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Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 Transkriptionsfaktoren

Pflanzen wachsen fest an ihren Standort gebunden. Anders als Tiere konnen sie sich daher einer
verdnderten Umwelt nicht durch Flucht entziehen. Umso stirker sind sie den externen Faktoren,
die aus der Umwelt auf sie einwirken, ausgesetzt. Das sind sowohl abiotische Einfliisse, wie
Licht, Bodenqualitit, mechanische Reizung, Gravitation, Temperatur und Feuchtigkeit als auch
biotische Einfliisse wie Frafeinde, Pathogenbefall und Konkurrenz. Des weiteren wirken auch
interne Stimuli auf die Pflanze ein, wie Metabolitgehalt, Wachstumsregulatoren und Hormone. In
Abhingigkeit von dem Entwicklungstadium, der inneren Uhr und den Informationen, die sie aus
threr Umwelt erhélt, muss die Pflanze ihre Physiologie und ihre Morphologie an die wechselnden
duBeren und inneren Bedingungen anpassen, um iiberlebensfihig zu bleiben (zur Ubersicht siehe
Casal, 2002). Die Perzeption, Integration und Verarbeitung der verschiedenen Informationen sind
fiir die Koordination der Entwicklung und die Umweltabhingigen Reaktionen der Pflanze
wichtig. Auf zelluldrer Ebene werden diese Signale in Signaltransduktionswegen integriert und
verarbeitet. Von diesen Signaltransduktionswegen wird auch die Aktivitit von
Transkriptionsfaktoren reguliert, diese steuern die Genexpression ihrer Zielgene.
Transkriptionsfaktoren binden an spezifische cis-Elemente der DNA in den Promotorbereichen
der Zielgene und kdnnen dort die Genexpression entweder aktivieren oder hemmen (Johnson und
McKnight, 1989; Triezenberg, 1995; Hanna-Rose und Hansen 1996; Herschbach und Johnson,
1993). Transkriptionsfaktoren sind modular aufgebaut (Frankel und Kim, 1991; Siberil et al.,
2001). Sie sind durch bestimmte Doménen gekennzeichnet, die fiir die Funktion der
Transkriptionsfaktoren wichtig sind. Neben einer DNA-Bindedomdne kann man Dominen
unterscheiden, die die Transkriptionsaktivierung oder Repression, und die Interaktion mit
anderen Proteinen vermitteln (Keegan et al., 1986; Frankel und Kim, 1991).
Transkriptionsfaktoren werden anhand ihrer konservierten DNA-Bindedoménen in verschiedene
Familien eingeteilt. Wichtige ubiquitire Transkriptionsfaktor-Familien sind Helix-turn-helix

Proteine, Zink-Finger Proteine, Helix-loop-Helix Proteine und basische Leucinzipper Proteine
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(zur Ubersicht iiber Transkriptionsfaktoren siehe Riechmann et al., 2000; Riechmann und

Ratcliff, 2000).

1.2 Basische Leucinzipper Transkriptionsfaktoren

Basische Leucinzipper (bZIP) Transkriptionsfaktoren sind ubiquitdr in allen Organismen
verbreitet. Gemeinsames Merkmal der bZIP Proteine ist eine basische DNA-Bindedoméne und
ein sogenannter Leucinzipper (Landschulz et al., 1988; Vinson et al., 1989; Ellenberger, 1994).
Der Leucinzipper ist eine Proteindoméne, in der sich im Abstand von sieben Aminosduren (eine
Heptade) ein Leucin oder eine andere hydrophobe Aminosdure, wie Valin, Isoleucin, Methionin
oder Phenylalanin, wiederholt. Die sieben Aminosduren einer heptaden Wiederholung bilden
zwei a-helicale Umdrehungen der Helix (Abb. 1.1B). Die Aminosdurepositionen werden in der
Nomenklatur nach Mc Lachlan und Steward (1975) a, b, c, d, e, f und g genannt. Die Position d
in dieser Nomenklatur  entspricht dem Leucin. Der Leucinzipperbereich bildet eine
amphipatische a-Helix aus, und kann mit der a-Helix eines zweiten Proteins eine coiled-coil
Konformation bilden (Baxevanis und Vinsen, 1993; Lupas, 1996), und so eine
Proteindimerisierung (Homo- oder Heterodimere) ermdglichen (Landschulz et al., 1988; O’Shea
et al., 1989, Vinson et al., 2002). Fiir das Protein GCN4 konnte gezeigt werden, dass sich zwei
Monomere aneinander lagern, indem die Aminoséduren an Position d, dem Leucin und Position a,
iber elektrostatische Wechselwirkungen ein internes hydrophobes Zentrum bilden (Abb. 2.1C).
Die amphiphatischen Eigenschaften der a—Helix erlauben polaren oder geladenen Aminoséuren
an Position e und g eines bZIP-Proteins, mit den Aminosduren an den korrespondierenden
Positionen eines anderen bZIP-Proteins iiber Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophile
Wechselwirkungen zu interagieren. Eine Dimerisierung wird verhindert, wenn sich die
Aminosduren an Position ¢ und g abstoBen oder aus sterischen Griinden keine Interaktion
moglich ist. Auf diese Art und Weise kann eine Spezifitit der Dimerisierung erreicht werden (zur
Ubersicht siehe Siberil et al., 2001, Vinson et al., 2002). Die Interaktion zweier bZIP-Molekiile
fiihrt zu einer Konformationsédnderung des Dimers, so dass die basische Doméne im Bereich der
groBen Furche Kontakt zur DNA erhilt (Vinson et al., 1993), wie in Abbildung 1.1 A dargestellt.

Die basische Domine vermittelt neben der DNA Bindung auch die Kernlokalisation, da sie eine
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bipartive Kernlokalisierungssequenz (Nuclear Localisation Sequence, NLS) umfasst (van der
Krol und Chua, 1991; Varagona und Raikhel, 1994).

BZIP-Proteine binden im allgemeinen an cis-Elemente mit einem ACGT-Kernmotiv. Fiir die
spezifische DNA-Bindung sind aber auch die dieses Motiv flankierenden Sequenzen von grof3er
Bedeutung (Zur Ubersicht siehe Izawa et al., 1993 und Foster et al., 1994). Pflanzliche bZIP-
Proteine binden an palindromische Sequenzen wie die C-Box (GACGTC), die G-Box
(CACGTG) und die A-Box (TACGTA), hier kann jedes Monomer eine Halbseite besetzen. Aber
auch cis-Elemente, die nicht palindromisch aufgebaut sind, werden von bZIP-Proteinen besetzt,
wie die hybride G/C-Box (GACGTG). Auch cis-Elemente, die vom ACGT-Kern-Element

abweichen konnen von bZIP-Proteinen gebunden werden (de Pater ef al., 1994).

entspannt  supercoiled coiled-coil

Abb. 1.1: Darstellung der Strukturen von bZIP-Proteinen. A: Dreidimensionales Modell eines Dimers des
bZIP-Transkriptionsfaktors GCN4 aus Hefe bei Bindung an DNA (aus: Siberil ef al., 2001). B: Der Effekt
der periodischen Wiederholung von Leucin auf die Ausbildung von coiled-coil Strukturen der a-Helices. C:
Anordnung der Aminosiduren zweier Leuzinzipper-Monomere in einem Helix-Umlauf. Elekrostatische
Wechselwirkungen der Aminosiuren an Position a und d (dem Leucin) bilden ein internes hydrophobes
Zentrum, das durch das Rechteck schematisch dargestellt wird. Die Dimerisierung wird auch von den
Wechselwirkungen der Aminosiuren an Position e und g beeinflusst (nach Lupas, 1996).
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In der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand), deren Genom vollstindig
sequenziert ist, konnten 75 Mitglieder der bZIP-Transkriptionsfaktorfamilie beschrieben werden
(Jakoby et al., 2002). Die 75 in Arabidopsis thaliana identifizierten bZIP-Proteine werden
aufgrund von Homologien im bZIP Bereich und in weiteren Doménen in zehn Gruppen eingeteilt
(Jacoby et al., 2002). Diese Proteine sind an der Regulation von verschiedenen biologischen
Prozessen, wie Pathogenabwehr, Licht- und Stressantwort, Samenreifung und

Bliitenentwicklung beteiligt.

1.3 Der bZIP-Transkriptionsfaktor BZI-1

Das BZI-1 Protein aus Tabak weist die typischen Merkmale eines bZIP-Transkriptionsfaktors
auf. Neben einer basischen DNA-Bindedomine kann man einen Leucinzipper-Bereich iiber 8
heptamere Wiederholungen unterscheiden. Das Protein ist, wie BZI-1-GFP Fusionsproteine
gezeigt haben, bevorzugt im Kern lokalisiert, bindet an DNA (Heinekamp et al., 2002) und kann
die Expression von Reportergenen in transienten Assays aktivieren (Heinekamp, 2002).

BZI-1 14Bt sich in Anlehnung an die Einteilung der bZIP-Proteine aus Arabidopsis thaliana
(Jacoby et al., 2002) der Gruppe C zuordnen. Diese zeichnet sich durch eine sehr lange
Leucinzipperdoméne tliber bis zu 9 Wiederholungen aus. BZI-1 zeigt die stirksten Homologien
zu A.t. BZIP63 (Jacoby et al., 2002). Auch in einer Reihe weiterer Pflanzenspezies findet man
BZI-1 homologe Proteine, wie CPRF-2 aus Petersilie (Weisshaar et al., 1991), OHP1 und OHP2
aus Mais (Pysh et al., 1993), BLZ2 aus Gerste (Onate et al., 1999) und REB aus Reis (Nakase et
al., 1997). Es handelt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um orthologe Proteine, die
Doménenstruktur ist konserviert. Neben der basischen Domine und dem Leucinzipper konnen
vier weitere Proteindoménen (DI bis DIV) unterschieden werden. Auf genomischer Ebene ist die
Exon-Intron-Struktur konserviert (Heinekamp et al., 2002). Auch das Expressionsmuster der

Transkripte dieser Gene stimmt iiberein, sie werden ubiquitér exprimiert.
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1.3.1 BZI-1 ist an der Auxinantwort der Pflanze beteiligt

Zur funktionellen Charakterisierung von BZI-1 in der Pflanze wurden transgene Pflanzen
hergestellt (Heinekamp et al., 2002). Dazu werden die Genkonstrukte unter der Kontrolle des
35S-Promotors exprimiert. Eine Uberexpression des gesamten BZI-1 Proteins fiihrt zu keiner
phédnotypischen Verdnderung. Pflanzen, die ein trunkiertes BZI-1 Derivat ohne den
Aminoterminus exprimieren (BZI-1-AN), zeigen einen pleiotropen Phédnotyp mit verringerter
Apikaldominanz, verkiirzten Internodien und gewellten, dunkelgriinen Blittern. Bei BZI-1-AN
handelt es sich um ein dominant-negativ wirkendes Konstrukt. Diesem Protein fehlt die
aminoterminale Aktivierungsdomine (Heinekamp, 2002). Die Expression dieses Konstruktes
wirkt sich damit massiv auf die Genexpression aus: das Protein kann weiterhin die DNA binden
und die Bindestellen besetzen (Kuhlmann et al., 2003), aber die Transkription nicht aktivieren
(Heinekamp, 2002 und diese Arbeit). Diese reprimierende Wirkung auf die Transkription wirkt
sich mit groBer Wahrscheinlichkeit auch auf die Transkriptionsaktivierung der Zielgene durch
BZI-1/BZI-1-AN Dimere und Heterodimere von BZI-1-AN mit anderen bZIP-Proteinen aus.

Der pleiotrope Phédnotyp der BZI-1-AN-Pflanzen deutet auf eine Verdnderung in der
Hormonantwort hin. Regenerationsversuche von Blattscheiben auf Medium mit
unterschiedlichen Auxin/Cytokiningehalten ergaben, dass die Auxinantwort verdndert ist
(Heinekamp, 2002): die BZI-1-AN Blattscheiben zeigen bei Gabe hoher Auxinkonzentrationen
kein Wurzelwachstum. Auch die Kallusinduktion ist stark vermindert. Die Cytokininvermittelte
Sprossbildung ist jedoch nicht betroffen. Die Auxingehalte in den Pflanzen sind unverdndert.
BZI-1 reguliert also nicht den Auxingehalt, sondern die Auxinantwort.

Auxin (Indol-3-Essigsdure) spielt bei einer Reihe pflanzlicher Entwicklungsprozesse eine
wichtige Rolle. Dabei kann man Wirkungen auf die ganze Pflanze, wie Apikaldominanz,
Tropismus, Wurzelbildung, Seneszenz und Wirkungen auf zelluldrer Ebene, wie Zellstreckung,
Teilung und Differenzierung unterscheiden. Die Vielzahl der Auxinwirkungen beruht auf einer
komplexen Signalverarbeitung, die auf Umwelteinfliissen wie Licht (Beispiel Phototropismus),
dem Entwicklungsstadium der Pflanze und dem Zusammenspiel mit anderen Signalmolekiilen
beruht (zur Ubersicht siehe Swarup et al., 2001, Vogler und Kuhlemeier, 2003). Es wurden
zahlreiche Gene, wie diec Aux/IAA, GH3 und SAUR Genfamilien isoliert, die in ihrer

Transkription von Auxin reguliert werden. An der Regulation der Auxin induzierten Gene sind
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zwel Proteinfamilien beteiligt, die Auxin Response Factors (ARF) und die Aux/IAA Proteine. In

der Abbildung 1.2 ist die Auxin induzierte Genexpression schematisch dargestellt.

Ohne Auxininduktion:

=H—- Aux/IAA
ARF

Konst. Elem AuxRE | I

Keine Transkription

Nach Auxininduktion:
== Aux/IAA

Proteasom i

Abbau

;& S
ARE |

Transkriptionsaktivierung

Abb. 1.2: Modell der Auxin induzierten Genexpression (modifiziert nach Hagen und Guifoyle, 2002). Zur
Erliduterung siehe Text.

ARF-Proteine binden an ,,Auxin Responsive Elements* (AuxRE, Consensussequenz: TGTCTC)
in den Promotorbereichen der von Auxin regulierten Genen. Neben einer DNA-Binderegion
zeichnen sich ARF-Proteine durch die Doménen III und IV aus, die sowohl die
Homodimerisierung mit anderen ARF-Proteinen als auch die Heterodimerisierung mit Aux/IAA
Proteinen ermdglichen. In Arabidopsis thaliana konnten 23 ARF-Proteine beschrieben werden
(Zur Ubersicht sieche Hagen und Guilfoyle, 2002), die zum Teil aktivierend auf die Transkription
der regulierten Gene wirkten, zum anderen Teil aber auch die Transkription reprimieren (Ulmasov

et al., 1999; Liscum und Reed, 2002). Im Arabidopsis thaliana Genom konnten 29 Aux/IAA-
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Proteine isoliert werden. Die Expression der Aux/IAA-Proteine wird durch Auxin induziert (Abel
und Theologis 1995; Abel et al., 1996). Aux/IAA-Proteine sind Repressoren der Auxin-
induzierten Genexpression (Abel et al., 1994; Ulmassov et al., 1997; Tiwari et al., 2001, Tiwari et
al., 2003). Sie tragen die gleichen Dominen III und IV wie die ARF-Proteine. Uber diese
Doménen wird die Heterodimerisierung zwischen ARF-Proteinen und Aux/IAA-Proteinen
vermittelt. Diese Heterodimere reprimieren die Transkription der Auxin regulierten Gene, da die
Heterodimere zwar an die DNA binden, aber nicht aktivierend wirken (Tiwari et al., 2003).
Aux/IAA-Proteine werden in vivo sehr schnell nach Auxingabe im Proteasom abgebaut (Tiwari et
al., 2001; Worley et al., 2000; Gray et al., 1999; Gray und Estelle, 2000; Gray ef al., 2001). Dann
konnen ARF-Proteine als Homo- oder Heterodimere mit anderen ARF-Proteinen an die cis-
Elemente binden und die Transkription der Zielgene entweder reprimieren oder aktivieren.
BZI-1-AN reprimiert die Transkription des auxininduzierbaren GH3 Gens aus Tabak
(Heinekamp, 2002). Der Promotor des GH3 Gens aus der Sojabohne ist gut charakterisiert. Die
Fragmente D1 und D4 beinhalten hybride cis-Elemente , die jeweils aus einem AuxRE und
einem konstitutiven Element mit G-Box Ahnlichkeit bestehen (Ulmasov et al., 1995). Die
Auxininduzierbarkeit wird dabei wie oben beschrieben durch das Zusammenwirken von ARF
und Aux/IAA Proteinen an den AuxRE erreicht. Die Expressionsstirke wird durch konstitutive
Promotorelemente moduliert, die neben den AuxRE liegen. Die hier bindenden
Transkriptionsfaktoren wurden bisher noch nicht identifiziert (Ulmasov et al., 1995; Hagen und
Guilfoyle, 2002). Das El-Fragment ist dhnlich wie das D1- und D4-Fragment aufgebaut, sie
enthilt eine hybride G/C-Box und ein AuxRE. Das El-Fragment kann eine Auxinresponsivitét
auf einen Minimalpromotor iibertragen (Liu et al., 1994; Liu et al., 1997). Die bZIP-
Transkriptionsfaktoren G.m. SGBF1 und G.m. SGBF2 binden in vitro an die G/C-Box im G.m.
GH3 Promotor. Der Promotor des Tabak-GH3 Gens ist konserviert zum Soja-GH3 Gen (Perrot-
Rechenmann, personliche Mitteilung). Es ist daher interessant zu untersuchen, ob BZI-1 an die
konsitutiven Elemente im GH3-Promotor bindet und so direkt die Transkription von GH3

reguliert.
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1.3.2 BZI-1 ist an der Blutenentwicklung und der Regulation einer

antherenspezifischen Invertase beteiligt

BZI-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Bliitenentwicklung (Heinekamp, 2002). Die Bliiten der
BZI-1-AN Pflanze sind in ihren Organgréfen reduziert. Die ménnliche Fertilitit der BZI-1-AN-
Pflanze ist beeintrdchtigt, die Pollenentwicklung ist gestort. Diese Beobachtung korreliert mit der
Tatsache, dall die Expression einer antherenspezifischen Invertase, der NIN8S (Goetz et al.,
2001), herabgesetzt ist. Die NIN8S ist ein Schliisselenzym fiir die Erndhrung des Pollens. Bei der
Apoplastischen Phloementladung wird die Saccharose iiber einen Saccharosetransporter in den
Apoplasten freigesetzt. Hier wird die Saccharose durch an die Zellwand gebundene Invertasen,
die NINSS ist ein Beispiel fiir eine antherenspezifische Invertase dieses Typs, in die Monomere
Glucose und Fructose hydrolysiert. Diese Einfachzucker konnen iiber Hexosetransporter in die
Sink-Zelle aufgenommen werden. Reduktion der NIN8S Expression durch einen Antisenseansatz
in Tabak fiihrt zu einer Unterversorgung des Pollens mit Zuckern und damit zu degenerierten,
infertilen Pollen (Goetz ef al., 2001). Dieser Phinotyp stimmt mit dem bei BZI-1-AN Pflanzen
beobachteten Pollenphénotyp iiberein (Heinekamp et al, 2002).

