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A | Zusammenfassung

Das Protein BZI-1 aus Nicotiana tabacum gehdért zur Gruppe C der bZIP-
Transkriptionsfaktoren.  Durch ~ den  Homologievergleich  zu  den  verwandten
Transkriptionsfaktoren CPRF2, bZIP63 und OHP1 aus Petersilie, Arabidopsis und Mais
konnten die Proteindoméanen N, 1, 2, 3 und 4, sowie die basische Domédne definiert
werden. In der vorliegenden Arbeit sollte die Charakerisierung dieser Proteindoméanen in
den funktionalen Zusammenhéngen erfolgen.

Es konnte durch die EMSA gezeigt werden, dass die DNA-Bindung durch die basische
Doméne vermittelt wird. Als spezifisches cis-Element wird neben den G-Box und C-Box
enthaltenden Elementen eine chimére G/C-Box spezifisch gebunden. Die G/C-Box ist an
der Regulation von Auxin-induzierbaren Genen wie der GH3 beteiligt. Durch die transgene
Expression des BZI-1-AN-Derivates in Pflanzen zeigt sich eine reduzierte Auxin-Antwort.
Neben der DNA-Bindung vermittelt die basische Domane zusatzlich den Kernimport des
Transkriptionsfaktors. Durch die transiente Expression von BZI-1-GFP-Fusionsproteinen
konnten ca. 80% des Proteins kernlokalisiert nachgewiesen werden. Die Doméanen N, 1
und 2 sind an der Regulation der Kernlokalisation beteiligt. Der Kernimport wird durch die
NLS in der basischen Domane vermittelt.

Die durch das Hefe-System bekannte Interaktion zwischen dem Doméne 1-Bereich von
BZI-1 mit dem ANK1-Protein wurde durch die EMSA-Analyse in vitro belegt. Die Expression
des ANK1-Gen wird nach Pathogenstimulus transient negativ reguliert. Die Expression ist
BZI-1 unabhangig. Das ANK1-Protein ist vorwiegend cytosolisch lokalisiert.

Durch eine serinspezifische Phosphorylierung nach Pathogenstimulus in den Bereichen der
basischen Domdne und der Domdne 4 zeigt sich eine Einbindung von BZI-1 in
pathogeninduzierte Signaltbertragungen. Aufgrund der phénotypischen Abweichungen
nach Infektion von BZI-1-Deletionsderivat-exprimierenden Pflanzen konnte die Beteiligung
der Doménen N, 1, 4 und der DNA-bindenden Doméne in diesem
Funktionszusammenhang belegt werden.

Durch Expression von BZI-AN-Derivaten traten verkirzte Bliten, missgebildete Pollen und
molekular eine verringerte Expression des Gens fir den interagierenden BZI-4-bZIP-
Transkriptionsfaktors auf. Die Doméanen N, 1 und die DNA-bindende Doméne sind an der

gewebe- und entwicklungsspezifischen Signalverarbeitung beteiligt.



B | Einleitung
1 | Transkriptionsfaktoren

Um die Entwicklung einer Pflanze zu gewdhrleisten ist eine komplexe Genregulationen
notwendig. Der Einfluss von biotischen und abiotischen Faktoren auf eine Pflanze erhoht
zuséitzlich diese Komplexitat. Auf der transkriptionellen Ebene erfolgt in Eukaryoten eine
Regulation durch ein Netzwerk unterschiedlicher DNA-bindender Proteine mit variierenden
Affinitdten zu DNA-cis-Elementen. Diese Proteine werden als Transkriptionsfaktoren
bezeichnet und besitzen einen modularen Aufbau (PTASHNE et al., 1989). So werden die
Funktionen wie DNA-Bindung, transkriptionelle Aktivierung oder Interaktion mit anderen
Proteinen Uber bestimmte, als Domdnen bezeichnete Bereiche vermittelt. Die Analyse des
Genoms der genetischen Modellpflanze Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) zeigte
bisher, dass ca. 5 % der Gene fur Transkriptionsfaktoren codieren (RIECHMANN & RATCLIFFE,
2000). Von diesen sind bisher erst 10% néher charakterisiert. Aufgrund ihrer strukturellen
Besonderheiten werden diese transaktivierenden Proteine in unterschiedliche Klassen
eingeteilt. Eine Ubersicht Ober die wichtigsten Klassen der in Arabidopsis thaliana
bekannten  Transkriptionsfaktoren ~ wurde 2000 von  RIECHMANN &  RATCLIFFE
zusammengefasst. Diese Einteilung enthdlt, gestaffelt nach der Anzahl der bekannten
Vertreter die MYB-Faktoren; AP2/EREBP-Etylen REsponsives Bindendes Protein; NAC;
bHLH-basic Helix Loop Helix-Proteine; bZIP basic Zlpper-Proteine; HB-HomdoBox-
Proteine; Zink-finger-Proteine; MADS-Box-Proteine; WRKY-Faktoren und ARF-Auxin
Response Faktoren.

Eine Gruppe dieser Transkriptionsfaktoren erhielt ihren Namen nach einer basischen DNA-
bindenden Region und einem Leucin-Zipper-Motiv (bZIP). Der "Leucin-Reif3verschluss",
oder Zipper (engl.) ist auf Aminosdureebene eine hydrophobe Region mit einer
heptameren Wiederholung von Leucinen oder verwandten Aminosduren. Durch diese
Region kénnen sich Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen zu funktionalen Homo-
oder Heterodimeren zusammenlagern (LANDSCHULZ et al., 1988, MCKNIGHT, 1991).

Aufgrund der basischen Doméne und der benachbarten ZIP-Doméne in  der
Aminosduresequenz wurde der in dieser Arbeit untersuchte Transkriptionsfaktor N.t.BZI-1

(N.t.-Nicotiana tabacum) als bZIP-Transkriptionsfaktor klassifiziert. Die DNA-Bindeaffinitat



der bZIP-Proteine ist fir ACGT-Kernmotive am gréfBten. Die Sperzifitét eines bZIP-
Transkriptionsfaktors  fir sein cis-Element hangt von den weiteren, das Kernmotiv
umgebenden Nucleotiden ab (IZAWA et al., 1992). Durch die Interaktion mit einem anderen
bZIP-Protein zu einem Heterodimer kann die Spezifitdt der Bindung an cis-Elementen
veréindert werden. In der mittlerweile gut untersuchten Modellpflanze Arabidopsis thaliana
sind 75 Mitglieder der bZIP-Transkriptionsfaktor-familie beschrieben (JAKOBY et al., 2002).
Diese Faktoren sind in die Signaltransduktion der Pathogen-, Licht- und Stressantwort
eingebunden. Aber auch Entwicklungsprozesse, wie die Samenreifung und
Blutenentwicklung werden von ihnen beinflusst. Die Fahigkeit der Genaktivierung kann
durch unterschiedliche Mechanismen beeinflusst werden. So kann neben einer
transkriptionellen Regulation der Menge des Transkriptionsfaktors auch die Akfivitét eines
Faktors gesteuert werden (GBF1, KLIMCZAK et al., 1992). Der Zugang des Faktors zur DNA
kann durch eine cytoplasmatische Retention eingeschréankt werden (GBF2, TERZAGHI et al.,
1997). Eine Retention ist durch Maskierungen von Kernlokalisierungssignalen oder
Komplexbildungen mit anderen Proteinen méglich. Neben einer Retention ist auch das
aktive Ausschleusen aus dem Nucleus durch sogenannte Kernexportsequenzen bekannt
(HOOD & SILVER, 1999). Nicht zuletzt kann die Transaktivierung selbst durch Bindung von
Cofaktoren oder posttranslationalen Modifikationen beeinflusst werden. Ein  haufig
anzutreffender Mechanismus in  Sigaltransduktionswegen ist die Modifikation durch
Phosphorylierung (z.B. GBF1, KLIMCZAK et al., 1992). Durch eine Phosphorylierung kénnen
Proteininteraktionen gelést oder veréndert werden und die Tertigrstruktur des Faktors
modifiziert werden. Phosphorylierungen werden durch Kinasen vermittelt. Insbesondere im
Rahmen der Pathogenantwort der Pflanze konnten Aktfivierungen von Kinasen (Pto
Serin/Threonin kinase, MARTIN et al., 1993; Calcium-dependent Proteinkinase- CDPK,
ROMEIS et al., 1999, 2000, NUHSE et al., 2000) nachgewiesen werden. Ebenso besitzen auch
Dephosphorylierungsereignisse Auswirkungen auf die Pathogenantwort. So kann durch
eine Mutation von Kinasen die Resistenz erhoht werden (EDR1, eine MAPKKK, FRYE et al.,
2001). Dies zeigt, dass die dynamischen Verdnderungen im Phosphorylierungsstatus von
Proteinen einen wichtige Rolle im frihen Stadium der pathogen-vermittelten
SignalGbertragung  spielen. Dass  auch  die  DNA-Bindeeigenschaft ~ von
Transkriptionsfaktoren durch den Phosphorylierungsstatus beeinflusst werden kann, wurde

1997 durch den Faktor G/HBF-1 belegt (DROGE-LASER et al., 1997).



2 | Der bZIP-Transkriptionsfaktor BZI-1

Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Transkriptionsfaktor BZI-1 stammt aus Tabak
(Nicotiana tabacum). Er wird aufgrund seiner Homologie der Gruppe C der bZIP-
Transkriptionsfaktor-Familie zugeordnet (JACOBI et al., 2002). Diese Einteilung begrindet
sich in Homologieeigenschaften beziglich der basischen Doméne, des ZIP-Bereiches und
der weiteren Doménenstrukturen zwischen Arabidopsis-bZIP-Trankriptiosfaktoren. Dieser
Subfamilie gehéren, aufgrund der Homologie, der konservierten Exon-Intron-Struktur und
strukturellen Ahnlichkeiten auch CPRF-2 (Petroselinum crispum, WEISSHAAR et al., 1991) und
OHP 1 und OHP 2 (Zea mays, PYSH et al, 1993) an. Der vergleichbare, aus dem
Arabidopsis thaliana-Genom-Projekt bekannte Transkriptionsfaktor wird als bZIP63
bezeichnet (JAKOBY et al., 2002). Des Weiteren werden dieser Subfamilie die Faktoren aus
monokotylen Pflanzen, BLZ-1 (Gerste; Hordeum vulgare, VICENTE-CARBAJOSA et al., 1998)
und REB (Reis; Oryza sativa, NAKASE et al., 1997) zugeschrieben. Wéhrend dem CPRF-2
eine Funktion in der Lichtsignaltransduktion zugewiesen wird (HARTER et al., 1994), werden
den beiden mit Opaque-2 interagierenden Faktoren OHP1 und OHP2 Funktionen im
Bereich der Speicherproteinregulation zugeordnet (PYSH et al., 1993). Isoliert wurde BZI-1
urspringlich als G-Box (CACGTG)- und H-Box Ill (CACCTACC)- bindender Faktor durch
einen South-Western-Screen (DROGE-LASER et al., 1997). Dem, als G/HBF-1 bezeichneten,
isolierten Protein fehlte der N-terminale Teil und es wurde félschlicherweise der Sojabohne
(Glycine max) zugewiesen. Nach Reisolierung aus einer Nicotiana tabacum cv. SR1 c-
DNA-Genbank (A. EICK, 1999) konnte das vollstéindige BZI-1 Protein isoliert werden und die
genomische Exon-Intron-Struktur aufgeklért werden. Das translatierte Protein besitzt eine
Gréfle von 450 Aminosduren und ein berechnetes Molekulargewicht von 48,4 kDa. Die
Aminosdure- und DNA-Sequenz sind dem Anhang zu entnehmen (G | 1, G | 2). Das Gen
wird ubiquitér in der Pflanze exprimiert. Die Transkription unterliegt einer lichtabhdngigen
Regulation mit einer Verstérkung wéhrend der Nachtphase. Ca. 5 h nach Pathogenbefall
(Pseudomonas syringae und TMV) wird die Transkription leicht verstérkt (HEINEKAMP et al.,
2002). Es konnte an dem Protein eine Serin-spezifische Phoshorylierung und eine daraus
resultierende verstarkte DNA-Bindung nach Pathogenbefall nachgewiesen werden (DROGE-

LASER et al., 1997).



3 | Die Doménenstruktur von BZI-1

Transkriptionsfaktoren besitzen einen modularen Aufbau (PTASHNE, 1988), das bedeutet,
unterschiedliche ~ Funktionen  (wie z.B.  DNA-Bindung, Transaktivierung  oder
Proteininteraktionen) werden durch Doménen mit charakteristischen Eigenschaften
vermittelt. Aufgrund eines Homologievergleiches von N.t.BZI-1 mit verwandten
Transkriptionsfaktoren lassen sich Gbereinstimmende Bereiche finden. Diese Bereiche
werden aufgrund ihrer strukturellen Charakteristika und der evolutiondren Konservierung
als Doménen bezeichet. |hnen werden aufgrund dieser Eigenschaften Funktionen
zugeschrieben. Die folgende Abbildung B-1 zeigt die Zuordnung der Doménen im
Vergleich zu den nah verwandten Faktoren CPRF-2 (Petroselinum crispum), bZIP63
(Arabidopsis thaliana), REB (Oryza sativa), BLZ-1 (Hordeum vulgare) OHP-1 und 2 (Zea

mays) und die schematische Ubersicht.
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Abb. B — 1: a. Homologievergleich der Transkriptionsfaktoren

Nt BZI-1 (Nicotiana tabacum), Pc CPRF-2 (Petroselinum crispum, WEISSHAAR et al., 1991), At bZIP63 (Arabidopsis
thaliana, JAKOBY et al., 2002), Os REB (Oryza sativa, YANG et al., 2001), Hv BLZ-1 (Hordeum vulgare, VICENTE-
CARBAJOSA et al., 1998), Zm OHP1 (Zea mays, PYSH et al., 1993) und Zm OHP2 (Zea mays, PYSH, et al., 1993) mit
Kennzeichnung der konservierten Bereiche: N: N-terminale Doméne; D1: Doméne 1;D02: Doméne 2; BD: basische
Doméne; ZIP: Leucin-Zipper; D3: Doméne 3 und D4: Doméne 4. Die dunkel unterlegten Aminosduren sind identisch.

b. Schematische Doménenstruktur von N.t.BZI-1 abgeleitet aus dem Vergleich zu anderen Faktoren. N: N-terminale
Doméne; I: Doméne 1;ll: Doméne 2; bas: basische Doméne; Leucin-Zipper: Leucin-Zipper; llla und Illb: Doméne 3,
(wobei lllb in a. nicht gekennzeichnet ist) und IV: Doméne 4

Durch den Aminoséuresequenzvergleich lieBen sich neben der basischen DNA-bindenden
Doméne und dem Leucinzipper funf weitere konservierte Doménen definieren. Die
Doméne N am N-Terminus des Proteins besitzt einige Proline und damit
Struktureigenschaften einer Aktfivierungsdoméne (SCHWECHHEIMER et al., 1998, SRENGER-
HAUSSELS & WEISSHAAR, 2000). Im verwandten Gerste (Hordeum vulgare)-Protein BLZ-1
konnte den 203 N-terminalen Aminosduren (bis zur DNA-Bindedomdne) 85% der
Aktivierungseigenschaft des Gesamtproteins im Hefe-"two-hybrid"-System nachgewiesen
werden. BLZ1 werden die Funktionen der Genaktfivierung im Endosperm zugewiesen
(VICENTE-CARBAJOSA et al., 1998). Fir die Doméane N von BZI-1 belegen Daten aus dem
Hefe-System die aktivierende Eigenschaft (STRATHMANN et al., 2001). Zusétzlich konnte eine
ca. 2-fache Verstarkung der Reportergenaktivitét in transienten Reportergenassays mit
Mesophyll-Protoplasten duch die N-terminale Doméne von BZI-1 nachgewiesen werden
(HEINEKAMP, 2002).

Die Doméne 1 (D1) weist eine Peptidsequenz auf, die in der Lage ist, eine a-Helix zu
formen. Diese konnte eine potentielle Protein-Protein-Interaktion erméglichen. Durch eine
Hefe-Interaktionsanalyse konnte das Protein ANKT1 identifiziert werden (K. HORVAY, 2001).
Die Interaktion konnte in dem Bereich zwischen den Doménen N und 2 des BZI-1-Proteins
(Aminosduren 73-241) eingegrenzt werden. Zusdtzlich liegt in diesem Bereich eine

potentielle SDPK-Phosphorylierungsstelle.



Die strukturelle Besonderheit des interagierenden ANK1-Proteins stellten vier sogenannte
Ankyrin-Repeats im C-terminalen Teil dar. Diese Ankyrin-Repeats erhalten ihren Namen
von dem Ankyrin-Protein, das im Cytoskelett von menschlichen Erythrocyten entdeckt
wurde (LUX et al., 1990). Von SEDWICK und SMERDON wurde 1999 die Konsensussequenz auf
Aminosdureebene beschrieben. Ein Ankyrin-Repeat beinhaltet 33 Aminosduren, wobei
zwei a-Helices auf beiden Seiten von je 2 B-Faltblattstrukturen umgeben sind. In der
folgenden Abbildung B-2 sind die Sekundér- und Tertiarsruktur der Ankyrindoménen
abgebildet.

Sekunddarstruktur : Tertidrstruktur :

D--G-TPLHLA---G---VV-LLL--GADVNA-

M Ankyrin Kernmotiv 1

- -

- o
-

=)= — )= ~nkyrin Kemmotiv 2

-G-TPLHLA---G---VV-LLL--GADVNA-D-

Abb. B — 2: Sekundér- und Tertidrstruktur von Ankyrin-Repeat-Doménen.

In der Sekundérstruktur ist die Konsensussequenz (SEDWICK and SMERDON, 1999) angegeben. Die Pfeile (rechts:
orange) bezeichnen die B-Faliblattstrukturen, die Balken (rechts: grin) die o-Helices. In der Abbildung der
Sekundérstruktur werden 2 Ankyrin-Repeats dargestellt. In der Abbildung der Tertidrstruktur représentiert der blauve
Bereich einen Ankyrinrepeat.

Den Ankyrin-Repeats wird insbesondere ein Funkfion als Protein-Protein-Interaktions-
Doméne zugeschrieben. Proteine mit Ankyrin-Repeats sind in allen Organismengruppen
mit unterschiedlichsten Aufgaben verbreitet. Einige der bekanntesten Vertreter sind das
Zellzyklus-regulierende CDC10p aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae; OLIVER et al., 1992)
und entwicklungsbiologisch relevante Transmembran-Rezeptoren wie Notch (Drosophila
melanogaster, WHARTON et al., 1985) oder LIN-12 (Caenorhabditis elegans, GREENWALD et
al, 1983). Ein weiteres regulatorisches Protein mit Inhibitoreigenschaften ist [kBa. Dieses
Protein bildet einen Komplex mit dem Transkriptionsfaktor NFxB, wodurch eine

Maskierung einer Kernlokalisierungssequenz (NLS) erfolgt und die Inhibierung durch eine



Cytoplasma-Retention des Komplexes bewirkt wird (JACOBS et al., 1998, HUXFORD et al., 1998).
NFkB besitzt seine Funktion in der Signaltransduktion von inflammatorischen Prozessen.
Ein weiteres Protein mit Ankyrin-Repeats aus der Pflanze (Arabidopsis thaliana) stellt das
NPR1(non-expressor of PR-Genes)-Protein dar. Durch Mutanten konnte gezeigt werden,
dass das Protein in die Salicylsdure-induzierte PR-Genexpression involviert ist. Es interagiert
mit Mitgliedern der TGA/OBF Familie der bZIP-Transkriptionsfaktoren TGA 2 und 3 (mit
TGA 5 und 6 schwach) aus Arabidopsis thaliana Gber den Ankyrin-Repeat (ZHOU et dl.,
2000). Eine entsprechende Interaktion verwandter Faktoren konnte auch in Tabak
nachgewiesen werden (NIGGEWEG et al., 2000). In Arabidopsis thaliana sind zudem zwei
ANK-homologe Proteine bekannt. Dies ist zum einen das ATPhos43 (Acc. Nr.:
AAB86516). Das Gen dieses Proteins ist auf dem Chromosom 2 lokalisiert und das Protein
wird nach Elicitierung phosphoryliert (PECK et al., 2001). Als zweites hochhomologes Protein
konnte das AKR2 (Acc. Nr.: AAD10949 oder ARP2 Acc. Nr.: CAB54873 oder AFT-Protein
Acc. Nr.: AAC33264) identifiziert werden. Das AKR2 wurde durch Interaktionen mit einem
14-3-3 Protein (GF14A) und der Ascorbatperoxidase (APX) identifiziert. Durch
Verringerung der AKR2-Menge in planta konnte, aufgrund einer verstarkten
Pathogenantwort und Resistenz, dem Protein eine Beteiligung in der Entwicklung der
Pathogenantwort nachgewiesen werden (YAN et al., 2002).

Die Doméne 2 (D2) zeichnet sich durch relativ viele saure Reste aus. Eine Funktion als
Aktivierungsdoméne konnte im Hefe-"two-hybrid"-System jedoch nicht nachgewiesen
werden (STRATHMANN, 1999). Zentral befindet sich in diesem Bereich eine, zwischen allen
Proteinen hoch konservierte, putative Caseinkinase-II-Phosphorylierungsstelle (-SDDD-,
PINNA, 1997). Dem verwandten Protein CPRF-2 konnte eine lichtregulierte Translokation in
den Kern nachgewiesen werden (KIRCHER et al., 1999). Als hierfir wichtige Domdnen werden
die Doménen 1 und 2 herausgestellt. Im Rahmen eines Modells wird eine cytosolische
Retention des Proteins durch eine intra- oder intermolekulare Interaktion unter Beteiligung
der Doméine 1 postuliert (KIRCHER et al.,1999).

Doméne 3 (D3) weist Ahnlichkeiten zu einer Domdéne aus dem tierischen
Transkriptionstaktor MyoD auf. Fir die entsprechende Domdne des CPRF-2 konnte durch
Deletionsstudien eine Verénderung der Dimerstabilisierung postuliert werden (ARMSTRONG
etal., 1992).

Die Doméne 4 weist zwischen den verwandten Faktoren ebenfalls eine hohe Ahnlichkeit

auf. Hier liegen an exponierten Stellen ebenfalls einige Serine als potentielle
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Phosphorylierungsstellen. Fir das vergleichbare Protein CPRF-2 konnte in der C-
terminalen Halfte (196-401 AA) ein lichtabhéngiges Phosphorylierungsereignis durch eine
40 kDa schwere, cytosolische Kinase nachgewiesen werden (WELLMER et al, 1999).

Der Leucin-Zipper im mittleren Bereich des Proteins vermittelt die Dimer-Bildung von bZIP-
Proteinen. Durch die Bildung von Homo- oder Heterodimeren kann die Spezifitat der
Bindung eines Transkriptionsfaktor-Komplexes an cis-Elemente in effektiver Weise reguliert
werden. So kann zum Beispiel durch eine Mengenverénderung eines Faktors in
unterschiedlichen Geweben die Zusammensetzung von Homo- und Heterodimeren
verschoben werden. Fir die bZIP-Transkriptionsfaktoren CPRF-1,-2 und -3 aus Petersilie
(Petroselinum crispum) konnte gezeigt werden, dass diese bevorzugt Heterodimere bilden
(ARMSTRONG et al, 1992). Der Faktor CPRF-4a zeigt ein  selekfives
Heterodimerisierungsverhalten mit CPRF-1 und eine Homodimer-Bildung. Nicht jedoch mit
dem BZI-1-verwandten Faktor CPRF-2 (KIRCHER et al., 1998). Des Weiteren konnten die
Faktoren CPRF6 und CPRF7 als CPRF2-interagierende Proteine identifiziert werden
(RUGNER et al., 2001).

In  Hefe-Interaktionsversuchen konnten mit BZI-1 im Bereich des Leucinzippers
interagierende Proteine isoliert werden. Die interagierenden Proteine sind relativ kleine
Transkriptionsfaktoren  mit  langen Leucin-Zipper-Bereichen (9 heptamere Leucin-
Wiederholungen). Sie wurden als BZI-2 (19,4 kDa), -3 (16,6 kDa) und -4 (15,6 kDa)
bezeichnet (STRATHMANN et al., 2002). Aufgrund ihrer Gréfle und Homologien im basischen-
und Leucin-ZIP-Bereich werden sie der Gruppe S zugeordnet (JAKOBY et al., 2002). Durch
die Hefe-"two-hybrid"-Analyse zeigte sich ein bevorzugtes Heterodimerisierungsverhalten
von BZI-1 mit diesen Gruppe S-Faktoren (STRATHMANN et al., 2001). Durch ein differenziertes
Dimerisierungsverhalten mit den bezeichneten Faktoren lésst sich so ein diffiziles
Signaltransduktionsnetzwerk mit der Verrechnung unterschiedlichster Umwelteinflisse
darstellen. Das interagierende BZI-2-Protein weist beispielsweise eine hohe Homologie
und ein vergleichbares Expressionsmuster zu dem Saccharose-reprimierten und "sink'-
gewebespezifisch-exprimierten ATB2 (ROOK et al., 1998) aus Arabidopsis thaliana auf. BZI-
3 wird im vegetativen Bereich der Pflanze nur schwach exprimiert und die Expression ist
ebenso wie bei dem verwandten bZIP-Transkriptionsfaktor TBZ17 (KUSANO et al.,1998)
Kalte-induzierbar. BZI-4 weist durch seine gewebespezifische Expression und damit
stamenspezifisch ermdglichte Heterodimerbildung mit BZI-1, auf die Verarbeitung von

entwicklungsbiologisch wichtigen Signalen hin.



4 | BZI-1 reguliert die Auxin-abhéngige Genexpression

Wie in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, fihrt die transgene Expression
von BZI-1-AN-Derivaten und Gberaktivierenden VP16-BZI-1-Derivaten in Pflanzen zu
Verénderungen im vegetativen Wuchs. Wahrend die BZI-1-AN-Derivat-exprimierenden
Pflanzen einen gestauchten Wuchs, vermehrte Seitensprosse und dunkelgrine Bldtter
besaBen, zeigten die VP16-BZI-1-Derivat induziert exprimierenden Pflanzen einen letalen
Phanotyp (HEINEKAMP, 2002). Die endogene Auxinkonzentration in den BZI-1-AN-Derivat-
exprimierenden Pflanzen zeigte keine Verdnderung gegeniber den Wildtyp-Pflanzen.
Durch die Analyse der Auxin-stimulierten Wuzelbildung von Blattexplantaten konnte auf
eine  Befeiligung des zu  untersuchenden  Transkriptionsfaktors  in  der
Auxinsignalverarbeitung geschlossen werden. Das Pflanzenhormon Auxin reguliert die
Zellelongation, die Zellteilung und die Differenzierung der Zellen (ABEL & THEOLOGIS, 1996).
Es ist beteiligt an der Ausbildung der Apikaldominanz, der tropistischen Ausrichtung, der
Ausbildung von Seitenwurzeln, von vasculdrem Gewebe und der Seneszenz von Bléttern
(MACDONALD, 1997). Aus dieser Vielzahl von Effekten ergibt sich auch die Komplexitat der
Auxinsignalverarbeitung und Einbindung von gewebe- und umweltspezifischen Einflissen
in den Auxinsignaltransduktionsweg. Auxin, oder Indol-3-Essigsdure (indole-3-acetic-acid,
IAA)  wird im Apikalmeristem der Pflanze synthetisiert. Aus dem Apex erfolgt ein
unidirektionaler Transport durch das vasculdre System zu den basalen Geweben (PALME &
GALWEILER, 1999). Soweit mittlerweile aufgeklart, erfolgt die Auxinsignalverarbeitung auf
molekularer Ebene Uber kleine kurzlebige kernlokalisierte Aux/IAA-Proteine mit hoch
konservierten Doménen (ABEL et al., 1994, WALKER & ESTELLE, 1998). Uber diese Domé&nen
kann eine Interaktion und Regulation mit Auxin-responsiven Faktoren (ARF) erfolgen. Diese
ARFs sind in der Lage an ARE oder AuxRE (Auxin-responsive Elemente) cis-Elemete mit der
Consensus-Sequenz TGTCTC (ULMASOV et al., 1995) zu binden und die Expression
spezifischer Gene zu regulieren. Die ARFs besitzen vier Doménen, von denen die erste
Doméne im N-terminalen Bereich die DNA-Bindung vermittelt. Die zweite ist ein
transaktivierender Bereich, dem im C-terminalen Teil des Proteins zwei Protein-
Interaktionsdomdnen folgen. Die eine vermittelt die Dimerisierung der ARFs untereinander,
die andere die Bindung an die Aux/IAA-Proteine. Die Auxin-induzierten Gene entstammen
unterschiedlichen Genfamilien und werden in unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Die drei

am besten charakterisierten Gruppen von Auxin-induzierbaren Genen sind die AUX/IAA-
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Gene (ABEL & THEOLOGIS, 1994), die SAUR Gene und die GH3-Gene. Die biochemische
Funktion der SAUR- und GH3-Gene ist bislang unbekannt. Die GH3-Genfamilie wurde
zuerst in der Sojabohne (Glycine max) und weiterhin im Tabak (Nicotiana tabacum) und
der Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) identifiziert. Im Promotorbereich der
G.m.GH3 konnten drei voneinander unabhéngig funktionierende AuxRE entdeckt werden
(ULMASOQV et al.,, 1995). Zwei dieser Elemente, D1 und D4, enthalten ein TGTCTC-Motiv,
welches an der Induktion der Transkription von GH3-Genen durch erhéhte Auxinmengen
beteiligt ist (ULMASOV et al., 1995). Das dritte Auxin-responsive Element wird als E1
bezeichnet und enthélt eine chimére G/C-Box mit ACGT-Kernmotiv (LIU et al., 1994). Fir
den bZIP-Transkriptionsfaktor GBF2 aus der Sojabohne (Glycine max) konnte gezeigt
werden, dass er in vitro an die G/C-Box bindet und in transienten Reportergenanalysen
von Karotten (Daucus carota)-Protoplasten die Auxin-induzierbare Transkription des GH3-
Promotors reprimiert (LIU et al., 1997).

Da der in dieser Arbeit untersuchte Transkriptionsfaktor BZI-1 eine vergleichbare G-Box-
Spezifitét wie GBF2 besitzt und zudem ein Einfluss durch die transgene Expression des BZI-
1-AN-Derivates auf die auxininduzierte GH3-Expression nachzuweisen war (HEINEKAMP et
al, 2002), stellt sich die Frage nach der Beteiligung von BZI-1 an der Regulation dieses

Auxin-responsiven Promotorelementes.

5 | BZI-1 ist in Signalwege der pflanzlichen Pathogenabwehr eingebunden

Aufgrund der transkriptionellen Aktivierung von BZI-1 nach Pathogeninfektion (HEINEKAMP et
al., 2002) und der Phosphorylierung von BZI-1-AN durch elicitierte Sojabohnen-Zellkultur-
Extrakte  (DROGE-LASER et al., 1997) liegt eine Beteiligung des untersuchten
Transkriptionsfaktors in der Signaltransduktion der Pathogenantwort nahe. Pflanzen
kénnen durch Pathogene wie Viren, Bakterien und Pilze existenziell bedroht werden. Im
Laufe der Evolution haben Pflanzen verschiedene Mechanismen zur Abwehr von
pathogenen Mikroorganismen entwickelt. So sind sie gegen die meisten potentiellen
Pathogene widerstandsfdhig und es existieren jeweils nur einige wenige Wirt-Pathogen
Beziehungen, in denen sich das Pathogen ausbreiten kann (EBEL & MITHOFER, 1998). Bei
einer Pathogenattacke wird nach dem Eindringen des Pathogens durch Zellwand und
Cuticula ein Abwehrmechanismus in der Pflanze ausgelést, der auf der Erkennung des
angreifenden Pathogens beruht. Diese Interaktion wird durch das Zusammenwirken von

pflanzlichen  Resistenz-Gen-(R)-Produkten  und  bakteriellen  avirulenz-(avr-)Faktoren
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ausgelost.  Eine Modellvorstellung  geht hier von einer Ligand-Rezeptor-éhnlichen
Interaktion aus, die eine Signalkaskade auslést. Als Ligand wirken auf Seiten des
Pathogens sogenannte Elicitoren. Dies sind Produkte von avirulenz-Genen, einzelner
Pathogenbestandteile, sekretierter Produkte, oder sogar in frihen Phasen der Infektion
produzierte pflanzliche Zellwandfragmente (EBEL & SCHEEL, 1997). Durch die Interaktion
zwischen dem Rezeptor und dem Elicitor "erkennt" die Pflanze das avirulente Pathogen und
es folgt die Gen-fir-Gen-Antwort mit der Folge der wirtspezifischen Resistenz (HAMMOND-
KOSACK & JONES, 1996). Wird die Interaktion gestért, oder fehlt eine Komponente in diesem
System, so kann eine verzégerte oder ausbleibende Abwehrantwort der Pflanze die Folge
sein. In diesem Fall vermehrt sich das virulente Pathogen schneller als der suszeptible Wirt
es abwehren kann. Ob die Pflanze resistent oder suszeptibel (empfanglich) fur ein
Pathogen ist, héngt von der zeitlichen Erkennung des Pathogens und dem folgenden
schnellen Aktfivieren der Abwehrmechanismen ab. Ziel der induzierten Pflanzenabwehr ist
es, das eindringende Pathogen direkt zu bekédmpfen, die Ausbreitung zu verhindern und
die Pflanze auf weitere potentielle Angriffe vorzubereiten. Als erste Reaktion auf das
Eindringen eines Pathogens konnte lokal eine Erhéhung von reaktiven Sauerstoff-Spezies
(ROS) nachgewiesen werden (SUTHERLAND, 1991, LAMB & DIXON, 1997). Diese ROS kénnen
einerseits als "second messenger' in die Signalkaskade zur Induktion von schitzenden
Proteinen einflieBen, anderseits direkt toxisch auf die eindringenden Pathogene wirken.
Durch die reaktiven Sauerstoff-Spezies kann zusétzlich eine Quervernetzung von
Zellwandproteinen erfolgen, welche den Angriff von pilzlichen Enzymen erschwert (BRADLEY
et al., 1992). Neben dieser Akkumulation von ROS, die auch als "oxidative burst" bezeichnet
wird, laufen Signalkaskaden mit unterschiedlichen Auswirkungen ab. Auf molekularer
Ebene konnten Aktivierungen von G-Proteinen und Proteinkinasen (BLUMWALD et al., 1998)
gezeigt werden. Die Modifikation von Proteinen durch Phoshorylierung oder
Dephosphorylierung ist ein wesentlicher Teil von schnellen Signalverarbeitungen. Durch
diese Phosphatibertragung im Rahmen der Signaltransduktion kommt es zur Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren und damit zur Induktion von Schutz- und Abwehrgenen. So
konnte die Anhdufung von Zell-entgiftenden  Glutathion-S-transferasen, H,O,-
produzierenden Peroxidasen oder Proteinaseinhibitoren beobachtet werden. Als
antimikrobiell wirksame Substanzen werden auch Phytoalexine in verstarktem Maf3
prOdUZieI’T (DIXON et al., 1983, DIXON & HARRISON, 1990, PAIVA et al., 1991). Dies geschieh’r

durch eine verstérkte Regulation von sekundéren Stoffwechselwegen. Als beteiligte Enzyme
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seien hier exemplarisch, die nach Pathogeninduktion transkriptionell induzierte
Phenylammoniumlyase (PAL, DIXON et al., 1983) und die Sesquiterpenecyclase (YIN et al.,
1997) genannt. Durch die verstdrkte Expression der PAL werden Resourcen in den
Phenylpropanstoffwechselweg (PPP) geleitet, an dessen Ende in einigen Féllen die
Produktion von Phytoalexinen oder Lignin steht. Die Sesquiterpenecyclase (5-epi-
aristolochene synthase: EAS, FACCHINI & CHAPELL, 1992) ist ein zentrales Enzym, welches
durch den Ringschluss von trans,trans-Farnesyldiphosphat  zu  bizyklischem 5-epi-
Aristolochen die Produktion des Phytoalexins Capsidiol (VOGEL et al., 1988) mitsynthetisiert.
Nach diesen schnellen Reaktionen der Pflanze auf Pathogene, die sich im Bereich von
Minuten bis Stunden bewegen, kommt es zu weiteren mittelfristigen Abwehrreaktionen am
Ort der Infektion. Als sichtbarer Effekt treten nach 8 - 24 Stunden am Infektionsort
nekrotische Lésionen auf. In dieser Hypersensitiven Reaktion (HR; AGRIOS, 1988) wird ein
lokal begrenzter, programmierter Zelltod ausgeldst (LAM et al., 2001), der zusammen mit den
anderen Abwehrmechanismen die Ausbreitung der pathogenen Organismen verhindert.
Parallel werden im infizierten Blatt die sogenannten PR(Pathogenesis-Related-)-Proteine
synthetisiert (KOMBRINK & SOMSSICH, 1997). Zu diesen zdhlen neben Glucanasen,
Chitinasen / Lysozymen einige weitere antimikrobiell wirksame Substanzen (STINTZI et al.,
1993). Neben der lokalen Abwehr bildet die Pflanze auch eine Art "erhéhte Bereitschaft" in
den nicht infizierten Bereichen aus. Diese erhdhte Resistenz wird als SAR (Systemic Aquired
Resistance, systemisch erworbene Resistenz; ROSS, 1961) bezeichnet und zeichnet sich
molekular in der Expression von PR-Genen aus (WARD et al., 1991). Hierdurch ist die Pflanze
gegen weitere Sekundarinfektionen durch andere Pathogene besser geschitzt (RYALS et al.,
1996). Die SAR bildet sich ca. 1 - 2 Wochen nach der Erstinfektion aus und hdlt ca. 4 - 6
Wochen an. Als ein wichtiges Signalmolekil, das zur Auspréagung der SAR und Expression
von PR-Genen beitrégt, konnte die Salicylséure (SA) identifiziert werden (Ubersicht: MURPHY
et al., 1999, KLESSIG & MALAMY, 1994). In infizierten Blattern kann eine Steigerung der
Salicylséuremenge um das 20 — 50-fache nachgewiesen werden. In Pflanzen ohne
Salicylséure (durch Expression einer bakteriellen Salicylathydroxylase, nahG) kann sich
hingegen keine SAR entwickeln (DELANEY et al., 1994). So konnte in in vivo-labeling-
Experimenten ein weiterer Transport von Salicylséure durch die infizierten Gewebe gezeigt
(SHULAEV et al., 1995), aber die Funktion als mobiles, SAR-auslésenden Signals nicht
eindeutig belegt werden. Im Bereich des Signalweges konnten bisher einige Faktoren

charakterisiert  werden. So interagiert die SA mit SA-bindenden Proteinen mit
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nachfolgenden Phosphorylierungsereignissen (SIPK, SA-induzierte Proteinkinase, ZHANG &
KLESSIG, 1991). Des Weiteren ist die essentielle Bedeutung eines Ankyrin-Doménen-
beinhaltenden Proteins in der Signalkette (NPR-1) gezeigt worden. Es konnten auch auf
Promotorebene Salicylséure-responsive cis-Elemente identifiziert werden (as-1-Element,
QIN et al., 1994). Die Signalverarbeitung, die zur Ausprdgung der SAR fihrt, wird zusétzlich
durch Jasmonséure und Ethylen (PIETERSE & VAN LOON, 1999) beeinflusst. Ebenso gibt es
aber einige Pathogen-stimulierte Gene, deren Expression Salicylsdure- und Ethylen-
unabhdngig verléuft.

Diese Ergebnisse zeigen ein komplexes Netzwerk mit vielen zusatzlichen, zu verarbeitenden
Seiteneinflissen, welches die unterschiedlichen Abwehrmechanismen der Pflanze auslést.
Auch die Auxin-Homoéostase ist ein wichtiger Punkt fir die korrekte Pathogen-ausgel&ste
Signalkaskade zur Pflanzenabwehr. So konnte ein Regulator (DTH?-Detachment-Mutante
Nr.9) fir ein Auxin-inhibiertes Gen einer anionischen Peroxidase (CEVI-1) isoliert werden
(MAYDA et al., 2000q). In dth9-Pflanzen konnte neben der Insensitivitét gegeniber exogen
applizietem Auxin eine verstdrkte Suszeptibilitat der Pflanzen gegentber Pathogenen
verzeichnet werden. In diesen Auxin-insensitiven Arabidopsis thaliana dth9-Mutanten kann
so die durch Pathogene verstarkte, aber SalicylsGure-unabhéngige Expression einer
Peroxidase (CEVI-1) beeinflusst werden (MAYDA et al., 2000b). Dies zeigt eine molekulare
Verknipfung der Auxin- und SA-unabhdngigen Pathogenantwort Gber ein als DTH9
bezeichneten Regulator.

Durch  die vergleichbare  Auxin-Insensitivitdt in den  BZI-1-AN-exprimierenden
Tabakpflanzen und der nachgewiesenen transkriptionellen und posttranslationalen
Aktivierung von BZI-1 nach Pathogeninduktion stellt sich die Frage nach dem
Zusammenhang dieser Funktionen und der Beteiligung der einzelnen Doménen von BZI-1

bei der Erfillung dieser Aufgaben.
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6 | Zielsetzung der Arbeit

Durch den Vergleich der verwandten Transkriptionsfaktoren konnten die konservierten
Doménen des Transkriptionsfaktors BZI-1 definiert werden. Da Transkriptionsfaktoren
einen modularen Aufbau besitzen, ist davon auszugehen, dass die einzelnen Doménen
spezifische Aufgaben im Verlauf der Aktivitét von BZI-1 Gbernehmen. Ziel dieser Arbeit ist
es diesen Doméinen die spezifischen Funktionen zuzuweisen.

Mit Hilfe von in vitro-Analysemethoden soll der Einfluss der Doménen auf die DNA-
Bindung des BZI-1-Transkriptionsfaktors untersucht werden. Hierbei soll die Spezifitat der
basischen Doméne fir DNA-cis-Elemente und die Funktionen der weiteren Domdnen in
diesem Zusammenhang untersucht werden.

Durch einen Kinase-Assay sollen Phosphorylierungsereignisse als posttranslationale
Modifikationen nach unterschiedlichen Stimuli  nachgewiesen werden. Durch eine
Grobkartierung  der  Phosphorylierungsstellen  kann  so  méglicherweise  eine
Funktionszuweisung an die Doménen erfolgen.

Eine Charakterisierung der Funktion der Doméne 1 ist maglicherweise durch eine weitere
Analyse der Interaktion mit ANK1 méglich. Es soll aufgeklart werden, ob die detektierte
Interaktion eine funktionale Beteiligung an der Translokation des BZI-1 in den Kern besitzt
oder die DNA-Bindung beeinflusst.

Die Funktion der putativen Kernlokalisierungssequenz in der basischen Doméne und
eventuelle Einflisse der anderen Domdnen sollen durch transiente Expressionstudien von
BZI-1-GFP-Fusionsproteinen in Tabakmesophyll-Protoplasten analysiert werden.

