SDS7B) sind in kDa
angegeben.

Zur absoluten Klarung der Identitét des isolierten Proteins wurde es anse-
guenziert. Die aminoterminale AS ist Alanin. Die ersten 54 N-terminalen AS konnten
identifiziert werden und wurden mit korrespondierenden Regionen der HSP70 Con-
sensus-Sequenz [Nover, 1991] und der HSP70-Sequenz anderer Organismen in der
EMBL Protein-Datenbank (Swiss-Prot) verglichen (Abb. 3.3). Die vom Drosophila
melanogaster HSC71-Gen [Perkins et. al., 1990] abgeleitete Proteinsequenz hat mit
87 %iger Identitét die hochste Homologie zur HSP70-Sequenz von N. crassa. Im
Vergleich zu den Sequenzen der Hefe HSP70-Familie (SSA1-4) ist eine geringere

Gesamthomologie vorhanden. Interessanterweise haben SSA1 und 2 aber drel AS
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(Asparaginsaure, Arginin und Phenylalanin an den Positionen 27, 28 und 44 vom
Methionin-Terminus, in Abb. 3.3 unterstrichen und fett dargestellt) in identischen
Positionen wie N. crassa, welche von der HSP70-Consensus-Sequenz abweichen.
Asparaginsaure und Arginin an Position 27 und 28 stimmen ferner mit denen von
SSA4 und einigen Pflanzen (Arabidopsis thaliana, Petunien und Mais) Uberein. Ein
Sequenzvergleich der 30 kDa HSP zeigte eine hthere Homologie zwischen N. crassa
und Hefe und einigen Pflanzenarten, wéahrend Drosophila und andere Tierspezies
weniger identische AS aufwiesen [Plesofsky-Vig & Brambl, 1990; Plesofsky-Vig et
al., 1992; de Jong et al., 1993]. Eine neuere Arbeit von Boorstein et al. (1994) zeigt
fur die cytoplasmatischen SSA1-4 der Hefe neben einer nahen Verwandtschaft zu

HSP70 verschiedener Pflanzen auch eine Verwandtschaft zu Drosophila.

Innerhalb der cytoplasmatischen Vertreter der Hefe HSP70-Familie (SSA1-
4) hat das isolierte Haupt-HSP70 von N. crassa die hochste Gesamthomologie zu
SSA1 und SSA4 (83 %ige Identitét), die zweithdchste zu SSA2 (81 %ige |dentitét)
und die niedrigste zu SSA3 (54 %ige Identitdt). Zu dem im ER lokalisierten HSP70-
Vertreter KAR2 und einem weiteren konstitutivem HSP70-Vertreter SSB2 besteht
eine 68 bzw. 70 %ige Identitét. Die abgeleitete Proteinsequenz des kiirzlich klonierten
und sequenzierten Haupt- hitzeinduzierbaren HSP70-Gens von N. crassa [Kapoor et
al., 1995] stimmt komplett mit der Sequenz des hier beschriebenen Haupt-HSP70 von

N. crassa Uberein.
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Abb. 3.3: (Siehe vorherige Seite) N-terminale Teilsequenz (54 AS) des Haupt-HSP70
von N. crassa im Vergleich zu korrespondierenden Regionen anderer HSP70
[verandert nach Fracella et al., 1993]. Die AS sind im Ein-Buchstaben-Code darge-
stellt (siehe Kap. 2.1.1). Zum Vergleich der HSP70-Sequenzen 1 bis 25 mit der hypo-
thetischen HSP70-Consensus-Sequenz [ Nover, 1991] und der HSP70-Tellsequenz von
N. crassa sind gleiche AS durch Punkte, fehlende AS durch Striche und unbekannte
oder irgendeine der 20 AS durch ein X wiedergegeben. Die ? in der N. crassa HSP70-
Sequenz stehen fir mdgliches Cystein an diesen Positionen. Cystein ist mit der
benutzten Sequenzierungsroutine nicht direkt detektierbar. Die vier GRP78-Sequenzen
enthalten N-terminale Erweiterungen (NTE), welche beim Eintritt ins ER abgespalten
werden. aa=total amino acids; Da=Dalton; com=comment (f=fragment, na=sequence
from nucleic acid, p=sequence from protein); hom=homology with N. crassa HSP70 in
percent.

01 Dm-HSC70, D. melanogaster [Perkins et al., 1990; Craig et al., 1983]; 02 Dm-
HSP70 D. melanogaster [Ingoila et al., 1980]; 03 Rn-HSC70 Rattus norvegicus
[Sorger & Pelham, 1987; O'Malley et al., 1985]; 04 Cg-HSC70 Cricetulus griseus
(Chinese hamster) [Ahmad et al., 1990]; 05 Hs-HSC70 Homo sapiens [ Dworniczak &
Mirault, 1987]; 06 Hs-HSP70 H. sapiens [Voellmy et al., 1985]; 07 Hs-HSP70 H.
sapiens [Leung et al., 1990]; 08 Hs-HSP70 H. sapiens [Hunt & Morimoto, 1985]; 09
Bt-HSC70 Bos taurus [Deluca-Flaherty & McKay, 1990; Flaherty et al., 1990]; 10
Gg-HSP70 Gallus gallus [Morimoto et al., 1986]; 11 Mm-HSC70 Mus musculus
[Giebel et al., 1988]; 12 Mm-HSP70 Mus musculus [Zakeri et al., 1988]; 13 At-
HSP70 Arabidopsis thaliana [Wu et al., 1988]; 14 Ph-HSP70 Petunia hybrida
[Winter et al., 1988]; 15 Zm-HSP70 Zea mays [Rochester et al., 1986]; 16 Nc-
HSP70 N. crassa [Kapoor et al., 1995]; 17 Sc-SSA1 Saccharomyes cerevisiae [ Ogden
et al., 1984; Sater & Craig, 1989]; 18 Sc-SSA2 S cerevisiae [Jater & Craig, 1989];
19 Sc-SSA3 S cerevisiae [Boorstein & Craig, 1990b; Martindale et al., 1989;
Boorstein et al., 1994]; 20 Sc-SSA4 S cerevisiae [Boorstein & Craig, 1990a]; 21 Sc-
SSB2 S cerevisiae [Boorstein et al., 1994]; 22 Sc-KAR2 S, cerevisiae [ Normington et
al., 1989; Rose et al., 1989]; 23 Rn-GRP78 Rattus norvegicus [Munro & Pelham,
1986; Chang et al., 1987]; 24 Bs-DNAK Bacillus subtillis [Wetzstein et al., 1990a;
Wetzstein et al., 1990b]; 25 Ec-DNAK E. coli [Bardwell & Craig, 1984; Ohki et al.,
1986].

3.2 Polyklonale Anti-HSP70 Antikor per

Die Affinitét verschiedener kommerziell erhdtlicher Anti-HSP70-Ak
(H5147, Sigma; SPA810 und SPA820, Stressgen) ist fir HSP70 aus Extrakten von
N. crassa nur sehr gering, oder es treten erhebliche Kreuzreaktionen zu anderen Pro-
teinen auf. Zur immunologischen Detektion von HSP70 aus Zellextraken von
N. crassa in Western Blots und zur Entwicklung eines ELISA-Systems wurden daher

monospezifische, polyklonale Anti-HSP70-Ak selbst hergestellt. Dazu wurden zwel
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Kaninchen mit isoliertem HSP70 immunisiert. Der Titer (die spezifische Affinitét und
Menge) der Anti-HSP70-Ak in den Seren wurde wahrend des Immunisierungszeit-
raumes im Enzym-Immunoassay (ELISA) und durch Western Blots beobachtet. Dabel
zeigte sich eine stete Zunahme des Titers spezifischer Ak im Serum je langer die Tiere
mit dem Ag in Kontakt waren (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Vergleich des Titers spezifischer Anti-HSP70-Ak verschiedener Seren im
ELISA. Die Kavitéaten der Mikrotiterplatte wurden mit 25 ng HSP70 beschichtet und
mit den Roh-Antiseren (4A 1, 4A 1V, 4A VIII; 4A Xll, Seren vom ersten, vierten, achten
und zwolften Boost) bzw. dem Roh-Préaimmunserum (P3604) in gleicher Verdinnung
inkubiert.

Der Anstieg des Titers beruht neben einem Anstieg der Ak-Menge haupt-
séchlich auf einer Erhdhung der Ak-Spezifitét, der sogenannten "affinity maturation”
[Nossal, 1992]. Das Praimmunserum (P3604) wurde vor dem Immunisierungsbeginn
gewonnen. Die Antiseren wurden nach dem ersten (4A 1; 5 Wochen Ag-Kontakt),
dem vierten (A4 1V; 6 Monate Ag-Kontakt), dem achten (A4 VIII; 14 Monate Ag-
Kontakt) und dem zwolften Boost (4A Xll; 24 Monate Ag-Kontakt) gewonnen
(Abb. 3.4).
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Neben der durch fortgesetztes Boosten hervorgerufenen "affinity maturation”
wurde die Spezifitdt der Seren auch durch eine Affinitétsreinigung gesteigert. Zur
HSP70-Affinitdts-Chromatographie wurde HSP70 an eine Agarosematrix gekoppelt.
Mit Hilfe der HSP70-Affinitétssaule konnten fir HSP70 unspezifische Ak eiminiert
und monospezifische isoliert werden. Ein Western Blot mit dem Roh-Antiserum
(4A XI1) und der Wasch- bzw. Elutionsfraktion aus der HSP70-Affinitats-Chromato-
graphie zeigt eindeutig den Reinigungseffekt (Abb. 3.5). Bei HSP70-Detektionen mit
dem Roh-Antiserum sind auf3er HSP70 und einigen seiner Abbauprodukte (< 70 kDa)
auch groéfere Proteine markiert (Abb. 3.5 @). Die Detektion mit der Waschfraktion der
HSP70-Affinitéts-Chromatographie zeigt hier eine Anreicherung der meisten fur
HSP70 unspezifischen Ak (Abb. 3.5 b). Mit der Elutionsfraktion wurde im
wesentlichen nur noch HSP70 detektiert (Abb. 3.5 ¢). Bel sehr langer Enzymreaktion
wurden auch hier noch einige wahrscheinliche Abbauprodukte von HSP70 detektiert.
Ein detektiertes ~40 kDa grofies Protein konnte durch N-terminale Ansequenzierung
eindeutig as Abbauprodukt von HSP70 identifiziert werden (grof3er Punkt in Abb.
3.5). Die ersten 12 N-terminalen AS (APAVGIDLGTTY) sind identisch mit denen
vom Haupt-HSP70 von N. crassa [Mohsenzadeh et al., 1994]. Degradationsprodukte
von ~40 und ~27-30 kDa wurden auch von Mitchell et al. (1985) nach einem ersten
Degradationsschritt von HSP70 beschrieben. Das bedeutet ein wichtiges Epitop fur
die hergestellten Anti-HSP70-Ak liegt innerhalb des N-terminden ~40 kDa
Fragmentes von HSP70. In diesen Fragment liegt auch die ATP-Bindungsstelle
[Flaherty et al., 1990], welche - obwohl sie stark konserviert ist - als immunogen
beschrieben ist [Milarski et al., 1989; Margulis et al., 1991].
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Abb. 3.5: Reinigung spezfischer Anti-HSP70-Ak aus den Antiseren durch HSP70-
Affinitdts-Chromatographie. Ein Extrakt aus hitzegeschocktem Myzelium von N.
crassa wurde in der 10 % SDS-PAGE getrennt, auf Nitrozellulose Ubertragen und mit
Rohserum (4A Xil, &), der Waschfraktion (b) bzw., der Elutionsfraktion (c) der Affini-
tatsreinigung des Rohserums inkubiert. Der Pfeil kennzeichnet HSP70, die kieinen
Punkte kennzeichnen mdgliche Degradationsprodukte von HSP70 und der grof3e Punkt
kennzeichnet ein durch Ansequenzierung sicher identifiziertes ~40 kDa grof3es Degra-
dationsprodukt von HSP70.

Auf den Western Blots der eindimensionalen 10 % SDS-PAGE ist die spezi-
fische Detektion von HSP70 als eine distinkte Bande gezeigt (Abb. 3.5). Aus der 1D-
Western Blot-Analyse geht alerdings noch nicht hervor welche Mitglieder der
HSP70-Familie von N. crassa erkannt werden, dabei N. crassa die einzelnen Mitglie-
der der HSP70-Familie nach der Trennung durch 1D-PAGE nicht unterschieden wer-
den konnen. Daher sollte eine 2D-PAGE in der mindestens sieben Vertreter (vier
konstitutive und drei induzierbare) aufgetrennt werden kdnnen mit anschlief3ender
Western Blot-Analyse durchgefiihrt werden. Der Ak (4A XII) reagierte nur mit dem
Haupt-HSP70, welches auch als Ag eingesetzt wurde und eine konstitutive sowie HS-
induzierbare Expression zeigt (Abb. 3.6 ab). Der kommerziell erhdtliche Anti-
HSP70-Ak (H5147, Sigma) detektiert dasselbe HSP70. Zusdtzlich detektiert er
schwach einen induzierbaren HSP70-Vertreter aber auch eine Reihe anderer unspezi-
fischer Proteine (Abb. 3.6 a,b und nicht gezeigt).
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Abb. 3.6: Western Blot Analyse von HSP70 nach zweidimensionaler Gelelektropho-
rese von unbehandelten (a, ¢) und hitzegeschockten (b, d) Extrakten aus
exponentiell wachsendem Myzelium von N. crassa. a, b: Detektion von HSP70 mit
affinitétsgereinigtem Antiserum (4A XIl) und ¢, d: mit einem kommerzellen
monoklonalen Anti-HSP70-Ak (H5147, Sgma). Horizontal: |EF; Vertikal: 10 % SDS
PAGE.

Zur weiteren Kléarung der Identitdt des detektierten HSP70 wurde eine De-
tektion auf Western Blots von 1D-SDS-PAGE mit einem Anti-SSA1-Ak (Jorg
Becker) im Vergleich zur Detektion mit 4A XII durchgefihrt (Abb. 3.7). Die Detek-
tion beider Ak ist identisch. Neben der Ansequenzierung des Haupt-HSP70 und dem
Vergleich mit anderen bekannten HSP70-Sequenzen (Abb. 3.3) ist diese Detektion
des Haupt-HSP70 von N. crassa durch einen spezifischen Anti-SSA1-Ak ein weiterer
Hinweis auf eine starke Homologie zu SSA L. In der 1D-Western Blot-Analyse zeigen
4A XII und Anti-SSA1-Ak ein identisches Detektionsmuster von HSP70 in Extrakten
von Ratten Gliom (C6) Zellen - beide erkennen mit schwacher Affinitdt nur das HS-
induzierbare HSP68 (nicht gezeigt). In Extrakten von Physarum polycephalum
erkennt nur der Anti-SSA1-Ak einen sowohl konstitutiv as auch durch HS
induzierbar synthetisierten Vertreter der HSP70-Familie von 69 kDa [Gevers et al.,
unveroff. nicht gezeigt; Wright & Tollon, 1982; Shimada et al., 1992]. In Extrakten

von Gonyaulax polyedra werden keine Vertreter der HSP70-Familie von 4A XI1 und
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Anti-SSA1-Ak erkannt (nicht gezeigt).

Abb. 3.7: Western Blot Analyse von HSP70 nach 10 % SDS-PAGE von Proteinen
aus unbehandeltem (a, ¢) und hitzegeschocktem (b, d) exponentiell wachsendem
Myzelium von N. crassa. a, b: Detektion von HSP70 mit affinitatsgereinigtem Antise-
rum (4A XII) und c, d: mit einem polyklonalen Anti-SSA1-Ak (Rohserum, Jorg Becker,

1993). Der Pfeil kennzeichnet HSP70, die Punkte mdgliche Abbauprodukte von
HSP70.
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3.3 HSP70 bel Ratten Gliom (C6) Zellen

Basierend auf Arbeiten von Ulrich Neuhaus-Steinmetz [Neuhaus-Steinmetz
et al., 1994; Neuhaus-Steinmetz, 1995] aus unserer Arbeitsgruppe und in Zusammen-
arbeit mit ihm sollte die Anwendung der Stref3antwort (HSC70/HSP68-I1nduktion) als
maoglicher Indikator fur Proteintoxizitét ndher analysiert und mit Hilfe der ersten 10
Chemikalien der MEIC-Liste (multicentre evaluation of in vitro cytotoxicity) evaluiert
werden. In einem ersten Versuch wurde die HSP70 Familie der Ratten Gliom (C6)
Zellen durch Markierung mit [*S]-Methionin und anschlieRender 2D-PAGE sowie
der Immunodetektion von HSC70/ HSP68 auf 2D-Western Blots charakterisiert
(Abb. 3.8). Aul¥erdem sollten geeignete "Werkzeuge" zur empfindlichen und schnellen
Detektion von HSP70 und/oder HSP68 entwickelt werden. Dazu wurde ein dem
HSP70-ELISA fir N. crassa [Fracella et al, 1993b] &hnliches ELISA-System fur
HSP70 in Saugetierzellkulturen und Gewebe entwickelt (siehe Kap. 2.9; [Fracella et
al., 1995b]) und deren Ergebnisse mit der Western Blot Technik verglichen
(Abb. 3.9).