Neben der metabolischen Bedeutung haben Zucker in der Pflanze auch eine wichtige Funktion
als Signalmolekiile. Am Beispiel des Embryos von Vicia faba konnte gezeigt werden, dass die
Umstellung von Hexosen auf Saccharoseernihrung von der Invertaseaktivitit abhingt. Die
Differenzierung des Embryos ist dabei von der Art des Zuckers, der fiir die Erndhrung genutzt
wird, abhéngig. Solange Hexosen zur Erndhrung des Embryos dienen, teilen sich die Zellen
weiter. Ab einem bestimmten Zeitpunkt wird aber nur noch Saccharose an den Embryo geliefert.
Das fiihrt zu einer abrupten Anderung im Entwicklungsprogramm: die Zellteilungsaktivitit wird
gestoppt, und die Kotyledonen breiten sich aus (Weber, 1997). Die Zugabe von Hexosen kann
die Zellteilung kiinstlich wieder aktivieren (Weber, 1996). Es konnte in Vicia faba gezeigt
werden, daBl ein Zuckergradient direkt mit der mitotischen Aktivitidt der Zellen korrespondiert
(Borisjuk et al., 1998). In Arabidopsis thaliana wird die Genexpression des D-Typ Cyclins von
Zuckern reguliert (Riou-Khamlichi et al., 2000). Zucker wirken sich als Signalmolekiile also
direkt auf die Zellteilung aus, dabei spielt die Regulation der Invertaseaktivitit eine wichtige
Rolle. In der Karotte hat man durch einen Antisense-Ansatz den Gehalt an der Zellwandinvertase

drastisch reduziert. Das fiihrt zu winzigen Samen, da das Endosperm sich nicht entwickelt
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(Cheng et al., 1996). Tabakpflanzen, die eine Hefeinvertase im Apoplasten oder in der Vakuole
exprimieren, zeigen spontane Lesionen, die denen einer Hypersensitiven Reaktion entsprechen
(von Schaewen et al., 1990; Sonnewald et al., 1991). Fiir diese Pflanzen konnte eine konstitutive
Expression von an der Pathogenabwehr beteiligter Gene und die Akkumulation von Salicylséure,
einem wichtigen Signalmolekiil fiir die Induktion einer SAR (,,Systemic aquired resistence®),
gezeigt werden. Die Pflanzen zeigen auch eine hohere Resistenz gegen das virale Pathogen PVY
(Herbers et al., 1996). Invertasen sind also Schliisselenzyme fiir die Regulation von
Metabolismus, Wachstum, Entwicklung und Stressantwort der Pflanze (zur Ubersicht siche

Sturm, 1999).

1.3.3 BZI-1 ist in Signalwege der pflanzlichen Pathogenantwort

eingebunden

BZI-1 ist an der Pathogenantwort der Pflanze beteiligt: in vifro und in vivo konnte gezeigt
werden, dal BZI-1 nach Pathogenbefall serinspezifisch durch eine cytosolische Kinase
phosphoryliert wird (Droge-Laser et al., 1997; Kuhlmann et al., 2003). Die Vermehrung des
Bakterienstamms Pseudomonas syringae pv pisi, ist in BZI-1-AN Pflanzen im Vergleich zu
Wildtyppflanzen reduziert. BZI-1-AN Pflanzen tragen das N-Resistenzgen. Sie kdnnen also
durch eine Hypersensitive Reaktion (HR) die Ausbreitung von Tabak-Mosaik-Viren (TMV)
begrenzen. Wenn BZI-1-AN Pflanzen mit TMV infiziert werden, sind die Lesionen, im
Gegensatz zu Lesionen auf Wildtyppflanzen, nicht lokal begrenzt. Das ganze Blatt wird
nekrotisch (Kuhlmann et al., 2003).

Es konnte eine Interaktion von BZI-1 mit dem Ankyrin-Repeat-Protein ANK1 in Hefe gezeigt
werden. Die ANK1-Transkription nimmt nach Pathogenbefall ab (Kuhlmann et al., 2003). Die
Reduktion des ANK1-Proteins in planta durch einen RNAi1 Ansatz fiihrt wahrscheinlich zu einem
hoherem Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies in den Blittern. Pflanzen mit einem schwachen
RNAIi-Phanotyp zeichnen sich durch eine verstirkte Pathogenabwehr aus. Nach Infektion mit
TMV =zeigt diese Pflanze eine erhdhte Resistenz (Bottner, 2003). Bei ANK1 kdnnte es sich um
einen Regulator der BZI-1 Aktivitdt handeln. BZI-1 interagiert {iber die a-helikale Doméne D1,

einer zwischen den bZIP-Proteinen der Familie C konservierten Domine, mit ANK1. Nach
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Pathogen-Infektion kommt es zur Abnahme des Gehaltes an ANK/ Transkript. Wenn auch der
ANK1 Proteingehalt nach Pathogenbefall zuriickgehen wiirde, konnte BZI-1 aus der Bindung mit

ANKI1 freigesetzt werden und dann seine Zielgene aktivieren.

1.3.4 BZI-1 heterodimerisiert mit anderen bZIP-Transkriptionsfaktoren

Die Dimerisierung von Transkriptionsfaktoren mit Proteinen der gleichen Familie kann Einfliisse
auf die DNA-Bindungseigenschaften, das Aktivierungspotential und die Lokalisation haben
(Lamb und McKnight, 1991; zur Ubersicht siche Schwechheimer und Bevan, 1998). Fiir die
bZIP-Transkriptionsfaktoren CPRF1, CPRF2, einem moglichen BZI-1 Ortholog, und CPRF3 aus
Petersilie konnte gezeigt werden, daB3 sie bevorzugt Heterodimere bilden (Armstrong et al.,
1992). CPRF4a bildet sowohl Homodimere als auch Heterodimere mit CPRFI, eine
Heterodimerisierung mit CPRF2 findet nicht statt (Kircher ef al., 1998). Die Proteine CPRF6 und
CPRF7, die der Gruppe S zugeordnet werden konnen, heterodimerisieren mit CPRF2 (Riigner et
al., 2001). Auch die GBF-Proteine zeigen ein differenziertes Dimerisierungsverhalten: GBF1,
GBF2 und GBF3 hetero- und homodimerisieren (Schindler et al., 1992). GBF4 homodimerisiert
nicht, bildet aber Heterodimere mit GBF2 und GBF3 (Menkens und Cashmore, 1994). Auch im
tierischem System gibt es viele Beispiele fiir selektive Heterodimerisierung von bZIP-Proteinen.
So konnte fiir die Sdugetier Transkriptionsfactoren c-Jun und c-Fos die Heterodimerisierung
gezeigt werden (Halazonetis et al., 1988). Die Mitglieder der ,small*“-Maf-
Transkriptionsfaktorfamilie heterodimerisieren mit c-Fos, aber nicht mit c-Jun. Dariiber hinaus
bilden sie aber auch Homodimere (Kataoka et al., 1995).

In einem Yeast Two Hybrid Screen konnten mit BZI-1 als Kdder drei weitere bZIP-Proteine
isoliert werden, die mit BZI-1 heterodimerisieren (Strathmann et al., 2001). Diese drei Proteine
zeichnen sich durch ihr geringes Molekulargewicht (unter 20 kD), ihren extrem kurzen
Aminoterminus und Carboxyterminus, und einem sehr langen Leucinzipper {iber acht bis neun
Leucin-Wiederholungen aus. In Anlehnung an die Klassifizierung in Arabidopsis thaliana lassen
sie sich zur Gruppe S der bZIP-Transkriptionsfaktoren zdhlen (Jacoby et al., 2002).

Bei BZI-2 handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von 19 kD. Es weist hohe

Homologien zu ATB2 (Rook et al., 1998a) aus Arabidopsis thaliana auf, 58 % der Aminosduren
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sind identisch. 47B2 wird vor allem in Sink-Organen exprimiert. Wenn etiolierte oder
dunkeladaptierte Keimlinge belichtet werden, steigt die Transkription der 47B2-RNA an. Die
ATB2 mRNA zeichnet sich durch einen 547 bp langen 5’-untranslatierten Bereich aus, in dem
sich vier offene Leserahmen (uORFs, ,upstream Open Reading Frames®) befinden. In einem
Versuchsansatz wurden transgene Pflanzen hergestellt, die ein GUS-Reportergen unter der
Kontrolle des ATB2-Promotors mit dem 5’-untranslatierten Bereich exprimierten. Hier konnte
gezeigt werden, da3 die uORFs eine posttranskriptionelle Repression der GUS-Expression durch
Saccharose vermitteln. Deletion der uORFs fiihrte zu einer Authebung der Saccharoserepression.
Es wird angenommen, dal ATB2 eine Rolle bei der Regulation der Kohlenhydratverteilung spielt
(Rook et al., 1998D).

Die Regulation von Genen durch Zucker ist ein weit verbreitetes Phinomen (Zur Ubersicht siche
Rolland et al., 2002, Pego et al, 2000). Im Jahr 1990 konnte erstmals in
Maismesophyllprotoplasten gezeigt werden, dass Kohlenhydrate sich direkt auf die Transkription
von Genen, die an der Photosynthese beteiligt sind, auswirken, und iiber diesen Mechanismus die
Photosyntheserate reguliert wird (Sheen, 1990). Glucose und Fructose wirken sich in
physiologischen Mengen hemmend auf die Expression der Photosynthesegene aus (Jang und
Sheen, 1994). Neben den Photosynthesegenen werden eine Reihe anderer, am Metabolismus und
der Source-Sink-Verteilung der Metabolite beteiligter Gene durch Zucker reguliert (zur Ubersicht
siche Koch, 1996; Smeekens und Rook, 1997; Rolland et al., 2002, Roitsch, 1999).

Neben dem Transkriptionsfaktor BZI-2 wurde ein partieller Klon eines weiteren bZIP-
Transkriptionsfaktors, BZI-3, im Yeast Two Hybrid Screen isoliert. BZI-3 weist starke
Homologien zu einer Gruppe von kilteinduzierbaren Transkriptionsfaktoren in verschiedenen
Spezies, wie O.s. LIP19 (Aguan et al., 1993) Z.m. mLIP15 (Kusano et al., 1995) und N.t. TBZ17
(Kusano et al., 1998) Fiir mLIP15 konnte gezeigt werden, daB3 neben Kailtestre3 auch Salzstrel3,
erhohte Absicinsdurekonzentrationen und Anaerobiose zu einer Akkumulation der
Transkriptmengen fithren (Kusano et al., 1995). Fiir LIP19 konnte ebenfalls ein Anstieg der
Transkriptmenge durch osmotischen Stre3 und Absicinsdure gezeigt werden.

Der dritte im Yeast Two Hybrid Screen isolierte Klon, BZ/-4, war ebenfalls ein partieller Klon.
BZI-4 zeigt Homologien zu einer Reihe von kleinen bZIP-Transkriptionsfaktoren der Familie S
(Jacoby et al., 2001). Die grofften Homologien bestehen zu dem bZIP-Protein CPRF6 aus

Petroselinum crispum (Riigner et al., 2001).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Homo- und Heterodimerisierung von BZI1 mit BZI-2, BZI-3 und BZI-4 kann eine wichtige
Regulationsmoglichkeit fiir die spezifische Zielgenaktivierung sein.

Man kann verschiedene Ebenen der Genregulation durch die spezifischen Wirkungen der BZI-
Dimere unterscheiden. In Abbildung 1.3 ist ein Schema der Regulationsebenen dargestellt. In
dieser Arbeit soll zunichst die Verteilung der BZI-Transkripte in den einzelnen Organen und
nach verschiedenen Stimuli in Northern Blot Analysen untersucht werden. Die Verteilung der
BZI-Proteine ist ein wichtiges Kriterium, welche Dimere gebildet werden kénnen, denn nur wenn
die Proteine gemeinsam an einem Ort und zu einem Zeitpunkt exprimiert werden, ist eine
Dimerisierung auch moglich.

Ein weiteres wichtiges Regulationskriterium ist die spezifische Interaktion von bestimmten bZIP-
Proteinen. Nur wenn eine Interaktion mdglich ist, kdnnen sich spezifische Dimere bilden.
Deswegen soll in dieser Arbeit getestet werden, ob BZI-1 selektiv mit den BZI-Proteinen der
Gruppe S interagiert, oder ob die Interaktion unspezifisch ist.

Moglicherweise binden unterschiedliche Dimere an unterschiedliche cis-Elemente. Das kann eine
wichtige Regulationsmoglichkeit der genspezifischen Wirkung der einzelnen Homo- und
Heterodimere sein. In dieser Arbeit soll daher die Bindung verschiedener Homo- und
Heterodimere an verschiedene ACGT-Elemente in vitro mit Gel Retardationsanalysen und in
vivo in transienten Analysen und mit Chromatin Immunoprézipitation untersucht werden.

Die Expression der Zielgene héngt desweiteren von den Aktivierungs- bzw.
Repressoreigenschaften der einzelnen Homo- und Heterodimere ab. Daher sollen diese Effekte
der verschiedenen Dimere auf die Transkription in transienten Assays analysiert werden.

Die genannten Regulationsmechanismen konnen sich auf die Expression der Zielgene auswirken.
Im Rahmen dieser Arbeit sollen potentielle Zielgene bestimmt werden und die Regulation der
Expression durch die BZI-Proteine in Northern Blot Analysen untersucht werden. Um die
Funktion der Proteine BZI-2, BZI-3 und BZI-4 Proteine aufzukléren, sollen transgene Pflanzen
hergestellt werden, die die Proteine BZI-2, BZI-3 und BZI-4 ektopisch {iberexprimieren. Durch
die Uberexpression eines der Proteine greift man massiv in die Verteilung des Proteins, und

daraus resultierend in die Genregulation der Zielgene ein. Die Pflanzen sollen phénotypisch und
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auf Northern Blot Ebene untersucht werden, um Hinweise auf die Rolle der Proteine in der

Pflanze zu erhalten.

gewebespezifische Expression stimulus- und entwicklungsspezifische
der BZI-Proteine Expression der BZI-Proteine

spezifische Verteilung
der BZI-Proteine

v

spezifische Dimerisierung

v

Dimerspezifische Bindung
an cis-Elemente

v

spezifische Aktivierungs-/
Repressoreigenschaften der Dimere

v

spezifische Regulation der Zielgene

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Regulationsebenen fiir die spezifische Genaktivierung durch bZIP
Dimere.
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2 Material

2.1 Organismen

2.1.1 Bakterien

Stamm

Eigenschaften

Referenz

Agrobacterium tumefaciens

LBA 4404

pAL4404, Sm°

Hoekema et al., 1983

Escherichia coli

DH5a

recAl relAl thi-1 AlacU169 ¢80
(IacZAM15) hsdR 17(r-myc+)

Hanahan, 1983

2.1.2 Hefe (Saccharomyces cerevisiae)

Stamm

Eigenschaften

Referenz

PJ69-4a

MATa, ura3-52, his3-200, trpl-
901, leu2-3, 112,gal4A, gal804,
LYS2::GALI-HIS3, GAL2-ADE, 2
met 2::GAL7-lacZ

James et al., 1996

2.1.3 Pflanzen

Als Wildtyppflanzen wurde die Nicotiana tabacum Kultivare Samsun NN (SNN) oder Xanthi
verwendet. Die eingesetzten transgenen Pflanzen sind in der nachfolgenden Ubersicht

aufgelistet.

Pflanze Kultivar | Eigenschaften Referenz

CHS8-GUS Xanthi | pchs8::gus; Schmid

(Wildtyp) Km' et al. (1990)

BZI-1-Oex Xanthi | Ausgangspflanze: CHS8-GUS Heinekamp, 2002
Tx::BZI-1; Km', Hyg'

BZI-1-HAAN Xanthi | Ausgangspflanze: CHS8-GUS Heinekamp, 2002
Tx::HA-BZI-1-AN; Km', Hyg"

BZI-2-Oex Xanthi | Ausgangspflanze: CHS8-GUS diese Arbeit
Tx::BZI-2; Km', Hyg'

BZI-3-Oex Xanthi | Ausgangspflanze: CHS8-GUS diese Arbeit
Tx::BZI-3; Km', Hyg'

BZI1-4-Oex Xanthi | Ausgangspflanze: CHS8-GUS diese Arbeit
Tx::BZI-4; Km', Hyg'

Ho620.20 SNN CaMV 35S::TetR; Hofgen,
Km" unveroffentlicht

HO6BZI-2 SNN Ausgangspflanze: H620.20 diese Arbeit
TX::BZI-2; Km', Hyg'

Ho6BZI-3 SNN Ausgangspflanze: H620.20 diese Arbeit
Tx::BZI-3; Km', Hyg'
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HOBZI-4 SNN Ausgangspflanze: H620.20 diese Arbeit

Tx::BZI-3; Km', Hyg"
BY-2 Bright Yellow 2 Nicotiana tabacum Haasen et al., 1999

Suspensionskultur

2.2 Nukleinsauren

2.2.1 Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz

pBIN-BZI-2 pBinHygTx-Derivat, enthdlt das BZI-2-Gen diese Arbeit
unter Kontrolle des Tx-Promotors

pBIN-BZI-3 pBinHygTx-Derivat, enthdlt das BZI-3-Gen diese Arbeit
unter Kontrolle des Tx-Promotors

pBIN-BZI-4 pBinHygTx-Derivat, enthdlt das BZI-4-Gen diese Arbeit
unter Kontrolle des Tx-Promotors

pBinHygTx pBINHyg-Derivat, enthilt den Tx-Promotor und | Rieping et al., 1994
den Terminator pA-NOS, bindrer
Pflanzentransformationsvektor; km®

pBluescript II SK Fiir in vitro Transkription geeigneter Vektor; Stratagene
lacZo, amp®

pBZI-1 pUCA7Tx -Derivat, enthilt das BZI-1-Gen; Heinekamp, 2002
amp®

pBZI-1-AN pUC18-Derivat, enthélt das BZI-1-AN-Gen Droge-Laser,
unter Kontrolle des Tx-Promotors; pANOS unverdffentlicht

pGAD424 GAL46s.381) AD, LEU2, amp" Bartel et al., 1993

pGAD-BZI-1-AN

GAL4(768_831) AD-Fusion mit HA-BZI-], LEUZ,
amp

Strathmann et al.,
2001

pGAD-BZI-2 pGADA424-Derivat, iiber EcoRI und Sall wurde | Strathmann et al.,
eine BZI-2 cDNA inseriert 2001
pGAD-BZI-3 pGADA424-Derivat, iiber EcoRI und Sall wurde | Strathmann et al.,
ein BZI-3 cDNA-Fragment inseriert 2001
pGAD-BZI-4 pGADA424-Derivat, iiber EcoRI und Sall wurde | Strathmann et al.,
ein BZI-4 cDNA-Fragment inseriert 2001
pGAD-CPRFS GAL4(768-881) AD-Fusion mit TGA22, LEU2, Rﬁgner et al., 2001
R
amp
pGAD-CPRF6 GAL4(768-881) AD-Fusion mit CPRFS, LEU2, Rﬁgner et al., 2001
amp
pGAD-CPRF7 GAL4(768-881) AD-Fusion mit CPRF6, LEUZ, Rﬁgner et al., 2001
amp
pGAD-TGA21 GAL4(768-881) AD-Fusion mit TGA2.1 . LEUZ, Thurow, 2001
R
amp
pGAD-TGA2.2 GAL4763-331) AD-Fusion mit TGA2.2, LEU2, Thurow, 2001
amp
pGBT9 GAL41.147 DNA-BD, TRP1, amp” Bartel et al., 1993
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pGBT-BZI-1

