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When They Cry.... What I Really Wanted...

When they cry: 'Man overboard' What I really wanted

An ocean liner, huge, like a house, Was cities in the night

Stops suddenly And clouds that rolled across the sky
And they try to catch the man with ropes. And a shadow over the earth.

But when the soul of a man is overboard, A park still looming faintly green
When he is choking from horror Through the dusk beyond the railings
from despair. And only a spire touched with light

Even his own house On some fine building's silhouette.
does not stop and sails on.

by Sergey Chudakov
And for a whole range of reasons
I Don't Enclose.... Of love that grabbed me with sadness
I would have wanted greater proofs
I don't enclose the universe in my grasp. Than those that were to hand.
No matter how I grieve or jest,
I am confined in an obscure droplet. by Aleksandr Kushner

To a different droplet there is no path.

by Vladimir Shchirovsky

'T mind how I said to you once that there is a price being good the same as for being bad; a cost to pay. And it's
the good men that cant deny the bill when it comes around. They cant deny it for the reason that there aint any
way to make them pay it, like a honest man that gambles. The bad men can deny it; that's why don’t anybody
expect them to pay on sight or any other time. But the good cant. Maybe it takes longer to pay for being good
than for being bad. And it wont be like you haven't done it before, haven't already paid a bill like it once
before...'

'"With all air, all heaven, filled with the lost and unheeded crying of all the living who ever lived, wailing still like
lost children among the cold and terrible stars. ...I wanted so little. I asked sol little. It would seem...'

by William Faulkner 'Light in August'
'"There is a limit to what a child can accept, assimilate; not to what it can believe because a child can believe
anything, given time, but to what it can accept, a limit in time, in the very time which nourishes the believing of

the incredible.’

by William Faulkner 'The Unvanquished'
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Einleitung 1

1 Einleitung

Pflanzliche Entwicklung basiert auf differenzieller Genexpression, die durch Transkriptions-
faktoren reguliert und moduliert wird. Exogene biotische und abiotische Stimuli aktivieren
dariiber hinaus in der Pflanze Signalketten, die in einer Anderung der Genexpressionsmuster
miinden. Ein Pathogenangriff stellt einen typischen biotischen Einfluss dar und hat die
Aktivierung von Gruppen von Genen zur Folge. Salizylsdure (SA) spielt dabei als
Signalmolekiil eine Schliisselrolle in der Weiterleitung des Signals des Pathogenangriffs zur
Transkriptionsmaschinerie. Die Reaktion auf abiotische Faktoren ist flir den Organismus
Pflanze ebenfalls lebenswichtig. So werden z.B. viele Gene der Photosynthese erst in

Reaktion auf Licht exprimiert.
1.1 TGA-Faktoren, eine Klasse von bZIP-Transkriptionsfaktoren

Die TGA-Transkriptionsfaktoren gehoren zur Familie der bZIP-Proteine (sogenannte 'basic-
zipper'). Die Zuordnung zu dieser Familie griindet sich auf das Vorkommen von zwei
Subdoménen. Beim Leucin-Zipper, der einen Subdoméne, findet man Leucinreste in einem
Abstand von 7 Aminosduren in einer a-Helix. Dieses Motiv erlaubt die Aneinanderlagerung
zweier solcher bZIP-Proteine in einer sogenannten 'coiled-coiled'-Struktur, die durch die
intermolekulare Wechselwirkung der Leucinreste vermittelt wird (Landschulz et al., 1988;
Vinson et al., 1989). Dem sogenannten 'leucine-zipper' geht ohne Ausnahme eine basische
Domine voraus, die immer die DNA-Bindung vermittelt (siche auch 'scissor-grip
model": O'Shea et al., 1991; Vinson et al., 1989). Voraussetzung fiir eine Bindung an DNA ist
dabei die Dimerisierung zweier bZIP-Proteine. Im gebundenen Zustand liegen die basische
Doméne und die Leucin-Zipper-Domine als ununterbrochene a-Helix vor (Ellenberger et al.,

1992).

In der ist der typische Aufbau eines TGA-bZIP-Proteins schematisch am Beispiel
des TGAla dargestellt. Die TGA-Faktoren stellen eine pflanzenspezifische Klasse der bZIP-
Proteine dar. Die TGA-Transkriptionsfaktoren besitzen lediglich drei Leucinwiederholungen.
Fir die Aneinanderlagerung zweier bZIP-Proteine als notwendige Voraussetzung einer
Bindung an DNA ist dieser verkiirzte 'leucine-zipper' alleine nicht ausreichend. Bei dieser
Klasse der bZIP-Proteine findet man jedoch eine Dimerisierungsstabilisierungsdomine, die

im C-Terminus lokalisiert ist (Johnson et al., 2001; Katagiri et al., 1992). Die basische
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Domine dieser Klasse ist zwischen monocotylen und dicotylen Pflanzen vollstéindig

konserviert.

basische
N-Doméne Doméne ZIP COOH-Domane

NH, _ cooH
v v

DNA' Dimerisierungsstabilisierungs-
Bindung Domane

Dimerisierungs-
Domane

Abb. 1.1: Domanenstruktur des bZIP-Transkriptionsfaktors TGA1a aus Nicotiana tabacum. Die
basische Domaéane, N-, C-Terminus und die Region des Leucin-Zippers (ZIP) sind entsprechend
gekennzeichnet. Unterhalb der schematischen Darstellung befinden sich die Funktionen der einzelnen
Domanen.

Von Arabidopsis thaliana (A. thaliana) sind bisher sieben TGA-Faktoren veroffentlicht
worden (TGA1, TGA2, TGA3, TGA4, TGAS, TGA6 und Perianthia; Chuang et al., 1999;
Kawata et al., 1992; Miao et al., 1994; Schindler et al., 1992; Xiang et al., 1995; Xiang et al.,
1997; Zhang et al., 1993). Bei der Analyse der verdffentlichten genomischen Sequenz von 4.
thaliana konnten drei weitere Angehorige dieser Klasse identifiziert werden, zu denen auch
ESTs vorliegen (REGIA-Projekt, W. Droge-Laser personliche Mitteilung). In Nicotiana
tabacum (N. tabacum) konnten bisher fiinf TGA-Faktoren isoliert werden (TGAla, Katagiri et
al., 1989; PG13, Fromm et al., 1991; TGA2.1 und TGA2.2, Niggeweg und Gatz, 1997;
Niggeweg et al., 2000b; TGA7, A. Schiermeyer, personliche Mitteilung). Entsprechend der
Aminosdurehomologie werden die Transkriptionsfaktoren in vier Subklassen eingeteilt
(Xiang et al., 1997). Zu der Subklasse I zéhlten TGAla, PG13, TGA1 und TGA4, zu der
Subklasse II TGA2.1, TGA2.2, TGA2, TGAS5, TGA6 und Perianthia, wihrend TGA3 die

Subklasse III ausmacht und TGA7 eine weitere eigenstindige Klasse darstellt.
1.2 'Activation Sequence-1'

Das cis-Element 'activation sequence-1' (as-1), an das die TGA-Faktoren binden (u. a.
Katagiri et al., 1989; Niggeweg, 1999; Schindler et al., 1992), wurde aus dem 35S-Promotor
des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) isoliert und funktionell beschrieben (Benfey et al.,
1989). Wihrend der CaMV35S-Promotor konstitutiv in fast allen Geweben der Pflanze
nachgeschaltete Reportergene aktiviert (Benfey und Chua, 1990; Odell et al., 1985), vermittelt

das isolierte as-/-Element konstitutiv Reportergenaktivitit in Wurzelspitzen (Benfey und
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Chua, 1990; Benfey et al., 1989; Fromm et al., 1989). Analoge cis-Elemente wurden spéter
ebenso in Promotoren von Genen des pflanzenpathogenen Bakteriums Agrobacterium
tumefaciens (Feltkamp et al., 1994; Fromm et al., 1989; Lam et al., 1990) sowie in
pflanzlichen Promotoren gefunden (sieche weiter unten) und werden als as-/-dhnliche
Elemente bezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit werden alle cis-Elemente dieser Klasse als as-
1-Element bezeichnet. Die Konsensussequenz des as-/-Elementes besteht aus zwei TGACG-
Motiven, deren Achsenabstand genau 12 bp betrédgt (siche . Der Abstand der beiden
TGACG-Sequenzblocke ist essentiell fiir die Funktion des cis-Elementes (Ellis et al., 1993;
Krawczyk, 1999). Bisher charakterisierte as-/-Elemente und die daraus abgeleitete
Konsensussequenz sind aus der [Abb. 1.2]zu entnehmen.

Neben der Vermittlung von Promotoraktivitit in Wurzelspitzen zeigten Versuche mit den
isolierten as-I/-Elementen aus dem CaMV35S-, dem ocs-, dem nos- und weiteren Genen
fusioniert an einen Minimalpromotor mit Reportergen, dass dieses cis-Element die
Transkriptionsaktivierung in Reaktion auf die Stimuli SA und Auxin bewirkt (Guevara-Garcia
et al., 1998; Kim et al., 1993b; Liu und Lam, 1994; Qin et al., 1994; Ulmasov et al., 1994; van
der Zaal et al., 1996; Zhang und Singh, 1994). Im Gegensatz zu Wurzelgewebe, in dem das
as-1-Element eine Grundaktivitit des Promotors vermittelt, ist die Aktivitdt des Reportergens
in Tabakbléttern im uninduzierten Zustand nicht detektierbar (Liu und Lam, 1994; Qin et al.,
1994). Bei Induktionsexperimenten mit as-/-Reportergenkonstrukten in Tabaksuspensions-
kulturen (BY2-Zellen) und mit Protoplasten von Daucus carota wurde die as-1-Aktivtit des
Promotors auch durch physiologisch inaktive Auxin-Analoga ausgelost (Pascuzzi et al., 1998;

Ulmasov et al., 1994; van der Zaal et al., 1996).
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A) erste zweite Halbseite
1234 5678 1234 5678 Position
CaMV358 TGAC/GTAAGG GATGAC/GCAC
nos TGAG/CTAAGC ACATAC/GTCA
ocs TGAC/GTCAGC GCTGAC/GTCA
mas1 TGAC/GTAAGT ATCCGA/GTCA
mas2 TGAC/GCTCGC GGTGAC/GCCA
GNT35 TTAG/CTAAGT GCTTAC/GTAT
Nt103 ATAG/CTAAGT GCTTAC/GTAT
parA TTAC/GCAAGC AATGAC/ATCT
Gmhsp26A4 TGAT/GTAAGA GATTAC/GTAA
gstb6 Arabidopsis TTAT/GTCATT GATGAC/GACC-3'
AATA/CAGTAA CTACTG/CTGG-5'
PR1a C/GTCATCGAG ATGAC/GGCC-3'
G/CAGTAGCTC TACTG/CCGG-5'
B) Konsensussequenz
erste Halbseite
Position 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
Nukleotid T |G/T| A |C/G|G/IC| T A A
Anteil 089 10| 1.0 |[0.89| 1.0 |0.78]0.78 | 0.89
zweite Halbseite
Position 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
Nukleotid T |G/T| A C G T | C/A |A/C/T
Anteil 0.82 {091 {091]091|091]0.64| 1.0 | 1.0

Abb. 1.2: Sequenzen von as-1-Elementen. In Teil A) der Abb. sind die Sequenzen beschriebener as-
1-Elemente dargestellt. Die Achsen der Halbseiten sind durch einen Bruchstrich angezeigt. Die
Kernsequenz der Halbseiten ist durch Fettdruck hervorgehoben. Im Falle der as-1-Sequenzen aus
PR1a und gst6 ist die erste Halbseite anders orientiert (blau hervorgehoben). Palindromische
Elemente der Halbseiten sind durch Unterstreichung gekennzeichnet. In Teil B) der Abb. findet sich
eine tabellarische Darstellung der Konsensussequenz gebildet aus den in Teil A) gezeigten
Sequenzen. Die Halbseiten in anderer Orientierung wurden bei der Konsensussequenz nicht
bericksichtigt. Die Sequenzen wurden entnommen: CaMV35S (Lam et al., 1989), ocs, nos (Bouchez
et al., 1989), mas 1 + 2 (Feltkamp et al., 1994), GNT35, Nt103 (van der Zaal et al., 1991), parA (Sakai
et al., 1998), Gmhsp26A (Ellis et al., 1993), gst6 Arabidopsis (Chen et al., 1996) und PR7a (Strompen

et al., 1998).
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1.3 as-1-Elemente in Promotoren pflanzlicher Gene

Das as-I-Element wurde ebenfalls als Bestandteil von pflanzlichen Promotoren
beschrieben. Hierzu gehort in N. tabacum Nt103 (eine Glutathion S-Transferase = GST, van
der Zaal et al., 1991; van der Zaal et al., 1987), parA ('protoplast auxin-regulated', Takahashi
et al, 1989), [EGT (immediate early-induced glucosyltransferase', eine Flavonoid-
Glucosyltransferase, Horvath und Chua, 1996) und PRIa ('pathogen related 1a', Cornelissen
et al., 1987; Ohshima et al., 1987).

Das Gen Nt103 zédhlt zu einer Familie von Genen, die nach Zugabe von Auxin aus
Tabakzellkulturen (BY2-Zellen) isoliert wurden. Fiir das Genprodukt von Nt/03 wurde eine
enzymatische in vitro-GST-Aktivitit mit dem Modellsubstrat 1-Chloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) nachgewiesen (Droog et al., 1993). GST-Enzyme katalysieren dabei die Konjugation
von Glutathion an das Modellsubstrat CDNB. In ihrer physiologischen Funktion sind GST's
dazu in der Lage, eine ganze Reihe von Substraten zu erkennen, bei denen es sich immer um
elektrophile Stoffe handelt, die durch die Konjugationsreaktion wasserloslicher werden
(Edwards et al., 2000; Marrs, 1996). Bei diesen Substraten handelt es sich oftmals um
xenobiotische Substanzen. Nt/03-Promotor-Reportergenfusionen zeigen in Tabakpflanzen
eine Expression ausschlieBlich in Wurzelspitzen. Bei Deletionsanalysen wurde das as-1-
Element im NtI03-Promotor als cis-Element identifiziert, welches sowohl die Auxin- als auch
die SA-Responsivitidt des Promotors vermittelt (Droog et al., 1995b). Die Ntl03-Induktion
durch xenobiotische Substanzen konnte nur in Tabaksuspensionskulturen gezeigt werden (van
der Zaal et al., 1996). Im Tabakblattgewebe kommt es nicht zu einer xenobiotischen

Induktion (Niggeweg, 1999).

Auch bei pard handelt es sich um ein durch Auxin und SA induzierbares Gen, dessen
cDNA aus Tabakmesophyllzellen isoliert wurde (Niggeweg, 1999; Takahashi et al., 1989).
Ein as-I-Element wurde in dem parA-Promotor identifiziert (Kusaba et al., 1996; Sakai et al.,
1998; Takahashi et al., 1990). Wie beim N¢/03-Genprodukt handelt es sich bei dem ParA um
ein GST der Klasse III (Droog et al., 1995a; Marrs, 1996). Die GST-Nomenklatur wurde
erweitert und die Klasse III der GST's wird inzwischen auch als die Tau-Klasse bezeichnet
(Edwards et al., 2000). Im Gegensatz zum GST von Nt/03 wurde bisher fiir ParA nur eine
sehr schwache GST-Aktivitdt nachgewiesen (Droog et al., 1993; Takahashi et al., 1995) und
die Lokalisation von ParA im Nukleus deutet auf eine andere Funktion hin als bei der
cytoplasmatisch lokalisierten GST des Nt/03-Gens (Takahashi et al., 1995). Es wurde darauf

hingewiesen, dass ParA moglicherweise eine analoge Rolle spielen konnte zu GST's aus dem
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Reich der Saugetiere. Diese detoxifizieren cytotoxische Abbauprodukte der DNA, welche bei
oxidativem Stress entstehen (Berhane et al., 1994; Marrs, 1996). Beim Pathogenbefall kommt
es durch die Pflanze zu einer Produktion von 'reactive oxygen species' (ROS), denen im
sogenannten 'oxidativ burst' eine Rolle bei der Pathogenabwehr zukommt (Baker und Orlandi,
1995; Sutherland, 1991). Durch Uberexpression einer GST/Glutathion Peroxidase konnte z.B.
der schiadigende Effekt von ROS drastisch gesenkt werden (Roxas et al., 2000).

Das aus Tabaksuspensionskulturen (BY2-Zellen) isolierte Gen /EGT kodiert fiir eine
Flavonoid-Glucosyltransferase und ist SA- und Auxin-induzierbar (Horvath und Chua, 1996).
Die SA-Transkriptionskinetik der Gene Nt/03, parA und IEGT entspricht der 'immediate
early kinetics' (Qin et al., 1994; Xiang et al., 1996). Bei diesen Genen fiihrt SA zu einer
schnellen und 'transienten' Induktion, die unabhéingig von der Proteinneusynthese ist (Horvath
und Chua, 1996; Qin et al, 1994). Wie die Glutathion S-Transferasen spielen auch
Glucosyltransferasen u. a. eine Rolle bei der Detoxifizierung von xenobiotischen Substanzen.
Genauso wie GST's {libertragen Glucosyltransferasen eine funktionelle Gruppe (einen Zucker)
auf toxische Substanzen und machen sie somit wasserloslicher und meist weniger toxisch
(Marrs, 1996). Die hohe Sequenzhomologie von /EGT zum aus der Tomate stammenden Gen
twil (Truesdale et al., 1996), bei welchem es sich um ein verwundungsinduzierbares Gen
handelt, ordnet /EGT wiederum in den Kontext von Pflanzen-Pathogen-/Verwundungsstress

ein.

Ein weiteres pflanzliches Gen mit einem as-/-Element ist PRIa. Dieses Gen lésst sich im
Gegensatz zu den zuvor beschriebenen ausschlieBlich durch SA induzieren. Durch
Promotordeletions-Konstrukte konnte die Rolle des as-/-Elementes bei der SA-Induktion im
PRIa-Promotor funktionell definiert werden (Strompen et al., 1998). Aufgrund der
Induktionskinetik in SA-Experimenten wird es als 'spates Gen' ('late gene') klassifiziert (Qin
et al., 1994). Bei diesen 'spdten Genen' setzt die Transkriptionsaktivierung erst nach 7 bis 12 h
ein, folglich in einem Zeitrahmen, in dem die 'friihen Gene' bereits nicht mehr transkribiert
werden. Durch die Uberexpression von PR1a in Tabak konnte eine erhohte Infektionstoleranz
gegeniiber oomycetischen Pathogenen erreicht werden (Alexander et al., 1993). Das as-1-
Element von PRIa hebt sich hinsichtlich seiner Eigenschaften und in Bezug auf seine Rolle
bei der SA-Induktion sowohl von den frithen Genen als auch dem isolierten as-/-Element ab.
Zunichst ist der Abstand der beiden Halbseiten des cis-Elementes um 2 Basenpaare erweitert
und die beiden TGACG-Motive befinden sich auf unterschiedlichen Strdngen, sind also
entgegengesetzt orientiert. Des weiteren ist die Transkriptionsaktivierung der spiten Gene

strikt abhéngig von einer Proteinneusynthese (Horvath und Chua, 1996; Qin et al., 1994).
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Zusammengenommen stiitzen diese Daten die Annahme, dass der Wirkmechanismus der
Aktivierung iiber das as-/-Element bei spiten Genen sich unterscheidet von dem der frithen

Gene.

1.4 'Activating Sequence Factor 1' (ASF-1)

Ein an das as-/-Element bindender Proteinkomplex aus Tabakblattkernextrakten wurde
erstmalig 1989 beschrieben und als 'activating sequence factor 1' (ASF-1) bezeichnet
(Katagiri et al., 1989; Lam et al., 1990). Ein weiterer korrespondierender as-/-bindender
Proteinkomplex aus Tabakblattextrakten wurde 1996 identifiziert und als 'salicylic acid

response protein' (SARP) benannt (Jupin und Chua, 1996).

Im 'electrophoretic mobility shift assay' (EMSA) mit dem as-/-Element sind sowohl bei
ASF-1 wie auch SARP zwei retardierte Banden sichtbar, die der einfachen Besetzung (hohere
Mobilitdt) bzw. der Doppelbesetzung (geringere Mobilitdt) der beiden Halbseiten des cis-
Elementes entsprechen . Mit Hilfe von Antikorpern (AK), die Epitope im N-
Terminus der TGA-Faktoren erkennen, kann der bereits retardierte Anteil im EMSA weiter in
seinem Laufverhalten verzogert werden, dies entspricht dem sogenannten 'Supershift'. Mit
dieser Methode konnte gezeigt werden, dass TGA-Faktoren Bestandteil de Komplexe in 4.
thaliana und N. tabacum sind (Lam und Lam, 1995; Niggeweg, 1999). Die Beteiligung von
weiteren Proteinen am Komplex konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Des weiteren
zeigten transgene Pflanzen, die mutierte und somit bindeinaktive TGA-Faktoren exprimierten,
eine deutliche Reduktion der ASF-1/SARP-Aktivitit (Miao und Lam, 1995; Niggeweg,
1999). Dieser experimentelle Ansatz nutzt aus, dass bZIP-Proteine nur als Dimer an DNA
binden konnen. Enthdlt das Dimer ein Protein, welches aufgrund einer Mutation nicht an
DNA binden kann, so wird der Dimerisierungspartner ebenfalls aus der DNA-bindenden

Fraktion gezogen (transdominante Suppression).
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Kern-

blatt-

extrakt
TGACGTAAGGGaTGACGCA B < ASF-1
ACTGCATTccctACTGCGT ¢

W <« ASF-1
—_— —_—

as-1
. freies as-1-Fragment

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Proteinkomplexes ASF-1/SARP. Rechts: ein Homodimer
und ein Heterodimer besetzen die beiden Halbseiten des as-71-Elementes. Links: der Nachweis von
ASF-1 mittels 'electrophoretic mobility shift assay' (EMSA) in Kernproteinextrakten mit einem
radioaktiv markierten as-1-DNA-Fragment.

Die Mobilitdit des ASF-1 und des SARP ist im EMSA identisch. In Tabak konnte im
Blattgewebe gezeigt werden, dass sich beide Komplexe im EMSA mit AK gegen TGA2.1 und
TGAZ2.2 retardieren lassen (Niggeweg et al., 2000a). Der einzige Unterschied zwischen den
beiden Komplexen besteht in den jeweiligen Anteilen der beteiligten Faktoren. Ein
Antikorper (AK) gegen den TGA2.1-N-Terminus vermochte im EMSA 20% des SARP und
10% des ASF-1-Komplexes zu retardieren (Niggeweg et al., 2000a), wobei nicht eindeutig
geklart werden konnte, ob es sich bei der retardierten Fraktion um TGA2.1 handelt oder um
eine Kreuzreaktion des AK. In beiden Proteinkomplexen stellte TGA2.2 die
Hauptkomponente dar. In A. thaliana wurde in Blattgewebe TGA2 als Bestandteil des ASF-1-
Komplexes identifiziert (Lam und Lam, 1995). Die bisher charakterisierten Bestandteile des
ASF-1/SARP gehoren alle der Subklasse II an (siehe oben). Eine SA-abhingige Verstarkung
der Bindeaktivitit beider Proteinkomplexe im EMSA konnte gezeigt werden (Jupin und Chua,
1996; Stange et al., 1997).

TGA2.1 und TGA2.2 weisen iiber den bZIP und den C-Terminus eine Homologie von 87%

auf (Niggeweg, 1999), unterscheiden sich aber im N-terminalen Teil. Der N-Terminus ist bei
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TGA2.1 mit 170 Aminoséduren deutlich ldnger als bei TGA2.2 (44 Aminosduren) und zeigt im
Hefe-Zwei-Hybrid-System Transaktivierungspotential, das bei TGA2.2 nicht vorhanden ist.
Das Transkript der TGA-Faktoren 2.1 und 2.2 ist in Bléttern detektierbar und TGA2.2 wurde
immunochemisch in diesem Gewebe nachgewiesen (Niggeweg, 1999). Bei TGA2.1 erkannte
der AK eine Bande im Western-Blot, deren Molekulargewicht deutlich geringer war als das
des rekombinant exprimierten Proteins. Wie im EMSA konnte nicht geklirt werden, ob es
sich bei der retardierten Fraktion um eine deletierte Form von TGA2.1 handelt oder um eine

immunochemische Kreuzreaktion.

Zur Beantwortung der Frage nach der Rolle von TGA2.2 im SARP-Komplex in vivo wurde
in Tabak TGA2.2 {iberexprimiert (Niggeweg, 1999). Ein weiterer Satz an Tabakpflanzen
exprimierte ein TGA2.2, das aufgrund einer Mutation in der basischen Doméne nicht an DNA
binden konnte und somit bei den Dimerisierungspartnern ebenfalls die DNA-Interaktion
unterband. Die Uberexpression von TGA2.2 fiihrte zu einer deutlichen Verstirkung des
SARP-Komplexes in Tabakblattgewebe und die transdominante Suppression zu einer
deutlichen Abschwichung der SARP-Aktivitit (Niggeweg, 1999). Der ASF-1-Komplex
wurde in den transgenen Pflanzen nicht untersucht. Der SARP-Anstieg korrelierte mit einer
Verstiarkung der Aktivierung der Transkription von pflanzlichen Promotoren, die ein as-1-
Element enthalten, so wie die Herabsetzung der SARP-Aktivitit zu einer Reduktion der
Transkriptmengen in den ein as-/-Element tragenden Zielgenen fiihrte (Niggeweg, 1999).
Aufgrund der oben genannten Ergebnisse ist ASF-1/SARP aller Wahrscheinlichkeit nach fiir

die Aktivierung der Transkription ausgehend von dem as-/-Element verantwortlich.
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1.5 Fragestellung

Zur Aufklirung der spezifischen Rolle von TGA2.1 sollten transgene TGA2.1-
Uberexpressionspflanzen sowie TGA2.1-transdominante Suppressor-Linien erzeugt werden.
Die subzellullare Lokalisation der transgenen Proteine sollte durch Western-Blot-Analysen
und DNA-Bindungsstudien untersucht werden. Weiterhin sollte die Auswirkung der
verdnderten TGA2.1-Mengen auf Zielgene nach Induktion mit Salizylsdure, Auxin und
Methyljasmonat untersucht und die Ergebnisse mit denen analoger Experimente mit TGA2.2-

Uberexpressionspflanzen verglichen werden.

Komplementierend zu den Uberexpressionspflanzen sollten transdominante Suppressor-
pflanzen mit einem in der DNA-Bindungsdoméine mutierten TGA2.1 erzeugt werden. Die
analogen Experimente wie im Falle der TGA2.1-Uberexpressionpflanzen sollten das Bild von
der spezifischen Rolle von TGA2.1 ergdnzen und im Zusammenhang mit den Ergebnissen aus

bereits vorliegenden TGA2.2-Experimenten interpretiert werden.

Da in fritheren Veroffentlichungen nicht eindeutig nachzugewiesen werden konnte, ob der
SARP-Komplex neben TGA2.2 auch TGA2.1 enthilt oder positive Nachweisreaktionen mit
einer Kreuzreaktionen des Antikérpers zu erkldren waren, und ob die im Western-Blot
detektierte Bande somit als gekiirzte Formen von TGA2.1 oder durch ein weiteres Protein zu
interpretieren war, sollte die Zusammensetzung des SARP-Komplexes untersucht werden.
Sollte sich herausstellen, dass es sich bei den nachgewiesenen Protein um TGA2.1 handelt,
galt es zu kldren, ob die Prozessierung des Proteins eine physiologische Relevanz hat oder ein
Produkt des Zellaufschlusses ist. Im letzteren Fall sollten geeignetere Protein-
extraktionsmethoden entwickelt werden. Ein Affinitdtstag am C-Terminus von TGA2.1 sollte
verwendet werden, um die absoluten Mengen des transgenen TGA2.1 mit denen des
transgenen TGA2.2 zu vergleichen und um dariiber hinaus die Lokalisation der moglichen
Deletion von TGA2.1 zu kldren. Da bei den vorliegenden transgenen TGA2.2-Pflanzen die
Zellkernproteinfraktion nicht untersucht worden war, wurden diese in die Untersuchungen des

ASF-1-Komplexes mit einbezogen.
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2 Material

2.1 Organismen

2.1.1 Pflanzenausgangsmaterial

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich N. tabacum-Pflanzen des Kultivars SamsunNN

(SNN) verwendet.