Um die komplexen Zusammenhénge im Rahmen der Pathogenantwort und dem damit
verbundenen Einfluss der Auxin-Signaltransduktion zu verstehen, sollen transgene Pflanzen
hergestellt und die Funktion des Transkriptionsfaktors BZI-1 in planta analysiert werden.
Durch die unterschiedlichen phanotypischen Veranderungen der BZI-1-AN-exprimierenden
Pflanzen war ein System zur Analyse von Doppeldeletionsderivaten vorhanden. Durch die
zuséitzlich eingefigten Domdnendeletionen soll durch die Revertierung des Phénotyps in
den unterschiedlichen Funktionszusammenhéngen ein Nachweis der Relevanz der
einzelnen Doménen in planta zu fGhren sein. Als Funktionszusammenhénge sollen die
Auxin-Antwort, die Blutenentwicklung und Pollenbildung und die Pathogenantwort

charakterisiert werden.
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C | Material und Methoden

1| Material

1|1 Geréte

Gerét Modell Hersteller/Lieferant
Autoklav 3870 ELV Tuttnauer
Automatische Pipetten 2,20,200,1000 Gilson

Biofuge pico Heraeus
Bioimager (Phosphoimager) BAS-1000 Fuj

Digitalkamera Coolpix Nikon
Elektroporationsapparatur Gene pulser® 11 BioRad

Elektroelutionsapparatur
Fluorometer
Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoresekammer
Gelelektrophoresekammer(PAGE) |
Gelelektrophoresekammer(PAGE) |l
Geltrockner

Gefriertruhe -80 °C
Handmonitor

Heizblock

Heizrihrer
Hybridisierungsofen
Hybridisierungswasserbad
Inkubationsschrénke
Kihlzentrifuge
Laserscanningmikroskop
Netzgerat

Netzgerat

PCR-Gerdt, MiniCycler™
Peristaltikpumpe

pH-Meter

Photometer
RNA-/DNA-Calculator
Scanner
Sequenzanalyseanlage
Speed vac Konzentrator
Spektralphotometer
Spektralphotometer fir Microtiterplatten
Sterilbank
Szintillationsmessgerat
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge, gekihlt
Ultraschallgerat
Ultrazentrifuge

Rotoren

UV-Transilluminator

Vortex
Wasseraufbereitungsanlage
Zahlkammer

Zentrifuge

Pulse Controller Plus

Elutrap (Schleicher und Schuell)

CytoFluorll Plate Reader
Axiovert 35

V15-17
Joey™ #JGC-4
Phero-Temp
C54285
Contamat

RCT basic
Belly Dancer

Sorvall RC 5B Plus
LSM-510

E 323

EC 105

PTC-150

Cyclo 1

HI 9321

Unikon 720 LC
GeneQuant Il
Scanlet 4c

ABI PRISM 310
SK 100 H
Novaspek Biochrom
MRX

Microflow Laminar W.

Biofuge pico
5403

Soniprep 150
Centrikon T-1065
TFT 30.58

TFT 65.13

FIX-20 M

L46

Option 4, Maxima
Fuchs-Rosenthal

UJ3S

Werkstatt der Universitat
PerSeptive

Zeiss

MWG Biotech
Werkstatt der Universitét
GIBCO BRL

AGS

Biotec-Fischer

New Brunswick Scientific
Eberline

Boekel Scientific

IKA Labortechnik
Bachhofer

Sorvall

WTC binder; Memmert
DuPont

Zeiss

Benedikt Heinemann

EC Apparatus Corporation
MJ Research, USA

Roth

Hanna Instruments
Kontron

Pharmacia

Hewlett Packard
Perkin-Elmer

Sarvant

LKB

Dynex

Nunc

raytest Isootopenmessgerdte GmbH
Heraeus Christ
Eppendorf

Scientific Instruments
Kontron

Vilber Lourmat
Labinco BV
ELGA

Brand

Christ
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1|2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Bradford-Reagenz

Dialysemembranen

Elektroporationskivetten

3MM-FlieBpapier

Glaser fur PHlanzensterilkultur

Glasmaterialien: Flaschen, Pasteurpipetten, Erlenmeyerkolben
Glaskugeln (2 mm Durchmesser)

Kunststoff-Einwegmaterial

Micro Spin™ G25 Column

Miracloth

NiNTA® - Resin

Nylon-Membran Nytran® N*

Parafilm M

Polyacrylamid (PAA)-Mix: 30 % PAA + Bisacrylamid (37,5 : 1)
Polyacrylamid (PAA)-Mix: 40 % PAA + Bisacrylamid (19 : 1)
PVDF-Membran Immobilon™.-P

Rantgenfilm Entwickler LX24

Réntgenfilm Fixierer AL4

Raéntgenfilme Cronex 4, Cronex 10T

Sephadex G50

1|3 Chemikalien

Chemikalien

Agar Bacteriological

Agarose SeaKem LE

Ampicillin

Ameisensdure

Antipain

Aprotinin
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bactopeptone
6-Benzylaminopurin (6-BAP)
B-Mercaptoethanol
Bovine-Serum-Albumin (BSA)
Bromphenol-Blau

Cefotaxim

Coomassie Brilliant Blue G-250
Cyanbromid
2,4-Dichlorphenoxyessigséure (2,4-D)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
N,N-Dimethylformamid (DMF)
dNTPs

o-¥P dATP; 800 Ci/mmol
a-32P dCTP; 800 Ci/mmol
y-32P dATP; 800 Ci/mmol
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethidiumbromid (EtBr)
Formaldehyd

Formamid

Gamborg s B5-Medium
HEPES

Hygromycin

Hersteller/Lieferant
Roth

Millipore

BioRad

Whatman

Weck

Brand, Schott

Roth

Biozym; Eppendortf; Greiner; Roth
Amersham
Calbiochem

Qiagen

Schleicher und Schuell
American National Can™
Roth

Roth

Millipore

Kodak

Kodak

DuPont

Pharmacia

Hersteller/Lieferant
Life Technologies
Biozym

AGS

Roth

SERVA

Sigma

Biometra

Difco

Sigma

Roth

Serva

Roth

Duchefa

Bio-Rad

Roth

Sigma

Roth

Sigma; Roth

J.T. Baker Chemicals B. V.
MBI; Roth
Hartmann Analytic
Hartmann Analytic
Hartmann Analytic
Sigma

AppliChem

Roth

Roth

Fluka

Duchefa

Roth

Duchefa
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Chemikalien Hersteller/Lieferant
Imidazol Sigma
Isopropylthiogalactosid (IPTG) BioTech Trade
Kanamycin Sigma
Kinetin Sigma
Leupeptin Serva
Linsmeier und SkoogMedium Duchefa
Magermilchpulver Glicksklee
2-[N-Morpholinolethansulfonsgure (MES) Sigma
Methylumbelliferon (4-MU) Sigma
Methylumbelliferyl-B-D-Glucoronid (MUG) Duchefa
MOPES Sigma
Murashige und Skoog Medium Duchefa
a-Naphthalinessigséure (NAA) Sigma
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Natriumazid Sigma
Natriumhypochlorid Roth
Nonidet P-40 Fluka
organische Lésungsmittel (Alkohole etc.) Merck; Roth
Pepstatin A BIOMOL
Phenol AppliChem
Phenylmethansulfonylchlorid (PMSF) Fluka

PIPES Roth
Polydesoxyinosin-desoxycytidylséure (Polydl/dC) Sigma
Ponceau Sigma
Rifampicin Duchefa

Salze for Puffer etc.
Salzséure (HC)

AppliChem; Merck
Merck

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth

Select Agar Life Technologies
Select Yeast Extract (Hefeextrakt) GIBCO BRL
Spermin Tetrahydrochlorid Sigma

Spermidin Sigma

TEMED BIORAD, Roth
Triton X-100 Roth

Trypton Oxoid

Tween-20 Roth

X-Gal BioTechTrade
X-Gluc Roth

Xylencyanol FF Roth

1|4 Kits

Kit Hersteller/Lieferant

BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit Perkin-Elmer

Enhanced Chemiluminescence™ Kit (ECL) AmershamPharmacia
Enhanced Chemiluminescence™ Plus Kit (ECL") AmershamPharmacia
Megaprime™ DNA Labelling Systems AmershamPharmacia

pGEM®-T Vector Systems Promega
Qiagen Plasmid-Preparations Kit (Midi/Maxi) Qiagen
QIlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIlAquick Gel Extraction Kit Qiagen

RNeasy Plant Mini Kit Qiagen



115 Nucleinséuren

115]1 Oligonucleotide

Die Oligonucleotide wurden nach Vorgabe der Basensequenz von der Firma Pharmacia Biotech oder MWG synthetisiert
und in lyophilisierter Form geliefert.

Oligonucleotid | Sequenz 5" - 3’ Verwendung
OL20 GAT CGA AGA AAG CAG GCC CAT CTG ACA GAA C Deletion BD-BZI1
OL21 TC GAG TTC TGT CAG ATG GGC CTG CTTTCT TC Deletion BD-BZI1
OL33 CT AGA TGT GGA ACT CAA GGC AGG GGA GAG CAATAA G Deletion D4-BZI1
OL34 TC GAC TTA TTG CTC TCC CCTGCC TTG AGT TCC ACAT Deletion D4-BZI1
oL35 CT AGC AAG CTT CAA GGC ATG Deletion D2-BZI1
OL36 ATC CAT GCCTTG AAG CTT G Deletion D2-BZI1
mkANK2 CCATGG ACC TGC AGA ACAACA CATCTITTCT C ANK
mkANK3 AGA TCT GAA TTC ATG TCT GAG GGA GAG AAA ANK
pAK4 GCG GAG CAG ATA GCG AAAGAT C Sequenzierung ANK1
pAK2 GGT GCT ACC TCT TCC GCA ATA CCT Sequenzierung ANK1
Uni AGG GTT TTC CCAGTC ACG TT Sequenzierung
Rev GGA AAC AGC TAT GAC CAT G Sequenzierung
GFP1 CAA CCATTA CCT GTC CAC AC Sequenzierung
GFPII TTC AGG GTC AGC TTG CCG TAG G Sequenzierung
P40 GCC GGT ACCTCCACTTCATCT C Sequenzierung D1
P47 GAT TCT CAT CCTTGATCT CCACGA CGT C Sequenzierung N
P49 CTC TAC AGC TCA CGA CAA AGG ATC AGA G Sequenzierung D2
P50 CAA CCA GTG GTT CAT CTA GAG AGC AAT CTG Sequenzierung BD
P80 GGA AGA TCT ATATGG AGC GGG TCT TCT CCATGG BZI
P81 CCTAGATCT CTC TGC TCT CCC CTG CCTTGACTT C BZI
G-Box for AAT TCT CCC TTATTC CAC GTG GCC ATC CGG GRA
G-Box rev CTA GTC CGG ATG GCC ACG TGG AAT AAG GGA GRA
G-mut for AAT TCT CCC TTATTC CAC TGT GCC ATC CGG A GRA
G-mut rev CTA GTC CGG ATG GCA CAG TGG AAT AAG GA GRA
GH3-Box for AAT TCG AGA ACT TTT GCT GAC GTG GCG ACA CAT CTG GAC | GRA

CCA
GH3-Box rev C TAG TGG GTC CAG ATG TGTCGC CAC GTC AGC AAA AGT GRA

TCT CG
GH3-mut for AAT TCG AGA ACT TTT GCT TTC GAT TTG ACA CAT CTG GAC GRA

CCA
GH3-mut rev C TAG TGG GTC CAG ATG TGT CAA GTC GAA AGC AAA AGT TCT | GRA

CG
C-Box for AAT TCT CCC TTA TCT GAC GTC AGC ATC CGG A GRA
C-Box rev CT AGT CCG GAT GCT GAC GTC AGA TAA GGG AG GRA
C-mut for AAT TCT CCC TTATCT GAC TGT AGC ATC CGG A GRA
C-mut rev AT AGT CCG GAT GCT ACA GTC AGA TAA GGG AG GRA
CA-l GTG TTG CAC GTG ATA CTC ACC TAC CCT ACT TCC TAT CCA GRA
CA-II TGG ATA GGA AGT AGG GTA GGT GAG TAT CAC GTG CAA CAC | GRA
as-1 for GAA TTC ACT GAC GTA AGG GAT GAC GCA CAA TCC CAC TAG  GRA

T
as-1 rev A CTA GTG GGA TTG TGC GTC ATC CCT TAC GTC AGT GAATTC  GRA

Die Schmelztemperatur der Oligonucleotide wird gemé&B der Formel von BOLTON und McCARTHY, 1962
berechnet:

T.[°Cl= 69,3 + 0,41 x (% GC) -(650/n)

wobei n=Anzahl der Basen und T, =Schmelztemperatur
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1152 Plasmide

Bezeichnung
pANK-GFP

pGAD-ANK
pGAD-BZI2
pGAD-BZI3
pGAD-BZI4

pBinHygTX

pBinGHHA
pBinantiGH
pBluescriptlIKS
pBZITAN

pBZI1-ANHAAD?

pBZI1-ANABD
pBZI1-ANHAADA4
pBZI1

pBZITHA
pBZI1-GFP
pBZI1AN-GFP
pBZI1AD1-GFP
pBZITANAD]-
GFP
pBZI1AD2-GFP
pBZI1ANAD2-
GFP
pBZI1ABD-GFP
pBZI1ANABD-
GFP
pBinBZI1ANABD

pBinBZI1-
ANHAAD1

Beschreibung

pHBTL-sGFP-Derivat, ANK-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp’

Hefe-Expressionsvektor mit ANK-
Aktivierungsdomdnenfusion, Amp'
Hefe-Expressionsvektor mit BZI2 (BZI1-interagierender
N.t+.bZIP TKF)-Aktivierungsdomanenfusion, Amp"
Hefe-Expressionsvektor mit BZI3 (BZI1-interagierender
N.t+.bZIP TKF)-Aktivierungsdomanenfusion, Amp"
Hefe-Expressionsvektor mit BZI4 (BZI1-interagierender
N.t+.bZIP TKF)-Aktivierungsdomanenfusion, Amp"
pBinHyg-Derivat (Becker, 1991), enthélt Fragment aus dem
TX-Promotor und pAocs, mcs; Hyg" in Pflanzen; Kan"in
Bakterien

pBinHygTx-Derivat mit N.t.bzi-1ohne N-terminus mit 5
fusionierter HA-tag-Sequenz

pBinHygTx-Derivat, enthélt ein 677bp-Antisense-Fragment d

g/hbf-1, Kan'

Sequenziervektor mit uni-, rev-Primerbindestellen;

Amp'

pUCA7Tx-Derivat, enthélt das N.t.bzi-1 ohne N-Terminus,
Amp'

Derivat des pUCA7Tx, enthalt das im Bereich der Doméne
D2 deletierte N.t.bzi-1 ohne N-Terminus, mit fusioniertem
HA-tag; Amp’

Derivat des pUCA7Tx, enthalt das im Bereich der basischen
Doméne deletierte N.t.bzi-1 ohne N-Terminus, Amp'
Derivat des pUCA7Tx, enthélt das im Bereich der Doméne
D4 deletierte N.t.bzi-1 ohne N-Terminus mit fusioniertem
HA-tag; Amp’

pUCA7Tx-Derivat, enthalt das N.t.bzi-1, Amp’
pUCA7Tx-Derivat, enthélt das N.t.bzi-1ohne N-terminus
mit einer 5 fusionierten HA-tag-Sequenz, Amp’
pHBTL-sGFP-Derivat, BZI1-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp'

pHBTL-sGFP-Derivat, BZITAN-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp’

pHBTL-sGFP-Derivat, BZITAD1-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp’

pHBTL-sGFP-Derivat, BZITANAD1-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp"

pHBTL-sGFP-Derivat, BZITAD2-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp’

pHBTL-sGFP-Derivat, BZITANAD2-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp’

pHBTL-sGFP-Derivat, BZITABD-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp’

pHBTL-sGFP-Derivat, BZITANABD-GFP-Fusionsprotein zur
transienten Expression, Amp"

Derivat des pBinHygTx, enthdlt das N.t.bzi-1 ohne N-
Terminus mit deletierter basischer Doméine, Kan"

Derivat des pBinHygTx, enthdlt das N.t.bzi-1 ohne N-
Terminus mit deletierter Doméne D1 und fusioniertem HA-
tag, Kan'
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Diplomarbeit 2000
STRATHMANN et al., 2001

STRATHMANN et al., 2001
STRATHMANN et al., 2001

GATZ et al., 1992

T. HEINEKAMP,
Diplomarbeit, 1997
M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998
Clontech

M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998
M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998

M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998
M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998
T.HEINEKAMP, 2001
T. HEINEKAMP,
Diplomarbeit, 1997
diese Arbeit
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diese Arbeit
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diese Arbeit

diese Arbeit
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M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998

M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998
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pBinBZI1-
ANHAAD?2

pBinBZI1-
ANABD

pBinBZI1-
ANHAADA4

pCS2

pCHS-GFP

pEAS4
pET28a(+)
pGEM-T
pGEM-ANK
pHBT-L

pHBT-sGFP

pRanBP1a-GFP

pNES-CHS-GFP

pN12BZI1-GFP
pPR1a
plé.1

pl16.ANAD1

p16.ANABD

pl16.BZI1

pl1.24
p16BZIT1-ANABD
pUCA7Tx
pUC18

pUC19
pUCT19pGH3

pKSBZI1-AN
HAADA4

Derivat des pBinHygTx, enthdlt das N.t.bzi-1 ohne N-
Terminus mit deletierter Doméne D2 und fusioniertem HA-
tag, Kan'

Derivat des pBinHygTx, enthélt das N.t.bzi-1 ohne N-
Terminus mit deletierter basischer Doméne und fusioniertem
HA-tag, Kan"

Derivat des pBinHygTx, enthalt das N.t.bzi-1 ohne N-
Terminus mit deletierter Doméne D4 und fusionietem HA-
tag, Kan'

pBluescript Il KS-Derivat mit CS2 (N.t.Chalconesynthase)-
Promotor, Amp’

mAV4 5°-GFP-derivat, CHS(Petroselinum crispum)-
mGFP4-Fusion unter Kontrolle des 35S-Promotors mit nos-
Terminator, Amp’

pBluescript Il SK-Derivat mit EAS4 (N.t.5-epi aristochene
synthase) cDNA-Insert(1835bp) mit 188bp UTR, Amp’
Expressionsvektor mit T7-Promoter und lac-Operator; Kan'
pGEM-5Zf(+)-Derivat, EcoRV-linearisiert, 3" -dT-
Uberhdnge zur Klonierung und Sequenzierung von PCR-
Produkten, Amp’

pGEM-Derivat mit ANK PCR-Produkt

pUC18-Derivat, enthalt zusétzlich eingefigte Schnittstellen
zwischen HBT-Promotor und nos-Terminator, Amp"
pUC18-Derivat, enthélt den chiméren HBT-Promotor,
sGFP-S65T-Gen, nos-Terminator zur transienten
Expression, Amp'

mAV4 5°-GFP-derivat, RanBP1a (A.thaliana)-mGFP4-
Fusion unter Kontrolle des 35S-Promotors mit nos-
Terminator, Amp’

mAV4 5 -GFP-derivat, CHS mit N-terminalerNES und C-
terminaler-mGFP4-Fusion unter Kontrolle des 35S-
Promotors mit nos-Terminator, Amp’

pHBTL-sGFP-Derivat, BZI1-N-Terminus (Doméne N-1-2)-
GFP-Fusionsprotein zur transienten Expression, Amp"
pUC57-Derivat mit 531bp PR1a(Nicotiana tabacum) PCR-
Fragment, Amp’

pET28a-Derivat, enthélt ein Fusionsgen aus der His-tag-
Sequenz und N.t.bzi-1 ohne N-Terminus; Kan'
pET28a-Derivat, enthélt ein Fusionsgen aus der His-tag-
Sequenz und N.t.bzi-1 ohne N-Terminus und Doménel;
Kan'

pET28a-Derivat, enthélt ein Fusionsgen aus der His-tag-
Sequenz und N.t.bzi-1 ohne N-Terminus und basische
Domane; Kan'

pET28a-Derivat, enthélt ein Fusionsgen aus der His-tag-
Sequenz und N.t.bzi-1; Kan’

pQE30 Derivat (Qiagen), enthalt ein Fusionsgen aus der
His-tag-Sequenz und N.t.bzi-1 ohne N-Terminus; Amp"
pET28a-Derivat, enthélt ein Fusionsgen aus der His-
tag-Sequenz und N.t.bzi-1 ohne N-Terminus ABD; Amp"
pUC-Derivat mit TX-Promotor, pAocs, mcs; Amp’

pMB1, lacZ, Amp’

pUC18-Derivat mit invertierter mecs, Amp'

PUC19-Derivat mit GH3-Promotor (Glycine max.) , 5”-UTR,

GUS-Fusion, Amp"

Derivat des pBlueskriptKS, enthéalt das N.t.bzi-1 ohne N-
Terminus mit deletierter Doméne D4 und fusioniertem HA-
tag, Amp’
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unverdffentlicht
K. NICKOLOV,
unverdffentlicht

HAASEN et al., 1999

HAASEN et al., 1999
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CUTT et al., 1988
Plasmid von M. Drége
DROGE-LASER et al., 1997

DROGE-LASER et al., 1997
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M. KUHLMANN,
Diplomarbeit, 1998
GATZ et al., 1992
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1153 Hybridisierungssonden

Gen Fragment Plasmid
ANKT - N.t.Ankyrin EcoRI - BamHI - 513 bp-Fragment pANK-GFP
BZI-1 - N.+.bZIP-TKF 1 Xhol - Nhel - 459 bp-Fragment pBZI1

BZI-2 - N.t.bZIP-TKF 2 Xbal - Accl - 512 bp komplettes Gen | pGAD-BZI2
BZI-3 - N.t.bZIP-TKF 3/TBZF Xbal - Accl - 349 bp Fragment pGAD-BZI3
BZI-4 - N.+.bZIP-TKF 4 Xbal - Accl - 485 bp-Fragment pGAD-BZI4
CHS - N.t.Chalkonesynthase Xbal - Pstl - 1 kb - Fragment pCS2
EAS4- N.t.Sequiterpenecyclase Clal- Xhol - 1647 bp-Fragment pEAS4

PR1a- N.t.Pathogenisis related P. Ta | EcoRl - BamHI - 531 bp-Fragment pPR1a

1|5]4 DNA-Fragment-GréBenstandard

Marker

RNA Gréfien-Standard Low Range
A DNA Pstl gespalten
pUCT19-DNA Hpall gespalten
DNA Groéfien-Standard Marker X

1|6 Proteine

116|1 DNA-modifizierende Enzyme

Enzyme

alkalische Phosphatase
T4-DNA-Ligase
Klenow-Polymerase
Klenow-Polymerase exo®
Restriktionsenzyme

AmpliTag® DNA Polymerase, FS

1]16]2 Enzyme

Enzyme

Cellulase Onozuka R-10
Lysozym

Lyticase

Macerocym R-10
Restriktionsenzyme
RNase A (DNAse frei)
V8-Protease

1]6]3 Protein-GréBenstandard

Protein-Standards

SeeBlue™ Pre-Stained Standards
BenchMark™ Prestained Protein Ladder
Mark12™ Wide Range Protein Standard

1]6]4 Antikdrper

Antikérper

a-BZI1, polyklonal aus Kaninchen
o-HMG,  polyklonal aus Kaninchen
o-His, polyklonal aus Kaninchen
o-HA, polyklonal aus Kaninchen

a-rabbit |g, polyklonal aus Esel,
Meerettichperoxidase gekoppelt

Hersteller/Lieferant
GIBCO BRL Life Technol.
laborintern

laborintern

Boehringer

Hersteller/Lieferant

Boehringer

Boehringer

MBI-Fermentas

MBI-Fermentas

MBI-Fermentas, Gibco BRL, NEB
ABI Prism™

Hersteller/Lieferant

Serva

Serva

Sigma

Serva

Pharmacia, Boehringer, NEB
Qiagen

Serva

Hersteller/Lieferant
Novex

GibcoBRL

Novex

Hersteller

diese Arbeit

GUPTA, et al., 1999
BioScience

Santa Cruz
Amersham
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1|7 Organismen
1]7]1 Mikroorganismen

Stamm Eigenschaften
E. coli S17.1 pro, res’, mod*
E. coli DH5a

U169 [p80dD(lacZ)M15
E. coli XL1Blue
[F" proAB, laclg Z M15, Tn10(tet"], thi
E .coli BI21
A. tumefaciens LBA 4404
Pseudomonas syringae
pv.pisi / tabacci
™V

pAL4404, Sm?

1|72 Pflanzen

F-, gyrA96(Nalr), recAl, relAl, thi-1, hsd'R17
(rk-mk+), glnV44, deoR, D (lacZY A-argF)

recAl, endAl, gyrA96, hsdR17, supE44, lac,

F, dem, ompT, lac, Met®, ry’, mg, gal, kan”

Herkunft
SIMON et al., 1983
HANAHAN et al., 1983

BULLOCK et al., 1987
STUDIER & MOFFAT, 1986
HOKEMA et al., 1983

YUCEL et al., 1989

NIGGEWEG, 1999

Die Pflanzen fir die stabilen Transformationen entstammen dem Kultivar Xanthi nc (NN). Verwendet wurden
drei parallele Linien mit unterschiedlichen Reportergen-Konstrukten (8.xxx: pchs8-gus; 15.xxx: pchs15-gus;
p.xxx: ppal-gus). Die Pflanzen zur Préiparation der Mesophyllprotoplasten entstammten dem Kultivar SNN.

1|8 Medien

1|8|1 Bakterienmedien

LB-Medium (LURIA-BERTANI BROTH; SAMBROOK et al., 1989)

Trypton 10 g/l
Hefe-Extrakt 5 g/l
NaCl 5g/l

Einstellen des pH-Wertes auf 7,4
Auffillen mit H,O ultra pure auf 1 |

Fur ein Festmedium 12 g Bacteriological Agar/| Medium zusetzen.
Autoklavieren (15 min, 120 °C, 1,2 bar).

Agrobakterium-Minimal-Medium (AMM) (SAMBROOK et al, 1989)
20 x T-Puffer

K,HPO, 210 g
KH,PO, 90¢g
mit H,O auf 1 | auffillen
20 x T-Salze
MgSO, x 7 H,O 44
CaCl, 0,2g
FeSO, 0,1g
MnC|2 0104 g
NH,Cl 20 g
mit H,O auf 1 | auffillen
AMM
20 x T-Puffer 50 ml
20 x T-Salze 50 ml
Glucose 5¢

mit H,O ultra pure auf 1 | auffillen

Fir ein Festmedium 12 g Bacteriological Agar/| Medium zusetzen.
Autoklavieren (15 min, 120 °C, 1,2 bar)
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King“s B Medium (KING et al., 1954)
Peptose Peptone #3 20¢g

(Difco 0122)

87% Glycerol 11,5 ml
K,HPO, x 3 H,O 1,96 g
MgSO, x 7 H,O 1,549

Einstellen des pH-Wertes auf 7,2

Mit H,O ultra pure auf 1 | auffillen

Fir ein Festmedium 12 g Bacteriological Agar/| Medium zusetzen.
Autoklavieren (15 min, 120 °C, 1,2 bar)

YEB-Medium (SAMBROOK et al., 1989)

Beefextrakt 10g
Hefe-extrakt 29
Pepton 5g
Saccharose 59
MgSO, 2mM

Einstellen des pH-Wertes auf 7,0
Mit H,O ultra pure auf 1 | auffillen

1182 Pflanzenmedien

MS-Medium (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
Murashige & Skoog Medium 4,59 ¢g

Oder

20 x Makroelemente 50 ml NH,NO, 33,0 g/l
KNO, 38,0 g/l
CaCl, x 2 H,O 8,8 g/l
MgSO, x 7 H,O 7,4 g/l
KH,PO, 3,4 g/l

200 x Eisen-EDTA 5 ml Na EDTA x 2 H,0 7,45 g/l
FeSO, x 7 H,O 5,57 g/l

200 x Mikroelemente 5ml H,BO, 1,24 g/
MnSO, x 4 H,O 4,46 g/
ZnSO, x 7 H,O 1,72 g/
KJ 166 mg/I
Na,MoO, x 2 H,O 50 mg/I
CuSO, x 5 H,0O 5 mg/I
CoCl, x 6 H,O 5 mg/I

200 x Vitamine 5 ml Nicotinsdure 100 mg/I
Pyridoxin HCI 100 mg/I
Thiamin HCI 20 mg/I
Glycin 400 mg/I
myo-Inositol 20 g/!

Sucrose 30g

Mit H,O ultra pure auf 1 | auffillen

Mit KOH auf pH 5,8 einstellen

Zugabe von 7,4 g Select Agar/| Medium
Autoklavieren (15 min, 120 °C, 1,2 bar)

Zugabe von Antibiotika aus sterilfiltrierten Stammlésungen nach Abkihlen des Mediums auf ca 60 °C
Cefotaxim 500 mg/I (Stammlsg.: 250 mg/ml)
Hygromycin 30 mg/I (Stammlsg.: 30 mg/ml)



LS-Medium (LINSMAIER & SKOOG, 1962) fir sterile Suspensionskulturen

Linsmaier und Skoog Medium 4,4 g
Saccharose 30g

Lésen der Substanzen und Einstellen des pH-Wertes auf 5,8 mit KOH
Auffillen auf 1 | mit Millipore-H,O
autoklavieren, Zugabe von 1 uM 2,4-D aus einer Stamml&sung von 1,1 mg/ml in 50 % EtOH

B5-Infektionsmedium

Gamborgs B5-Infektionsmedium 3,71 g

NHNO, 250 mg
MES 500 mg
Sucrose 30g

Lésen der Substanzen und Einstellen des pH-Wertes auf 5,8 mit KOH
Auffillen auf 1 | mit Millipore-H,O
autoklavieren

Medium fir die Blattscheibentransformation

Murashige & Skoog Medium 4,59 g
Glucose 16 g

Lésen der Substanzen und Einstellen des pH-Wertes auf 5,7 mit KOH
Select Agar 7,449

Auffillen mit Millipore-H,O auf 11
Autoklavieren

Zugabe der Antibiotika nach Abkihlen des Mediums auf 60 °C

Zugabe der Pflanzenhormone

6-Benzylaminopurin (6-BAP) 1 mg/I (Stammlsg. 1 mg/ml EtOH)
1-Naphtylessigséure (NAA) 0,1 mg/I (Stammlsg. 1 mg/ml EtOH)
1|9 Zusétze

Zusatz Stocklésung [mg/ml] Endkonzentration [mg/I]
Ampicillin 100 in H,0 100  (f. E.coli-medien)
Cefotaxim 500 in H,0 250  (f. Pflanzenmedien)
Hygromycin 30in H,0 30 (f. Pflanzenmedien)
IPTG 23,8 in DMF 50 (f. E.coli-medien)
Kanamycin 50 in H,0 50 (f. E.coli-medien)

150  (f. Atum-medien)
Rifampicin 10 in Methanol 100 (f.P. syr medien)
X-Gal 20 in DMF 40 (f. E.coli-medien)
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1110 Standardlésungen und Puffer

BPB (Bromphenolblau) 10 ml TBE
80 ml Glycerin (87 %)
250 mg BPB-Pulver

Ethidiumbromidbad 0,5 ug Ethidiumbromid/ml H,O
NaAc 0,3M (pH 7,5): 2,46 g NaAc (M = 82,03 g/mol)
+ 100 ml Aqua bidest.
P1 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 ug/ml RNaseA
P2 200 mM NaOH
1 % SDS
P3 2,55 M KAc, pH 5,5
1xPBS 70mM NaCl
1,35 mM KCl
0,75 mM KH2PO4
4,05 mM Na2HPO4, pH 7,4
PCI-Mix (Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol) 250 ml Phenol

250 ml Chloroform

10,4 ml Isoamylalkohol

mind. 1 h auf dem Rihrer mischen
QBT 750 mM NaCl

50 mM MOPS

15 % EtOH

0,15 % Triton x 100, pH 7,0
QC 1 M NaCl

50 mM MOPS

15 % EtOH, pH 7,0
QF 1,25 M NaCl

50 mM MOPS

15 % EtOH, pH 8,2
RNase 10 mg RNase/ml H,0 (20 min, 100 °C)
SSC 20 x 3M NaCl

0,3 M Na-Citrat
STE 8 % Sucrose (Saccharose)

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

50 mM EDTA in Wasser
STET 8 % Sucrose (Saccharose)

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

50 mM EDTA in Wasser

0,1 % Triton X-100

50xTAE 242 g Tris
57,1Tml Aceticacid
100 ml EDTA 0,5M, pH 8,0 ad 11

10xTBE-Puffer M Tris/HCI (pH 8,2)
0,83 M Borsaure
0,1 M EDTA
TE-Puffer 10 mM Tris/HCI

1 mM EDTA, pH8,0



2 | Methoden

2|1 Anzucht von Mikroorganismen

2|11 Anzucht von TMV

Die Anzucht und Isolierung des TMV-Virus erfolgte aus Tabakblattgewebe nach YALPANI et al., 1991.

2| 1|2 Anzucht von E.coli

Die Anzucht der E. coli — Bakterien erfolgt auf LB-Festmedium, bzw. in LB-Flussigmedium bei 37 °C §.N. Die
angeimpften Flissigmedien in Reagenzglésern werden im Roller inkubiert (SAMBROOK et al., 1989).
Flussigkulturen im Erlenmeyerkolben werden nach Uberimpfen aus einer Vorkultur im Luftschittler bei 250
rom inkubiert. Die Bakteriendichte wird photometrisch bei 600 nm gemessen, wobei der Wert O, 1einem Titer
von 2x107 Zellen entspricht. Zur Selektion wird dem Medium ein entsprechendes Antibiotikum zugesetzt. Zur
Differenzierung inserttragender Plasmide kann das Ausplattieren auch auf X-Gal/IPTG erfolgen. Bei einem
geeigneten Stamm (XL1-Blue) und einem entsprechenden Plasmid kommt es zur a-Komplementation und es
kann ein Blau/Wei3-Screening vorgenommen werden. Die Konservierung der Stémme erfolgt in 15 %-
Glycerin-versetztem LB-Medium bei —80 °C.

2| 1|3 Anzucht von Agrobakterien

Die Anzucht der A. tumefaciens — Bakterien erfolgt in Agrobakterien-Minimal-Medium (fest und flissig) oder
in LB-Medium (fest und flussig). Die Inkubation erfolgt bei 28 °C fir 3 Tage. Die Inkubation der
Flussigmedien erfolgt im Roller. (SAMBROOK et al., 1989). Zur Selektion wird dem Medium das entsprechende
Antibiotikum zugesetzt. Die Konservierung der Stémme erfolgt bei —80 °C in Glycerinkulturen.

2| 1|4 Anzucht von Pseudomonaden

Die Anzucht der P. syringae — Bakterien erfolgt in King’s B-Medium (KING et al., 1954) bei 28 °C fir 2 Tage.
Die Inkubation der Flissigmedien erfolgt im Roller. Zur Selektion wird dem Medium das entsprechende
Antibiotikum zugesetzt. Fir Pflanzeninfektionen werden die Bakterien aus der G.N.-Kultur erneut in frisches
Medium Gberimpft. Die Aufbewahrung der Stémme erfolgt in sterilem Leitungswasser bei 4 °C.

2|2 Anzucht von Pflanzen
2|2]|1 Suspensionskultur

Die Anzucht der BY-2 (Bright Yellow-2)-Tabak (Nicotiana tabacum)-Suspensionskulturen erfolgt in Linsmaier
und Skoog-Flissigmedium in 100 ml Erlenmeyerkolben unter Lichtausschluss bei 26 °C auf einem Schittler
mit 120 rpm. Fir die Subkultivierung werden wachentlich, im gleichen Rhythmus 3 ml Kultur in 27 ml frisches
Medium transferiert. Dem Medium wird jeweils frisch 2,4-D und NAA zugesetzt.

2|2|2 Gewebekultur

Die Tabakpflanzen werden unter sterilen Bedingungen auf 2MS-Festmedium in Gléaser kultiviert. Die Anzucht
erfolgt in Klimakammern oder -schrinken bei 24 °C am Tag und 22 °C in der Nacht, wobei der
Licht/Dunkel-Rhythmus 16 h : 8 h betrégt. Die Subkultivierung erfolgt durch Abtrennen und Gberfihren der
vegetativen Spitze auf frisches Medium. Die Blattexplanate auf den Hormonmedien werden unter den
gleichen Bedingungen inkubiert. Fir die Préparation von Mesophyllprotoplasten werden SNN-Tabakpflanzen
in weitbauchigen Schmuckformglésern auf modifieziertem 2-MS-Medium mit zusétzlich 0,5 g/l MES
angezogen.

2|2|3 Klimakammer/Gewdchshaus

Die Kultivierung der Pflanzen bis zur Blite erfolgt unter unsterilen Bedingungen in Erde bei 22 °C am Tag
und 19 °C in der Nacht, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 85 % in einem Licht-Dunkel-Rhythmus von
16 h : 8 h. Als Erde wird zum Aussetzen Frihstdorfer Torf Typ P (Pikier), zum Umtopfen Frihsdorfer Torf Typ
T (Topf) verwandt. Die Samenproduktion erfolgte im Gewdchshaus unter Umweltbedingungen.
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2|3 Molekulargenetische Methoden

2|3]|1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur schnellen Préparation von Plasmid-DNA zu alamytischen Zwecken wird eine modifizierte alkalische Lyse
der Bakterien (LE GOUILL et al., 1994) vorgenommen. 1,5 ml einer stationdren E.coli-Kultur werden pelletiert
(37, 5000 rpm) und die Zellen nach Dekantieren des Uberstandes in 100 ul P1 resuspendiert. Die Lyse der
Bakterien erfolgt im alkalischen Milieu durch Zugabe von 200 ul P2 und 150 ul Chloroform. Nach 1°
Inkubation wird zur Neutralisation 150 ul P3 zugegeben, der Ansatz gevortext und die Prézipitate durch
Zentrifugation (27, 15000 rpm, 4 °C) sedimentiert. Die obere, wéssrige Phase wird zur Féllung der DNA mit
2,5 Volumen Ethanol (-20 °C) gemischt und 27, 15000 rpm, 4 °C zentrifugiert. Die pelletierte DNA wird mit
70 % Ethanol gewaschen und fur 107 bei 37 °C getrocknet. Die gewonnene DNA wird in 20 ul EB oder
H,O geldst und kann zur Restriktionsanalyse eingesetzt werden.

Fur Sequenzierreaktionen wird hochreine DNA mit Hilfe des QlAprep Spin Miniprep-Kits isoliert. Das Prinzip
entspricht dem der o.g. Lyse.

Préparative Mengen DNA mit hohem Reinheitsgrad werden mit Hilfe der Midi-und Maxi-Kits der Firma
Qiagen prapariert. Die Durchfihrung erfolgt den Herstellerangaben gemaf.

2|32 Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobakterien

Zur Isolation von bindren Vektoren aus Agrobakterien wird 10 ml einer stationdren Kultur pelletiert (207,
5000 rpm) und 2 mal mit 5 ml 0,2 % Sarcosyl (N-Laurylsarcosine in H,O) gewaschen. Die weiteren Schritte
erfolgen mit Hilfe des QlAprep Spin Miniprep-Kits nach Herstellerangaben. Zur Elution der DNA wird der EB
auf 70 °C erhitzt und von dem Eluat 1/3 zur Restriktionsanalyse eingesetzt.

2|3]3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe

Zur RNA-Préparation wird der Rneasy-Plant Mini-Kit der Firma Qiagen verwendet. Die Aufarbeitung erfolgt
mit Hilfe des Herstellerprotokolls. Zur Extraktion wird der B-ME (B-Mercaptoethanol) versetzte RLT-Puffer
verwendet. Eingesetzt werden 150 mg Material. Zur Erhéhung der Ausbeute wird der Durchfluss der ersten
Eluation ein zweites Mal auf die Séule appliziert und zentrifugiert.

2|3]4 Annealing von Oligonucleotiden

Nach 10" Kochen der komplementéren Oligonucleotide zur Auflésung von Sekundérstrukturen erfolgt das
Annealen durch langsames Senken der Temperatur. Die Temperatur wird jeweils in 15" Inkubationsschritten
von 65 °C, auf 37 °C, auf RT bis schliefilich auf 4 °C herabgesetzt. Eingesetzt werden je 1 nmol der
Oligonucleotide in einem Reaktionsvolumen von 20 ul.

2|35 Konzentrations und Reinheitbestimmung von Nukleinséuren

Zur Konzentrationsbestimmung wird der GeneQuant Il der Firma Pharmacia verwendet. Da man die
Absorption von Nucleinséduren in einer wéssrigen Lésung im UV-Bereich bei 260 nm messen kann, lasst sich
hierdurch die Konzentration der DNA bestimmen. Das Absorptionsmaximum bei dieser Wellenlénge wird
durch die Anregung des n-Elekironensystems in den Heterocyclen der Basen hervorgerufen. Bei einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht somit eine OD260 von 1,0 einer Nucleinséure-Konzentration von 50
ug/ml bei dsDNA und 40 ug/ml bei RNA. Im Vergleich zur Absorption bei der Wellenldnge 280 nm, bei der
die aromatischen Seitenketten von Proteinen angeregt werden, ldasst sich nun der Quotient aus der
Absorption der Wellenléingen 260/280 nm als ein Maf3 fir den Reinheitsgrad der DNA- oder RNA-
préparation darstellen.

Der Reinheitgrad sollte idealerweise zwischen 1,7 und 2,0 liegen. Gemessen werden 1:100 Verdiinnungen
der Préparationen.

2|36 Agarosegelelekirophorese

Die elektophoretische Auftrennung von DNA fir analytische und préparative Zwecke erfolgt in horizontalen
Agarosegelen mit 1x TAE oder 1x TBE. Fir DNA-Molekile im GréBenbereich von 500 bp - 1,4 kb werden
Gele mit einer Agarosekonzentration von 1-0,7% (w/v) verwendet. Fir die Auftrennung kleinerer DNA-
Fragmente wird ein HEC-Gel (0,7% Hydroxyethylcellulose in 1% Agarose in 1x TAE) verwendet (PERLMANN &
HAVORSON, 1987). Die zu analysierende DNA wird in 10x Probenpuffer (67% Saccharose, 50mM EDTA, pH8
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0,42% w/v BPB) aufgenommen und auf das Gel aufgetragen. Zur Abschétzung der Fragmentgréfien wird
ieweils ein entsprechender Fragmentgréfenstandard mit auf das Gel aufgetragen. Aufgrund der negativ
geladenen Phosphatgruppen innerhalb der DNA-Molekile wandern diese nach Anlegen des elektrischen
Feldes mit einer Stromstdrke von 90 - 120 V in Richtung der Anode. Zur Detektion wird das Gel nach dem
Lauf im EtBr-Bad gefdrbt, das nicht in der DNA interkalierende EtBr im Wasserbad aus dem Gel
ausgeschwemmt, die angeférbten Banden auf dem Transilluminator bei 302 nm illuminiert und mit Hilfe der
Geldokumentationsanlage dokumentiert.

2| 3|7 Denaturierende Agarosegelelekirophorese von RNA

Um die elekirophoretische Gréfienauftrennung von RNA-Molekilen zu erméglichen muss die Elektrophorese
unter denaturierenden Bedingungen staftfinden, da sonst die Sekundérstrukturen das Laufverhalten
beeinflussen. Die Elektrophorese findet in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel (1 % w/v Agarose, 5,5 %
v/v Formaldehyd in 1x MEN-Puffer , 200 mM MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA, pH 7,0 mit NaOH)
wobei 1x MEN als Laufpuffer dient. Die je 8 ug der RNA-Proben werden auf das gleiche Volumen
abgeglichen und mit 2,5x Probenpuffer (2,5x MEN, 5,55 % v/v Formaldehyd, 48 % deionisiertes Formamid,
10,44 % v/v Glycerin,0,5 % EtBr, 0,001 % v/v BPB-L&sung) versetzt. Die Denaturierung der Proben erfolgt
bei 65 °C for 10" . Bis zum Auftragen der Proben werden diese auf Eis gehalten. Die Elektrophorese erfolgt
bei 120 V bis die BPB-Bande 2 - 3 cm vom unteren Gelrand entfernt ist. Die Kontrolle und Dokumentation
der RNA erfolgt am UV-Transilluminator mit Hilfe der Geldokumentationsanlage.

2|38 Isolierung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel

Fur die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wird der QlAquick Gel Extraction Kit von Qiagen
verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

2|3]9 Restriktionsspaltung

Doppelstréingige DNA kann mit Hilfe von Restriktionsendonucleasen des Typs Il sequenzspezifisch gespalten
werden. Die Enzyme erkennen palindromische Sequenzen und es entstehen je nach Enzym 37- oder 5°-
Uberhdngende ('sticky") oder glatte ("blunt") Enden. Die optimalen Reaktionsbedingungen werden durch die
entsprechenden 10x Puffersysteme eingestellt:

Puffer B*: 10 mMTris-HCI (pH7,5); 10 mM MgCl,; 0,1 mg/ml BSA

Puffer G™: 10 mMTris-HCI (pH7,5); 10 mM MgCl,; 50 mM NaCl; 0,1 mg/ml BSA
Puffer O*: 50 mMTris-HCI (pH7,5); 10 mM MgCl,; 100 mM NaCl; 0,1 mg/ml BSA
Puffer R™: 10 mMTris-HCI (pH8,5); 10 mM MgCl,; 100 mM KClI; 0,1 mg/ml BSA
Puffer Y*: 33 mMTris-Acetat (pH7,9); 10 mM MgAc; 66 mM KAa; 0,1 mg/ml BSA

Die Menge an einzusetzendem Enzym errechnet sich aus folgender Formel:

bp [A-DNA] x Schnittstellen [DNA]

min

Schnittstellen [A-DNA] x bp [DNA]

wobei bp [A] = 48500 und u [unit] die Enzymmenge beschreibt, die 1 ug A-DNA innerhalb von 60’
vollstandig verdaut.