GAL4(1.147y DNA-BD-Fusion mit BZI-1 LEU?2,
amp

Strathmann ef al.,
2001

pGBT—BZI— 1 238-450

GAL4(1_147) DNA-BD-Fusion mit HA-BZI-1;35.
450, LEU2, amp®

Strathmann ef al.,
2001

pGBT-BZI-l312_450

GALA4(1.147y DNA-BD-Fusion mit BZI-1312.450,
LEU2, amp®

Strathmann et al.,
2001

pGBT-BZI- 1 73-242

GAL4(1_147) DNA-BD-FUSiOH mit HA-BZI-173_
242 LEU2, amp”®

Strathmann et al.,
2001

pGBT-BZI-1-AN

GAL4(1_147) DNA-BD-Fusion mit HA-BZI-1-AN
LEU2, amp”®

Strathmann et al.,
2001

pGBT-BZI-2¢c GAL§4(1_147) DNA-BD-Fusion mit BZI-2, LEU2, |diese Arbeit
amp

pGEM-P-BZ14 pGEM-T Derivat, enthdlt das RAGE-Fragment |diese Arbeit
von BZI-4

pGEM-T pGEM-5Zf(+)-Derivat, mit EcoRV linearisiert |Promega
und ddT-Uberhiingen an den 3'-Enden
versehen, Klonier- und Sequenziervektor fiir
PCR-Produkte; ampR, lacZou

pHB4xE1-gus pHB-Derivat, kodiert fiir das GUS-Reportergen |Heinekamp,
unter der Kontrolle von 4 x E1 und unveroffentlicht

Minimalpromotor

pHBT pHBTL-sGFP-Derivat, Entfernung des sGFP Heinekamp, 2002
Gens durch Ncol/Notl-Verdau, Klenow fill in
und Religation.
pHBT-BZI-1 pHBT-Derivat, enthdlt das BZI-1-Gen Heinekamp, 2002
pHBT-BZI-1-AN pHBT-Derivat, enthilt das BZI-1-AN-Gen Heinekamp, 2002
pHBT-BZI-2 pHBT-Derivat, enthdlt das BZI-2-Gen diese Arbeit
pHBT-BZI-3 pHBT-Derivat, enthélt das BZI-2-Gen diese Arbeit
pHBT-BZI-4 pHBT-Derivat, enthilt das BZI-2-Gen diese Arbeit
pHBTL-sGFP pHBT-sGFP-Derivat (Sheen, unveréffentlicht), |Nickolov, 2003
enthdlt das sGFP-S65T-Gen zwischen dem
HBT-Promotor und dem NOS-Terminator,
zusitzliche Kpnl und EcoRI Schnittstellen vor
der BamHI Schnittstelle; amp”
pSK-BZI-1 pBluescript II SK-Derivat, enthédlt das BZI-1 Heinekamp,
Gen unver6ffentlicht
pSK-BZI-2 pBluescript II SK-Derivat, enthdlt das BZI-2 diese Arbeit
Gen
pSK-BZI-3 pBluescript II SK-Derivat, enthdlt das BZI-3 diese Arbeit
Gen
pSK-BZI-4 pBluescript II SK-Derivat, enthdlt das BZI-4 diese Arbeit
Gen
pTDI SV large T-antigenss-708) in pGAD3F, LEU2, Lietal., 1993;

amp

Chien et al., 1991

pTTN.t.-GH3-Gus |pTTL-GUS-Derivat, enthilt den GH3 Promotor |Heinekamp,
unverOffentlicht
pUCS7-T pUCS57-Derivat, mit EcoRV linearisiert und MBI Fermentas

ddT-Uberhingen an den 3’-Enden versehen.
Klonier- und Sequenziervektor fiir PCR-
Produkte; lacZa., ampR
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pUCA7TTx PUC-Derivat mit TX-Promotor, pAocs, Amp" Gatz et al., 1992
pUC-NBZI3 pUCS57-T-Derivat, enthilt das 5’-RACE BZI-3 | diese Arbeit
Fragment
pUC-NBZI4 pUCS57-T-Derivat, enthilt das 5’-RACE BZI-4 | diese Arbeit
Fragment
pVA3 murine p5372-390) in pAS2-1, TRPI, ampR Iwabuchi et al.,
1993

2.2.2 cDNA-Expressionsbank

Die cDNA-Expressionsbank wurde aus Tabak-Blatt-mRNA hergestellt (Rieping und Gatz,
unverdffentlicht). Die Insertion der cDNAs in den Vektor pGAD424 erfolgte iiber die
Schnittstellen EcoRI und Sall.

2.2.3 Hybridisierungssonden

Alle hier aufgelisteten Fragmente stammen aus Nicotiana tabacum.

Sonde | Eigenschaften Referenz

BZI-1 | Xhol / Pstl Fragment (459 Bp) der BZI-1-cDNA

Heinekamp, 2002

Verwendung der Primer N.£.GH3 upper und
N.t.GH3 lower

BZI-2 | Xbal | Acc651 Fragment (512 Bp) der BZI-2-cDNA | diese Arbeit
BZI-3 | Xbal | Acc651 Fragment (349 Bp) der BZI-3-cDNA | diese Arbeit
BZI-4 | Xbal /| Acc651 Fragment (485 Bp) der BZI-4-cDNA | diese Arbeit
GH3 0,9 kb PCR-Fragment des GH3-Gens unter Roux und

Perrot-Rechenmann, 1997

NIN8S 10,5 kb Munl Fragment der Nin88-cDNA

Goetz et al., 2001

2.2.4 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden nach Vorgabe der Basensequenz synthetisiert und in lyophilisierter

Form geliefert.

Oligonukleotid |Sequenz 5°-3’

AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC
AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT

M13 reverse

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

M 13 universal

AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT

N.t.GH3 lower

CAAAATAACCCATGTTTGGCATG

N.t. GH3 upper

CCTCACTAGCTCTGGAACGTCAG

NINS8Gfw GATTAATTTAAAGCACGTGGCACCCTGAATACTAGAAGCCTT
NIN88Gmutfw GATTAATTTAAAGATTTCGGCACCCTGAATACTAGAAGCCTT
NIN88Gmutrev |[CCTAAAGGCTTCTAGTATTCAGGGTGCCGAAATCTTTAAATT
NIN88Grev CCTAAAGGCTTCTAGTATTCAGGGTGCCACGTGCTTTAAATT
NINSST/Gfw TAGGGGCACTAGATGAGCAGAATAACGTGTTCTCGTCGCGTA

NINS8T/Gmutfw

TAGGGGCACTAGATGAGCAGAATATTTCGTTCTCGTCGCGTA
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NINSST/Gmutrev | TTTTTACGCGACGAGAACGAAATATTCTGCTCATCTAGTGCC
NIN88T/Grev TTTTTACGCGACGAGAACACGTTATTCTGCTCATCTAGTGCC
NT GH3-fw AATTCGGGTTATGTAGACGTGGTTGGACCCCATTTTGTCCA

NT GH3mutfw

AATTCGGGTTATGTAGACGATTTTGGACCCCATTTTGTCCA

NT GH3mutrev

TGGACAAAATGGGGTCCAAAATCGAATACATAACCCGAATT

NT GH3-rev TGGACAAAATGGGGTCCAACCACGTCTACATAACCCGAATT
nup AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT

pB2-E CAAGAATTCATGGCTTCATCAAGTGGAACATC

pB2-S CCTGTCGACGGTCTGGCTAATCAGTACTGC

p-gh3-cip-fw CTCGTAGGAGGTCATGTAGCATG

p-gh3-cip-rev GTTTGTGTTGGAATTAGATAACGAAGG

pN3-4 AAGGTACCTAGGATGGCTTTGACACAGCAACC

pN3-5 TATCTAGAGAACTGCAGAGCAGCAGCTC

pN4-4 AAGGTACCTAGGATGTCAGCTTTAAGGCAGTGC

pN4-5 TATCTAGAGCCTGTAAAGACAACCAAATCGACG

pPMT1 GGAAGTCATATCTACCAACAC

pPMT2 GCCATAATGCGCTAAACTCTG

pRN31 CATCGAGGGTGAGGTAGTTTCTTCC

pRN32 CAGTCAGTTCTGCCATTTGAGCCC

pRN41 CGGCTTCAGCAAAGGATCAGCAGCATC

pRN42 GCATGTGCCTTCAACACATTATTCTGTGC

SMART II OL.. AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG

up long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT
up short CTAATACGACTCACTATAGGGC

2.3 GroRenstandard

2.3.1 DNA-GroRenstandard

Als Fragmentldangenstandard wurden bei der Gelektrophorese folgende DNA-GroBenmarker

verwendet:

APstl (A-DNAgespalten mit Pstl)

MBI Fermentas Generuler ™ 100 bp Ladder Plus
MBI Fermentas Generuler™ 1 kb Ladder

MBI Fermentas Generuler ™ DNA Ladder Mix

2.3.2 Protein-GroRenstandard

Zur Ermittlung des Molekulargewichts von Proteinen wurde die "BENCHMARK™
Prestained Protein Ladder" (GIBCO BRL) verwendet.
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2.4 Antiseren

Bezeichnung | Spezifitat Eigenschaft Verdiinnung | Referenz
aHA HA-Epitoptag monoklonal, 1:800 Santa Cruz
(AS:YPYDVPDYA) aus Maus
anti rabbit Ig | Kaninchen-Immunglobulin polyklonal, aus |1 : 10000 Amersham
Esel,
Peroxidase
gekoppelt
aBZI-1 BZI-1 polyklonal, 1:2000 Kuhlmann,
aus Kaninchen 2002
aBZI-2 BZI1-2-Peptid polyklonal, 1:2000 diese Arbeit
(AS: aus Kaninchen
DHNQEEPYSFNFAQNEP)
aBZI-3 BZI1-3-Peptid polyklonal, 1:2000 diese Arbeit
(AS: QLQNQNVLWREKID) |aus Kaninchen
oBZI-4 BZI-4-Peptid polyklonal, 1:2000 diese Arbeit
(AS: KIEETTERYTV) aus Kaninchen

2.5 Nahrmedien und Zusatze

2.5.1 Pflanzenmedien

B5- 3,5 g/l Gamborgs B5 Medium
Infektionsmedium 30 g/l Saccharose

3,15 mM NH4NO3

2,35 mM Mes

pH 5,7 mit KOH
Kallusinduktions- 4,59 g/l Murashige und Skoog Medium
medium: 30 g/l Saccharose

7 g/1 Select-Agar

pH 5,7 mit KOH

nach dem Autoklavieren Zugabe von Kinetin

(Endkonzentration 0,1 mg/l) und NAA (Endkonzentration 0,5 mg/I)
MS-Medium 4,59 g/l Murashige und Skoog Medium
(Murashige und 20 g/l Saccharose

Skoog, 1962) 7 g/l Select-Agar

pH 5,7 mit KOH

Suspensionskultur- 4,59 g/l Murashige und Skoog Medium
medium 30 g/l Saccharose

0,9 g/l Myo-Inositol

0,9 g/l Thiamin

pH 5,7 mit KOH
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3.5.2 Bakterienmedien

dYT 20 g/l Trypton
10 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7,0 mit NaOH

LB 10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7,0 mit NaOH

YEB 10 g/1 Beefextrakt
2 g/l Hefeextrakt
5 g/l Pepton
5 g/l Saccharose
2 mM MgSO4
pH 7,0 mit NaOH

2.5.3 Hefemedien

SD 6,7 g/l Nitrogen base
0,61 g/l Complete Supplement Mixture
20 g/l Glucose
pH 5,8
Nach dem Autoklavieren Zugabe der Aminoséduren-
Stammldsungen (20x Stocks)

YPD 20 g/1 Difco Pepton
10 g/l Hefeextrakt
20 g/l Glucose
pH 5,8

Festmedium: Zugabe von 15 g Bacteriological Agar je Liter Fliissigmedium.

2.5.4 Zusatze

Substanz Endkonzentration Stammldsung

24D versuchsabhéngig 1,1 mg/ml 70 % Ethanol
6-BAP versuchsabhédngig 1,0 mg/ml 70 % Ethanol
Adenin 10 mg/l 200 mg/l

Ampicillin 100 mg/l 100 mg/ml H,O
Cefotaxim 500 mg/l 250 mg/ml H,O
Chlortetracyclin 10 mg/l I mg/ml H,O
Histidin 20 mg/l 400 mg/l

Hygromycin B 40 mg/l 50 mg/ml Methanol
IPTG 50 mg/l 23,8 mg/ml H,O
Kanamycin 50 mg/l 50 mg/ml H,O

Kinetin versuchsabhéngig 1,0 mg/ml 70 % Ethanol
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Leucin 100 mg/l 2000 mg/l

NAA versuchsabhidngig 1,0 mg/ml DMSO

Tryptophan 50 mg/l 1000 mg/l

X-Gal 40 mg/l 20 mg/ml DMF

2.6 Allgemeine Puffer und Losungen

SSC (20 x) 2 M Na(Cl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0 mit HCI
TAE (20 x) 0,8 M Tris
2,3 % (v/v) Essigsdure
20 mM EDTA
TBE (10 x) 1 M Tris
1 M Borséure
20 mM EDTA
TBS 50 mM Tris
150 mM NacCl
pH 7,6 mit HCI
TBS-T TBS
0,1% (v/v) Tween20
TE 10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA
pH 8,0 mit HCI
2.7 Gerate
Gerit Modell Hersteller/Lieferant
Autoklav 3870 ELV Tuttnauer
Bioimager (Phosphoimager) BAS-1000 Fuji
Elektroporationsgerit Gene Pulser 11 BIORAD
Feinwaage 1207 MP2 Sartorius
Fluorometer Cytofluor™ [I Perseptive
Geldokumentationsstation MWG Biotech

Gelelektrophoresekammer,
horizontal

Werkstatt der Universitat

Gelelektrophoresekammer,
vertikal

Joey™ JGC-4,

AGS

Geltrockner Phero-Temp Biotec-Fischer
Heizblock Boekel Scientific
Heizriihrer RCT-Basic IKA Labortechnik
Hybridisierungsschrank Hy-St-1 Bachofer
Hybridisierungswasserbad Belly Dancer Stovall
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Inkubationsschrank WTC Binder
Klimaschrank Percival Scientific
Kiihlzentrifuge / Rotor Sorvall RC 5BPlus / SS34 | DuPont

Netzgerite EC 250-90, EC 105 EC Apparatus Corp.
PCR-Gerit MiniCycler™PTC-150 MJ Research
Peristaltikpumpe Cyclo 1 Roth

pH-Meter HI 9321 Hanna Instruments
Photometer 720 LC Kontron
RNA-/DNA-Calculator GenQuant 11 Pharmacia
Semi-Dry-Blot-Apparatur Werkstatt der Universitét
Sequenzanalysegerét ABI Prism 310 Perkin-Elmer
Speed vac SK 100 Sarvant
Spektralphotometer fiir MRX Dynex Plate Reader |Dynex
Microtiterplatten

Sterilbank Microflow Laminar Nunc
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus
Tischzentrifuge, kiihlbar 5403 Eppendorf
Ultraschallgerit Soniprep 150 Scientific Instruments
Ultrazentrifuge Centrikon T-1065 Kontrom
UV-Transilluminator FLX-20 M Vilber Lourmat
Vakuumpumpe Brand

Vortex L46 Labinco BV
Waagen SPO51, SAC62 Scaltec
Wasseraufbereitungsanlage Option 4, Maxima ELGA

Zentrifuge, Ausschwingrotor | Universal 16A Hettich

2.8 Verbrauchsmittel

Produkt Hersteller/Lieferant
Carborundum Aldrich
Elektroporationskiivetten BioRad

Filter Cellulose-Nitrat (Porengrof3e 0,1 und 0,2 pm) | Sartorius

FlieBpapier 3SMM Schleicher & Schuell

Gléaser zur sterilen Pflanzenanzucht Weck

Glasmaterialien Brand, Schott

Glasperlen (425-600 um) Sigma
Kunststoff-Einwegmaterial Eppendorf, Greiner, Sarstedt
Micro Spin™ G25 Column Pharmacia

Microtiterplatten Nunc, Roth
Nylon-Membran Hybond™-N Amersham Life Science
Parafilm N American National Can
PVDF-Transfer-Membran Immobilon™-P Millipore

Rontgenfilme Cronex DuPont
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2.9 Chemikalien

Produkt Hersteller

2,4 Dichlorphenoxyessigséure (2,4-D) Sigma
4-Methylumbelliferyl (4-MU) Sigma
4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid (4-MUG) Roth; Duchefa
6-Benzylaminopurin (6-BAP) Sigma

Agar Bacteriological GIBCO BRL Life Technol.
Agarose SeaKem LE Biozym
Aminosduren Sigma
Ammoniumpersulfat Amresco
Ampicillin AGS
Aprotinin Sigma
Benzamidin Sigma
BioRad-Protein-Assay BioRad
Bromphenolblau-Natriumsalz Roth

BSA (Bovine Serum Albumine) Roth
Cefotaxim Duchefa
Chloroform Merck
Chlortetracyclin Sigma
Complete Supplement Mixture (CSM) Bio 101

Difco Pepton Difco
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

dNTPs Roth, MBI Fermentas
EDTA AppliChem
Ethanol absolut Merck
Ethidiumbromidloésung 1% Roth
Gamborg’s B5S-Medium Sigma
Glucose Roth
Harnstoff Roth

Heringssperma-DNA (HSP)

Boehringer Mannheim

Hydroxyethyl-Cellulose

Fluka

Hygromycin Duchefa

IPTG BioTech Trade
Kaliumacetat (KAc) Merck
Kaliumchlorid (KCI) Roth

Kanamycin Sigma
Leupeptin Sigma
Lithiumacetat (LiAc) Sigma
Magnesiumchlorid AppliChem
Milchpulver Gliicksklee
Murashige & Skoog-Medium Duchefa
Natriumdodecylsulfat (SDS) GIBCO BRL Life Technol.
o-Nitrophenyl 3-D-Galactopyranosid (o0NPG) Sigma

Pepstatin A Sigma

Pepton Roth

Phenol AppliChem/Roth
Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid (PMSF) Sigma
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Polyethylenglycol (PEG) 4000 Fluka

Rontgenfilm Entwickler LX24 Kodak

Rontgenfilm Fixierer AL4 Kodak

Rotiphorese Gel 30 (30 % PAA) Roth

Rotiphorese Gel 40 (40 % PAA) Roth

Select Agar GIBCO BRL Life Technol.
Select Yeast Extract GIBCO BRL Life Technol.
Sephadex G-50 Pharmacia
3-Mercaptoethanol Roth

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamidin) | Roth

Thiamin-HCl Sigma
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Roth

Triton X-100 Roth

Trypton Oxoid

TWEEN 20 Sigma

X-Gal BioTech Trade

Yeast Nitrogen Base without amino acids Difco
o-Naphthalinessigsdure (NAA) Sigma

Nicht aufgefiihrte Standardchemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth, Boehringer,

Fluka oder Sigma bezogen.