2.1.2 Transgene Tabakpflanzen

Pflanze

Wildtyp

Eigenschaften

Referenz

SNN 2.1traD

SNN

enthilt die T-DNA Region von
pBIN Hyg TX mit dem
TGA2.1traD-Gen; Hyg®

diese Arbeit, siehe

SNN 2.1AN29

SNN

enthilt die T-DNA Region von
pBIN Hyg TX mit dem
TGA2.1 AN29-Gen; Hyg®

diese Arbeit, siche

SNN 2.1traD 11

SNN

enthalt die T-DNA Region von
pBIN Hyg TX mit dem
TGA2.1traD II-Gen; Hyg"

diese Arbeit, siche

SNN 2.1 1I

SNN

enthilt die T-DNA Region von
pBIN Hyg TX mit dem
TGA2.1 II-Gen; Hyg"

diese Arbeit, siche

SNN 2.2traD

SNN

enthilt die T-DNA Region von
pBIN Hyg TX mit dem
TGA2.2traD-Gen; Hyg®

Niggeweg, 1999

SNN 2.2UE

SNN

enthilt die T-DNA Region von
pBIN Hyg TX mit dem
TGA2.2-Gen; Hyg"

Niggeweg, 1999




2 Material

12

2.1.3 Bakterienstamme

Stamm

Eigenschaften

Referenz

Escherichia coli

DH5a

recAl relAl thi-1 AlacU169 ¢80 (lacZ AM15)
hsdR17(rx-my+);

Klonier- und Sequenzierstamm

Hanahan, 1983

Escherichia coli

SCS 110

rpsL (Str") thr leu endA thi-1 lacY galT ara tonA
tsx dam dem supE44 A(lac-proAB) [F' traD36
proAB lac-proAB lacI® AM15]; Stamm ohne
DNA-Methylierung zur Gewinnung von mit
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen

gespaltener DNA

Stratagene Katalog

Escherichia coli

XL1-Blue

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F’ proAB lacI’ZAM15 Tnl10 (tet")];

Klonier- und Sequenzierstamm

Bullock et al., 1987

Escherichia coli

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F’ proAB lacl’ZAM15 Tnl10 (tet') amy cam'];

Stratagene Katalog

XL2-Blue
Klonier- und Sequenzierstamm
Agrobacterium
Rif%; Konz und Schell,
tumefaciens ) ) R
Virulenz-Helferplasmid: pMP90 Gem 1986
GV3101 pMP90
2.2 Nukleinsauren
2.2.1 Plasmide
Plasmid Eigenschaften Referenz
lacZo, AmpR; Alting-Mees und
pSK II (-)
Klonier- und Sequenziervektor Short, 1989
lacZo, Amp®; Klonier- und Sequenziervektor | Yanisch-Perron et
pUCI8

al., 1985
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pUCS57-Derivat, lacZ, AmpR, mit Eco321

o ) Marschuk et al.,

pUCS57/T linearisiert und ddT-Uberhéngen an den 3 - 1690

Enden versehen; Klonier- und Sequenziervektor

pBIN Hyg-Derivat, tragt den TX-Promotor und
pBIN Hyg TX den Terminator pAnos, Km®; bindrer Vektor zur | Rieping et al., 1994

Pflanzentransformation

triagt das as-/-Element des CaMV35S- C. Thurow,
pUC18-as-1 _ R '

Promotors in Xbal, Amp unverdffentlicht

pUCI18 as-1 Bpil

tragt das as-/-Element des CaMV35S-
Promotors in einer eingefligten Bpil-

Schnittstelle

diese Arbeit, siche

.10

pSK-2611

tragt das 2,1 kb cDNA-Fragment von Klon 26-
1-1; TGA2.1-cDNA aus N. tabacum vollstindig
mit 5'- und 3"-UTR, Amp"

Niggeweg, 1999

pSK TGA2.1traD

pSK II (-)-Derivat, tragt das TGA2.1-
Genfragment (Position 1-541 bp) mit einer

diese Arbeit, siehe

Fragl Kpnl-Schnittstelle vor dem ATG und einer
Mutation in der basischen Doméne
pUCS57-Derivat, tragt das TGA2.1-Genfragment
(Position 1-541 bp) mit einer Kpnl Schnittstelle
pUCS57 diese Arbeit, siche

TGA2.1traD Fragl

vor dem ATG, eine Mutation in der basischen
Domine und eine eingefiihrte Sacll -

Schnittstelle

pSK TGA2.1Strep
Frag2

pSK II (-)-Derivat, tragt das TGA2.1-
Genfragment (ab Position 542 bp) mit dem
angefiigten Strep-Tag®

diese Arbeit, siche

pSK 2.1Strep 11
Frag?2

pSK II (-)-Derivat, tragt das TGA2.1-
Genfragment (ab Position 542 bp) mit dem
angefligten Strep-Tag®II

diese Arbeit, siche

pTGA2.1traD

pUCS57-Derivat, tragt das TGA2.1traD-Gen mit
dem C-terminalen Strep-Tag®

diese Arbeit, siehe

pTGA2.1

pUCS57-Derivat, tragt das TGA2.1-Gen mit dem
C-terminalen Strep-Tag®

diese Arbeit, siehe
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pTGA2.1 AN29

pUCS57-Derivat, tragt das um 87 bp N-terminal
gekiirzte TGA2.1-Gen mit dem C-terminalen
Strep-Tag®

diese Arbeit, siche

-~
i

pTGA2.1traD II

pUCS57-Derivat, tragt das TGA2.1traD-Gen mit
dem C-terminalen Strep-Tag®II

diese Arbeit, siehe

-~
i

pTGA2.11I

pUCS57-Derivat, tragt das TGA2.1-Gen mit dem
C-terminalen Strep-Tag®II

diese Arbeit, siehe

=
i

pBIN TGA2.1traD

pBIN Hyg TX-Derivat, tragt das TGA2.1traD-
Gen mit dem C-terminalen Strep-Tag®

diese Arbeit, siche

-~
i

pBIN Hyg TX-Derivat, tragt das TGA2.1-Gen

diese Arbeit, siehe

terminalen Strep-Tag®

pBIN TGA2.1 . .
mit dem C-terminalen Strep-Tag®
BIN pBIN Hyg TX-Derivat, tragt das um 29 bp N-
p . o
terminal gekiirzte TGA2.1-Gen mit dem C-|diese Arbeit, siche
TGA2.1AN29

II

pBIN TGA2.1traD

pBIN Hyg TX-Derivat, tragt das TGA2.1traD-
Gen mit dem C-terminalen Strep-Tag®II

diese Arbeit, siehe

pBIN TGA2.1 Tl

pBIN Hyg TX-Derivat, trigt das TGA2.1-Gen
mit dem C-terminalen Strep-Tag®II

diese Arbeit, siche

2.2.2 Primer

Primer

Sequenz 5' > 3'

2.1 Strepll rev

AAGGATCCTACTTTTCGAACTGCGGATGACA
CTCCACGTACGTACTAACTGCTCTCGTGGTC

GST-for TGGCAGAAGTGAAGTTGC

GST-rev ACTCATCTCTCCACCTAG

IEGT.tob.for TCCCAGCTGTTGAAAACGGCTTAC

IEGT.tob.rev AGCAAGTTCGTGCAGTTGTGATGC

pUCI18/EcoRI TGAATTCTTTTGCGTCTTCGTA
CCCGGGGATCCTCTAGA

pUCI18/HindIll |ACTTAAGCTTTTGCGTCTTCGCATGCCTGC
AGGTCGACTC

TGA2.1For GGGGTACCAACCATGGCTAGTAAGATTGGTACAGC

TGA2.1mutFor

CCTCCGCGGAAAAGTAGATTGAGG

TGA2.IlmutREV

CCGCGGAGGTTCACGGTTCTGGGC

TGA2.1Streq

TTAACCACCAAATTGTGGATGGCGCCAAGC
TACTAACTGCTCTCGTGG

parA-L

AGATCTTAGGTAAGAAGTGTTTCTTGTTCAAGCAAG

parA-U

GATATCATGGAGAGCAACAACGTCGTTCTG
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2.2.3 DNA-Sonden
Sonde Beschreibung Referenz
PCR-Produkt mit den Primern IEGT.tob.for und
Horvath und Chua,
IEGT IEGT.tob.rev auf der Matritzen-DNA [EGT aus N. 1096
tabacum (701 bp)
N1103 PCR-Produkt mit den Primern GST-for und GST- van der Zaal et al.,
t
rev auf der Matritzen-cDNA N¢/03 aus N. tabacum | 1991
vollstindige cDNA des parA-Gens aus N. tabacum )
parA Takahashi et al., 1989
(erhalten von I. Lenk)
531 bp Fragment der cDNA des Pathogenesis-
PR-1a related protein 1a (NTPR1A1) aus N. tabacum, Payne et al., 1988
EcoR1/ BamHI Fragment aus dem Vektor pPR-1a
vollstindige, 1.3 kb umfassende cDNA des Gens ‘
Niggeweg, 1999;
TGA2.1 aus N. tabacum, Kpnl/BamHI-Fragment aus
TGA2.1 Niggeweg et al.,
dem Vektor pSK-TGA2.1 in vitro (Plasmid von R.
. 2000b
Niggeweg)
vollstindige, 1.0 kb umfassende cDNA des Gens ‘
Niggeweg, 1999;
TGA2.2 aus N. tabacum, Kpnl/BamHI-Fragment aus
TGA2.2 o _ Niggeweg et al.,
dem Vektor pSK-TGA2.2 in vitro (Plasmid von R. 2000b

Niggeweg)

2.3 Radiochemikalien

Fiir die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurde ausschlielich [a-"*P] dATP mit der
spezifischen Aktivitit von 800 Ci/mmol verwendet.

2.4 Antikorper

Bezeichnung

Eigenschaft

Referenz

anti-TGA2.1 N-term

polyklonaler AK, affinititsaufgereinigt

Niggeweg, 1999

anti-TGA2.2 N-term

polyklonaler AK, affinititsaufgereinigt

Niggeweg, 1999
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_ ® polyklonales Antiserum aus Kaninchen
anti-Strep-tag~ 11 ® ) IBA Kat-No:2-1504-001
gegen das Strep-tag Il Epitop

. ' sekunddrer AK vom Esel, an den die .
anti-Kaninchen Ig- _ ' Amersham-Pharmacia
Meerrettich-Peroxidase kovalent
HRP _ Kat-No: NA9 34
gekoppelt ist

polyklonaler AK gegen den N-Terminus
anti-TGAla N-term des TGA1la Proteins; verwendet wurde Niggeweg, 1999

das Antiserum

2.5 Proteinstandard

Zur Ermittlung des Molekulargewichts von Proteinen wurde die 'BENCHMARK™
Prestained Protein Ladder' der Firma GIBCO BRL (Karlsruhe) verwendet.

2.6 Nahrmedien und Zusatze

2.6.1 Pflanzenmedien

2 MS-Medium (fest): 4.59 g/l Murashige und Skoog Medium (Duchefa, Murashige und
Skoog, 1962), 20 g/l Saccharose, 6.4 g/l Select-Agar; pH mit KOH auf 5.8 eingestellt.

'Shoot-induction'-Medium (SHI; fest): 4.59 g/l Murashige und Skoog Medium (Duchefa),
20 g/l Saccharose, 6.4 g/l Select-Agar; pH mit KOH auf 5.8 eingestellt und autoklaviert; nach
Abkiihlung auf 50°C steril hinzufiigt: 1 mg/l 6-Benzylaminopurin (BAP), 200 mg/l a-
Napthalinessigsdure (NAA), 500 mg/l Cefotaxim und das Selektionsantibiotikum
entsprechend den Angaben unter
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2.6.2 Bakterienmedien

dYT: 20 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl; pH auf 7.0 mit NaOH eingestellt
LB: 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl; pH auf 7.0 mit NaOH eingestellt
SOC-Medium: 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 ml/1 1 M NacCl, 2.5 ml/l 1 M KCI

YEP: 5 g/l Rinderextrakt, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l Trypton, 5 g/l Saccharose, 2 mM MgSQOy;
pH auf 7.0 mit NaOH eingestellt

2.6.3 Antibiotika und andere Zusatze

Antibiotikum Endkonzentration Stammlosung

Escherichia coli

Ampicillin (Amp) 100 mg/l 100 mg/ml H,O
Kanamycin (Km) 50 mg/l 50 mg/ml H,O
Tetrazyclin (Tet) 5 mg/l 5 mg/ml EtOH/

H,O 1:1 (v/v)

Agrobacterium tumefaciens

Rifampicin (Rif) 100 mg/l 50 mg/ml MeOH
Kanamycin (Km) 50 mg/l 50 mg/ml H,O
Gentamycin (Gem) 25 mg/l 25 mg/ml H,O

Nicotiana tabacum

Kanamycin (Kan) 50 mg/l 50 mg/ml H,O
Cefotaxim 500 mg/l 250 mg/ml H,O
Hygromycin B (Hyg) 40 mg/l 50 mg/ml MeOH
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X-Gal und IPTG

X-Gal-Stammldsung: 20 mg/ml in N,N-Dimethylformamid
IPTG-Stammlésung: 23,8 mg/ml H,O

X-Gal und IPTG wurden fiir die Blau-WeiB-Selektion eingesetzt (Sambrook et al., 1989).

Fertige Agarplatten wurden jeweils mit 50 pl der beiden Stammldsungen beschichtet.

2.7 Puffer und Losungen

Anode-Puffer I: 0.3 M Tris, pH 10.4, 20% (v/v) MeOH
Anode-Puffer II: 25 mM Tris, pH 10.4, 20% (v/v) MeOH

1A Puffer: 1 M Hexylenglykol, 0.25 M Saccharose, 20 mM TAPES pH 8.5 (25 °C), 10 mM
MgCl,, 0.15 mM Spermin, 0.5 mM Spermidin, 0.6% (v/v) Nonidet P-40; direkt vor dem
Gebrauch Zusatz von 80 mM [B-Mercaptoethanol.

0.5A Puffer: 0.5 M Hexylenglykol, 0.25 M Saccharose, 20 mM TAPS pH 8.5 (25 °C), 10
mM MgCl,, 0.15 mM Spermin, 0.5 mM Spermidin, 0.6% (v/v) Nonidet P-40 und direkt vor
dem Gebrauch Zusatz von 80 mM B-Mercaptoethanol.

Auftragspuffer: wie 1x Gelshift-Bindepuffer, aber mit 87.5% Glycerin

Bindepuffer (5x): 50% (v/v) Glycerin, 125 mM HEPES pH 7.5, 50 mM MgCl,, 1 mM CaCl,,
10 mM DTT

Destain-Coomassie: 10% Essigsidure

Denaturierender Harnstoffpuffer: 4 M Harnstoff, 16.6% (v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-
Mercaptoethanol, 5% (w/v) SDS, 0.5% Bromphenolblau (w/v)

FixProt-Extraktionspuffer: 50 mM Hepes pH 7.5 (25 °C), 20 mM KCI, 25 mM DTT,
Proteinaseinhibitoren (2 mM 1,10 Phenanthrolin, 1 mM EGTA, 50 pg/ml Antipain, 2 pg/ml
Aprotinin, 10 pg/ml Chymostatin, 5 pg/ml E-64, 0.5 ug/ml Leupeptin, 1 mg/ml Pefabloc SC)

Gelshift-Bindepuffer (5x): 50% Glycerin (w/v), 125 mM Hepes pH 7.5 (25 °C), 50 mM
MgCl,, 1 mM CaCl,, 50 pg/ml Antipain, 2 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml Chymostatin, 0.5
pg/ml Leupeptin

Isopropanol-Fix: 25% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsdure
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Harnstoffpuffer: 8 M Harnstoff, 5% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 0.5%

Bromphenolblau

Hybridisierungslosung: 50% (v/v) deionisiertes Formamid, 10% (w/v) Dextransulfat, 1%
(w/v) SDS, 1 M NaCl, 50 mM Phosphatpuffer (Na,HPO4/NaH,PO4 1:1); zuvor aufgekochtes
HSP (100 pg/ml) frisch dazugeben.

Kathoden -Puffer: 25 mM Tris, 40 mM €-Aminohexanséure; pH 9.4 (25°C), 20% (v/v)
MeOH

KGB (10x): 1 M Kaliumglutamat, 250 mM Tris-Acetat pH 7.5, 20 mM Mg-Acetat, 100
png/ml BSA (deacyliert), 10 mM DTT

Lysispuffer I: 110 mM KCI, 15 mM Hepes pH 7.5 (25°C), 10 mM DTT und
Proteinaseinhibitoren (2 mM 1,10-Phenanthrolin, 1 mM EGTA, 50 pg/ml Antipain, 2 pg/ml
Aprotinin, 10 pg/ml Chymostatin, 5 pg/ml E-64, 0.5 pg/ml Leupeptin, 1 mg/ml Pefabloc SC)

Lysispuffer II: 110 mM KCI, 15 mM Hepes pH 7.5 (25°C), 10 mM DTT und
Proteinaseinhibitoren (0.5 mM 1,10-Phenanthrolin, 1 mM EGTA, 50 pg/ml Antipain, 2 pg/ml
Aprotinin, 10 pg/ml Chymostatin, 0.5 pg/ml Leupeptin)

MEN-Puffer (10x): 200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA; pH mit NaOH
auf 7.0 eingestellt

Mini I: 50 mM Glukose, 10 mM EDTA (pH 8.0), 25 mM Tris-HCI (pH 8.0)
Mini II: 0.2 M NaOH, 1% (w/v) SDS; frisch angesetzt

Mini II: 7 M Ammoniumacetat

PAGE-Puffer: 25 mM Tris, 190 mM Glycerin, 0.1% (w/v) SDS

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung (PCI): Losung der drei organischen

Losungsmittel im Volumenverhéltnis 25 : 24 : 1
PBS: 70 mM NacCl, 1.35 mM KCL, 0.75 mM KH,POy, 4.05 mM Na,HPO4
PBS-T: PBS mit 0.05% Tween-20

Protein-Probenpuffer (2x): 0.2 M Tris, 15% (v/v) Glycerin, 5% (w/v) SDS, 0.05% (w/v)
Bromphenolblau, 10% (v/v) B-Mercaptoethanol

Rapid-Coomassie-Stain: 10% (v/v) Essigsdure, 0,006% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-
250
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RNA-Probenpuffer (2x): 0.0003% (w/v) Bromphenolblau, 0.0003% (w/v) Xylen Cyanol, 4
mM EDTA pH 7.5, 2x MEN, 8% (v/v) Glycerin, 56.7% (v/v) Formamid, 5% (v/v)
Formaldehyd

Saccharosefarbmarker: 67% (w/v) Saccharose, 0.5% (w/v) Bromphenolblau, 0.5% (w/v)
Xylen Cyanol FF, 0.5% (w/v) Orange G, 50 mM EDTA pH 8.0; 16sen in H,O

Sephadex G50: 10 g in TE pH 8.0 quellen lassen, zwei mal mit TE pH 8.0 waschen und

autoklavieren
SSC (20 x): 2 M NaCl, 0.3 M Natriumcitrat, pH 7.0 mit HCI einstellen

TAE (20x): 0.8 M Tris, 2.3% (v/v) Essigsdure, 20 mM EDTA, pH 7.5 - 7.6 (stellt sich selbst

ein)

Tag-Puffer (10x) (Standard): 500 mM KCl, 100 mM Tris-HC1 pH 8.8 (25 °C), 15 mM
MgCl,, 0.8% Nonidet P-40

Tag-Puffer (10x) (‘high fidelety'): 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.4 (25 °C), 8 mM
MgCl,, 0.1% (w/v) Gelatine, (v/v) 1% Triton X-100

TB-Puffer: (Transformationspuffer): 10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI; den pH
mit 1 M KOH auf 6.7 einstellen; anschlieBend wird MnCl, auf 55 mM zugegeben;

sterilfiltrieren.

TBE (10x): 0.9 M Tris, 0.9 M Borsdure, 2 mM EDTA; pH 8 (selbst einstellend)
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8, 0.5 mM EDTA pH 8

Waschlosung I: 2x SSC, 0.1% (w/v) SDS

Waschlosung I1: 1x SSC, 0.1% (w/v) SDS

Waschlosung III: 0.5x SSC, 0.1% (w/v) SDS

2.8 Gerate, Verbrauchsmittel, Chemikalien

2.8.1 Gerate

Gerit Modell Hersteller
Autoklav 3870 ELV Tuttnauer
Bioimager (Phosphoimager) BAS-1000 Fuji
Elektroporationsapparatur Gene pulser® 11 BioRad
Geldokumentationsstation MWG Biotech

Gelelektrophoresekammer Werkstatt der Universitét
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Handmonitor Contamat Eberline
Heizblock Boekel Scientific
Heizriihrer RCT basic IKA Labortechnik
Hybridisierungsofen Bachhofer
Hybridisierungswasserbad Belly Dancer Stovall
Inkubationsschranke WTC binder; Memmert
Kiihlzentrifuge Sorvall RC 5B Plus DuPont
Netzgerite E 323 Benedikt Heinemann
Netzgerite EC 105 EC Apparatus Corporation
PCR-Gerit, MiniCycler™ PTC-150 MJ Research, USA
pH-Meter HI 9321 Hanna Instruments
Photometer Unikon 720 LC Kontron
RNA-/DNA-Calculator GeneQuant II Pharmacia

Scanner ScanJet 4c Hewlett Packward
Sequenziergerit ABI PRISM 310 Perkin-Elmer Corporation
Spektralphotometer Novaspek Biochrom  LKB

Spektralphotometer fiir MRX Dynex Plate Dynex

Mikrotiterplatten Reader

Sterilbank, horizontales Gebldse  Microflow Laminar Nunc

Sterilbank, vertikales Geblise Microflow Biohazard Nunc
Szintillationsmessgerat raytest Isotopenmessgerite
Tischzentrifuge, kiihlbar 5403 Eppendorf
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus Christ
UV-Transilluminator FLX-20 M Vilber Lourmat
Vertikalgelelektrophorese Joey™ #IGC-4 AGS
Vortex L46 Labinco BV, Niederlande

Wasseraufbereitungsanlage

Option 4, Maxima

ELGA

2.8.2 Verbrauchsmittel

Produkt Hersteller
Bradford-Reagenz Roth
Filterpapier Roth
Glaser fuir Pflanzensterilkultur Weck
Glaskugeln (2 mm Durchmesser) Roth

Kunststoff-Einwegmaterial
Mikrotiterplatten
Nylon-Membran Hybond N
Parafilm M

PVDF-Membran, Immobilon-P, Porengrofle 0.45 pm

Rontgen-Entwickler LX24
Rontgenfilme Cronex 10T

Rontgen-Fixierer AL4
Sephadex G50

Biozym; Eppendorf; Greiner;
Roth

Amersham-Pharmacia
American National Can™
Millipore

Kodak

DuPont

Kodak
Amersham-Pharmacia
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2.8.3 Chemikalien

Die Katalognummer (Kat.Nr.) wurde in den Fillen angegeben, in denen die Qualitétsstufe

von entscheidender Bedeutung war.

Chemikalien

Hersteller/Lieferant und ggf.

spezifische Information

AG® 501-X8 mixed bed resin Bio-Rad
B-Mercaptoethanol Roth
1,10-Phenanthrolin Aldrich

Agar Bacteriological Life Technologies
Agarose SeaKem LE Biozym
Ampicillin AGS

Antipain reinst SERVA Kat.Nr. 13685
Aprotinin Sigma

APS (Ammoniumpersulfat) Biometra

BAP (6-Benzylaminopurin) Sigma

BSA (Rinder-Serum-Albumin) Serva

BSA deacyliert MBI Fermentas
Cefotaxim Duchefa
Chlortetracyclin Sigma
Chymostatin Sigma

Coomassie Brilliant Blue G-250

Bio-Rad Kat.Nr. 161-0406

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Roth

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma; Roth

DMF (N,N-Dimethylformamid)

J.T. Baker Chemicals B. V.

dNTPs

MBI; Roth

DTT (Dithiothritol) Sigma

E64 BIOMOL Kat.Nr. 51363/2
EDTA AppliChem
Ethidiumbromid Roth

Formaldehyd Roth

Formamid Fluka

Gentamycin Duchefa

HEPES Roth
Heringssperma-DNA (HSP) Boehringer Mannheim
Hydroxyethylcellulose Fluka

Hygromycin Duchefa

IPTG BioTech Trade
Jasmonsduremethylester Aldrich Kat.Nr. 39,270-7
Kanamycin Sigma

Kinetin Sigma

Leupeptin BIOMOL Kat.Nr. 12136/1
MES Sigma

MOPS Sigma
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Murashige und Skoog Medium Duchefa
o-Naphthalinessigsdure (NAA) Sigma

Natriumhydroxid (NaOH) Merck

Natriumazid Sigma

Natriumhypochlorit Roth

Orange G Sigma

organische Losungsmittel (Alkohole etc.) Merck; Roth

PAA-Mix; 30% PAA : Bisacrylamid (37.5:1) Roth

PAA-Mix; 40% PAA : Bisacrylamid (19:1) Roth

Pefabloc SC

Roche Diagnostics

Pepstatin A BIOMOL Kat.Nr. 17640/1
Phenol AppliChem

PIPES Roth

Ponceau Sigma

Rifampicin Duchefa

Salze fiir Puffer etc. AppliChem; Merck
Salzsdure (HCI) Merck

SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth

Select Agar Life Technologies

Select Yeast Extract (Hefeextrakt) GIBCO BRL

Spermin Tetrahydrochlorid

Sigma Kat.Nr. S-2876

Spermidin Sigma Kat.Nr. S-2501
TAPS ICN Biomedicals
TEMED BIORAD, Roth
Tetracyclin Duchefa

Triton X-100 Roth

Trypton Oxoid

Tween-20 Roth
Xylencyanol FF Roth

€ -Aminohexanséure Roth

2.9 Enzyme und Kits

2.9.1 Enzyme

Enzym Hersteller

AmpliTag® DNA-Polymerase, FS ABI PRISM™

Klenow DNA-Polymerase MBI Fermentas

Klenow exo” DNA-Polymerase MBI Fermentas

Pfu DNA-Polymerase Stratagene

Restriktionsenzyme

AGS, NEB, MBI Fermentas, GIBCO BRL

RNase A (DNase-frei)

Sigma; Qiagen

T4 DNA-Ligase

MBI Fermentas

CIAP

MBI Fermentas
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2.9.2 Kits

Kit Hersteller

Auto-Read Sequencing Kit Pharmacia

BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Perkin-Elmer

Ready Reaction Kit

ECL+ -Kit AmershamPharmacia
GeneClean® II - Kit Bio 101, Inc.
Megaprime™ DNA Labelling Systems Amersham Life Science
Oligotex ' "-Kit Qiagen

Qiagen Plasmid-Preparations Kit (Midi) Qiagen

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
Rabbit-Reticulocyte-Lysate-System Promega

RNeasy Plant Mini Kit Qiagen

T-Cloning Kit MBI Fermentas

2.10 DNA-Fragmente fiir EMSA (Electrophoretic Mobility Shift
Assay)

Das 'as-1 long' Element wurde aus dem Vektor pUCI18-as-1 (Niggeweg et al., 2000 a) als
ein 293 bp langes Fragment mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Ndel

herausgespalten und fiir die radioaktive Markierung eingesetzt.

ctagaTGACGtaagggaTGACGcacaat
tACTGCattccctACTGCgtgttagatce

'as-1 long'

Als Standard-Gelshift-Sonde wurde das ‘as-1 short' Element verwendet. Die as-I-
Kernsequenz ist dabei identisch mit dem 'as-1 long' Fragment (siche oben). Mit den Primern
pUCI18EcoRI und pUCI18Hindlll wurde eine PCR mit dem Vektor pUC18-as-1 (Niggeweg,
1999) als Matrize durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde EcoRI/Hindlll gespalten und in den

EcoRl/Hindlll-geoftneten Vektor kloniert. Bei einem Bpil-Verdau des entstandenen Vektors
pUC18as-1-Bpil ergab sich ein 84 bp Fragment, das an den Enden jeweils einen 5'-Uberhang

von vier Nukleotiden besal.
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'as-1 short'

1-5' TTTTGC
3! CG

27-CGACTctaga
GCTGAGATCT

57-tCTAGAGGAT
agatcTCCTA

GTCTTCGCAT
CAGAAGCGTA

TGACGtaagg
ACTGCattcc

CCCCGGGTAC
GGGGCCCATG

GCCTGCAGGT
CGGACGTCCA

gaTGACGcac
CctACTGCgtt

GAAGACGC

-26

-56

3'-84

CTTCTGCGTT TT-5"
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3 Methoden

3.1 Pflanzenanzucht

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum) wurden in steriler Sprosskultur auf MS-Festmedium
kultiviert. Die Kultur erfolgte in Klimakammern bzw. Klimaschrdnken bei 24°C am Tag und
22°C in der Nacht in einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 16 h : 8 h. Die Pflanzen wurden
vegetativ fortgepflanzt, wozu eine Sprossspitze steril abgeschnitten und auf MS-Festmedium
iiberfiihrt wurde. Zur Produktion von Samen und um Pflanzen fiir Zeitreihenexperimente zu
erhalten, wurden die Sterilkulturpflanzen auf Erde umgesetzt. Dies erfolgte in zwei Schritten.
Zunichst wurde das MS-Festmedium griindlich von den Wurzeln abgewaschen, die Pflanzen
wurden in sterilisierte Pikiererde (Blumentopferde mit hohem Sand-Anteil) eingepflanzt.
Diese Pflanzen wurden 8-14 Tage nach dem Pikieren in Blumenerde umgetopft. Abhéingig
vom Wurzelwachstum und dem physiologischen Zustand der Pflanzen wurde alle 2-3
Wochen umgetopft. Der in der Klimakammer kultivierte Tabak unterlag einem Licht-Dunkel-

Rhythmus von 16 h : 8 h bei 22°C am Tag und 19°C in der Nacht bei 85% Luftfeuchte.

3.2 Anzucht und Lagerung von Escherichia coli und
Agrobacterium tumefaciens
E. coli SCS110 wurde bei 30°C, alle anderen Escherichia coli (E. coli) Stimme bei 37°C
angezogen. Bei plasmidtragenden Stimmen wurde das Medium mit dem Antibiotikum
versetzt, fiir das ein Resistenzgen vorlag. Fiir Minipréparationen von Plasmid-DNA wurde

LB- und dYT-Medium verwendet, fiir Transformationen SOC-Medium.

Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) wurde 2 Tage auf YEB-Festmedium oder in
YEB-Fliissigmedium bei 28°C angezogen. Bei plasmidtragenden bzw. transformierten

Bakterien wurde das entsprechende Antibiotikum zugesetzt.

Fiir die Gewéhrleistung einer guten Sauerstoffversorgung wurden Kulturvolumina bis zu 5
ml in kontinuierlich drehenden Kulturréhrchen gezogen. GroBere Fliissigkulturen wurden bei
250 Upm geschiittelt. Kulturmedien bis 50 ml wurden in 250 ml-, Medien bis 200 ml in 1 I-

Erlenmeyerkolben gezogen.
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Die langfristige Lagerung von Bakterienstimmen erfolgte in Form von Glycerinkulturen.
Zur Herstellung solcher Kulturen wurden 850 pl der stationdren E. coli-Kultur mit 150 pl
Glycerin (steril) vermischt und in fliissigem Stickstoff eingefroren (Sambrook et al., 1989).

Die Lagerung erfolgte bei -70°C.

