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1 Einleitung

Proteine spielen in allen zelluldren Abldufen eine wichtige Rolle. Sie geben einer Zelle beispielsweise
Struktur, sind an der DNA-Replikation beteiligt und sind auBlerdem sowohl im Schutz, Abbau und
Aufbau anderer Makromolekiile und niedermolekularer Substanzen involviert. Ahnlich wie DNA und
RNA sind Proteine aus einzelnen Bausteinen aufgebaut. Wéahrend Nukleinsduren Information durch eine
Abfolge der Basen Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin und im Fall von RNA zusétzlich Uracil speichern,
sind Proteine aus insgesamt 20 verschiedenen Aminosduren aufgebaut. Diese sind chemisch stark
unterschiedlich und lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen. Zu den Gruppen gehdren
Aminosduren mit sauren (Glutaminsdure, Asparaginsdure), basischen (Lysin, Arginin, Histidin),
unpolaren (Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Tryptophan, Prolin) und
polaren Seitenketten (Serin, Threonin, Cystein, Tyrosin, Asparagin, Glutamin). Durch Verkniipfen der
Carboxylgruppe (COOH) mit der Amin-Gruppe (NH>) der nichsten Aminosiure unter Abspaltung von
Wasser konnen Polypeptidketten unterschiedlicher Linge entstehen, die je nach Zusammensetzung
unterschiedliche Figenschaften besitzen und verschiedene dreidimensionale Strukturen annehmen
konnen. Dabei ist nicht nur die Abfolge der Aminosduren im Polypeptid entscheidend fiir die
biophysikalischen Eigenschaften, sondern ebenfalls der Anteil und lokale Anhdufung einzelner
Aminosduren oder Aminosdureklassen. So kann ein hoher Anteil an unpolaren Aminosduren eine
Membranlokalisation bedeuten und Bereiche mit hohem Anteil an basischen Aminosauren eine Bindung
an negativ geladene Makromolekiile, wie Nukleinsduren und sulfatisierte Glykosaminoglykane
bedeuten. Ebenfalls diktiert die Zusammensetzung der Polypeptidkette die Stabilitdt des daraus
resultierenden gefalteten Proteins. Die Proteinbiosynthese wird durch das Ribosom, ein mehrere
Megadalton grofler Ribonukleoproteinkomplex, durchgefiihrt. Dabei beginnt jede neu synthetisierte
Polypeptidkette mit einem Methionin, welches durch das Start-Codon AUG auf der mRNA kodiert
vorliegt. Dieses Methionin wiederum ist hdufig Ziel erster co- und posttranslationaler Modifizierungen.
So kann dieses abgespalten werden oder durch Modifikationen wie Acetylierungen verdndert werden.
Weitere Modifizierungen, die an der neu synthetisierten Polypeptidkette auftreten kdnnen, umfassen
Phosphorylierungen, Glykosylierungen, Nitrosylierungen und viele weitere. Je nachdem welche
Modifikation auftritt ergeben sich teils neue Eigenschaften des neu synthetisierten Proteins. So konnen
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen von Proteinen die Aktivitit eines Proteins an-
beziehungsweise abschalten. Ebenso konnen Acetylierungen das Protein fiir den Abbau markieren oder
es davor beschiitzen. Somit konnen neben der Abfolge der Aminosduren zusétzlich durch deren

Modifikation eine Vielzahl an Funktionen erfiillt werden.
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1.1 Proteinstrukturen und Funktionen

Die unterschiedlichen Funktionen und Interaktionen mit anderen Makromolekiilen sind hdufig auch auf
konservierte dreidimensionale Faltungen dieser Polypeptidketten zuriickzufiihren. Die Abfolge der
Aminosduren innerhalb des Polypeptids wird fdlschlicherweise als Primérstruktur bezeichnet. Diese
Nomenklatur ist dahingehend ungenau, als dass die Aminoséduresequenz per se keine Struktur besitzt.
Eine erste strukturelle Einteilung kann {iber die Sekundirstruktur erfolgen. Hierzu gehéren a-Helices,
p-Faltblatter und zufdllig verteilte Strukturen (Random). Sie werden durch Interaktionen des
Peptidriickgrates gebildet, wobei die funktionellen Seitengruppen nicht involviert sind. Die
unterschiedlichen Sekundirelemente werden durch zumeist kurze unstrukturierte Bereiche miteinander
verbunden. Zu diesen gehoren Loops und Turns, die iiber einen ldngeren, beziehungsweise kurzen
Bereich zwischen den strukturbildenden Sekundirelementen vorliegen und maBgeblich auch die

Flexibilitit eines Proteins bestimmen.

MGACTGHKLMPRSTFEDGLQ... TP
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Primarstruktur Sekundarstruktur Tertiarstruktur Quartarstruktur

Abbildung 1. Aufbau von komplexen dreidimensionalen Proteinstrukturen.

Das Vorkommen bestimmter Aminoséuren kann die Ausbildung einzelner Strukturen entlang des
Polypeptids verhindern oder induzieren. So ist Prolin aufgrund seiner Ringstruktur bekannt als
Helixbrecher zu fungieren, so dass diese Aminosdure seltener in helikalen Bereichen, als vielmehr in
Turns und Loops wiederzufinden ist. Grofle aromatische Aminoséduren hingegen bilden vorzugsweise [3-
Faltblatter aus, da hierdurch die raumfordernden Seitenketten besser ausgerichtet sind als in Helices (1,
2). B-Faltblatter konnen in zwei verschiedenen Formen vorkommen. Als antiparallele Faltblatter verlauft
der N-Terminus des einen B-Stranges in die entgegengesetzte Richtung vom N-Terminus des zweiten
Stranges. Parallele Faltblitter bedeuten dementsprechend, dass die N-Termini beider Strange in gleicher
Richtung liegen.

Die Kombination aller Sekundarstrukturen innerhalb einer einzelnen Polypeptidkette mit
einhergehender Interaktion einzelner Sekundéarelemente fiihrt zur Bildung rdumlicher Konformationen,
die als Tertidrstruktur bezeichnet werden (Abbildung 1). Die rdumliche Konformation des Polypeptids
bestimmt in vielen Féllen bereits die Aktivitdt des mittlerweile gefalteten monomeren Proteins. Ebenso
kann die eigentliche Aufgabe des Proteins durch Bildung grofler Aggregate induziert werden. Dabei
konnen Homo- oder Heteromere unterschiedlicher GroB3e entstehen. Die Kombination mehrerer Proteine
in einem hochmolekularen Komplex wird als Quartérstruktur bezeichnet. Cystein ist diesbeziiglich in

der Lage sowohl die Tertiér- als auch Quartérstruktur von Proteinen zu beeinflussen.
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Durch Ausbildungen einer kovalenten Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen konnen
Konformationen und Protein:Protein-Interaktionen stabilisiert werden. Proteine lassen sich nach
unterschiedlichen Aspekten klassifizieren. So ist eine Einteilung nach Art der zusétzlichen
Modifizierung der Proteine moglich und erlaubt die Gruppierung beispielsweise in einfache,
unmodifizierte Proteine, Phosphoproteine, Glykoproteine und Chromoproteine. Letztere besitzen keine
kovalente Modifizierung wie Phosphat, sondern enthalten vielmehr prosthetische Gruppen wie das Him
im Hamoglobinprotein. Dariliber hinaus kdnnen Proteine nach ihrer Form (fibrilldr, globuldr) und nach
ihren biologischen Funktionen eingeteilt werden. Dabei lassen sich Proteine in Enzyme (Katalysatoren
chemischer Reaktionen, wie Auf- und Abbau von Substanzen), Transportproteine (Transport von Ionen
und anderer Makromolekiile), Strukturproteine (Erhalt der zelluldaren Form), Pumpen und
Speicherproteine, in Hormone und Proteine, die schiitzend wirken, und nach vielen weiteren Funktionen
einteilen. Eine zusétzliche Moglichkeit ist die Klassifizierung nach der Faltung. Proteine liegen nur zum
Teil in gut gefalteten Domédnen und Formen vor. Ein Grofteil aller Proteine besitzt ungeordnete
Bereiche zwischen einzelnen gefalteten Doménen, wiederum andere besitzen keinerlei Faltung und

werden als intrinsisch ungeordnete Proteine (IDPs) bezeichnet.

1.2 Gefaltete und intrinsisch ungeordnete Proteine

Ein wesentlicher Anteil an Proteinen liegt gefaltet vor oder besitzt kompakt gefaltete Doménen mit
verbindenden ungeordneten Bereichen. Dabei konnen mehrere Varianten unterschieden werden. Neben
rein aus o-Helices oder aus p-Faltblittern bestechenden Proteinen, wie die Homdéodoméne,
beziehungsweise SH3-Doméne, existieren Mischformen bestehend aus a-Helices und g-Faltblittern.
Dabei werden Faltungen der Form o + f und o/f unterschieden (3). Erstere liegt vor, wenn beide
Strukturelemente unabhéngig voneinander entlang des Polypeptids vorliegen, wie am Beispiel der
Ribonuklease A. Die o/f Form liegt vor, wenn beide Elemente alterierend in der Sequenz vorkommen,

wie es bei Leucine-rich Repeat Proteinen haufig vorkommt. Je nach Abfolge der Strukturelemente

koénnen unterschiedliche
Motive gebildet werden.
Unter den am haufigsten
vorkommenden Motiven

in gefa]teten Proteinen Greek Key Helix-Turn-Helix Psi-Loop B-Maander

gehdren unter anderem Abbildung 2. Hiufig vorkommende Motive bestehend aus S-Faltblittern (Pfeil)
das Helix-Turn-Helix und a-Helices (Zylinder).

Motiv, das Greek Key Motiv, das -a-f Motiv, das f-Méandermotiv und das Psi-Loop Motiv (Abbildung
2). Das Greek Key Motiv, bestehend aus vier antiparallelen f-Faltbléttern, und das f-Méander Motiv
sind strukturell dhnlich und sind héufig in rdumlichen Formen wie f-Barrels oder f-Propellern zu

finden. Ein klassisches Protein dieser Form ist das Green fluorescent Protein (GFP) mit einer
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fassdhnlichen Struktur in deren geschiitztem Zentrum die Fluoreszenz ermoglicht wird (4). Im
Gegensatz dazu, besteht das f-a-ff Motiv, welches ebenfalls eine fassdhnliche Struktur ausbilden kann
aus zwei antiparallelen Faltblattern, die durch eine a-Helix unterbrochen werden und dadurch eine
Kriimmung und Anordnung in Fassform ermdglicht. Eine besondere Form bildet der Psi-Loop. Dieser
besteht aus zwei antiparallelen f-Faltblattern, die zusétzlich einen weiteren [-Strang
dazwischengeschoben besitzen und dadurch ein Paar parallele und antiparallele S-Faltblétter entstehen.
Ein aus hauptséchlich a-Helices gebildetes Motiv ist das Helix-Turn-Helix oder Helix-loop-Helix Motiv.
Hierbei sind zwei aufeinanderfolgende Helices durch einen kurzen Turn oder eine groBere ungeordnete
Loop-Region miteinander verbunden. Dieses Motiv kann insbesondere in DNA-bindenden Proteinen
wiedergefunden werden, da es cine selektive Bindung einer der Helices in die gro3e Furche der DNA
erlaubt (5, 6).

Allen Strukturen gemein ist die Ausbildung dreidimensionaler Strukturen, die einerseits abgeschlossene
Reaktionsraume fiir eine Vielzahl an enzymatischen Reaktionen bereitstellen. Andererseits ermoglichen
sie eine Insertion in Membranen der Zelle. Nahezu alle Membran-durchspannenden Proteine bestehen
aus reinen a-helikalen oder f-Faltblattstrukturen, die entweder die Membran mehrfach durchspannen,
und so eine Lokalisation unterschiedlicher Dominen desselben Proteins in unterschiedlichen
Kompartimenten ermoglichen, oder aber Poren bilden um einen Stoffaustausch zu ermdglichen (7).
Nahezu sdmtliche enzymatische Aktivitit und Struktur wird {iber Proteine mit gefalteten Doménen
vermittelt. Zu den gefalteten Proteingruppen zéhlt die Gruppe der katalytisch aktiven Proteine
(Proteasen, Kinasen, Ligasen und weitere), die Gruppe der Transportproteine (Zuckertransport,
Elektronentransport),  Proteine, beteiligt an der Biosynthese verschiedener  Stoffe
(Aminosdurenbiosynthese,  Lipidsynthese = und  weitere) sowie dem  Metabolismus
(Karbohydratmetabolismus) und Transmembranproteine (Porine).

Intrinsisch ungeordnete Proteine und Proteine mit intrinsisch ungeordneten Regionen (IDR) hingegen
spielen bei einer Vielzahl weiterer Prozesse eine wichtige Rolle. Sie sind wichtige Bestandteile in der
Regulation von Signalwegen, Transkription, Translation und im Zellzyklus (8). Eine enzymatische
Aktivitat ist fiir IDPs bislang nicht bekannt. Die Beteiligung an diesen Wegen beruht hauptsédchlich auf
der Bindung von Nukleinsduren, Proteinen, lonen und Membranen. Etwa ein Drittel aller eukaryotischen
Proteine gelten als intrinsisch ungeordnet, bezichungsweise besitzen groBere ungeordnete Regionen.
Weiterhin besitzen mehr als die Halfte aller Proteine langere ungeordnete Regionen, wobei 70 % aller
in der Signaltransduktion beteiligten Proteine eben diese Regionen besitzen (8—10). Im Vergleich zu
Prokaryoten und Archaeen ist der Anteil an IDPs in Eukaryoten signifikant hoher. So sind lange
ungeordnete Bereiche mit einer Ldnge von mehr als 30 Aminoséuren ebenfalls zu knapp ein Drittel in
Eukaryoten vertreten, wihrend der Anteil bei den Archaeen mit nur 2 %, beziechungsweise 4 % bei den
Prokaryoten duBerst gering ausfdllt (8, 11). Erste Genom-weite Analysen an Arabidopsis thaliana
zeigten zudem, dass im Vergleich zum humanen Proteom der Anteil an IDPs am Gesamtproteom

vergleichsweise kleiner ist. Interessanterweise konnte im Vergleich zu den humanen IDPs eine
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Anreicherung von Arabidopsis IDPs mit biologischen Funktionen in der Proteinfaltung, dem
Stickstoffzyklus, dem Flavonoidmetabolismus, dem Eisentransport, dem Glycerolethermetabolismus
und bei der Erkennung externer Stimuli festgestellt werden (10). Dabei ist die Anhdufung von Proteinen,
die in der Proteinfaltung und Stimulierkennung involviert sind, wenig liberraschend. Pflanzen als sessile
Organismen sind Umwelteinfliissen in hoherem Malle ausgesetzt als nicht sessile Organismen wie
tierische Eukaryoten. Sowohl biotische als auch abiotische Einfliisse erfordern eine bessere Ausstattung
an Schutz- und Reparaturmechanismen, sowie Mdglichkeiten den externen Stress zu detektieren.

Allen IDPs gemein ist der hohe Anteil an hydrophilen und geladenen Aminosduren und das Fehlen
aromatischer Aminosduren. Zusatzlich besteht ein sehr geringer Grad an Sequenzkomplexitit, was
bedeutet, dass nur einige Aminosduren iiberproportional hiufig in der Sequenz vorkommen. Hierzu
gehoren Unordnung fordernde Aminosiuren wie Ala, Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys und Pro. Aufgrund
dieser Eigenschaften sind IDPs nicht in der Lage spontan dreidimensionale Faltungen anzunehmen,
sondern verbleiben als zufillig strukturierte Polypeptidkette in Losung (8, 12—14). Trotz dessen konnen
spezielle Funktionen ausgefiihrt werden. Die Beobachtung, dass trotz nicht vorhandener
dreidimensionaler Struktur diese Proteine funktionell sind, galt als Widerspruch fiir das lange
angenommene Struktur-fiihrt-zu-Funktion (Lock-and-Key) Paradigma. Fiir lange Zeit wurde
angenommen, dass alle Proteine aus komplett gefalteten Polypeptidketten bestehen und nur diese
biologischen Funktionen ausfiihren kénnen. IDPs und IDRs hingegen wurden als biologisch inaktiv
angesehen. Allerdings ist mittlerweile bekannt, dass gerade diese Proteine ihre eigentliche Funktion erst
aufgrund ihrer strukturlosen Form und hoher Flexibilitét erfiillen kénnen. Durch die Flexibilitat kann
gewihrleistet werden, dass viele verschiedene Makromolekiile gebunden werden und im Falle von
IDRs, dass unterschiedliche Doménen voneinander freibeweglich vorliegen konnen (8, 14). Durch
Bindung an andere Proteine kann jedoch lokal in den IDPs Faltung induziert werden, welche wiederum
als Signal fiir weitere Interaktionen dienen kann. Infolge dessen wurde das starre Lock-and-Key Konzept
der Bindung zwischen Protein und Ligand durch das der Natur ndher beschreibende Induced-Fit Modell
ersetzt, welches die Bindemechanismen der IDPs und IDRs ebenfalls erklért. Dieses basiert auf der
Annahme, dass durch das Binden eines Liganden jeglicher Art die Konformation dahingehend geéndert
werden kann, dass beide Interaktionspartner perfekt zueinander passen und somit die Affinitdt durch
Konformationsidnderung steigt.

Versuche IDPs einzuordnen fiihrten zu einer Klassifizierung aller intrinsisch ungeordneten Proteine in
insgesamt sechs verschiedene Gruppen. Hierzu gehoren die Gruppen der Assemblers (Proteine, die ein
Zusammensetzen groferer Komplexe ermoglichen), Chaperone (Proteine, die in der Neufaltung anderer
Proteine helfen), Effektoren (Proteine, die durch Bindung eine Signalweitergabe ermdglichen),
entropische Ketten (Proteine, mit hoher struktureller Flexibilitit, die zumeist die Elastizitdt von
Komplexen definieren) und Scavengers (Proteine, die insbesondere toxische Schwermetallionen binden
und somit unschddlich machen) (8, 15-17). Einige als Chaperon fungierende IDPs sind ebenfalls als

Janus Chaperone bekannt.
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Als Janus Chaperone werden Proteine bezeichnet, die sowohl an der Protein- als auch an der RNA-
Faltung beteiligt sind. Eine bislang noch nicht weiter verstandene Eigenschaft einiger IDPs ist deren
Moglichkeit Stress Granules zu bilden. Diese Granules bilden membranfreie Kompartimente im
Cytosol als auch Nukleoplasma und koénnen somit ein zusitzliches Silencing auf Translationsebene
ermoglichen. Diese Stress Granules konnen sowohl aus RNAs, Proteinen oder auch aus Kombinationen
beider bestehen und erlauben eine stressabhingige Freisetzung der eingeschlossenen Makromolekiile,
um so auf bestimmte zelluldre Prozesse regulierend wirken zu kénnen (18).

Im Vergleich zu gefalteten Proteinen sind intrinsisch ungeordnete Proteine in der Zelle in geringerer
Menge vertreten. Dies liegt hauptsidchlich an der verkiirzten Halbwertszeit solcher Proteine in der Zelle,
ist aber auch aufgrund ihrer Vielzahl an Funktionen und Interaktionen, die sie parallel eingehen konnen,
streng in der Zelle reguliert. Durch posttranslationale Modifizierungen wie Phosphorylierungen,
Acetylierungen und weiterer ist die Halbwertszeit tiberdies weiter modulierbar und kann verlidngert oder
verkiirzt werden (19).

In Pflanzen existieren zwei zusitzlich auftretende IDP Gruppen. Zu diesen gehdren die Dehydrine als
auch Proteine der GRAS Familie. Dehydrine sind nahezu komplett ungefaltet und konnen diese
Unordnung selbst durch Binden an Interaktionspartner erhalten. Sie besitzen im Wesentlichen
Chaperon-Funktion, insbesondere unter besonderen Wasserstressbedingungen, wie bei Trockenheit.
Proteine der GRAS Familie sind wiederum in der Pflanzenentwicklung und Signalweitergabe beteiligt.
Der Name GRAS leitet sich dabei aus den ersten drei in die GRAS Familie eingeteilten Proteine ab
(Gibberellic acid insensitive (GAI), Repressor of GAI (RGA), Scarecrow (SCR)) (9).

1.3 Verfahren der Strukturaufklirung von Proteinen

Um die Mechanismen hinter den Funktionen zu verstehen, ist eine genaue Analyse der drei-
dimensionalen Struktur des Proteins, als auch von Protein:Protein- und Protein:Ligand-Komplexen
notwendig. Hieriiber kdnnen Veridnderungen der Konformationen, infolge der Bindung von Substraten,
Inhibitoren, Proteinen und Liganden, studiert werden und geben wichtige Einblicke fiir beispielsweise
eine zielgerichtete Entwicklung von Medikamenten iiber das Structure guided Drug Design (20).
Ebenfalls erlaubt es Interaktionsunterschiede und damit einhergehende Strukturdnderungen zu
beobachten und erkldren zu konnen. Mittlerweile existieren verschiedenste Verfahren, um die Formen
und Strukturen von Makromolekiilen sichtbar zu machen. Zu diesen gehoéren unter anderem die
Proteinkristallographie und anschlieBende Rontgenbeugungsexperimente, Kleinwinkel-
rontgenbeugungsexperimente (Small Angle X-Ray Scattering, SAXS), Kernspinresonanzversuche
(NMR), Cryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM) und auch strukturelle Proteomik. Alle Methoden
bedingen jedoch, dass das zu untersuchende Makromolekiil, hier Proteine, moglichst rein vorliegt. Die
Reinheit des Proteins bezieht sich dabei nicht nur auf das Entfernen etwaiger anderer Proteine in der

Probe, sondern umfasst auch, dass das Protein in einer einzelnen Konformation und Aggregatszustand
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vorliegt. Diese Homogenitét ist Voraussetzung, da sonst sowohl die Information des zu untersuchenden
Proteins mit den Verunreinigungen und Mischformen kombiniert werden und somit ein komplett
verfélschtes dreidimensionales Bild des Proteins darstellen. Alle oben genannten Methoden besitzen
hinsichtlich ihres Aufldsungsvermégens, Menge an einzusetzendem Protein und Informationsgehalt
unterschiedliche Limitierungen und Anwendungsbereiche.

NMR und Cryo-EM sind beides Methoden, die deutlich groBenlimitiert sind. Wéahrend NMR-
Messungen nur an Proteinen mit einem maximalen Molekulargewicht von 35 kDa méoglich sind, eignen
sich Cryo-EM Messungen an Proteinen und Komplexen die grofer als 100 kDa sind (21, 22). Die
GroBenlimitierung bei NMR-Messungen basiert auf der Messmethode. Durch Messung der
Kernspinresonanz werden die erhaltenen Daten von grof3eren Protein aufgrund der Komplexitdt nahezu
unauswertbar. Im Gegenteil dazu sind Cryo-EM Messungen allein aufgrund des Auflésungsvermdgens
durch die Elektronenmikroskopie begrenzt und zu kleine Proteine sind nicht mehr im Detail auflosbar.
Weiterhin unterscheiden sich beide Methoden hinsichtlich ihrer molekularen Aufldsung. Wahrend NMR
eine atomare Auflosung und die Bestimmung von mehreren Konformationen in Losung erlaubt, sind
Cryo-EM Strukturen vergleichsweise niedrig aufgelost und bildnt vielmehr die Umrisse von
insbesondere eher rigiden Proteinen. Alternativen bieten die Rontgenstrukturanalysen iiber
proteinkristallographische Messungen und Messungen iiber Kleinwinkelbeugung an Proteinen in

Loésung.

1.3.1 Proteinkristallographie

Eines der dltesten Methoden zur Strukturaufklirung ist die Proteinkristallographie in Kombination mit
Rontgenbeugungsexperimenten an den Proteinkristallen. Die ersten kristallisierten Proteine waren
neben Hadmoglobin und Insulin die Urease aus der Jackbohne, bei der zusétzlich zum ersten Mal die
Aktivitét des kristallisierten Proteins bestitigt werden konnte. Dadurch konnte erstmalig gezeigt werden,
dass kristallisierte Proteine weiterhin in der Lage sind ihre biologische Funktion auszuiiben und folglich
strukturelle Untersuchungen einen Einblick in die Funktionsweise geben zu kénnen (23). Zusétzlich
dient die Kristallisation einzelner Proteine als ein Weg zur weiteren Aufreinigung des Proteins. Neben
den bereits erwidhnten Voraussetzungen fiir eine strukturelle Untersuchung der Proteine, sind weitere
Parameter fiir die Proteinkristallisation wichtig. So muss zusétzlich eine ausreichende Loslichkeit des
Proteins gewihrleistet sein. Zur Kristallisation werden mehrere ug Protein bendtigt, um moglichst viele
Parameter, die die Kristallisation von Proteinen beeinflussen, auszutesten. Zuséatzlich muss das Protein
stabil vorliegen. Da sich die Proteinkristallisation in Zeitrdumen von Stunden bis hin zu mehreren

Monaten vollziehen kann, ist eine ausreichende Stabilitit des Proteins in Losung unerlésslich.

Beide Faktoren spielen eine wichtige Rolle um eine geséttigte Proteinldosung zu erreichen, die die
Bildung von Kristallisationskeimen fordert (23). Dartiber hinaus sind Proteine leichter zu kristallisieren,

die moglichst wenige flexible Bereiche besitzen und hauptsidchlich kompakt vorliegen.
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Eine zu hohe Flexibilitdt im Protein kann dazu
fiihren, dass die symmetrische Anordnung der

Proteinmolekiile in eine geordnete Kristallform

Sitting Drop Hanging Drop Microbatch unmoglich wird. Infolge dessen eignen sich

Abbildung 3. Schematischer ~ Aufbau von  intrinsisch ungeordnete Proteine als auch
Dampfdiffusions- und Microbatch Experimenten. Durch
die hohe Salzkonzentration im Reservoir wird dem
Protein:Prazipitant Gemisch fortwdhrend Wasser entzogen Regionen nicht zur Kristallisation. Im
und der Tropfen fortwdhrend konzentriert. Im Microbatch
Verfahren entweicht das im Tropfen vorhandene Wasser

langsam in die Glige Phase. Verfahren der Proteinkristallisation. Hierzu

Proteine mit groBen intrinsisch ungeordneten

Wesentlichen existieren drei verschiedene

zdhlen die  Dampfdiffusionsexperimente

(Hanging/ Sitting Drop), Kristallisation unter Ol (Microbatch under Oil) und die Kristallisation durch
Gegendiffusion in einer Glaskapillare (Counter Diffusion) (Abbildung 3). Allen gemein ist, dass durch
Zugabe einer Prézipitantenlosung die Bedingungen fiir das Protein so geéndert werden, dass eine
Kristallisation begiinstigt wird. Hierzu zéhlen pH-Wert, Salzart (kosmotrop, chaotrop), Metalle und
weitere Prazipitanten wie Polyethylenglykole, Ethylenglycol sowie weitere Alkohole. Ziel bei allen
Versuchen ist es die metastabile Phase zu erreichen unter denen die Nukleation beginnt. Die am
héufigsten verwendete Methode zum Erreichen dieser Phase, beziehungsweise zur Kristallisation im
Allgemeinen ist die Dampfdiffusion durch Sitting Drop. Bei dieser Form der Dampfdiffusion wird die
Proteinprobe zusammen mit der Prézipitantenlosung gemischt und in einem geschlossenen Gefdf3
inkubiert. Das Gemisch wird hierbei in eine erhohte Einkerbung pipettiert, wahrend unterhalb des
Gemisches die reine Préazipitantenlosung pipettiert wird. Infolge der unterschiedlichen
Salzkonzentration im Reservoir und Tropfen entsteht ein Diffusionsgradient hin zum Reservoir. Wasser,
dass aus dem Protein:Préazipitanten Gemisch

Hbersatigt verdunstet, wird durch die hohe
Salzkonzentration im Reservoir angezogen und

verdinnt diese, wiahrend das fehlende Wasser im

:g Prazipitation Tropfen zu einer langsamen Erhohung der
é Prézipitanten- und Protein-konzentration fiihrt.
labile Phase Durch diese Anderung der Konzentrationen im

untersattigt gﬁ;zztab”e Tropfen ist es moglich ein vormals stabil in
[Prazipitant] Losung vorliegendes Protein in die metastabile

Abbildung 4. Phasendiagramm zur Protein-  und labile Phase und somit zur Nukleation zu
kristallisation. Durch Dampfdiffusion ist es moglich eine

, R , bringen (Abbildung 4). Diese Variante wird
vormals unterséttigte Losung in die labile Phase zu

iiberfiihren, in der die Nukleation beginnt (roter Punkt).  hdufig eingesetzt, da sie eine Automatisierung
Eine weitere Erhdhung der Proteinkonzentration wiirde zum

Prézipitieren des Proteins fithren (modifiziert nach Bergfors
(23)) eine Vielzahl an Bedingungen getestet werden

durch Roboter erlaubt und so im Hochdurchsatz

kann.
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Neben der Bildung von einzelnen grofen Kristallen konnen weitere Formen auftreten. Sofern die
Prézipitantenkonzentration nicht ausreicht verbleibt der Tropfen komplett klar. Eine zu hohe
Prézipitantenkonzentration hingegen kann dazu fiihren, dass das Protein selbst prazipitiert und
denaturiert. Weiterhin kann eine Phasentrennung auftreten, in der eine Phase das Protein und die andere
Phase den Préizipitanten enthélt. Diese Beobachtung kann hiufig gemacht werden, wenn insbesondere
hochmolekulare Polyethylenglykole verwendet werden (24). Zur Strukturaufkldrung wird an den
entstandenen Kristallen durch Bestrahlung mit hochenergetischer Rontgenstrahlung ein Streubild auf
einem Rontgendetektor aufgenommen, welches fiir die Berechnung der Proteinstruktur verwendet
werden kann. Die daraus ermittelten Auflsungen reichen dabei bis auf unter 1 A und erlauben eine
atomare Auflosung. Als Rontgenquelle dienen bislang die Rontgenbremstrahlung aus Drehanoden,
sowie hochenergetische Rontgenstrahlung von Synchrotronen, wie das DESY in Hamburg oder BESSY
in Berlin. Je stirker die Strahlung umso kleinere Kristalle werden dabei benotigt. Wahrend frithere
Kristalle makroskopisch sichtbar sein mussten, um gentigend Daten zur Strukturaufkldrung sammeln zu
konnen, reichen heute bereits wenige um grof3e dreidimensionale Kristalle aus. Durch die Entwicklung
neuer Rontgenquellen, wie den X-Ray free-electron Laser (XFEL) werden die Anforderungen weiter
herabgesetzt, so dass bereits zweidimensionale Plittchen und Nanokristalle innerhalb kiirzester Zeit
gemessen werden konnen. Im Gegensatz zu NMR und Cryo-EM ist die Proteinkristallisation nicht durch
die MolekiilgroBe beschrinkt, sondern allein auf die Kristallisierbarkeit des Molekiils. So konnten
bislang sowohl Megadaltonkomplexe, wie das Ribosom als auch kleinste Oligopeptide wie Insulin

erfolgreich kristallisiert und die Struktur aufgeklart werden (25-27).

1.3.2 Kleinwinkel Rontgenbeugungsexperimente (SAXS)

Proteine, die nur fiir kurze Zeit stabil in Losung vorliegen oder aufgrund hoher intrinsischer Unordnung
nicht kristallisiert werden konnen, konnen iiber SAXS-Messungen strukturell aufgeklart werden.
Ebenfalls wie Rontgenbeugungsversuche an Proteinkristallen, existieren keine GroBenlimitierungen bei
SAXS. Allerdings werden fiir diese Art von Messungen keine Festkorper, wie Kristalle bendtigt,
sondern eine homogene Proteinlosung. Eine homogene Proteinlosung bedeutet, dass neben einer hohen
Reinheit der Probe ebenfalls nur eine einzelne Aggregatsform vorherrschen sollte, da anders als bei der
Kristallisation jedes Molekiil in Losung zur Streuung beitrdgt. Die Streuung selber ist iberdies abhéngig
von der MolekiilgroBe. Grofiere Molekiile streuen die eintreffenden Rontgenstrahlen starker als kleinere
Partikel. Infolge dessen wiirde eine Mischung aus Proteinen oder Proteinzustdnden unterschiedlicher
GroBe zu einer falschen Interpretation der Daten fiithren (28). Ein Vorteil der SAXS-Messungen neben
der Analyse flexibler Proteine besteht, darin, dass Dynamiken und Strukturverdnderungen in
Abhingigkeit von Pufferbedingungen und in Kombination mit Interaktionspartnern unterschiedlicher
GroBe gemessen werden konnen. Allerdings kann {iber SAXS-Messungen eine maximale Auflosung

von 10 bis 20 A erreicht werden, sodass nicht wie bei proteinkristallographischen oder NMR-Messungen
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einzelne Atome aufgelost werden konnen. Jedoch erlaubt das Auflésungsvermdgen eine Darstellung der
Molekiilform und Dimensionen in Lsung, bezichungsweise deren Anderung durch #uBere Einfliisse.
Da hochflexible Bereiche in Proteinkristallographiestudien nicht aufldosbar sind, konnen die
Proteinkristallstrukturen in Kombination mit den SAXS-Daten ein ganzheitliches Bild des Proteins
liefern, inklusive der ungefalteten Bereiche im Protein. Das aufgenommene Streubild wird im Gegensatz
zur Proteinkristallstrukturanalyse direkt zur Erzeugung eines ab initio Modells genutzt, das auf

Grundlage der Form der Streukurve erstellt werden kann.

1.3.3 Strukturelle Proteomik

Eine komplett andere Methode, mit der erste strukturelle Informationen gewonnen werden kann und
insbesondere mit SAXS-Modellen eine gute Kombination darstellt, ist die Durchfithrung struktureller
Proteomik. Die generell durchgefiihrten Proteomstudien befassen sich im Allgemeinen mit der
Identifizierung von Proteinen und der Lokalisierung verschiedenster posttranslationaler
Modifizierungen am Protein. Hierfiir werden Proteinproben entweder iiber Elektronspray oder eine
Matrix-assisted Laser Desorption/lonisation (MALDI) Massenspektrometrie naher untersucht. Zwei
Herangehensweisen existieren hierbei. So unterscheidet man zwischen dem Bottom-Up und dem Top-
Down Verfahren. Als Bottom-Up wird die Art der Identifizierung bezeichnet, in der vor der
massenspektrometrischen Analyse das Protein proteolytisch verdaut wird. Dabei werden Trypsin,
Chymotrypsin und weitere Proteasen verwendet, die spezifisch nach bestimmten Erkennungssequenzen
schneiden. Anhand der entstandenen Peptide kann iiber einen Peptide Mass Fingerprint das Protein
identifiziert werden.

Das Top-Down Verfahren hingegen basiert auf der Messung ganzer Proteine. Dabei wird eine
Identifizierung dadurch erreicht, dass das intakte Protein entweder durch den eingesetzten Laser zur
Ionisierung fragmentiert wird ({on source decay) oder aber spiter durch einen Collision induced Decay.
Insbesondere N- und C-terminale Proteinfragmente werden dabei gebildet, die anschlieend selektiert
und weiter in die einzelnen Aminoséuren fragmentiert werden kdnnen. Durch das Zusammensetzen der
einzelnen Aminosduren kann zunéchst die Zusammensetzung des Fragmentes und damit einhergehend
das dazugehorige Protein identifiziert werden. Das Top-Down Verfahren eignet sich als hervorragende
Alternative zum Edman-Abbau, da sowohl Informationen vom N-, als auch vom C-Terminus erhalten
werden konnen. Hinsichtlich der Bestimmung moglicher Degradationen oder terminale
Modifizierungen kénnen diese Informationen hilfreich sein.

Beide Verfahren eignen sich fiir die strukturelle Proteomik. Bei dieser Art der Proteomik wird der
Umstand ausgenutzt, dass Proteine chemisch an oberflichennahen Aminosduren modifiziert werden

konnen.
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Proteine Dabei konnen zum einen einfache
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Abbildung 5. Identifizierung von Interaktionsstellen zwischen zwei sich dahingehend besonders, wenn
b

Proteinen nach vorheriger chemischen Modifizierung. Sofern beide

Proteine nicht interagieren sollte die Proteinoberfliche gleichmiBig entweder Bindeepitope oder aber

modifiziert werden kénnen. Sobald eine Interaktion stattfindet, wird ein Teil die méeliche
der Proteinoberfliche verdeckt und fiir die chemische Modifizierung g

unzuginglich. Eine nachfolgende Peptidanalyse zeigt im Vergleich zu der Konformationsianderung im
komplett modifizierten Kontrolle, dass bestimmte Peptide nicht mehr

modifiziert vorliegen und diese die mdgliche Interaktionsstelle der Proteine Protein infolge ciner

darstellen. Ligandenbindung bestimmt
werden miissen. Bereiche, die infolge einer Interaktion mit einem anderen Makromolekiil verdeckt
werden, konnen nicht mehr modifiziert werden. Anhand der entstandenen unterschiedlichen
Peptidmuster vom ungebundenen modifizierten Protein und dem mit dem Interaktionspartner
gebundenen und ebenfalls modifizierten Protein lassen sich die Bereiche ausfindig machen, die infolge
der Bindung keine Verdnderung der Masse durch eine chemische Modifizierung erfahren haben. Somit
konnen Bereiche innerhalb eines Proteins kenntlich gemacht werden, die fiir eine Interaktion notwendig
sind, beziehungsweise die Bindeeigenschaften verschiedener Interaktionspartner iiberpriift werden
(Abbildung 5). Typische Modifizierungen die genutzt werden konnen umfassen beispielsweise
Carbamylierungen an Cysteinen, Methylierungen von Lysinen oder Carbethoxylierungen von
Histidinen, Lysinen und weiteren Aminosduren (29-32). Entscheidend dabei ist, dass nur
oberflichennahe Aminosduren modifiziert werden konnen. Modifizierende Substanzen, die entweder
Konformationsdnderungen induzieren oder erst durch sehr lange Inkubationszeiten mit dem Protein
chemisch interagieren, konnen dabei nicht verwendet werden. Eine noch genauere Bestimmung erlaubt
die Verkniipfung von Aminosduren untereinander oder mit Nukleinsduren durch die Behandlung mit
chemischen Crosslinking Reagenzien oder UV-Strahlung. Dabei werden einerseits chemische
Crosslinker  verwendet, wie Formaldehyd, Glutaraldehyd oder EDC (1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl) Carbodiimid Hydrochlorid), die in unterschiedliche Klassen eingeteilt werden
konnen. Glutaraldehyd beispielsweise wird als homobifunktionaler Crosslinker bezeichnet, da zwei
Amingruppen verkniipft werden kdnnen. EDC hingegen gilt als heterobifunktionaler Crossl/inker, der
Carboxyl- und Amingruppen verbindet. Weiterhin unterscheiden sich die verschiedenen Crosslinker in
der Léange (Spacer) zwischen den funktionellen Gruppen. Dieser reicht von nahezu Null bis hin zu

mehreren A, wodurch auch weiter entfernte Aminoséurereste verkniipft werden kénnen. In den meisten
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Féllen ist diese Verkniipfung irreversibel und erlaubt im Falle von Protein:Protein-Komplexen das
fixieren des gebundenen Zustandes zweier oder mehrerer Proteine.

Das Crosslinken mittels UV-Strahlung basiert hingegen auf der Bildung von Radikalen an insbesondere
aromatischen und Hydroxylseitenketten (33). Durch die Radikalisierung ist es moglich, dass zwei
interagierende Aminosaurereste oder aber auch eine gebundene Nukleinsdurebase irreversibel verkniipft
werden. Uber Crosslink-Versuche kénnen mit anschlieBender massenspektrometrischer Auswertung
zwel verschiedene Aussagen getroffen werden. Zum einen erlaubt das Vernetzen von Aminosduren
einen Einblick in die Faltung des Proteins zu erlangen. Aullerdem erlaubt das Crosslinken einen
genaueren Einblick in die Bindeepitope von zwei interagierenden Makromolekiilen. Da nur die
Aminosduren verkniipft werden, die direkt miteinander interagieren, ist so eine nahezu punktgenaue
Identifizierung des Epitops moglich. Durch diese Arten der chemischen Modifikation und
anschlieBender =~ massenspektrometrischer ~ Analyse  kdnnen  FEinblicke in  einzelnen
Aminoséureinteraktionen erlangt werden. In Kombination mit SAXS-Messungen ist iiberdies die Form
in Losung bestimmbar und ermdglicht so ein besseres Bild der intra- und intermolekular vorliegenden
Interaktionen, die sonst nur Kristallstrukturen erlauben wiirden, allerdings mit dem Vorteil, dass auch

hochgradig flexible Proteine untersucht werden konnen.

1.4 Kurz- und Langstreckentransportwege der Pflanze

In Pflanzen existieren hauptsidchlich zwei verschiedene Wege Makromolekiile zwischen einzelnen
Geweben und Organen auszutauschen. Man unterscheidet zwischen dem Zell-zu-Zell Transport als
Moglichkeit Makromolekiile tiber kurze Strecken auszutauschen und der Relokalisierung der
Makromolekiile in das Langstreckentransportsystem, wie das Phloem oder Xylem, zum Austausch von
Molekiilen zwischen weit entfernten Geweben und Organen. Fiir den Stoffaustausch stehen zwei
unterschiedliche Varianten zur Verfligung. Der apoplastische Transport vollzieht sich durch aktives
Pumpen und Relokalisieren iiber die Membranen mithilfe von membranstindigen Transportern und
Pumpen und wird hauptsdchlich zum Transport von Wasser, Ionen und Zuckern genutzt (34). Der
symplastische Transport beruht auf der Bildung von Membranen durchspannende Zellbriicken, den
Plasmodesmen, die einen direkten Austausch zwischen den Zellen ermdglichen. Dieser erlaubt den
Austausch groBBer Makromolekiile von Peptiden, Proteinen und verschiedener RNA-Spezies bis hin zu
kompletten mRNAs (35, 36). Allerdings besteht ein Grofenausschluss von etwa 70 kDa, was bedeutet,
dass nur kleinere Molekiile durch die Plasmodesmen transportiert werden kdnnen (37). Eine Erh6hung
des GroBenausschlusslimits (SEL) kann durch Interaktion verschiedener Proteine mit den
Plasmodesmen erreicht werden, sodass groflere Molekiile ebenfalls ausgetauscht werden kdnnen (38).
Ob die transportierten Proteine zundchst komplett entfaltet und nach dem Transport durch die
Plasmodesmen erneut gefaltet werden oder ob diese in einer halbwegs nativen Form durchgeschleust

werden, ist bislang nicht abschlieBend geklidrt. Das Xylem und Phloem als die beiden
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Langstreckentransportsysteme der Pflanze besitzen unterschiedliche Aufgaben. Wéhrend das Xylem fiir
den Transport von Wasser und Ionen von der Wurzel in die weiteren Organe der Pflanze zustindig ist,
ist das Phloem die Haupttransportroute fiir photosynthetische Assimilate, Proteine und Nukleinsduren
und kann bidirektional vom Ort der Beladung (Source) zum Ort der Entladung (Sink) verlaufen. Bereits
eine Vielzahl an Proteinen und RNAs konnten als Kurz- und Langstreckensignale identifiziert werden
(39-43). Insbesondere die RNA-Mengen konnen stark schwanken und ermdglichen eine
Signalweitergabe zwischen Geweben und Organen. Die Menge an miRNA399 als Signal fiir
Phosphatstress konnte bereits gezeigt werden, ist nach Induktion des Phosphatmangels signifikant im
Phloem erhoht und erlaubt die Regulation der Expression verschiedener Proteine, die eine Anpassung

an den Phosphatmangel erméglichen (42).

1.4.1 Mobile Proteine im Zell-zu-Zell und Langstreckentransport

Proteine, die zwischen den Zellen ausgetauscht werden konnen, werden unter dem Begriff der nicht-
Zell- autonomen Proteine (Non-cell autonomous Proteins, NCAPs) zusammengefasst. Zu ihnen gehdren
virale Proteine, regulatorische und Phloemproteine (36). Virale Proteine nutzen den symplastischen
Transportweg zur weiteren Verbreitung in umliegendes Gewebe als auch systemisch iliber das
Phloemsystem. Zu den am besten beschriebenen viralen Proteinen gehdren die Movement Proteine, die
direkt mit den Plasmodesmen interagieren konnen, eine Erhohung des SEL induzieren und so der
Verbreitung des Virus dienen (44, 45).

Regulatorische Proteine werden zumeist iiber kurze Distanzen ausgetauscht und spielen insbesondere in
der Zellentwicklung eine {ibergeordnete Rolle. Im Wesentlichen handelt es sich bei diesen Proteinen um
Transkriptionsfaktoren, die unter anderem im Erhalt des apikalen Meristems im Spross (shoot apical
meristem, SAM) aber auch in der Regulation der Bliite und der Wurzelhaardifferenzierung beteiligt sind
(40, 47).

Im Phloem konnte auBerdem eine Vielzahl verschiedener Proteine nachgewiesen werden, die einer
dritten Klasse zugeordnet werden konnen: Hierzu zdhlen Proteine, die in der Redoxregulation, im
Metabolismus, in der Regulation verschiedener Entwicklungsprozesse und im Calcium- und G-Protein
Signalling involviert sind, als auch stressbezogene und RNA-bindende Proteine (48-50). In
Phloemstudien an Brassica napus Pflanzen konnte zudem ein kleiner Anteil an Proteinen identifiziert
werden, die weder einer Klasse zugeordnet werden konnten, noch etwaige Funktionen bekannt sind.
Eines dieser Proteine ist das At1g64370 Protein, dass iiber Proteomstudien mit Hilfe zweidimensionaler
Gelelektrophoresen in mehreren Spots detektiert werden konnte (48). Dieses Protein liegt hoch abundant
vor, ist allerdings gidnzlich uncharakterisiert, wird aber aufgrund mehrerer repetitiver Sequenzen als ein
hochgradig flexibles Protein vermutet. Neben den bislang unbekannten Proteinen sind insbesondere
stressbezogene und regulierende Proteine interessant, da diese strukturell nur begrenzt charakterisiert

sind. Wie bereits erwdhnt besitzen diese aufgrund dieser Funktionen haufig gréBere ungeordnete
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Bereiche oder sind génzlich ungefaltet, weshalb kaum Informationen zu Konformationen und

Flexibilitat vorliegen.

1.4.2 Der Transkriptionsfaktor Knotted-1, ein iiber kurze Strecken mobiles Protein

Transkriptionsfaktoren bestehen im Allgemeinen aus einer DNA-bindenden Doméne, einem Linker und
einem Bereich, der entweder eine nachfolgende Genexpression unterdriickt oder aber aktiviert
(Transaktivator- oder regulatorische Domane). Dieser Bereich fungiert unter anderem als Bindedoméne
fiir weitere Proteine, wie Repressoren, Aktivatoren und andere, aber auch fiir kleinere Molekiile, die
durch Binden an den Transkriptionsfaktor entweder die Lokalisation oder weitere Interaktionen steuern
konnen (51). Transkriptionsfaktoren als regulierende Proteine sind haufig hochgradig unstrukturierte
Proteine, insbesondere im Bereich der regulatorischen Doméne. Der hohe Grad an Unordnung im
Protein ist notwendig um eine Vielzahl verschiedener Interaktionen mit unterschiedlichen
Bindepartnern eingehen zu konnen, die die Funktionalitit oder Lokalisation beeinflussen kdnnen.

Als einer der ersten in Pflanzen entdeckten NCAPs gilt der Transkriptionsfaktor Knotted-1 (KN1) (52).
Knotted-1 und dhnliche Homéobox Transkriptionsfaktoren sind maBigeblich an dem Zellerhalt und
Erhalt der Undifferenziertheit der meristematischen Stammzellen beteiligt (53, 54). Das Meristem und
die meristematischen Stammzellen sind insbesondere fiir eine korrekte Organogenese in der Pflanze
unerlésslich. Mutationen im Knotted-1 Gen fithren zu teilweise stark verdnderten Phéanotypen. Eine
Loss-of-function Mutante, die durch inkorrektes Splicen im ersten Exon entsteht (KN1-e1) zeigte keine
Sprossentwicklung. In milderen beobachteten Phénotypen konnte zwar eine normale vegetative
Entwicklung beobachtet werden, allerdings zeigten sich erhebliche Defekte in der Entwicklung der
reproduktiven Organe, wie der Ausbildung des Bliitenstandes und das Verzweigen der weiblichen und
ménnlichen Bliitenstdnde. Eine ektopische Expression des Proteins (KN1-N) in sich entwickelnden
Gewebe hingegen fiihrte zur Bildung einzelner Knoten am Blatt (55-57).

Knotted-1 aus Zea mays und dessen Homologe in Arabidospis
thaliana und weiteren Organismen gehoren zu den three amino acid
loop extension (TALE) Homoobox Transkriptionsfaktoren. Die
TALE Homdoobox besteht dabei aus drei aufeinanderfolgenden a-
Helices, bei der die dritte Helix sequenz-spezifisch DNA in der
groBen Furche binden soll (58) (Abbildung 6). Die typische

Homoobox besteht aus insgesamt 60 Aminosduren. Homéobox

Proteine der TALE Klasse bestechen aus insgesamt 63

Aminoséuren. Drei zusétzliche Aminosduren befinden sich dabeiin  Abbildung 6. Aufbau der TALE

Homdobox Doméne am Beispiel
des Transkriptionsfaktors MEIS1
besitzt den typischen Aufbau der Homo6obox  (pdb code: SBNG).

Transkriptionsfaktorenklasse (KNOX). Die MEINOX Doméne,

der Loop Region zwischen der ersten und zweiten Helix. Knotted-1
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bestehend aus der KNOX1 und KNOX2 Doméne, fungiert als Suppressor der Zielgenexpression und als
mogliche Homo- und Heterodimerisierungsstelle unter anderem mit weiteren Transkriptionsfaktoren
wie BEL1 (59, 60). Neben der MEINOX und der Homéobox Doméne besitzt Knotted-1 zusétzlich die
ELK Doméne, welche als nukledres Lokalisationssignal (NLS) dienen kann (61). Das Besondere am
Knotted-1 ist dessen Mobilitdt von Zelle zu Zelle. Der Zell-zu-Zell Transport ist nicht nur auf das Protein
beschrinkt, sondern das Protein konnte zusammen mit dessen mRNA als mobil beobachtet werden.
Allerdings beschrankt sich die Mobilitdt der mRNA nicht auf nahe liegende Zellschichten, sondern
wurde ebenfalls im Phloem, im Langstreckentransportsystem, identifiziert (52, 62, 63). Die Mobilitét
des Proteins ist auf die C-terminal gelegene Hom6oboxdoméne zuriickzufiihren, welche ebenfalls in der
Lage ist die eigene Knotted-1 mRNA zu binden und ebenfalls iiber die Plasmodesmen in umliegende
Zellen zu transportieren (38). Der Transport des Proteins als auch der mRNA ist dabei auf die Interaktion
des KN1 mit den Plasmodesmen zuriickzufiihren und der daraus induzierten Erhohung des SEL, infolge
dessen ein anschlieBender Transport ermdglicht wird (52, 64).

Knotted-1 interagiert mit dem Microtubule Binding Protein 2C (MBP2C). Das MBP2C fungiert dabei
als negativer Regulator fiir den Transport, indem es durch Bindung an das KN1 Proteins die
Assoziierung an die Plasmodesmen und den anschlieBenden Transport durch die Plasmodesmen
verhindert. Diese Protein:Protein-Interaktion ist im Wesentlichen auf das Binden des MBP2C an der
ELK Doméne in der Nédhe der Homdobox bedingt. Durch Mutation der drei Lysine in der ELK Doméne
zwischen den Positionen 265 und 267 zu drei Alaninen konnte diese Interaktion inhibiert werden und

der Zell-zu-Zell Transport wieder verstirkt werden (38).

1.4.3 Das phloemmobile Translationally controlled tumor associated Protein (TCTP)

Das TCTP konnte bereits in mehreren Proteomstudien als Phloemprotein identifiziert werden (48, 49,
65). Neben dem Protein ist ebenfalls dessen mRNA im Phloem présent und kann ebenfalls als ein
Langstreckensignalmolekiil dienen (66, 67). Die Funktionen des Proteins in Pflanzen ist bislang noch
nicht ndher untersucht. Jedoch kénnen aus extensiv charakterisierten homologen Proteinen aus Mensch,
Plasmodium falciparum und Hefe Riickschliisse auf die Funktionen in Pflanzen gezogen werden. Fiir
das TCTP werden insbesondere regulierende Eigenschaften im Zellwachstum und der
Organentwicklung zugeordnet (68, 69). Dass diese Funktionen den pflanzlichen TCTP Homologen
ebenfalls zugeordnet werden konnen, konnte durch Knock-out Studien in Drosophila und Arabidopsis
thaliana gezeigt werden. Die in den Organismen ausgeschalteten TCTP Gene konnten durch Einfiigen
des TCTP Gens aus dem jeweils anderen Organismus in dessen Funktion komplementiert werden (70).
Zusitzlich konnten weitere biologische Funktionen zugeordnet werden, an denen TCTPs insbesondere
in Tieren beteiligt sind. Neben dem Zellwachstum konnten weiterhin Zusammenhinge mit der
Zellzyklusprogression, Zelldifferenzierung, Transformation von Tumoren, Apoptose und der
Bewiltigung verschiedener Stressarten, wie Hitze, Trockenheit und reaktive Sauerstoffspezies (ROS),

gefunden werden (69, 71-74).
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Diese  Funktionen werden durch Interaktionen

verschiedenster ~ Bindepartner an  unterschiedlichen P ——

Regionen im TCTP erreicht. Im Wesentlichen bestehen

alle TCTP Homologe aus drei Bereichen. Der a-helikalen
Doméne, der f-Core Doméne und dem flexiblen Loop
mittig in der Proteinsequenz (Abbildung 7) (73). So fiihrt
die Interaktion mit p53 und Bcl-XL tber die o-helikale

Domidne zu einem Umgehen des programmierten

Zelltodes und damit einhergehend dem Uberleben der
Zelle (75-77). Die B-Faltblatt Domédne konnte mit der

Abbildung 7. Konservierte Regionen in der
TCTP Struktur. Insgesamt existieren drei
Verbindung gebracht werden und soll in dieser Bezichung ~ grofere  Bereiche im  Protein. Neben der

. ) gefalteten a-Doméne und dem f-Core existiert
als GTP-Austauschfaktor fungieren, auch wenn dieses s dritte Region ein groBer flexibler Loop (pdb

code: TH6Q).

Bindung an der kleinen GTPase Rheb in Drosophila in

kontrovers diskutiert wird (78). Die interne Loop Region
hingegen ist bekannt eine Phosphorylierungstelle fiir Polo-like Kinasen zu besitzen und durch die
Phosphorylierung dieser Stelle in der Zellzyklusprogression beteiligt sein (79, 80). Eine weitere
besondere Eigenschaft des humanen TCTPs ist dessen Beteiligung in der allergischen Reaktion. Die
Dimerisierung des Proteins induziert die Ausschiittung von Histamin, weswegen das TCTP auch als
Histamine-releasing Faktor (HRF) bezeichnet wird. Neben der spezifischen Interaktion mit
verschiedenen Proteinen, wird ebenfalls ecine unspezifische Interaktion vorhergesagt. Diese
unspezifische Interaktion beruht auf der Chaperon-dhnlichen Eigenschaft des TCTPs. Mehrere Studien
konnten zeigen, dass TCTP an native Proteine bindet und diese vor hitzebedingter Denaturierung
schiitzen kann, weswegen es als kleines Heat-shock Protein (HSP) angesehen werden kann (73, 81-83).
Neben diesen Chaperon-dhnlichen Eingeschalten besitzt es weitere Merkmale um verschiedenen
Stressarten entgegenzuwirken. So existieren zusétzlich mehrere Interaktionen mit niedermolekularen
Substanzen, wie Hemin, Calcium und Artemisinin. Hemin als prosthetische Gruppe des roten
Blutfarbstoffes liegt in der Regel gebunden vor. Allerdings kann infolge verschiedener Zellstressarten
freies Hemin in der Zelle vorliegen und durch das gebundene Eisen die Bildung von ROS ermdoglichen.
Das TCTP, so wird postuliert, dient als Puffer fiir freies Hemin. Durch Binden des Hemins wird die
ROS-Bildung unterdriickt (73, 84). Gleichzeitig konnte jedoch gezeigt werden, dass die Heminbindung
eine Dimerisierung des TCTPs induziert (84-87). Als Gegenspieler zur Dimerisierung ist die Bindung
von Calciumionen zu sehen. Obwohl kein typisches EF-Hand Motiv, welches charakteristisch fiir die
Calciumbindung von Proteinen ist, vorliegt, konnte in mehreren Homologen diese Bindeeigenschaft
nachgewiesen werden (84, 88). Durch Binden von Calcium kann eine monomere Form des Proteins
stabilisiert werden. Die Interaktion von Hemin und die anschlieBende Dimerisierung kann durch
Artemisinin kovalent verkniipft werden. Artemisinin, als Anti-Malariamittel, konnte bereits als Ligand

fiir die Plasmodien TCTPs identifiziert werden. In neueren Studien wird Artemisinin jedoch eine
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zusétzliche Wirkung als Antikrebsmittel zugeordnet (73, 89). Durch Binden an das TCTP und dessen
kovalente Dimerisierung wird der Abbau des TCTPs in der Zelle {iber den proteasomalen
Degradationsweg begiinstigt, wodurch wie oben bereits erwédhnt, die anti-apoptotische Wirkung des
TCTPs aufgehoben wird. Ob dieselben molekularen Interaktionen in Pflanzen ebenfalls existieren und
ob diese einen Einfluss auf die Struktur und Flexibilitét, insbesondere des groflen Loops innerhalb des

Proteins haben, ist bislang génzlich unerforscht.