Bei 37° C wird in asynchron wachsenden Zellen hauptséchlich ein Mitglied
der HSP70 Familie (HSC70; Abb. 3.8 a, ) synthetisiert. Nach 2 - 6 h Erholung nach
einem HS (44° C; 30 min) ist die Synthese des HSC70 verstarkt. Zusétzlich wird ein
weiterer Vertreter (HSP68) deutlich synthetisiert. Die verstarkte Synthese des HSC70
spiegelt sich in der nur schwach erhdhten Gesamtmenge an HSC70 in den 2D-
Western Blots wider (nach 12 h Erholung nach HS; Abb. 3.8 d). Auf dem Western
Blot nach 12 h Erholung nach HS sind im Bereich des HSC70 noch zwe weitere
induzierte Vertreter von HSP70 zu erkennen. Eines mit leicht alkalischerem pl und
eines mit etwas geringerem Molekulargewicht (Abb. 3.8 d). Nach 12 h Erholung nach
HS sind aulRer dem Haupt-HSP70, welches schon nach 4 h nach der Erholung nach
HS auf Western Blots detektierbar ist, noch mindestens vier weitere Mitglieder der
HSP70 Familie zu erkennen. Eines hat einen akalischeren pl, ein weiteres hat ein

etwas geringeres Molekulargewicht von ~66 kDa, und die anderen beiden haben ein
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geringeres Molekulargewicht und einen saureren pl. Ob es sich hierbei um eigen-

standige Vertreter der HSP70-Familie mit verzogerter Induktionskinetik handelt, oder
ob es sich moglicherweise um posttrandational verdnderte oder schon teillweise

degradierte Proteine handelt ist noch unklar.

Abb. 3.8: Autoradiographien (a, b; 5 x 10° cpm pro Gel) und HSP70 Western Blot
Analysen (c-f; 50 pg Gesamtprotein pro Gel) der zweidimensionalen PAGE von
Ratten Gliom (C6) Gesamtzellextrakten unter " Kontroll-" (a, ¢, €) und HS-Bedin-
gungen (44° C, 30 min; b, d, f). (b) Die Zellen wurden wéhrend 2 - 6 h Erholung vom
HSmit [*9)-Methionin markiert. (c, d) Immunodetektion mit dem H5147-Anti-HSP70-
Ak (Sgma), in (d) nach 12 h Erholung vom HS. (e, f) Immunodetektion mit den
SPA810AP-ANti-HSP70-Ak (Stressgen), in (f) nach 12 h Erholung. Die Pfeile kenn-
zeichnen die konstitutiven und induzerbaren Haupt-HSP70 (Die Arbeit zu dieser Abb.
wurde zum Teil gemeinsam mit Ulrich Neuhaus-Seinmetz durchgefihrt).
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Bestimmung der absoluten konstitutiven und HS-induzierten HSP70-Menge im

ELISA

Zur Bestimmung der absoluten konstitutiven und HS-induzierten HSP70-Menge in
Ratten Gliom (C6) Zellen wurden die Zellen bel 44° C fur 30 min hitzegeschockt und
nach unterschiedlich langer Erholungszeit bei 37° C geerntet. Die Proben wurden in
PBS plus 10 mM NaATP und 10 mM MgCIl, durch Ultraschall homogenisiert,
entsprechend verdinnt und im ELISA analysiert. Die errechneten HSP70-Mengen
sind in Tab. 3.1 dargestellt und wurden mit den Werten aus den Western Blot
Anaysen mit zwel verschiedenen Anti-HSP70-Ak verglichen (Abb. 3.9 b). Die
Ergebnisse stimmen gut Uberein und zeigen im Vergleich zu N. crassa eine relativ

geringe HSP70-Menge unter konstitutiven Bedingungen.

Abb. 3.9: Vergleich der Western Blot und ELISA Bestimmung der konstitutiven
(offene Sdulen) und HS-induzierten (44° C, 30 min, 8 - 48 h Erholung; gestreifte
und schattierte Saulen) HSP70-Menge in Ratten Gliom (C6) Zellen. (a) HSP70-
ELISA Ergebnisse als absolute Absorbanz (Ordinate). (b) HSP70-Western Blot
Ergebnisse, densitometrische Auswertung der gefarbten HSP70-Bande (rel. Dichte in
Pixel).
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HSP70 (ng/ ug total protein) per cent

control 7.6 (+ 1.4) 0.8
heat shock (8 h recovery) 228 (¢ 2.2) 23
heat shock (16 h recovery) 271 (¢ 3.1) 2.7
heat shock (24 h recovery) 20.2 (¢ 2.8) 20
heat shock (48 h recovery) 19.5 (+ 3.6) 19

Tab. 3.1: Bestimmung der absoluten konstitutiven und HS-induzierten (44° C,
30 min, 8 - 48 h Erholung) HSP70-Menge in Ratten Gliom (C6) Zellen im ELISA.

In Zusammenarbeit mit Ulrich Neuhaus-Steinmetz, aus unserer Arbeits-
gruppe, wurden erste Versuche zur Evaluierung eines auf der Induktion von Stref3pro-
teinen (HSP68) beruhenden Zytotoxizitdts- bzw. Proteintoxizitdtstests durchgefihrt.
Dazu sollte die Zytotoxizitét der ersten 10 MEIC-Substanzen im Neutralrottest
bestimmt und mit der Induktion von HSP68 verglichen werden. Die ersten 10 MEIC-
Substanzen sind gut untersucht. Es liegen bereits sehr viele Toxizitdtsdaten
verschiedener Arbeitsgruppen vor (Scandinavian society for cell toxicology; [Ekwall
et al., 1989; Fiskego & Levan, 1993]). Mit Hilfe der ELISA-Technik sowie des
Western Blotting wurde bisher fir Ethanol, Methanol und Paracetamol der HSP68
induzierende Konzentrationsbereich charakterisiert und mit der Zytotoxizitdt im Neu-
tralrottest verglichen. Als Ergebnis fanden wir bel den gepriiften Agentien eine maxi-
male Stref3proteininduktion dann, wenn ihre Konzentration den Beginn einer Reaktion
bei den anderen Toxizitdtsindikatoren erkennen liel3, in der Regel bel ener
Gesamtzellschadigung von etwa 33% [Xu, 1995]. Daraus ergibt sich, dal3 das Auf-
treten erhdhter Mengen induzierbarer Stref3proteine eine erste Zellschadigung anzeigt
(nicht gezeigt; [Neuhaus-Steinmetz et al., 1994; Neuhaus-Steinmetz, 1995; Xu,
1995]) und Ergebnisse aus anderen Toxizitdtsuntersuchungen (z.B. Gentoxizitét,
Teratogenitdt u. a.) sinnvoll um Daten der Proteintoxizitdt erganzen konnte. Da nicht
alle Stressoren die Synthese dler Stref3proteine in gleicher Weise bewirken, ist die
Induktion von Strefjproteinen fur sich allein gesehen kein sicheres Werkzeug zur
Detektion einer ersten Zellschadigung [Wiegant et al., 1995].
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3.4 Expression und Trandokation von HSP70 bei

Hitzeschock

Bel N. crassa ist die HS-induzierte Synthese des Haupt-HSP70 innerhalb
eines bestimmten Bereiches abhdngig von der Hohe der HS-Temperatur. Nach
einstindiger Exposition bel 45° C ist die Synthese von HSP70 maximal [nicht
gezeigte eigene Untersuchungen; Plesofsky-Vig & Brambl, 1985g]. Die Syntheserate
ist alerdings nur ein Mal3 der Proteinneusynthese aus der man nicht abschéatzen kann
welchen Antell die neu synthetisierten Proteine an der schon vorhandenen Menge
dieses Proteins ausmachen. Mit den hergestellten polyklonalen Anti-HSP70-Ak (4A
X1I) wurde daher auf Western Blots die Gesamtmenge an HSP70 in Abhangigkeit von
der Hohe der HS-Temperatur bestimmt (Abb. 3.10). 37° C ist die niedrigste Tempera-
tur, die nach einsttindiger Applikation zu einer im Western Blot sichtbaren Erhdéhung
der Gesamt-HSP70-Menge fuhrt. Die stérkste Anreicherung ist auch hier bel 45° C zu
erkennen. Bei noch héheren Temperaturen ist die HSP70-Menge wieder geringer.

Vermutlich ist hier ein wesentlicher Teil der Kultur bereits letal geschadigt.

Eine absolute Quantifizierung der HSP70-Menge wurde im entwickelten
ELISA anhand einer Eichkurve mit isoliertem HSP70 (siehe Abb. 2.3) durchgefihrt
und ergab eine Konzentration von 31 ng HSP70/pug Gesamtprotein (3.1 %) in Extrak-
ten von unbehandeltem exponentiell wachsendem Myzelium und 52 ng HSP70/ug
Gesamtprotein (5.2 %) nach einer Stunde HS bei 45° C. Zur Uberpriifung dieses
Anstieges um etwa 70 % wurde einem Extrakt aus unbehandeltem Myzelium ene
steigende Menge an isoliertem HSP70 zugefigt (Abb. 3.11). Die Wiederfindung des
den Kontrollextrakten zugefiigtem HSP70 lag bel 110 % (£ 10 %). Um den Extink-
tionswert von hitzegeschockten Zellen zu erreichen, muften zu 1 pg Gesamtprotein-
extrakt aus unbehandelten Zellen 20 ng HSP70 zugefugt werden. Dieses Ergebnis
simmt gut mit der direkten Quantifizierung anhand der HSP70-Standardkurve

Uberein.
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Abb. 3.10: Western Blot Analyse der HSP70-Gesamtmenge in Abhangigkeit von der
Hohe der Temperatur eines einstindigen HS. Exponentiell wachsendes Myzelium
(bdA) wurde fir 1 h bei der angegebenen Temperatur hitzegeschockt (Abszisse: HS =
schraffierte Saulen; Kontrolle, 25° C = offene Saule). 5 ug Gesamtprotein pro Sour
wurden im 10 % SDSPAGE getrennt. Die HSP70-Menge wurde densitometrisch
bestimmt und ist in % der Kontrolle dargestellt (Ordinate).

Abb. 3.11: Quantifizierung von HSP70 in unbehandelten und hitzegeschockten (1 h,
45° C) Extrakten von exponentiell wachsendem Myzelium von N. crassa (bdA).
Einem Homogenat von unbehandeltem Myzelium (Kontrolle) wurde eine steigende
Menge an HSP70 zugefiigt und mit dem hitzegeschocktem Homogenat verglichen (m =
Kontrolle (n= 6); O = 1h, 45° C (n = 5); ® = Kontrolle plus HSP70 (n = 3)).
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Die HS-induzierte HSP70-Expression ist neben der Hohe der HS-Tempera-
tur auch von der Dauer des HS abhangig. Im Gegensatz zu vielen anderen Organis-
men beginnt die Expression von HSP70 und anderen Stref3proteinen bei N. crassa
bereits wahrend der Applikation der HS-Temperatur. Schon nach 20-minitiger
Exposition bei 42° C ist eine erhohte HSP70-Menge im Gesamthomogenat im
Western Blot detektierbar und nach einstiindiger Exposition ist ein Maximum erreicht
(Abb. 3.12 &). Ebenso beginnt bei l&nger andauerndem HS nach etwa 1 -2 h eine
Rickregulation der HS-Genexpression und eine Erholung der Synthese "normaler”
Proteine [nicht gezeigte eigene Untersuchungen; Plesofsky-Vig & Brambl, 1985g].
Die Akkumulation von HSP70 im Zellkern ist ein sehr schneller Prozel3 und bereits
nach 5 min HS bei 42° C deutlich sichtbar. Nach 40 min HS ist die maximale Akku-
mulation erreicht. Danach beginnt eine langsame Relokalisation in das Cytoplasma,
aber auch nach 6 h HS ist die HSP70-Menge im Zellkern noch deutlich erhoht. Im
Cytoplasma nimmt die Menge an HSP70 in den ersten 20 min HS zunéchst ab - wahr-
scheinlich aufgrund einer starken Translokation in den Zellkern - und erreicht dann
langsam ein Maximum nach 4 -6 h HS (Abb. 3.12 a). Die Relokalisation von HSP70
aus dem Zellkern in das Cytoplasma ist wéhrend der Erholung von einem HS (1 h,
45° C) schndller als unter fortgesetztem HS bei 42° C (Abb. 3.12 b).
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Abb. 3.12: Verdnderungen der Gesamt-HSP70-Menge wahrend eines léanger andau-
ernden HS bei 42° C (a) und wahrend der Erholung bei 25° C nach eéinem HS (1 h,
45° C; b) im Gesamtzellhomogenat (M), der Kernfraktion (®) und im Cytoplasma
(A) von exponentiell wachsendem Myzelium von N. crassa (bd A). Densitometrische
Auswertung der Western Blot Analyse mit dem Ak (4A XI1). Abszisse: Zeit nach Beginn
der HS-Behandlung (a) oder nach dem HS (b) in Stunden (h). Der schattierte Bereich
in b kennzeichnet die Applikationsdauer des HS.
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3.5 Degradation von HSP70 bel Hitzeschock

Gemeinsam mit Cunshuan Xu und aufbauend auf Arbeiten von Saadat
Mohsenzadeh, zwel Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe, sollte der "Turnover" von
HSP70 unter konstitutiven sowie wahrend HS-Bedingungen und der Erholung nach
einem HS untersucht werden. Es ist bisher wenig bekannt, in welchem Ausmal3 die
erhdhte HSP70-Menge nach einem Stref3 auf eine verringerte Degradation dieses
Proteins zurlickzuf Uhren ist. Saadat M ohsenzadeh (1993) [Mohsenzadeh et al., 1994]
und Cunshuan Xu (1995) konnten durch "Pulse - Chase" -Experimente mit [*S]-
Methionin zeigen, dal3 sowohl bel N. crassa als auch bei Ratten Gliom (C6) Zellen
neben der verstarkten Synthese von HSP70 nach einem HS auch eine Reduktion

seiner Abbaurate wesentlich zum langanhaltend hohen HSP70-Gehalt beitrégt.

In einem Ansatz wurde die Abnahme der Gesamt-HSP70-Menge nach einem
HS wahrend der Erholung bel 25° C im ELISA analysiert (Abb. 3.13). Berlicksichtigt
man bel dieser Analyse das weitere Wachstum (Zunahme des Trockengewichtes um
das 2-4fache in den ersten 12 h nach HS) von N. crassa, welches einen Verdinnungs-
effekt fUr das vorhandene HSP70 darstellt, ergibt sich eine recht lange Halbwertzeit -
also eine geringe Abbaurate - von HSP70.

Das durch Ansequenzierung identifizierte 40 kDa-Abbauprodukt von HSP70
ist im Western Blot bei langer Enzymreaktion detektierbar. In einem weiteren Versuch
wurde die relative Menge dieses Abbauproduktes und die Menge an HSP70 selbst,
wéahrend eines kontinuierlichen HS (42° C) und der Erholung nach einem HS (1 h,
45° C), bestimmt (Abb. 3.14). Die Ergebnisse des Erholungsexperimentes zeigen eine
Abnahme der Menge des 40 kDa-Abbauproduktes auf etwa 60 % des Kontrollwertes
30 min nach einstiindigem HS (45° C). Nach 2-6 h Erholung wird der Kontrollwert
wieder erreicht. Die HSP70-Menge zeigt wahrend dieser Zeit eine starke Zunahme
gefolgt von einer Abnahme. Bel kontinuierlicher HS-Exposition (42° C) ist die
Abnahme der HSP70-Menge und auch die Erholung der Menge des 40 kDa

Abbauproduktes verzégert. Eine weitgehend dhnliche Veranderung der Menge des 40
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kDa-Abbauproduktes von HSP70 wurde auch in der Zellkernfraktion des oben

beschriebenen Versuches sowohl wahrend der Erholung von einem HS as auch

wahrend eines kontinuierlichem HS beobachtet.

Abb. 3.13: Gesamt-HSP70-Menge wahrend der Erholung bei 25° C nach einem HS
(1 h, 45° C) im Gesamtzellhomogenat von exponentiell wachsendem Myzelium von
N. crassa (bd A). Der obere Teil der Grafik zeigt die Entwicklung des Trockengewich-
tes wahrend des Versuchszeitraumes. Die Messung erfolgte im ELISA mit dem Ak 4A
XIl. Abszisse: Zeit nach HS in Sunden (h). Der schattierte Bereich kennzeichnet die
Applikationsdauer des HS.
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Abb. 3.14: Veranderung der Menge von HSP70 () und des 40kDa-HSP70-Abbau-
produktes (; 40 kDa-Protein) wahrend einem andauernden HS (42° C; a) und der
Erholung bei 25° C nach einem HS (1 h, 45° C; b) im Gesamtzellhomogenat von
exponentiell wachsendem Myzelium von N. crassa (bd A). Densitometrische Auswer-
tung der Western Blot Analyse mit dem Ak 4A XIl. Abszisse: Zeit nach Beginn der HS
Behandlung (a) oder nach dem HS (b) in Stunden (h). Der schattierte Bereich in b
kennzeichnet die Applikationsdauer des HS.
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3.6 EinflulR von cAMP auf die konstitutive und HS-

induzierte Expression und Translokation von HSP70

Wegen der unterschiedlich starken Expression von HS-Genen bei Entwick-
lungsvorgéngen werden bei der Suche nach einem dabel wirksamen Signal Gbertrager
auch die klassischen "second messenger” in einigen Arbeitsgruppen analysiert. So
werden auch von unserer Arbeitsgruppe Ca*, InsP;, cGMP und cAMP seit 1angerem
im Zusammenhang mit der Stref3antwort untersucht [Cornelius et al., 1989; Schultz et
al., 1990; Techel et al., 1990; Gebauer, 1994; Kallies, 1995; Cornelius, 1994a &
1994b; Thevelein, 1994]. HS und andere Stref3faktoren fuhren zu Veranderungen der
genannten "second messenger”. Insbesondere cAMP wird als mogliches Stellglied bei
der Regulation verschiedener HS-Gene sowohl bei Saugern als auch bel der Hefe
diskutiert [Shin et al., 1987; Tanaka et al., 1988; Werner-Washburne et al., 1989;
Boorstein & Craig, 1990; Engelberg et al., 1994]. Eine Defektmutante der
Adenylatzyklase von N. crassa (cr-1) ist konstitutiv thermotolerant und zeigt dartber
hinaus einige morphologische Verénderungen [Terenzi et al., 1974; Lindegren, 1936].
Dieser Phanotyp wird durch externes CAMP ganz oder teilweise aufgehoben [Cruz et
al., 1988]. Eine erhthte Thermotoleranz wird zum Teil auf eine erhohte Expression
verschiedener Stref3proteine zuriickgefuhrt [lida & Yahara, 1984; Sanchez et al.,
1993; Parsell & Lindquist; 1994; Venetianer et al., 1994; Kampinga, 1993; Weber,
1992] - wurde bel cr-1 aber bisher nicht untersucht. Ebenso wurde bisher kein
Versuch unternommen, einen direkten Einfluld von cAMP auf die konstitutive und
HS-induzierte Stref3genexpression und einen moglichen Einfluld auf die Trand okation

von HSP70 bei N. crassa nachzuweisen.