3.10 Radiochemikalien

Fiir die in dieser Arbeit dargestellten Experimente wurde [0->"P] dATP mit der spezifischen
Aktivitit von 800 Ci/mmol, sowie [y-""P] ATP mit der spezifischen Aktivitit von 3000
Ci/mmol verwendet. Fiir die radioaktive Markierung von Proteinen wurde *>S-Methionin mit
einer spezifischen Aktivitdt von 1000 Ci/mmol benutzt.

2.11 Kits

Kt Hersteller
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Perkin-Elmer
Kit

DNeasy Mini Kit Qiagen
Enhanced Chemiluminescence Kit ECL™ Amersham
Oligotex™ Qiagen
pGEM®—T Vector System Promega
Plasmid-Preparation Kit (Midi, Maxi) Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Rabbit Reticulocyte Lysate System Promega
Rneasy Plant Mini Kit Qiagen
SMART™ RACE ¢DNA Amplification Kit Clontech

T7 Transcription Kit MBI Fermentas
T-cloning Kit MBI Fermentas
Universal GenomeWalker™ Kit Clontech
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2.12 Enzyme

Enzym Hersteller

Advantage cDNA Polymerase Mix (50 X) Clontech

Advantage Genomic Polymerase Mix (50 X) Clontech

Alkalische Phosphatase (CIAP) MBI Fermentas
Cellulase ,,Onozuka R-10* Serva
Klenow-DNA-Polymerase MBI Fermentas
Klenow-DNA-Polymerase (ex0°) MBI Fermentas
Lysozym Serva

Lyticase Sigma

Macerozym R-10 Serva

Proteinase K MBI Fermentas
Restriktionsenzyme MBI Fermentas, NEB
RNase A (DNase frei) Qiagen
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas
Tag-Polymerase Q-BIOGENE
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3 Methoden

3.1 Bakterien- und Hefekulturen

3.1.1 Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von Escherichia coli erfolgte in LB- oder dYT-Medium bei 37 °C {iber Nacht.

3.1.2 Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Die Anzucht von Agrobacterium tumefaciens erfolgte in YEB-Medium bei 28 °C fiir zwei
Tage.

3.1.3 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Die Anzucht von Saccharomyces cerevisiae erfolgte bei 30 °C fiir drei bis fiinf Tage.

3.2 Pflanzenkulturen

3.2.1 Kultivierung von Tabakpflanzen in Sterilkultur

Steril in Anzuchtgldsern gewachsene Tabakpflanzen wurden vegetativ vermehrt, indem unter
sterilen Bedingungen die Sprof3spitze mit einem Skalpell abgetrennt und auf MS-Festmedium
tiberfiihrt wurde. Die Anzucht erfolgte im Pflanzenklimaraum oder Pflanzenklimaschrank bei
24 °C unter Langtagbedingungen, d. h. 16 h Tag, 8 h Nacht.

3.2.2 Kultivierung von Tabakpflanzen in Erde

Pflanzen aus Sterilkulturen wurden nach vorsichtigem Abwaschen des Néhrmediums in
Pikiererde mit einem hohen Sandanteil gesetzt und im Pflanzenklimaraum angezogen.
RegelmiBiges Umtopfen erfolgte dann in normaler Anzuchterde.

3.2.3 Anzucht und Kultivierung von Tabaksuspensionskulturen

Tabaksuspensionskulturen ~ wurden gewonnen, indem sterile Blattscheiben auf
Kallusinduktionsmedium ausgelegt wurden. Die Blattscheiben wurden drei bis sechs Wochen
im Dunkeln bei 24 °C inkubiert. Das gebildete Kallusgewebe wurde steril mit einer Pinzette
zerkleinert und in Erlenmeyerkolben mit Suspensionskulturmedium iiberfiihrt. Die
Kultivierung erfolgte auf einem Schiittler mit ca. 110 rpm im Dunkeln bei 24 °C. Die
Suspensionskulturen wurden wochentlich subkultiviert, indem 1:50 Volumen in frisches
Suspensionskulturmedium iiberfiihrt wurde.
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3.3 Induktion von Tabak-Blattscheiben

Zur Induktion der Genexpression im Tabakblattgewebe wurden ca. 4-6 Wochen alte in Erde
kultivierte Tabakpflanzen verwendet. Fiir die Induktionsversuche wurden Blattscheiben (O
2,6 cm) mit einem Korkbohrer ausgestochen. Alle Induktionssubstanzen waren in 50 mM
Kaliumphosphat bei einem pH-Wert von 5,8 gepuffert. Die Induktionschemikalien wurden
unmittelbar vor dem Start des Versuches zugesetzt. Die Induktion des Blattgewebes erfolgte
in Petrischalen und wurde durch Zugabe des Puffers mit der Induktionssubstanz gestartet. Die
entnommenen Proben wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

3.4 Epinastie-Test

Ein einfacher Test, um die Reaktion einer Pflanze auf externe Auxingaben zu untersuchen, ist
ein Test, der die epinastische Kriimmung von Tabakstreifen in Medium mit und ohne Auxin
untersucht (Keller und Van Volkenburgh, 1997). Dazu werden 10 x 1,5 mm grof3e Streifen
parallel zu den sekundiren Blattadern mit einer Rasierklinge aus den Blittern ausgeschnitten
und in Epinastie-Puffer (10 mM Saccharose, 10 mM KCI, 0,5 mM MES/Bis-Tris-Propan; pH
6,0) ohne oder mit Zugabe von 10 uM NAA fiir 24 h inkubiert. Das Auxin bewirkt ein
Streckungswachstum der Oberflichen des Blattstreifens, die Kriimmung beruht auf einem
starkeren Streckung der adaxialen Seite. Die Kriimmung ist daher ein MalB fiir die
Auxinsuszeptibilitit der Zellen.

3.5 Molekulargenetische Methoden

3.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Bei der Mini-Lyse handelt es sich um eine schnelle Methode zur Isolierung von Plasmid-
DNA aus Bakterienzellen. Die Methode folgt den Protokollen von Le Gouill ez al. (1994) und
Sambrook et al. (1989). Hierzu wurden die plasmidtragenden Zellen iiber Nacht in 5 ml
selektivem dYT-Medium angezogen. Nach Zentrifugation (13000 rpm, 1 min, RT) wurden
die Zellen in 100 pl Losung I (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCl, pH 8,0)
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zugabe von 200 pl Losung 11 (0,2 M
NaOH, 1 % (w/v) SDS) und 200 pul Chloroform lysiert. Durch sofortiges vorsichtiges
Schwenken erfolgte die Vermischung der Zusétze und die vollstdndige Lyse der gesamten
Zellsuspension. Direkt danach wurden 150 pl eiskalte Losung IIT (3 M Kaliumacetat, 5 %
(v/v) Ameisensdure) hinzugefiigt. Durch sofortiges Schwenken wurde eine schlagartige
Neutralisierung der Suspension erzielt, die der effizienten Fillung chromosomaler DNA
diente. Nach Zentrifugation (13000 rpm, 2 min, RT) wurde der Uberstand mit 450 pl Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1, v/v) versetzt und extrahiert. Zur Abtrennung
der proteinhaltigen organischen Phase wurde 3 min zentrifugiert (13000 rpm, RT). Der
wissrige Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde mit 900 pl 96 % Ethanol gefillt und mittels
Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, RT) pelletiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70 % Ethanol
gewaschen und nach kurzem Trocknen bei RT in 50 pl H,O resuspendiert.
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3.5.2 Qiaprep

Zur schnellen Isolierung kleiner und sauberer Mengen DNA aus Bakterien wurde auch das
Qiaprep Spin Miniprep Kit verwendet. Zur Gewinnung von Plasmid-DNA in groBeren
Mengen wurde das Qiagen Plasmid Midi oder Maxi Kit verwendet. Die Isolierung erfolgte
jeweils nach den Vorschriften des Herstellers.

3.5.3 Phenol-Chloroform Extraktion

Zur Aufreinigung von Nukleinsdurelosungen von Protein-Verschmutzungen, wurde die
Phenol-Chloroform Extraktion benutzt. Dabei wird die Nukleinsidurelosung nacheinander mit
einem Volumen Phenol, mit einem Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch
(25:24:1, v/v) und einem Volumen Chloroform ausgeschiittelt. Dazwischen wird jeweils
zentrifugiert und die obere wisserige Phase in ein neues Gefd3 iberfiihrt. Die Proteine
werden denaturiert und sammeln sich in der organischen Phase und in der Grenzschicht an.
Die Nukleinsduren konnen aus der wisserigen Phase durch eine Alkoholfdllung isoliert
werden.

3.5.4 Ethanolfallung von DNA aus wasserigen Losungen

Um DNA aus wissrigen Losungen von Salzen zu reinigen und um eine definierte
Konzentration zu erreichen, wurde sie einer Ethanolfdllung unterzogen. Dabei wurde der
DNA-L6sung 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 zugegeben und mit zwei Volumen
100 % Ethanol gemischt. Die DNA fillt aus, wéhrend Salze und Verunreinigungen gelost
bleiben. Die Fillung erfolgte bei -20 °C fiir mindestens zwei Stunden. Danach wurde die
DNA fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm pelletiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und
in einem definierten Volumen H,O geldst.

3.5.5 Isolierung von DNA aus Tabak

Zur Isolierung von DNA aus Tabak wurde das Qiagen DNeasy Mini Kit verwendet. Dabei
wurde die DNA aus 200 mg Blattmaterial unsteril gewachsener Tabakpflanzen nach
Herstellerangaben extrahiert.

3.5.6 Isolierung von RNA aus Tabak

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Tabak wurde das RNeasy Mini-Kit der Firma Qiagen
verwendet. Zur Gewinnung von polyA” mRNA wurde Gesamt-RNA im Qiagen Oligotex
Mini Kit eingesetzt. Die Isolierung folgte jeweils den Herstellerangaben.

3.5.7 In vitro Synthese von RNA

Fiir die in vitro Translation von Proteine bendtigt man zunichst in vitro transkribierte RNA.
Dazu werden zunichst die Ausgangsvektoren, die von der T7 RNA-Polymerase als Matritze
erkannt werden, hier die pBluescript SK-Vektoren, per Restriktionsspaltung hinter dem zu
transkribierenden Gen linearisiert. Es folgt die Transkription mit dem T7 Transkription Kit
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der Firma MBI nach Anweisung, dazu wird 1 pg linearisierte DNA eingesetzt. Die RNA wird
auf ihre Qualitdt in einem RNA-Gel tiberpriift.

3.5.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA in wissriger Losung erfolgte
photometrisch am  GeneQuant II. Eine ODyp von 1 entspricht einer
Nukleinsdurekonzentration von 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 pg/ml RNA bei einer Wellenlédnge
von 260 nm. Der Quotient der beiden Werte OD,g : ODygo stellt ein Mall fiir den
Reinheitsgrad der Nukleinsdure dar. Zur Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA
wurden 1:50 Verdiinnungen gegen H,O gemessen.

3.5.9 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese (McDonell et al., 1977; Southern, 1979) werden
DNA-Molekiile nach ihrer GroBe aufgetrennt. DNA ist aufgrund des Zucker-Phosphat-
Riickgrats negativ geladen. Im elektrischen Feld wandert sie somit zur Anode. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist um so grofer, je kleiner die DNA-Molekiile sind. Die
Geschwindigkeit hidngt nicht von der Basensequenz, sondern von der Konformation ab. So
weist circuldre DNA ein anderes Wanderungsverhalten auf als lineare DNA mit dem gleichen
Molekulargewicht. Als Gelmatrix dient Agarose. Der Trennbereich ist abhédngig von der
Agarosekonzentration, da sie die Porengrofe beinflult. Diese Poren verlangsamen die
Wanderungsgeschwindigkeit der groBen Molekiile, wihrend niedermolekulare Substanzen die
Matrix frei passieren konnen. Je hoher die Agarosekonzentration, desto kleiner die Poren,
desto besser werden kleine Molekiile aufgetrennt. Die Zugabe von Hydroxyethylencellulose
(HEC) kann hohe Agarosekonzentrationen ersetzen. Zur Auftrennung grofler Fragmente wird
ein 0,7 %iges Gel benutzt. Kleine Fragmente, wie PCR-Produkte, werden in Gelen
aufgetrennt, die 1 % Agarose und 0,7 % HEC enthalten.

Als DNA-Probenpuffer wurde 67 % (w/v) Saccharose, 50 mM EDTA, 0,42 % (w/v)
Bromphenolblau, 0,42 % (w/v) Xylencyanol verwendet. Nach Beendigung des Gellaufs
wurden die DNA-Molekiile durch 5 min Férben in einer Ethidiumbromidlésung (0,1 %
(w/v)) und 5 min Wissern sichtbar gemacht. Dabei lagert sich Ethidiumbromid als
interkalierendes Agens in die DNA ein. Die fluoreszierenden DNA-Fragmente konnen so auf
dem Transilluminator unter kurzwelligem UV-Licht (A = 302 nm) betrachtet und fotografisch
dokumentiert werden.

3.5.10 Auftrennung von RNA in denaturierenden Agarosegelen

RNA-Molekiile kénnen durch Riickfaltung ihr Laufverhalten im Agarosegel erheblich
verdandern. Um eine groBenabhédngige Auftrennung zu gewihrleisten, unterzieht man sie einer
denaturierenden Agarosegelelektrophorese unter Verwendung von Formaldehyd und
Formamid. Ein denaturierendes RNA-Gel wird hergestellt, indem man 1,4 g Agarose in 105
ml H,O aufkocht und unter Riihren auf ca. 60 °C abkiihlen 146t. Dann gibt man 14 ml 10 x
MEN-Puffer (200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA; pH 7,0 mit NaOH) und
21 ml 37 % Formaldehyd hinzu. Der Laufpuffer besteht aus 1 x MEN. Die RNA-Proben
wurden in Eppendorfgefden mit H,O auf gleiche Konzentration zu einem Endvolumen von
30 pl aufgefiillt und mit 30 pl 2 x Denaturierungspuffer (20 % (v/v) MEN, 8 % (v/v)
Glycerin, 56,7 % (v/v) Formamid, 5 % (v/v) Formaldehyd, 0,001 % (w/v) Bromphenolblau,
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0,1 % (w/v) Ethidiumbromid, 4 mM EDTA pH 7,5) versetzt. Das Denaturieren der RNA-
Proben erfolgte fiir 15 min bei 65 °C, bis zum Auftragen wurden diese auf Eis gelagert.

3.5.11 Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsendonukleasen vom Typ II spalten doppelstrangige DNA innerhalb spezifischer
Erkennungssequenzen. Je nach Enzym entstehen dabei glatte (,,blunt®) oder iiberstehende
(,,sticky) Enden. Die fiir die verschiedenen Restriktionsenzyme optimalen
Reaktionsbedingungen wurden mit dem Puffersystem der Firma MBI Fermentas eingestellt.
Die Aktivitit der Restriktionsendonukleasen wird in ,,Units* U angegeben, wobei mit 1 U die
Enzymmenge definiert ist, die 1 pg A-DNA (48,5 kb) innerhalb von 1 h unter optimalen
Bedingungen vollstdndig spaltet. Die DNA wurde in der Regel in einer Endkonzentration von
0,1 pg/pl mit 2 U Enzym/pg DNA fiir 1-2 h inkubiert.

3.5.12 Dephosporylierung von DNA-Enden

Um Religationen von restriktionsgespaltenen Vektoren zu vermeiden, wurde der
Reaktionsansatz im Anschlu an die Spaltung mit alkalischer Phosphatase (CIAP)
entsprechend den Herstellerangaben behandelt. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch
10 miniitige Inkubation bei 75 °C.

3.5.13 Klenow-“fill-in”

Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I besitzt eine 5’-3’-Polymerase und eine 3’-5-
Exonukleaseaktivitit. Es kann bei Vorhandensein eines DNA-Matrizenstranges die
komplementire Polymerisation von Nukleotiden an eine freie 3’-OH-Gruppe katalysieren.
Diese Reaktion wurde verwendet, um nach Restriktionsspaltungen iiberstehende 5’-DNA-
Enden aufzufiillen. Fiir eine Klenow-,,fill-in“-Reaktion wurden 2 pg gespaltenes Plasmid, 1,5
mM dNTP-Mix und 2 U Klenow-DNA-Polymerase eingesetzt (10x Puffer: 500 mM Tris/HCI,
pH 8,0, 50 mM MgCL,, 10mM DTT) der Ansatz wurde fiir 15 min bei RT inkubiert. Die
Reaktion wurde durch 10 min Erhitzen auf 75 °C abgestoppt.

3.5.14 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Nach 10 min Kochen der komplementdren Oligonukleotide zur Auflosung von
Sekundarstrukturen erfolgt das Anlagern der komplementdren Oligonukleotide durch
langsames Senken der Temperatur. Die Temperatur wird jeweils in 15 min
Inkubationsschritten von 65 °C, auf 37 °C, auf RT bis schlie8lich auf 4 °C herabgesetzt

3.5.15 Ligation von DNA-Fragmenten

Das Enzym T4-DNA-Ligase ist in der Lage, DNA-Fragmente mit {iberstehenden
komplementéren bzw. glatten Enden miteinander kovalent zu verkniipfen, sofern eines der
beiden Fragmente eine endstdndige 5’-Phosphatgruppe trdgt. Als Cosubstrat mufl ATP in
geeigneter Konzentration im Puffermedium vorliegen. Das zu inserierende DNA-Fragment
wurde in 10-fachem molaren UberschuB zu der gespaltenen Vektor-DNA (ca. 50 fmol)
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zugegeben. Die Ligation erfolgte im Ligationspuffer (40 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10
mM DTT, 0,5 mM ATP, pH 7, 8) mit 3 Units T4-DNA-Ligase. Bei ,,blunt-end* Ligationen
wurde zusitzlich 5 % (w/v) PEG 4000 in den Reaktionsansatz gegeben. Die Ligationsansitze
mit einem Endvolumen von 15 pl wurden fiir mindestens 1 h bei RT inkubiert.