3.3 Transformation von E. coli, A. tumefaciens und N. tabacum
3.3.1 Transformation gefrierkompetenter E. coli-Zellen

Die Methode von Inoue et al. (1990) wurde wie folgt modifiziert. Zur Priparation der
kompetenten Zellen wurden 300 ml SOC-Medium in einem 2 1 Erlenmeyerkolben mit Zellen
des entsprechenden Stammes (z.B. DH5a) angeimpft. Die Vorkultur stammte stets aus frisch
ausgestrichenen Kulturen (nie aus Stammkulturen oder dlteren Platten). Die Zellen wurden bis
zu einer ODgo von 0.2 bei 37°C angezogen. Anschliefend wurde die Wachstumstemperatur
fiir mindestens 2 Stunden auf 18°C gesenkt. Das Wachstum der Zellen wurde bis zu einer
ODggo von 0.4-0.6 weiter verfolgt. Die Kultur wurde auf sechs 50 ml Greinerrohrchen verteilt,
auf Eis abgekiihlt, durch Zentrifugation (Eppendorf 5403, Ausschwingrotor, 4000 Upm, 2°C,
10 min) geerntet, die sedimentierten Zellpellets wurden in je 15 ml eisgekiihltem TB-Puffer
resuspendiert. Die Suspensionen verblieben fiir 15 min auf Eis, bevor jeweils drei in einem 50
ml Greinerrdhrchen vereinigt und wie zuvor pelletiert wurden. Der Uberstand wurde
verworfen und die beiden Zellpellets erneut in je 15 ml TB-Puffer resuspendiert. Zu jedem
Rohrchen wurden 525 ul DMSO gegeben, kurz gemischt und 5 min auf Eis stehengelassen.
Danach wurden nochmals jeweils 525 ul DMSO zur Zellsuspension gegeben und wie zuvor
behandelt. In vorgekiihlten Eppendorf-Reaktionsgefilen wurden die kompetenten Zellen
aliquotiert, umgehend in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei 80°C aufbewahrt.

Zur Transformation wurden 200 pl kompetente Zellen langsam auf Eis aufgetaut und die zu
transformierende DNA zugesetzt. Nach 15 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock
fiir 90 sec bei 42°C, anschlieBend wurden die Transformationsansitze 1 min auf Eis gestellt.
Es wurde dann 800 ul SOC-Medium zugegeben, zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz fiir
1 h bei 37°C inkubiert und auf Selektivagar ausplattiert.

3.3.2 Transformation elektroporationskompetenter Agrobacterium
tumefaciens -Zellen

Kompetente Zellen von A. tumefaciens wurden nach Dower et al. (1988) hergestellt. Das
Einbringen der DNA erfolgte mittels Elektroporation bei 25 pF, 200 Q und 2,5 kV in

Elektroporations-Kiivetten (J-Elektrodenabstand: 0,2 cm).
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Zur Elektroporation wurden ca. 50 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 40-80 ng in
H,O geloster Plasmid-DNA vermischt und 30-60 min auf Eis inkubiert. Diese Suspension
wurde dann in eine eisgekiihlte Kiivette {iberfiihrt und mittels der Elektroporationsapparatur

einem elektrischen Puls ausgesetzt.

AnschlieBend wurden die Zellen sofort in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und zur
Ausprigung der Plasmid-kodierten Resistenz 2 h bei 29°C im Roller inkubiert. Zur Selektion
der transformierten 4. tumefaciens wurde die Bakterienkultur auf YEB-Festmedium mit den

entsprechenden Antbiotika ausplattiert und 2 Tage bei 28°C inkubiert.

3.3.3 Transformation von Nicotiana tabacum

Die Methode von Horsch et al. (1985) wurde wie folgt modifiziert. Die Transformation
wurde mit Blattgewebe durchgefiihrt. Ein 4. tumefaciens-Klon mit entsprechendem Plasmid
wurde zwei Tage bei 28°C in 20 ml YEP-Flissigmedium kultiviert. 1 ml dieser Kultur wurde
in 25 ml steriler 20 mM MgSO4-Losung verdiinnt und fiir die Transformationsprozedur
eingesetzt. Blitter von steril angezogenen Tabakpflanzen wurden in 1-2 cm’ groBe Stiicke
zerteilt, diese wurden fiir 2-3 min in eine Suspension aus transformierten A. tumefaciens
getaucht. Die Blattstiicke wurden anschliefend zwei mal in 20 mM MgSO4-Lésung von
tiberschiissigem A. tumefaciens durch Waschen befreit, mit der Blattunterseite auf MS-
Festmedium gelegt und abgedunkelt im Klimaschrank bei 24°C mit den Agrobakterien co-
kultiviert. Nach zwei Tagen wurden die Blattstiicke auf SHI-Medium umgelegt und im
Klimaschrank in einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 16 h : 8 h bei 28°C kultiviert. Die
Hormone des Mediums induzierten die Bildung von Kallusgewebe, aus dem sich Sprosse
regenerieren konnten. Die beiden dem SHI-Medium beigefiigten Antibiotika dienten zum
einem dem Abtoten des Agrobakteriums (Cefotaxim) und zum anderen der Selektion

transgener Pflanzenzellen (z.B. Hygromycin).

Das Uberfiihren der Blattstiicke auf frisches SHI-Medium wurde die ersten 3 Wochen
wochentlich einmal, anschlieBend 14-tdglich bis zur Ausbildung von Sprossen wiederholt.
AnschlieBend wurden die regenerierten Sprosse zur Bewurzelung auf hormonfreies MS-

Medium mit Cefotaxim und dem Selektionsantibiotikum umgesetzt.
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3.4 Isolierung, Reinigung, Darstellung und Quantifizierung von
Nukleinsauren

3.4.1 Praparation von Plasmid-DNA
3.4.1.1 Praparation von Plasmid-DNA fiir die Sequenzierung

Die fiir die Sequenzierung verwendete Plasmid-DNA wurde mit QIAprep Spin Sdulen und

den mitgelieferten Losungen entsprechend den Herstellerangaben gereinigt.

3.4.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA in analytischen Mengen (Mini-Praparation)
durch modifizierte alkalische Lyse

Die Methode folgte den Protokollen von Le Gouill et al. (1994) und Sambrook et al. (1989).
Hierzu wurden die plasmidtragenden Zellen iiber Nacht in 2-5 ml selektivem LB-Medium
angezogen und anschlieBend geerntet (Tischzentrifuge Pico, 13000 Upm, 1 min, RT). Die
Zellen wurden in 100 pl Minilésung I resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch
Zugabe von 200 pl Minilosung II und 200 pl Chloroform lysiert. Durch sofortiges
vorsichtiges Schwenken erfolgte die Vermischung der Zusitze und die vollstindige Lyse der
gesamten Zellsuspension. Direkt danach wurden 150 pl eiskalte Minilésung III hinzugefiigt.
Durch sofortiges Schwenken wurde eine schlagartige Neutralisierung der Suspension erzielt,
die der effizienten Féllung chromosomaler DNA diente. Nach der Zentrifugation
(Tischzentrifuge Pico, 13000 Upm, 2 min, RT) wurde der Uberstand mit 450 ul PCI-Mix
versetzt und extrahiert. Zur Abtrennung der proteinhaltigen organischen Phase wurde 3 min
zentrifugiert (Tischzentrifuge Pico, 13000 Upm, RT). Der wissrige Uberstand mit der
Plasmid-DNA wurde mit 900 pl 96%®™ Ethanol gefillt und mittels Zentrifugation
(Tischzentrifuge Pico, 13000 Upm, 10 min, RT) pelletiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70% €™
Ethanol gewaschen und nach kurzem Trocknen bei RT in 50 ul TE oder H,O resuspendiert.

Zur Isolierung der bindren Vektoren aus A. tumefaciens wurden 4.5 ml einer stationdren
Kultur eingesetzt. Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde zweimal durchgefiihrt und das

das Plasmid enthaltende Pellet in 20 pl H,O resuspendiert.

3.4.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA in praparativen Mengen

Zur Isolierung groBer Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad wurde der Midi-Kit

der Firma Qiagen eingesetzt. Die Aufreinigung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben.
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3.4.1.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus N. tabacum

Gesamt-RNA aus Blattgewebe von N. tabacum wurde mit Hilfe des RNeasy Plant Mini-Kits
der Firma Qiagen gewonnen, wobei den Herstellerangaben gefolgt wurde. Abweichend von

den Empfehlungen wurden standardméBig 100-140 pg Pflanzengewebe verwendet.

3.4.1.5 Isolierung von polyA-RNA

Die Isolierung von polyA-RNA mittels des Oligotex " -Kits der Firma Qiagen erfolgte

entsprechend den Herstellerangaben.

3.4.2 Fallung von DNA aus wassrigen Losungen

Das Volumen der DNA-Losung (= 1 Vol) wurde bestimmt, 1/10 Vol 7 M Ammonuimacetat
und 2-3 Vol 96%€* Ethanol p. a. hinzugefiigt. Nach dem Mischen wurde der Ansatz fiir
mindestens 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert (Eppendorf-
Tischzentrifuge, 15000 Upm, 10-30 min). Der Uberstand wurde verworfen und 50 ul - 500 ul
70 %' Ethanol (je nach GroBe des Pellets) in das ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Intensivem
Mischen fiir 10-20 sec folgte die Sedimentation (30 sec, Biofuge pico Heraeus Christ, 13000
Upm). Das Ethanol wurde anschlieBend abgezogen und das DNA-Pellet bei RT getrocknet.
Die Resuspendierung der DNA erfolgte in H;O oder TE-Puffer. Nach dem gleichen Prinzip
konnte DNA mit Isopropanol statt mit Ethanol gefdllt werden. Dabei wurde analog zur DNA-
Féllung mit Ethanol vorgegangen, jedoch mit dem Unterschied, dass nur 0.7 Vol Isopropanol

verwendet werden musste.

Zur fraktionierten Fillung von DNA-Fragmenten aus Lésungen wurde Polyethylenglykol
(PEG) verwendet. Hierbei wurde dem Protokoll von Paithankar und Prasad (1991) gefolgt.

3.4.3 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Methode folgte dem Protokoll von Sambrook et al. (1989). Die Konzentration von DNA
und RNA wurde photometrisch bestimmt (GeneQuant II, Pharmacia). Aus der Absorption
einer DNA-L&sung bei 260 nm wurden nach dem Lambert-Beerschen Gesetz die DNA- bzw.
RNA-Konzentrationen bestimmen. 1 OD,4 entsprach dabei 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 ug/ml
RNA. Zur Kontrolle des Reinheitsgrades wurde der Quotient OD,40/OD5go ermittelt. Dieser
Wert betrégt in proteinfreien Proben 2. Um die Genauigkeit der photometrischen Messung zu
gewihrleisten, wurde darauf geachtet, dass die gemessenen Extinktionswerte zwischen 0.04-

0.4 lagen.



3 Methoden 31

Eine Abschitzung von sehr geringen DNA-Konzentrationen wurde alternativ nach
gelelektrophoretischer Auftrennung der DNA iiber Fluoreszenzintensitidt unter UV-Licht im
Vergleich zum Léngenstandard bekannter Konzentrationen durchgefiihrt (Geltitration). Die

Anzahl der in die DNA interkalierten EtBr-Molekiile ist direkt proportional zur DNA-Menge.

3.4.4 Agarose-DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA fiir analytische und préparative Zwecke wurde in horizontalen
Agarosegelen mit TAE als Laufpuffer durchgefiihrt (Mini-Gelelektrophorese: [7*10%*0.3]
cm’; priparative-Gelelektrophorese: [14*20%0.5] c¢m’). Die Gele enthielten je nach
gewiinschtem Auftrennungsbereich der DNA-Fragmente Agarosekonzentrationen von 0.7-
2%. Die DNA-Proben wurden nach Zugabe von '/ Vol Saccharosefarbmarker bei einer
konstanten elektrischen Feldstirke von 4-10 V/cm elektrophoretisiert und im Anschluss in
einem Ethidiumbromidbad (0.5-1 pg/ml) gefarbt. Die Farbstoffe Bromphenolblau, Xylen
Cyanol FF und Orange G im Saccharosefarbmarker dienten der Kontrolle der
Elektrophoresefront. Die DNA wurde durch Fluoreszenz im UV-Durchlicht (302 nm)
visualisiert. Zur Verbesserung der Auflosung von kleinen DNA-Fragmenten (80-400 bp)
wurde der 1%-igen Agarose-TAE-Losung 0.7% (w/v) Hydroxyethylcellulose (HEC)
zugesetzt (Kleemiss et al., 1993; Perlman et al., 1987). Als GroBenstandards dienten selbst
hergestellte Verdaue (APstl, AEcoR1/Hindlll, ABstEIl, AEco1301/Miul, pUC19Hpall, AVspl).

3.4.5 Auftrennung von DNA in Polyacrylamid-Gelen

In einzelnen Féllen (siche wurde DNA durch Polyacrylamid-DNA-Gelelektrophorese
(PAGE) aufgetrennt. Dabei wurden 5%-ige Polyacrylamid-Gele (19:1 Acryl-
amid:Bisacrylamid), die 10% Glycerin, 1x TBE, 0.05% TEMED und 0.1% APS enthielten,
verwendet. Probenbeladung, Lauf und Sichtbarmachung des Vertikalgels erfolgte wie fiir das

Agarosegel beschrieben, wobei TBE als Laufpuffer verwendet wurde.

3.4.6 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Um RNA-Molekiile nach der Grof3e auftrennen zu konnen und um Sekundérstruktureffekte
bei der Elektrophorese auszuschlieSen, wurde die RNA denaturiert. Dies geschah durch den
Zusatz von Formaldehyd auf 5.5% zur 1%-igen Agarose-Losung, gepuffert in 1x MEN. 10-18
ng RNA wurden mit RNA-Probenpuffer versetzt und mit RNase-freiem Wasser auf das
Endvolumen von 60 pl aufgefiillt. Die RNA denaturierte nach 15 min Inkubation bei 65°C
und wurde bis zum Auftragen auf Eis verwahrt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer

Feldstirke von 3-5 V/cm bis die Bromphenolblaubande % der Strecke zurilickgelegt hatte.
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Mittels Fluoreszenz im UV-Durchlicht (302 nm) wurde die RNA anschlieBend fiir die

Dokumentation und Quantifizierung sichtbar gemacht.

3.5 Enzymatische Manipulationen an DNA
3.5.1 DNA-Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen

DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen unter den vom Hersteller empfohlenen
Temperatur- und Pufferbedingungen gespalten, wobei mit den '"MBI Fermentas' und 'New
England Biolabs' Puffern gearbeitet wurde. Alternativ dazu wurde auch der KGB-Puffer
verwendet (Sambrook et al., 1989).

Dazu wurde die DNA in der Regel in einer Endkonzentration von 100 ng/pl mit 1-2 U
Enzym/pg DNA fiir 1 h inkubiert. Die Inkubationszeit konnte auf bis zu 16 h ausgedehnt

werden, wenn die Enzymmenge entsprechend reduziert wurde.

3.5.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um bei Ligationsexperimenten (3.5.3) Rezirkularisierungen von restriktionsgespaltenen
Vektoren zu vermeiden, wurde der Reaktionsansatz nach Spaltung mit Alkalischer

Phosphatase (CIAP) entsprechend den Herstellerangaben behandelt.

3.5.3 Ligationen von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation von zwei DNA-Fragmenten zu einem zirkuldren Produkt wurde das DNA-
Insert-Fragment in einem 3- bis 5-fachen molaren Uberschuss zum Vektorfragment
eingesetzt. Die Ligationen waren 0.5x KGB gepuffert, die jeweils idealen Reaktions-
bedingungen wurden anhand von Angaben der Hersteller 'New England Biolabs' und 'MBI

Fermentas' bestimmt.

3.5.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurden zwei Methoden verwendet. Zum einen
wurde auf 'QIAquick Gel Extraction Kit'-Saulen (Firma Qiagen) zuriickgegriffen, die gemil
Herstellerangaben verwendet wurden. Uberdies wurde das GeneClean® II-Kit (Bio 101)
verwendet. Von den Herstellerangaben abweichend wurde der Bindeschritt routineméBig bei
55°C durchgefiihrt (Smith et al., 1995). Diese Anderung fiihrt bei kleinen DNA-Fragmenten
(100-500 bp) zu einer erheblichen Steigerung der Ausbeute.
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3.6 Polymerasekettenreaktion PCR

Das Vorgehen basierte auf den Protokollen von Mullis und Faloona (1987) und Saiki et al.
(1988). Die Reaktionen fanden zumeist in 50 pl Gesamtvolumina statt und enthielten fiir die
meisten Anwendungen folgende Komponenten: 1-10 ng Matrizen-DNA, 100 nM von jedem
Primer, Tag-Puffer (Standard), 200 uM eines jeden dNTPs und 2.5 U Tagq. Bei der Planung
der PCR-Reaktion wurde den Empfehlungen von McPherson et al. (1995; Kapitel 1) gefolgt.
Die Liange und Temperatur der einzelnen Schritte eines Zyklus sowie die Anzahl der Zyklen
wurden durch die Wahl der Matrize, die Basenzusammensetzung und Lange der Primer sowie
durch die Lange der zu amplifizierenden Sequenz bestimmt.

Die Zyklen starteten nach einmaliger 2-miniitiger Denaturierung bei 94°C. Die
anschlieBende Denaturierung erfolgte in der Regel fiir 30 sec bei 92°C, das Primer-Annealing
fiir 30 sec (bei der fiir das jeweilige Primerpaar charakteristischen Temperatur; sieche unten)

und die Elongation fiir 1 min/kb bei 72°C .

Die Schmelztemperatur Ty eines Oligonukleotides berechnete sich nach einer empirischen
Formel, die sowohl den relativen molaren GC-Gehalt (%GC), als auch die Linge der

Oligonukleotide (n) beriicksichtigt (Bolton und McCarthy, 1962):
Tm [°C] = 69,3 + 0.41 * (%GC) — (650/n)

Bei Differenzen zwischen den Annealing-Temperaturen der beiden Primer von mehr als 2°C
wurde die optimale Annealing-Temperatur T fiir eine Polymerasekettenreaktion nach Ta=

[(Tami+Tamz)/2]-3 °C berechnet (Ty und Ty, = Schmelztemperaturen der beiden Primer).

Hatte bei der Amplifikation durch PCR die Vermeidung von Mutationen Prioritit, so wurde
die Reaktion mit der Pfu-Polymerase (Stratagene) durchgefiihrt. Es wurden die
Lieferantenempfehlungen fiir die Polymerase iibernommen. Traten Amplifikationsprobleme
aufgrund der hohen Exonukleaseaktivitit des Enzyms auf, so wurde die PCR zur
Fehlervermeidung mit Hilfe der Tag-Polymerase unter optimalen Bedingungen durchgefiihrt
(McPherson et al., 1991; Kapitel 14).

3.7 in vitro-Translation

Das 'Rabbit Reticulocyte-Lysate' System der Firma Promega wurde entsprechend den
Herstellerangaben verwendet. Die eingesetzte mRNA wurde freundlicherweise von R.
Niggeweg zur Verfiigung gestellt. Die Reaktion wurde in einem Volumen von 50 pl fiir 90

min bei 30°C durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt folgende Komponenten:
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Aminosduremix, ohne Leucin, 1 mM 0.5 ul
Aminosduremix, ohne Methionin, ] mM 0.5 ul
Ribonuklease-Inhibitor 40U
mRNA, TGA2.1 250 ng
mRNA, TGA2.2 250 ng
'Rabbit' Reticulocyten-Lysat 35l

Die Matritzen-RNA wurde vor der Reaktion 3 min bei 65°C denaturiert und bis zur

Verwendung auf Eis verwahrt. 1.5 ul des Translationsansatzes wurden im EMSA eingesetzt.
3.8 *?*P-Markierung von DNA-Fragmenten

3.8.1 Radioaktive Markierung der 5'-Enden von Gelshiftsonden

Die Eigenschaft der Klenow-Polymerase, 3’-OH-Enden komplementir zum iiberhdngenden
5’-Phosphat-Ende aufzufiillen, wurde genutzt, um die unter beschriebenen Gelshift-

sonden **P-radioaktiv zu markieren.

1.7 pmol des Bpil gespaltenen Vektors 'pUCI8 as-1 Bpil' (siche P.2.1{und [2.10) wurde zu

einem Markierungsansatz (20 pl) mit den Endkonzentrationen 0.5x KGB-Puffer, 25 uM
dTTP, 4.0 pl [**P]-dATP (40 pCi) und 4 U Klenow (exo-) gegeben und 2-3 h bei 37 °C
inkubiert. Im Falle des 'pUC18 as-1'-Vektors wurden 1.7 pmol eines Ndel/EcoRI-Verdaus

(siche 2.2.1]und [2.10) fiir die Markierung des 'as-1 long' Fragmentes verwendet. Die Zugabe

von 20 uM EDTA (pH 8.0) stoppte die Reaktion. Zur Abtrennung nicht eingebauter,
radioaktiver Nukleotide wurde eine 'Micro SpinTMG25 Column' der Firma Amersham-
Pharmacia entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die weitere Aufarbeitung des
Gelshiftfragmentes erfolgte mittels eines 5% nativen PAA-Gels, bei dem der gesamte
Spaltungsansatz eingesetzt wurde. Das gewiinschte Fragment wurde schlieBlich durch
Exposition des Gels auf einem Rontgenfilm lokalisiert und ausgeschnitten. Die Sonde wurde
aus dem PAA-Gel durch Zugabe von 400 pl TE-Puffer eluiert (14-18 h). Die Strahlung der
Sonde im Uberstand wurde im SzintillationsmeBgerit quantifiziert. Ein Mikroliter der

priparierten Sondenlosung enthielt 1.3 bis 1.6 fmol markiertes Fragment.
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3.8.2 Radioaktive Markierung mit der ’"Random-Prime-Labelling”
Methode

Die Methode folgte den Angaben von Feinberg und Vogelstein (1983).

Radioaktiv markierte Sonden fiir Northern-Blots wurden nach der 'random prime'-Methode
erhalten. Die Markierung orientierte sich an der Kit-Beschreibung des 'NEBIlot® Kit' (NEB
Kat.No. 1550-25). 10-20 ng DNA-Fragmente und 2.2 pg Hexa- und Decaoligonukleotide
(Gibco) wurden mit H,O auf 10 pl aufgefiillt und 5 min auf 95°C erhitzt. Der Ansatz kiihlte
anschlielend auf RT ab, bevor die Komponenten KGB (1x), 50 uM (je: dCTP, dGTP, dTTP)
auf die Endkonzentration gebracht wurden und dem 25 pl Ansatz 2 U Klenow exo™ zugesetzt
wurden. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 2.5 ul [0->>P] dATP (25 uCi)
gestartet und 2-3 h bei 37°C inkubiert. Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide, die bei
der Hybridisierung zu einer nicht akzeptablen Hintergrundstrahlung gefiihrt hitten, erfolgte
mittels Gelfiltration mit Sephadex G-50. DNA-Fragmente kiirzer als 80 bp und Nukleotide
konnten somit von der Sonden-DNA getrennt werden. Als Saule diente eine mit einer
Glaskugel (0.2 mm Durchmesser) verschlossene Glaspasteurpipette, die mit dem Sdulen-
material beschickt wurde. Nach dem Auftragen des Markierungsansatzes wurde die Sonde mit
TE-Puffer eluiert und in 200 pl-Fraktionen aufgefangen. Die erste radioaktive Fraktion wurde

vereinigt und im Szintillationsmessgerét quantifiziert.

3.9 Northern Blot
3.9.1 Transfer der RNA

Nach der Gelelektrophorese (siche wurde das Gel dreimal fiir 15 min auf dem
Horizontalschiittler in H,O gewaschen, um die dem Blot nicht zutriglichen hohen
Formaldehydkonzentrationen zu verringern (gemal3 Herstellerangaben Schleicher und Schiill
fiir neutrale Nylonmembranen). Mit Hilfe eines Kapillarblots (Sambrook et al., 1989) konnte

die RNA auf eine neutrale Nylonmembran transferiert werden.

Zwei Lagen Filterpapier, die in Kontakt mit dem 10x SSC-Puffer standen, dienten als
Auflage fiir das RNA-Agarosegel. Die Rénder des Gels wurden mit 'Parafilm M' abgedeckt,
um den Fliissigkeitsstrom ausschlieBlich durch das Gel zu erzwingen. Die im Puffer
dquilibrierte Membran deckte das Gel nach oben ab, gefolgt von drei Lagen in Puffer
getrankten Filterpapiers. Luftblasen zwischen diesen Schichten wurden entfernt. Eine 10-15
cm dicke Lage an Papiertiichern schloss sich an und wurde mit einem Gewicht beschwert.

Der Transfer erfolgte iiber mindestens 14 h. Die Membran des Blots wurde bei UV-
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Durchlicht kontrolliert. Zur irreversiblen Fixierung der RNA auf der Membran folgte ein ein-

bis zweistiindiger Inkubationsschritt bei Temperaturen von 65-80°C.

3.9.2 Hybridisierung der Northern-Blots

Die zu hybridisierenden Membranen wurden in 2x SSC angefeuchtet, damit sich die
Membran beim Platzieren in den Hybridisierungsrohrchen luftblasenfrei auf die Glaswand
auflegen lieB. Wurden mehrere Filter in ein Hybridisierungsrohrchen transferiert, so
tiberdeckten sich die Membranen gegenseitig vollstindig. Es folgte die Zugabe von 8 ml
Hybridisierungsfliissigkeit auf 150 cm® Membran. Nach einem 30-miniitigen
Prahybridisierungsschritt bei 43°C wurde die Sonde (3-8*10° cpm pro Filter) zugegeben und
unter den gleichen Bedingungen iiber Nacht im Rotationsinkubator hybridisiert. Vor Zugabe

der Sonde wurde diese 5 min bei 100°C und 2 min auf Eis denaturiert.

Um unspezifisch gebundene Sonde gegeniiber spezifisch gebundener zu diskriminieren,
wurden Waschschritte mit steigender Stringenz durchgefiihrt. Dabei wurde die Konzentration
der monovalenten Kationen in jedem Schritt erniedrigt, wodurch sich durch die steigende
Dielektrizititskonstante die gegenseitige AbstoBung der negativen Ladungen des
Phosphodiester-Riickgrats der RNA erhohte. StandardmiBig wurden zwei Schritte bei
niedrigster Stringenz durchgefiihrt (2x SSC, 0.1% SDS; 65°C; jeweils 10-20 min, im
Rotationsinkubator), gefolgt von einem Waschschritt mit 1x SSC, 0.1% SDS (65°C; 10-20
min, Hybridisierungswasserbad) und einem abschlieenden Waschschritt mit 0.5x SSC, 0.1%
SDS (65°C; 10-20 min). Hatten die Filter eine Strahlung von 20-30 cpm bereits nach dem
Waschritt mit 1x SSC, 0.1% SDS unterschritten, so wurde der Vorgang an diesem Punkt
beendet. Die radioaktiven Signale wurden mit Hilfe eines IP-Screens detektiert und mit dem
Phosphoimager (Bioimager, BAS-1000, Fuji) sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der
entstehenden Daten wurde mit dem Programmpaket PCBAS® 2.0 durchgefiihrt. Die Werte
wurden normalisiert, indem das Ethidiumbromid-Signal der 28S rRNA aus der

Dokumentation (8.4.6) fiir den Abgleich mit den Daten der Sondensignale verrechnet wurde.

3.9.3 Rehybridisierung der Blots

Der Rehybridisierung der Blots ging die Reinigung derselben von der noch verbliebenen
radioaktiven Sonde aus der vorangegangenen Hybridisierung voraus. Zu diesem Zwecke
wurde 0.1%'€° SDS-Lésung (95°C) auf die Filter gegeben und der Ansatz 20-30 min bei 75 °C
im Hybridisierungsschiittler gewaschen. Die Rehybridisierung erfolgte gemal
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3.10 Gesamtzellextrakte

3.10.1 FixProt: Methode zur schnellen Extraktion von
Gesamtzellproteinen

100-300 pg Blattmaterial wurden unter fliissigem Stickstoff gemorsert und in ein
Mikroliterreaktionsgefdall tberfithrt. Zu dem Zellmaterial wurden 2 Vol (m/v) auf Eis
vorgekiihltem FixProt-Extraktionspuffer gegeben und die Probe im noch zum Teil gefrorenen
Zustand mit einer Mikroliterpipette vermengt. Das Mischen des Ansatzes erfolgte solange bis
dieser vollstindig aufgetaut war. Diese Arbeiten erfolgten im Kiihlraum, um selbst partielle
Erwdrmung des Pflanzenmaterial zu  vermeiden. Bei dem  anschlieenden
Zentrifugationsschritt (Eppendorf 5403, 15000 Upm, 10 min, 2°C) wurden die nichtlslichen

Zelltriimmer pelletiert und der Uberstand als Proteinlsung gewonnen werden.

3.10.2 Denaturierender Aufschluss

100-300 npg Blattmaterial wurden unter fliissigem Stickstoff gemorsert und in ein
Mikroliterreaktionsgefal} iiberfiihrt. Zu dem Zellmaterial wurden 3 Vol (m/v) Harnstoffpuftfer
(65°C) gegeben und der Ansatz fir 10 min bei 65°C inkubiert. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (Eppendorf 5403, 15000 Upm, 10 min, 28°C) zur Abtrennung nicht
16slicher Teile. Die Proteinlosung im Uberstand wurde direkt in der SDS-PAGE (Siehe

eingesetzt.

3.11 Kernproteinextrakte

Die Methoden von Niggeweg (1999) und Prat et al. (1989) wurden wie folgt modifiziert.
Unter fliissigem Stickstoff wurden 6-10 g Blattmaterial mit einem elektrischen Schermixer zu
feinem Pulver zermahlen und in 40 ml 1A Puffer aufgenommen. Die anschlieende Filtration
durch zwei Lagen Miracloth trennte die verbliebenen groferen Zelltrimmer von der
Suspension mit den Organellen ab. Im folgenden Zentrifugationsschritt (SS34, 1000 Upm, 2
min 40 sec, 4°C) wurden kleinere Zelltrimmer und Stirke von den in der Losung
verbliebenen Organellen separiert. Die Suspension wurde einer weiteren Zentrifugation zur
Pelletierung der Zellkerne unterzogen (SS34, 2000 Upm, 3 min 30 sec, 4°C) und der
entstehende Uberstand verworfen. Zur Entfernung von Chloroplasten wurde das Pellet
abschlieBend dreimal gewaschen, indem es zunichst mit Hilfe eines feinen Haarpinsels in 8
ml 0.5x Puffer A resuspendiert und die Suspension anschlieBend wie zuvor zentrifugiert

wurde. Das Protokoll wurde je nach Anwendung auf zwei Arten weitergefiihrt (siche unter

B.11.1jund B.11.2)
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3.11.1 Denaturierte Zellkernextrakte

Das bei der Herstelllung eines Kernproteinextrakts erhaltene Pellet (siehe vorangegangener
Abschnitt) wurde in 300-600 pl denaturierendem Harnstoffpuffer aufgenommen und 10 min
bei 65°C inkubiert. Eine anschliefende Ultraschallbehandlung fragmentierte die DNA und
hob somit den viskosen Charakter der denaturierten Proteinlosung auf. AbschlieBend wurde
die Mischung zentrifugiert (Tischzentrifuge Eppendorf, 15000 Upm, 30 min, 28 °C) und die

Proteinldsung im Uberstand weiterverwendet.