In einem ersten Ansatz sollte daher der Einflul3 von CAMP auf die Expres-
sion von HSP70 beim Wildtyp (wt) von N. crassa untersucht werden. Dazu wurden
einige Kulturen in Gegenwart von 20 pM 8-Brom-cAMP (auch die Anzucht der
vorherigen Generation von Konidien geschah in Gegenwart von cCAMP) und andere

unter Standardbedingungen herangezogen. Je eine Kultur wurde fir 1 h bei 45° C
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gehalten und HSP70 nach 30 min Erholung bei 25° C im Vergleich zu den nicht
CAMP- und hitzegeschockten Kulturen im Western Blot analysiert (Abb. 3.15 A).
Unter konstitutiven Bedingungen bewirkt cAMP eine Veringerung der HSP70-
Menge. Die HS-stimulierte HSP70-Expression wurde durch CAMP verstérkt.

Nachdem ein Effekt von CAMP auf die HSP70-Expression beim Wildtyp
(wt) von N. crassa gezeigt werden konnte, erscheint es besonders interessant, die
HSP70-Expression bei der cr-1-Mutante mit sehr geringem cAMP-Gehalt mit der des
wt zu vergleichen. Moglicherweise wird die konstitutive Thermotoleranz [Terenzi et
al., 1974; Cruz et al., 1988] auch bei N. crassa von einer erhohten HSP70-Expression
begleitet oder durch sie bewirkt. Je eine in Gegenwart von 20 uM 8-Brom-cAMP und
unter Standardbedingungen herangezogene Kultur der cr-1-Mutante wurde ebenfalls
hitzegeschockt (1 h, 45° C) und HSP70 nach 30 min Erholung bei 25° C im Vergleich
zu den nicht cAMP- und hitzegeschockten cr-1- und wt- Kulturen im Western Blot
analysiert (Abb. 3.15A). Im Vergleich zur konstitutiven HSP70-Expression des wt
zeigt cr-1 eine leicht erh6hte HSP70-Expression. Auch bei der cr-1-Mutante wurde
die konstitutive HSP70-Expression durch cAMP verringert und die HS-stimulierte
leicht erhoht.

Gemeinsam mit Torsten Schroder, der im Rahmen seiner Diplomarbeit
besonders an der Adaptation der HSP70-Expression und der Kerntranslokation von
HSP70 interessiert war, wurde auch der Einflul3 von 20 pM 8-Brom-cAMP auf die
HSP70-Expression wahrend eines kontinuierlichen HS bel 42° C bel der bdA- und der
cr-1-Mutante untersucht (Abb. 3.15 B). Die Zunahme der HSP70-Menge wahrend
des andauernden HS ist bei der cr-1-Mutante deutlich geringer as bei bdA. Bel beiden
Mutanten ist die HSP70-Expression wahrend des HS in Anwesenheit von 8-Brom-
CAMP deutlich erhoht.

Sehr schnell nach einem HS findet man eine starke Akkumulation von
HSP70 im Zellkern [eigene Untersuchungen; Helmbrecht, unvertff.; Welch &
Feramisco, 1984; Velaquez & Lindquist, 1984; Ohtsuka & Laszlo, 1992; Martin et
al., 1993]. Neben der insgesamt erhthten Menge von HSP70 ist diese Akkumulation,
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sowohl fur die Ausbildung einer Thermotoleranz [Stege et al., 1994 & 1995] als auch
fur die Erholung nach einem HS [Pelham, 1984] besonders wichtig. Wenn cAMP
einem Einflufl? auf die Anreicherung von HSP70 im Zellkern hat, sollte bei der cr-1-
Mutante mit geringem cAMP-Gehalt eine verdnderte Trandokation von HSP70 zu
beobachten sein. Ein direkter Effekt sollte auch in Gegenwart von 20 uM 8-Brom-
CAMP zu beobachten sein. Kulturen der bdA- und cr-1-Mutante mit und ohne cCAMP-
Behandlung wurden im Wasserbad fir 36 h bei den angegebenen Temperaturen
inkubiert. Zu den angegebenen Zeiten wurden Proben enthommen, in Zellkerne und
Cytoplasma fraktioniert und HSP70 im Western Blot analysiert (Abb. 3.16).

Die Kerntransokation von HSP70 ist abhangig von der Hohe und Dauer der
applizierten Temperatur. Sowohl bei bdA as auch bel cr-1 ist die Menge an HSP70
im Zellkern nach 2 h bei 42° C etwa doppelt so hoch wie nach 2 h bei 37° C. Bel der
cr-1-Mutante betragt der Anstieg der HSP70-Menge im Zellkern nach 2 h HS bei 37
und 42° C nur etwa 20 - 30 % des Anstiegs der bdA-Mutante und erreicht sehr
schnell auch wieder Kontrollmengen bzw. noch darunter liegende Mengen. Im Cyto-
plasma nimmt die Menge an HSP70 zunéchst ab - wahrscheinlich aufgrund einer
starken Trandokation in den Zellkern - und erreicht erst spéater erhdhte Mengen.
Diese anfangliche Abnahme ist bel der cr-1-Mutante strker ausgeprégt als bei bdA.
Unter dem Einfluf von 20 uM 8-Brom-cAMP wird der Anstieg der HSP70-Menge im
Zdlkern bel cr-1 stark erhoht. Er ist nach 2 h bei 42° C dann nur unwesentlich
geringer wie bei bdA.



3 Erqgebnisse

Abb. 3.15: Einflul3 von cAMP auf die konstitutive und HS-induzierte Expression von
HSP70 beim Wildtyp (wt) und der crisp-1 (cr-1)-Mutante von N. crassa. (A) Mit
CAMP behandelte Kulturen wurden in 20 uM 8-Brom-cAMP herangezogen. Kontroll-
kulturen wurden unter Standardbedingungen herangezogen (25° C = offene Saulen).
Die HS-Exposition erfolgte bei 45° C fir eine Sunde, die Proben wurden nach 30 min
Erholung bei 25° C (schraffierte Siulen) genommen und HSP70 im Western Blot ana-
lysiert, densitometrisch ausgewertet und als rel. Dichte dargestellt. (B) Einflufd von 20
UM 8-Brom-cAMP auf die HSP70-Expression wahrend eines kontinuierlichen HS bei
42° C (a= bdA; b = cr-1; O = ohne cCAMP; B = mit CAMP).
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Abb. 3.16: (siehe vorherige Seite) Kerntranslokation von HSP70 und Einflul3 von
CcAMP bei der band (bdA) und crisp-1 (cr-1)-Mutante von N. crassa unter HS-Bedin-
gungen. bdA (a, b), cr-1 (c, d) und in 20 uM 8-Brom-cAMP herangezogene cr-1 (€)
Kulturen wurden einem kontinuierlichem HS (a, ¢ = 37° C; b, d, e = 42° C) ausgesetzt.
Zu den angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen, fraktioniert (0 = Cytoplasma;
o= Zellkern) und HSP70 im Western Blot analysiert. HSP70 wurde densitometrisch
ausgewertet und in % der Kontrolle angegeben (Ordinate). Abszisse: Zeit nach Beginn
der HS-Behandlung in Stunden (h).

3.7 Expression von HSP70 wahrend der asexuellen

Entwicklung

Nachdem ein Einflu3 von cAMP auf die Expression von HSP70 auch fir
N. crassa gezeigt werden konnte und unterschiedliche Gehalte an CAMP in verschie-
den Phasen der asexuellen Entwicklung und Differenzierung bekannt waren (Abb.
3.18 a, b; [Kallies, 1995]), sollte der HSP70-Gehalt in diesen verschiedenen Phasen
bestimmt werden. Ein Einflul3 von cCAMP auf verschiedene Entwicklungs- und Differ-
enzierungsvorgange sind fur N. crassa schon beschrieben [Mishra, 1976; Pall &
Robertson, 1986; Scott & Solomon, 1973; Terenzi et al., 1976; Scott, 1976;
Rosenberg & Pall, 1979]. Eine Korrelation der Mengen von cAMP und HSP70
konnte einen weiteren Hinwels auf eine cAMP-regulierte HSP70-Expression liefern
und auf eine mogliche Beteiligung von HSP70 an Entwicklungs- und Differenzie-

rungsvorgangen hindeuten.

Die asexuelle Entwicklung von N. crassa beginnt mit der Differenzierung
von Lufthyphen aus vegetativen Hyphen und der anschlief3enden Bildung von Koni-
dien durch apikale Abschnirungen der 8lteren Lufthyphen (Konidiation). Der Prozef3
der Konidiation dauert etwa 10 h (Abb. 3.17). Diese Differenzierung wird z. B. durch
Licht induziert [Ninnemann, 1991a; b], aber auch das Alter der Kultur und das
Nahrstoffangebot spielen hierbei eine Rolle [Nelson et al., 1975]. Ein verstérkte
Konidiation wurde auch 18 h nach einem HS beobachtet [Gebauer et al., 1995].

Wahrend der Konidiation werden eine Reihe konidiationsspezifischer Proteine in den
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Lufthyphen und Konidien synthetisiert [Berlin & Yanofsky, 1985]. Werden die noch
nicht aktivierten Konidien (dormant conidia) in entsprechendem Medium inkubiert,
beginnt die Keimung der Konidien. Die vollstandige Keimung bei 25° C dauert etwa 6
-8 h [Bonnen & Brambl, 1983] und fihrt zur Ausbildung von Hyphen (6-20 h) und
einem exponentiell wachsendem Myzdlium (nach ~20 h). Sind die Nahrstoffe im
Medium verbraucht, erreicht das Myzelium die stationdre Wachstumsphase (nach
~50-60 h) und bildet erneut Lufthyphen und Konidien (Abb. 3.17).

Abb. 3.17: Vegetativer Lebenszyklus von N. crassa. Die Dauer der einzelnen Phasen
bezieht sich auf das Wachstum unter kontrollierten Laborbedingungen. Die asexuelle
Entwicklung von N. crassa beginnt mit Differenzierung von Lufthyphen aus vegetati-
ven Hyphen und der anschlieRenden Konidiation. Werden die Konidien in entspre-
chendem Medium inkubiert, beginnt die Keimung der Konidien und die Bildung eines
Myzels [ verandert nach Nelson et al., 1975; Russo & Pandit, 1992].
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Lufthyphenbildung und Konidiation

Um Lufthyphen in verschiedenen Phasen wéhrend der Konidiation ernten zu konnen,
wurde Konidiationsmedium [Horrowitz, 1949] in groflen Glaspetrischalen mit
Konidien angeimpft. Nach etwa 24 -36 h bildeten sich die ersten Lufthyphen. Die
erste Ernte von Lufthyphen wurde 6 h spéter vorgenommen. Danach wurde Uber
einen Zeitraum von 24 h ale 6 h geerntet und HSP70 im Western Blot analysiert
(Abb. 3.19 a). Gleichzeitig wurde in Coomassie Blau geférbten Gelen die 45 kDa
Bande (vermutlich Actin) densitometrisch ausgewertet. Mit zunehmendem Alter der
Lufthyphen bzw. mit zunehmender Konidiation nimmt die Menge an HSP70 zu. Die
Menge an Actin bleibt Uber den Versuchszeitraum konstant. Der Gehalt an cCAMP
nimmt im selben Zeitraum ab [Kallies, 1995].

Konidienkeimung und exponentielles Wachstum

Zur Keimung von Konidien wurden 2 | Schiittelkulturen mit schlafenden Konidien des
wt und der bdA-Mutante von N. crassa angeimpft. Nach den angegebenen Zeiten
wurden Proben durch Zentrifugation geerntet und HSP70 im Western Blot analysiert
(Abb. 3.19 b). Fir den wt wurde gleichzeitig die relative Menge an Actin densi-
tometrisch bestimmt - sie bleibt Gber den Versuchszeitraum konstant. Wéhrend der
Konidienkeimung nimmt die Menge an HSP70 in beiden Stémmen ab. In exponentiell
wachsendem Myzelium (24 h) ist etwa die gleiche Menge HSP70 vorhanden wie in
den schlafenden Konidien. Im gleichen Zeitraum der Keimung nimmt der cAMP-
Gehdt zu und ist in exponentiell wachsendem Myzelium wieder leicht reduziert
[Kallies, 1995].

Wachstum zur stationaren Phase

Zur Ernte von Myzelium wahrend des Wachstums zur stationdren Phase wurden
Flussigkulturen mit schlafenden Konidien angeimpft und bis zu 100 h bei 25° C wach-
sen gelassen. Zu den angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen und entweder
zur Bestimmung der Wachstumskurve (Abb. 3.20A oben) lyophilisert und das

Trockengewicht bestimmt oder in verschiedene Fraktionen aufgespalten (Gesamtho-
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mogenat, Zellkern, Cytoplasma) und HSP70 im Western Blot analysiert (Abb. 3.20A
unten). Die Gesamtmenge an HSP70 nimmt mit zunehmendem Alter der Kultur leicht
ab und noch vorhandenes HSP70 wird verstarkt im Zellkern angereichert. Beim
Ubergang zur stationdren Phase ("diauxic shift") ist kurzfristig eine leicht erhohte
Expression von HSP70 zu erkennen. Ein dhnliches Expressionsverhalten wahrend des
Wachstums zur stationdren Phase ist auch fur SSA1-2 und SSB1-2 beschrieben
worden [Werner-Washburne et al., 1989]. Der cAMP-Gehalt nimmt wéhrend des
Wachstums zur stationéren Phase (70 h) leicht ab [Kallies, 1995].
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Abb. 3.18: [Ergebnisse von Andreas Kallies, 1995] cAMP-Gehalt in verschiedenen
Phasen der asexuellen Entwicklung der band (bdA)-Mutante von N. crassa. (a)
CAMP-Gehalt in Lufthyphen und wahrend der Konidiation (Abszisse = Zeit nach
Lufthyphenbildung; Konidiation ab 12 h). (b) cAMP-Gehalt in schlafenden Konidien
(0 h), wahrend der Keimung von Konidien (0.2 - 6 h) und in exponentiell wachsendem
(24 - 40 h) und stationdrem Myzelium (70 h) (n=3).

Abb. 3.19: HSP70 Gehalt in verschiedenen Phasen der asexuellen Entwicklung des
Wildtyps (wt) und der band (bdA)-Mutante von N. crassa. (a) HSP70 Gehalt in
Lufthyphen und wahrend der Konidiation des wt (Abszisse = Zeit nach Lufthyphenbil-
dung; Konidiation ab 12 h). (b) HSP70 Gehalt in schlafenden Konidien (0 h), wahrend
der Keimung von Konidien (0.2 - 8 h), im exponentiell wachsendem Myzelium (24 h)
und nach einem HS (hs; 45° C, 1 h). ZusétZlich zur densitometrischen Auswertung der
Western Blots sind diese im Insert unter den Diagrammen gezeigt. Die Entwicklung
des HSP70 Gehaltes wahrend der Konidienkeimung ist im Wildtyp (wt = schraffierte
SAulen) und der bdA-Mutante (bdA = offene SAulen) dargestellt. A = rel. Menge von
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Actin.

Bestimmung der absoluten HSP70-Menge in verschiedenen Phasen der asexuellen
Entwicklung im ELISA

Zur Bestimmung der genauen HSP70-Menge des Wildtyps von N. crassa in
verschiedenen Phasen der asexuellen Entwicklung wurden die Proben in PBS plus
10 MM N&ATP und 10 mM MgCl, durch Ultraschal homogenisiert, entsprechend
verdinnt und im ELISA analysiert. Die errechneten HSP70-Mengen sind in Tab. 3.2
dargestellt und stimmen mit den Werten aus den Western Blot Analysen gut tberein.

Sie bestétigen eine hohe HSP70-Menge auch unter konstitutiven Bedingungen.