3.5.16 Isolierung unbekannter cDNA-Abschnitte

Um die 5’ Bereiche des BZI-3 und BZI-4 Klons zu isolieren, wurde eine 5’-RACE (5’-Rapid
Amplification of ¢cDNA Ends) durchgefiihrt. Dazu wurde das SMART™ RACE c¢cDNA
Amplification Kit der Firma Clontech nach der im User Manual beschriebenen Anweisung
(Clontech 1999) benutzt.

3.5.17 Isolierung unbekannter genomischer DNA-Abschnitte

Fiir die Isolierung unbekannter genomischer DNA-Fragmente, die sich an eine bekannte
Sequenz anschliefen, im Rahmen dieser Arbeit die Isolierung eines BZI-4
Promotorabschnitts, wurde die Methode der Rapid Amplification of Genomic Ends (RAGE)
nach Siebert et al., (1995) benutzt. Dazu wurde das Universal GenomeWalker™ Kit der
Firma Clontech nach Anleitung verwendet (Clontech, 2000).

3.5.18 Radioaktive Markierung von DNA

3.5.18.1 End-Markierung durch die Polynukleotidkinase

Fiir die radioaktive Markierung von Oligonukleotiden wird das Enzym Polynukleotidkinase
verwendet. Die PNK iibertrigt das y-stindige radioaktive Phosphat (P*%) auf das synthetische
Oligonukleotid. Der Reaktionsansatz enthélt: 2 pmol Oligonukleotide, 10x Kinase-Puffer fiir
die ,forward reaction“ (MBI), 10 U T4-Polynukleotidkinase und 25 pCi v-[P**]ATP
(Hartmann SCP-401 in einem Reaktionvolumen von 10 pl. Der Ansatz wird 1 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend werden die komplementidren Oligonukleotide, wie unter 2.3.4
beschrieben, hybridisiert, eingesetzt werden je 1 nmol der Oligonukleotide in einem
Reaktionsvolumen von 20 pl.Das radioaktiv markierte Fragment wird nun mittels
Gelfiltration iiber Micro Spin"™" G25 Column der Firma Pharmacia iiber eine Sephadexmatrix
aufgereinigt. Nach der Aufreinigung wird das Fragment auf ein Volumen von 600-800 pl
verdiinnt und je Ansatz 4 pul (ca. 25 fmol mit 200-300 cpm) eingesetzt.

3.5.18.2 Markierung durch die Klenow-Polymerase

Fiir 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 und Vogelstein (1983), bei der
Hexanukleotide zufdlliger Sequenz an die Matrizen-DNA binden: Die angelagerten
Hexanukleotide dienen als Primer fiir die Neusynthese eines komplementiren Stranges durch
die Klenow-Polymerase unter Einbau von radioaktiven Nukleotiden. Die verwendete Klenow-
Polymerase ist modifiziert, so dass sie keine Exonukleaseaktivitit (exo’) mehr besitzt. Die
Markierungsreaktion wird mit Hilfe des Megaprime™ DNA labelling system Kits von
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Amersham Pharmacia vorgenommen. Die Durchfiihrung erfolgt nach dem Protokoll des
Herstellers.

3.5.19 Polymerase Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (’polymerase chain reaction”, PCR, Mullis und
Faloona, (1987)) konnen unter Verwendung zweier gegenldufiger Primer spezifische
Sequenzen eines DNA-Templates mittels einer DNA-Polymerase selektiv amplifiziert
werden. Die als Matrize dienende Template-DNA wird zunédchst denaturiert. Nach der
Anlagerung der Primer an die komplementidren Sequenzen der DNA-Einzelstringe
synthetisiert die hitzestabile 7ag-DNA-Polymerase in einer Primer-Verlingerungsreaktion
komplementire DNA-Stringe 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 Nukleotid) und 2,5 u Tag-Polymerase in Tag-Puffer (10X: 100 mM Tris-HCI, pH 8,8; 500
mM KCIl; 0,8% Nonidet P40; 15 mM MgCl,). Die Amplifikation wird in einem Thermocycler
mit folgendem Beispiel-Programm vorgenommen:

Erste Denaturierung 4 min 94°C
[ Denaturierung 1 min 94°C
25-35 | Annealing 30's 50-72°C (Primer Ty,)
Zyklen|_ Elongation 1 min/kb 72°C
Finale Elongation =~ 10 min 2°C

3.5.20 Sequenzierung

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 al., (1977). Hier befindet sich in einem Ansatz zur
Amplifikation der DNA nur ein Primer, wodurch diese linear ablduft. Neben den 4
Desoxynukleotiden befinden sich auch vier mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markierte Didesoxynukleotide zur Termination der Polymerisation in dem Ansatz. Die durch
die Amplifikation entstehenden, unterschiedlich groen und markierten Fragmente kdnnen
nun mit Hilfe des Analysegerites (Kapillarsequenzer ABI Prism 310 von Applied
Biosystems) iiber eine Kapillarmatrix aufgetrennt und detektiert werden.

Fiir die Reaktion der linearen PCR werden 170 fmol Plasmid-DNA, 5 pmol Primer und 2 pl
RR-Mix in einem Endvolumen von 10 pl eingesetzt. Die Reaktion im Thermocycler besteht
aus 25 Zyklen mit 10 s Denaturierung bei 95 °C, 5 s Annealing bei 50 °C und 4 min bei 60 °C
Elongation. Die Fragmente werden durch eine Ethanol-Fillung von den nicht eingebauten
Nukleotiden abgetrennt und in TSR (Template Suppression Reagent, Perkin Elmer)
aufgenommen. Nach dem Denaturieren konnen sie in das Analysegerét appliziert werden. Die
gewonnenen Rohdaten werden mit Hilfe des Chromas-Programms ausgewertet.
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3.5.21 Herstellung und Transformation kompetenter Escherichia coli

3.5.21.1 Herstellung kompetenter Escherichia coli

Fiir die Herstellung kompetenter Zellen nach einer modifizierten Methode von Inoue et al.
(1990) wurden Bakterien des FE. coli-Stammes DHS5a verwendet. 0,8 ml einer
Ubernachtkultur wurden in 40 ml LB-Medium iiberimpft. Die Anzucht der Kultur erfolgte bis
zum Erreichen einer ODgo von 0,5. Jeweils 10 ml der Kultur wurden in Greiner-R6éhrchen
iiberfiihrt und abzentrifugiert (5 min, 6000 x g, 4 °C). Das Pellet wurde in 5 ml 50 mM CaCl,
(4 °C) resuspendiert, fiir 30 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert (5 min, 6000 x g, 4 °C).
Die Zellen wurden in 2 ml 50 mM CaCl, (4 °C) und 0,4 ml 87 % Glycerin aufgenommen und
nach aliquotieren (je 200 pl) in Eppendorfgefdfen in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Aufbewahrung erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C.

3.5.21.2 Transformation von Escherichia coli

Kompetente E. coli-Zellen sind in der Lage, DNA aus dem Umgebungsmedium
aufzunehmen. Mit Hilfe der nachfolgenden Methode (Hanahan, 1983) wurden E. coli-Zellen
mit Plasmid-DNA transformiert. Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, dann
erfolgte die Zugabe der Plasmid-DNA und Inkubation fiir 10 min auf Eis (Anheftung der
DNA an die Zellen). Durch einen Hitzeschock der Zellen fiir 2 min bei 42 °C erfolgte die
Aufnahme der DNA. Eine Regeneration der Zellen schlof3 sich nach Zugabe von 0,8 ml LB-
Medium fiir 40 min bei 37 °C an. Danach wurde der Transformationsansatz auf LB-
Selektionsmedium ausplattiert.

3.5.22 Herstellung und Transformation kompetenter Agrobakterien

3.5.22.1 Herstellung kompetenter Agrobakterien

Fiir die Herstellung kompetenter Zellen wurden Agrobakterien des Stammes LBA 4404
verwendet. 5 ml einer Agrobakterienfliissigkultur wurden abzentrifugiert (5 min, 5000 rpm,
RT) und dreimal durch Resuspendieren und erneutes Abzentrifugieren in sterilem Wasser
gewaschen. Das Pellet wurde in 500 pl sterilem Wasser aufgenommen und in 100 pl Aliquots
in fliissigem N, eingefroren.

3.5.22.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Durch Erzeugen kurzer Spannungspulse wird die Membran kompetenter Bakterienzellen
permeabilisiert. Dadurch wird die Aufnahme von freier DNA aus dem Medium in die Zelle
ermOglicht. Nach der Zugabe der zu transformierenden DNA zu den kompetenten Zellen
wurde der Transformationsansatz in sterile Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand: 2
mm) iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte am GenePulser mit 2,5 kV, 25 uF, 400 Q. Der
Transformationsansatz wurde anschlieend in ein Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und mit 1 ml LB-
Medium aufgefiillt. Die Regeneration der Agrobakterien erfolgte fiir 2 h bei 28 °C, danach
wurden sie auf YEB-Selektionsmedium ausplattiert.
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3.5.23 Arbeiten mit Hefe

3.5.23.1 Herstellung und Transformation kompetenter Hefezellen

Die Kompetenz von Hefezellen zur DNA-Aufnahme 148t sich durch das Alkalimetallion Li"
induzieren. Dabei ist desweiteren PEG erforderlich. Wahrscheinlich kommt es zu
Spannungsénderungen an der Membran durch Wechselwirkungen zwischen dem negativ
geladenen PEG, dem monovalenten Ion Li° und der Zelloberfliche. Die hdchste
Transformationseffizienz 146t sich in Zellen erreichen, die sich in der Mitte der
logarithmischen Wachstumsphase befinden (Ito et al., 1983). Durch Zugabe von DMSO (Hill
et al., 1991) 1aBt sich die Transformationseffizienz deutlich steigern. Die Herstellung und
Transformation kompetenter Hefezellen erfolgte wie im Clontech Yeast Protocols Handbook
(1996) beschrieben.

3.5.23.2 Durchfiihrung eines Hefe Screens

Um Proteininteraktionspartner von BZI-1 zu isolieren, wurde ein Hefescreen mit einer Tabak-
Blatt ¢cDNA-Bank durchgefiihrt. Die Herstellung und Transformation der kompetenten
Hefezellen, die das Bait (Kdder)-plasmid enthielten erfolgte wie im Clontech Yeast Protocols
Handbook (1996) beschrieben. Die Hefezellen wurden mit dem pGAD-cDNA-
Fusionsplasmid transformiert. Die Selektion erfolgte wie im im Clontech Yeast Protocols
Handbook (1996) beschrieben.

3.5.24 Blau-WeiR-Selektion

Eine wesentliche Erleichterung zur Identifizierung von E. coli-Kolonien, welche nach
Transformation ein rekombinantes Plasmid tragen, bietet die Blau-Weil3-Selektion. Sie wird z.
B. bei der Klonierung von PCR-Produkten mit den Vektoren pUC57-T oder pGEM-T
eingesetzt. Das Verfahren beruht auf der a-Komplementation des Enzyms B-Galaktosidase.
Die ersten 146 N-terminalen Aminosduren (o-Peptid) kdnnen zusammen mit einem inaktiven
Enzym, dem die Aminoséuren 11-41 fehlen, eine funktionierende B-Galaktosidase bilden. Das
aktive Enzym hydrolysiert z.B. das Substrat X-Gal, das daraufhin durch Luftoxidation eine
blaue Fiarbung zeigt. Bakterienstimme mit dem inaktiven Enzym koénnen durch Aufnahme
eines Plasmids, das die fiir das a-Peptid codierende DNA trigt, X-Gal umsetzen. Als Induktor
der Genexpression wurde IPTG eingesetzt. Die zur Blau-Weill-Selektion eingesetzten
Agarplatten wurden kurz vor Gebrauch mit jeweils 50 pl der X-Gal und der IPTG-
Stammlosungen beschichtet. Wird die das o-Peptid codierende Sequenz durch Einbau von
fremder DNA unterbrochen, so bleiben die Bakterienkolonien weil3. Bakterienklone, die kein
rekombinantes Plasmid aufgenommen haben und somit das a-Peptid synthetisieren, sind an
ihrer Blaufdarbung zu erkennen.

3.5.25 Northern Blot Analyse

Im Northern Blot Verfahren (Sambrock et al., 1989) wird die zu analysierende RNA durch
eine denaturierende Agarosegelektrophorese aufgetrennt und mittels Kapillar-Blot auf eine
Nylonmembran transferiert. Bei allen in dieser Arbeit gezeigten Northern Blot Analysen
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wurden jeweils 10-15 pg RNA eingesetzt. Die auf der Membran immobilisierte RNA kann
nun durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden analysiert werden.

3.5.25.1 Transfer der RNA auf Nylonmembran

Mittels Kapillar-Blot wurde die durch eine denaturierende Agarosegelektrophorese
aufgetrennte RNA auf eine Nylonmembran transferiert. Dazu wurden zwei Lagen FlieBpapier
mit 10 x SSC &dquilibriert und so auf einer ebenen Glasplatte aufgebracht, daf3 die Enden in ein
10 x SSC-Pufferreservoir tauchen. Das RNA-Gel wurde luftblasenfrei mit der Oberseite nach
unten auf das FlieBpapier gelegt. Die Kanten und Taschen des Gels wurden mit Haushaltsfolie
abgedeckt. Die Nylonmembran wurde luftblasenfrei auf das Gel aufgelegt, mit zwei Lagen
FlieBpapier und Papiertiichern bedeckt und mit einem Gewicht (ca. 500 g) gleichmiBig
beschwert. Der Kapillarblot erolgte fiir mindestens 14 h. Die RNA wurde durch kurze UV-
Bestrahlung auf dem Transilluminator und durch zweistlindige Inkubation bei 80 °C auf der
Filteroberfliache fixiert.

3.5.25.2 Hybridisierung der Northern Blot Membran

Durch Behandlung der Membran mit radioaktiv markierten, einzelstrdngigen DNA-Sonden
lassen sich komplementidre RNA-Transkripte auf der Membran lokalisieren. Die Spezifitit,
mit der die Sonde an die RNA bindet, ist abhéngig von der Salzkonzentration und der
Temperatur. Bei hoher Salzkonzentration und niedriger Temperatur ist die Stabilitit
unspezifischer DNA-RNA-Hybride groBer als in Losungen niederer Salzkonzentration und
hoherer Temperatur. Durch die Absenkung der Salzkonzentration in den Waschldsungen
erhoht 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 Hybridisierungsrohre 30 min bei 65 °C in einer
Hybridisierungslosung (0,5 M Na-Phosphatpuffer, ImM EDTA, 7 % SDS) inkubiert. Die
Sonden-DNA wird 10 min bei 100 °C denaturiert und 5 min auf Eis inkubiert. Nach der
Zugabe der Sonden-DNA zu ca. 10 ml Hybridisierungslosung in der Hybridisierungsréhre
erfolgt die Hybridisierung bei 65 °C ii.N. im Roller. Zur Abtrennung unspezifisch 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 fiir 15° —
30 min gewaschen. Fiir den Nachweis der Radioaktivitit wird die Membran in Folie
eingeschweifit und mit einem IP-Screen exponiert. Die Dauer der Exposition hingt von der
Menge der nachweisbaren Radioaktivitdit 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 liber den Vergleich mit der dokumentierten Ethidiumbromid-Férbung der RNA erreicht.

3.5.25.3 Rehybridisierung

Die auf der Filteroberfliche fixierte RNA kann nacheinander mit mehreren verschiedenen
Sonden hybridisiert werden. Dazu miissen die auf dem Filter befindlichen radioaktiven
Sonden aus der vorhergehenden Hybridisierung durch Denaturierung der RNA-DNA-Hybride
in Waschlosungen mit geringer Salzkonzentration bei hoher Temperatur abgelost werden. Die
Membran wurde durch Zugabe kochendheifler 0,1 %iger SDS-Losung fiir 1 h bei 65 °C
gewaschen. Danach war der Filter fiir eine erneute Hybridisierung einsetzbar.



Methoden 41

3.5.26 Transformation von Nicotiana tabacum

3.5.26.1 Stabile Transformation von Nicotiana tabacum

Samtliche im Rahmen dieser Arbeit erstellten transgenen Pflanzen entstanden mit Hilfe des
Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfers. Eine Pflanze bildet bei Befall mit dem
Bodenbakterium Agrobacterium tumefaciens Tumore, die sogenannten Wurzelhalsgallen. A.
tumefaciens besitzt durch sein Ti-Plasmid (Tumor-induzierendes Plasmid) die Féhigkeit,
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 Verdnderungen dieses Gentransfersystems ist es nun moglich, mit Hilfe von
Agrobakterien Pflanzenzellen gezielt mit ausgewdhlten Genen zu transformieren. Dabei
bedient man sich heute des bindren Vektorsystems (Hoekema et al., 1984). Die fiir 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 Fihigkeit, T-DNA in die Pflanze zu transferieren. Die vir-(Virulenz)
Funktion liegt in dem verwendeten Stamm LBA 4404 auf dem Plasmid pAL4404. Eine
modifizierte T-DNA wird auf einem kleinen zweiten Plasmid zur Verfiigung 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 zunéchst zu Kallusgewebe und schlielich zu neuen
Pflanzensprossen entwickeln. Durch Regeneration auf antibiotikahaltigem Medium ist eine
Selektion der transformierten Pflanzenzellen durch den Selektionsmarker auf der
modifizierten T-DNA moglich.

Fiir die Transformation werden Blitter von in Sterilkultur gewachsenen Pflanzen verwendet.
Die Mittelrippe wird entfernt und die Blitter in 2 cm” groBe Stiicke zerteilt. Die Blattstiicke
werden mit 200 - 400 ul einer 2 Tage-Kultur der Agrobakterien im Dunklen bei RT in B5-
Infektionsmedium kokultiviert. Nach 3 Tagen werden die Blattstiickchen mit sterilem H,O
griindlich gewaschen und auf sterilem Filterpapier getrocknet. Die Blattscheiben werden
anschlieend auf das Pflanzenmedium mit Hormonen (1mg/l 6-Benzylaminpurin und 0,1 mg/1
1-Naphtylessigsdure) zur Sprossbildung in Petrischalen ausgebracht. Zur Selektion der
transgenen Zellen ist dem Medium Hygromycin zugesetzt. Das Wachstum der Agrobakterien
wird durch Cefotaxim unterdriickt. Nach gelungener Sprossbildung werden die Sprosse auf
hormonfreies MS-Selektionsmedium {iberfiihrt und weiterkultiviert.