1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die ndhere strukturelle und funktionelle Charakterisierung verschiedener
pflanzlicher Proteine, die im Zell-zu-Zell Signalling, in der Stressantwort, als auch im RNA-Transport
beteiligt sind. Hierbei sollten zum einen hochauflésende Methoden, wie Kleinwinkel-
Rontgenbeugungsexperimente (SAXS) als auch Circulardichroismus (CD) - und Gelfiltrations-
experimente durchgefiihrt werden. Ein besonderer Fokus wurde dabei auf die Charakterisierung von
Proteinen mit hoher intrinsischer Unordnung (IDPs oder IDRs) gelegt. Als geeignete Kandidaten
wurden das uncharakterisierte Protein At1g64370, das TCTP als auch das Knotted-1 Protein ausgewihlt.
Alle drei Proteine besitzen unterschiedliche Anteile an hochflexiblen Regionen. Wéhrend das
At1g64370 als nahezu komplett ungeordnet vorliegend vermutet wird (IDP), enthélt das TCTP mit dem
mittig gelegenen grofen Loop nur eine flexible Region (IDR), die jedoch in sémtlichen
Kristallstrukturen fehlt. Weiterhin sind bislang keinerlei Informationen bekannt, inwieweit dieser Loop
mit den bekannten Interaktionspartnern, wie Hemin, Calcium und Artemisinin interagieren kann. Das
Knotted-1 Protein ist in vivo bislang sehr gut untersucht worden. Allerdings fehlen strukturelle
Informationen nahezu ginzlich, was auf die starke intrinsische Unordnung des Proteins zuriickzufiihren
ist. Diese Unordnung behinderte bislang eine ausfiihrliche Charakterisierung in vitro.

Allen drei Proteinen gemein, ist deren Zell-zu-Zell Mobilitdt oder deren Vorkommen im Phloem von
Pflanzen. Ihre genaue Funktion in diesem Pflanzenkompartiment ist jedoch vermutlich unterschiedlich.
Wahrend das Atl1g64370 sowohl funktionell als auch strukturell ganzlich uncharakterisiert ist, sind fiir
das TCTP und Knotted-1 sowohl strukturell als auch funktionell einige Eigenschaften bereits bekannt,
bezichungsweise aus Homologen ableitbar.

Um die Proteine erfolgreich charakterisieren zu konnen, mussten diese zundchst heterolog in
Escherichia coli hergestellt werden. Haufig fiihrt die heterologe Expression in E. coli dazu, dass die
Proteine zwar in groBen Mengen hergestellt, aber unloslich in Einschlusskorperchen (Inclusion Bodies)
vorliegen und deshalb zunéchst denaturiert und aufwendig neu gefaltet werden miissen. Erschwert wird
die Loslichkeit hdufig auch durch die Tatsache, dass posttranslationale Modifizierungen wie
Disulfidbriicken, Phosphorylierungen oder Glykosylierungen das Zielprotein stabilisieren kdnnen.
Diese Modifizierungen sind in E. coli als Expressionssystem entweder nur bedingt mdglich oder

komplett unmdglich.
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Um die Chance auf ein 16sliches Protein zu erhohen, wurde zundchst mit Hilfe verschiedenster
bioinformatischer Berechnungen versucht, geeignete Protein-Konstrukte zu finden. Fiir das Konstrukt-
Design wurden verschiedene Bedingungen formuliert: So sollten Konstrukte weder innerhalb von
einzelnen Doménen beginnen, noch innerhalb einzelner Sekundirelemente, wie a-Helices oder f-
Faltblattern. Des Weiteren sollten N- und C-Termini keine groferen ungeordneten Bereiche aufweisen,
da diese hiufig Ziel proteolytischer Degradation in E. coli darstellen. Uber den Sequences annotated by
Structure  Server (EBI-SAS) (90) wurden zundchst homologe Proteine, bezichungsweise
Proteinkonstrukte gesucht, die bereits erfolgreich strukturell aufgekldrt wurden. Anhand dieser
bekannten Konstrukte, konnten dann mégliche At1g64370-, Knotted-1 und TCTP-Konstrukte designt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

-80 °C Kiihltruhe

-20 °C Gefrierschrank

4 °C Kiihlschrank

AKTAprime plus

Avegene Geldokumentationsgerét SLite 140S
BioPhotometer

Branson Sonifier 250

Heraeus® Brutschrank

CD Photometer J-815

Chemidoc Touch Gel/Blot-Dokumentationsgerét
DLS Gerét SpectroSize 300

DLS System SpectroLight 600
Electrophoresis Power Supply EPS 301
Fastblot 43B semi dry Blot Gerit
Feinwaage ABJ
Fluoreszenzspektrophotometer F4500
FPLC System
Gelelektrophoresesystem Ow/
Heizblock OriBlock OB-1

IKAMAG RCT Magnetriihrer
Honeybee 961 Kristallisationsroboter
Magnetrithrer RSM-10HS

Ultraflex 11 MALDI-TOF-TOF
Massenspektrometer

Monolith NT.115™

NanoDrop one® UV/Vis Photometer
PCR Cycler T3000

peqTWIST Vortexer

Peristaltikpumpe 2232 Microperplex S
PETRA III Beamline P12

pH-Meter

Pilatus 2M pixel X-ray Detector
Schiittler

Sorvall RC 6" Zentrifuge

Stratalinker 2400

ThermoShaker TS1

Tischzentrifuge Sprout
Vakuumpumpe Aeromat

Versadoc Imager fiir Blots

GFL, Burgwedel (D)
Liebherr, Biberach (D)
Liebherr, Biberach (D)

GE Healthcare, Uppsala (S)
Pacific Image Electronics, New Taipei City (TWN)
Eppendorf, Hamburg (D)

Branson Ultrasonics, Eemnes (NL)

Heraeus, Hanau (D)

Jasco Labor- und Datentechnik, Grof3-Umstadt (D)
BioRad, Miinchen (D)

Xtal Concepts, Hamburg (D)

Xtal Concepts, Hamburg (D)

Amersham Pharmacia, Uppsala (S)

Biometra, Gottingen (D)

Kern & Sohn GmbH, Balingen (D)

Hitachi, Tokyo (J)

Amersham Pharmacia, Uppsala (S)

Owl Separation Systems Inc., Portsmouth (USA)
Bibby Scientific, Stone (UK)

IKA, Staufen (D)

Znser Analytic GmbH, Frankfurt (D)

Phoenix Instruments, Garbsen (D)

Bruker Daltonics GmbH, Bremen (D)

NanoTemper, Miinchen (D)
NanoDrop products, Wilmington (USA)
Biometra, Gottingen (D)

VWR, Darmstadt (D)

Pharmacia LKB, Uppsala (S)
DESY/EMBL, Hamburg (D)
Mettler-Toledo, Giefien (D)
Dectris, Baden-Dacttwil (CH)
Infors AG, Bottmingen (CH)
Thermo Scientific, Darmstadt (D)
Agilent, Waldbronn (D)
Biometra, Géttingen (D)

Biozym, Hessisch Oldendorf (D)
KNF, Freiburg (D)

Bio-Rad, Miinchen (D)
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Waage EG

Wasserbad

Zentrifuge 5424/5424R
Zentrifuge 5417R
Zentrifuge 2K 15

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Anti-His Primérantikdrper aus Maus
Anti-Maus Sekundarantikorper aus Ziege, HRP
konjugiert

Anti-Maus Sekundérantikorper aus Ziege, AP
konjugiert

Blot-Membranen (PVDF/Nitrocellulose)
cOmplete Protease Inhibitor Tabletten
FloppyChoppy Kit

GelRed DNA Stain

Genelet™ Gel Extraction Kit

Genelet™ Plasmid Miniprep Kit
GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder

HilLoad Superdex 75 pg Gelfiltrationssiule
HilLoad Superdex 200 pg Gelfiltrationssdule

HisPur 0.2 ml Spin Columns
HisTrap™ High Performance Séule

HiTrap™ Heparin HP Saule

HiTrap™ Q Fast Flow Anionenaustauscherséiule
HiTrap™ Q High Performance Matrix
HiTrap™ SP High Performance Matrix
Monolith NT.115 Standard treated capillaries
Monolith NT.115 Premium coated capillaries
Monolith Protein Labeling Kit Red-NHS

Monolith Protein Labeling Kit Red-Maleimide
Ni-NTA Agarose

PageRuler prestained 10 to 180 kDa
Parafilm M

PD10 Leersdulen

ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit
QIAquick PCR Purification Kit

QS Quarz Kiivette 10 mm

RNA Clean & Concentrator-25 RNA
Konzentrator

SpectraPor Dialysemembranen
SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent
Substrate

Vivaspin Konzentratoren

Kern & Sohn GmbH, Balingen (D)
Julabo, Seelbach (D)

Eppendorf, Hamburg (D)
Eppendorf, Hamburg (D)

Sigma, Gottingen (D)

Dianova, Hamburg (D)
Dianova, Hamburg (D)

Dianova, Hamburg (D)

GE Healthcare, Uppsala (S)
Roche, Mannheim (D)

Jena Bioscience, Jena (D)
Biotium, Hayward (USA)
Fermentas, St. Leon-Rot (D)
Fermentas, St. Leon-Rot (D)
Fermentas, St. Leon-Rot (D)
GE Healthcare, Uppsala (S)
GE Healthcare, Uppsala (S)

ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)
GE Healthcare, Uppsala (S)

GE Healthcare, Uppsala (S)
GE Healthcare, Uppsala (S)
GE Healthcare, Uppsala (S)
GE Healthcare, Uppsala (S)
NanoTemper, Miinchen (D)
NanoTemper, Miinchen (D)
NanoTemper, Miinchen (D)
NanoTemper, Miinchen (D)
Qiagen, Hilden (D)
Fermentas, St. Leon-Rot (D)
Brand, Wertheim (D)

GE Healthcare, Uppsala (S)
New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
Qiagen, Hilden (D)

Hellma GmbH, Miillheim (D)
Zymo Research, Irvine (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (D)
Fisher Scientific, Schwerte (D)

Sartorius, Gottingen (D)
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2.1.3 Enzyme und Plasmide

Antarctic Phosphatase

BamHI HF Restriktionsendonuklease
Bsal Restriktionsendonuklease

Ncol HF Restriktionsendonuklease
Ndel Restriktionsendonuklease

DNase I

dNTP Mix

Inorganische Pyrophosphatase (0.1u/ul)
Lysozym

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

T4 DNA Polymerase

T7 RNA Polymerase

Taq DNA Polymerase

Thrombin

Tobacco Etch Virus Protease

Xhol HF Restriktionsendonuklease
Trypsin, porcine fiir die Massenspektrometrie
pET-22a E.coli Expressionsvektor
pET-28a E.coli Expressionsvektor
pET28a-GBI1 E.coli Expressionsvektor
pET28a-MBP E.coli Expressionsvektor
pNH-TrxT E.coli Expressionsvektor
pRK793 MBP-TEV E.coli Expressionsvektor

2.1.4 Bakterienstimme und Pflanzen

Arabidopsis thaliana Columbiana 0
Brassica napus cv. Drakkar

Escherichia coli BL21 Gold (DE3)
Escherichia coli CodonPlus (DE3) RIPL
Escherichia coli Rosetta-gami 2 (DE3)
Escherichia coli TOP10

Escherichia coli XL10 Gold

2.1.5 Software und Datenbanken

ATSAS Software
AutoDock 4.2 Software

AutoDock Vina
Chimera 1.8 Software

Dichroweb CD Analysis Server
EMBL-EBI SAS Tool

ExPASy Bioinformatics Resource Portal
flexControl Software

New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
Applichem, Darmstadt (D)

Fermentas, St. Leon-Rot (D)

New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
Applichem, Darmstadt (D)

Fermentas, St. Leon-Rot (D)

Fermentas, St. Leon-Rot (D)

New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
In House

Fermentas, St. Leon-Rot (D)

GE Healthcare, Uppsala (S)

In House

New England Biolabs, Frankfurt a. M. (D)
Promega, Mannheim (D)

Merck Millipore, Darmstadt (D)

Merck Millipore, Darmstadt (D)

In House

In House

SGC Oxford, Oxford (UK) (91)

David Waugh (92)

In House

CBGP, Madrid (E)

Agilent, Waldbronn (D)
Agilent, Waldbronn (D)

Merck Millipore, Darmstadt (D)
Fisher Scientific, Schwerte (D)
Agilent, Waldbronn (D)

EMBL, Hamburg (D)
Scripps Research Institute, La Jolla (USA)

Scripps Research Institute, La Jolla (USA)
UCSF, San Francisco (USA)

http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/sas/
http://www.expasy.org/

Bruker Daltonik, Bremen (D)
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GraphPad Prism 5 Software

MASCOT Server
mMass Software

GraphPad, La Jolla (USA)
http://www.matrixscience.com/
http://www.mmass.org/

MO. Affinity Analysis Software NanoTemper, Miinchen (D)

NEBcutter V2.0
Protein CCD at NKI

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
https://xtal.nki.nl/ccd/Welcome.html

RCSB PDB Protein Data Bank http://www.rcsb.org/

Unicorn Control Software
UniProt Protein Datenbank

XtalPred-FF

2.1.6 Chemikalien

GE Healthcare, Uppsala (S)
http://www .uniprot.org/
http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Applichem (Darmstadt, D), Sigma-Aldrich (Steinheim, D),
Carl Roth (Karlsruhe, D) und Roche Diagnostics (Mannheim, D) bestellt.

2.1.7 Haufig genutzte Losungen und Puffer

2x YT Medium
6x SDS Ladepuffer

10x SDS Laufpuffer
10x Transkriptionspuffer

20x NPS

50x 5052

50x TAE Puffer

1000x Trace Metal Mix

Kolloidale Coomassie
Férbelosung
Kolloidale Coomassie
Entfarbelosung
LB-Agar

Solubilisierungspuffer

16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5g/1 NaCl

375 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2 % SDS, 10 % Glycerol, 100 mM DTT,
0.01% Bromphenolblau

30 g/l Tris, 144 g/1 Glycin, 10 g/l SDS

500 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM MgCl,, 50 mM DTT, 20 mM
Spermidin

0.5 M (NH4)2SO4, 1 M KH2PO4, 1 M Na,HPO4

0.5 % Glycerol, 0.05 % Glukose, 0.2 % a-Laktose

2 M Tris, 5.71 % Essigsdure, 50 mM EDTA

50 mM FeCls, 20 mM CaCl,, 10 mM MnCl,, 10 mM ZnSO4, 2 mM
CoCly, 2 mM CuCl,, 2 mM NiCl,, 2 mM Na;MoOs, 2 mM Na,SeOs, 2
mM H;BO;

0.02 % (w/v) CBB G-250, 5% (w/v) Aluminiumsulfat(14-18)-Hydrat,
10 % (v/v) Ethanol (abs.), 2% (v/v) ortho-Phosphorséure (85 %)

10 % (v/v) Ethanol (abs.), 2% (v/v) ortho-Phosphorsdure (85 %)

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l Agar

15 mM Tris-HCI, pH 6.8, 1 % SDS, 2 M Harnstoff, 1.25 % B-
Mercaptoethanol, 2.5 % Glycerol
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PBST Puffer 4 mM KH;PO4, 16 mM Na,HPO,, 115 mM NaCl (pH 7.4), 0.05 %
Tween-20

Transferpuffer 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol

TE Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA

ZY Medium 10 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Hefeextrakt

2.1.8 Sequenzierungen, DNA und RNA Oligonukleotide

Alle Primer und DNA Oligonukleotide fiir PCR und Bindungsstudien wurden entweder bei der Firma
Metabion (Planegg/Steinkirchen, D) oder bei Eurofins MWG (Ebersberg, D) bestellt. Sequenzierungen
wurden von der Firma Eurofins MWG (Ebersberg, D) durchgefiihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli Zellen wurde die Methode nach Inoue et al.
(93) in modifizierter Form angewandt. Hierfiir wurden zundchst 200 ml LB Medium mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum, typischerweise 34 pg/ml Chloramphenicol oder 25 pg/ml
Spectinomycin, versetzt und mit einer auf LB-Agar gewachsenen Bakterienkolonie inokuliert. Die
Kultur wurde iiber Nacht bei 24 °C unter Schiitteln bei 170 rpm auf einem Schiittler inkubiert bis eine
optische Dichte (ODgoonm) von 0.6 erreicht wurde. Am darauffolgenden Tag wurde die Kultur auf vier
50 ml Falcon Rdhren (Sarstedt) aufgeteilt und zunéchst fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss
wurden die gekiihlten Kulturen bei 3000 x g und bei 4 °C fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Das erhaltene
Bakterienpellet wurde mit 16 ml eisgekiihlter TB Losung (10 mM PIPES, pH 6.7, 250 mM KCl, 15 mM
CaCl,, 55 mM MnCl,) resuspendiert und fiir weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde erneut bei 3000 x g abzentrifugiert und das Pellet mit 4 ml TB Ldsung
resuspendiert und anschlieBend mit 280 pl 100% Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. Nach 20-
miniitiger Inkubation auf Eis wurden 200 ul Aliquote hergestellt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80 °C gelagert.
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2.2.2 Herstellung von gDNA und cDNA

Zur Isolation von gDNA wurden 100 mg Blattmaterial von Arabidopsis thaliana oder Brassica napus
verwendet. Das Blattmaterial wurde durch Zugabe von 400 ul Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI, pH
7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5 % (w/v) SDS) und mit Hilfe eines Mikropistills in fliissigem
Stickstoff feingemorsert. Das Lysat wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur und 16000 x g zentrifugiert,
300 pl des Uberstands in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und 1:1 mit 100 % Isopropanol gemischt.
Das Gemisch wurde erneut fiir 5 Minuten bei 16000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und erneut fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde wieder abgenommen und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Sobald das Pellet getrocknet
war wurde es in 100 pl TE Puffer (10 mM Tris-HCIL, pH 8.0, 1 mM EDTA) resuspendiert.

Zur cDNA Herstellung wurde zunédchst Gesamt-RNA aus Blattgewebe mit Hilfe des Plant Total RNA
Isolation Kits (Avegene) nach Herstellerangaben isoliert und aufbereitet. Die cDNA Synthese wurde
mit dem ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB) nach Herstellerangaben durchgefiihrt
und im Anschluss bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Klonierung

Die Gene fiir das TCTP aus Arabidopsis thaliana und Raps, sowie das Knotted-1 Gen aus Zea mays
wurden iiber die Polymerase Kettenreaktion aus zuvor isolierter gDNA oder cDNA amplifiziert. Hierbei
wurden speziell fiir das Knotted-1 Gen sowohl die Volllaingen-Gene als auch Gen-Abschnitte kloniert.
Die Genbereiche wurden iiber die Software Protein-CCD (94) und den Sequence Annotated by Structure
Server (90) festgelegt. Dabei sollten die zu designenden Konstrukte weder in Sekundarstrukturen als
auch in kompletten Doménen starten oder enden. Sofern mdglich, wurden einzelne Doménen kloniert.

Nachfolgend in Tabelle 1 dargestellte Konstrukte wurden erstellt.

Tabelle 1. Ubersicht genutzter Protein Konstrukte.

Name Plasmid Protease Schnittstelle Tag
NH-atTCTP pET-28a Tobacco Etch Virus N-terminaler HisTag
NH-bnTCTP pET-28a Tobacco Etch Virus N-terminaler HisTag
atTCTP-CH pET-28a Keine C-terminaler HisTag
bnTCTP-CH pET-28a Keine C-terminaler HisTag
Inorganische pET-28a Keine C-terminaler HisTag
Pyrophophatase (E. coli)

T7 RNA Polymerase pET-28a Thrombin N-terminaler HisTag
atMS1 pET-28a Keine Kein
FMO01-11 pET-28a Tobacco Etch Virus N-terminaler HisTag
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SP01-08 pNH-TrxT Tobacco Etch Virus N-terminaler His-Trx-Tag

NH-MBP-KNI pET-28- Tobacco Etch Virus N-terminaler His-MBP-Tag
MBP

NH-GBIla-KN1 pET-28- Tobacco Etch Virus N-terminaler His-GBla-Tag
GBla

NH-GB1b-KN1 pET-28- Tobacco Etch Virus N-terminaler His-GB1b-Tag
GBI1b

TEV! pRK793 Tobacco Etch Virus N-terminaler MBP-His-Tag

SP17-28 pET-28a Tobacco Etch Virus N-terminaler HisTag

! Das MBP-TEV Protease-Konstrukt enthdlt eine interne TEV-Schnittstelle zwischen dem N-terminalen MBP-Tag und dem
darauffolgenden His-TEV Protein. Dadurch wird das MBP Protein in vivo in E. coli abgeschnitten.

Zur Amplifikation der Gene oder Genbereiche wurde die Phusion DNA Polymerase (Fermentas)
verwendet, da diese eine zusétzliche Proofreading-Aktivitat aufweist. Sofern méglich, wurde eine
einheitliche Schmelztemperatur fiir alle genutzten Primer von 58 °C eingestellt und nach folgendem

Programm (Tabelle 2) die PCR durchgefiihrt.

Tabelle 2. PCR-Ansatz fiir die Phusion-Polymerase.

50 pl PCR Ansatz Programm
5ul  HF oder GC Puffer Denaturierung 98°C 30s
(Fermentas)
2.5ul  dNTPs (NEB) Denaturierung 98°C 5s 5 Zyklen
S5ul  Primer Mix (10 mM Stock) Elongation 72°C 1kb/15s
1 ul  DNA Template Denaturierung 98°C 10s 30
0.5 ul  Phusion Polymerase Primeranlagerung 60 °C  30s Zyklen
(Fermentas) Elongation 72°C 1kb/15s

355 ul ddH,O
Endelongation 72°C 5 min

2.2.3.1 Klonierung in pET-basierte Vektoren

Sowohl das TCTP, atMS1 als auch die verschiedenen Knotted-1 Fragmente wurden in den pET-28a
oder pET-22b Vektor kloniert. Durch das Verwenden der beiden pET-Plasmide konnte sowohl N-
terminal (MGSSHHHHHHSSGLVPRGS) als auch C-terminal (LEHHHHHH) ein 6xHistidin-7ag an
das Zielgen fusioniert werden. Zusétzlich wurde iiber den pET-Vektor eine Thrombin Schnittstelle

zwischen His-7ag und dem Zielgen eingebracht. Sofern Thrombin sich als Protease fiir den 7Tag-Verdau
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nicht eignete, wurde iiber die PCR an das Zielgen N-terminal eine TEV Schnittstelle angefiigt, so dass
insgesamt das Peptid MGSSHHHHHHSSGLVPRGSENLYFQG N-terminal an das Protein
heranfusioniert wurde. Das TCTP wurde sowohl als N-, als auch als C-terminal His-getaggtes Konstrukt
hergestellt. atMS1 wurde so kloniert, dass kein zusétzlicher Tag vorlag.

Alle Knotted-1 Fragmente wurden an einen N-terminalen HisTag mit zusétzlicher TEV-Schnittstelle
fusioniert. Die hierfiir verwendeten Primer sind nachfolgend in Tabelle gelistet. Die amplifizierten
Genabschnitte wurden zunidchst iiber ein PCR Aufreinigungskit (Qiagen) nach vorheriger PCR
aufgereinigt und anschlieend 1 pg mit den entsprechenden Restriktionsenzymen bei 37 °C fiir eine
Stunde verdaut. Der Zielvektor wurde ebenfalls mit den benétigten Restriktionsenzymen geschnitten.
Im Anschluss wurden die geschnittenen PCR Produkte erneut iiber das PCR Purification Kit
aufgereinigt. Der geschnittene Vektor wurde zunichst mit Hilfe der Antarctic Phosphatase (NEB) fiir
15 min am 5° Ende dephosphoryliert, anschlieBend iiber ein 0.8 %-iges TAE-Agarose Gel von
ungeschnittenem Vektor aufgetrennt und iiber ein Gelextraktionskit (Fermentas) aufgereinigt. Fiir die
Ligation wurden zu 200 ng geschnittenem Vektor das zu klonierende Fragment im 1:3 oder 1:5
Uberschuss hinzugegeben. Die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 24 °C mit Hilfe der T4 DNA Ligase
(NEB). 10 pl des Ligationsansatzes wurden am darauffolgenden Tag in 200 pl £. coli XL10 Gold Zellen

transformiert.

Tabelle 3. Genutzte Primer zur Generierung der verschiedenen Konstrukte.

Name Schnitt Sequenz
-stellen

NH-atTCTP-F! Ndel GATCCATATGGAGAACTTGTACTTCCAATCCATGTTGGTGTACCAAG
ATCTTC

NH-atTCTP-R! BamHI GATCGGATCCTCAGCACTTGACCTCCTTC

atTCTP-CH-F! Ncol GATCCCATGGGCTTGGTGTACCAAGATCTTC

atTCTP-CH-R! Xhol GATCCTCGAGGCACTTGACCTCCTTCAAAC

MS1 F Ndel GATCCATATGGCTTCACACATTGTTGG

MS1 R Xhol GATCCTCGAGTCACTTGGCACTGGCGAG

FMO8-F Ndel GATCCATATGGAAAATCTTTATTTTCAAGATCAAGAAGGTAGCGGA
GG

FMO08-R Xhol GATCCTCGAGTCACTCGGATGGCTTCCAGTGC

NH-MBP-KN1-F?  BamHI GATCGGATCCGAAAATCTTTATTTTCAAATGGAGGAGATCACCCAA
CAC

NH-MBP-KN1-R?  HindIllI GATCAAGCTTCTAGCCGAGCCGGTAC

NH-GB1a-KN1- BamHI GATCGGATCCGAAAATCTTTATTTTCAAATGGAGGAGATCACCCAA
F? CAC

NH-GB1a-KN1- Xhol GATCAAGCTTCTAGCCGAGCCGGTAC

R2
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NH-GB1b-KN1- BamHI GATCGGATCCGAAAATCTTTATTTTCAAATGGAGGAGATCACCCAA
F? CAC
NH-GB1b-KN1- Xhol GATCAAGCTTCTAGCCGAGCCGGTAC

R2

NH-bnTCTP-F! Ndel GATCCATATGGAGAACTTGTACTTCCAATCCATGTTGGTGTACCAAG
ATCTTC

NH-bnTCTP-R! BamHI GATCGGATCCTCAGCACTTGACCTCCTTC

pET28a-CH- Ncol GATCCCATGGGCTTGGTGTACCAAGATCTTC

bnTCTP-F!

pET28a-CH- Xhol GATCCTCGAGGCACTTGACCTCCTTCAAAC

bnTCTP-R!

! Da die Sequenzen fiir das Gen aus Arabidopsis thaliana und auch von Brassica napus sowohl am 3 “ als auch 5 “-Ende identisch
sind, wurden hier die gleichen Primer verwendet. > Da immer der gleiche Genbereich des Knotted-1 Gens kloniert und immer

die gleichen Restriktionsschnittstellen eingebaut wurden, konnten immer die gleichen Primer verwendet werden.

2.2.3.2 Ligationsunabhiingiges Klonieren

Fiir das ligationsunabhéngige Klonieren wurde an alle zu klonierenden Genabschnitte am 5° Ende die
Sequenz TACTTCCAATCCATG angehingt, sowie am 3° Ende die Sequenz TATCCACCTTTACTG.
Der genutzte Zielvektor enthilt das Gen fiir die Levansucrase (SacB). Dieses Gen fiihrt bei gram-
negativen Bakterien nach Induktion mit Sucrose zum Zelltod und kann folglich als Selektionsmarker
fiir eine erfolgreiche Klonierung genutzt werden (95). Das Gen wurde zundchst iiber das
Restriktionsenzym Bsal aus dem Vektor herausgeschnitten. Danach wurde der geschnittene Vektor
ebenso wie die amplifizierten PCR-Fragmente tiber das PCR Purification Kit aufgereinigt. Im Anschluss
wurden iiber die T4 DNA-Polymerase komplementire Uberhéinge sowohl in den PCR-Fragmenten als
auch im Zielvektor erzeugt. Hierfiir wurden nachfolgende Ansitze fiir die PCR-Fragmente als auch den

Vektor pipettiert (Tabelle 4).

Tabelle 4. Ansiitze fiir den T4 DNA Polymerase-Verdau.

Fiir die PCR-Fragmente (1x) Fiir den Vektor

1 pl 10x NEB 2 Puffer 11 pl 10x NEB 2 Puffer

1 pl dCTP 2.75 ul dGTP

0.1 pl 100x BSA 1 ul 100x BSA

0.4 pl T4 DNA Polymerase Sul T4 DNA Polymerase

2.5 ul ddH,O 31 ul ddH,O

Sul PCR-Fragment 50 pl Bsal geschnittener Vektor
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Durch die selektive Hinzugabe eines einzelnen Nukleotids verdaut die T4 DNA-Polymerase die Enden
der PCR-Produkte als auch des Vektors am 5° Strang bis zu der Stelle an der das hinzugegebene
Nukleotid auftritt. Dabei wird bei den PCR-Fragmenten nur das dCTP hinzugeben und zum verdauten
Vektor nur das dGTP, was zur Folge hat, dass komplementire 12 Basen lange Uberhinge entstehen, die
fiir die Ligation genutzt werden kénnen. Die Ansdtze wurden bei 22 °C fiir 30 Minuten inkubiert und
anschlieffend die Reaktion fiir 20 min bei 70 °C gestoppt. Im Anschluss wurden 10 ul der vorbereiteten
PCR-Fragmente zu je 30 pl vorbereiteten Vektor gegeben und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die kompletten Ansétze wurden daraufhin zur Transformation in E. coli XL10 Gold Zellen
genutzt. Da bei dieser Klonierungsmethode eine Religation des leeren Plasmids ausgeschlossen ist und
Bakterien mit ungeschnittenem Plasmid aufgrund des Levansucrase-Gens auf Sucrose-haltigen Platten
nicht wachsen konnen, wurde auf ein nachfolgendes Colony-Screening hier verzichtet und direkt zwei

bis drei Klone zum Sequenzieren geschickt.

2.2.3.3 Transformation in Escherichia coli Zellen

Zu 200 pl chemisch kompetenten E. coli XL10 Gold Zellen wurden entweder 10 pl aus der pET-
basierten Klonierung oder 40 pl aus der ligationsunabhéngigen Klonierung hinzugegeben und zunichst
fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock fiir 30 Sekunden bei 42 °C und
eine einstlindige Inkubationszeit in 800 pl Regenerationsmedium (2xYT Medium, 10 mM MgCl,, 25
mM Glukose) bei 37 °C unter Schiitteln bei 175 rpm. Die Regenerate wurden darauthin bei 1000 x g fiir
eine Minute bei 4 °C abzentrifugiert und 800 ul Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in dem
verbliecbenden Uberstand resuspendiert und auf eine LB-Agar Platte mit dem bendtigten

Selektionsantibiotikum ausplattiert und bei 37 °C {iber Nacht inkubiert.

2.2.3.4 Colony-Screening

Fiir alle pET-basierten Klonierungen wurde um sicherzustellen, dass das gewiinschte Insert ligiert wurde
im Anschluss an die Transformation und der Ubernachtkultivierung bei 37 °C ein Colony-Screening
durchgefiihrt. Die dafiir notwendige PCR wurde wie nachfolgend in Tabelle beschrieben angesetzt und
durchgefiihrt. Einzelne Kolonien wurden mittels Pipettenspitze angepickt und direkt im PCR Ansatz
resuspendiert. Die Zelllyse erfolge durch die initiale Denaturierung fiir 2 min bei 95 °C. Durch die
Verwendung der pET-spezifischen T7 Primer konnte ein standardisierter Colony-Screen fir
verschiedenste Genkonstrukte verwendet werden. Der PCR Ansatz wurde im Anschluss auf ein 0.8 %-
iges TAE-Agarose Gel aufgetragen und fiir 30 min bei 100 V die Elektrophorese laufen gelassen.

Kolonien, die ein positives Signal auf der zu erwartenden Fragmentgrof3e aufwiesen, wurden daraufhin
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erneut von der LB-Agar Platte angepickt und in 5 ml LB Medium mit entsprechendem Antibiotikum

inokuliert. Die Kulturen wurden bei 37 °C iiber Nacht unter Schiitteln inkubiert und am darauffolgenden

Tag die Plasmide mittels Plasmid Miniprep Kit (Genelet) isoliert und zum Sequenzieren geschickt.

Tabelle S. PCR Mix und Programm fiir die Colony-Screen PCR.

PCR Ansatz Programm
1 Kolonie  Template Denaturierung 95°C 2 min
2.5 ul 10 x Thermopol Puffer Denaturierung 95°C 30s 25
0.5 pl 10 mM dNTP Anlagerung 56°C 30s Zyklen
0.5 ul T7 forward Primer (10 Elongation 68 °C 1 min/kb

uM)
0.5 pl T7 reverse Primer (10 Endelongation 68 °C 5 mn

uM)
0.5 ul Thermopol Taq DNA

Polymerase

22.5 ddH,0

2.2.4 Polyacrylamid Gelelektrophoresen (PAGE)

2.24.1 SDS-PAGE

Fiir die Auftrennung der Proteine und zur Uberpriifung der Reinheit der aufgereinigten Proteine wurde

eine SDS PAGE nach Laemmli durchgefiihrt (96). Hierzu wurde ein 0.75 mm breites diskontinuierliches

Gel nach Tabelle 6 gegossen, wobei 10 bis 15 %-ige Gele verwendet wurden.

Tabelle 6. Zusammensetzungen des Trenngels und des Sammelgels nach Laemmli.

Trenngel (5 ml) 10% 12% 15%
H:0 19ml 1.6ml 1.1 ml
30 % Akrylamid Mix 1.7ml 20ml 2.6ml
1.5 M Tris (pH 8.8) I13m 13ml 13ml
10 % SDS 50ul 50l 50 ul
10 % Ammoniumpersulfat 50ul 50l 50 ul
TEMED 2ul 2pl 24l

Sammelgel 1 ml

H.0 0.68 ml
30 % Akrylamid Mix 0.17 ml
1 M Tris (pH 6.8) 0.13 ml
10 % SDS 10 pl

10 % Ammoniumpersulfat 10 pl

TEMED

1 ul

Jeweils 12 pl Probe wurden mit 3 pl 6x SDS Ladepuffer versetzt, bei 95 °C fiir 5 min inkubiert und auf

das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde im MiniProtean III System (Bio-Rad) fiir 45 min bei

200 V mit 1x SDS Laufpuffer durchgefiihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele
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dreimal fiir 5 min in ddH,O gewaschen und anschlieSend mit kolloidaler Coomassie Féarbelosung oder

Zinkfarbung angefarbt (97, 98).

2.24.2 Tris-Trizin PAGE

Tris-Trizin-(Urea) Gele wurden nach Schiagger et al. gegossen (99). Sofern ein einfaches Trizin-SDS

Gel benutzt wurde, wurde kein Harnstoff zur Gellosung hinzugegeben. Die genutzten Puffer sind in

Tabelle 7 dargestellt. Das Gel wurde nach Tabelle 8 gegossen und anschliefend bei 150 V fiir 50 min

im MiniProtean III System laufen gelassen.

Tabelle 7. Genutzte Puffer fiir die Tris-Trizin-(Urea) PAGE.

3x Gelpuffer 10x Anodenpuffer 10x Kathodenpuffer
Tris 3IM IM 1M
Trizin - - 1M
HCl 1M 0.225M -
SDS 0.3 % - 1%
pH 8.45 8.9 8.25

Tabelle 8. Zusammensetzung des Tris-Trizin und Tris-Trizin-Urea Gels. Sofern ein Tris-Trizin Gel benutzt wurde,
wurde kein Urea in das Sammelgel als auch Trenngel hinzugegeben.

Trenngel 16 % 16 % + Urea

30 % Akrylamid 3.34 ml 3.34 ml
Mix (29:1)

6 M Urea - 6.36¢g
3x Gelpuffer 3.34 ml 3.34 ml
70 % Glycerol 1.4 ml 1.4 ml
10 % APS 40 pl 40 pl
TEMED 4 ul 4 ul
ddH;O 1,876 ml  Auf 10 ml auffillen

Sammelgel 6 ml
30 % Akrylamid 0.8 ml
Mix (29:1)
(6 M Urea) (2.16 )
3x Gelpuffer 1.5 ml
10 % APS 45 ul
TEMED 4.5 ul
ddH,O Auf 6 ml
auffiillen

Das fertig gelaufene Gel wurde dreimal mit ddH>O fiir 5 min gewaschen und anschlieBend mit

kolloidalem Coomassie gefarbt.
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2.2.5 Proteinproduktion

Klone mit dem Gen im richtigen Frame und ohne Aminosdurenaustausch wurden nach erfolgreicher

Sequenzierung in verschiedene E. coli Proteinexpressionszellen transformiert. Hierbei wurden drei

verschiedene Staimme mit unterschiedlichen Eigenschaften verwendet (Tabelle 9).

Tabelle 9. Verwendete bakterielle Expressionsstimme und deren Eigenschaften.

E. coli
Expressionsstamm

Genotyp

Merkmale

BL21-Gold (DE3)

CodonPlus RIPL (DE3)

Rosetta-gami 2 (DE3)

E. coli BF ompT hsdS(rg"mg~
) dem* Tet" gal MDE3) endA
Hte

E. coli BF ompT hsdS(rs”
mg") dem” Tet' gal M(DE3)
endA Hte [argU proL

Cam'] [argU ileY leuW
Strep/Spec’]
A(ara-leu)7697 AlacX74

AphoA Pvull phoR araDI139
ahpC galE galK rpsL F'[lac’
lacl® pro] gor522::Tnl0 trxB

Hohe Plasmidstabilitdt und
Transformationsrate,
Proteinexpression iiber IPTG/Laktose
induzierbar

Proteinexpression auch von AT- und
GC-reichen Genen, enthilt zusétzliche
tRNAs fiir Pro, Arg, Ile, Leu,
Proteinexpression liber IPTG/Laktose
induzierbar

Ermoéglicht die Bildung von
Disulfidbindungen im Zytoplasma,
zusitzliche tRNAs fiir Arg, Ile, Leu,
Pro, Gly, Proteinexpression iiber

pRARE2 (Cam®, Str®, Tet®) IPTG/Laktose induzierbar

2.2.5.1 Expressionstest

Die heterologe Expression der Proteine wurde mit den E.coli Stimmen BL21 Gold (DE3), BL21
CodonPlus RIPL (DE3) und Rosetta-gami 2 (DE3) getestet. Mit diesen Stimmen konnte die Expression
in Hinsicht auf Codon Usage und Disulfidbriickenbindungen innerhalb der Proteine getestet werden.
Jeweils eine Kolonie von jedem Bakterienstamm mit dem zu untersuchenden Gen wurde in 2 ml
Autoinduktionsmedium (100) (ZY Medium, 1x NPS, 1x 5052, 1 mM MgSOs, 100 pg/ml Antibiotikum)
inokuliert. Die Kulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln bei 175 rpm inkubiert. Am
nichsten Tag wurden die Kulturen bei 3200 x g abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Pellets
wurden dann in 2 ml Solubilisierungspuffer gelost und fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht. 5 ul der Lysate
wurden in einem neuen 1.5 ml Reaktionsgefda3 mit 1 ul 6x SDS-Ladepuffer (375 mM Tris-HCI, pH 6.8,
2 % SDS, 10 % Glycerol, 100 mM DTT, 0.01% Bromphenolblau) gemischt und erneut fiir 5 min bei 95
°C erhitzt. Die kompletten 6 pl Probe wurden auf ein 12 %-iges Bio-Rad Protean MiniGel aufgetragen
und im Bio-Rad Protean III bei 200 V, 60 mA fiir 45 min laufen gelassen.
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2.2.5.2 Loslichkeitstest

Die Loslichkeit der Proteine wurde nach Lindwall ef a/. (101) in modifizierter Form getestet. Eine 50
ml Autoinduktionskultur wurde iliber Nacht bei 25 °C kultiviert. Am nachsten Morgen wurde die Kultur
zunichst bei 3200 x g und bei 4 °C fiir 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 30 ml 10 mM Tris-HCI, pH 8.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA erneut resuspendiert. Von der
Resuspension wurden 500 ul Aliquote erstellt und diese bei 12000 x g fiir 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen und die Pellets fiir 10 min bei -20 °C kurz eingefroren. Die Pellets
wurden im Anschluss in 1 ml unterschiedlicher Puffer resuspendiert und mit Lysozym
(Endkonzentration 50 pg/ml) fiir 5 min auf Eis inkubiert. Die Resuspensionen wurden im Anschluss
jeweils fiir 3 min auf Eis sonifiziert (40 % Energy Output, 30 % Duty Cycle). Nach erneuter
zehnminitiger Inkubation bei 4 °C wurden die Lysate bei 16000 x g fiir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert.
Je 10 pl des Uberstands wurde mit 2 ul 6x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir 5 min aufgekocht und
anschliefend auf ein Bio-Rad Protean MiniGel aufgetragen, eine SDS-PAGE durchgefiihrt und mit
kolloidalem Coomassie gefarbt. Als Kontrolle wurde ein Pellet in Solubilisierungspuffer resuspendiert,
fiir 5 min bei 95 °C inkubiert und 5 pl zusammen mit einem 1 pl 6x SDS-Ladepuffer erneut fiir 5 min
aufgekocht und ebenfalls auf das SDS Gel aufgetragen. Im Vergleich zur Kontrolle konnte somit der
Anteil an 16slichem Protein quantitativ abgeschétzt werden und der Puffer entweder weiter optimiert

oder fiir die Aufreinigung genutzt werden.

2.2.6 Protein Aufreinigung

Fir die Aufreinigung einzelner Proteine wurden jeweils 400 ml Autoinduktionskulturen angesetzt.
Hierfiir wurde ein bei -80 °C gelagerter Glycerolstock zundchst angekratzt und 1:1000 in 1 ml LB
Medium verdiinnt. 200 ul der 1:1000 Verdiinnung wurde auf einer LB-Agar Platte, versetzt mit dem
Selektionsantibiotikum, ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Platte
wurde am darauffolgenden Tag mit 2 ml LB Medium abgeschwemmt und 400 pl genutzt um die 400
ml Autoinduktionsmedium (370 ml ZY-Medium, 20 ml 20x NPS, 8 ml 50x 5052, 400 ul 1 M MgSOs,
400 pl Selektionsantibiotikum)zu inokulieren. Die Kulturen wurden zunéchst fiir 1 h bei 37 °C und bei
175 rpm schiittelnd kultiviert, bevor diese iiber Nacht bei 25 °C weiter kultiviert wurden. Die Kulturen
wurden am nichsten Tag durch Zentrifugation bei 5500 g fiir 30 min und bei 4 °C geerntet und der

Uberstand verworfen. Die Pellets wurden bei -20 °C gelagert.
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2.2.6.1 Homeotic Protein Knotted-1

2.2.6.1.1 Homoobox-Domine

Die Homoobox-Doméne des Knotted-1 Proteins wurde {iber eine 3-Schritt Aufreinigung von den
Bakterienproteinen isoliert. Die Aufreinigung umfasste eine Nickel-Affinitdtschromatographie,
Gelfiltration und eine abschlieBende Anionenaustauschchromatographie. Das Pellet einer 400 ml Kultur
wurde in 50 ml Lysispuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 300 mM LiCl, 0.1 % CHAPS, 10 mM Imidazol,
1 mM PMSF, 1 mM DTT) resuspendiert. Lysozym (Endkonzentration 100 pg/ml) und DNase I
(Endkonzentration 3 u/ ml) wurden zusammen mit 1 mM MgCl, zu der Suspension hinzugegeben und
fiir 1 h bei 4 °C unter Riihren auf einem Magnetriihrer inkubiert. Das Lysat wurde im Anschluss auf Eis
im Becherglas sonifiziert (Duty Cycle: 50 %, Energy Output: 50 %) und bei 42000 x g fiir 30 min bei 4
°C zentrifugiert. Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde durch einen 0.45 pm Spritzenfilter
filtriert und auf die vorbereitete HisTrap Nickelaffinitdtschromatographiesdule {iber eine
Peristaltikpumpe bei einer Flussrate von 1 ml/min aufgetragen. Die His Trap-Saule wurde zuvor mit fiinf
Saulenvolumen (CV) ddH,O und anschliefend fiinf Sdulenvolumen Lysepuffer dquilibriert. Die mit
dem Lysat beladene HisTrap-Siule wurde an die AKTA pure angeschlossen und zunichst fiir 10
Saulenvolumen mit Lysepuffer gewaschen. Die Elution der an die Séiulenmatrix gebundenen
Homdobox-Domiéne erfolgte iiber einen Imidazolgradienten von 10 mM bis 1 M iiber 20 Sdulenvolumen
mit Hilfe des Elutionspuffers (50 mM Tris-HCIL, pH 8.0, 300 mM LiCl, 1 M Imidazol, 1 mM PMSF, 1
mM DTT). Die Elution wurden in jeweils 2 ml Fraktionen gesammelt und jeweils 10 pl auf ein SDS
Gel aufgetragen um die Reinheit der Fraktion abzuschétzen. Die Fraktionen, die das Homdobox-Protein
enthielten wurden im Anschluss zusammengelegt und 200 pl selbst hergestellte TEV Protease
hinzugegeben um den His-7ag zu verdauen. Der Verdau wurde in eine Dialysemembran gegeben
(MWCO: 3500 Da) und gegen 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 300 mM KCI, 1 mM DTT {iber Nacht dialysiert.
Nach erfolgter Dialyse wurde die Proteinprobe 1:3 mit Waschpuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0)
verdiinnt. Das verdiinnte Protein wurde daraufhin auf eine mit demselben Puffer dquilibrierte HiTrap Q
Anionenaustauschchromatographiesidule mit Hilfe einer Peristaltikpumpe geladen. Nachdem die Sdule
mit 5 CV vom Waschpuffer gewaschen wurde, erfolgte die Elution ebenfalls {iber einen Gradienten von
0 bis 1 M NaCl gegen den Elutionspuffer (50 mM Tris, pH 8.0, 1 M KCIl). Die Elution wurde wieder in
2 ml Fraktionen gesammelt, zusammengegeben und anschlieBend iiber einen Zentrifugalfilter (Vivaspin
20, MWCO: 5000 Da) auf maximal 2 ml eingeengt. Die eingeengte Proteinprobe wurde auf eine mit 25
mM Tris, pH 8.0, 250 mM KCIl, 10 mM MgCl, &quilibrierte HiLoad 16/60 Superdex 75 pg
Gelfiltrationssdule gegeben und bei einer Flussrate von 0.5 ml/min laufen gelassen. Einzelne Peaks im
Chromatogramm, die das gesuchte Protein enthielten wurden getrennt voneinander gesammelt und auf
maximal 16 mg/ml iiber einen Zentrifugalfilter aufkonzentriert, anschlieBend in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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2.2.6.1.2 Maltose-Bindeprotein-Knotted-1 (MBP-KN1)

Ein Pellet einer 400 ml Kultur mit dem N-terminal MBP-getaggten Knotted-1 Protein wurde in 50 ml
Lysispuffer (50 mM NaH,POs, pH 7.5, 1 mM DTT, 5 % Glycerol, 500 pM Gibberellinsdure)
aufgenommen und mit Lysozym (100 pg/ml Endkonzentration), DNase I (3 u/ml Endkonzentration)
und einer cOmplete Protease Inhibitor Tablette versetzt und fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Das Lysat wurde
anschliefend auf Eis sonifiziert (Duty Cycle: 50 %, Energy Output: 50 %). Nach Zentrifugation fiir 30
min bei 43000 x g und bei 4 °C wurde der Uberstand durch einen 0.45 um Spitzenfilter filtriert und
anschliefend mit Hilfe einer Peristaltikpumpe auf eine Anionenaustauschchromatographiesdule
gegeben. Der Durchlauf wurde direkt auf eine angeschlossene Heparinaffinitidtschromatographiesiule
gegeben. Das gebundene MBP-KN1 Protein wurde von dieser Sdule stufenweise mit NaCl eluiert
(Konzentrationsstufen: 500 mM, 750 mM, 1 M, 2 M). Fraktionen, die das getaggte Protein enthielten
wurden im Anschluss {iber einen Vivaspin 500 (MWCO: 30000 Da) Zentrifugalfilter eingeengt und auf
eine HiLoad 16/60 Superdex 75 pg /200 pg Gelfiltrationssdule geladen. Als Gelfiltrationspuffer diente
eine Losung aus 10 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 1 mM DTT. Das aufgereinigte Protein wurde erneut
iiber Vivaspin 500 Zentrifugalfilter eingeengt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert.

2.2.6.2 Translationally controlled tumor associated protein (TCTP)

Ein 200 ml Bakterienpellet wurde in 50 ml Lysepuffer (50 mM Na-HEPES, pH 7.5, 300 mM NacCl, 10
% Glycerol, 1 mM DTT) resuspendiert und mit 100 pg/ml Lysozym und 3 uw/ml DNase I versetzt.
Zusétzlich wurde 1 mM PMSF und 1 mM MgCl, zum Ansatz hinzugegeben und bei 4 °C fiir 1 h unter
Riihren inkubiert. Das Lysat wurde im Anschluss auf Eis sonifiziert (50 % Duty Cycle, 50 % Energy
Output) und anschlieBend bei 43000 x g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch
einen 0.45 um Spitzenfilter filtriert und mit Hilfe einer Peristaltikpumpe auf eine mit Lysepuffer
dquilibrierte Sml HisTrap FF Nickelaffinitdtschromatographiesdule gegeben. Nach Waschen der Séule
mit 10 Sdulenvolumen Lysepuffer wurde das gebundene TCTP iiber einen Gradienten von 25
Saulenvolumen von 0 bis 500 mM Imidazol gegen den Elutionspuffer (50 mM Na-HEPES, pH 7.5, 300
mM NaCl, 10 % Glycerol, 500 mM Imidazol, 1 mM DTT) eluiert. Die Fraktionen, die das TCTP
enthielten wurden gesammelt und mittels Zentrifugalfilter (Vivaspin 20, MWCO: 10000 Da) auf 2 ml
eingeengt. Die eingeengte Probe wurde daraufhin auf eine mit 20 mM Na-HEPES, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 5 % Glycerol, 1 mM DTT &quilibrierte Gelfiltrationsséule geladen und bei 0.5 ml/min {iber Nacht
laufen gelassen. Sofern die Fraktionen, die das TCTP enthielten nicht rein genug waren wurde im
Anschluss eine Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt. Hierfiir wurde das TCTP zunéchst mit
20 mM Na-HEPES, pH 7.5, 5 % Glycerol, 1 mM DTT (Waschpuffer) soweit verdiinnt, dass die

Endkonzentration an NaCl in der Probe unter 100 mM lag. Die verdiinnte Probe wurde dann {iber eine
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Peristaltikpumpe auf eine HiTrap Q Anionenaustauschchromatographieséule geladen und zunéchst mit
20 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte iiber einen NaCl Gradienten von 0 bis 1 M iiber 20
Saulenvolumen gegen den Elutionspuffer (20 mM Na-HEPES, 1 M NacCl, 5 % Glycerol, 1 mM DTT).
Das Protein wurde im Anschluss erneut gesammelt und iiber einen Zentrifugalfilter (Vivaspin 20,
MWCO: 10000 Da) auf eine Konzentration von mindestens 10 mg/ml gebracht. Das Protein wurde

darauthin aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.6.3 Tobacco Etch Virus Protease (TEV Protease)

Die TEV Protease wurde zunichst in 400 ml Autoinduktionsmedium in BL21 CodonPlus RIPL (DE3)
Zellen hergestellt und nach dem Protokoll von Alsarraf et al. (102) tiber eine Nickelaffinitatssdule und
eine Anionenaustauschchromatographie in zwei Schritten aufgereinigt. Nach einer Dialyse tiber Nacht
gegen Lagerpuffer (50 mM Tris—HCI pH 7.6, 5 mM B-Mercaptoethanol, 50% Glycerol) wurde eine
Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und anschlieBend im Lagerpuffer bei -80°C in 200 ul Aliquots
gelagert.

2.2.6.4 T7 RNA Polymerase

Fiir die in vitro RNA Synthese wurde die T7 RNA Polymerase mit N-terminalem 6x His7Tag in BL21
Gold (DE3) E. coli Zellen mittels Autoinduktion hergestellt. Hierfiir wurde aus einer Vorkultur 400 pl
Zellsuspension in 400 ml ZYP-5052 Medium inokuliert und anschlieBend fiir 1 h bei 37 °C und 175 rpm
auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschluss wurde die Kultivierung iiber Nacht bei 24 °C fortgefiihrt.
Die Aufreinigung erfolgte nach Ellinger et al. (103). Zur weiteren Erh6hung der Reinheit wurde im
Anschluss an die Nickelaffinitdtschromatographie iiber eine weitere HiTrap Q FF
Anionenaustauschchromatographiesiule mit 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM NaCl, 1 mM DTT als
Waschpuffer und 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 1 mM DTT als Elutionspuffer aufgereinigt.
Die Elution erfolgte iiber einen Gradienten von 50 bis 500 mM NaCl iiber 20 S&ulenvolumen.
Fraktionen, die die Polymerase enthielten, wurden anschlieBend kombiniert und iiber Nacht gegen 20
mM Na,HPO, pH 7.7, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT und 50 % Glycerol dialysiert. Am
nichsten Tag wurde die Probe mittels Zentrifugalkonzentrator (Vivaspin 500, MWCO 30000 Da) auf
eine Konzentration von 12 mg/ml konzentriert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.
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2.2.6.5 Inorganische Pyrophosphatase aus E. coli

Das Protein wurde in E. coli BL21 (DE3) RIPL Zellen in 400 ml Autoinduktionskultur hergestellt. Zu
400 ml ZYP-5052 Medium wurden 400 pl einer Vorkultur hinzugegeben und anschlieend bei 37 °C
fiir 1 h und bei 175 rpm schiittelnd inkubiert. Die Ubernachtkultivierung erfolgte darauthin bei 24 °C.
Die Aufreinigung erfolgte nach Ramos ef al. (104). Das aufgereinigte Protein wurde auf eine

Konzentration von 1 u/ ul eingestellt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.6.6 Vitamin B12 unabhiingige Methionin Synthase 1 (MS1)

Das MS1 Protein wurde mit Hilfe des Autoinduktionsmediums in BL21 CodonPlus (DE3) RIPL Zellen
hergestellt. Da MS1 ein zinkbindendes Protein ist, wurde anstatt 1 mM MgSO4 sowohl 0.5 mM MgSO4
als auch 0.5 mM ZnSO4 zur Kultur gegeben und iiber Nacht bei 25 °C und bei 175 rpm schiittelnd
inkubiert. Die Aufreinigung erfolgte wie bei Ferrer et al. (105) beschrieben. Das aufgereinigte Protein
wurde auf mindestens 10 mg/ml aufkonzentriert und in 100 pl Aliquote schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.2.7 Circulardichroismus (CD) Experimente

CD Messungen wurden sowohl fiir das TCTP, als auch fiir KN1 und At1g64370 durchgefiihrt. Hierfiir
wurde der J-815 CD-Photometer verwendet. 200 pl einer 5 bis 10 mikromolaren Proteinprobe wurde
bei Raumtemperatur gemessen, fiinf verschiedene Messungen zusammengefasst und der Graph
geglittet. Fiir die Messungen zwischen 190-260 nm wurden die Proben jeweils in einer 1 mm Quartz
Kiivette gemessen und die Elliptizitdt (6) gemessen. Die jeweils verwendeten Puffer wurden mit den
gleichen Einstellungen gemessen und spéter von den Proben abgezogen. Die gemessene Elliptizitit, als
MaB fiir die Differenz der Absorption zwischen rechts und links polarisiertem Licht, wurde um die
einzelnen Messungen besser mit einander vergleichen zu konnen {iber Gleichung (1) in MRE (Mean

Residue Ellipticity, [deg cm? dmol™']) umgewandelt (106).

MRW x [1]

MRE = 10 Xc xXd

MRW: durchschnittliches Molekulargewicht der Aminoséuren
O: Elliptizitat
c: Proteinkonzentration in g/ml

d: Wegstrecke durch die Probe in cm

36



Material und Methoden

Bei allen Messungen wurde des Weiteren darauf geachtet, dass die absolute Absorption der Probe im
kompletten Wellenldngenbereich niemals hoher als 3.5 Absorptionseinheiten (AU) lag.
Temperaturabhéngige Messungen wurden bei gleichen Einstellungen zwischen 5 und 80 °C
durchgefiihrt. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte iiber den Circulardichroism Analysis Server (107)
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk) unter Zuhilfenahme der SELCON3 (108), CONTIN (109) und K2D
(110) Methoden. Nur Daten mit einem Fehler von unter 0.1 (NRSD) zwischen experimentellem und
theoretischem Kurvenverlauf wurden als richtig angenommen. Fiir die SELCON als auch die CONTIN
Methode wurden zwei Referenzsitze verwendet (Set 4 und 7, jeweils optimiert fiir Messungen zwischen

190 nm und 240 nm) und miteinander verglichen.

2.2.8 Dynamic Light Scattering (DLS) Versuche

Die dynamische Lichtstreuung wurde vor jedem SAXS und Kristallisationsversuch zunéchst
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Proteinproben zunéchst fiir 30 min bei 20000 x g bei 4 °C zentrifugiert
und 15 pl der Proteinprobe in eine staubfreie DLS Kiivette gegeben. Die Messung wurde 20 Sekunden
lang durchgefiihrt und mindestens 20-mal wiederholt. Fiir die Langzeitmessungen wurde zunéchst eine

Terazaki 96 well Platte mit Parafinol tiberschichtet und 2 pl der jeweiligen Proteinprobe hinzupipettiert.