HSP70 (ng/ ug total protein) per cent

conidia (dormant) 34 (¢ 4) 34
conidia (1 h activated) 26 (¢ 5) 2.6
conidia (4 h activated) 30 (¢ 3) 3.0
aeria hyphae (6 h) 11 (¢ 2) 11
aerial hyphae (24 h) 33(+ 3) 3.3
exp. mycelium (24 h) 31 (¢ 2) 31
exp. mycelium (40 h) 29 (+ 3) 2.9
stat. mycelium (70 h) 25 (+ 3) 25
exp. mycelium (24 h; hs: 1 h, 45° C) 52 (¢ 6) 5.2

Tab. 3.2: Bestimmung der absoluten HSP70-Menge des Wildtyps von N. crassa in
verschiedenen Phasen der asexuellen Entwicklung im ELISA.

Abb. 3.20: (siehe nachste Seite) Detektion und Lokalisation von HSP70 wéhrend des
Wachstums zur stationdren Phase. (A) Kulturen der bdA-Mutante von N. crassa wur-
den unter Standardbedingungen fir die angegebene Zeit bei 25° C herangezogen. Die
Entwicklung des Trockengewichtes (n = 3) ist im oberen Teil der Grafik gezeigt. Das
Myzelium wurde fraktioniert (Gesamtzellhomogenat = O; Cytoplasma = A; Zellkerne
= @) und HSP70 im Western Blot analysiert, densitometrisch ausgewertet und in rel.
Dichte dargestellt, wobei die stérkste Intensitéat innerhalb eines Blots gleich 1 gesetzt
wurde (n = 3). (B) Darstellung der Blots eines Experimentes.
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3.8 Einflul von cAMP auf die Expression von

HSP70 wahrend der asexuellen Entwicklung

Die HSP70-Expression zeigte eine inverse Korrelation mit dem cAMP-
Gehalt in vielen Phasen der asexuellen Entwicklung. Daher scheint eine Analyse der
HSP70-Menge der cr-1-Mutante, mit sehr geringem cAMP-Gehalt, in den verschiede-
nen Phasen der asexuellen Entwicklung und der Vergleich mit dem wt besonders
interessant. Auferdem sollte durch eine Manipulation mit externem cAMP sowohl
beim wt als auch der cr-1-Mutante die fir diese Phasen typische HSP70-Menge

beeinflufar sein und mogliche Folgen fir die weitere Entwicklung haben.
Lufthyphenbildung und Konidiation

In einem ersten Versuch sollte der Einflul einer permanenten Inkubation mit CAMP
auf den "normalen” starken Anstieg der HSP70-Menge in Lufthyphen wahrend der
Konidiation untersucht werden. Lufthyphen des wt von N. crassa wurden in
Gegenwart von 2 mM cAMP bzw. 20 uM 8-Brom-cAMP herangezogen und HSP70
im Western Blot sowie Actin in Coomassie Blau gefarbten Gelen analysiert (Abb.
3.21). Auch unter dem Einflul3 von cAMP kommt es zu einem starken Anstieg von
HSP70. Gegeniber den unbehandelten Lufthyphen ist der HSP70-Gehalt jedoch
schon in sehr jungen Lufthyphen erhoht, und der Anstieg wadhrend der Konidiation
scheint beschleunigt. Die Menge an Actin bleibt wéhrend der Konidiation etwa

konstant.
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Abb. 3.21: EinfluR von cAMP auf die HSP70-Expression in Lufthyphen und wéh-
rend der Konidiation des Wildtypes (wt). Zu den angegebenen Zeiten nach der
Lufthyphenbildung (Konidiation ab 12 h; Abszisse) wurden Lufthyphen geerntet und
HSP70 im Western Blot analysiert (A). Die densitometrische Auswertung der Western
Blots ist in rel. Dichte dargestellt, wobei die stérkste Intensitat innerhalb eines Blots
gleich 1 gesetzt wurde (B; B = HSP70 wt 1; 0 = HSP70 wt 2; O = HSP70 wt 2 mM
CAMP; @ = HSP70 wt 20 UM 8-Brom-cAMP; A = Actin).

Konidienkeimung

Bel der Keimung von Konidien des wt nimmt die Menge an HSP70 ab (Abb. 3.19 b
und 3.22 &) und steigt erst beim Ubergang zu exponentiellem Wachstum (nach etwa
18-24 h) wieder an. Zum Studium des Einfluf3es von cAMP wurde zunéchst die
HSP70-Menge wahrend der Keimung von Konidien der cr-1-Mutante untersucht
(Abb. 3.22 ). Ahnlich wie beim wt nimmt die HSP70-Menge rasch ab, nimmt aber im
Gegensatz zum wt schon nach 8 h Keimung wieder zu. Extern zugegebenes CAMP
hat einen deutlichen Effekt auf die Entwicklung der HSP70-Menge wahrend der
Keimung. In Gegenwart von 20 pM 8-Brom-cAMP keimende Konidien des wt zeigen
nur sehr kurzfristig eine leichte HSP70-Abnahme mit anschlief3ender Zunahme (Abb.
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3.22 b). Bei den cr-1-Konidien nimmt die Menge an HSP70 wéhrend der ersten 4 h
der Keimung in Gegenwart von 20 uM 8-Brom-cAMP rasch zu, nimmt dann wieder
ab und ist auch im vegetativen Myzelium (24 h) noch deutlich reduziert (Abb. 3.22 d).
Wahrend der Keimung beider Stdmme unter alen Bedingungen war die Menge an
Actin etwa konstant. Um die Menge an HSP70 wahrend der Keimung beim wt und
cr-1 mit und ohne cCAMP direkt vergleichen zu kénnen, ist in Abb. 3.22 B die densi-
tometrische Auswertung eines Western Blots, indem die Proben der identischen
Zeitpunkte der Keimung (schlafende Konidien = & nach 1 h Keimung = b; nach 4 h
Keimung = c) beider Stdmme und Behandlungen auf einem Blot waren, gezeigt. In
den schlafenden Konidien der cr-1-Mutante ist eine deutlich geringere HSP70-Menge
vorhanden als in Konidien des wt. In den keimenden Konidien (nach 1 und 4 h Kei-
mung) ist die Menge an HSP70 bei cr-1 gegentiber dem wt deutlich erhdht. In Anwe-
senheit von 20 uM 8-Brom-cAMP war die HSP70-Menge beim wt und der cr-1-
Mutante - wie beim vegetativen Myzelium (Abb. 3.16) - zu alen Zeiten der Konidien-
keimung erniedrigt (Abb. 3.22 B).

Abb. 3.22: (siehe nachste Seite) Einfluld von cAMP auf die HSP70-Expression wah-
rend der Konidienkeimung des Wildtyps (wt) und der crisp-1 (cr-1)-Mutante von N.
crassa. (A) Entwicklung der HSP70-Menge wahrend der Konidienkeimung unter
Sandardbedingungen (wt = a; cr-1 =c) und dem EinfluR einer Dauerbehandlung mit
20 uM 8-Brom-cAMP (bdA = b; cr-1 = d). Zu den angegebenen Zeiten wurden die
keimenden Konidien bzw. exp. Myzelium = 24 h geerntet und HSP70 im Western Blot
analysiert. Die densitometrische Auswertung der Western Blots ist in rel. Dichte dar-
gestellt. Die starkste Intensitét innerhalb eines Blots wurde gleich 1 gesetzt (n= 2; ®
= HSP70; A = Actin). (B) Direkter Vergleich der HSP70-Menge aus schlafenden
Konidien (a), 1 h (b) und 4 h (c) gekeimten Konidien des wt und der cr-1-Mutante in
Gegenwart (wt 8; crl 8) und Abwesenheit (wt, crl) von 20 uM 8-Brom-cAMP (Proben
aus A).
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3.9 Aufnahme von [*S]-Methionin und die Gesamt-
proteinsynthese bei Hitzeschock auch unter dem
Einflul3 von cAMP

Uber die Rolle von HSP70 im Zellkern wurde bereits viel spekuliert - ein-
deutige Beweise einer essentiellen Funktion existieren alerdings nicht. Erste Hinweise
auf eine mogliche Beteiligung von HSP70 an algemeinen Transkriptionsvorgangen
sollte ein gemeinsam mit Torsten Schrdder, der sich im Rahmen seiner Diplomarbeit
besonders fir Adaptationsprozesse der Gesamtproteinsynthese bei kontinuierlichen
HS interessierte, durchgeftihrter Versuch zeigen. Versuche von Paola Schweim und
UIf Meyer aus unserer Arbeitsgruppe zeigten eine maximale HSP70-Induktion durch
verschiedene Alkohole und Phenole bei Konzentrationen die die Gesamtproteinsyn-
these um etwa 50% hemmten [Meyer et al., 1995]. Wir waren an moglichen Kor-
relationen einer Anreicherung von HSP70 im Zellkern und der Hemmung bzw.
Erholung der Gesamtproteinsynthese oder der Induktion bzw. der Riickregulation der
HSP-Synthese wéhrend einer andauernden HS-Behandlung interessiert. Aul3erdem
sollte der Einflu3 von cAMP auf die Methioninaufnahme und die Gesamtproteinsyn-

these untersucht werden.

Kulturen des wt, von bdA und von cr-1 wurden mit und ohne 20 uM 8-
Brom-cAMP einem kontinuierlichen HS bei 37 und 42° C fir 24 - 36 h ausgesetzt
(nur 42° C gezeigt; Abb. 3.23). Zu den angegebenen Zeiten wurden fir einen Zeit-
raum von jeweils 15 min ale synthetiserten Proteine mit [*S]-Methionin markiert.
Aus der Bestimmung der Radioaktivitdt (com) und der Proteinkonzentration lief3 sich
dann die Methioninaufnahme und die Gesamtproteinsynthese berechnen und mit der

Tranglokation von HSP70 vergleichen.

Schon 15 min nach dem Beginn eines andauernden HS (42° C) ist die Ge-
samtproteinsynthese beim wt, bdA und cr-1 um 30 - 60 % reduziert. Dann zeigt die

Proteinsynthese eine kurze Erholung fir 1 - 4 h und ist danach wieder reduziert. Die
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kurzfristige Erholung bleibt in Gegenwart von 20 uM 8-Brom-cAMP aus. Insgesamt
zeigt die cr-1-Mutante gegeniiber dem wt und der bdA-Mutante eine etwa doppelt so
hohe Gesamtproteinsyntheserate (Abb. 3.23). Die Anderungen der Methioninauf-
nahme in die Zellen ist der Gesamtproteinsynthese im Verlauf sehr @hnlich und wird in
gleicher Weise von CAMP beeinflufdt (nicht gezeigt; Schroder & Fracella, unver6ff.).
Bel 37° C nimmt die Gesamtproteinsyntheserate bei bdA und cr-1 in der ersten
Stunde um etwa 50 % zu, erreicht dann wieder Kontrollwerte fir etwa 4 h und fallt
dann weiter ab. In Gegenwart von 20 pM 8-Brom-cAMP ist die Gesamtproteinsyn-
theserate bei 37° C schon wahrend der ersten Stunde nach HS-Beginn bel beiden
Mutanten um etwa 30 - 50 % reduziert. Eine kurze Erholung der Proteinsynthese ist
nach 2 - 4 h HS zu beobachten, danach ist sie wieder reduziert (nicht gezeigt;
Schroder & Fracella, unverdff.).

Abb. 3.23: Einflu von cAMP auf die Gesamtproteinsynthese (offene Symbole) und
Vergleich mit der Anreicherung von HSP70 im Zellkern (®) wéhrend eines kontinu-
ierlichen HS (42° C) beim wt (a, O), der bdA- (a, b) und cr-1-Mutante (c, d) von N.
crassa (b, d = mit 20 uM 8-Brom-cAMP; a, ¢ = ohne cAMP).
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3.10 Expresson und Trandlokation von HSP70

wahrend des cir cadianen Rhythmus

Eine von einem endogenen Oscillatormechanismus gesteuerte tagesperiodi-
sche Rhythmik lauft auch unter konstanten auf3eren Bedingungen ab und wird as
circadiane Rhythmik bezeichnet. N. crassa ist einer der wichtigsten Organismen fir
genetische und biochemische Untersuchungen der endogenen Rhythmik [Rensing,
1993 & 1995; Lakin-Thomas et al., 1990; Brody, 1992; Dunlap, 1993]. Die circa
diane Rhythmik von N. crassa ist nach auf¥en durch eine periodische Konidienbildung
gut sichtbar (siehe Umschlagbild [Deutsch, 1990; Deutsch et al., 1993]). Die Koni-
dienbildung wird zu Beginn der subjektiven Nacht (CT 12) initiiert und erfolgt Uber
einen Zetraum von etwa 12 h [Springer & Yanofski, 1989]. Zu diesem Zeitpunkt
wurde auch eine maximale Induzierbarkeit der Haupt-Stref3proteine beobachtet
[Cornelius & Rensing, 1986; Cornelius, 1994b]. Der Konidienbildungsprozef3 ist zwar
mit dem Oszillatormechanismus verbunden, aber verschiedene Beobachtungen
zeigten, dal3 diese Verbindung nur in eine Richtung wirkt. So existiert die biochemi-
sche Rhythmik auch bei Mutanten, die einen Defekt in der Konidienbildung aufweisen
[Brody & Martins, 1973; Nakashima, 1981].

Ist eine erhdhte Expression von HSP70 - wie sie bei der Lufthyphenbildung
und der Konidiation beobachtet wurde - oder die spezifische Akkumulation von
HSP70 im Zellkern rhythmisch reguliert? Solche Verdnderungen konnten als Zeiger
der Uhr die rhythmische Sporulation regulieren. Das Protein FRQ (frequency) ist bel
N. crassa ein essentieller Bestandteil der "molekularen Uhr". FRQ zeigt eine circa
diane Expressionsrhythmik und scheint seine Synthese auf transkriptionaler Ebene
Uber einen negativen Feedback-Mechanismus selbst zu regulieren. Es besitzt eine
NLS, seine Lokalisation ist alerdings noch unklar [Aronson et al., 1994]. Méglicher-
weise ist HSP70 Uber die Vermittlung des Kerntransportes von FRQ am Mechanismus
der "molekularen Uhr" beteiligt. Solche rhythmischen Veranderungen des HSP70

sollten in einer Flissigkultur der bdA-Mutante von N. crassa, in der die circadiane
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Sporulationsrhythmik nicht ausgeprégt ist, eine biochemische Rhythmik aber weiter-
lauft [Nakashima, 1981], zu beobachten sein. Gemeinsam mit Andreas Kallies, der
insbesondere am cAMP-Gehalt und der Lokalisation der cPKA wéhrend des circa
dianen Rhythmus interessiert war (Abb. 3.24), wurde die Menge an HSP70 von bdA
unter Bedingungen, die eine circadiane Rhythmik erlauben, im Gesamtmyzelium, dem
Zdlkern und dem Cytoplasmaim Western Blot bestimmt (Abb. 3.25).

Andreas Kallies konnte eine rhythmische Verdnderung des cCAMP-Gehaltes
mit Maxima um ct 14 und ct 2 zeigen (Abb3.24a). Ebenso beobachtete er ein wenig
verzogert um ct 17 und ct 2 auch eine maximale Anreicherung der katalytischen
Untereinheit der cPKA im Zellkern (Abb. 3.24b).

HSP70 zeigt in zwei unabhangigen Versuchen (1 = W; 2 = ) eine Anrei-
cherung im Zellkern um ct 18 und ct 6 (Abb. 3.25 a@). Zu diesen Zeitpunkten ist die
Menge an HSP70 im Cytoplasma reduziert (nur ein Versuch (O); Abb. 3.25 b). Im
Gesamthomogenat (nur ein Versuch (M); Abb. 3.25 ¢) sind nur geringe Schwankun-
gen der HSP70-Menge mit leichter Erhdhung zu ct 18 und ct 6 zu beobachten.
Zusétzlich ist in Abb. 3.25 ¢ der Mittelwert der HSP70-Mengen aus dem Cytoplasma
und der Zellkernfraktion des anderen Versuches () eingezeichnet. Die so erhatenen
HSP70-Mengen stimmen gut mit denen des Gesamthomogenates Uberein und

bestétigen eine gute Préparation der Fraktionen.
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Abb. 3.24: [Ergebnisse von Andreas Kallies, 1995] Entwicklung der cAMP-Menge
(8 und der Anreicherung von cPKA im Zellkern (b) wahrend des circadianen
Rhythmus der band (bdA)-Mutante von N. crassa. bdA wurde unter konstanten
Bedingungen (Dauerdunkel, 25° C) in Flissigmedium kultiviert, zu den angegebenen
ct-Zeiten wurden Proben genommen, fraktioniert (Gesamtmyzelium = a; Zellkerne =
b) cAMP gemessen und cPKA im Western Blot analysiert, densitometrisch ausgewertet
und die rel. Dichte in Prozent des Mittelwertes dargestellt. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus zwei unabhangigen Versuchen (Mittelwerte) wobei die Daten den
Mittelwert aus drei aufeinanderfolgenden Werten ("moving average") darstellen.