3.5.26.2 Transformation von BY-2 Tabakzellsuspensionsprotoplasten

Die Tabakzellen konnen drei Tage nach der Subkultivierung in frischem Medium benutzt
werden. Zur Protoplastierung der Zellen werden 20 ml der Suspensionskultur in ein 50 ml
Falkonrohrchen tiberfiihrt, und bei 400 x g fiir 5 min vorsichtig (Soft Start) pelletiert. Die
Zellen werden sehr vorsichtig im Riicklauf resuspendiert und mit Osmotikum (0,5 % BSA,
0,01 % B-Mercaptoethanol, 0,05 M CaCl,, 0,01 M Na-Acetat, 0,25 M Mannitol, pH 5,8)
gewaschen. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt werden die Zellen in 40 ml
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Enzymlosung (Osmotikum mit zusétzlich 1 % Cellulase, 0,5 % Maceroenzym und 0,1 %
Pectinase) aufgenommen und in drei Petrischalen {iber Nacht im Dunklen inkubiert.

Fiir dieTransformation werden die Protoplasten bei 100 x g fiir 5 min zentrifugiert und in
Osmotikum gewaschen, erneut zentrifugiert und in 10 ml W5 Medium aufgenommen, erneut
zentrifugiert und in 5 ml W5 Medium aufgenommen. Dann werden die Ansdtze vereinigt und
die Anzahl der Protoplasten in einer Zdhlkammer bestimmt. Die Protoplasten werden dann fiir
eine Stunde im Dunkeln inkubiert, abzentrifugiert und in MMM-L6sung (1 mM MgCl,, 0,1 %
MES, 0,5 M Mannitol; pH 5,8) aufgenommen, so dafl eine Endkonzentration von 2 x 10°
Protoplasten pro ml resultiert.

Fir die Transformation wird die DNA in Gewebekulturrohrchen vorgelegt, mit einer
abgeschnittenen blauen Spitze werden dann 300 ul Protoplasten auf die DNA pipettiert und
sorgféltig vermischt. Die Zugabe von 300 ul PEG-L6sung (40 % PEG 4000, 0,4 M Mannitol,
0,1 M Ca(NOs),; pH 8) ermoglicht die Aufnahme der DNA in die Zellen. Nach 20 min wird
dieser Vorgang durch die Zugabe von 10 ml W5 Medium gestoppt. Nach Pelletierung (100 x
g/5 min) wird das Pellet in 700 pl MSF-Medium (1x MS-Salze, 100 mg/l myo-Inositol, 1
mg/l Thiamin,

0,2 mg/l 2,4-D, 2mg/l KH,PO4, 0,4 M Saccharose) aufgenommen und 20 h bei 20°C im
Dunklen inkubiert.

3.5.27 Gelretardationsanalysen (GRA)

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 Verzogerung wird auch als "Shift" bezeichnet. Man kann sich dieses
Phinomen zunutze machen um spezifische Bindungen von Proteinen an DNA-Fragmente zu
charakterisieren. Hierzu wird 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 pl. Dieses
setzt sich zusammen aus 4 pl Puffer F+ (20 % Ficoll 40, 100 mM Hepes pH 7,9; 300 mM
KCl, 10 mM DTT, 0,1 % PMSF), 2 ul Puffer D (20 mM Hepes, pH 7,9, 20 % Glycerin, 100
mM KCIL, 0,5 mM EDTA, 0,25 % NP40, 2 mM DTT, 0,1 % PMSF), 4 pl radioaktiv
markierten Oligonukleotiden (25 fmol), 2 pl pdIldC (1 pg/pl), 2 pl rekombinantem Protein
oder 6 pl 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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3.5.28 Chromatin-immunoprezipitation

Die Chromatin-Immunoprezipitation ist eine Methode, mit der die in vivo Bindung von
Proteinen an DNA gezeigt werden kann (Hecht et al., 1996, Johnson et al. 2001).

3.5.28.1 Chromatinpraparation

Zur Gewinnung der Kerne, die bendtigt werden, um das Chromatin zu isolieren werden die
Versuchspflanzen zunichst fiir 24 h ins Dunkel gestellt, um die Stirke zu mobilisieren. Zur
Kreuzvernetzung der DNA-Proteinkomplexe (Solomon und Varshavsky, 1985; Solomon et
al.,, 1988) werden je 10 g Blattmaterial in Einmachgldser iiberfithrt und mit
Crosslinkingpuffer (50 mM Kaliumphosphatpuffer, 1 Prozent Formaldehyd) iiberschichtet.
Dann wird ein Vakuum angelegt, bis die Bldtter mit dem Crosslinkingpuffer vollgesogen sind.
Fiir 10 min wird bei Raumtemperatur inkubiert, dann werden die Blétter nacheinander 3x min
in eiskalter 0,3 M Glycinlosung und dann 3x in 1x TBS gewaschen. Die Blitter werden dann
trockengetupft und in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Von jetzt an alle Schritte auf Eis
durchfiihren.

Die Isolation der Kerne erfolgt wie von Robinson und Hinz (2001) beschrieben, zur
Isolierung des Chromatins verfahrt man wie bei Johnson et al. (2001) beschrieben.

3.5.28.2 Immunoprezipitation

Die Chromatin-Proteinkomplexe werden nun fiir die Immunoprézipitation eingesetzt. Dazu
verfahrt man wie bei Johnson ef al. (2001) beschrieben. Die Waschschritte wurden verkiirzt,
es wurde nur mit NLB mit SDS und TBS jeweils 2 mal gewaschen. Nach der Behandlung mit
RNAse und Proteinase K erfolgt ein 16 h Schritt bei 65°C. Er dient zur Reversion des durch
das Formaldehyd vermittelte Kreuzvernetzen der DNA-Proteinkomplexe (Solomon und
Varshavsky, 1985; Solomon et al, 1988). Nachdem die DNA mit einer Phenol-
Chloroformfallung aufgereinigt wurde, kann sie in einer PCR getestet werden.

3.6 Proteinchemische Methoden

3.6.1 Herstellung denaturierender Gesamtzellextrakte aus Pflanzen

Das Blattgewebe wird unter N, (lig.) aufgemorsert, 50 — 200 mg des Pulvers im gefrorenen
Zustand in ein Eppendorfgefdil 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 fiir 10 min inkubiert. Nach 5’ Inkubation werden die Eppendorfgefilie
mehrmals invertiert. AnschlieBend wird der Rohextrakt 15 min bei 15000 rpm und RT
zentrifugiert um Zelltrimmer und DNA abzutrennen. %/; Volumen des Uberstandes werden in
ein neues Eppendorfgefdl {iberfiihrt. Die Proteinextrakte werden bis zur weiteren
Verwendung bei —80 °C gelagert. Vor Auftragung in der SDS-PAGE werden sie 5 min bei
65 °C inkubiert. Die Proben konnen direkt auf das Gel appliziert werden.
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3.6.2 Herstellung denaturierender Gesamtzellextrakte aus Hefe (Printen
und Spargue, 1994)

Die ODgpy von 5 ml Ubernachtkultur von Hefe wird bestimmt. AnschlieBend werden die
Zellen auf Eis abzentrifugiert und mit eiskaltem Wasser gewaschen. Das Pellet wird bei —70
°C schockgefroren. Die OD-Einheiten der Zellen werden geméal der Formel
OD-Einheit=0D600 x Kulturvolumen

berechnet. Pro 7,5 OD-Einheiten erfolgt die Zugabe von 100 pl auf 60 °C erwérmten
Cracking-Puffer (8M Harnstoff, 5% SDS, 40 mM Tris-HCI (pH 6.8), 0,1 mM EDTA, 0,4
mg/ml Bromphenolblau; je 1 ml frische Zugabe von 10 pl B-Mercaptoethanol, 70 ul
Proteinase-Inhibitorlosung (0,1 mg/ml Pepstatin A, 0,03 mM Leupeptin, 0,37 mg/ml
Aprotinin, 25 pul 0,2 M PMSF). Pro 7,5 OD-Einheiten werden 80 pl Glasperlen zugefiigt, und
der Ansatz fiir eine Minute kriftig gevortext. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 14000 rpm
bei 4 °C wird der Uberstand in ein Eppendorfgefi iiberfiihrt. Das Pellet wird mit den
Glasperlen fiir 5 min gekocht, anschlieBend kréftig gevortext und erneut abzentrifugiert. Dann
werden die Uberstinde vereinigt. Nach 3 min Abkochen konnen sie direkt auf ein SDS-Gel
aufgetragen werden.

3.6.3 Isolierung von Proteinen aus Tabak-Kallussuspensionskulturen

Die Zellen werden mit 700 pul Losung 2 (225 mM Mannitol, 225 mM Sorbitol, InM MES, 50
mM CaCl,; pH ,8) vermischt und abzentrifugiert (400 x g/10 min), die Protoplasten werden
im Riicklauf resuspendiert, in Eppendorfgefifle iiberfithrt und mit Losung 2 auf einen
Milliliter aufgefiillt. Dann werden die Zellen pelletiert (5000 rpm / 10 min) und der Uberstand
verworfen. Die Zellen werden in GUS Extraktionspuffer aufgenommen und durch
zweimaliges gefrieren in fliissigen Stickstoff aufgebrochen. Nach Zentrifugation fiir 20 min
bei 15000 rpm werden die Proteingehalte des Uberstandes ermittelt und die B-Glucoronidase
(GUS)-Aktivitdt quantitativ bestimmt.

3.6.4 Western Blot Analyse

3.6.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE, Laemmli, 1970) dient der
Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekularmasse. Die Polyacrylamidmatrix wird durch
Polymerisation von Acrylamid mit dem Quervernetzer N,N’-Methylenbisacrylamid (BIS)
hergestellt. Die Porengrofle im Gel kann durch die Wahl der Acrylamidkonzentration sowie
des Verhéltnisses Acrylamid/BIS verdndert werden. Die Polymerisation wird durch Zugabe
von Ammoniumpersulfat (APS) durch Erzeugung freier Radikale gestartet. Als Katalysator
wird N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) zugefiigt. In dieser Arbeit wurden
SDS-Gele verwendet, die sich aus einem Trenngel aus 10 % (w/v) Acrylamid/Bis (19:1), 0,4
M Tris/HCI pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (v/v) TEMED, 0,1 % (w/v) APS sowie einem
Sammelgel aus 5 % (w/v) Acrylamid/Bis (19:1), 125 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS,
0,2 % (v/v) TEMED, 0,1 % (w/v) APS zusammensetzen. Nach Beladen der Taschen des Gels
mit je 10 pl Proteinextrakt aus denaturierten Harnstoffextrakten erfolgte der Gellauf bei 20
mA fiir 2 h. Als Laufpuffer diente 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS.
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3.6.4.2 Proteintransfer auf PVDF-Membranen

Der Transfer der im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte
mittels der ,,Semi-Dry-Blotting“-Methode (Kyhse-Andersen, 1984). Dazu wurden drei Lagen
FlieBpapier in Transferpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol, 0,01 %
(w/v) SDS) angefeuchtet und auf die Blottingapparatur aufgelegt. Die PVDF-Membran wurde
in Methanol aktiviert, mit Transferpuffer &dquilibriert und luftblasenfrei auf die Schicht
FlieBpapier gelegt. Das PAA-Gel wurde auf dem Filter positioniert und mit drei Lagen in
Transferpuffer dquilibriertem FlieBpapier bedeckt. Der Elektrotransfer lief fiir 45 min bei 5
mA/cm? Filterfliche. Nach dem Transfer wurde der Filter kurz in TBS gewaschen und
zwischen zwei Lagen FlieBpapier getrocknet. Die Membran wurde vor der Weiterbehandlung
wieder mit Methanol aktiviert.

3.6.4.3 Immunodetektion mit dem ECL+ System

Bei der hier angewendeten indirekten Nachweismethode werden die auf der Membran
immobilisierten Proteine zuerst mit einem Primérantikdrper immunodetektiert. Dieser
Antikorper ist spezifisch gegen ein Epitop des nachzuweisenden Proteins gerichtet. Unter
Verwendung eines Peroxidase-gekoppelten zweiten Antikorpers wird der Primérantikorper
erkannt. Der Nachweis erfolgt mit Hilfe des ECL-Kits der Firma Amersham. Nach Inkubation
des Filters mit einem Substrat-Mix kann die bei der Peroxidase-katalysierten Oxidation des
Substrates Luminol entstehende Chemilumineszenz durch Exposition eines Rontgenfilms
nachgewiesen werden. Das Absittigen freier Stellen auf der Membran (Blocken) erfolgte
durch 1 h Inkubation mit 5 % Milchpulver in TBST. Danach erfolgte fiir 2 h die Inkubation
mit 5 % Milchpulver in TBST und Primérantikorper. Die Membran wurde 3 x 10 min mit 1 x
TBST zum Entfernen von nicht gebundenem Antikdrper gewaschen. Die Inkubation mit dem
Sekunddrantikorper erfolgte in 5 % Milchpulver in TBST fiir 1 h. Nichtgebundener
Antikorper wurde wieder entfernt durch 5 x 5 min Waschen mit 1 x TBS. Das ECL-
Substratmix wurde frisch aus den Losungen 1 und 2 im Verhéltnis 1:1 angesetzt, fiir eine
Membran (9,5 x 6,5 cm) wurden 3 ml Substratmix bendtigt. Die Membran wurde mit der
Proteinseite nach oben auf ein Stiick Haushaltsfolie gelegt, und mit dem Substratmix 1 min
inkubiert. Uberschiissiger Substratmix wurde abgeschiittet und die Membran in Haushaltsfolie
eingeschlagen. Die Detektion der Chemilumineszenssignale erfolgte durch Exposition eines
Rontgenfilms, je nach Signalstirke fiir 15 s bis 10 min. Der Autoradiographiefilm wurde dann
fiir 1-5 min entwickelt, kurz gewéssert und 3 min fixiert.

3.6.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten

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 pl wird in eine Vertiefung einer 96-well-Mikrotiterplatte vorgelegt
und mit 1:4 mit H,O verdiinntem Bradford-Reagenz (Roth) auf 200 pl aufgefiillt. Nach 5’
Inkubation bei RT wird die ODs¢s mit Hilfe des Spektralphotometers (MRX Dynex Plate
Reader) bestimmt. Die Proteinkonzentration kann mit Hilfe einer, mit einem BSA-Standard
(0, 1, 4 und 8 pg) erstellten Eichgerade ermittelt werden.
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3.6.6 Messung der B-Glukuronidase (GUS)-Aktivitat

Die B-Glucuronidase (GUS) ist das Genprodukt des gus-Reportergens. Das Enzym GUS ist in
der Lage B-Glucuronide in D-Glucuronséuren und einen aglyconischen Rest zu spalten. Setzt
man das kiinstliche Substrat 4-Methylumbeliferyl-f-D-Glucuronid (4-MUG) ein, so erhilt
man nach der Hydrolyse das fluoreszierende Molekiil Methylumbeliferon (MU). Durch die
Stirke der Fluoreszenz in den Ansitzen ldsst sich die umgesetzte Menge MU quantifizieren
und die Aktivitit der GUS bestimmen. Die Anregung des MU erfolgt bei 360 nm, die
Messung der Emission bei 460 nm. Dazu werden 100 pl einer geeigneten Verdiinnung der
Gesamtzellextrakte in Gus-Ex-Puffer (50 mM Na-Phosphatpuffer, 10 mM EDTA, 0,1 % (v/v)
Triton X 100, 0,1 % (v/v) Sarkosyl und 0,05 % (v/v) B-Mercaptoethanol) mit 100 ul 4 mM
MUG versetzt und in einer Mikrotiterplatte bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min (T1) wird die
Reaktion der einen Hilfte des Reaktionsansatzes durch Zugabe von 100 pul GUS-Stoppuffer
(0,2 M Na,CO3) abgestoppt. Nach weiterer Inkubation fiir 37 °C iiber einen definierten
Zeitraum (T2), in der Regel 1 h, wird auch die Reaktion in der anderen Haélfte des
Reaktionsansatzes abgestoppt. Die Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgt im CytoFluor II
Plate Reader. Als Standard wurden 50 pmol MU verwendet.

Die GUS-Aktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:

AF x 50 pmol MU
Agys = :
At x mg Protein x Fy, v

Agus = GUS-Aktivitdt [pmolMU min’! mg'l Protein]
AF = Differenz der Fluoreszenz von T2 und T1
At = Zeitdifferenz zwischen T2 und T1

3.6.7 ,Far Western“-Analyse

Das Koderprotein, hier 20 pl nicht radioaktiv markiertes in vitro Translatat, wird mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Western-Transfer auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen.
Die Membran wird kurz getrocknet und dann mit der proteinbeladenen Seite nach innen in ein
50 ml Greiner-Reaktionsgefdl iiberfiihrt. AnschlieBend werden 25 ml Séattigungspuffer (20
mM Tris/HCl pH 7,5; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 % Glycerin, 0,4 %
Nonident-P40, 5 % Magermilchpulver) zugegeben. Es wird 1,5 h bei RT im Rollenmischer
inkubiert. Dann werden 40 ul **S-Methionin markiertes Zielprotein zugegeben. Es wird fiir 2
h bei RT im Rollenmischer inkubiert. Das nichtgebundene Zielprotein wurde durch
dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Die Membran wird {iber Nacht auf einen IP-Screen
aufgelegt und am nichsten Morgen wird das Signal im Phosphoimager detektiert.

3.6.8 In vitro Protein Translation

Die in vitro Translation erfolgt unter Verwendung von 0,5 pg der in vitro transkribierten RNA
mit dem Rabbit Reticulocyte Lysate System der Firma Promega nach Anweisung des
Herstellers. Die Zell-Lysate aus Kaninchenreticulocyten weisen alle Komponenten auf, die
fiir die Translation notwendig sind (Pelham und Jackson, 1976). Dabei konnen sowohl nicht
radioaktiv markierte Proteine fiir Gelshifts, als auch mit *°S-Methionin markierte Proteine fiir
die Far-Western Analysen und auch fiir die Kontrolle des Translationserfolgs im SDS-PAGE
synthetisiert werden.
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3.6.9 oNPG-Test

Das lacZ-Reportergen kodiert fiir die B-Galaktosidase. Die B-Galaktosidase ist ein
hydrolytisches Enzym, welches das Disaccharid Lactose in Glucose und Galaktose spaltet.
Die 3-Galactosidase kann auch chromogene Substratanaloga wie X-Gal oder oNPG umsetzen
und ist somit ein geeignetes Reporterenzym. Der oNPG-Test erlaubt eine qualitative und
quantitative Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitit. Er beruht auf der Hydrolyse des
Substrates oNPG unter Freisetzung des Farbstoffes o-Nitrophenol, der eine gelbe Farbung
aufweist. Die Anzucht der Hefe erfolgt iiber Nacht in 3 ml SD Medium bei 30 °C. Am
ndchsten Morgen wird die ODggo bestimmt. 2 ml der Kultur werden pelletiert und in 665 ul H-
Puffer (100 mM HEPES / KOH, pH 7,0; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl,, 1 % BSA)
resuspendiert. Eine Nullkontrolle wird parallel behandelt. Durch Zugabe von 55 pul
Chloroform und 55 pl SDS und nach 1 min vortexen sind die Zellen lysiert. Dann wird als
Substrat 125 pl oNPG-Losung (4 mg/ml oNPG gelost in H-Puffer) zugegeben. Die Reaktion
lauft fir 30 min bei 37 °C ab. Zum Abstoppen der Reaktion werden 400 pl
Natriumcarbonatlosung (1 M) zugegeben. Die genaue Reaktionszeit wird notiert. Die festen
Bestandteile werden durch Zentrifugation fiir 5 min in der Tischzentrifuge pelletiert. Der klare
Uberstand wird abgenommen und die ODy; wird bestimmt. Dieses Protokoll (Frohmeyer,
personliche Mitteilung) ist eine Modifikation des Originalprotokolls nach Miller, (1972).