Die Probe wurde mittels Laser (A = 690 nm, 10 — 50 mW Laser Power) bestrahlt und die isotropische
Streuung bei einem Winkel von 90 ° gemessen. Die experimentellen Hydratationsradien (Ry) konnten
unter der Annahme nahezu globuldrer Proteine iiber die Stokes-Einstein-Gleichung bestimmt werden.

R — kT [2]
W=
6mnD,

k: Boltzmann Konstante
T: Temperatur

n: Viskositét

Do: Diffusionskoeffizient

2.2.9 Limitierte Proteolyse

Zum entfernen flexibler Bereiche innerhalb des TCTPs und damit zur Steigerung der Kristallisierbarkeit
wurde das FloppyChoppy Kit von Jena Bioscience zur limitierten Proteolyse nach Herstellerangaben
verwendet. Hierfiir wird das native im aufgereinigte Protein mit unterschiedlichen Proteasen versetzt
und anschlieBend verdaut. Da die native Faltung des Proteins verhindert, dass alle moglichen
Proteaseschnittstellen fiir die Proteasen erreichbar sind, sondern nur die Bereiche verdaut werden, die
fiir die Enzyme zuginglich sind, entstehen somit kompakte verkiirzte Proteinfragmente. Die
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entstandenen Verdaue wurden auf ein denaturierendes SDS Polyacrylamid Gel aufgetragen um die
entstandenen Fragmente voneinander zu trennen. Zur Analyse der einzelnen groBeren Fragmente
wurden die entsprechenden Fragmentbanden aus dem Gel ausgeschnitten und der
massenspektrometrischen Analyse zugefiihrt. Sofern nur zwei oder drei Fragmente sichtbar waren
wurde diese Protease genutzt und zu dem zu kristallisierenden TCTP hinzugegeben. Die Probe wurde

fiir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend ein Sparse Matrix Kristallisationsscreen durchgefiihrt.

2.2.10 Small angle X-Ray Scattering (SAXS) Experimente

SAXS Messungen wurden an der Petra III P12 Beamline am EMBL (DESY, Hamburg) durchgefiihrt.
Zu den Proben wurde zundchst 1 mM frisches DTT gegeben um moglichen Strahlenschdden
vorzubeugen. Im Anschluss wurden die Proben fiir eine Stunde bei 20000 x g und bei 4 °C
abzentrifugiert um Staub und grofBere Aggregate aus der Proteinprobe zu pelletieren. Im Anschluss
wurde mittels DLS Messung die Homogenitdt und Monodispersitidt der Probe bestimmt bevor die
Messung an der SAXS Beamline begonnen wurde. Zundchst wurde die SAXS Kapillare mit Wasser
durchspiilt und im Anschluss BSA in zwei Konzentrationen als Standard gemessen. Hierbei wurden
zundchst 20 pl BSA Puffer gemessen, bevor 20 pl BSA und erneut 20 pl Puffer gemessen wurden. Das
doppelte Messen des Puffers diente dem Zweck mogliche Schwankungen innerhalb der Messungen
besser zu erkennen und um die gemessenen Proben besser zu normalisieren. Die zu untersuchenden
Proteine wurden, sofern mdglich, in drei verschiedenen Konzentrationen zwischen 1 und 5 mg/ml
gemessen. Ebenfalls wurden die Messungen in der Abfolge Puffer — Protein — Puffer durchgefiihrt.
Die erhaltenden Daten wurden iiber die ATSAS Software (111) ausgewertet.

Daten desselben Proteins bei unterschiedlicher Konzentration wurden iiber das Programm Primus (112)
hinsichtlich auftretender Konzentrationseffekte bei niedrigen Winkeln untersucht, sowie das Signal-zu-
Rausch Verhiltnis {iberpriift. Sofern Konzentrationseffekte auftraten wurden die unterschiedlichen
Konzentrationsdaten zusammengefasst, indem der Bereich fiir kleine Winkel durch die Proteinprobe mit
niedriger Konzentration und der Bereich fiir groBe Winkel durch die Proteinprobe mit hoher
Konzentration bestimmt werden. Dadurch konnte das Signal-zu-Rausch Verhéltnis verbessert werden.
Anhand der Guinier-Approximation konnte der Radius of Gyration (Rg) unter der Annahme, dass fiir
sehr kleine Winkel (sRg <1.3) die Streuintensitét I(s) = [ (0)e~GRe)*/3 (113) gilt, bestimmt werden als
auch gepriift werden ob die Proben aggregiert waren. Fiir alle Proteinproben wurde darauthin iiber die
P(r) Funktion mittels GNOM (114) dmax bestimmt. Anhand der zusétzlich erhaltenen Information {iber
1(0) konnte das Molekulargewicht der Proteinprobe unter Zuhilfenahme des BSA-Standards iiber die

Gleichung [3] abgeschitzt werden.
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I(O)Probe X MWBSA [3]
MW, =
Probe I ( O)BSA
MW piobe: Molekulargewicht der Proteinprobe
MWgsa: Molekulargewicht vom BSA
I(0)probe: Streuintensitét der Proteinprobe bei einem Winkel von 0 °©
I(0)Bsa: Streuintensitit des BSA-Standards bei einem Winkel von 0 °

Ab initio Modelle wurden iiber das Programm Dammif (115) erstellt. Sofern Kristallstrukturen
homologer Proteine vorhanden waren, die fehlende Bereiche in der Kristallstruktur aufwiesen, wurde
zunichst SASREF (116) verwendet um die Kristallstruktur zu den gemessenen Daten zu fitten. Uber das
Programm Crysol (117) wurden die fehlenden Bereiche hinzugerechnet. Als MaB fiir einen guten Fit
von Kristallstruktur und gemessenen SAXS Daten wurde ein %> Wert von nahe 1 angesehen. Proteine
mit hoher Flexibilitdt oder intrinsisch ungeordnete Proteine wurden zusétzlich {iber die Ensemble

Optimisation Methode (EOM) (118) ausgewertet.

2.2.11 Protein Kristallisationsexperimente

Die Kristallisationsexperimente vom TCTP als auch von der Knotted-1 Homoobox wurden iiber drei
verschiedene Methoden durchgefiihrt. Das TCTP wurde mit einer Konzentration von mindestens 5
mg/ml und maximal 100 mg/ml versucht {iber verschiedene kommerziell erhédltliche und vorgefertigte
96 well Grid Screens (Morpheus (119), PACT Suite (120), Index (121), JCSG* (122), Stura Footprint
(123)) zu kristallisieren. Die Ansitze wurden mit Hilfe des Honeybee Kristallisationsroboters als Sitting
Drop Dampfdiffusionsexperiment in eine 96 well Platte pipettiert. Dabei wurden 0,4 ul Proteinprobe
mit dem Prézipitant im Verhéltnis von 1:1 gemischt und anschlieBend luftdicht mit einer adhdsiven Folie
verschlossen. Die Kristallisationsexperimente fiir die Knotted-1 Homdobox wurden gleichermallen
angesetzt. Genutzt wurde eine Konzentration von 16 mg/ml und die 96 well Grid Screens JCSG™ und
PACT Suite. Die Platten wurden bei 20 °C im Inkubator gelagert und im zeitig stetig steigenden Turnus
auf Kristalle iiberpriift. Gepriift wurde am selben Tag, nach einem Tag, nach drei Tagen, nach einer
Woche, nach zwei Wochen und nach einem Monat. Sofern noch klare Tropfen vorhanden waren, wurde
die Platte nach weiteren drei Monaten tiberpriift. Das TCTP als auch die Knotted-1 Homoobox wurden
aulerdem iiber die Hanging Drop Dampfdiffusion im 24 well Mal3stab versucht zu kristallisieren. Dabei
wurden 3 pl Tropfen in den Verhéltnissen von 1:2, 1:1 und 2:1 angesetzt. Fiir das TCTP wurde auflerdem
ein Microbatch Versuch angesetzt, indem eine Terazaki Platte mit Parafindl {iberschichtet und 2 pl

Tropfen des Protein/Préazipitat Gemisches im 1:1 Verhaltnis in die einzelnen Wells pipettiert wurde.
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2.2.12 Messung intrinsischer Fluoreszenz

Zur Messung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz wurden 1 uM und 10 uM der aufgereinigten
Proteine verwendet. Als Referenzmessung wurde der Puffer in dem sich die jeweiligen Proteine
befanden gemessen. 500 pl Ansdtze wurden fiir die Messung in eine Quarz UV Kiivette (Hellma)
pipettiert und am Fluorospektrophotometer gemessen. Die Anregungswellenldnge Aex wurde dabei bei
295 nm gesetzt und die Emission zwischen Agm= 310 bis 420 nm gemessen. Die Messungen wurden
dreimal wiederholt und anschlieBend gemittelt und von den Puffermessungen abgezogen.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kp) von Hemin an das TCTP wurden die Messungen in
Triplikaten durchgefiihrt, wobei Hemin im Konzentrationsbereich von 1 bis 40 uM zu 1 uM TCTP
hinzugegeben und zunichst fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Mogliche Fluoreszenz
durch das Hemin wurde von den Proben abgezogen, indem nur die unterschiedlichen
Heminkonzentrationen ohne Protein in Puffer gemessen wurden. Zur Bestimmung der
Dissoziationskonstanten wurde das Maximum der emittierten Fluoreszenz bestimmt und im Programm
GraphPad gegen die steigende Heminkonzentration aufgetragen. Durch Anlegen einer nichtlinearen
Regressionskurve konnte iiber Gleichung [4] und unter der Annahme einer spezifischen einseitigen
Ligandenbindung die Dissoziationskonstante bestimmt werden

Bax XX

e
Ki+X 4]

<

Relative Fluoreszenz aufgetragen auf der Ordinatenachse

<

Ligandenkonzentration aufgetragen auf der Abszissenachse
Bmax:  maximal zu erreichender Wert von Y extrapoliert zu sehr hohen Konzentrationen von X
Kbp: Dissoziationskonstante, beschrieben als den Wert von X, an dem die Hélfte des Liganden

maximal gebunden hat.

2.2.13 Invitro T7 RNA Transkription

Zur Herstellung unterschiedlicher RNAs wurde das T7 RNA Transkriptionssystem verwendet. Hierfiir
wurde die T7 RNA Polymerase aus der gDNA von E. coli BL21 Gold (DE3) Zellen isoliert und in den
pET-28a Expressionsvektor kloniert. Die Proteinexpression wurde mittels Autoinduktion in E. coli
BL21 Gold (DE3) Zellen durchgefiihrt und nach Ellinger et al. (103) die Polymerase aufgereinigt. Zur
Herstellung kleiner RNAs (<40 Basen) wurden komplementire DNA-Oligonukleotide zuvor so
designet, dass am 5°-Ende der zu synthetisierenden Sequenz der Promotor fiir die T7 RNA Polymerase
(5'-GAA ATT AAT ACG ACT CAC TAT A-3"), gefolgt von zwei Guaninen, lokalisiert war. Die DNA-
Oligonukleotide wurden hybridisiert und direkt fiir die in vitro Transkription verwendet. Die Templates

fiir groBere RNAs (>40 Basen), beziechungsweise mRNAs wurden mittels PCR hergestellt. Dabei wurde
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am forward Primer erneut am 5° Ende die T7 RNA Polymerase-Promotor angefiigt und der die PCR mit
der Phusion DNA-Polymerase durchgefiihrt. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt iiber das PCR
Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und das Fragment in RNase-freiem Wasser eluiert. Zur RNA-
Synthese nach Cazenave et al. (124) wurden 5 — 10 pmol Template DNA pro 100 pl Reaktionsansatz
eingesetzt. Der Ansatz wurde nach Tabelle 10 angesetzt und zunéchst fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden 5 u DNase I zum Ansatz hinzugegeben und fiir 1 h erneut bei 37 °C inkubiert. Nach
dem Verdau wurde die synthetisierte RNA i{iber RNA Clean & Concentrator-25
Zentrifugalkonzentratoren aufgereinigt. Die Integritdt der RNA wurde iiber eine denaturierende Urea-

PAGE gepriift und die restliche RNA im Anschluss gefillt und in 95 % Ethanol bei -80 °C gelagert.

Tabelle 10. Ansatz fiir die in vitro RNA-Synthese mit Hilfe der T7 RNA Polymerase.

Ansatz fiir 100 pl

10 pl 10x Transkriptionspuffer

10 pl 20 mM NTP Mix

Sul Inorganische Pyrophosphatase (0.1 U/pul)
10 ul T7 RNA Polymerase (2500 u/ul)

5—10 pmol DNA Template

ad 100 ul ddH>O (DEPC behandelt)

2.2.14 Microscale Thermophorese Messungen

Zur weiteren Quantifizierung der Dissoziationskonstante wurde die Microscale Thermophorese
angewandt. Hierfiir wurde nach Herstellerangaben das Protein zundchst mit dem Fluoreszenzfarbstoff
NT-647-NHS an freie Amingruppen oder liber NT-647-Maleimid an freie Cysteine gekoppelt. Fiir die
Messungen wurde vor der Thermophorese zunédchst ein Kapillarscan durchgefiihrt um einen geeigneten
Kapillartyp zu finden, an der keine Adhésion des Proteins an die Kapillarwinde zu erkennen war und
um zu iiberpriifen ob ein konzentrationsabhéngiger Fluoreszenzverlust vorliegt. Die Interaktion von
TCTP und Hemin wurde im Hemin Konzentrationsbereich von 0 bis 40 uM gemessen. Sofern bei dem
zundchst durchgefiihrten Kapillarscan eine Abnahme der Fluoreszenz mit steigender
Ligandenkonzentration zu erkennen war, wurde iiber die Signalinderung, anstatt iiber die
Thermophorese die Kp ermittelt. Zur Thermophoresemessung wurden jeweils 60 nM gelabeltes Protein
verwendet und Fluoreszenzwerte zwischen 400 und 2500 counts in die Auswertungen mit
aufgenommen. Die Analyse und die Bestimmung der Kp erfolgte iiber Anlegen einer nichtlinearen

Regressionskurve in den Programmen GraphPad Prism 5 und MO.Affinity Analysis Software.
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2.2.15 DEPC-Behandlung von Proteinen

Zur DEPC-Modifizierung von Proteinen wurde ein 400 mM DEPC-Stock in 100 % Acetonitril
angesetzt. Zu 50 uM Protein wurden in 100 pl 400 uM DEPC hinzugegeben und fiir maximal 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 mM Tris oder 100 mM Imidazol
gestoppt. Zur Analyse wurde die modifizierte Proteinprobe im Anschluss mit einem fiinffachen
Volumen von 90 % Aceton, 10 % Methanol und 10 mM DTT fiir vier Stunden bei -20 °C gefillt. Die
Fillung wurde bei 4 °C und 5000 x g fiir 15 min pelletiert und anschlieBend der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde darauthin dreimal mit eiskaltem Aceton gewaschen. Zur nachfolgenden
massenspektrometrischen Analyse wurde das Pellet in 20 pl 50 mM (NH4)HCOj3 aufgenommen und fiir
Messungen im Linearmodus auf eine Polished Steel Target Platte aufgetragen. Fiir Messungen im

Reflekormodus wurde die Probe zuvor mittels Trypsin (0.01 ug/ul) verdaut.

2.2.16 DNA/RNA Bindestudien

Zur Bestimmung der DNA/RNA Bindung an die Knotted-1 Homoobox wurden zwei Methoden zur
qualitativen Analyse eingesetzt. Uber Gelshift-Versuche konnte ein Binden der Nukleinsiure und damit
einhergehend das unterschiedliche Laufverhalten des Protein-Nukleinsédure Komplexes im Vergleich zu
den einzelnen Komponenten gepriift werden. Fiir die Isolierung des mnativen Protein-
Nukleinsdurekomplexes wurde die Gelfiltration verwendet. Fiir die DNA Bindung wurden zunichst
jeweils zwei komplementiare DNA-Stringe zusammengegeben und auf 95 °C erhitzt. AnschlieBend
wurde die Temperatur langsam auf Raumtemperatur gesenkt um ein moglichst vollstdndiges

Hybridisieren der beiden Einzelstrdnge zu einem Doppelstrang zu ermdglichen.

2.2.16.1 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Zu einer 50 uM Proteinprobe wurde die gleiche molare Menge an Nukleinsduren hinzugegeben und
zunichst fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde auf ein 1 %-iges TAE-Agarosegel aufgetragen
welches zusitzlich GelRed fiir die Nukleinsduredetektion enthielt. Die Elektrophorese wurde bei 4 °C
bei 100 V fir 1.5 h durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Nukleinsduren iiber die Detektion des
GelRed-Signals analysiert. Das Agarosegel wurde im Anschluss kurz in Wasser gewaschen und mit
kolloidalem Coomassie geférbt. Anhand der Kodetektion von Nukleinséuren und Protein in der gleichen

Bande konnte das Vorhandensein des Protein-Nukleinsdurekomplexes nachgewiesen werden.
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2.2.16.2 Zone Interference Gelelektrophorese (ZIGE)

Fiir die ZIGE Versuche wurde ein 1%-iges (w/v) TAE-Agarosegel mit GelRed (1:10000 Verdiinnung)
gegossen. 30 uM FMO08 wurden mit 5 % Glycerol, 0.04 % Bromphenolblau versetzt und in die einzelnen
Taschen aufgetragen. Die Spannung wurde so angelegt, dass die Anode in der Nahe der Geltaschen
orientiert war. Die Elektrophorese wurde bei 150 V, 100 mA und 4 °C fiir 1.5 h durchgefiihrt. Nach
Ende der Elektrophorese wurde in die Geltaschen unterschiedliche Nukleinsdurekonzentrationen (fiir
die Kp Bestimmung) oder unterschiedliche Nukleinsduren aufgetragen. Nach Andern der Polung
(Kathode in der Néhe der Geltaschen) wurde der Lauf erneut fiir 45 min gestartet. Die Nukleinsduren
wurden anschlieBend im fertig gelaufenen Gel am UV-Geldokumentationsgerdt detektiert. Zur
Detektion der Proteine im Agarosegel wurde das Gel kurz in ddH>O gewaschen und in kolloidalem

Coomassie liber Nacht gefarbt.

2.2.16.3 Gelfiltration

Zur Isolation des Knotted-1 Homoéobox-DNA Komplexes wurde die zuvor hybridisierte DNA im 2:1
Uberschuss zu der Proteinprobe hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde
die Probe bei 20000 x g fiir 30 min zentrifugiert und auf eine HiLoad (16/60) Superdex 75 pg
Gelfiltrationssdule gegeben. Die Auftrennung erfolgte im gleichen Puffer, wie das Protein aufgereinigt

wurde bei einer Flussrate von 0.3 ml/min. Die Uberpriifung ob ein Protein-DNA Komplex vorlag

AZGOnm)

erfolgte iiber das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm (

A280nm

2.2.16.4 UV Crosslinking von DNA und Protein

Zur kovalenten Verkniipfung von Protein und DNA wurden 50 uM Protein dquimolar mit DNA in 10
mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl; fiir 15 min auf Eis inkubiert. 15 ul der Probe wurden
daraufhin in eine Mikrotiterplatte pipettiert und ohne Deckel 4-mal fiir 3 min im Stratalinker 2400 mit
UV-Licht bestrahlt. Als Kontrolle diente Protein, welches anstelle von DNA mit zuséitzlichem Puffer
inkubiert und ebenfalls bestrahlt wurde. Die Proben wurden im Anschluss mit 6x SDS-Probenpuffer
versetzt, flir 5 min bei 95 °C inkubiert, auf ein 12 %-iges Tris-Trizin-Urea Gel aufgetragen und mit
kolloidalem Coomassie gefarbt. Die Proteinbanden wurden nach vorherigem In-Gel Trypsin Verdau

massenspektrometrisch analysiert.
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2.2.17 Interaktionspartnersuche

Die Interaktionspartnersuche vom TCTP umfasste die in vitro Suche mit Hilfe des TCTP als Sonde.
Zum einen sollte {iber Pull-down und Crosslink Versuche Proteine und kleine niedermolekulare
Liganden identifiziert als auch iiber modifizierte Far-Western-Blots stabile als auch moderat stabile

Protein-Protein Interaktionen mit Phloemproteinen nachgewiesen werden.

2.2.17.1 Herstellung von Pflanzenextrakt

2 g Blattmaterial (Brassica napus, Arabidopsis thaliana) wurden in fliissigem Stickstoff fein gemdrsert
und anschliefend in 10 ml Extraktionspuffer (100 mM Na-Hepes pH 7.5, 150 mM KCI, 2 mM DTT, 5
% Glycerol) fiir 30 min auf Eis inkubiert. Sofern chloroplastische Proteine ebenfalls extrahiert werden
sollten, wurde zusidtzlich 0.25 % (w/v) CHAPS zum Puffer hinzugegeben. Das Extrakt wurde
anschliefend iiber ein feinmaschiges Sieb gefiltert und der Durchfluss bei 35000 x g fiir 30 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin bei -80 °C gelagert oder direkt verwendet.

2.2.17.2 Ligandenidentifizierung iiber Protein Pull-down

Fiir die Identifizierung hochaffiner Liganden fiir das TCTP wurde zunédchst ein Protein Pull-down
Experiment durchgefiihrt. Hierfiir wurde 6xHis-getaggtes TCTP zunidchst an Ni*-NTA Matrix
immobilisiert und im Anschluss mit hergestelltem Pflanzenextrakt von Arabidopsis thaliana und
Brassica napus inkubiert. Zur Bindung des Proteins an die Ni-NTA Matrix wurden HisPur Ni-NTA
Zentrifugiersdulen benutzt (ThermoFisher Scientific). Diese wurden nach Herstellerangaben zunéchst
gewaschen, dquilibriert und anschlieend 100 pg Protein hinzugegeben. Die Matrix wurde zusammen
mit dem Protein fiir 1 h bei 4 °C inkubiert und ungebundenes Protein im Anschluss nach
Herstellerangaben herausgewaschen. 500 ul Pflanzenextrakt wurden zu den mit TCTP beladenen
Agarosebeads gegeben und erneut fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Die Beads wurden daraufhin zunachst mit
5 ml Waschpuffer (50 mM Na-HEPES pH 7.5, 300 mM NaCl, 1 mM DTT), welcher entweder zuséatzlich
8 M Harnstoff fiir eine denaturierende Aufreinigung oder keinen Harnstoff fiir eine native Aufreinigung
enthielt, gewaschen. Fiir die native Aufreinigung wurde stattdessen nach dem Waschschritt mit 1 ml 1
M NaCl in Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Elution mit Waschpuffer inklusive 500
mM Imidazol oder 50 mM EDTA.

44



Material und Methoden

2.2.17.3 Gelfiltration mit Pflanzenextrakt

Das Pflanzenextrakt wurde zusammen mit 100 pg TCTP in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 3 mM MgCl,, 2
mM DTT, 0.05 % Triton-X und 10 % Glycerol als 2 ml Reaktionsansatz bei Raumtemperatur fiir 30
min inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe bei 21000 x g fiir 30 min abzentrifugiert. Nach Ende der
Zentrifugation wurde der Uberstand auf eine mit 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl und 1 mM DTT
aquilibrierte HiLoad Superdex 75 pg Gelfiltrationssdule gegeben und die Chromatographie bei einer
Flussrate von 0.5 ml/min durchgefiihrt. Je 2 ml Fraktionen wurden gesammelt und 10 pul jeder Fraktion

nach Beendigung der Gelfiltration auf ein SDS Gel aufgetragen und die Elektrophorese gestartet.

2.2.17.4 Far-Western Blots

Fir die Interaktionspartnersuche auf Proteinebene wurde zunéchst Phloemsaft mit Hilfe eines
Zentrifugalkonzentrators (Vivaspin 500, MWCO: 10000) auf ein Sechstel des Ausgangsvolumens
eingeengt und eine 2D Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierfiir wurde der konzentrierte Phloemsaft
zundchst in 2x Urea-Ladepuffer (120 mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 4 M Harnstoff, 20% Glycerol,
0.4 % (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen und fiir 10 min bei 80 °C erhitzt. Im Anschluss wurde die
Probe als Duplikat auf ein 10%-iges Urea-Tris-Trizin Gel aufgetragen und die Gelelektrophorese bei
150 V fiir 1 h gestartet. Die Gelstreifen wurden ausgeschnitten und zunéchst in azidem Puffer (100 mM
Tris, 150 mM HCI) gewaschen und mit 125 mM Tris-HCI pH 6.8 fiir 10 min dquilibriert. Im Anschluss
wurde als zweite Dimension ein 12%-iges SDS-Gel laufen gelassen, indem jeweils eine komplette Bahn
aus dem vorherigen Lauf auf das Gel gelegt und anschlieBend die Elektrophorese fiir eine Stunde bei
150 V durchgefiihrt wurde. Eines der erhaltenen 2D-Gele wurde mit kolloidalem Coomassie gefirbt,
wihrend das andere Gel auf eine PVDF Membran geblottet wurde, die zuvor mit 100 % Methanol fiir
15 s aktiviert wurde. Der Blot wurde bei 4 °C fiir 1 h mit PBST Puffer im Semi-dry Blotverfahren nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte die Denaturierung/Renaturierung der Proteine
auf der Membran nach Wu et al. (125). Nach der Renaturierung wurde der Blot mit 5% BSA in PBST
fiir 1 h bei Raumtemperatur geblockt. Nach dem Blockschritt wurde das TCTP in einer Konzentration
von 5 pg/ml in Gelfiltrationspuffer auf den Blot gegeben und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um
schwache Interaktionen zu stabilisieren wurde im Anschluss der Uberstand abgegossen und der Blot
zundchst zweimal mit PBS fiir 10 min gewaschen und darauthin mit dem Crosslinker 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid (EDC, 3 mM EDC in PBS) versetzt und fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. EDC vernetzt Carboxylgruppen mit Aminogruppen und erlaubt damit
mogliche transiente Interaktionen iiber eine kovalente Verkniipfung zu stabilisieren. Nach der erfolgten
Crosslink-Reaktion wurde der Uberstand abgegossen und die Reaktion fiir 20 min mit 100 mM Tris-
HCI, pH 7.5 gestoppt. Nach dreimaligem Waschen fiir 10 min mit PBST wurde darauthin der primére
Maus anti-His Antikdrper in 3% Milchpulver (1:10000 verdiinnt) zum Blot gegeben und fiir 1 h bei
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Raumtemperatur inkubiert. Nach sechsmaligen Waschen fiir 5 min mit PBST wurde der
Sekundarantikérper (Ziege anti-Maus mit HRP oder alkaliner Phosphatase konjugiert) nach
Herstellerangaben verdiinnt und in 3% Milchpulver zum Blot gegeben und erneut fiir eine Stunde
inkubiert. Nach erneutem sechsmaligem Waschen mit PBST fiir jeweils 5 min wurde der Blot entweder
mit PBS kurz gewaschen oder fiir 10 min in alkalinem Phosphatasepuffer inkubiert. Die Detektion
erfolgte im Falle der alkalinen Phosphatase mittels kolorimetrischen Nachweis durch Zugabe von BCIP
und NBT im Verhiltnis von 1:3. Der Nachweis mittels HRP erfolgte iiber die Detektion der
Chemilumineszenz nach Zugabe von Luminol und Wasserstoffperoxid und kurzer Inkubation von etwa

10 s am ChemiDoc Touch.

2.2.18 In silico Docking Experimente

Fiir die in silico Docking Experimente vom TCTP mit verschiedenen Liganden wurde zunichst ein 3D
Strukturmodell vom TCTP tiber den in silico Docking Server iTasser (126) an Hand der NMR Struktur
vom TCTP aus Saccharomyces cerevisiae erstellt. Die benotigten mol2 Dateien fiir die Liganden wurde
vom ZINC Server (127) oder ChemSpider Datenbank (http://cssp.chemspider.com/123) erhalten. Sofern
keine mol2 Datei vorlag wurde diese iiber das Programm Chimera (128) erstellt. Zum Docking des
Liganden an das TCTP Modell wurde das Programm Autodock 4 (129) und Autodock Vina (130)
verwendet. Als Vorbereitung fiir das Docking wurde das TCTP Modell als auch der Ligand zunéchst
vorprozessiert. Dabei wurde dem TCTP Modell zunéchst alle Wasserstoffatome hinzugefiigt, die in der
pdb Datei nicht vermerkt waren. Durch Speichern des vorprozessierten TCTP Modells als pdbgt Datei
wurden dem Molekiil, bezichungsweise den einzelnen Aminosdureresten Ladungen zugeordnet
(Gasteiger Ladungen). Der Raum, in dem der Ligand an das Modell iiber das Programm angelagert wird,
wurde iiber den Befehl ,,Grid Box* so festgelegt, dass das komplette Modell innerhalb der Grid Box lag.
Fiir den Liganden wurden zunéchst alle rotierbaren Bindungen innerhalb des Molekiils festgelegt. Dabei
wurden alle Bindungen bis auf die Amidbindung als aktiv rotierbar gesetzt. Um den Liganden in der
angegebenen Grid Box docken zu lassen, wurde zundchst iiber das Programm AutoGrid eine ,,Karte*
erstellt, in der jeder Atomtyp des Liganden, die Desolvatationsenergie und elektrostatische
Eigenschaften hinterlegt sind. Fiir das Docking mit dem Programm AutoDock wurde, wie bei Eichhorn
et al. (86) beschrieben, ein ,,Blindes Docking* mit dem ,,Lamarckian generic algorithm® angewandt.
Die Einstellungen innerhalb des Algorithmus wurden so gedndert, dass 100 Durchldufe und dabei 25
000 000 Evaluierungen pro Durchlauf durchgefiihrt wurden. Fiir die Autodock Vina Docking Versuche
wurden stattdessen die 20 hdufigsten Konformationen iiber 25 Iterationen in drei voneinander

unabhingigen Dockingexperimenten bestimmt.

46



Material und Methoden

2.2.19 MALDI-TOF/TOF Massenspektrometrie

Mittels Matrix assisted Laser desorption/ionisation time of flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF
MS) wurde zum einen iiber den Peptide Mass Fingerprint versucht einzelne Proteine zu identifizieren,
die wahrend der Interaktionspartnersuche auftraten oder zur Identifizierung der zu iiberexprimierten
Proteine aus E.coli verwendet. AuBlerdem wurde dieser Ansatz gewdhlt um die genauen Fragmente
wihrend der limitierten Proteolyse zu bestimmen. Hierfiir wurden die Proben zunéchst {iber einen in-
Gel Verdau mit Trypsin prépariert, bevor die entstandenen Peptide auf eine Stahl Target Platte oder
AnchorChip Target Platte zusammen mit der Matrix aufgetragen wurden. Der In-Gel Verdau wurde
hierbei nach Walz et al. (131) modifiziert durchgefiihrt. Des Weiteren wurde die MALDI-TOF
Massenspektrometrie angewandt um die Sauberkeit und die exakte Grofle von Proteinen zu bestimmen,

die zuvor aufgereinigt wurden.

2.2.19.1 Peptide Mass Fingerprint

Fiir den Peptide Mass Fingerprint als auch die Analyse von Fragmenten nach der limitierten Proteolyse
wurde nach dem in-Gel Verdau 1 pl der Probe auf einen AnchorChip 600/384 oder GroundSteel Target
aufgetragen und 1:1 mit 0.1%-iger TFA Losung gemischt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur
getrocknet und mit 1 pl geséttigter HCCA Matrix (30 % Acetonitril, 70 % H>O mit 0.1 % TFA)
iiberschichtet. Die Proben wurden erneut moglichst abgedunkelt, getrocknet und anschlieBend am
MALDI-TOF Massenspektrometer (Ultraflex I1I, Bruker) im Reflektronmodus analysiert. Hierzu wurde
ein m/z Detektionsbereich von 600 bis 4000 Da eingestellt und das Gerit mit einem Peptide Calibration
Kit kalibriert. Die Proben wurden mit einer Laserleistung von 20 % ionisiert und mindestens 1000
Schuss gesammelt. Uber das Programm mMass (132) wurde im Anschluss das zuvor erhaltene Spektrum
ausgewertet. Fiir die Auswertung wurden Signale, die durch Kontaminationen, wie Keratin oder HCCA
Matrix, als auch Trypsin Fragmente nicht beriicksichtigt. Aulerdem wurden Signale, die einen m/z
Wertunterschied von 22 Da aufwiesen, ebenfalls nicht beriicksichtigt, da diese Signale Protein-Natrium
Addukte [M+Na] charakterisieren. Die so erhaltene Signalliste wurde iiber den MASCOT Server gegen
die nichtredundante NCBI Datenbank mit folgenden Einstellungen abgeglichen (133). Als variable
Modifikation wurde die Oxidation des Methionins angegeben. Auflerdem wurde eine Peptidtoleranz von
0.3 Da festgelegt und die Spezies auf Viridiplantae beschrankt. Als erfolgreich identifiziert galten nur
Proteine die einen MASCOT Score von iiber 78 aufwiesen, sowie eine Sequenzabdeckung von
mindestens 25 %. Fiir besonders kleine Proteine (<20 kDa) mussten auBerdem mindestens 5 Peptide
eindeutig zugeordnet werden konnen. Sofern eine eindeutige Zuordnung und Identifizierung nicht
moglich war, wurde eine Peptidsequenzierung iiber Fragmentierung mittels MS/MS

Massenspektrometrie durchgefiihrt.
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2.2.19.2 MS/MS Ion Search

Die zu bestimmenden Peptide wurden zunéchst als Parent lon festgelegt und mit 60 % Laserintensitat
ionisiert. Die Fragmentierung wurde im Anschluss nicht durch einen collision induced decay (CID)
erreicht, sondern durch Steigerung der Laserintensitit auf 90 %. Mindestens 1000 Schiisse wurden
gesammelt und erneut iiber das Programm mMass ausgewertet. Dazu wurden die Signale annotiert und
die erhaltene Signalliste tiber den MASCOT MS/MS Ion Search Server gegen die nichtredundante NCBI
Datenbank abgeglichen. Dazu wurden folgende Einstellungen gewahlt. Es wurde eine Precursor und
MS/MS Toleranz von 0.3 Da und die Spezies auf Viridiplantae beschrankt. Ein Peptid galt als korrekt
identifiziert sofern der MASCOT Score signifikant war (p < 0.05).

2.2.19.3 Proteingrofienbestimmung im linearen Messmodus.

Zur Bestimmung der genauen Molekulargewichte der ganzen unverdauten Proteine wurde 1 ul der
Proteinprobe zunédchst 1:10 mit 0.1 % TFA verdiinnt. 1 pl der verdiinnten Probe wurde auf ein Polished
Steel Target aufgetragen und mit 1 pl geséttigter SA Matrix gemischt (50 % Acetonitril, 50 % H>O mit
0.1 % TFA). Die aufgetragenen Tropfen wurden abgedunkelt unter einem Abzug getrocknet. Die Proben
wurden im linearen Messmodus zwischen m/z Werten von 10000 und 60000 mit einer Laserleistung
von 50 % gemessen. Als Proteinstandards zur Kalibrierung dienten Lysozym, BSA und

Chymotrypsinogen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Das phloemmobile uncharakterisierte Protein At1g64370 ist ein hochgradig
ungeordnetes Protein und besitzt Dehydrin-dhnliche Eigenschaften

Im Gegensatz zum TCTP, sowie Knotted-1 ist das At1g64370 weitestgehend unbekannt. Erstmals
konnte das Protein im Phloem durch Giavalisco et al. in Phloemproteomstudien in Brassica napus
Pflanzen nachgewiesen werden (48). Die Existenz des Gens ist nicht nur auf Raps beschriankt, sondern
ist auch in weiteren Brassicaceae wie Arabidopsis thaliana und Arabidopsis lyrata zu finden. Weitere
Datenbankstudien beziiglich der Existenz der homologen Atl1g64370 mRNA in anderen Organismen
wurden durch A. Ostendorp (Universitdt Hamburg) durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass auch in nicht
verwandten Pflanzen wie Mais die mRNA vom Atl1g64370 Protein nachweisbar war. In Studien tiber
die Hydrophobizitat/Hydrophilizitdt von Phloemproteinen konnte durch A. Ostendorp das At1g64370
Homolog in Raps als hydrophiles Protein identifiziert werden, welches zusitzlich stark phosphoryliert
vorlag. In nachfolgenden Funktionsstudien durch A. Ostendorp konnte bereits gezeigt werden, dass das
Atl1g64370 FEigenschaften von Hydrophilinen, genauer den Dehydrinen, besitzt, obwohl
charakteristische Sequenzmotive der Dehydrine in diesem Protein fehlen. Da Dehydrine ebenfalls
charakteristische strukturelle Eigenschaften aufweisen, sollten diese nachfolgend untersucht werden
inwiefern neben der funktionellen Ahnlichkeit auch eine strukturelle Ahnlichkeit zu den Dehydrinen

bestand.

3.1.1 Bioinformatische Strukturvorhersagen und Sequenzeigenschaften

Ein strukturelles Merkmal der LEA Proteine und Dehydrine im Speziellen ist deren hohe Grad an
Flexibilitdt, beziechungsweise Unordnung (134-136). Diese wird insbesondere durch das
verhdltnisméfBig hdufige Vorkommen kleiner polarer Aminosduren wie Glycin, Serin und Alanin
gefordert. Cysteine, als auch Tryptophane fehlen indes génzlich, weswegen viele LEA Proteine und
Dehydrine als Hydrophiline bezeichnet werden (136, 137). Sofern das At1g64370 zu den Hydrophilinen
und LEA Proteinen im Allgemeinen gezihlt werden kann, sollte sowohl diese Unordnung als auch diese
spezielle Aminosdurezusammensetzung im Protein wiederauffindbar sein. Hauptséchlich Glycin als
auch Serin und Glutamin lagen prddominant in der Sequenz vor, wihrend insbesondere Cysteine und
Tryptophane fehlten. Dies implizierte, wie bereits erwéhnt, eine Einteilung als Glycin- und Serin-reiches
Hydrophilin (Abbildung 8b). Weiterhin wurde an der Proteinsequenz ersichtlich, dass bestimmte Motive
auftraten (Abbildung 8a). Der C-Terminus wurde durch eine Serin-reiche Sequenz (S) gebildet, die
starke Ahnlichkeiten zu dem S-Segment der Dehydrine aufwies. Das klassische S-Segment besteht in
der Regel aus einem Serin-Asparaginsdure Duplett gefolgt von fiinf bis sieben Serinen. (134). Das S-
Segment im At1g64370 besitzt dieses Duplett nicht. Weiterhin ist der poly-Serin Bereich durch einzelne
Glycine unterbrochen. N-terminal vor dem S-Segment befindet sich eine Lysin-reiche Region (PK),

49



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 8. In silico Strukturvorhersagen und Sequenzmotive fiir das At1g64370 Protein aus Arabidopsis thaliana.
Die Sequenz des Atlg64370 weist einige Motive auf, die bereits fiir Dehydrine und LEA Proteine bekannt sind (a). Drei
verschiedene Motive sind in der Sequenz erkennbar: das S-Segment (S), die Lysin-reiche Sequenz (PK), sowie die
Glutamin-reiche Region (Q). Aufgrund des hohen Anteils an Glyzin und Serin kann das Protein als Hydrophilin
klassifiziert werden (b). Der Charge/Hydropathy Plot zeigt als erste Ubersicht, dass im Vergleich zu anderen ungefalteten,
sowie gefalteten Proteinen das At1g64370 in die Gruppe der intrinsisch ungeordneten Proteine eingeordnet werden kann
(griiner Punkt) (c). Eine genauere Analyse iiber ungefaltete Regionen im Protein iliber FoldIndex (d) bestitigte die
Annahme, dass ein komplett ungefaltetes Protein vorlag und nicht durch gefaltete Bereiche oder Doménen unterbrochen
wurde.
welche ebenfalls hiufig in Dehydrinen zu finden ist. Typisch fiir diese K-reiche Region ist eine azide
Aminoséure (hier Glutaminséure, E) gefolgt von mehreren basischen Aminoséureresten wie Lysine und
Arginine. Dieses Motiv éhnelt neben dem Dehydrin-spezifischen K-Segment auch nukledren
Lokalisierungssequenzen (NLS). Des Weiteren ist fiir dieses Motiv in Dehydrinen eine DNA-bindende
Eigenschaft sowie Chaperon-Aktivitdt postuliert worden (138-140). Weitere Dehydrin-
charakteristische Motive fehlten jedoch, wie das Y-Segment, eine Tyrosin-reiche Region, gefolgt vom
Aminoséuretriplett GNP oder das K-Segment mit dem konservierten KIKE Motiv, weswegen das
At1g64370 nicht eindeutig in die Dehydrin-Klasse eingeordnet werden konnte (134). Jedoch fielen im
N-terminalen Bereich des Proteins repetitive Sequenzen vom Muster Q(G/S)Q und GY(G/S) auf (Q)
auf. Diese Abfolge wiederholte sich segmentweise am N-Terminus, wurde aber fiir Dehydrine bisher
noch nicht beschrieben.
Zumeist sind strukturelle Charakterisierungen der LEA Proteine mit Hilfe bioinformatischer Analysen
durchgefiihrt worden. Experimentell konnte bislang hauptsichlich iiber Circulardichroismus Versuche
ein Einblick in die Sekundérstruktur der LEA Proteine und Dehydrine unter verschiedenen Bedingungen
gewonnen werden (135, 138). Da bislang das Atlg64370 Protein und dessen Homologe nicht ndher
strukturell charakterisiert wurden, konnten mogliche Proteinkonstrukte fiir strukturelle Analysen iiber
den SAS Server nicht ermittelt werden. Uber den Protein Crystallization Construct Designer (Protein
CCD, (94)) wurde daraufhin versucht die Sekundérstrukturen und Bereiche hoher Ordnung zu ermitteln.

Der Protein CCD diente hierbei als Schnittstelle mehrerer bioinformatischer Vorhersagen zur
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Berechnung der Sekundérstruktur, Doménenverteilung und Flexibilitit von Proteinen und
veranschaulicht die Ergebnisse mehrerer Server in einem Bild.

Hierbei zeigte sich, dass das At1g64370 offensichtlich nahezu komplett ungeordnet zu sein schien. Eine
ndhere Untersuchung mit Vorhersagen optimiert fiir intrinsisch ungeordnete Proteine bestitigte die
Vermutung, dass das Atlg64370 zu dieser Gruppe von Proteinen gehort (Abbildung 8c). Die
Klassifizierung unter Zuhilfenahme eines Charge/Hydropathy Plots erlaubte es, anhand vorher
festgelegter Proteinsets, spezifisch fiir gefaltete und ungefaltete Proteine, eine genaue Vorhersage liber
den Faltungszustand des zu untersuchenden Proteins zu erstellen. Zur Evaluierung wurden die zuvor
berechnete Nettoladung als auch die Kyte-Doolittle Hydrophobizitit des Proteins zueinander in
Korrelation gesetzt und anhand der bekannten Proteinsets verglichen (13). Der Plot gab jedoch keine
Aussage dartiber, ob geordnete Bereiche im Protein vorlagen, die eventuell fiir Kristallisationszwecke
verwendet werden konnten.

Um diese Regionen bestimmen zu koénnen, wurde iiber das Programm Foldlndex eine genauere
Vorhersage der Verteilung der Unordnung im Protein durchgefiihrt (Abbildung 8d). Dabei zeigte sich,
dass das At1g64370 nicht nur zur Gruppe der ungefalteten Proteine gehort, sondern génzlich ungeordnet
vorzuliegen schien. Uber den kompletten Sequenzbereich des Proteins konnte mit unterschiedlichen
Programmen und hoher Wahrscheinlichkeit kein geordneter Bereich vorhergesagt werden. Diese
Erkenntnis implizierte, dass zum einen etwaige Kristallisationsexperimente mit diesem Protein nahezu
ausgeschlossen waren und zum anderen, dass die bioinformatischen Voraussagen das Protein ebenso als
ungefaltet charakterisierten, wie es fiir Dehydrine und LEA Proteine im Allgemeinen angenommen wird
(134, 135, 138). So deutete sich bereits an, dass die strukturelle Analyse des Proteins in diesem Fall nur
iiber Kleinwinkel-Rontgenbeugungsexperimente (Small-angle X-Ray Scattering, SAXS), bei denen die

wahrscheinlichsten Konformationen in Lésung bestimmt werden, durchgefiihrt werden konnte.

3.1.2 GroBenbestimmung des rekombinanten At1g64370 iiber Gelfiltrations- und
Dynamic Light Scattering Experimente

Wihrend der heterologen Herstellung von Proteinen sind insbesondere ungeordnete Bereiche innerhalb
von Proteinen haufig ein Ziel von verschiedenen E. coli Proteasen. Dies fiihrte zum einen dazu, dass ein
GroBteil des hergestellten Proteins in vivo degradiert wurde. Zum anderen verlangte die Unordnung des
At1g64370 Proteins ein sehr rasches Isolieren des nicht degradierten Proteins. Bereits wahrend der
ersten Nickelaffinitédtschromatographie wurde deutlich, dass in etwa die Hélfte des hergestellten und
l6slichen Proteins bereits degradiert war (Abbildung 9a). Insbesondere C- und N-terminal verkiirzte

Proteinfragmente wurden im Durchfluss als auch in den ersten Elutionsfraktionen sichtbar.
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Abbildung 9. At1g64370 Proteinisolierung aus E. coli iiber eine Affinitiitschromatographie- und Gelfiltrationssiule.
Aufgrund fehlender Proteinfaltungen innerhalb des Proteins wurde das Protein bereits nach kiirzester Zeit stark
proteolytisch degradiert und konnte nur teilweise von nicht-proteolytisch prozessiertem Atlg64370 iiber eine
Nickelaffinititschromatographie getrennt werden (a). Nach Entfernen des 6xHistidin-Tags konnte das Protein selektiv an
mit unterschiedlichen Metallionen beladene NTA-Matrix immobilisiert werden und erst durch hohe
Imidazolkonzentrationen oder EDTA von der Zink- und Nickelsdule eluiert werden. Durch Magnesium konnte diese
Immobilisierung des Proteins an die Matrix nicht erreicht werden, ebenso wie an einer zuvor mit EDTA behandelten Matrix
(b). Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht {iber eine GroB3enausschlusschromatographie zeigte ein elongiertes aber
monomeres Protein (c und d). Zur Gréfenabschitzung wurde die Séule zuvor mit BSA (66 kDa), Chymotrypsinogen (Chy,
27 kDa) und Myoglobin (Myo, 17 kDa) kalibriert. DF: Durchfluss, W: Waschfraktionen 1 -3, E: Elutionsfraktionen.
Auch unter Einsatz von verschiedenen Proteaseinhibitoren wie dem Serinprotease-spezifischen Inhibitor
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und dem Protease Inhibitor Cocktail (Roche), der bis auf
Metalloproteasen alle gingigen Proteaseklassen zu 99 % inhibieren kann, kam es zu starken
Degradationserscheinungen infolge restlicher Proteaseaktivitéten.
Die Elution des Proteins erfolgte ab einer Imidazolkonzentration von iiber 300 mM. Ublicherweise
eluieren 6-fach Histidin-getaggte Proteine bei 120 bis 150 mM Imidazol. Infolgedessen konnte vermutet
werden, dass das Atlg64370 Protein entweder als stabiles Oligomer vorlag, wodurch die Konzentration
von Imidazol erhéht werden musste um das Protein zu eluieren oder aber, dass das Protein selbst ein
Binder zweiwertiger Metallionen ist und dadurch zusétzlich zum HisTag noch spezifisch an das
immobilisierte Nickel gebunden hatte.
Ob die Oligomerisierung Ursache fiir das verspitete Eluieren war, konnte durch Entfernen des HisTags
iiberpriift werden. Mit Hilfe von Thrombin wurde {iber Nacht bei 4 °C der HisTag an der nach ihm C-
terminal folgenden und fiir die Thrombinprotease spezifischen Sequenz LVPRGS zwischen dem
Arginin und dem Glycin geschnitten. Nach Verdau des HisTags wurde das nun ungetaggte Protein

erneut iiber die Nickelaffinitdtschromatographiesédule gegeben. Sofern der HisTag die einzige

Moglichkeit darstellte an die Matrix zu binden, sollte das Protein im Durchfluss wiederzufinden sein.
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Jedoch zeigte sich erneut, dass das At1g64370 erst ab etwa 100 mM Imidazol von der Séule eluierbar
war. Somit konnte eine etwaige Oligomerisierung und eine damit einhergehende Verstirkung der
Bindung an die Nickelmatrix iiber mehrere HisTags ausgeschlossen werden. Die Vermutung, dass das
At1g64370 selbst zweiwertige Ionen binden kann, konnte allerdings hierdurch nicht génzlich bestatigt
werden.

Dass das Atlg64370 moglicherweise divalente Ionen binden konnte, ist potentiell durch dessen
Eigenschaft RNAs zu binden, wie durch A. Ostendorp gezeigt, zu erkldaren. So ist beispielsweise
Magnesium in der Nukleotid- und Nukleinsdurebindung durch Proteine hdufig wiederzufinden, da
dieses Ion die Nukleinsdurebindung am Protein tiber dessen Ladung koordinieren kann.

Ebenso ist Zink bekannt Protein:Nukleinsiure Interaktionen zu ermdglichen. Uber die Bildung
sogenannter Zinkfinger-Motive konnen Proteine spezifisch Nukleinsduren erkennen. Abbildung 9b
zeigt die beobachtete Selektivitit des At1g64370 Proteins zu bestimmten Metallionen, wobei in erster
Linie Metallionen gewihlt wurden, die bei der Bindung von Nukleinsiduren und der hier durchgefiihrten
Proteinaufreinigung eine Rolle spielen. Nach dem Beladen der NTA Matrix mit jeweils Mg**, Zn** und
Ni** Ionen und dem Binden des ungetaggten At1g64370 Proteins an die Matrix konnte das Protein nach
mehreren Waschschritten mit 1 M NaCl nur noch in der Zink- und der Nickelprobe im Eluat
nachgewiesen werden, was fiir eine selektive Bindung des Proteins an diese lonen sprechen konnte.
Nickel und Zink, ebenso wie Kupfer und Kobalt lonen werden héufig iiber Histidine koordiniert,
weswegen diese lonen auch zur Affinitdtschromatographie von 6xHis-gefaggten Protein eingesetzt
werden konnen. Dabei wird je ein divalentes Metallion durch zwei Histidinreste koordiniert. Im Falle
des At1g64370 sind iiber den gesamten Sequenzbereich keine zwei aufeinanderfolgende Histidine
vorhanden, was offensichtlich im Widerspruch zu der beobachteten Selektivitét steht.

Hara et al. konnten fiir das Kupfer bindende Dehydrin CuCOR15 aus Citrus unshiu als auch fiir das
HIRD11 Dehydrin aus A. thaliana die gleiche Selektivitit fiir Ionen (Cu?*, Co*", Ni** und Zn?>")
detektieren (140, 141). Das Binden dieser divalenten Ionen wird vermutet, dient dem Schutz vor der
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die durch diese Metallionen in ungebundener Form in
Losung induziert werden konnen (142). Ebenfalls ist durch Binden divalenter Metallionen eine
Nukleinsdure Interaktion fiir das CuCORI15 Protein beschreiben (143). Die gefundenen
Metallbindeepitope enthielten allesamt histidinreiche Sequenzen, wobei héufig Sequenzen mit zwei
aufeinanderfolgenden Histidinen die besten Metallbindeeigenschaften, beziehungsweise den grofBten
Schutz vor der ROS-Bildung bewirkten (140). Dass das Atlg64370 ebenso die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies iiber die Bindung divalenter lonen an das Protein inhibieren kann, konnte durch A.
Ostendorp gezeigt werden. Die Oxidation von NADH zu NAD" kann durch Zugabe von Kupfer als
Katalysator mit Hilfe von Wasserstoffperoxid induziert werden. Sofern jedoch das Atlg64370
hinzugegeben wurde, konnte diese Oxidation unterbunden werden, indem das Kupfer durch das Protein
gebunden wurde. Ob das ungetaggte Protein diese Ionenbindung als Monomer oder als Oligomer

vollzieht, konnte allerdings iiber diesen Versuch nicht bestimmt werden. Zur Entfernung noch
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vorhandener Kontaminationen durch bakterielle Proteine und zur genauen GroéBenabschitzung des
Proteins wurde nach der Nickelaffinitaitschromatographie und anschlieBendem 7Tag-Verdau das Protein
iiber eine GroéBenausschlusschromatographiesdule weiter aufgereinigt.

Um eine genaue Groflenbestimmung des nativen Proteins in Losung zu ermdglichen, wurde die
Gelfiltrationssdule zundchst mit einem Proteinstandard, bestehend aus mehreren Proteinen mit
unterschiedlichen Molekulargewichten, kalibriert. Dazu wurde aus den Elutionsvolumen (V¢) der
Proteine eine Kalibriergerade erstellt und tber diese das Molekulargewicht (MW) vom Atlg64370
abgeschétzt (Gleichung [5]).

V, = 264.5 — 44.7 log(MW) [5]

So zeigte sich, dass das Protein in monomerer Form vorliegen musste (Abbldung 9c). Mit einem
Molekulargewicht von etwa 20 kDa sollte das monomere Protein in etwa zusammen mit dem 17 kDa
groen Myoglobin von der Séule eluieren. Ein dimeres At1g64370 hingegen wire zwischen dem BSA
(66 kDa) und dem Chymotrypsinogen (27 kDa) eluiert, beziehungsweise ein trimeres Protein zusammen
mit BSA. Die genaue Grofle des Proteins konnte anhand der Gleichung [5] bestimmt werden. Dabei
wurde ein Molekulargewicht von etwa 27 kDa anstatt der theoretischen 20 kDa berechnet, was einem
Unterschied von etwa 37 % entspricht. Diese Diskrepanz zwischen theoretischem und beobachtetem
Molekulargewicht ist durch die vorliegende Konformation des Proteins erkldrbar. Die eingesetzten
Standardproteine haben allesamt globuldre und somit kompakte Formen. Die Form des aufzutrennenden
Proteins hat einen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten innerhalb der Gelfiltrationssdule
(144). Proteine, die iiber eine GroéBenausschlusschromatographie aufgetrennt werden, migrieren
abhingig von ihren Friktionskoeffizienten (f). Dieser ist abhdngig von der Viskositét (77) des eingesetzten

Puffers, sowie vom Stokes-Radius (Rs) des Proteins (Gleichung [6]).

S = 6mR; [6]

Der Stokes-Radius ist wiederum definiert als der Radius einer idealen Kugel, im Falle der
aufzutrennenden Proteine der hydrodynamische Radius (Ry) (145). Dieser ist abhéngig von der GroBe
und Form des Proteins.

Die als GroBenstandards eingesetzten Proteine besitzen allesamt globulidre Formen und sind somit als
nahezu ideale Sphéren anzusehen, wodurch der Stokes-Radius iiber den kleinsten Radius definiert wird.
Der Stokes-Radius von elongierten Proteinen mit gleichem Molekulargewicht wird hingegen definiert
durch den grofiten im Protein vorkommenden Radius, der f am besten beschreibt. Dieser ist abhdngig
von der Proteinasymmetrie und der Hydrathiille des Proteins (145). Somit konnen ellipsoide Proteine
wesentlich grofler erscheinen und folglich von der Sédule frither eluieren, als gleichgrofle sphérische

Partikel. Dies kann unter Umstinden die Bestimmung der genauen Gréfle und des
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Abbildung 10. MALDI-TOF Massenspektrum vom aufgereinigten At1g643710 zur genauen Groflenbestimmung
und Abschitzung der Reinheit. Die theoretischen und gemessenen Massen wichen um 16 Da ab, was innerhalb des zu
erwartenden Messfehlers von 0.1 % (ca. 20 Da) fiir den linearen Messbereich lag. Dies deutete darauf hin, dass keine
etwaigen posttranslationalen Modifizierungen oder Aminoséureaustausche durch E. coli durchgefiihrt wurden.

Oligomerisierungsgrades beeinflussen, sofern beispielsweise das Elutionsvolumen fiir ein monomeres
elongiertes Protein dem gleichen entspricht, wie einem dimeren globulédren Protein.

Als weitere Auffilligkeit im Chromatogramm ist die asymmetrische Form des Proteinpeaks I
(Abbildung 9¢) zu beobachten. Dieses als ,peak tailing* genannte Phdnomen kann auftreten, wenn
ionische Interaktionen zwischen dem Protein und der stationdren Phase auftreten und kann zu aberranten
Retentionsvolumen bis hin zu Anderungen der dreidimensionalen Struktur fithren (146—148). Sofern es
sich beim At1g64370 um ein hoch flexibles Protein handelt, konnten somit durch die stationdre Phase
innerhalb des Proteins elongiertere Konformationen induziert und kompaktere unterdriickt worden sein,
die sonst in Losung vorgeherrscht hitten. So wurde iiber die Gelfiltration im Vergleich zum
theoretischen Molekulargewicht eine groflere monomere Form ermittelt. Diese VergroBerung konnte
auch durch posttranslationale Modifizierungen oder einzelnen Aminosdureaustauschen resultieren, die
in gewisser Form auch durch E. coli durchgefiihrt werden konnen (149). Insbesondere hinsichtlich
moglicher funktioneller als auch struktureller Eigenschaften konnen diese Arten von Modifizierungen
signifikant sein, da sie die Konformation als auch den Oligomerisierungszustand beeinflussen konnen.
Eine abschlieBende Qualitdtskontrolle und GroBenbestimmung des aufgereinigten Proteins in dessen
denaturierter Form wurde mittels der MALDI-TOF Massenspektrometrie erreicht, die aufgrund ihrer
Sensitivitdt selbst kleinste Spuren von Verunreinigungen in der Proteinprobe detektieren kann
(Abbildung 10). Die massenspektrometrische Untersuchung des Proteins zeigte indes, dass die
theoretische Masse und die gemessene Masse nur um 16 Da abwichen. Die typische Massenabweichung
eines MALDI-TOF Massenspektrometers im linearen Messmodus betrigt etwa 0.1 % (150). Im Falle
von Proteinen der Grofle vom Atlg64370 entsprach diese Abweichung etwa 20 Da. Die ermittelte
Diskrepanz lag somit innerhalb des zu erwartenden Fehlers und etwaige mogliche Modifizierungen des
Proteins konnten ausgeschlossen werden. Die abweichende Grofle wahrend der Gelfiltration konnte

demnach nicht auf ein modifiziertes Protein zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 11. DLS Messung mit aufgereinigtem At1g64370 Protein. Das Protein wurde zunéchst fiir 30 min bei 4 °C
abzentrifugiert um Staub und groBere Aggregate aus der Losung zu entfernen. Im Anschluss wurde {iber 6 min die Streuung
der Proteinprobe gemessen. Hierbei zeigte sich, dass das At1g64370 monodispers in der Losung, das heift in nur einer
Form vorliegend, vorlag (a). Diese Monodispersitit hat sich auch im Verlauf der 6-miniitigen Messung nicht verdndert.
Der ermittelte hydrodynamische Radius von 4 + 0.6 nm ist dquivalent zu einem theoretischen Molekulargewicht von etwa
75 kDa, was einer mindestens trimeren Form des Proteins entspréche (b).