2|3]10 Ligation

Die Verknipfung zweier DNA-Fragmentenden geschieht mit Hilfe der T4-DNA-Ligase. Die Ligase katalysiert
unter ATP-Verbrauch eine Phosphodiesterbindung zwischen benachbarten 5°-Phosphat- und 37-OH-
Gruppen. Fir die Konstruktion von Plasmiden wird 50 fmol linearisierte Vektor-DNA und entsprechend, in
10-100 fachen molaren Uberschuss, das zu inserierende Fragment eingesetzt. Die Reaktion erfolgt im
Ligase-Puffer (40 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 0,5 mM ATP; pH 7,8) mit 4 u T4-DNA-Ligase
bei RT fir 4 h.

29



2|3]|11 Polymerase-Ketten-Reaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (“polymerase chain reaction”, PCR, MULLIS & FALOONA, 1987) kénnen
unter Verwendung zweier gegenldufiger Primer spezifische Sequenzen eines DNA-Templats mittels einer
DNA-Polymerase selektiv amplifiziert werden.

Die als Matrize dienende Template-DNA wird zundchst denaturiert. Nach der Anlagerung der Primer an die
komplementéren Sequenzen der DNA-Einzelstréinge synthetisiert die hitzestabile Tag-DNA-Polymerase in
einer Primer-Verldngerungsreaktion komplementére DNA-Strénge an der DNA-Matrize. Dieser Zyklus aus
Denaturierung, Primeranlagerung (Annealing) und DNA-Synthese (Elongation) wird 25-35 mal wiederholt.
Ein Standard-Ansatz enthélt Matrizen-DNA (10 ng), je 10 pmol der Primer, dNTPs (0,2 mM je Nucleotid) und
2,5 u Tag-Polymerase in Tag-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 8,55, 1,5 mM MgCl,; 16 mM (NH,),SO,). Die

Amplifikation wird in einem Thermocycler mit folgendem Beispiel-Programm vorgenommen:

Erste Denaturierung 4° 94°C
[ Denaturierung 1’ 94°C
25-35 | Annealing 307 50-72°C (Primer T,)
Zyklen Elongation 17/kb 72°C
Finale Elongation ~ 10° 72°C

Die Schmelztemperatur T,, eines Primers errechnet sich nach folgender Formel :

T, [°C] = 69,3 + 0.41 - (%GC) — (650/n)

2|3]12 Sequenzierung von Nucleinséuren

Die DNA-Sequenzierung erfolgt mit Hilfe des BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits von
Perkin Elmer. Das Prinzip der Sequenzierung beruht auf der Kettenabbruchmethode nach SANGER et ol., 1977.
Hier befindet sich in einem Ansatz zur Amplifikation der DNA nur ein Primer, wodurch diese linear abl&uft.
Neben den 4 Desoxynucleotiden befinden sich auch vier mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte
Didesoxynucleotide zur Termination der Polymerisation in dem Ansatz. Die durch die Amplifikation
entstehenden, unterschiedlich groBen und markierten Fragmente kénnen nun mit Hilfe des Analysegerdtes
(Kapillarsequenzer ABI Prism 310 von Applied Biosystems) Uber eine Kapillarmatrix aufgetrennt und detektiert
werden.

Fur die Reaktion der linearen PCR werden 170 fmol Plasmid-DNA, 5 pmol Primer und 2 ul RR-Mix in einem
Endvolumen von 10 ul eingesetzt. Die Reaktion im Thermocycler besteht aus 25 Zyklen mit 107~
Denaturierung bei 95 °C, 5”” Annealing bei 50 °C und 4" bei 60 °C Elongation. Die Fragmente werden
durch eine Ethanol-Féllung von den nicht eingebauten Nucleotiden abgetrennt und in TSR (Template
Suppression Reagent, Perkin Elmer) aufgenommen. Nach dem Denaturieren kénnen sie in das Analysegerét
appliziert werden. Die gewonnenen Rohdaten werden mit Hilfe des Chromas-Programms ausgewertet.

2|3| 13 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten
2|3|13|1 End-Markierung durch die Polynucleotidkinase

Fur die radioaktive Markierung von Oligonucleotiden wird das Enzym Polynucleotidkinase verwendet. Die
PNK Gbertragt das y-standige radioaktive Phosphat (P*?) auf das synthetische Oligonucleotid. Der
Reaktionsansatz enthdlt: 2 pmol Oligonucleotide, 10x Kinase-Puffer fir die forward reaction, MBI (zum
Austausch von Phosphaten an isolierten DNA-Fragmenten der Puffer fir die exchange reaction, MBI), 10 u
T4-Polynucleotidkinase und 25 uCi y-[P*JATP (Hartmann SCP-401 in einem Reaktionvolumen von 10 ul
verwendet. Der Ansatz wird 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend werden die komplementdren
Oligonucleotide, wie unter 2.3.4 beschrieben, annealt. Das radioaktiv markierte Fragment wird nun mittels
Gelfiltration Gber Micro Spin™ G25 Column der Firma Pharmacia iber eine Sephadexmatrix aufgereinigt.
Nach der Aufreinigung wird das Fragment auf ein Volumen von 600-800 ul verdinnt und je Ansatz 4 ul [ca.
25 fmol mit 200-300 cpm) eingesetzt.

2|3|13|2 Markierung durch die Klenow-Polymerase

Fuor die Herstellung radioaktiv markierter Hybridisierungssonden wird ein  DNA  Fragment nach
Restriktionsspaltung aus einem Agarosegel eluiert. Die Markierungsreaktion erfolgt nach der Random-Prime-
Labelling-Methode nach FEINBERG & VOGELSTEIN, 1983, bei der Hexanucleotide zufdlliger Sequenz an die
Matrizen-DNA binden: Die annealten Hexanucleotide dienen dann als Primer fir die Neusynthese eines
komplementéren Stranges durch die Klenow-Polymerase unter Einbau von radioaktiven Nucleotiden. Die
verwendete Klenow-Polymerase ist modifiziert, so dass sie keine Exonucleaseaktivitét (exo) mehr besitzt. Die
Markierungsreaktion wird mit Hilfe des Megaprime™ DNA labelling system Kits von Amersham Pharmacia
vorgenommen. Die Durchfihrung erfolgt nach dem Protokoll des Herstellers.
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2|4 Konstruktion von verwendeten Plasmiden

Zur Analyse des BZI-1 Transkriptionsfaktors wurden Plasmide fir unterschiedlichste Zwecke hergestellt. Diese
dienten der Expression unterschiedlicher Deletionsderivate in E.coli zur Gewinnung rekombinanten Proteins,
auBerdem zur Herstellung transgener Pflanzen durch den Agrobakterien vermittelten Gentransfer und
schlieBlich zur transienten Expression von Proteinen in Tabak-Mesophyll-Protoplasten.

2|4|1 Plasmide zur Expression rekombinanter Proteine

Fiur die Expression von rekombinanten Proteinen wurden die unterschiedlichen Deletionsderivate in den
pET28a eingebracht. Die Derivate p16.1 und p16.AD1 wurden freundlicherweise in Vorexperimenten von
W. Drége-Laser konstruiert. Das Plasmid p16.1 enthalt das BZI-T mit deletietem N-Terminus bis zu der
Kpnl-Schnittstelle. Am N-terminalen Ende befindet sich die Fusion mit dem His®-tag. Die Transkription startet
am T7-Promotor unter der Kontrolle des lac-Operons. Sie stoppt am T7-Terminator. Das Plasmid p16.AD1
enthalt das im Bereich der Doméne 1 deletierte AN-Derivat des BZI-1. Die Deletion der Doméne erfolgte
durch eine Restriktion mit dem Enzym Dral und eine folgende Religation des Vektors. Die Uberprifung der
Plasmide wurde mitlles Restriktionsanalyse vorgenommen.

Fur die Herstellung des Gesamtproteins wurde der N-terminale Bereich des BZI-1-AN zwischen den BamHiI-
Restriktionsschnittstellen ausgetauscht. Das 731 bp grofle BamHI-Fragment aus dem pNGH (HEINEKAMP,
2002) wurde in den Restvektor hineinligiert. Die korrekte Orientierung konnte durch einen Kpnl und Sall
Doppelverdau bestdtigt werden. Zusdtzlich wurde die Fusion mit dem His®-tag und der korrekte Austausch
durch eine Sequenzierung des Uberganges mit dem Primer P47 bestétigt. Der Vektor wurde als p16.BZI1
bezeichnet.

Zur Herstellung des Derivates mit der Deletion im DNA-bindenden Bereich des Proteins wurde der in der
voausgegangenen Diplomarbeit (KUHLMANN, 1998) hergestellte Vektor pUCA7TxABD verwandt. Das BZI-1-
ANABD-gen wurde mit einem Kpnl und Sall Doppelverdau geschnitten und das 1242 bp-grofie Fragment
aus dem Gel eluiert. Der p16.1 wurde mit denselben Enzymen gedffnet und der Restvektor ebenfalls aus
dem Gel eluiert. Nach der Ligation der Fragmente konnte die Kontrolle des Produktes durch eine BamHi|
Restriktion erfolgen, da durch die Deletion der DNA-bindenden Doméne die BamH! Erkennungsstelle
mitdeletiert wurde. Zusétzlich erfolgte eine Sequenzierung des Produktes mit dem Primer P50 um Mutationen
auszuschlieBen. Der konstruierte Vektor wurde als p16.ABD bezeichnet. Zur erleichterten Ubersicht ist im

Anschluss das Klonierschema der Konstrukte abgebildet.
BamHI

Konl BamHI Sall
-’ \ \ BarnHl BamHl
[17-Prom ] HIS| AN-BZI-1 17-Ten
‘ 'Om‘Oo‘ ‘ ‘ e’“l ‘ N ‘ BZH
(PUCA7Tx)
$
Kpnl ABD Sall
6494 bp " i
\ BZI) |
(PUCA7TX)
BamHI
Dral Kpnl / Sall
A\DW ABD
[ron [ | BZFTANADT [ree]  [17en [l W | BZI-1 [7en]  [7ren[]is]_ BzI-1ANAHD [r75em]

p16.8ZI1

6710 bp

Abb. C - 1: Klonierschema der Konstrukte zur Expression der BZI-1-Derivate in E.coli.

p16.:Expressionsvektor basierend auf dem pET28a; Kan": Kanamycin-Resistenz; T7-Prom.: T7-Promotor; lac.-Op.: Lac-
Operon; T7-Term.: T7-Terminator; N: Doméne N, D1: Doménel; BD: basische Domdne; A: Deletion; Bral,
BamHI,Kpnl, Sall: Restriktionsenzyme; bp: Basenpaare.
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2|4 |2 Konstrukte zur Pflanzentransformation

Zur Einbringung von Genen in Ganzpflanzen wird der Agrobakterien vermitteltem Gentransfer verwendet.
Hierfor wurden die erwinschten Gene in einen bindren Vektor, den pBINHygTx gebracht. Dieser Vektor kann
in E.coli veréindert werden und ist ebenso in den Agrobakterien in der Lage sich zu replizieren.

Die BZI-1 Gberexprimierenden Pflanzenlinienen wurden von T. Heinekamp konstruiert, getestet (HEINEKAMP,

2002) und zur Verfigung gestellt. Ebenso die Linien, die das HA®-markierte AN-Deletionsderivat exprimieren
(HEINEKAMP, 1998).

Die Herstellung der Konstrukte, die die Doppeldeletionsderivate BZI-1-ANAD2, ANABD und ANAD4 trugen
wurden im Rahmen der Vorarbeiten in meiner Diplomarbeit 1998 beschrieben (p25AD2; p25ABD;
p25AD4). Die Einbringung der Mutationen erfolgte im pUCA7Tx-Vektor unter Herausschneiden der
Domanen mittels spezifischer Enzyme und unter Einbringung synthetischer Oligonucleotide. Die korrekten
Produkte wurden abschlieBend mittels Sequenzierung kontrolliert.

Die Konstruktion des p25.ANAD1 erfolgte durch einen Austausch des Kpnl-Sall-Fragmentes vom p16.AD1 in
den p25.ABD. Der Austausch wurde Uber eine Restriktionsanalyse vorgetestet und mit Hilfe von
Sequenzierungen mit den Primern P40 und P50 verifiziert.

Die Herstellung der BZI-Tantisense-Linien erfolgte mit Hilfe des pBinanti, dessen Konstruktion ebenfalls
erstmals in meiner Diplomarbeit beschrieben ist. Dieser enthélt ein pBINHygTx-Derivat mit dem invertierten
Xhol-Sall-Fragment des BZI-1 Gens.

2|43 Konstrukte zur transienten Expression in Tabak-Protoplasten

Um eine vergleichbare Expressionsstérke der unterschiedlichen Derivate in den Mesophyll-Protoplasten zu
garantieren wurden die Konstrukte unter Kontrolle des 35S-Promotors in den pHBTL-Vektor eingebracht. Zur
Untersuchung des Kernimports oder der Verteilung der Proteine in der Zelle, erfolgte eine C-terminale
Fusionierung mit dem GFP. Um eine Fusion des zu untersuchenden Proteins mit dem GFP herzustellen wurde
das BZI-1 Gen mit den Primern P80 und P81 durch eine PCR amplifiziert und so N-terminal durch den
Primer P80 eine Bglll- und eine Ncol-Schnitistelle eingefigt. Am C-terminalen Ende, an dem die Fusion mit
dem GFP-Gen vollzogen werden sollte, wurden eine Xbal- und Bglll-Schnitistelle eingefigt. Das 1372 bp
grofie PCR-Produkt wurde aus dem Gel eluiert und in den pGEM-T zum pGEM-BZI1 hineinligiert. In diesem
Zwischenkonstrukt konnte durch Sequenzierungen mit uni- und rev-Primern eine Leserastermutation nach
102 bp nachgewiesen werden, die durch den Austausch des 1230 bp Sall-Nhel-Fragmentes aus dem pBZI1
korrigiert werden konnte. Das korrekte Produkt wurde als pGEM-BZITX (exchange) bezeichnet. Das Bglll-
Fragment konnte nun in den BamHI-gedfineten pHBTL hineinligiert werden. Der entstandene Vektor pHBTL-
BZI1-GFP hatte eine Gréfie von 5617 bp und nach erfolgter Restriktionsanalyse konnte die Sequenzierung
die fehlerfreie Fusion mit dem GFP bestatigen. Das folgende Klonierschema soll noch einmal den Ablauf der
Konstruktion verdeutlichen.
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Abb. C — 2: Klonierschema zur Konstruktion des pHBTL-BZI-1-GFP.

pHBTL: Vektor zur transienten Expression in Protoplasten; pGEM-T: Vektor zur Amplifikation von PCR-Konstrukten; BZI-1:
N.t.BZI-1; gfp: Grin fluoreszierendes protein; PCR: Polymerase-ketten-reaktion; P80, P81: Primer; BamHI, Bgll, Ncol,
Nhel, Sall: Restriktionsenzyme, Amp’: Ampicillinresistenz; bp: Basenpaare.

Zur Einbringung der Deletionen wurden die Zwischenkonstrukte zur Konstruktion der Pflanzen-
transformationsvektoren verwendet (pUCA7TxANAD1, pUCA7TxANAD2 und pUCA7TxANABD). Die
deletionstragenden Bereiche wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme Kpnl und Nhel ausgetauscht. Der
Vektor pHBTL-BZI1-GFP wurde hierfir Kpnl und Nhel gedffnet, wobei das BZI-1-Fragment, wie auch der
beidseits Kpnl-geschnittene N-terminus entfernt wurden. Die Gréflen der einzelnen Fragmente sind dem
nachfolgenden Klonierschema zu entnehmen. Die entstandenen Konstrukte trugen nun die
Doppeldeletionsderivate fusioniert an das GFP. Die entstandenen Konstrukte wurden als pHBTL-ANAD1-
BZI1-GFP, pHBTL-ANAD2-BZI1-GFP und pHBTL-ANABD-BZI1-GFP bezeichnet. Diese Doppelmutanten
entsprachen somit den in den Pflanzen exprimierten Proteinen. Die Vektoren wurden durch
Restriktionsanalysen und Sequenzierungen (Primer D1: P40, D2: P49 und BD: P50) analysiert.
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Abb. C - 3: Klonierschema zur Konstruktion der Plasmide pHBTL-ANAD1-BZI-1-GFP/ pHBTL-ANAD2-BZI-1-GFP und
pHBTL-ANABD-BZI-1-GFP.

pHBTL: Vektor zur transienten Expression in Protoplasten; pUCA7Tx: Vektor zur Amplifikation von Zwischenkonstrukten;
N: Doméne N; D1: Doménel; BD: basische Doméne; A: Deletion; BZI-1: N.t.-BZI-1; gfp: Grin fluoreszierendes
Protein, Kpnl, Nhel, Sall: Restriktionsenzyme; bp: Basenpaare.

Die Konstruktion des Deletionsderivates im Bereich der Doméne N, wurde durch eine Restriktion mit dem
Enzym Kpnl durchgefihrt. Durch die anschlieBende Religation entstand das pHBTL-AN-BZI1-GFP. Der
entstandene Vektor wurde standardméBig mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung (Primer P47)
getestet.

Zum Anfigen des N-Terminus an die Doppeldeletionsderivate wurden zwei unterschiedliche Strategien
gewdhlt. Der Ubersicht dient das folgende Klonierschema. Fir das Anfigen an das Deletionsderivat AD1
wurde der N-Terminus des BZI-1 durch das Enzym Aatl mit einem Teil des pHBTL aus dem pHBTL-BZI1-GFP
in den ebenso gedffneten Vektor pHBTL-ANAD1-BZI1-GFP zum pHBTL-AD1-BZI1-GFP hineinligiert.

In die beiden weiteren Deletionsderivaten AD2 und ABD wurde der N-Terminus mit Hilfe der Enzyme
Eco2551 und NgoMIV hineinligiert. Die entstandenen Vektoren wurden als pHBTL-AD2-BZI1-GFP und
pHBTL-ABD-BZI1-GFP bezeichnet.
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Abb. C - 4: Klonierschema zur Konstruktion der Plasmide pHBTL-AD1-BZI-1-GFP/ pHBTL-AD2-BZI-1-GFP und pHBTL-
ABD-BZI-1-GFP

pHBTL: Vektor zur transienten Expression in Protoplasten; pUCA7Tx: Vektor zur Amplifikation von Zwischenkonstrukten;
N: Doméne N; D1: Doménel; BD: basische Domdne; A:Deletion; BZI-1: N.t.-BZI-1; gfp: Griin fluoreszierendes Protein,
Aatl, Eco255l, Kpnl, NgoMIV, Nhel: Restriktionsenzyme; bp: Basenpaare.

Zur weiteren Analyse der Domdnenfunktion wurde der N-terminale Bereich des BZI-1 bis zur basischen
Doméne an das GFP fusioniert. Hierfir wurden der pHBTL und der pBZI-1-HBTL durch Ndel und BamH|
fragmentiert und das 1080 bp grofie Doméne N-, 1- und 2- umfassende Teilstick des BZI-1 in den pHBTL

hineinligiert. Das entstandene Produkt wurde als pHBTL-N12-GFP bezeichnet und standardméBig Uberprift
(Sequenzierung mit GFPII).
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Zur Analyse des ANKT1-Proteins wurde es ebenfalls N-terminal an das GFP fusioniert. Hierfir wurde es mit
den Primern mkANK3 und mkANK2 aus dem Hefevektor pGAD-ANK (K. HORVAY, 2000)amplifiziert und C-
terminal eine Ncol-Restriktionsschnittstelle eingefigt. Das PCR-Produkt wurde in den pGEM-T Vektor
hineinligiert und durch Sequenzierungen Uberprift. Nach der Kontrolle wurde das ANK1-tragende Fragment
mittels Ncol aus dem pGEM-ANK gespalten und in den ebenso gedffneten pHBTL hineinligiert. die
Orientierung wurde mit Hilfe des Enzyms BamH| getestet und die Ubergénge sequenziert. Die

Klonierstrategie kann zusétzlich dem Schema entnommen werden. Der fertiggestellte Vektor wurde als
pHBTL-ANK bezeichnet.

_ ANK1 |
pGAD-ANK o
Ncol
pGEM-T
M3 — PCR
\ ANKT] | "
_rm
Ncol
‘ Ligation ‘
_ ANK1] |
Ncol sgfp
I\‘lcoI
pHBTL
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‘ Ncol
\ ANK1 g |

pHBTL-ANK-GFP

Abb. C — 4: Klonierschema zur Konstruktion des pHBTL-ANK-GFP.
pHBTL: Vektor zur transienten Expression in Protoplasten; pGEM-T: Vektor zur Amplifikation von PCR-Konstrukten; ANK:

N.1.ANK1; gfp: Grin fluoreszierendes Protein; PCR: Polymerase-ketten-reaktion; mk2, mk3: Primer; Ncol:
Restriktionsenzym, Amp": Ampicillinresistenz; bp: Basenpaare.
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2|5 Gentransfer

2|5]|1 Transformation von Escherichia coli

Um E.coli — Zellen kompetent zur Aufnahme vom DNA zu machen, wird das modifizierte Verfahren von
INOUE et al., 1990, verwendet. Hierbei wird eine Vorkultur von einer frisch ausgestrichenen Platte angelegt und
diese am néchsten Tag in 300 ml SOC-Medium verdiinnt. Die Kultur wéchst bei einer Temperatur von 37 °C
bis zu einer ODyy, von 0,2 - 0,25 in einem Luftschittler. Das weitere Wachstum, bis ODgy 0,4 - 0,5 erfolgt
bei 18 °C. Die Zellen werden werden durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C) geerntet und in 90 ml 4 °C
gekihltem Transformationspuffer (10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI, pH 6,7, 55 mM MnCl,)
resuspendiert. Nach 157 Inkubation erfolgt der néchste Zentrifugationsschritt und das Resuspendieren in
30 ml 4 °C Transformationspuffer. Danach erfolgt der zweimalige Zusatz von je 1050 ul DMSO, wobei die -
Zellen nach jeder Zugabe 5’ auf Eis inkubiert werden. Die auf diese Weise hergestellten chemisch
kompetenten Zellen werden nun zu je 200 ul aliquotiert, in flissigem N, eingefroren und kénnen so bei
—-80 °C gelagert werden. Die zu erwartende Transformationseffizienz dieser Methode liegt bei 107 ycfu/g
DNA.

Die chemisch kompetenten Zellen werden langsam auf Eis aufgetaut und mit der zu transformierenden DNA
gemischt. Nach 30" Adaptionszeit auf Eis erfolgt der Hitzeschock bei 42 °C fir 37. Die Zellen werden 5" auf
Eis inkubiert, mit 800 ul SOC-Medium versetzt und 60 bei 37 °C im Roller regeneriert. Falls eine Selektion
auf Ampicillin erfolgt, sollte die Regenerationszeit auf 45° verkirzt werden. Die transformierten Zellen
werden in unterschiedlichen Verdiinnungen auf Selektionsmedium ausplattiert und 0.N. bei 37 °C inkubiert.

2|5]|2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von Agrobacterium tumefaciens — Zellen mit DNA erfolgt mittels Elekiroporation (DOWER
et al., 1988). Es wird eine U.N. Kultur der Bakterien in YEB-Medium verwendet und in 250 ml Medium
verdinnt. Nachdem die Kultur bei 28 °C eine ODyy, von 0,5 erreicht hat wird sie durch Zentrifugation (57,
5000 rpm) geerntet und die Zellen werden 3 mal in 4 °C sterilem H,O gewaschen. Das Pellet wird in 1 ml
15 % Glycerin resuspendiert, zu je 50 ul aliquotiert und in flissigem N, eingefroren. Die kompetenten Zellen
kénnen bis zur Verwendung bei —80 °C gelagert werden.

Zur Elektroporation werden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA versetzt und in
eine Elektroporationskivette  (Elektrodenabstand  2mm)  GberfGhrt.  Die Transformation erfolgt im
Elektroporator bei einer Stromstérke von 2,5 kV, Kapazitét von 25 uF und Widerstand von 400 Q. Die Zellen
werden nach der Elektroporation mit 1 ml SOC-Medium versetzt und 1 h bei 28 °C regeneriert. Nach der
Regeneration werden die Zellen auf Selektionsmedium ausplattiert und 2 - 3 Tage bei 28 °C inkubiert.

2|5]3 Stabile Transformation von Nicotiana tabacum

Sémtliche im Rahmen dieser Arbeit erstellten transgenen Pflanzen entstanden mit Hilfe des Agrobacterium
tumefaciens-vermittelten Gentransfers. Eine Pflanze bildet bei Befall mit dem Bodenbakterium A. tumefaciens
Tumore, die sogenannten Wurzelhalsgallen. A. tumefaciens besitzt durch sein Ti-Plasmid (Tumor-
induzierendes Plasmid) die Fahigkeit, eigenes genetisches Material (Transfer-DNA, T-DNA) in verletzte
Pflanzenzellen zu transferieren und in deren Genom einzubauen. Die T-DNA wird durch zwei ,border”-
Sequenzen begrenzt. Nur die zwischen den border-Sequenzen liegende DNA wird ins Pflanzengenom
transferiert. Durch die auf der T-DNA lokalisierten Gene produziert die Pflanzenzelle Phytohormone, die ein
tumorartiges Wachstum des Gewebes hervorrufen, sowie Opine, die von den Agrobakterien als N- und C-
Quelle genutzt werden. Durch bestimmte Verénderungen dieses Gentransfersystems ist es nun méglich, mit
Hilfe von Agrobakterien Pflanzenzellen gezielt mit ausgewdhlten Genen zu transformieren. Dabei bedient
man sich heute des bindren Vektorsystems (HOEKEMA et al, 1984). Die fir den DNA-Transfer notwendigen
Funktionen werden auf zwei Plasmide getrennt. Der gesamte T-DNA-Bereich des Ti-Plasmids wurde deletiert
- damit ist es nicht mehr tumorinduzierend -, besitzt aber weiterhin die Féhigkeit, T-DNA in die Pflanze zu
transferieren. Die vir-(Virulenz) Funkfion liegt in dem verwendeten Stamm LBA 4404 auf dem Plasmid
pAL4404. Eine modifizierte T-DNA wird auf einem kleinen zweiten Plasmid zur Verfigung gestellt. Dabei
kann die DNA zwischen den border-Sequenzen durch Fremdgene mit einem Selektionsmarker (z.B. Resistenz
gegen die Antibiotika Hygromycin oder Kanamycin) ausgetauscht werden. Durch Infektion von
Pflanzengewebe mit diesen gentechnisch verdnderten Agrobakterien kann man einzelne transgene
Pflanzenzellen erzeugen, die sich unter geeigneten Hormonbedingungen zundchst zu Kallusgewebe und
schlieilich zu neuen Pflanzensprossen entwickeln. Durch Regeneration auf antibiotikahaltigem Medium ist

37



eine Selektion der transformierten Pflanzenzellen durch den Selektionsmarker auf der modifizierten T-DNA
moglich.

Fur die Transformation werden Blétter von in Sterilkultur gewachsenen Pflanzen verwendet. Die Mittelrippe
wird entfernt und die Blatter in 2 cm? grofle Sticke zerteilt. Die Blattsticke werden mit 200 - 400 ul einer 2
Tage-Kultur der Agrobakterien im Dunklen bei RT in B5-Infektionsmedium kokultiviert. Nach 3 Tagen werden
die Blattstickchen mit sterilem H,O grindlich gewaschen und auf sterilem Filterpapier getrocknet. Die
Blattscheiben werden anschlieBend auf das Pflanzenmedium mit Hormonen (1mg/! 6-Benzylaminpurin und
0,1 mg/l 1-Naphtylessigsdure) zur Sprossildung in Petrischalen ausgebracht. Zur Selektion der transgenen
Zellen ist dem Medium Hygromycin zugesetzt. Das Wachstum der Agrobakterien wird durch Cefotaxim
unterdrickt. Nach gelungener Sprossbildung werden die Sprosse auf hormonfreies MS-Selektionsmedium
Uberfihrt und weiterkultiviert.

2|5|4 Transiente Transfektion von Nicotiana tabacum-Mesophyll-Protoplasten

Fir eine voribergehende Expressionsanalyse kann Plasmid-DNA  durch Elektroporation in Tabak-
Mesophyllprotoplasten eingebracht werden (LEBORGNE-CASTEL et al., 1999). Diese Methode erméglicht die
Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen im Zellraum oder die Analyse von Genakfivitdten mit Hilfe von
Reportergenkonstrukten und unterschiedlichen Effektoren.

Zur Gewinnung der Mesophyllprotoplasten werden Nicotiana tabacum — Pflanzen Kultivar SNN in MS-
Medium mit MES angezogen. Jeweils ein Blatt wird an der Unterseite in Absténden von 1 mm angeritzt und
nach dem Enffernen der Mitelrippe auf 7 ml Enzymlésung aus 0,4 % Macerocym und 0,8 % Cellulase in
TEX-Puffer (3.05 g/I Gamborg’s B5-Medium, 0,5 g/l MES, 0,75 g/I CaCl,(*H20), 0,25 g/I NH,NO;,, 0,4
M Saccharose, pH 5,7 mit KOH) mit der Blattunterseite nach unten, in einer Petrischale aufgebracht. Der
Verdau der Zellwandbestandteile erfolgt bei 25 °C G.N im Dunkeln. Durch leichtes Klopfen lassen sich die
Protoplasten aus den Blatttrtimmern und der Cuticula l6sen. Zur Abtrennung der groflen, unverdauten
Blattfragmente werden die Protoplasten durch ein 125 um Drahtsieb gefiltert. Um die vitalen Protoplasten zu
gewinnen, wird der Ansatz nun 20’ bei 60 g in einer ungebremsten Zentrifuge mit Ausschwingrotor ohne
Auslaufbremse zentrifugiert. Der Unterstand wird mit Hilfe einer Pasteurpipette und Peristaltikpumpe
abgezogen und verworfen. Die Protoplasten schwimmen aufgrund ihrer geringeren Dichte an der Oberfléche
des Puffers. Die Protoplasten werden dreimal mit je 25 ml Elektroporationspuffer (2,4 g/l HEPES, 6 g/I KCl,
0,6 g/l CaCl,, 0,4 M Saccharose, pH 7,2 mit KOH) pro 50 ml-Greinerréhrchen gewaschen. Die
Zentrifugationsschritte werden bei 100 g fir einmal 10°und zweimal 5° vorgenommen. Vor der letzten
Zentrifugation werden die Protoplasten vereinigt und die Zelldichte mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer bestimmt. Die anschlieBende Resuspension erfolgt mit dem entsprechenden Volumen
Elektroporationspuffer auf eine Konzentration von 4 x 10° Protoplasten/ml. Es sollten sich durch diese
Methode pro hinreichend mit Bléttern gefillter Petrischale ca. 2 - 3 Transformationsanséitze gewinnen lassen.
Fur die Elektroporation werden 0,5 ml der Protoplastensuspension mit max. 50 ug DNA (mit
Elektroporationspuffer auf 100 ul aufgefillt) in eine Elektroporationskivette mit 4 mm Elekirodenabstand
UberfGhrt. Nach 5 Inkubation erfolgt die Elektroporation mit Hilfe des Elektroporators bei einer Stromstérke
von 160 V und Kapoazitét von 900 uF. Bei gelungener Elekiroporation sollte sich ein Zeitfaktor fir den
Stromfluss von 30 ms ergeben. Die elekiroporierten Zellen werden anschlieend fir 30 erschitterungsfrei
regeneriert und mit 2 ml TEX-Puffer G.N. bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Je nach Art der Analyse stehen die
Protoplasten nun zur weiteren Verarbeitung bereit.
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2|6 Biochemische Methoden
2|6]|1 Analyse aut RNA-Ebene (Northern-Blof)

Zur Analyse der Genexpression auf transkriptioneller Ebene muss die pflanzliche RNA  zunéchst aus den
Zellen prépariert und anschlieBend mittels des Northern-Blot-Verfahrens (SAMBROOK et al., 1989) untersucht
werden. Die zu analysierende RNA wurde durch die denaturierende Agarosegelelektrophorese der Grofie
nach aufgetrennt. In diesem Verfahren wird die RNA durch einen Kapillarstrom des Puffers auf eine
Nylonmembran Ubertragen und fixiert. In diesem Zustand kann die Membran sofort zur Hybridisierung
eingesetzt oder Uber mehrere Monate aufbewahrt werden.

2|6]|1|1 Transfer von RNA-Molekilen auf Nylon-Membranen

Nach der Elektophorese wird die RNA aus dem denaturierenden Agarosegel mittels Kapillarblot auf eine
Nylonmenbran (Hybond N* von Amersham) Gbertragen. Der Aufbau des Blots erfolgt geméfi der Abbildung
luftblasenfrei, wobei die Membran vorsichtig in einem Arbeitsschritt auf das Gel aufgebracht wird.

L —

I

>————————— 3lagen 3 MM-Papier

— Nylonfilter
Gel
— Frischhaltefolie z. Abdichten
3 Lagen 3 MM-Papier
10 x SSC

Abb. C — 5: Aufbau eines Northern Blots.

Richtung des Blots

Nach mindestens 14h ist die Ubertragung vollzogen und der Blot kann abgebaut werden. Zur Kontrolle wird
der Transfer auf dem UV-Transilluminator Gberprift und die RNA durch eine Inkubation von 2 h bei 80 °C
kovalent auf der Menbran gebunden.

2|6]1|2 Hybridisierung und Auswertung

Durch Behandlung der Membran mit radioaktiv. markierten, einzelstréingigen DNA-Sonden lassen sich
komplementére RNA-Transkripte auf der Membran lokalisieren. Die Spezifitét, mit der die Sonde an die RNA
bindet, ist abhdngig von der Salzkonzentration und der Temperatur. Bei hoher Salzkonzentration und
niedriger Temperatur ist die Stabilitét unspezifischer DNA-RNA-Hybride gréfier als in Lésungen niederer
Salzkonzentration und héherer Temperatur. Durch die Absenkung der Salzkonzentration in den
Waschlésungen erhéht man die Stringenz. Bei einer detektierbaren Strahlung auf dem Filter von ca. 100 cps
ist der Filter auswertbar. Die Methode ist modifiziert nach CHURCH und GILBERT, 1984. Die zu analysierende
Membran wird in einer Hybridisierungsréhre 30 bei 65 °C in einer Hybridisierungslésung (0,5 M Na-
Phosphatpuffer, TmM EDTA, 7 % SDS) inkubiert. Die Sonden-DNA wird 10" bei 100 °C denaturiert und
5’auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe der Sonden-DNA in ca. 10 ml Hybridisierungslésung in der
Hybridisierungsrohre erfolgt die Hybridisierung bei 65 °C 0.N. im Roller. Zur Abtrennung unspeziefisch
gebundener Sonden-DNA wird die Membran zweimal mit 2 x SSC (20x SSC: M NaCl, 0,3 M Na-Citrat) /
0,1% SDS und einmal mit 1x SSC/0,1% SDS und optional mit 0,5x SSC /0,1% SDS for 15" - 307
gewaschen. Fir den Nachweis der Radioaktivitét wird die Membran in Folie eingeschweifit und mit einem IP-
Screen exponiert. Die Dauer der Exposition héngt von der Menge der nachweisbaren Radioaktivitét ab. Die
Auswertung erfolgt mit Hilfe des Bioimagers (BAS-1000 von Fuji). Zur Quantifizierung werden die
Programme PCBAS®2.09 und TINA®2.0 der Firma raytest verwendet. Die Normalisierung der detektierten
Signale wird Gber den Vergleich mit der dokumentierten EtBr-Férbung der RNA erreicht.
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2|6|2 Analyse auf Proteinebene

2|62 | 1Expression und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

Zur Expression der rekombinanten Proteine in E. coli wird das BL21/pET-System von NOVAGEN verwendet.
Das zu exprimierende Gen steht im pETmcs-Vektor unter die Kontrolle des T7 RNA-Polymerase Promotors,
dessen Expression durch die Bindung der T7 RNA-Polymerase initiiert wird. Das Gen fir die T7 RNA-
Polymerase liegt auf der DNA des lysogenen Phagen DE3 in dem Wirtstamm BL21 und steht unter der
Kontrolle des IPTG-induzierbaren lacUV5-Promotors. Die Expression des rekombinanten Proteins ist somit
durch IPTG induzierbar. Die Zellen werden nach der Epression durch Zyklen von Einfrieren und Auftauen
lysiert. Die in E. coli exprimierten Proteine werden Uber den N-terminal angehdéngten HIS®-taq mittels NiNTA-
Matrix aufgereinigt.

200 ml LB-Flissigmedium mit Ampicillin werden mit 0,4 ml 4. N.—Kultur des transgenen BL21 DE3-Stammes
angeimpft, und die Kultur bei 37 °C unter Schitteln (250 rpm) bis zu einer OD,y0= 0,6 angezogen. Im
Anschluss wurde die Kultur in zwei parallele Ansétze aufgeteilt und in einem Ansatz die Expression des
Transkriptionsfaktors durch die Zugabe von 0,8 mM IPTG induziert. Die Kulturen wurden 3 h bei 37°C unter
Schitteln weiter inkubiert und anschlieffend die OD,, bestimmt. Zum Aufschluss der E. coli — Zellen wurden
50 ml der Kulturen in der Biofuge bei 5000 rpm fir 5” sedimentiert und das Pellet in 5 ml Lysepuffer (50 mM
NaH,PO,, pH 8,0, 300 NaCl, 10 mM Imidazol) resuspendiert. Der Aufbruch der Zellen erfolgt durch
dreimaliges Einfrieren und Wiederauftauen des Extraktes. Gegebenenfalls lassen sich die Zellen zusétzlich
durch eine Ultraschallbehandlung fir 30" lysieren. Die Aufreinigung des rekombinanten Proteins aus dem
Lysat erfolgt mit Hilfe der NiINTA®-Matrix von Qiagen. Die mit dem heptameren Histidinrepeat versehenen
Proteine bilden mit dem Nickel der Matrix eine Chelatbindung, die durch das Imidazol im Rahmen der
Aufreinigung kompetitiv verdréngt werden.  Die Aufreinigung erfolgt Uber eine Séule, wobei das
Séulenvolumen dem Probevolumen entspricht. Zu Beginn der Aufreinigung wird die Séule mit T Volumen
Lysepuffer equilibriert. AnschlieBend wird das Lysat appliziert und mit 2 Volumen Waschpuffer (50 mM
NaH,PO,, pH 8,0, 300 NaCl, 20 mM Imidazol) gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgt mit 1 Volumen
Elutionspuffer (50 mM NaH,PO,, pH 8,0, 300 NaCl, 100 mM Imidazol). Die Sdulendurchldufe werden
fraktioniert aufgefangen, der Proteingehalt mittels der Bradford-Proteinbestimmung ermittelt und auf einem
Coomassie gefarbten SDS-Gel wberprift. Fir kleine Volumina lésst sich diese Methode auch im Batch-
Verfahren durchfihren.

2|6|2]|2 Herstellung eines Antikérpers

Zur Herstellung des polyklonalen Antikérpers werden 2 mg rekombinantes BZI-1-ANABD-Protein hergestellt,
Uber den His®-tag angereinigt und zusétzlich Uber ein SDS-Gel aufgereinigt. Die durch eine Coomassie-
Féarbung sichtbar gemachte Bande mit dem rekombinanten Protein wird aus dem PAA-Gel ausgeschnitten
und mittels Elektroelution (modifiziert nach HARRINGTON, 1990) in einer Elektroelutionsapparatur des Typs
Elutrap (Nachbau Schleicher und Schuell) mit Elutionspuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8,5) bei 100
V 36 h eluiert. Die Menge des eluierten Proteins konnte im Vergleich zum BSA-Standard abgeglichen
werden. Das Eluat kann direkt fir die Immunisierung des Kaninchens verwendet werden. Die Immunisierung
wird von der Firma BioScience in Géttingen vorgenommen. Zur Auswahl des geeigneten Kaninchens werden
die Préimmunseren von 8 Kaninchen in Western Blot Analysen in den Verdinnungen 1:100 und 1:400
getestet. Es wird das Kaninchen ausgewdhlt welches die geringste Reaktion auf 30 ug Gesamtzellextrakt aus
Pflanzen und keine Reaktion auf 1 ug des rekombinanten BZI-1-ANABD-Proteins zeigt. Zur Immunisierung
werden dem Kaninchen (Deutscher Riese) 1 mg rekombinantes Protein subkutan appliziert und die ersten
Seren nach 1 und 2 Wochen abgenommen. Nach drei Wochen erfolgt eine zweite Injektion mit
Proteinlésung (1 mg) und ein drittes Testserum wird nach 4 Wochen entnommen. Die finale Serumabnahme
erfolgte nach 6 Wochen. Die Immunseren werden mittles Western Blot auf ihre Einsatzféhigkeit getestet.
Hierfir werden Verdinnungsstufen der Seren von 1:400, 1:800, 1:1250, 1:1500, 1:2500 und 1:5000 in
Western Blot Analysen getestet. Fir alle weiteren Analysen wird das Serum der 4., finalen Abnahme 1:1250 |
16 ul o.-BZI-1 : 20 ml TBST + 5% Milchpulver) eingesetzt. Mit dieser Verdiinnungsstufe lasst sich 0,1 ng des
rekombinanten Proteins in der Western Blot Analyse nachweisen.

2|62 |3 Préparation von pflanzlichen Gesamtprotein-Extrakten unter denaturierenden Bedingungen

Das Blattgewebe wird unter N, (lig.) aufgemérsert, 50 — 200 mg des Pulvers im gefrorenen Zustand in ein
EppendorfgeféB eingewogen, mit der dreifachen Menge (w/v) Harnstoffextraktionspuffer (4 M Harnstoff,
16,6 % (v/v) Glycerin, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 5 % (w/v) SDS, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen, gevortext und bei 65 °C fir 10" inkubiert. Nach 5’ Inkubation werden die Eppendorfgefafie
mehrmals invertiert. AnschlieBend wird der Rohextrakt 15’ bei 15000 rpm und RT zentrifugiert um
Zelltrammer und DNA abzutrennen. %/; Volumen des Uberstandes werden in ein neues Eppendorfgefsf
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UberfGhrt. Die Proteinextrakte werden bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert. Vor Auftragung in
der SDS-PAGE werden die 5’ bei 65 °C inkubiert. Die Proben kénnen direkt auf das Gel appliziert werden.

2|6|2|4 Praparation von denaturierten pflanzlichen Kernextrakten
(modifiziert nach PRAT, et al., 1989, NIGGEWEG, 1999)

Alle Schritte der Prozedur finden, soweit nicht anders angegeben bei 4 °C statt. 6 — 10 g Blattgewebe werden
unter Kihlung mit N, (lig.) im Mixer zu einem homogenen Pulver zerkleinert und in 40 ml Puffer 1A (1 M
Hexylenglykol, 0,25 M Saccharose, 20mM TAPES, pH 8,5 bei 25 °C, 10 mM MgCl,, 0,15 mM Spermin,
0,5 mM Spermidin, 0,6 % (v/v) Nonidet P-40, frisch dazu 80 mM B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Durch
anschlieBende Filtration durch zwei Lagen Miracloth werden gréflere  Zelltrtmmer von der
Organellensuspension abgetrennt. Eine nachfolgende Zentrifugation (5534, 1100 rpm, 2 * 40°°) trennt
verbleibende Zelltrimmer und Stérke ab. Der Uberstand wird in frische 50 ml Réhrchen tberfohrt und erneut
zentrifugiert (5534, 2000 rpm, 3'), um die Zellkerne zu pelletieren. Der verbleibende Uberstand wird
verworfen und das Kernpellet mit einem Haarpinsel in 8 ml Puffer 0,5A (0,5 M Hexylenglykol, 0,25 M
Saccharose, 20mM TAPES, pH 8,5 bei 25 °C, 10 mM MgCl,, 0,15 mM Spermin, 0,5 mM Spermidin, 0,6 %
(v/v) Nonidet P-40, frisch dazu 80 mM B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Die Kernpelletierung wird
insgesamt viermal durchgefihrt, um die Kerne von den leichteren Chloroplasten zu trennen. Das letzte
Kernpellet wurde anstatt in 0,5 A in 350 — 450 ul Harnstoff-Extraktionspuffer aufgenommen, grindlich durch
Verrihren und vortexen gemischt und fir 10" bei 60 °C im Wasserbad inkubiert. Durch anschlielende
Ultraschallbehandlung 30"’ wird die hochmolekulare DNA fragmentiert und somit die Lésung weniger viskos.
Eine abschlieBende Zentrifugation (15000 rpm, RT, 10°) trennt die Membranfragmente der Zellkerne ab. Der
verbleibende Uberstand wurde in neue EppendorfgeféBe berfihrt. Die Proteinkonzentration wird mithilfe
eines SDS-PAA-Gels und einer anschlieBenden Coomassie-Férbung abgeglichen und zur Western Blot
Analyse eingesetzt.