Abb. 3.25: (siehe nachste Seite) Entwicklung der HSP70-Menge und Lokalisation
von HSP70 wahrend des circadianen Rhythmus der band (bdA)-Mutante von
N. crassa. bdA wurde unter konstanten Bedingungen (Dauerdunkel, 25° C) in FlUs
sigmedium kultiviert, zu den angegebenen ct-Zeiten wurden Proben genommen, frak-
tioniert (Zellkerne = a; Cytoplasma = b; Gesamtmyzelium = ¢) und HSP70 im Western
Blot analysiert, densitometrisch ausgewertet und die rel. Dichte in Prozent des Mittel-
wertes dargestellt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei unabhangigen Versuchen
(1 =m; 2 =0) wobei die Daten den Mittelwert aus drei aufeinanderfolgenden Werten
("moving average") darstellen. In (c) ist auler HSP70 im Gesamthomogenat aus Ver-
such 1 (M) auch der Mittelwert der Fraktionen des Cytoplasmas und der Kerne aus
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Versuch 2 (O) dargestellt (A).
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4 Diskussion

4.1 HSP70 ausN. crassa

Die Mitglieder der HSP70-Familie sind die bisher am besten untersuchten
Stref3proteine. Es sind konstitutiv exprimierte und strefdinduzierte Vertreter bel vielen
Organismen bekannt. Unter konstitutiven Bedingungen sind sie hauptsachlich im
Cytoplasma, im endoplasmatischen Retikulum, in der Mitochondrienmatrix, im Zell-
kern und bei Pflanzen auch in den Chloroplasten lokalisiert [Morimoto et al., 1990;
Nover, 1991; Morimoto et al., 1994; Marshall et al., 1990]. Wahrend einer Stref3-
phase akkumulieren sowohl konstitutiv exprimierte wie auch strefdinduzierte HSP70-
Vertreter im Zellkern und Nucleolus [Welch & Feramisco, 1984; Velaquez &
Lindquist, 1984; Ohtsuka & Laszlo, 1992; Martin et al., 1993]. Eine Sequenz von 17
AS wirkt als "targeting” Signal [Dang & Lee, 1988; Milarski & Morimoto, 1989].
Waéhrend der Erholung von einem Stref3, bzw. noch wéhrend eines moderaten
Stresses, relokalisiert HSP70 wieder ins Cytoplasma [Hayashi et al., 1991; Liu et al.,
1992]. In der Hefe wurden von der Arbeitsgruppe um Craig bisher 8 Mitglieder der
HSP70-Familie identifiziert und charakterisiert [Lindquist & Craig, 1988; Craig,
1989]. Das Expressionsverhalten der gesamten HSP70-Familie der Hefe ist in
Abb. 4.1 dargestellt [Boorstein et al., 1994].

Bel den verschiedenen Mitgliedern der HSP70-Familie lassen sich zwei
Hauptdomanen unterscheiden, die N-terminale-ATPase-Doméne und die C-terminale
mit Substrat interagierende Doméne. Die am stérksten konservierten Bereiche der
HSP70-Homologe wurden in der N-terminalen-Doméne (AS 1-350) gefunden. Mit
Hilfe der Rontgen-Kristallographie zeigte die Arbeitsgruppe um McKay, dal3 diese
Doméne ATP bindet. Die dreidimensionale Struktur der 44 kDa grof3en ATPase-
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Domaéne des Rinder-HSC70 zeigt vier Bereiche die zwei "Loops' bilden und ATP tief
an der Basis der Spalte zwischen den "Loops’ binden [Flaherty et al., 1990; Flaherty
et al.,, 1994]. Die ATPase-Doméne dhnelt der des Actins und der Hexokinase
[McKay, 1991; Bork et al., 1992]. Sie besitzt eine Camodulin- und Actin-Bindungs-
stelle [Stevenson & Calderwood, 1990; Tsang, 1993]. Die C-terminae-Doméne hat
eine MHC-ahnliche Struktur [Rippmann et al., 1991]. Pelham (1986) stellt sich eine
auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhende Substratinteraktion vor. Eine bevor-
zugte Bindung hydrophober AS wurde bereits gezeigt [Richarme & Tohiyama, 1993;
Gething et al., 1994]. Die ATPase-Aktivitédt sowie die Substatbindung und die Fal-
tung von Proteinen wird durch verschiedene "Helfer"-Proteine reguliert (sehe Einle-
tung; [Cheetham et al., 1994]). In Abb. 4.2 ist die Struktur von HSP70 vereinfacht
dargestellt.

Abb. 4.1: Ubersicht der Expression, Funktion und Lokalisation der Hefe HSP70-
Familie [Boorstein et al., 1994]. Neben der konstitutiven und HS-induzierten Expres-
sion ist auch die Expression wahrend des Wachstums in einer "batch"-Kultur gezeigt
(exponentielles Wachstum = ODgy Von 1.0, "diauxic shift" = ODggy Von 10, stationére
Phase = ODgyp von 23; KAR2 bzw. SSD1 ist das homologe Protein der Hefe zum
Glucose-regulierten 78 kDa-Protein (GRP78) bei SAugerzellen).

Die HSP70-Familie von N. crassa besteht aus mindestens sieben ATP-bin-
denden Vertretern. Diese Zusammensetzung wurde auch von Kapoor & Lewis (1987)
beschrieben. Mdglicherweise stellen einige der Proteinspots verschieden phosphory-

lierte Isoformen desselben Proteins dar. In der Literatur sind verschiedene posttrans-
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lationale Modifikationen von HSP70 beschrieben worden [Sherman & Goldberg,

1993; Gutierrez & Guerriero, 1995a]. Eine Modifikation ist moglicherweise auch fir
die HS-induzierte Trandokation in den Zellkern nétig [Martin et al., 1993]. Das
isolierte Haupt-HSP70 von N. crassa hat ein Molekulargewicht von ~69 kDa und
enen pl um pH 5.2. Innerhalb der cytoplasmatischen Vertreter der Hefe HSP70-
Familie (SSA1-4) hat das isolierte Haupt-HSP70 von N. crassa die hdchste
Gesamthomologie zu SSA1 und SSA4 (83 %ige Identitdt). Aufgrund der identischen
ASin den Positionen 27, 28 und 40 des N. crassa HSP70 und dem Hefe SSA1/2, und
deren Abweichen von der Consensus-HSP70-Sequenz wirde ich hier die grofite
funktionelle Homologie vermuten. Eine ndhere Verwandtschaft zu SSA1/2 wird auch
durch das Expressionsverhalten des HSP70 von N. crassa gestiitzt. Es wird wie SSA1
in exponentiell wachsenden Zellen konstitutiv exprimiert und 183t sich durch einen HS
zu stérkerer Expression stimulieren. SSA3 wird in exponentiell wachsenden Zellen nur
nach einem HS exprimiert. Auch die Expression von SSA4 ist nur durch HS induzier-
bar (Abb. 4.1) [Werner-Washburne et al., 1989; Boorstein et al., 1994; Fuge et al.,
1994]. Polyklonale Ak, die spezifisch fir das C-terminale Ende von SSA1 sind (Jorg
Becker), detektieren in der 2D-Western Blot Analyse von N. crassa-Gesamthomo-
genaten exponentiell wachsender Zellen dasselbe Protein wie die von mir hergestellten

Ak gegen das isolierte Haupt-HSP70 von N. crassa.

Abb. 4.2: Struktur von HSP70. Eine Protease-sensitive Region unterteilt HSP70 in
die ATP- und Substrat- bindende Doméne. Die Kerntransl okationssequenz (NLS) liegt
im hinteren Drittel der ATP-bindenden Doméane.
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Kurzlich wurde das Haupt- hitzeinduzierbare HSP70-Gen von N. crassa
kloniert [Kapoor et al., 1995]. Die abgeleitete Proteinsequenz stimmt komplett mit
der Sequenz des hier beschriebenen und isolierten Haupt-HSP70 von N. crassa uber-
ein (sehe Abb. 3.3). Ebenso stimmt die von Kapoor und Mitarbeiter beschriebene
geringe konstitutive und HS-induzierte Synthese der mRNA gut mit dem Expressions-
verhalten unseres Haupt-HSP70 Uberein. Vermutlich handelt es sich bel unserem
HSP70 um das Produkt des von Kapoor und Mitarbeitern klonierten HSP70-Gens.
Fur das aus der Gensequenz abgeleitete HSP70 von Kapoor errechnet sich ein Mole-
kulargewicht von 70.5 kDa und ein pl von 6.01. Aufgrund der recht ungenauen
Bestimmung von MW und pl (69 kDa und pl 5.2) fur unser HSP70 durch 2D-PAGE
und entsprechende Markerproteine sind diese Abweichungen mit den errechneten
Werten kompatibel.

Die abgeleitete Proteinsequenz des HSP70-Gens von Kapoor und Mitarbei-
tern zeigt, neben den charakteristisch konservierten Bereichen, eine insgesamt relativ
geringe Homologie zu HSP70 anderer Organismen. Die geringste Homologie weist
die C-terminale-Doméne auf. Zu den Hefe-HSP70 SSA1 und 2 besteht mit etwa
81 %iger Identitét die hochste Homologie. Zu HSP70 von Mais und Karotte bestehen
mit 73 und 70 %iger Identitét die nachsthbchsten Homologien. Obwohl fiir Pilze eine
ndhere Verwandtschaft mit tierischen Organismen angenommen wird [Baldauf &
Palmer, 1993], zeigen die HSP (HSP30 und HSP70) von N. crassa eine hohere
Homologie zu HSP pflanzlicher Organismen [Plesofsky-Vig & Brambl, 1990;
Plesofsky-Vig et al., 1992; de Jong et al., 1993].

Der Abbau von Stref3proteinen wurde bisher nur wenig untersucht. Einige
Stref3proteine scheinen auch selbst Proteaseaktivitét zu haben. Fur HSP70 wurde eine
autoproteolytische Aktivitdt beschrieben [Mitchell et al., 1985]. HSP104 und HSP78
sind homolog zu Proteinen der Clp-Familie von E. coli, welche mit ATP-abhangigen
Proteasen interagieren [Squires & Squires, 1992; Leonhardt et al., 1993]. Proteine,
die aufgrund zu starker Schadigung auch mit Hilfe der Stref3proteine nicht renaturiert
werden konnen, werden von den Stref3proteinen der lysosomalen oder der ATP-

abhéngigen Degradation im Cytoplasma und dem Zellkern zugefiihrt [Dice et al.,
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1994; Kandror et al., 1994; Goldberg, 1992; Parsell & Lindquist, 1993].

Unter Stref3bedingungen wird der Proteinumsatz in der Zelle stark verandert.
Die Gesamtproteinsynthese- und die Gesamtproteindegradationsrate werden redu-
ziert. Gleichzeitig zeigen einzelne Proteasen, vor allem ATP-abhangige, eine erhdhte
Aktivitdt [Mohsenzadeh et al, 1994; Hilt & Wolf, 1992; Fischer et al., 1994; Higgins
& Lilly, 1993; Pratt et al., 1989; Harcum & Bentley, 1993; Vachoa et al., 1994; Xu,
1995]. Eine parallele Reduzierung der Proteinsynthese- und der Proteindegradations-
rate lassen eine gemeinsame Regulation beider Prozesse vermuten [Steinberg &
Vaughan, 1956]. Eine neuere Arbeit beschreibt eine wichtige Funktion des Trandati-
onselongationsfaktor EF-1ss auch fur die ATP- und Ubiquitinabhéngige Degradation
durch Proteasomen. Bekannt ist seine Funktion im terndren Komplex mit aminoacyl-
tRNA und GTP bel der Trandationselongation. Eine Bindung von GTP an EF-1ss
schiitzt die Degradationsfunktion im Ubiquitinsystem vor einer Inaktivierung durch
HS[Gonen et al., 1994].

Saadat Mohsenzadeh (1993) [Mohsenzadeh et al., 1994] und Cunshuan Xu
(1995) konnten durch "Pulse - Chase" -Experimente mit [**S]-Methionin zeigen, dai3
HSP70 eine recht lange Halbwertszeit hat und seine Degradation durch einen HS
anscheinend noch mehr inhibiert wird. Eine Reduktion der Abbaurate nach einem HS
tragt neben der verstérkten Synthese von HSP70 wesentlich zum langanhaltend hohen
HSP70-Gehalt bei und korrespondiert mit einer erhohten Stabilitét der HSmRNA
[Petersen & Lindquist, 1988] und der ebenfalls fir andere Organismen beschriebenen
langen Halbwertszeit [Sanders et al., 1992; Kiang et al., 1994].

HSP70 wird in einem ersten Degradationsschritt in ein ~44 kDa und ein ~27-
30 kDa grofies Peptid gespalten (siehe Abb. 4.2 "protease sensitive site”; [Mitchell et
al., 1985]). Das N-terminale, stabilere ~44 kDa grof3e Peptid ist wahrscheinlich
identisch mit dem von uns ansequenzierten und im Western Blot detektierbaren ~40
kDa grof3en Abbauprodukt von HSP70. Die Abnahme der Menge des 40 kDa-Abbau-
produktes von HSP70 im Western Blot in Gesamthomogenaten und Zellkernextrakten
wahrend und nach einem HS bestétigen die Reduktion der HSP70-Degradation aus
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friheren Experimenten. Die Menge des 40 kDa-Abbauproduktes von HSP70 erreicht
schon nach 2 h Erholung nach einem HS wieder die unter Kontrollbedingungen
Ubliche Menge. Geht man davon aus, dal3 sich die Abbaurate des 40 kDa-Peptides
durch den HS nicht veradndert, ist diese Mengenveranderung sehr dhnlich der Hem-
mung und Erholung der ATP-unabhdngigen Proteaseaktivitdten. Da von den ATP-
unabhangigen Proteasen aul3erdem bekannt ist, dal3 sie bevorzugt langlebige Proteine
- zu denen auch HSP70 gehdrt - abbauen, scheint zumindest der erste Schritt der
HSP70-Degradation durch ATP-unabhangige Proteolyse zu erfolgen [Xu, 1995;
Mohsenzadeh et al., 1994]. Méglicherweise ist die Hemmung der HSP70-Degrada-
tion aber auch eine indirekte Folge des HS selbst. Die Bindung der durch HS ver-
mehrt vorhandenen denaturierten Proteine an HSP70 konnte den Protease-
empfindlichen Bereich schiitzen und eine Bindung bzw. Aktivitdt von Proteasen ver-

hindern.

Die absolute im ELISA bestimmte HSP70-Menge ist in exponentiell wach-
sendem Myzelium von N. crassa unter konstitutiven Bedingungen sehr hoch. HSP70
macht hier etwa 3 % des Gesamtproteins (31 ng HSP70/ug Gesamtprotein) aus und
ist damit mehr as drei mal so hoch wie bei Ratten Gliom (C6) Zellen. Bei N. crassa
nimmt die HSP70-Menge nach einem HS etwa um das 1.7 fache zu. Bei den C6-
Zelen ist eine Zunahme um etwa das 3 fache zu beobachten. Die hthere Menge an
HSP70 bei N. crassa konnte fur die natirlicherweise auftretenden Schwankungen der
Umweltbedingungen, im Sinne einer grof3eren Toleranz, von Vortell sein. Bel ener
extremen Belastung muf3te zu einer ohnehin recht hohen Stref3proteinmenge nur noch
wenig neusynthetisiert werden um auch hier ausreichenden Schutz zu vermitteln.
Saugerzellen sind in ihrer natlrlichen Umgebung in der Regel keinen grof3eren
Schwankungen ausgesetzt. Eine hohe Stref3proteinmenge unter konstitutiven Bedin-
gungen scheint daher entbehrlich zu sein. Bei Auftreten eines Stresses kann der
erhdhte Bedarf an Strefjproteinen nur durch eine massive Neusynthese gedeckt
werden. Sehr hohe Stref3jproteinmengen unter konstitutiven Bedingungen sowie eine
nur geringe Expressionssteigerung nach einem Stref3 wurde auch von anderen Orga-
nismen, die starken nattirlichen Schwankungen ihrer Umwelt ausgesetzt sind, wie z.B.

bel Leishmanien, wechselwarmen Tieren und bel Pflanzen, berichtet [J. Clos, person-
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liche Mitteilung; Zhongmo et al., 1994; Fader et al., 1994; Adham et al., 1991]. Ein

Vergleich der konstitutiven HSP70-Menge verschiedener Gewebe des Rindes zeigte
eine relativ geringe Menge in Zellen des Gehirns und bestétigt unsere Mengenbestim-
mung bei Ratten Gliom (C6) Zellen [Gutierrez & Guerriero, 1991 & 1995b; Tanguay
et al., 1993].

4.2 Trandokation von HSP70 bel Hitzeschock

Das mit dem von uns isoliertem HSP70 vermutlich identische Haupt-hitzein-
duzierbare-HSP70 von N. crassa [Kapoor et al., 1995] besitzt, wie viele HSP70, eine
N-terminal zwischen AS 244 bis 260 lokalisierte, funktionelle Kerntranslokations-
sequenz (NLS). Sie besteht aus 17 AS und ist homolog zu bereits beschriebenen NLS
[Dang & Lee, 1988; Milarski & Morimoto, 1989]. Am C-terminalen Ende existiert ein
hydrophobes Pentapeptid, welches bel vielen HSP70 vorkommt und wahrscheinlich
fur die, trotz vorhandener NLS, hauptsachlich cytoplasmatische Lokalisation dieser
HSP70 verantwortlich ist. Méglicherweise blockiert dieses Pentapeptide durch intra-
molekulare Wechselwirkungen die NLS unter konstitutiven Bedingungen. Durch
einen Strefd konnte diese Wechselwirkung direkt oder indirekt gestort und die NLS
freigelegt werden. Zur Translokation von HSP70 scheint eine Phosphorylierung oder
eine andere posttrandationale Modifikation nétig zu sein [Martin et al., 1993]. Durch
sie konnte die intramolekulare Interaktion zwischen dem C-Terminus und der NLS
moglicherwel se gehemmt werden. Versuche bel denen in Xenopus Oozyten injiziertes
C-terminal deletiertes HSC70 auch unter konstitutiven Bedingungen eine Anreicher-
ung im Zellkern zeigte, bestétigen eine Funktion der C-terminalen-Doméne bei der
Trandokation von HSC70 [Mandell & Feldherr, 1992]. Eine dhnliche Regulation ist
auch fur die Kerntranslokation des HSF beschrieben [Larson et al., 1993; Rabindran
et al., 1993; Lis & Wu, 1993; Morimoto, 1993].