Somit ldsst sich abschlieBend aus dem Gelfiltrationsexperiment sagen, dass die beobachtete groB3ere
Molekiilmasse von 27 kDa dadurch erklarbar war, dass das Atlg64370 nicht in kompakter Form,
sondern monomer und elongiert in Lésung vorliegen musste.

Da die Stabilitdt des Proteins, bezichungsweise dessen Aggregationstendenz iiber einen ldngeren
Zeitraum iiber die Gelfiltration nicht bestimmt werden konnte, wurde die Anderung der Molekiilgrofe
in Losung und damit einhergehend die Anderung des hydrodynamischen Stokes-Radius iiber die
dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, DLS) bestimmt. Innerhalb der Messzeit von 6
Minuten zeigte sich keine Verdnderung des hydrodynamischen Radius (Abbildung 11a). Weiterhin
konnte nur ein priméres Signal bei etwa 4 nm detektiert werden (Abbildung 11b).

Folglich wurde die Probe als monodispers und stabil angesehen und stand fiir weitere Messungen zur
strukturellen Aufkldrung zur Verfiigung. Damit keine storenden Einfliisse wihrend der Messung etwa
durch Staubpartikel auftraten, wurde die Probe zuvor abzentrifugiert. Ebenso wie bei der Gelfiltration
ist auch hier die ermittelte Molekiilmasse groBer als die theoretische. Jedoch wurde iiber die DLS
Messung eine Masse von etwa 75 kDa ermittelt, was einem trimeren anstatt einem monomeren Protein
entsprache. Die Berechnung der Molekiilmasse tiber DLS ist ebenso, wie mit Hilfe der Gelfiltration,
abhéngig vom Stokes-Radius der Molekiile und ist idealisiert fiir sphérische Partikel. Die dynamische
Lichtstreuung ist insbesondere fiir grofle Partikel sehr empfindlich, da die Streuintensitdt nach der
Rayleigh-Streuung mit der sechsten Potenz vom Partikeldurchmesser korreliert. Folglich streut ein
Partikel mit einem Durchmesser von 10 nm eine Million Mal stirker als ein Partikel mit 1 nm
Durchmesser. Dieser starke Streuunterschied wiirde eine Detektion kleinerer Partikel bei Anwesenheit
groBBer Aggregate oder Staubpartikel unmdéglich machen. Aus Abbildung 18 wird ersichtlich, dass keine
Partikel groBer als 4 nm in der Losung vorlagen. Kleinere Partikel, resultierend von zum Beispiel
Proteinfragmenten kleiner als das Atl1g64370, konnen allerdings nicht mit absoluter Gewissheit
ausgeschlossen werden, da wie bereits erwdhnt, das Atlg64370 selbst zu stark streut um kleinere
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Partikel sicher detektieren zu konnen. Aufgrund der schmalen Peakform scheint aulerdem eine erhdhte
strukturelle Monodispersitit des Proteins vorzuliegen. Starke Variabilitdt in den Faltungszustidnden,
beispielhaft eine wechselnde elongierte und globulire Konformation, fiihrt ebenfalls zur Anderung des
theoretischen hydrodynamischen Radius. Folglich wird das eigentliche Proteinsignal in diesem Fall
verbreitert. Wenn nur eine elongierte Form oder nur eine globuldre Form vorliegt, ist ein bestimmter
hydrodynamischer Radius definierbar und somit auch die Signalbreite verringert.

Anhand der bekannten Stokes-Radien der genutzten Kalibrierproteine wihrend der Gelfiltration konnte
ein hydrodynamischer Radius des untersuchten Proteins von etwa 2.3 nm bestimmt werden. Dieser ist
signifikant kleiner als durch DLS ermittelt (4 nm). Typischerweise sind ermittelte Radii aus
Gelfiltrations- und DLS-Experimenten mit einem maximalen Fehler von 10 % sehr gut miteinander
vergleichbar. Wie bereits erwihnt, kénnen durch Protein-Matrix Interaktionen Anderungen der
Konformation wéhrend der Gelfiltration induziert werden (147, 148). Da im Gegensatz zur Gelfiltration
der Rs bei DLS-Messungen in Losung bestimmt wird, konnte der hier ermittelte Wert von 4 nm als
wahrscheinlicher angenommen werden. Jedoch konnte {iber die DLS Messung keine Aussage zum
Oligomerisierungszustand gemacht werden, da nicht von einem sphérischen Partikel ausgegangen
werden konnte. Eine abschlieBende Aussage zur Partikelform als auch Oligomerisierungszustand konnte

jedoch mit Hilfe von SAXS-Experimenten gefallt werden.

3.1.3 Circulardichroismus-Experimente zeigen ligandenabhiingige
Konformationsinderungen

Uber Circulardichroismus-Experimente konnte ein erster Einblick in die strukturellen Eigenschaften
vom Atlg64370 gewonnen werden. Diese Daten unterstiitzten die Vermutung, die aus den
bioinformatischen Vorhersagen resultierte, dass es sich bei diesem Phloemprotein um ein hochgradig
unstrukturiertes Protein handeln musste. Bei den CD-Messungen lassen sich im Wesentlichen drei
verschiedene Proteinformen unterscheiden. Hauptsédchlich a-helikale Proteine bilden charakteristische
Minima bei 208 und 222 nm und ein Maximum bei 193 nm, wahrend hauptsédchlich aus B-Faltblittern
bestehende Proteine ein Minimum bei 218 nm und ein Maximum bei 195 nm ausbilden. Jedoch
unterscheiden sich beide Varianten weiterhin signifikant von ungefalteten Proteinen, welche im
Wesentlichen nur ein Minimum bei etwa 195 nm aufweisen (151-153).

Gemessen wurden jeweils 5 bis 10 puM At1g64370 in 5 mM Tris-HCI pH 7.5 Puffer mit 50 mM NacCl.
NaF wurde in einer primdren Messung verwendet, da dieses Salz am geeignetsten fiir CD-Messungen
gilt (106). Jedoch konnte zwischen NaCl und NaF in diesem Konzentrationsbereich kein Unterschied
detektiert werden, weswegen das fiir Standardpuffer tibliche NaCl fiir alle weiteren Messungen genutzt
wurde. Der tiblicherweise fiir CD-Messungen verwendete Phosphat-Puffer wurde vermieden, da nach
Zugabe divalenter Metallionen diese mit dem Phosphat unldsliche Salze bilden und nicht an das Protein
binden wiirden. Um den durch den Puffer bewirkten Hintergrund von der Proteinprobe abzuzichen

wurde jeder Puffer einzeln gemessen und spéter von der Proteinprobe subtrahiert.
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Das Atlg64370 ohne weitere Additive zeigte bei den Messungen einhergehend mit den
bioinformatischen Vorberechnungen, dass dieses Protein hauptsdchlich ungefaltet vorlag. Die besten
Vorhersagen konnten mit der CONTIN-LL Methode erzielt werden (109). Der allgemeine Fehler dieser
Berechnungen (NRMSD) lag bei einem Wert von unter 0.1. Voraussagen mit einem Fehler von unter
0.25 konnen dabei als korrekt angesehen werden. Somit lag nahezu das gesamte Protein ungefaltet vor
und nur ein geringer a-helikaler Anteil schien noch vorzuherrschen (< 10 %).

Inwiefern dieser prozentuale Anteil an geordneten Bereichen variiert, konnte mittels CD-Messungen
nicht eindeutig geklart werden. Durch Verwenden verschiedener Proteinsets konnen die berechneten
Sekundérstrukturanteile teilweise stark variieren. Um diesen Fehler zu minimieren wurden alle Daten
entsprechend mit den SELCON, CONTIN-LL und K2D Referenzsets ausgewertet. Dabei waren die
ermittelten Fehler bei der CONTIN-LL Referenz zum einen am kleinsten (< 0.1) und zum anderen
nahezu gleichbleibend in allen Datenreihen. Trotzdem konnte die bestimmte Sekundérstrukturverteilung
unter Umstdnden fehlerhaft sein, da alle Referenzsets hauptsédchlich globuldre Proteine als
Referenzspektren enthalten und nur vereinzelt Daten von ungefalteten Proteinen hinzugefiigt werden
(154). Somit konnen die beobachteten von 5 bis 9 % schwankenden Werte fiir a-helikale
Strukturbereiche insgesamt als gleichbleibend betrachtet werden. Divalente als auch trivalente lonen
(Ni**, Zn*", Mg*, Fe*") wurden bereits wihrend der Aufreinigung als mogliche Liganden des
At1g64370 Proteins vermutet (Abbildung 13b). Alle Ionen wurden im 1:5 Uberschuss zum At1g64370
hinzugegeben. Mg>* und Fe’* als Nichtbinder fiihrten zu keiner Anderung der Konformation, ebenso
wie Ni?" als bindendes Ion (Abbildung 13b und ¢, Tabelle 11). Allerdings zeigte sich bei Zn?" eine
signifikante Verdnderung der Konformation durch Bildung neuer B-Faltblattstrukturen ohne den o-
helikalen Anteil zu reduzieren (Tabelle 11) Warum Zink als bindendes Ion im Gegensatz zu Nickel eine
Konformationsdnderung induzierte, bleibt spekulativ. Versuche die Affinitdt des Proteins mit den
Metallionen iiber MicroScale Thermophorese Messungen zu bestimmen zeigten jedoch, dass bereits
Protein-zu-Zink-Verhéltnisse ab 1:5 zu einem Aggregieren und Ausféllen des Proteins fiihrten, wahrend
Nickel und andere Ionen dieses erst bei wesentlich héheren Ionenverhéltnissen (1:15) induzierten. Diese
Beobachtung liel vermuten, dass das At1g64370 zum einen bestimmte Metallionen binden kann und
zum anderen diese mit unterschiedlicher Affinitét bindet. Durch Binden dieser Ionen werden diese aus
der Losung chelatiert und fiithren als Komplex zur Aggregation und Prézipitation des Proteins.

Die gleiche Beobachtung konnte, wie bereits erwéhnt, fiir das Dehydrin HIRD11 aus Arabidopsis
thaliana gemacht werden (141). Durch insbesondere Histidin-reiche Regionen im HIRD11 Protein mit
je zwei aufeinanderfolgenden Histidinen konnten die stirksten Ionenbindungen beobachtet werden,
wiahrend einzelne Histidine hingegen nur schwache Bindungen zeigten. Im Vergleich zum HIRDI11
besitzt das Atlg64370 selbst keine zwei aufeinanderfolgende Histidine, weswegen die Bindung
wahrscheinlich entweder {iber die Kombination eines einzelnen Histidins mit einer anderen Aminosaure
ermoglicht wird oder aber, dass zwei rdumlich entfernte Histidine entweder intra- oder intermolekular

die Ionenbindung erlauben.
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Tabelle 11. Berechnung der Sekundirstruktur iiber Circulardichroismus-Experimente. Uber die Zugabe verschiedener
Additive, wie Ionen, Detergenzien als auch tRNA wurde untersucht, inwiefern das Binden dieser eine Anderung der
Sekundérstrukturverhéltnisse innerhalb des Proteins bewirkt.

Additiv a-helikal p-Faltblatt Random
At1264370phos 5% 0% 95 %
At1g64370 5% 0% 95 %
+ SDS

0.5 mM 21% 11% 68 %

5 mM 38 % 6 % 56 %

10 mM 44 % 12 % 44 %
+ 0.1 % Tween-20 5% 0% 95 %
+5 nM tRNA 6 % 0% 94 %
+50 uM Fe** 9% 0% 91 %
+50 pM Mg** 7 % 0% 93 %
+50 pM Ni* 5% 0% 95 %
+50 pM Zn** 7 % 7% 86 %

Weiterhin konnte beim HIRD11 nach Zugabe von Kupfer und weiteren bindenden Ionen, wie Zink,
Kobalt und Nickel ebenfalls eine Abschwichung des CD-Signals bei unter 200 nm beobachtet werden,
ebenso wie ein struktureller Gewinn an B-Faltblatt, wahrend bei nicht-bindenden Ionen wie Magnesium
und Kalzium dies nicht zu beobachten war. Diese Beobachtung wurde dadurch erklart, dass das
atHIRD11 durch Binden von Kupfer selbst assoziiert ohne dabei zu aggregieren, so wie fiir das
Atl1g64370 vermutet wird. Dass keine Aggregation vorlag wurde dabei iiber die nicht sichtbare
Turbidizitit der Probe nach Zugabe von Kupfer erklirt. Auerdem konnte keine Signalabschwichung
bei 222 nm in den CD Spektren detektiert werden, was laut Hara ef al. auf a-helikale Aggregation
zuriickzufiihren sei (141, 155). Als letzter Punkt wurde das fehlende Signal im 1-Anilino-8-
naphtalensulfonat (1,8-ANS)-Test als Beweis gegen eine Proteinaggregation des HIRD11 angebracht:
So konnte das HIRD11 in seiner nativen Form kein 1,8-ANS binden, wiirde es allerdings aggregieren,
so kann 1,8-ANS binden und es wire ein Signal bei 470 nm detektierbar Da dieses Signal nicht gemessen
werden konnte, wurde vermutet, dass das 1,8-ANS nicht binden kann und es sich somit nicht um
Proteinaggregate handelt (141, 156).

Jedoch sind die aufgefiihrten Erklérungen gegen eine Metall-induzierte Proteinaggregation nicht
vollends liberzeugend. Die Turbidizitét, die Hara er al. als MaB fiir die Proteinaggregation anfiihrt,
konnte fiir das At1g64370 beobachtet werden. Allerdings war diese Triibung erst sichtbar sobald eine
ausreichende Proteinkonzentration ab etwa 50 uM und hoéher vorlag. Die einzusetzende Menge von etwa
5 bis 10 uM Protein wihrend der CD-Messungen machen jedoch eine makroskopische Aussage iiber

den Triibungsgrad der Probe nahezu unmoglich.
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Abbildung 12. DEPC-Modifizierung vom At1g64370 im Kupfer-gebundenen und ungebundenen Zustand. Mit Hilfe
von massenspektrometrischen Analysen am unverdauten Protein, als auch dem erhaltenen Peptidspektrum nach Trypsin
Verdau, konnten durchschnittlich 20 Carbethoxylierungen (CE) verteilt tiber die gesamte Sequenz festgestellt werden (blau
hinterlegte Sequenz). Nach Zugabe von Kupfer reduzierte sich die durchschnittliche Modifizierungszahl auf etwa 4 bis 5
Carbethoxylierungen und konnte nur in einem kleinen Bereich wiedergefunden werden (orange hinterlegte Sequenz).
Weiterhin konnte nach Zugabe von Zink zwar keine Zunahme von a-helikalen Bereichen beobachtet
werden, jedoch ist dies, sowie die nicht vorhandene Anderung bei 222 nm kein MaB dafiir, dass keine
Aggregation vorlag. Ebenso wie a-Helices durch Aggregation in Proteinen zunehmen konnen, ist
bekannt, dass insbesondere amyloide, beziehungsweise ungefaltete Proteine durch Aggregation
vermehrt B-Faltblatt-dhnliche Strukturen ausbilden konnen (157, 158). Diese Beobachtung indes konnte
sowohl fiir das HIRD11 als auch das Atlg64370 gemacht werden. Es kann jedoch nicht genauer iiber
die CD-Daten geklért werden, ob diese Aggregate amyloider Natur sind oder ob es sich nur um einen
geringfiigigen Sekundérstrukturgewinn handelt.
A. Ostendorp konnte in Zusammenarbeit mit der AG Kragler (MPI Potsdam-Golm) in vivo beobachten,
dass das At1g64370 als YFP-getaggtes Fusionsprotein grole Aggregate bilden kann, die betrachtet bei
hoherer Auflésung scheinbar elongierte, fibrillendhnliche Formen bilden. Diese Beobachtungen in vivo
konnen im Einklang mit den CD-Daten in vitro auf eine etwaige Induktion amyloider Strukturen durch
Schwermetalle, wie Zink, Kupfer und Nickel hindeuten. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass
das At1g64370 in der Lage ist grof3e, aber trotzdem noch 16sliche Aggregate zu bilden.
Diese Annahme konnte durch den zusétzlich durchgefiihrten DEPC-Assay weiter bestitigt werden
(Abbildung 12). DEPC modifiziert Proteine spezifisch an Histidinen, Tyrosinen, Serinen, Threoninen
und Lysinen durch Anfiigen einer Carbethoxy-Gruppe an Hydroxyl-, beziehungsweise Amin-Gruppen,
sofern diese dem Solvenz exponiert vorliegen (31, 32) und erhoht dadurch das Molekulargewicht pro
Modifizierung um 72 Da. Dabei kann der Grad der Carbethoxylierung Aufschluss iiber eine mégliche
Struktur des Proteins geben. So konnen beispielsweise Aminosduren in Bereichen, die den gefalteten
Protein-Kern bilden, nicht modifiziert werden. Anhand des DEPC-Assays konnten zunéchst die CD
Experimente dahingehend validiert werden, dass nahezu die komplette Sequenz zuginglich zu sein
scheint und dazu fiihrten, dass durchschnittlich 20 Carbethoxylierungen iiber die gesamte Sequenz
verteilt auftraten. Eine genauere MS/MS Analyse zur Identifizierung modifizierter Aminosaurereste
filhrte jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis, da sich Peptide mit mehreren mdglichen

Modifikationsstellen {iiberlagerten und so zu Fragmentspektren fiihrten, die eine eindeutige
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Positionszuordnung unmoglich machten. Bis auf den N-Terminus konnten die Positionen der
Carbethoxylierungen nicht eindeutig identifiziert werden, jedoch wurde aus dem nach dem
Trypsinverdau erhaltenen Spektrum ersichtlich, dass hdufig Lysine und Histidine modifiziert wurden.
Sobald jedoch Cu?*-Ionen in hohem Uberschuss zu dem At1g64370 hinzugegeben wurden, énderte sich
der Grad der Carbethoxylierung signifikant. Kupfer wurde ebenso wie Zink, Nickel und Kobalt vom
At1g64370 gebunden und war in der Lage bei ausreichend hoher Konzentration das Protein auszufallen.
Unter Gegenwart von Kupferionen konnten durchschnittlich nur noch vier Carbethoxylierungen am
Protein durchgefiihrt werden. Diese Modifizierungen konzentrieren sich dabei auf eine kleine Region
mittig in der Proteinsequenz. Dass der vormals grofite Teil der Sequenz nicht mehr modifiziert werden
konnte, kann auf die fortwahrende Aggregation des Protein:Kupfer-Komplexes hindeuten. So schirmten
Aggregationen die vormals zugénglichen Bereiche im Protein vom Solvent ab und konnten somit nicht
weiter chemisch modifiziert werden. Folglich konnte dieser drastische Unterschied der mdglichen
Modifizierungen durch DEPC als Hinweis fiir das Auftreten von Aggregationen gedeutet werden.
Dieser Schluss konnte auch fiir das HIRD11 zutreffen, obwohl der zusitzlich als Anhaltspunkt gegen
eine Aggregation angebrachte 1,8-ANS Test negativ war. Sowohl das HIRD11 als auch das At1g64370
koénnen neben der Klassifizierung als Dehydrin oder Dehydrin-/ike Protein auch den Hydrophilinen
zugeordnet werden, da hydrophobe Aminosduren in den Proteinen signifikant unterrepriasentiert sind.
1,8-ANS als Marker fiir die Proteinfaltung fiihrt jedoch nur zu einem Signal bei 470 nm, sofern diese
Substanz in hydrophoben Bereichen oder in Vertiefungen binden kann. Ein Mangel an hydrophoben
Aminosduren, wie es beiden Proteinen der Fall ist, fiihrt nun dazu, dass 1,8-ANS zwar bindet, jedoch
nicht bei 470 nm detektiert werden kann. Auch wenn die Hydrophiline aggregieren wiirden, sind diese
hydrophoben Bereiche weiterhin nicht existent und wiirden weiterhin kein Signal im 1,8-ANS-Test nach
sich ziechen. Folglich ist hier von einem falsch-negativen Ergebnis auszugehen und die Frage ob
Hydrophiline, hier HIRD11 und At1g64370, Proteinaggregate bilden kdnnen iiber diese Methode nicht
klarbar. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bei einer ausreichend hohen lonenkonzentration das
gebundene Protein abzentrifugiert werden konnte und nicht in Losung verblieb. Zusammenfassend kann
diesbeziiglich gesagt werden, dass obwohl das At1g64370 und das HIRDI11 bis auf das S-Segment
keinerlei Sequenzhomologien aufweisen, beziehungsweise keine Histidin-reiche Regionen fiir die
selektive lonenbindung im Atl1g64370 existieren, beide Proteine gewissermalen dhnliche strukturelle
Eigenschaften sowohl im Komplex mit spezifisch-bindenden Metallionen als auch ohne diese
aufwiesen.

Im Gegensatz zum HIRD11 besitzt das At1g64370 allerdings einen stark basischen pl von 9.6 (pI vom
HIRDI11 6.7), was auf eine zusétzliche Nukleinsdurebindung hindeuten kdnnte. Diesbeziiglich konnte

bereits durch A. Ostendorp gezeigt werden, dass tRNA ein Bindungspartner vom At1g64370 ist.
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Abbildung 13. Ergebnisse der Circulardichroismus-Messungen vom At1g64370 Protein. Das Protein liegt nativ
génzlich ungefaltet vor. Durch Zugabe verschiedener Additive, wie divalente und trivalente Ionen, tRNA und Detergenzien
sollte die strukturelle Verdnderung des Proteins untersucht werden (a-e¢). Zink zeigte als einziges lon eine Abschwichung
des Signals, wihrend durch Zugabe des denaturierenden Detergens SDS eine Faltung des Proteins beobachtet werden
konnte (a, d, e). Auch eine Phosphorylierung des S-Segments durch CKII zeigte keine Strukturdnderung (f). Die durch
SDS gewonnene Ordnung konnte auch iiber Temperaturen zwischen 5 bis 80 °C nicht revertiert werden, sondern blieb
bestehen (g). Dazu im Vergleich wurde keine Bildung sekundérer Elemente im Protein ohne SDS iiber den gleichen

Temperaturbereich beobachtet (h).
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Zur Analyse ob die tRNA eine strukturelle Verdnderung im Atlg64370 bewirkt, wurde der
Atl1g64370:tRNA-Komplex zunichst iiber eine Gelfiltration isoliert, um fir die CD-Messungen den
Einfluss ungebundener tRNA zu reduzieren.

Des Weiteren wurde tRNA im Puffer als separate Messung durchgefiihrt und spéter von den Protein-
Messungen abgezogen. Hierbei konnte erneut keine Verdnderung beziiglich der Konformation vom
At1g64370 beobachtet werden (Abbildung 13b, Tabelle 11).

Neben Liganden kann ebenfalls eine Verdnderung des Proteins selbst eine Strukturverdnderung
bewirken. Fiir einige intrinsisch ungeordnete Proteine ist ein Strukturgewinn nach vorheriger
Phosphorylierung beschrieben, die aufgrund der zusdtzlichen negativen Ladung elektrostatische
Wechselwirkungen begiinstigt und so die Strukturbildung foérdert (159). Das Atl1g64370 konnte durch
A. Ostendorp gezeigt werden, liegt nativ hochgradig phosphoryliert vor und kann durch die Casein
Kinase II (CKII) insbesondere am S-Segment phosphoryliert werden. Das C-terminal phosphorylierte
At1g64370 zeigt in den CD-Messungen im Vergleich zum unphosphorylierten Protein allerdings keinen
Strukturgewinn (Abbildung 13f, Tabelle 11). Eine dhnliche Beobachtung konnte fiir zwei Dehydrine
aus Thellungiella salsuginea gemacht werden. Obwohl eine dhnliches S-Segment in beiden Protein
vorkam und dieses Segement ebenfalls iiber CKII phosphoryliert werden konnte, war iiber CD-
Messungen keinerlei signifikante Anderung festgestellt worden (159).

Fiir einige Dehydrine ist interessanterweise bekannt nach Zugabe von SDS eine vermehrt geordnete
Konformation anzunehmen (160—162). Obwohl das At1g64370 keinerlei Dehydrin-spezifische Motive
aufweist, wurde ebenfalls der Einfluss von verschiedenen SDS Konzentrationen auf das Atlg64370
untersucht. Nach Zugabe von SDS zwischen 0.5 bis 10 mM war ebenfalls ein signifikanter
Strukturgewinn zu erkennen (Tabelle 11, Abbildung 13d), der von der vorherrschenden SDS
Konzentration abhidngig war. Ab einem Protein:SDS-Verhiltnis von 1:50 (500 uM SDS zu 10 uM
Protein) war der Anteil von ungefalteten Bereichen von abermals etwa 95 % auf 68 % gesunken.
Gleichzeitig stieg der Anteil an a-helikalen Bereichen und B-Faltbldttern auf 21 % und 11 %.
Insbesondere der a-helikale Anteil stieg bei weiterer Erhohung der SDS Konzentration bis auf 10 mM
(1:1000 Verhiltnis) auf bis zu 44 %. Der B-Faltblatt-Anteil hingegen blieb nahezu konstant. Es wurden
keine hoheren SDS-Konzentrationen untersucht, da ab einer Konzentration von 10 mM die kritische
Micellenkonzentration (CMC) vom SDS erreicht wurde, bei der das SDS sich in groBere
Detergensmicellen zusammenlagert und die CD-Messungen verfélschen wiirde. SDS als anionisches
Tensid besitzt proteindenaturierende Eigenschaften, weswegen es fiir die SDS Gelelektrophorese von
Proteinen eingesetzt wird. Hier jedoch schien SDS einen genau entgegengesetzten Effekt auszulosen,
so dass grofle Mengen an SDS zu einem hochgradig gefalteten Protein fiihrten. Der gleiche Effekt lief3
sich mit Tween-20, einem nichtionischen Detergens nicht wiederholen (Abbildung 13a).

Der mutmaBliche Mechanismus wie das SDS zur erhohten Ordnung im Protein fiihrt, wird auf eine
bestimmte Sequenz, die alle Dehydrine gemein haben, zuriickgefiihrt. Das sogenannte K-Segment mit

dem Minimalmotiv ,,KIKE® soll in der Lage sein nach Zugabe von SDS eine amphipathische Helix
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Atlg64370 1  MQYYENREKDYYEVAQGQRNGYGQSQSHNHEGYGQSQSRGGYGQIHNREGYNQNREGYSQ 60
BnPP99 1 MOYYETREKEYYDVAQGQS—=—==———=———=———=———————————— ROSYGONHQGYGOQ 32
Kkkkkk Kkkk o kk.kkkkk koo ok Kk, okk *

At1g64370 61 SQSRPVYGLSPTLNHRSHGGFLDGLFKGQONGQKGQSGLGTFLGQHKSQEAKKSQGHGKLL 120
BnPP99 33 SQSRPVYGNSPTLNYRSHGGFLDGLFKGKNGQKGQNGLGSFLGQHKNQDTNQGHGHGKLL 92

hhkkhkkhkhk hhkkkk hkhhhkhhhkhhhdhh hhkhkhhkdk dhkk hhkkhkhkk k... hkhkkkkx

At1g64370 121 GQHDQKKTHETNSGLNGLGMFINNGEKKHRRKSEHK-KKNKDGHGSGNESGSSSGSDSD 178
BnPP99 93  GQHQ-KKTHETNKGVNGLGMFINNGEKKHKKQNEHKKKKNKDGHASGNESGSSSGSDSE  15(

hhkk: kkkkkkk Kkokkkkkkkhkhkhkh: .. Khhkk hhkkkhkkk *kkkkkkkkkkdk .

Abbildung 14. Alignment der Proteinsequenzen vom Atlg64370 und BnPP99 Protein. Die Proteinsequenz des
Proteins ist hochgradig konserviert. Jedoch fehlt im N-terminalen Bereich des Raps Homologs eine Sequenz mit einer
Lénge von etwa 30 Aminoséureresten.

auszubilden. Das Binden des SDS wird nicht durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen K-
Segment und Detergens erreicht, sondern geschieht, so postuliert, {iiber elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen K-Segment und der negativ geladenen Sulfat-
Gruppe vom SDS (134). Weitere Membranbindungen konnten mit Liposomen bestehend aus
anionischen Phospholipiden beobachtet werden (134, 160, 163). Tween-20 als nicht-ionisches
Detergens konnte hingegen keine Strukturdnderung induzieren, was im Einklang mit der Vorstellung
iiber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Protein und polarer Kopfgruppe steht.

Obwohl diese Strukturdnderungen bislang nur im Hinblick auf das K-Segment untersucht wurden,
konnte der gleiche Effekt auch beim At1g64370 beobachtet werden, welches kein K-Segment, sondern
nur eine K-reiche Sequenz besitzt. Anhand der CD-Daten kann spekuliert werden, dass die Ausbildung
von a-helikalen Strukturen nicht allein auf das K-Segment beschrinkt ist, sondern auch durch dhnliche
K-reiche Sequenzen induziert werden kann.

Weiterhin ist es moglich, dass weitere Bereiche im At1g64370 a-helikal vorliegen, entweder infolge der
Helikalisierung der K-reichen Sequenz oder unabhéngig davon. Wire die Helikalisierung nur auf die K-
reiche Sequenz beschrinkt, welche nur einen Bereich von etwa 8 % der gesamten Proteinsequenz
ausmacht, miisste ein weitaus geringerer Anteil an a-Helices nach Zugabe von SDS entstehen als zu
beobachten war. Dieser stieg bei Anwesenheit von 10 mM SDS auf bis zu 44 % an, was nahezu der
Hilfte des Proteins entspricht. Versuche den Atlg64370:SDS-Komplex iiber eine Gelfiltration zu
isolieren, scheiterten jedoch an der reduzierten Loslichkeit des Proteins in einer SDS-haltigen Losung
und an der sehr hohen Polydispersitit der Probe, die nach Zugabe des SDS entstand.

Physiologisch betrachtet soll die Ausbildung einer amphipathischen Helix das Binden des Dehydrins an
Membranen erlauben um diese vor Schaden durch Dehydratation und Salzstress zu schiitzen (134).
Dehydrine bestehen neben dem immer vorhandenen K-Segment zusitzlich aus Y- und S-Segmenten.
Von diesen beiden letzteren Sequenzen kann zweifelsfrei nur das S-Segment dem Atlg64370
zugeordnet werden, jedoch gibt es kein K-Segment, welches alle Dehydrine gemein haben, weswegen
eine Klassifizierung des Proteins in die Klasse der Dehydrine nicht moéglich ist. Allerdings spricht die
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beobachtete Strukturverinderung unter SDS im Atlg64370 wiederum fiir eine Dehydrin-&hnliche
Eigenschaft. Die gleiche Strukturdnderung konnte auch bei dem Atl1g64370 Homolog aus Brassica
napus beobachtet werden (Abbildung 13d). Nach Zugabe von SDS lag das Protein, wie das At1g64370,
hauptsachlich gefaltet vor. Jedoch ist das Brassica napus Homolog, BnPP99, deutlich kleiner als sein
Homolog aus Arabidopsis. Insbesondere der Q-reiche Bereich zwischen dem zwanzigsten und
flinfzigsten Aminosdurerest fehlt komplett im BnPP99 Protein (Abbildung 14). Folglich kann
angenommen werden, dass dieser Bereich nicht an der Helikalisierung beteiligt ist.

Ublicherweise wurden alle CD-Messungen bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Von einigen Dehydrinen
ist bekannt, dass diese bei tiefen Temperaturen die Entstehung von Eis durch Bindung an entstehende
Eispartikel storen und somit als Antifreeze Proteine fungieren (164, 165). Ob ein Absenken der
Temperatur einen Effekt auf die Sekundérstruktur ausldst, wurde iiber eine temperaturabhéngige CD-
Messung untersucht. Dabei wurde im Bereich von +5 °C bis +80 °C zwischen 190 nm und 260 nm die
Polarisation gemessen. Ebenso wurde eine mit SDS behandelte Probe im gleichen Temperaturbereich
analysiert. Sowohl das At1g64370 ohne als auch mit dem zusétzlichen SDS zeigten in dem gemessenen
Temperaturintervall keine Verdnderungen der Sekundérstruktur. Wahrend das At1g64370 ohne SDS bei
jeder gemessenen Temperatur ungefaltet blieb, konnte die SDS behandelte Probe nicht wieder entfaltet
werden. So blieb die hauptsdchlich a-helikale Form sowohl bei 5 °C als auch bei 80 °C erhalten. Die
ausgebildete helikale Struktur durch das SDS scheint somit duBBerst stabil vorzuliegen (Abbildung 13g
und h). Jedoch kann {iber den genauen Grund sowie die physiologische Relevanz dieser Beobachtung

nur spekuliert werden.

3.1.4 Kleinwinkel-Rontgenbeugungsexperimente (SAXS) bestiitigen die ungefaltete
Natur des Proteins und zeigen verschiedene Konformationen in Losung auf

Anders als bei Rontgenbeugungsexperimenten an Proteinkristallen werden SAXS-Messungen von
Proteinen in wiéssrigen Losungen durchgefiihrt. Insbesondere Proteine, die nicht kristallisierbar sind,
entweder auf Grund hoher intrinsischer Flexibilitdt oder infolge von struktureller Instabilitdt, konnen
mittels SAXS-Experimenten strukturell untersucht werden. Nachteilig an SAXS-Messungen ist im
Vergleich zu Kristall-Rontgenbeugungsexperimenten die geringe Auflosung (116, 166).
Beugungsexperimente an Proteinkristallen ermdglichen eine Aufldsung von unter 1 A. Dem gegeniiber
steht eine Auflosung mittels SAXS im Bereich zwischen 10 bis 20 A (22).

Trotzdem erméglichen SAXS-Messungen es weitere Informationen tiber Konformation und Flexibilitéit
von Proteinen, sowie den Oligomerisierungszustand der Probe in Ldsung zu erlangen. Andere
komplementére Methoden wie nukleare Magnetresonanzspektroskopie (NMR) ermoglichen zwar auch
strukturelle Charakterisierungen von Proben in Losung, jedoch werden sie im Vergleich zu SAXS-
Experimenten durch ein eindeutiges GroBenlimit begrenzt, bis zu dem Proteine strukturell aufgeklért

werden konnen. Wie bereits iiber CD-Messungen bestitigt werden konnte, handelt es sich bei dem
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At1g64370 um ein hochgradig ungefaltetes Protein und ist somit gédnzlich ungeeignet um dessen
Struktur iiber kristallografische Versuche aufzuklaren.

Bevor SAXS Experimente unternommen wurden, musste sichergestellt werden, dass die Proteinprobe
monodispers in Losung vorlag. Monodispersitdt der Probe ist Voraussetzung, da polydisperse Proben
dazu fiihren, dass eine strukturelle Auswertung der SAXS Daten unmoglich wird. Um zu priifen, ob die
praparierten Proteinproben monodispers vorlagen, wurden vor den eigentlichen SAXS-Messungen
erneut DLS Analysen durchgefiihrt. Das ermittelte SAXS Profil ist hierbei die Mittelung aller
Streukurven fiir alle moglichen Konformationen eines Molekiils in Losung. Folglich wiirde eine
polydisperse Probe sowohl die Streukurven des Monomers als auch aller weiteren Aggregate in
derselben Probe beinhalten (28).

Je hoher die Proteinkonzentration der Probe ist, desto besser ist das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis der
Streukurve aus dem SAXS-Experiment. Ublicherweise werden bei einem SAXS-Experiment mehrere
Proteinkonzentrationen desselben Proteins gemessen um konzentrationsbedingte Effekte, wie
Aggregationen erkennen und ausschliefen zu konnen. Fiir intrinsisch ungeordnete Proteine (IDPs)
kommt weiterhin hinzu, dass bei hoheren Konzentrationen der sogenannte Crowding-Effekt stirker die
Struktur des Proteins in Losung beeinflusst als bei kompakten globuldren Proteinen (14, 142). IDPs
besitzen auf Grund ihrer hohen Flexibilitdt eine Vielzahl an moglichen Konformationen in Losung.
Durch eine erh6hte Proteinkonzentration wird diese Flexibilitét jedoch immer weiter eingeschrénkt und
fiihrt zu strukturellen Einschrankungen. So konnen IDPs durch diesen Crowding-Effekt zum Beispiel
nur noch in elongierte Formen gezwungen werden oder aber lokal strukturierte Regionen ausbilden, die
bei niedrigen Konzentrationen nicht vorliegen wiirden (167, 168).

Das At1g64370 wurde an zwei unterschiedlichen Messzeiten mit Konzentrationen zwischen 1 und 10.8
mg/ml gemessen. Die Messungen wurden bei 15 °C an der PETRA III P12 Beamline am EMBL
Hamburg durchgefiihrt. Im direkten Vergleich der entstandenen Streukurven zwischen Streuwinkeln
von 0 bis 5 nm™! fiir 1.57, 3, 5 und 10.8 mg/ml war der Effekt der steigenden Konzentration auf das
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis deutlich zu Gunsten hoherer Konzentrationen vom Protein zu sehen
(Abbildung 15a). Unter der Annahme, dass keine Konzentrationseffekte auftraten, sollten sich alle drei
Kurven nach dem Normalisieren dieser gegen die eingesetzte Proteinkonzentration komplett iiberlagern
lassen kénnen. Allein aus den nicht normalisierten Streukurven war eine eindeutige Uberlagerung aller
drei Kurven nicht moglich (Abbildung 15a). Wéhrend bei kleinen Winkeln die 1.57 und 3 mg/ml Proben
gut zueinander skalierbar waren, schienen die 3, 5 und 10.8 mg/ml Proben nur bei gréoeren Winkeln (>
2 nm") kohérent zu verlaufen. Konzentrationseffekte lassen sich insbesondere im Kleinwinkelbereich
gut erkennen. Nach Uberlagerung aller drei Streukurven zeigte sich, dass sowohl die 1.57 und die 3
mg/ml Proben sehr gut iibereinanderlegbar waren. Die 5 und 10.8 mg/ml Proben hingegen zeigten in
diesem Bereich einen Aufwirtstrend der Streukurve, was auf eine andere Konformation hindeuten
konnte. Ein abruptes Ansteigen im Kleinwinkelbereich bei hoheren Konzentrationen kann aber auch

bedeuten, dass attraktive Kréfte vorherrschen, folglich das Protein zunehmend beginnt zu aggregieren
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Abbildung 15. Aufgenommene Streukurven vom Atl1g64370 Protein mit unterschiedlichen Konzentrationen.
Aufgenommen wurden Streukurven von Proteinproben zwischen 1 und 10.8 mg/ml (a). Die Proben wurden zur
Uberpriifung an zwei verschiedenen Messzeiten wiederholt gemessen. Die auf die Konzentration normalisierten
Streukurven wurden im kleinen Streuwinkelbereich auf mogliche repulsive oder aggregierende Effekte hin untersucht (b).
Die Gyrationsradien am Beispiel der drei ndher bestimmten Proteinproben vom At1g64370 wurden in der Guinier-Region
(linerarer Bereich der Streukurve bei sehr kleinen Streuwinkeln) bestimmt (c). Anhand der ermittelten Gyrationsradien
konnten konzentrationsbedingte Effekte und deren Einfluss auf das Molekulargewicht ermittelt werden (d + e).
(Abbildung 15b). Die Auswirkungen solcher zunehmenden Aggregation lassen sich gut anhand der
Linearitdt der Guinier-Region bestimmen. Die Guinier-Region ist jene Region, in der die Streukurve im
natiirlichen Logarithmus dargestellt, linear verlduft und fiir die Bestimmung des Gyrationsradius (Rg)
verwendet werden kann (Abbildung 15¢) (113).
Als Anndherung fiir stark gefaltete Proteine liegt dieser Bereich bei sR, < 1.3. Fiir elongierte Proteine
jedoch verkiirzt sich dieser Bereich auf sR, < 0.8. Weiterhin fiihren Interpartikeleffekte in diesem
Bereich zu einem Abfallen oder plotzlichen Ansteigen der Kurve, so dass kein ausreichend groBer
linearer Bereich vorliegt, um den Gyrationsradius zu bestimmen. In Abbildung 15c¢ ist dieser Anstieg
bereits ab einer Konzentration von 3 mg/ml zu erkennen. Durch weitere Erhohung der Konzentration
verkleinerte sich der lineare Bereich fortwahrend und der abrupte Anstieg der Kurve ist ein Zeichen,
dass bei hohen Konzentrationen ab 3 mg/ml Aggregationen entstehen und deswegen nicht fiir die
Auswertung geeignet waren. Da bei der 3 mg/ml Probe bereits ein schwacher Aufwirtstrend zu sehen
war, jedoch noch ein ausreichend grofler linearer Bereich fiir die Berechnung des Gyrationsradius
vorlag, wurde diese Probe noch in die weitere Auswertung mit einbezogen.

Als Gyrationsradius (R,) bezeichnet man den mittleren Abstand zwischen einzelnen Atomen gegeniiber

dem Massenschwerpunkt des gesamten Molekiils. Dieser Radius ist in der Regel konformations-
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unabhéngig, jedoch anfillig gegeniiber Oligomerisierungen, bezichungsweise Aggregationen, da sich
dadurch der Massenschwerpunkt des Molekiilaggregates verschiebt (28, 169). Fiir stark elongierte
Proteine, beziehungsweise unstrukturierte Proteine kann die Bestimmung des Ry~ Wertes iiber die
Guinier-Anndherung jedoch zu grofleren Werten hin verschoben sein (170, 171). Da das Atl1g64370
ungeordnet, wie liber die CD-Messungen gezeigt, und vermutlich nicht in globuldrer Form vorlag,
analysiert iiber die DLS und Gelfiltrationsexperimente, jedoch nicht bekannt ist, ob das Protein in
Losung komplett elongiert ist, wurde die Grenze von sRg < 1 gesetzt. Diese Grenze wird
klassischerweise genutzt um den Gyrationsradius zu bestimmen. Aus dem Anstieg der interpolierenden
Geraden konnte liber R, = v/—3a, wobei a dem Anstieg der Geraden entspricht, der R,-Wert berechnet
werden. Die angelegte Gerade ermdglicht aulerdem die Molekiilmasse des gemessenen Partikels zu
bestimmen. Die Molekiilmasse kann iiber die Intensitit (I(0)) bei einem Winkel von 0 nm™! bestimmt

werden, wenn gleichzeitig I(0) eines Standards bekannt ist (Gleichung [3]).

MWStandard [3]

MW =1(0 X ——
( )Pmbe I(O)Standard

1(0) kann iiber die interpolierende Gerade bestimmt werden. Sowohl fiir die Streukurve von der 1.57
mg/ml als auch vom 3 mg/ml Proteinprobe konnte eine Grenze von sR, < 1 eingehalten werden. Fiir die
ab 5 mg/ml konzentrierten Proben konnten weder diese Grenze, noch ein sR; < 1.3 genutzt werden
(Abbildung 15¢). Der Grund hierfiir ist, dass bei dieser Probe ein ,,Smile“-Effekt zu beobachten war.
Als ,,Smile“-Effekt wird die Beobachtung genannt, wenn durch Anlegen einer interpolierenden Gerade
die Fehler zwischen Gerade und reellen Messpunkten nach auflen hin groBer werden, so dass eine
parabolische Form entsteht.

Im Vergleich der ermittelten Gyrationsradien der unterschiedlichen Proteinkonzentrationen bestétigte
sich der Verdacht, dass bereits die 5 mg/ml Probe sich signifikant von den anderen Konzentrationen
unterschied und Anzeichen von Aggregationen aufwies. Bis etwa 3 mg/ml blieb der R-Wert hingegen
relativ konstant.

Die ermittelten Rg-Werte fiir die unterschiedlichen Atlg64370 Konzentrationen lagen selbst bei den
niedrig konzentrierten Proben weit oberhalb des zu erwartenden R,-Wertes. Monomer in Losung
vorliegendes BSA besitzt einen R, von etwa 2.8 nm bei einem Molekulargewicht von 66 kDa (28). Die
kleinsten ermittelten Rg-Werte fiir das 20 kDa grofie At1g64370 Protein lagen hingegen im Bereich von
3.9 nm, was auf vorliegende Aggregationen oder elongierte Konformationen hindeuten konnte. Uber

den bereits ermittelten hydrodynamischen Radius Ry, aus der DLS-Messungen konnte der Ry Wert {iber
Gleichung [7] berechnet werden (172).
ko= [ e 7]
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Tabelle 12. Experimentell ermittelte Werte fiir unterschiedliche At1g64370 Konzentrationen mittels
Kleinwinkelbeugungsexperimenten.

Conc (mg/ml) R, (nm) R; Porot Dynax (NnM) Vp(nm?) Mm,,, (kDa) Mm,,,. (kDa)
1.00 3.94+0.24 3.74+0.1 15.2+0.5 41.82+2 2545 19.8
1.57 3.96 + 0.07 4.01+0.1 16.1+0.5 64.86 +2 28+5 19.8
3.00 3.94 +0.05 4.05+0.1 16.2+ 0.5 67.58 £2 2745 19.8
5.00 4.5 +0.07 4.34+04 18.0+ 0.5 76.71 5 355 19.8
10.8 5.18 £ 0.36 5.55+0.1 21.2+0.5 146.96 =5 675 19.8

Der gemessene Ry durch die DLS Messung ergab einen berechneten R, von 3.1 &+ 0.46 nm was kleiner
als der ermittelte Wert aus der Guinier-Anndherung war (Tabelle 12), aber immer noch wesentlich
groBer als der theoretisch zu erwartende Wert ist. Fiir globuldre Proteine wie das BSA konnen die R,-
Werte mithilfe der Ry Bestimmung iiber DLS Versuche mit einem Fehler von 10 % bestimmt werden.
Da das At1g64370 nicht als kompaktes Protein angenommen werden konnte, ergaben die bestimmten
Rg-Werte fiir das At1g64370 erneut, dass das Protein entweder in seiner elongierten Konformation
vorlag oder aber das Protein bereits bei niedrigen Konzentrationen wéhrend der Probenmessung
aggregierte. Aggregationen wahrend der Probenmessung kénnen auftreten, wenn Strahlenschaden durch
die einstrahlende Rontgenstrahlung am Protein entstehen. Um diese zu minimieren wurde, obwohl keine
Cysteine im Protein vorhanden waren, 1 bis 2 mM DTT als Reduktionsmittel hinzugegeben. Zur
Uberpriifung ob Aggregationen vorlagen oder ob die erhdhten R, Werte auf elongierte Konformationen
zuriickzufiihren waren, wurde {iber 1(0) die Molekiilmasse der einzelnen Proben bestimmt. Dabei zeigte
sich zum einen, dass bis etwa 3 mg/ml die ermittelten Molekulargewichte auf eine monomere Form
schlieBen lieBen und zum anderen, dass sich die Probe mit den hoheren Konzentrationen signifikant
unterschied (Abbildung 15d und e, Tabelle 12).

Aus diesem Grund wurde die Atlg64370 Probe mit Konzentrationen ab 5 mg/ml von weiteren
Auswertungen ausgeschlossen. Die 3 mg/ml Probe konnte mit den niedriger konzentrierten Proben
nahezu fehlerfrei iiberlagert werden. Dieser Umstand und auf Grund der konstant bleibenden Werte fiir
R; und dem Molekulargewicht (MM) wurde nur die 3 mg/ml Proben fiir weitere, genauere
Auswertungsschritte verwendet. Um eine ersten Hinweis auf die Konformation des Atlg64370 zu
bekommen, wurden die SAXS-Daten als dimensionsloser und normalisierter Kratky-Plot dargestellt
(Abbildung 16a.). Bei dieser Art des Kratky-Plots werden die Streuintensitidten (I(s)) gegen I(0)
normiert, mit (sRg)? skaliert und in Abhédngigkeit zu sR, gesetzt. Hierdurch konnen verschiedene
Proteinkonzentrationen und verschiedene Proteine direkt verglichen und Unterschiede direkt sichtbar

gemacht werden. Kompakte, globuldre Proteine zeigen in dieser Art der Darstellung eine

glockenformige Kurve mit distinktem Maximum bei sR, = V3 (1683).
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Abbildung 16. Kratky-Plot und Distanzverteilungsfunktion der At1g64370 Konzentrationsreihe, beziechungsweise
der 3 und 5 mg/ml Probe, sowie das Dammif ab initio Strukturmodell. Strukturelle Unterschiede zwischen den Proben
konnten im dimensionslosen normalisierten Kratky-Plot sichtbar gemacht werden. Wihrend kompakte, globuldre Proteine

eine glockenformige Form mit einem Maximum bei sRy = V3 aufweisen (BSA), zeigen elongierte und unstrukturierte
Proteine dieses Maximum nicht auf, sondern verlaufen entweder parallel zur Abszissenachse oder sind stetig steigend (a).
Zur Bestimmung des maximalen Radius und weiteren Abschitzung der Proteinform wurde die 3 mg/ml At1g64370 Probe
als P(r) Plot dargestellt (b). Das Dammif Kugelmodell bestétigte die Vermutung aus dem Kratky-Plot, dass das At1g64370
Protein keine Globularitdt besal, stattdessen hauptséchlich unstrukturiert und elongiert vorliegen musste. Dargestellt ist
das Minimalmodell nach Uberlagerung aller berechneten Modelle und Mittelung dieser (c). Dabei zeigt sich eine sehr gute
Uberlagerung der theoretischen Streukurve des berechneten Modells mit den experimentellen Daten (d).

Partiell ungefaltete Proteine oder intrinsisch ungeordnete Proteine hingegen fiihren dazu, dass die Kurve
bei groBeren Streuwinkeln zunéchst ein Plateau erreicht und anschlieBend aufwarts gerichtet weiter
verlduft und im Falle von IDPs kein Maximum innerhalb des Kurvenverlaufs sichtbar ist. Partiell
gefaltete Proteine oder Proteine mit kurzen Abschnitten an Sekundérstrukturen verlaufen zwischen
diesen beiden Kurven (168).

Gegeniiber den hoheren Proteinkonzentrationen ab 5 mg/ml zeigte der Kratky-Plot, kein eindeutiges
Maximum, wie es fiir kompakte globuldre Proteine zu erwarten wire, sondern schien in Richtung grof3er
Streuwinkel ein Plateau auszubilden und anschlieBend nahezu parallel zur horizontalen Achse zu
verlaufen (Abbildung 16a). Bei Konzentrationen unterhalb von 5 mg/ml verdnderte sich dieser Verlauf
scheinbar zunehmend zu Gunsten eines sich bildenden Maximums zwischen sR, Werten von 2 und 3.
Bereits die 3 mg/ml Probe zeigte bei groBen Winkeln, dass der Kurvenverlauf nicht wie iiblich fiir
partiell oder komplett ungeordnete Proteine von der Achse weg, sondern zur Achse hin gerichtet war.
Ein dhnlicher Kurvenverlauf wird zum einen fiir Proteine mit elongierter Form beschrieben, zum
anderen aber auch fiir partiell gefaltete Proteine (168, 173, 174). Dieser sichtbare Unterschied konnte

dementsprechend darauf hinweisen, dass durch die erhdhte Proteinkonzentration eine Verschiebung der
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moglichen Konformationen am wahrscheinlichsten von partiell gefalteten hin zu komplett ungefalteten
und elongiert vorliegenden Proteinen mit kurzen Abschnitten an Sekundérstrukturelementen stattfand.
Diese Beobachtung deckte sich komplett mit der durch die CD-Messungen ermittelte
Sekundarstrukturzusammensetzung des Proteins, als auch iiber die P(r) Funktion ermittelten maximalen
Abstidnde (dmax) innerhalb des Proteins (Abbildung 16b). Die Form der P(r) Funktion ist charakteristisch
fiir ungefaltete Proteine (166, 174). Globuldre Proteine besitzen eine symmetrische Glockenform mit
zentralem Maximum, wahrend das Maximum fiir elongierte, ungefaltete Proteine in Richtung kleiner
Werte von d verschoben ist und daher sehr grofle dmax besitzen. Mit steigender Proteinkonzentration vom
Atl1g64370 stieg dieser dmax Wert weiter an, was ebenfalls wie der Kratky-Plot auf eine weitere
Streckung der Proteinkonformation hindeutete. Somit stehen der hohe Re-Wert von 3.94 als auch dimax
im Einklang mit der Vorstellung, dass ein ungefaltetes, elongiertes Protein in Losung vorlag.

Ein erstes ab initio 3D-Modell wurde von der 3 mg/ml Probe mit Hilfe des Programms Dammif
durchgefiihrt. Hierfiir wurden zunéchst 10 verschiedene ab initio Modelle berechnet und anschliefend
die theoretische Streukurve dieser Modelle mit der berechneten Streukurve verglichen. Die Modelle, die
zu stark von der experimentellen Streukurve abwichen, wurden im Anschluss aus den weiteren Analysen
herausgenommen. Die Modelle, die innerhalb des akzeptablen Fehlers lagen wurden im Anschluss
genutzt, um liber das Programm Damaver ein gemitteltes 3D Modell zu erstellen. Allerdings ist dieses
Modell ungeeignet, um insbesondere flexible Systeme darzustellen, da fiir flexible Proteine mehrere
Modelle berechnet werden konnen und das daraus ergebene gemittelte Modell folglich wesentlich
grofer wire als es die ProteingréB3e zulassen wiirde. Eine genauere Darstellung des Modells konnte
durch Damfilt erreicht werden. Hierbei werden alle gemittelten Modelle miteinander verglichen und der
Bereich, der in den meisten Modellen {iberlagert wird, zur Erstellung eines Minimalmodells behalten,
wahrend dullere Bereiche, die eventuell nur durch ein einzelnes Modell beschrieben werden, aus der
gemittelten Struktur herausgenommen werden

Als QualititsmaB fiir das finale ab initio Modell wurde Chi? (%) angegeben. Gute Ubereinstimmung der
experimentellen Streukurve und dem ab initio Modell sollten ein ¥ von etwa 1 ergeben. Das ermittelte
Modell zeigte ein ¥ von 0.953 (Abbildung 16d), was eine hinreichend gute Ubereinstimmung zwischen
Modell und Experiment darstellte. Das finale ab initio Modell deckte sich gut mit den Beobachtungen
aus dem dimensionslosen Kratky-Plot (Abbildung 16a, c). Wie bereits erwidhnt, zeigte der Kratky-Plot,
dass das Atlg64370 im Gegensatz zum BSA-Standard keinerlei kompakten Kern zu besitzen schien,
sondern vielmehr als ein intrinsisch ungeordnetes und eher elongiertes Protein vorlag. Diese elongierte
Form ist ebenfalls im Dammif Modell klar zu erkennen. Obwohl eine wesentliche Eigenschaft von
strukturell ungeordneten Proteinen deren hohe strukturelle Flexibilitdt ist, ist trotzdem die Variabilitéit
héufig auf wenige signifikant verschiedene Konformationen beschrinkt. In Losung konnen
exemplarisch hauptsédchlich mehr oder weniger kompakte Formen vorliegen, jedoch unter Verédnderung

der Umgebung, entweder durch Anderung der Salzkomposition oder aber durch lokale Steigerung der
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Proteinkonzentration, kann es dazu kommen, dass eine andere Form bevorzugt ausgebildet wird, die
jedoch mit der vorherigen im Gleichgewicht steht.

Die prozentuale Verteilung der unterschiedlichen Formen ist iiber ein Dammif Modell nicht
vorhersagbar. Hierfiir wird die sogenannte Ensemble Optimization Method (EOM) verwendet. Diese
Methode ist insbesondere fiir flexible Proteine geeignet, da neben einem Pool von mindestens 10000
verschiedenen Strukturen, die durch die Streukurve erkldrbar wiren, dieser Pool auf einzelne Strukturen
reduziert wird, so dass Redundanzen innerhalb des Pools beseitigt werden und nur noch wenige héher
aufgeloste Strukturen tibrigbleiben.