2|6|2|5 Praparation von Proteinextrakten fir den Kinase Assay

Fir den Kinase Assay werden 150 mg abgenutschte Tabak-Suspensionskulturen oder ausgestochenes
Blattgewebe nach der Ernte unter N, (lig.) im Mérser homogenisiert und im gleichen Volumen Kinase-Puffer
aufgenommen. Der Extrakt wird bei 13000 rpm, 10" bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefs Gberfihrt. Die Proteinkonzentration wird mittels Bradford-Proteinbestimmung ermittelt und
30 ug pro Kinaseansatz eingesetzt.

2|62 |6 Bradford-Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach BRADFORD, 1976 beruht auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums bei der photometrischen Analyse von Coomassie Brilliant Blue G250 von 465 nm
nach 595 nm nach Bindung an die Aminogruppen von Proteinen. Ein addquates Volumen 0,5-5 ul wird in
eine Vertiefung einer 96-well-Mikrotiterplatte vorgelegt und mit 1:4 H,O verdinntem Bradford-Reagenz
(Roth) auf 200 ul aufgefullt. Nach 5’ Inkubation bei RT wird die ODso5 mit Hilfe des Spektralphotometers
(MRX Dynex Plate Reader) bestimmt. Die Proteinkonzentration kann mit Hilfe einer, mit einem BSA-Standard
(0, 1,4,und 8 ug) erstellten Eichgerade ermittlet werden.

2|6|2]|7 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch die diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese(PAGE) werden
Proteine in ihrer denaturierten Form der Gréfle nach durch die Polyacrylamidgel-Matrix nach Anlegen eines
elektrischen Feldes aufgetrennt (modifiziert nach LAEMMLI, 1970). Fir die Polacrylamid-Gelelektophorese wird das
AGS-Gelsystem eingesetzt. Die Porengréfie der Polyacrylamid-Matrix kann durch das Verhélinis der
Acrylamid-Konzentration zur Konzentration des Quervernetzers N-N-Methylenbisacrylsdureamid bestimmt
werden. Die radikalische Polymerisation erfolgt nach Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und wird durch
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin  (TEMED)  katalysiert. Fir die optimale Auftrennung  der
nachzuweisenden Proteine mit einer Gréfle von ca. 50 - 65 kDa wird ein 10 %iges Trenngel (10 % (w/v)
N,N"-Methylenbisacrylamid (19:1), 0,4 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (v/v) TEMED und 0,1 %
(w/v) APS) verwendet. Nach dem Gieflen des Trenngels wird zur Oberfléchengléttung mit Isobutanol oder
optional bei héherprozentigen Gelen mit H,O berschichtet. Zur gleichméBigen Auftrennung der Proteine
wird, nach AbgieBen des Uberstandes auf dem Trenngel, ein Sammelgel (5 % (w/v) N/N’-
Methylenbisacrylamid (19:1), 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,2 % (v/v) TEMED und 0,1 %
(w/v) APS) mit den Probeauftragstaschen gegossen. Vor dem Autragen werden die Proteinextrakte mit SDS-
Probenpuffer ( 2x : 0,2 M Tris, 15 % (v/v) Glycerin, 6 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) B-Mercaptoethanol und
0,05 % (w/v) BPB) versetzt, 5’ bei 100 °C denaturiert und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in
Laufpuffer (25 mM Tris, 190 mM Glycin und 0,1 % (w/v) SDS) ca. 30’ bei 90 V zum Durchlaufen der
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Proteine durch das Sammelgel und anschlieBend bei 120 V bis die BPB-Bande das unter Ende des Gels
erreicht hat. Zur Bestimmung der Molekulargewichte wird auf jedes Gel ein Proteingréfienstandard
(Prestained Protein Ladder, BenchMark™) mitaufgetrennt.

2|6|2|8 Coomassie-Protein-Férbung

Um Proteinbanden in SDS-PAGE-Gelen sichtbar zu machen lassen sich diese mit dem Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue G-250 anfarben. Hierfir wird das Gel 30’ in der Fixierlésung (25 % (v/v) Isopropanol, 10 %
(v/v) Essigsdure) geschwenkt. Nach Verfarbung der BPB-Bande ins Gelbliche wird das Gel in der
Farbeldsung (0,006 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 10 % (v/v) Essigséure) 30" — 60’ inkubiert. Die
Entfarbung des Gel erfolgt in dem Entférbebad (10 % (v/v)Essigsdure) unter wiederholtem Wechsel der
Lésung fir mehrere Stunden. Optional kann der Vorgang durch kurzes Erwérmen in der Mikrowelle
beschleunigt werden.

2|6|2|9 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Um Proteine aus SDS-PAGE-Gelen immunologisch oder radioaktiv detektieren zu kénnen, missen diese auf
einen Tragerfilter (PVDF oder Nitrocellulose) Ubertragen werden. Eine einfache, effektive Methode stellt der
nach KYHSE-ANDERSEN, 1984 modifizierte Semi-dry Blot (Western Blot) dar. Hierfir wird eine PYDF-Membran in
Gelgrafie mit Methanol akfiviert und in Transferpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol,
0,01 % (w/v) SDS) equilibriert, ebenso wie jeweils 6 Lagen Whatmann-Papier. Der Aufbau der Apparatur
erfolgt analog der folgenden Abbildung.

Western Blot

Richtung des Blots

3 Lagen Whatmann MM Papier
I | ] I Gel
Filter

3 Lagen Whatmann MM Papier
Abb. C - 6: Autbau eines Western Blots.

Der Transfer erfolgt durch das Anlegen einer Spannung zwischen den Graphitplatten bei einer konstanten
Stromstdrke von 140 mA pro Gel (2 mA/cm? Gelfléche). Der erfolgreiche Transfer kann durch eine
voribergehende Anfdérbung der Proteine auf der Membran mit Ponceau S-Férbelésung (0,25 % (w/v)
Ponceau$, 40 % (v/v) Methanol, 15 % (v/v) Essigsdure) sichtbar gemacht werden. Die Membran lé@sst sich
durch TBS wieder vollstéindig entférben.

2|6]2]10 Immunologische Detektion

Die Immunodetektion erfolgt mittels zweier Antikérper, wobei der Primérantikérper das zu detektierende
Protein erkennt und der Sekundérantikérper, der mit dem Enzym Peroxidase gekoppelt ist, spezifisch an den
Primérantikérper bindet. Die an den zweiten Antikérper gebundene Peroxidase katalysiert die Oxidation des
Substrates Luminol. Bei dieser Reaktion kommt es zu einer Chemilumineszenz, die durch Belichtung eines
Réntgenfilms nachgewiesen werden kann. Die Oberfléche der Membran wurde zu Beginn der Detektion mit
unspezifischen Proteinen durch eine 2 h Inkubation mit TBS-T (Tris-buffered Saline; 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7,4 mit HCl mit 0,1 % Tween-20) mit 5 % Magermilchpulver abgeséttigt. Die Inkubation mit dem
Primérantikérper (a-BZI-1/a-HMG/a-His: 1:1250) erfolgt ebenfalls fir 2 h in 20 ml TBS-T mit 5 %
Magermilch. Der unspezifisch gebundene Antikérper wird durch dreimaliges 10" waschen mit TBS-T entfernt.
Vor der Inkubation mit dem Sekundérantikérper erfolgt ein erneutes 1 h Blocken der Membran mit TBS-T mit
5 % Milchpulver. Der Sekunddrantikérper a-rabbit Ig HRPgekoppelt wird 1:5000 verdinnt in 20 ml TBS-T
mit 5 % Milchpulver eingesetzt. Zur Entfernung des unspezifisch gebundenen Antikérpers wird die Membran
mit 5 x 5" mit TBS gewaschen. Alle Inkubation erfolgten bei RT auf dem Schittler. Zum indirekten Nachweis
der Proteine wird der ECL (EnhancedChemiluminescence) oder ECL*-Kit der Firma Amersham verwendet.
Der Nachweis basiert auf der Umsetztung des Substrates Luminol durch die an den 2. Antikérper gekoppelte
Peroxidase unter Emittierung von Licht. Dieses wird durch die Exposition auf einem Réntgenfilm (Cronex 10T)
dokumentiert. Die Entwicklung des Films erfolgte 5’ im Entwickler-Bad (LX24, Kodak), 5" Stop-Bad und 5’
Fixier-Bad (AL4, Kodak)
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2|6|2|11 Analyse der Phosphorylierung (Kinase Assay)

Die Untersuchung von Kinaseaktivitéten in Pflanzengeweben nach Pathogeninfektion wird in vitro durch die
Ubertragung von radioaktivem Phosphat auf das rekombinant hergestellte Protein ANBZI-1 vorgenommen.
Die zu untersuchenden Suspensionskulturen werden durch wéchentliches Uberfihren in frisches Medium
synchronisiert und 3 Tage nach dem letzten Uberfohren in neues Medium zu je 5 ml in 6-Well-Platten (Nunc)
oder in 100 ml Erlenmeyerkolben aufgeteilt. Zur Induktion werden die Pseudomonaden (P.syringae pv.pisi) in
einer Vorkultur 2 Tage bei 28 °C vorinkubiert und 1 Tag vor der Infektion in frisches Medium GberfGhrt. Es
werden zur Induktion 5 x 107 cfu der Pseudomonaden/ml Suspensionskultur eingesetzt. Die Bakteriendichte
wird bei einer OD,y, bestimmt. Die zu untersuchenden Blatter werden mit einer ebenso konzentrierten
Bakteriensuspension mit einer Spritze ohne Nadel von der Unterseite inokuliert. Die Kontrollen werden mit
sterilem Leitungswasser inokuliert. Es werden jeweils Gewebe zu den Zeitpunkten 0, 15, 30, 45 und 60’
nach Infektion untersucht. Das gesamte fir die Untersuchung genutzte Gewebe wird infiziert. Im
Kontrollgewebe erfolgt eine Inokulation mit H,O. Die Infektionsstellen werden mit einem & 3 cm Korkbohrer
ausgestochen. Fir die weitere Analyse werden die Proteinextrakte wie o.g. aufgearbeitet und je 30 ug Protein
for einen Ansatz eingesetzt. Das rekombinante Protein wird Gber die NiNTA-Matrix angereinigt und auf
Dialysemembranen gegen Kinasepuffer 3 h bei 4 °C dialysiert. Die 30 ug Proteinextrakt werden mit 1 ug
rekombinantem Protein und 1 ul y-P*2-ATP 15’ bei RT in einem Volumen von 30 ul inkubiert. Das Volumen
der Probe wird auf 60 ul mit Kinasepuffer erhéht und das Gberschissige y-P*?ATP mittels Gelfiltration durch
Sephadex G25-Séulen in Kinasepuffer abgetrennt. 20 ul der Probe werden auf ein SDS-PAGE-Gel
aufgetragen. Die Proteine werden mittels Semi-Dry-Blot auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und mit
Hilfe eines IP-Screens und des Bioimagers (BAS-1000 von Fuji) und der Programme PCBAS®2.09 und
TINA®2.0 der Firma raytest ausgewertet.

216|212 Proteinasebehandlung von phosphorylierten Proteinen

Zur Grobkartierung von Phosphorylierungsstellen kénnen die radioaktiv markierten Proteine durch
Proteinasen spezifisch gespalten werden und die Fragmente ihrer Gréfie nach im SDS-PAG-Gel aufgetrennt
werden. Auf diese Weise lassen sich durch Analyse der Fragmentmuster bei unterschiedlichen
Proteinasebehandlungen die Phosphorylierungsstellen auf bestimmte Bereiche des Proteins festlegen. So wird
das zu analysierende Protein durch Cyanbromid spezifisch hinter jedem Methionin (M-X), durch
Ameisenséure zwischen jeder Asparaginséure und einem Prolin(D-P) und durch die V8-Endoproteinase Glu-
C Hinter jeder Glutaminséure (E-X) gespalten. Zur Spaltung des Proteins wird die radioaktiv detektierbare
Bande aus der Membran ausgeschnitten, zerkleinert und mit 0,1 M Cyanbromid in Methanol Gberschichtet.
Zur weiteren Analyse wird der Ansatz dreigeteilt. Die Aliquots werden in der Speedvac bis zur Tocknung
eingedampft und in 10 ml PBS aufgenommen. Ein Aliquot wird mit 10 % Ameisenséure und ein Aliquot mit
1 ul V8-Proteinase versetzt G.N. bei RT inkubiert. Die gespaltenen Fragmente werden auf einem 15 % SDS-
PAGE-Gel aufgetragen, mittels Semi-Dry-Blot auf eine Nitrocellulosemembran tbertragen und mit Hilfe
eines IP-Screens und des Bioimagers (BAS-1000 von Fuji) und der Programme PCBAS®2.09 und TINA®2.0
der Firma raytest das Spaltungsmuster ausgewertet.

2|6|2|13 Gelretardationsanalysen (EMSA)

DNA-Fragmente, an die Proteine gebunden sind, zeigen in einem nativen Polyacrylamidgel ein anderes
Laufverhalten als ungebundene DNA. Der DNA-Proteinkomplex wandert aufgrund seines hoheren
Molekulargewichts langsamer, verglichen mit einem proteinfreien Fragment. Diese Verzégerung (lat.
retardere) wird auch als "Shift" bezeichnet. Man kann sich dieses Phénomen zunutze machen um spezifische
Bindungen von Proteinen an DNA-Fragmente zu charakterisieren. Hierzu wir das Fragment radioaktiv
markiert und in einem geeigneten Puffer mit einem Proteinextrakt inkubiert. Nach abgeschlossener
Elektrophorese kann das Gel getrocknet werden und eine Autoradiographie vorgenommen werden um das
Bandenmuster auszuwerten. Die Bindereaktion eines Ansatztes erfolgt in einem Volumen von 20 ul. Dieses
setzt sich zusammen aus 4 ul Puffer F+, 2 ul Puffer D, 4 ul radioaktiv markierten ds Oligonucleotiden
(25 fmol), 2 ul pdldC (1 ug/ul), 2 ul rekombinantem Protein oder é ul Proteinextrakt und H,O, wobei das
Proteinvolumen gegebenenfalls mit BSA (1mg/ml) abgeglichen wird. Die Bindereaktion erfolgt 30" bei RT
und die Proben werden auf das native PAGE-Gel (10 ml 30 % PAA-Mix, 60 ml H,O, 3,5 ml 10x TBE, 400 ul
APS, 40 ul TEMED) aufgetragen. Als Laufpuffer dient 0,5 x TBE. Zur Kontrolle des Gellaufes wird die Spur
des freien Fragmentes mit BPB-Mix versetzt. Die Elektrophorese erfolgt bis die BPB-Bande ca. 4/5 des Gels
durchlaufen hat. Zur Detektion wird das Gel auf einem Geltrockner 45’ bei 80 °C unter Unterdruck
getrocknet und mit Hilfe eines IP-Screens und des Bioimagers (BAS-1000 von Fuji) und der Programme
PCBAS®2.09 und TINA®2.0 der Firma raytest ausgewertet.
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2|6|2]|14 Reportergenassay

Die B-Glucuronidase (GUS) ist das Genprodukt des gus-Reportergens. Das Enzym GUS ist in der Lage B-
Glucuronide in D-Glucuronsduren und einen aglyconischen Rest zu spalten. Setzt man das kinstliche
Substrat  4-Methylumbeliferyl-B-D-Glucuronid (4-MUG) ein, so erhélt man nach der Hydrolyse das
fluoreszierende Molekil Methylumbeliferon (MU). Durch die Stérke der Fluoreszenz in den Ansétzen lésst sich
die umgesetzte Menge MU quantifizieren und die Aktivitdt der GUS bestimmen. Die Anregung des MU
erfolgt bei 360 nm, die Messung der Emission bei 460 nm.

COOH COOH
R

0o/ 0 o
B-Glucuronidase
P — + R——OH

OH OH

HO HO
HO HO

Abb. C — 7: Umsetzung des Substrates durch die B-Glucuronidase.
R: Methylumbeliferon (MU) oder Glucuronid; Spaltung der B-glucurosidischen Bindung.

Unter der Kontrolle eines entsprechenden Promotors, kann auf diese Weise die Expression eines Gens unter
dem Einfluss eines trans-Elementes oder unter diversen Umwelteinflissen detektiert werden. Es werden fir
den GUS-Assay entweder 100 mg Blattgewebe oder entsprechend aufgearbeitete Mesophyllprotoplasten
eingesetzt. Die Mesophyllprotoplasten werden 5’ bei 1000 g zentrifugiert, die abgestorbenen, sedimentierten
Zellen werden mit einer Pasteurpipette und Peristaltikpumpe entfernt. Die Protoplasten werden mit 10fachem
Volumen 250 mM NaCl versetzt und bei 1200 g sedimentiert. Das Pellet wird in 100 ul GUS-
Extraktionspuffer (50 mM NaPO,, pH 7,0, 10 mM EDTA, 0,1 %Triton X-100, 0,1 % Sarcosyl, frisch dazu
0,05 % B-Mercaptoethanol) aufgenommen. Die Proben werden in einer 96-well Mikrotiterplatte mit 100 ul
4 mM MUG (in DMF gel8st) versetzt und bei 37 °C 30’ vorinkubiert. Nach der Vorinkubation wird die Hélfte
des Ansatztes mit GUS-Stop-Puffer (0,2 M Na,CO; in H,O) versetzt und die andere Halfte Uber einen
definierten Zeitraum (60’) bei 37 °C weiterinkubiert. Nach der vorgegebenen Zeit wird auch dieser Ansatz
durch die Zugabe von 100 ul GUS-Stop-Puffer abgestoppt. Die Fluoreszenz wird mit Hilfe des CytoFluorll
Plate Reader von PerSeptive bei einer Anregung von 360 nm die Emission bei 460 nm gemessen. Als
Standard werden 50 pmol MU (200 ul von 250 nM MU in GUS-Stop-Puffer) in ein well der zu messenden
Mikrotiterplatte pipettiert. Die GUS-Aktivitét wird nach der Formel

AF X 50 pmol MU

Acus U=

T [min] x mg Protein x F 55 ol mu

berechnet. AF ist die Differenz der Fluoreszenz zu Beginn der Reaktion und am Ende. T ist die Dauer der
Reaktion in min. Ag s ist die errechnete rel. GUS-Aktivitat in Units.

2|6|2|15 Pathogenitétstests

2|6|2|15]|1 Infektion mit dem Tabak-Mosaic-Virus

Zur Infektion mit TMV wird das Phagenlysat auf ein mit Carborundum versetztes Stiick Zellstoff getropft und
gleichméBig sanft die Blattoberfléche berieben. Es werden komplett expandierte Blétter im unteren Drittel der
Pflanzen infiziert. Die Infektion erfolgte wie bei YALPANI et al., 1991 beschrieben.

2|6]2]15|2 Quantifizierung der bakteriellen Ausbreitung von Pseudomonas syringae

Zur Bestimmung der Verbreitung von Pathogenen innerhalb einer Pflanze kann man die Miroorganismen
wieder isolieren und ihr Wachstum titern, indem man die Kolonieenzahl der Bakterien auf einem semi-
selektiven Medium auszéhlt; modifiziet nach  KNOCHE et ol, 1987. Zur Quantifizierung des
Bakterienwachstums werden von den Pseudomonaden 4.N.-Vorkulturen angezogen, diese neu Gberimpft und
bis zu einer OD,yy von 1,0 kultiviert. Die Kultur wird abzentrifugiert (5000 rpm, 5’, RT) und 3 mal mit
sterilem Leitungswasser gewaschen. Die Pseudmonaden werden auf eine Dichte von 1x10° cfu/ml verdinnt
und zur Kontrolle in Verdiinnungsstufen auf King’s B-Medium ausplattiert. Die Pflanzen werden mit einer 1
ml Spritze ohne Nadel von der Blattunterseite in eine Flache mit & 0,5 cm inokuliert. Das Volumen einer

44



Inokulation betrug ca. 10 ul. Es werden jeweils 5 Infektionsstellen mit einem Korkbohrer @ 1 cm
ausgestochen, in 1 ml sterilem Leitungswasser aufgemérsert und in einer Probe vereinigt. Das
Bakterienwachstum wird zu den Zeitpunkten 0, 48 h und 96 h nach Infektion aufgenommen. Die
aufgemérserten Proben werden jeweils kurz gevortext und und in 1:10 Verdinnungsschritten in einer
Verdinnungsreihe auf King s B-Medium ausplattiert. Es erwies sich als praktikabel die Verdinnungs-Stufen
10%-10° auszuplattieren. Es werden pro Pflanze jeweils Doppelbestimmungen an zwei unterschiedlichen
Blattern durchgefihrt und jeweils zwei Pflanzen der gleichen Linien parallel getestet. Die Platten werden 2 - 3
Tage bei 28 °C inkubiert und die Anzahl der Kolonien ausgezahlt. Es werden die Zahlen der gleichen Linien
gemittelt und die Standardabweichung ermittelt.

2|6|2]|16 Quantifizierung der BlutengréBen

Zur Quantifizierung der BlitengréBen werden vollstéindig entfaltete Bliten von Erdkulturpflanzen aus der
Klimakammer verwendet. Die Gréflen werden mit Hilfe eines Lineals bestimmt, wobei die Grofie der
Gesamtblite vom Blitenboden bis zur oberen Wélbung der Petalen bestimmt wird. Die Lange der Stamen
wird vom Blitenboden bis zur oberen Kante des Pollensackes bestimmt. Zur Bestimmung der Stempellénge
(Pistill) wird die Blute aufprépariert. Der Stempel wird direkt Gber dem Fruchtknoten abgebrochen und von
der Bruchstelle bis zur Spitze ausgemessen. Die gemessenen Werte werden gemittelt und die
Standardabweichung ermittelt.

216|217 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Das GFP (GrinFluoreszierendes Protein), welches urspringlich aus der Qualle Aequorea victoria stammt,
wird in dieser Arbeit in einer modifizierten Form als eGFP S65T (CUBITT, et al, 1995) eingesetzt. Der
Aminosdureaustausch im Chromophor bewirkt eine ca. 35fache Steigerung der sichtbaren Fluoreszenz, eine
Verlangsamung des Ausbleichens und eine leichte Verschiebung der Anregung von 470 nm zu 488 nm. Das
Protein emittiert das Licht bei einer Wellenlénge von 511 nm. Die Verteilung des GFP-Fusionsproteine in den
Mesophyllprotoplasten wird mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops detektiert. Die Protoplasten werden 24 h
nach der Elektroporation 5’, 100 g in der ungebremsten Zentrifuge mit Aussschwingrotor zentrifugiert und
der Unterstand mit einer Pasteurpipette abgezogen. Die Fluoreszenz wird mit Hilfe des Zeiss Axiovert 35
Fluoreszenzmikroskops bei 200x und 400x Vergréfierung analysiert und photographisch dokumentiert.

2|6|2]|18 Konfokale Mikroskopie

Die wie unter 2.6.2.16 aufgearbeiteten Mesophyllprotoplasten werden mit Hilfe eines Laserscanning
Miroskops LSM-510 der Firma Zeiss unter Trennung der Griin- und Rot-Kandle zur Differenzierung der
Chloroplasten- und der GFP-Fluoreszenz. Da die Roffluoreszenz bei entsprechender Intensitét in den
Grinbereich "Uberstrahlt" lasst sich mit Hilfe dieser Technik die Lokalisation der GFP-Fusionsproteine sehr
effizient und artefaktfrei durch die entsprechend Wahl der Parameter (Pinhole ~100) analysieren.

45



D | Ergebnisse

1 | Vorarbeiten zur Analyse von BZI-1

Zur Charakterisierung der Funktion der konservierten BZI-1-Doménen in vitro wurden
unterschiedliche BZI-1 Derivate rekombinant in E.coli hergestellt. Diese sollten einerseits
der Analyse der in vitro — DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors dienen, andererseits als
Substrat fir in vitro Phosphorylierungsstudien dienen. Mit Hilfe der rekombinanten Proteine
wurde ein polyklonaler Antikérper gegen das BZI-1-Protein hergestellt. Durch den
Antikérper soll die Analyse der Funktion von BZI-1 in planta (Zellulare Lokalisation,

Analyse transgener Linien) erméglicht werden.

1|1 Expression rekombinanter BZI-1-Derivate

Zur Analyse der DNA-Bindesperzifitat, Proteinphosphorylierung und Herstellung eines
polyklonalen Antikérpers wurden unterschiedliche BZI-1-Deletionsderivate exprimiert. Die
Expression erfolgte im pET-Expressionssystems. Es werden das BZI-1-Gesamtprotein und
die Deletionsderivate BZI1-AN, BZI-1-ANAD1, BZI-1-ANABD exprimiert (zur Ubersicht:
Abbildung 1).

Bezeichnung e s w s sess s vees s ame  CTOBE berech. MW
His-BZI-1 - M W 487 AS 52 kDa
His BZLT-AN e — 15 A5 44 kDa
His-BZI-1-ANAD1 ==l SN 3465 AS 39 kDa
His-BZI-1-ANABD eI s 394 AS 41 kDa

Abb. D — 1: Schematische Ubersicht der rekombinanten BZI-1-Derivate.

Die Ubersicht zeigt die 4 konstruierten His®-tag-Fusionsproteine. Innerhalb des His®-BZI-1-Proteins werden die
Doménen schematisch dargestellt. Die deletierten Bereiche der Derivate wurden ausgespart. Die Gréfie der Proteine wird
in Aminosduren (AS) angegeben, das berechnete Molekulargewicht in Kilo-Dalton (kDa); His: His-tag, N: Doméne N; I
Doméne 1, Il: Doméne 2, BD: basische Doméne, LZ: Leuzin-Zipper, llla+b: Doméne 3, IV: Doméne 4, A: Deletion.

Das zu exprimierende Gen wird so in den multiplen-klonier-Bereich (mcs) des Vektors
eingebracht, dass eine Translationsfusion mit dem His-tag® entsteht. Die korrekte Fusion
des His-tag® im 5’-Bereich wurde durch eine Sequenzierung bestétigt. Durch den His-tag®

werden die Fusionsproteine um 37 Aminosduren vergréfert. Nach der Transformation der
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Plasmide in den E.coli BL21-Stamm wurden die optimalen Expressionsbedingungen fur die
einzelnen Proteine getestet. Es wurden jeweils die Menge an Induktor, die
Inkubationstemperatur wahrend der Expression und die Expressionsdauer variiert. Es zeigte
sich, dass bei einer Induktion der Expression mit 0,8 mM IPTG und einer Inkubation bei RT
nach 3 h die optimale Ausbeute an rekombinatem Protein zu erhalten war. Bei einer
Ausdehnung der Inkubationszeit nahmen die Abbauprodukte des zu exprimierenden
Proteins durch Proteolyse zu stark zu. In allen Expressionsstudien zeigte sich eine grofiere
Ausbeute der Deletionsderivate im Gegensatz zum Gesamtprotein. Das His®-tag-Epitop
am N-Terminus des rekombinanten Proteins kann durch den spezifischen His®-Antikérper
detektiert werden. Die erfolgreiche Expression wurde durch Coomassie-geféarbte SDS-
PAGE-Gele und Immunodetektion getestet (exemplarisch fir His®-BZI1-AN Abb. D-2).
Nach der Expression erfolgte die Aufreinigung durch eine Affinitdtschromatographie Gber
die NiNTA-Matrix. Der Séulendurchlauf wird fraktioniert aufgefangen und die Fraktionen
werden mit Hilfe der Bradford-Proteinbestimmung auf ihren Proteingehalt getestet. Eine

exemplarische Aufreinigung des in E.coli exprimierten His®-BZI1-AN -Derivates ist in

Abbildung D-2 zu sehen.

z z - His-BZI-1AN
. i 2 | 5 Eluate
5 N I~ S £ 250 mM
= ) & 2 |2
o T T & | %
= :/_8) $
+ B + E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8
Spur
112 3 4 6 718 9 1011 12 13 14 15
! ——
-ﬁ' L y 5
66 kDa , E —
, o-His | casusubied
55 kDa 2
- L |N

Abb. D — 2: Expression des His®BZI-1-AN und exemplarische Aufreinigung des His®BZI-1-AN Proteins.

Spur 1-3: Coomassie geférbte 8% PAGE-Gele. Spurl: Marker, Spuren 2+ 3: Expression der Proteine His®BZI-1-AN ohne
(-) IPTG und mit (+) 0,8 mM IPTG nach 3 h Expressionszeit bei RT; Spuren 4+5 Immunodetektion mit dem His-
Antikérper 1:1250, sek. Antikérper 1:5000; Spur 4: uninduzierter His®BZI-1-AN-Bakterienextrakt, 3h RT; Spur 5: 0,8
mM IPTG induzierter His®BZI-1-AN-Bakterienextrakt, 3 h RT; Spuren 6-15: exemplarische Aufreinigung des His®BZI-1-
AN durch eine NiNTA®-Saulenchromatographie. Spur 6: 1.Saulendurchlauf; Spur 7: Waschfraktion mit 20 mM Imidazol;
Spur 8-15: fraktioniert aufgefangene Eluatfraktionen (E) mit 250 mM Imidazol eluiert.
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1|2 Herstellung des BZI-1-Antikérpers

Das erste im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Protein, das His®-BZI-1-ANABD-Derivat
wurde im mg-MaBstab quantitativ exprimiert. Das ausgewdhlte Derivat lief sich, vermutlich
aufgrund der fehlenden putativen DNA-Bindedomdne, am effizientesten expimieren. Die
Aufreinigung erfolgte zundchst affinitédtschromatographisch und anschlieBend Gber ein
SDS-PAGE. Das durch eine Coomassieféirbung detektierte His®-BZI-1-ANABD-Derivat
wurde aus dem Gel durch eine Elektroelution herausprépariert und zur Immunisierung
eines Kaninchens eingesetzt. Fir Immunodetektionen wurde das Serum der 4.
Blutentnahme eingesetzt. Um die untere Nachweisgrenze des Antikdrpers auszutesten
wurde eine SDS-PAGE  durchgefohrt  und  unterschiedliche Verdinnungen des

rekombinanten His®-BZI-1-Derivates aufgetragen.

HisBZI-1
o) ()
o o c c
c & o o
Spur 1T 2 3 4

66 kDOl = -_— -* o-BZI-1

55 KD mem

Abb. D - 3: Sperzifitit des a-BZI-1-Antikérpers.
Immunologische Detektion des rekombinant exprimierten His®BZI-1 nach Aufreinigung mit dem a-BZI-1-Antikérper.
Prim. AK: 1:1250; Sek. AK: 1:5000 Spur 1: 1 ng, Spur 2: 5 ng, Spur 3: 10 ng und Spur 4: 50 ng His®-BZI-1-Protein.

Wie in Abbildung D-3 ersichtlich, lasst sich mit der ausgetesteten und standardmaBig
eingesetzten Verdinnung des priméren Antikérpers von 1:1250 unter Verwendung des 4.
Serums eine Menge von 1 ng gerade noch nachweisen. Mit steigender Menge an

eingesetztem Protein steigt die Intensitat der Detektion.
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1|3 Immunologischer Nachweis der rekombinanten BZI-1-Derivate

Um die Spezifitat der aufreinigten Proteine zu protokollieren, werden die Fraktionen
zusatzlich durch eine Immunodetektion mit dem a-BZI-1 getestet. Hierbei lassen sich auch
proteolytische Abbauprodukte des rekombinanten Proteins nachweisen. Abbildung D-4
zeigt eine immunologische Detektion einer Proteinaufreinigung des His®-BZI-1-AN Proteins

mit Hilfe des hergestellten a-BZI-1 Antikérpers.

ER His-BZI-1 AN _
*:c;) < Z E_|_unc1’re T
_::'r —3 j:l 250 m g S
[ 0 T:’ 'R
T | = El E3 E4 E7 E8 | £™
c 3 5
- [%p]
Spur 112 3/ 4 5 6 7 8|29

66 kDA :
- — S — | 7]
55 kDq

Abb. D — 4: Immunodetektion des His®BZI-1-AN Proteins nach der Aufreinigung.

Immunologische Detektion des His®BZI-1-AN Proteins in den Fraktionen nach einer NiNTA®-Saulenchromatographie
mit Hilfe des «-BZI-1-Antikérpers. Spur 1: Positivkontrolle induzierter Bakterienextrakt 3 h, RT, lysiert; Spur 2:
1.S8ulendurchfluss; Spur 3: Waschfraktion mit 20 mM Imidazol Spur 4-8: fraktioniert aufgefangene Eluatfraktionen (E)
mit 250 mM Imidazol eluiert; Spur 9: Negativkontrolle uninduzierter Bakterienextrakt 3 h, RT, lysiert.

Die Western Blot — Analyse bestdtigt, dass durch die Affinitétschromatographie die
rekombinanten Proteine effektiv aufgereinigt werden konnten und nur sehr wenig
immunologisch nachweisbare Abbauprodukte die Extrakte (His®-BZI-1-AN und His®-BZI-1-
ANABD) kontaminieren. In Abbildung D-5 sind die aufgereinigten und auf 10 ng

abgeglichenen rekombinanten Proteine zu sehen.
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Abb. D — 5: Gréflenvergleich der BZI-1-Derivate.

Immunologische Detektion der rekombinant exprimierten His®BZI-1-Derivate (10 ng) nach Aufreinigung mit dem a-BZI-
1-Antikérper. Spur 1: His®-BZI-1; Spur 2: His®-BZI-1-AN-Derivat; Spur 3: His®-BZI-1-ANAD1-Derivat; Spur 4: His®-BZI-
1-ANABD; Spur 5: Marker.

Alle untersuchten Proteine zeigten ein verzdgertes Laufverhalten im Gel im Vergleich zu
ihren berechneten Molekulargewichten. Insbesondere das Doppeldeletionderivat His®-BZI-
1-ANAD1 fiel durch ein abweichendes Laufverhalten auf. Die Vollstandigkeit des
hergestellten Konstruktes konnte durch zusétzliche Sequenzierungen der Fusionsibergénge
und der deletierten Bereiche bestétigt werden. Mit Hilfe dieser rekombinant hergestellten

Proteine konnten nun die BZI-1 DNA-Bindeeigenschaften untersucht werden.
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2 | DNA-Bindung von BZI-1

Eine wichtige Eigenschaft eines Transkriptionsfaktors ist seine Fahigkeit ein spezifisches
DNA-Element zu erkennen und daran zu binden. Fir bZIP-Transkriptionsfaktoren wie BZI-1
wurde bereits gezeigt, dass sie allgemein ACGT-Core-Motive erkennen (IZAWA et al., 1993).
Fir das BZI-1-AN-Derivat konnte bereits gezeigt werden, dass es in vitro an G-Box-
Elemente des Chalkonsynthase T15-Promotors der Bohne (Phaseolus vulgaris) bindet
(HEINEKAMP et al., zur Versffentlichung eingereicht; DROGE-LASER et al., 1997). Ein entsprechendes
G-Box-Element ist auch aus dem ppal2-Promotor bekannt (HATTON et al., 1995). Eine
Regulation der Tabak Chalkonsynthase- und Phenylammoniumlyasegene durch BZI-1 in
planta konnte jedoch nicht gezeigt werden (HEINEKAMP et al., 2002). Fir das orthologe
Protein CPRF-2 aus Petersilie konnte Uberdies hinaus eine Bindung an die C-Box und G-
Box in vitro und in vivo nachgewiesen werden (WEISSHAAR et al., 1991; FELDBRUGGE et dl.,

1996; SCHINDLER et al., 1992).

2|1 Bindung von BZI-1 an das GH3-Promotorelement, die G/C-Box

Nach Analyse von Auxin-induzierbaren Genen konnten wir in den BZI-T1-AN-
exprimierenden transgenen Linien das verringert exprimierte GH3-Gen finden (HEINEKAMP
et al., zur Verdffentlichung eingereicht). Um die mégliche Bindung von BZI-1 an diesem
Promotor molekular zu belegen und damit ein spezifisches cis-Element zu identifizieren,
wurde ein  Promotorfragment isoliet und fior Gelretardationsanalysen  (EMSA:
electrophoretic mobility shift assay) eingesetzt. Dieses Promotorfragment, aus dem gut
analysierten GH3-Promotor aus der Sojabohne (Glycine max), enthélt eine chimare G/C-
Box. Eine Bindung des BZI-1 an diesen Teil des Promotorelementes erschien einerseits
aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten zu den bisher getfesteten Promotorelementen
wahrscheinlich. Auf der anderen Seite deutet der negative Einfluss der BZI-1-AN-Derivate
in den transgenen Pflanzen auf eine transkriptionelle Regulation der GH3-Expression hin.

Um die Bindung nachzuweisen wurde ein synthetisches Oligo mit dem Bereich der
chimaren G/C-Box hergestellt, welches im Folgenden als GH3-Oligo bezeichnet wird.
Abbildung D-6 zeigt die Position und Sequenz des Oligonucleotids im GH3-
Promotorkontext. Das konstruierte  Oligonucleotid  entspricht  der  urspringlichen

Promotorsequenz und enthdlt das charakterisierte E1-Element (LU et al.,, 1997). Es besitzt

eine Grofle von 37 bp und stellt den GH3-Promotorbereich von -215 bis -178 bp
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stromautwarts der TATA-Box dar. Die beiden Auxin-responsiven cis-Elemente D1 und D4
(ULMASQV et al., 1995) sind nicht Teil des Oligos, sondern verdeutlichen die Lage des E1-

Elementes im Promotorkontext.

-200 190
E1 +
CHH
EcoRI 750 bp Ncol
GH3-G/C-box GCTCTTGAAAACGA|CTGCAC |[CGCTGTGTAGACCTGGGTGATC
G/C-box mut

GCTCTTGAAAACGA aaG Cta aac TGTGTAGACCTGGGTGATC

Abb. D - 6: Sequenz und Lage des eingesetzten Oligos im GH3-Promotorkontext.

Die Abbildung beschreibt den GH3-Promotor mit den von LIU et al., 1997 und ULMASQV et al., 1995 bezeichneten
DNA-cis-Elementen E1, D1 und D4. Die dunkel unterlegten Basenpaare bezeichnen die G/C-Box, die im Fall des G/C-
mut in den Bereichen der kursiv und klein herausgestellten Buchstaben mutiert ist.

Wie aus Abbildung D-7 ersichtlich, ist das Homodimer des His®-BZI-1-AN-Proteins in der
Lage an das GH3-Oligo zu binden. Um eine verlassliche Aussage Gber die eingesetzten
Proteinmengen machen zu kénnen, wurde der aufgereinigte Proteinextrakt Gber ein SDS-

Gel mit Hilfe einer Coomassieférbung gegen einen 1 ug/ul BSA-Standard abgeglichen.

His-BZI-1-AN
|
1 23 4

TR

gfreies Fragment
(GH3-Oligo)

Abb. D - 7: Sperzifitét der DNA-Bindeakdivitét in Abhéngigkeit von der Proteinmenge.
Die Bindeaktivitét des His®BZI-1-AN-Proteins in Abhéngigkeit zur eingesetzten Menge des Proteins an das GH3-Oligo:
Spur1:0ng; 2:50ng; 3: 100 ng und 4 : 200 ng Protein, *retardierter BZI-1-DNA-Komplex.
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Es entsteht ein DNA-Proteinkomplex, dessen Signal mit der eingesetzten Proteinmenge
korreliert. Bei einer im Uberschuss vorhandenen Menge an Protein (200 ng) erscheint
unter den eingesetzten Bindebedingungen eine starker retardierte Bande etwas oberhalb
der prominenten Bande. Méglicherweise handelt es sich hierbei um Proteinmultimere, die
Uber den His®-tag komplexieren kénnen.

Um die Spezifitdt der BZI-1 Bindung an die chimdre G/C-Box des GH3-Oligos
nachzuweisen wurde ein Kompetitionsassay mit dem GH3-Oligo und dem vergleichbaren,
im Bereich der G/C-Box mutierten Oligo vorgenommen. Das Ergebnis dieser
Kompetitionsstudie ist in Abbildung D-8 zu sehen.

Als optimal detektierbare Menge konnte aus den gewonnenen Ergebnissen des
vorangehenden Versuches 200 ng rekombinantes Protein eingesetzt werden. Es wurde
jeweils ein 1:100- und 1:200-fachen Uberschuss unmarkiertes GH3-Box Fragment oder
mutiertes G/C-Box-Element zugegeben.

His-BZI-1-AN
G/C-box  G/C mut
l

I ‘ freies Fragment
(GH3-Oligo)

Abb. D-8: G/C-Box Spezifitét der DNA-Bindeaktivitét.

Kompetitionsanalyse der DNA-Bindung von His®BZI-1-AN an die G/C-Box. Die radioaktiv markierten Fragmente wurden
durch Zugabe von unmarkierten G/C-Box und G/C-mut Fragmenten im molaren Verhélnis 1:100 und 1:200
kompetitiert. His®BZI-1-AN-rekombinantes His®BZI-1-AN-Protein (200ng); G/C-Box: GH3-Oligo; G/C-mut: im Bereich
der G/C-Box mutiertes GH3-Oligo; * retardierter BZI-1-DNA-komplex.

Die erste Spur zeigt das Signal der unkompetitierten Bindung des Proteins an das G/C-
Box tragende Fragment. Durch die Kompetition mit dem unmarkierten GH3-Oligo sieht

man die Abnahme des detektierbaren Komplexes im Vergleich zur nicht kompetitierten
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Bindung des BZI-1. Durch die Kompetition mit dem mutierten G/C-Oligo lasst sich kein
Einfluss auf die DNA-Bindung erkennen. Das hier verwendete Oligo tragt die gleichen
Randsequenzen wie das radioaktiv. markierte, ist jedoch im Bereich des cis-Elementes
mutiert (Abbildung D-6). Durch diesen Ansatz lasst sich als spezifisches DNA-Bindemotiv
von BZI-1 als G/C-Box mit einer DNA-Sequenz GACGTG beschreiben.

Um die Affinitét der BZI-1-DNA-Bindung an die G/C-Box gegeniber einem allgemein
bZIP-bindenden Element mit ACGT-Kernmotiv vergleichen zu kénnen, wurde das as-1
Element (Sequenz: TGACGTAA) verwendet. Des Weiteren wurde die Affinitét des BZI-1 zu
den palindromischen C- (Sequenz: CCACGTGG) und G- (Sequenz: TGACGTCA) Boxen
verglichen. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung D-9 zu sehen.