Die Berechnung der 3-Galaktosidase Aktivitdt erfolgt nach der Formel:

(1000 x OD,,,)
(V xtxODgy,)

B-Galaktosidaseaktivitét [units] =

V = Volumen der Kultur (2 ml)
t = Reaktionszeit in Minuten

3.7 Konstruktion der verwendeten Plasmide

Die Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Plasmide finden sich im
Anhang.

3.7.1 Konstruktion des Plasmids pSK-BZI-3

Im Yeast Two Hybrid Screen wurde lediglich ein um den 5° Bereich verkiirzter BZI-3 Klon,
wie man an Datenbankvergleichen erkennen konnte, isoliert. Um den Gesamtklon zu
isolieren, wurde daher eine RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) durchgefiihrt. Dabei
wurde ein PCR-Fragment von 700 Bp Lénge isoliert. Dieses wurde in den Vektor puc57-T
ligiert und mit den Primern M13 reverse und M13 universal sequenziert. Es handelte sich um
den 5°- Bereich des Klons BZI-3, da der Anfang der schon bekannten Sequenz gefunden
werden konnte. Nun konnte der Gesamtldngenklon isoliert werden, indem mit den Primern
pN3-4 und pN3-5 eine PCR auf der cDNA des Kultivars SNN durchgefiihrt wurde, diese
beiden Primer fiigen die Schnittstellen Acc651 und Xbal an die fiir BZI-3 kodierende Sequenz
an. Das erhaltene PCR-Fragment wurde mit Acc651 und Xbal gespalten und dann in den
Vektor pSKBluescript (MBI) ligiert wurde, der ebenso gedffnet wurde. Dieser Vektor kann
fiir in vitro Transkription genutzt werden.
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3.7.2 Konstruktion des Plasmids pSK-BZI-4

Im Yeast Two Hybrid Screen wurde lediglich ein um den 5° Bereich verkiirzter BZI-4 Klon,
wie man an Datenbankvergleichen erkennen konnte, isoliert. Um den Gesamtklon zu
isolieren, wurde daher eine RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) durchgefiihrt. Dabei
dabei gewonnene PCR-Fragment war 800 Bp groB3 und wurde in den Vektor puc57-T ligiert.
Eine Sequenzierung bestitigte, dass es sich um den 5’- Bereich des Klons BZI-4 handelt. Zur
Isolation des Gesamtklons wurde eine PCR mit den Primern pN4-4 und pN4-5 durchgefiihrt,
diese beiden Primer fligen die Schnittstellen Acc651 und Xbal an die fiir BZI-4 kodierende
Sequenz an. Das erhaltene Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen Acc651 und Xbal
geschnitten und in den auf gleiche Weise gedffneten Vektor pSKBluescript (MBI) ligiert.
Dieser Vektor kann fiir in vitro Transkription genutzt werden.

3.7.3 Konstruktion des Plasmids pSK-BZI-2

Im Yeast two Hybrid Screen wurde ein BZI-2 Klon isoliert, der vor dem Translationstart auch
noch einen 600 Bp langen 5’-untranslatierten Bereich enthélt. Um einen Klon zu erhalten, der
nur den fiir das BZI-2 Protein kodierenden Bereich umfaflt, wurde der Vektor pGAD-BZI-2
mit dem Restriktionsenzym Dral geschnitten. Dabei entsteht ein 645 Bp grofes Fragment,
dass die fiir BZI-2 kodierende Sequenz umfasst. Dieses Fragment wurde in den mit Smal
gedftneten Vektor pucA7Tx ligiert. Dieser Vektor wurde pucA7Tx-BZI-2 genannt.

Das fiir BZI-2 kodierende Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen Acc651 und Xbal aus
dem Vektor pucA7tx-BZI-2 herausgeschnitten und in den mit den gleichen Enzymen
gedffneten Vektor pSK ligiert. Dieser Vektor kann fiir in vitro Transkription genutzt werden.

3.7.4 Konstruktion des Vektors pBIN-BZI-2

Der Vektor pBinHygTx wird mit den Enzymen Acc651 und Xbal gedffnet. In diesen
geoffneten Vektor wird das mit Acc651 und Xbal aus dem Vektor pSK-BZI-2
herausgespaltene fiir BZI-2 kodierende Fragment ligiert.

3.7.5 Konstruktion des Plasmids pBIN-BZI-3

Das fiir BZI-3 kodierende Fragment wird mit den Enzymen Acc651 und Xbal aus dem Vektor
pSK-BZI-3 herausgespalten. Dieses Fragment wird dann in den mit den gleichen Enzymen
gedffneten pBinHygTx inseriert.

3.7.6 Konstruktion des Plasmids pBIN-BZI-4

Das fiir BZI-4 kodierende Fragment wird mit den Enzymen Acc651 und Xbal aus dem Vektor

pSK-BZI-4 herausgespalten. Dieses Fragment wird dann in den mit den gleichen Enzymen
geodffneten pBinHygTx inseriert.
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3.7.7 Konstruktion des Plasmids pHBT-BZI-2

Der Vektor pHBT wurde mit den Enzymen Acc651 und BamHI gespalten. Das fiir BZI-2
kodierende Fragment wurde mit den gleichen Enzymen aus dem Vektor pucA7Tx-BZI-2
herausgespalten und in den gedffneten Vektor pHBT ligiert. Der so enstandende Vektor
pHBT-BZI-2 eignet sich als Effektorplasmid in transienten Assays.

3.7.8 Konstruktion des Plasmids pHBT-BZI-3

Der Vektor pHBTL-sGFP wurde mit den Restriktionsenzymen Notl und Acc651 gedffnet. In
diesen Vektor wurde ein fiir BZI-3 kodierendes DNA-Fragment inseriert, dass iiber die
Schnittstellen Nofl und Acc651 aus dem Vektor pSK-BZI-3 herausgespalten worden war. Der
so enstandende Vektor pHBT-BZI-3 eignet sich als Effektorplasmid in transienten Assays.

3.7.9 Konstruktion des Plasmids pHBT-BZI-4

Der Vektor pHBTL-sGFP wurde mit den Restriktionsenzymen Nofl und Acc651 gedftnet. In
diesen Vektor wurde ein fiir BZI-3 kodierendes DNA-Fragment inseriert, dass iiber die
Schnittstellen Notl und Acc651 aus dem Vektor pSK-BZI-3 herausgespalten worden war. Der
so enstandende Vektor pHBT-BZI-4 eignet sich als Effektorplasmid in transienten Assays.

3.7.10 Konstruktion des Plasmids pGBT-BZI-2c

Auf dem Vektor pSK-BZI-2 wurde mit den Primern pB2-E und pB2-S eine PCR
durchgefiihrt. Das dabei amplifizierte PCR-Fragment kodiert fiir BZI-2, die Schnittstellen
EcoRI und Sall werden an das Fragment durch die Primer angefiigt. Das Fragment und der
Vektor pGBT9 werden mit den Restriktionsenszymen EcoRI und Sall geschnitten. Das
Fragment kann nun in den gedffneten Vektor pGBT9 inseriert werden. Dabei wir das fiir BZI-
2 kodierende Fragment unter Erhaltung des Leserasters 3’ der fiir die GAL4BD kodierenden
Sequenz inseriert. Der entstandene Vektor pGBT-BZI-2c kodiert fiir ein Fusionsprotein aus
GAL4BD und BZI-2.

3.8 Langenbestimmungen

3.8.1 Langenbestimmung der Bliitenorgane

Zur Quantifizierung der BliitengroBen werden vollstindig entfaltete Bliiten von
Erdkulturpflanzen aus der Klimakammer verwendet. Die Groflen werden mit Hilfe eines
Lineals bestimmt, wobei die GroBe der Gesamtbliite vom Bliitenboden bis zur oberen
Woélbung der Petalen bestimmt wird. Die Linge der Stamen wird vom Bliitenboden bis zur
oberen Kante des Pollensackes bestimmt. Zur Bestimmung der Stempelldnge (Pistill) wird die
Bliite aufpripariert. Der Stempel wird direkt tiber dem Fruchtknoten abgebrochen und von der
Bruchstelle bis zur Spitze ausgemessen. Die gemessenen Werte werden gemittelt und die
Standardabweichung ermittelt.
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3.8.2 Bestimmung des Internodienabstandes

Zur Bestimmung der Internodienabstdnde wurde von blithenden Erdkulturpflanzen unterhalb
des Bliitenstandes die Lidnge von 15 aufeinander folgenden Internodien mit einem Lineal
ausgemessen. Die gemessenen Werte werden gemittelt und die Standardabweichung ermittelt.

3.8.1 Langenbestimmung des Sprosses einer Tabakpflanze
Zur Bestimmung der Lénge des Sprosses einer Tabakpflanze wurde die Gesamthdhe einer
blithenden Erdkulturpflanze wurde die Gesamthohe des Sprosses von der Oberfliche der

Pflanzenerde bis zum hochsten Punkt der Pflanze mit einem Zollstock gemessen. Die
gemessenen Werte werden gemittelt und die Standardabweichung ermittelt.

3.9 Mathematische Formeln

3.9.1 Formel zur Berechnung des Mittelwertes

n
S
<x>=-EL

n

3.9.2 Formel zur Berechnung der Standardabweichung

anxZ—@x)z

n(n—1)

3.10 Computerprogramme zur Analyse der Sequenzen

Vektor NTI, Version 6.0

Blast (Gish et al., 1993; Altschul ef al., 1990; Altschul et al., 1997 ; Madden et al., 1996)
MultAlin (Corpet, 1988)

ProtParam (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html)

Coils, Version 2.2 (Lupas et al., 1991 ; Lupas, 1996 ; Parry, 1982)
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung und Charakterisierung von BZI-1 Interaktions-

partnern unter Verwendung des Yeast Two Hybrid Systems

Zur Isolierung von Protein-Interaktionspartnern des bZIP-Transkriptionsfaktors BZI-1 wurde
in dieser Arbeit mit dem Matchmaker GAL4-Yeast Two Hybrid System gearbeitet (Clontech,
1996). Dieses verwendet Reportergene unter der Kontrolle von ,Upstream Activating
Sequences” (UAS), an die der Transkriptionsfaktor GAL4 bindet. Die Reportergenkasetten
sind in das Hefe-Genom integriert. Das Yeast Two Hybrid System basiert auf dem
modularem Aufbau des Transkriptionsfaktors GAL4 (Brent und Ptashne 1985; Ma und
Ptashne 1987). Dieser besitzt zwei funktionelle Doménen. Die DNA-Bindedomine (Keegan
et al., 1986) interagiert mit der GAL4-UAS (Guarente et al., 1982, Giniger et al., 1985) der
DNA und positioniert den Transkriptionsfaktor in der Ndhe des Transkriptionsstartpunktes.
Die Aktivierungsdoméne wird benétigt, um die Transkription der Gene durch Interaktion mit
dem RNA-Polymerase II Komplex einzuleiten (Ma und Ptashne, 1987). Es ist aber mdglich,
die beiden funktionellen Dominen des GAL4-Proteins als zwei getrennte Proteinfragmente zu
exprimieren (Ma und Ptashne, 1987). Im Yeast Two Hybrid System untersucht man die
Interaktion von Proteinen, indem man das eine Protein mit der GAL4 Bindedoméne
(GAL4BD) und das andere Protein mit der GAL4 Aktivierungsdomine (GAL4AD)
fusioniert. Wenn die Proteine interagieren, wird die rdumliche Ndhe zwischen GAL4BD und
GALA4AD hergestellt, der GAL4 Transkriptionsfaktor wird rekonstituiert (Zur Ubersicht siche
Fields und Song, 1989; Allen et al., 1995; Brachmann et al., 1997; Chien et al 1991; Fields
und Sternglanz, 1994; Fritz und Green, 1992; Guarente 1993). Dieser kann dann iiber einen
GAL4 abhingigen Promotor mit UAS die Reportergen-Expression aktivieren. Zur
Konstruktion der Fusionsproteine werden im Matchmaker GAL4-Yeast Two Hybrid System
die Vektoren pGBTY, der fiir die GAL4BD kodiert und pGAD424, der fiir die GAL4AD

kodiert, verwendet.
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4.1.1 BZI-1 ist ein Transkriptionsaktivator in Hefe

Das BZI-1 Protein aus Tabak weist viele Eigenschaften eines Transkriptionsfaktors auf. So
besitzt BZI-1 eine DNA-Bindedomine mit moglichem Kernlokalisierungssignal (Nuclear
Localisation Signal, NLS, van der Krol und Chua, 1991; Varagona und Raikel, 1994), BZI-1
ist im Kern lokalisiert und kann an DNA binden (Kuhlmann et al., 2003). Vor der
Verwendung von BZI-1 im Yeast Two Hybrid System als Bait (Kdder) zur Isolation von
Interaktionspartnern musste untersucht werden, ob BZI-1 ein Transkriptionsaktivator in Hefe
ist. Autoaktivierung des Bait-Proteins resultiert im Hefe Two Hybrid System in hoher
Hintergrundaktivitét mit vielen Falsch-Positiven Klonen.

Wenn der Transkriptionsfaktor BZI-1 starke Aktivierungseigenschaften hat, dann sollte eine
Fusion von BZI-1 mit der GAL4BD ausreichen, um die Reportergene zu aktivieren, ohne dass
die GAL4AD erforderlich ist. Die Transformation mit dem Hefevektor pGBT9 diente als
Negativkontrolle. Die Hintergrundaktivitit der Reportergene war sehr gering. Als
Positivkontrolle wurde die Hefe mit den Vektoren pAV und pTD transformiert (Iwabuchi et
al., 1993; Li et al., 1993; Chien et al., 1991). Es handelt sich hierbei um die im Clontech
Matchmaker GAL4-Yeast Two Hybrid System als Positivkontrollen vertriebenen Vektoren.

PGBT-BZI-1-AN BOEE | lz.:z

3 51,88
Positiv Kontrolle

pGBTY BD F1.s4

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9a

R-Galaktosidase Aktivitat [units]

Abb. 4.1: Analyse der Aktivierungseigenschaften von BZI-1 im Hefe-System. Durchgefiihrt wurde ein
oNPG-Test. Aufgetragen auf der x-Achse sind jeweils die 3-Galaktosidaseeinheiten (siche unter 3.6.9).
Getestet wurde die Autoaktivierung von BZI-1 und BZI-1-AN, die als Fusionen mit der GAL4BD
exprimiert wurden. Als Negativkontrolle wurde die Transformation mit dem Vektor pGBT9 benutzt. Als
Positivkontrolle diente ein Ansatz von Hefen mit den Vektoren pAV und pTD. Es wurden jeweils drei
unabhiingige Messungen durchgefiihrt. Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden
aufgetragen.
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Transformation der Hefe mit dem Vektor pGBT-BZI-1 fiihrte zu einer starken Aktivierung
der Reportergene. Die Aktivitit war im oNPG-Test mit 77,54 ,,units* wesentlich stérker als in
der Positivkontrolle mit 51,88 ,,units“ (Abb. 4.1). Die Aktivierung des Reportergens durch
BZI-1 beruht allein auf der Wirkung von BZI-1, ohne dass eine Interaktion mit einem
zweiten, mit der GAL4AD fusionierten Protein vorliegt. BZI-1 ist also ein starker
Transkriptionsaktivator in Hefe. Der Vektor pGBT-BZI-1AN kodiert fiir ein BZI-1 Derivat
mit deletiertem Aminoterminus. Es fehlen diesem Konstrukt die ersten 72 Aminoséduren.
Dieses BZI-1-AN Derivat hatte seine Aktivierungseigenschaften verloren, die B-
Galactosidaseaktivitit betrug nur noch 2,2 ,,units“. Aufgrund der Aktivierungseigenschaften
des Aminoterminus von BZI-1 sind Konstrukte, die diesen Aminoterminus enthalten, nicht
geeignet, um mit dem Yeast Two Hybrid System Proteine zu isolieren, die mit BZI-1
interagieren, da die Hintergrundaktivitit zu hoch ist. Im Yeast Two Hybrid System wurden
daher zur Isolation von Interaktionspartnern Konstrukte ohne diesen Aminoterminus

verwendet.

4.1.2 BZI-1 interagiert mit BZI-2, BZI-3 und BZI-4 in Hefe

Um Interaktionspartner von BZI-1 zu isolieren, wurde mit verschiedenen BZI-1-Derivaten
gearbeitet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Yeast Two Hybrid Screen mit BZI-1,35450 als
Koder durchgefiihrt (Strathmann, 1999). Dieses Protein kodiert fiir den Carboxyterminus von
BZI-1 einschlieBlich des bZIP-Bereiches. Die Expression der Fusion von GAL4BD mit BZI-
1233450 konnte im Western-Blot nachgewiesen werden (Abb. 4.2B). Als cDNA-Bank dient
die Fusion von Tabakblatt cDNAs mit der GAL4AD. Die Transformationseffizienz lag bei 5
x 10* cfu/ug DNA. 3 x 10’ Zellen wurden transformiert. Als Auxotrophiemarker wird
zundchst das ADE2 Gen verwendet. 88 Klone konnten auf Selektivmedium ohne Adenin
wachsen. 85 dieser Klone zeigten auch eine Aktivitit des HIS3 Gens.