Das isolierte Ensemble aus dem Pool von 10000 unterschiedlichen Strukturen zeigte im Wesentlichen
zwei Subpopulationen (Abbildung 17a). Ein erstes Maximum konnte bei einem R,-Wert von etwa 3.6
nm festgestellt werden, was im Vergleich zu dem R,-Wert, der iiber die Guinier-Region aus den
experimentellen Daten (Rg = 4.05) wesentlich kleiner ist und auf mitunter kompaktere Strukturen
hindeutete. Der errechnete R,-Wert mit Hilfe des Ry, aus der DLS Messung hingegen konnte anndhernd
erreicht werden. Eine weitere Schulter bei etwa 4.4 nm steht hingegen fiir elongiertere Konformationen,
die jedoch im Vergleich zur ersten Subpopulation bei 3.6 nm in deutlich geringerer Haufigkeit auftraten.
Interessanterweise ist diese Verteilung stark konzentrationsabhéngig. Wéhrend die 1.57 mg/ml Probe
im Wesentlichen nur ein Maximum bei unter 4 nm besal}, sank dieses Maximum bei steigender
Konzentration, wéahrend gleichzeitig bei iiber 4 nm ein weiteres Maximum entstand (Abbildung 17a).
Diese Verdnderungen hin zu groferen Rg-Werten bei steigender Konzentration kann als weiterer Beleg
fiir Konformationsdanderungen durch den Crowding-Effekt gesehen werden, wie es bereits aus dem
Kratky-Plot spekuliert worden war. Aufgrund der hohen Flexibilitdt des Proteins konnte offensichtlich
durch kleine Verdnderungen in der Konzentration eine signifikante Konformationsédnderung induziert
werden. Dabei lag das Protein bei niedrigen Konzentrationen zundchst hauptsidchlich kompakt,
bezichungsweise im molten globule state vor. Durchsteigende Konzentrationen dnderte sich diese
hauptsachlich kompakte Form zu hauptsdchlich gestreckten Konformationen, wie es fiir komplett
flexible und ungefaltete Proteine anzunehmen wire.

Die 3 mg/ml At1g64370 Probe zeigte sowohl eine kompakte Form fiir die niedrigen Konzentrationen
als auch die beginnende Streckung der Proteinkonformationen bei héheren Konzentrationen, weswegen
diese Probe fiir weitere genauere Ensemble-Analysen genutzt wurde. Der mittlere R,-Wert aus dem
bestimmten Ensemble der mittleren Konzentration von 3 mg/ml lag bei 4.16 nm, was sehr gut mit dem
bestimmten Gyrationsradius aus den experimentellen Daten iibereinstimmte. Zur weiteren Uberpriifung,
wie gut das bestimmte Ensemble und die Messdaten {ibereinstimmten, wurde, wie bereits fiir das
Dammif-Modell gezeigt, die experimentelle Streukurve mit der theoretischen Streukurve von dem
Modell-Ensemble miteinander verglichen und diese konnten mit einem > von 1.033 sehr gut gefittet

werden (Abbildung 17b).
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Abbildung 17. EOM Berechnungen zur Flexibilitdt und Konformation vom Atlg64370 anhand der unterschiedlichen
Konzentrationen. Zur Berechnung der Proteinflexibilitdt wurden iiber die EOM Methode 10000 Modelle generiert, die
Kurven mit den experimentellen Streukurven verglichen und die Subpopulationen, die die experimentellen Daten am
besten beschrieben selektiert. Anhand des ausgewéhlten Ensembles zeigte sich, dass neben einem groferen Anteil an
Konformationen mit relativ kleinem Rg (< 4 nm) weitere weniger hiufig auftretende Konformationen mit hohem Rg (> 4
nm) auftraten (a) Die Verteilung dieser beiden Populationen sind stark konzentrationsabhingig, was auf einen moglichen
Einfluss durch molekulares Crowding hindeutete. Zur Abschitzung wie gut das ausgewihlte Ensemble den
experimentellen Daten entsprach, wurde die ermittelte Streukurve der 3 mg/ml Probe mit der theoretischen Streukurve des
Ensembles miteinander verglichen (b). Uber die mittlere absolute Abweichung, Standardabweichung, geometrischen
Durchschnitt, Schiefe und Kurtose konnte die bevorzugte Ordnung des Proteins sowie iiber Rs die Datenqualitit
abgeschitzt werden (c). Uber die Programme RanCh und GAJOE konnte das Ensemble, das die Daten am besten beschrieb
als 3D Strukturen berechnet werden. Diese Strukturen bildeten nicht exakt die Strukturen in Ldsung ab, sondern
beschrieben das Verhalten des Proteins in Losung (d).

Neben dem y* als Qualititsmerkmal dienen bei EOM Berechnungen zusétzlich Rax und Rs als
Indikatoren fiir eine korrekte Modellberechnung. Rpex beschreibt den Grad der Flexibilitdt des
Ensembles und des Modellpools. Ein Raex von 100 % ist hierbei gleichbedeutend mit einem komplett
flexiblen System, wohingegen ein Rgex von 0% ein komplett rigides System beschreibt (175).

Zur Uberpriifung, ob die bestimmten Werte von Ry, eine plausible Losung ergaben, wurde R, als
weitere Kenngrofle verwendet. R, beschreibt die Varianz der Ensembleverteilung im Verhaltnis zum
Pool und kann genutzt werden, um Artefakte in der Berechnung des Ensembles festzustellen, welche
durch schlechte Datenqualitdt auftreten konnen. Ein R, welcher sich 1 anndhert, beschreibt ein
Ensemble welches komplett durch den Pool abgedeckt wird. Ein R; von >1 kann als giiltige Losung
angesehen werden, wenn Raex des Ensembles ebenfalls groB3er als Raex des Pools ist (175).
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Die EOM Modellberechnungen ergaben ein Rpex vom Ensemble (Pool) von 86.72% (83.51%) und ein
Rs von 1.24 (Abbildung 17¢). Folglich kann das System als duflerst flexibel angesehen werden.

Des Weiteren ist die berechnete Flexibilitdt des Ensembles in etwa die gleiche wie fiir das komplette
System. Der dazugehorige Rs-Wert lag oberhalb von 1, was zusammen mit den Rpe-Werten die
erhaltenen Modelle, bezichungsweise das Ensemble als auch die dazugehorigen SAXS Daten als
auswertbar und vor allem korrekt interpretiert klassifizierte.

Anhand der mittleren absoluten Abweichung (statistische Variabilitit), der Standardabweichung, dem
geometrischen Durchschnitt, der Schiefe (Asymmetrie der Wahrscheinlichkeitsverteilung) und der
Kurtose (Wolbung) war es moglich die allgemein bevorzugte Form des Proteins in Lésung im Vergleich
zu dem angelegten Strukturpool zu bestimmen (Abbildung 17¢) (175), die bei dieser Probe als
vorwiegend kompakt bis intermedidr kompakt klassifiziert werden konnte.

Zur Berechnung der 3D Strukturen des am besten passenden Ensembles wurde im Anschluss an die
Ensemble Optimierung iiber RanCh und GAJOE zum einen die 3D Strukturen erstellt als auch
entsprechend gewichtet. Diese errechneten Strukturen bildeten jedoch nicht alle méglichen Strukturen
in Losung ab, sondern sind vielmehr als das Verhalten des Proteins in Losung zu verstehen. Insgesamt
konnten die SAXS Daten in sechs verschiedene EOM Modelle eingeteilt werden (Abbildung 17d).
Dabei zeigte sich, dass neben vergleichsweise kompakten Konformationen (je 8% und 17 %) ebenso
stark elongierte Formen in Losung auftraten (25 und 33 %).

Dass insgesamt vier vorzugsweise kompakte Formen im Ensemble vorlagen und nur wenige elongierte
steht im Einklang mit der Rg-Verteilung, die fiir die 3 mg/ml Probe bestimmt wurde (Abbildung 17a).
Die hohe Flexibilitdt des Proteins ermdglicht dem Protein mehrere kompakte Strukturen anzunehmen,
so dass der jeweilige Anteil entsprechend reduziert ist (je 8 %). Durch die allméhlig gesteigerte
Konzentration wird das Protein in elongiertere Konformationen gezwungen, ohne dabei grofie
Variationen zu erlauben, weswegen der Anteil vergleichsweise hoch ist (33 %). Obwohl die kompakten
Formen scheinbar dominieren, zeigten die CD-Messungen, dass trotzdem keine Sekundarstrukturen
vorlagen. Jedoch kann spekuliert werden, dass Liganden, die die Sekundarstruktur des Proteins
beeinflussen konnten, wie SDS als auch Zink, einen Einfluss auf die Proteinformen in Lésung haben
und somit iiber SAXS nachweisbar wéren.

Das At1g64370 Protein zusammen mit SDS als auch im Komplex mit Zink sollte deshalb ebenfalls {iber
SAXS-Messungen untersucht werden, jedoch fiihrte die Zugabe von diesen Liganden dazu, dass die
vormals monodisperse Proteinprobe entweder prazipitierte oder aber hochgradig polydispers vorlag, so
dass einzelne Oligomere nicht getrennt werden konnten und Gelfiltrationsexperimente mit

anschliefenden SAXS-Messungen nicht moglich waren.
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3.1.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann zum Atlg64370 gesagt werden, dass sowohl die bioinformatischen
Vorhersagen als auch die experimentelle Datenlage die hochgradig ungeordnete Natur des Proteins
belegen. Des Weiteren besitzt das Protein Dehydrin-éhnliche strukturelle Eigenschaften, wie sie bereits
vom Dehydrin HIRD11 aus Arabidopsis thaliana bekannt sind, obwohl Dehydrin-charakteristische
Motive im Proteine nahezu komplett fehlen. Dazu gehoren die selektive Bindung von Schwermetallen,
wie Zink, Nickel, Kupfer und Kobalt als auch die Zunahme an Sekundérelementen wéhrend der CD-
Messungen. Dabei induziert die Bindung der Ionen das Aggregieren und Prizipitieren des Proteins, was
iiber die CD-Analyse als auch durch DEPC-Modifizierungsstudien belegt werden konnte. Weiterhin
konnte, wie fiir Dehydrine beschrieben, durch die Zugabe von SDS aus dem vormals ungefalteten
Protein eine signifikante Zunahme an Sekundéarstruktur induziert werden. Wahrend die DLS- als auch
Gelfiltrationsexperimente bereits auf elongierte Konformationen des Proteins hindeuteten, konnte diese
iiber SAXS Experimente und anschlieBender Ensemble Optimierungen nachgewiesen und genauer
analysiert werden. Aullerdem zeigte sich, dass die Konformation des Proteins in Losung ist stark
konzentrationsabhingig ist und im Wesentlichen in zwei Subpopulationen eingeteilt werden kann: Bei
niedrigen Konzentrationen herrschen kompakte molten globule dhnliche Konformationen vor, wahrend
bei hohen Proteinkonzentrationen elongierte ungefaltete Formen dominieren, was auf einen moglichen
Effekt durch molekulares Crowding zu erkldren ist. Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten strukturellen Analysen kann das At1g64370, welches bislang weder einer Proteinfamilie
zugeordnet werden konnte und dessen Funktion bisher noch nicht geklart wurde, zumindest als
Dehydrin-dhnliches Protein bezeichnet werden. Diese kdnnen innerhalb des Organismus verschiedenste
Aufgaben iibernehmen, beispielsweise iiber die Interaktion mit [onen, Membranen, Nukleinsduren oder
auch Proteinen. Diese miissten iiber in vitro-Studien noch genauer untersucht werden, um endgiiltig zu
kléren, ob es sich bei dem Protein auch auf funktioneller Ebene um ein Dehydrin-dhnliches Protein
handelt. Aulerdem wéren auch in vivo-Studien fiir eine Identifizierung der Funktion innerhalb der
Pflanze hilfreich, so konnte zum einen die Lokalisation des Proteins identifiziert werden und zum
anderen iiber zukiinftige Mutations-, beziehungsweise Knock-out Studien die Funktion des Proteins oder
einzelner Bereiche in der Pflanze untersucht werden. Zum anderen bleibt die Frage offen, ob durch das
Atl1g64370 bestimmte Stressszenarien von Pflanzen besser bewiltigt werden kdnnen oder ob andere
phénotypische Auffilligkeiten auftreten, wenn dieses Protein iiberexprimiert oder aber ausgeschaltet

wird.
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3.2 Das pflanzliche TCTP zeigt dhnliche strukturelle und funktionelle
Eigenschaften auf wie Homologe in anderen Organsimen

Das translationally controlled tumour-associated Protein (TCTP) ist ein hoch konserviertes Protein, das
in einer Vielzahl eukaryotischer Organismen vorkommt und bei verschiedenen zellulédren Prozessen,
wie dem zelluldren Wachstum, der Apoptose, der Zellzyklus-Progression aber auch bei zellulédrem
Stress, eine wichtige Rolle einnimmt (68). Daher ist es nicht verwunderlich, dass es bereits eingehend
strukturell untersucht wurde und auBlerdem bereits einige Proteine, als auch niedermolekulare
Substanzen als Interaktionspartner identifiziert wurden. Allerdings sind nahezu alle Analysen am
menschlichen Homolog als auch am verwandten Protein aus dem Malaria Erreger Plasmodium
falciparum gemacht worden. Im Vergleich zu diesen beiden genannten Proteinen ist iiber pflanzliche
TCTP-Homologe relativ wenig bekannt. So wurden bisher noch keine Interaktionspartner identifiziert,
noch ist erforscht, ob sie strukturell und funktionell Ahnlichkeiten zu ihren Verwandten aufweisen.
Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit das TCTP aus Arabidopsis thaliana hinsichtlich seiner Struktur
sowie Funktion genauer analysiert werden: Hierfiir sollte zum einen {iber Kristallisations- und SAXS-
Studien die strukturelle Organisation mit den tierischen Homologen verglichen werden und tber in

vitro-Assays mit Phloemsaft aus Raps Interaktionspartner identifiziert werden.

3.2.1 Kristallisations- und Small angle X-Ray Scattering Versuche zur Bestimmung der
3D Struktur

Vom TCTP aus anderen Organismen wie Mensch, Plasmodium falciparum, Plasmodium knowlesi und
Schizosaccharomyces pombe existieren bereits hochauflosende Kristall-, beziechungsweise NMR-
Strukturen (71, 72, 86, 176). Solche strukturellen Charakterisierungen sind jedoch auf die genannten
Organismen beschriankt und in Pflanzen bisher géinzlich unerforscht. Bei der Betrachtung der Homologie
auf Aminosdureebene zeigt sich, dass diese in den bereits untersuchten Proteinen zueinander
vergleichsweise hoch ist, woraus auch die hohe strukturelle Ahnlichkeit resultiert. Im Gegensatz dazu
sind die Aminosduresequenzen der pflanzlichen Homologe nur wenig identisch mit den bereits
kristallisierten TCTP-Varianten. Trotz der hohen Sequenzunterschiede zwischen den unterschiedlichen
Organismen, sind zwei Bereiche weitestgehend konserviert (Abbildung 18a). Neben dem konservierten
N-Terminus ist zentral in der Proteinsequenz in der Ndhe der ersten groBen o-Helix erneut ein
konservierter Bereich erkennbar. AuBerdem zeigte sich, dass insbesondere am C-Terminus
vergleichsweise wenig Sekundirelemente vorhanden sind und dieser Bereich dementsprechend

hochvariabel in der Aminosdurezusammensetzung zwischen den verschiedenen Organismen ist.
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Abbildung 18. Sequenz Alignment und Kristallkontakte der Homologe aus Plasmodium falciparum (pdb code:
3P3K) und Homo sapiens (pdb code: 3EBM). Verglichen wurden sowohl pflanzliche TCTP Proteine aus Arabidopsis
thaliana, Brassica napus und Nicotiana tabacum, als auch je zwei Vertreter aus den Familien der Siugetiere (Homo
sapiens, Mus musculus), Hefen (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe) und Plasmodien (Plasmodium
falciparum, Plasmodium knowlesi). In Grau dargestellt sind die vorhergesagten Sekundérstrukturen fiir das A. thaliana
TCTP anhand bekannter Strukturen von homologen TCTPs (a). Stark konservierte Bereiche sind rot markiert, schwach
konservierte Bereiche absteigend orange und gelb. Fiir die Wahl des HisTags wurden bereits kristallisierte TCTP-
Homologe auf ihre Kristallkontakte zwischen den einzelnen Proteinen untersucht (b). Direkt interagierende Aminosduren
sind gelb dargestellt, verborgende Aminoséurereste dunkelblau. Anhand dieser Darstellung konnte gezeigt werden, dass
der C-terminale HisTag wesentlich an den Kristallkontakten beteiligt ist, weswegen dieser fiir das TCTP aus 4. thaliana
ebenfalls genutzt wurde.
Das hier zu untersuchende Arabidopsis thaliana TCTP-Homolog (atTCTP) besitzt eine Sequenzidentitit
von unter 33 % zu den néchstidhnlichen kristallisierten TCTP-Homologen (P. knowlesi, H. sapiens). Da
beide Varianten einen nicht entfernbaren C-terminalen His7ag besa3en wurde mit Hilfe des PDBePISA
Servers (177) bestimmt, welche Aminosdurereste in den beiden zum Arabidopsis thaliana TCTP
dhnlichsten Kristallstrukturen fiir die Kristallkontakte innerhalb der einzelnen Molekiile im Kristall
verantwortlich waren. Insbesondere der C-terminale HisTag bildete etliche Salzbriicken innerhalb der
Proteinkristalle. Dies ist umso signifikanter, da Symmetrie, Raumgruppe, als auch die Anzahl der
Molekiile in der asymmetrischen Einheit ein beiden untersuchten Kristallstrukturen unterschiedlich sind
(Abbildung 18b). Folglich wurde fiir ein mdgliches Proteinkonstrukt der C-terminale HisTag in Betracht
gezogen, obwohl dieser artifiziell und nicht entfernbar wire. Weitere Bereiche fiir die Kristallbildung
sind in geringerem Malle der N-Terminus, sowie ein groferer Bereich zwischen der 100. und 140.
Aminosdure. Obwohl ebenfalls GST-getaggte TCTP-Homologe erfolgreich kristallisiert werden
konnten, wurde der HisTag favorisiert, da er aufgrund seiner kleinen GréBe und seinem geringen

Einfluss auf die Loslichkeit und Expression besser geeignet war.
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3.2.1.1 CD-, DLS- und Kristallisationsversuche am C-terminal Histidin-getaggten TCTP

Fiir Kristallisationsversuche ist ebenso wie fiir SAXS-Experimente ein hochgradig reines und
monodisperses Protein erforderlich. Uber eine Ni-NTA-Affinititschromatographie, gefolgt von einer
GroBenausschlusschromatographie konnte das C-terminal getaggte Protein bis zu einer Reinheit von
iber 95 % aufgereinigt werden (Abbildung 19a). Nur wenige Degradationsbanden in geringer
Konzentration waren noch vorhanden, und auch tiber eine anschlielende Anionenaustausch-
chromatographie nicht komplett aus der Probe entfernt werden.

Versuche das N-terminal getaggte Protein, bei dem der Tag hétte entfernt werden kdnnen, herzustellen
als auch aufzureinigen scheiterten So konnte zum einen wesentlich weniger Protein im bakteriellen
Expressionssystem 16slich hergestellt werden und zum anderen schien der N-terminale 7Tag nur partiell
zuginglich vorzuliegen, da ein GroBteil des Proteins nicht an die Nickel-NTA Matrix zur Aufreinigung
gebunden hatte und verhéltnismafig starke Kontaminationen durch E. coli Proteine vorlagen. Ebenfalls
wichtig fiir Kristallisationsexperimente ist eine ausreichend hohe Loslichkeit des Proteins. Fiir erste
Kristallisationsversuche wurden Konzentrationen zwischen 5 und 100 mg/ml genutzt. Zur Evaluierung
der Loslichkeit wurde ein Loslichkeitsoptimierungstest durchgefiihrt und Puffer, Salz und pH-Wert den
optimalen Bedingungen angepasst (178). Im Vergleich zum Gelfiltrationspuffer (10 mM Tris-HCI pH
7.5, 200 mM NaCl, | mM DTT) konnte jedoch keinerlei Loslichkeitssteigerung beobachtet werden, da
selbst im Gelfiltrationspuffer Proteinkonzentrationen bis zu 200 mg/ml erreicht wurden.

Dariiber hinaus sollte getestet werden inwiefern sich bekannte Liganden fiir das TCTP auf das
Kristallisationsverhalten auswirken. So wurde neben dem freien TCTP zusétzlich TCTP mit Hemin und
TCTP mit Calcium aufgereinigt und auf 30 bis 200 mg/ml aufkonzentriert. Neben einer ausreichenden
Konzentration musste sichergestellt werden, dass das rekombinant hergestellte Protein nicht durch E.
coli posttranslational modifiziert wurde, beziehungsweise Ziel proteolytischer Aktivitiat war. Hierfiir
wurde zunéchst das unverdaute Protein im linearen Modus und anschlieBend auch die trypsinierte Probe
aus dem SDS Gel im Reflektor-Modus tiber MALDI-TOF MS analysiert (Abbildung 19a). Im linearen
Messmodus konnten insgesamt drei Signale um 20000 Da detektiert werden, wobei das Hauptsignal bei
19888 Da signifikant vom theoretischen Molekulargewicht des TCTPs (20020 Da) abwich. Die zu
erwartende Molekiilmasse des untersuchten Proteins ist allerdings durch das zweite Signal bei exakt
20020 Da beschreibbar. Die Differenz zwischen beiden Signalen betrug etwa 132 Da, was theoretisch
einem Verlust des N-terminalen Methionins entsprach. Das dritte Signal, welches um etwa 72 Da grof3er
als die theoretische Molekiilmasse war, konnte allerdings nicht zugeordnet werden.

Falls das Initiator-Methionin durch E. coli abgespalten wurde, sollte dies als zusitzliches Peptid nach
Trypsinverdau des Proteins und anschlieBender massenspektrometrischen Messung wieder auffindbar
sein. Wie bereits vermutet konnte das N-terminale erste Fragment vom TCTP bei 2505 Da nicht im
Spektrum gefunden werden. Stattdessen war ein zusétzliches Signal bei 2373 Da erkennbar, welches
dem N-terminalen Peptid mit fehlendem Methionin und sonst keinem anderen Peptid zugeordnet werden

konnte.
78



Ergebnisse und Diskussion

a b . 35 min Messung

(MH-+) GLVYQDLLTGDELLSDSFPYK
Met

Rel.l.
3
Rel.l.

35kDa

25 kDa
-—
1
MGLVYQDLLTGDELL SDSFPYK

15 kDa L &

2% 2400 2450 2500 2550

Abbildung 19. Uberpriifung des Molekulargewichtes und Reinheit des rekombinanten TCTPs mittels MALDI-
TOF MS und anschliefende DLS Langzeitmessungen. Die Fraktionen mit der hdchsten Reinheit nach der Gelfiltration
wurden zusammengegeben und weiter aufkonzentriert (roter Rahmen). Das konzentrierte, unverdaute TCTP zeigte im
linearen Messmodus drei Signale. Allerdings stimmte das stérkste Signal nicht mit der zu erwartenden Grofe iiberein,
was auf den Verlust einer Aminoséure zuriickgefiihrt werden konnte (a). Ein weiteres Signal konnte nicht néher erklért
werden. Das mit Trypsin verdaute TCTP bestitigte die Vermutung, dass N-terminal das Initiator-Methionin durch E. coli
abgespalten wurde und somit ein Massen Shift von 130 Da auftrat (b). Die Polydispersitét in Losung und die Stabilitét
iiber einen ldngeren Zeitraum wurde iber DLS-Messungen bestimmt (c). Dabei wurden Messungen sowohl iiber 35
Minuten als auch {iber 5 Tage durchgefiihrt um das Aggregationsverhalten des Proteins zu iiberpriifen.
Das zusitzliche Signal im linearen Modus konnte auch lber den Trypsinverdau und Messung im
Reflektormodus nicht identifiziert werden, so dass angenommen wurde, dass es sich hierbei um ein
Protein:Matrix Addukt handelte.
Das Entfernen des N-terminalen Initiator-Methionins gehdrt zu den héufigsten co-translationalen
Proteinmodifikationen und konnte in allen Organismen nachgewiesen werden. Fiir viele Proteine ist das
Entfernen des ersten Methionins nétig um funktionell aktiv und stabil in der Zelle vorzuliegen.
Weiterhin liegen etwa 60 % aller E. coli Proteine im Cytosol ohne das Initiator-Methionin (179-182)
vor. Ob das Initiator-Methionin im nativen pflanzlichen TCTP vorhanden ist oder co-translational
entfernt wird, ist bislang nicht bekannt. Weiterhin konnte nicht abgeschéitzt werden, ob das Fehlen des
Methionins Auswirkungen auf die Stabilitdt und Kristallisierbarkeit des Proteins haben kdnnte.
Die Langzeitstabilitdt des Proteins sowie die Polydispersitdt wurde erneut iiber DLS-Messungen
bestimmt (Abbildung 19c¢). Die Dispersitéit nach der Aufreinigung wurde iiber 35 min gemessen. Fiir
die Bestimmung der Langzeitstabilitdt wurde hingegen eine Messung iiber 5 Tage bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Wie beim Atlg64370 Proteins konnte hier ein hochgradig monodisperses Protein
hergestellt werden, welches als scharfes Signal erkennbar war. Als weiteres wesentliches Merkmal, das
ein Protein zur Kristallisation aufweisen muss, ist dessen Langzeitstabilitdt. So wird das Protein fiir die
Kristallisation mit unterschiedlichen Prazipitanten fiir mehrere Wochen bis Monate inkubiert unter
denen die Nukleation, beziehungsweise das Kristallwachstum stattfindet. Fiir die Nuclei-Bildung ist das

Erreichen der metastabilen Phase notwendig. Diese Phase ist abhéngig von der Proteinkonzentration als

auch von der Prézipitantenkonzentration und ist proteinspezifisch.
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Abbildung 20. CD-Ergebnisse fiir das TCTP in Gegenwart verschiedener potentieller Liganden. Neben dem TCTP
ohne weiteren Liganden (zuvor mit EDTA behandelt) wurden Calcium und Hemin als bekannte Liganden fiir das TCTP-
Homolog aus P. falciparum und H. sapiens, als auch Magnesium als Kontrolle fiir das Calcium gemessen (a). Anhand der
erhaltenen CD-Daten konnte keine strukturelle Verdnderung festgestellt werden, wobei die Strukturverteilung iiber die
K2D Methode berechnet wurde (b).

Da das Erreichen dieser Phase zur Kristallbildung unerldsslich ist, muss das zu kristallisierende Protein
bis zum Erreichen dieser Phase im Kristallisationsansatz stabil vorliegen und darf zuvor nicht
aggregieren und eventuell ausfallen. Die Langzeitmessung zeigte, dass die Polydispersitdt innerhalb
dieser funf Tage zwar nicht zunahm, sich der hydrodynamische Radius und somit auch das
Molekulargewicht jedoch stetig erhohte. Dieser Effekt kann bedeuten, dass das TCTP iiber langere Zeit
dazu neigt spezifisch zu aggregieren, noch bevor die metastabile Phase erreicht wird.

Wann die metastabile Phase erreicht wird ist ebenfalls von der Art des eingesetzten Prazipitanten
abhingig. So kann sich die Phase innerhalb von Stunden bis Wochen ausbilden oder aber nie erreicht
werden. Bisherige TCTP-Homologe konnten innerhalb einer Woche kristallisiert werden und zeigten
bereits nach drei Tagen erste Kristalle. Dass die Kristallisation in relativ kurzer Zeit geschieht kdnnte
das Problem mit der Langzeitstabilitdt minimieren. Allerdings konnte keine weitere Aussage getroffen
werden, ob das TCTP aus A. thaliana ebenfalls innerhalb einer Woche kristallisieren konnte,
beziehungsweise iiberhaupt kristallisiert.

Fiir eine erste Abschitzung der moglichen Struktur, wurde zunéchst iiber CD-Messungen untersucht,
wie das rekombinant hergestellte Protein in Losung vorlag. Hierfiir wurden 5 uM TCTP in 10 mM
NaH>PO4/Na,HPO, pH 7.5 und 50 mM NaF gemessen. Ebenso ist fiir das TCTP aus P. falciparum als
auch H. sapiens bekannt Hemin und Calcium zu binden, weswegen beide Liganden ebenfalls gemessen
wurden (84, 86). Als weitere Kontrolle diente Magnesium, welches bislang nicht als Ligand fiir das
TCTP bekannt ist. Fiir das humane TCTP ist infolge der Bindung von Hemin beschrieben, eine dimere
Form anzunehmen, welche sich ebenfalls liber CD-Messungen beobachten liel (84). Dieser Effekt
zeigte sich bei Heminkonzentrationen grofler als 40 uM und fiihrte zu einer Zunahme an a-helikalen
Regionen, weswegen fiir alle durchgefiihrten Messungen eine Ligandenkonzentration von 50 uM
festgelegt wurde. Interessanterweise konnten in den durchgefiihrten Analysen keine Verdnderung des
CD-Spektrums im Vergleich zum freien TCTP detektiert werden, ungeachtet welcher Ligand zugegeben

wurde. Jedoch ergaben die berechneten Strukturanteile ein zum Grof3teil gefaltetes Protein mit einem a-
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helikalen Anteil von etwa 35 % und einem B-Faltblatt Anteil von etwa 17 % (Abbildung 20). Ob die
Liganden an das pflanzliche TCTP binden konnten, oder ob eine Bindung der Liganden im Gegensatz
zu den Homologen aus Mensch und P. falciparum keine Strukturverdnderung induziert, konnte iiber die
CD-Messungen nicht geklart werden.

Da das Protein hauptsdchlich gefaltet vorzuliegen schien und aufgrund des Langzeittests wurden
insgesamt fiinf verschiedene Kristallisationsscreens (JCSG, PACT, Stura Footprint, Morpheus, SGC
Screen 1) mit je 96 verschiedenen Bedingungen getestet und iiber einen Zeitraum von drei Monaten
gepriift unter welchen Bedingungen das Protein eventuell kristallisieren kdnnte. Dariiber hinaus wurde
neben den unterschiedlichen Screens die Proteinkonzentration zwischen 5 mg/ml und 30 mg/ml variiert,
das Verhéltnis zwischen Protein und Préizipitanten 1:1, 1:2 und 2:1 getestet sowie der Einfluss der
Inkubationstemperatur bei 4 °C und 20 °C untersucht. Trotz Variieren der unterschiedlichen Parameter
konnten nur in wenigen Bedingungen Kristalle beobachtet werden. Das TCTP prézipitierte in einem
GroBteil aller Bedingungen bereits nach weniger als einer Woche, unabhéngig von der Temperatur und
Proteinkonzentration. Einige wenige Bedingungen zeigten allerdings noch nach mehr als einem Monat
keine Anzeichen von Prizipitationen, weswegen diese Bedingungen als Ausgangspunkt fiir weitere
Optimierungen genutzt wurden und héhere Proteinkonzentrationen unter diesen Bedingungen getestet
wurden. In den wenigen Bedingungen, die in etwa einer bis zwei Wochen zu einzelnen Kristallen
filhrten, konnte nicht zwischen Protein- und Salzkristallen unterschieden werden. Daher wurden zur
Unterscheidung die Kristalle mittels UV-Licht bestrahlt. Sofern es sich um Proteinkristalle handelt,
sollte die intrinsische Tryptophanfluoreszenz dazu fiihren, dass die Kristalle deutlich sichtbar
aufleuchten, wahrend Salzkristalle nicht sichtbar wiren (Abbildung 21d und e). Auf diese Weise
konnten fluoreszierende Proteinkristalle von nicht fluoreszierenden, vermutlichen Salzkristallen
unterschieden werden. Die als Proteinkristalle identifizierten Kristalle wurden darauthin am DESY an
der PETRA Beamline P11 gemessen. Jedoch zeigte das Streubild eindeutig, dass obwohl eine UV-
Fluoreszenz detektiert werden konnte, dass diese Kristalle aus Salz bestanden (Abbildung 21a und b).
Weiterhin konnten bei 0.2 M MgCl, 6xH,0, 0.1 M Bis-Tris pH 6.5 und 20 % PEG 3350 ein Nadelhaufen
beobachtet werden (Abbildung 21c¢). Dieser war jedoch zu klein um mittels UV-Licht genauer zu
untersuchen. Auch iiber weitere Optimierungen dieser Bedingung konnte die Bildung einzelner grof3erer
Kristalle jedoch nicht erreicht werden. Da die Bildung von Kristallen mit hoher Wahrscheinlichkeit
durch die flexiblen Bereiche im Protein, wie groBere Loop-Regionen oder ungeordnete Endbereiche,
gestort wurde, im Anschluss versucht diese Bereiche {iber eine limitierte Proteolyse mit
unterschiedlichen Proteasen zu entfernen (183, 184).

Hierzu wurde zum nativen Protein in unterschiedlichen Ansitzen verschiedene Proteasen hinzugegeben,
die die unstrukturierten und somit zuginglichen Bereiche abschneiden. Dadurch wird das Protein
entweder getrimmt, wobei flexible Bereiche der Termini entfernt werden, oder es entstehen durch die

Entfernung flexibler Bereiche innerhalb des Proteins stabile Fragmente.
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Abbildung 21. Kristallisationsergebnisse fiir das TCTP aus A. thaliana. Getestet wurden Proteinkonzentrationen
zwischen 30 und 5 mg/ml in insgesamt 480 verschiedenen Kristallisationsbedingungen jeweils bei Raumtemperatur und
bei 4 °C. Neben héufig auftretenden Prézipitationen (f) und klaren Tropfen konnte in einzelnen Bedingungen eine
Kristallbildung beobachtet werden (a, c, d). Jedoch zeigten alle Kristalle keine UV-Absorption weswegen von
Salzkristallen ausgegangen werden musste (b, d). Durch eine limitierte Proteolyse durch die Enzyme Trypsin,
Chymotrypsin, Subtilisin und Papain, sollten flexible Bereiche des TCTPs entfernt werden, um die anschlieBende
Kristallisation zu vereinfachen (g). Nach Behandlung mit Subtilisin konnte eine Verbesserung der Kristallisierbarkeit
festgestellt werden (h, 1).

Weiterhin gewiéhrte dieser proteolytische Ansatz einen Einblick in die mogliche Konformation des
Proteins im Hinblick auf strukturell zugéngliche Bereiche (185). Getestet wurden die Proteasen Trypsin,
Chymotrypsin, Papain und Subtilisin in einer 1:10, 1:100 und 1:1000 Verdiinnung. Aus den
Kristallstrukturen der TCTP- Homologe ist bekannt, dass im N-terminalen Bereich zwischen
Aminoséure 44 und 66 ein groerer Loop vorhanden ist, der in den bisherigen Kristallstrukturen auch
nicht aufgeldst werden konnte. Dieser Loop kdnnte unter anderem das Kristallisieren des pflanzlichen
TCTPs erschweren oder verhindern.

Uber die limitierte Proteolyse sollte nun die Protease identifiziert werden, die im Idealfall diesen Loop
entfernt und im Wesentlichen maximal zwei grofere Fragmente nach dem Verdau generierte. Nach
Inkubation der Proteasen mit dem TCTP und anschlieBender SDS-PAGE zeigte sich, dass insbesondere
Subtilisin und Papain geeignete Proteasen zu sein schienen (Abbildung 21g). Ein Verdau mit diesen
Proteasen fithrte zur Bildung von hauptsichlich zwei Fragmenten. Eine nachfolgende massen-

spektrometrische Analyse dieser Fragmente bestétigte den Nutzen insbesondere vom Subtilisin, da hier
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offensichtlich nur die Loop-Region durch die Protease verdaut wurde. Weiterhin scheint auch bei dem
pflanzlichen TCTP dieser Loop an der gleichen Stelle konserviert vorzuliegen. Nachfolgend wurde das
TCTP mit einer 1:100 Verdiinnung vom Subtilisin zusammengegeben und so erneut versucht das Protein
unter Verwendung zweier verschiedener Screens (JCSG, PACT) zu kristallisieren. Allerdings konnten
auch hier nur vereinzelt Salzkristalle und keine Kristallbildung beobachtet werden, die auf ein
erfolgreich kristallisiertes Protein hindeutete. Zusétzlich konnten bei 0.2 M Zinkacetat, 0.1
Natriumcacodylat pH 6.5 und 10 % 2-Propanol eine Phasentrennung beobachtet werden, wobei die
Tropfen scheinbar kristalline Formen beinhalteten (Abbildung 211). Diese waren jedoch zu klein, um
weitere Versuche damit durchfilhren zu konnen. Insgesamt konnte aber eine Verbesserung der
Kristallisierbarkeit des TCTPs im Vergleich zum unverdauten Protein festgestellt werden. So zeigen die
Bilder in Abbildung 21f als auch 21i die gleichen Kristallisationsbedingungen bei gleicher
Proteinkonzentration und Inkubationstemperatur, wobei im Ansatz in Abbildung 21i zusitzlich
Subtilisin zum TCTP hinzugegeben wurde. Dieser Verdau des TCTPs fiihrte dazu, dass das vormals
préazipitierende TCTP in die Phasentrennung iiberging und kleine kristalline Nadeln bildete.

Weitere Optimierungen der Kristallisationsbedingungen waren allerdings im Rahmen der Arbeit nicht
moglich, jedoch konnten fiir zukiinftige strukturelle Analysen elementare Erkenntnisse aus den
durchgefiihrten Arbeiten gewonnen werden. So interferierte die auffillig hohe Proteinloslichkeit
vermutlich mit der Kristallbildung und ebenso konnte das Fehlen des N-terminalen Methionins die zur
Kristallisation benoétigten Kristallkontakte verhindern. Eine hohe Proteinldslichkeit ist hdufig der Fall,
wenn insbesondere viele geladene Aminosduren, wie Lysin, Glutamat, Aspartat und Arginin im
Wesentlichen die Proteinoberflache bilden, wodurch eine hohe Solvatisierung des Makromolekiils durch
den wissrigen Puffer erreicht wird. Zur Reduzierung der Oberflichenladung und der damit
einhergehenden Reduzierung der Loslichkeit des Proteins konnen zugéngliche Aminosdurereste mit
Hilfe des Protein Engineering durch andere weniger geladene Aminosdurereste ersetzt werden.
Alternativ konnte durch reduktive Methylierung von Lysinen die sonst positiv geladene Seitenkette
neutralisiert werden und die Kristallisierbarkeit erhhen (186). Das Entfernen des N-terminalen
Methionins gehort zu den co-translationalen Modifizierungen bei der Proteinbiosynthese und wird durch
entsprechende Methionin- Aminopeptidasen (MetAP) vom Protein abgespalten. Das Entfernen des
Initiator-Methionins ist substratspezifisch und erfolgt sofern nachfolgend an das initiale Methionin
kleine Aminosduren wie Glycin, Alanin, Serin, Valin, Prolin oder Threonin folgen (187-192). Des
Weiteren besteht je nach MetAP-Klasse eine Sequenzerkennung bis zur vierten Position nach dem
Methionin.

Aufgrund des auftretenden Klonierungsartefakts bestand der N-Terminus des rekombinanten TCTPs
aus den Aminosduren MGLV anstatt MLV. Durch das zusétzlich an zweiter Stelle inserierte Glycin,
bildet sich somit ein hervorragendes Substrat fiir die E. coli MetAPs. Die bereits kristallisierten
Konstrukte aus anderen Organismen besaflen nach dem Initiator-Methionin keine entsprechende

Aminoséure, die zum Abbau des Methionins fithre wiirde, sondern enthielten im Wesentlichen grofie
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Seitenketten, wie Lysin und Isoleucin (Abbildung 18a). Um ein Entfernen des Initiator-Methionins zu
vermeiden, wiére ecbenfalls eine Sequenzoptimierung durch Mutagenese an der zweiten
Aminosdureposition moglich. Durch Entfernen des Glycins konnte der native N-Terminus
wiederhergestellt werden und der wohl mégliche Einfluss auf die Kristallisation durch Fehlen des
Methionins beseitigt werden. Als zusétzliche Sequenzoptimierung konnte der zentral gelegene Loop,
der durch Subtilisin und Papain entfernt werden konnte, aus kiinftigen Proteinkonstrukten entfernt
werden und beide Fragmente durch einen kurzen Glycin-Serin-Linker verkniipft werden, um somit die

Flexibilitdt des Proteins zu reduzieren.

3.2.1.2 SAXS-Analysen am freien und ligandengebundenen TCTP

Da keine befriedigende Kristallbildung zur Strukturaufkldrung erreicht werden konnte, wurde
nachfolgend versucht die Proteinstruktur in Losung {iber SAXS Versuche zu ermitteln. Die
Konzentration in den Experimenten wurde ebenfalls zwischen 1 mg/ml bis 5 mg/ml festgelegt und drei
verschiedene Konzentrationen gemessen. Im Allgemeinen wird angenommen, dass obwohl geringe
Ahnlichkeiten auf Aminosiuresequenz-Ebene vorliegen, strukturell eine hohe Ahnlichkeit besteht
(193). Fiir die genaue Bestimmung der Konformation mittels SAXS wurde neben der Berechnung
eines Dummy Atom Modells liber Dammif ein in silico-Strukturmodell mit Hilfe des i7asser Servers
erstellt (126). Als Berechnungsgrundlage diente das NMR-Modell aus Schizzosaccharomyces pombe
(pdb code: 1H6Q). Diese NMR-Struktur wurde als Grundlage fiir die Berechnungen genutzt, da zum
einen die hochste Sequenziibereinstimmung zu dem atTCTP bestand und zum anderen postuliert wurde,
dass pflanzliche TCTPs in zwei strukturell unterschiedliche Klassen einzuteilen sind. So teilen sich die
Konformationen in atTCTP1-like und cmTCTP-like (Curcubita maxima) auf. Die Differenzierung
beider Konformationen erfolgte aufgrund von in silico-Modellen mit Hilfe des Swiss Model Servers
(194) und den daraus sichtbaren Unterschieden insbesondere in der Region zwischen der 139. und 149.
Aminoséure. So dhnelte das atTCTP der NMR-Struktur von Schizzosaccharomyces pombe und zeigte
in diesem Bereich eine offene Tasche, wihrend fiir das ¢cmTCTP eine dem pfTCTP é&hnliche
geschlossene Tasche berechnet wurde (Abbildung 22a) (80). Dementsprechend wurde fiir das atTCTP
die NMR-Struktur von Schizzosaccharomyces pombe verwendet und mit der Kristallstruktur vom
pfTCTP verglichen (Abbildung 22a und b). Im Vergleich zur Kristallstruktur des TCTP-Homologs aus
Plasmodium falciparum (pdb code: 3P3K) zeigen sich nur marginale Unterschiede zum iTasser Modell
des atTCTP, was allerdings im Widerspruch zu der postulierten Konformation und damit Klassifizierung
des atTCTPs steht. Beide Strukturen zeigten die offene Tasche zwischen der 139. und 149. Aminoséure,

obwohl dieser Bereich bei beiden unterschiedlich hitte sein miissen.
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Abbildung 22. SAXS-Ergebnisse fiir das TCTP aus A. thaliana. Das TCTP besitzt eine hohe strukturelle Konservierung
in allen bislang strukturell untersuchten Homologen. N-terminal zwischen der 40. bis 70. Aminosdure befindet sich in allen
Homologen ein hochgradig flexibler Loop und konnte iiber Kristallisationsstudien nicht aufgelost werden (pdb code:
3P3K). Rot umkreist ist die mogliche offene Tasche, die eine Einteilung in atTCTP-1 like und cmTCTP-like Klassen
erlaubte (a). Uber iTasser wurde ein in silico-Modell des atTCTPs (blau) erstellt, mit dem Kristallmodell aus Plasmodium
falciparum (griin) verglichen und zeigte dabei eine hochkonservierte Faltung auf (b). In das Dummy Atom Modell, welches
iiber das Programm Dammif von der TCTP-Probe mit EDTA berechnet wurde, konnte die Kristallstruktur gut gefittet
werden und stimmte im Wesentlichen mit der Oberfldchenstruktur des TCTPs iiberein, wobei der Bereich des flexiblen
Loops in der Cartoon-Darstellung fehlt (c und d). Um die Flexibilitdtsdnderungen des TCTPs nach Zugabe von Magnesium,
Calcium und Hemin genauer untersuchen zu kdnnen, wurden die SAXS-Daten als dimensionsloser Kratky-Plot dargestellt
und die jeweiligen P(r) Funktionen berechnet (e und f). Da der Kratky-Plot eine Anderung der Flexibilitit nach Zugabe
einzelner Liganden zeigte, wurde iiber das Programm EOM versucht den fehlenden Loop in den jeweiligen Proben zu
rekonstruieren, um eine Aussage zu den Auswirkungen der Liganden auf die Loop-Flexibilitét treffen zu konnen (g).
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Da zur Modellbildung ein anderer Server verwendet wurde, kdnnte die widerspriichliche
Strukturberechnung auf verschiedene Berechnungsmethoden zuriickgefiihrt werden und somit eventuell
keine Riickschliisse auf mogliche Konformationsklassen erlauben.

Erst durch den Vergleich hochauflésender Kristallstrukturen konnte somit eine Aussage iiber
geschlossene und offene Konformationen getroffen werden.

Im Wesentlichen besteht die Struktur aus insgesamt sieben bis neun B-Faltblattern und vier a-Helices
mit einem groflen Loop zwischen der 44. und 66. Aminosdure (Abbildung 22a und b) (86). Dieser
zentrale grole Loop wurde aus der Berechnung herausgenommen, da dieser aufgrund der hohen
Flexibilitdt unter Umstdnden nicht die Konformationen annehmen kénnte, wie das TCTP aus der Hefe,
was als Berechnungsgrundlage fungierte.

Zur Uberpriifung des iTasser Modells und um eine Abschitzung der mdglichen Loop-Konformationen
zu erlangen, wurde ein erstes Dammif Dummy Atom Modell aus den gemessenen SAXS-Daten erstellt.
Das Dummy Atom Modell spiegelt dabei die dullere Form des Proteins in Losung wider. Als Vergleich
wurde das Oberflichenmodell vom Plasmodium falciparum TCTP erstellt (Abbildung 22c). In
Abbildung 22d wird gut sichtbar, dass zum einen die duBBere Form des generierten SAXS-Modells sehr
gut mit der Oberflachenstruktur des P. falciparum Proteins libereinstimmte und zum anderen das jene
Kristallstruktur komplett durch das ab inito-Modell abgedeckt werden konnte. Weitere Auffalligkeiten
sind dariiber hinaus, dass der zentrale Loop, der durch die Kristallstruktur nicht beschrieben werden
kann, in dem ab initio-Modell sichtbar war und auch in Form und GroBe dem berechneten Loop
entspricht.

Neben dem Loop konnte ebenfalls der C-terminal gelegene, artifizielle HisTag im ab initio-Modell
wiedergefunden werden. Da iiber die CD-Messungen keine Unterschiede zwischen freiem TCTP und
TCTP mit den Liganden Calcium, Magnesium und Hemin feststellbar waren, wurden zur Uberpriifung,
ob diese Liganden zumindest die Flexibilitdt des Proteins, insbesondere im Bereich des grofien Loops,
beeinflussen, SAXS-Messungen mit den genannten Additiven durchgefiihrt.

Die Bindung von Calcium im ungeordneten Bereich in der Néhe der a-Helices fithrt zu einem monomer
vorliegenden Protein, wahrend die Heminbindung eine Dimerisierung induziert (84, 195). Als Kontrolle
diente TCTP, welches zuvor mit EDTA behandelt wurde. Der dimensionslose Kratky-Plot, erstellt aus
den ermittelten SAXS-Daten, zeigte, dass im Gegensatz zum zuvor untersuchten Atlg64370 ein
vergleichsweise kompaktes Protein vorlag, das nur wenige flexible Bereiche aufwies (Abbildung 22¢).
Als Kontrolle wurde erneut BSA verwendet. Alle TCTP-Proben zeigten den gleichen typischen Verlauf
wie BSA, mit dem Unterschied, dass das Maximum nicht, wie es fiir kompakte, globulidre Proteine zu
erwarten ist, bei V3 lag, sondern geringfiigig zu hoheren sRg-Werten verschoben vorlag. Dariiber hinaus
zeigten die Proben untereinander teilweise starke Unterschiede im weiteren Verlauf. Wéhrend die mit
EDTA behandelte Probe nach dem lokalen Maximum bei etwa sR; = 2 und anschlieBendem Abfall der
Kurve einen stetig steigenden Kurvenverlauf bei hheren sR, Werten annahm, war dieser Anstieg bei

der mit Magnesium, Calcium und Hemin behandelten Probe fortwéhrend schwiécher. Diese
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Unterschiede im Kratky-Plot kdnnten  Tapelle 13. Ermittelte Dimensionen und Molekulargewichte fiir die

. . einzelnen TCTP Proben durch SAXS.
darauf hindeuten, dass durch Binden

. . Mm,,, Mm_,
der Liganden bestimmte  Ligand Rg(nm) Dpax (NM)  V,(nm?)  (kDa) (kDa)
Konformationen des TCTPs  “gpra 2144004 65+05 481+2 18+2  19.9
stabilisiert ~ werden, sodass die g 2084002 63+05 432+2 17+¢2  19.9
Flexibilitét des Proteins, Ca 2.15+0.05 6.0+05 481+2 13+5 19.9
wahrscheinlich  hauptsachlich  der Hemin 219+0.10 6.0+05 48.1+5 17%2 19.9

Bereich des groBlen Loops zwischen

den Aminosdureresten 44 und 66, beeinflusst wurde. Eine Dimerisierung des TCTPs nach Binden des
Hemins konnte hier iiber die SAXS-Messungen nicht beobachtet werden. Ebenso konnten fiir die
weiteren Liganden keine Unterscheide beziiglich des Oligomerisierungszustandes detektiert werden.
Als Indiz fiir eine etwaige Dimerisierung oder weitere Oligomerisierung wurde wie beim At1g64370
zum einen die Gyrationsradien und zum anderen die aus der Intensitét I(0) berechnete Molekiilmasse
bestimmt (Gleichung Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden., Tabelle 13). Auch iiber
die Berechnung von dmayx iliber die P(r) Funktion konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Proben beobachtet werden (Abbildung 22f). Der Verlauf der Funktion ist nahezu
charakteristisch fiir kompakte Proteine und besal3 eine annédhernd Gauf3‘sche Verteilung. Da, wie bereits
im Kratky-Plot zu sehen war, noch flexible Regionen im Protein vorhanden sind, ist die mittlere
Abstandverteilung zu groBeren Werten hin verschoben. Insgesamt konnte angenommen werden, dass
der beobachtete Flexibilitatsverlust, der bei Anwesenheit von Calcium und Hemin stirker und bei
Magnesium schwicher ausfiel, auf das Binden der Liganden am monomeren Protein zuriickzufiihren
war, wodurch die Loop-Region wahrscheinlich stabilisiert wurde. Inwiefern sich explizit der hoch
flexible Loop infolge der Ligandenbindung verdnderte, wurde iiber weitere Berechnungen mittels der
EOM Methode ermittelt.

Hierfiir wurde der kompakte Teil des Proteins mit der Kristallstruktur vom P. falciparum TCTP als rigid
body model zunichst fixiert, so dass nur die Loop-Region als flexibler Bereich aus den SAXS-Daten
berechnet wurde. Die berechneten mittleren Gyrationsradien der unterschiedlichen Proben zeigten
erneut kaum Abweichung untereinander, waren jedoch im Vergleich zum zuvor berechneten Pool zu
geringfiigig groBeren Rg-Werten verschoben und zeigten eine bimodale Verteilung (Abbildung 22g).
Fiir die mit EDTA behandelte TCTP-Probe konnten zwei wahrscheinliche Konformationen des Loops
berechnet werden (y? = 1.141, Raex (random): 70.2 % (90.1 %), Rs: 0.54). Allerdings fiel auf, dass diese
Konformationen stark voneinander abwichen. Wahrend bei der wahrscheinlichsten Konformation (68
%) der Loop zur Seite weggeklapptvorliegt, ist eine nach oben hin offene Loop Form, wie sie auch durch
das Dummy Atom Modell vorhergesagt wurde, nur zu 32 % wahrscheinlich. Insgesamt lag somit eine
hohe Variabilitidt der Loop-Konformationen vor. Magnesium als potentiell nicht bindender Ligand
zeigte bereits mehrere mogliche Konformationen des Loops, die alle zwischen der zur Seite

weggeklappten und der offenen Konformation lagen (%> = 1.022, Ruex (random): 77.9 % (90.5 %), Rs:
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0.68). Bei Anwesenheit der bekannten Liganden Calcium und Hemin konnten drei und sogar vier
mogliche Loop-Konformationen berechnet werden, die nun allerdings allesamt der offenen elongierten
Konformation dhnlich waren und nicht mehr zur Seite weggeklappt schienen (Calcium: > = 1.186, Ryex
(random): 68.8 % (90.5 %), Rs: 0.42; Hemin: ¥ = 1.533, Ruex (random): 68.8 % (88.3 %), Rs: 0.44). Die
erhaltenen Rpex-Werte unterstiitzen die Annahme, dass die Loop-Region bei Anwesenheit von den
bindenden Liganden insgesamt weniger Flexibilitdt besitzt als vermutet. Mit einer durchschnittlichen
Flexibilitiat von 68 % konnte angenommen werden, dass weder komplett zufdllige Konformationen in
dieser Region vorherrschen noch, dass diese Region starr vorliegt.

Die berechneten Ryex-Werte lagen allesamt unterhalb des Pools bei gleichzeitigen Rs-Werten von unter
1. Diese Kombination der Rgex- und Rs-Werten sind zwar abweichend von denen, wie sie beim
At1g64370 beobachtet wurden (Abbildung 17c¢), sind jedoch fiir Systeme mit geringerer Flexibilitét
trotzdem als richtig anzunehmen (175). Die durch die EOM Methode ermittelten Konformationen bei
der Bindung von Hemin und Calcium korrelierten sehr gut mit dem bereits im Kratky-Plot vermuteten
Flexibilititsverlust, bedingt durch das Binden der Liganden. In Kombination mit den CD-Ergebnissen
kann somit angenommen werden, dass die bereits beschriebenen Liganden vom TCTP (Calcium und
Hemin) zwar keine signifikanten strukturellen Verédnderungen induzierten, wie es fiir das TCTP aus H.
sapiens beobachtet wurde, jedoch die Bindung einen Einfluss auf die Flexibilitit, insbesondere des
Loops besaB. Anderungen der Flexibilitit konnen iiber CD-Messungen nur schwer beobachtet werden,
sofern keine Anderungen in der Sekundirstruktur auftreten. Erst durch die anschlieBenden SAXS-
Messungen konnte dieser Effekt eindeutig fiir beide Liganden nachgewiesen werden, weswegen erst die
Kombination beider Messungen, die sich gegenseitig ergidnzten, ein zum Teil anderes Bild der Ligand-
Protein-Wechselwirkungen zeigten, als das, was fiir homologe Proteine bereits beschrieben wurde.

Die iiber SAXS bestimmte Flexibilitdit der Loop-Region konnte die bislang nicht erfolgreiche
Kristallisation des TCTPs aus A. thaliana erklaren. Obwohl grofle Mengen von hochreinem und
monodispersem Protein hergestellt und eine Proteinldslichkeit von bis zu 200 mg/ml beobachtet werden
konnte, konnten die identifizierten, flexiblen Bereiche die Entstehung der Kristall-Nuclei inhibieren.
Obwohl Hemin und auch Calcium die Loop-Region zu bestimmten Konformationen hin stabilisieren
konnten, konnte kein positiver Effekt dieser Liganden auf die Kristallisierbarkeit beobachtet werden.
Sowohl Hemin, als auch Calcium wurden zu Kristallisationsansitzen hinzugegeben und die gleichen
Screens, bei gleicher Temperatur und gleichen Proteinkonzentrationen durchgefiihrt. Trotzdem wurden

keine signifikanten Unterschiede zu den Kristallisationsversuchen vom freien TCTP festgestellt.

88



Ergebnisse und Diskussion

3.2.2 Invitro-Interaktionsstudien zur Identifizierung von Interaktionspartnern des
TCTPs aus A. thaliana

Da die Bindung der in Pflanzen vorkommenden TCTP-Homologe an Hemin, was in anderen
Organismen eine Dimerisierung des Proteins bedingt, bisher noch nicht untersucht wurde, ist iiber die
Bindungsaffinitit des pflanzlichen TCTPs bisher nichts bekannt. Somit konnte die bei der strukturellen
Charakterisierung des atTCTPs nicht beobachtete Dimerisierung auch durch eine schwéchere Bindung
dieses Liganden an das Protein zu erklédren sein. Eine niedrigere Affinitit konnte zwar die Flexibilitét
reduzieren, wie iiber die SAXS-Messungen bestétigt werden konnte, aber die eingesetzten 50 pM Hemin
konnten unzureichend gewesen sein, um die Dimerisierung zu induzieren. Daher wurde die Stirke der
Bindung des TCTPs zum Hemin anschlieBend nédher untersucht. Auflerdem sollten Protein:Protein-
Interaktionen des TCTPs untersucht werden, um geeignete Kandidaten fiir zukiinftige Ko-
Kristallisationsexperimente zu identifizieren. Dariiber hinaus wurde in Kooperation mit der AG
Willmitzer (MPI Potsdam-Golm) auch nach pflanzlichen niedermolekularen Interaktionspartnern
gesucht, die moglicherweise anstelle des in Pflanzen eher weniger vorkommenden Hemins an das

atTCTP binden.