His-BZI-1-AN
G/C-mut|G/C-box| as-1 C-box | G-box
| P R |
& 3 !“.k "
R R R *

B freies Fragment

i (GH3-Oligo)

Abb. D — 9: Spezifitdt der DNA-Bindung von His®BZI-1-AN an unterschiedliche DNA-Elemente.
Kompetitionsanalyse der DNA-Bindung von His®BZI-1-AN an die G/C-Box. Die radioaktiv markierten Fragmente wurden
durch Zugabe von unmarkierten Fragmenten im molaren Verhdlinis 1:100 und 1:200 kompetitiert. Zur Kompetition
eingesetzte DNA-Fragmente: G/C-mut; G/C-Box; as-1-Element, C-Box und G-Box. His®BZI-1-AN: rekombinantes
His®BZI-1-AN-Protein (200ng);

Zum Vergleich der Bindung an die cis-Element-tragenden DNA-Fragmente wurden diese
im 100- und 200-fachen molaren Uberschuss als Kompetitoren zugesetzt. Das as-1-
Fragment wurde freundlicherweise von S. Krawczyk zur Verfigung gestellt. Dieses Element
tragt ein fur TGA-Faktoren spezifisches as-1-cis-Element mit einen ACGT-Kernmotiv. Wie
schon von IZAWA et al., 1992 gezeigt, variiert die Spezifitdt der DNA-Bindung in Abhéngigkeit
von den eingesetzten Faktoren. Durch den Einsatz eines 200-fachen Uberschusses zeigt
sich eine leichte Kompetition. Diese beruht auf der schwachen Verdréngung durch das as-
1-Element, woraus die hohe Sperzifitét des BZI-1 fur das G/C-Element erkennbar wird.
Durch die C- und G-Box zeigt sich ebenfalls eine hohe Spezifitét des BZI-1 fir diese cis-
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Elemente. Hier erfolgt eine starke Kompetition der unmarkierten Fragmente gegentber der
radioaktiv markierten G/C-Box. Da die G/C-Box in dem GH3-Oligo direkt den GH3-
Promotorbereich widerspiegelt, kann hier eine direkte Interaktion des BZI-1-Proteins mit
einem Promotorelemtent eines putativen Zielgens verknipft werden. Diese nachgewiesene
Interaktion ist ein wichtiger Punkt der Entschlisselung der Signalverarbeitung. In dem
verwendeten in vitro Analysesystem steht hier nun die Bindung an die entdeckte G/C-Box
in dem GH3-Oligo neben den bisher bekannten Interaktionen des BZI-1-Proteins mit der
C- und G-Box.

2|2 Spezifitét der BZI-1-DNA-Bindung durch die basische Doméne
Die Bindung der unterschiedlichen rekombinanten Proteine an das GH3-Oligo ist in

Abbildung D-10 zu sehen.

HisBZI-1
HisBZI-1-ANAD1
HisBZI-1-ANABD

HisBZI-1-AN

*

. ' freies Fragment
(GH3-Oligo)

Abb. D — 10: EMSA (electrophor. mobility shift assay) der Bindung von BZI-1-Deletionsderivate an das GH3-Oligo.
Eingesetzt wurden 0,2 ug der rekombinanten Proteine His®BZI-1, His®BZI-1-AN, His®BZI-1-ANAD1 und His®BZI-1-
ANABD . Das eingesetzte radioaktiv markierte DNA-Fragment ist das in Abb. D-6 beschriebene GH3-Oligo. Das
Sternchen bezeichnet die spezifischen Bindeakftivitdten.

Da das rekombinant hergestellte His®-BZI-1 durch die eingeschrénkte Expression nach der
Aufreinigung in einer geringen Konzentration vorlag, zeigte sich keine nachweisbare
Bindefahigkeit an das cis-Element. Um zu testen, ob die verminderte Bindung durch die

geringe bakterielle Expression des His®-BZI-1 begriindet war, wurde zur Kontrolle in vitro-
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translatiertes BZI-1 fur die Bindestudie eingesetzt. Fir das BZI-1-in vitro-Translatat konnte
ebenfalls keine DNA-Bindung nachgewiesen werden. Die Abbildung D-10 zeigt, dass die
Deletionsderivate mit den Deletionen der Doménen N und 1 das cis-Element gut binden.
Durch die relativ grole Menge eingesetzten Proteins zeigt sich auch in dieser
Gelretardationsanalyse der zweite, oben beschriebene, stérker retardierte Komplex. Das
rekombinant hergestellte His®-BZI-1-ANABD ist nicht in der Lage an DNA-zu binden. Mit
Hilfe dieser Deletionsstudien lasst sich die DNA-Bindeféhigkeit des BZI-1-Proteins auf die
basische Doméne zurickfihren. Durch die Deletion von 21 Aminosduren im Bereich von
256-277 Aminosdéuren des BZI-1 wird somit die DNA-Bindeeigenschaft des

Transkriptionsfaktors unterbunden.
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3 | Phosphorylierungsstudie des BZI-1 Transkriptionsfaktors

Das BZI-1-AN-Derivat wird in vitro durch einen Extrakt elicitierter Sojabohnenzellen
phosphoryliet. Die detektierte Phosphorylierung ist Serin-spezifisch. Durch Infektion mit
dem avirulenten Pseudomonasstamm P. syringae pv. glycinea ist diese schnelle, transiente
Phosphorylierung nach 2 h nachweisbar (DROGE-LASER et al., 1997). Es stellten sich die
Fragen, ob BZI-1 im homologen Tabaksystem ebenfalls phosphoryliert wird und in
welchen Domdnen des Proteins die Serin-spezifische Phosphorylierung erfolgt. Hierfur
wurden im ersten Schritt Tabaksuspensionskulturen  mit  dem avirulenten Stamm
Pseudomonas syringae pv. pisi induziert und in einem in vitro—Kinase-Assay die Aktivitét
der Extrakte zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion getestet. Des Weiteren
wurden, um in vivo Phosphorylierungsereignisse zu detektieren, Inokulationen mit den
Pseudomonaden am Blattgewebe vorgenommen und wie oben beschrieben die
Kinaseaktivitét ermittelt. AuBerdem wurde die Phosphorylierung mit Hilfe spezifischer
Proteasen grob kartiert, so dass eine Eingrenzung auf die spezifischen Domédnen erfolgen

konnte.

3|1 Phosphorylierung von BZI-1 nach Pathogenstimulus

Die Phosphorylierung als posttranslationale  Modifikation ist ein  weit verbreiteter
Mechanismus der Signalverarbeitung und -weiterleitung. Um die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors nachzuweisen, wurde ein in vitro—Kinaseassay verwendet. Dafur
wurden native Proteinextrakte hergestellt, deren Kinaseaktivitét getestet werden sollte. Die
Anséitze wurden mit rekombinant hergestelltem His®-BZI-1-AN Protein inkubiert. Nur for
die spdtere Kartierung wurde zusétzlich His®-BZI-1-ANABD verwendet. Unter Anwesenheit
von radioaktivem y-P¥2-ATP kann das markierte Phospat nun durch eine aktive Kinase aus
dem Extrakt auf das rekombinante Protein Gbertragen werden. Es erfolgten auch
zusatzliche Versuche mit unterschiedlichen Stimuli. So konnte durch Licht- oder Auxin-
Induktion keine Phosphorylierung des BZI-1 Proteins durch die Extrakte nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Nach Zugabe eines Pathogenstimulus hingegen war eine
Phosphorylierung nachweisbar.

Zur  Untersuchung der Kinaseaktivitgt in  Tabak-Suspensionskulturen  wurden
Suspensionskulturen  des  Pflanzenkultivars  Xanthi  verwendet. Die Induktion der

Suspensionskulturen erfolgte durch den avirulenten Bakterienstamm P. syringae pv. pisi.
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Die erfolgreiche Induktion der Pflanzenantwort wurde durch einen Northern Blot und die

Expression des Pflanzenabwehrgens EAS4  Gberprift (Abbildung D-11).

P syringae
pv. pisi
Zeitlh| | 3 7 | 3 7

Kontrolle

easd

—— — —

EtBr

Abb. D-11: Nachweis der ausgelésten Pathogenantwort in P. syringae pv. pisi infizierten Suspensionskulturen
Northern Blot-Analyse der Sesquiterpencyclase-Expression nach Pathogen-Induktion. Aufgetragen wurde 8 g RNA von
Suspensionskulturen. Die Probentnahme erfolgte 3 und 7 Stunden nach Induktion. Induktion mit Kontrolle : steriles
Leitungswasser; P. syringae pv. pisi : 5 x 107 cfu. Sonde: eas4 :Sesquiterpencyclase. Zur Kontrolle sind die
Ethidiumbromid-geférbten RNA-préparationen (EtBr) abgebildet.

Die Ansdtze wurden im Dunklen inkubiert. Die Extrakte wurden anschliefend mit dem
rekombinanten Protein BZI-1-AN inkubiert und analysiert. Abbildung D-12 zeigt die

transiente radioaktive Markierung des rekombinanten Proteins nach der Infektion.

BZI-1AN

Kontrolle Ps. syringae pv. pisi
Zeit[min]| O 15 45 60| 0 15 30 45 60
Spur 1 2 3415 6 7 8 9
61 kDa 4 e

50 kDa

Abb. D - 12: in vitro-Phosphorylierung von His®BZI-1-AN durch Extrakte von Ps. syringae pv. pisi infizierten
Suspensionskulturen

Kinase-Assay von infizierten Suspensionskulturextrakten mit His®BZI-1-AN-Protein gelelektrophoretisch tber ein 8%
PAGE-Gel aufgetrennt. Die Proben zeigen die Kinaseaktivitat 0, 15, 30, 45 und 60 Minuten nach der Zugabe der

Bakterien/Kontroll-Extrakte. Pro Spur wurde 1 ug His®BZI-1-AN als Phosphorylierungssubstrat eingesetzt. Der
GréBenstandard in kDa-Kilodalton ist am linken Bildrand abgebildet.
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Unterhalb der 50 kDa-Markerbande ist eine radioaktiv markierte Bande sichtbar, die in
samtlichen Spuren auftritt. Hierbei handelt es sich vermutlich um ein pathogen- und
substratunabhdéngiges Phosphorylierungsereignis der Extrakte, da sie in allen Spuren in
unverdnderter Starke bestehen bleibt und auch nicht mit der Zugabe des rekombinanten
Proteins korrelliert. 15 Minuten nach der Induktion zeigt sich ein starker Anstieg der
Kinaseaktivitat in den Extrakten. Die detektierte Bande besitzt, verglichen mit dem Marker,
eine GroéBe von ca. 58 kDa. Sie entspricht damit der Grofle des eingesetzten
rekombinanten Proteins. Das BZI-1-Protein wird somit transient innerhalb von ca. 15 - 45
Minuten nach Infektion posttranslational durch eine Phosphorylierung modifiziert. Diese
Phosphorylierung  konnte durch andere Stimuli  wie UV-Bestrahlung (3 min
Transilluminator), Hitze (3 min, 37 °C) oder Elicitierung durch hairpin (1,2 M) nicht gezeigt
werden. Eine Kontrolle der Kinaseaktivitdt des Bakterienstammes zeigte ebenfalls keine
Kinaseaktivitat (Daten nicht gezeigt).

Um die in planta-Kinaseaktivitét zu testen, wurde das Experiment am Blattgewebe von
Ganzpflanzen in Erdkultur wiederholt. In dem Blattgewebe war ein entsprechendes
Phosphorylierungsereignis nachweisbar. Die transiente Kinaseaktivitdt war im gleichen

Zeitraum von 15 - 45 Minuten nach Infektion detektierbar.

3|2 Zuweisung der Phosphorylierungsstellen zu den BZI-1-Proteindoménen

Durch eine Zuweisung der Phosphorylierungsstelle zu einer BZI-1-Proteindomane ergibt
sich méglicherweise ein neuer Hinweis auf die Funktion des Proteins. Deshalb wird die, im
oben beschriebenen etablierten Suspensionskultursystem nachweisbare Phosphorylierung
im Protein kartiert. Da fir das BZI-1-AN durch ein in vivo-labeling mit anschlieBender
Hydrolyse bekannt war, dass die Phosphorylierung Serin-spezifisch ist (DROGE-LASER et al.,
1997), konnten die weiteren Analysen auf die im Protein liegenden Serine eingegrenzt

werden. Insgesamt kommen im 450 AS-grofien BZI-1 58 Serine vor.

BZI-1 Doménen Anzahl Serine
Domane N 11

Doméne T und 2 28

basische Doméne 7

Doméne 4 3

restliche Bereiche 9

Gesamt 58

Tabelle D — 1: Uberblick tber die Serin-Verteilung innerhalb der BZI-1-Proteindomdénen.
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Zur Ubersicht ist die Verteilung der Serine auf die Proteindoménen in der Tabelle D-1
aufgefihrt. Durch in silico-Analysen (NetPhos 2.0) konnte im mittleren Bereich der
Doméne 2 die Aminoséuresequenz SDDD als typische Caseinkinase-Erkennungsstelle
identifiziert werden. Diese in silico-Analyse sagte eine Erkennung durch die Kinase mit
einer statistischen Wahrscheinlichkeit von 99% aufgrund der umgebenden Aminosduren
voraus. Im Bereich der basischen Doméane konnte fir das Serin in der Sequenz NRESARR
ebenfalls eine statistische Kinase-Erkennungswahrscheinlichkeit von 99% ermittelt werden.
Zur Grobkartierung der Phosphorylierungsstellen wurde der oben beschriebene Kinase-
Assay mit einer in Vorversuchen positiv getesteten Probe (45 min nach Infekfion einer
Suspensionskultur) im dreifachen Ansatz durchgefihrt. Als Substrat dienten jeweils das
His®-AN-BZI-1-Protein und das His®-~ANABD-BZI-1-Protein. Fir die Kartierung wurde das
Protein  His®-AN-BZI-1 zundchst mit Cyanbromid und danach mit Ameisensdure
beziehungsweise der Endoproteinase V8 verdaut. Es ergaben sich durch die
Cyanbromidspaltung zwei radioaktiv markierte Banden, die separat voneinander durch die
Ameisensdure- und V8-Spaltung weiteranalysiert wurden. Das His®-ANABD-BZI-1 Protein
wurde zum direkten Vergleich mit dem His®-AN-BZI-1 ausschlielich mit Cyanbromid
(CNBr) gespalten.

Ameisen
CNBr sdure v
o
2 ¢ 2 2 %
2258 & &
- 288 8 8
N N =z = ~ ~
9 @l o x| =
T T
15 KDA—
-
QkDA —

Abb. D — 13 Kartierung der Phosphorylierungsstellen.

Spaltung der phosphorylierten His®-BZI-1-AN und His®-BZI-1-ANABD-Proteine mit Cyanbromid (CNBr), der einzelnen
His®-BZI-1-AN-Fragmente mit Cyanbromid und Ameisenséure (Ameisenséure) und Cyanbromid und V8-Endoproteinase
(v8). Ubersicht tber die entstehenden Fragmente und Zuordnung der Fragmente zu den Proteindoménen. N-N-term.
Doméne, |- Domdane 1, ll-Domédne 2, Bas.-basische Domdne, llla+b-Doméne 3 und IV-Doméne 4. AS-Anzahl
Aminosduren. Die Scheren versinnbildlichen das Zerlegen der Fragmente. P-mégliche Phosphorylierungsstellen (grof3:
statistisch >95 % Wahrscheinlichkeit der Phosphorylierung).
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Abbildung D-13 zeigt das komplexe Spaltungsmuster nach dem proteolytischen Verdau. Es
ergeben sich nach der CNBr-Behandlung zwei Banden, in den Gréflen von ca. 10 und 14
kDa. Dies weist erstmals auf mindestens zwei unterschiedliche Phosphorylierungsereignisse
hin.

Da das Cyanbromid Proteine spezifisch hinter jedem Methionin schneidet, ergeben sich 11
unterschiedlich groe Fragmente des His®-AN-BZI-1-Proteins (zur Ubersicht Abbildung
D-14).

BZI-1  AN-BZI-1 CNBr  Ameisen- V8-

sdure  Proteinase

69AS* | 69 AS* 69 2538 14 kDa

379 AS 1

9 A5* 29 AS* 29438 10 kDa

Abb. D — 14: Proteolytisch entstehende BZI-1-Fragmente.

Spaltung der phosphorylierten His®-BZI-1-A-Proteine mit Cyanbromid (CNBr), der einzelnen Fragmente mit Cyanbromid
und Ameisenséure (Ameisenséure) und Cyanbromid und V8-Endoproteinase (V8). Ubersicht Uber die entstehenden
Fragmente nach der Cyanbromid- (CNBr-), Ameisensdure- und V8-Spaltung. AS-Anzahl Aminosduren. Die Scheren
versinnbildlichen das Zerlegen der Fragmente. BZI-1: N.t.BZI-1, Bas. D.: basische Doméne, N: Doméne N, A: Deletion.

Der C-terminale Teil der basischen Domdne wird duch den CNBr-Verdau in ein 69 AS-
grofes Fragment zerteilt. Dies entspricht einer Gréfle von umgerechnet ca. 14 kDa und
findet sich im Gel in der oberen Bande wieder. Dies weist auf eine Phosphorylierung in
dem Bereich der basischen Domdne hin. Diese Bande ist im phosphorylierten und
gespaltenen His®-ANABD-BZI-1-Protein nicht nachweisbar. Daraus kann man auf eine
Phosphorylierung von einem der 5 Serine in der DNA-Binderegion oder
Kernlokalisierungssequenz schlieflen.

Im C-terminale Teil des Proteins lésst sich das zweite Phosphorylierungsereignis auf das 29
AS-grofie Fragment aus der Doméne 4 begrenzen. Das durch die Cyanbromidbehandlung
entstehende 10 kDa Peptid lasst sich durch die folgenden Spaltungen als 29 AS-grofies
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Fragment identifizieren. Durch den Verdau mit der Ameisensdure, die spezifisch zwischen
den Aminoséduren Asparaginsdure und Prolin (D-P) schneidet, wird das 10 kDa markierte
Fragment nicht beeinflusst. Da das 35 AS-grofle Fragment jedoch durch die
Ameisensdurebehandlung zerlegt wird, entspricht das radioaktiv markierte 10 kDa
Fragment dem 29 AS-groflen Bereich, welcher einen Teil der Doméne 4 beinhaltet. Durch
die Spaltung mit der V8-Proteinase (E-X-spezifische Spaltung) sind die markierten Peptide
nicht mehr nachweisbar. Aufgrund der Glutaminsguren in den Peptiden des 69 AS-
Fragmentes und des 29 AS-Fragmentes werden diese in nicht mehr nachweisbare
Bruchstiicke zerlegt. (Das 35 AS grofle Fragment enthélt keine Glutaminsdure.) Diese
Spaltung weist ebenso darauf hin, dass es sich bei der unteren Bande um das 29 AS grofie
Fragment handelt. Die Abbildung D-14 zeigt eine Ubersicht der entstehenden
Proteinfragmente. Die Lage der Phosphorylierungsstellen innerhalb des BZI-1 Proteins wird

durch Abbildung D-15 verdeutlicht.

pPpep p Prp
14 kDa 10 kDa
N I Bas Ma b [V

Leucin-Zipper

Abb. D — 15: Lage der Phosphorylierungsstellen im BZI-1-Protein.

Zuordnung der Fragmente zu den Proteindomdnen. N-N-term. Domdéne, |- Doméne 1, Il-Doméne 2, Bas.-basische
Doméne, llla+b-Doméne 3 und IV-Doméne 4. kDa-Molekulargewicht der Peptide. P-mégliche Phosphorylierungsstellen
(groB: statistisch >95 % Wahrscheinlichkeit der Phosphorylierung).

In diesem Bereich der Doméne 4 liegen 3 potentiell phosphorylierbare Serine. Dem ersten
Serin in diesem Bereich (QRVASLEHL) wird in silico die statistische Wahrscheinlichkeit einer
Erkennung durch eine Kinase von 98% (NetPhos 2.0) zugeschrieben.

Die Ergebnisse zeigen, dass mindestens zwei pathogeninduzierte
Phosphorylierungsereignisse im Bereich der basischen Doméne/Leucin-Zippers und im

C-terminalen Bereich der Doméne 4 statfinden.
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4 | Funktion der konservierten Doménen bei der zelluldren Lokalisierung von
BZI-1
Im Bereich des Kerntransportes wurde fir den homologen Faktor CPRF-2 aus Petroselinum
crispoum ein Phytochrom-abhdngiges Modell entwickelt (KIRCHER et al., 1999). In der
vorliegenden Arbeit soll die Lokalisierung des Trankriptionsfaktors BZI-1 auf der zelluléren
Ebene detektiert werden. Den hierfir wichtigen Doménen soll die Funktion von
Erkennungssequenzen fir den Import oder einer Retention zugewiesen werden. Hierfir
wurden  BZI-1-GFP-Fusionen  hergestellt, —deren  Lokalisierung im  transienten
Expressionssystem untersucht wurde. Aufgrund der groflen Anzahl der zu testenden
Konstrukte war es nicht praktikabel transgene Pflanzen herzustellen. Als Kontrolle wurden
cytoplasmatische, kernlokalisierte und gleichverteilte, aus der Literatur bekannte Protein-
GFP-Fusionen verwandt (HAASEN et al, 1999). Zur besseren Detektion und
Unterscheidbarkeit der Autofluoreszenz phenolischer Substanzen wurde das eGFP
verwendet. Das eGFP besitzt den Vorteil einer Verschiebung des Anregungsbereiches nach
488 nm und eine verstarkte Intensitét und verminderte Ausbleichung gegentber dem GFP.
Durch die verénderte Anregungswellenlénge wird die Autofluoreszenz der phenolischen
Substanzen in den Protoplasten verringert. Zudem konnte durch die verstarkte Fluoreszenz
die Uberstrahlung durch die Chloroplastenfluoreszenz aus dem Rotbereich vermindet

werden.

4|1 Konstruktion der GFP-Fusionsderivate
Zur Analyse der Lokalisierung wurden die in Abbildung D-16 aufgefihrten Konstrukte
hergestellt. Die transiente Expression der Fusionsproteine stand unter Kontrolle des CaMV-
35S-Promotors. Das GFP wurde zur Kontrolle als gleichverteiltes Protein ohne besondere
Lokalisierungssequenz gewdhlt. Das eGFP-Protein besteht aus 260 Aminosduren (= 27
kDa). Das GFP liegt somit unterhalb der Kernporenausschlussgréfe von ca. 60 kDa und
kann sich ungehindert in der Zelle verteilen (HAASEN et al., 1999). Als Beispiel eines
cytosolisch lokalisierten Proteins wurde RanBPTa aus der Ackerschmalwand (Arabidopsis
thaliana) gewdhlt. Es besitzt eine Kernexportsequenz (NES-Nuclear export sequence) und
zeigt fusioniert an das GFP eine strikte Lokalisierung im Cytoplasma (HAASEN et al., 1999).
Mit 494  Aminosduren und einer Gréfle von 52 kDa liegt es unterhalb der
Kernporenausschlussgréfe. Ein Kontrollkonstrukt der BZI-1-vergleichbaren Grofie stellt das
CHS-GFP dar. Es besitzt keine lokalisierende Sequenz und liegt gleichverteilt in den
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beiden Kompartimenten vor (HAASEN et al., 1999). Als weiteres Kontrollkonstrukt mit der
vergleichbaren Groéfle und rein  cytoplasmatischer Lokalisierung wurde das GFP-
CHS(+NES) gewdahlt. Dieses enthalt das in der Gréfle vergleichbare CHS-Protein in C-
terminaler Fusion an dem GFP mit zusatzlich angehéngter Kernexportsequenz des HIV-1-
Proteins Rev. Das 488 Aminoséuren grofle Kontrollkonstrukt zeigt ebenfalls eine rein

cytosolische Lokalisierung (HAASEN et al., 1999). Die verwendeten Kontrollkonstrukte sind in

Abbildung D-16 schematisch aufgefihrt.
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Abb. D — 16: GréBen der konstruierten BZI1-GFP-Fusionen und Kontrollen.

Die Abbildung zeigt die Kontrollkonstrukte und die Deletionsderivate, fusioniert an das GFP-Protein in den relativen
GréBen. Die Zahlen hinter den Bezeichnungen geben die Gréfie der Proteine (ohne fusioniertes GFP) in Aminosduren an
(AA). Domdnen des BZI-1 :N: Doméne N, I: Doméne 1, Il: Domédne 2, Bas.: basische Doméne, llla+b: Doméne 3 und
IV: Doméne 4, A: Deletion. BZI-1: N.t.BZI-1, GFP: Grin fluoreszierendes Protein, RanBP1a: A.t.RanBP1a, CHS: N.t.
Chalkonsynthase, NES: Nuclear-export-sequence von HIV-Rev. Die schwarzen Balken symbolisieren die noch
vorhandenen Bereiche des BZI-1.

64



Die im Folgenden beschrieben Konstrukte stellen die zur Analyse verwandten BZI-1-
Konstrukte dar, die in der Ubersicht Abbildung D-16 zu entnehmen sind. Die Tabelle D-2

zeigt die Groflen der Fusionsproteine mit den entsprechenden Molekulargewichten.

Konstrukt Grofe Molekulargewicht | deletierter Bereich
[Aminosduren] [kDal] [Pos. AS-Sequenz]
BZI-1-GFP 712 75,6 -
BZI-1-AN-GFP 640 68 1-72
BZI-1-AD1-GFP 659 70 111-164
BZI-1-ANAD1-GFP 587 62,5 1-72,111-164
BZI-1-AD2-GFP 728 74 235-251
BZI-1-ANAD2-GFP 624 66 1-72,235-251
BZI-1-ABD-GFP 691 72,6 253-274
BZI-1-ANABD-GFP 619 65 1-72,253-274
N-1-2-GFP 503 52,4 253-465

Tab. D — 2: Ubersicht Gber die Gréfen und Molekularmassen der BZI-1-GFP-Fusionsproteine.

Die Konstrukte bezeichnen die C-terminalen GFP-Fusionen an die BZI-1-Derivate. Die Angabe der Gréfie erfolgt in
[Aminosduren]; die der Molekulargewichte in errechneten Kilodalton [kDa]. Als deletierter Bereich werden die
eingefigten Deletionen mit der Position in der Aminosduresequenz angegeben. Bei Doppelmutanten entsprechend zwei
Stellen.

Durch eine in silico-Analyse zeigte sich eine putative Kernlokalisierungssequenz im Bereich

der basischen Doméne (AS 258-272).

4|2 Zellulare Verteilung der GFP-Fusionsproteine

Die Verteilung der GFP-Fusionsproteine in den Tabakmesophyll-Protoplasten wurde mit
Hilfe des Fluoreszenzmikroskops und eines konfokalen Laserscanning-Mikroskopes
detektiert und aufgezeichnet. Die Uberlagerung und Verrechnung der Bilder erfolgte durch
das Programm ZLS 510 release 2.01. Die Aufnahmen sind zusammengesetzt aus:

1. der bei 488 nm im Fluoreszenzbereich angeregten und bei 505 - 550 nm detektierten
Fluoreszenz;

2. der bei 560 nm detektierten Fluoreszenz;

3. der Durchlichtautnahme und

4. der Uberlagerung.

Zum GréBenvergleich ist in jeder Abbildung ein 10 um Maf3stab eingefigt.
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Abb. D — 17: Verteilung des Grin-Fluoreszierenden-Proteins in Protoplasten.

LSM (Laserscanning-mikroskopische)-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit GFP (Grin-fluoreszierendes Protein).

links oben: 488 nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts
unten: Uberlagerung; Gréflenmafstab: 10 um.

In der Abbildung 17 zeigt sich die relative Gleichverteilung des GFP-Proteins in den
Tabak-Mesophyll-Protoplasten.

Abb. D - 18: Verteilung des RanBP1a-GFP in Protoplasten.

LSM-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit N-terminaler Fusion des GFPan des RanBindeproteinla. links oben: 488

nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten:
Uberlagerung; GréflenmaBstab: 10 um.

In der Abbildung D-18 wird die exklusive Verteilung des RanBP1a-GFP-Proteins im
Cytoplasma deutlich. Das Konstrukt CHS+NES-GFP zeigt die gleiche cytosolische
Verteilung und wird nicht gesondert abgebildet.
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Abb. D — 19: Verteilung des CHS-GFP in Protoplasten.

LSM-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit Fusion des GFP an den C-Terminus der Chalkonsynthase (CHS). links
oben: 488 nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten:
Uberlagerung; GréBenmaBstab: 10 um.

Wie aus der Abbildung D-19 hervorgeht, ist die an das GFP-fusionierte Chalkonsynthase
unreguliert, sowohl im Cytoplasma als auch im Kern verteilt. Unter den hier vorgegebenen
Versuchsbedingungen  mit  den  Tabakmesophyll-Protoplasten  zeigte  sich  die

kompartimentére Gleichverteilung eines, der GréBBe des BZI-1 entsprechenden Proteins

ohne Lokalisierungssequenzen.
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Abb. D - 20: Verteilung des BZI-1-GFP in Protoplasten.

Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit C-terminaler Fusion des GFP an den Transkriptionsfaktor BZI-1.

a. Lichtmikroskopische Aufnahmen: links: 488 nm: Anregung / 550 nm Detektion, Dunkelfeld; Mitte: Anregung/Hellfeld,
rechts: Hellfeld. b. konfokale Schichtaufnahme: S/W zur Quantifizierung ¢. konfokale LSM (Laserscanningmikroskop)-
Aufnahme: links oben: 488 nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten:
Durchlicht; rechts unten: Uberlagerung; GréBenmaBstab: 10 um.

Abbildung D-20 zeigt die Lokalisierung der BZI-1-GFP-Fusion in den Mesophyll-
Protoplasten. Durch lichtmikroskopische Aufnahmen (Abb. D-20 a) mit zusétzlich
zuschaltbarer  Fluoreszenzanregung wird die vorwiegende Verteilung des BZI-1-
Fusionsproteins im Kern deutlich. Da die Aussagekraft im Lichtmikroskop durch die geringe
Lichtstérke sehr begrenzt ist und die Autofluoreszenz nur sehr schwer von der GFP-
Fluoreszenz abzugrenzen war, wurden die weiteren Analysen am Laserscanning-Mikroskop
durchgefuhrt. Abbildung D-20 b zeigt eine semi-quantitativ auswertbare Schichtaufnahme
eines Protoplasten. Durch Quantifizierungen entsprechender Aufnahmen (TINA®) konnte
gezeigt werden, dass sich der Grofiteil des Fusionsproteins, etwa 80 %, im Kern befinden.
Das restliche Protein, ca. 20 %, ist im Cytosol lokalisiert. Die mit den Kontrollkonstrukten
vergleichbaren LSM-Aufnahmen sind in Abbildung D-20 c zu sehen. Es konnten durch
Induktionsversuche mit Auxin (1 mM), Cryptogein (100 mM) und Licht (12 h) keine

Verénderungen der Lokalisation des GFP-Fusionsproteins nachgewiesen werden.
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Abb. D — 21: Verteilung des BZI-1-AN-GFP in Protoplasten.
LSM-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit Fusion des GFP an das BZI-1 mit deletietem N-Terminus. links oben:

488 nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten:
Uberlagerung; Gréfienmafstab: 10 um.

In der Abbildung D-21 ist die nukledre Lokalisation des AN-BZI-1-Fusionsproteins zu
erkennen. Durch die Deletion des N-Terminus beschréankt sich das Vorkommen des

Fusionsproteins ausschlieflich auf den Kern.

Abbildung D — 22: Verteilung des BZI-1-AD1-GFP in Protoplasten.
LSM-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit Fusion des GFP an das BZI-1 mit deletierter Doménel. links oben: 488

nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten:
Uberlagerung; Gréflenmafstab: 10 um.

In der oben aufgefihrten Abbildung D-22 ist die Verteilung des AD1-BZI-1-GFP-Proteins
im Kern erkennbar. Die von der GFP-Fusion ausgestrahlte Fluoreszenz beschrénkt sich auf
den Zellkern. Durch die Deletion der Doméne 1 wird die im kompletten Protein noch

sichtbare Retention im Cytoplasma aufgehoben. Fir die Doppeldeletionsmutante ANAD1-
BZI-1-GFP zeigte sich das gleiche Bild.
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Abbildung D - 23: Verteilung des BZI-1-AD2-GFP in Protoplasten.

LSM-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit Fusion des GFP an das BZI-1 mit deletierter Domane 2. links oben: 488
nm Anregung/505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten:
Uberlagerung; GréBenmaBstab: 10 um.

Die vom AD2-BZI-1-GFP-Fusionsprotein ausgehende Fluoreszenz ist auch hier wieder, wie
in den vorausgegangenen Deletionsderivaten rein auf den Kern beschrankt (Abbildung
D-23). Die Doppeldeletionsmutante verhalt sich auch hier, wie die jeweiligen
Einfachmutanten. Die Domdne 2 besitzt somit eine Funktion im Rahmen der Translokation

des kompletten Proteins.

—
10 pres

Abbildung D — 24: Verteilung des BZI-1-ABD-GFP in Protoplasten.

LSM-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit Fusion des GFP an das BZI-1 mit deletierter basischer Doméine. links
oben: 488 nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten:
Uberlagerung; GréBenmaBstab: 10 um.

In Abbildung D-24 wird die Verteilung des ABD-BZI-1-GFP-Proteins erkennbar. Diese ist
mit der Gleichverteilung des GFP (Abb. D-17) auf die Kompartimente vergleichbar.
Aufgrund der Gréfle des Proteins von 72,6 kDa kann eine Diffusion in den Kern
ausgeschlossen werden. Durch die Deletion der putativen Kernlokalisierungssequenz fehlt

dem Protein die aktive Steuerung in den Kern. Durch Dimerisierung mit anderen Faktoren
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ist es jedoch weiterhin méglich das Protein in den Kern zu schleppen. Damit ist der
putativen Kernlokalisierungssequenz in  der basischen Doméne die Funkfion des

Kerntransportes nachgewiesen. Die Doppeldeletionsmutante verhielt sich vergleichbar

(ohne Abbildung).

Abbildung D — 25: Verteilung des N-1-2-GFP in Protoplasten.

LSM-Aufnahme von Mesophyll-Protoplasten mit Fusion des GFP an den N-terminalen Bereich des BZI-1. links oben: 488
nm Anregung / 505-550 nm Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten:
Uberlagerung; GréBenmaBstab: 10 um.

Die Abbildung D-25 zeigt die cytosolische Verteilung des N-1-2-GFP-Proteins. Im Bereich
des Nukleus zeigt sich eine abgeschwdchte Fluoreszenz, vergleichbar mit der rein
cytosolischen Verteilung des RanBP1a-GFP-Proteins. Da aufgrund der Gréfle des N-1-2-
GFP-Proteins (52,4 kDa) eine Diffusion in den Kern nicht ausgeschlossen ist, lésst sich
durch dieses Konstrukt der N-terminalen Halfte des Proteins die Funktion einer gesteuerten
cytoplasmatischen Lokalisierung zuweisen. Diese kann auf einer Retention oder einem
gesteuerten Kernexport beruhen. In jedem Fall wird diese Lokalisierung durch eine
Interaktion mit einem anderen Protein oder Proteinkomplex mit diesem Bereich des BZI-1-

Proteins gesteuert.
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Fusionsprotein Cytoplasma | Kern

BZI-1-GFP +/- +
BZI-1-AN-GFP - ++
BZI-1-AD1-GFP - ++
BZI-1-ANAD1-GFP - + +
BZI-1-AD2-GFP - ++
BZI-1-ANAD2-GFP - ++
BZI-1-ABD-GFP + +
BZI-1-ANABD-GFP + +
N-1-2-GFP ++

Tab. D-3: Zusammenfassung der Verteilung der Fusionsproteine in den Tabakmesophyll-Protoplasten
Tabellarische Ubersicht Gber die Verteilung; -: kein Vorkommen, +/-: geringes Vorkommen, +: Vorkommen, ++:
starkes bis ausschlieBliches Vorkommen.

Wie der Zusammenfassung in Tabelle D-3 zu entnehmen ist, lasst sich der NLS im Bereich
der basischen Doméine die Steuerung des Proteins in den Kern nachweisen. Diese Aufgabe
kann durch Dimerbildung mit anderen Transkriptionsfaktoren (BZI-2, -3 und -4) ersetzt
werden. Eine geringe Retention des Transkriptionsfaktors BZI-1 im Cytosol kann
nachgewiesen werden. Diese Retention beruht nicht auf der Grofle des
Transkriptionsfaktors sondern ist Teil einer aktiven Regulation. Der vollstdndige N-Terminus
bis zur basischen Domdne ist fir die Retention des Proteins im Cytoplasma nétig. Wie die
oben gezeigten Deletionsderivate N, D1 und D2 gezeigt haben, ist das komplette

Vorhandensein des N-Terminus fir die vollstdndige Interaktion nétig.
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5 | Analyse der Interaktion zwischen Doméne 1 und ANK

Durch einen Hefe-"two-hybrid"-Analyse konnte ein 352 Aminoséuren-grofies Protein (37,3
kDa) aus Nicotiana tabacum identifiziert werden. Dieses Protein interagiert spezifisch mit
dem Bereich der Doméne 1 und den angrenzenden Bereichen des BZI-1-Proteins. Die im
Hefe-System gezeigte Interaktion (K. HORVAY, 2000) sollte insbesondere in planta weiter
charakterisiert werden. Zum weiteren Nachweis der Interaktion wurde die DNA-
Bindeeigenschaft des BZI-1 in Abhdngigkeit zum ANKI1-Protein analysiert und die
Expression des ANK1 nach Pathogenbefall untersucht. Weitergehende Untersuchungen

befassten sich mit der zelluléren Lokalisation eines GFP-Fusionsproteins.

5|1 In-vitro Nachweis der Interaktion zwischen BZI-1 und ANK1

Durch die vorausgegangenen Ergebisse wurde gezeigt, dass BZI-1-AN an die G/C-Box
bindet. Durch die Bindung des ANK1-Proteins an das BZI-1-Protein sollte ein Einfluss auf
den im nativen Gel nachzuweisenden Komplex sichtbar werden. Fir die
Gelretardationsanalyse (EMSA) wurden die Ansatze mit in vitro translatietem ANKT -Protein

versetzt. Das in vitro-Translatat wurde freundlicherweise von A. Strathmann zur Verfigung

gestellt.
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Abb. D — 26: Inhibierung der BZI-1 DNA-Bindeaktivitét durch ANKT1-Protein.

Eingesetzt wurden 0,2 ug HIS®-BZI-1-ANAD1 und HIS®-BZI-1-AN. Die Proben wurden mit dem Volumenverhdltnis 1:1
oder 1:2 mit in vitro translatierem ANKI1-Protein versetzt und mit Retikulocytenlysat auf das gleiche Endvolumen
abgeglichen (6 ul). Das Sternchen bezeichnet die spezifische Bindeaktivitét an da GH3-Oligo. Spurl: freies Fragment;
Spur 2: Reticulocytenlysat, Spur 3: i.v. ANK1; Spur 4-6: rekombinantes His®BZI-1-ANAD1 (4. ohne ANK1, 5. 1:1 mit
ANKT, 6. 1:2 mit ANK1), Spur 7-9: rekombinantes HIS®-BZI-1-AN (7. ohne ANKT, 8. 1:1 mit ANK1, 9. 1:2 mit ANK1).
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Wie aus Abbildung D-26 ersichtlich, besitzt das in vitro-translatiete ANK  keine
eigenstdndige DNA-Bindeeigenschaft an die G/C-Box.

Durch eine Interaktion des in vitro-translatierten ANK1-Proteins mit dem BZI-1-Protein zeigt
sich keine zusétzliche, starker retardierte Bande. Eine in ihrer Mobilitét eingeschrankte
Bande wirde auf eine Vergréflerung des DNA-bindenden Komplexes hinweisen. Die
Menge des bindenden Komplexes nimmt hingegen durch die Zugabe des ANKT-Proteins
ab. Diese Ergebnisse belegen eine Interaktion zwischen dem ANK1-Protein und BZI-1. Die
DNA-Bindeféhigkeit des BZI-1 wird durch diese Interaktion herabgesetzt. Durch die
vergleichenden Versuche mit den rekombinant hergestellten BZI-1-Deletionderivaten lésst
sich die Interaktion der Doméne 1 und der umgebenden Bereiche mit ANK1 nachweisen.
Die Aussagen dieser in-vifro-Analyse bestétigen die im Hefe-System gewonnen Ergebnisse.
Der durch die Deletion betroffene Bereich der Doméne 1 reicht nicht vollsténdig zur

Unterbindung der Komplexbildung aus.
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5|2 Transkriptionelle Regulation der ANK1-Expression nach Elicitierung

Die Expression des ANK1-Gens ist ubiquitdr und gewebe-unabhdngig in der Pflanze. Um
einen Einfluss unterschiedlicher Stimuli auf die Transkription des ANK1-Gens zu
untersuchen, wurden Northern-Blot-Analysen vorgenommen. Es wurde Blattgewebe von
Wildtyp-Tabakpflanzen und unterschiedlichen transgenen Linien getestet. An diesen
wurden Pathogeninduktionen mit Pseudomonas syringae pv. pisi und dem pilzlichen

Elicitor Cryptogein an Blattgewebe durchgefihrt.

Cryplogein F sy pv. pisi HO
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Abb. D — 27: Verringerung der ANK1-Transskriptmenge nach Elicitierung.

Northern-Blot-Analyse der ANK1-Expression. Aufgetragen wurden je 8 g der, zu den angegebenen Zeitpunkten
[Stunden nach Inokulation] nach Stimulus isolierten Blatt-RNA. Als Pathogenstimulus wurde Spur 1-3: Cryptogein (50
nM) und Spur 4-7: P.syringae.pv.pisi (1x107 cfu) inokuliert. Spur 8-11: Inokulation mit sterilem Leitungswasser.
Hybridisierungssonden: ank - ANKT-Gen; eas4 - Sesquiterpenecyclase-Gen (5-epi aristolochen synthase). EtBr -
Ethidiumbromid geférbtes Gel.

Die Abbildung D-27 zeigt die Analyse der Expression des ANK1-Gens nach Elicitierung
und Pathogenbefall. Durch die Expression der Sesquiterpenecyclase (eas4) ca. 3 - 4 h
nach der Inokulation lésst sich das Auslésen der pflanzlichen Pathogenantwort molekular
nachweisen. Die Expressionsstérke des ANK1-Gens sinkt nach Infektion innerhalb von 9 h
stark ab. Nach 24 h ist das urspringliche Ausgangsniveau der Transkription wieder
erreicht. Durch die Ergebnisse der parallelen Inokulation von sterilem Leitungswasser kann

die Pathogensperzifitat dieser Regulation belegt werden.
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Um zu zeigen, dass die Expression des ANKT-Gens unabhéngig von BZI-1 ist, wurden
unterschiedliche BZI-1-exprimierende transgene Linien (Kap. D|6) mit Pseudomonaden

inokuliert und die Expression des ANK1-Gens analysiert.

Infektion mit 107 Psyr.pv.pisi

Wildtyp | ANADT| ANABD | ANADA4
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Abb. D - 28: Die ANK1-Expression ist unabhéngig von BZI-1.

Pathogeninduktion von Blattgewebe der Linien Wildtyp, HA-BZI-1-ANAD1, BZI-1-ANABD und HA-BZI-1ANAD4 mit 1x
107 cfu Pseudomonas syringae pv. pisi. Hybridisierungssonden: ank: ANK1-Gen; eas4: Sesquiterpenecyclase-Gen (5-epi
aristolochen synthase); eas3: Pathogen-unbeeinflusstes Mitglied der Genfamilie.