In isolierten Zellkernen ist der Gesamtproteingehalt nach einem HS stark er-
hoht [Tomasovic et al., 1978; Roti Roti et al., 1979; Stege et al., 1995]. Sieist nur zu
etwa 10 % auf eine induzierte Trandokation in den Zellkern [Chu et al., 1993] zu-
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rickzufiihren und beruht hauptséchlich auf einer verstérkten Aggregation von Kern-

proteinen ("intranuclear protein aggregation”; Stege et al., 1995), die im aggregiertem
Zustand wahrend der Isolation nicht aus dem Kern ausgewaschen werden. Zu diesen
im Zellkern aggregierenden Proteinen gehdren Polymerasen, Topoisomerasen und
c-myc [Kampinga et al., 1985; McConnell et al., 1987; Fisher et al., 1989; Evan &
Hancock, 1985]. Das Ausmal3 der anfanglichen Aggregation sowie die Dauer der
anchliefenden Erholung (Disaggregation) korrelieren mit dem Grad der letalen
Zdlschadigung nach einem HS [Kampinga et al., 1987 & 1989; Wallen & Landis,
1990]. Sowohl die Verhinderung der anfanglichen Proteinaggregationen als auch eine
erleichterte Reparatur denaturierter Proteine sind zwei Hauptfunktionen der Stref3-
proteine (z.B. von HSP70; siehe Einleitung). Besser als eine insgesamt erhohte
HSP70-Menge korreliert eine erhthte Menge an HSP70 im Zellkern mit einer Ther-
motoleranz dieser Zellen [Kampinga, 1993; Stege et al., 1995]. Mdglicherweise
werden neben HSP70 aber auch Kofaktoren wie z.B. das Dnalhomologe HSP40
bendtigt [Ohtsuka et al., 1993]. Der Bedarf an Kofaktoren ist moglicherweise auch
der Grund warum mikroinjizierte Anti-HSP70-Ak zur Reduktion einer Hitzeresistenz
fuhren, aber HSP70-Uberexprimierende Zellen keine erhohte Thermotoleranz
aufweisen [Riabowol et al., 1988; Weitzel & Li, 1993; Stege et al., 1995]. Bel einer
induzierten Thermotoleranz durch eine Stref3vorbehandlung werden sowohl HSP70
als auch die benétigten Kofaktoren verstarkt exprimiert [Stege et al., 1995].

Das Haupt-HSP70 der bdA-Mutante von N. crassa akkumuliert wahrend
eines HS sehr schnell im Zellkern. Bereits nach 5 min ist es dort signifikant erhoht und
erreicht ein Maximum nach 40 min andauerndem HS. Danach findet eine langsame
Relokalisation statt, aber noch nach 36 h kontinuierlichem HS ist eine erhthte HSP70-
Menge im Zellkern nachweisbar. Eine Relokalisation von HSP70 ins Cytoplasma
wahrend der Erholung nach einem Stref3 bzw. noch wéahrend eines moderaten Stresses
wurde auch bei anderen Zellen beobachtet [Hayashi et al., 1991, Liu et al., 1992]. Bel
der cr-1-Mutante betragt der Anstieg der HSP70-Menge im Zellkern nach 2 h HS bel
37 und 42° C nur etwa 20 - 30 % des Anstiegs bei der bdA-Mutante. Nach 4 - 8 h an-
dauerndem HS ist die Menge an HSP70 im Zellkern schon wieder reduziert und sinkt

bei noch langerem HS unter die nicht gestrefdter Zellen. Die Kerntransokation von
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HSP70 ist wie die Synthese abhangig von der Hohe und Dauer der applizierten
Temperatur. Sowohl bel bdA als auch bei cr-1 ist die Menge an HSP70 im Zellkern
nach 2 h bei 42° C etwa doppelt so hoch wie nach 2 h bel 37° C. Unter dem Einfluf3
von 20 uM 8-Brom-cAMP wird die Anreicherung von HSP70 im Zellkern bel bdA
und cr-1 erhoht. In Gegenwart von cCAMP ist der Anstieg der HSP70-Menge im
Zellkern der cr-1-Mutante nach 2 h bei 42° C dann anndhernd genauso hoch wie bel
bdA in Abwesenheit von cCAMP.

Fur den Schutz und die Reparatur von Proteinen wird eine bestimmte, von
der Stérke des Stresses abhangige, Menge an HSP70 insgesamt, vor allem aber auch
im Zellkern benttigt. Zellen der cr-1-Mutante haben eine konstitutiv erhéhte HSP70-
Menge sowohl insgesamt as auch im Zellkern. Die zusétzlich benttigte Menge an
HSP70 bei der cr-1-Mutante ist also geringer als die beim wt oder der bdA-Mutante.
Dies konnte die geringere Anreicherung von HSP70 insgesamt und im Zellkern von
cr-1 erklaren. Die konstitutive Menge an HSP70 wird durch eine Behandlung mit 20
MM 8-Brom-cAMP beim wt wie bel cr-1- und der bdA-Mutante reduziert. Die durch
cAMP verringerte Menge an HSP70 fuhrt zu einem erhdhtem Bedarf an zusétzlichem
HSP70. So ist dann auch die Anreicherung von HSP70 insgesamt und im Zellkern
unter HS-Bedingungen in Gegenwart von cCAMP bei bdA und cr-1 erhoht. Mogli-
cherweise wird die Kerntranslokation von HSP70 aber auch direkt tber cCAMP bzw.
cPKA regulierte Phosphorylierung von HSP70 beeinfluf. Die konstitutiv erhohte
Menge an HSP70 insgesamt und im Zellkern der cr-1-Mutante kénnte zu der von
Terenzi und Mitarbeitern [Cruz et al., 1988] beschriebenen, erhthten Thermotoleranz
trotz einer geringeren zusdtzlichen Anreicherung von HSP70 im Zellkern wéahrend

e nes Stresses erkléren.

Auler den Hinweisen auf eine algemeine Funktion wie Schutz, Stabilisie-
rung und Wiederherstellung von Kernproteinen und der Kernmatrix sowie dem Schutz
des Nucleoli (Préribosomen) ist ein moglicher weiterer funktioneller Aspekt der
Kernakkumulation von HSP70 noch weitgehend unklar. Mdglicherweise wird durch
HSP70 auch ein Schutz der DNA oder eine erleichterte Reparatur geschadigter DNA
sichergestellt [Abe et al., 1995]. Wahrend eines HS ist fir HSC70 eine Assoziation
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mit der Topoisomerase | im Zellkern beschrieben worden [Ciavarra et al., 1994]. Da

HSP70 as wichtige Komponente bei der Regulation der Stref3antwort vermutet wird
ist auch eine Beteiligung von HSP70 an Transkriptionsvorgangen denkbar. Mogli-
cherweise ist HSP70 fur den Transport spezifischer Transkriptionsfaktoren in den
Zellkern verantwortlich [Moreau et al., 1994]. Be Xenopus leavis akkumuliert
HSP70 wahrend der Gastrulation im Zellkern der involutierenden Zellen in der margi-
nalen Zone und scheint an der Kontrolle der zellularen Internalisation beteiligt zu sein
[Herberts et al., 1993]. Auch eine direkte Beteiligung an der Regulation bestimmter
Gene wére denkbar. Sowohl eine Beteiligung an der negativen Regulation der
"normalen”-Gene unter HS-Bedingungen als auch an der Rickregulation der HS
Gene nach dem HS durch HSP70 wurden schon diskutiert [Morimoto, 1991; 1993;
Morimoto et al., 1992]. Einigen Berichten zufolge scheint HSP70 auch an der DNA-
Synthese bzw. Replikation beteiligt zu sein [Milarski & Morimoto, 1986; Milarski et
al., 1989; Georgopoulos et al., 1990].

Die Gesamtproteinsynthese wird durch einen HS und andere Stressoren stark
inhibiert. Bei einer Hemmung der Gesamtproteinsynthese um 50 % beobachteten wir
eine maximale Induktion der Stref3proteine [Meyer et al., 1995]. Unklar ist, ob die
Hemmung der Gesamtproteinsynthese auf Transkriptions-, Translations- oder auf
beiden Ebenen dattfindet, und ob die Stref3proteine bei der Erholung der
Proteinsynthese eine Rolle spielen. Eine induzierte Thermotoleranz [Henle, 1987]
korreliert mit einer erhthten Menge an Strefjproteinen und der Stabilitét der
Proteinsynthese gegeniiber dem Stref3 [Mizzen & Welch, 1988]. Mizzen und Welch
(1988) prégten den Begriff einer "trandational thermotolerance”, die moglicherweise

durch Stref3proteine hervorgerufen wird.

Bei der Initiation der Translation am Ribosom ist der heterodimere elF-2 ein
wichtiger Faktor des terndren Komplexes. elF-2 wird durch Phosphorylierung der <s-
Untereinheit reguliert. Durch die Phosphorylierung an Serin 51 wird die Ausbildung
des terndren Komplexes inhibiert. Unter strengen HS-Bedingungen wurde eine Korre-
lation der Phosphorylierung von elF-2ss und der Hemmung der Proteinsynthese

gefunden [Duncan & Hershey, 1989]. Ein gegen die Phosphorylierung resistenter el F-
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255 (Ser51#Alabl) hat einen stabilisierenden Effekt auf die Proteinsynthesehemmung
durch HS [Murtha-Rid et al., 1993]. Zur Phosphorylierung des elF-2ss sind eine
Hamin-kontrollierte- und eine durch doppelstrangige RNA-aktivierte Kinase in der
Lage. Die aktivierte Hamin-kontrollierte Kinase kann, auf3er durch Hamin, auch durch
einen "supernatant factor" im Kaninchenretikul ocyten-Lysat inaktiviert werden. Dieser
"supernatant factor" wurde kirzlich as ein Mitglied der HSP70-Familie beschrieben
[Gross et al., 1994]. Die inaktive Vorform der Hamin-kontrollierten Kinase interagiert
ebenfalls mit verschiedenen Stref3proteinen (HSP90, HSP70) und wird moglicher-
weise von diesen in der inaktiven Form gehalten. Eine dhnliche Funktion ist fur
HSPO0 und Steroid-Hormon-Rezeptoren beschreiben worden [Bohen & Yamamoto,
1994]. Auch wird Uber die Aktivierung des HSF2 durch Hamin die Expression von
HSP70 stimuliert [Sistonen et al., 1992]. Der Zusatz von isoliertem HSP70 zu
heterologen in vitro Trandationsansdtzen im Kaninchenretikulocyten-Lysat fuhrte zu
einer starken Hemmung der Trandation [Saupe-Thies & Fracella, unverdff.]. Bei
diesen Versuchen ist alerdings nicht ganz auszuschlief3en, dal3 ein Teil des HSP70
durch die Isolationsroutine denaturiert wurde und denaturierte Proteine sind als
potente Aktivatoren der Hamin-kontrollierten Kinase beschrieben worden [Matts et
al., 1993]. Auch durch verschiedene Stressoren werden Proteine denaturiert. Diese
werden as mogliche Auddser der Streffantwort diskutiert und konnten Uber die
Aktivierung  der  Hamin-kontrollierten  Kinase auch zur  Hemmung
Gesamtproteinsynthese beitragen. Aul3er einer HS-abhangigen Phosphorylierung von
elF2ss, wurde auch eine HS-abhangige Dephosphorylierung anderer Initia-
tionsfaktoren (elF-4B, elF4F) beschrieben [Duncan et al., 1995; Rhoads, 1993].
Diese haben ebenfdls Proteinsynthese-hemmende Effekte. Die Trandation
"normaler"-mRNA scheint von funktionsfahigem elF-4F abzuhangen, wahrend die
Trandation von HS-mRNA auch bei defektem oder inaktiven el F-4F ablauft und eine
praferentielle Trandation der HS-mRNA erkléren konnte [Zapata et al., 1991; Sierra
& Zapata, 1994; Zapata et al., 1994]. Bel HS wird auch die grofie Untereinheit der
RNA-Polymerase Il phosphoryliert [Dubois et al.,, 1994]. Bel ener Rehe
eukaryotischer Zellen wurden auch Phosphorylierungsénderungen des ribosomalen
Proteins S6 beobachtet [Tas & Martini, 1987]. Einige Mitglieder der HSP70-Familie



96

4 Diskussion

binden neusynthetisierte Proteine bereits am trandatierenden Ribosomen-Komplex
[Beckman et al., 1990; siehe Einleitung]. Bei der Hefe tibernehmen die konstitutiven
SSB1 und 2 diese Funktion [Nelson et al., 1992]. SSB1/2 defekte Mutanten wachsen

sehr langsam und sind extrem sensitiv fr verschiedene Proteinsynthese-Inhibitoren.

Ohtsuka und Mitarbeiter beschreiben eine Korrelation zwischen der Relo-
kalisation von HSP70 aus dem Zellkern ins Cytoplasma nach bzw. wéhrend der ersten
4 h eines andauernden moderatem HS und der Erholung der Gesamtproteinsynthese
bei verschiedenen Sdugetierzellen [Hayashi et al., 1991; Liu et al., 1992]. Diese
Effekte lief¥en sich einerseits durch die eine Schutz- und Reparaturfunktion von
HSP70 auf Transkriptionsebene erklaren. Andererseits kénnte das ins Cytoplasma
relokalisierende HSP70 aber auch dort eine bessere Funktion auf Trandationsebene
vermitteln. Moglicherweise begleitet HSP70 unter Stref3bedingungen gebildete
ribosomale Untereinheiten aus dem Kern ins Cytoplasma und ist am korrekten Zu-

sammenbau der Ribosomen beteiligt.

Erste gemeinsam mit Torsten Schroder durchgefiihrte Untersuchungen der
Gesamtproteinsyntheserate unter verschiedenen kontinuierlichen HS-Bedingungen
und dem Einflufd von cAMP sollten einen moglichen Zusammenhang zur Akkumula-
tion von HSP70 im Zellkern bzw. der Relokalisation ins Cytoplasma auch bel N.
crassa aufzeigen. Bereits nach 20 min andauerndem HS bel 43° C ist eine 30 -
70 %ige Hemmung der Proteinsynthese beim wt und der bdA-Mutante von N. crassa
zu beobachten. Wahrend der ersten 2 - 4 h des andauernden HS zeigt die Synthese
eine kurze Erholung und wird dann wieder reduziert. Die Proteinsynthese der cr-1-
Mutante unterscheidet sich nur leicht von der des wt und bdA. Insgesamt ist die
Proteinsynthese bei cr-1 konstitutiv und unter HS-Bedingungen wesentlich stérker,
und die anfangliche Hemmung betragt hier nur etwa 25 %. Bei andauerndem HS in
Gegenwart von 8-Brom-cAMP wird die Proteinsynthese stérker gehemmt und zeigt

auch keine Erholung.

Ein milder HS bei 37° C fuhrt beim wt, bdA und cr-1 zu einer anfénglichen
Proteinsynthesesteigerung um etwa 30 %. Spéter ist die Proteinsynthese auch bei
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37° C reduziert. In Gegenwart von 8-Brom-cAMP ist die Proteinsynthese schon zu

Beginn des milden HS reduziert. Im Gegensatz zu den Versuchen von Ohsuka und
Mitarbeitern [Hayashi et al., 1991; Liu et al., 1992] scheint bei unseren Experimenten
die Erholung der Proteinsynthese mit der Menge an HSP70 im Zellkern zu korrelie-
ren. Eine Relokalisation von HSP70 aus dem Zellkern korreliert mit einer erneuten
Hemmung der Proteinsynthese. Ein weiterer Versuch zeigte, dal3 die Methioninauf-
nahme in die Zellen wahrend des gesamten Versuchs mit dem Einbau von Methionin
in Proteine korreliert. Das bedeutet, dal3 die spéter reduzierte Proteinsynthese haupt-
séchlich auf die reduzierte Methioninaufnahme zuriickzufhren ist. Aber zur genauen
Verifizierung dieser Ergebnisse bedarf es noch weiterer Versuche. Bel Sdugerzellen
wurde ebenfalls eine starke Proteinsynthesehemmung von etwa 90 % beschrieben. Die
M ethioninaufnahme ist hier um etwa 50 - 60 % gehemmt. Bel diesen Zellen beruht die
Reduktion der Proteinsynthese unter HS-Bedingungen auf der Kombination von
reduzierter Methioninaufnahme und einem Defekt der Proteinsynthese [De Maio et
al., 1993]. Wenn HSP70 eine limitierende Grof3e des funktionellen Trand ationsappa-
rates darstellt, konnte eine erhdhte Menge an HSP70 zu ener erhohten
Proteinsynthese fuhren. Die cr-1-Mutante zeigt sowohl eine erhdhte HSP70-Menge
als auch eine erhdhte Gesamtproteinsynthese gegentiber dem wt. Ebenso zeigt eine
HSP70-Uberexprimierende-Mutante [Hafker; unvertff.] eine erhthte Gesamtprotein-
synthese. Ein interessanter weiterer Ansatz zu einer moglichen Rolle von HSP70 bei
allgemeinen Transkriptionsvorgangen wére der Zusatz konstitutiv und HS-induziert
exprimierter HSP70-Vertreter zu in vitro-Transkriptionen oder "nuclear run on/off"

Experimenten.
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4.3 Expression von HSP70 wahrend der asexuellen

Entwicklung

Wie schon erwahnt beinhalten die verschiedenen Gruppen der Stref3proteine
neben den nur durch Stref3 induzierbaren Vertretern auch solche, die bei Abwesenheit
von Stref3 exprimiert werden und wichtige Funktionen erflllen. Unter diesen konsti-
tutiv exprimierten Stref3proteinen unterscheidet man solche, die standig in etwa glei-
cher Menge synthetisiert werden, sie sind fur die korrekte Faltung neusynthetisierter
Proteine und ihren Transport innerhalb der Zelle zustandig (siehe Einleitung), und
solche, die wahrend der Entwicklung und Differenzierung von Organismen und Zellen
unterschiedlich stark oder nur kurzfristig exprimiert werden [Hightower & Nover,
1991; Heikkila, 1993]. Auch innerhalb der HSP70-Familie werden einzelne Mitglieder
unterschiedlich reguliert. Von den in der Hefe identifizierten 8 Mitgliedern der
HSP70-Familie finden sich SSA1 und 2 in relativ grof3er Menge in exponentiell
wachsenden Zellen und beim Ubergang zur stationdren Phase wahrend des "diauxic
shift". SSA3 wird konstitutiv nur wahrend der stationdren Phase exprimiert. SSB1
und 2 sowie SSC1 zeigen ebenfalls hohe Konzentrationen wahrend des exponentiellen
Wachstums, wobei die Menge mit fortschreitendem Alter der Hefezellen - beim
Wachstum zur stationdren Phase - stetig geringer wird (siehe Abb. 4.1) [Werner-
Washburne et al., 1989; Lindquist & Craig, 1988; Craig, 1989; Boorstein et al., 1994;
Fuge et al., 1994]. Bei N. crassa konnten wir vier konstitutiv exprimierte, ATP-bin-
dende Mitglieder der HSP70-Familie identifizieren. Die entwicklungsabhangige Ex-
presson wurde nur fir das Haupt-HSP70 - welches von den hergestellten Anti-
HSP70-Ak erkannt wird - naher charakterisiert.