3.2.2.1 Identifizierung von Protein:Protein-Interaktionen im Phloemsaft von Brassica napus

Zur Identifizierung von Protein:Protein-Interaktionen wurde das TCTP aus 4. thaliana tiber Pull-down
und Far-Western Experimente mit Pflanzenextrakt als auch Phloemsaft behandelt. Zur Identifizierung
stabiler Proteininteraktionen wurden zunichst Pul/l-down Experimente durchgefiihrt, wobei das Protein
an einer Nickel-NTA-Matrix immobilisiert und mit Phloemsaft beziehungsweise Pflanzenextrakt
behandelt wurde. Allerdings konnten aufgrund der Vielzahl bindender Proteine, die in der
Negativkontrolle (ohne TCTP) an der Matrix zu finden waren, keine stabilen Interaktionen identifiziert
werden. Weiter kam erschwerend hinzu, dass fiir das Minimieren dieser unspezifischen Bindungen
hohere Salzkonzentrationen notwendig waren (>300 mM), die unter Umstdnden fiir schwichere
Interaktionen mit dem TCTP zu hoch waren. Eine Beobachtung, die fiir alle durchgefiihrten Pull-Down-
Assays mit Pflanzenextrakt aus Arabidopsis zutraf, war, dass das TCTP scheinbar sehr stabile Dimere
bildete, die auch in der anschlieBenden SDS-PAGE nicht aufgetrennt werden konnten. Auch kénnten
etwaige Interaktionspartner auf Grofie des dimeren TCTPs somit nicht beobachtete werden. Da Pull-
down Experimente insbesondere fiir den Nachweis von starken Wechselwirkungen zwischen Proteinen
geeignet sind und transiente als auch moderate Interaktionen nicht detektiert werden kénnen, wurden
weitere Interaktionspartnersuchen iiber modifizierte Far-Western Versuche durchgefiihrt (125, 196,
197). Diese Methode basiert auf der Detektion eines Kdderproteins (Baif) iliber einen Western Blot,

welches zuvor an die spezifischen Interaktionspartner in einer Probe gebunden hat.
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Abbildung 23. Coomassie gefirbtes SDS/-Gel und Far-Western Blot. Konzentrierter Phloemsaft wurde iiber eine
zweidimensionale Urea/SDS-PAGE aufgetrennt, iiber Coomassie angefarbt (a) oder anschliefend auf eine PVDF Membran
geblottet. Nach anschlieBender Neufaltung und Inkubation mit TCTP wurde das gebundene TCTP iiber einen HisTag-
spezifischen Zweitantikorper iiber eine chemilumineszente Reaktion detektiert (b). Aus dem Coomassie gefarbten Gel
wurden die korrespondierenden Spots vom Blot (b) ausgestochen und iiber die MALDI-TOF Massenspektrometrie
identifiziert.

Dazu wurde die Proteinprobe mit den moglichen Interaktionspartnern, in diesem Fall mit Phloemsaft
aus Raps, zunichst in einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend auf eine Membran (Nitrocellulose
oder PFDF) transferiert. Da jedoch das Phloemproteom &duflerst komplex ist, wurde anstelle einer
einfachen SDS-PAGE eine zweidimensionale Urea/SDS-PAGE durchgefiihrt. Durch die doppelte
Denaturierung der Probe iiber zwei verschiedene Methoden und den unterschiedlichen
Acrylamidkonzentrationen des Gels konnten hydrophilere von hydrophoberen Proteinen getrennt
werden und erschienen als einzelne Spots im Gel (198). Proteine die weder besonders hydrophil noch
hydrophob sind konzentrieren sich dabei in einer Diagonalen im Gel, wihrend hydrophile Proteine in
der zweiten Dimension im Gel unterhalb und hydrophobere oberhalb der Diagonalen zu finden sind.
Hierdurch konnten die Proteine der komplexen Phloemprobe deutlich besser voneinander getrennt
werden, was die anschlieBende massenspektrometrische Analyse deutlich vereinfachte.

Bei Protein:Protein-Interaktionen wird zwischen stabilen, hochaffinen, moderat affinen und transienten
Bindungen unterschieden. Bei den haufigsten Interaktionspartnersuchen in vitro kénnen teilweise nur
hochaffine, stabile Interaktionen nachgewiesen werden. Transiente und moderat affine Bindungen sind
haufig nicht detektierbar. Der Vorteil des Far-Western Ansatzes ist die Moglichkeit auch moderat affine
Bindungen nachzuweisen (199). Auch transiente Interaktionen kénnen zum Teil {iber diese Methode
identifiziert werden. Um dies zu ermoglichen musste die auf ecine Membran transferierte
Phloemproteinprobe zunéchst tiber Nacht renaturiert werden und nach Zugabe des Bair-Proteins (TCTP)
wurde ein Crosslinker hinzugegeben. Der Crosslinker (Glutaraldehyd und EDC) diente zur chemischen
und irreversiblen Vernetzung der interagierenden Proteine {iber Amin- oder Carboxylgruppen (200,
201). Folglich wurde in den nachfolgenden Waschschritten weniger Bait-Protein abgewaschen und
konnte spéter detektiert werden.

Zur Detektion des gebundenen TCTPs wurde ein HisTag-spezifischer primérer Antikorper verwendet,

der den C-terminalen HisTag vom rekombinant hergestellten TCTP erkannte.
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Tabelle 14. Identifizierte TCTP-Interaktionspartner iiber Far-Western Blots. Neben bereits bekannten Interaktionen aus
anderen Organismen, konnten einzelne neue mogliche Interaktionen identifiziert werden. Analysiert wurde aus mehreren Blots,
die entweder mit alkaliner Phosphatase oder HRP entwickelt wurden, insgesamt zehn Spots, die teilweise mehrere Proteine
enthielten. Abkiirzungen: Brassica napus: B. napus, Brassica oleracea: B. oleracea, Brassica rapa: B. rapa, Detektion mittels
alkaliner Phosphatase: AP, Detektion mittels Horseradish Peroxidase: HRP, Coimmunprézipitation: ColP, Yeast-Two-Hybrid:
Y2H, Crosslink: CL.

MW MW Detection MASCOT Known
i exp obs 7
Spot Protein Acc. No. [kDa] [kDa] Organism Method Score interaction
1 Histidine-rich XP_009105086.1 28 35 B. rapa EDC-Far- 119
glycoprotein Western/AP
2 Annexin D1-like NP_001303102.1 37 37 B. oleracea EDC-Far- 107
Western/AP
2 Glyceraldehyde-3- XP_ 013600147 36 37 B. napus EDC-Far- 113 ColP (202)
phosphate Western/AP
dehydrogenase
3 Cystine lyase CORI3 CDY69765.1 47 47 B. napus EDC-Far- 177
Western/AP
4 HSP 90-2 XP_013628650.1 80 80 B. oleracea EDC-Far- 114
Western/AP
4 MS1 XP_013728797.1 85 80 B. napus EDC-Far- 118
Western/AP
Al Rubisco large chain AHY18972.1 54 62 B. rapa EDC-Far- 126
Western/HRP
Al Tubulin o-3 XP_013721970.1 52 62 B. napus EDC-Far- 154 ColP (202, 203)
Western/HRP
Al Eukaryotic translation CDY58828.1 63 62 B. napus EDC-Far- 112 Y2H (204)
initiation factor la Western/HRP ColP (202)
A2 Rubisco Grofe KJ473492.1 54 58 B. rapa EDC-Far- 132
Untereinheit Western/HRP
A2 UTP-Glucose-1- XP_013637785 52 58 B. oleracea EDC-Far- 96
phosphate Western/HRP
Uridylyltransferase 2
A2 Tubulin 0-6 NP_001302943 49 58 B. napus EDC-Far- 97 ColP (202, 203)
Western/HRP
A3 Adenosylhomo- CDY50423.1 53 70 B. napus EDC-Far- 93
cysteinase 1 Western/HRP
Bl cystine lyase CORI3 XP_013718098 36 42 B. napus EDC-Far- 131
Western/HRP
Bl Sulfotransferase XP_013590640 38 42 B. oleracea EDC-Far- 95
Western/HRP
B2 Aktin 7 NP_001302939 42 40 B. napus EDC-Far- 198 CL (205)
Western/HRP ColP (202)
B3 cystine lyase CORI3 XP_009108611 48 48 B. rapa EDC-Far- 237
Western/HRP

Durch Binden eines Sekundérantikorpers an den Primérantikorper, der entweder mit der alkalinen
Phosphatase (AP) oder der Horseradish Peroxidase (HRP), konjugiert vorlag, konnte mittels
kolorimetrischer, beziehungsweise chemilumineszenter Detektion moégliche interagierende Spots
sichtbar gemacht werden. Der Blot wurde mit einem parallel angefertigtem und mit kolloidalem
Coomassie gefiarbten SDS-Gel aus der zweiten Dimension, iiberlagert und die {ibereinstimmenden Spots
ausgestochen und iiber MALDI-TOF massenspektrometrische Analysen nédher untersucht. Erste
Versuche das gebundene TCTP mit einem alkaline Phosphatase-konjugierten Sekundérantikérper zu
detektieren fiithrten nur zu duBerst schwachen Signalen auf dem Blot, deren korrespondierende Spots im
Coomassie gefarbten Gel nur abgeschétzt werden konnten.

Insgesamt fiinf Signale zwischen 25 und 80 kDa konnten entsprechenden Spots im Coomassie Gel
zugeordnet werden (Gel nicht gezeigt, Spots 1-5, Tabelle 14). Die nachfolgende Proteinidentifizierung
ergab das Histidine-rich Glycoprotein, Annexin D1, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase, die
Cystine Lyase CORI3, HSP90 und MS1 als mogliche Interaktionspartner fiir das TCTP im Phloemsaft.
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Da wie bereits erwidhnt die Detektion mit Hilfe der alkalischen Phosphatase nur zu sehr schwachen
Signalen fiihrte wurde der Versuch wiederholt und statt der alkalischen Phosphatase ein
Sekundarantikérper mit konjugierter Horseradish Peroxidase (HRP) verwendet. Die anschlieSend
erhaltenen Signale aus der chemilumineszenten Reaktion von Luminol und H»>O, mit Hilfe der
Peroxidase waren stark genug um diese eindeutig einzelnen Spots auf dem Coomassie gefarbten Gel
zuzuordnen (Abbildung 23). Unter den in insgesamt sechs sichtbaren Spots konnten 11 Proteine im
gleichen GroBenbereich identifiziert werden (Spots A1 — B3, Tabelle 14). Als Kontrolle wurde
At1g64370 als weiteres Bait Protein verwendet um falsch-positive Interaktionen auszuschlieSen. Zu den
hier identifizierten Proteinen gehoérten das Tubulin alpha 3 und alpha 6, Aktin 7 als auch der
cukaryotische Translation Initiationsfaktor 1a (EEF1A).

Alle vier Proteine wurden bereits in fritheren Proteomstudien im Phloem von Raps nachgewiesen und
sind aus vorhergehenden Studien mit menschlichem TCTP und Plasmodium-Homologen in Yeast-Two
Hybrid (Y2H), Coimmunprizipitations- (ColP) und Crosslink (CL) Experimenten als TCTP-
Interaktionspartner bekannt (48, 202—-205). Jedoch wurden diese Interaktionen noch nicht in Pflanzen,
beziehungsweise im Phloem nachgewiesen. Dieser Nachweis der gleichen Interaktionen ist dahingehend
interessant, da die Aminoséuresequenz zwischen dem menschlichen und dem pflanzlichen TCTP nur zu
etwa 33 % identisch ist. Die Bindung an den eEF1a wird angenommen dient dem tRNA Channeling der
aminoacylierten tRNA (204). TCTP bindet hauptséchlich an die inaktive, GDP-gebundene Form des
eEF1a welche deacylierte tRNA bindet (206). Durch Binden des TCTPs soll die Aktivierung des eEF 1a
infolge der Bindung von GTP unterdriickt werden. Dadurch soll eine mégliche Interaktion des eEFla
mit anderen Komponenten der Translation unterdriickt werden und so den Austausch der deacylierten
tRNA zu einer acylierten tRNA fordern, was zur Steigerung der Translationsgeschwindigkeit beitragen
soll (204). Hierbei dient das TCTP als Guanine nucleotide dissociation inhibitor (GDI). Im Gegensatz
zur Bindung an den eEF1a soll die Bindung an Tubulin als auch Aktin zur Regulierung der Zellform
dienen, da die Bindung des TCTPs die Polymerisierung der Aktin und Tubulin-Biindel stabilisiert (207).
Als weitere mogliche Interaktionspartner konnten liber den Far-Western Blot die gro3e Untereinheit
von RubisCo, die Adenosylcysteinase 1, die UTP-Glucose-1-Phophat Uridylyltransferase 2 und die
Sulfotransferase 2 identifiziert werden. Daneben konnte auch CORI3 erneut nachgewiesen werden. Drei
weitere Signale bei etwa 25 kDa konnten keinem Protein eindeutig zugeordnet werden, da die einzelnen
Spots mehrere Proteine enthielten und die massenspektrometrische Analyse unmoglich machte. Ebenso
konnte die MS/MS Analyse einzelner Peptide keinen weiteren Aufschluss iiber die vorliegenden
Proteine geben, da die ausgewdhlten Parent Ions zum Teil schlecht fragmentierten oder unzureichend
einem Protein zugeordnet werden konnten. Da die Lokalisierung der drei Spots mit denen aus dem Blot
mit der alkalinen Phosphatase-Detektion iibereinstimmten, konnte angenommen werden, dass es sich
bei den dort vorkommenden Proteinen um die gleichen handelte, die bereits in Spot 1-3 identifiziert
wurden. Sowohl das Histidine-rich Glycoprotein als auch CORI3 wurde als Interaktionspartner fiir das

TCTP ausgeschlossen, da beide Proteine auch in der Kontrolle mit dem At1g64370 identifiziert wurden.
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Da ein HisTag-spezifischer Antikdrper zur Detektion des gebundenen TCTPs verwendet wurde, wurde
vermutet, dass insbesondere das Histidine-rich Glycoprotein, das mehrere Histidin-reiche
Sequenzbereiche besitzt, die ein Binden des Antikorpers ermoglichen konnten, durch diesen Antikérper
und nicht durch das TCTP gebunden wurde. In diesem Bereich wurde auBlerdem die Glyceraldehyde-
phosphate Dehydrogenase (GAPDH) identifiziert, die durch Li et al. als moglicher Interaktionspartner
des TCTPs iiber ColP mit anschlieBender LC-MS/MS Analyse bereits identifiziert wurde (202).
GAPDH als Bestandteil der Glykolyse besitzt interessanterweise neben der Dehydrogenaseaktivitit eine
weitere trans-Nitrosylase-Aktivitat, wodurch eine eigene Nitrosylierung am Cystein auf andere Proteine
iibertragen werden kann (208, 209).

Ob die nitrosylierte GAPDH oder die nicht-nitrosylierte Form moglicherweise mit dem TCTP
interagieren konnte, ist bislang nicht weiter bekannt und miisste iiber weitere in vitro Interaktionsstudien
iiberpriift werden. Da Nitrosylierungen am Cystein bereits bei niedrigen Energien in MALDI-TOF MS
Analysen fragmentieren, konnte eine mogliche Nitrosylierung der GAPDH im Phloemsaft bisher nicht
direkt bestimmt werden (210).

Das ebenfalls auf der Hohe von 37 kDa identifizierte Annexin D 1-/ike Protein konnte auf Grund von
Ungenauigkeiten bei der Zuordnung der Spots, infolge der schwachen Signale im Blot, ein falsch-
positives Signal sein. Allerdings wurde das Annexin B10 aus Drosophila melanogaster iiber Affinity
Capture Massenspektrometrie-Versuche als Interaktionspartner fiir das TCTP bereits identifiziert (211).
Weitere in vitro als auch in vivo Versuche miissten die Interaktion zwischen Annexin D1 und TCTP
jedoch weiter bestdtigen, da bislang keine weiteren Informationen iiber diese Interaktion bekannt sind.
Annexin B10 ist ebenfalls wie das TCTP ein Aktin-Binder und bindet dariiber hinaus Calcium und
Phospholipide (212, 213). Welche Rolle dabei die Bindung von TCTP an das Annexin B10 spielt, ist
weiterhin unbekannt. Annexin D1 im Gegensatz dazu besitzt neben der Calcium und Phospholipid-
Bindeaktivitit eine zusdtzliche Peroxidaseaktivitit und ist insbesondere bei verschiedenen abiotischen
Stressarten beteiligt, wie Kélte, Hitze, Trockenheit und Salzstress (214, 215). Eine Bindung an Aktin,
wie fur das Annexin B10 beschrieben, ist nicht bekannt.

Die beiden iibrigen identifizierten Interaktionspartner bei etwa 80 kDa sind ebenfalls noch nicht als
mogliche Interaktionspartner bekannt. Da das TCTP mit anderen Heat shock Proteinen interagieren
kann, kdnnte angenommen werden, dass auch hier eine Interaktion mit dem HSP90 durchaus realistisch
wire (202, 216). Die dariiber hinaus im selben Spot identifizierte Vitamin B12-unabhéngige Methionin
Synthase (MS1) Protein wurde zur Uberpriifung der putativen Interaktion mit dem TCTP ebenfalls
rekombinant in FE. coli hergestellt, aufgereinigt und anschlieBend die Interaktion {iber
Gelfiltrationsversuche tiberpriift. Dabei wurden beide Protein in 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM KCI, 2
mM MgCl,, 1 mM DTT als auch in Gegenwart von nativem Pflanzenextrakt aus 4. thaliana inkubiert
und versucht den Proteinkomplex zu isolieren. Allerdings konnte in keinem Gelfiltrationsexperiment,
welches selbst moderat affine Interaktionen auflésen kann, eine Interaktion zwischen beiden Proteinen

beobachtet werden. Somit konnte angenommen werden, dass die beobachtete Interaktion im Far-
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Western Blot moglicherweise zwischen dem TCTP und dem HSP90 und nicht dem MSI1 stattfand,
welche im selben Spot vertreten waren. Dies miisste jedoch weiter untersucht werden. Im Gegensatz zu
den mit der AP detektierten Blots, konnten mittels HRP-Detektion mehrere eindeutig, bestétigte
Interaktionspartner aus anderen Organsimen auch fiir das pflanzliche TCTP gefunden werden. Hierzu
zahlten das Tubulin o 3 und 6, Aktin als auch der eEFla (202-205). Da erneut mehrere Proteine pro
Spot identifiziert wurden, jedoch in jedem Spot mindestens ein bereits beschriebener Interaktionspartner
gefunden wurde, wurden alle weiteren Proteine als falsch-positive Interaktionen gewertet. Hierzu
gehorte erneut auch das CORI3, welches in mehreren Spots zu finden war. Drei weitere Signale auf der
gleichen Hohe, die auch bei anderen durchgefiihrten Blots mit anschlieBender AP-Detektion bereits
beobachtet und identifiziert wurden (Spots 1 und 2, Tabelle 14), konnten in diesem Fall nicht erneut
gefunden werden.

Mithilfe der Far-Western Blotting Methode konnten somit mehrere Interaktionspartner fiir das TCTP
identifiziert werden, die aus anderen Organsimen und Geweben bereits bekannt sind, jedoch bislang in
Pflanzen als Interaktionspartner noch nicht identifiziert wurden. Aufgrund der grolen Unterschiede in
der Aminosiuresequenz der bereits charakterisierten TCTPs und der pflanzlichen TCTP-Homologe
sowie der Tatsache, dass auch falsch positive Signale detektiert wurden, ist es wichtig die Interaktion
iber in vitro-Studien noch genauer zu analysieren. AuBerdem spielen posttranslationale
Modifizierungen moglicherweise eine Rolle bei der Interaktion. So kdnnten zum Beispiel bestimmte
Bindungen des TCTPs nicht beobachtet worden sein, weil entweder das Zielprotein oder aber das TCTP
nicht die entsprechende Modifizierung trug, die eine Interaktion erst ermoglicht. Eine falsch-positive
Detektion im Far-Western Blot ist aulerdem an mehreren Stellen moéglich. Infolge der Denaturierung
und des erforderlichen Renaturierungsschrittes konnten mégliche Epitope, die in vivo nicht zuginglich
sind, in den einzelnen Proteinen nun zugénglich sein, die vom TCTP erkannt werden und dieses im
Anschluss daran bindet. Fir die Renaturierung der Proteine wurden absteigendende
Guanidiniumchlorid-Konzentrationen verwendet, um die denaturierten Protein auf der Membran
stufenweise neu zu falten. Allerdings ist Guanidiniumchlorid ein stark denaturierendes Agens, dass
selbst bei niedrigen Konzentrationen denaturierend wirkt. Alternativ hétte Harnstoff genutzt werden
konnen, das nur bei hoheren Konzentrationen denaturierende Eigenschaften besitzt. Jedoch hat
Harnstoff den Nachteil das spontan Carbamylierungen an den Proteinen auftreten, die die Protein-
Interaktionen storen. Daher wurde, obwohl eine effizientere Neufaltung gewihreistet werden konnte,
auf Harnstoff verzichtet und stattdessen das Guanidiniumchlorid verwendet. Dariiber hinaus kann durch
den verwendeten Primérantikorper, der den 6xHisTag am TCTP bindet, ein falsches Signal detektiert
werden, da dieser anstelle des getaggten TCTPs an #hnliche Epitope binden konnte. Neben den
identifizierten Proteinen konnten noch weitere Signale im Blot beobachtet werden. Diese jedoch waren
nicht eindeutig iiber MALDI-TOF massenspektrometrische Messungen identifizierbar, da in diesen
Spots nicht einzelne, sondern mehrere Proteine vorhanden waren. Dadurch, dass zur Analyse der

Interaktionspartner der Far-Western Blot und das SDS-Gel separat durchgefiihrt wurden, war es
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aufgrund der nicht exakten Deckungsgleichheit des Blots und des Gels zum Teil schwierig den Signalen
im Blot den richtigen Spots im Gel zuzuordnen, wodurch Interaktionspartner leicht verwechselt werden

konnten.

3.2.2.2 Nachweis niedermolekularer Liganden aus Pflanzenextrakt von A. thaliana.

Neben den bekannten Proteinen als Interaktionspartner sind fiir das TCTP auch niedermolekulare
Liganden bekannt, die bereits durch SAXS-Messungen untersucht wurden. Zu den bekannten Liganden
zdhlen Calcium, Hemin als auch Artemisinin (84, 86, 87, 217). Dabei stabilisiert die Calciumbindung
am humanen TCTP als auch am Plasmodium-Homolog die monomere Form in Losung, wihrend die
Bindung von Hemin eine Dimerisierung induziert (84). Artemisinin als weiterer Ligand hingegen fiihrt
zu kovalent verkniipften Dimeren, Trimeren und h6éheren Oligomeren insbesondere in Kombination mit
Hemin (85, 86).

Hemin und Calcium wurden bereits ndher durch SAXS-Messungen am Protein untersucht. Hier konnte
keine Dimerisierung des Proteins in Gegenwart von Hemin gemessen werden. Stattdessen schien die
Loop-Region bei Anwesenheit von Hemin an Flexibilitdt zu verlieren, wobei die elongierte Form des
Loops scheinbar stabilisiert wurde. Als weitere Uberpriifung der Oligomerisierung des TCTPs wurden
Gelfiltrationsexperimente, wie bei Lucas ef al. beschrieben, durchgefiihrt (84). Ob dhnliche Liganden in
Pflanzen eine Dimerisierung induzieren kdnnen wurde ebenfalls getestet. Hierfiir wurde rekombinant
hergestelltes TCTP mit zuvor frisch hergestelltem Pflanzenextrakt aus Blattgewebe in 50 mM Tris-HCI
pH 7.5, 3 mM MgCl,, 2 mM DTT, 0.05 % Triton-X, 10 % Glycerol bei Raumtemperatur fiir 30 min
inkubiert, abzentrifugiert und erneut {iber eine Gelfiltrationssdule der GroBe nach fraktioniert. Bereits
nach der Zentrifugation fiel auf, dass ein Grofteil des TCTPs prazipitiert war. Fiir die noch 16slich
vorliegende TCTP-Probe konnte in der Groenausschlusschromatographie jedoch keine Dimerisierung
beobachtet werden. Allerdings enthielt das vor der Gelfiltration abzentrifugierte Proteinpellet
verschiedene kovalent vorliegende TCTP-Aggregate, die selbst unter den denaturierenden Bedingungen
wihrend der SDS-PAGE erhalten blieben (Abbildung 24b). Sowohl monomeres, dimeres, trimeres als
auch hohere Oligomere waren in dieser Probe deutlich sichtbar. Diese Beobachtung ist umso
erstaunlicher, da dieselbe Beobachtung von SDS stabilen TCTP-Oligomeren bei der Bindung von
Artemisinin und Artemisinin-Derivaten an die TCTP-Homologe aus Plasmodium und Mensch gemacht

wurde (85, 86).
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Abbildung 24. Nachweis niedermolekularer Hemin-éihnlicher Liganden im Pflanzenextrakt aus A. thaliana iiber
Gelfiltrations- und Pull-down Experimente. Das TCTP wurde fiir den Nachweis einer Dimerisierung nach Binden von
Hemin tiber eine Gelfiltration der Grofle nach aufgetrennt. Vergleicht wurde die Hemin-behandelte Probe mit frisch
aufgereinigtem TCTP, als auch mit Pflanzenextrakt behandeltem TCTP (a). Fiir die Hemin Probe konnte eine kleine
Schulter vor dem eigentlichen Peak beobachtet werden, die ebenfalls das TCTP enthielt. Die Bindung von Hemin induzierte
einen Shift des Proteins im SDS Gel in beiden Peaks. Im Gegensatz zum Hemin prézipitierte ein Grofiteil des mit
Pflanzenextrakt behandelten TCTPs und zeigte im anschlieBenden SDS Gel mehrere kovalent verkniipfte TCTP Oligomere
(schwarze Pfeile, b). Zur Identifizierung des moglichen Liganden wurde das TCTP iiber Pull-down Experimente mit
Pflanzenextrakt behandelt. Da das Eluat aus der TCTP Probe im Gegensatz zur Negativkontrolle leicht gelb-griinlich
gefirbt war, wurde ein UV/Vis Spektrum von der Probe aufgenommen. Dabei zeigte sich der charakteristische Peak fiir
die Chlorophylle a und b in der TCTP Probe (c), welcher identisch mit dem reinen Pflanzenextrakt ohne Zugabe von TCTP
war (d).
Artemisinin als Malaria-Therapeutikum und Gegenstand aktueller Krebsforschung ist ein
Sekundarmetabolit aus dem einjdhrigen Beifull (4rtemisia annuae). Der genaue Wirkmechanismus ist
bislang noch nicht verstanden. Vermutet wird aber, dass insbesondere in Anwesenheit von Eisenionen
die intramolekulare Peroxidbindung aufgespalten wird und durch die Entstehung von freien Radikalen
die Induktion von oxidativem Stress gefordert wird (218, 219). Das TCTP konnte dabei als Target fiir
das Artemisinin identifiziert werden, welches erst durch die Bindung von Hemin durch Artemisinin
modifiziert werden kann (217). In den letzten Jahren gewann TCTP als therapeutisches Ziel immer mehr
Bedeutung, sodass es inzwischen aufgrund seiner Beteiligung in der Zellzyklusregulation, Apoptose und
Histaminfreisetzung sowohl in der Anti-Malaria-Therapie als auch zur Reversion von Tumoren
eingesetzt wird (87, 217).
Infolge der Beobachtung kovalente TCTP-Oligomere mit Pflanzenextrakten induzieren zu koénnen,
stellte sich die Frage, ob einerseits Artemisinin-Derivate in Brassicaceen wie A. thaliana und B. napus

vorkommen und ob andererseits die zuvor bendtigte Dimerisierung unter Bindung eines anderen
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Liganden als Hemin, das in Pflanzen weniger stark vertreten ist, induzierbar ist. Dariiber hinaus sollte
gepriift werden, ob Artemisinin ebenfalls in der Lage ist das pflanzliche TCTP zusammen mit Hemin
kovalent zu verkniipfen.

Da iiber die bisher durchgefiihrten Studien mit Hemin, keine Dimerisierung des pflanzlichen TCTPs
beobachtet werden konnte, sollte zunéchst iiberpriift werden, ob beim pflanzlichen TCTP die iiber
Hemin-Bindung induzierte Dimerisierung erst durch eine hohere Hemin-Konzentration erfolgt oder ob
im pflanzlichen TCTP iiberhaupt keine Dimerisierung durch Hemin induziert wird. Dazu wurden 100
uM TCTP mit 100 uM Hemin fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und erneut auf eine
Gelfiltrationssdule (HiLoad Superdex 75) gegeben um freies TCTP von Hemin gebundenem TCTP und
moglichen TCTP-Dimeren zu trennen.

Wie bereits in den SAXS-Versuchen, konnte auch hier keine Dimerisierung beobachtet werden, obwohl
iiber die Gelfiltration auch schwichere Wechselwirkungen zwischen Proteinen nachweisbar sind. Der
GroBteil des Proteins lag weiterhin in monomerer Form vor. Ein kleiner Anteil jedoch konnte im
Chromatogramm als vorlaufende Schulter identifiziert werden (Abbildung 24a). Das Elutionsvolumen
entsprach allerdings erneut nicht dem eines dimeren Protein, stattdessen aber dem einer moglichen
elongierten Form des Proteins. Sowohl die unbehandelte TCTP-Probe als auch die mit Pflanzenextrakt
behandelte Proteinprobe zeigten neben dem Peak fiir das monomere Protein einen weiteren Peak bei
etwa 48 ml. Dieses Signal resultiert jedoch aus unspezifischen Aggregaten, die wahrend der Gelfiltration
infolge hoher Proteinkonzentrationen auftraten. Die Molekulargewichte dieser Aggregate konnten
allerdings mit der verwendeten Gelfiltrationssdule nicht abgeschétzt werden. Dass das Hemin allerdings
an das Protein gebunden hatte, konnte iiber zwei Beobachtungen bestétigt werden. Zum einen war der
TCTP:Hemin-Komplex deutlich als gelbe Lauffront wihrend der Chromatographie sichtbar und zum
anderen konnte ein Shift der Proteinbanden im SDS-Gel beobachtet werden, welcher fiir freies TCTP
nicht zu beobachten war (Abbildung 24b). Die gelbe Farbe des Hemins resultiert aus dem koordinierten
Fe(II) Ion, welches liber einen Porphyrin-Ring koordiniert ist.

Hemin selbst ist stark hydrophob und bleibt von der SDS-Behandlung unverandert, was bei einer
Interaktion mit einem Protein ein verdndertes Migrationsverhalten im SDS-Gel induzieren kann. Um
den potentiellen Liganden aus dem Pflanzenextrakt zu isolieren, wurden nachfolgend verschiedene Pull-
down Versuche mit Pflanzenextrakt durchgefiihrt. Fiir den Pull-down wird der Umstand genutzt, dass
das TCTP C-terminal den 6xHistidin-7ag besitzt. Hierdurch kann das Protein zunichst an einer Ni-
NTA-Matrix immobilisiert werden und im Anschluss mit dem Pflanzenextrakt inkubiert werden. Nach
anschlieendem Waschen mit einem Waschpuffer mit niedriger Salzkonzentration und wenig Imidazol
um unspezifische Bindungen mit der Nickelmatrix zu minimieren, wurde das TCTP im Anschluss mit
EDTA von der Sdule eluiert. Als Kontrolle wurde parallel Pflanzenextrakt ohne TCTP mit der Ni-NTA-
Matrix inkubiert, gewaschen und eluiert. Dariiber hinaus wurde eine mit Pflanzenextrakt behandelte
TCTP-Probe mit 1 M NaCl gewaschen, um insbesondere unspezifische Bindungen zwischen

Pflanzenproteinen und Nickelmatrix zu entfernen.
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Tabelle 15. Mégliche niedermolekulare Liganden fiir das TCTP im Pflanzenextrakt von A. thaliana. Neben den
bekannten niedermolekularen Interaktionspartnern Hemin und Artemisinin konnten weitere mogliche Liganden fiir das TCTP
identifiziert werden.

Ligand Absorptionsmaxima [nm] Struktur

Chlorophyll a 666 nm (220)

Chlorophyll b 653 nm (220)

B-Caroten 442 nm, 471 nm (221)

Hemin 388 nm (222)

Artemisinin

Farnesol " .

Hy Hy Hy

HC,, H
Rhamnose Ho/@;

Sofern der mogliche Ligand im Pflanzextrakt dhnlich hydrophob wie das Hemin ist, sollte dieser
weiterhin am TCTP gebunden bleiben und nur ionische Interaktionen beseitigt werden. Die eluierte
Probe zeigte eine leicht griin-gelbliche Farbe auf, die ebenso in der mit 1 M NaCl gewaschenen Probe
sichtbar war.

Da durch die EDTA-Elution auch das Nickel von der NTA-Matrix entfernt wurde, kénnte die Farbe
auch durch das Nickel verursacht worden sein. Allerdings konnte die Verfarbung des Eluates in der
Pflanzenextraktkontrolle nicht beobachtet werden. Der Extraktionspuffer wurde so gewéhlt, dass neben
zytosolischen Proteinen auch die Proteine der Organellen, wie Chloroplasten, freigesetzt wurden,
wodurch eine tief griine Farbe des Extraktes sichtbar war.

Da die beobachtete Farbe des TCTP-Eluates auf viele verschiedene chemische Verbindungen

zuriickgefilhrt werden kann, beispielsweise auf das bereits verwendete Hemin, als auch auf
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Chlorophylle, Xantophylline und Carotinoide, wurde fiir die Identifizierung des Liganden ein UV/Vis-
Spektrum zwischen 280 und 900 nm von dieser Probe aufgenommen (Abbildung 24¢ und d). Dabei
konnte ein Absorptionsmaximum bei etwa 670 nm detektiert werden, welches fiir Chlorophyll a als
Ligand sprechen wiirde (Tabelle 15). Andere haufig in Pflanzen vorkommende farbige Substanzen wie
Chlorophyll b und B-Carotene besitzen deutlich unterschiedliche Absorptionsmaxima und schieden
daher als mogliche Liganden aus. Gleiches galt fiir Hemin, da Hemin zum einen nur in Spuren in
Pflanzen vorkommt und zum anderen ein Absorptionsmaximum bei 388 nm besitzt. Chlorophyll besteht
wie das Hemin mit dem Chlorin aus einem Porphyrin-dhnlichen Ringsystem mit einem zentral
koordinierten Magnesium-Ion anstelle des Fe(Il)- Ions im Hemin. Dariiber hinaus besitzt das
Chlorophyll a eine zusédtzliche lange hydrophobe Seitenkette, die das Chlorophyll an hydrophobe
Proteine in der Thylakoidmembran verankert.

Somit kénnte die hohe strukturelle Ahnlichkeit zwischen beiden Molekiilen die Bindung des
Chlorophylls an das TCTP erklédren. Da in der Pflanzenextrakt-behandelten Probe kovalente Oligomere
im SDS-Gel beobachtet werden konnten und dies bislang nur fiir die Bindung von TCTP an Hemin und
Artemisinin beschrieben wurde, stellte sich nun die Frage, ob dhnliche Substanzen wie das Artemisinin
im Pflanzenextrakt vorlagen, die die zuvor entstandenen nichtkovalenten Dimere miteinander
verkniipfen konnten. Hierfiir wurden die im Gel sichtbaren Banden aus einem zweiten nicht gefarbten
Gel, in dem die Proteine nicht fixiert vorlagen, ausgestochen, einzeln mikroeluiert und anschlieBend in
Zusammenarbeit mit Aleksandra Skyrisz (AG Willmitzer, MPI Potsdam-Golm) iiber GC-MS/MS
analysiert. Parallel dazu wurden mit Pflanzenextrakt-behandelte TCTP-Proben mit 90% Aceton, 10 %
Methanol und10 mM DTT gefillt, der Uberstand eingedampft und sowohl das Proteinpellet als auch der
eingedampfte Uberstand mittels GC-MS/MS analysiert. Dabei konnten zwei mdgliche Substanzen
identifiziert werden, die moglicherweise an das TCTP gebunden haben konnten. Dazu gehorten die
Rhamnose als auch Farnesol. Da aufgrund sehr schwacher Signale im Massenspektrum diese
Substanzen nicht eindeutig identifiziert werden konnten, sind auch strukturell dhnliche Substanzen
weiterhin als mogliche Liganden denkbar. Rhamnose als Zucker sollte im SDS-Gel vom Protein
dissoziieren kdnnen, weshalb diese als Ligand ausgeschlossen wurde. Allerdings konnte das Farnesol
als hoch hydrophobe Substanz die Behandlung mit SDS unverédndert iiberstehen und wurde daher als
moglicher Ligand in Betracht gezogen.

Eine Artemisinin-dhnliche Substanz konnte somit nicht identifiziert werden. Um zu {iberpriifen ob
Artemisinin zusammen mit Hemin ebenfalls in der Lage ist das pflanzliche TCTP kovalent zu
verkniipfen oder ob diese Beobachtung nur mit dem Chlorophyll und einer weiteren unbekannten
Substanz im Pflanzenextrakt moglich ist, wurde TCTP sowohl mit Hemin, Artemisinin, Pflanzenextrakt
als auch in Kombination zunéchst bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend auf ein 12 %iges
SDS-Gel aufgetragen. Eichhorn er al. zeigten bereits, dass die Dimerisierung umso effizienter
stattfindet, sofern Ascorbinsdure als Reduktionsmittel fiir das koordinierte Fe(II) mit hinzugegeben

wurde (86).
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Abbildung 25. In vitro-Dimersierungsassay mit Hemin, Artemisinin sowie proteinfreiem Zellextrakt. Ob Hemin
gebundenes TCTP in Gegenwart von Artemisinin und Ascorbinséure kovalent verkniipft werden konnte, wurde iiber SDS-
Gel-Analysen iiberpriift. Dabei konnte keine Dimerisierung mit Hemin und Artemisinin induziert werden und war nur in
Gegenwart von proteinfreiem Pflanzenextrakt (PlantEx) zu beobachten (a), was auf kleine Artemisinin-dhnliche
Substanzen im Extrakt hindeutete. Dass Hemin an das TCTP gebunden hatte konnte neben der entstandenen Doppelbande
im Gel auch an der Farbung der Banden im ungefarbten SDS-Gel bestitigt werden (b).

Emneut zeigte sich, dass Hemin selbst, als auch in Kombination mit Artemisinin und Ascorbinsiure,
nicht in der Lage war kovalente Dimere zu bilden, wéihrend die mit Pflanzenextrakt behandelte Probe
deutlich Dimere und groBere Aggregate zeigte (Abbildung 25). Zur weiteren Eingrenzung der
moglichen Substanzen, die fiir die kovalente Verkniipfung verantwortlich sein kénnten, wurde das
Pflanzenextrakt zuvor mit 90% Aceton,10 % Methanol,10 mM DTT fraktioniert und nur die 16sliche,
proteinfreie Phase fiir die TCTP-Behandlung verwendet. Hier zeigte sich, dass auch das proteinfreie
Extrakt in der Lage war die Oligomerisierung zu induzieren.

Es ist somit anzunehmen, dass im Gegensatz zu den tierischen Homologen, bei den pflanzlichen TCTPs
die Dimerisierung nicht auf Grundlage des seltener vorkommenden Hemins durchgefiihrt wird, sondern
diese vielmehr auf das hadufiger auftretende Chlorophyll zuriickzufiihren ist.

Die Dimerisierung nach Ligandenbindung hat eine wichtige Funktion innerhalb der Zelle. Freies Hemin
in tierischen Zellen fordert die Bildung von ROS, was wiederum zu oxidativem Stress bis hin zur
Apoptose fiihren kann. Somit soll durch Binden des freien Hemins durch das TCTP die Bildung von
ROS unterdriickt werden (84). Durch eine anschliefende Dimerisierung konnte am humanen TCTP
gezeigt werden, dass eine Cytokin-dhnliche Aktivitdt induziert wird, die in monomerer Form nicht
vorliegt (223, 224). Aufgrund dieser Eigenschaft wird das menschliche TCTP auch Histamine releasing
factor genannt (HRF). Da in Pflanzen Hemin nur in geringen Mengen vorliegt, konnte sich die
Ligandenspezifitdt der TCTP-Homologe in Richtung anderer Hemin-dhnlicher Substanzen, wie zum
Beispiel Chlorophylle, verdndert haben, um einen dhnlichen Effekt innerhalb der Pflanze auslosen zu

konnen.
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3.2.2.3 Insilico Docking Versuche und Affinititsmessungen vom Hemin und weiterer
identifizierter Liganden

Die moglichen Bindungsstellen vom Hemin an das TCTP sind bislang unbekannt. Fiir das menschliche
TCTP konnte allerdings eine Bindestelle in der Nahe der Loop-Region experimentell bestimmt werden
(84). Zur Bestimmung, wo mdgliche Bindeepitope fiir Hemin, Artemisinin und andere mogliche
Liganden lokalisiert sind, wurden zuerst liber FTmap Bindestellen identifiziert, die fiir die Liganden in
Erwigung kommen wiirden (225). Uber den FTmap Server wurden dazu 16 verschiedene kleine
Molekiile der Grofle von Ethanol bis zu Benzaldehyd und Phenol mit moglichst niedriger
Bindungsenergie an die 3D-Struktur des iTasser Modells gedockt. Bereiche, in denen sich mehrere
dieser kleinen Liganden anhduften, bildeten dabei lokale Cluster, die mogliche Bindeepitope fiir
potentielle Liganden darstellten.

Insgesamt konnten drei Bereiche im Strukturmodell identifiziert werden, in denen mehrere kleine
Molekiilgruppen erfolgreich gedockt werden konnten. Zwei dieser Bereiche lagen in ndherer Umgebung
zum Loop, wihrend eine andere Region in der Ndhe des C-Terminus lokalisiert war (Abbildung 26a).
Allen drei Epitopen gemein ist deren hydrophober Charakter. Die Interaktionen zwischen dem Hemin
und dem TCTP erfolgten im Wesentlichen iiber kurze Aminosaurereste wie Alanin, Glycin und Valin,
die mit dem ungeladenen Porphyrin-Ring interagierten und nicht mit den geladenen Seitengruppen des
Liganden. Diese drei Bereiche bildeten somit mogliche Bindestellen fiir das Hemin und die anderen
Liganden. Zur Uberpriifung, ob das Hemin in einem oder mehreren dieser Bereiche binden konnte,
wurde {iber das Programm Autodock Vina verwendet, wobei auch erste Abschétzungen der Affinitdten
getroffen wurden (130). Dabei wurden die 20 hiufigsten Konformationen iiber 25 Iterationen in drei
voneinander unabhdngigen Dockingexperimenten berechnet. Die Bindungstaschen, die mit
gleichbleibender Affinitdt berechnet werden konnten, wurden anschlieBend fiir genauere
Untersuchungen herangezogen. Die Affinitdt (K;) wurde dabei aus der berechneten Bindeenergie (AG)

iiber die Gleichung [8] mit T =298.15 K und Rea = 1.98719 berechnet.

AG
KI = eRcal*T [8]

Fiir Hemin wurden dabei zwei mogliche Bindestellen identifiziert, wobei Affinitdten zwischen 3 und 4
uM fir beide Bindestellen berechnet wurden (Tabelle 16). Als Grundlage fiir die
Affinitdtsberechnungen der Liganden an das TCTP wurde das Rigid Body Docking verwendet, das auf
der Annahme beruht, dass durch Binden der Molekiile keine Strukturverdnderungen in der Bindetasche
des Proteins induziert werden. AuBBerdem wurde fiir das Docking kein spezifisches Epitop zum Docken
spezifiziert, sondern vielmehr ein Random Docking durchgefiihrt, bei dem die komplette
Proteinoberfldche fiir Berechnungen zur Verfiigung stand. Hierdurch konnten zwar einige wenige

Epitope identifiziert werden, jedoch konnte aufgrund der beiden festgelegten Parameter (Random
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Abbildung 26. In silico Docking Ergebnisse fiir das TCTP aus A. thaliana am iTasser Oberflichenmodell. Uber den
FTmap Server konnten drei Cluster identifiziert werden, in denen mehrere Molekiilgruppen gedockt werden konnten (a).
Die Bindung von Hemin wurde iiber das Docking Programm AutoDock Vina iiberpriift, wobei zwei der drei zuvor
ermittelten Regionen als mogliche Bindestellen fiir das Hemin berechnet wurden (b). Anhand von MS-Daten konnten
diese Taschen als mogliche Bindestellen fiir das Hemin bestétigt werden (rot markierte Bereiche).

Docking, Rigid Body) keine genaue Affinitiat des Hemins an das TCTP bestimmt werden. Diese konnte
nur abgeschitzt und musste experimentell tiberpriift werden. Dass durch das Binden der Liganden keine
Verinderung der Sekundérstruktur induziert wird, konnte bereits in den CD-Messungen gezeigt werden.
Da allerdings iiber die anschlieBenden SAXS-Messungen eine Anderung der Konformation des Loops
beobachtet werden konnte, musste angenommen werden, dass insbesondere Affinititen, die flir das
Hemin in der Ndhe des Loops berechnet wurden, unter Umsténden stark von der wirklichen Affinitat
abwichen.

Da der Hemin:TCTP-Komplex auch im SDS Gel erhalten blieb und zwei markante Banden im Gel
zeigte, wihrend freies Protein nur eine Bande bildete (Abbildung 25), wurden zur experimentellen
Bestimmung der Bindetaschen die jeweiligen Banden aus dem Gel ausgeschnitten, die Proteine mit
Trypsin in-Gel verdaut und anschlieBend massenspektrometrisch analysiert, um Unterschiede im
Peptidmuster feststellen zu konnen.

Im Gegensatz zu freiem TCTP, welches als Kontrolle ebenfalls analysiert wurde, zeigte sich bei beiden
Hemin:TCTP-Proben, dass zusitzliche Miscleavages auftraten. Wahrend in der Kontrollprobe nur
vereinzelt einzelne Miscleavages auftraten, erhohte sich die Anzahl dieser in beiden Hemin-Proben auf
iiber zwei pro Peptid.

Das Binden von Hemin in diesen Bereichen des Proteins kdnnte somit zur Folge gehabt haben, dass die
Schnittstelle fiir das Trypsin durch die Bindung des Liganden blockiert wurde und somit zusitzliche
unverdaute Peptide auftraten, die auch nach verldngerter Inkubationszeit von 24 h nicht verschwanden.
Die ungeschnittenen Peptide konnten anschlieBend zwei Regionen im Protein zugeordnet werden und
lagen nicht iiber das Protein zufillig verteilt (Abbildung 26b). Die Regionen in denen zusétzliche
Miscleavages auftraten umfassten, die drei durch den FTmap Server ermittelten Bereiche in denen
mogliche Liganden binden kénnten. Cluster 1 und III wurden zusétzlich tiber das Programm Autodock
Vina als mogliche Bindestellen fiir das Hemin berechnet. Obwohl ebenfalls Cluster 11 im Bereich der
Miscleavages lag, konnte hier jedoch keine Heminbindung mit hoher Affinitat gedockt werden und

wurde diesbeziiglich nicht weiter betrachtet.
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Ahnliche Beobachtungen konnten fiir das humane TCTP gemacht werden (84). Ebenfalls konnten nach
Bindung von Hemin an das TCTP mehrere Peptide identifiziert werden, die nur partiell verdaut wurden.
Die dabei identifizierte Bindestelle im humanen TCTP fiir das Hemin entsprach dem méglichen Cluster
1im A. thaliana TCTP. Dabei konnten zwei aufeinanderfolgende Histidine an den Positionen 76 und 77
im humanen TCTP als mafigeblich an der Heminbindung beteiligte Aminosduren identifiziert werden,
von denen eines in allen Organismen hochkonserviert vorliegen sollte. Ein Austausch dieser beiden
Histidine gegen zwei Alanine fiihrte zum Verlust der Heminbindung. Daher wird vermutet, dass das
zentral koordinierte Fe(II) Ion im Porphyrin-Ring mit den Histidinseitengruppen interagiert und somit
das Hemin in der Bindetasche stabilisiert, wihrend sonst nur hydrophobe Interaktionen vorherrschen.
Weitere Heminbindestellen wurden fiir das humane TCTP nicht gefunden.

Bhisutthibhan et al. konnten zum einen fiir das TCTP aus Plasmodium falciparum ebenfalls die
Dimerisierung des Proteins beobachten. Zusétzlich konnte die Bindung zweier Heminmolekiile pro
TCTP Molekiil beschrieben werden, wobei die genauen Stellen weiterhin unbekannt sind (87).
Interessanterweise besitzen sowohl das TCTP aus 4. thaliana als auch aus P. falciparum die fiir die
Heminbindung als erforderlich postulierten Histidine nicht. Stattdessen konnten an gleicher Position
entweder FR oder aber FQ als Aminosdureduplett gefunden werden, welches ausgeschlossen von TCTP-
Homologe aus Séugetieren, sowohl in den pflanzlichen, Plasmodien- und Hefe- TCTP-Homologen zu
finden war (Abbildung 18a). Da diese Spezies hinsichtlich des Grades der Konservierung der beiden
Histidine durch Lucas et al. (84) nicht mit einbezogen wurden, konnte die Annahme, dass zumindest
ein Histidin vorhanden sein muss, um eine Heminbindung zu erméglichen, falsch sein.

Stattdessen kdnnte eine aromatische Aminosédure in Kombination mit einer neutralen bis basischen die
fehlenden Histidine komplementieren, was durch zwei Alanine nicht mehr moglich war.

Allerdings konnten die Histidine eine hohere Affinitdt des Hemins an das TCTP zur Folge haben. So ist
fur das humane TCTP, welches beide Histidine an Position 76 und 77 besitzt eine
Dissoziationskonstante (Kp) von 4.8 uM bestimmt worden, wahrend fiir das Homolog aus P. falciparum
ohne die beiden Histidine die Kp bei etwa 18 uM lag. Somit konnte die Art der Aminosduren an den
Positionen 76 und 77 die Affinitdt des Hemins an das TCTP festlegen und nicht die Bindung im
Allgemeinen. Fiir das TCTP aus 4. thaliana konnte iiber die in silico-Docking Versuche eine Affinitdt
von 3 bis 4 uM berechnet werden, was niher an den Werten des humanen TCTPs lag.

Zur experimentellen Bestimmung der Kp wurden zwei verschiedene Bindeassays durchgefiihrt. Zum
einen wurde wie bereits beschrieben die intrinsische Tryptophanfluoreszenz ausgenutzt (84). Hierbei
wird der Umstand ausgenutzt, dass Tryptophan im UV-Bereich bei 280 bis 295 nm angeregt werden
kann und dabei zwischen 310 und 450 nm Licht emittiert. Diese Fluoreszenz ist abhingig von der
lokalen Umgebung des Tryptophans. Durch Anderungen des lokalen Milieus (zum Beispiel pH-Wert
oder lonenstirke) oder der Interaktion mit benachbarten Aminoséureresten kann diese Fluoreszenz
unterdriickt werden, beziehungsweise fiihrt zu einer Verschiebung des Wellenlingenmaximums

(Quench-Effekt).
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Abbildung 27. Affinititsmessungen zwischen TCTP und den Liganden Hemin und Farnesol. Die Affinitit zwischen
TCTP und Hemin wurde {iiber drei verschiedene Methoden bestimmt. Hierzu wurde {iiber die intrinsische
Tryptophanfluoreszenz (a), dem Fluoreszenzverlust von gelabeltem TCTP (b) und iiber MicroScale Thermophorese (c) die
Affinitdten zum Hemin bestimmt. Zum Vergleich wurde ebenfalls Farnesol mittels Thermophorese iiberpriift (d). Die
Qualitdt und berechneten Dissoziationskonstanten flir die Heminbindung variierten in Abhéngigkeit von der verwendeten
Messmethode stark voneinander (e).

Durch Binden eines Liganden und einer entsprechenden lokalen Strukturverdnderung in der Nahe des
fluoreszierenden Tryptophans kann die Abnahme der Fluoreszenz mit der Affinitdt des bindenden
Liganden in Korrelation gesetzt werden. Das A. thaliana TCTP besitzt im Gegensatz zum humanen
TCTP zwei Tryptophane, die in der Nahe des Clusters 1 und III lokalisiert sind und somit eine
Untersuchung beider vorhergesagten Bindestellen fiir das Hemin durch die intrinsische Fluoreszenz
erlaubte.

Dazu wurde in Triplikaten bei steigender Heminkonzentration gegen 5 pM TCTP (Abbildung 27a) die
Verianderung des Maximums bei etwa 330 nm bestimmt. Ebenfalls wie beim humanen TCTP konnte
mit steigender Heminkonzentration ein zunehmender Quenching-Eftekt beobachtet werden. Die daraus
berechnete Kp betrug 10 pM + 1 pM, welche im Vergleich zum humanen TCTP in etwa doppelt so hoch
war, gleichzeitig jedoch nur etwa halb so hoch wie fiir das Plasmodium falciparum TCTP.

Trotz nicht vorhandener Histidine konnte somit eine relativ gute Affinitit von Hemin zum pflanzlichen
TCTP bestimmt werden, die zwischen der vom humanen und P. falciparum TCTP lag. Zur Uberpriifung
der bestimmten Kp, wurde die Affinitét parallel iber MicroScale Thermophorese Messungen ermittelt.
Hierzu wurde zum einen ein Lysin-reaktiver und ein Cystein-reaktiver Fluoreszenzfarbstoff verwendet
und das Protein damit moglichst dquimolar gelabelt. Lysin-gelabeltes TCTP konnte fir die MST-
Messungen nicht verwendet werden, da mit steigender Heminkonzentration die Fluoreszenz des
gekoppelten Farbstoffes abnahm. Die beobachtete Abnahme der Fluoreszenz kann durch zwei moégliche
Phianomene erkldrt werden. Einerseits konnte das Binden des Liganden an das TCTP in der Néhe der
fluoreszenz-gekoppelten Aminosdure mit der Fluoreszenz interferieren. Andererseits kann die

Fluoreszenz allein durch Andern des umgebenen Milieus nach Zugabe des Liganden beeintrichtigt
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werden, ohne dass eine Bindung des Liganden an das Protein stattfindet. Sofern der Fluoreszenzverlust
aus der Bindung des Liganden resultiert, konnte daraus ebenfalls wie bei den Quenching-Versuchen die
Affinitdt bestimmt werden.

Zur Uberpriifung welches der beiden moglichen Phinomene den Fluoreszenzverlust bewirkte wurde das
Lysin-gelabelte TCTP einerseits nativ im MST Puffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, 0.05 % Tween-20) belassen und andererseits eine Probe in 1x SDS Ladepuffer fiir 5 min bei 95
°C hitzedenaturiert. Die Fluoreszenz der nativen als auch der denaturierten Probe wurde miteinander
verglichen. Im Anschluss wurde zu beiden Proben 50 uM Hemin hinzugegeben und die Fluoreszenz
erneut gemessen. Dabei zeigte sich ein Fluoreszenzunterschied nach Zugabe von Hemin nur in den
nativen TCTP-Proben, wihrend Fluoreszenz in den denaturierten Proben mit und ohne Hemin konstant
blieb. Somit konnte von einem bindungsabhéngigen Fluoreszenzverlust ausgegangen werden, was die
Berechnung der Dissoziationskonstante erlaubte. Eine zuséitzliche Verdnderung der Fluoreszenz in den
denaturierten Proben hingegen hétte hingegen auf eine Abhéngigkeit der Fluoreszenz vom umgebenen
Milieu hingedeutet und eine Berechnung der Kp nicht ermoglicht.

Uber die Fluoreszenzverluste konnte hier eine Affinitit zum Hemin zwischen 20 und 25 pM bestimmt
werden, die in etwa doppelt so hoch war, wie bei den zuvor gemessenen Quench-Versuchen (Abbildung
27b). Unter der Annahme, dass im atTCTP ebenfalls zwei Heminbindestellen vorhanden sind, konnte
die beobachtete schwichere Affinitét auf das Binden in der niedrigaffinen Tasche erklért werden. Durch
die Docking Berechnungen kommen Cluster I und III als mogliche Bindeepitope in Frage. Cluster 111
besitzt im Gegensatz zu Cluster 1 ein frei zugingliches Lysin, welches Fluoreszenz-gekoppelt werden
konnte. Sofern diese Bindetasche eine geringere Affinitdt fiir Hemin besitzt als Cluster 1, konnte die
Bindung vom Hemin in Cluster III durch den Fluoreszenzverlust nach Binden von Hemin bestimmt
worden sein. Die Bindung des Hemins in Cluster I konnte unter dieser Annahme nicht gemessen werden.
Folglich konnte die Diskrepanz zwischen beiden Messmethoden auf das Binden von Hemin in
unterschiedlichen Epitopen am Protein erkléart werden, die durch das Tryptophan-Quenching und den
Fluoreszenzverlust beim gelabelten Protein gemessen wurden. Eine andere Erklarung fir die
schwichere Bindung wire, dass an der Heminbindung beteiligte Lysine durch die Kopplung an den
Fluoreszenzfarbstoff sterisch wie ionisch blockiert wurden, sodass Interaktionen zwischen Lysin und
Hemin reduziert, beziehungsweise nicht mehr moglich sind und somit die Affinitdt des Liganden
reduziert wurde.

Thermophorese-Messungen konnten mit dem Cystein-gelabelten TCTP durchgefiihrt werden. Da das
einzige Cystein im Protein auflerhalb aller moglichen Bindetaschen fiir das Hemin lag, konnte kein
Fluoreszenzverlust beobachtet werden. Die nachfolgenden MST-Messungen ergaben eine Affinitit von
1.6 uM was deutlich unter den iiber das Quenching und den Fluoreszenzverlust ermittelten Werten lag.
Die experimentell iiber MST-Messungen ermittelten Affinitéten entsprachen in etwa den zuvor {iber das
Docking berechneten Werten (Tabelle 16) und lagen im Bereich der fiir das humane TCTP bekannten

Affinitdt von etwa 5 uM. Jedoch bestand eine grof3e Diskrepanz der {iber Thermophorese und der {iber
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Tryptophan-Quenching und Fluoreszenzverlust ermittelten Kp-Werte. Die bestimmten Affinitéten {iber
das Tryptophan-Quenching und den Fluoreszenzverlust des gelabelten Proteins basieren beide darauf,
dass der Ligand in der Ndhe der fiir die Fluoreszenz-verantwortlichen Aminosaurereste bindet. Somit
sind diese Methoden stark abhéngig davon wo diese verantwortlichen Aminosédurereste im Protein
lokalisiert sind. Im Gegensatz dazu wird in den Thermophorese-Messungen nicht die Anderung der
Fluoreszenz gemessen, sondern die unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeit von liganden-
gebundenem und freiem Protein. Diese ist somit unabhingig von der Lokalisation einzelner
Aminosdurereste und erlaubt es die Bindung in der hochaffinen Bindetasche zu analysieren.