In allen untersuchten Linien variierte die Expression des ANK1-Gens im normalen Rahmen
der Abweichung (Zeitpunkt 0). Durch die Expression des Markergens eas4 zeigt sich die
ausgeldste  Pathogenantwort in allen untersuchten Pflanzen. Es zeigen sich keine
Unterschiede im Verlauf der ANKI-Expression nach Pathogengabe zwischen den
unterschiedlichen Pflanzenlinien. Die Abnahme der Expression nach Pathogenbefall ist mit
der zuvor gezeigten Verringerung der ANKT-Expression durch Cryptogein-Inokulation zu
vergleichen. Aus den vorgelegten Ergebnissen wird deutlich, dass die Expression des
ANKT-Gens unabhdngig von BZI-1 ist und die ANKIT-Expression im Rahmen der

Pathogenantwort negativ reguliert wird.
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5|3 Lokalisation des ANK1-GFP-Fusionsproteins

Nach der Ermittlung der vollsténdigen Sequenz des ANK1-Gens erfolgte die Konstruktion
der C-terminalen GFP-Fusion (AS-Sequenz: s. G|3, DNA-Sequenz: s. G|4). Das ANK1-GFP-
Konstrukt (Abbildung D-29a) wurde in Tabakmesophyll-Protoplasten transient exprimiert
und die Lokalisierung detektiert. Das ANKT1-GFP-Fusionsprotein besitzt eine berechnete

GréfBe von 64,6 kDa und liegt damit im Bereich der Kernporenausschlussgréfe.

da
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Abb. D — 29: ANK-GFP-Fusionsprotein/Lokalisierung des ANK1-GFP in Protoplasten.

a. ANK-GFP-Konstrukt zur Lokalisierung des ANK1-Proteins in Tabakmesophyllprotoplasten ANK1: N.t. ANK1, GFP:
Grinfluoreszierendes Protein, grau hervorgehoben: Ankyrin-repeats b. LSM-Aufnahme von Mesophyllprotoplasten mit
Fusion des GFP(grinluoreszierenden Proteins) an das ANK-Protein. links oben: 488 nm Anregung/505-550 nm
Detektion; rechts oben: 560 nm Detektion; links unten: Durchlicht; rechts unten: Uberlagerung; GréBenmaBstab: 10 um

In der Abbildung des ANK1-GFP (Abbildung D-29b) ist die ubiquitdre Verteilung des
Proteins zu erkennen. In vielen transformierten Zellen zeigte sich durch die Expression der
ANK-GFP-Fusion oder des unfusionierten ANKT1-Proteins ein cytotoxischer Effekt. Es
konnten keine, im Vergleich zu anderen Transformationsereignissen, stark exprimierenden
Protoplasten detektiert werden. Viele durch GFP markierte Protoplasten zeigten zerstérte

Membranen oder eine starke Autofluoreszenz in der Vakuole.
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6 | Funktionale Analyse der BZI-1-Doménen in planta

Zur Aufklarung der Domdnenfunktionen in planta wurden eine Reihe von BZI-1
Deletionsmutanten transgen in Tabakpflanzen exprimiert. Die Konstrukte standen unter der
Kontrolle des CaMV (CauliflowerMosaikVirus)-35S-Promotors. Der gewdhlte Ansatz
basierte auf dem Prinzip der transdominanten Suppression. Durch die Expression eines
BZI-1-Deletionsderivates im Bereich der Doméane N wird die transaktivierende Funktion
von BZI-1-Homodimeren und BZI-1-interagierenden bZIP-Proteinen (BZI-2, -3, -4) durch
die Bindung an cis-Elemente unterdrickt. Die regulatorische Funktion des AN-BZI-1-
Derivates spiegelt sich in phénotypischen Auffélligkeiten wieder. Der von mir gewdhlte
Ansatz bestand in der Expression von BZI-1-Doppeldeletionsderivaten. Diese Derivate
besaBen alle eine Deletion im N-Terminus und eine zusétzliche Deletion in den Bereichen
der zu charakterisierenden Doméne. Durch das Entfernen einer funktionell wichtigen
Doméne sollte so der transdominante Effekt der Doméne N revertiert werden. Durch die
Zuordnung der Effekte zu einzelnen funktionalen Bereichen ldsst sich ein Rickschluss auf
die Beteiligung der einzelnen Domdnen in unterschiedlichen Funktionsbereichen
nachweisen. Die analysierten Signalprozesse bezogen sich auf die Blitenmorphologie und

fertilitat, die Auxinsignalperzeption und die Pathogenantwort.

6|1 Expression von BZI-1-Deletionsderivaten in transgenen Tabak-Pflanzen

Zur Analyse der Domdnenfunktionen in  vivo wurden BZI-1-Deletionsderivate-
exprimierende  Pflanzen hergestellt. Die hergestellten und transgen exprimierten BZI-1-
Doppeldeletionsderivate sind zur Orientierung schematisch in Abbildung D-30 dargestellt.

72 50 34 56 2628 5116185 58 2315
BZI1 : 452 AS I (T ) 48,4 kDa

I~ | 1BD LZ M ik [

HA-BZI-1-AN - 392 s [N 41,8 kDa

HA-BZI-1-ANADT : 340 AS [Tl I 36,5 kDa
HA-BZI-1-ANAD2 - 364 A5 [N EEE 40,2 kDa

BZI-1-ANABD 23574 I N 38,1 kDa
HA-BZI-1-aNAD4 - 375 A5 THNN | 40 kDa

Abbildung D — 30: Schematische Ubersicht der transgen exprimierten BZI-1-Derivate.

Zum Vergleich der Gréflen sind die Deletionsderivate schematisch aufgefohrt. Das BZI-1-Protein  zeigt im
GroéBenverhdlinis die anteiligen Proteindoménen mit der Anzahl der Aminosguren. Die schwarzen Balken entsprechen
den vorhandenen Proteinanteilen, das graue Rechteck symbolisiert den N-terminalen HA-tag. AS-Aminoséuren, kDA-
Molekulargewicht in KiloDalton. BZI-1: N.t.BZI-1, N: Doméne N, |, D1: Doméne 1, Il D2: Doméne 2, BD: basische
Doméne, llla+b: Domdne 3, IV, D4: Doméne 4, A: Deletion.
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Zur Ubersicht sind die getesten und fur die weiteren Versuche eingesetzten transgenen

Linien in der Tabelle D-4 aufgefihrt.

Konstrukt GréBle | MG | deletierter Bereich Getestete Positiv | Verwendete
[AS] [kDa] | [pos. AS-Sequenz] Linien getestet Linien
BZI-1 452 48 - T.Heinekamp 8.BZI-1#3
HA-BZI-1-AN 392 42 1 1-72 T.Heinekamp 8.HAAN#5
HA-BZI-1T-ANAD1 340 36,5 1-72,111-164 30 10 8.ANAD1#C
8.ANAD1#X
HA-BZI-1-ANAD2 364 40 1-72,235-251 20 8 p-ANAD2#2
15.ANAD2#1
BZI-T-ANABD 357 38 1-72,253-274 13 2 15.ANABD#1
HA-BZI-1-ANAD4 375 40 1-72,441-456 12 4 8.ANAD4#C
. ANAD4#1

Tab. D — 4: Ubersicht der transgenen Linien.

Konstrukt: Bezeichnung der transformierten Konstrukte; HA: HA-tag; AS: Gréfe der Proteine in Aminosduren; MG:
Molekulargewicht der Proteine in Kilodalton; Getestet Linien: Anzahl der getesteten unabhéngigen Transformanden;
Positiv getestet: Immunologisch nachweisbares Transgen; Verwendete Linien: Hochexpremierende Linien fir weitere
Versuche ausgewdhlt.

Die Uberexpressionslinie und die transdominant supprimierte, BZI-1-AN-exprimierende
Linie wurde als Kontrolle verwendet und von T. Heinekamp hergestellt und getestet.

Zur Analyse der in vivo Proteininteraktion wurde das HA-BZI-1-ANAD1 in den Pflanzen
exprimiert. Das HA-BZI-1-ANAD2-Konstrukt wird zur weiteren Analyse der Domdne 2
verwendet. Durch die Expression des BZI-1-ANABD-Transgens erfolgt ein weiterer
transdominant supprimierender Ansatz zur Untersuchung der DNA-Bindung des BZI-1.
Durch die Expression des HA-BZI-1-ANAD4 soll die Funktion der Phosphorylierung und
damit die Bedeutung des BZI-1 in der Pathogenantwort aufgeklart werden. Wie der
Tabelle oben zu entnehmen ist, besitzen einige Deletionsderivate N-terminal einen HA-tag
(influenza hemagglutinin, 12 Aminosduren) zum zusétzlichen Immunonachweis mit einem
HA-Antikérper. Die Expression des Transgens wurde auf Transkriptebene mit Hilfe der BZI-
1-Sonde detektiert. Fir die weiteren Analysen wurden die Linien mit immunologisch gut
detektierbarem Transgen ausgewdhlt. Zum Vergleich der Expressionsstérken werden die
exemplarisch ausgewdhlten Linien in Abbildung D-31a auf Transkript- und Abbildung D-

31b auf Proteinebene dargestellt.
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Abbildung D — 31: Detektion der Expression von BZI-1-Derivaten in den transgenen Pflanzen.

a. Detektion der Transkription mit Hilfe der N.t.BZI-1 Hybridisierungssonde b. Immunologische Detektion von
denaturierten Blatt-Proteinextrakten von transgenen Linien (8% PAGE-Gel). Die Sternchen bezeichnen die BZI-1-Derivate.
Immunodetektion mit primérem AK : a-BZI-1 1:1250; sekunddrer AK a-KaninchenHRP 1:5000. Wildtyp: Linie 8; BZI-1:
8.BZI-1#3; HA-BZI-1-AN: 8.HA-AN#5; HA-BZI-1-ANAD1: 8.ANAD1#C; HA-BZI-1-ANAD2: p.ANAD2#2; BZI-1-
ANABD: 15.ANABD#1; HA-BZI-1-ANAD4: 8.ANAD4#C; Marker: Prestained.

Die das Transgen stark exprimierenden BZI-1-ANABD- und BZI-1-ANAD4-Pflanzen
entstammen jeweils den Linien 15.ANABD#1 und 8.ANAD4#C. Aufgrund der
Hintergrundbande im Bereich von ca. 50 kDa ist die Detektion der weniger stark

exprimierten Derivate schwieriger.
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Des Weiteren wurden im Rahmen der vorausgegangenen Diplomarbeit BZI-1-antisense-
Konstrukt-exprimierende Linien hergestellt (KUHLMANN, 1998). Die Linien wurden auf RNA-
Ebene analysiert und die Linie #1 fir weitere Versuche verwendet. Diese Pflanzenlinie
zeigte phdnotypisch die gleichen Effekte wie die auf Proteinebene transdominant
supprimierten AN-BZI-1-exprimierenden Pflanzen. Fir kinftige Analysen stehen noch
Tetracyclin-induzierbare Pflanzenlinien jeden Konstruktes, die als positiv getestet wurden

zur Verfigung.

6|2 Zellulare Lokalisierung der BZI-1-Deletionsderivate in den Pflanzen

Um die zellulare Verteilung der transgenen Deletionsderivate zu analysieren wurden
Kernextrakte aus dem Blattgewebe der transgenen Pflanzen immunologisch getestet. Es
wurden Pflanzen am Ende der Dunkelphase und in der Mitte der Lichtphase geerntet.
Abbildung D-32 zeigt den Immunonachweis mit Hilfe des BZI-1-Antikérpers. Zur Kontrolle
wurden die Kernextrakte und cytosolischen Extrakte mit Hilfe des HMG-Antikérpers

immunologisch auf ihre Reinheit getestet.

BZI-1-
\l .'I.I'u 1 - - ", -
Pllanze | Wildiyp |BZI-1-AN| BZI-1 AMNABD

abiot.t E| L D| L D L D|L D

Spur 1 2113 4 5 6|7 8
- — =51 kDa
a.-BZ|-1 D —— - 49D
. g
Kernextrakte &
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0.-BZI-1
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Abb. D - 32: Zellulére Lokalisierung der BZI-1-Derivate in planta.

PAGE-Gel mit denaturierten Blat-Kern- und Cytosol-Proteinextrakten. Die Sternchen bezeichnen die BZI-1-Derivate.
Immunodetektion mit primérem AK: a-BZI-1 1:1250; Kontrollen der Extrakte a-HMG (High Mobility Group) 1:1250;
sekundarer AK a-KaninchenHRP 1:5000. Obere Teilabbildungen: Kernextrakte, untere: cytosolische Extrakte. abiot. E.:
abiotischer Einfluss: L-Lichtphase; D-Dunkelphase. Spur 1/2: Wildtyp- Linie 8; Spur 3/4: HA-BZI-1-AN: 8.HA-AN#5;
Spur 5/6: BZI-1- 8.BZI-1#3; Spur 7/8: BZI-1-ANABD: 15.ANABD#1.
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Aus der Abbildung D-32 geht hervor, dass es einen geringen nachweisbaren
lichtabhangigen Unterschied bei der zelluléren Verteilung des BZI-1-Proteins gibt. Im
Wildtyp liegt die Menge des endogenen BZI-1-Proteins sowohl im Kern als auch im
Cytosol unterhalb der Nachweisgrenze des Antikérpers. Das transgen exprimierte AN-
Derivat zeigt eine hauptséchliche Lokalisierung im Kern, wobei eine sehr geringe
Akkumulation im Kern wdahrend der Lichtphase zu verzeichnen ist. Durch die
Uberexpression des BZI-1-Proteins zeigt sich die Lokalisierung im Kern. Hier ist auch eine
lichtabhangige Akkumulation im Nucleus in sehr geringem Umfang zu verzeichnen. Durch
die Deletion der basischen Domdne mit der NLS ist der gréfite Teil des transgen
exprimierten Proteins im Cytosol nachweisbar. Die Kernlokalisierung kann somit auch in
planta auf die NLS im Bereich der basischen Domdne zurickgefihrt werden. Zur Kontrolle
wurden die analog hergestelllen Membranen mit dem Antikérper gegen das
kernlokalisierte HMG-Protein gegengetestet. Der, gegen das Arabidopsis thaliana — HMG-
Protein hergestellte Antikérper detektiert in den Kernextrakten ein Protein vergleichbarer
Grofle (204 AS, ca. 24 kDa). Fir Tabak wurde bisher nur die Expression von HMG-gus
Reportergenkonstrukten beschrieben (GUPTA et al., 1998/1999). Dieser Gegentest belegt die
Reinheit der Extrakte. In der Abbildung D-32 wird durch die Gréfle der nachweisbaren
Proteine der Unferschied zwischen der nucledren und cytosolischen Fraktion deutlich.
Durch die HMG-Immunodetektion lasst sich zeigen, dass die Extrakte keine Kontamination

durch die jeweils andere Fraktion enthalten.

6|3 Veréinderungen in den Pflanzen durch die Expression von BZI-1-Derivaten

Die Expression des transdominant negativ wirkenden Deletionsderivates BZI-1-AN bewirkt
eine Reihe von phénotypischen Veranderungen der Pflanzen. Diese phénotypischen Effekte
lassen sich in drei Bereiche einordnen. Zum einen der Einfluss von BZI-1 auf
entwicklungsbiologische Prozesse, wie die Blitenbildung und Pollenreifung. Zum zweiten
Effekte auf Wuchs, Blattmorphologie und hormonstimulierte Wurzelbildung. Diese weisen
auf eine veranderte Auxinsignalverarbeitung hin. Als dritter Effekt konnte eine verénderte

Pathogenresponsivitét nachgewiesen werden.
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6|31 Verénderung der BlitengréBe

Die im Bereich der BZI-1-Funktion beeinflussten Pflanzenlinien zeigen eine veranderte
Grofle der Bliten. Die Petalen, Stamina und das Pistill sind um 25 % reduziert. Dieser
Phanotyp war nicht nur durch die Expression der transdominant negativ wirkenden Derivate
zu erkennen, sondern ebenso bei einer durch BZI-1 Antisense-Expression reprimierten Linie
(8.anti#1). Es wurden zur statistischen Erhebung insgesamt die Bliten von 20
unabhdngigen BZI-1-Derivat exprimierende Linien ausgezahlt. Die Abweichungen in den
Gréflen der transformierten Ursprungslinien lagen jeweils im Rahmen der Ublichen
Standardabweichung (+0,09). Die einzelnen Werte der Messungen sind der Tabelle im
Anhang zu entnehmen. Die AN-Linien zeigten alle eine Reduzierung der Blitengréfie. Die
zur Messung herangezogene Linie 8.anti#1 zeigte die gleiche Reduzierung der
BlitengréBe wie die transdominant supprimierten Linien. Die ANAD1-Linien zeigten eine
Revertierung des Phdnotyps zu den Wildtyp-Bliten. In der hoch exprimierenden Linien
p.ANAD2#2 zeigte sich eine Verkirzung der Bliten vergleichbar den AN-BZI-1-
exprimierenden Linien. Dies deutet darauf hin, dass der Domdéne 2 in diesem
Funktionszusammenhang keine Bedeutung zuféllt. Durch die Expression des ANABD-
Deletionsderivates zeigte sich ein leicht verénderter Blutenphénotyp. Die Bliten waren zwar
ebenso kleiner, jedoch waren sie leicht "bauchiger' als Bluten der AN-BZI-1-Derivat-
Exprimierer. Die Ldnge der Stamina entsprach den Wildtyp-Stamina. Dieses Konstrukt stellt
durch seine Deletion der DNA-bindenden Domdne eine Variante der transdominanten
Suppression dar. Die BZI-1-ANAD4-Doppeldeletionsderivate exprimierenden Linien zeigen
in den 3 untersuchten hochexprimierenden Linien eine Revertierung zum Wildtyp. Zur

Ubersicht sind einige exemplarische Bliten in Abbildung D-33 aufgefihrt.
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D | Ergebnisse

Wilchkyp
BZI-1-ANABD

HA-BZI-1-AlN
HA-BZI-T-ANAD?

BZI-1-antisense

HA-BZI-1-ANAD1
HA-BZI-T-ANADA4

Abb. D-33 GroBlenvergleich voll expandierter Bluten der transgenen Linien.

Abgebildet sind die vollsténdig ausgebildeten Bliten der BZI-1-Deletionsderivat-exprimierenden Linien von der Seite und
in Aufsicht. (Wildtyp: Linie 8; HA-BZI-1-AN: 8.HA-BZI-1AN#4; HA-BZI-1-ANAD1: 8.HAANAD1#C; HA-BZI-1-ANAD2:
p.HAANAD2#2; BZI-1-ANABD: 15.ANABD#1; HA-BZI-1-ANAD4: 8. HAANAD4#C; BZI-1-antisense: 8-anti#1).
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Abb. D-34: Statistische Auswertung der Bliten-Organgréfien.

Die Balken représentieren die Mittelwerte der gemessenen OrgangréfBen (Petalen-rosa, Stamina-grau und Pistill-grin) in
Zentimetern mit den Standardabweichungen. (Wt8: Wildtyp 8 = Wildtyp p; W15: Wildtyp 15; 15 N 2: 15.HA-BZI-1-
AN#2; 8 D1 C: 8.HA-BZI-TANAD1#C; p D2 2: p.HA-BZI-TANAD2#2; 15 BD 1: 15.BZI-TANABD#1; 8 D4 C: 8.HA-
BZI-TANAD4#C, 8 anti 1: 8.BZI-1-antisense#1; 8.0Oex 13: 8-BZI-10ex#13); N: Stichprobenanzahl der ausgezéhlien
Bluten.

84



Die ermittelten Werte werden beispielhaft von einigen Linien graphisch aufgetragen. Aus
den ermittelten Daten geht hervor, dass die Doméne 1 zur Ausbildung der normalen
BlutengréBBe wichtig ist. Der transdominante Effekt der N-terminalen Deletion kann sich
phénotypisch durch EinfGhrung der zusétzlichen Deletion im Bereich der Doméne 1 nicht
auswirken. Das N-terminal mutierte Protein wird durch die zusétzliche Mutation
unfunktional. Der Doméne 2 kann in diesem Zusammenhang keine funktionale
Wichtigkeit nachgewiesen werden. Die DNA-Bindung des BZI-1 ist zur Ausbildung des
Phénotyps ebenfalls bedeutend. Dieses wird durch die Ausprdgung des abgewandelten,
jedoch &hnlichen BZI-1-AN-Blitenbildes deutlich. Der Doméne 4 kommt ebenfalls eine
wichtige Funktion in diesem Bereich zu. Bei einer zusdtzlichen Deletion zeigt sich ebenfalls

die Wiederherstellung der Wildtyp-Blitenmorphologie.

6|3]|2 Verénderung der Pollenmorphologie

Die Reifung von Pollen ist ein wichtiger Vorgang bei der Reproduktion der Pflanze. Dieser
Prozess ist von der Versorgung der Pollen als sogenanntes "sink"-Gewebe mit Zuckern
abhdangig. Wie in der Arbeit von ROITSCH et al., 2000 gezeigt werden konnte, ist diese
Versorgung durch das Vorhandensein einer extrazellulgren Invertase im Tapetum
gewdhrleistet. Das Tapetum stellt die Nahrschicht der Pollenmutterzellen im Pollensack
dar, in der die Sucrose extrazellulér gespalten wird und von den Zellen durch einen
Hexosetransporter aufgenommen werden kann. In Tabak (Nicotiana tabacum) konnte
durch eine Verringerung der Menge dieser Invertase (NIN88) die Unterversorgung der
Pollen mit folgender mannlicher Sterilitét der Pflanze nachgewiesen werden (GOETZ et al.,
2000). Missgebildete Pollen konnten auch in den transdominant supprimierten AN-Linien
nachgewiesen werden. Er korrelierte mit einer verringerten Expresssion des NIN88-Gens in
den Antheren (HEINEKAMP, 2002). Um die Funktion der einzelnen Doménen in diesem
Funktionszusammenhang zu charakterisieren wurden die Pollen der

Doppeldeletionsderivat-exprimierenden Linien lichtmikroskopisch untersucht. Das Ergebnis

ist in Abbildung D-35 zu sehen.

85



a. Wildyp £:) b. BZI-1-Oex % c. HA-BZI-T-AN ©
{ ; QQ\) e *‘-n,“
%* o & e &5” 5
: G

o

f. BZI-1.ANABDED
@ @ e

d. HA-BA-1-ANAD

Abb. D — 35: Pollen der transgenen BZI-1-Derivat-exprimierenden Linien.

Hellfeld-Aufnahmen der Pollen im Lichtmikroskop; a. Wildtyp: Linie 8; b. BZI-1: 8.BZI-1-Oex#3; c. BZI-1AN: 8.HA-BZI-
1-AN#5; d. BZI-TANAD1: 8.ANAD1#X; e. BZI-1-ANAD2: p.ANAD2#2; f. BZI-1-ANABD: 15.ANABD#1; g. BZI-1-
ANADA4: p. ANAD4#1.

Die Abbildung D-35 zeigt die Pollenk&rner in Durchlichtaufnahmen. Sowohl im Wildtyp als
auch in der Uberexprimierenden Linie (8.BZI-1#13) zeigen sich nur vitale, runde
Pollenkérner. In der transdominanten Linie 8.HAAN#5 sind fast alle Pollen missgebildet
und zeigen den vergleichbaren Phéanotyp der NIN-88-antisense Pflanzen. Eine zusétzliche
Deletion der Doméne 1 zeigt eine Revertierung der transdominanten Suppresion zu vitalen
Pollen (Linie 8.ANAD1#X). Durch die Deletion der Doméne 2 wird der Phdnotyp nicht
revertiert. Es zeigen sich weiterhin viele missgebildete Pollen. Zur Analyse wurde die stark
exprimierende Linie p.ANAD2#2 verwendet, die ebenfalls die verkirzten Bliten zeigte.
Durch die Deletion der basischen Doméne tritt erneut ein transdominanter negativer Effekt
bei der Pollenbildung auf. Die Pollen der Linie 15.ANABD#1 zeigen ebenfalls einige
missgebildete Pollen. Die Ausprdgung der Missbildung hier ist jedoch nicht so stark wie
durch die Entfernung des N-Terminus. Die zusatzliche Deletion der Doméne 4 fihrt auch
in diesem Fall (Linie p.ANAD4#1) zur Revertierung des Phanotyps, wodurch die
Beteiligung an der Regulation gezeigt werden kann. Der transdominante Effekt kann

wieder aufgehoben werden und es kénnen sich vitale Pollen entwickeln.
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6|3]|3 Veranderte Expression von BZI-4 im Blitengewebe

Um genauer zu charakterisieren, ob neben den phdnotypischen Erscheinungen auch die
Expression von mit BZI-1 interagierenden Faktoren betroffen ist, wurde eine Northern-Blot-
Analyse durchgefihrt. Eine mengenmdflige Verdnderung von interagierenden Faktoren
kann eine Beeinflussung der Homo- oder Heterodimerbildung bewirken. Die BZI-1
interagierenden bZIP-Transkriptionsfaktoren BZI-3 und -4 wurden im Hefe-"two-hybrid"-
system isoliert (STRATHMANN et al., 2002). BZI-4 zeigt eine Stamen-spezifische Expression. Fir
die BZI-4 verwandten Faktoren BZIP1 und BZIP2 aus Ldwenméulchen (Anfirrhinum majus)
konnte bisher eine G/C-Box-Spezifitdt nachgewiesen werden. Die Expression des weiterhin
untersuchten Faktors BZI-3/TBZF (KUSANO et al., 1998) ist ubiquitér und gewebeunabhdngig
reguliert. Sie zeigt einen Anstieg durch Kélte und andere Stressoren. Wie aus den Northern
Blot-Analysen in Abbildung D-36 hervorgeht, ist in den untersuchten transgenen Linien die
Expression des interagierenden Faktors BZI-3 unverdndert. Die Expression des
interagierenden Faktors BZI-4 zeigt eine Stamen-spezifische Verénderung in den
transgenen Linien. Durch eine Uberexpression des BZI-1 zeigt sich eine verstérkte
Expression des BZI-4. In den transdominant supprimierten Linien AN-BZI-1 und der BZI-1-
antisense Linie zeigt sich hingegen eine Abnahme der BZI-4-Expression. Durch die
zusdtzliche Deletion der Doménen 1 und 2 bleibt die Expression gleich beziehungsweise
nimmt leicht zu. Die Expression des Deletionderivates zeigt im Gegenzug die verringerte
Expression. Belegt wird dieser Einfluss auch zuséatzlich durch die Abnahme der BZI-4-
Expression bei gleichzeitiger Abnahme der BZI-1-Expression (antisense-Konstrukt). Dass die
zusdtzlichen Deletionen der Doménen 1 und 2 hier die Wildtyp-Situation auf molekularer
Ebene wiederherstellen, zeigt die Wichtigkeit dieser Domdnen und somit die essentielle

Bedeutung des Faktors in diesem Funktionszusammenhang.
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Abb. D — 36: BZI-4-Expression im Blitengewebe von BZI-1-Derivat-exprimierenden Pflanzen.

Hybridisierung von Blitengewebe-RNA mit Sonden gegen BZI-1-interagierende bZIP-Faktoren. Analysiertes Gewebe: Se-
Sepalen; Pe-Petalen; St-Stamina; Pi-Pistill; Ov-Ovar. Sonden: BZI-4: Nt.BZI-4; BZI-3: Nt.BZI-3; EtBr: Ethidiumbromidgel.
Untersuchte Linien: Wt: Linie 8; BZI-1c: 8.BZI-10ex#13; BZI-1AN: 8.HA-BZI-1-AN#5; BZI-TANAD1: 8. ANAD1#X;
BZI-1-ANAD2: p.ANAD2#2; BZI-1-ANABD: 15.ANABD#1; BZI-1-antisense: 8.anti#1. rel. SD (%)-relative
Strahlungsdichte der Banden abgeglichen auf das Wildtypsignal in Prozent.

6|3|4 Verénderung im vegetativen Wuchs

Durch die Expression des transdominant negativ wirkenden Deletionsderivates AN-BZI-1
zeigt sich ein verdanderter vegetativer Wuchs der Pflanzen. Die Blatter sind im Vergleich
zum Wildtyp kleiner, leicht nach links verdrillt und die Pflanzen haben einen gestauchten
Wuchs (HEINEKAMP et al., 2002). Des Weiteren bilden sich vermehrt Seitensprosse in den
Blattachsen, was auf einen Bruch der apikalen Dominanz hinweist. Diese phénotypischen
Merkmale sind vergleichbar mit anderen transgenen Pflanzen, die einen Defekt im Auxin-

Signalweg oder einen verénderten Auxingehalt besitzen.
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Wildtyp BZ1-1-Oex HA-BZI-T-AN

HA-BZI-T-ANAD 1 HA-BZI-1-ANADZ  BZI-T1-ANABD ~ HA-BZI-1-ANAD4

Abb. D — 37: Veréndertes Wachstum der transgenen Pflanzen.

Seitenansicht der in Erdkultur angezogenen transgenen Pflanzen. Wt: Linie 8; BZI-1-Oex: 8.BZI-10ex#13; HA-BZI-TAN:
8.HA-BZI-1-AN#5; HA-BZI-TANAD1: 8.ANAD1#X; HA-BZI-1-ANAD2: p.ANAD2#?2; BZI-1-ANABD: 15.ANABD#1;
HA-BZI-1-ANAD4: p. ANAD4#1.

In Abbildung D-37 lasst sich der Unterschied im Wuchs der aufgefihrten Pflanzen
erkennen. Wahrend es bei der ektopischen Uberexpression des Transkriptionsfaktors (Linie
8.BZI-1#13) zu keiner Verénderung im Wuchs kommt, zeigt die in der Funktion des BZI-1
gestérte Pflanze HA-BZI-1-AN  (8.HAAN#D5) die Merkmale einer gestérten Auxin-
Signalverarbeitung (HEINEKAMP et al., zur Versffentlichung eingereicht). Im unteren Teilbild sind
exemplarisch die BZI-1-Doppelderivate-exprimierenden Linien abgebildet. Hier weist
ausschlieBlich die Linie ANAD2-BZI-1 (p.ANAD2#?2) den gestauchten Wuchs, die typische

Blattform und -farbe der verénderten Auxinantwort auf. Die anderen transgenen Linien
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(ANAD1-Linie: 8.ANAD1#X und ANAD4 Linie: p.ANAD4#1) zeigen ein dem Wildtyp
vergleichbares Wachstum. Die transdominante Funktion des BZI-1-AN wird durch die
zusétzlichen Deletionen ausgeschaltet. Die im Bereich der DNA-Bindung transdominant
supprimierend wirkenden Linie BZI-1-ANABD (Linie 15.ANABD# 1) weist die vergleichbare
Wildtypmorphologie auf. Die Unterdrickung der DNA-Bindeféhigkeit des Proteins scheint

somit keinen Effekt auf das morphologische Erscheinungsbild der Pflanze zu haben.

6|3|5 Veréinderung der auxinstimulierten Wurzelbildung

Um die Einbindung des BZI-1 in die Auxin-Signaltransduktion genauer zu untersuchen
wurden Blattexplantate des Wildtyps, der transgenen Uberexpressionslinie und der
transdominant  supprimierten  Linie  BZI-1-AN  auf Medien mit unterschiedlichen
Hormongehalten (Auxin / Cytokinin) ausgebracht. Durch den hohen Auxingehalt wird die
Wourzelbildung stimuliert. Es zeigte sich bei der transdominant supprimierten Linien auf dem
Medium mit hohem Auxingehalt eine geringe Wurzelbildung und z.T. ein Absterben des
Gewebes (HEINEKAMP, 2002). Zum Test der unterschiedlichen Linien wurden Explantate auf
auxinhaltige Medien ausgebracht und die Wurzelbildung analysiert (Abbildung D-38).

Die ausgebrachten Wildtyp-Pflanzen-Explantate zeigen eine normale Kallusbildung, mit
daraus folgender Wurzelbildung auf dem auxinhaltigen Medium. Die Explantate der BZI-1-
AN-Linie (8.HAAN#D5) zeigen keine Wurzel- und Kallusbildung. Das Gewebe dieser Linien
verbrdunt sich nach einigen Wochen und stirbt ab. Die BZI-1-ANADI1-
Doppeldeletionsderivat-exprimierenden Explantate zeigen eine sehr geringe Kallusbildung
und nur vereinzelte Wurzelauswichse. Die Verbrdunung ist nicht so massiv wie bei der
schon erwéhnten BZI-1-AN-Linie. Die Explantate der BZI-1-ANAD2-exprimierenden Linie
zeigen eine leichte Kallusbildung und keine Wurzelbildung. Das Gewebe entspricht mit
leichten Abweichungen dem Gewebe der BZI-1-AN-Pflanzen. Die Explantate der BZI-1-
ANABD-exprimierenden Linie zeigen eine normale Kallusbildung und ein kraftiges
Wourzelwachstum. Die BZI-1-ANAD4-exprimierenden Explantate zeigen das gleiche
Erscheinungsbild wie der Wildtyp. Hier bilden sich normale Kalli und es kommt zu
normalem Wurzelwachstum. Durch die vorliegenden Ergebnisse zeigt sich die
Unabhangigkeit des BZI-1-AN-ausgelésten Effektes von der Domédne 2. Die Doménen 1
und 4 sind fur die molekulare Wirkung von BZI-1-AN wichtig, wobei sich die partielle
Beteiligung der Domdne 1 in der abgeschwdchten Hormonantwort wiederspiegelt. Die
Deletion der DNA-bindenden Doméne fihrt zu einer leicht verstérkten Hormonantwort.
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MNAA 2 mg/ Kinetin 0,02 mg

Abb. D - 38: Verénderte Wurzelbildung nach Hormonstimulation mit Auxin.

Blattexplantate auf MS-Hormonmedien nach 8 Wochen Inkubation. Hormongehalt der Platten: a. NAA (Auxin) 2 mg/I;
Kinetin 0,2 mg/l; b. NAA (Auxin) 2 mg/l; Kinetin 0,02 mg/l; Wt: Linie 8; HA-BZI-1AN: 8. HA-BZI-1-AN#5; HA-BZI-
TANAD1: 8.ANAD1#X;

HA-BZI-1-ANAD2: p.ANAD2#2; BZI-1-ANABD: 15.ANABD#1; HA-BZI-1-ANAD4:
p.ANADA#1.
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6|3]|6 Veranderung der Pathogenantwort durch Expression von BZI-1-Deletionsderivaten
Um den Einfluss des Transkriptionsfaktors BZI-1 autf die Signaltransduktion wéhrend der
Pathogenantwort zu charakterisieren, wurde die Reaktion der transgenen Pflanzen auf
unterschiedliche pathogene Stimuli getestet. Zum Einen wurde, als Beispiel einer
inkompatiblen Reaktion, die Infektion mit dem Bakterienstamm Pseudomonas syringae pv.
pisi analysiert und zum Anderen die phéanotypische, sowie molekulare Reaktion der
transgenen Pflanzenlinien nach Infektion der Pflanzen durch den Tabakmosaikvirus (TMV)
untersucht.

Der Bakterientiter wurden dreimal mit éhnlichen Ergebnissen durchgefihrt. Abgebildet ist

eine exemplarische Titration (s. G|7) .

Psyringae pv.pisi

yrngae pv.p

10°¢

10° T
,/’/1'//\} Wildtyp
.- mTTITTITTTTre e BZIFT-AN

10’ . .

0 2 4 dpi

Abb. D — 39: Wachstum der Pseudomonaden in transgenen Pflanzen.

Logarithmisch aufgetragenes Wachstum der Pseudomonaden im Blatigewebe. dpi-Tage nach der Infektion (days post
infection). Wachstum von Pseudomonas syringae pv. pisi in Wildtyp: Linie 8; BZI-1-AN: 8.HA-BZI-1-AN#5; BZI-1-AN-
ABD: 15.ANABD#1; dpi: days post infection-Tage nach Infektion.

In der oben aufgefihrten Abbildung ist die Vermehrung der Bakterien, bezogen auf eine
Infektionsstelle graphisch aufgetragen. Ein Messpunkt stellt den Mittelwert von 4
Messwerten & 5 Infektionsstellen dar. Die Inokulation wurde mit einer Menge von 100 cfu
Pseudomonaden pro Infektionsstelle durchgefihrt. Das Bakterienwachstums in der Wildtyp-
Pflanze zeigt den reprasentativen Verlauf einer inkompatiblen Reaktion zwischen Bakterien
und Pflanze. Die Bakterien vermehren sich innerhalb der ersten zwei Tage auf einen Wert

von ca. 30.000 Bakterien pro Infektionsstelle. Im weiteren Verlauf der Infektion stagniert
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das bakterielle  Wachstum. In der BZI-1-AN-exprimierenden Pflanzenlinie war die
Bakterienpopulation nur auf ein Zehntel im Vergleich zum Wildtyp angestiegen. In der
BZI-1  Gberexprimierenden Linie zeigt sich ein dem Wildtyp entsprechendes
Bakterienwachstum (s. G|7). In der BZI-1-ANABD-exprimierenden Linie zeigt sich in den
beiden aufgefihrten Versuchen ein leicht verstérkies Bakterienwachstum und eine
Stagnation auf einem héheren Niveau.

Die bakterielle Vermehrung wird auf pflanzlich transkriptioneller Ebene, durch das Fehlen
der Aktivierungsdoméne des AN-BZI-1-Proteins, unterdrickt. Durch die Deletion im
Bereich der DNA-Bindedoméne wird die bakterielle Ausbreitung unbeeinflusst gelassen
oder sogar geférdert. Die Uberexpression des Proteins besitzt keinen Einfluss auf die
bakterielle Ausbreitung.

Zur weiteren Analyse der Pathogeninteraktion der transgenen Pflanzen und der Funktion
der einzelnen Doménen des BZI-1 wurden TMV-Infektionen der einzelnen transgenen
Linien analysiert. In Datenbankanalysen konnte ein zu ANK1 identisches Protein Hbp-1
(van der Heijden) gefunden werden. Das als Hbp-1 bezeichnete Protein wurde in einer
Hefe-"two-hybrid"-Analyse als RNA-Pflanzenvirus-Helicase-Doméne-bindendend
identifiziert. Zur Charakterisierung der Domdénenfunktionen in diesem Zusammenhang
wurden die Pflanzen nach der TMV-Infektion phénotypisch und molekular analysiert. Den
isolierten, getiterten TMV-Virus stellte freundlicherweise U. Fischer zur Verfigung.

Die untersuchten Pflanzen entstammen dem Kultivar Xanthi nc und enthalten das N
Resistenzgen. Durch das N-Resistenzgenprodukt kann der Virus erkannt und die
Pflanzenabwehr vermittelt werden. In den TMV-infizierten Wildtyp-Pflanzen zeigten sich
nach 3 - 4 Tagen die Ausbildung 3 - 5 mm grofler Lasionen (Abbildung D-40). Die
Lasionen besaBen dunkle Rénder um einen helleren Innenhof und waren voneinander
abgegrenzt. Die Ausbildung dieser Lasionen ist ein apoptotischer Vorgang (PCD,
Programmierter Zelltod; programmed cell death) und wird als HR (Hypersensitive Reaktion)
bezeichnet. Das restliche Gewebe zeigte eine leichte Vergilbung. Die Ausbreitung der
Lasionen war auf das behandelte Blatt beschrankt. In diesen NN-Pflanzen vermittelt das N-
Genprodukt die Erkennung des Virus und die Einleitung der Pflanzenantwort. Es kommt zur
Induktion der Pflanzenabwehr und Ausbildung der HR. Die Ausbreitung des Virus wird

durch diesen Vorgang eingegrenzt.
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Abb. D — 40: Lasionsbildung nach TMV-Infektion.

Bildung von HR (Hypersensitiven Reaktionen) nach der TMV-Infektion an der TMV-Applikationsstelle. Wt: Linie 8; BZI-1-
OEx: 8.BZI-10ex#13; BZI-TAN: 8.HA-BZI-1-AN#5; BZI-TANAD1: 8. ANAD1#X; BZI-1-ANAD2: p.ANAD2#2; BZI-1-
ANABD: 15.ANABD#1; BZI-1-ANAD4: p.ANAD4#1Aufnahmen :6 Tage nach Infektion.

In der BZI-1 Uberexprimierenden Linie zeigten sich ebenfalls voneinander abgegrenzte
Lasionen. In der GréfBe entsprachen sie den Lésionen der Wildtyp-Pflanzen. Das
umgebende Gewebe hatte eine grinliche Farbung. Die Ausbreitung der Viren war deutlich
eingegrenzt. In der das BZI-1-AN-Derivat-exprimierenden Linie zeigte sich zu Beginn der
Infektion eine Aufhellung des gesamten TMV-behandelten Gewebes. Im weiteren Verlauf
verfaérbte sich das komplette TMV-behandelte Blatt nekrotisch schwarz. Es besaf3 eine
ausgetrocknete, papierartige Konsistenz. Die einzelnen Lasionen waren nicht voneinander
abgrenzbar, sondern die initialen Infektionsorte nur durch dunklere Farbungen erkennbar.
Die Ausbildung der HR war nicht mehr lokal auf die Infektionsorte begrenzt. In der BZI-1-
ANAD1-exprimierenden Linie zeigte sich ein intermedidrer Phanotyp. Die Pflanzenantwort
entsprach zu Beginn der Abwehrreaktion einer Wildtyppflanze mit der Ausbildung
vereinzelter Lésionen (Abbildung D-40). Die Lésionen weiteten sich im fortschreitenden

Verlaut der Infektion weiter aus. Die Ausweitung der HR belief sich im spdteren Zeitraum
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der Infektion (>7 Tage) auf das gesamte, infizierte Blatt. Somit war der Phanotyp der BZI-
1-AN-exprimierenden Linien vergleichbar. Das Blatt war schwarz-brgunlich verférbt,
komplett ausgetrocknet und abgestorben.

Die BZI-1-ANAD2-exprimierende Pflanze zeigt ebenfalls eine starke Ausweitung der
Nekrose auf das gesamte Blatt. Die einzelnen HRs sind nicht mehr voneinander
abgrenzbar und das gesamte Blattgewebe schwarz-braun verfarbt. Die ausgeprégte
Abwehrreaktion entspricht der der BZI-1-AN-exprimierenden Pflanze in Aussehen und im
gleichen zeitlichen Verlauf.

In der, durch die Deletion der DNA-Bindedomdne transdominant supprimierend wirkenden
Pflanzenlinie BZI-1-ANABD zeigt sich der entgegengesetzte Effekt. Hier sind in verringertem
Maf3 hypersensitive Reaktionen zu erkennen. Das infizierte Gewebe zeigt eine verstérkte
Vergilbung und in einigen Bereichen kleine Lasionen. Es treten erst sehr spat im
Infektionsverlauf deutlich differenzierbare Lésionen auf. Durch das Erscheinungsbild der
schwach ausgepragten lokalen Antwort scheint die Pflanzenabwehr unterdrickt zu sein.

In der BZI-1-ANAD4-exprimierenden Pflanzenlinie zeigt sich die Ausbildung abgegrenzter
Lésionen und eine zusdtzliche Vergilbung des umgebenden Gewebes. Diese
Pathogenantwort entspricht der der Wildtyp-Pflanze. Durch die zusétzliche Deletion der
Doméne 4 lasst sich der Effekt des BZI-1-AN-Proteins ausschalten. Hieraus kann eine
Funktion in der Signaltransduktion der Pflanzenabwehr abgeleitet werden.

Eine lokale Infektion einer Pflanze |8st in systemischen Geweben die Ausbildung einer SAR
aus. Um die Auswirkungen des BZI-1-beeinflussten Effektes weiter zu untersuchen, wurde
die Ausbildung der systemisch erworbenen Resistenz (SAR) durch die TMV-Induktion
molekular analysiert. Als Markergen fir die SAR wurde die PR-Genexpression nach 6

Tagen analysiert (GUO et al., 2000).
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Abb. D — 41: Molekulare Analyse der SAR in den BZI-1-Derivat-exprimierenden Linien.

Hybridisierung von Blat-RNA O und 6 Tage nach TMV-Infektion mit PR1a: N.t.PR1a und BZI-1 : N.t.BZI-1; EtBr:
Ethidiumbromidgel. K- Puffer behandele Kontrolle; TMV-TMV-Infektion. Spur 1-4 Wildtyp: Linie 8 (1/2: Kontrolle; 3/4:
TMV); Spur5/6: BZI-TAN: 8.HA-BZI-1-AN#5; Spur7/8: BZI-TANADT: 8.ANAD1#X; Spur9/10: BZI-1-ANAD2:
p.ANAD2#2; Spur11/12: BZI-1-ANABD: 15.ANABD#1; Spur 13/14: BZI-1-ANAD4: p.ANAD4#1.