Waéhrend des Zellzyklus werden Mitglieder der HSP70-Familie in der S
Phase verstérkt synthetisiert und akkumulieren im Zellkern. Hier kdnnte eine mogliche
Funktion eine Betelligung an der DNA-Synthese bzw. Replikation sein [Milarski &
Morimoto, 1986; Milarski et al., 1989; Georgopoulos et al., 1990]. Hang und Fox
(1995) berichten eine vom Zellzyklus und der DNA-Synthese abhéngige Expression
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von HSP70. Durch Inhibitoren der DNA-Synthese wird auch die Induktion von

HSP70 gehemmt [Hang & Fox, 1995]. In ersten Experimenten konnten auch wir eine
verstérkte Akkumulation von HSP70 im Zellkern wahrend der S-Phase des Zellzyklus
des Schleimpilzes Physarum polycephalum zeigen. Diese Akkumulation scheint
hauptsachlich auf einer Trandokation aus dem Cytoplasma und weniger auf einer

Neusynthese zu beruhen [Gevers et al., unveroff.].

Viele Stadien der Entwicklung oder Differenzierung verschiedener Organis-
men sind nicht gleich sengitiv fir erhdhte Temperaturen. Oft korreliert die durch einen
HS hervorgerufene Schadigung in bestimmten Phasen, neben der Héhe und der Dauer
der applizierten Temperatur, auch mit einer Unfahigkeit Stref3proteine zu synthetisie-
ren. Moglicherweise wird durch eine erhdhte Expression und Anreicherung von
Stref3proteinen vor Phasen in denen keine Stref3proteine synthetisiert werden kénnen,
eine gewisse Strefyproteinmenge fur diese Phasen sichergestellt, um einem eventuellem
Stref3 auch wéahrend dieser Phasen entgegenwirken zu kdnnen [Winter & Sinibaldi,
1991]. Einige Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse werden auch durch einen
HS stimuliert.

Bel verschiedenen Pilzen ist eine unterschiedlich starke Regulation von
Stref3proteinen wahrend der Entwicklung beschrieben worden. Belm Oomyceten
Achyla ambisexualis wird durch Steroid-Hormone, neben der Differenzierung (lateral,
verzweigtes Hyphenwachstum und Gametangienausbildung), auch eine verstarkte
Synthese von HSP85 und HSP70 stimuliert. Wahrend fur HSP85 eine direkte
Funktion in der Steroid-Hormon regulierten Genexpression bekannt ist [Bohen &
Y amamoto, 1994], spielt HSP70 mdglicherweise eine wichtige Rolle bei der wéhrend
der Differenzierung veranderten  Proteinsekretion oder dem lateraen
Hyphenwachstum [Brunt et al., 1990; Silver et al., 1993]. Bei Dictyostelium
discoideum und Saccharomyces cerevisiae ist der Ubergang von vegetativem
Wachstum zu Differenzierung (Sporulation) mit einer erhdhten Transkription von HS-
MRNA verbunden [Kurtz & Lindquist, 1984]. Eine erhthte HSP70-Expression ist
auch wahrend der Sporulation von Blatocladiella emersonii beschrieben worden
[Bonato et al., 1987; Marucci et al., 1995]. Uber die konstitutive Expression von
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Strefjproteinen wahrend der Entwicklung und Differenzierung von N. crassa

existieren nur wenige Berichte (siehe Einleitung).

Eine stark unterschiedliche Regulation der Stref3proteine wahrend der Ent-
wicklung wurde auch bei Tieren und Pflanzen beschrieben [Hightower & Nover,
1991; Heikkila, 1993; Winter & Sinibaldi, 1991]. In keimenden Mais- und
Tradescantia-Pollen kénnen keine Stref3proteine nach einem HS synthetisiert werden
[Cooper et al., 1984; Frova et al., 1989]. Xiao und Mascarenhas (1985) zeigten, dal3
Stref3proteine in Tradescantia-Pollen moglicherweise fur den Gebrauch wahrend der

Keimung gespeichert werden.

Das Haupt-HSP70 von N. crassa wird wahrend der asexuellen Entwicklung
und Differenzierung unterschiedlich stark exprimiert. Héchste Mengen an HSP70
wurden in dteren Lufthyphen wahrend der spdten Konidiationsphase und in schlafen-
den Konidien gefunden. Wéhrend der Konidienkeimung nimmt die HSP70-Menge
leicht ab und steigt wahrend des exponentiellen Wachstums wieder an. Beim Wachs-
tum zur stationdren Phase nimmt der HSP70-Gehalt insgesamt leicht ab, wéahrend die
HSP70-Menge im Zellkern leicht zunimmt. In all diesen Phasen, mit Ausnahme des
Wachstums zur stationéren Phase, ist die HSP70-Menge invers mit dem cAMP-Gehalt
[Kallies, 1995] in diesen Entwicklungsstadien korreliert.

Bisher konnte den entwicklungsspezifisch exprimierten Stref3proteinen keine
spezielle Funktion zugeordnet werden. Auch die Regulation der HS-Gene wahrend
der Entwicklung und Differenzierung ist noch weitgehend unbekannt (siehe Einlei-
tung). Die Audldsung von Entwicklungs- oder Differenzierungsprogrammen ist immer
mit starken Veranderungen der Proteinsynthese verbunden - moglicherweise ist auch
hier die Kerntrandokation von regulativen Faktoren durch HSP70 essentiell. Des
weiteren ist die Morphogenese bei Pilzen stark abhénging vom vesikuldrem Transport
neuen Zellwandmaterials [Bartnicki-Garcia et al., 1989]. Faktoren die diesen Trans-
port beeinflussen haben aso auch einen Effekt auf die Gestaltbildung der Zelle. Als
ATPase zur Clathrin-Abspaltung von "coated'-Vesikeln ist HSP70 schon seit lan-
gerem bekannt [Schlossman et al., 1984; Chappel et al., 1987]. HSP70 kann also
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direkt in den vesikuléaren Transport eingreifen. Innerhalb der Hefe-HSP70-Familie

haben SSA1 und 2 die grofdte Clathrin-Abspaltungs-Aktivitét [Gao et al., 1991].

Die Sporulation bei der Hefe und die Konidiation bei N. crassa werden durch
verschiedene unginstige Umweltbedingungen ausgelost. Eine erhthte Menge an
Stref3proteinen in Konidien, die as Uberdauerungsstadien widrigen Bedingungen
standhalten miissen, erscheint sinnvoll, da sie eine Resistenz gegen viele sonst letale
Einflisse vermitteln konnen. In trockenen Sonnenblumen-Samen wird die mRNA
verschiedener kleiner HSP und auch die HSP selbst gespeichert, ihre erhdhten Men-
gen nehmen wahrend der Keimung ab [Almoguera & Jordano, 1992; Coca et al.,
1994]. Bei der frihen Entwicklung des Weizens nimmt die mRNA-Menge verschie-
dener Stref¥proteine (u. a. HSP70) zu, wahrend die Menge der entsprechenden
Proteine abnimmt (HSP26 und 70) [Kruse et al., 1993]. Eine Abnahme der Menge
bestimmter Mitglieder der HSP70-Familie bei gleichzeitiger Zunahme anderer HSP70-
Vertreter wurde auch wahrend der Samenkeimung von Bohnen beschrieben und
scheint auf einer spezifischen Degradation zu beruhen [Wang & Lin, 1993]. In
trockenen Kresse-Samen ist ein 32 kDa-Abbauprodukt von HSP70 stark angereichert.
Dieses Abbauprodukt ist identisch mit der C-terminalen Substrat-bindenden Doméne
von HSP70 und wird wahrend der Keimung schnell weiterabgebaut. Der Keimungs-
inhibitor Coumarin verhindert die Proteolyse des 32 kDa grof3en HSP70-Fragmentes.
Moglicherweise ist das 32 kDa-Peptid ein nattirlicher Keimungsinhibitor und muf3 fur
eine erfolgreiche Keimung abgebaut werden. In den trockenen Samen konnte das 32
kDa-Peptid eine stabilisierende Funktion fir andere gespeicherte Proteine haben. Dem
32 kDaPeptid fehlt die zur Auflésung von HSP70-Substratprotein-Komplexen
wichtige ATP-bindende Doméne, so dal3 das Substratprotein wahrend der Keimung
dann moglicherweise nur durch den proteolytischen Abbau des 32 kDa-Peptides
entlassen werden kann [Oster et al., 1992]. Eine vor einem HS schiitzende Funktion
der C-terminalen-Domé&ne von HSP70 ohne funktionelle N-terminale-Doméne wurde
auch von Li et al. (1992) berichtet.

Auch die Abnahme der im Western Blot bestimmten relativen HSP70-Menge

wahrend der Konidienkeimung konnte neben einer verringerten Synthese auch auf
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einer verstarkten Degradation beruhen. Daher sind Untersuchungen zur Tranglation
wahrend der Konidienkeimung sowie eine Analyse der HSP70-mRNA-Menge beson-
ders interessant. Thomas Hafker und Gabi Steier aus unserer Arbeitsgruppe zeigten
eine geringe Trandation der MRNA eines 70 kDa grof3en Proteins sowie eine geringe
Menge einer HSP70-mRNA in schlafenden Konidien und eine Zunahme wahrend der
ersten zwel Stunden der Konidienkeimung. Vermutlich handelt es sich bei der mRNA
um die eines nur HS-induzierbaren HSP70-Familienmitgliedes. Wéahrend der Konidia-
tion der Lufthyphen nimmt die mRNA dieses Proteins in ghnlicher Weise zu wie die
Menge des Haupt-HSP70. Plesofsky-Vig & Brambl (1985a & b) fanden in schlafen-
den Konidien von N. crassa gespeicherte mRNA der 70, 90 und 100 kDa grof3en
HSP. Carl Scholle, ein Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe, konnte durch zweidimen-
sionale Gelelektrophorese und Northern Blot Analysen eine differentielle Expression
einiger HSP wahrend verschiedener Phasen der asexuellen Entwicklung von N. crassa
zeigen. In Konidien fand er eine hohe konstitutive Expression von Stref3proteinen im
80 und 70 kDa-Bereich. Die verschiedenen Mitglieder der HSP70-Familie, so z.B. das
Haupt-HSP70 von N. crassa und das nur HS-induzierbare HSP70, scheinen wahrend
der verschiedenen Entwicklungsstadien unterschiedlich reguliert zu sein. Mogli-
cherweise unterliegen sie aber auch einer unterschiedlichen spezifischen Degradation,
wie sie fur verschiedene HSP70-Vertreter bei der Bohnensamenkeimung beschrieben
wurde [Wang & Lin, 1993].

4.4 Zur Rolle von cAMP be der Expression und
Trangokation von HSP70

Die Synthese von Stref3proteinen in Stref3situationen wird hauptsachlich von
einem spezifischen Hitzeschock-Transkriptionsfaktor (HSF1) kontrolliert. In
multizelluléren Eukaryoten wird der HSF in Folge von Stref3 aktiviert und bindet an
regul atorische Hitzeschockelemente (HSE) im Promotor der HS-Gene [Morimoto et
al., 1994]. Diese Bindung des HSF an HSE ist notwendig, allerdings alein nicht

ausreichend, zur Transaktivierung der HS-Gene. Unter verschiedenen Bedingungen ist
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die Bindung des menschlichen HSF an HSE von der Transaktivierung der HS-Gene

entkoppelt [Bruce et al., 1993; Abravaya et al., 1991; Hensold et al., 1990; Jurivich

et al., 1992]. Bei den Hefen Saccharomyces cerevisiae und Kluyveromyces lactis ist
der HSF sowohl vor as auch nach einem HS an HSE gebunden [Sorger et al., 1987;
Jakobsen & Pelham, 1988]. Zur Transaktivierung muf3 es hier aso ebenfalls einen
sekundéren Schritt geben. Bel S, cerevisiae wird der HSF stref3abhangig phosphory-
liert [Sorger & Pelham, 1988]. Ob diese Phosphorylierung allerdings zur Aktivierung
ausreicht oder eventuell auch zur Desaktivierung des HSF [Hgj & Jakobsen, 1994]
beitrégt ist noch unklar. Eine zur Transaktivierung wichtige Doméne des HSF bei S.
cerevisiae und K. lactisist unter konstitutiven Bedingungen durch eine interne Region
des HSF maskiert [Bonner et al., 1992; Jakobsen & Pelham, 1991; Nieto-Sotelo et
al., 1990; Sorger, 1990], und die transkriptionale Aktivitdt bei S cerevisiae wird
direkt oder indirekt durch HSP70 (SSA1/2) unterdriickt [Boorstein & Craig, 1990b].
Der HSF von Metazoen scheint ebenfalls negativ reguliert zu sein [Clos et al., 1990].
Versuche, bel denen der menschliche HSF1 in heterologen Zellen exprimiert wurde,
resultierten in einer Aktivierung des HSF bei wesentlich niedrigeren Temperaturen als
fur menschliche Zellen Ublich [Clos et al., 1993]. Ein Temperatur-sensitiver Faktor in
eukaryotischen Zellen konnte eine inaktive Form des HSF stabilisieren. In vitro
konnte eine Assoziation zwischen HSF und HSP70 gezeigt werden [Abravaya et al.,
1992; Baler et al., 1992; Mosser et al., 1993; Schlesinger & Ryan, 1993] und fuhrte
zu einem weit verbreitetem Model der HSF-Regulation durch HSP70 [Morimoto,
1993]. In vivo ist eine Funktion von HSP70 bisher nur fir die Desaktivierung des
HSF der Hefe beschrieben. Zur Hemmung der HSF-Aktivierung scheint eine
Assoziation von HSP70 oder anderer Stref3proteine mit dem HSF nicht auszureichen
[Rabindran et al., 1994]. In vitro wurde kurzlich von zwe unabhéngigen
Arbeitsgruppen eine Konvertierung des isolierten, inaktiven HSF1 zur DNA-
bindenden, trimeren Form direkt durch einen HS gezeigt [Larson et al., 1995;
Goodson & Sarge, 1995]. Der HSF1 besitzt damit alle Eigenschaften eines
"molekularen Thermometers' ohne negative oder positive Regulation durch weitere
Proteine [Goodson & Sarge, 1995]. Zur Transaktivierung und der Modulation des

DNA-gebundenen HSF1 werden méglicherweise noch weitere Faktoren bendtigt. Die
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durch den HSF vermittelte Gentranskription bei der Hefe zeigt eine unterschiedliche
Charakteristik die von der Art des Stimulus abhangt und mdglicherweise durch
unterschiedliche Aktivierungsdoméanen des HSF vermittelt wird [Sorger, 1990]. So
wird die HSF-regulierte Expression des Metallothionein-Gens bei der Hefe durch
Hunger und HS mit unterschiedlicher Kinetik aktiviert [Tamai et al., 1994]. Bei
hoheren Eukaryoten ist die HSF-HSE-Bindung unter konstitutiven Bedingungen nur
sehr gering. Kingston und Mitarbeiter berichten eine basade Transkription des
menschlichen HSP70 vermittelt durch Faktoren die mit TATA-, CCAAT- und SP1-
"Boxen" interagieren [Greene et al., 1987]. Die DNA-Bindung des SP1 scheint durch
Redox-V erénderungen regulierbar zu sein [Ammendola et al., 1994]. Unter konstitu-
tiven Bedingungen bindet ein Faktor (CHBF) an eine Tellsequenz innerhalb des HSE.
Unter Streffbedingungen dissoziiert dieser Faktor dosisabhangig vom HSE und
reassoziiert wieder mit dem HSE nach einem Stref3. Die Dissoziation/Reassoziation
des CHBF vom/ans HSE korrdliert unter allen bisher untersuchten Bedingungen mit
der Induktion/Ruckregulation von Stref3proteinen [Liu et al., 1993, 1994 und 1994b].
Die molekulare Basis der strefdinduzierten Regulation der CHBF-DNA-Bindung ist

noch unbekannt.