3.11.2 Native Zellkernextrakte

Alle weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt (Kiihlraum bzw. in gekiihltem
Rotor) und alle Puffer waren auf Eis vorgekiihlt: Die Zellkerne im Pellet aus Wurden in
4 ml Lysispuffer I aufgeschlossen und die chromosomale DNA im Homogenisator geschert.
Die Zugabe von 3.5 M Ammoniumsulfat auf eine Endkonzentration von 10% (w/v) erfolgte
unter langsamem Riihren. Nach 30 min langsamen Riihrens wurde die Kernmembran durch
Zentrifugation (SS34, 32000 g) von der fliissigen Phase getrennt. Zur Pelletierung der
chromosomalen DNA wurde der Uberstand sofort ultrazentrifugiert. Die Verwendung von
Centricon-30 Ultrafiltrationsrohrchen diente dem Auswaschen des Ammoniumsulfates aus
der verbliebenen Proteinlosung sowie dem Pufferwechsel. Sie wurden gemil3 den
Herstellerangaben verwendet. Nachdem die Proteinlosung des Ansatzes erstmalig eingeengt
war, wurden die Centricon-30 Roéhrchen mit Lysispuffer II aufgefiillt. Ein Zellkernansatz

wurde auf 100-120 pl Proteinlosung eingeengt.

3.12 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) von
Proteinen

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in diskontinuierlicher SDS-PAGE mit
PAGE-Puffer nach der Methode von Laemmli (1970) aufgetrennt. Trenngele enthielten 8-
12% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (19 : 1), 0.4 M Tris-HCI pH 8.8, 0.1% (w/v) SDS, 0.1%
(w/v) TEMED und 0.1% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS). Sammelgele enthielten 4% (w/v)
Acrylamid/Bisacrylamid (37.5 : 1), 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.1% (w/v) SDS, 0.2% (w/v)
TEMED und 0.1% (w/v) APS. Die Proben wurden in Protein-Probenpuffer bzw.
Harnstoffpuffer 5 min bei 95°C denaturiert und vor dem Laden auf Eis abgekiihlt.
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3.12.1 Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen
Die Methode folgte dem Protokoll von Ausubel et al. (1987).

Die Firbung von SDS-PAGE-Gelen und die Uberpriifung dieser Gele nach dem Transfer
der Proteine auf Polyvinylidenflourid-Membranen erfolgte mit dem Farbstoff 'Coomassie
Brilliant Blue'. Die Gele wurden 15 min in der Losung Isopropanol-Fix geschwenkt, die
Losung gegen Rapid-Coomassie-Stain ausgetauscht und dieses in der Mikrowelle auf 45-55°C
erwarmt. Unter stdndiger Bewegung wurde der Ansatz 30-60 min inkubiert und die Losung
gegen die Destainlosung ausgetauscht. Das Entfarben mit der Destainlosung wurde durch

mehrfachen Wechsel der Losung abgeschlossen.

3.13 Bestimmung von Proteinkonzentrationen / Proteinabgleich

3.13.1 Bestimmung nach Bradford (1976)

1-10 pl des Proteinextraktes wurde in der Vertiefung einer Mikrotiterplatte vorgelegt und
mit 200 pl Bradfordlésung (1 Teil Bradford-Reagenz : 4 Teile H,O) vermengt. Die
Adsorption wurde bei einer Wellenldnge von 595 nm im 'Dynex Plate-Reader' ermittelt. Die

Proteinkonzentration wurde anhand einer mit BSA erstellten Eichgerade bestimmit.

3.13.2 Proteinabgleich liber Coomassiegele

Bei Proteinfraktionen, die in Harnstoffpuffer aufgenommen waren, konnte die genaue
Proteinkonzentration nicht bestimmt werden. Um dennoch weitestgehend gleiche Mengen
Protein beim immunochemischen Nachweis zu verwenden, wurden die zu untersuchenden
Proteinextrakte aufeinander abgeglichen. Hierzu wurde mit den fiir den Immunonachweis
benotigten Proteinextrakten eine SDS-PAGE durchgefiihrt, das Gel mit Coomassie gefarbt
(siehe und bei Durchlicht eingescannt. Die digitale Dokumentation des Gels wurde
mit Hilfe des Programms PCBAS® 2.0 ausgewertet, dies ermoglichte die Ableitung fiir eine
gleichmifige Beladung beim Immunonachweis. Die Genauigkeit des Abgleichs von
Proteinmengen betrédgt bei dieser Methode schitzungsweise +/- 25-35%. Die Genauigkeit der
Methode wurde ermittelt, indem mit der Bradfordmethode quantifizierte Mengen Protein
elektrophoretisch aufgetrennt und Coomassie gefdrbt wurden und eine Auswertung analog zu

der hier beschriebenen Methode durchgefiihrt wurde.
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3.14 Affinitatsaufreinigung der Antiseren

Die Methode der Affinititsaufreinigung von polyklonalen Antiseren nach Olmsted (1981)
stellt eine Modifikation des Western-Blots (siche dar. 1 mg mittels
Affinititschromatographie gewonnenen Fusionsproteins wurde in einer priparativen 10% "
SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membran transferiert (sieche [3.15.1). Nach der
Ponceau-Fiarbung der Proteine (siche wurden Banden und Abbaubanden des
Fusionsproteins ausgeschnitten und iiber Nacht bei 4°C in 1x PBS-T (Tween-20 0.05% [v/v])
inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml des Antiserums mit 1x PBS-T-Puffer auf 10 ml
aufgefiillt und 3 h bei RT mit der Membran inkubiert. Danach wurde unspezifisch gebundener
Antikorper durch sechs 10-miniitige Waschschritte mit 1x PBS-T entfernt.

Die Elution der gebundenen Fraktion von Antikoérpern erfolgte mit einer 0.1 M Glycin-
Losung (pH 2.5). Viermal wurden 2 ml der obigen Losung unter heftiger Bewegung fiir 30
sec mit den Filterstiickchen inkubiert. In jedem Schritt erfolgte direkt beim AbgieBen der
Elutionslosung die sofortige Neutralisierung durch eine vorgelegte Neutralisierungslosung (1
ml, 0.3 M Tris-HCI pH 8.0, 1x PBS, 4°C). Der Puffer aller vier Eluate wurde in Centricon-50
Ultrazentrifugenrohrchen zu PBS (0.02% [w/v] Natriumazid) umgepuffert und abschlieBend
auf 100-200 pl eingeengt. Die Zugabe von BSA auf eine Konzentration von 10 ug/ml diente
der Stabilisierung der AK. Die immunochemischen Eigenschaften der Eluate wurden iiber

Konzentrationsreihen der AK im Western-Blot (B.15) ermittelt.

3.15 Immunochemischer Nachweis von Proteinen

3.15.1 Transfer von Proteinen auf Polyvinylidenflourid (PVDF)
Membranen

Modifiziert nach Kyhse-Andersen (1984).

Beim Transfer von Proteinen aus dem SDS-PAGE (Siehe auf PVDF-Membranen
wurde das drei-Puffer-System verwendet (Kyhse-Andersen, 1984). Die Auswahl der
Transferbedingungen orientierte sich an den Angaben von Dunbar (1994, Kapitel 4 und 5).
Das SDS-PAGE-Gel wurde nach Abschluss der Elektrophorese 15 min im Kathodenpuffer
und die zugeschnittene PVDF-Membran im Anoden-Puffer-1I dquilibriert. In der Elektroblot-
Apparatur folgte auf zwei Lagen Anoden-Puffer-1 getrinktes Filterpapier eine Lage Anoden-
Puffer II-getrinktes Filterpapier. Auf diese Lagen wurde die dquilibrierte PVDF-Membran
gelegt, gefolgt vom dquilibrierten Gel und drei Lagen in Kathodenpuffer getrinktem

Filterpapier. Bei Gelen der Dicke 0.8 - 1.0 mm erfolgte der Transfer bei einer Stromstirke
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von 1 mA/cm? iiber einen Zeitraum von 1 h. Zur Kontrolle iiber den Transfer wurde das SDS-
PAGE-Gel routinemiBig Coomassie gefarbt (B.12.1). Die Membran wurde entsprechend der
Empfehlung des Herstellers in Methanol gewaschen und anschlieend fiir die Lagerung

getrocknet.

3.15.2 Immunochemische Detektion transferierter Proteine im Western-
Blot

Die getrocknete PVDF-Membran wurde mit Methanol aktiviert und das Methanol wiederum
mit H,O ausgewaschen. Mittels Ponceau-Farbung der Membran wurde die Transfereffizienz
kontrolliert. Die Proteinfarbung wurde durch kontinuierliches Schwenken des Ansatzes in
PBS und zweimaligen Austausch der Losung ausgewaschen. Folgte eine Behandlung mit AK
anti-TGA2.1 N-term bzw. anti-Strep-tag”® II, so wurde die Membran fiir 45 min in PBS-T mit
2% (w/v) BSA inkubiert. Folgte jedoch eine Behandlung mit AK anti-TGA2.2 N-term, so
wurde die Membran in PBS-T mit 5% (w/v) Magermilch inkubiert. Vor Zugabe des ersten
AK wurden die Membranen 5 min mit PBS-T (0.5% [w/v] BSA bzw. 1% [w/v] Magermilch)
gewaschen. Der erste AK wurde hierzu geeignet verdiinnt (anti-Strep-tag® 1 : 6000; die
anderen Verdiinnungen richteten sich nach der jeweiligen Elutionscharge [siehe ), im
dem vorigen Waschschritt entsprechenden Puffer appliziert und fiir 2-3 h bei RT inkubiert.
Zwischen dem ersten und zweiten Antikorper wurden drei 5-miniitige Waschritte mit PBS-T
vollzogen, bevor der zweite AK in einer Verdiinnung von 1 : 25000 zugegeben wurde und die
Inkubation tiber 1 h folgte. Zum Entfernen des zweiten AK wurde sechsmal 5 min mit PBS-T

gewaschen.

Die Detektion erfolgte iiber die Chemilumineszenz-Reaktion unter Zuhilfenahme des
ECL+-Kits von Amersham-Pharmacia. Die Anwendung richtete sich nach den
Herstellerangaben, wobei die empfohlene Menge an Substrat pro Filterfldche halbiert wurde.

Als Rontgenfilm wurde der 'Cronex Medical x-ray' Film 10T 8 verwendet.

3.16 Gelshift/'Electrophoretic mobility shift assay' (EMSA)

Im Gelshift konnen spezifische Protein-DNA-Interaktionen sensitiv und quantitativ
nachgewiesen werden. Der Supershift stellt ein Variante des EMSA dar, bei welchem die
Zugabe eines Antikorpers den DNA-Proteinkomplex verstirkt retardieren kann. Letzteres

geschieht, sofern das Protein, an das der AK bindet, die DNA-Sondenretardation verursacht.

Als Sonde wurde radioaktiv markiertes as-/-Fragment (3.8.1) verwendet. Die Bindereaktion

erfolgte in einem Volumen von 30 pl, gepuffert in 1x Bindepuffer. Zunichst wurden adidquate
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Mengen Proteinextrakt bei 4°C mit 3 ug polydl/dC Bindepuffer und im Falle von Supershifts
mit 1 pl/Ansatz entsprechendem Antiserum vermengt. Die Inkubation des Ansatzes fiir 10
min bei RT folgte nach Zugabe von 4 pl Sonde (. Die Elektrophorese erfolgte iiber
einen Zeitraum von 12-16 h in einem nativen Polyacrylamidgel (wie fiir die DNA-
Auftrennung verwendet; siche mit 1x TBE als Laufpuffer. Die Gele wurden bei 80°C
auf dem Geltrockner getrocknet und die radioaktiven Signale unter Verwendung eines IP-
Screens detektiert. Das Einlesen der Screens erfolgte am Phosphoimager (Bioimager BAS-

1000) mit dem Programm PCBAS® 2.0 (Raytest Isotopenmessgerite GmbH).

3.16.1 Quantifizierung von EMSA-Daten

Der EMSA wurde auf unterschiedliche Weise quantifiziert. Alle Daten bezogen sich auf ein

Gel, also nicht auf unabhéngige Gelldufe untereinander.

Fiir die Bewertung der gesamtretardierten Fraktionen im Vergleich zueinander (z.B.
Spur 2 zu 5) wurden die Regionen der oberen und unteren Bande wie folgt definiert: In
entspricht die Region 1 der unteren Bande, die Region 2 der oberen. Da die obere
Bande einer Doppelbesetzung des as-1-Elementes entspricht, wurde der zugehorige Wert
verdoppelt, die daraus resultierenden Werte wurden fiir beide Regionen addiert. Analog
wurden die Regionen der zu vergleichenden Spuren bewertet. Der w.t. -Wert wurde gleich 1.0

gesetzt und die damit zu vergleichende Spur darauf bezogen.

Der relative Anteil der supergeshifteten Fraktion im Verhiltnis zum Gesamtshift ergab sich
aus dem Wert der Region 3 geteilt durch die Summe der Werte der Regionen 3 und 5 (
Spur 3). Beim Vergleich von supergeshiften Anteilen untereinander wurde der Wert der
Region 4 ( Spur 4) ins Verhiltnis zur analogen Region (in diesem Beispiel Region 6,

Spur 7) der zu vergleichenden Pflanze gesetzt.

4-—-._
3,.-« R
2’-"'"_
1—] ["'I_
5

12 3 45 6 7

Abb. 3.1: Schema zur Bewertung und Quantifizierung von Gelshifts. Die Spuren sind durch die Zahlen
unter der Abbildung gekennzeichnet. Die Spuren 2-3 reprasentieren die w.t.-Proteinextrakte und die
Spuren 5-7 Proteinextrakte, die auf den w.t. bezogen werden sollen. Die zur Quantifizierung
herangezogenen Regionen sind durch Kastchen angedeutet.
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3.17 Induktion von Tabakblattern

Bei der Induktion der Genexpression im Tabakblattgewebe wurden auf Erde kultivierte
Tabakpflanzen verwendet (siche . Das Blattgewebe wurde den Pflanzen 5-8 Wochen nach
dem Umsetzen der Sterilkultur auf Erde entnommen. Da der physiologische Zustand des
Blattmaterials fiir die Reproduzierbarkeit des Versuches von ausschlaggebender Bedeutung
war, wurden ausschlieSlich Pflanzen ohne Anzeichen von Seneszenz und einsetzender

Bliitenbildung verwendet.

Fiir alle Induktionsversuche wurden Blattscheiben mit einem Korkbohrer ausgestochen (@
2.6 cm). Alle Induktionssubstanzen/Signalstoffe waren in 20 mM Kaliumphosphat bei einem
pH von 5.8 gepuffert. Die Substanzen wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt:
Salizylsdure und 3-Hydroxybenzoesdure 1 mM, 2,4-Dichlorophenoxyessigsdure und 2,6-
Dichlorophenoxyessigsdure 50 pM und Jasmonsduremethylester 100 uM. Alle Induktions-
chemikalien wurden in DMSO als Stammldsung angesetzt. Sie wurden unmittelbar vor dem

Start des Versuches zugesetzt.

Die Induktion des Blattgewebes erfolgte in Petrischalen und wurde durch Zugabe des
Puffers mit der Induktionssubstanz gestartet. Die Zeitreihen wurden in Klimmaschrianken bei
einem Licht / Dunkel-Rhythmus von 16 h : 8 h, bei 24°C in der Licht- und 22°C in der
Dunkelperiode sowie einer Luftfeuchte von 75% durchgefiihrt. Die zu distinkten Zeitpunkten
entnommenen Proben wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren

Verarbeitung bei —80°C gelagert bzw. im Falle von Zellkernextrakten direkt weiterverarbeitet

(.ILI).
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4 Erqgebnisse

4.1 Klonierung der TGA2.1-Derivate

Zur funktionellen Charakterisierung von TGA2.1 in transgenen Pflanzen wurden mehrere
Anderungen der TGA2.1-cDNA vollzogen. Fiir die transdominanten Suppressor-Linien
wurden zwei konservierte Alaninreste in der basischen Domidne gegen Proline mittels einer
PCR-Mutagenese ausgetauscht. Der hier verwendeten transdominanten Suppressions-
Strategie gingen mehrere Uberlegungen voraus. Um die DNA-Bindung zu unterbinden,
konnen verschiedene Eingriffe vorgenommen werden. Es war das Ziel dieser Arbeit, den
Eingriff auf ein Minimum zu beschrinken, um mogliche Auswirkungen auf andere Doméanen
weitestgehend ausschlieen zu konnen und um die NLS-Funktion der basischen Doméne (van
der Krol und Chua, 1991) nicht zu beeintrachtigen. Somit schied die Deletion der basischen
Doméne (Ransone et al., 1990) als Strategie aus. In der basischen Domine befinden sich zwei
hochkonservierte Alaninreste (siche Abb. 4.1), deren zentrale Rolle bei der Bindung von
DNA im Falle von GCN4 aus Hefe gezeigt wurde (Ellenberger et al., 1992). Der Austausch
dieser Alaninreste an der Position 9 und 10 der basischen Doméne zu Prolinresten wurde aus
zwei Griinden gewdhlt (Positionsangaben beziehen sich auf Abb. 4.1). Zum einen bindet die
basische Domédne DNA als a-Helix (Ellenberger et al., 1992; Vinson et al., 1989) und Proline
sind thermodynamisch gesehen die energetisch ungiinstigsten Aminosduren zur Bildung einer
a-Helix (Creighton, 1993). Es wurde davon ausgegangen, dass die Mutation (Alanin zu
Prolin) die fiir die DNA-Bindung notwendige Sekundéarstruktur unterbinden wiirde. Dariiber
hinaus bot sich Prolin als Aminosdure zur Mutation an, da dies nach bisherigen Erkenntnis
keinen negativen Einfluss auf die NLS-Funktion hat. Diese Schlussfolgerung wurde aus der
Analyse der SV40-NLS gezogen. Bei dieser NLS werden die fiir die Kernlokalisation
notwendigen Aminosduren Lysin und Argenin von zwei Prolinresten flankiert (Kalderon et

al., 1984).

Die einzelnen Derivate sind schematisch in dargestellt. Fiir alle Konstrukte wurde
C-terminal ein Affinititst-tag (Strep-tag®) eingefiihrt (siche . Im Laufe der Arbeit
wurde eine in Bezug auf Spezifitit und Affinitit verbesserte Strep-tag®-Variante
verdffentlicht (Strep—tag® II), so dass die Proteine TGA2.1 und TGA2.1traD als Strep-tag®-
sowie Strep—tag® II-Varianten kloniert wurden. Ein Antiserum war nur gegen das Strep—tag®
IT erhdltlich. Im Text werden in der Folge die Affinitits-Tags sprachlich nicht mehr

hervorgehoben. Um eindeutig zwischen den beiden Varianten diskriminieren zu kdnnen, wird
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von nun an im Falle des Strep—tag® II die romische Ziffer "II" an die Genbezeichnung

angehdngt (z.B. TGA2.11I).

TGAs (Nicotiana, Arabidopsis)  1- RRLAQNREAA RKSRLRKKAY-20

GCN4 LKRARNTEAA RRSRARKLOQR
Jun RKRMRNRIAA SKCRKRKLER
Fos IRRERNKMAA AKCRNRRREL
CREP VRLMKNREAA RECRRKKKEY
Opaque?2 KRKESNRESA RRSRYRKAAH
CPRF1 RRKQSNRESA RRSRLRKQAE

Abb. 4.1: Vergleich der Aminosaurenreste der basischen Domanen von bZIP-Proteinen. Es sind
basische Domanen von bZIP Proteinen von phylogenetisch weit voneinander entfernten Organismen
(Tiere, Pilze und Pflanzen) dargestellt (enthommen Vinson et al., 1989). Die konservierten Alaninreste
sind hervorgehoben. Die basische Doméane des TGA3s von Arabidopsis th. weicht in der letzten
Position ab (Y zu H). Es wurde der Ein-Buchstaben-Code fir Aminosauren verwendet. Die Angabe
zur Position der Aminosauren bezieht sich auf den konservierten Start der basischen Doméane der
TGAs.

TGA2.1/2.1AN29/2.11l

basische
N-Doméne Domane ZIP COOH-Domane
NH, . Swepiil-cooH
minus 29
Aminosauren =
AN29
TGA2.1traD/2.1traDllI
basische
N-Doméne Domane ZIP COOH-Domane
NH_ | | |Strep/IILCOOH

RRLAQNREAARKSRLRKK

PP

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der TGA2.1-Derivate. Die Derivate TGA2.1 und TGA2.1ll stellen
das w.t. TGA-Protein mit dem C-terminalen Strep-tag® bzw. Strep-tag® Il dar. Beim TGA2.1AN29-
Derivat wurden die 29 N-terminalen Aminosauren deletiert. Die Transkriptionsfaktoren TGA2.1traD
und TGA2.1traDIl weisen zuséatzlich zum C-terminalen Anhang die Mutation in der basischen Doméane
auf (Alanin zu Prolin). Die einzelnen Domanen der TGA-Proteine sind oberhalb der schematischen
Zeichnung benannt.
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Zunichst wurde die TGA2.1traD-cDNA kloniert, von welcher alle weiteren Konstrukte
abgeleitet wurden. Mit Hilfe der PCR mit dem Primerpaar TGA2.1For und TGA2.1mutRev

wurde ein Fragment 1 erhalten, das in der basischen Domine die skizzierten
Aminosdurendnderungen einfithrte und gleichzeitig eine Sacll-Schnittstelle trug. Die Sacll-
Schnittstelle diente zum einen der Klonierung, zum anderen ermdoglichte sie die
Restriktionsanalyse zur Diskriminierung zwischen der mutierten und unmutierten Form in der
basischen Doméne. Der Primer TGA2.1For fiigte eine Kpnl-Schnittstelle vor dem
Translationsstart sowie eine Anderung der Nukleotide im 5'-UTR-Bereich des ATGs in das
TGA2.1-Fragment 1 ein (Jones et al., 1988; Koziel et al., 1996; Lutcke et al., 1987). Ein
zweites Fragment wurde mit den Primern TGA2.1mutFor und TGA2.1Strep amplifiziert. Der

Primer TGA2.1mutFor fiigte an analoger Stelle zum zuerst beschriebenen Fragment 1 die

oben beschriebene Sacll-Schnittstelle und einen C-terminalen Strep-tag® ein.

Tab. 4.1: Ausschnitt aus dem TGA2.1-Gen: Teil der basischen Domane. Die zugehdrige
Peptidsequenz ist Uber dem Gen angezeigt, wobei die Aminosdure mittig Uber dem kodierenden
Triplet steht. Die Anderungen im Gen TGA2.1traD sind rot unterlegt und die Sacll -Schnittstelle ist
unterstrichen. Die Position des Beginns des gezeigten Genabschnitts ist links von der DNA-Sequenz
angezeigt.

N R E A A R K
TGA2.1 531 5'-AACCGTGAAGCTGCTAGAAAA-3'
N R E P P R K
TGA2.1traD 531 5'-AACCGTGAARCTECERG -3
SacIT

Entsprechend dem Klonierungsschema (Abb. 4.3 und Abb 4.4) wurden die Fragmente
subkloniert, per Restriktionsanalyse untersucht und geeignete Kandidaten sequenziert. Die
weitere Klonierung der Vektoren pTGA2.1, pTGA2.1traD, pTGA2.1AN29, pTGA2.1 II und
pTGA2.1traD II kann der Abb. 4.5 und Abb. 4.6 entnommen werden.

Alle fiinf TGA2.1-Genvarianten wurden iiber die Kpnl/Sall Schnittstelle in den bindren
Vektor pBIN HygTX kloniert. Die per Restriktionsanalyse iiberpriiften pBIN HygTX-
Derivate wurden in den Agrobacterium tumefaciens—Stamm 'GV3101 pMP90' transformiert
(B.3.2). Mittels der beschriebenen (B.3.3). A. tumefaciens-vermittelten Pflanzentransformation

wurden die Konstrukte in Pflanzen stabil in das Genom integriert.
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pSK 2611

PCR: Primer TGA2.1For und TGA2.1mutRev

Kpnl (8) TGA2.1mutRev

TGA21For / Sacll (554)
k (

TGA2.1traD Frag1

o0 bP pSK Il (-)

Kpnl Kpnl/EcoRV
Fragment Vektor
Kpnl (1) 0 UC57

TGA2.1traD Frag1 l

Sacll (547)
Smal (567)

Kpnl/Smal
Sacll (602) Vektor
pSK TGA2.1traD ‘
Frag1 _, Kpnl/Smal
3469 bp Fragment i

Kpnl (1)

TGA2.1traD
Frag1

bla
rep (PMBT)

Sacll (547)
Smal (567)

pUC57 TGA2.1traD Sall (574)
Frag1
3247 bp
bla
rep (pPMB1)

Abb. 4.3: Klonierung des 'TGA2.1traD Fragmentes 1' aus dem Gen TGA2.1. In allen klonierten
Plasmiden wurde die Kpnl-Schnittstelle als Position 1 definiert. Restriktionsendonukleasen sind kursiv
dargestellt, die Zahl in Klammern bezieht sich auf die Position der Schnittstelle im Plasmid. Gene sind
als Pfeile dargestellt und namentlich markiert (Fett hervorgehoben). Der 'origin of replication' des
Plasmides ist als schwarzer Balken angezeigt. Innerhalb der Plasmide befindet sich der Name des
Plasmides mit der GréRe (in bp). Die im PCR-Produkt angezeigten Primer sind unterstrichen. Die
Klonierungsschritte sind numeriert (Zahlen umgeben von Kastchen). Bei den einzelnen
Klonierungsschritten sind die Restriktionsendonukleasen durch Farbe hervorgehoben, die fir den
folgenden Schritt benutzt wurden.
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pSK 2611

PCR: Primer TGA2.1Strep
: TGA2.1mutFor

Sacll(8)

Ppul0I (716) TGA2.1Strep
TGA2.1mutFor \ Narl (841)

I ! B
TGAZ2.1 Strep Frag 2
864 bp

Kpnl (1) l

2 Orientierungen EcoRV _
Sacll (48) moglich; u.a. |+ Vektor «—pSK II(-)
TGA2.1Strep

Frag2
Ppul01 (756)
PSK TGA2.1Strep

3842 bp Smal (940)

Sacll (975)

Kpnl (1)

BglTl (313)

Narl (3944)

rep (pPMB1)

Sacll (547)

l bla

Sacll/Smal >
> pTGA2.1traD
Fragment 4119 bp | TGA2.1traD
Ppul0I (1255)
Narl (1380)
Kpnl (1) Smal (1439)

Sall (1446)

TGA2.1traD Frag1 rep (pMB1)

Sacll (547)

pUC57 TGA2.1traD
Frag1

3247 bp Sacll/Smal

Vektor

bla rep (PMB1)

Abb. 4.4: Klonierung des 'TGA2.1 Fragmentes 2' und Konstruktion des Plasmides pTGA2.1traD. Die
Beschriftung der Abb. ist analog zu der in Abb. 4.3 gehalten. Bei den einzelnen Klonierungsschritten
sind die Restriktionsendonukleasen durch Farbe hervorgehoben, die fir den folgenden Schritt benutzt
wurden.
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pSK 2611
Kpnl (1) Bofl1 (313)
Narl (3944)
Bglll/Ppul01
bla TGA2.1-Fragment
Sacll (547)
‘ Bglll/Ppul0]
pTGA2.1traD TGA2.1traD Vekiorteil
4119 bp ;
Ppul01 (1255)
Narl (1380)
Smal (1439) Kpnl (1)
Sall (1446) Narl (3944)
rep (pMB1) Ncol (92)
Bglll (313)
bla
GA2.1
Ppul0I
(1255)
Narl (1380)
Sall (1446)
Narl (3857) Kpnl (1) MB]
Neol (5) fep (PMB1)
Bglll (226)
bla TGA2.1AN29
Minus Ncol
pPTGA2.1A N29 «—— Fragment

4032 bp

Ppul0I (1168)
Narl (1293)
Sall (1359)

rep (PMB1)

Abb. 4.5: Klonierung der Plasmide pTGA2.1 und pTGA2.1AN29. Die Beschriftung der Abb. ist
analog zu der in Abb. 4.3 gehalten. Bei den einzelnen Klonierungsschritten sind die
Restriktionsendonukleasen durch Farbe hervorgehoben, die fiir den folgenden Schritt benutzt wurden.
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2.1-strepll-rey ~ BsBI
Kpnl (8) (1404)
. TGA2.1For Bglll (320) Sacll (554)  Ppul0l (1262)\
PCR
pSK 2611 R > i : : —
TGA2 1For PCR TGA2.1traD Strepll

2.1-strepll-rev

1420 bp

pSK Il (-) /

l

Sacll/EcoRV
Vektor

pTGA2.1traD

i
SaclllSall T

Vektor

Kpnl (1)

Bglll (313)

bla

pTGA2.1traD Il
4106 bp

rep (PMBT)

Bglll/Ppu101
Vektor

4]

Sacll/Sall <+—
Fragment

Sacll (547)

TGA2.1traD Il

Sall (1433)

Sacll/blunt,
Fragment (554-1420 bp)

Kpnl (1)

Ppul01 (196)

TGA2.1
Strepll
Frag2

pSK2.1 Strepll

Frag2
3777 bp

Sacll (910)

bla
~rep (PMB1)

Ppul01 (1255)
BstBI (1397)

Kpnl (1)

BgllI (313)

bla
TGA2.1 1l

pTGA2.11l

Bglll/Ppu101
Fragment

!

pTGA2.1

Abb. 4.6: Klonierung der Plasmide pTGA2.1traDIl und pTGAZ2.1ll. Die Beschriftung der Abb. ist
den einzelnen Klonierungsschritten sind die

analog zu der in Abb. 4.3 gehalten.