Die Abbildung D-41 zeigt die molekularen Auswirkungen der TMV-Infektion auf die PR1a-
Expression in den unterschiedlichen BZI-1-Deletionsderivat exprimierenden Linien. Durch
die Behandlung und Verwundung mit Carborundum ist keine PR1a-Expression und somit
keine SAR detektierbar. 6 Tage nach der Pathogeninfektion zeigt sich deutlich die
Expression der PR1a-RNA. Diese spiegelt die Etablierung der SAR in der Pflanze wieder.
Die isolierte RNA der BZI-1-AN-exprimierenden Pflanze zeigt im Vergleich zum Wildtyp
eine Reduzierung der PR1a-Transkriptmenge nach TMV-Infektion um ca. die Halfte.
Vergleichbares ist ebenso in der ANAD4-BZI-1-Derivat-exprimierenden Linie zu erkennen.
In den BZI-1-ANAD1-, BZI-1-ANAD2- und BZI-1-ANABD-exprimierenden Linien zeigt sich
die dem Wildtyp vergleichbare Menge des PR1a-Transkriptes. Die supprimierende Wirkung
des AN-Derivates wird durch die Deletionen der Doménen 1 und 2 eliminiert. Durch die
Expression des nicht mehr DNA-bindenden Derivates zeigt sich ebenfalls die, dem Wildtyp
vergleichbare Auslésung der SAR. Die Detektion des BZI-1-Transkriptes zeigt in den
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Wildtyp-Pflanzen die Expression des endogenen BZI-1-Gens. In den transgenen Linien wird
zusatzlich zu der Expression des endogenen BZI-1 die Expression der transgenen
Deletionsderivate sichtbar. Durch die zusatzlich eingefigten Deletionen werden vor allem
die Deletionsderivate  ANAD1-BZI-1 und ANAD4-BZI-1 sichtbar. Die anderen
Deletionderivate Uberlagern aufgrund des 3”-untranslatierten Bereiches die endogene BZI-
1-RNA-Bande. In allen transgenen Linien wird die verstarkie Expression des Transgens
nach  TMV-Induktion  sichtbar. Die  verstdrkte  Expression  beruht auf dem

pathogenregulierten as-1-Element im verwendeten CaMV35S-Promotor.
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E | Diskussion

Die wesentlichen Eigenschaften eines Transkriptionsfaktors sind seine Fahigkeit spezifisch
an DNA zu binden und die Transkription zu regulieren. Neben diesen fundamentalen
Eigenschaften werden jedoch fur eine spezifische Signalvermittiung weitere Eigenschaften
bendtigt. So muss der Faktor, méglicherweise reguliert, im Zellkern vorkommen, mit
anderen Proteinen inferagieren kénnen oder posttranslational modifiziert werden. Fir den
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktor N.t.BZI-1 konnten durch den
Aminosduresequenz-Vergleich mit verwandten Faktoren die konservieten Domdnen
definiert werden. Da Transkriptionsfaktoren modular aufgebaut sind (PTASHNE et al., 1989) ist
es wahrscheinlich, dass die konservierten Domdnen Modulen entsprechen, durch die
bestimmte Funktionen vermittelt werden. Durch die Analyse von Deletionsderivaten des
Transkriptionsfaktors BZI-1 in vitro und in vivo wurde so diesen Doménen eine Funktfion

zugewiesen.

1 | Expression von BZI-1-Deletionsderivaten in transgenen Pflanzen:

Charakterisierung der konservierten BZI-1-Doménen

Wie aus den vorangegangenen Studien bekannt, traten in den BZI-1-AN- exprimierenden
Pflanzen phénotypische Verdnderungen auf (HEINEKAMP et al., 2002). Diese phanotypischen
Effekte beruhen méglicherweise auf der Bildung von BZI-1-AN-Homodimeren und
inaktiven BZI-1/ BZI-1-AN-Heterodimeren. Durch die Deletion des N-Terminus im BZI-1-
Protein erfolgt so nach der Bindung an ein cis-Element die Blockierung der Transkription
von Zielgenen. Die erhéhte Affinitat des BZI-1-AN-Derivates gegeniber dem BZI-1-
Gesamtprotein belegten die EMSA-Studien. Die Menge an funktionalem, endogenem BZI-
1 ist in diesen BZI-1-AN-exprimierenden Pflanzen somit herabgesetzt.

Die transaktivierende Wirkung des N-terminalen Bereichs von BZI-1 konnte durch
unterschiedliche Methoden nachgewiesen werden. Erstmals konnte eine transaktivierende
Wirkung der Doméne N von BZI-1 im Hefe-"two-hybrid"-System gezeigt werden (HEINEKAMP
et al, 2002). Vergleichbare Ergebnisse waren auch von dem BZI-1-verwandten

Transkriptionsfaktor BLZT aus Gerste bekannt. Im Hefe-System konnte den 203 N-
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terminalen Aminosduren von BLZ1 85% der aktivierenden Eigenschaften nachgewiesen
werden (VICENTE-CARBAJOSA et al., 1998).

Reportergenanalysen, in denen BZI-1 transient in Tabak-Protoplasten exprimiert wurde,
zeigten eine leichte Aktfivierung, die durch die Deletion der Doméne N verlorenging
(HEINEKAMP, 2002). Vergleichbare Reportergenanalysen mit dem Transkriptionsfaktor CPRF-
2 aus Petersilie zeigten eine entsprechende schwache Aktivierung (SPRENGER-HAUSSELS &
WEISHAAR, 2000).

Des Weiteren kénnen durch die Interaktion des BZI-1-AN mit BZI-2, BZI-3/TBZF und BZI-4
ebenfalls inaktive Heterodimere gebildet werden, wodurch ebenfalls die Transkription von
Zielgenen reduziert wird. Die Expression des BZI-1-AN-Derivates fihrt somit zu einem
dominant negativen Effekt auf die BZI-1-Zielgenexpression.

Die Analyse der Funktionen der unterschiedlichen Doménen wurde, basierend auf diesen
BZI-1-AN-exprimierenden Pflanzen, durchgefihrt. So wurde untersucht, ob die zusatzliche
Deletion einer Doméne zum Ausfall des aufgetretenen Phénotyps fuhrt. Durch diese
Revertierung zum Wildtyp-Phéanotyp in den einzelnen funktionalen Zusammenhéngen kann
man auf eine Beteiligung der Domdnen schliefen. Untersucht wurden in diesem
Zusammenhang die Blitengréfle, die Pollenbildung, die Auxin- und die Pathogenantwort
der Pflanzen.

Durch die zusatzliche Deletion einer weiteren Doméane des BZI-1 kann méglicherweise
eine Anderung der Konformation oder Stabilitét des Proteins herbeigefihrt werden, was zu
einem totalen Ausfall der nachweisbaren Eigenschaften des Proteins fihren kann. In solch
einem Fall kann eine Revertierung zu dem Wildtyp-Phénotypen eine Funktion der
zusétzlichen Domane suggerieren, welche nicht gegeben ist.

Der Nachweis der Expression der transgenen Proteine konnte in jedem Fall gefhrt
werden. Durch die Western-Blot-Analyse wurde ersichtlich, dass die Stabilitat der transgen
eingebrachten  Proteine nicht beeinflusst war. Es waren immunologisch keine
nachweisbaren Abbauprodukte vorhanden.

Ein funktionaler Nachweis der transgenen Proteine konnte fir BZI-1-AN, BZI-1-ANAD1 in
Bezug auf die DNA-Bindung durch die in vitro DNA-Bindestudien gefihrt werden. Dies
zeigte die verstdrkte Bindung der BZI-1-AN und BZI-1-ANAD1-Derivate im Vergleich zum
BZI-1.

Durch die komplette Deletion der einzelnen Domdénen erfolgt nur eine funktionale

Grobkartierung der jeweiligen vermittelten Funktion. Zur direkten Zurickfthrung der
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Funktion auf einzelne Aminoséuren oder Sequenzen wdre eine Punktmutation im
jeweiligen Bereich zur genaueren Charakterisierung angebracht. Eine solche
Punktmutation kénnte zwar eine Konformationsdnderung ebenfalls nicht ausschliefien,
jedoch die Wahrscheinlichkeit dafir verringern. Die Analyse dieser Vielzahl von
Konstrukten in planta ist allerdings Gberaus aufwendig. Durch die Expression des BZI-1-
ANAD2-Derivates und dem BZI-1-DN entprechenden Phanotyp.

Fir die Analyse der Doménenfunktionen von BZI-1 in der Pflanze wurden die
Pflanzenlinien, die  unferschiedliche  BZI-1-Deletionsderivate  exprimieren  durch
Agrobakterien-vermittelten Gentransfer hergestellt. Die Expression der Deletionsderivate
steht unter der Kontrolle des modifizieten 35S-Promotors (GATZ et al., 1992). Hierdurch
sollte eine konstitutive, Gewebe-unabhéngige, gleichmafiige Expression der Transgene
gewdhrleistet werden. Bei der Analyse der transgenen Linien zeigten sich dennoch relativ
grofle Schwankungen zwischen den unterschiedlichen unabhdngigen Transformanten.
Diese beruhen wahrscheinlich auf Positionseffekten durch den jeweiligen Insertionsort der
T-DNA in das Genom der Pflanze. Verwendet wurden fir die in planta—Studien jeweils die
das Transgen am stérksten exprimierenden Linien, deren Expression auf RNA- und Protein-
Ebene dahnlich stark war. Fir die Doppeldeletionsmutante im Bereich der basischen
Doméne konnte leider nur mit einer hochexprimierenden Linie gearbeitet werden, da alle
weiteren, getesten Linien das Transgen in weit geringerem Maf3e exprimierten. Durch die
Deletion der basischen Doméine ist die Funktion der DNA-Bindung nicht mehr méglich. Da
die basische Domdéne neben der DNA-Bindung ebenso die Funktion einer
Kernlokalisierung vermittelt, sind die in planta phdnotypisch auftretenden Effekte sehr
schwierig zu differenzieren. So kann in jedem funktionalen Zusammenhang, neben der
Unterdrickung der DNA-Bindung durch eine cytosolisch lokalisierte Homo- oder
Heterodimerbildung, die Kernlokalisation unterschiedlicher Faktoren modifiziert werden,
was zu den unterschiedlichen sichtbaren Phanotypen fihren kann. Ein sowohl von der BZI-
1-AN-exprimierenden Pflanze als auch von der BZI-1-Uberexprimierenden Pflanze
abweichender phéanotypischer Effekt war ausschliefilich in  der BZI-1-ANABD
exprimierenden Linie nachweisbar. Die phéanotypischen Effekte beziglich Wuchs,
Blutenbildung oder Pathogenantwort der weiteren, BZI-1-Doppeldeletionsderivate-
exprimierenden Pflanzen korrelierten mit der nachweisbaren Expression der transgenen

Proteine in jedem Fall.
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Durch die zusatzliche Deletion der Doménen 1 und 4 konnten in den untersuchten
transgenen Pflanzen die phénotypischen Auswirkungen der Doméne-N-Deletion in Bezug
auf die Auxin-Antwort, Pollenbildung und Blitenentwicklung zum Wildtyp-phénotypen
revertiert werden.

Die transgenen BZI-1-ANAD2-Derivat exprimierenden Pflanzen entsprachen phénotypisch
den BZI-1-AN-Derivat exprimierenden Pflanzen. Diese zusdtzlich eingefigte Deletion
besitzt somit keine funktionalen Auswirkungen auf die Wirkung des BZI-1-AN-Proteins.

So lésst sich eine Bedeutung der Doménen 1, der basischen Domdne und Doméne 4 in
allen  Funktionszusammenhdngen, gestitzt durch die  weiteren in  vitro-Analysen,

nachweisen.

2 | Die basische Doméne von BZI-1 vermittelt die Spezifitét, die Doméne N
moduliet die Bindung an ein  G/C-Box-Promotorelement  des

auxinresponsiven GH3-Gens

Die DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren kann durch unterschiedliche Methoden
nachgewiesen werden. Dies kann einerseits durch den in vitro-Nachweis der Bindung
durch eine EMSA geschehen, oder anderseits in planta durch Unferschiede in der
Expression von Zielgenen in transgen modifizierten Pflanzen detektiert werden. Ergénzend
sind Mutationen im Promotorbereich und eine Analyse der Reportergen-Expression in
transgenen Pflanzen und Chromatin-Immuno-Prézipitations-Analysen méglich.

Die Bindung von bZIP-Faktoren an DNA wird durch die basische Doméne vermittelt
(VARAGONA et al., 1994). Das rekombinant hergestellte BZI-1-Deletionsderivat, ohne die
basische Doméne ist nicht mehr in der Lage an DNA zu binden. Immunologisch waren die
zur EMSA eingesetzten rekombinanten Proteinen in den gleichen Mengen nachweisbar.
Durch die Aminoséuresequenz dieser Doméne wird die DNA-Bindespezifitét fir das
entsprechende  cis-Element  festgelegt. ~ Als ~ Konsensussequenz ~ fir  bZIP-
Transkriptionsfaktoren konnte das ACGT-Kernmotiv festgelegt werden (FOSTER et al., 1994),
welches jedoch in Einzelféllen auch abweichen kann (DE PATER et al., 1994). Neben dem
Kernmotiv sind auch die umgebenden Nucleotide fir die Spezifitét eines Faktors von
entscheidender Wichtigkeit (IZAWA et al.,1992). Fir den BZI-1 nah verwandten
Transkriptionsfaktor CPRF2 aus Petersilie (Petroselinum crispum) konnte gezeigt werden,

dass er in vitro die G- und die C-Box bindet (KIRCHER et al., 1998; WELLMER ef al., 1999).
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Fur BZI-1-AN konnte im Vorfeld bereits die Bindung an ein breites Spektrum verwandter
cis-Elemente gezeigt werden (DROGE-LASER et al., 1997). Diese Bindung an die G- und C-
Box-Elemente durch eine Kompetitions-Analyse bestatigt. Eine Regulation der G-Box-
enthaltenden Promotoren in planta wurde aufgrund der in vitro-Isolation (DROGE-LASER et
al., 1997) des Faktors BZI-1 postuliert, konnte jedoch in vivo nicht nachgewiesen werden
(HEINEKAMP et al., 2002). Untersucht wurden hier insbesondere Gene des
Phenylpropanstoffwechsels (Chalkonsynthase, CHS und Phenylammoniumlyase, PAL) deren
Promotoren G-Box-Elemente mit regulatorischen Eigenschaften trugen. Die Expression
dieser Gene konnte durch negativ regulierende BZI-1-AN-Derivate oder Uberaktivierende
VP16-BZI-1-Derivate weder gewebespezifisch noch Pathogen-stimuliert beeinflusst werden.
Aufgrund des verénderten vegetativen Wuchses in den BZI-1-AN exprimierenden Pflanzen
konnte ein direkter oder indirekter Einfluss auf Auxin-induzierte Gene vermutet werden. Da
sich die Auxin-mengen in den untersuchten Pflanzen nicht voneinander unterschieden
(HEINEKAMP et al., 2002), wurde eine Beteiligung von BZI-1 an der Auxin-Signalverarbeitung
angenommen. Durch die verringerte Wurzelbildung von Blattexplantaten auf Auxin-
haltigen Medien der BZI-1-AN-exprimierenden Pflanzen zeigt sich ein reproduzierbarer
Effekt von BZI-1 in der Auxin-Signaltransduktion. Die Explantate der Pflanze mit nicht mehr
DNA-bindendem BZI-1-ANABD-Derivat zeigten keine Verénderung, beziehungsweise eine
gering verstdarkte Wurzelbildung. Als putatives Zielgen konnte so das N.t.-GH3-Gen
identifiziert werden (ROUX et al, 1997). Im gut analysierten Promotorbereich des
vergleichbaren Sojabohnen (Glycine max) — GH3-Gens (LU et al., 1997) konnte so die
G/C-Box als putative BZI-1-Bindestelle innerhalb des Fragmentes E1 (LU et al., 1997)
gefunden werden.

Die Auxin-Responsivitat des GH3-Gens wird durch die Auxin-responsiven Promotor-
fragmente D1, D4 und E1 unabhéngig voneinander vermittelt (ULMASOV et al., 1995, LIU et
al., 1997). BZI-1-AN bindet, wie durch die EMSA-Analyse belegt, an die G/C-Box im
Bereich des Fragmentes E1. Diese in vitro nachgewiesene Bindung legt somit, beispielhaft
am GH3-Gen gezeigt, die Vermutung nahe, dass durch die Expression des BZI-1-AN-
Derivates der Auxin-insensitive Phdanotyp molekular hervorgerufen wird. Ein &hnlicher
repressiver Mechanismus konnte bereits durch ein G-Box-bindendes Protein (SGBF-2) an
das E1-Promotorfragment gezeigt werden (LIU et al., 1997).

Wie aus den Ergebnissen der in vitro DNA-Bindestudien ersichtlich, ist BZI-1-AN als

Homodimer in der Lage an die chimédre G/C-Box zu binden. Die Bindung ist spezifisch
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und korreliert mit der Menge an eingesetztem Transkriptionsfaktor. Aus dem
Kompetitionsvergleich mit den anderen ACGT-Kernmotiv-enthaltenden cis-Elementen geht
hervor, dass die Bindung von BZI-1-AN an die chimére G/C-Box eine vergleichbar hohe
Affinitat besitzt wie die Bindung an die G-oder C-Box. Da Transkriptionsfaktoren einen
modularen Aufbau besitzten (PTASHNE et al., 1988) ist davon auszugehen, dass das "Modul"
der basische Doméne die spezifische Bindung an die G/C-Box vermittelt. Dieses gilt
demnach ebenso fir BZI-1. Wie aus den in vitro Bindestudien ersichtlich, bindet das
Gesamt-BZI-1, beim Einsatz der gleichen immunologisch nachweisbaren Menge, jedoch
nur mit einer sehr geringen Affinitat an die G/C-Box im Vergleich zum BZI-1-AN. Die
geringe Affinitat des Gesamt-BZI-1 zur G/C-Box weist auf eine regulatorische Funktion der
Doméne N in Bezug auf die DNA-Bindung hin.

Diese Verringerung der Bindeeigenschaft kann méglicherweise auf einer sterischen
Hinderung der DNA-Zugdnglichkeit beruhen. Es ist aber auch méglich, dass die N-
terminale Doméne sterisch die Homodimer-Bildung von BZI-1 einschrankt und hierdurch
die DNA-Bindefahigkeit moduliert wird. Beide Mechanismen kénnten in planta durch eine
posttranslationale Modifikation aufgehoben werden.

Diese Daten aus der in vitro-Analyse entspechen auch der Beobachtung, dass die BZI-1-
OEx-Pflanzen keine phanotypischen Abweichungen im vegetativen Wuchs von der Wildtyp-
pflanze zeigen (HEINEKAMP et al., 2002).

Zusammen mit den Ergebnissen aus den in planta—Expressionsstudien ist hier ein direkter
Einfluss des BZI-1-AN-Derivates auf ein Auxin-responsives Zielgen nachweisbar. Ob diese
Regulation durch das BZI-1-Homodimer oder ein Heterodimer (z.B. BZI-1/-3) ausgeldst
wird, ist weiter zu untersuchen. Fir den BZI-3/TBZF-Faktor konnte eine Auxin-stimulierte
transkriptionelle Aktivierung gezeigt werden (YANG et al., 2001). Eine solche Regulation legt
eine Beteiligung eines Heterodimers an der Auxin-Signalverarbeitung nah.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen die Beteiligung des BZI-1-Trankriptionsfaktors auf die
Auxin-Signalverarbeitung auf molekularer Ebene nach. Dieser Mechanismus kénnte Teil
einer Regulation von Auxin-sensitiven Genen sein, wobei die Expression dieser Gene nach
Pathogenbefall gesenkt wird. Diese Regulation wdare verstandlich, da for die
Pathogenabwehr die begrenzien Ressourcen der Pflanze von Wachstumsprozessen in die
Abwehrprozesse umgeleitet werden mussen. Eine entsprechende Regulation konnte bereits

for Signalwege von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen gezeigt werden (TENA et al., 2001).
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In der BZI-1-ANABD-Derivat-exprimierenden Pflanze wird die Auxin-Signalperzeption nicht
beeinflusst. Dies spiegelt sich in dem Wildtyp-ahnlichen vegetativen Wuchs der Pflanze und
dem Verhalten der Explantate auf den Hormonmedien wieder. Das transgen eingebrachte
BZI-1-ANABD-Protein ist nur eingeschrankt in der Lage in den Kern zu gelangen und
ebenfalls nicht DNA-bindeféhig. Ein vergleichbarer BZI-1-AN-ausgeldster Mechanismus ist
for dieses Derivat somit nicht méglich.

Um den Zusammenhang zwischen BZI-1-AN-DNA-Bindung und Regulation der GH3-
Expression abzusichern, sollte im Weiteren eine genauere Promotor-Analyse des GH3-
Gens erfolgen, um die G/C-Box als cis-Element auch im Tabak-Promotorkontext
nachzuweisen. Eine direkte Bindung des transgen eingebrachten Proteins sollte durch eine
Chromatin-Immunoprézipitation kinftig nachweisbar sein. Durch diese Methode kénnte
auch die DNA-Bindung von BZI-1 unter unterschiedlichen Stimuli in planta fixiert und der

regulatorische Mechanismus aufgeklart werden.
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3| Die Doménen N, 1, 2 und die basische Doméne sind an der Regulation

des Kerntransportes von BZI-1 beteiligt

Eine mittlerweile haufig angewendete Methode zur Lokalisierung von Proteinen innerhalb
der Pflanzenzelle ist der mikroskopische Nachweis von GFP-Fusionsproteinen (HAASEN et al.,
1999). Durch die GFP-Fusion und transiente Expression der BZI-1-Deletionsderivate in den
Tabak-Mesophyll-Protoplasten lésst sich die Verteilung des BZI-1-Proteins detektieren.
Durch die C-terminale Fusion des GFP-Proteins an das zu untersuchende Protein wird das
Molekulargewicht des Fusionsproteins erhdht, was eine verdnderte Lokalisation zur Folge
haben kann. Zusétzlich scheint das GFP-Protein selbst eine verstérkte Stabilitat im Kern zu
besitzten. Um Aussagen Uber die Verteilung des BZI-1 machen zu kénnen, wurden
Konstrukte vergleichbarer Gréfle mit bekannter Lokalisation als Kontrollen verwendet.
Durch die Deletion der Doménen N, 1, 2 und der basischen Doméne, sowie den in den
transgenen Pflanzen exprimierten Doppeldeletionsderivaten BZI-1-ANAD1, BZI-1-ANAD2
und BZI-1-ANABD, sollte eine Zuweisung einer Funktion im Rahmen des Kernimportes
oder eventuell Kernexportes nachzuweisen sein.

For das BZI-1-GFP-Fusionsprotein  war eine vorwiegende Lokalisierung im Kern
nachweisbar. Durch eine semiquantitative Auswertung von LSM-Aufnahmen lésst sich die
Menge des im Kern vorkommenden Proteins auf ca. 80% der Gesamtmenge festlegen.
Diese nachweisbare nukledre Verteilung des Proteins kann unter Umstdnden durch die
Uberexpression in dem transienten System beeinflusst sein. Mégliche regulatorische
Mechanismen, die eine Retardation des endogenen BZI-1 bewirken, kénnen so auBer Kraft
gesetzt sein.

Durch die Analyse der aufgrund des Molekulargewichtes vergleichbaren Proteine kann
man auf einen aktiven Transport von BZI-1 in den Kern schliefen. So missen Proteine mit
einer Gréfle von mehr als 60 kDa aktiv in den Kern transportiert werden (RHEE et al., 2000).
Eine Translokation in den Kern erfolgt durch zwei Schritte. Der erste Schritt besteht in der
Bindung des zu transportierenden Proteins Uber eine als NLS bezeichnete
Erkennungssequenz an Importrezeptoren. Diese Bindung kann auch durch zusétzliche
Adaptorproteine vermittelt werden. Im zweiten Schritt erfolgt die energieabhéngige
Einschleusung des Proteins durch den Kernporenkomplex (MERKLE, 2001).

Wie aus den Analysen des BZI-1-ABD-GFP-Fusionsproteins ersichtlich, lasst sich dieses

fluoreszenz-mikroskopisch verstérkt im Cytosol nachweisen. Das weiterhin im Kern
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nachweisbare  BZI-1-ABD-GFP-Fusionsprotein ~ bildet im  Cytosol maglicherweise
Heterodimere mit anderen bZIP-Transkriptionsfaktoren. Hierdurch erhielte das Dimer eine
NLS und das BZI-1-ABD-GFP kénnte in den Kern eingeschleppt werden.

In den BZI-1-ANABD-Derivat-exprimierenden Pflanzen zeigt die Immunodetektion eine fast
ausschlieBliche Verteilung des nachgewiesenen BZI-1-ANABD-Proteins im Cytoplasma.
Wie aus den oben genannten Ergebnissen deutlich wird, wirkt die basischen Doméne des
Transkriptionsfaktors BZI-1 nicht nur als DNA-Bindedoméne, sondern besitzt unabhéngig
die Funktion einer NLS (Nukleus-Lokalisierungs-Sequenz). Vergleichbares konnte fir den
verwandten Faktor OPAQUE-2 gezeigt werden (VARAGONA & RAIKHEL, 1994). OPAQUE?2
besitzt neben der NLS A im N-terminalen Bereich die funktional charakterisierte NLS B als
zweigeteilte (bipartite) NLS. Diese NLS B besteht aus zwei Teilen mit basischen
Aminosduren. Der erste Teil besteht aus zwei basischen Aminosduren und ist durch eine
"Spacer'-Region von 10 Aminosduren von einem weiteren Bereich abgeteilt, der sich durch
5 Aminoséuren, von denen mindestens 3 basisch sind, auszeichnet. Zusammengefasst wird
dies mit einer allgemeinen Sequenz [KR (X),,(B3X,)] (DINGWALL & LASKEY, 1991), wobei B eine
basische Aminosdure darstellt. Die vergleichbare Sequenz findet sich im BZI-1-Protein im
Bereich von 259-279 AS (KRVRRMLSNRESARRSRRRK) wieder. Durch die eingefigte
Deletion im BZI-1-ANABD-Protein wird diese komplette Sequenz, bis auf die letzten beiden
Aminosduren entfernt. Durch die Bindung dieser Domdne an NBP (Nucleare-Binde-
Proteine) als cytosolischer Rezeptorer (HICKS & RAIKHEL, 1995) und anschlieBender
Verbindung an den Kernporenkomplex Gber ein IMPORTINa—homologes Protein wird im
Anschluss der zweite ATP-abhéngige Schritt der Translokation eingeleitet. Vergleichbares
konnte fir die funktional identische NLS von OPAQUE2 gezeigt werden (SMITH et al., 1997).
Durch die Deletionen der Doménen N, 1 und 2 zeigt sich ein rein nukledéres Vorkommen
der BZI-1-GFP-Fusionsproteine. Diese verdnderte Lokalisierung kann entweder in der
Deletionen-bedingten verringerten Groéfle der Proteine und damit erhdhten Mobilitat, oder
einer verringerten Retention der Proteine begrindet sein.

Die Verteilung des N-1-2-GFP-Konstruktes entspricht dem cytosolischen RanBP1a-GFP-
Fusionsprotein. Das aufgrund der Gréfle vergleichbare CHS-GFP-Fusionprotein ohne
Lokalisierungsequenzen zeigt eine freie Verteilung im Kern und Cytosol (auch HAASEN et al.,
1999). Somit weist das gréBtenteils cytosolisch lokalisierte N-1-2-GFP-Konstrukt auf eine
aktive Retention hin. Diese akfive Retention des BZI-1 wird folglich méglicherweise durch

Protein-Interaktionen in dem Bereich der Doméne 1 und Umgebung bewirkt.

106



Eine Retardation durch diesen Bereich der Doméne 1 kann durch die Bildung eines
inhibitorischen Komplexes, durch Maskierung der Kernimportsequenz oder einer Adhdasion
an das Cytoskelett vermittelt werden. Eine Funktion und Beteiligung des in diesem Bereich
interagierenden ANKT-Proteins (K. HORVAY, 2001) innerhalb eines solchen Komplexes ist
ebenfalls méglich.

Ein vergleichbarer Mechanismus der Retardation im Cytoplasma wird auch fiur die
lichtregulierte, phytochromabhéngige Translokation des verwandten Transkriptionsfaktors
CPRF2 aus Petersilie (Petroselinum crispum) vermutet (KIRCHER et al., 1999). Durch die
Analyse von GFP-Fusionsproteinen und in situ-immuno-Detektionen konnte eine
vergleichbare von Doméne N, 1 und 2 abhéngige Verteilung nachgewiesen werden. Dem
spekulativen  Modell fir die Regulation von CPRF2 entspechend, soll der
Transkriptionsfaktor Phytochrom-abhdgig phosphoryliert werden und nach Auflésung einer
intra- oder intermolekularen Interaktion in den Kern transportiert werden. Eine
intramolekulare Interaktion kann for BZI-1 aufgrund der Ergebnisse aus dem Hefe-"two-
hybrid"-System ausgeschlossen werden (A. STRATHMANN, 1999).

Eine Verdanderung des zelluldren Vorkommens der BZI-1-GFP-Fusionsproteine nach
Stimulation der Protoplasten durch Auxin, Elicitierung mit dem pilzlichen Elicitor Cryptogein
oder Belichtung konnte nicht nachgewiesen werden. Diese Methode stellt aufgrund des
aufarbeitungsbedingten physiologischen Stresses der Protoplasten ein begrenztes System
zur Analyse der Einflisse von Umwelistimuli dar. Kinftig sollte zur Analyse von Stress-
beeinflussten Stimuli auf die transgene Expression von GFP-Fusionen in planta
Ubergegangen werden. Auf diese Weise kédnnten eine durch Stimuli verénderte Lokalisation
von BZI-1-GFP-Derivaten direkt analysiert werden.

Zur Untersuchung der Regulation des Kernimportes in der Pflanze wurden Kernextrakte aus
Blattgewebe analysiert. Wie aus den immunologischen Detektionen des BZI-1-Proteins in
den Kernextrakte ersichlich, lasst sich das endogene BZI-1 nur sehr schwach in den
Kernextrakten der Wildtyp-Pflanze nachweisen. Es zeigt sich jedoch die primére
Lokalisierung des transgen exprimierten BZI-1 und des BZI-1-AN-Derivates in den
Kernfraktionen der transgenen Pflanzen. Die Lokalisierung ist unabhdngig von dem
Belichtungszustand der Blatter. Eine lichtabhdngige Translokation, wie sie for CPRF2
gezeigt werden konnte (KIRCHER et al., 1999), ist hier nicht nachweisbar. Dieser Unterschied
zwischen BZI-1 und CPRF2 liegt moglicherweise in den strukturellen Unterschieden im

Bereich zwischen den Doménen N und 1 begrindet. So besitzt BZI-1 in diesem Bereich
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eine Extension um 34 Aminosduren, die mdglicherweise eine regulatorische,

lichtunabhangige Funktion vermittelt.

4 | Die Doménen N, 1, 4 und die basische Doméne von BZI-1 sind in

Prozesse der Blutenbildung und Pollenentwicklung eingebunden

Ein regulatorischer Einfluss des Transkriptionsfaktors BZI-1 l&sst sich zusétzlich im
gewebespezifischen Kontext der Blite nachweisen. Dieser Einfluss zeigt sich einerseits
durch die morphologische Verédnderung der Blite und der Pollen, anderseits auf
molekularer Ebene, durch die verénderte Expression des interagierenden Faktors BZI-4 im
Stamengewebe.

Durch die Expression des Derivates BZI-1-AN in transgenen Pflanzen zeigt sich
morphologisch eine starke Verkirzung der Bliten im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen.
Diese Verkirzung betrifft die Petalen, die Stamina und das Pistill. Ein vergleichbarer
Phénotyp tritt in der untersuchten BZI-1-antisense-Pflanzenlinie auf. Eine Herabsetzung der
endogenen BZI-1 Menge durch Bildung von unfunktionalen Heterodimeren (BZI-1-
AN/BZI-1) oder eines Antisense-Ansatzes (antisense: WEINTRAUB, 1990) fihrt demzufolge zu
der Ausbildung der verkleinerten Bliten und Missbildung von Pollen.

In den untersuchten BZI-1-Uberexpressions-Linien tritt der Wildtyp-Phanotyp beziiglich der
Blutengréfie und Pollenbildung auf. Eine Erhéhung der Menge des Transkriptionsfaktors
fohrt dementsprechend zu keiner phénotypischen Veranderung.

Die Versorgung der Pollen wird durch eine extrazelluldre Invertase gewdhrleistet. Durch die
Spaltung der Saccharose zu Hexosen kénnen diese durch Hexosetransporter von "sink'-
Geweben aufgenommen werden (ROITSCH et al., 1999). Fir diverse Invertasen konnte,
neben der entwicklungsspezifischen Expression im Tapetum (N&hrschicht der Pollen) eine
positive transkriptionelle Regulation durch eine Vielzahl von Stimuli gezeigt werden. Zu
diesen Stimuli  zéhlen Cytokinine, Brassinisteroide, Verwundung, Elicitierung und
Pathogeninfektionen. Eine Gemeinsamkeit dieser Stimuli ist das Bendétigen von
Kohlenhydraten in  dem jeweiligen Gewebe. Pilanzliches Gewebe mit solchen
Eigenschaften wird auch als "sink"-Gewebe bezeichnet. Wie GOETZ et al., 2001 durch einen
Antisense-Ansatz  zeigen konnten, fohrt die Verringerung der Menge einer

antherenspezifischen Invertase (NIN88) zu der vergleichbaren Pollenmorphologie. Durch
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eine gewebespezifische Verringerung der Invertasemenge kann es somit zu einer
Unterversorgung der Pollen mit Hexosen aus dem Tapetum kommen, was méglicherweise
die sichtbare Missbildung der Pollen erklart.

In den BZI-1-AN-Derivat-exprimierenden Pflanzen konnte eine verringerte Expression der
Invertase NIN88 nachgewiesen werden (HEINEKAMP et al., 2002). Diese korreliert mit der
nachgewiesenen Missbildung der Pollen.

Ein direkfer Einfluss durch die DNA-Bindung von BZI-1 an NIN88-Promotorelemente kann
vermuten werden, da sich im Bereich von -301 bp vom Start-ATG eine halbseitige G-Box
(AACGTG) im NIN88-Promotor befindet.

Der mit BZI-1 interagierende Faktor BZI-4 wird gewebespezifisch in Stamina exprimiert
(STRATHMANN et al., 2001). Durch die gewebespezifische Expression von BZI-4 kann so
moglicherweise die vermehrte Bildung von BZI-1/BZI-4-Heterodimeren entstehen. Durch
die BZI-1/BZI-4-Heterodimere kann aufgrund der fir BZI-1 belegten und fir BZI-4
vermuteten  G/C-Box-Spezifitét  (STRATHMANN,  unversffentlicht)  eine  Zielgenexpression
postuliert werden. Die Expression von BZI-4 wird, wie aus den aufgefihrten Daten
ersichtlich, zusatzlich durch BZI-1 reguliert. Da der Promotorbereich des BZI-4-Gens noch
nicht ndher charakterisiert ist, ldsst sich hier keine ndhere Aussage Uber die direkte
Beteiligung von cis-Elementen treffen. Durch die erhaltenen Ergebnisse und den
nachgewiesenen Einfluss auf die Expression des NIN88-Gens durch BZI-1 lésst sich eine
gewebespezifische Regulation durch das folgende Modell beschreiben. Unter Beteiligung
eines gewebespezifischen Faktors im  Stamengewebe bindet BZI-1 in den
Promotorbereichen von BZI-4 und NIN88, wodurch die Expression reguliert wird. Ob BZI-
4 an der Regulation des NIN88-Gens beteiligt ist, bleibt weiterhin zu analysieren. Des
Weiteren ist durch eine Promotoranalyse von BZI-4 und NIN88 zu kléren, ob der Einfluss
von BZI-1 als Homo- oder Heterodimer direkt oder maglicherweise doch indirekt erfolgt.
Die Beteiligung von BZI-1 lasst sich aus den erhaltenen Ergebnissen in dem folgenden

Modell zusammenfassen:
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' Horno- oder Heterodimerislerung mit

BZ einem Stamerspezifischan Fakfor

@

bzi-4 m
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? Blitenentwicklung

Mod. E — 1: BZI-1-vermittelte gewebespezifische Regulation von putativen Zielgenen.
BZI-1: N.t.BZI-1; 2: Heterodimerisierender Transkriptionsfaktor, stamenspezifisch; bzi-4: N.t.BZI-4-gen;
NIN88: NIN88-, Invertase-Gen, Pfeil: direkte Wirkung, unterbrochener Pfeil: indirekte Wirkung

Durch die Expression des BZI-1-ANABD-Derivates zeigt sich ein weiterer verénderter
Bluten-Phénotyp. Die Petalen der Bliten sind vergleichbar verkirzt, jedoch besitzt die Blite
einen bauchigeren Habitus. Ebenso féllt auf, dass die Ldnge der Stamina in der BZI-1-
ANABD-exprimierenden Linie eher dem Wildtyp entspricht und nur wenige Pollen eine
Missbildung aufweisen. Die Auswirkungen des BZI-1-ANABD-Derivates k&énnen, im
Vergleich zu dem BZI-1-AN-Derivat auf der cytosolischen Lokalisierung des transgenen
Proteins und méglichen Seiteneffekten beruhen. Inwiefern die Blitengrée und die
Pollenunterversorgung durch den gleichen Mechanismus beeinflusst werden, lasst sich
nicht aussagen.

Die regulatorische Beteiligung der Doménen 1 und 4 in diesem funkfionalen
Zusammenhang zeigt sich in der Revertierung der Bliutengréfe und Pollenbildung zum
Wildtyp, bei zusétzlicher Deletion der Doménen innerhalb des BZI-1-AN-Derivates. Die
mechanistische Wirkung dieser Doménen in diesem Zusammenhang ist noch weiter
aufzuklaren. Fir die vollsténdige Funktion des Faktors in der Blitenentwicklung und
Pollenversorgung ist das Vorhandensein dieser Doménen notwendig.

Durch die Expression das BZI-1-ANAD2-Derivates zeigt sich ebenfalls eine Verkirzung der
Bluten und eine Missbildung der Pollen. Dies deutet auf den durch die Deletion der
Doméne N ausgelésten Effekt hin und zeigt, dass die Doméne 2 keinen Einfluss auf diesen
Zusammenhang besitzt. Fur die Domdne 2 kann somit in diesem Zusammenhang keine

Funktion nachgewiesen werden.



5 | BZI-1 ist durch Phosphorylierungsereignisse an der basischen Doméne

und der Doméne 4 in Signalprozesse der Pathogenabwehr eingebunden

Aufgrund der Phosphorylierung von rekombinantem BZI-1-AN durch elicitierte Soja-
Zellextrakte und der verstarkten DNA-Bindung nach Phosphorylierung des BZI-1-AN-
Derivates (DROGE-LASER et al., 1997) konnte eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors BZI-1
in pathogenstimulierten  Signaltransduktionsprozessen vermutet werden. Durch die
deutliche Steigerung der BZI-1-Transkriptmenge nach Pathogenbefall zeigt sich ein
weiterer Hinweis auf die Beteiligung dieses Faktors in Bereichen der Pflanzenabwehr
(HEINEKAMP et al., 2002).

Wie aus den gezeigten Ergebnisse ersichtlich, erfolgt eine Phosphorylierung des BZI-1-AN-
Proteins nach Pathogen-Stimulus. Diese Kinaseaktivitat ist transient und unabhdngig von
dem untersuchten Gewebe. Sie erfolgt sowohl in Suspensionskulturzellen, als auch in
Blattgewebe. Eine entsprechende Kinaseaktivitét konnten durch Auxin- oder Licht-
Stimulation nicht nachgewiesen werden.

Die durch Sojabohnen-Extrakte ausgeléste Phosphorylierung war serinspezifisch (DROGE-
LASER et al., 1997). Fir das hochhomologe CPRF-2 aus Petersilie (Petroselinum crispum)
konnte ein lichtreguliertes Phosphorylierungsereignis  ebenfalls als serinspezifisch
identifiziert werden (WELLMER et al., 1999). Anhand dieser Ergenisse ist davon auszugehen,
dass es sich bei der von mir detektierten Kinaseaktivitét ebenfalls um ein Serin-spezifische
Phosphorylierung handelt.

Die phosphorylierten Bereiche konnten fir BZI-1 durch die proteolytischen Spaltungen und
die Analyse des BZI-ANABD-Derivates auf den Bereich der basischen Doméne und des C-
terminalen Bereiches der Domdne 4 eingegrenzt werden. Im verwandten CPRF2 konnte
das Phosphorylierungsereignis auf die zweite, C-terminale Halfte des Proteins (196-401
Aminosduren; vergleichbar BZI-1:  246-450 Aminoséuren) eingegrenzt  werden.
Hervorgerufen wurde diese nachweisbare Phosphorylierung durch die Aktivierung eine 40
kDa grofle Kinase nach Licht-Stimulus.

For BZI-1 konnte auch die Interaktion mit einer Calcium-abhéngigen Kinase im Hefe-
"two-Hybrid"-System nachgewiesen werden (CDPK, Lamb, unversffentlicht). Fir Calcium-
abhéngige Protein-Kinasen konnte eine Beteiligung an der Pathogenantwort in Tabak

nachgewiesen werden (NtCDPK2 und NtCDPK3, ROMEIS et al., 2000, 2001).



Die Phosphorylierung im Bereich der basischen Doméne weist auf eine Modifikation der
DNA-Bindefahigkeit  hin.  Eine Verstdrkung von DNA-Bindeeigenschaften  durch
Phosphorylierung konnte bereits von DROGE-LASER et al., 1997 gezeigt werden. Die
zusdtzliche Phosphorylierung in der Domdne 4 fiohrt méglicherweise zu sterischen
Verénderungen von BZI-1, wodurch Protein-Interaktionen verdndert werden kénnen. Fir
eine direkte molekulare Wirkung gibt es aber bislang keine weiteren Hinweise.

Eine Beteiligung von BZI-1 in der Pathogenantwort der Pflanze zeigt sich weiterhin direkt
durch die verdnderte Resistenz und Ausprédgung von Reaktionen der BZI-1-AN-
exprimierenden Pflanze auf Pathogene. Untersucht wurde das Wachstum des avirulenten
Bakterienstammes Pseudomonas syringae pv. pisi in den transgenen Pflanzen. Wie aus
dem Wachstum der Bakterien in der Wildtyp-Pflanze und der vergleichbaren BZI-1-
Uberexpressions-Pflanze ersichtlich, zeigt sich eine typische inkompatible Reaktion der
Pflanze auf die Pseudomonaden. Im Vergleich zu der Wildtyp-Pflanze war das bakterielle
Wachstum in  den BZI-1-AN-Derivat-exprimierenden  Pflanzen um das 10-fache
eingeschrénkt. Dies belegt den starken Einfluss des DNA-bindenden BZI-1-AN-Derivates in
der Signalverarbeitung bei der Pathogenabwehr. Durch die Expression des BZI-1-AN-
Derivats wird, wie aus den vorliegenden Ergebnissen ersichtlich, der Pflanze durch die
verstarkte Abwehr eine erhdhte Resistenz vermittelt.

Ein vergleichbares Ergebnis zeigte die lokale Reaktion der Pflanzen auf die virale Infektion
mit dem Tabak-Mosaik-Virus. Die untersuchten Pflanzen besitzen das N-Gen und zeigen
nach TMV-Applikation eine lokale Abwehr der Viren (MURPHY et al., 1999). Sichtbar wird
diese Abwehr durch die Ausprégung der hypersensitiven Reaktion. Durch die Expression
des BZI-1-AN-Derivates zeigt sich eine rdumlich nicht begrenzte Lasionsbildung und somit
Ausweitung der hypersensitiven Reaktion.

Ein vergleichbarer Phdanotyp von sich unbegrenzt ausweitenden Lésionen nach
Pathogenbefall konnte in  Arabidopsis thaliana—Pflanzen mit mutiertem LSD1-Gen
beobachtet werden (AVIV et al., 2002). Bei LSD1 handelt es sich um ein Zink-Finger-Protein
mit Ahnlichkeit zu einem GATA-1 Transkriptionsfaktor (DIETRICH et al., 1997). Funktional
scheint es sich um einen negativen Regulator eines Apoptose-Signals zu handeln. Die
Anhdufung von reaktiven Sauerstoff-Spezien (ROS) ist in Isd1-Pflanzen in den
Infektionsbereichen verstérkt zu detektieren. LSD1 wirkt in der Pathogen-induzierten

Signalkette unterhalb der SA-Anhéufung negativ auf die Auslésung des induzierten



Zelltodes. Die réumliche Begrenzung des programmierten Zelltodes wird auf diese Weise
unterlaufen.

Die sichtbare Ausweitung der Lasionen in den BZI-1-AN-exprimierenden Pflanzen kénnte
auf einem d@hnlichen Mechanismus beruhen. Dieser kénnte einerseits direkt durch ein
verstérktes Auftreten der ROS in den BZI-1-AN-exprimierenden Pflanzen bedingt sein. Dies
kann zu einer schnelleren Uberschreitung eines Schwellenwertes fohren, wodurch ein
Signal zur Auslésung des programmierten Zelltodes verstérkt propagiert wird und sich die
HR unbegrenzt ausweiten kann.

Ein weiterer denkbarer Mechanismus ist die Interaktion von BZI-1-AN mit einem LSD1-
dhnlichen Faktor in Tabak. Hierdurch kénnte der den Isd1-Mutanten &hnliche Phanotyp
ausgeldst werden.