Ein HS fihrt neben der Induktion von Stref3proteinen und einer Reihe ande-
rer Veranderungen kurzfristig auch zu einem Anstieg der intrazelluléren cAMP-
Konzentration [Kiang et al., 1991]. Bei langer andauerndem HS und spéter wahrend
der Erholung nimmt der cAMP-Gehalt wieder ab und sinkt sogar unter den Kontroll-
wert [Kallies, 1995]. Eine mogliche Regulation der Expression und Translokation von
Stref3proteinen durch die Verdnderungen des cAMP-Gehaltes, bzw. durch cPKA
regulierte Phosphorylierungen, nach eéinem HS werden schon seit l&ngerem diskutiert
[Piper, 1993; Mager & Ferreira, 1993]. HSP70 ist eines der ersten in der Zygote von
Méausen gebildeten Proteine und wird vermutlich zur anfénglichen Trans
kriptionsaktivierug ben¢tigt [Mangjwala et al., 1991]. Die Synthese der HSP70-
MRNA in der Zygote wird durch Inhibitoren der cPKA inhibiert [Mangwala et al.,
1991]. Ahnlich ist auch das menschliche HSP70 durch cAMP bzw. cPKA regulierbar
[Choi et al., 1991]. Bei der Hefe scheint eine Abnahme des intrazelluldren cAMP-
Gehdtes (Abnahme cPKA-abhdngiger Phosphorylierungen) die Synthese einiger
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Stref3proteine zu stimulieren [Idia & Yahara, 1984; Shin et al., 1987]. Als Folge der

Abnahme von cAMP in der stationdren Phase zeigen eine Reihe von Stref3proteinen
eine erhdhte Expression [Brazzell & Ingoila, 1984; Tuite et al., 1990; Praekelt &
Meacock, 1990; Finley et al., 1987; Tanaka et al., 1987]. cCAMP-defekte Mutanten

der Hefe haben eine erhthte Thermotoleranz und erhdhte Mengen verschiedener

Stref3proteine. Den umgekehrten Phénotyp zeigen Mutanten mit sténdig aktiver cPKA
[lidia& Yahara 1984; Shin et al., 1987; Cruz et al., 1988]. Die konstitutive Thermo-
toleranz der cCAMP-defekten Mutanten sowie eine erworbene Thermotoleranz des wt
wird durch externes cCAMP blockiert [Shin et al., 1987; Cruz et al., 1988]. Erhohte
cAMP-Mengen scheinen die konstitutive Expression von HSP70 negativ zu beein-
flussen [Engelberg et al., 1994]. Im Gegensatz dazu scheint CAMP die HS-induzierte
Expression von HSP70 in menschlichen Monozyten (Makrophagen) und epidermalen
Karzinomzellen zu verstdrken [Pizurki & Polla, 1994; Kiang et al., 1994]. Diese
verschiedenen Effekte von CAMP auf die Expression von HSP70 unter konstitutiven
und HS-Bedingungen sowie wahrend der Entwicklung deuten eine unterschiedliche

Regulation an.

Bel N. crassa induziert Hitzeschock eine Temperatur-abhdngige Synthese
des Haupt-HSP70. 37° C ist die niedrigste Temperatur bei der eine erhthte HSP70-
Menge im Western Blot detektierbar ist. Bel 45° C ist die maximale Expression von
HSP70 erreicht. Bel noch htheren Temperaturen ist die HSP70-Menge vermutlich
aufgrund letaler Zellschéden wieder reduziert. Neben der Hohe der Temperatur ist die
Expression von HSP70 auch abhéngig von der Dauer des HS. Nach etwa 1 - 2 h
kontinuierlichem HS ist ein Maximum erreicht, und die HSP70-Menge nimmt langsam
wieder ab. Bei der Defektmutante der Adenylatzyklase von N. crassa (cr-1) nimmt die
HSP70-Menge relativ wenig zu, féllt dann nach etwa 2 h wieder ab, nimmt erneut
wieder zu und ist auch nach 24 h HS noch erhéht. Eine Behandlung mit 20 uM 8-
Brom-cAMP fuhrt beim wt, bdA und der cr-1-Mutante zu einem konstitutiv
reduzierten HSP70-Gehalt. Ein HS in Gegenwart von CAMP fihrt zu einem erhdhten
Anstieg der HSP70-Menge.

Ebenso komplex wie die verschiedenen durch cAMP hervorgerufenen Ver-
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anderungen der Expression von Strefjproteinen ist die Uber CAMP- bzw. cPKA-
abhéngige Phosphorylierung regulierte Aktivierung des nuklearen Transkriptions-
faktors CREB an Ser-133 [Armstrong et al., 1995]. Bei andauernder Stimulation
durch cAMP korreliert eine erste schnelle Genaktivierung ("burst phase’) nach 15 -
30 min mit der Kerntranslokation der cPKA und der Phosphorylierung des CREB. In
den nachfolgenden 4 - 6 h nimmt die cAMP-abhangige Transkription kontinuierlich ab
("transcriptional attenuation™). Diese Abnahme ist auf Dephosphorylierungen durch
die Protein-Phosphatasen 1 und 2 zurtickzuftihren deren Aktivitét vermutlich durch
cAMP-abhangige Inhibitoren reguliert wird. Anschliel?end wurde kirzlich eine auf
erneute  Stimulation mit cAMP nicht mehr reagierende Phase beschrieben
("transcriptiona silencing”). Sie beginnt 6 - 8 h nach der ersten Stimulation und
dauert etwa 3 -5 Tage an. Sie beruht auf einer Rickregulation der Expression der
katalytischen Untereinheit der cPKA auf trandationaler Ebene [Armstrong et al.,
1995]. Ein hitzestabiler Inhibitor (PKlss) der katalytischen Untereinheit der cPKA
zeigt eine unterschiedliche Expression und Anreicherung im Zellkern wéahrend des
Zellzyklus. Die geringste Expression und Uberwiegend cytoplasmatische Lokalisation
des PKlss wurde in hungernden Zellen in der G1-Phase beobachtet. Die stérkste
Expression und Akkumulation im Zellkern ist in der S-Phase gefunden worden [Wen
et al., 1995]. Interessanterweise wird HSP70 in diesen Phasen in dhnlicher Weise
exprimiert. Die Expression von HSP70 ist hier invers mit der Aktivitét der cPKA

korreliert.

Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse werden durch bestimmte Bo-
tenstoffe eingeleitet und reguliert. Bel Pilzen spielt der "second messenger” cAMP
eine wichtige Rolle. Bei vielen dimorphen Pilzen entscheidet der cAMP-Gehalt Uber
die Wachstumsmorphologie [Maresca et al., 1977; Medoff et al., 1981; Paris &
Garrison, 1983; Brunton & Gadd, 1989; Gold et al., 1994]. Ein Defekt im Adenylat-
zyklase-Gen von Ustilago maydis resultiert in filamentdsem Wachstum, und ein Hefe-
ahnliches Wachstum ("budding”) 1&% sich durch die externe Zugabe von cAMP
wieder herstellen [Gold et al., 1994]. Bel N. crassa zeigt die Defektmutante der
Adenylatzyklase (cr-1) ein Wachstum als kleine, kompakte Kolonien [Mishra, 1976],
eine veranderte Hyphenverzweigung [Pall & Robertson, 1986], sehr kurze Lufthyphen



4 Diskussion 107
[Lindegren, 1936] und eine konstitutive Thermotoleranz [Terenzi et al., 1974].

Waéhrend der Keimung von Sporen einiger Pilze ist ein Anstieg des intrazellularen
CAMP-Gehaltes beschrieben [Maresca et al., 1977; Medoff et al., 1981; Niimi et al.,
1980; Sabie & Gadd, 1992; Paris & Garrison, 1983]. Fir andere ist ein sinkender oder
be N. crassa ein nahezu gleichbleibender cCAMP-Gehalt beschrieben [Rosenberg &
Pall, 1978]. Rosenberg und Pall (1978) beschreiben fur die cr-1-Mutante von N.
crassa im Vergleich zum wt in Konidien und wéhrend der Keimung nahezu identische
CAMP-Gehalte und erniedrigte Werte nur flr vegetatives Myzelium. cAMP-Messun-
gen wéhrend der Keimung der bdA-Mutante von N. crassa von Andress Kallies aus
unserer Arbeitsgruppe zeigen einen Anstieg des cAMP-Gehdtes wahrend der
Konidienkeimung, einen sehr hohen cAMP-Gehalt in jungen Lufthyphen und eine
Abnahme wahrend der Konidiation von Lufthyphen.

In den von uns untersuchten Entwicklungsstadien bei N. crassa ist die
HSP70-Menge invers mit dem cAMP-Gehalt korreliert. Eine solche inverse Korrela-
tion von CAMP-Gehalt und HSP70-Menge ist fir SSA3 der Hefe und einige andere
Stref3proteine bereits bekannt [Boorstein & Craig; 1990; Engelberg et al., 1994,
Tanakaet al., 1988]. Boorstein und Craig (1990) fanden im SSA3-Promotor der Hefe
ein dem auf zyklisches 3, 5 Adenosinmonophosphat (CAMP)-reagierendes @hnliches
Element (CRE). Die CRE-abhéngige SSA3-Expression resultiert aus einer reduzierten
Aktivitdt der cAMP-abhangigen Proteinkinase (CPKA). Im Promotor des cytosoli-
schen Katalase T-Gens wurde ein cPKA reguliertes Element charakterisiert. Ohne ein
HSE-ahnliches Element ist dieses Element im Promotor ausreichend, um die Katalase
oder ein Reporter-Gen durch verschiedenartigen Stref3 zu induzieren [Marchler et al.,
1993].

Das Gen des mit dem von uns isoliertem HSP70 vermutlich identischen
Haupt-hitzeinduzierbaren-HSP70 von N. crassa besitzt im Promotor auf3er den HSE-
dhnlichen Sequenzen und einem auf Metall reagierendem Element auch solche
Bereiche die auf eine Bindung anderer bisher nicht identifizierter Faktoren hindeuten
[Kapoor et al., 1995]. Einige Elemente zeigen mit SP1 und CRE &hnliche Sequenzen.

Diese liegen zum Teil alerdings sehr weit distal im Promotor und lassen daher eine
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funktionelle Homologie zweifelhaft erscheinen.

Reduktion der konstitutiven HSP70-Expression

Erhéhung der HS-induzierbaren HSP70-Expression

Inverse Korrelation des cAMP-Gehaltes mit der konstitutiven HSP70-Menge in
ver schiedenen Phasen der asexuellen Entwicklung und Differenzierung

Einflu auf die HSP70-Expression in verschiedenen Phasen der asexuellen Ent-
wicklung und Differenzierung

Verstarkung des Anstiegs der HSP70-Menge im Zellkern nach einem HS

Sérkste Anreicherung von HSP70 und cPKA im Zellkern kurz nach den héchsten
CAMP Konzentrationen wahrend des circadianen Rhythmus [Kallies, unver 6ff.]
Reduktion der Gesamtproteinsynthese unter konstitutiven und HS-Bedingungen
Reduktion der [**S]-Methionin-Aufnahmein die Zelle

Tab. 4.1: Zusammenfassung der Effekte von cCAMP auf die Expression und Translo-
kation von HSP70 bei N. crassa.

In der Tabelle 4.1 sind die beobachteten Effekte von CAMP auf die Expres-
son und die Trandokation von HSP70 sowie auf die Gesamtproteinsynthese und
[**S]-Methionin-Aufnahme in Zellen von N. crassa zusammenfassend dargestellt. Die
Regulation der HSP70-Synthese scheint konstitutiv und wahrend der Entwicklung
sowie unter HS-Bedingungen unterschiedlich reguliert zu sein. Mdglicherweise sind
bisher noch nicht identifizierte Elemente im HSP70-Promotor direkt Uber cPKA
regulierte Faktoren ansprechbar. Eine Regulation tber cPKA-ahéngige Phosphorylie-
rung wére auch fir den HSF oder den CHBF denkbar.
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45 Trandokation von HSP70 wahrend des

circadianen Rhythmus

Waéhrend des circadianen Rhythmus bei N. crassa sind Temperaturverande-
rungen, neben Lichtpulsen, die stérksten Zeitgeber. Durch Temperatur- und Licht-
pulse, aber auch durch Pulse mit cCAMP kommt es zu Phasenverschiebungen der
circadianen Rhythmik. Gleichzeitig ist die Periodenlénge aber relativ unempfindlich
gegenlber erhohter Temperatur ("temperature compensation™). Das Protein PER
(period) aus Drosophila melanogaster, eine wichtige Komponente des molekularen
Uhr-Mechanismus, ist an der Fahigkeit der Temperaturkompensation des circadianen
Rhythmus beteiligt [Huang et al., 1995]. Die Anreicherung der cPKA im Zellkern und
der CAMP-Gehalt zeigen einen circadianen Rhythmus [Kallies, 1995; Rensing et al.,
1993]. Bel N. crassa wurde vor kurzem ein Protein (frequency, FRQ) Uber seine
MRNA identifiziert, welches fur die circadiane Rhythmik essentiell ist. FRQ zeigt eine
rhythmische Expression und reguliert seine eigene Synthese Uber einen negativen
Feedback-Mechanismus [Aronson et al., 1994]. FRQ erfullt viele Eigenschaften eines
Uhr-Proteins. Bisher konnte FRQ jedoch keine konkrete biochemische Funktion
zugeordnet werden. FRQ besitzt eine NL S, mehrere PEST-Sequenzen und eine stark
saure Region [Merrow & Dunlap, 1994]. Mehrere PEST-Sequenzen korrdieren mit
einem hohem Proteinturnover [Rechsteiner, 1990]. Die NLS weist auf eine wichtige
Funktion im Zellkern hin. PER aus Drosophila melanogaster akkumuliert ebenfallsim
Zdlkern [Liu et al., 1992b]. Méglicherweise erfillen diese Proteine im Zellkern
regulatorische Aufgaben (Expression von "clock controlled genes'). Viele regulatori-
sche Proteine besitzen stark saure Regionen [Ptashne, 1988], wie sie auch bei FRQ

charakterisiert wurde.

HSP70 ist unter konstitutiven sowie HS-Bedingungen ein essentieller Faktor
des Transportes anderer Proteine in den Zellkern [Feldherr, 1992; Shi & Thomas,
1992; Imamoto et al., 1992; Osborne & Silver, 1993; Pratt, 1993; Yang & DeFranco,
1994; Okuno et al., 1993]. Einige der in den Zellkern transportierten Proteine kénn-
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ten am Prozef3 der Transkription beteiligt sein. Die Injektion von Anti-HSP70-Ak in
das Cytoplasma von Oocyten fuihrt zur Hemmung der Transkription von "lampbrush”-
Chromosomen in diesen Zellen. Die Transkription im Nucleoli ist unbeeinfluf3. Eine
Injektion derselben Ak direkt in den Zellkern hatte keinen Effekt auf die Transkription
[Moreau et al., 1994].

Moglicherweise ist HSP70 auch an der Regulation des Transportes der Uhr-
Proteine in den Zellkern beteiligt. Die Untersuchungen zur Lokalisation von HSP70
wahrend des circadianen Rhythmus zeigen eine rhythmische Akkumulation im Zell-
kern mit einer Periodenldnge von etwa 12 h und maximaer Amplitude bei ct 18 und
ct 6. Diese Akkumulation ist haupsachlich auf eine Trandokation aus dem Cytoplasma
zuriickzufhren und resultiert nur geringfligig aus einer periodisch insgesamt erhohten
HSP70-Expression. Die Hauptrhythmik von cAMP hat ebenfalls eine Periodenlange
von etwa 12 h, wobei die Maxima bei ct 14 und ct 2 zu beobachten sind. Ahnlich,
aber zeitlich etwas verzogert, ist auch die starkste Anreicherung der cPKA im Zell-
kern zu beobachten. CAMP-regulierte Prozesse sind an der Expression von HSP70
beteiligt. Die Kerntranslokation von HSP70 ist nach einem HS in Gegenwart von
CAMP verstarkt. Andererseits findet man aber wéahrend des Wachstums zur station&
ren Phase - bel dem cAMP vermutlich reduziert wird - ebenfalls eine Anreicherung
von HSP70 im Zellkern. Der dem Einflu? von CAMP auf die Kerntrand okation von
HSP70 zugrunde liegende Mechanismus ist noch unklar. Bel vielen induzierten
L okalisationsdnderungen spielen Phosphorylierungen neben anderen posttrandationa
len Modifikationen eine wichtige Rolle. Uber cAMP- und cPKA-gesteuerte
Phosphorylierungen ist alerdings nur wenig bekannt. Die Lokalisation spezifischer
MRNA wahrend der Oogenese von Drosophila scheint durch cPKA regulierte Pro-
zesse gesteuert zu werden [Lasko, 1995]. Versuche in denen cAMP bel N. crassa nur
kurzfristig appliziert und der Einflul auf die Lokalisation von HSP70 untersucht

werden soll, stehen noch aus.
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