Die Affinitdt, die tiber die Tryptophan-Quenching Experimente ermittelt wurde, lag zwischen der iiber
die Thermophorese-Messung und der iiber den Fluoreszenzverlust des gelabelten Proteins bestimmten
Werte. Lucas et al. konnten iiber die Tryptophan- Quenching Methode die Affinitdt von Hemin an das
humane TCTP auf einen Wert von 4.8 uM festlegen (84). Da das humane TCTP im Gegensatz zum
Homolog aus A. thaliana kein Tryptophan besal3, wurde in der Nédhe der zu erwartenden Bindetasche
im humanen TCTP ein Tryptophan eingefiigt, um die Messung zu ermoglichen. Dies musste fiir das 4.
thaliana TCTP nicht durchgefiihrt werden, da intrinsisch zwei Tryptophane im Protein vorlagen.
Allerdings war jedes Tryptophan in unterschiedlich postulierten Bindetaschen lokalisiert. Trp36 befand
sich in Néhe des Cluster 1, wihrend Trp30 in Cluster 1II lokalisiert war. Als Folge konnte die
Fluoreszenz, bezichungsweise das Quenchen beider Tryptophane durch die Heminbindung beeinflusst
werden. Stark unterschiedliche Affinitéten zeigen eine doppelt-sigmoidale Sattigungskurve. Affinitéten,
die nur geringfiigig unterschiedlich sind, laufen indes in einer einzigen Sattigungskurve ineinander und
werden somit als eine durchschnittliche Affinitdt bestimmt.

Die Affinitdt des schwécher bindenden Epitops hitte tiber die Thermophorese-Messungen bestimmt
werden konnen. Allerdings konnte bei hohen Heminkonzentrationen oberhalb von 25 uM erneut ein
Fluoreszenzverlust beobachtet werden, obwohl anstelle des Lysin-gekoppelten Farbstoffes ein Cystein-
gekoppeltes Protein verwendet wurde. Das Cystein ist jedoch in relativer Nidhe zur Bindetasche II1, so
dass bei geniigend hohen Heminkonzentrationen auch dieses in dessen Fluoreszenz beeinflusst wird.
Infolge dessen mussten Proben mit héherer Heminkonzentration aus den Messungen ausgeschlossen
werden und erlaubten keine Bestimmung der zweiten Affinitdt tiber die Thermophorese.
Zusammenfassend kann daraus postuliert werden, dass die von Lucas et al. bestimmte Bindetasche auch
im TCTP aus A. thaliana vorhanden ist und eine dhnliche Affinitit aufweist, obwohl die als maBgeblich
an der Bindung beteiligten Histidine im 4. thaliana Homolog fehlen. Des Weiteren konnte eine zweite
schwéchere Region definiert werden, in der Hemin mit einer durchschnittlichen Affinitidt von 25 pM
binden konnte. Diese Affinitdt entsprach in etwa der fiir das P. falciparum TCTP, fiir welches ebenfalls
zwei Heminbindestellen postuliert wurden. Da mehrere Bindestellen vorzuliegen schienen und die
unterschiedlichen Bindeassays unterschiedlich stark dadurch beeinflusst wurden, ergaben sich teils

signifikante Unterschiede in der Affinitdt von Hemin.
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Tabelle 16. Berechnete Affinititen verschiedener méglicher Liganden fiir das TCTP aus A. thaliana. Die gemessenen
Affinitdten basieren auf den in silico-Docking Ergebnissen, das durch ein Random Docking mit Autodock Vina durchgefiihrt
wurde. Die Liganden wurden dabei von hochster zu niedrigster Affinitét sortiert. Fiir Hemin, Artemisinin und Farnesol wurden
tiber Fluoreszenz- und MST-Messungen experimentell die Dissoziationskonstanten bestimmt.

Ligand Tasche Bindeenergie kI Anzahl Kvtz)l:lft;l;)mationen G:Ifliliensistgtle

Chlorophyll a 2 -9.1 kcal/mol 0.2 uM 10

1 -8.3 kcal/mol 0.8 uM 9
Hemin 3 -7.5 kcal/mol 32 uM 6 1.6 -25 yM

1 -7.3 kcal/mol 4.5 M 12
Artemisinin 1 -7.5 keal/mol 32uM 9 > 100 uM
Farnesol 2 -6.3 kcal/mol 24 uM 12 > 100 uM
Rhamnose 3 -4.8 kcal/mol 303 uM 6

In ¥Ca Overlay Assays konnte bereits eine Calciumbindeeigenschaft fiir das TCTP aus A. thaliana
nachgewiesen werden, jedoch fehlten bislang Informationen iiber die Affinitdt dieses lons zum Protein
(88). Fiir das menschliche TCTP ist eine Affinitét fiir das Calcium von 8 mM bestimmt worden (84).
Da allerdings nur das C-terminal getaggte TCTP 16slich hergestellt und aufgereinigt werden konnte,
waren mogliche Calcium-Affinitdtsmessungen nicht moéglich, da der verwendete HisTag ebenfalls das
Calcium binden wiirde und somit nicht die Bindung zwischen Ion und Protein, sondern zwischen Ion
und Tag untersucht werden wiirde. Insbesondere aufgrund der vorhergesagten schwachen Bindung des
Calciums an das Protein wire eine Bestimmung so unmoglich.

Weitere bekannte niedermolekulare Interaktionspartner wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Affinitét
zum A. thaliana TCTP iiberpriift. Hierzu wurden Artemisinin als bekannter Interaktionspartner als auch
Chlorophyll a, Farnesol und Rhamnose als neu entdeckte mogliche Liganden zunéchst iiber in silico
Docking Experimente mit Hemin verglichen. Insgesamt konnte das bereits iiber Pull-down Versuche
beobachtete Binden von Chlorophyll a auch in den Docking Versuchen bestitigt werden. Dies schien
im Vergleich zum Hemin eine signifikant hohere Affinitdt zu besitzen und als mogliches Bindeepitop
wurde ebenfalls Cluster 1 vorhergesagt (Tabelle 16). Die hochste Affinitdt konnte fiir Cluster 11
vorhergesagt werden, in das Hemin nicht gedockt werden konnte.

Experimentell konnte die Interaktion des TCTPs zu Chlorophyll a nicht {iberpriift werden, da hochreines
Chlorophyll a nicht zur Verfiigung stand. Die Affinitdt von Artemisinin als weiterer bekannter Ligand
konnte bereits fiir das pfTCTP mit einer Affinitdt von 77 bis 120 uM experimentell bestimmt werden.
Trotz der sehr schwachen Affinitdt konnte dabei durch Artemisinin die kovalente Dimerisierung

induziert werden (86). Die zuvor liber Docking-Experimente bestimmte Bindungsenergie von
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-6.5 kcal/mol (Ki: 17 uM) ergab jedoch eine deutlich hohere Affinitit des Artemisinins, als
experimentell bestimmt wurde. Ubereinstimmend zu diesen Beobachtungen fiir das pfTCTP konnte in
Docking Versuchen fiir das atTCTP ebenfalls eine hohere Affinitdt von Artemisinin berechnet werden
und lag im Bereich der Affinitit vom Hemin, wobei die gleiche Bindetasche vorhergesagt wurde
(Cluster 1). In anschlieBenden experimentellen Messungen iliber MST konnte allerdings innerhalb des
Messbereichs von 2 nM bis 100 uM keine Sattigungskurve beobachtet werden, weswegen ebenfalls von
einer Affinitdt von tiber 100 uM auszugehen ist und somit die Interaktion nur als gering affin anzusehen
war. Die weiter entdeckten Liganden Farnesol als auch Rhamnose wurden ebenfalls ndher untersucht.
Wahrend fiir das Farnesol eine annehmbare Affinitdt berechnet werden konnte, war die iiber die Docking
Versuche bestimmte Affinitdt fiir Rhamnose bereits deutlich oberhalb von 100 uM und wurde im
Gegensatz zum Farnesol nicht weiter experimentell {iberpriift. Farnesol mit einer berechneten Affinitit
von 24 uM zeigte erst ab einer Konzentration von 50 pM den Beginn der sigmoidalen Kurve (Abbildung
27d). Hohere Werte als 100 uM konnten nicht gemessen werden, da aufgrund der hohen
Hydrophobizitit von Farnesol die Loslichkeit des Liganden im MST-Puffer erreicht wurde. Somit zeigte
sich ebenfalls fiir Farnesol, dass keine annehmbare Affinitit zwischen Ligand und TCTP vorlag, wie sie
auch fiir das Artemisinin bereits beobachtet wurde. Die teilweise groBen Unterschiede zwischen in silico
und experimentell bestimmten Bindungskonstanten konnen unter anderem auf die Art des Dockings
zuriickgefiihrt werden, wie bereits fiir das Hemin Docking beschrieben wurde.

Insbesondere fiir die kleinen Liganden mit unbestimmten Affinitdten und Bindeepitopen konnte das als
Berechnungsgrundlage verwendete in silico Modell zu falsch-positiven Ergebnissen im Docking fihren,
da weiterhin keine Kristallstruktur vom atTCTP existiert. Das Modell beruht auf struktureller
Ahnlichkeit zu homologen Proteinen, allerdings konnen sich zwischen den Kristallstrukturen Form und
Position von méglichen Bindetaschen teilweise stark unterscheiden. Dariiber hinaus wurde ein Random
Docking durchgefiihrt, wobei die Oberflache des Proteins als rigide und nicht flexibel festgelegt wurde.
Mit der Ligandenbindung konnen jedoch lokal strukturelle Verdnderungen einhergehen und
entsprechend die Affinitdt beeinflussen. Da die Bindetaschen vorher nicht bekannt waren und somit
keine Aminosduren als flexibel festgelegt werden konnten, ist der beobachtete Unterschied zwischen
Vorhersage und Experiment entsprechend hoch. Als weiteren Punkt, der bisher nicht beriicksichtigt
wurde, ist, dass eine Kombination aus mehreren Liganden existieren konnte. Durch Binden eines
hochaffinen Liganden, wie Hemin oder Chlorophyll a kdnnte die Affinitét fiir einen weiteren Liganden
beeinflusst werden. Ebenfalls konnte eine Dimerisierung des Proteins, wie im Pflanzenextrakt gesehen,
den gleichen Effekt auslosen. Dieser Mechanismus wurde bereits fiir die Aktivitidt von Artemisinin
postuliert. Die experimentell bestimmte Affinitit von Artemisinin an das pfTCTP ist stark abweichend
von der ICs fiir die Inhibition des Parasitenwachstums. Sodass die Wirkung von Artemisinin darauf
zuriickgefiihrt wird, dass erst zuvor gebildete TCTP-Dimere durch Artemisinin modifiziert werden

konnen, wahrend monomeres Protein durch Artemisinin nicht verdndert wird (86).
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Dieser konzertierte Effekt mehrerer Liganden, beziehungsweise die oligomerisierungsspezifische

Ligandenbindung miisste in zukiinftigen Studien noch ndher untersucht werden.

3.2.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnten fiir das atTCTP Interaktionspartner sowohl auf Protein- als auch
niedermolekulare Ebene identifiziert werden. Ein GroBteil aller identifizierten Proteine konnten bereits
in anderen Organismen und mit anderen Detektionsmethoden als mogliche Interaktionspartner fiir das
TCTP gefunden werden. Jedoch blieb bislang die Frage offen, ob diese Interaktionen zum einen auch in
Pflanzen moglich sind und zum anderen ob diese Interaktionen auch im Phloem, in dem das TCTP
bereits nachgewiesen werden konnte, existent sind und so etwas iiber die Rolle des Proteins innerhalb
dieses Kompartiments verraten. Einige der bereits gezeigten Interaktionen konnten dabei mit Hilfe der
Far-Western Experimente bestitigt werden, wobei die Versuche in Triplikaten durchgefiihrt wurden.
AuBerdem konnten neue mogliche Interaktionspartner identifiziert werden, deren Bindung an das TCTP
jedoch noch tiber in vitro-Studien belegt werden miissen.

Die beobachtete Bindung des atTCTPs an Hemin ist in der Hinsicht iiberraschend, da die daran
beteiligten Aminosdurereste an Position 76 und 77 im humanen TCTP als zwei aufeinanderfolgende
Histidine charakterisiert wurden. Diese jedoch fehlen im atTCTP, weswegen entweder keine oder eine
nur schwache Bindung zu erwarten gewesen wére. Es konnte iiber Docking Versuche als auch MST-
Messungen gezeigt werden, dass flir das untersuchte Protein eine hochaffine und schwicher affine
Bindung des Hemins vorliegen konnte. Neben der Bindung von Hemin konnte {iber die Verwendung
von Pull-down Experimenten eine Interaktion mit Chlorophyll a detektiert werden, das aullerdem als
potentieller Ligand im Vergleich zu Hemin mit héherer Affinitdt gedockt werden konnte. Eine
experimentelle Analyse der Affinitdt des identifizierten Liganden steht allerdings noch aus.

Ob im Gegensatz zu den homologen TCTP Proteinen in Sdugetieren die pflanzlichen TCTPs eine
evolutiondr verdnderte Affinitdt und Selektivitit zu Hemin-dhnlichen Substanzen, wie dem Chlorophyll
aufweisen, muss fiir weitere Homologe aus anderen pflanzlichen Organsimen noch tiberpriift werden,
um eine eindeutige Aussage treffen zu konnen. Weitere mogliche Interaktionen konnten weder
beobachtet noch berechnet werden. Fiir tierische TCTP-Homologe ist eine Hemin-abhingige
Dimerisierung beschrieben worden, die ebenfalls einen Einfluss auf die Sekundérstruktur hat. So soll
durch Bindung von Hemin der C-Terminus des Proteins zugédnglich werden und die Dimerisierung
ermoglichen (223, 224). Zwar konnte die Heminbindung auch im atTCTP bestatigt werden, allerdings
konnte keine Strukturverinderung iiber CD-Messungen beobachtet werden, die die Heminbindung
induzieren sollte (84). Die Bindung von Hemin war beziiglich der Affinitit mit dem humanen TCTP
vergleichbar. Da jedoch die Dimerisierung erst ab Heminkonzentrationen von iiber 40 uM gezeigt
werden konnte (84), wurde in allen Versuchen zur Dimersisierung des atTCTPs eine Konzentration

oberhalb von 40 uM gewihlt. Jedoch konnte die Dimerisierung des untersuchten Proteins bei
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Anwesenheit von Hemin wederin den Gelfiltrations- noch in SAXS-Experimenten beobachtet werden.
Allerdings deuteten SAXS-Versuche mit unterschiedlichen Ligand:TCTP-Konzentrationen daraufhin,
dass Hemin einen Einfluss auf die Flexibilitdt des hochgradig unstrukturierten Loops hatte.

Hemin und dhnliche Substanzen kénnten somit bestimmte Konformationen des Proteins stabilisieren
und so andere Interaktionen ermoglichen, die sonst im ungebundenen Zustand nicht méglich wéren. Ob
das Hemin- oder Chlorophyll-gebundene TCTP mit weiteren Proteinen interagieren kdnnte, miisste
diesbeziiglich tiberpriift werden. Da Artemisinin nicht die fiir andere TCTPs beobachtete kovalente
Verkniipfung der TCTP-Homodimere induzieren konnte, diese aber nach Pflanzenextraktbehandlung
gezeigt werden konnte, wurde versucht etwaige dhnliche Substanzen in Extrakten von 4. thaliana zu
identifizieren. Dazu wurden erste GC-MS/MS Analysen durchgefiihrt, woriiber aber noch nicht
eindeutige Ligandenkandidaten gefunden werden konnten. Dies konnte daraus resultieren, dass der
Ligand durch das Verkniipfen selbst strukturell modifiziert wird, wie fiir das Artemisinin vermutet wird,
und was somit eine Bestimmung des moglichen Liganden erschwert. Dieser miisste also {iber weitere
Versuche, beziehungsweise durch weitere Extraktionsmethoden in zukiinftigen Studien isoliert werden.
Versuche das Protein zu kristallisieren waren bislang nicht erfolgreich. Aufgrund der sehr hohen
Loslichkeit des Proteins und gleichzeitig reduzierter Stabilitdt, wie sie im DLS-Experiment beobachtet
wurde, miissten weitere Proteinoptimierungen durchgefiihrt werden. Zum einen konnten
oberflachenzugingliche Lysine durch Methylierungen modifiziert werden, um durch eine verdnderte
Ladung die Loslichkeit zu reduzieren (186). AuBerdem konnte durch Verwenden weiterer
Kristallisationsscreens und Andern weiterer Parameter wie TropfengroBe oder auch Protein:Prizipitant-
Verhiltnis nach Kristallvorstufen gesucht werden. Ein auch erfolgsversprechender Ansatz ist die
Entfernung des hoch-flexiblen Loops und Verbindung der zwei geordneten Proteinanteile {iber einen
Serin-Glycin Linker, um die Flexibilitdt zu reduzieren. Sofern auch diese MaBBnahmen nicht zum
gewiinschten Ergebnis fithren, wiren ebenfalls Co-Kristallisationen mit den identifizierten Proteinen als
auch niedermolekularen Interaktionspartnern denkbar. Das Binden dieser kann zum einen die lokale
Flexibilitidt reduzieren und zum anderen im Komplex eine Kristallisation fordern. Versuche den
TCTP:Hemin-Komplex zu kristallisieren, fithrten bislang nicht zum Erfolg, weswegen insbesondere
Protein:Protein-Interaktionspartner in  Betracht gezogen werden sollten, da diese als
Kristallisationsanker dienen kdnnen.

Insgesamt konnten somit fiir das TCTP aus Arabidopsis thaliana wesentliche Merkmale aus anderen
Organismen bestétigt werden, jedoch auch weitere Informationen iiber Wechselwirkungen zwischen
Protein und Bindepartnern iiber Bindeassays und SAXS-Experimente gewonnen werden. Darauf
aufbauend miisste iberpriift werden, ob diese Interaktionen im Phloem, als auch anderen in vivo

existieren und wie sich ein Fehlen dieser Interaktionen in der Pflanze auswirken wiirde.
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3.3 Knotted-1 als mobiler Transkriptionsfaktor bindet Sequenz-spezifisch DNA
und RNA

Im Gegensatz zu dem At1g64370 und TCTP ist das Knotted-1 Protein kein typischerweise im Phloem
vorkommendes Protein. Dessen Lokalisation im Phloem wird erst durch die Interaktion des Proteins mit
dessen mRNA sowie dem viralen Movement Protein ermoglicht. Knotted-1 als Transkriptionsfaktor ist
somit in der Lage neben der DNA-Bindung zusétzlich mRNA zu binden. Fiir die DNA-Bindung wird
als Minimalmotiv TGAC als Sequenz angenommen (226). Inwiefern die mRNA sequenzspezifisch oder
strukturspezifisch gebunden wird, ist noch nicht ndher bekannt. Obwohl Knotted-1 bereits seit langerem
untersucht wird, sind bislang keine ndheren strukturellen Informationen bekannt. Eine strukturelle
Charakterisierung an diesem Protein scheiterte bislang an der schlechten Loslichkeit des rekombinant
hergestellten Proteins sowie der geringen Stabilitdt. Das Protein musste bislang aufwendig aus den
bakteriellen Einschlusskorperchen (I/nclusion Bodies) isoliert, denaturiert und neu gefaltet werden. Da
diese Prozedur hiufig zu einem hohen Grad falsch gefaltetem Protein fiihrt und dadurch die Ausbeute
an korrekt gefaltetem Protein dementsprechend gering ist, war Gegenstand der Studien zunéchst ein
Protokoll zur nativen Aufreinigung des Knotted-1 Proteins zu etablieren, mit dem erste strukturelle
Untersuchungen durchgefiihrt werden konnen. Das rekombinant hergestellte native Knotted-1 Konstrukt
sollte in darauffolgenden Versuchen hinsichtlich dessen RNA/DNA Bindeeigenschaften in vitro getestet

werden und wenn moglich iiber SAXS Versuche die Konformation in Losung bestimmt werden.

3.3.1 Die Transaktivatordoméine (PKNOX) ist der loslichkeits- und
stabilitititslimiterende Bereich des Knotted-1 Proteins

Wesentliche Merkmale des Knotted-1 Proteins sind mehrere repetitive Sequenzbereiche am N-
Terminus. So besitzt Knotted-1 neben Serin-reichen Bereichen eine Histidin-reiche Region, die dem
HisTag hochgradig &hnelt. Dieses Merkmal in der Aminoséuresequenz sollte sich fiir spétere
Aufreinigungsschritte zu Nutze gemacht werden, so dass kein artifizieller HisTag an das Protein
fusioniert wurde. Analysen an menschlichen Proteinen zeigten einen Zusammenhang von Histidin
Repeats und der Proteinlokalisation in den nukledren Speckles auf. So soll diese Lokalisation ab fiinf
aufeinanderfolgenden Histidinen zunehmend effektiv stattfinden, wohingegen nah verwandte Proteine
ohne poly-Histidin Bereiche nicht in diesen Speckles zu finden waren (227). Ob in Pflanzen eine
dhnliche Lokalisierung moglich ist, beziechungsweise ob Knotted-1 durch diesen poly-Histidin Stretch

in diesen Speckles relokalisiert werden kann, ist bislang nicht nidher bekannt.
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Abbildung 28. Schematische Doméinenverteilung im Knotted-1 Protein. Neben Bereichen mit hoher Unordnung (Low)
existieren im Wesentlichen vier Doménen. Neben den beiden zentral gelegenen Transaktivatordoménen (KNOX 1 und 2),
ist am C-Terminus zusitzlich die DNA Bindedoméne lokalisiert (HOX), welche zur Klasse der Homdobox DNA-
Bindemotive zéhlt. Weitere Merkmale sind ein bis zwei ELK Doménen (ELK), welche unter anderem als NLS-Signal fiir
den Kerntransport dienen. SPO1 bis SP28, sowie FMO1 bis FM11 stellen die im Rahmen der Arbeit analysierten
Proteinkonstrukte dar.

Weiter C-terminal von diesen repetitiven Sequenzbereichen befindet sich die MEINOX Doméne gefolgt
von einer bis zwei ELK-Doménen, sowie einer Lysin-reichen Region (Abbildung 28). Die MEINOX
Domine besteht aus zwei einzelnen Domédnen (KNOX1 und 2) (228). KNOX1 konnte als
Transkriptionssuppressor identifiziert werden, wahrend KNOX2 fiir die Bildung von Homodimeren
verantwortlich ist (59, 229, 230). Die Funktion der ELK-Doméne ist noch nicht explizit geklart.
Unterschiedliche Studien zeigten, dass diese Doméine ebenfalls verantwortlich fiir Protein:Protein-
Interaktionen ist und zusétzlich den Transport in den Nukleus ermdglicht. Allerdings konnten diese
Eigenschaften in weiteren Studien nicht reproduziert werden (59, 61, 231-233). Weiterhin wird
angenommen, dass dieser Bereich als Lysin-reiche Sequenz, ebenfalls an der DNA-Bindung beteiligt ist
(59, 234). Mutationsstudien in diesem Bereich zeigten zusétzlich eine mogliche Beteiligung im Zell-zu-
Zell Transport und Bindestelle fiir das MPB2C Protein (38). C-terminal am Protein gelegen, befindet
sich die DNA-bindende Homoobox-Doméne, durch welche die sequenzspezifische DNA-Bindung
erreicht werden soll. Die Hombobox im Knotted-1 gehort zur Gruppe der three-amino acid loop
extension (TALE) Homoobox und kann ebenfalls eine Homodimerisierung induzieren (59, 234).

Zur Etablierung eines Protokolls zur Herstellung und Aufreinigung des nativen Knotted-1 Proteins
wurden drei verschiedene Herangehensweisen durchgefiihrt. Als Startpunkt wurde das Wildtyp Protein
genutzt und ohne artifiziellen Fusions-7ag fiir die Aufreinigung mittels Autoinduktionsmedium
hergestellt. Nachfolgend sollte das Protein moglichst nativ isoliert und aufgereinigt werden, wobei zuvor

Loslichkeitsoptimierungen durch Screenen verschiedener Pufferadditive durchgefiihrt nach
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Lindwall et al. wurden (101). Als zweiter Weg wurden verschiedene Tags verwendet, die die
Expression, Loslichkeit und Stabilitdt des daran fusionierten Wildtyp Knotted-1 Proteins verbessern
sollten. Getestet wurden mit aufsteigendem Molekulargewicht ein N-terminaler 6xHisTag, die azide und
basische GB1 Domane, das Thioredoxin h (Trx h) und das Maltose Bindeprotein (MBP) (235). Als dritte
Moglichkeit wurden das Volllangenprotein N- und C-terminal verkiirzt, sowie die einzelnen Doménen
des Knotted-1 hergestellt und aufgereinigt. Da die genauen Doménengrenzen nicht bekannt waren,
wurden verschiedene Konstrukte erstellt und alle Proteinvarianten hinsichtlich Loslichkeit und Stabilitét
getestet. Als groBBere Konstrukte dienten dabei die MEINOX Doméne, sowie die Homdobox-Domaéne.
Die zusitzlichen ELK und Lysin-reichen Regionen wurden zusétzlich in Konstrukte der Hom6obox-
Doméne aufgenommen (Abbildung 28)

Fiir die Loslichkeitsoptimierung des Wildtyp Proteins wurde neben dem Variieren des pH-Wertes von
5 bis 8 zusitzlich die Salzkonzentration untersucht unter der das Protein nach dem Zellaufschluss 16slich
vorlag. Dabei konnte kein Einfluss des pH-Wertes und der Salzkonzentration auf die Loslichkeit
beobachtet werden. Nahezu das gesamte hergestellte Protein verblieb unloslich im Zellpellet. Als
weitere Parameter wurden im Anschluss die Salzart als auch zusitzliche Detergenzien mit einbezogen.
Die genutzten Salze wurden dabei nach der Hofmeister Serie ausgewihlt, so dass der Effekt von
chaotropen und kosmotropen Salzen unterschiedlicher Stirke getestet werden konnte (236). Hierbei
konnte insbesondere mit niedrigen Konzentrationen an Harnstoff eine signifikante
Loslichkeitsverbesserung erreicht werden (Abbildung 29a). Harnstoff ist insbesondere bei hoheren
Konzentrationen ein starkes chaotropisches Salz, welches dazu fiihrt, dass die Wasserstruktur um
geloste Makromolekiile zerstort werden. Dadurch verringert sich einerseits der hydrophobische Effekt,
andererseits kann dies auch dazu fithren, dass Wechselwirkungen zwischen Harnstoff und Protein das
Aufbrechen von Sekundérstrukturen bedingen und das Protein entfaltet wird. Sofern das rekombinant
hergestellte Protein in den /nclusion Bodies lokalisiert wire, wiirden die untersuchten geringen Urea-
Konzentration nicht geniigen, um das Protein groBtenteils zu solubilisieren. Urea, wie L-Arginin sind
bekannt in geringen Konzentrationen die Neufaltung von korrekt gefaltetem und aktivem Protein zu
fordern und die Aggregatformation zu unterdriicken (237). Dieser Effekt konnte unter Umstédnden auch
beim Knotted-1 helfen das Protein nativ zu isolieren, um strukturelle, sowie funktionelle
Untersuchungen durchfithren zu kénnen. Daher wurden daraufthin weitere Additive wie L-Arginin,
MgCl,, Imidazol und unterschiedliche Konzentrationen an NaCl beziiglich ihres Einflusses auf die
Proteinloslichkeit und auf die Durchfiihrbarkeit der Nickelaffinitdtschromatographie. Dabei zeigte sich,
dass insbesondere hohe Konzentrationen an NaCl die Loslichkeit verringerten, auch wenn 3 M Urea im
Puffer vorlagen (Abbildung 29b). Eine geniigend hohe Salzkonzentration ist jedoch unerldsslich um
unspezifische Interaktionen zwischen bakteriellen Proteinen und Nickel-NTA Matrix zu vermeiden.
Folglich wurde fiir den Lysepuffer eine Salzkonzentration von 50 mM NaCl gewéhlt, wihrend das
gebundene Protein auf der Sdule mit 500 mM NaCl gewaschen wurde.
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Abbildung 29. Léslichkeitsoptimierung und Nickelaffinititschromatographie des Wildtyp Knotted-1 Proteins. Eine
Loslichkeitssteigerung konnte erst durch Zugabe von steigenden Urea Konzentrationen beobachtet werden (a). Um eine
Stabilisierung des Proteins in Losung weiter zu erhhen wurden neben Urea weitere Additive getestet, die einen Einfluss
auf die Proteinstabilitdt haben konnen (b). Der finale Puffer aus 2.5 M Urea mit 0.5 M L-Arginin wurde darauthin genutzt
und eine erste Nickelaffinitdtschromatographie durchgefiihrt (c). Da nachfolgend jedoch das Protein bereits wihrend der
Elution prézipitierte wurden weitere Additive getestet, die fiir den Elutionspuffer infrage kamen. Dabei wurde eine
Kombination aus dem Detergenz Natriumdesoxycholat und Urea verwendet, mit dem das Protein fiir etwa zwei Tage stabil
in Losung gehalten werden konnte ohne signifikante Mengenverluste wahrend der Nickelaffinitidtschromatographie zur
Folge zu haben (d).
L-Arginin wurde ebenfalls mit einer Konzentration von 500 mM zu allen Puffern hinzugegeben, obwohl
keine weitere Loslichkeitsverbesserung sichtbar war. L-Arginin dient aber als molekulares Chaperon
(237,238) und kann daher verwendet werden, um geldstes Protein in nicht aggregierter Form zu halten.
So konnte mit 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 2.5 M Urea, 0.5 M L-Arginin und 1 mM DTT
das Knotted-1 erfolgreich von der Ni-NTA Saule eluiert werden (Abbildung 29¢).
Allerdings konnte keine hohere Konzentration des Proteins als 0.8 mg/ml erreicht werden und zudem
war das Protein nur fiir kurze Zeit stabil in Losung zu halten. Weitere Versuche 2.5 M Urea mit
verschiedenen Detergenzien zu kombinieren, zeigten, dass insbesondere Natriumdesoxycholat bis zu
einer Konzentration von 0.25 % (w/v) zu &dhnlichen Loslichkeitsverbesserungen fiihrte und ein

Aufreinigen des Proteins erlaubte (Abbildung 29d). Die Konzentrationsgrenze von unter 1 mg/ml konnte
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mit 0.1 % (w/v) Natriumdesoxycholat auf iiber 36 mg/ml erhoht werden, was flir spétere
Proteinkristallisationsexperimente ausreichen wiirde. Natriumdesoxycholat besitzt jedoch neben einer
niedrigen CMC (CMC: < 0.25 %) die Eigenschaft Protein:Protein Interaktionen abzuschwéchen, auch
wenn das Protein in seinem nativen Zustand erhalten bleibt. Allerdings ist fiir das Knotted-1 und
homologen Proteinen bekannt Homodimere zu bilden (59), welche durch das Natriumdesoxycholat
nicht untersucht werden konnten. Trotz dessen konnte die Probe fiir erste CD- und DLS- Messungen
nach einer vorherigen Gelfiltration genutzt werden. Der Austausch mit einem milderen Detergens wie
CHAPS scheiterte bislang, da sich die Loslichkeit dadurch erneut auf maximal 0.8 mg/ml reduzierte und
sich ebenfalls die Stabilitdt des aufgereinigten Proteins auf wenige Stunden verringerte. Weitere
funktionelle als auch strukturelle Untersuchungen waren mit dem Wildtyp Protein nicht mdglich,
weswegen zusétzlich versucht wurde die Loslichkeit tiber verschiedene Fusionsproteine zu beeinflussen.
Durch das Anfiigen eines zusédtzlichen 7ags an das Zielprotein kann unter Umsténden die Loslichkeit,
sowie Stabilitit des Zielproteins erhoht werden (235). Daher wurden fiinf verschiedene Tags (6xHisTag,
die azide und basische GB1 Doméne, das Thioredoxin h (Trx h) und das Maltose-Bindeprotein (MBP)
N-terminal an das Knotted-1 fusioniert, wobei alle Fusionsproteine am N-Terminus einen HisTag
aufwiesen, und erneut die Expression und Loslichkeit untersucht. Getestet wurden verschiedene
Pufferkombinationen mit pH-Werten zwischen 7 und 8, sowie unter geringen (150 mM NaCl) als auch
hohen Salzkonzentrationen (500 mM NaCl). Das MBP-Knotted-1 Konstrukt zeigte hierbei eine gute
Loslichkeit in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM DTT, wéhrend alle anderen Tags keine
Verbesserung der Loslichkeit in den untersuchten Puffern zeigten (Abbildung 30a). Es konnten jedoch
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Puffern gefunden werden, weswegen der oben
genannte Puffer, der auch optimale Bedingungen fiir die Nickelaffinitdtschromatographie bot, fiir die
Aufreinigung genutzt. Das Maltose Bindeprotein ist bekannt dafiir neben der Expression einen Einfluss
auf die Faltung der fusionierten Proteine zu haben. Auf Grund dieser Chaperon-dhnlichen Eigenschaften
kann das MBP insbesondere fiir schlecht 16sliche Proteine Faltung induzieren und somit zum einen die
Loslichkeit und zum anderen die Stabilitit steigern (239).

Trotz des N-terminal am MBP gelegenen HisTags und des intrinsischen nona-Histidins im Knotted-1
Protein konnte keine Bindung des Proteins an die Nickel-NTA Matrix erreicht werden. Die fehlende
Bindung der zwei HisTags kann einerseits darauf zurlickgefiihrt werden, dass durch das MBP das
Protein so gefaltet vorlag, dass beide Tags gleichermaflen verdeckt vorlagen. Andererseits konnte
ebenso eine Oligomerisierung und eine damit einhergehende Abdeckung der Epitope die Beobachtung
erkléren.

Beim Knotted-1 handelt es sich wie bereits erwéhnt um ein DNA-bindendes Protein, was sich aufgrund
dieser Eigenschaft moglicherweise iiber eine Affinitdtschromatographie mit dem Liganden Heparin
aufreinigen lésst. Durch eine Heparinaffinitdtschromatographie konnen Protein beziiglich ihrer Affinitét

zu Nukleinsduren nativ aufgereinigt werden, wobei die Elution iiber eine geniigend hohe
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Abbildung 30. Loslichkeits- und Aufreinigungsversuche am MBP-getaggten Knotted-1 und der Homdoboxdomiine.
Das MBP-getaggte Knotted-1 konnte als einziges Konstrukt in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM DTT in
Losung gehalten werden (schwarzer Pfeil) (a). Da die anschlieBende Nickelaffinitdtschromatographie nicht erfolgreich
war, wurde das Fusionsprotein {iber eine Heparinaffinititschromatographie aufgereinigt (b). Allerdings lag das Protein im
Anschluss stark proteolytisch degradiert vor (schwarze Pfeile) und konnte nur in Spuren als 80 kDa Protein beobachtet
werden. Eine anschlieBende Gelfiltration iiber eine Superdex 75 und Superdex 200 Sdule ermdglichte zwar die Isolierung
des MBP-getaggten Knotted-1 in hoher Reinheit, jedoch in sehr geringer Menge und Konzentration (c). Aulerdem wurden
verschiedene Konstrukte der einzelnen Doménen erstellt. Das dabei grofte Konstrukt mit der hdchsten Loslichkeit bestand
dabei aus der ELK- und der Homdobox-Domine (d). Uber die anschlieBende Nickelaffinititschromatographie konnte
nahezu das gesamte rekombinant hergestellte Protein aufgereinigt werden (e). Eine abschlieBende Gelfiltration fiihrte zu
einem hochgradig reinen, monodispersen Protein mit einer Konzentration von iiber 16 mg/ml (f).
Salzkonzentration erfolgt (240). Diese Variante fiihrte zu hinreichend sauberen Protein. Der verwendete
MBP-Tag erlaubte eine hohere Konzentration als 1 mg/ml (> 3 mg/ml), fiihrte allerdings dazu, dass das
Protein innerhalb kiirzester Zeit durch Proteasen, die in Spuren noch in der Probe vorlagen, degradiert
wurde (Abbildung 30b). Selbst durch Zugabe verschiedener Protease-Inhibitoren (PMSF, EDTA,
Inhibitor Cocktail (Roche)) konnte dieser Verdau nicht verhindert werden. Nachfolgende
Gelfiltrationsversuche mit Hilfe einer Superdex 75 Séule mit dem zuvor iber die Heparin-
affinitdtschromatographie isoliertem Protein zeigten, dass das bis dahin noch 16sliche MBP-Knotted-1
vermutlich unspezifisch aggregierte, wodurch es nicht verdaut wurde. Da das Auflésungsvermogen der
Superdex 75 Sdule nahezu der Molekiilgrole vom MBP-getaggten Knotted-1 entsprach wurde zur
Vergewisserung eine weitere Gelfiltration mit einer Superdex 200 Sdule durchgefiihrt. Erneut konnte
das Protein nur im Ausschlussvolumen gefunden werden, was einer Molekiilgro3e oberhalb von 600
kDa entsprach und somit weder dem Monomer noch dem Dimer zuzuordnen war, sondern vielmehr
unspezifischen Aggregationen. Trotz dessen konnte ein hochgradig reines Protein gewonnen werden

(Abbildung 30c¢). Zusitzlich zu den beobachteten Aggregationen auf der Gelfiltrationssaule, setzte sich
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das iibrig gebliebene Protein innerhalb weniger Tage Inkubation bei 4 °C als Prizipitat am Boden des
Reaktionsgefilies ab.

Zusammenfassend konnte iiber den MBP-Tag die initiale Loslichkeit des Knotted-1 zwar erhoht werden,
so dass eine native Aufreinigung mittels Heparinaffinitdtschromatographie moglich war, allerdings blieb
das Protein weiterhin duflerst instabil und war bereits nach kurzer Zeit wieder prézipitiert. Da das
Knotted-1 Volllingenprotein nahezu unmdéglich nativ und vor allem stabil hergestellt und aufgereinigt
werden konnte, wurden als letzte Herangehensweise verschiedene verkiirzte Konstrukte vom Knotted-1
hergestellt, die N-terminal einen HisTag und TEV-Schnittstelle aufwiesen. Zur Evaluierung der N- und
C-terminalen Grenzen der Konstrukte, wurden zunéchst iiber den Crystallization Construct Designer
(CCD, NKI) Vorhersagen iiber die Sekundarstrukturelemente und vorhandene Doménen erstellt. Beim
Konstrukt-Design wurde darauf geachtet, dass das neue Konstrukt nicht innerhalb von Doméinen
beziehungsweise in vorhergesagten Sekundirelementen, wie a-Helices oder B-Faltblitter, begann und
so wenig wie moglich ungeordnete Bereiche enthalten waren. Nach Analyse der Proteinsequenz wurden
insgesamt 30 verschiedene Proteinkonstrukte mit unterschiedlichen Langen hergestellt und auf ihre
Proteinloslichkeit und Stabilitdt getestet. Die Konstrukte umfassten dabei Volldngenproteine, die N-und
C-terminal vor, beziehungsweise nach den Doménen unterschiedlich weit verkiirzt wurden (SP01 bis
SPO0S), als auch Proteine unterschiedlicher Lange, die nur die Transaktivatordoméne (SP18 bis SP28)
oder Homoobox enthielten (FMO1 bis FM11, Abbildung 28). In Kohérenz zu den bereits beobachteten
Loslichkeits- und Stabilitdtsproblemen, konnten die auch die SPO1-SP08 Konstrukte, die alle Doméidnen
beinhalteten und nur N- und C-terminal verkiirzt waren, nicht in 16slicher Form hergestellt werden.
Ebenso konnte kein Konstrukt der Transaktivatordoméne 16slich gewonnen werden. Im Gegensatz zur
Transaktivatordoméine jedoch konnte ein GroBteil der Homdobox-Konstrukte 16slich und vor allem
stabil hergestellt und aufgereinigt werden.

Fiir weitere strukturelle Analysen wurde das grofite noch 16sliche und stabile Proteinkonstrukt gewahlt.
Dieses enthielt neben der DNA-bindenden Doméne zusétzlich noch die ELK-Doméne (Abbildung 30d)
und den ungeordneten Bereich N-terminal vor ihr. Ein Minimalkonstrukt bestehend aus der Homdobox
und ohne weitere flexible Bereiche fiir Kristallisationszwecke wire am besten geeignet gewesen um
insbesondere Kristallisationsexperimente durchzufiihren. Da die Hom6obox bestehend aus den drei
Helices strukturell sehr stark konserviert vorliegt und bereits eingehend durch Homologe Proteine
strukturelle untersucht wurde, wurde der flexible N-terminale Bereich vor der Homdobox
miteinbezogen. So konnte durch ein groBeres Proteinkonstrukt neben der Bindung der DNA auch die
Flexibilitdt des Proteins vor und nach der Bindung an die DNA néher untersucht werden, was mit der
Homdobox allein nicht mdglich gewesen wire. Sowohl eine hohe initiale Loslichkeit, als auch die
Moglichkeit das Protein iiber eine Nickel-NTA Matrix aufzureinigen waren gegeben. Nach Entfernen
des HisTags mittels TEV Protease Verdau und nachfolgender Gelfiltration konnte ein monomeres,
hochgradig monodisperses und reines Protein isoliert werden, was auf eine Konzentration von bis zu 16

mg/ml aufkonzentriert werden konnte (Abbildung 30e und f). Dass in vitro keine Dimerisierung mehr
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zu beobachten war, kann auf das Fehlen der KNOX2 Doméne zuriickgefiihrt werden. Obwohl auch die
Homoobox zur Homo- als auch Heterodimerisierung beitrdgt, konnte bereits am homologen Protein aus
Reis gezeigt werden, dass insbesondere in Gegenwart der KNOX2 Domaéne eine Dimerisierung eintrat
(59). Ob eine Bindung an DNA eine nachfolgende Dimerisierung ermoglicht, musste noch ndhergehend
untersucht werden.

Die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrte Charakterisierung der einzelnen Doménen zeigte, welcher
Bereich im Knotted-1 Protein der 16slichkeits- und stabilitdtsbestimmende Faktor war. So konnte die
Homoobox-Doméne, inklusive des ELK-Motivs nativ, sowie l6slich hergestellt und aufgereinigt
werden. Zudem zeigte das grofite Konstrukt (FM08) eine Langzeitstabilitdt von mehr als einem Monat
bei 4 °C und machte dieses Konstrukt somit zu einem guten Kandidaten fiir Kristallisations- und SAXS-
Experimente. Alle Konstrukte, die die MEINOX-Doméine enthielten konnten hingegen nicht 16slich
hergestellt werden. Empirisch ldsst sich aus den untersuchten Konstrukten sagen, dass die
Transaktivatordomine den limitierenden Faktor fiir die Herstellung und Aufreinigung des Knotted-1
darstellte und dass nahezu der gesamte C-Terminus, der fiir die DNA-Bindung wichtig ist, 16slich und

stabil hergestellt und genutzt werden konnte.

3.3.2 Die isolierte Homoobox-Domine bindet sowohl DNA als auch RNA

Da das Volllangenprotein nicht nativ in 16slicher Form hergestellt und aufgereinigt werden konnte,
wurde an Konstrukten, die die Hom6obox-Doméne umfassten, getestet , ob diese allein in der Lage ist
DNA, bezichungsweise das Motiv TGAC, wie postuliert, zu binden oder ob die Bindung erst durch ein
Zusammenspiel mit der Transaktivatordoméne spezifisch wird (226). Hierzu wurden Bindestudien mit
kurzen, doppelstrangigen DNA-Fragmenten, die aus insgesamt 20 Nukleotiden bestanden und zentral
die TGAC Sequenz trugen durchgefiihrt. Um die Bindespezifitit des Proteins zu iiberpriifen, wurden
neben dem TGAC-Motiv (Sol) weitere Sonden mit Einzelnukleotidaustauschen von diesem Motiv
untersucht. Neben dem Austausch des 5°-Thymins zu einem Cytosin (T— C, CGAC, So2) wurde eine
weitere Sonde mit einem weiteren Basenaustausch an zweiter Position getestet (G — A, CAAC, So3)
(Abbildung 31a).

Der Nachweis der Bindung erfolgte liber ein Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA). Das Protein
wurde hierfiir zunéchst mit der jeweiligen Sonde auf Eis in einem molaren Verhéltnis von 1:1 fiir 5
Minuten inkubiert und in einem Agarosegel bei 4 °C aufgetrennt. Eine starke Interaktion der DNA mit
dem Protein sollte zur Ausbildung einer definierten Bande im Gel fiihren, wobei liber GelRed die DNA
und tiber eine kolloidale Coomassie Férbung das Protein visualisiert werden kann. Im Gegensatz zu den
Motiven CGAC und CAAC war bei der Sonde mit der zentralen Sequenz TGAC eine einzelne definierte
Bande sichtbar (Abbildung 31b).
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Abbildung 31. Analysen zur Interaktion des Homoobox-Konstrukts FM08 mit verschiedenen DNA- und RNA-
Oligomeren. Die Selektivitit der DNA-Bindung wurde mittels drei verschiedener doppelstrangiger DNA-Fragmente, die
20 Nukleotide umfasste, {iberpriift. Dabei wurde das postulierte Bindemotiv TGAC mittig in der DNA-Sequenz lokalisiert
und einzelne Basensubstitutionen in der Bindesequenz ebenfalls untersucht (a). Uber EMSA-Versuche konnte die Bindung
des TGAC-Motivs durch das Homdobox Konstrukt FMO08 bestitigt werden (b). Zur Bestimmung der Affinitdt des TGAC-
Motivs wurde darauthin iiber ZIGE-Versuche mit absteigender DNA-Konzentration eine Sattigungskurve aufgenommen
und iiber die Migrationsstrecken die Kp bestimmt (c). Neben der Uberpriifung der DNA-Bindeeigenschaften wurde
parallel die RNA-Bindung vom FMO08 iiberpriift. Dabei wurde sowohl Knotted-1 mRNA als auch UGAC als RNA-Pendant
zum TGAC-Motiv getestet. Dariiber hinaus wurden drei weitere Sequenzen iiberpriift, die im 3‘-Ende der Knotted-1
mRNA lokalisiert sind (d). Dieser Bereich soll eine Haarnadelstruktur ausbilden kénnen, wobei untersucht werden sollte,
ob die Haarnadel selbst oder bereits Teilsequenzen dieser Struktur gebunden werden konnten (e).

Da die Homdobox-Doméine einen isoelektrischen Punkt (pI) von 10 besitzt, migrierte das ungebundene
Protein zur negativ geladenen Kathode, wihrend die negativ geladene DNA zur positiv geladenen
Anode migriert. Allein aufgrund des hohen pls wire die Homoobox in der Lage die DNA aufgrund
elektrostatischer Wechselwirkungen zu binden und wiirde als Komplex im Gel migrieren. Die
beobachtete Bande bei der Probe mit der TGAC-Sonde kénnte demnach allein aus dem unspezifischen
Binden der DNA, beziechungsweise des negativ geladenen Phosphatriickgrats, an das Protein aufgrund
der unterschiedlichen Ladung resultieren. AuBerdem konnte die Bindung der DNA auBlerhalb des
TGAC-Motivs erfolgen, da dieses Motiv von jeweils 8 Basen am 5°- und 3‘-Ende flankiert wird. Da
allerdings bei den beiden anderen verwendeten Sonden diese definierte Bande nicht auftrat und
stattdessen ein undefiniertes diffuses Signal sowohl im Coomassie als auch GelRed gefarbten Gel
sichtbar war (Abbildung 31b), ist davon auszugehen, dass diese diffuse Verteilung des Proteins bei eben
diesen Sonden aus eciner unspezifischen und somit schwécheren Bindung der DNA an das Protein
resultiert (Abbildung 31a und b). Insbesondere der Austausch der ersten Base Thymin gegen ein Cytosin
in der vorhergesagten Bindesequenz zeigte eine signifikante Abschwichung der Bindungsstirke.
Thymin besitzt im Gegensatz zu dem in der Sonde 2 substituierten Cytosin neben der Methylgruppe am

C5-Atom im Pyrimidin-Ring eine Keto-Gruppe anstelle eines Amins am C2-Atom (Abbildung 31a).
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Thymine werden insbesondere durch Threonin, Phenylalanin und Prolin erkannt, wobei Phenylalanin
und Prolin eine Erkennung des Cytosins ebenfalls erlauben (241). Die weitere Substitution der zweiten
Base in der Erkennungssequenz zeigte keine weitere Abschwéchung der Bindung, sondern verblieb auf
dem Niveau der Einzelsubstitution des Thymins.

Zur Bestimmung der Affinitdt des Proteins zur TGAC-Sequenz wurde eine spezielle Form des EMSAs
die Zone Interference Gel Elektrophorese (ZIGE) durchgefiihrt. Dabei wird der Umstand ausgenutzt,
dass Protein und Nukleinsdure im verwendeten TAE-Puffer unterschiedlich geladen sind. Fiir die
Interaktionsstudien wurde zundchst fiir 45 min die Elektrophorese mit dem Protein, wobei die
Konzentration konstant gehalten wurde, durchgefiihrt, wobei das Protein zur Kathode migrierte. Im
Anschluss wurde die DNA mit sinkender Konzentration in die gleichen Agarosegeltaschen geladen und
die angelegte Polung umgedreht. Hierdurch lief das Protein zuriick zu den Taschen und somit der
einlaufenden DNA entgegen. Diese Methode erlaubt sowohl die Analyse schwacher Interaktionen , als
auch eine Bestimmung der Bindungskonstante fiir die DNA-Bindung (242, 243). Die erhaltene
Lauffront des Proteins im Coomassie gefirbten Gel beschreibt dabei eine typische sigmoidale
Sattigungskurve.

Uber die Migrationsstrecke des freien Proteins und des Protein:DNA Komplexes lieB sich iiber
Gleichung 6 die Kp berechnen, wobei d.y, die Migrationsstrecke des Proteins mit variierender DNA

Konzentration ist, dM die Distanz des ungebundenen Proteins, dML die Wegstrecke des Protein:DNA

dexp—dM

Komplexes und L die Konzentration der DNA ist. Durch Darstellen von gegen dey konnte {iber
den Anstieg m = -1/Kp die Kp bestimmt werden (Abbildung 31¢).
doxp —dM dexp — dML [9]

[L] Kp

Die daraus bestimmte Dissoziationskonstante fiir das TGAC-Motiv betrug etwa 100-200 nM. Im
Vergleich zu den Affinitdten, die fiir das TCTP und dessen Liganden experimentell gefunden wurden,
konnte in diesem Fall von einer hochaffinen Bindung ausgegangen werden. Allerdings scheint diese
hochaffine Bindung nicht allein aus der selektiven Erkennung der Sequenz, beziechungsweise des
einzelnen Thymins, zu resultieren. So ist es moglich, dass durch das selektive Erkennen der richtigen
Sequenz Konformationsdanderungen der Homdéobox-Doméne induziert werden, so dass eine stirkere
Interaktion mit weiteren Aminosdureresten und der Ziel-DNA méglich wird.

Die Bindung zwischen DNA und Homd&obox sollte weiterhin iiber MST-Messungen bestitigt und
genauer verifiziert werden. Hierfiir muss jedoch einer der Interaktionspartner mit einem Fluorophor
markiert vorliegen, wobei zwei Farbstoffe zur Verfligung stehen: ein cystein- und ein lysin-reaktiver
Farbstoff. Wahrend die Cysteinmarkierung aufgrund fehlender Cysteine nicht moglich war, war auch
das Lysin-spezifische Labeln des Proteins problematisch. So konnen Lysine aufgrund ihrer positiven

Ladung wesentlich an der Nukleinsdurebindung beteiligt sein, wobei durch Anfiigen des Fluorophors
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an die e-NH2-Gruppe die positive Ladung des Lysins aufgehoben wird. Daher konnte die Bindeaffinitit
des Proteins iiber MST-Messung nicht bestimmt werden.

Neben der DNA-Bindung wurde fiir Knotted-1 ebenfalls die Bindung an dessen eigener mRNA gezeigt
(38). Ob die Homoobox ebenfalls mRNA binden konnte, bezichungsweise ob bestimmte Motive allein
geniligen, um eine Bindung zu ermdglichen, wurde erneut iiber EMSA Shift Assays untersucht.
Analysiert wurden dabei die Knotted-1 mRNA, sowie die Sequenzen UGGC, UCAG und
AGAGACUCAGAAGGUGGCACUGGCUGAGUCU, welche in vitro {iber das T7-
Transkriptionssystem hergestellt wurden (Abbildung 31 e¢). Da bereits gezeigt werden konnte, dass
schon der Austausch der ersten Base im TGAC-Motiv die DNA-Bindung negativ beeinflusste, wurde
diese Sequenz auf RNA- Ebene erneut getestet. Da auch hier Sequenzen aus 4 Nukleotiden fir Shift
Assays zu klein waren, wurden erneut 20 Nukleotide umfassende RNAs hergestellt, die zentral in der
Sequenz die zu untersuchenden Motive trugen.

Wie in Abbildung 31d sichtbar, konnte die Knotted-I mRNA-Bindung an die Homdobox iiber die
durchgefiihrten Shift Assays bestitigt werden. Ebenfalls konnte die Bindung an der Haarnadelstruktur,
als auch an den einzelnen kleineren Sequenzen aus der Haarnadelsequenz beobachtet werden. Ob diese
kleinen Sequenzen spezifisch erkannt wurden und ob jeweils der gleiche Bereich in der Homdobox dafiir
verantwortlich ist, konnte {iber die Analyse nicht geklart werden. Erneut zeigte sich, dass die
modifizierte Sequenz TGAC — UGAC nicht durch das Protein gebunden werden konnte, was zum einen
ein Bindungsartefakt der iibrigen bindenden kurzen Sequenzen ausschloss, da die gleichen
flankierenden RNA Sequenzen genutzt wurden. Zum anderen zeigte dies, dass die Erkennung des
TGAC-Motivs moglicherweise auf die Erkennung des C5-Methyl-Restes zuriickzufiihren ist, welche
wie im substituierten Cytosin an dieser Stelle im Uracil fehlt. Beschrieben wird die Erkennung der
Methylgruppe durch die Aminosédure Threonin, wihrend andere Aminosédurereste teils unspezifisch alle
weiteren Basen erkennen kdnnen (241). Allerdings konnen auch zwei Aminosdurereste in Kombination
eine spezifische Erkennung ermdglichen.

Die mogliche Bindestelle im Protein sollte nachfolgend liber strukturelle Proteomic-Studien mittels UV-
Crosslinking und DEPC-Modifikation in Kombination mit MS-Analysen identifiziert werden.
Untersucht wurde dabei inwiefern sich eine DEPC-Behandlung von freiem und DNA-gebundenem
FMOS8 unterschied. Hierfiir wurde zunichst das Protein mit der DNA in Losung inkubiert und
anschliefend ein Teil der Probe mit DEPC fiir 5 min behandelt. Sofern die DNA gebunden vorlag,
sollten Bereiche, die an der Bindung des Proteins an die DNA beteiligt sind, nicht durch das DEPC

modifiziert werden.
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Abbildung 32. Identifizierung der méglichen DNA Bindestelle iiber Proteinmodifizierungen iiber DEPC- und UV-
Crosslink-Versuche. Protein und DNA wurden fiir die DEPC-Versuche zunéchst miteinander inkubiert und anschlieBend
eine Probe zusitzlich mit DEPC behandelt. Nach anschlieender Féllung und Verdau mit Trypsin konnte fiir die DEPC-
modifizierte Probe ein signifikanter Teil des Proteins nicht mehr im Spektrum gefunden werden, wihrend der potentielle
DNA-bindende Bereich weiterhin identifiziert werden konnte (a). Parallel dazu wurde der Protein:DNA-Komplex mittels
UV-Licht vernetzt und anschlieBend auf ein Tris-Trizin Gel aufgetragen. Dabei konnten fiir die DNA behandelte Probe
zwel zusétzliche Banden detektiert werden (b). Die nachfolgende massenspektrometrische Analyse des Peptidmusters der
verdauten Banden zeigte im Vergleich zur Probe ohne DNA, dass ein Peptid nur in der Probe ohne DNA nachgewiesen
werden konnte (c). Anhand der vorhergesagten Sekundérstrukturen innerhalb der Sequenz und bekannter DNA-
Interaktionsstellen von homologen Homdobox-Proteinen (griin gepunktet) konnte sowohl iiber die DEPC-Behandlung
(roter Rahmen) als auch die UV Crosslink-Versuche (schwarzer Rahmen) experimentell die gleichen Bereiche fiir die
DNA-Bindung in der Knotted-1 Homdobox gefunden werden (d). Eine genauere Lokalisation der DNA-Bindestelle war
nur tiber das UV Crosslinking moglich und lieferte die Sequenz QQLLSWWDQHK als potentielle DNA-Bindestelle fiir
die DNA-Sonde mit dem TGAC-Motiv (e).
Nach anschliefender Féllung des Proteins mit 90%Aceton /10% Methanol /10 mM DTT und
darauffolgendem Trypsin-Verdau wurde das Peptidmuster beider Proben miteinander verglichen
(Abbildung 32a). Ohne Inkubation mit DEPC konnte etwa 80 % der Proteinsequenz detektiert werden.
Im Gegensatz dazu konnte nur knapp 40 bis 50 % der Sequenz in der DEPC-behandelten Probe tiber die
anschliefende MS-Analyse identifiziert werden. N-terminale Peptide waren in der DEPC-modifizierten
Probe nicht detektierbar. Ein modifiziertes Peptid konnte weiterhin fiir den Bereich zwischen der 45.
Und 56. Aminosdure gefunden werden. Dass der N-Terminus nicht gefunden wurde, deutete bereits
darauf hin, dass dieser Bereich nicht mit der DNA interagierte. Dieser Bereich umfasste im
Wesentlichen den Sequenzbereich zwischen der Lys-reichen Sequenz und der ELK Doméne. Durch das
DEPC konnten auch Lysine modifiziert worden sein, was den Trypsin-Verdau erschwert oder nicht mehr
ermoglicht. Da dariiber hinaus in diesem Bereich durch Trypsin vergleichsweise groe Peptide generiert
werden (>2500 Da), konnte eine chemische Modifizierung der Lysine dazu fiithren, dass infolge der
zusétzlich auftretenden Miscleavages die entstandenen Peptide auBlerhalb des Detektionsbereichs von
600 bis 4000 Da lagen. Der hier identifizierte Bereich, der mdglicherweise an der Interaktion mit der
DNA beteiligt ist, konnte anhand von Kristallstrukturen fiir homologe Proteine bereits charakterisiert
werden: er besteht im Wesentlichen aus drei aufeinanderfolgenden Helices im Helix-Turn-Helix Motiv,
die fiir die DNA-Bindung verantwortlich sind. Dabei sind insbesondere die ELK-Sequenz als auch die

Helix 1 und 3 fiir die meisten DNA-Interaktionen zustindig (Abbildung 32d).
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Diese Bereiche waren aufgrund der DNA-Bindung nicht fiir das DEPC zuginglich, konnten infolge
dessen nicht modifiziert werden, was zur Folge hatte, dass im Anschluss eine Fragmentierung durch
Trypsin moglich war und somit diese Bereiche weiterhin detektierbar waren. Folglich konnte zum einen
der Bereich der moéglichen Interaktion der DNA-Sonde mit dem Protein eingegrenzt werden, wobei die
Unzuginglichkeit des DEPC sowohl durch Bindung an die DNA als auch durch vorhandene Strukturen
erkldarbar wire. Andererseits konnten allerdings keine genaueren Informationen iiber die direkte
Interaktionsstelle zwischen DNA und Protein ermittelt werden.