Die Uberexpression des BZI-1-Derivates fihrt, ebenso wie in den anderen untersuchten
Funktionszusammenhdngen, nach TMV-Infektion nicht zu einer Abweichung vom Wildtyp-
Phanotyp. Durch die verstarkte DNA-Bindeaffinitat des BZI-1-AN-Derivates gegeniber
dem Gesamt-BZI-1 kann es zu einer Deregulation von unterschiedlichen Genen kommen,
was direkt oder indirekt zur Ausprégung des oben genannten Phénotyps fihrt.

In den transgenen Pflanzen, die das BZI-1-Derivat ohne DNA-bindende Doméne
exprimieren, zeigt sich eine leicht verringerte Ausprdgung der hypersensitiven Reaktionen
im Vergleich zur Wildtyp-Pflanze. Die Lasionen sind etwas kleiner und es zeigt sich partiell
eine leichte Vergilbung des Gewebes. Diese geringere Reaktion entspricht auch den durch
die Bestimmung des Bakterienwachstums erhaltenen Ergebnissen. Hier deuteten sich
leichte Verénderungen innerhalb des Bakterienwachstums zugunsten der Bakterien an. Die
BZI-1-ANABD-Derivat-exprimierenden  Pflanzen zeigen somit eine leicht verringerte
Resistenz. In diesen Pflanzen kann die Signaltransduktion durch das BZI-1-ANABD-Derivat
auf untferschiedlichste Weise beeinflusst werden. So kann neben der nicht mehr
vorhandenen DNA-Bindefahigkeit auch die Verénderung der zelluléren Lokalisation des
transgen exprimierten Proteins zu einer verdnderten Ausprdgung der Pathogenantwort
fohren. Die cytosolische Lokalisierung des BZI-1-ANABD kann méglicherweise zu einer
komplett unterschiedlichen Interaktionen mit Proteinen und auf der Ebene der
Heterodimer-Bildung fihren, welches zur Auspragung dieses Phénotyps fohrt.

Durch die Auswertung der lokalen Pathogenantwort nach TMV-Infektion zeigte sich in den
transgenen Pflanzen ebenfalls die Beteiligung der Doménen 1 und 4 bei der Ausprégung

des BZI-1-AN-bedingten Phdanotyps. Die zusdatzlich eingebrachten einzelnen Deletionen
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dieser Doménen in den transgen exprimierten Proteinen zeigten eine dem Wildtyp
vergleichbare Ausbildung einer typischen HR-Bildung. Die Bedeutung der Doménen 1 und
4 fur die Ausbildung des Phénotyps und damit fur die funktionale Beteiligung innerhalb der
Signalprozesse wahrend der Pathogenantwort ist hierdurch zusétzlich belegt.

Zur weiteren Bestétigung der Beteiligung der Doméne 4 an den pathogenspezifischen
Signalprozessen kann kinftig noch die Bestimmung des bakferiellen Wachstums in den
BZI-1-ANAD4 exprimierenden Pflanzen im Vergleich zu den BZI-1-AN-exprimierenden
Pflanzen analysiert werden.

Die Beteiligung der Doméne 4 in diesem Zusammenhang in Verbindung mit der
Pathogen-stimulierten, nachgewiesenen Phosphorylierung legt die Vermutung nahe, dass
in dem Doppeldeletionsderivat BZI-1-ANAD4 eine Phosphorylierung des Proteins nicht
mehr erfolgen kann. Dies hat zur Folge, dass es in die weitere Signalverarbeitung, die zur
Ausprégung ausgeweiteter Lasionen fihrt, nicht mehr einflieBen kann.

Der Doméne 2 kann in dem hier untersuchten Funktionszusammenhang der lokalen
Pathogenantwort keine Beteiligung nachgewiesen werden. Die TMV-Infektion in der BZI-1-
ANAD2-exprimierenden Pflanze fihrt zu einer Ausweitung der Ldsionen, wie sie auch in
der TMV-infizierten BZI-1-AN-exprimierenden Linie zu beobachten war.

Die BZI-1-ANAD1-exprimierenden Pflanzen zeigten eine sichtbare Pathogenantwort, die in
ihrer Intensitét zwischen der der BZI-1-AN-Derivat-exprimierenden Pflanzen und der der
Wildtyp-Pflanzen lag. So war die Ausprdgung der HR der BZI-1-AN-Derivat-
exprimierenden Pflanzen 6 Tage nach TMV-Infektion noch mit der HR der Wildtyp-Pflanzen
vergleichbar. Wenige Tage spdter jedoch zeigte sich eine leichte Ausweitung der Lasionen.
Fur die Doméne 1, die eine a-helicalen Struktur besitzt, konnte im Hefe-"two-hybrid"-
System eine Interaktion mit dem ANK1-Protein mit dem Bereich der Aminosduren 73-241
von BZI-1 nachgewiesen werden (K. HORVAY, 2001). Durch die Deletion dieser Doméne
wird die Interaktionsféhigkeit zwischen BZI-1 und ANKT um ca. die Halfte gesenkt (K.
HORVAY, 2001). Die herabgesetzte Interaktion mit dem ANKI-Protein korreliert mit der
partiellen Ausweitung der nekrotischen Bereiche in der BZI-1-ANAD1-exprimierenden
Pflanzenlinie.

Eine weitere Funktion dieser Interaktion wird im folgenden Kapitel E | 6 diskutiert.

Durch die Revertierung der lokalen Pflanzenantwort zum Wildtyp-Phénotypen zeigt sich

eine Beteiligung der Doméne 4 und partiell der Doméne 1.



Um den Einfluss der BZI-1-Deletionsderivate auf die Etablierung der SAR zu analysieren
wurde die Expression des PR1a-Gens 7 Tage nach der TMV-Infektion analysiert.

Die Expression dieses Gens dient als Marker fir die Etablierung der SAR (Systemisch
erworbenen Resistenz, GUO et al., 2000). Untersucht wurden die transgenen Linien, welche
die unterschiedlichen BZI-1-Deletionsderivate exprimieren. Es zeigte sich eine Verringerung
der PR1a-Expression in BZI-1-AN-exprimierenden Linie. Dies weist auf den Einfluss von
BZI-1 auf die Etablierung de SAR hin. Um die Funktionalitét der einzelnen Doménen in
diesem Zusammenhang zu testen, wurde die PR1a-Expression der BZI-1-
Doppeldeletionsderivate-exprimierenden Linien getestet. Wie sich zeigte, fuhrt die
zusétzliche Deletion der Doménen 1, 2 und der basischen Domédne zu einer dem Wildtyp
vergleichbaren PR1a-Expression in den transgenen Pflanzen. Die zusatzliche Deletion der
Doméne 4 fihrt zu einer BZI-1-AN vergleichbaren Verringerung der PR1a-Genexpression.
Die Domdne 4 scheint in diesem funktionalen Zusammenhang der SAR-Entwicklung keine
weitere Funktion zu besitzen. Dieses Resultat entspricht auch der Vorstellung, dass eine
schnelle posttranslationale Modifikation, wie es eine Phosphorylierung darstellt, eine
Verénderung von Bindeaffinitéten beeinflusst. Langfristige, komplexe Genregulationen
werden hingegen hdufig durch eine, auf transkriptioneller oder translationeller Ebene
veranderte Proteinmenge beeinflusst. Diese transkriptionelle Aktivierung des BZI-1-Gens ist
zudem nachweisbar.

Durch die zusétzlich eingefigten Doppeldeletionen in den Bereichen der Doméne 1 und 2
von BZI-1 zeigt sich eine Wildtyp-&hnliche Entwicklung der SAR. Die PR1a-Genexpression
entspricht dem vergleichbaren Niveau der Wildtypexpression. Hierdurch zeigt sich die
potentielle Wichtigkeit der Doménen fir die Funktion der transgenen Proteine in der
Etablierung der SAR, beziehungsweise der PR1a-Genexpression. Die Wirkung des BZI-1-
AN-Proteins  wird durch die zusdtzlichen Deletionen aufgehoben. Der hierfur
verantwortliche Mechanismus kann in einer nicht mehr erméglichten Interaktion des BZI-1
in diesem Bereich mit einem weiteren Protein liegen. Durch die Uberexpression des BZI-1-
AN-Derivates wird méglicherweise Uber diese Interaktion ein SAR-propagierendes Signal
unterdrickt. Dieses Protein stellt méglicherweise das ANKT-Protein dar, dessen direkte
Funktion in diesem Zusammenhang bislang nicht weiter aufgeklart ist.

Durch die zusatzliche Deletion der basischen Doméne zeigt sich kein Effekt auf die
Etablierung der SAR. Somit scheint es sich bei der verringerten SAR der BZI-

Uberexpressions-Linie um einen Gendosis-Effekt der massiven Uberexpression in diesem
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funktionalen Zusammenhang zu handeln. Der gleiche Effekt zeigt sich entsprechend in den
BZI-1-AN und BZI-1-ANAD4-exprimierenden Linien. Somit konkurrieren die transgenen
BZI-1-Proteine moglicherweise mit endogenen Faktoren um ACGT-Kernmotive vor SAR-
spezifischen Genen und es kommt zu einer Abschwdchung der natirlichen SAR-
Auspragung. Die durch die Northern-Analyse erhaltenen Daten sollten in jedem Fall durch
die Analyse von Zweitinfektionen an den Pflanzen belegt werden. Erst durch die
phénotypischen Auswirkungen auf die ausgebildete SAR lasst sich ein verl@sslicher Schluss
auf die Beteiligung von BZI-1 an der Etablierung der SAR ziehen.

Durch die Interaktion zwischen BZI-1 und ANKT1 stellt sich méglicherweise eine wichtiger

Schritt in der Auslésung einer Pathogenantwort der Pflanze dar.

6 | Der Bereich der a-helicalen Domédne 1 von BZI-1 interagiert mit dem

ANK1 -Protein

Durch einen Hefe-"two-hybrid"-Screen konnte mit dem Aminosdure-Bereich 73-241 des
BZI-1-Proteins das interagierende Protein ANK1 identifiziert werden (K.HORVAY, 2001). Der
interagierende Bereich enthélt die Doméne 1. Durch die Analyse des Kéderproteins mit
der Deletion im Bereich der Domdne 1 wird die Interaktion nicht vollstandig unterbunden.
Die Doméne N und die Doméne 2 sind den Hefe-Daten entsprechend, an der Interaktion
nicht beteiligt (K. HORVAY, 2001). Das isolierte Protein besitzt als strukturelle Besonderheit
einen vierfachen Ankyrinrepeat. Ankyrinrepeats konnten in Proteinen in unterschiedlichsten
Funktionszusammenhédngen gefunden werden. Sehr héufig vermitteln sie Protein-Protein-
Interaktionen (SEDGWICK & SMERDON, 1999).

Die BZI-1-ANKT1 -Interaktion konnte durch die DNA-Bindeanalysen von BZI-1-AN mit dem
ANKT1 -Protein zusétzlich bestatigt werden. Protein-Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren
kénnen eine Verdnderung der Migration des Komplexes im Gel hervorrufen. Falls die
Interaktion das DNA-Bindeverhalten in der EMSA beeinflusst, spiegelte sich dieses in einer
Abnahme des detektierbaren Komplexes wieder. In dem untersuchten in vitro-System
unterdrickte die Interaktion mit ANK1 die DNA-Bindeféhigkeit von BZI-1. Dies deutet
entweder auf eine sterische Hinderung der basischen Doméne zum DNA-Zugang hin oder
auf eine Unterdrickung der Dimer-Bildung des bZIP-Transkriptionsfaktors durch die

Interaktion.



Durch die Analyse des His®-BZI-1-ANAD1-Derivates in Bezug auf die Beeinflussung der
DNA-Bindung durch die Interaktion, zeigte sich ein im Vergleich zum His®-BZI-1-AN
schwécherer Einfluss des ANK1-Proteins auf die DNA-Bindeféhigkeit. Zur vergleichbaren
Verminderung des Komplexes wurde ca. die doppelte Menge des ANK1-Protein benétigt.
Dieses Verhdlinis spiegelt die im Hefe-System detektierte Interaktion des ANK1-Proteins mit
diesem Bereich des BZI-1-Proteins wieder. Das ANK1-Protein interagiert mit dem BZI-1 im
Bereich der Doméne 1. Durch die Deletion der Doméne 1 lésst sich die Interaktion jedoch
nicht vollstandig inhibieren.

In der genetischen Modellpflanze Arabidopsis thaliana wurden mit unterschiedlichen
Methoden hoch homologe Proteine isoliert. Die als AKR2 (Acc.-Nr.: AAD10949), ARP2
(Acc.-Nr.: CAB54873) und AFT (Acc.-Nr.: AAC33264) bezeichneten Proteine sind
identisch und liegen auf dem 4. Chromosom. Isoliert wurde AKR2 als GF14)\-Protein-
interagierendes Protein im Hefe-"two-hybrid"-System. GF14A gehort der Familie der 14-3-
3-Proteine an (ZHANG et al., 1995). Fir 14-3-3-Proteine konnte in Pflanzen unter anderem
eine Beteiligung in der Pathogenantwort (SEEHAUS & TENHAKEN, 1998) und eine Interaktion
mit bZIP-Proteinen (GBF, LU et al. 1992) gezeigt werden. Die nachgewiesenen Interaktionen
in Arabidopsis deuten auf eine Beteiligung der genannten Ankyrinprotein-Familie im
funktionalen Kontext der BZI-Regulation in Tabak hin.

Dem AKR2-Protein konnte zusétzlich eine Interaktion mit einer Ascorbatperoxidase (APX3)
und strukturell einer N-terminalen PEST-Domdne nachgewiesen werden (YAN et al., 2002).
Als PEST-Doménen werden Prolin, Glutamat, Serin und Threonin-reiche Doménen
bezeichnet, die als proteolytisches Signal zum Abbau von kurzlebigen Proteinen dienen.
Eine vergleichbare Doméne besitzt das ANK1-Protein nicht.

Das Protein AtPhos43 konnte auf dem Chromosom 2 lokalisiert werden. Aufgrund der
hohen Homologie zu den oben genannten Proteinen scheint es sich um ein zweites
Mitglied einer kleinen Genfamilie zu handeln. Bei AtPhos43 konnte 4 Minuten nach
Elicitorbehandlung eine Phosphorylierung nachgewiesen werden (PECK et al., 2001). Der
Vergleich der Proteine auf Aminoséureebene (Alignment) ist dem Anhang G|5 zu
entnehmen. Uber den Online versffentlichten zu ANK1 identischen Faktor N.t.HBP1 (Acc.-
Nr.: AAK 18619.1 , VAN DER HEIJDEN & BOL) sind noch keine weiteren Daten veréffentlicht.
Aufgrund der Homologien zu AKR2 und AtPhos43 und deren Einbindung in die
Pathogenantwort der Pflanze (YAN et al., 2002; PECK et al., 2001) wurde die Interaktion des



ANKT-Proteins mit dem BZI-1 funktionell insbesondere in Bezug auf die Pathogenantwort
untersucht.

Durch die Induktion mit dem pilzlichen Elicitor Cryptogein und dem bakteriellen Pathogen
Pseudomonas syringae pv. pisi kommt es zu einer transient verringerten Transkription des
ANK1-Gens im Blaftgewebe der Pflanze. Diese Regulation auf transkriptioneller Ebene
deutet zusatzlich auf eine Beteiligung des Proteins in der Pathogenantwort der Pflanze. Mit
Hilfe der GFP-Fusionen konnte gezeigt werden, dass das untersuchte Protein hauptséchlich
cytosolisch lokalisiert ist.

In der TMV-infizierten Wildtyp-Pflanze zeigen die nach auflen bréunlich-abgegrenzien
Nekrosen eine ,typische" N-Gen-vermittelten HR. Wéhrend es in den BZI-T1-AN-
exprimierenden Pflanzen zu einer Ausbreitung der Nekrosen kommt, weist die BZI-1-
ANAD1-exprimierende Pflanze in den ersten Tagen nach TMV-Infektion eine
wildtypahnliche HR-Bildung auf. Erst in den folgenden Tagen entwickelt sich die
Ausbreitung der Lésionen Gber das gesamte infizierte Blatt. Diese bereits weiter oben
diskutierten Ergebnisse stitzen zusatzlich die Wichtigkeit der Doméne 1 in planta fir die
korrekte Ausbildung der Pflanzenantwort.

Uberdies hinaus deuten die Regulation des ANK1-Proteins und die Auswirkungen der
Deletionsderivate auf ein Zusammenwirken des ANKI1-Proteins mit dem BZI-1 hin.
Méglicherweise werden zur Etablierung der Pathogenantwort zwei wichtige regulatorische
Komplexe durch ANK1 beeinflusst.

Dem Modell von YAN et al., 2002 folgend kénnte ANK1 an der Bildung eines Komplexes mit
einer Peroxidase beteiligt sein. Dieser Komplex kénnte durch einen Pathogen-Stimulus zur
Reduzierung des ANK1-Proteins. Diese Reduzierung fiohrt zu einem Zerfall dieses
Komplexes, wodurch eine Peroxidase inaktiviert wird. Durch diese Inaktivierung kommt es
zu einer Anhéufung von H,O, und einer Ausprégung der HR (vergleiche YAN et al., 2002).
Ob eine ATPhos43 vergleichbare Elicitor-abhdngige Phosphorylierung (PECK et al., 2001)
des ANK1 zur Auflésung des Komplexes beitréigt bleibt zu kléren. Durch die negative
Regulation der ANK1-Menge nach Pathogenbefall kann es zur verénderten Bildung eines
weiteren Komplexes mit dem Transkriptionsfaktor BZI-1 kommen. Durch diesen Komplex
kann eventuell die Heterodimerisierung mit den kleinen bZIP-Transkriptionsfaktoren (BZI-2,
-3 und -4) gesteuert werden. Durch die Modifizierung und Reduzierung der Menge des

ANKT1 -Proteins wird méglicherweise die Bildung von BZI-1-Homodimeren préferiert. Ein



entsprechend aktiviertes Homodimer oder neu gebildetes Heterodimer kénnte an der
Aktivierung von Genen beteiligt sein, die an der Ausbildung der HR beteiligt sind.

Ein Zusammenhang ist an dieser Stelle méglicherweise durch die Auspragung des Auxin-
insensitiven vegetativen Phéanotyps in Verbindung zu der lokalen Pathogenantwort zu
sehen. So besitzen die Blatter als infiziertes Gewebe eine zum Wildtyp verénderte Struktur.
Dieses deutet auf die Deregulation von Genen durch das transgen eingebrachte BZI-1-
DN-Derivat hin. Durch diese Deregulation kann, méglicherweise als sekundérer Effekt eine
Eingrenzung der Lésionsbildung in  diesen Pflanzen nicht mehr staftfinden. Ein
vergleichbarer Einfluss zeigte sich durch die verdnderte Expression einer anionischen
Peroxidase (CEVI-1; MAYDA et al., 2000), die mit einer Auxin-Insensitivitat korreliert.

Ein entsprechendes ,Umschalten” und eine gegenseitige Hemmung zwischen dem Auxin-
vermittelten-Signaltransduktionsweg mit einem direkten Effekt auf die GH3-Expression und
der Signalverarbeitung von oxidativem Stress konnte in der Regulation von Mitogen-

aktivierten Protein Kinasen nachgewiesen werden (TENA et al., 2001).

Aus den aufgefihrten Daten l@sst sich das folgende Modell entwickeln:
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Mod. E — 2: Beteiligung von BZI-1 und ANK1an der Auspréigung der Pathogenantwort.

Pathogen: TMV oder Pseudomonas; APX: Ascorbatperoxidase, oder allg. Peroxidase; ANK: N.t.ANK1, BZI-1:
N.t.BZI-1; die transkriptionelle Akfivierung erfolgt in jedem Fall als Homo- oder Heterodimer; P:
Phosphorylierungsereignis, HR: Hypersensitive Reaktion, SAR: Systemisch erworbene Resistenz, + : verstdrkte
Expression, — : verringerte Expression, Path. Ind.: Pathogen induzierbares Gen, Aux. Ind.: Auxin
induzierbares Gen., D1: Doméne 1, BD: basische Doméne, LZ: Leucinzipper
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8 | Ausblick

Zum weiteren Versténdnis der molekularen Wirkweise und DNA-Bindung von BZI-1 in
planta ist die Aufklarung von Promotorstrukturen der putativen Zielgene wie GH3, BZI-4
oder der NIN88-Invertase unerlasslich. Des Weiteren sollte eine Charakterisierung der
Regulation dieser Gene durch BZI-1 unter den unterschiedlichen gewebe- und
umweltbedingten Einflissen analysiert werden.

Um die Relevanz der nachgewiesenen DNA-Bindespezifitdten von BZI-1 unter
entwicklungsbiologischen oder Pathogen-stimulierten Einflissen in planta zu untersuchen
bietet sich die Methode der Chomatin-Immuno-Prézipitationsanalyse (ChlIP) an. Dies stellt
eine effiziente Methode dar, die BZI-1-Protein-Bindung an die spezifischen cis-Elemente zu
charakterisieren.

Ein zukunftiges Forschungsfeld sollte die Aufklarung der Funktion der Interaktion von der
Doméne 1 von BZI-1 und ANK1 sein. Hierfir kénnen die Auswirkungen der durch ANKT1 -
Uberexpression oder RNAi-modulierten ANK1-Expression in transgene Tabakpflanzen
analysiert werden. Hierdurch kann die Beteiligung von ANK1 in der Pathogen-
beeinflussten Signaltransduktion in Bezug auf die hypersensitive Reaktion und die SAR
genaver spezifiziert werden. Weiterhin sollte in diesem Zusammenhang eine mégliche
Interaktion von ANK1 mit entsprechenden anionischen Peroxidasen aus Tabak untersucht
werden, wie sie entsprechend fir AKR2 in Arabidopsis schon gezeigt werden konnte. Fir
einen Nachweis der Interaktion von BZI-1 und ANKI1 in planta wirde sich eine
Immunoprézipitation des Komplexes anbieten.

Die Einbindung von BZI-1 in die Pathogen-stimulierte Signaltransduktion kann durch die
Identifizierung der pathogenaktivierten Kinase weiter analysiert werden. Durch die
entdeckte CDPK (LAMB, unversffentlicht) bietet sich hier eine weitere Mdglichkeit diesen

Bereich der Signalkaskade zu entschlisseln.
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G | Anhang

1 | Aminosduresequenz BZI-1

LOCUS AAL27150 450 aa linear PLN 07-NOV-2001
DEFINITION bZIP transcription factor [Nicotiana tabacum].
ACCESSION  AAL27150
PID gl6797791
VERSION  AAL27150.1 Gl:16797791
DBSOURCE  accession AY061648.1
SOURCE  common tobacco.
ORGANISM Nicotiana tabacum Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; Asteridae; euasterids |; Solanales;
Solanaceae; Nicotiana.
AUTHORS Heinekamp,T., Kuhlmann,M., Lenk,A., Strathmann,A. and Droege-Laser,W.
TITLE  The tobacco bZIP transcription factor BZI-1 binds to G-box promoter cis-elements of
phenylpropanoid pathway genes in vitro, but it is not involved in their regulation in vivo
JOURNAL  Unpublished
University of Goettingen, Albrecht-von-Haller-Institut, Untere Karspuele 2, Goettingen 37073,

Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..450

/organism="Nicotiana tabacum"
/db_xref="taxon:4097"
Protein 1..450
/product="bZIP transcription factor"
CDS 1..450
/gene="BZ|-1"
/coded by="AY061648.1:1..1353"
ORIGIN
1 mervismedd igdhfwstpp tadlgvdspt aaaavsyskm mnrsssewaf grflgeataa
61 gtstssppgp ptmtasssss shgndvveik denlsipnin pstalnskpa ssfglapppn
121 iavdseeyqa flksglhlac aavaltrgks Inpgdsgsta hdkgsetasa agsgshvstl
181 gsggevakiq dkdaggpvgi pslppvgkkp vvavrsttsg ssregsddde aegeaettqg
241 mdpadakrvr rmlsnresar rsrrrkqahl teletqvsgl rvenssllkr ltdisgkyne
301 aavdnrvlka dvetlrtkvk maeetvkrvt glnplfgams eissmvmpsy sgspsdtsad
361 aavpvgddpk hhyyggppnn Impthdpriq ngmvdvppie nvegnpataa vggnkmgrit
421 smaqrvasleh Igkrirgevs scgtqgrgeq
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2 | DNA Sequenz BZI-1

LOCUS AY061648 1425 bp  mRNA linear PLN 07-NOV-2001
DEFINITION Nicotiana tabacum bZIP transcription factor (BZI-1) mRNA, complete cds.
ACCESSION  AY061648

VERSION  AY061648.1 Gl:16797790

KEYWORDS .

SOURCE  common tobacco.

ORGANISM Nicotiana tabacum Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots; Asteridae; euasterids |; Solanales;
Solanaceae; Nicotiana.

REFERENCE 1 (bases 1to 1425)

AUTHORS Heinekamp,T., Kuhlmann,M., Lenk,A., Strathmann,A. and Droege-Laser,W.

TITLE  The tobacco bZIP transcription factor BZI-1 binds to G-box promoter cis-elements of
phenylpropanoid pathway genes in vitro, but it is not involved in their regulation in vivo

1 atggagcggg fcttctccat ggaggatgac attggcgacc acttctggtc gacgecgecg

61 acggcggact taggegttga ttccccaacc getgecgecg cegtetecta ctcaaagatg

121 atgaatcgaa gctcttccga atgggctttc cagegcttce tccaagaage caccgecgec
181 ggtacctcca cttcatctee cccccageca cctacaatga cggegtctte ctegtcatcet
241 tcgcaccaaa acgacgtcgt ggagatcaag gatgagaatc titctattce taatttaaat
301 cccagtacgg cgitgaattc gaagccggeg tegtegtitg gectcgeacc tccgecgaat
361 attgcegttg attccgaaga gtatcaagcea ttectcaaaa gecaactcca ttggcttge
421 gccgecgttg cittgactcg cggcaagagt ttaaaccctc aggattcagg ctctacagct
481 cacgacaaag gatcagagac tgctagtgca getcaatcag gatctcacgt ctecacttta
541 ggatctggtc aggaagtgge aaaaattcaa gataaggatg ctggtggacc agttggaatt
601 ccctecttge cccecggtgea aaagaaacct gtggtgcagg tgaggtcaac aaccagtggt
661 tcatctagag agcaatctga tgatgatgaa gctgaaggag aagcagaaac aactcaagge
721 atggatccag ctgatgcaaa acgtgtaagg agaatgcttt caaatagaga atcagccaga
781 cgttcaagga gaagaaageca ggcccatctg acagaactcg agacacaggt ttctcaactc
841 agagtagaaa actcctctct actgaaacgt ctgactgaca taagccagaa atacaatgaa
901 gcagceggttg ataatcgagt cttgaaagca gatgttgaga cattaagaac gaaggtaaag
961 atggctgaag aaactgttaa aagagttact gggttaaate cgttattcca agctatgtca
1021 gagatttcct caatggtaat gecatectac tetggtagte cttcagacac atcggcagac
1081 gctgctgtac ctgtgcaaga tgatccaaaa catcactact accaacagec geccaaataat
1141 cttatgccaa cccatgatee tagaatccaa aatggtatgg tagatgttce tccaatagaa
1201 aatgtagagc agaatcctge aacggcagea gttgggggga acaagatggg tagaacaact
1261 tcaatgcage gggttgctag cttggageat ctgcagaage geatccgtgg tgaagtgagt
1321 tcctgtggaa ctcaaggcag gggagagceaa taaacacggt taaagccacc agctgcaccy
1381 aagattitgc acagcatgtt gataaaatca tactgttcca attec

3 | Aminoséauresequenz ANKT

1 msegekvlpt asadeksgas enkkssesss teapsgeart tstaaagagl gnpfdfsams

61 glindpsike laegiakdpa fngmaeglgk ffggaavees vpnfdsqqgyy stmggvmanp
121 gfmtmaerlg nalmgdpsms gmleslsnpa gkegieerma rikedpslkp ileeiesggp
181 aammrywndq etlkkigeam gfaaggegat ssaipgtdet eeanedesvv hqcasvgdae
241 glkaaltaga dkdeedsegr talhfacgyg evkcaqille agakvdaldk nkntalhyaa
301 gygrkecval llengaavtl gnldgktpid vakinnggev Ikllekdvil
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4 | DNA-Sequenz ANK1

1 ctctttttct fitttctttt ttgtctgtac ccccaaatct cetectatet ttcaacttta
61 cicttaccce aacacaactc titgtagtca tgtctgaggg agagaaagtt ttgcctactg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
/781
841
901
961

catcagcaga tgagaagtct ggggcatctg agaataaaaa atcttctgag tcttectcca
cagaagcacc atcaggagag gcgagaacaa cctctacgge tgeggcetgga getgggctte
aaaatccctt tgatttctca gecatgtctg gactacttaa tgacccaagt atcaaagaac
tagcggagca gatagcgaaa gatcctgcat ttaatcagat ggcggagceag cttcagaaga
cctttcaagg tgctgcagic gaagagagceg tccccaactt tgatagccaa caatactatt
ccacaatgca acaggttatg caaaatcctc aatttatgac aatggctgag cggcttggta
atgcgttgat gcaggatcca tccatgtctg geatgettga gagtitgtca aaccctgcetc
agaaggagca aattgaoagaa cgaatggcac gcatcaaaga agacccatcg ctgaaaccga
ttffggaaga gatagagagc gggggaccag ctgcaatgat gaggtattgg aatgatcaag
aaacactgaa gaaaattggt gaagcaatgg gttttgctge tgggggagag ggtgctacct
chtccgcaat acctgggacc gatgaaaccg aagaggctaa tgaagatgaa tctgttgttc
accagtgtgc tagtgttggt gatgcagagg gcttgaaggc tgcactaact getggtgcetg
afoaaogacga agaagactca gaaggaagga cggcattgea tttgettgt ggatatggeg
aggtgaagtg tgctcagatt cttctggaag ctggggcaaa ggttgatgec ttggacaaga
ataagaatac tgctcttcac tatgctgctg gatatggtag gaaggagtgt gtcgegcetge

1021 tgctagagaa tggagecgct gtaactctcc aaaacttgga tggtaagaca ccgatcgatg
1081 tggccaaact caacaaccag caggaggtce tgaagcetgct cgagaaagat gtgtttetgt
1141 gaactgggga gggatgtcac agggttttat tgtcgageca cagtattttg aggaactaag

1201 gggtcttatt catggttgat ttgcttctta agttatcttt gctggtgtat catttatagt
1261 titggtgttt ttctaagaat tgectgttca aaagatcectg tititttt gtoaaaaaaa
1321 aaaaaaaaaa a
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5 | Homolgievergleich des ANK1

ERS
ER

ARP2Z (1) BASNSER
ATPhos43 (1) WASISERTISLIEPS
Consensus (1)

(1)1
NT_ANKT (1) GiSE
HBP1 (1) iSE

NT_ANKI1
HBP1
ARP2

ATPhosd3 : Q

Consensus (54) FDF EAMSGLLNDP SIKELAE QIAKDPAFNQMAEQLQRTFQGAAVEGSVPNFD g

(107) 107
NT_ANK1 (107) @
HBP1 (107) [
ARP2
ATPhos43

2 ) 18 IHGE: r L&

ATPhosd3 (157) Moy 2 A MDA YT N D AT .Am., - ADCIV

Consensus (160) ARMEEDP SLKPILEEIE SGGE’SAMMRYWNDQEVLKKLGEAMGFAUGG EGQTV
gl _Ank-repeat 1

(213) 213 220 230 240 250 265

Consensus (213) SAIEGTEETEEGEEEEsvaQTASVGDvE GLKAALT SGGNKDEEDSEGRTALH

_Ank-repeat? ; P it PARkrepeati@ e
(26E) 266 280

Consensus (26E6) FACGYGEUKCAQUL EAGAKVNALDKNKNTE'LHYAAGYGRKECUSLLLENGAA

s Ank-repeat 4

(319) 318
NT_ANKT (318) ERYTISominclami=ans : T, D
HBP1 (318) Q N
ARP2(310) ERyTLeloIT, )8 ) J LLEI-'D
ATPhosd3 (312) | 'iD %, g D 'E‘LLE}’D"FL
Consensus (319) VTLQNMDGKTPIDVAKLNNQQEVUKLLEKDVFL

G — 5 : Homologievergleich des ANK1 zu verwandten Proteinen.

ANKT: N.t.ANKT-Ankyrinrepeat enthaltendes Protein, HBP1: N.t. HBP1 (Helicase Binde Protein, ANK1 identisch), ARP2:
A.t. ARP2 (identisch zu AFT ZHANG et al., 1995 und AKR2 Yan et al., 2001), AtPhos43: A.t.Atphos43 (Peck et al.,

2001); schwarz unterlegte Felder: identische Aminoséuren, grau unterlegte Felder: dhnliche Aminoséuren.
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6 | Ausgemessene Blitenorgane

klimakamimer
Lirie Petalen Filamert Stempel | n | Stabw(P) Stabw(F)1 Stabaw(S)
chzl 300 i c] 351 P 0,08 ) |
chz1s 354 35 3,35 25 o1z 013 0,0
g8 CGHc 2 351 424 346 14 0,09 o7 0,0
8 GHc3 3.1 4 353 17 0,09 012 0,15
8 GHcE 3,63 4 44 372 19 0,08 0,07 0,03
8 CGHCY 353 42 342 Ll 0,05 0,03 012
8 GHC13 3B 4.4 372 52 0,09 o7 013
15HAM 2 3,05 255 2mM 15 012 0,09 0,0
g HaM 4 3,15 3,03 254 40 0,09 0,09 0,11
8 HaM 5 307 2092 2.7 1] 0,09 0,09 0,0
g anti1 3,08 3,03 255 ] 013 0,03 0,0
15ant 3 353 4.3 3.2 5 0,0 007 007
gD C 357 4.5 346 43 012 014 0,15
B0 X 3,44 4.4 3. 15 0,06 o7 K|
b D2 =1 376 409 333 = 0,11 015 007
pD22 3.3 3,9 273 49 0,03 0,11 013
15021 3E2 406 348 a0 0,09 012 o
15024 357 4 07 345 35 0,09 012 007
1580 1 31 3B 294 44 015 0,10 IR
g HaBD &, 3.H] 4.4 340 X 0,09 0,10 007
g HaBD 3, 403 38 3 o7 023 0,14
b D41 376 4 42 356 = 0,06 007 0,03
sD4B 355 4.3 352 =] 0,09 0,03 K|
804 C 3,76 442 3E2 aF 0,09 014 014
a7

G — 6-1: Ausgemessene Blitenorgane der BZI-1-Derivat-exprimierenden Pflanzenlinien.

Mittelwerte der Messungen: chs8/chs15: Wildtyp; GHc: BZI-1-Uberexpressionsplanzen; HAN: Deletion der Doméne N
mit HA-tag; anti: BZI-1-antisense RNA-exprimierende Pflanzen; D1: Deletion der Doméne N und D1; D2: Deletion der
Doméne N und D2; BD: Deletion der Doméne Nun BD; D4: deletion der Doméne N und D4, n: Anzahl der
ausgemessenen Bliten; Stabw: Standardabweichung, P:Petalen, F: Filament, S: Stempel.
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Blitenlangen

arme
R L]
14d 1ed
QORTHE
WOBWH S
LaBsk
$205
LE0 s
zz0 1ed
1520 e
Xiag
amg
ERESL
L RES
SYHHAOS
1 oHHOE
THHHOSE
ELOHOE
LaHag
9oHO g
EoHOS
TOHOE
s
ama

Stempellangen

O =F 0D R0 E 0 O 00 G0

b ]
praz
11aied
DaEvH 2
w JBvH 2
L Qg stk
LA =)
LTa 5L
zza ed
15za 1ed
xiga
2108
ERES]
L ES
SwWHHOR
T oWHHOZR
EoHHOS
EL2HOE
1aHD2
90H9O8
EQOHDE
COHD2
S
=32 b}

Filamentlangen

atas
ptaz
L+ 1ed
O ORYH S
W 0H &
L OBst
1Zast
LZa st
zaied
bsza1ed
xiaz
aLaa
EMESL
LRES
SYHHOS
tHHHOR
ZWHHaSL
£l aHag
LIHaz
9oHa R
EIHDZ
ToHOR
SLa

= b
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Blutenldngen, Filamentlangen und Stempelléingen; Gréfen in cm.

G — 6-2: Graphische Auftragung der Organgréfien.



7 | Detektion des Bakterienwachstums

extrapolierte Mittelwerte

extrapolierte Mittelwerte

extrapolierte Mittelwerte

P.s.pisi 0 2 4 P.s.pisi 0 2 4 P.pisi 0 2 4
WT 101 30533 | 45333 Wt 800 11333 | 4867 Wit 44 1211 6054
BZI1 ABD 101 112267 | 82750 BZI10ex| 735 13533 | 11667 ADN 100 61 315
BZI1 AN 101 3250 2850 AN 490 2600 3640 ABD 102 2207 17467
A BD 660 24800 | 49600
Standardabweichung Standardabweichung Standardabweichung
P.s.pisi 0 2 4 P.s.pisi 0 2 4 P.pisi 0 2 4
WT 40,8 20619 | 24962 Wt 422 4694 2457 Wit 23 297 5999
BZI1 A BD 40,8 33427 | 50684 BZI10ex| 159 4177 6430 ADN 6 25 199
BZI1 AN 40,8 350 150 AN 290 909 640 ABD 8 1436 9795
A BD 278 6082 14755
P.s. pv. pisi P.s. pv. pisi P. syringae pv. pisi
1,00E+06 1,00E+06
TN —_—— X
1,00E+05 ,><' ~ ~x » 1,00E+05
/ — P
/ / S
/ 1,00E404 ,/ ‘.!\\ m X
1,00E+04 / // / \ 1,00E+04 P 7
/ / 7
// - ~ o /) S . [ ] P ///
9/ -e /e
/ // - ‘ 1,00E+03
1,00E+03 / I
//// , 1,00E+03 ; ®
/‘/.' . 7 .
I3 1,00E+02 <,
1,00E+02 @ ..e- -
\eor 1,00E+02 . , ) X . . 1.00E+01 . : .
0 2 4
days p. inf. * W — -m- —GHc - - ®- - DN — == —DBD days p. Inf
extrapolierte Mittelwerte extrapolierte Mittelwerte
P.tab 0 2 4 P.tab 0 2 4
Wit 375 30850 330000 Wit 54 2868 12531
ADN 240 3350 5850 ADN 25 347 509
ABD 98 190000 | 750500 ABD 9 100325 | 58103
P.syringae pv tab. 1000000
1,00E+06
100000
1,00E+05
10000
1,00E+04 1000
1,00E+03 100
1.00E+02><’ 10
1
1,00E+01 0 1 2 3 4 5
0 2 4
‘ S Wl---O--‘DDN—-X-—DBD‘ dpl ¢  Wt-- ®- - DDN — =& — DBD

[cfu] reisoliert nach 0, 2 und 4 Tagen Inkubation

G - 7: Detektion des Bakterienwachstums in den transgenen Linien.
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8 | Abkirzungen

2,4-D 2,4-Dichlorophenoxyessigséure

’ Minuten

’ Sekunden

% (v/v) Volumenprozent

% (w/v) Gewichtsprozent

n micro (x 1079)

°C Grad Celsius

[, 1 Doméine 1

I, 2 Doméne 2

I, 3 Doméne 3

IV, 4 Doméne 4

2,6-D 2,6-Dichlorophenoxyessigséure

32p Phosphorisotop der relativen Masse 32
A Adenosin

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens

Abb. Abbildung

abs. absolut

o Antikérper

Amp Ampicillin

ANK1 Ankyrin-repeat Protein 1

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosdure

as-1 activation sequence-1

ATP Adenosintriphosphat

BD basische Doméne

bp Basenpaar

bidest bidestilliertes Wasser

BSA Rinderserumalbumin

BY-2 Bright Yellow 2 Nicotiana tabacum Suspensionskultur
BZI B-Zip-Transkriptionsfaktor

bZIP basische Doméne/Leucin-Zipper
bzw. beziehungsweise

B-GAL B-Galactoidase

C Cytosin

ca. zirka

CaMV Blumenkohlmosaikvirus ,Cauliflower Mosaic Virus”
cDNA Kopie-DNA von RNA-Sequenzen
Cfu colony forming units

ChIP Chromatin-Immunoprézipitation

Ci Curie

CNBr Cyanbromid

cpm Radioaktive Zerfélle pro Minute

d Tag

d.h. das heif3t

dATP 2 -Desoxy-Adenosin-5"-Triphosphat
dCTP 2 -Desoxy-Cytidin-5"-Triphosphat
ddT Didesoxythymidin

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP 2 -Desoxy-Guanosin-5 " -Triphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsgure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

dsDNA doppelstréingige DNA

dTTP 2’ -Desoxy-Thymidin-5"-Triphosphat
E. coli Escherichia coli

ECL Enhanced Chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EMSA 'electrophoretic mobility shift assay' = Gelshift
engl. englisch

et al. und andere

E+Br Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

fmol femtomol

140



F Farad

g Gramm

G Guanosin

GFP green fluorescent protein

GST Glutathion S-Transferase

GUS B-Glucuronidase

h Stunde(n)

HEC Hydroxyethycellulose

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonséure
HIS Histidin-tag

HR Hypersensitive Reaktion

HRP Meerrettichperoxidase 'horseradishperoxidase'
HSP Heringssperma-DNA

Hyg Hygromycin

PTG Isopropyl-1-thio-B-D-galaktosid

k kilo

Kan Kanamycin

kb Kilobasen

kb Kilobasen

kDa Kilo-Dalton

| Liter

LB Luria/Bertani-Medium

Lsg. Lésung

A Wellenlénge

m milli (x 107%)

m Meter

M Mol

mcs multiple cloning site, Polylinker
MelJA Methyljasmonséure

MES 2-Morpholino-ethansulfonsdure
min Minute(n)

mind. Mindestens

mm Millimeter

MOPS Morpholinopropansulfonséure

mol molar

MS Murashige und Skoog Medium

MU Methylumbelliferon

MUG Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid
MW Molekulargewicht

Hum micrometer

n nano (x 107

N Doméne N

nm nanometer

N. t. Nicotiana tabacum

NAA Naphtalinessigséure

NES Nuclear export sequence

NLS Nuclear lokalisation sequence

OD optische Dichte

ODygo optische Dichte bei 600 nm

Q Ohm

p pico (x 10712

P Phosphat

324 Phosphorisotop mit der rel. Masse 32
pA Polyadenylierungssignal

PAA Polyacrylamid

PAL Phenylammoniumlyase

PCR polymerase chain reaction (= Polymerasekettenreaktion)
PEG Polyethylenglycol

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
PIPES Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonsdure)
polydl/dC Polydesoxyinosin-desoxycytidylséure
PR pathogen related

PVDF Polyvinylidenfluorid

rek. rekombinant

rel. relativ
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Rif Rifampicin

RNA Ribonukleinsdure

Rnase A Ribonuklease A

ROS reactive oxygen species

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

s Sekunde

$.0. siehe oben

s.u. siehe unten

SA Salizylséure

SAR systemic acquired resistence

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunden

SNN Samsun NN, Tabakkultivar

SSC standard saline citrat buffer

ssDNA Einzelstrang-DNA

T Thymin

Tab. Tabelle

TAPS N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-3-aminopropansulfonséure

Taq Thermus aquaticus

TEMED N,N,N*,N"-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

u Unit (=Einheit) der Enzymaktivitét

u.a. unter anderem

u.U. unter Umsténden

uORF upstream open reading frame

UTR untranslated region

G.N. Uber Nacht

uv Ultraviolettes Licht

\% Volt

Vol Volumen

Vol Volumen

Wit Wildtyp

W/NV weight per volumen

X-Gal 5-Chlor-4-Brom-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid

ZIP Zipper

z.B. zum Beispiel

Symbole for | Abkirzung | Aminoséure Symbole fur Abkirzung | Aminosdure
Aminosduren Aminosduren

A Ala Alanin M Met Methionin
B Asx Asparagin oder Asparaginséure N Asn Asparagin
C Cys Cystein P Pro Prolin

D Asp Asparaginsdure Q Gln Glutamin
E Glu Glutaminséure R Arg Arginin

F Phe Phenylalanin S Ser Serin

G Gly Glycin T Thr Threonin
H His Histidin \ Val Valin

| lle Isoleucin % Trp Tryptophan
K Lys Lysin Y Tyr Tyrosin

L Leu Leucin z Glx Glutamin oder Glutaminséure
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