Bei

v

4106 bp

Ppul0l (1255)
BstBI (1397)

Sall (1433)
rep (PMB1)

Restriktionsendonukleasen durch Farbe hervorgehoben, die fiir den folgenden Schritt benutzt wurden.
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4.2 Charakterisierung der transgenen Pflanzen

Die Charakterisierung der transformierten Pflanzen in Bezug auf Erfolg der Transformation
und Expressionsstirke erfolgte zunichst auf der transkriptionalen Ebene mittels der Northern-
Blot-Methode . Die Steigerung des TGA2.1-Transkriptes im Vergleich zur Menge
in den w.t.-Pflanzen ldsst sich nicht ermitteln, da mit Gesamt-RNA kein Transkriptionssignal
beim w.t. detektiert werden konnte. Jedoch wurde eine vielfache Verstirkung der

Transkriptmenge in den transformierten Pflanzen erreicht.

rel. TGA2.1 Transkript-

Jao]12]19)20f25]1.0]14]16]20} menge (transgen)

-
WA M e pas . A M E ml

1.0]1.002.0f1.3f1.1]1.2] 1.4J0.9] 1.3 1.1} 1.2}
—— —— —— — ——— — —— -

-—--—“gn—n--i—i—-nh-'t-i—'
1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

TGA2.2

rel. TGA2.2 Transkript-
menge (endogen)

rRNA

Abb. 4.7: Northern zur Identifikation von transformierten SNN-Pflanzen mit 16 ug Gesamt-RNA aus
Blattgewebe. Die verwendeten Sonden sind rechts angezeigt und die Pflanzenlinien Uber der Abb..
Bei der Linie 2.1AN29#5-7 handelt es sich um eine F1-Pflanze, wahrend alle anderen Linien
Primartransformanten sind. Die BezugsgrofRe der relativen (rel.) TGAZ2.1-Transkriptmengen des
Transgens wurde willkurlich auf das schwéachste Signal (=1.0) abgeglichen. Die relative (rel.) TGA2.2-
Transkriptsmenge bezieht sich auf den w.t., wobei die Werte der w.t. Pflanzen gemittelt wurden. Alle
quantitativen Angaben wurden normalisiert.

Die TGA2.2-Sonde diente dazu, spitere direkte Effekte durch die TGA2.1-Uberexpression
von mdoglichen indirekten Effekten durch TGA2.2 zu unterscheiden. Letztere wiirden
entstehen, wenn die TGA2.1-Proteinmengen einen Effekt auf die Expression von TGA2.2
hitten. Die Transkriptmenge von TGA2.2 ist mit einer Ausnahme innerhalb der Auflosung
der verwendeten Methode. Die Pflanze TGA2.1traD#2 weist eine Verdopplung der TGA2.2-
RNA-Menge auf.

Als néchste Ebene zur Charakterisierung der transgenen Pflanzen wurden von ausgewéhlten
Linien Gesamtzellproteinextrakte immunochemisch untersucht . Wie sich auf der
Transkriptionsebene andeutete, wird das eingebrachte TGA2.1-Derivat im Vergleich zu dem
TGA2.1-Transkript in w.t.-Pflanzen stark iiberexprimiert. Das Signal im Western-Blot

entspricht einem Molekulargewicht von 70 kDa im Falle der Proteine mit dem Strep-tag®
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bzw. dem w.t.-TGA2.1 und 74 kDa bei den TGAZ2.1-Proteinen mit dem Strep-tag® II-
Anhang. Das errechnete Molekulargewicht fiir das w.t.-Protein betrdgt 50 kDa, das der
TGA2.1-Proteine mit dem C-terminalen Anhang 51 kDa. Diese Diskrepanz zwischen
errechneten und beobachteten Molekulargewichten wurde bereits von Niggeweg (1999)
beschrieben. Bei der vom errechneten Molekulargewicht abweichenden Mobilitit der TGA-
Faktoren in der SDS-PAGE scheint es sich um eine intrinsische Eigenschaft dieser Gruppe

von Proteinen zu handeln.

Eine analoge Untersuchung mit dem AK anti-TGA2.2 N-term konnte nicht umgesetzt
werden, da die Qualitdt des AK nicht ausreichte, um das Protein TGA2.2 spezifisch in

Gesamtzellextrakten zu detektieren.

~
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Abb. 4.8: Western-Blot von denaturierten Harnstoffproteinextrakten mit dem AK anti-TGA2.1 N-term.
Aufgetragen wurden abgeglichene Mengen Protein. Der Pfeil zeigt die TGA2.1-Bande an. Die mit dem
'Strep-tag® |I' fusionierten Proteine laufen erkenbar héher. Oberhalb der Abb. sind die zugehérigen
Pflanzenlinien angezeigt. Die Bezeichnungen w.t.l bis Ill représentieren drei unabhanige w.t. Pflanzen.
Der Molekulargewichtsstandard ist rechts in kDa angezeigt.

4.3 Weiterentwicklung des Protokolls zur Isolierung von Zellkernen
aus N. tabacum
Um Zellkernproteinextrakte aus SA-Zeitverldufen gewinnen zu kdnnen, musste das bis
dahin verwendete Zellkernisolationsprotokoll modifiziert werden, um auf deutlich weniger
Blattmaterial angewiesen zu sein. Im ersten Schritt wurde eine Variante ausgearbeitet, die mit
6-10 g Blattgewebe auskam im Vergleich zu den 40-50 g, die bis dahin gebraucht wurden
(Siehe Niggeweg, 1999).

Ein weiteres Problem stellte die Degradationsanfélligkeit von TGA2.1 dar. Wie in einer
vorangegangenen Arbeit bereits vermutet wurde (Niggeweg et al., 2000a), wird TGA2.1 im
Laufe der Kernproteinisolierung degradiert. Wie in zu sehen, ermdglichte die bis
dahin verwendete Methode (Niggeweg, 1999) nicht die Isolierung der TGA2.1-Proteine in der

nativen GrofB3e (siehe Abb. 4.8).
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Abb. 4.9: Western-Blot von Kernproteinextrakten nach Niggeweg, 1999. 14 ug Protein der
angezeigten Pflanzenlinien wurden geladen und TGA2.1 mit dem AK anti-TGA2.1 N-term detektiert.
Oberhalb der Abb. sind die zugehodrigen Pflanzenlinien angezeigt. Die Volllangenbande ist mit 'V'
markiert, die abgebaute Bande mit 'Deg.'. Der Molekulargewichtsstandard ist links in kDa angezeigt.

Um eine Degradation von TGA2.1 wihrend der Préparation zu vermeiden, wurde zunéchst
untersucht, an welcher Stelle des verwendeten Protokolls der Abbau stattfindet. Dabei wurden
Proben von den Kernpellets nach dem ersten und nach dem dritten Waschschritt mit 0.5A-

Puffer entnommen (siehe und immunochemisch untersucht. In Abb. 4.10] ist zu

erkennen, dass die Degradation bereits in den noch nicht lysierten Zellkernen beginnt.
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Abb. 4.10: Western-Blot von Kernproteinpellets mit dem AK anti-TGA2.1 N-term. Spur 1: 5 ul
Gesamtzellextrakt aus SNN TGA2.1AN29#5-7 (als Referenz fur die Volllangenbande). Spur 2 + 3:
Von Kernpellets wurden Proben entnommen und in 50 yl Harnstoffpuffer aufgenommen (. 20 ul
der Proteinldsung wurden pro Spur geladen. In Spur 2 ist eine Kernpelletprobe nach dem ersten
Waschschritt zu sehen (B.11), in Spur 3 nach dem dritten Waschschritt.

Aus dem in dargestellten Experiment ergab sich die Notwendigkeit einer
Uberpriifung der Extraktionsbedingungen in dem Abschnitt des Protokolls, in welchem die
Zellkerne noch nicht lysiert sind (Waschschritte). Untersucht wurde zunédchst der Parameter
des pH-Werts. Dieser betrug im Ausgangsporotokoll 6.1 bei 4°C. Der pH-Wert des
Aufschlusspuffer 1A und des Waschpuffers 0.5x A wurde mit den Puffersubstanzen MES (10
mM, pH 5.5 bei 4°C), PIPES (10 mM, pH 6.1 bei 4°C), MOPS (10 mM, pH 7.2 bei 4°C) und
TAPS (10 mM, pH 8.8 bei 4°C) variiert. Mit Ausnahme des pH-Wertes und der
Pufferkonzentration wurde das Protokoll unveréindert umgesetzt. Die Immunodetektion
von TGA2.1 deutete auf eine pH-Abhdngigkeit der Prozessierung hin (. Ein
neutraler und saurer pH-Wert fithren zum Abbau von TGA2.1. Der pH-Wert bei der
Zellkernisolation wurde aufgrund der Ergebnisse ( auf 8.8 (bei 4°C) umgestellt

(Siehe B.11).
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Abb. 4.11: TGA2.1-Abbau in Abhangigkeit vom pH-Wert. 20 ul Zellkernextrakt wurden
geladen und der AK anti-Strepll bei der Detektion verwendet. Der jeweilige pH der Puffer 1A und 0.5 A
ist oberhalb angezeigt. Die Volllangenbande ist mit 'V' markiert (Pfeil), die abgebaute Bande mit 'Deg."'
(Pfeil). Der Molekulargewichtsstandard ist links in kDa angezeigt.

Bei der Gewinnung von nativen Zellkernproteinextrakten konnte die TGA2.1-Degradation

nicht verhindert werden (siehe weiter unten Abb. 4.14).

Der Affinitits-Tag am C-Terminus von TGA2.1 bot die Moglichkeit zu iiberpriifen, ob der
Abbau von TGAZ2.1 bei der Zellkernpriparation N-terminal oder C-terminal geschieht. Wiirde
das C-terminale Ende des Proteins als Folge der Proteinaufreinigung prozessiert, so wiirde der
AK anti-Strep® II nur das Volllingenprotein erkennen, wihrend im Falle der N-terminalen
Degradation auch das Abbauprodukt vom AK erkannt werden wiirde. In [Abb. 4.12]ist in Spur
2 eine Priparation von Kernproteinextrakten zu sehen, die nach dem Ausgangsprotokoll (pH-
Wert 6.1 der Puffer 1A und 0.5A) gewonnen wurde. In den Spuren 1, 3 und 4 ( ist
das geédnderte Protokoll angewandt worden. Die Abbaubande von TGA2.1 in Spur 2
wird vom AK anti-Strep® II erkannt, woraus sich eine N-terminale Prozessierung von

TGA2.1 ergibt.

Die Detektion mit dem Antikérper gibt auch Auskunft iiber die absoluten Mengen an
Uberexpression von TGA2.1 und TGA2.2. In Zellkernen sind gleiche molare Mengen an

TGA2.1 (Abb. 4.12f Spuren 2-4) und TGA2.2 (Abb. 4.12] Spuren 5 und 6) transgenen

Ursprungs detektierbar.
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Abb. 4.12: Immunochemische Analyse der TGA2.1-Degradation von denaturierten Zellkernprotein-
extrakten aus Tabakblattern. Zellkernproteinextrakte nach der modifizierten Extraktionsmethode (Spur
1, 3, 4, 5 und 6; siehe B.13.2) wurden verglichen mit Extrakten, die mit PIPES bei einem pH-Wert von
6.1 (4°C) aufgearbeitet wurden (Spur 2). Die Pflanzenlinien sind oberhalb angezeigt. Nach
Elektrophorese und Transfer von abgeglichenen Mengen Zellkernprotein ( auf PVDF-Membran
wurde der AK anti-Strep® Il zur Detektion verwendet. Der Molekulargewichtsstandard ist links in kDa
angezeigt. Die Volllangenbande ist mit 'V' (Pfeil) markiert und die abgebaute(n) Bande(n) mit 'Deg.’
(Pfeil).

4.4 Akkumulation von TGA-Faktoren in den Zellkernen transgener
Pflanzen
Das in entwickelte Protokoll ermoglichte die Charakterisierung der Zellkernfraktion
beziiglich des TGA2.1/TGA2.1traD Proteins im Vergleich zum w.t.. Es sollte geklart werden,

ob die liberexprimierten TGA-Derivate in den Zellkernen akkumulieren.

Von ausgewihlten Pflanzen wurden denaturierte Zellkernproteinextrakte aus Blattgewebe
gewonnen. Wie in zu sehen ist, akkumuliert das tiberexprimierte TGA2.1-Protein
im Zellkern. Die Steigerung der TGA2.1-Menge ist vergleichbar zu den im Gesamtzellextrakt
detektierten = Mengen (Abb. 4.8). FEine genaue quantitative Aussage iber
Uberexpressionsfaktoren von TGA2.1 im Vergleich zum w.t. in den einzelnen Extrakten ist
mit der Methode des Western-Blots nicht moglich. Die Abbaubanden in den Spuren 3 und 4
der a] und b] tauchten nach langen Expositionen bei den N-terminal gekiirzten
Linien auf. Das tiberexprimierte Volllingenprotein (b], Spuren 5 und 6) bzw. die
TGA2.1traD-Variante ( a] und b], Spur 2) zeigt keine Degradationsanfilligkeit. Es
ist daher anzunehmen, dass der Abbau nicht auf den fusionierten Strep-Tag oder auf die
Mutation in der basischen Doméne zuriickzufiihren ist. Das verhiltnisméBig schwache Signal
des TGA2.1-Proteins in der traD-Linie ( b], Spur 2) ist nicht repriasentativ und ist
vermutlich auf eine unvollstindige Benetzung der PVDF-Membran mit der 'ECL+'-

Entwicklungslosung bei der Signaldetektion zuriickzufiihren.
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Abb. 4.13: Immunochemische Analyse auf TGA2.1 von denaturierten Zellkernproteinextrakten aus
Tabakblattern von w.t. und transgenen Pflanzen. Nach Elektrophorese und Transfer von
abgeglichenen Mengen ( Zellkernprotein (E.11.1 auf PVDF-Membran wurde der AK anti-
TGA2.1 N-term zur Detektion von TGA2.1 verwendet. a] und b] stellen unabhangige Versuche dar.
Der Molekulargewichtsstandard ist links in kDa angezeigt. Die Vollldangenbande ist mit 'V' (Pfeil)
markiert und die abgebaute(n) Bande(n) mit 'Deg. (Pfeile).

Native Zellkernextrakte , die fiir die Gelshiftanalyse (sieche gewonnen wurden,
wurden ebenfalls immunochemisch untersucht (Abb. 4.14). Die Degradation von TGA2.1
konnte dabei nicht unterbunden werden. Die transgenen Pflanzen TGA2.2UE#8 (analog zu
TGA2.1/Il) und TGA2.2traD#8 (analog zu TGA2.1traD) wurden in die Untersuchung mit
einbezogen (Pflanzen beschrieben in Niggeweg, 1999), denn eine gegenseitige Regulation der
TGA-Faktoren untereinander im uninduzierten Zustand erschien durchaus moglich. Die
Effekte auf die Zielpromotoren der TGA-Subfamilie (siche konnen aufgrund von Hetero-
dimerisierung und mdglicher gegenseitiger Regulation nur im Gesamtkontext geklart werden.
Die TGA2.1-Mengen sind in den transgenen Linien TGA2.2traD#8 und 2.2UE#8 auf dem
w.t.-Niveau ( Spuren 1, 4 und 5). Eine deutliche Steigerung von TGA2.1-Mengen
in den Zellkernen ist bei der Linie TGA2.1traD#2 zu sehen ([Abb. 4.14] Spur 2), welche von
den Mengen TGA2.1 in der Pflanze TGA2.11I#22 tibertroffen wird Spur 3). Diese
Ergebnisse korrespondieren sehr gut mit den immunochemischen Daten aus denaturierten

Zellkernproteinextrakten (JAbb. 4.13) in Bezug auf die TGA2.1-Mengen im Zellkern.
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Abb. 4.14: Immunochemische Analyse auf TGA2.1 von nativen Zellkernproteinextrakten aus
Tabakblattern von w.t. und transgenen Pflanzen. Nach Elektrophorese und Transfer von 8 ug
Zellkernprotein ( auf PVDF-Membran wurde der AK anti-TGA2.1 N-term zur Detektion von
TGA2.1 verwendet. Alle Proteinextrakte wurden parallel aufgereinigt. Die zugehoérigen Pflanzenlinien
sind oberhalb und der Molekulargewichtsstandard ist links in kDa angezeigt. Die Volllangenbande ist
mit 'V' (Pfeil) markiert und die abgebaute(n) Bande(n) mit 'Deg." (Pfeil).

Wie schon auf transkriptionaler Ebene wurden auch die Kernproteinfraktionen beziiglich
threr TGA2.2-Mengen immunochemisch untersucht. Wie in zu sehen, ist die
Menge an TGA2.2 in den Zellkernen im uninduzierten Zustand nicht veréndert. Die scheinbar
geringeren Mengen in Spur 9 ( waren nicht reproduzierbar (personliche Mitteilung,
Anke Klingebiel) und sind auf experimentelle Schwankungen zuriickzufithren oder auf
ungleichmifigen Transfer aufgrund der Randposition. Veranderte Mengen an TGA2.1 haben

in den Zellkernen im uninduzierten Zustand keinen Einfluss auf die Expression von TGA2.2.
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Abb. 4.15: Immunochemische Analyse auf TGA2.2 von Zellkernproteinextrakten aus Tabakblattern
von w.t. und transgenen Pflanzen. Nach Elektrophorese und Transfer von abgeglichenen Mengen
Zellkernprotein (B.11.1) auf PVDF-Membran wurde der AK anti-TGA2.2 N-term zur Detektion
von TGA2.2 im Western-Blot verwendet. Der Molekulargewichtsstandard ist links in kDa und die
Pflanzenlinien oberhalb angezeigt.

4.5 Gelshiftanalyse
4.5.1 Vorarbeiten zur EMSA

Die funktionelle Uberpriifung der transgenen Pflanzen erfolgte zunichst durch Gelshift-
Analysen. Um Aussagen iiber die TGA2.1-vermittelten Effekte auf Zielpromotoren (siche
treffen zu konnen, wurden EMSAs sowohl mit Gesamtzellextrakten, als auch mit
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Kernproteinextrakten durchgefiihrt. Hierdurch sollte Aufschluss liber die Mengen an TGA2.1
der as-1-bindenden Fraktion gewonnen und bestimmt werden, inwiefern im Gesamtzell- bzw.
im Zellkernextrakt Verdnderungen im EMSA die Effekte auf Zielpromotoren erkléren

konnten.

Wissend, dass das bis dahin verwendete Proteinaufreinigungsprotokoll fiir Gesamt-
zellextrakte (Jupin und Chua, 1996) nicht den Abbau des TGA2.1-Proteins unterband, wurde
eine alternative Proteinextraktionsprozedur entwickelt (siche Methode B.10.1). Bei Vorunter-
suchungen konnte gezeigt werden, dass der Abbau von TGA2.1 bei den verwendeten
Proteinaseinhibitoren bereits wihrend der Zentrifugation stattfand (siehe . Eine
immunochemische Untersuchung von Gesamtzellextrakten mit der unter
dokumentierten Methode ist in [Abb. 4.17]zu sehen. Die Sensitivitit des AK reichte nicht aus,
um TGA2.1 in den w.t.-Gesamtzellextrakten nachzuweisen Spur 1). Die
Extraktionsmethode lie den Erhalt von liberwiegend vollstindigem TGA2.1 zu, wobei in der

Spur 2 der |Abb. 4.17]|auch eine schwache Abbaubande zu erkennen ist.
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Abb. 4.16: Western-Blot von Gesamtzellextrakten mit dem AK anti-TGA2.1 N-term. Spur 1: 5 pl
Gesamtzellextrakt aus SNN TGA2.1AN29#5-7 (als Referenz fur die Volllangenbande). In flissigem
Stickstoff gemdrsertes Tabakblattgewebe (100 pg) aus SNN TGA2.1AN29#5-7 (Spuren 2 und 3)
wurde in 200 pl Puffer (50 mM HEPES pH 7.5, 20 mM KCI, 0.5 mM EDTA, 2.5 mM DTT, 50 pg/ml
Antipain, 0.5 pg/ml Leupeptin, 2 mM Pefabloc, 4°C) aufgenommen. Der Ansatz in Spur 2 wurde
unmittelbar nachdem das Gewebe aufgetaut war, in denaturierendem Harnstoffpuffer aufgenommen,
entsprechend der Methode weiterverarbeitet, und 10 pl Extrakt wurden fur die SDS-PAGE
eingesetzt. Der Ansatz in Spur 3 wurde 30 min zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge, 4°C, 15000
Upm), 10 ul des Uberstandes fiir die SDS-PAGE eingesetzt. Die Volllangenbande ist mit 'V' (Pfeil)
markiert und die abgebaute(n) Bande(n) mit 'Deg." (Pfeil). Der Molekulargewichtsstandard ist links in
kDa angezeigt.
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Abb. 4.17: Immunochemische Analyse von Gesamtzellproteinextrakten. Nach Elektrophorese und
Transfer von 25 ug Protein auf PVDF-Membran wurde der AK anti-TGA2.1 N-term zur Detektion von
TGA2.1 im Western-Blot verwendet. Die Pflanzen, aus denen die Proteinextrakte entstammten, sind
oberhalb der Spuren angegeben. Die Vollldngenbande ist mit 'V' markiert (Pfeil) und die abgebaute
Bande mit 'Deg' (Pfeil). Der Molekulargewichtsstandard ist links in kDa angezeigt.

Zunichst wurden EMSAs  durchgefiihrt, in  welchen die Qualitit der
Proteinextraktionsmethoden (Jupin und Chua, 1996; und des in vitro-Translatats
beziiglich des Bindungsverhaltens an das as-/-Element miteinander verglichen werden
konnten . In den Spuren 2 und 3 der ist eine schwache Bande zu sehen
(siehe Pfeil 2 in der [Abb. 4.18]), die im in vitro-Translatat das TGA2.1/2.2-Heterodimer
darstellt (Niggeweg, 1999; Niggeweg et al., 2000b). Der AK anti-TGA2.1 N-term in Spur 4
fithrt zu einem Supershift dieser Bande. Ob der AK anti-TGA2.2 N-term (Spur 5) die Bande
ebenfalls weiter retardiert, kann nicht eindeutig gesagt werden, da der Hintergrund im
entscheidenden Bereich zu stark ist. Die beschriebene Zwischenbande (Pfeil) deutet auf einen
Proteinextrakt hin, in dem das TGA2.1 wenigstens in Teilen im Gelshift in der nicht
degradierten Form vorliegt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass Teile der TGA2.1-
Fraktion wihrend der EMSA-Bindereaktion und/oder des Laufes degradiert werden. Die
immunochemischen Daten belegen nur, dass das Volllingenprotein am Anfang
des EMSA vorliegt. Trotz dieser letzteren Einschrinkung wurde eine Verminderung des

TGAZ2.1-Abbaus im Proteinextrakt erreicht.
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Abb. 4.18: EMSA zum Vergleich von SNN w.t.-Proteinextrakten mit in vitro-Translationsprodukten. In
Spur 1 wurden 30 pg Protein der Jupin-Methode geladen, in den Spuren 2-5 jeweils 20 pg der
Methode (B.10.1}, in Spur 5 1.5 ul von in vitro-Translationsprodukten der mRNA von TGA2.1/2.2. In
den Spuren 3-5 wurde 1 pl der Antiseren anti-TGA1a N-term (a1a, Spur 3), anti-TGA2.1 N-term (a2.1,
Spur 4) und anti-TGA2.2 N-term (a2.2, Spur 5) zugefigt. Bei den in vitro-Translationsprodukten (Spur
6) markiert der Pfeil '1' die Einfachbesetzung des as-71-Elementes durch ein TGA2.2-Dimer, der Pfeil
'2' die Einfachbesetzung des as-71-Elementes durch ein TGA2.1/2.2-Heterodimer und der Pfeil 3 die
Doppelbesetzung des as-71-Elementes durch TGA2.2-Dimere. Bei den Gesamtzellextrakten markiert
der Pfeil '"1' die Einfachbesetzung, der Pfeil '3' Doppelbesetzung des as-71-Elementes und der Pfeil '2'
die Einfachbesetzung durch ein TGA2.1/2.2-Heterodimer. Die uber Pfeil drei liegenden Banden in den
Spuren 4 und 5 stellen die mit dem AK retardierten Banden dar, bei welchen eine eindeutige
Zuordnung von Einfach- und Doppelbesetzung nicht mehr mdglich ist. Die Abb. wurde aus drei
Experimenten zusammengestellt, was durch die vertikalen Balken gekennzeichnet ist. Die
Bedingungen der einzelnen Experimente waren identisch. Die nicht retardierte Sonde ist mit 'as-1
short' angezeigt.

4.5.2 EMSA der transgenen Pflanzen im Vergleich zum w.t.

Zur weiteren Analyse der transgenen Pflanzen wurden von ausgewdhlten Linien
Gesamtzellextrakte (B.10.1) sowie Kernproteinextrakte gewonnen. Damit sollten
Aussagen iiber die Stiarke des bindenden Anteils im Gesamtzellextrakt sowie in der Zellkern-
fraktion im EMSA gewonnen werden und das Homo- bzw. Heterodimerisierungsverhalten

bestimmt werden.

Da die oben beschriebene Degradationsanfilligkeit des TGA2.1-Proteins in Kernextrakten
fiir native Proteinlosungen weiter bestand (siche , wurden die hier dargestellten
Kernproteinfraktionen im Gelshift alle in einer parallelen Pridparation extrahiert. Diesem
experimentellen Ansatz lag die Absicht zugrunde, Proteinfraktionen untereinander zu
vergleichen, die anndhernd identisch aufbereitet wurden. Um die Schwankung zwischen
Kernproteinextrakten von Pflanzen mit identischem genomischen Hintergrund abschétzen zu

konnen, wurden Extrakte zweier unabhingiger w.t.-Pflanzen analysiert. Zundchst werden die
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EMSA-Experimente qualitativ beschrieben, bevor eine unter quantitative Auswertung

von allen Experimenten erfolgt.

Der Vergleich von nativen w.t.- mit TGA2.1AN29-Gesamtzellproteinextrakten (JAbb. 4.19)
zeigt eine deutliche qualitative und quantitative Verdnderung des Verhaltens im EMSA.
Zunichst ist eine Verstirkung des Gesamtshifts in der TGA2.1AN29#5-7-Pflanze im
Vergleich zum w.t. zu beobachten (Spur 1 zu 4). Diese Verstiarkung wird begleitet von einer
weiteren Retardation in Spur 4 im Vergleich zu Spur 1. Letzteres ldsst sich mit dem héheren
Anteil an TGA2.1 erkldren, der das Migrationsverhalten aufgrund der Grofe in diese
Richtung verdndert. Des weiteren sieht man in Spur 5 einen sehr viel stidrkeren Supershift,
was auf einen sehr viel hoheren TGA2.1-Anteil im ASF-1-Komplex schlieBen ldsst. Die
erhohten Mengen an TGA2.1AN29-Protein finden sich zumindest in Teilen in der bindenden
Fraktion wieder. Die Quantifizierung aller EMSA Daten wird in den [Tab. 4.2|bis [Tab. 4.4|

zusammengefasst.
w.i. 2.1AN29#5-7
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Abb. 4.19: Vergleich im EMSA von w.t.- ( Spur 1-3) mit TGA2.1AN29#5-7-Proteinextrakten (Spuren 4-
6). 20 ug Protein von Gesamtzellextrakten (3.10.1) wurden pro Spur geladen und 1 pl der Antiseren
anti-TGA2.1 N-term (a2.1, Spur 2 und 5) und anti-TGA2.2 N-term (a2.2, Spur 3 und 6) wurden wie
angezeigt hinzugeflgt. Die nicht retardierte Sonde ist mit 'as-7 short' angezeigt. Das Bandenmuster
entspricht dem der

In der |Abb. 4.20| sind Gelshiftanalysen von Gesamtzellextrakten (JAbb. 4.20| a]) und
Kernproteinfraktionen (Abb. 4.20| b]) von den transgenen Linien TGA2.1traD#2 und

TGA2.111#22 zu sehen. Wihrend die Expression des TGA2.1traD-Proteins in der
Gesamtzellproteinfraktion zu einer deutlichen Abschwiéchung der retardierten Banden fiihrt

(Abb. 4.20] a] Spur 4-6), ist dies bei den Zellkernproteinen nicht zu beobachten (JAbb. 4.20] b]

Spur 4-6). Die Uberexpression des Volllingenproteins fiihrt zu einer Verstirkung der

retardierten Fraktion sowohl in Gesamtzell- (Abb. 4.20| a] Spur 7-9) als auch in



4 Ergebnisse 62

Kernproteinextrakten (Abb. 4.20] b] Spur 10-12). Die Verdnderung des Shifts ist auf einen
hoheren Anteil an TGA2.1 in der bindenden Fraktion im ASF-1 zuriickzufithren (|Abb. 4.20
a] Spur 8 im Vergleich zu Spur 2; bzw. b] Spur 11 im Vergleich zu Spur 8).

a] Gesamizellextrakt b] Kernproteinextrakt
w.t. 2. 1traD#2 | 2.111#22 w.t. 2. 1traD#2 w.t. 2.111#22
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Abb. 4.20: Vergleich im EMSA von w.t.- mit TGA2.1traD#2- und TGAZ2.111#22-Proteinextrakten. In a]
waren 20 yg Gesamtzellproteinextrakt ( pro Spur geladen und 1 pl der Antiseren anti-TGA2.1
N-term (a2.1, Spur 2, 5 und 8) und anti-TGA2.2 N-term (02.2, Spur 3, 6 und 9) wurden wie angezeigt
hinzugefigt. In b] waren 3 pg Kernprotein ( pro Spur appliziert und 1 ul der Antiseren anti-
TGA2.1 N-term (02.1, Spur 2, 5, 8 und 11) und anti-TGA2.2 N-term (a2.2, Spur 3, 6, 9 und 12) wurden
wie angezeigt hinzugefligt. Die nicht retardierte Sonde ist fir beide Teile der Abb. rechts mit 'as-1
short' angezeigt. Das Bandenmuster entspricht dem der

In der |Abb. 4.21fsind Gelshiftanalysen von Gesamtzellextrakten (3.10.1f Abb. 4.21 a]) und
Kernproteinfraktionen (Abb. 4.21| b]) von den transgenen Linien TGA2.2traD#8 und

TGA2.2UE#8 zu sehen. Eine Abschwichung des retardierten Sondenanteils ist bei der
transdominanten Suppressorpflanze TGA2.2traD im Vergleich zu den w.t.-Spuren sowohl im
Gesamtzellextrakt, als auch im Zellkernproteinextrakt deutlich zu erkennen a] und b]
Spuren 4-6 im Vergleich zu Spuren 1-3). Der relative Anteil von TGA2.1 bzw. TGA2.2 im
ASF-1-Komplex, erkennbar in der stirker durch den AK retardierten Fraktion der Spuren 5
und 6 (Abb. 4.21]a] und b]) im Vergleich zu den korrespondierenden Banden des w.t., scheint
nicht substantiell geéndert zu sein. Bei der TGA2.2-liberexprimierenden Pflanze kommt es zu
einer Verstirkung des retardierten Sondenanteils a] und b] Spuren 7-9). Der
verstarkende Retardationseffekt wirkt sich nicht auf den TGA2.1-supergeshifteten Anteil aus

(Abb. 4.21]a] und b] Spur 8 im Vergleich zu Spur 2 des w.t.).