Fiir eine genauere Lokalisierung der DNA-Bindestelle wurde nachfolgend iber UV-Crosslink-Versuche
die DNA kovalent an das Protein verkniipft. Dabei bilden insbesondere Pyrimidine durch UV-Licht bei
254 nm freie Radikale. Diese konnen mit verschiedenen in der N#he befindlichen Aminosduren
verkniipft werden, zu denen Cysteine, Serine, Methionine, Lysine, Arginine, Histidine und alle
aromatischen Aminosauren gehoren, und sind selbst im SDS-Gel stabil als Komplex vorzufinden (33,
244). Nach UV-Bestrahlung der FMO08 Probe mit und ohne DNA-Sonde, die das Bindemotiv TGAC
trug und anschlieBender Tris-Trizin PAGE zeigte sich, dass die UV-Behandlung das Protein stark
fragmentierte und einzelne Fragmente auch verkniipfen konnte (Abbildung 32c¢). Zusétzlich konnten in
der Probe mit DNA zwei weitere Banden beobachtet werden, die bei etwa 20 und 60 kDa migrierten.
Die starke Fragmentierung des freien Proteins ist der verwendeten Wellenldnge des UV-Lichtes
geschuldet. Da die Radikalisierung der Pyrimidine bei 254 nm am effektivsten geschieht, wurde speziell
diese UV-Wellenldnge gewdhlt. Gleichzeitig kann diese hochenergetische Strahlung iiber einen
langeren Zeitraum das Protein selbst schddigen, so dass durch interne Radikalbildung Quervernetzungen
entstehen (244). Dass bei der DNA-behandelten Probe zwei unterschiedlich hohe zusédtzliche Banden
sichtbar waren, konnte auf ein unterschiedliches Verhéltnis zwischen Protein und DNA erklarbar sein.
Wihrend die Bande bei 20 kDa aus einer Bindung von einem Proteinmolekiil pro DNA resultiert, konnte
die hohere Bande ein hoheres Verhéltnis von Protein zu DNA von zum Beispiel 2:1 oder noch hoher
bedeuten.

Diese beiden zusétzlich auftretenden Banden in der Protein-DNA Probe wurden nach vorherigem In-
Gel Trypsin Verdau massenspektrometrisch analysiert. Dabei zeigten beide Banden das Fehlen des
Peptids QQLLSWWDQHYK, welches in der Kontrollprobe eindeutig zu finden war (Abbildung 32¢
und f). Dieses Fragment bestehend aus mehreren aromatischen Aminoséuren (Tryptophan und Tyrosin)
konnte als einziges wiederholend nicht detektiert werden, was auf eine mogliche Kopplung des Peptids
an das Oligonukleotid zuriickzufiihren sein konnte. Diese Sequenz lag im Bereich der ersten N-
terminalen Helix in der Hom6obox-Domine. Aus den Kristallstrukturen von DNA und Homoobox-
Proteinen aus anderen Organismen ist bekannt, dass eine Helix direkt mit den Basen der DNA in der
groBen Furche interagiert, wihrend die anderen beiden Helices entweder nicht oder mit den
Phosphatgruppen der DNA interagieren (58).Welche Helix dabei die Basenbindung vollzieht ist von
Protein zu Protein unterschiedlich, so dass vermutet werden kann, dass die erste Helix in der Knotted-1

Homdobox diese Interaktionen und damit die Erkennung des TGAC-Motivs ermoglicht. Obwohl die
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isolierte Sequenz als auch die Helix im Ganzen kein Threonin enthielt, welches als einzige Thymin
bindende Aminoséure postuliert wurde (241), konnte eine Kombination aus zwei aufeinanderfolgenden
Aminosduren moglicherweise die gleiche Selektivitit ermdglichen. Wahrend die aromatischen
Aminosduren in der Sequenz vorzugsweise zwischen die Basen interkalieren, binden die Glutamine als
auch das Histidin und Aspartat Basen, woraus die Selektivitdt resultieren konnte (241). Ob eine
strukturelle Verdnderung des Proteins infolge der DNA-Bindung induziert wird, sollte nachfolgend iiber
SAXS- und DLS-Messungen {iberpriift werden. AuBerdem wurde Uber CD-Messungen die

Sekundarstruktur der Homoobox zu sowie des Wildtyp Knotted-1 analysiert.

3.3.3 SAXS, DLS und CD-Messungen zeigen eine hohe Flexibilitit der Homo6obox

Trotz der bereits beschriebenen Limitierungen hinsichtlich Loslichkeit und Stabilitét des kompletten
Knotted-1 Proteins konnten erste strukturelle Informationen tiber CD-Messungen erhalten werden. Fiir
diese Messungen werden nur sehr geringe Konzentrationen bendtigt, die bereits erreicht wurden.
Anhand derer konnte gezeigt werden, dass frisch aufgereinigtes Knotted-1 als Volllaingenprotein im
Gegensatz zum Atl1g64370 nur zu etwa 50 % ungeordnet vorlag und ein groB3erer Anteil an a-helikalen
Bereichen im Protein vorherrschte (27 %, Abbildung 33e).

Inwiefern die semi-denaturierende Aufreinigung oder die Tendenz zu aggregieren die Konformation des
Proteins beeinflussten, konnte nicht ndher bestimmt werden. DLS-Messungen, die neben der
Gelfiltration eine Aussage Uber den Aggregationszustand geben konnten, zeigten aullerdem, dass die
Aggregatsform je nach verwendetem Puffer stark unterschiedlich war. Die Zugabe von 1.5 M Harnstoff
als auch niedrigere Mengen des Detergens CHAPS fiihrten zu hauptsidchlich grolen Aggregaten im
Mega- bis Gigadalton Bereich. Eine weitere Erhohung der CHAPS Konzentration auf bis zu 0.8 % fiihrte
zu einer weiteren Verbesserung der Dispersitit und verschob die vorkommenden Aggregatsgrofien zu
kleineren Werten. Natriumdesoxycholat als Detergenz zum Aufbrechen von Protein: Protein-
Interaktionen zeigte bereits bei sehr niedrigen Konzentration von 0.1 % ein potentiell monomer
vorliegendes Protein, das bei Messungen von {iber zwei Stunden weiterhin stabil vorlag (Abbildung 33a,
b und f). Weiterfithrende Untersuchungen konnten jedoch nicht mit dem Knotted-1 Volllangenprotein
durchgefiihrt werden, da zum einen Interaktionsstudien aufgrund des Natriumdesoxycholats nicht
moglich waren und zum anderen das Protein maximal 12 Stunden in Konzentrationen von maximal 5
mg/ml stabil in Losung gehalten werden konnte. Obwohl steigende Konzentrationen an CHAPS einen
dhnlichen Effekt auslosten wie 0.1 % Natriumdesoxycholat, wurde auf eine weitere Erhohung der
CHAPS-Konzentration verzichtet, da bereits die CMC vom CHAPS mit Konzentrationen von 0.5 bis
0.8 % erreicht war und eine weitere Erhdhung dazu gefiihrt hitte, dass nicht die Dispersitét des Proteins

allein, sondern zusammen mit den entstehenden Detergenzmicellen bestimmt wurde.
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Abbildung 33. CD- und DLS-Ergebnisse fiir das Knotted-1 als auch das Homéobox-Doménen Konstrukt FMO08.
Frisch aufgereinigte Knotted-1 Proben wurden hinsichtlich ihrer Monodispersitét in den unterschiedlichen Puffern iiber
DLS-Messungen getestet (a). Dabei zeigten sowohl die Proben mit 0.5 % CHAPS als auch 1.5 M Urea eine hohe
Dispersitit, wihrend die Zugabe von 0.1 % Natriumdesoxycholat (DC) eine weitestgehend monodisperse Probe zur Folge
hatte. Diese Monodispersitét konnte bei einer Konzentration von 4.7 mg/ml fiir 2 h erhalten werden, zeigte jedoch keine
scharfen Signale wie es fiir strukturell monodisperse Proben der Fall wére (b). Im Gegensatz dazu zeigte das FMO08-
Konstrukt in 1 mM HEPES pH 7.5, 10 mM KCI, und 1 mM MgCl nur eine Form, die abhéngig von der Konzentration zu
groferen Aggregaten verschoben war. Durch Zugabe von dquimolaren Mengen an doppelstrangiger DNA sank diese
strukturelle Polydispersitit und fiihrte zu einem Komplex der geringfligig groBer war als das freie FMO08 (c). Die
bestimmten Radii als auch die dadurch abgeschitzten Molekulargewichte (Est. MW) sind in (f) zusammengetragen. Uber
anschlieende CD-Messungen der Homoobox als auch des Knotted-1 in 1 mM HEPES pH 7.5, 10 mM KCIl, und 1 mM
MgCla, beziehungsweise 2.5 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM NaCl, 0.05 % Natriumdesoxycholat wurde die
Sekundérstrukturverteilung beider Konstrukte bestimmt (d). Dabei lag das FM08 zur Hélfte a-helikal vor wéhrend das
Vollldngen Knotted-1 zu etwa 27 % helikal vorlag (e).

Da fiir das Homoobox-Konstrukt FMOS bereits Protein:DNA-Interaktionsstudien durchgefiihrt werden
konnten und dieses Protein ohne weitere Detergenzien stabil mit einer Konzentration von bis zu 16
mg/ml vorlag, wurde ebenfalls die Tendenz zum Aggregieren dieses Konstrukts, als auch die
Veranderung des hydrodynamischen Radius in Gegenwart des bindenden DNA-Motivs TGAC tiber
DLS-Messungen untersucht.

Bei allen gemessenen Konzentrationen (70 uM (0.9 mg/ml) und 840 uM (11 mg/ml)) lag das Protein
monodispers vor, wobei hohe Konzentrationen offensichtlich infolge von Aggregationen einen héheren
hydrodynamischen Radius aufwiesen (Abildung 33c und f). Weiterhin waren beide Signale sehr breit,
was auf eine strukturelle Polydispersitit und damit hohen Flexibilitdt hindeutete. Durch Zugabe
dquimolarer Mengen von DNA verschob sich zum einen der hydrodynamische Radius der 70 pM Probe
zu leicht grofleren Werten, zum anderen reduzierte sich interessanterweise die Flexibilitdt des Systems,
was anhand der reduzierten Signalbreite zu beobachten war. Zur Kontrolle wurde ebenfalls die freie
DNA in einer Konzentration von 70 puM gemessen. In Kombination mit den Protein:DNA-
Interaktionsanalysen {iber DEPC-Modifizierung konnte dies bedeuten, dass insbesondere der Bereich
der Homoobox in freier Form einen hohen Grad an Flexibilitdt aufweist, welche sobald die DNA

gebunden wird drastisch reduziert wird.

125



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 34. Kristallisationsergebnisse fiir das ungebundene Homoobox-Konstrukt FM08. Das Protein wurde mit
einer Anfangskonzentration von 16 mg/ml fiir Kristallisationsexperimente verwendet. Dabei konnten unter 0.2 M
Ammoniumnitrat, 20 % PEG 3350 nadelférmige Kristalle beobachtet werden, die bereits wenige Minuten nach Ansetzen
der Bedingung entstanden und wobei es sich wahrscheinlich um Salzkristalle handelte (a). Ebenso konnten unter 0.1 M
Tris-HCI pH 8.5, 20 % Ethanol kleine Spherulite beobachtet werden (b). Nach weitere Optimierung der Bedingungen
konnten einzelne grof3e Kristalle bei 0.1 M HEPES pH 6.5, 10 % PEG 6000 beobachtet werden (c).

Diese Reduktion konnte durch die Ausbildung der dreidimensionalen Helix-Turn-Helix Motive
induziert werden, welche in Losung so eventuell nicht vorliegen. Ebenfalls konnte die ELK-Sequenz
zusitzlich durch Binden an die DNA eine kompaktere Form des Proteins induzieren.

Dass die Annahme der Existenz der drei Helices richtig sein konnte, wurde nach Uberpriifung der
Sekundarstruktur iiber CD-Messungen bestétigt. Im Gegensatz zum kompletten Knotted-1 lag das FM08
Konstrukt zu iiber der Hélfte a-helikal vor und bestand nur zu knapp einem Drittel aus ungeordneten
Bereichen (Abbildung 33d und e). Aus den Strukturvorhersagen anhand homologer Proteine kann der
helikale Bereich sehr gut die Homdobox-Doméine abdecken, wéihrend der N-terminale Bereich davor
den hauptséchlich ungeordneten Anteil ausmacht. Da sowohl fiir die Aufreinigung als auch fiir die CD-
Messung MgCl, hinzugegeben wurde, was sich wihrend der Aufreinigung als stabilisierendes Additiv
herausstellte, war es erforderlich dies zundchst mittels EDTA zu chelatieren, um dessen Einfluss auf die
Sekundarstruktur des freien FMOS tiberpriifen zu konnen. Es konnten allerdings in Abhéngigkeit vom
vorhandenen Magnesium keine Verdnderungen in der Sekundérstrukturzusammensetzung festgestellt
werden.

Der hohe Anteil an Faltung in dem Homdobox-Konstrukt erlaubte eine mogliche Kristallisation. Das
freie Protein wurde dabei mit einer Konzentration von 16 mg/ml in zwei verschiedenen Screens (JCSG,
PACT) getestet. Der genutzte Proteinpuffer bestand aus 10 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCl und 10
mM MgCl,. In mehreren Bedingungen konnte bereits wenige Stunden nach Ansetzen der Bedingungen
eine Kristallbildung beobachtet werden. Diese Bedingungen enthiclten Ammoniumnitrat oder
Phosphatsalze.

Da der Puffer Magnesium enthielt ist davon auszugehen, dass die schnelle Kristallisation durch Bildung
von Salzkristallen bestehend aus Magnesiumnitrat oder Magnesiumphosphat zu erkldren war
(Abbildung 34a). Bedingungen, die ausschlieBSlich Substanzen enthielten, die eine Salzkristallbildung
unwahrscheinlich machten, fiihrten zu kleinen Spheruliten oder Phasentrennung der Probe. Nach

weiterer Optimierung der Bedingungen konnten einzelne gro3e Kristalle hergestellt werden (Abbildung
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34b und c). Die optimale Bedingung bestand aus 100 mM HEPES pH 6.5 und 10 % PEG 6000 und
fiihrte zu grofBen einzelnen Kristallen, die fiir strukturelle Analysen verwendet werden konnten. Ein
anschlieffend durchgefiihrter Tryptophan-Fluoreszenztest der Kristalle konnte keinen Aufschluss geben
ob ein Salz- oder Proteinkristall vorlag. Ebenso konnte kein schliissiges Streubild {iber die Drehanode
generiert werden. Versuche den Komplex aus DNA und Protein zu kristallisieren wurden bislang nicht
durchgefiihrt.

Bisherige Strukturinformationen iiber diec Homdobox-Proteine sind auf das Minimalmotiv bestehend
aus den drei Helices beschrankt und lielen sich iiber Strukturhomologien auch auf die Knotted-1
Homoobox libertragen. Allerdings fehlt zum einen Informationen {iber die Flexibilitdt der Doméne in
Losung als auch das Verhalten zusitzlicher Motive und Doménen, wie die ELK-Doméine. Um
Informationen tiber die Flexibilitdt der Homoobox zu erlangen, als auch um einen weiteren Einblick in
die rdumliche Ordnung der N-terminal gelegenen ELK-Domidne zu erlangen wurde neben den
Kristallisations- auch SAXS-Versuche mit dem freien als auch mit dem DNA gebundenen FMOS
Konstrukt durchgefiihrt. Der Konzentrationsbereich lag erneut zwischen 1 und 5 mg/ml. Héhere
Konzentrationen wurden vermieden, da bereits in den DLS-Messungen eine konzentrationsabhéngige
Aggregation zu beobachten war (Abbildung 33c). Fiir die Messung des DNA gebundenen FM08 wurde
zuvor der Komplex {iiber eine Gelfiltration von freiem Protein und DNA getrennt und anschlieend
konzentriert. Die Auswertung erfolgte entsprechend der Herangehensweise vom At1g64370 Protein, da
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass das freie Protein in Losung hochgradig flexibel vorliegen
konnte.

Zur Berechnung der EOM Modelle wurde einerseits keine feste Doméne deklariert und andererseits ein
Knotted-1 Homdobox in silico Strukturmodel verwendet. Dieses Modell auf Basis der NMR-Struktur
der Homéodoméne des humanen PNOX1 (pdb code: 1X2N) wurde iiber den SWISS-MODEL Server
erstellt (194). Im Vergleich zum Atl1g64370 sowie TCTP konnte bereits zwischen 1 und 5 mg/ml eine
konzentrationsabhidngige Aggregation beobachtet werden.

Wihrend sich bei der 1 mg/ml Probe fiir die ProteingroBe entsprechende Rg,-Werte und
Molekulargewichte berechnen lielen, stiegen diese berechneten Werte mit steigender Konzentration des
Proteins linear an. Auch konnten alle drei Streukurven nicht iibereinandergelegt werden und zeigten
insbesondere im Kleinwinkelbeugungsbereich einen stirker werdenden Aufwirtstrend (Abbildung 35a).
Folglich wurde fiir nachfolgende Untersuchungen nur die 1 mg/ml Probe fiir die Auswertungen
herangezogen. Nach Darstellen der Daten in einem dimensionslosen Kratky-Plot konnte eine dhnliche
Form wie fiir das TCTP beobachtet werden. Neben einem kompakten Kern lagen im Protein grofere
flexible Bereiche vor, sodass das typische Maximum fiir kompakte Proteine bei v/3 in Richtung gréBere
sRg-Werte verschoben vorlag und nachfolgend der Graph immer weiter anstieg. Die P(r) Funktion
hingegen &hnelte der vom Atlg64370 mit einem Maximum bei kleineren Werten und einem

vergleichsweise grolem Wert fiir dmax.
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Abbildung 35. SAXS-Ergebnisse fiir das FM08-Konstrukt ohne DNA. Bereits fiir geringe Konzentrationserhdhungen
konnte ein linearer Anstieg des Rg als auch des Molekulargewichtes beobachtet werden, wodurch alle drei Konzentrationen
in der Guinier-Region (a) nicht deckungsgleich waren. Infolge dessen wurde in anschlieBenden Auswertungen die
niedrigste Konzentration von 1 mg/ml verwendet, da hier keine Aggregationseffekte beobachtet werden konnten (a). Der
anschlieBende dimensionslose Kratky-Plot zeigt, dass ebenfalls wie das TCTP eine gewisse Globularitit verbunden mit
flexiblen Bereichen (b). Die Paarverteilungsfunktion hingegen dhnelte der vom Atl1g64370 mit zu groem dmax als es fiir
ein kompaktes Protein moglich wire (c). Das ab initio Dammif Modell zeigt jedoch die typische Form der Homéobox,
welche den kompakten Kern bildete (d) und sich sehr gut mit der NMR-Struktur der Homéobox aus dem humanen
Homolog PNOX1 (pdb code: 1X2N) iiberlagern lief3 (e + f). Unter der Annahme einer unflexiblen Homdobox-Doméne
wurde iiber EOM Berechnungen der N-terminale Bereich vor der Knotted-1-Homoobox in Losung berechnet. Dabei
konnten insgesamt fiinf Konformationen aus dem Ensemble von 10000 Strukturen das erhaltene Beugungsbild vollstindig
abdecken und erklérten auflerdem die grolen dmax-Werte (g). Die Qualitdt der EOM Ergebnisse konnte erneut iiber ein
giiltiges Ro bestitigt werden und so konnte die insgesamt hohe Flexibilitit von kompakteren zu elongierten
Konformationen gezeigt werden (h).

In Kombination der Rohdaten konnte somit angenommen werden, dass das FMO8 sowohl einen
kompakten Kern besall als auch flexibel und elongiert vorliegen musste. Somit ist die vorherige
Annahme, dass die Homéobox-Konformation mit den drei Helices in Losung nicht vorliegen kann,
falsch.
Die Reduzierung des hydrodynamischen Radius bei Anwesenheit von DNA in den DLS-Messungen
konnte somit durch Umlagerung des flexiblen N-terminalen Bereich des Konstruktes erfolgen.
Die Vermutung deckte sich gut mit dem {iber Dammif berechneten ab initio Modell (Abbildung 35d und

f). Die typische Form der Homdobox, so wie sie aus Kristall und NMR-Strukturen bekannt ist, konnte
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dem groferen kompakten Bereich im Modell zugeordnet werden, wihrend der N-terminale flexible
Bereich die sichtbare Verldngerung darstellen konnte. Ein genaueres Bild wurde erneut iiber
Berechnungen mit Hilfe der EOM Methode geschaffen. Fiir die Berechnungen wurde zum einen die
Homoobox-Doméne als unverdnderlich angesehen und die NMR-Struktur des humanen PKNOXI1 in
die Berechnungen miteinbezogen. Zum anderen wurde separat das komplette FMOS8 als flexibel
angenommen ohne zuvor eine Doméne wie die Homoobox als rigide zu deklarieren. Die erhaltenen
Werte zeigten, dass insbesondere die Annahme einer rigiden Homoobox zu einem besseren Fit der
Daten auf das Ensemble fiihrte als fiir die Berechnung mit dem komplett flexiblen Protein (y3igige: 1.152,
exivel: 1.424). In Abbildung 35g ist zu sehen, dass neben der kompakten Homéobox der N-terminale
Bereich bestehend aus dem Abschnitt nach der Lysin-reichen Region und der ELK-Sequenz alternierend
elongiert bis kompakt vorlag  und hochgradig flexibel war. Obwohl die CD-Messungen nur einen
Anteil an Unordnung von etwa 34 % ermittelten, die Homoobox allein allerdings nur etwa 50 % des
Konstrukts ausmachten, konnte angenommen werden, dass innerhalb des N-terminalen Bereichs weitere
Sekundirelemente vorhanden sind, die jedoch keine Auswirkungen auf die Flexibilitit haben und in den
EOM Modellen nicht als Sekundérelemente sichtbar gemacht werden konnten. Somit ist es erklérbar,
dass das FMO08-Konstrukt, obwohl es nur 12 kDa grof3 ist einen groBeren Re-Wert aufwies als das
groBere TCTP (Abbildung 35h). Obwohl beide einen kompakten Kern aufweisen lag das FMO08
insgesamt in gestreckter Form vor, wiahrend das TCTP mit Ausnahme des Loops kompakt vorlag.

Die SAXS-Messungen des Komplexes aus DNA und FMO0S8 konnten zwar durchgefiihrt werden, jedoch
zeigten die erhaltenen Daten entweder starke Aggregationen oder aber nur die vorhandene DNA und
nicht den Komplex aus DNA und Protein. Ein Grund hierfiir kann sein, dass aufgrund des starkeren
Kontrastes durch Streuung der DNA der Anteil an Proteinstreuung nicht signifikant genug war, um ihn
spater von der DNA-Probe herausrechnen zu kénnen (245). Ebenfalls durchgefiihrte Messungen am
Volllingen Knotted-1 bei Konzentration von unter 1 mg/ml fiihrten nicht zum gewiinschten Ergebnis,
da es auch hier zur Bildung groer Aggregate kam, wie sie bereits in Gelfiltrationsstudien gefunden

werden konnten.

3.3.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte flir das Knotted-1 der 16slichkeitslimitierende Bereich identifiziert werden.
Dieser bestand im Wesentlichen aus dem Bereich der MEINOX-Region, welche die KNOX1 und 2
Doménen enthielt. Nahezu der komplette C-Terminus konnte 16slich und stabil hergestellt werden und
erfolgreich auf dessen DNA- und RNA-Bindeeigenschaft hin untersucht werden. Dabei zeigte die
Homoobox die bereits vermutete Spezifitit fiir die Sequenz TGAC, aber keine Bindung der gleichen
Sequenz auf RNA-Ebene, wiahrend RNA-Sequenzen aus dem Bereich der KNAT-homologen Sequenz
binden konnten. KNAT bezieht sich dabei auf das Knotted-1 Homolog, welches in Arabidopsis thaliana

zu finden ist. Die Circulardichroismus-Daten in Kombination mit DLS- und SAXS-Ergebnissen zeigten
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eine Homoobox, die offensichtlich infolge der DNA-Bindung drastisch an Flexibilitét verliert, was
eventuell strukturelle Veranderungen in der MEINOX-Region im Vollldngenprotein nach sich zichen
konnte. Uber die durchgefithrten SAXS-Experimente konnte die Homdobox sowie der N-terminale
Bereich vor ihr erstmals gut strukturell charakterisiert und auf Flexibilitét {iberpriift werden. Allerdings
war es weiterhin nicht moglich iiber die SAXS-Analysen strukturelle Informationen fiir den
Protein:DNA-Komplex als auch fiir das Knotted-1 Protein in dessen kompletter Form zu erhalten. Da
offensichtlich die initiale Loslichkeit und damit Moglichkeit der Aufreinigung des Knotted-1 durch
Fusionieren mit dem MBP gesteigert werden konnte, jedoch auch weiterhin die Stabilitdt des Proteins
nicht gegeben war, konnten Informationen iiber Konformationsanderung der Homéodomane infolge der
DNA-Bindung dazu beitragen bessere Pufferbedingungen zu finden, in denen Knotted-1 stabil vorliegt.
Hierzu konnte die Zugabe grofler Mengen kurzer DNA-Sequenzen zéhlen, die das Bindemotiv TGAC
enthalten. Durch Bindung dieser DNA durch die Homodobox konnte bedingt durch
Konformationsénderungen die Stabilitdt eventuell gesteigert werden. Sofern das Knotted-1 Protein
monodispers und stabil produziert werden kann, konnen neben SAXS- und Kristallisationsexperimenten
auch durch chemische Modifizierung Einblicke in die Konformation des Vollldngenproteins iiber

Massenspektrometrische Analysen erlangt werden.

3.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten drei nicht-Zell autonome Proteine (NCAPs) erfolgreich strukturell
analysiert werden. Allen drei gemein ist das Vorkommen von teils groen unstrukturierten Bereichen,
die sowohl die Stabilitit als auch die moglichen Herangehensweisen zur Strukturaufklérung
beeinflussen. Ungeordnete Proteine spielen in Eukaryoten eine herausragende Rolle, da sie in nahezu
allen regulatorischen Prozessen mitwirken und aufgrund ihrer Flexibilitit eine Vielzahl an mdglichen
Bindepartnern besitzen. Das At1g64370 als eines der beiden phloemmobilen Proteine, die hier
untersucht wurden, konnte bislang nur in Proteomstudien identifiziert werden. Allerdings lag bislang
keine Information zu dessen Funktion und moglichen strukturellen Aufbau vor. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass das Protein ein intrinsisch ungeordnetes Protein ist und einige Eigenschaften von
Dehydrinen aufweist, obwohl eine Klassifizierung in die Dehydrinklasse aufgrund des Fehlens des K-
Segments nach bisherigem Dogma nicht moglich ist. Zu den Dehydrin-&hnlichen Eigenschaften gehdren
die selektive Bindung von Metallen, wie Zink, Kupfer, Nickel (IMAC Versuche), der hohe Grad an
Unordnung (CD-, SAXS-Messungen) und die Konformationsdnderungen infolge der Bindung von SDS
und Zink (CD-Messungen). Insbesondere die Eigenschaft Metalle zu binden ist dahingehend interessant,
da bislang angenommen wurde, dass zwei aufeinanderfolgende Histidine hierfiir notwendig sind. Diese
jedoch sind in im Atlg64370 nicht vorhanden, weswegen die Metallbindung eventuell auf intra- und
intermolekulare Beteiligungen mehrerer Histidine in unterschiedlichen Bereichen zuriickzufiihren wére.

Das Atl1g64370 besitzt Homologien zum Arabidopsis Dehydrin HIRD11 und konnte infolge dessen als
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Dehydrin-like Protein klassifiziert werden. Ob sich beide Proteine gegenseitig in der Pflanze
komplementieren konnen oder ob das At1g64370 eine starkere Bindung von RNAs ermdglicht, miisste
in kiinftigen Knock-out und Uberexpressionsstudien in transgenen Pflanzen untersucht werden.
Diesbeziiglich konnte ebenfalls studiert werden, ob eine Uberexpression des Atlg64370 eine
Schutzfunktion vor verschiedenen Stressbedingungen, wie Hitze, Kélte oder Trockenheit bietet. A.
Ostendorp konnte zeigen, dass das Atlg64370 Chaperon-dhnliche Eigenschaften gegeniiber Proteinen
besitzt. Ob das Protein ebenfalls als RNA-Chaperon fungiert und somit als Janus Chaperon klassifiziert
werden kann, misste in in vitro Assays getestet werden. Eine Chaperon-Funktion auf RNAs zum Erhalt
der Sekundérstrukturen wire eine interessante Beobachtung, da dieses Protein hoch abundant im Phloem
vorkommt und dies somit womdoglich den Transport intakter RNAs im Phloem erlauben konnte.

Das TCTP in Pflanzen ist auf funktionaler und struktureller Sicht weniger gut charakterisiert als in
anderen Eukaryoten. Es konnte gezeigt werden, dass Struktur und Funktion des TCTPs aus Arabidopsis
thaliana weitestgehend denen aus anderen Organismen entsprechen. So konnte eine Bindung von
Hemin, ebenso wie die Interaktion mit mehreren bekannten Proteinen aus anderen Organismen
beobachtet werden, die aber bislang in Pflanzen und genauer im Phloem nicht bekannt waren.
Interessanterweise, konnte eine kovalente Dimerisierung des Proteins beobachtet werden, sofern das
TCTP mit Pflanzenextrakt inkubiert wurde. Dies konnte auf Artemisinin-dhnliche Substanzen
hindeuten, die in der Lage sind das Protein zu verkniipfen. Die dafiir verantwortliche Substanz konnte
nicht isoliert und identifiziert werden und miisste in weiteren Studien gefunden werden. Eine
Artemisinin-dhnliche Substanz wire dahingehend von Interesse, da dem Artemisinin und dessen
Derivaten neben dem Nutzen als Anti-Malariamittel eine Wirkung auf bestimmte Krebsarten zugesagt
wird. Uber SAXS-Versuche konnte gezeigt werden, dass die Loop Region nach dem Binden der
unterschiedlichen Liganden unterschiedliche Konformationen einnimmt. Die Kristallisation blieb
jedoch bislang ergebnislos. Allerdings zeigten Versuche iiber die limitierte Proteolyse, dass ein
Entfernen des Loops einen positiven Effekt auf die Kristallisierbarkeit des Proteins haben konnte.
Ebenso konne ein Herabsenken der Loslichkeit des Proteins durch Methylierung oberflichennaher
Lysine kiinftige Erfolgsaussichten das Protein zu kristallisieren steigern. Da dariiber hinaus einige
Interaktionspartner identifiziert wurden, konnten Ko-Kristallisationsversuche ebenfalls durchgefiihrt
werden und moglicherweise eine hochauflosende atomare Proteinstruktur ermoglichen.

Das Knotted-1 ist im Vergleich zu den beiden vorhergenannten Proteinen kein phloemmobiles, sondern
vielmehr iiber kurze Distanzen mobiles Protein. Allein dessen mRNA konnte bislang im Phloem
identifiziert werden. Knotted-1 als mobiler Transkriptionsfaktor konnte bislang kaum in vitro untersucht
werden. Hiufig fiihrte eine Uberexpression in E. coli zur Anhiufung des Proteins in Inclusion Bodies.
Infolge dessen musste zundchst denaturierend das Protein aufgereinigt, um im Anschluss neugefaltet
werden zu kdnnen. Dies fiihrt jedoch héufig zur falsch gefaltetem und instabilen Proteinformen. In dieser
Arbeit wurden Wege gesucht das Protein 16slich herzustellen und aufreinigen zu konnen. Dabei konnte

die MEINOX Domine als der 16slichkeits- und stabilitdtslimitierende Bereich im Protein identifiziert
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werden. Es konnte zwar das Vollldngenprotein 16slich isoliert werden, allerdings gelang dieses nur durch
Zugabe von Urea und Natriumdesoxycholat, einem Detergenz, das Protein:Protein Interaktionen
aufbrechen kann. Trotzdem verblieb die Proteinldslichkeit bei unter 1 mg/ml bei gleichzeitig schlechter
Stabilitit. Eine signifikante Verbesserung konnte mit Konstrukten, bestehend aus der Homdobox und
ELK Domine, erreicht werden. Diese konnten auf bis zu 16 mg/ml konzentriert werden und lagen selbst
nach einem Monat stabil in Losung vor. Von dieser Doméne konnten erste SAXS-Daten gesammelt
werden und zeigen den hohen flexiblen Charakter des Proteins. Zukiinftige SAXS-Studien miissten
zeigen, dass die Homoobox in Kombination mit kurzen RNA oder DNA Oligomeren eine
Konformationsdnderung induziert, wie sie in den DLS-Messungen beobachtet wurde. Ebenfalls konnte
versucht werden die hochaffine DNA-Bindung auszunutzen und die Homdobox zusammen mit der
DNA in Ko-Kristallisationsversuchen strukturell aufzukldren. Ein starrer Komplex aus DNA und
Protein konnte eine hohere Erfolgswahrscheinlichkeit auf Kristalle bedeuten und die Strukturaufklérung
ermdglichen. Da allerdings die Homdobox allein schon relativ gut strukturell analysiert wurde, miissten
weitere Loslichkeitsstudien durchgefiihrt werden, um noch groBere Bereiche des Knotted-1 16slich
herstellen zu konnen. Das Nutzen des MBP als Loslichkeits-Tag zeigte bereits Verbesserungen in der
initialen Loslichkeit des Knotted-1. In weiteren Studien konnte dieser Tag genutzt werden um
Konstrukte, die die MEINOX Domiéne einschlieBen, erfolgreich aufzureinigen und zu kristallisieren.
Auch konnte die semi-native Aufreinigungsmethode genutzt werden um {iiber strukturelle Proteomik-

Ansitze mehr Informationen iiber die Konformation des Proteins zu erlangen.

Insgesamt konnten alle drei Proteine iiber SAXS und weiteren Messmethoden ndher strukturell
charakterisiert werden. Das Analysieren von insbesondere flexiblen Proteinen erlaubt einen tieferen
Einblick in die regulatorischen Abldufe in der Pflanze, verlangt hdufig jedoch eine spezielle Praparation
der Proteine. Diese sind im Vergleich zu kompakten Proteinen, schlechter 16slich, besitzen eine
geringere Stabilitdt und eignen sich hdufig nicht um hochaufldsende Kristallstrukturen zu erzeugen. Hier
erlaubten die SAXS-Messungen wichtige Einblicke, die sonst nicht moglich gewesen wiéren und zeigten
iiberdies eine Abhédngigkeit der Konformationen von der Proteinkonzentration und bindenden Liganden.
Diese Einblicke kdnnen in kiinftigen Studien helfen die regulatorischen und Signalwege in der Pflanze

besser zu verstehen.
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4 Zusammenfassung

Pflanzen als sessile Organismen sind héufig biotischen, wie abiotischen Stress ausgesetzt. Die
Erkennung dieser externen Stimuli und Weitergabe der Informationen in weiter entfernte Gewebe und
Organe bedingt die Ausbildung von Langstreckentransportsystemen. Mit dem Xylem und Phloem
besitzen Pflanzen zwei Transportsysteme mit unterschiedlichen Aufgaben. Wéhrend das Xylem zum
Ionen- und Wassertransport von der Wurzel in die {ibrigen Pflanzenorgane zusténdig ist, ist das Phloem
Haupttransportroute vieler verschiedener Makromolekiile. Der Transport erfolgt hier im Gegensatz zum
Xylem bidirektional und jeweils vom Ort der Beladung (Source) zum Ort des Verbrauchs (Sink). Zu den
transportierten Molekiilen gehoren Photoassimilate, Phytohormone, aber auch Proteine und RNAs.
Letztere sind bereits bekannt als Informationsiibertrager zu dienen und im Falle von Stress, wie
Phosphat- oder Schwefelmangel, die Information in weit entfernte Gewebe zu tragen. Zu den
identifizierten Signaliibertragern zdhlen mehrere miRNAs wie beispielsweise miR399 oder miR168,
aber auch eine ganze Reihe an verschiedenen mRNAs, wie vom Knotted-1, TCTP und Flowering Locus
T (FT).

Neben den RNAs spielen Proteine eine weitere wichtige Rolle in der Signaliibertragung.
Phloemproteomstudien an Raps fiihrten zur Identifikation einzelner im Phloem existierender Calcium
und G-Protein Signalling Proteine, Chaperone und Proteine, die in der Zellentwicklung beteiligt sind.
Eines dieser Proteine ist das TCTP, welches an einer Vielzahl verschiedener biologischer Prozesse
beteiligt ist. So besitzt es anti-apoptotische, als auch Heat-Shock Protein-dhnliche Eigenschaften. Es ist
an der Zellzyklusprogression ebenso beteiligt, wie an der Bewiltigung verschiedener Stressarten, von
Wasser- bis ROS-induzierten Stress. Interessanterweise konnten einzelne unbekannte Proteine ebenfalls
identifiziert werden, die hochabundant im Phloem vorzuliegen scheinen. Zu diesen Proteinen gehort das
At1g64370, welches in mehreren Spots in 2D Gelen gefunden werden konnte. Dieses Protein konnte
bislang weder einer Proteinklasse zugeordnet, noch eine mogliche biologische Funktion vorhergesagt
werden. Da dieses Protein einen isoelektrischen Punkt von iiber 9 besitzt, konnte angenommen werden,
dass es bei der RNA-Bindung und dem Transport im Phloem eine Rolle spielt oder aber als Chaperon
fungieren kdnnte. Phloemproteine gehoren zur Gruppe der nicht-Zell autonomen Proteine (NCAPs) zu
denen auch virale und Proteine, die lber kurze Distanzen von Zelle zu Zelle transportiert werden
konnen, gehoren. Eines der ersten identifizierten NCAPs ist das Knotted-1. Knotted-1 ist ein
Transkriptionsfaktor und fiir den Erhalt der meristematischen Stammzellen verantwortlich. Die
Besonderheit vom Knotted-1 ist dessen Fahigkeit von Zelle zu Zelle transportiert zu werden, ebenso wie
dessen mRNA. Eine ektopische Expression des Proteins oder ein Knock-out filhren zu teilweise
schweren Phénotypen, wie der Bildung kleiner Knoten im Blatt oder dem Ausbleiben der

Sprossentwicklung.
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Zusammenfassung

Nahezu allen Signal- und Chaperonproteinen gemein ist deren vergleichsweise hohe Grad an
struktureller Unordnung. Diese reicht von kurzen ungeordneten Regionen bis hin zur kompletten
intrinsischen Unordnung. Circa ein Drittel aller in Eukaryoten vorkommenden Proteine besitzen ein
gewisses MaB an intrinsischer Unordnung, wobei 70 % aller am Signalling beteiligten Proteine grofere
ungeordnete Regionen besitzen.

Die Analyse solcher Proteine ist im Vergleich zu kompakten gefalteten Proteinen wesentlich
komplizierter. So sind Bereiche hoher Unordnung haufig Ziel proteolytischer Aktivitdt und reduzieren
die Stabilitédt des Proteins in Losung. Fiir eine Vielzahl von in vitro Studien reichen Proteinmengen im
mikromolaren Bereich. Fiir eine eingehende strukturelle Untersuchung jedoch werden Mengen im
Milligrammbereich bendtigt. Erschwerend kommt hinzu, dass ungeordnete Proteine und
Proteinregionen die Kristallisation erschweren, beziehungsweise nicht erlauben, weswegen folglich
kaum strukturelle Informationen von diesen Proteinklassen existieren. Eine Alternative, die die
Kristallisation von Proteinen nicht bendtigt, ist die Messung in Losung iiber SAXS. SAXS erlaubt die
Bestimmung der Konformation des Molekiils in Losung und gleichzeitig auch die Anderung der
Konformation durch Andern des Losemittels, des pH-Wertes, der Salzart oder auch nach Zugabe von
bindenden Liganden jeglicher MolekiilgroBBe. Somit konnen tiber SAXS Messungen Einblicke in die
Flexibilitit und die Anderung dieser erlangt werden, die mit anderen Methoden, wie der Kristallisation
nicht moglich wiren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die NCAPs Knotted-1, TCTP und das uncharakterisierte Protein
Atl1g64370 ndher strukturell, wie auch funktionell iiber SAXS, CD und struktureller Proteomik
analysiert werden. Weiterhin sollte das TCTP auf dessen in vitro Bindeeigenschaften gegeniiber
Phloemproteinen und niedermolekularen Substanzen, wie Hemin und Artemisinin getestet werden. Fiir
das Knotted-1 sollten zundchst Protokolle zur nativen Aufreinigung erstellt werden um anschlie3end
RNA/DNA Bindeassays und SAXS Versuche durchfiihren zu kdnnen.

Die strukturellen Analysen iiber SAXS, CD, DLS und struktureller Proteomik zeigten bei allen drei
Proteinen, dass diese zu unterschiedlichen Anteilen intrinsisch ungeordnet vorliegen und diese
Unordnung durch Zugabe von Bindungspartnern beeinflusst werden konnte. Den grofiten Effekt zeigte
das Atlg6437, das bei Gegenwart von SDS und Zink mehr Struktur annahm. Aufgrund seiner
beobachteten strukturellen Eigenschaften konnte angenommen werden, dass es sich bei diesem Protein
um ein Dehydrin-/ike Protein handeln konnte, obwohl das charakteristische K-Segment fehlt.

Das pflanzliche TCTP ist in vitro nur spérlich charakterisiert. Es konnte in mehreren Interaktionsstudien
gezeigt werden, dass gleiche Interaktionspartner, wie aus anderen Organismen bekannt, existieren und
selbst die Bindung von Hemin moglich ist, obwohl die postulierten benétigten Aminoséduren nicht
vorhanden waren. Interessanterweise, zeigten Pull-down Experimente, dass moglicherweise
Chlorophyll a ein Ligand sein konnte, der zu einer Dimerisierung des Proteins fiihrt, was durch das

Hemin nicht induziert werden konnte.
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Zusammenfassung

Zu guter Letzt konnten mogliche 16sliche Knotted-1 Konstrukte, bestehend aus der Homdobox und ELK
Domiéne, erstellt werden und erste SAXS Messungen durchgefiihrt werden. Die Interaktion von DNA
und RNA schien sequenzspezifisch und hochaffin zu sein, wie {iber verschiedene Gel Shift Assays zu
beobachten war. Die Bindung der DNA hatte zusitzlich zur Folge, dass das vormals flexible Protein
eine kompaktere Form annahm. Zusammenfassend konnte mit der hier durchgefiihrten Studie Einblicke
in die Flexibilitit und die Anderung dieser iiber verschiedene strukturelle Aufkldrungsmethoden
gewonnen werden, die zu einem besseren Verstandnis der molekularen Eigenschaften und Funktionen
von IDPs und IDRs in Pflanzen fiihren koénnen. Hochauflésende Strukturaufklarungen iiber
Proteinkristallisation verlief bislang erfolglos, jedoch konnten fiir das TCTP Erkenntnisse fiir zukiinftige
Versuche gewonnen werden, die eine Kristallisation ermdglichen und somit zur ersten TCTP

Kiristallstruktur aus Pflanzen fiithren konnten.
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5 Abstract

Plants as sessile organisms have to cope with different biotic and abiotic stress situations. The
recognition of the external stimuli and their transduction to distant tissues and organs emphasizes the
necessity of developing long distance transport systems. The xylem and phloem are two transportation
routes with distinct duties. Whereas the xylem is the main transport route for ions and water from roots
to upper organs, the phloem system is predominantly responsible for the relocation of different
macromolecules. In contrast to the unidirectional transport within the xylem, a bidirectional transport
from regions of loading (source) to regions of consumption (sink) is possible in the phloem.
Photoassimilates, phytohormones, proteins and RNAs belong to those molecules being transported
within the phloem stream. The latter is known to function as a signal transmitter and enables the
transmission of stress information, like phosphate or sulphur starvation to distant tissues. Among these
signal transducers are several miRNAs like miR399 or miR168, as well as several mRNAs, like knotted-
1, TCTP and Flowering Locus T (FT).

Besides RNAs, proteins play a significant role in signal transduction. Phloem proteome studies on
oilseed rape led to the identification of phloem-localized Calcium and G-protein signaling proteins,
chaperones, and proteins, involved in cell development. TCTP is one of these proteins, being involved
in many different biological processes. It is known to have antiapoptotic, as well as heat shock protein-
like activities. It is involved in cell cycle progression and in clearing different type of stress, like water
or ROS-induced stresses. Interestingly, some unknown proteins could be identified within these
proteome studies, showing high abundancies. The Atl1g64370 is one of these identified proteins, that
was found in several spots in 2d gels. So far, neither a protein class, nor any biological function could
be addressed to this protein. Due to its high isoelectric point of larger than 9 it has been suggested that
RNA binding and transport within the phloem or acting as a chaperone are possible functions. Phloem
proteins belong to the non-cell autonomous proteins (NCAPs), as well as viral proteins and proteins
being transported over short distances from cell to cell. Knotted-1 is one of the first identified NCAPs.
Knotted-1 as a transcription factor is responsible for the maintenance of meristematic stem cells and is
mobile on protein and mRNA level. An ectopic expression or knock-out will lead to severe phenotypes
ranging from the formation of tiny knots to the missing of shoot development.

Nearly all signaling and chaperone proteins show a high degree of structural disorder ranging from short
unordered regions to entirely intrinsically disorder. Approximately one third of all eukaryotic proteins
harbor disorder regions, whereas 70 % of all proteins involved in signaling show a large fraction of

disorder.
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Abstract

The analysis of disorder proteins is more tedious and complicated than for compact and well-folded
proteins. Regions of high disorder are prone to act as targets for proteolytic activity and reduce protein
stability in solution. For many in vitro studies micromolar protein concentrations are sufficient. Proper
structural investigations instead rely on the availability of milligrams of highly pure protein.
Furthermore, disordered proteins and regions aggravate their crystallization propensity leading to only
sparse information of these protein classes. An alternative that circumvents protein crystallization is
using SAXS measurements in solution. SAXS allows the determination of the molecule conformation
in solution and simultaneously its alterations after changing the solute, pH, salt type or after adding
interacting ligands regardless of their size. Following that, SAXS measurements enable a closer look on
protein flexibilities and their changes, which would be impossible with protein crystallization trials.
Within this study Knotted-1, TCTP and Atl1g64370 as NCAPs are objects of structural and functional
characterization including SAXS, CD measurements and structural proteomics. Furthermore, the
binding behavior of TCTP to phloem proteins and small molecules, like hemin and artemisinin were
investigated in vitro. Studies on Knotted-1 were first focused on establishing protocols to natively purify
the protein for subsequent RNA/DNA binding assays and SAXS experiments.

Structural analyses via SAXS, CD, DLS and structural proteomic approaches showed different
contributions if intrinsic disorder in all three proteins. Furthermore, this disorder could be modulated
upon addition of binding ligands. The most impressive gain of structure was seen for the Atlg64370
protein upon addition if SDS and zinc. Due to this and further observations a classification as a dehydrin-
like protein seemed legit, although the characteristic K-segment is missing.

So far, the plant TCTP has been characterized in vitro only sparingly. Many protein interaction partners
exist for homologs from different organisms. These interactions could be identified and confirmed for
phloem proteins, as well as the binding of hemin, although this binding has been postulated to be
impossible due to the missing of two mandatory amino acids. Interestingly, pull-down experiments
indicated that chlorophyll a may be a further ligand for TCTP inducing a stable dimerization which was
not inducible with hemin.

Finally, several highly soluble and stable knotted-1 protein constructs including the homeobox and ELK
domain could be purified successfully and enabled first SAXS measurements. The interaction of DNA
and RNA tended to be sequence specific as visible during different gel shift assays. Additionally, the
DNA binding induced a conformational shift from a mainly flexible to a compact protein:DNA complex.
In brief, within this study further insights into flexibilities and their changes could be achieved using
different structural methods, leading to a better understanding of molecular properties and functions of
IDPs and IDRs in plants. High-resolution structure determination remained unsuccessful, although
further information on improving the crystallization propensity of TCTP could be gathered, potentially

leading to protein crystals in future studies.
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7 Anhang

7.1 Hauptsichlich genutzte Proteinsequenzen:

atTCTP:

MLVYQDLLTGDELLSDSEFPYKEIENGILWEVEGKWVITVGAVDVNIGANPSAEEGGEDEGV
DDSTQKVVDIVDTFRLOEQPTYDKKGEFIAYIKKYIKLLTPKLSEEDQAVFKKGIEGATKE
LLPRLSDFQFFVGEGMHDDSTLVFAYYKEGSTNPTFLYFAHGLKEVKC

Atl1g64370:

MOYYENREKDYYEVAQGQORNGYGQSQSHNHEGYGQSQSRGGYGQIHNREGYNQNREGYSQ
SOSRPVYGLSPTLNHRSHGGFLDGLFKGONGQKGQSGLGTFLGOHKSQEAKKSQGHGKLL
GOHDOKKTHETNSGLNGLGMEF INNGEKKHRRKSEHKKKNKDGHGSGNESGSSSGSDSD

MS1:

MASHIVGYPRMGPKRELKFALESEFWDGKSTAEDLQKVSADLRSSIWKQOMSAAGTKEIPSN
TFAHYDQVLDTTAMLGAVPPRYGYTGGEIGLDVYFSMARGNASVPAMEMTKWEDTNYHY I
VPELGPEVNEFSYASHKAVNEYKEAKALGVDTVPVLVGPVSYLLLSKAAKGVDKSFELLSL
LPKILPIYKEVITELKAAGATWIQLDEPVLVMDLEGOKLOAFTGAYAELESTLSGLNVLV
ETYFADIPAEAYKTLTSLKGVTAFGEFDLVRGTKTLDLVKAGFPEGKYLFAGVVDGRNIWA
NDFAASLSTLQALEGIVGKDKLVVSTSCSLLHTAVDLINETKLDDEIKSWLAFAAQKVVE
VNALAKALAGQKDEALEFSANAAALASRRSSPRVTNEGVQKAAAALKGSDHRRATNVSARL
DAQOKKLNLPILPTTTIGSFPQTVELRRVRREYKAKKVSEEDYVKAIKEEIKKVVDLQEE
LDIDVLVHGEPERNDMVEYFGEQLSGFAFTANGWVQSYGSRCVKPPVIYGDVSRPKAMTV
FWSAMAQSMTSRPMKGMLTGPVTILNWSEVRNDQPRHETCYQIALAIKDEVEDLEKGGIG
VIQIDEAALREGLPLRKSEHAFYLDWAVHSFRITNCGVQDSTQIHTHMCYSHENDIIHST
IDMDADVITIENSRSDEKLLSVFREGVKYGAGIGPGVYDIHSPRIPSSEEIADRVNKMLA
VLEQNILWVNPDCGLKTRKYTEVKPALKNMVDAAKLIRSQLASAK

Knotted-1:

MEEITQHFGVGASSHGHGHGOHHHHHHHHHPWASSLSAVVAPLPPOQPPSAGLPLTLNTVA
ATGNSGGSGNPVLOLANGGGLLDACVKAKEPSSSSPYAGDVEAIKAKITISHPHYYSLLTA
YLECNKVGAPPEVSARLTEIAQEVEARQRTALGGLAAATEPELDQFMEAYHEMLVKEREE
LTRPLOEAMEFMRRVESQLNSLSISGRSLRNILSSGSSEEDQEGSGGETELPEVDAHGVD
QELKHHLLKKYSGYLSSLKQELSKKKKKGKLPKEARQQLLSWWDQHYKWPYPSETQKVAL
AESTGLDLKQINNWEINQRKRHWKPSEEMHHLMMDGYHTTNAFYMDGHEINDGGLYRLG

T7 RNA Polymerase:

MNTINIAKNDFSDIELAAIPEFNTLADHYGERLAREQLALEHESYEMGEARFRKMFERQLK
AGEVADNAAAKPLITTLLPKMIARINDWEFEEVKAKRGKRPTAFQFLOQEIKPEAVAYITIK
TTLACLTSADNTTVQAVASAIGRAIEDEARFGRIRDLEAKHEFKKNVEEQLNKRVGHVYKK
AFMQVVEADMLSKGLLGGEAWSSWHKEDSTHVGVRCIEMLIESTGMVSLHRONAGVVGQD
SETIELAPEYAEATIATRAGALAGISPMFQPCVVPPKPWTGITGGGYWANGRRPLALVRTH
SKKALMRYEDVYMPEVYKAINIAQONTAWKINKKVLAVANVITKWKHCPVEDIPAIEREEL
PMKPEDIDMNPEALTAWKRAAAAVYRKDKARKSRRISLEFMLEQANKFANHKAIWEPYNM
DWRGRVYAVSMEFNPOGNDMTKGLLTLAKGKPIGKEGYYWLKIHGANCAGVDKVPEFPERIK
FIEENHENIMACAKSPLENTWWAEQDSPEFCFLAFCFEYAGVQHHGLSYNCSLPLAFDGSC
SGIQHFSAMLRDEVGGRAVNLLPSETVQODIYGIVAKKVNEILQADAINGTDNEVVTVTDE
NTGEISEKVKLGTKALAGOQWLAYGVTRSVTKRSVMTLAYGSKEFGFRQQVLEDTIQPAID
SGKGLMFTQPNQAAGYMAKLIWESVSVTVVAAVEAMNWLKSAAKLLAAEVKDKKTGEILR
KRCAVHWVTPDGEFPVWQEYKKPIQTRLNLMEFLGQFRLOPTINTNKDSEIDAHKQESGIAP
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Anhang

NEFVHSQDGSHLRKTVVWAHEKYGIESFALIHDSFGTIPADAANLFKAVRETMVDTYESCD
VLADFYDQFADQLHESQLDKMPALPAKGNLNLRDILESDFAFA

Inorganische Pyrophosphatase (E. coli):

MSLLNVPAGKDLPEDIYVVIEIPANADPIKYEIDKESGALEFVDRFMSTAMEYPCNYGYIN
HTLSLDGDPVDVLVPTPYPLOQPGSVIRCRPVGVLKMTDEAGEDAKLVAVPHSKLSKEYDH
IKDVNDLPELLKAQIAHFFEHYKDLEKGKWVKVEGWENAEAAKAEIVASFERAKNK

MBP-TEYV Protease:

MKTEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDI
IFWAHDREFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNK
DLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIK
DVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSK
VNYGVTVLPTFKGOPSKPEVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPOMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDE
ALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRGENLYFQGHHHHHHHGESLEFKGPRDYNPISSTI
CHLTNESDGHTTSLYGIGEFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVOSLHGVEKVKNTTTLOQHLID
GRDMIIIRMPKDEFPPFPOKLKFREPOQREERICLVTTNFQTKSMSSMVSDTSCTEFPSSDGI
FWKHWIQTKDGQCGSPLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTNNYEFTSVPKNEFMELLTNQEAQQW
VSGWRLNADSVLWGGHKVEMVKPEEPFQPVKEATQLMNRRRRR

7.2 Genutzte Primer fiir die DNA Bindestudien:

Name Sequenz

KNI1-S1 For GGCGCTGACCCTGAA
KN1-S1 Rev TTCAGGGTCAGCGCC
KN1-S2 For GGCGCCGACCCTGAA
KN1-S2 Rev TTCAGGGTCGGCGCC
KNI1-S3 For GGCGCCAACCCTGAA
KN1-S83 Rev TTCAGGGTTGGCGCC

7.3 Genutzte Primer fiir die in vitro Transkription:

Name Sequenz

So4 For GAAATTAATACGACTCACTATAGGCGCTGACCCTGAA

So4 Rev TTCAGGGTCAGCGCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC

So5 For GAAATTAATACGACTCACTATAGGAGAGACTCAGAAGGTGGC
So5 Rev AGACTCAGCCAGTGCCACCTTCTGAGTCTCT

So6 For GAAATTAATACGACTCACTATAGGCGCTGGCCCTGAA

So6 Rev TTCAGGGCCAGCGCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC

So7 For GAAATTAATACGACTCACTATAGGCGCTCAGCCTGAA

So7 Rev TTCAGGCTGAGCGCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC
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