4 Ergebnisse 63

a) Gesamtzellextrakt b] Kernproteinextrakt
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Abb. 4.21: Vergleich im EMSA von w.t.- zu TGA2.2traD#8- und TGA2.2UE#8-Proteinextrakten. In a]
waren 20 pg Gesamtzellproteinextrakt pro Spur geladen und 1 pl der Antiseren anti-TGA2.1 N-term
(02.1, Spur 2, 5 und 8) und anti-TGA2.2 N-term (02.2, Spur 3, 6 und 9) wurden wie angezeigt
hinzugefigt. In b] waren 3 pyg Kernprotein pro Spur aufgetragen und 1 pl der Antiseren anti-TGA2.1 N-
term (a2.1, Spur 2, 5 und 8) und anti-TGA2.2 N-term (a2.2, Spur 3, 6 und 9) wurden wie angezeigt
hinzugefiigt. Die zugehdrigen Pflanzenlinien sind oberhalb angezeigt. Die nicht retardierte Sonde ist
fir beide Teile der Abb. rechts mit 'as-7 short' angezeigt. Das Bandenmuster entspricht dem der

4.5.3 Quantitative Auswertung der EMSA

Bei den EMSA sind folgende Einschrankungen zu machen, unter welchen die quantitativen
Aussagen dieser Analyse zu sehen sind. Die ASF-1-Aktivitit der Zellkernproteinextrakte war
unerwartet hoch (siehe Diskussion), so dass die Zugabe von 3 pg Protein bereits in einzelnen
Féllen ausreichte, um die Sonde vollstindig zu retardieren. Somit konnte der verstdrkende
Effekt der ASF-1-Aktivitdt in den Linien TGA2.111#22 und TGA2.2UE#8 starker ausfallen.
Des weiteren besal das anti-TGA2.2 N-term-Antiserum in den hier dokumentierten EMSA
nicht mehr die beschriebene Aktivitit (Niggeweg, 1999). Quantitative Aussagen mit Hilfe des
anti-TGA2.1 N-term-AK konnen deshalb nicht gemacht werden.
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Tab. 4.2: Vergleich des relativen retardierten Anteils im EMSA zwischen w.t. und transgenen
Pflanzen. Die Quantifizierung der Signale wurde wie unter B.16.1]beschrieben vollzogen. Werte, die
mit einem Sternchen (*) versehen sind, stellen potentiell unterbewertete Effekte aufgrund der oben im
Text beschriebenen Einschrankungen dar. Ausgewertet wurden die Gele der Abb. 4.19 bis fbb. 4.21.|

rel. retardierter Anteil

Pflanzenlinie] Gesamtzell- Zellkern-
(SNN) proteinextrakt | proteinextrakt

w.t. 1.0 1.0
2.1traD#2 0.2 1.6
2.1AN29#5-7 3.7 n.d.
2. 111#22 1.8 2.5*
2.2traD#8 0.2 04
2.2UE#8 2.7 2.8*

Die transgenen Linien haben in den Gesamtzellfraktionen die erwartete Auswirkung im
EMSA (. Bei den transdominanten Suppressorpflanzen sinkt das retardierte Signal
auf 20% des w.t.-Signals, withrend sich bei den Uberexpressionslinien ohne Mutation in der
basischen Doméne ein Anstieg des Anteils der retardierten Sonde zeigt. Der Effekt bei der
TGA2.111#22-Pflanze ist mit dem 1.8™"™" des w.t.-Signals nur halb so stark wie bei der
Deletionsvariante (3.7%"), wihrend die TGA2.2UE-Pflanze zwischen beiden liegt (2.7 des
w.t.-Signals).

Bei Zellkernproteinextrakten driickt nur die TGA2.2traD-Pflanze das EMSA-Signal,
wihrend die TGA2.1traD Pflanze mit dem 1.6™"™" leicht iiber dem w.t.-Signal liegt. Die
Pflanzen TGA2.111#22 und TGA2.2traD#8 heben das Signal im EMSA um mindestens das

2. Sfache-

Vergleicht man Gesamtzell- und Zellkernextrakte, so sind die Auswirkungen der einzelnen
TGA-Derivate sehr unterschiedlich. Bei den TGA2.2-Konstrukten gibt es keine wesentliche
Differenz im EMSA zwischen den Proteinfraktionen. Im Gegensatz dazu steht die Pflanze
TGA2.111#22, bei welcher die verstirkte Sondenretardierung im Zellkernextrakt signifikant
hoher ausgeprigt ist als im Gesamtzellextrakt ist. VOllig divergent ist das EMSA-Verhalten
bei der Pflanze TGA2.1traD. Die stark supprimierende Wirkung des TGA2.1traD-Konstrukts
auf den ASF-1 Komplex im Gesamtzellextrakt ist im Zellkernextrakt nicht zu beobachten, das

Signal ist dort tendenziell verstérkt.

Der Supershift ermoglicht eine feinere Analyse der Effekte in sofern als er eine genauere

Aussage iiber das spezifische Protein erlaubt, welches den Retardationseffekt hervorruft und
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in welchem Anteil. Die quantifizierten und in Relation zu den w.t.-Signalen gesetzten
Ergebnisse sind in zu sehen. Die Uberexpression von TGA2.1 in der vollen Linge
oder in der gekiirzten Version filihrt zu einer deutlichen Verstirkung der durch den TGA2.1-
AK verursachten Sondenretardation. Im Gesamtzellextrakt betrdgt der relative Anstieg des
retardierten Anteils im EMSA in den TGA2.1II#22-Extrakten das 2.7 und in den
TGA2.1AN29#5-7-Extrakten das 5.7%". Der Anstieg in Zellkernextrakten fillt mit dem
487" pei dem TGA2.11I#22-Extrakt stirker aus als der im Gesamtzellextrakt. Bei der
TGA2.2UE#8-Pflanze schwanken die Werte der TGA2.1-Supershiftanalyse in beiden
Proteinextrakten um den w.t.-Wert (0.7- bzw. 1.2™"). Beide TGA-transdominanten
Suppressor-Pflanzen driicken den TGAZ2.1-AK-retardierten Anteil auf das 0.1%" im
Gesamtzellextrakt. Der driickende Effekt ist beim Zellkernextrakt der Linie TGA2.2traD#8
mit dem 0.4%"" weniger ausgeprigt und beim TGA2.1traD Zellkernextrakt kommt es sogar
zu einer leichten Steigerung des TGA2.1-AK retardierten Anteils (1.5%"). Die ausbleibende

Abschwichung ist im Zusammenhang mit den hohen Mengen an TGAZ2.1traD-Protein im

Zellkern zu interpretieren (Abb. 4.13).

Tab. 4.3: Supershiftanalyse von Proteinextrakten in der EMSA mit dem AK anti-TGA2.1 N-term. Die
Quantifizierung der Signale wurde wie unter beschrieben vollzogen. Verglichen werden die mit
dem AK retardierten Signale zwischen w.t. (= 1.0) und den transgenen Proteinextrakten.
Aausgewertet wurden die Gele der Abb. 4.19bis Abb. 4.21

rel. Retardierung
Pflanzenlinie ant'_TGﬁf'1_Sh'ft antlsr;rig'io\rﬁ.1
(SNN) Gesamtzellextrakt pr(i(ea:lrl\(ee;’?r-akt
w.t. 1.0 1.0
2.1traD#2 0.1 1.5
2. 1AN29#5-7 57 n.d.
2.111#22 2.7 4.8
2.2traD#8 0.1 0.4
2.2UE#8 0.7 1.2

Die Auswertung des Anteils, der durch den AK retardiert wurde, ist analog zu der von R.
Niggeweg (Dissertation 1999) zu sehen. Hieriiber lassen sich Aussagen machen, in welchem
MaBle das TGA-Protein, gegen das sich der AK richtet, in der retardierten Fraktion enthalten
ist. Im Gesamtzellextrakt weichen nur die Pflanzen TGA2.1traD, TGAAN29#5-7 und
TGA2.2UE signifikant vom w.t-Wert ab ([Tab. 4.4). Bei den TGA2.1-iiberexprimierenden
Pflanzen kommt es zu einer Verdopplung des TGAZ2.1-retardierten Anteils in der
gesamtretardierten Fraktion, widhrend es in der TGAZ2.2-liberexprimierenden Pflanze zur

Halbierung des TGA2.1-Anteils sowohl im Gesamtzell- wie auch im Zellkernextrakt kommt.
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In Zellkernextrakten weicht sonst nur noch der Wert der Pflanze TGA2.11I von dem des w.t.-

ab mit dem 2.5%"" des w.t.-Wertes.

Tab. 4.4: Supershiftanteil von Proteinextrakten in der EMSA in Relation zum Gesamtshift (AK anti-
TGA2.1 N-term). Die Quantifizierung der Signale wurde wie unter beschrieben vollzogen. Es
wurde der Quotient aus dem supergeshifteten Anteil und dem gesamtgeshifteten Anteil ermittelt.

. . anti-TGA2.1-
Pflanzenlinie a”t"Tfrft‘ziﬂ -Shift | shift Anteil:
(SNN) Gesamtzelléxtrakt Zellkern-

proteinextrakt
w.t. 0.40 0.24
2.1traD#2 0.38 0.27
2. 1AN29#5-7 0.88 n.d.
2.111#22 0.79 0.60
2.2traD#8 0.27 0.28
2.2UE#8 0.17 0.13

4.6 SA-Induktion: Untersuchungen von Zellkernproteinextrakten

Die Genexpression in Tabak durch die Induktion von SA wird zeitlich unterteilt in
'immediate early genes' und in 'late genes' (Horvath und Chua, 1996; Qin et al., 1994). Bei der
Genexpression, die im Zeitfenster von 1-4 h ablduft, wird dem Transkriptionsfaktor TGA eine
Rolle zugeteilt, die unabhédngig von der Proteinbiosynthese ist (Horvath et al., 1998; Qin et
al., 1994). Die TGA2.1-vermittelte Transkriptionsaktivierung (siche weiter unten in
dem Zeitraum t = 1-4 h nach Zugabe von SA konnte auf unterschiedlichen Mechanismen
beruhen (siehe Einleitung). Es ist bekannt, dass TGA2.1 und TGA2.2 zum Zeitpunkt 0 kein
Aktivierungspotential {liber das isolierte as-/-Element auf das Reportergen GUS haben
(personliche Mitteilung, 1. Lenk). Um zu kldren, ob im Laufe der SA-Induktion die Anderung
des TGA2.1-vermittelten Aktivierungspotentials iiber Zellkernakkumulation von TGAZ2.1
geschieht, wurden bei einer SA-Induktion Zellkernproteinextrakte von Tabakbléttern
gewonnen und immunochemisch untersucht. Die Akkumulation von NPR1 durch die Gabe
von INA, einem SA-Analogon, wurde beschrieben (Kinkema et al., 2000). Wie bei den TGA-
Faktoren finden sich Teile des NPR1-Proteinpools im uninduzierten Zustand im Zellkern und
der Rest im Cytosol. Im Falle von NPR1 fiihrt der Induktor zur ausschlieBlichen Lokalisation
im Zellkern (Kinkema et al., 2000).

Wie aus der hervorgeht, ist kein Anstieg der Mengen von TGA2.1 im Zellkern als
Reaktion auf SA-Applikation zu beobachten, weder beim w.t. (JAbb. 4.22] a]) noch bei
transgenen Pflanzen ( b]). Tendenziell sinkt die Menge an TGA2.1 im w.t. bei der
SA-Induktion zu den Zeitpunkten t =2 hund t =4 h a] Spuren 3 und 4 im
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Vergleich zu den Spuren 5-8). Auch bei den transgenen Pflanzen TGA2.1traD#2 und
TGA2.11I#22 kann ein Anstieg der TGA2.1-Menge im Zellkern als Reaktion auf die SA-
Induktion im untersuchten Zeitraum ausgeschlossen werden (Abb. 4.22|b]).

a]

tinh 0 21T 2 | 7

89—

o5 Y oy v v -
1 2 3 4 56 7 8 9 10

b]

tinhJoJ2]4]7]24]0]2]4]7]24

12 3 45 6 7 8 910

Abb. 4.22: Immunochemische Analyse von denaturierten Zellkernproteinextrakten (B.11.1] aus
Tabakblattern einer SA-Induktionsreihe auf TGA2.1. Die Zellkernproteine wurden zum angegebenen
Zeitpunkt nach der Induktion mit 1 mM SA extrahiert. Nach Elektrophorese und Transfer von
abgeglichenen Mengen Zellkernprotein (3.13.2) auf PVDF-Membran wurde der AK anti-TGA2.1 N-
term zur Detektion von TGA2.1 verwendet. In der Abb. a] sind w.t.-Proteinextrakte von zwei
unabhangigen Pflanzen untersucht: w.t. I in Spuren 1, 3, 5, 7 und 9; w.t. Il in Spuren 2, 4, 6, 8, und 10.
Denaturierte Gesamtzellextrakte sind als Referenz in den Spuren 1 und 2 und Zellkernproteinextrakte
in den Spuren 3-10 aufgetragen. In der Abb. b] sind die Zellkernproteinextrakte transgener Pflanzen
TGA2.1traD#2 (Spuren 1-5) und TGA2.11I#22 (Spuren 6-10) einer SA-Induktionsreihe untersucht. Der
Molekulargewichtsstandard ist links in kDa angezeigt

4.7 Das transkriptionale Aktivierungspotential von TGA-Faktoren in
Induktionsversuchen

Zum Verstindnis der Rolle der TGA-Transkriptionsfaktoren bei der Transkriptions-
aktivierung der Gene Nt103, parA, IEGT und PRIa, welche alle ein as-1-Promotorelement
enthalten, wurden Induktionsversuche mit Tabakbldttern von w.t. und den transgenen
Pflanzen TGA2.11I, TGA2.1traD, TGA2.1AN29, TGA2.2UE und TGA2.2traD durchgefiihrt.
Dabei wurde die jeweilige Antwort auf die Signalstoffe Methyljasmonat (MeJA), Salizylsdure
(SA) und das Auxin-Analogon 2,4-Dichlorophenoxyessigsdure (2,4-D) untersucht. Die
zentrale Frage war, wie Verdnderungen zelluldrer Mengen der verschiedenen TGA-Proteine
die Stdrke und das zeitliche Profil der Transkription der Zielgene im Gesamtpromotorkontext

beeinflussen.
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4.7.1 Der Einfluss von TGA-Faktoren auf Nt7103 bei Salizylsaure-
Induktionsversuchen
Dem Phytohormon Salizylsédure wird eine wichtige Rolle bei der Pathogenabwehr und bei
der Ausbildung der systemisch angeeigneten Resistenz zugewiesen. SA wurde verwendet, um
das Transkriptionsprofil bei Pathogenangriff zu simulieren und somit analysieren zu kénnen.

Zunichst wurde das Transkriptionsprofil von N¢/03 im w.t.-Gewebe experimentell bestimmt.

In ist ein reprisentativer Verlauf einer SA-Zeitreihe des N¢/03-Transkriptes bei
einer w.t.-Pflanze gezeigt. Die stirksten Signale wurden im Zeitraum t = 2-5 h erhalten (
Spur 3-5). Fiir den Vergleich von w.t.-Pflanzen mit transgenen Pflanzen in Bezug auf
das Nt103-Signal bei der SA-Induktion wurden die Zeitpunkte 2, 3 und 24 h des w.t. als

Standard ausgewaihlt.

tinh [o]1]2]3]5]7]12]24]36

Nt103 - -

RNA - - - - - - .- .-

123 45 6 7 89

Abb. 4.23: Northern-Blot-Analyse eines SA-Induktionsversuches mit w.t.-Tabakblattgewebe. Die
Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben wurde mit 1 mM SA durchgefuhrt, Proben zum
angegebenen Zeitpunkt entnommen und RNA prapariert (siehe B.17}. 12 pg Gesamt-RNA wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran transferiert und mit der links angezeigten
Sonde Nt103 hybridisiert. Die im Gelfoto dokumentierte 28S und 18S rRNA (links angezeigt) wurde fir
den Abgleich der Nt103-Signale verwendet (.

Um die Schwankungen des GST-Signals der Zeitpunkte t = 2 h und 3 h im Verlaufe einer
SA-Induktion abschidtzen zu koOnnen, wurden SA-Zeitrethen mit drei w.t.-Pflanzen
durchgefiihrt und miteinander verglichen (siche [Tab. 4.5). Die RNA des 'w.t. st.' in
wurde als Standard-RNA fiir den w.t. bei den Northern-Blot-Analysen in

verwendet.

Tab. 4.5: Vergleich der relativen Nt103-Signalstéarken im Verlauf einer SA-Induktion mit w.t.-
Blattgewebe. Die SA-Induktionen wurde entsprechend der Methodedurchgefﬁhrt, Proben zu den
Zeitpunkten t = 2 h und 3 h entnommen und RNA prapariert (siehe B.17). 12 ug Gesamt-RNA wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran transferiert und mit der Sonde Nt103
hybridisiert. Die Auswertung der Signalstarke erfolgte entsprechend der Beschreibung in Die
normalisierten Werte der beiden Zeitpunkte wurden addiert, der Wert der w.t.-Standard-RNA (w.t. st.)
gleich 1.0 gesetzt. Die Werte der Pflanzen w.t. | und w.t. Il wurden auf den w.t. st.-Wert bezogen. Die
Standardabweichung der drei Werte ist angegeben.

Standard-
abweichung

Nt103 1.00 1.01 0.95 +/- 0.032

w.t. st. w.t.| w.t.1l
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Die SA-Zeitreihen mit Tabakblattgewebe der Pflanzen TGA2.1AN29#5-7 und TGA2.1traD
im Vergleich zum w.t. sind in der gezeigt. Beim direkten Vergleich des Zeitfensters
2-3 h kommt es bei der TGA2.1AN29#5-7-Linie zu einer 5" Steigerung gegeniiber dem
w.t.-Nt103-Signal. Betrachtet man den frithen Zeitraum der N¢103-Transkription bis t = 7 h
( a]), so ist das Profil des Transkriptmengenverlaufes iiber die Zeit nur in der
Amplitude betroffen und nicht in einer zeitlichen Verdnderung des Profils. Das

Expressionsmuster dndert sich nur hinsichtlich der Starke.

Bei der Pflanze TGA2.1traD#2 ist die gesamte frithe Transkription des Gens Nt103
reduziert (Abb. 4.24] b]; Spuren 2-5 verglichen mit Spur 10 und 11). Die Nti03-

Transkriptmenge der Zeitpunkte 2 und 3 h ist im Vergleich zum w.t. auf ein Viertel reduziert

(Abb. 4.24] b]). Die in [Abb. 4.24|dargestellten Ergebnisse zeigen die Experimente, in denen
die Wirkung der Anderung von TGA2.1 auf die Nt/03-Expression am stéirksten ausfiel.
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Abb. 4.24: Vergleichende Northern-Blot-Analyse von SA-Zeitreihen zwischen w.t. und den Pflanzen a]
TGA2.1AN29#5-7 und b] TGA2.1traD#2. Die Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben wurde mit
1 mM SA durchgefihrt, Proben zum angegebenen Zeitpunkt enthommen und RNA prapariert (siehe
. 12 pg Gesamt-RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran
transferiert und mit der Sonde Nt703 hybridisiert. Die im Gelfoto dokumentierte 28S und 18S rRNA
(links angezeigt) wurden fur den Abgleich der Nt103-Signale verwendet (. Die Pflanzenlinien
sind oberhalb angezeigt: a] TGA2.1AN29#5-7, w.t. Standard (St.); b] TGA2.1traD#2, w.t. Standard
(St.). Zur Berechnung des Faktors wurden die signale abgeglichen und die Werte der Zeitpunkte 2 h
und 3 h addiert. Alle so erhaltenen Werte wurden durch den sich bei dem w.t.-Standardspuren
ergebenden Wert geteilt.

Da das spéte (12-36 h) Transkriptionsprofil von Nt/03 in Reaktion auf SA sehr variabel ist,
lasst sich keine Aussage iiber die Auswirkungen in den transgenen Pflanzen auf dieses
Zeitfenster treffen. Aus diesem Grunde wurde die weitere Analyse der SA-Zeitreihen aller

transgenen Pflanzen auf die Zeitpunkte 2 und 3 h beschrénkt.

Bei den folgenden Versuchen wurden alle dargestellten Zeitreihen parallel durchgefiihrt.
Dies schliet die vorangegangene Anzucht der Pflanzen ein. Es wurde damit versucht,
anndhernd identische Versuchbedingungen zu erhalten. Als interne Referenz wurden die
bereits in SA-Zeitreihen untersuchten Pflanzen TGA2.2traD#8 und TGA2.2UE#8 ebenfalls
im Experiment mitgefiihrt (Niggeweg et al., 2000a).
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Abb. 4.25: Vergleichende Northern-Blot-Analyse von SA-Zeitreihen zwischen w.t.- und transgenen
Pflanzen. Die Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben wurde mit 1 mM SA durchgefiihrt, Proben
zum angegebenen Zeitpunkt enthommen und RNA prapariert (siehe . 12 pug Gesamt-RNA
wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran transferiert und mit der Sonde N{7103
hybridisiert. Die im Gelfoto dokumentierte 28S und 18S rRNA (links angezeigt) wurde fur den Abgleich
der Nt103-Signale verwendet (. Die Pflanzenlinien sind oberhalb angezeigt: a] w.t., TGA2.11I#6,
TGA2.111#22 und TGA2.2UE#8; b] w.t., TGA2.1AN29#5-7, TGA2.1AN29#8; c] w.t., TGA2.1traD#2,
TGA2.2traD#8. Zur Berechnung des Faktors wurden die signale abgeglichen und die Werte der
Zeitpunkte 2 h und 3 h addiert. Alle so erhaltenen Werte wurden durch den sich bei dem w.t.-
Standardspuren ergebenden Wert geteilt

Bei SA-Zeitreihen fiihrt die Uberexpression der Proteine TGA2.1, TGA2.1AN29 und
TGA2.2 im untersuchten Zeitraum zu einer Steigerung der N¢/(03-Transkriptmenge (Abb.
4.25 a] bis c]). Ein Unterschied zwischen der Uberexpression des TGA2.1-Volllingenproteins
und der Uberexpression der Deletionsvariante in Tabakblattgewebe beziiglich ihrer Wirkung
auf Nt103 ist bei SA-Zeitreihen nicht zu erkennen. Die transdominanten Suppressorpflanzen
driicken beide die N¢/03-Transkriptmengen wéhrend einer SA-Behandlung (Abb. 4.25). In
den [Abb. 4.24]und Abb. 4.25 sind die Effekte der SA-Behandlung bei transgenen Pflanzen
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dokumentiert, wobei die in |Abb. 4.24| dargestellten Effekte die maximalen beobachteten

darstellen, die in Abb. 4.25 dagegen schwicher ausfielen (siehe Diskussion).

4.7.2 Der Einfluss von TGA-Faktoren auf Nt7103 bei Methyljasmonatgabe

Dem  Phytohormon MeJA wird eine wichtig Rolle als Botenstoff bei
Verwundungsreaktionen von Pflanzengewebe zugeschrieben. Es wurde verwendet, um ein
Transkriptionsprofil analog dem von verwundetem Tabakblattgewebe zu induzieren.
Zunichst wurde das Transkriptionsprofil von Nt103 im w.t.-Gewebe experimentell bestimmt.
Ein reprisentativer Northern-Blot ist in Abb. 4.26 zu sehen. Zum Zeitpunkt 0 ist kein Nt/03-
Transkript detektierbar. Ab t = 2 h ist Transkript detektierbar, welches tiber den Zeitraum 3-5
h weiter ansteigt. Nach 7 h fillt das Signal leicht ab, wobei in Spur 10 der Abb. 4.26 ein leicht
abweichendes Signalverhalten erkennbar ist. In fiinf voneinander unabhingigen MeJA-

Experimenten wurde die Transkriptmenge von Nt/03 in Tabakblattgewebe quantifiziert und

ausgewertet (|Abb. 4.27).

w. t | w. t |l
tinh Jo]2]3]5]7]ol2]3]5]7

rRNA

12 3 45 6 7 8 910

Abb. 4.26: Northern-Blot-Analyse von MeJA-Induktionsversuchen mit Tabakblattgewebe zweier
unabhangiger w.t.-Pflanzen (I und II). Die Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben wurde mit
100 pM MeJA durchgefiihrt, Proben zum angegebenen Zeitpunkt entnommen und RNA prapariert
(siehe . 14 pug Gesamt-RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran
transferiert und mit der links angezeigten Sonde Nt103 hybridisiert. Die im Gelfoto dokumentierte 28S
und 18S rRNA wurde fur den Abgleich der Nt103-Signale verwendet (3.9.2). Die zur Zeitreihe
zugehdrige w.t.-Pflanze ist oberhalb angezeigt.
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Abb. 4.27: Der zeitliche Verlauf der Nt103-Transkriptmenge in MeJA-Induktionsversuchen von w.t.-
Tabakblattgewebe. Die Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben wurde mit 100 uM MeJA
durchgefiihrt, Proben zum angegebenen Zeitpunkt entnommen und RNA prapariert (siehe B.17).
Gesamt-RNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran transferiert, mit der
Sonde Nt103 hybridisiert, die Signale wurden quantifiziert (siehe . Die Grafik zeigt den Mittelwert
der relativen Werte der jeweiligen Zeitpunkte berechnet aus finf unabhangigen Experimenten. Die
relativen Werte wurden erhalten, indem der Mittelwert der vier Zeitpunkte (t = 2, 3, 5und 7 h) in jedem
Experiment bestimmt und dieser gleich 1.0 gesetzt wurde. Die absoluten Werte der einzelnen
Zeitpunkte wurden durch den Mittelwert geteilt, woraus sich die relativen Werte innerhalb einer
Zeitreihe ergaben. Dann wurde der Mittelwert der einzelnen Zeitpunkte aus den 5 Experimenten
ermittelt und die Standardabweichung berechnet (Standardabweichung als Fehlerbalken in Grafik).

Wie an der Standardabweichung (Abb. 4.27} b]) zu sehen ist, sind die Schwankungen der
Nt103-Trankriptmenge hoch. In den folgenden MeJA-Induktionsexperimenten mit transgenen
Tabakpflanzen wurde w.t.-RNA von MeJA-Experimenten als Standard zum Vergleich

aufgetragen.
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Aufgrund der starken Schwankungen der Nr/03-Signale bei MeJA-Induktionen im
Tabakblattgewebe konnten statistisch gesicherte Faktoren fiir die Steigerung bzw. Absenkung
des Einflusses des TGA-Pools auf das Nf/03-Gen mit der Anzahl der durchgefiihrten
Experimente nicht berechnet werden. In [Abb. 4.28] werden reprisentative Northern-Blots von
vergleichenden MeJA-Zeitreihen mit w.t.- und transgenen Pflanzen gezeigt. Einige qualitative

Aussagen lassen sich dennoch treffen.

Beide transdominanten Suppressorpflanzen TGA2.1traD#2 und TGA2.2UE#8 ([Abb. 4.28]
a]) liegen mit ihren N¢/03-Transkriptmengen zu allen Zeitpunkten unter den
Transkriptmengen der korrespondierenden w.t.-Vergleichsspuren a] Spur 1-3). Ein
qualitativer Unterschied bei MeJA-Induktionsreihen zwischen TGA2.1traD- und

TGA2.2traD-Pflanzen war nicht zu erkennen.

Die Uberexpression von TGA2.1, TGA2.1AN29 und von TGA2.2 fiihrt zu einer
Verstiarkung des Nt/03-Signals im Northern-Blot im Vergleich zu den korrespondierenden
w.t.-Spuren b] und c¢] Spur 1-3), wobei sich das Verhalten der transgenen
Uberexpressionslinien in ihrer Auswirkung auf das untersuchte Gen qualitativ nicht

unterscheidet.
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Abb. 4.28: Northern-Blot-Analyse von MeJA-Induktionsversuchen mit Tabakblattgewebe von
transgenem Tabak im Vergleich zu w.t.-Pflanzen. Die Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben
wurde mit 100 yM_MeJA durchgefiihrt, Proben zum angegebenen Zeitpunkt entnommen und RNA
prapariert (siehe . 13 ug Gesamt-RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-
Membran transferiert und mit der links angezeigten Sonde Nt{703 hybridisiert. Die im Gelfoto
dokumentierte 28S und 18S rRNA (links angezeigt) wurde fir den Abgleich der Nt103-Signale
verwendet (. Die Pflanzenlinien sind oberhalb angezeigt:. a] w.t. Standard (St.), TGA2.1traD#2
und TGA2.2traD#8; b] w.t. Standard, TGA2.1AN29#5-7, TGA2.2UE#8; c] w.t. Standard, TGA2.111#6,
TGA2.111#22.

4.7.3 Der Einfluss von TGA-Faktoren auf Nt103 bei 2,4-D
Induktionsversuchen

Die Induktionsreihen mit dem funktionellen Auxin-Analogon 2,4-D wurden bei einer
Konzentration von 50 uM der Substanz durchgefiihrt. Da den GST eine wichtige Rolle bei
xenobiotischem Stress zugewiesen wird und nicht auszuschlieen war, dass die verwendete
2,4-D Konzentration auch xenobiotische Reaktionen hervorrufen kann, wurden zunichst
Experimente durchgefiihrt, welche die Maoglichkeit bieten, zwischen diesen beiden
Reaktionen zu diskriminieren. Zu diesem Zwecke wurden Zeitreihen mit 2,6-D durchgefiihrt,
einer als Phytohormon physiologisch inaktiven Substanz, die sich nur in der
Substitutionsstelle des zweiten Chlorrestes am Benzolring unterscheidet. Xenobiotische

Effekte wiirden mit 2,6-D genauso ausgeldst werden.
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Wie der entnommen werden kann, fillt die Transkriptionsaktivierung von N¢/03
zum Zeitpunkt t = 12 bei der Induktion mit 2,6-D sehr viel schwicher aus im Vergleich zum
entsprechenden 2,4-D Wert (Standard, Spur 12). Eine Ausnahme stellen die TGA2.1AN29-
Linien dar ( b]). Hier erreicht die Signalstirke der AN29-Linien zum Zeitpunkt t =
12 h das 0.5 bzw. 0.7%" des 12 h Wertes der 2,4-D-Induktion in der Standardspur ([Abb. |
b], Spur 4 und 8 im Vergleich zu Spur 13). Bei der 2,4-D-Induktion handelt es sich
folglich um einen Auxineffekt, wobei es sich bei den Pflanzen mit dem N-terminal deletierten

TGAZ2.1 auch um einen Phytohormon und xenobiotischen Effekt handeln konnte.
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Abb. 4.29: Vergleichende Northern-Blot-Analyse von 2,6-D-Zeitreihen zwischen w.t.- und transgenen
Pflanzen. Die Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben wurde mit 50 yM 2,6-D durchgefihrt,
Proben zum angegebenen Zeitpunkt entnommen und RNA prépariert (siehe B.17). 10 pyg Gesamt-
RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran transferiert und mit der Sonde
Nt103 hybridisiert. Die im Gelfoto dokumentierte 28S und 18S rRNA (links angezeigt) wurde fur den
Abgleich der Nt103-Signale verwendet (B.9.2). Als Standard (St.) wurde RNA des t = 12 h Zeitpunkts
einer w.t. 24-D-Zeitreihe aufgetragen. Die Pflanzenlinien sind oberhalb angezeigt: a] w.t.,
TGA2.1traD#2, St.; b] w.t.,, TGA2.1AN29#5-7, TGA2.1AN29#8, St.; c] w.t.,, TGA2.111#17, TGA2.111#22,
St. Zur Berechnung des Faktors in b] wurden die t = 12 h Signale abgeglichen, der Wert der
Standardspur gleich 1.0 gesetzt und die 12 h Werte der transgenen Pflanzen darauf bezogen .
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In ist zu sehen, dass in der transdominanten Suppressorpflanze TGA2.1traD#2
die Ntl03-Transkriptmenge bei einer 2,4-D-Induktion nicht signifikant gedriickt ist (
a]). Werte, die nur um ein Drittel oder weniger vom w.t.-Wert abwichen, wurden als
nicht signifikant angesehen (siehe Diskussion). Auch die Nt/03-Transkriptmenge bei der
Uberexpressionspflanze TGA2.11I#22 ist nicht signifikant im Vergleich zur w.t.-
Transkriptmenge angehoben ( a]). Bei den TGA2.1AN29-Linien hingegen kommt
es zu einer leichten Verstirkung (Faktor 2.3 und 2.0) der Nt¢/03-Transkriptmenge im
Vergleich zum w.t. im Verlauf der 2,4-D-Induktion (JAbb. 4.30] b]).

al
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tinh Jols]|7]12Jols5]7]12Jo]5]7]12
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Abb. 4.30: Vergleichende Northern-Blot-Analyse von 2,4-D-Zeitreihen zwischen w.t.- und transgenen
Pflanzen. Die Transkriptionsinduktion in Tabakblattscheiben wurde mit 50 yM 2,4-D durchgefihrt,
Proben zum angegebenen Zeitpunkt entnommen und RNA prapariert (siehe 3.17). 10 ug Gesamt-
RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Hybond N®-Membran transferiert und mit der Sonde
Nt103 hybridisiert. Die im Gelfoto dokumentierte 28S und 18S rRNA (links angezeigt) wurde fiir den
Abgleich der Nt103-Signale verwendet (3.9.2). Die Pflanzenlinien sind oberhalb angezeigt: a] w.t.,
TGA2.1traD#2, TGA2.111#22; b] w.t., TGA2.1AN29#5-7, TGA2.1AN29#8. Zur Berechnung der
Faktoren wurden die Signale der Zeitpunkt t = 5 - 12 h jeder Linie abgeglichen, addiert und der Wert
der w.t. Pflanze gleich 1.0 gesetzt. Die Faktoren der transgenen Pflanzen ergaben sich aus dem
Quotienten der transgenen Werte geteilt durch den w.t.-Wert.

4.7.4 Der Einfluss von TGA-Faktoren auf IEGT, parA und PR1a bei
MeJA-, SA- und 2,4-D-Induktionsversuchen
Die Northern-Blot-Analysen mit den transgenen TGA2.1-Linien wurden auch auf
Transkriptmengenakkumulation durch die Stimuli MeJA, SA und 2,4-D in Bezug auf die
Gene parA, IEGT und PRIa durchgefiihrt. Bei keiner der Pflanzenlinien kam es zu einer

signifikanten Anderung der w.t.-Transkriptmengen.
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5 Diskussion

5.1 Erstellung und Charakterisierung transgener Pflanzen

Zur Klirung der funktionellen Bedeutung von TGA2.1 in der Regulation von
Zielpromotoren wurden transgene Pflanzen hergestellt. Die TGA2.1-Derivate wurden unter
der Kontrolle eines CaMV35S-Promotor-Derivats ektopisch iiberexprimiert (Gatz et al.,
1991). Die Charakterisierung auf transkriptioneller Ebene zeigte eine starke Steigerung der
TGA2.1-mRNA-Menge (Abb. 4.7). Die Uberexpression der TGA2.1-Derivate hatte keinen

erkennbaren Einfluss auf die Menge an TGA2.2-Transkript unter nicht induzierenden

Bedingungen (JAbb. 4.7).

Die Anderung der Transkription von TGA2.1 spiegelte sich auch auf der Proteinebene
wider. Sowohl das N-terminal gekiirzte TGA2.1 als auch die Vollldngenproteine konnten im
Gesamtzellextrakt in Mengen nachgewiesen werden, welche die w.t.-Mengen um ein
Mehrfaches iiberstiegen ([Abb. 4.8). Alle TGA2.1-Proteine konnten im Vergleich zum w.t. in
erhohten Mengen in Zellkernextrakten nachgewiesen werden (sieche . Dies bedeutet
in Bezug auf die transdominante Suppressionsstrategie entweder, dass die NLS durch die
Mutation nicht funktionell beeintrichtigt wurde, oder dass TGA2.1traD als Dimer mit einem
nicht mutierten Protein in den Zellkern transportiert wurde. Die Steigerung der TGA2.1-
Menge in den transgenen TGA2.1-Pflanzen im Vergleich zum w.t. ist, soweit die Auflésung
der immunochemischen Quantifizierung Aussagen dariiber zuldsst, in Gesamtzellextrakten so
stark wie im Zellkern. Eine préferentielle Anreicherung in einem Zellkompartiment ist nicht
zu erkennen. Eine genaue Quantifizierung der Proteinmengen ist jedoch mit der Western-

Blot-Methode nicht moglich.

Der immunochemische Vergleich mit Hilfe eines AK gegen den Affinitits-Tag Strep-tag”II
erlaubt es, absolute Mengen von TGA2.1 mit den Mengen an TGA2.2 transgenen Ursprungs
zu vergleichen. Die absoluten Mengen der transgen exprimierten TGA-Proteine im Zellkern

sind vergleichbar.

5.2 Protokolle zur Anreicherung von TGA-Faktoren

In der Arbeit von Niggeweg (1999) wurde TGA2.1 in Gesamtzellextrakten und Kern-
extrakten immunochemisch nachgewiesen und auf zwei Banden der MolekulargréBen 62 und

51 kDa hingewiesen. Das 62 kDa-Signal entsprach dem Signal von rekombinant in E. coli
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exprimiertem TGA2.1. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich bei der 51 kDa-Bande um ein
Produkt eines Proteinabbaus als Folge der Extraktionsbedingungen handelt, da
Proteingesamtzellaufschliisse unter denaturierenden Bedingungen ausschlielich zu einer
Bande im Western Blot fiihren, die in dieser Arbeit bei einem Molekulargewicht von 70 kDa
liegt (siehe . Die Differenz im Molekulargewicht zwischen der von Niggeweg
(1999) beschriebenen 62 kDa- bzw. 51 kDa-Bande und der 70-kDa bzw. 55 kDa-Bande in
dieser Arbeit ergibt sich vermutlich aus den unterschiedlichen verwendeten Proteinstandards
in den jeweiligen Arbeiten und den unterschiedlichen Laufbedingungen der SDS-PAGE. Die
Volllangenbande von TGA2.1 wurde in dieser Arbeit immer oberhalb der 65 kDa-Bande des
Proteinstandards detektiert. Fiir die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur Extraktion von
nativen Fraktionen Gesamtzellproteins zeigte in den untersuchten transgenen
Pflanzen die Western-Blot-Analyse ein Signal bei 70 kDa (Abb. 4.17), welches dem
Volllangenprotein entspricht. In den w.t.-Pflanzen konnte TGAZ2.1 nicht nachgewiesen
werden. Es wird dabei davon ausgegangen, dass auch in den w.t.-Pflanzen TGA2.1 unverdaut
vorliegt, jedoch in Mengen unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten Methode. Die von
Niggeweg (1999) verwendete Gesamtzellprotein-Extraktionsmethode geht auf die von Jupin
und Chua (1996) beschriebene Methode zuriick. Bei der in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Proteinextraktion gelangt man sehr viel schneller zu den Extrakten, so dass die
Proteinldsung sehr viel kiirzer der Temperatur von 4°C ausgesetzt ist (30 min im Vergleich zu
mehr als 4 h). Ferner werden bei der von Jupin und Chua (1996) publizierten Methode den
Puffern als Proteinaseinhibitoren nur Antipain, Leupeptin und Pefabloc zugesetzt, im
Gegensatz zu der sehr viel umfangreicheren Palette an Inhibitoren im FixProt-
Extraktionspuffer (siehe in FixProt-Extraktionspuffer). Im Aufschlusspuffer der Jupin-
Gesamtzellprotein-Extraktionsmethode sind keine Chelatoren vorhanden im Gegensatz zu den
im  FixProt-Extraktionspuffer = zugesetzten  1,10-Phenanthrolin und EGTA. Ein
immunochemischer Nachweis von TGA2.1 in SARP wurde in der Publikation von Jupin und
Chua (1996) nicht beschrieben, es wurde somit auch nicht auf die Degradationsanfélligkeit
dieses Proteins geachtet. Aus den genannten Griinden ist die hier dokumentierte

Proteinextraktionsmethode (3.10.1) besser zur Charakterisierung des Komplexes geeignet.

Bei der Gewinnung von Kernproteinextrakten nach der Methode von Niggeweg (1999)
konnte die Degradation von TGA2.1 nicht verhindert werden. Um fiir die immunochemische
Detektion Kernproteinextrakte zu erhalten, in denen TGA2.1 noch nicht abgebaut vorliegt,
wurde das Protokoll zur Gewinnung von denaturierten Zellkernextrakten entwickelt. Bei

dieser in B.11.2| dokumentierten Methode zur Gewinnung von denaturierten Kernproteinen
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erwies sich die Anderung des pH-Wertes des Aufschluss- (Puffer 1A) und des Waschpuffers
(0.5x A) von 6.1 auf 8.8 (bei 4°C) als ausreichend, um den Abbau von TGA2.1 zu
unterbinden (siehe . Mit dieser Proteinextraktion liegt erstmalig eine Methode vor,
welche die Proteinzusammensetzung und den Zustand der untersuchten Proteine zum

Zeitpunkt des Aufschlusses weitestgehend erhilt.

Die Reduktion des pro Zellkernisolationsansatz benotigten Blattmaterials erlaubt
Experimente unter Verhéltnissen, bei denen man nur auf eingeschrinkten Raum fiir eine
Kultivierung der Pflanzen zurilickgreifen kann. Da eine Proteinextraktion mit der Methode
in 90 min abgeschlossen ist, sind dariiber hinaus Experimente mdoglich, in denen

Kernproteine aus Zeitreihen benotigt werden.

Bei Kernproteinextrakten von Niggeweg (1999) konnte die Degradation von TGA2.1 nicht
verhindert werden. Native Kernproteinextrakte, in denen TGA2.1 unverdaut vorliegt, konnten
auch in dieser Arbeit nicht gewonnen werden, wie die immunochemische Untersuchung
zeigte. Die Anderungen des Kernproteinprotokolls fiir native Extrakte zeigte trotzdem
qualitative Verbesserungen, wie aus den Gelshiftanalysen hervorgeht (siche . Wie beim
Gesamtzellextrakt wurde bei der Zellkernproteinisolierung das Protokoll zeitlich stark
verkiirzt (von 48 h auf weniger als 12 h). Des weiteren wurde der Zusatz von Proteinase-
Inhibitoren erweitert und Chelatoren zugefiigt. Als letzte qualitative Anderung des Protokolls
ist der Verzicht auf die Dialyse zugunsten der Verwendung von Centricon-30®
Ultrafiltrationsrohrchen anzusehen. Somit wurde gewéhrleistet, dass die Proteinase-
Inhibitoren in allen Schritten der Extraktion in den Losungen in ausreichenden

Konzentrationen vorlagen und bei einer gleichzeitigen Verringerung des Zeitaufwands.

Die Western-Blot-Analyse von Zellkernproteinen gewonnen bei einem pH-Wert von 6.1
(4°C) mit dem AK anti-Strep-tag® II ( konnte zeigen, dass die TGAZ2.1-
Degradation N-terminal stattfindet. N-terminale Deletionen wurden bei TGA-Faktoren aus
Arabidopsis im Zusammenhang mit NPRI-Interaktionen diskutiert und eine mogliche
physiologische Rolle erwédhnt (Zhou et al., 2000). Die Moglichkeit der Aktivierung von
TGA2.1 im Verlauf einer SA-Zeitreihe durch posttranslationale Deletion des N-terminus an
der Stelle, welche die TGAZ2.1-Instabilitit bei der Proteinextraktion verursacht, kann
ausgeschlossen werden (JAbb. 4.22). Bei dem TGA2.1-Abbau handelt es sich vermutlich um

eine physiko-chemische Eigenschaft des Proteins.
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5.3 Gelshift

Im Blattgewebe von Nicotiana tabacum sind in der Literatur bisher zwei as-/-bindende
Proteinkomplexe beschrieben worden. Im EMSA konnte in Gesamtzellextrakten ein as-1-
assoziierter Proteinkomplex nachgewiesen werden, dessen as-/-Bindung von SA abhing und
als 'salicylic acid responsive protein' (SARP) bezeichnet wurde (Jupin und Chua, 1996). Der
entsprechende as-/-bindende Komplex aus Zellkernextrakten wurde 'activating sequence
factor 1' (ASF-1) genannt (Lam et al., 1990). Eine genauere Beschreibung des SARP-
Komplexes und des ASF-1 in w.t.-Tabakblattgewebe wurde mittels Supershiftanalysen
durchgefiihrt (Niggeweg, 1999; Niggeweg et al., 2000a). TGAla ist nicht Bestandteil von
ASF-1 und SARP, ganz im Gegensatz zu TGA2.1 und TGA2.2. Mit dem AK anti-TGA2.1
wurden 10% von ASF-1 und 20% von SARP retardiert, mit dem AK anti-TGA2.2 80% in
beiden Komplexen (Niggeweg, 1999; Niggeweg et al., 2000a).

Die Gelshiftanalysen in dieser Arbeit geben aufgrund des mangelhaften Zustands des AK
anti-TGA2.2 N-term keine Antwort auf den TGA2.2-Anteil in den beiden Komplexen in den
weiterentwickelten Proteinextraktionsprotokollen (JAbb. 4.20] und [Abb. 4.21). Bei der
Supershiftanalyse mit dem AK anti-TGA2.1 N-term (Abb. 4.20|und |Abb. 4.21} [Tab. 4.2| bis
weicht das Ergebnis der Quantifizierung von den publizierten Werten ab
(Niggeweg, 1999; Niggeweg et al., 2000a). Der durch den AK anti-TGA2.1 N-term
retardierte SARP-Anteil wurde mit 40% im w.t.-Gesamtextrakt bestimmt, mit dem AK anti-

TGA2.1 N-term konnten 24% von ASF-1 im w.t.-Zellkernextrakt im Laufverhalten verzogert

werden.

Die scheinbare Diskrepanz der ermittelten Werte zu den publizierten kann auf zwei Dinge
zuriickzufilhren sein. Zum einen wurde in dieser Arbeit ein as-/-Gelshift-Fragment
entwickelt, das eine doppelt so hohe spezifische Aktivitdt besitzt wie das fiir die erstmalige
Charakterisierung verwendete as-/-Gelshift-Fragment (Niggeweg, 1999; Niggeweg et al.,
2000a). Die erhohte Signalstarke flihrt dazu, dass sehr schwache Signale, wie z.B. die durch
den anti-TGA2.1 AK supergeshiftete Bande im EMSA, besser zu bestimmen sind und klarer
vom Hintergrund abgegrenzt werden konnen. Dies bietet die Mdoglichkeit einer genaueren
Quantifizierung von schwachen Signalen, welches einen Teil der abweichenden Anteile von

TGA2.1 in ASF-1/SARP erklaren konnte.

Zum zweiten ist die Qualitdt der Proteinextrakte eine mogliche Quelle fiir Unterschiede
beziiglich der TGA2.1-Anteile in den as-/-bindenden Komplexen. Wie Niggeweg (1999)

bereits andeutete und in dieser Arbeit gezeigt wurde, unterliegt TGA2.1 bei der Gewinnung



5 Diskussion 82

von Proteinextrakten einer Instabilitét, die zum Verlust einen Teiles des N-terminus fiihrt. Die
Anderungen der Extraktionsprotokolle (siehe fiihren zum Erhalt von Volllingen-TGA2.1
in  Gesamtzellextrakten  (siche [Abb.  4.17). Die  Western-Blot-Analyse  von
Gesamtzellextrakten (JAbb. 4.17) beweist nicht, dass bei der Durchfiihrung des EMSA
TGAZ2.1 vollstdandig als Volllingenprotein erhalten bleibt, doch ist anzunehmen, dass es nach
der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode zu weniger proteolytischem Abbau von
TGA-Faktoren in der Bindereaktion und dem anschlieBenden Gelshift-Lauf kommt. So ist das
Ausgangsproteinmaterial weit weniger von Proteolyse betroffen. Dariiber hinaus wurden in
dieser Arbeit der Bindereaktion Proteinaseinhibitoren hinzugefiigt. Als Indikator fiir die
Verbesserung der Gesamtzellextrakte ist der erstmalige Nachweis der TGA2.1/2.2-Bande in
der Hohe der TGA2.1/2.2-Bande der in vitro-Translationsprodukte in dem EMSA ([Abb. 4.18)

zu sehen.

Bei nativen Zellkernproteinextrakten waren die Versuche, TGA2.1-Volllangenprotein zu
erhalten, nicht erfolgreich, wie die immunochemische Untersuchung zeigte (JAbb. 4.14). Eine
verbesserte Qualitidt der Kernproteinextrakte im Vergleich zu den von Niggeweg (1999)
verwendeten zeigt sich an der ASF-1-Aktivitit pro pg Protein. Niggeweg lud 10 pg w.t.-
Zellkernprotein, welches maximal 25% der freien Sonde retardierte. Im Vergleich dazu
wurden bei den hier dokumentierten Kernextraktgelshifts 3 pg Zellkernprotein eingesetzt,
welches im Falle von Extrakten aus dem w.t. 50% der Sonde retardierte (Niggeweg, 1999;
sieche |[Abb. 4.20] und |Abb. 4.21). Die molare Menge der von Niggeweg zur Detektion

verwendeten Sonden-DNA war identisch zu der hier dokumentierten. Dies bedeutet eine um
den Faktor sechs gesteigerte ASF-1-Aktivitét fiir das hier beschriebene Protokoll (. Die
gesteigerte ASF-1-Aktivitiat im Zellkernproteinextrakt kann als Indikator fiir den geringeren
Umfang an proteolytischem TGA2.1-Abbau gesehen werden. Der hohere Anteil an TGA2.1
im ASF-1-Komplex scheint eine direkte Folge der Anderungen am Proteinprotokoll zu sein.
Die sechsfache Steigerung der ASF-1-Aktivitit bedeutet dariiber hinaus auch, dass TGA2.2 in
hoheren Konzentrationen vorliegen muss. Die schnellere Kernproteinextraktionsmethode
unterbindet folglich signifikant den Abbau der TGA-Faktoren TGA2.1 und TGA2.2, wobei
TGAZ2.1 anfilliger fiir Proteinabbau ist.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten EMSA-Experimente stellen zwar eine geeignete
Methode zur Charakterisierung der SARP/ASF-1-Aktivitit dar, spiegeln aber nicht die
Situation in planta beziiglich der as-I-Bindung im uninduzierten Zustand wieder. I. Lenk
(personliche Mitteilung) konnte zeigen, dass Pflanzen mit dem Konstrukt TGA2.2-VP16 ohne

Stimulus keine Aktivierung {liber das isolierte as-/-Element vermitteln. Da die VP16-Doméne
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konstitutiv aktiv ist, folgt daraus, dass im uninduzierten Zustand die TGA-Faktoren nicht an
das as-I-Element binden. Unter den in dieser Arbeit gewdhlten Bedingungen fiir die
Proteinextraktion spiegelt sich dies nicht im EMSA wieder. Die durch SA induzierte Bindung
von SARP/ASF-1 an das as-/-Element wurde in der Literatur gezeigt (Jupin und Chua, 1996;
Stange et al., 1997). Eine Reproduktion dieser Ergebnisse konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht erreicht werden (ferner 1. Lenk, R. Niggeweg, C. Thurow, personliche Mitteilung).

5.4 Wirkung der Anderung der TGA-Faktoren-Konzentration auf
Zielgene

Die TGA-Faktorenklasse umfasst in Tabak bis jetzt fiinf klonierte Gene. Neben den hier
untersuchten TGA-Faktoren 2.1 und 2.2 sind die Gene TGAla, PG13 und TGA7 bekannt, die
nicht in die Untersuchungen dieser Arbeit einbezogen wurden. TGA7 wurde nicht
beriicksichtigt, da er nicht Teil von SARP/ASF-1 im Blattgewebe ist (A. Schiermeyer,
personliche Mitteilung). TGAla und PG13 sind im N-Terminus fast identisch. R. Niggeweg
(1999) konnte zeigen, dass TGA1a/PG13 nicht Teil des as-/-bindenden Proteinkomplexes ist.
Der EMSA mit dem verbesserten Gesamtzellproteinprotokoll bestitigt diese Beobachtung
(Abb. 4.18). Dariiber hinaus wurde TGAla bisher nur in Wurzelgewebe immunochemisch
nachgewiesen (Klinedinst et al., 2000). In der Literatur gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt
keine Hinweise auf die Beteilung von PG13 an SARP/ASF-1. Ferner ist PGI3 ein
praferentiell im Wurzelgewebe exprimiertes Gen. Aus diesen Griinden konzentrierte sich die
Analyse der Auswirkung von TGA-Faktoren auf Zielgene in Tabakblattgewebe auf die
Proteine TGA2.1 und TGA2.2.

Zu dem untersuchten Zielgen Nt/03 miissen einige Anmerkungen gemacht werden. Die
gewihlte Sonde umspannt den zentralen Teil des Gens N¢/03. In der ausgewédhlten Region ist
dieses GST-Gen auf DNA- und RNA-Ebene zu tiber 93% identisch zu den GST-Genen Nt35
und Nt/ (van der Zaal et al., 1991). Die Signale der Northern-Analyse stellen vermutlich die
Transkripte von zwei bzw. drei Genen dar. Diese Annahme wird gestiitzt von Beobachtungen
in Tabakkeimlingen. Auxin induzierte in Experimenten sowohl das Ntl- als auch das Nt35-
Transkript in gleichem MaBe (Klinedinst et al., 2000). Der Promotor des N¢/03-Gens
unterscheidet sich wiederum kaum von dem des Nt35-Gens (Droog et al., 1995b). Bei der
quantitativen Auswertung der Northern-Analysen wurden zwei Banden fiir die Messung

vereinigt, da diese bei der Elektrophorese nicht weit genug voneinander zu trennen waren, um
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sie einzeln auszuwerten. In |Abb. 4.28| a] kann man die beiden Banden, die vermutlich

Transkripte von zwei oder drei Genen darstellen, gut erkennen.

Die Rolle des as-7-cis-Elementes bei der Induktion der Genexpression durch SA (u. a. Qin
et al., 1994; Strompen et al., 1998; Zhang und Singh, 1994), 2,4-D bzw. andere Auxine (u. a.
An et al., 1990; Liu und Lam, 1994; Zhang und Singh, 1994) und MeJA (Guevara-Garcia et
al., 1998; Kim et al., 1993a) ist vielfach belegt. Das in dieser Arbeit untersuchte GST-Gen
Nt103 besitzt ein as-1-Element, dem eine zentrale Rolle bei der Transkriptionsinduktion
durch SA (Niggeweg et al., 2000a; van der Zaal et al., 1996) und 2,4-D (Droog et al., 1995b;
Niggeweg et al., 2000a) zukommt.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Rolle von TGA2.1 im SARP-/ASF-1-Komplex bei der
as-1-vermittelten Transkriptionsaktivierung in Reaktion auf die Induktoren SA, 2,4-D und
MeJA spezifisch zu beleuchten. Neben dem Volllaingen-TGA2.1 wurde auch ein TGA2.1-
Derivat erstellt und in Pflanzen transformiert, welchem die 29 N-terminalen Aminosiduren
fehlen (TGAAN29). Das TGAAN29-Derivat wurde aufgrund verschiedener Hinweise
beziiglich des N-terminus untersucht. Zum einen befinden sich im N-terminalen Bereich der
TGA2.1-cDNA mehrere Methionine, die potentiell als Translationsstart dienen kdnnten
(Lindahl und Hinnebusch, 1992; Oh und Sarnow, 1993). Zum anderen wurde beobachtet, dass
in E. coli rekombinant exprimiertes TGA2.1 bei einem leicht hdheren Molekulargewicht in
der Elektrophorese migriert als die Volllingenbande von TGA2.1 aus Pflanzenextrakten
(Niggeweg, 1999). Interessanterweise wurde beim immunochemischen Nachweis von
TGA2.1 in w.t.-Kernextrakten eine Doppelbande im Molekulargewichtsbereich von 62-68
kDa detektiert (Niggeweg, 1999). Bei diesen beiden Banden konnte es sich um zwei
Proteinderivate, bedingt durch alternative Translationsstartpunkte von TGA2.1, handeln.
Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde die Doppelbande mehrfach im w.t.-Kernextrakt
detektiert, wobei der Normalfall im immunochemischen Nachweis die Einfachbande war. Der
genaue Translationsstart in  planta wurde nicht ermittelt. Er konnte eine
Regulationsmdglichkeit darstellen, um unterschiedlich lange TGA2.1-Proteine zu
synthetisieren mit unterschiedlichen Eigenschaften, determiniert in dem Vorhandensein des

N-terminus oder dem Fehlen von Teilen desselben.

5.4.1 TGA2.1-Uberexpression moduliert die Nt103-Expression

Die TGAAN29-Pflanzen unterschieden sich bei den Induktionsversuchen mit einer

Ausnahme nicht von den Volllaingen-TGA2.1-Derivaten (siche weiter unten).
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Die Uberexpression von TGA2.1 in Pflanzen in der Volllingenform und in der gekiirzten
Form fiihrt zu einer deutlichen Steigerung von SARP/ASF-1 im EMSA. Die Shiftverstiarkung
von ASF-1 bei den TGA2.2UE-Pflanzen ist in der Grofenordnung vergleichbar. Alle TGA-
Uberexpressionpflanzen (TGA2.1/2.1AN29/2.2UE) zeigen bei SA-Induktionsexperimenten
vergleichbare Effekte auf den Promotor N¢t/03 (Niggeweg, 1999; diese Arbeit). Im Falle der
TGAZ2.1-Derivate muss dieses auf den erhohten Anteil an TGA2.1 zuriickzufithren sein,
wihrend bei TGA2.2UE der Anteil an TGA2.2 im ASF-1 erhoht ist. Es liegt damit bei SA-
Induktionen eine funktionelle Redundanz in dem beschriebenen Bereich dieser
Transkriptionsfaktoren-Familie vor. Es scheint bei der Steigerung der Transkription {iber das
as-1-Element in Reaktion auf SA-Applikation nicht auf die genaue Komposition von ASF-1
anzukommen, denn sowohl die Steigerung des TGA2.2- als auch des TGA2.1-Anteils fiihrt

zur Transkriptionssteigerung von Nt103.

Wihrend bei den TGA2.1-Pflanzen die Uberexpression von TGA2.1 zu einer Akkumulation
von TGA2.1 im Zellkern fiihrt, ist bei den TGA2.2UE-Pflanzen mit Hilfe des Western-Blots
keine detektierbare Anderung der TGA2.2-Menge zu erkennen. Entweder liegt die Steigerung
der TGA2.2-Menge unter der Auflésung der Methode oder es kommt nicht zu einer Erhhung
der TGA2.2-Menge im Zellkern im uninduzierten Zustand. Ergebnisse von A. Klingebiel
(personliche Mitteilung) deuten auf letzteres hin. Die Verstirkung von ASF-1 bei den
TGA2.2UE-Pflanzen miisste dann auf einen indirekten Effekt zuriickzufithren sein, da der
EMSA eine deutliche Steigung des as-/-bindenden Teils nachweist. Moglich wére, dass zwar
die gesteigerten Mengen an TGA2.2 nicht in den Zellkern gelangen, jedoch einen TGA-
assoziierten Faktor im Cytosol binden, der reprimierend in Bezug auf die DNA-Bindung
wirkt, und somit das Fehlen des Faktors im Zellkern indirekt zu einer Steigerung der ASF-1-
Aktivitat fiihrt. Handelt es sich um eine Steigerung der TGA2.2-Mengen im Kern, die
immunochemisch nicht nachweisbar ist, so miissten in diesem Falle bereits geringe
Konzentrationsdnderungen von TGA2.2 (Faktor 1.5) zu einer sehr deutlichen Verstiarkung des

retardierten Anteils der Sonde im EMSA fiihren (Faktor >2.8).

Ein analoges Verhalten der Uberexpressionspflanzen zu dem der SA-Experimente findet
sich bei den Induktionsversuchen mit MeJA wieder. Die Wirkung der Uberexpression von
TGA2.1/2.2 ist dhnlich in Bezug auf die Steigerung der Transkriptmenge von Ntl03. Die
Transkriptmenge von N¢/03 ist im zeitlichen Verlauf einer MeJA-Induktion sehr variabel und
erlaubt keine quantitative Aussagen. Im Falle von MeJA ist das as-/-Element allein nicht
ausreichend, um die Transkriptionsaktivierung im nos-Promotor zu vermitteln (Kim et al.,

1993a). Das zweite im nos-Promotor beschriebene cis-Element, welchem eine Rolle in der
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MeJA-Responsivitit zugeschrieben wird, ist eine CAAT-Box. Es ist vermutlich diese hohere
Komplexitit der Regulation des Nt/03-Transkriptes in Reaktion auf MeJA, welche die genaue
quantitative Auswertung erschwert. Sie kommt z.B. bei nos-CAT-Fusionen (nos-
Promotor/CAT-Reporter) in Tabakbléttern zum Ausdruck. Eine Altersabhéngigkeit der CAT-
Aktivitit in Reaktion auf MeJA wurde beobachtet (Kim et al., 1993a). In jlingeren Blattern ist
die CAT-Aktivitdt hoher als in dlteren. Die CAT-Aktivitéit steigt jedoch bei den gleichen
Pflanzen bei SA als Induktor mit dem Alter der Blétter (Kim et al., 1993a), ein Phinomen, das
dem as-/-Element zugeschrieben wird (Liu und Lam, 1994; Strompen et al., 1998). Der in
dieser Arbeit gewdhlte experimentelle Ansatz konnte diese Regulationskreise des Nt/03-

Promotors nicht auflésen.

Die Uberexpression der Proteine TGA2.11I und TGA2.1AN in den transgenen Pflanzen
wirkt sich bei 2,4-D-Induktionen weniger auf die Nt/03-Transkriptmenge aus, als dies bei
Induktion mit SA der Fall ist. Die Steigerung der N¢/03-Transkriptmenge bei den TGAAN-
Pflanzen entspricht der in TGA2.2-Uberexpressionspflanzen Niggeweg, 1999;
Niggeweg et al., 2000a). Die Pflanzen mit dem Volllingen-TGA2.1 zeigen nur eine marginal
erhohte Nt103-Expression unterhalb der Auflosung der Methode (. Die stéirkere
Modulierbarkeit durch die Uberexpression von TGAAN29 kann einerseits durch die
gednderten Eigenschaften des gekiirzten Proteins erklart werden, andererseits konnte es sich
um einen Effekt handeln, der auf unterschiedlich starke Uberexpression der beiden TGA2.1-
Derivate zuriickzufiihren ist (Abb. 4.8). Die SARP-Aktivitit im EMSA fillt bei den
TGAAN29-Gesamtzellextrakten doppelt so hoch aus wie bei den TGA2.11I-
Gesamtzellextrakten (Abb. 4.19|und |Abb. 4.20} [Fab. 4.2| bis [Tab. 4.4), aber auch dieser
Unterschied kann auf die unterschiedlichen Bindeeigenschaften der Proteine TGA2.11I/AN29

an das as-/-Element oder auf die unterschiedlich starke Expression der eingefiihrten cDNAs

in der Pflanze zuriickzufiihren sein.

Bei Zugabe von 2,6-D wiesen alle TGA2.1-Derivate eine GST-Transkriptmenge auf, die um
ein vielfaches unter den Werten der 2,4-D-Induktion des w.t.'s lagen. Die TGAAN29-Pflanzen
hingegen wiesen zum Zeitpunkt t = 12 h das 0.5 bis 0.7%" des vergleichbaren Zeitpunktes
beim w.t. der 2,4-D-Induktion auf. Bei der Abwigung, ob diese Daten als Artefakt der 2,6-D-
Induktion zu bewerten sind oder auf einen tatsidchlichen Effekt vermittelt iiber die N-terminal
gestutzte TGA2.1-Variante beruhen, sind zwei Dinge zu beachten. Zum einen wurde der
Versuch mit zwei unabhingigen TGAAN29-Pflanzen durchgefiihrt, deren Nt/03-
Transkriptverldufe in Reaktion auf die 2,6-D-Induktion sich qualitativ und quantitativ von

denen anderer Pflanzen abhoben. Zum anderen wurde die 2,6-D-Zeitreihe der Pflanze
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TGAAN29#5-7 parallel mit anderen Pflanzen, die in [Abb. 4.29] zusehen sind, durchgefiihrt.
Die 2,6-D-Zeitreihe mit der Pflanze TGAAN29#8 wurde zu einem spiteren Zeitpunkt
durchgefiihrt. Die parallele Durchfiihrung der 2,6-D-Induktion der Pflanze TGAAN29#5-7
mit den anderen (u. a. TGA2.11I#17 und #22) spricht gegen eine Verwechslung des Induktors.
Die zeitlich getrennte Durchfiihrung der beiden TGAAN-Derivatspflanzen stirkt ebenfalls das

vorliegende Ergebnis, da es sich um zwei vollig unabhingige Experimente handelt.

Die um 29 Aminosduren gekiirzten TGA2.1-Faktoren konnen von der Pflanze in die
xenobiotische Transkriptionsaktivierung des N¢/03 eingebunden werden, im Gegensatz zu
dem Volllaingen-TGA2.1. Interessanterweise steigert in BY-2 Zellen sowohl 2,4-D als auch
2,6-D die Transkription von einem Minimalpromotor mit dem as-/-Element aus N¢/03 um
vergleichbare Mengen (van der Zaal et al., 1996). Der Effekt tiber das isolierte as-/-Element
ist folglich bei xenobiotischem Stress so hoch wie beim Phytohormon. Wurde der gesamte
Nt103-Promotor verwendet, so war in BY-2 Zellen die Steigerung durch 2,4-D deutlich
hoher, aber auch 2,6-D-vermittelt war eine Steigerung der Transkription gegeniiber der
Kontrolle zu beobachten (van der Zaal et al., 1996). Das Nt103-Gen wird bei xenobiotischem
Stress in BY-2-Zellen hochreguliert (van der Zaal et al., 1996) und es wurde gezeigt, dass
GSTI-1 (Protein des Ntl103-Gens) 2,4-D und als Phytohormon physiologisch inaktive
Substanzen wie z.B. 3,5-Dichlorophenoxyessigsdure und 2,4,5-Trichlorophenoxyessigsdure
als Substrat akzeptiert werden (Droog et al., 1995a). Dies ist ein weiteres Argument fiir die
Rolle von GSTI-1 bei xenobiotischem Stress, wobei die Regulation von Nt/03 auf den

phytochemischen Stress in den Geweben unterschiedlich erfolgt.

5.4.2 Transdominante Suppression von TGA2.1 moduliert die Nt103-
Expression, nicht aber die Expression von anderen Zielgenen

Die transdominante Suppression durch die Expression eines in der basischen Doméne
mutierten TGA2.1 (TGA2.1traD) in Pflanzen fiihrte bei MeJA- und bei SA-Induktionen zu
verminderten N¢/03-Transkriptmengen im Vergleich zum w.t.. Vergleicht man in SA-Experi-
menten TGA2.1- mit TGA2.2-transdominanten Suppressor-Pflanzen, so sind die Aus-
wirkungen auf die Nt/03-Transkriptmengen unterschiedlich stark. SA-Induktionen in
TGA2.2traD-Pflanzen fiihren zu einer Reduktion der Nt/(03-Transkriptmengen auf 15% und
weniger (Niggeweg, 1999, im Vergleich zu einer Reduktion auf 25-36% im Falle
der TGA2.1traD-Pflanzen (|Abb. 4.23] |Abb. 4.24).

Dass es sich dabei um einen signifikanten Unterschied zwischen TGA2.1traD und

TGA2.2traD handelt, zeigt sich auch bei der 2,4-D-Induktion der Nt/03-Transkripte.
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Wihrend TGA2.1traD bei 2,4-D-Induktionen keinen signifikanten Einfluss auf die Nt/03-
Expression im Vergleich zum w.t. hat (, konnte R. Niggeweg (1999) zeigen, dass
TGA2.2traD-Pflanzen bei analogen Induktionsversuchen die Nt/03-Transkriptmengen auf ein
Viertel reduzieren. Die beschriebene Redundanz der TGA-Faktoren 2.1/2.2 bei der
Uberexpression in Wirkung auf Nt/03 (siehe oben) scheint bei der transdominanten

Suppression nicht vorzuliegen.

Der EMSA liefert die unmittelbare Erkldrung fiir das unterschiedliche Vermogen der beiden
TGAtraD-Faktoren, die N¢/03-Transkription zu Dbeeinflussen. Im EMSA mit
Gesamtzellextrakten senkt die Expression von TGA2.1traD wie auch TGA2.2traD den
retardierten Anteil auf ein Fiinftel. Die Betrachtung der EMSA mit Zellkernproteinextrakten
offenbart jedoch stark voneinander abweichende Einfliisse der beiden transgen exprimierten
traD-Proteine. TGA2.2traD fiihrt auch im Zellkern zu einer Reduktion des Shifts im EMSA
auf 40% im Vergleich zum w.t.. Diese Reduktion des ASF-1-Komplexes erkléart die
verminderte Transkriptmenge von NtI03 bei Induktionsversuchen. Der EMSA mit
Kernproteinen aus TGA2.1traD-Pflanzen zeigt keine keiner Reduktion des Shifts, sondern
eine leichte Verstirkung (Faktor 1.6 des w.t.-Wertes). Die Reduktion der ASF-1-Aktivitit

kann also nicht als Erkldrung fiir die Auswirkungen auf die N¢/03-Transkriptmenge dienen.

Die ASF-1-Aktivitit ist im Zusammenhang mit den Mengen an TGA2.1traD im Zellkern zu
sehen (. TGA2.1traD liegt im Vergleich zum endogenen TGA2.1 im mehrfachen
molaren Uberschuss im Zellkern vor. Da TGA2.1 aber nur 20% von ASF-1 konstituiert, sind
die Auswirkungen der TGA?2.1traD-Uberexpression auf die addierte Menge von TGA2.2 und
TGA2.1 nur moderat. In diesen Pflanzen scheint die supprimierende Wirkung von
TGA2.1traD im Zellkern kompensiert zu werden, welches offensichtlich in den TGA2.2traD-

Pflanzen nicht mdglich ist.

Ein zweiter Aspekt, der das unterschiedliche EMSA-Verhalten erkldren konnte, ist die
Moglichkeit, dass TGA-assoziierete Proteine analog zu den bei TGAla gemachten
Beobachtungen (Johnson et al., 2001) die DNA-Bindung modulieren. Folglich konnte die
Anderung der Nt/03-Transkriptmenge in TGA2.1traD-Pflanzen bei SA-Induktionen durch
einen indirekten Effekt zustande kommen. Moglich wire, dass SARP/ASF-1-assoziierte
Proteine, welche die as-/-Bindung modulieren konnten, im Cytosol oder im Zellkern durch
die Uberexpression von TGA2.1traD begrenzt sind und iiber TGA2.1traD dem bindenden
ASF-1-Komplex entzogen werden. Moglicherweise ist dieses bereits 1996 postulierte Protein

(Stange et al., 1997) bei TGA2.1 und TGA2.2 nicht identisch oder es bindet nur an einen der
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beiden TGA-Faktoren des ASF-1/SARP. Eine genaue Erklarung der Effekte der TGA-
transdominanten Suppressor-Linien auf die N¢/03-Transkription ist mit den zur Verfiigung

stehenden experimentellen und publizierten Daten derzeit nicht mdglich.

Die genauere Analyse der MeJA-Experimente ist aus oben genannten Griinden nicht
moglich. Auffillig ist jedoch, das die supprimierende Wirkung von TGA2.2traD und von
TGA2.1traD auf die N¢103-Transkription gleich stark ausfallt (Abb. 4.28).

Vergleicht man die Auswirkung der transdominanten Suppression zwischen den
TGA2.1traD- und mit den TGA2.2traD-Pflanzen beziiglich der Zielgene IEGT, par4A und
PRIa bei dem Stimulies SA, so flihrt nur die Suppression bei der TGA2.2traD-Pflanze zu
Expressionsdnderungen (Niggeweg, 1999; diese Arbeit). Eine Erkldrung fiir das Ausbleiben
der Wirkung auf Zielgene bei den TGAZ2.1traD-Pflanzen bietet der EMSA. Bei den
TGAZ2.1traD-Pflanzen kommt es mit Kernproteinen zu keiner Abschwéchung des Gelshifts
im Gegensatz zu TGA2.2traD-Kernextrakten (siche . Die im Falle des Nt/03-Promotors
postulierten Effekte indirekter Art (siehe oben) wirken sich folglich nicht generell auf die

Promotoraktivitét aus, sondern sind promotorkontextspezifisch.

5.4.3 Unterschiedliche Wirkung von TGA2.1- und TGA2.2-
Uberexpression auf Zielgene

Die TGA2.1-Uberexpression hat keinen FEinfluss auf die /EGT-Transkriptionsrate in
Reaktion auf SA. Gleichzeitig fiihrt SA-Induktion bei denselben Pflanzen im gleichen
zeitlichen Fenster (t=1-5 h) zu einer Steigerung der Transkriptmenge beim Nt/03-Gen.
Folglich muss TGA2.1 in der Blattzelle in diesem Zeitfenster in der aktiven Form vorliegen,
wird jedoch im /EGT-Promotor nicht eingebunden. Die Erkldrung, dass moglicherweise die
IEGT-Transkriptionsrate nicht mehr zu steigern ist, weil das as-/-Element im SA-induzierten
Zustand mit der w.t.-TGA-Konzentration bereits vollstindig besetzt ist, kann ausgeschlossen
werden. R. Niggeweg (1999) konnte mit TGA2.2-Uberexpressionspflanzen in analogen
Experimenten die SA-induzierte Expression des /EGT-Gens signifikant beeinflussen. Die fiir
TGA2.2 postulierte Einbindung in den Promotor findet bei TGA2.1 nicht statt. Somit liegt ein
funktioneller Unterschied dieser beiden Transkriptionsfaktoren im /EGT-Promotor bei der
SA-Induktion vor. Vermutlich liegt die Information fiir die unterschiedliche Wechselwirkung
mit dem Restpromotor des /EGT-Gens im N-Terminus, da sich die Proteine in dieser Doméne

sehr stark unterscheiden und die Homologie im Restprotein sehr hoch ist.

Im Falle des PR/a-Promotors konnte weder die Uberexpression von TGA2.1 noch von

TGAZ2.2 eine Steigerung der Promotoraktivitit erzielen. Beim PR/a-Promotor handelt es sich
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um einen ausgesprochen starken Promotor in Reaktion auf die SA-Induktion. Vermutlich
kann die Aktivitit nicht mehr durch eine Erh6hung der TGA-Faktorenkonzentration gesteigert

werden.

Auch im Falle des pard-Promotors hatte die Uberexpression beider TGA-Faktoren keine
steigernde Wirkung auf die Promotoraktivitit in Reaktion auf die SA-Applikation. Analog zu
der Erkldrung beim PRIa-Promotor ist vermutlich die Transkriptionsaktivierung iiber das as-

1-Element nicht steigerbar.

5.5 AbschlieBRende Bemerkungen

Im Vergleich zu TGA2.2 besitzt TGA2.1 einen um 140 AS ldngeren N-Terminus, der im
Hefe-Zwei-Hybrid-System die Transkription stimuliert. Daher wurde die Hypothese
aufgestellt, dass TGAZ2.1 in Pflanzen ein wirksamerer Transkriptionsaktivator ist als TGA2.2.
Der Vergleich von Pflanzen, die dhnliche Mengen an transgenem TGA2.1 und TGA2.2
exprimieren, unterstiitzt diese Hypothese jedoch nicht. Die mdogliche Aktivierungsdoméine
von TGA2.1 fiihrt in vivo bei den TGA2.1-Uberexpressionspflanzen bei keinem der
untersuchten Promotoren zu einer sich von der TGA2.2-Uberexpression abhebenden
Steigerung der Transkriptmenge. TGA2.1 konnte keine Funktion bei der Steigerung der
Transkriptmengen von Zielgenen zugeordnet werden, die TGA2.2 nicht ebenfalls abdecken
kann. Umgekehrt besitzt TGA2.2 Funktionen im /EGT-Promotor, welche nicht von TGA2.1
kompensiert werden konnen. Somit ist in vivo fir TGA2.1 keine transkriptionelle

Aktivierungsdoméne nachweisbar.

Es ist jedoch denkbar, dass es durchaus eine spezielle Rolle von TGA2.1 gibt, diese aber in
dem untersuchten Gewebe nicht zum Tragen kommt. Solche Redundanzen in Teilbereichen
zweier verwandter Proteine mit spezifischen Funktionen in anderen Zellfunktionen wurden
beschrieben (Fitzgerald et al., 1993; Pickett und Meeks-Wagner, 1995). In diesem
Zusammenhang ist zu kliren, ob es sich um funktionelle Unterschiede der beiden Proteine
handelt (z.B. bedingt durch die unterschiedlichen N-Termini von TGA2.1 und TGA2.2) oder
einfach um ein Ergebnis unterschiedlicher Expressionsmuster (so ist es denkbar, dass TGA2.1
in Epidermiszellen, nicht aber Geleitzellen exprimiert wird, wihrend das Expressionsmuster
von TGA2.2 genau umgekehrt wiére). Viele Gene sind in der Entwicklung sehr genau
reguliert und differenzielle Expression ist stark abhingig vom Zelltyp (Sterky et al., 1998).
Aus diesen Griinden scheint es lohnend, andere Zelltypen zu untersuchen (z.B. Epidermis-,
Stomata-, Mesophyllzellen). Zwei experimentelle Ansétze bieten sich zur Beantwortung

dieser Frage an. Zum einen konnte iiber in situ—Hybridisation geklart werden, ob es in den
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einzelnen Zelltypen zu einer differentiellen Expression des einen TGA-Faktors kommt,
wéhrend das Transkript des anderen TGA-Faktors nicht detektierbar ist. Ein weiterer Ansatz
wire die Isolation der Promotoren der Transkriptionsfaktoren TGA2.1 und TGA2.2, um mit
Promotor-Reportergenfusionen die zellspezifische Expression der Transkriptionsfaktoren zu

klaren (Jefferson, 1987; Jefferson et al., 1987).

Moglicherweise ist aber auch der in dieser Arbeit gewihlte experimentelle Ansatz der
Uberexpression nicht geeignet, da andere Faktoren limitierend sind. Die Erstellung von
transgenen Pflanzen, in denen kein bzw. geringste Mengen TGA2.1 oder TGA2.2 vorliegen,
mit Hilfe der RNAi-Methode bietet in diesem Fall eine Losung (Chuang und Meyerowitz,
2000; Smith et al., 2000; Waterhouse et al., 1998). Ein weiteres Spektrum an Zielgenen wére
fiir diese Untersuchungen erstrebenswert. So ist denkbar, dass spezifische TGA2.1-
Funktionen nicht erkannt wurden, da der Transkriptionsfaktor in den untersuchten Genen
keine spezifische Rolle hat, wohl aber in anderen Promotoren, die nicht untersucht wurden. In
den RNAi-Pflanzen wiirde die Methode des 'differential displays' zur Anwendung kommen,
um Gene zu identifizieren, die verdnderte Transkriptmengen aufweisen und somit potentielle
Zielgene sind. Ein alternativer Weg zum 'differential display' fiir die Identifikation von
verdnderten Transkriptmengen in den RNAi-Pflanzen ist die Verwendung von 'microarrays'
(Maleck et al., 2000; Schenk et al., 2000). Derzeitig ist jedoch kein 'chip' mit ausreichend
vielen Tabak-ESTs verfiigbar.

Das Ausschalten beider TGA-Faktoren tiber die RNAi-Methode sollte in Erwégung gezogen
werden, da bekannt ist, dass sich TGA2.1 und TGA2.2 in einigen Funktionen tiberlappen. So
fiihrte z.B. erst das Ausschalten der drei Transkriptionsfaktoren SEP1, SEP2 und SEP3, die
alle eine Rolle bei der Bliitenentwicklung spielen, zu einem drastischen Phéanotyp, wihrend
die Eliminierung eines Gens sehr wenig Auswirkung auf die Bliitenentwicklung hatte (Pelaz
et al., 2000; Bouche und Bouchez, 2001). Solche funktionellen Redundanzen wurden auch bei
den SHATTERPROOF Genen SHP1 und SHP2 beobachtet, bei denen ebenfalls das
Ausschalten eines einzelnen Genes zu keinem erkennbaren Phinotyp fiihrte, die Eliminierung

beider Gene dagegen deutliche Anderungen zur Folge hatte (Liljegren et al., 2000).

Ein letzter wichtiger Aspekt fiir die Entschliisselung der Rolle der Transkriptionsfaktoren im
ASF-1-Komplex ist die Identifizierung von assoziierten Proteinen, die eine entscheidende
Rolle bei der Regulation der DNA-Bindung des ASF-1-Komplexes spielen konnten. Im Falle
von TGAla gibt es ein 120 kDa-Protein, das an den C-Terminus von TGAla im nicht-

induzierten Zustand bindet und somit die DNA-TGA 1a-Bindung zu unterdriicken scheint. Ein
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Modell dieser Art fiir einen Repressor von SARP wurde bereits 1996 von Jupin und Chua
vorgeschlagen. Diese postulierten assoziierten Proteine sind unter Umstdnden spezifisch fiir
jeweils einen der beiden TGA-Faktoren. Eine experimentelle Vorgehensweise wire in diesem
Zusammenhang, wie im Falle von TGAla-assoziierten Proteinen iiber Immunoprézipitation
und/oder iiber das Hefe-Zwei-Hybrid-System assoziierte Proteine zu identifizieren (Johnson

et al., 2001).
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6 Zusammenfassung

Das aus dem CaMV35S-Promotor stammende cis-Element activation sequence-1 (as-1)
vermittelt in hoheren Pflanzen die Salizylsdure-, Methyljasmonat- und Auxin-induzierte
Expression von Genen. Das as-/-Element wurde als funktionelles cis-Element in
Pflanzenpromotoren nachgewiesen, die durch diese Signalsubstanzen induziert werden. Der
an das as-/-Element bindende Proteinkomplex SARP/ASF-1 beinhaltet in Tabakblattgewebe
den bZIP-Transkriptionsfaktor TGA2.2 als Hauptkomponente.

Um die Funktion von TGA2.1 in vivo zu untersuchen, wurden transgene Pflanzen
hergestellt, die TGA2.1 ektopisch iiberexprimierten. In diesen Pflanzen war die
Induzierbarkeit des das as-/-Element enthaltenden Promotors des N¢/03 Gens auf Gabe von
Salizylsdure, Auxin und Methyljasmonat signifikant erhoht. Bereits vorhandene Pflanzen, die
TGA2.2 in vergleichbaren Mengen {liberexprimierten, zeigten eine dhnliche Reaktion, so dass
beide Faktoren in Bezug auf den N¢/03-Promotor redundant sind. Ein voneinander
abweichendes Verhalten der beiden TGA-Faktoren zeigte sich beim I[EGT-Promotor.
Wihrend die Uberexpression von TGA2.2 bei der SA-Induktion zu einer signifikanten
Steigerung der Transkriptmenge fiihrte, hatte die TGA2.1-Uberexpression keinen Einfluss.

Des weiteren wurden Pflanzen hergestellt, die eine TGA2.1-Mutante (TGAZ2.1traD)
exprimierten, welche eine Mutation in der DNA-Bindedoméne enthielt und in denen es somit
zu einer transdominanten Suppression kam. Die TGA2.1traD-Pflanzen wiesen genauso wie
TGA2.2-transdominante Suppressorpflanzen (TGA2.2traD) in Gelverzogerungsexperimenten
(EMSA) eine geringere Retardation der as-/-Sonde auf als w.t.-Extrakte. Bei EMSA-
Experimenten mit Zellkernproteinen kam es nur bei den TGA2.2traD-Pflanzen zu einer
Reduktion der retardierten Fraktion. In TGA2.1traD-Pflanzen hatte eine SA-Induktion nur auf

den Nt103-Promotor Einfluss und fiihrte zu einer Verminderung der Transkriptmenge.

Fir die immunochemische Charakterisierung sowie flir Gelverzogerungsexperimente
wurden neue Proteinextraktionsmethoden erarbeitet, bei denen die proteolytische Spaltung
von TGA2.1 in Gesamtzellextrakten bzw. in denaturierten Kernextrakten vollstindig
unterdriickt wurde. Damit konnte die TGA2.1-Prozessierung als Artefakt des
Proteinaufschlusses definiert und eine regulative Funktion in vivo ausgeschlossen werden. Die
entwickelten Extraktionsprotokolle fiihrten zu einer hoheren ASF-1-Aktivitdt und auch der

relative Anteil an TGA2.1 im ASF-1-Komplex in Gelverzogerungsexperimenten stieg an.
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8 Anhang

8.1 Abkilirzungen

2,4-D
% (V/v)
% (W/v)
w

°C
2,6-D
32p

A

A. tumefaciens
Abb.
abs.
AK
Amp
APS
AS
as-1
ASF-1
ATP
bp
BSA
bZIP
bzw.

C

ca.
CaMV

cDNA

CHX
Ci

cpm
d.h.
dATP
dCTP
ddT
DEPC
dGTP
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP

2,4-Dichlorophenoxyessigsdure
Volumenprozent
Gewichtsprozent

micro (x 107°)

Grad Celsius
2,6-Dichlorophenoxyessigsdure
Phosphorisotop der relativen Masse 32
Adenosin

Agrobacterium tumefaciens
Abbildung

absolut

Antikorper

Ampicillin

Ammoniumpersulfat
Aminosiure

activation sequence-1

activating sequence factor-1
Adenosintriphosphat

Basenpaar

Rinderserumalbumin

basische Doméne/Leucin-Zipper
beziehungsweise

Cytosin

zirka

Blumenkohlmosaikvirus ,,Cauliflower Mosaic

Virus*
Kopie-DNA von RNA-Sequenzen

Cycloheximid

Curie

Radioaktive Zerfille pro Minute

das heif3t
2’-Desoxy-Adenosin-5"-Triphosphat
2’-Desoxy-Cytidin-5"-Triphosphat
Didesoxythymidin
Diethylpyrocarbonat
2’-Desoxy-Guanosin-5"-Triphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleosidtriphosphat
doppelstrangige DNA
2’-Desoxy-Thymidin-5"-Triphosphat
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E. coli
EDTA
EMSA

EST
et al.
EtBr
EtOH
g

G
GST
Gus

HEC

HEPES

HRP
HSP
INA

IPTG
Kan
kb

kb
kD

LB
Lsg.

mces
MeJA

MES

min
mind.
MOPS
MS
MW

n

N. tabacum
NAA
OD
ODsoo
p

PAA
PCR

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
'electrophoretic mobility shift assay' =
Gelshift

'expressed sequence tags'
und andere

Ethidiumbromid

Ethanol

Gramm

Guanosin

Glutathion S-Transferase
B-Glucuronidase

Stunde(n)
Hydroxyethycellulose

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-

ethansulfonsdure

Meerrettichperoxidase 'horseradishperoxidase'
Heringssperma-DNA
'2,6-dichloroisonicotinic acid'

Isopropyl-1-thio-B-D-galaktosid
Kanamycin
Kilobasen

Kilobasen

Kilo-Dalton

Liter

Luria/Bertani-Medium

Losung

milli (x 107%)

molar

multiple cloning site, Polylinker
Methyljasmonsaure

2-Morpholino-ethansulfonsdure

Minute(n)

Mindestens
Morpholinopropansulfonsdure
Murashige und Skoog Medium
Molekulargewicht

nano (x 10™)

Nicotiana tabacum
a-Naphtalinessigsdure
optische Dichte

optische Dichte bei 600 nm
pico (x 107'%)

Polyacrylamid

polymerase chain reaction (=
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PEG

PIPES
PR
PVDF

RNA
RNAse A
ROS

RT

S

S.0.

SA

SAR
SDS

sec

SNN
SSC
ssDNA

Tab.
TAPS

Tagq
TEMED
Tris

u.a.
u.U.
/N
Upm
Vol

Vol
X-Gal

z.B.

Polymerasekettenreaktion)
Polyethylenglycol

negativ dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration
Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonséure)

pathogen related
Polyvinylidenfluorid

Ribonukleinsdure
Ribonuklease A

reactive oxygen species
Raumtemperatur
Sekunde(n)

siche oben

Salizylsdure

systemic acquired resistence
Natriumdodecylsulfat
Sekunden

Samsun NN, Tabakkultivar
standard saline citrat buffer
Einzelstrang-DNA

Thymin

Tabelle
N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-3-

aminopropansulfonsiure

Thermus aquaticus
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Unit (=Einheit) der Enzymaktivitit
unter anderem

unter Umstdnden

tiber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Ultraviolettes Licht

Volt

Volumen

Volumen
5-Chlor-4-Brom-3-Indolyl--D-
Galaktopyranosid

zum Beispiel
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