In diesem Yeast Two Hybrid Screen konnten drei mit BZI-1 interagierende bZIP-Proteine,
BZI1-2, BZI-3 und BZI-4 (Strathmann et al., 2001) isoliert werden. Von den 85 isolierten
Klonen kodierten 17 fiir BZI-2 , 13 Klone fiir BZI-3 und 13 fiir BZI-4 (Strathmann, 1999).
Um die Protein-Doméne zu bestimmen, die diese Interaktion vermittelt, wurden verschiedene

BZI-1 Derivate auf ihre Interaktion mit den anderen BZI-Proteinen getestet (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Kartierung der Proteindoméinen von BZI-1, die eine Interaktion mit BZI-2, BZI-3 und BZI-4
vermitteln. A-C: Western-Blot Analyse zum Nachweis der einzelnen Bait-Fusionsproteine. Der Nachweis
in A erfolgte mit a—GAL4BD-Antikorper, der Nachweis in B und C erfolgte mit a-HA-Antikérper. D:
Verschiedene BZI-1 Derivate, die als Bait benutzt wurden, wurden mit der GAL4BD fusioniert, diese
wurden schematisch dargestellt. In einigen Konstrukten war der HA-Tag vorhanden, er ist durch ein
schwarzes Rechteck symbolisiert. Das dunkelgraue Rechteck symbolisiert die basische DNA-
Bindedomine, der Leucinzipper wird durch ein weilles Rechteck dargestellt. Als Prey dienten GAL4AD
Fusionen mit BZI-2/-3 oder —4 sowie TGA2.1 und TGAZ2.2 als Kontrolle. Aufgetragen sind jeweils die B3-
Galaktosidaseeinheiten (siehe unter 3.6.9). Als Negativkontrolle wurde die Transformation mit den
Ausgangsvektoren pGAD424 und pGBT9 benutzt. Als Positivkontrolle diente ein Ansatz von Hefen mit
den Vektoren pAV und pTD. Es wurden jeweils drei unabhingige Messungen durchgefiihrt, der
Mittelwert und die Standardabweichung wurden aufgetragen.
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Die Translationsfusion der GAL4BD mit den BZI-1-Derivaten BZI-173.041, BZI-1535.450 und
BZI-1-AN wurde im Western-Blot {iberpriift (Abb. 4.2 A-C). oNPG-Analysen der
Reportergenaktivitdt zeigten, dass die Interaktion iliber die bZIP-Doméne vermittelt wird.
Derivate, die fiir BZI-1 kodieren, aber die bZIP-Doméne nicht beinhalten, zeigen keine
Interaktion mit den Proteinen BZI-2, BZI-3 und BZI-4 (Abb. 4.2D). Die Homodimerisierung
von BZI-1 fiihrt ebenfalls zu einer Aktivierung der Reportergene, allerdings ist die Aktivitdt
um das 6-10 fache geringer als bei der Heterodimerisierung. Um zu {iiberpriifen, ob die
Interaktion von BZI-1 mit BZI-2, BZI-3 und BZI-4 spezifisch ist, oder ob BZI-1 auch mit
anderen bZIP-Transkriptionsfaktoren interagiert, wurde eine Interaktion zwischen BZI-1 und
TGA-Faktoren untersucht. BZI-1 interagiert nicht mit den TGA-Faktoren TGA2.1 und
TGA2.2 (Niggeweg et al., 2000). Auch eine Interaktion mit CPRFS5, einem bZIP-
Transkriptionsfaktor aus Petersilie mit groer Homologie zu G-Box bindenden Faktoren
(Riigner et al., 2000), findet nicht statt (Daten nicht gezeigt). BZI-1 interagiert jedoch mit den
Proteinen CPRF6 und CPRF7 aus Petersilie (Riigner et al., 2000), die als Interaktionspartner
des BZI-1 dhnlichen Proteins CPRF2 isoliert wurden und wie BZI-2, BZI-3 und BZI-4 zur
Gruppe S gehoren (Daten nicht gezeigt). Die Interaktion von BZI-1 mit bZIP-Proteinen der
Gruppe S ist daher spezifisch.

4.1.3 Die Interaktion von BZI-1 mit BZI-2, BZI-3 und BZI-4 kann in vitro

bestatigt werden

Eine im Yeast Two Hybrid System gefundene Interaktion sollte in einem anderen
Versuchssystem bestdtigt werden. Ein guter Nachweis fiir eine Protein-Protein Interaktion in
vitro ist die ,,Far Western* Analyse (Kato et al., 1994; Naguapalli et al., 1995). Hier wird ein
Protein nach SDS-PAGE auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Nach einem
Renaturierungsschritt wird diese Membran mit dem zweiten Protein inkubiert, das entweder
immunologisch oder radioaktiv nachgewiesen werden kann. Bei einer Interaktion zwischen
den beiden Proteinen, ist eine Bande auf der Laufhohe des ersten Proteins auf der Membran
erkennbar. In diesem Versuch wurde zundchst rekombinantes BZI-1 Protein und als
unspezifisches Kontrollprotein BSA auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen. Die
Inkubation mit [*°S]-Methionin markiertem BZI-2, BZI-3 oder BZI-4 Protein erlaubte die
Detektion der Interaktion (Abb. 4.3A-C), da diese radioaktiv markierten Proteine mit BZI-1

auf der Membran interagieren. Man kann daher eine Bande erkennen, die auf der Detektion
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des markierten Proteins beruht, das an das auf die Membran iibertragene BZI-1 Protein
bindet. Als Kontrolle diente eine Membran, auf die BSA als unspezifische Proteinkontrolle, in
vitro translatiertes TGA2.2 Protein und BZI-2 aufgetragen war (Abb. 4.3D). Bei Inkubation
mit radioaktiv markiertem BZI-1 148t sich lediglich eine Bande in der BZI-2 Spur detektieren,
da BZI-1 weder mit BSA noch mit TGA2.2 interagiert, lassen sich diese Banden nicht iiber
radioaktiv markiertes BZI-1 nachweisen. Die spezifische Interaktion zwischen BZI-1 und den

anderen BZI-Proteinen konnte also mit diesem in vitro Nachweis bestétigt werden.

BSA Rek. BZI-1 BSA Rek. BZI-1 BSA Rek. BZI-1 BSA TGA2.1 BZI-2
i o O T B
—80 kD —80kD |t nesarnd :
— 80 kD
__ |[€=81kD L . r=81kD
—_49kD 4—%—EB < 49kD
: — 25 kD
—36 kD | 35kD +—36 kD — 20 kD
— 14 kD
— 9 kD
Radioaktiv markierte Radioaktiv markierte Radioaktiv markierte Radioaktiv markierte
Probe: BZI-2 Probe: BZI-3 Probe: BZI-4 Probe: BZI-1

Abb. 4.3: In vitro Analyse der Interaktion von BZI-1 mit BZI-2, BZI-3 und BZI-4 im ,,Far-Western“-Blot.
A, B, C: Rekombinantes BZI-1 Protein und BSA wurden auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Die
Detektion der Interaktion erfolgte durch Inkubation dieser Membran mit in vifro translatiertem
radioaktiv markierten BZI-2 (A), BZI-3 (B) oder BZI-4 (C) Protein. D: in vitro translatiertes BZI-2 und
TGAZ2.1-Protein und BSA wurden auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Die Detektion der
Interaktion erfolgte durch Inkubation dieser Membran mit in vitro translatiertem radioaktiv markierten
BZI-1 Protein.

4.1.4 Isolierung des BZI-3 Volllangen-Klons

Der Datenbank-Vergleich (Altschul et al., 1997) des im Yeast Two Hybrid Screen isolierten
BZI-3 Klons mit anderen homologen bZIP-Proteinen ergab, dass es sich um eine partielle
cDNA handelte. Sie codierte fiir Abschnitte der basischen DNA-Bindedoméne, dem
Leucinzipper und den Carboxyterminus, der Aminoterminus war aber nicht vorhanden. Um
den Gesamtklon zu isolieren, wurde daher eine RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial diente mRNA des Kultivars SNN. Mit den Primern
pRN32 (genspezifisch) und upm (universal primer mix, Adaptor-spezifisch) wurde auf einer
nach Anleitung des SMART RACE cDNA Amplification Kits (Clontech, 1999) konstruierten
cDNA Bank eine PCR durchgefiihrt. Es folgte eine PCR mit den ,,nested* Primern pRN31

und nup (nested universal primer). Diese zweite Reaktion erhoht die Spezifitdt. Dabei wurde
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ein PCR-Fragment von etwa 700 Bp Lénge isoliert (Abb. 4.4A). Dieses wurde aus dem Gel
isoliert und in den Vektor puc57/T ligiert und mit den Primern M13 universal und M13
reverse sequenziert. Es handelte sich um den 5°- Bereich des Klons BZI-3, 3° der
unbekannten Sequenz konnte der Anfang der bekannten Sequenz identifiziert werden. Die
BZI-3 ¢cDNA (Abb. 4.4B) zeichnet sich durch einen 369 Bp langen 5’ untranslatierten
Bereich aus. In diesem befinden sich zwei potentielle Methionin-Start-Codons, jeweils
gefolgt von einem Stop-codon. Diese upstream Open Reading Frames (uORF) kodieren
potentiell fiir Peptide mit einer Lidnge von 7 Aminosduren (uUORF1) und 25 Aminoséduren
(uORF2). Der uORF1 befindet sich im gleichen Leseraster wie BZI-3. Bei Bp 370 befindet
sich das Startcodon des BZI-3 Proteins. Es beginnt ein offener Leserahmen tiber 435 Bp, das
BZI-3 Protein besteht aus 144 Aminosduren. Das berechnete Molekulargewicht betragt 17
kD. Abbildung 4.4 stellt die Lage der spezifischen Primer und Sequenz der BZI-3 ¢cDNA dar.
Die abgeleitete Proteinsequenz weist typische Merkmale eines bZIP Transkriptionsfaktors
auf. Man kann deutlich die basische DNA-Bindedomédne und den Leucin-Zipper iiber 8
heptamere Wiederholungen erkennen. Eine Analyse der BZI-3-Aminosduresequenz mit dem
Coils-Programm (Lupas et al., 1991; Lupas, 1996; Parry, 1982) ergibt eine hohe
Wabhrscheinlichkeit zur Ausbildung einer coiled-coil Konformation des Leucinzippers (siche
Anhang). Anstelle des Leucins in der vierten heptameren Wiederholung im Leucinzipper
befindet sich ein Valin. Hier errechnet das Programm einen Riickgang der Wahrscheinlichkeit

zur Ausbildung einer coiled-coil Konformation (siche Anhang).
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pRN3.1
GAGAAGATTGACGCTGTGGSAAGAAACTACCTCACCCTCGATGCGGAGAAC
E XK I DAV GRNY L T L D A E N
PRN3.2
AATGTCTTGAGGGCTCAAATGGCAGAACTGACTGAACGCTTGGATTCTCTC
N VL RAQMATETLTTET®RTILTD S L

AATTCGCTCACTCGTTTCTGGGCTGATGCTAATGGACTAGCTGTGGATATC
N s L T R F WA D AN G L A V D I

CCTGAAATTCCTGACACTTTGCTTGAGCCCTGGCAGCTTCCTTGCCCAATT
P E I P D T L L E P W Q L P C P I

CAACCCATCACTGCTTCTGCTGATATGTTTAAGTTTTGAGCTGCTGCTCTG
g p I T A S A D M F K F *

CAGTTCTGAACTACTCTGCTCTTAGCTTGAATTCTTGGTTAATCAGGTGTT
GTTTTGTCTTGATTGGAGATGCGATCCTTAGTGGAAGTGGACCTG

Abb. 4.4: Isolierung des 5° Bereichs der BZI-3 cDNA mit Hilfe einer Rapid-Amplification of cDNA Ends
(RACE) A: Agarosegel. M: Grifienstandard, A Pstfl. R: RACE Reaktionsansatz, 5°-BZI-3 Fragment.
Verwendete Primer: nup und pRN3.1 (siche B). B: Sequenz der BZI-3 ¢cDNA. Das Start-ATG der fiir
BZI-3 kodierenden Sequenz ist fett gedruckt, das Stopcodon ist mit einem Stern markiert. Die
Aminosduresequenz der uORFs und des fiir BZI-3 kodierenden ORFs ist eingetragen. Die basische
Domiine (nach Suckow et al, 1999) ist durch Unterstreichung hervorgehoben. Die heptamere
Wiederholung des Leucinzippers ist unterstrichen dargestellt. Eingetragen ist die Lage der Primer
pRN3.1 und pRN3.2, die benutzt wurden, um den Gesamtlingenklon zu isolieren. Der Ubergang der im
Yeast Two Hybrid Screen isolierten Sequenz von der durch RACE vervollstindigten ist durch ein

Dreieck markiert.
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4.1.5 Isolierung des BZI-4 Volllangen-Klons

Der im Yeast Two Hybrid Screen isolierte BZI-4 Klon kodiert fiir einen partielles BZI-4
Protein, wie Homologievergleiche zu anderen bZIP-Proteinen ergaben. Auch in diesem Fall
konnte der Gesamtklon mittels RACE isoliert werden. Als Primer fiir die erste RACE-
Reaktion wurden pRN42 und upm verwendet, fiir die zweite wurden pRN41 und nup benutzt.
Das dabei gewonnene PCR-Fragment war etwa 800 Bp gro8 und wurde in den Vektor
puc57/T inseriert. Eine Sequenzierung bestétigte, dass es sich um den 5’- Bereich des Klons
BZI-4 handelt. Abb. 4.5 stellt die Lage der genspezifischen Primer und die aus den
verschiedenen Klonen zusammengetragene Sequenz der BZI-4 cDNA dar.

Auch die BZI-4 cDNA weist einen langen 5’ untranslatierten Bereich iiber 628 Bp auf. Es
befinden sich fiinf uORFs in diesem Bereich, uORF1 kodiert potentiell fiir ein Peptid mit 3
Aminosiuren, uUORF2 kodiert fiir 9 Aminosduren, uORF3 und uORF5 fir 10 Aminosauren,
uORF4 fiir 12 Aminosduren. Das Startcodon des BZI-4 Proteins befindet sich bei Bp 629.
Hier beginnt ein offener Leserahmen iiber 417 Bp, das BZI-4 Protein ist 138 Aminosduren
lang und hat ein berechnetes Molekulargewicht von 16 kD. BZI-4 weist typische
Eigenschaften eines bZIP-Transkriptionsfaktors auf. Das Protein beinhaltet eine basische
DNA-Bindedomine. Es schlieft sich ein Leucinzipper an, der 8 Wiederholungen aufweist. In
der vierten Wiederholung befindet sich anstelle des Leucins ein Threonin, in der fiinften
Wiederholung ist anstelle des Leucins ein Cystein eingebaut. Das Coils-Programm (Lupas et
al.,, 1991; Lupas, 1996; Parry, 1982) errechnet fiir den Einbau des Cysteins eine geringe
Wabhrscheinlichkeit fiir die Bildung einer coiled-coil-Struktur (siche Anhang).
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GAGTAACGTAATCCTCTTCTCCTCCTCCCAAAATAACTTTCTGGTTTCTCC
TTATTAATCTCTTCCTTAATTATCTCCACCTACCATTTTTTGTCTTTGGCG
TTCATAATCTTCTTTCCTATTTTTGGCTTATTGATTTCTGCTTCTTCTTTC
CTCCTGATTCCCTTTTTCTCTTTTTCTCAATCTGCTCTGGCATTGACAACC
TTTGATCATTGTCTCAAACAAAGATTTGCCTTTTTGTGACAAAACCATATC
TTGAAATCACATTTCTAACGTTGTTGTTTGTATTCTTTTAGGAGATTCCAA
GGTGGGTTTTTTTGGGGTTTGTTGCTGATTTTACTTTCGACAATGAATTTG
M N L

AGGTTTCTCTAGTTAGGAATCACTCTATGATATCTGTGATTTCCACCACTC
M I s v I S T T L

TGTTAGGCATTTGTCTTCTTCAATCTTTCTCTGTAATGTTCCTCTATCATT
M F L Y H F

TCTATGTTTTTTCATGAAGACACTTTTGGAAACACCGTCTGAATAGAAGCT
Yy v F s *
M K T L L E T P S E *
M F F H E D T F G N T VvV *

TTCTTTTATTGAAGAACAAAGCAACCTCTTTGATTGTCCCAAAAGTACAAA
TTGGTCTTCTCTAAAATCAGAGAATTGGGGTACTATTGAATTTATAGCCAT
AATATTTGAAGGAAAAATGTCAGCTTTAAGGCAGAGTGCTAGTTCATCTGC

M s A L R Q S A S s S A

ATCAGAAGATGATCAAAGGTACGCAGGAATGGATGAAAAGAAGAGGAAAAG
s E D D Q R Y A G M D E K K R K R

GATGATTTCTAACAGGGAATCCGCGAGGCGCTCGAGGATGAAGAAGCAAAA
M I S N R E S A R R S R M K K Q0 K

ACTTCfGCAAGATTTGACTGGGGAAGTGAGCAGATTACAGGTTGCTAACAA
L L QDLTGEV VS RTULOQV AN K

GAACATCTTGGCAAAAATTGAAGAGACCACAGARAGGTATACAGTTTGTAC
N I L A K I EZETTTET RTYTV CT
PRN42
TGCACAGAATAATGTGTTGAAGGCACATGCAATGGAATTGAATGATAGGCT
A9 NNV L KA HAUMTETLNTDR L

GAGGTACTTAAATGATGTTATTAATGACACTGGTTTAGCTGTgGATGCTGC
R Yy L N DV I N DT G L A V D A A
pRN41

TGATCCTTTGCTGAAGCCGTTGCAGATCCCTCGTCCAATGCAGCCCATTGC
b p L L K P L ©Q I P R P M Q P I A

TTCTTCAGGCTTATTTAAATTTTGACGTCGATTTGGTTGTCTTTAGTGGCT
s s G L F K F *

AGTTGGATAGCTTTGCTTCCTTTAGTCCATATATGAGTGGTTTCTTTTGGA
TGGTAATGTCATGTTAGTTATGCCTTTGTTGGTTATGCTTTAGTGTTGCTG
TGTCTGCTTACTCTTTGAACCATGTATATCAGGAATATCTGGAAGTTGTGA
ACAATGTTCATCTTGCTTGCTGGCTAAAAAAAAAA

Abb. 4.5: Sequenz der mit Hilfe der RACE Reaktion vervollstindigten BZI-4 cDNA. Das Start-ATG der
fiir BZI-4 kodierenden Sequenz ist fett gedruckt, das Stopcodon ist mit einem Stern markiert. Die
Aminosiauresequenz der ORFs ist eingetragen. Die basische Doméne (nach Suckow et al., 1999) ist durch
Unterstreichung hervorgehoben. Die heptamere Wiederholung des Leucinzippers ist unterstrichen
dargestellt. Eingetragen ist die Lage der Primer pRN4.1 und pRN4.2, die benutzt wurden, um den
Gesamtlingenklon zu isolieren. Der Ubergang der im Yeast Two Hybrid Screen isolierte Sequenz von der
durch RACE vervollstindigten ist durch ein Dreieck markiert.
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4.1.6 Der BZI-2 Klon

Der im Yeast Two Hybrid isolierte BZI-2 Klon ist 1459 Bp lang (Abb. 4.6). Die cDNA weist
einen etwa 620 Bp langen 5’ untranslatierter Bereich auf, in dem sich drei uORFs befinden.
Diese uORFs kodieren potentiell fiir Peptide mit einer Lange von 17 Aminosduren (uUORF1),
41 Aminosduren (UWORF2) und 7 Aminosduren (UORF3). Diese uORFs iiberschneiden sich
teilweise. uORF2 liegt im gleichen Leserahmen wie BZI-2. Das BZI-2 Protein weist die
typische Struktur eines bZIP-Transkriptionsfaktors auf. Bei Aminosdure 31 beginnt die
basische Domine. Es schlieB3t sich der Leucinzipper an, der neun heptamere Wiederholungen
aufweist. Das Coils-Programm (Lupas et al., 1991; Lupas, 1996; Parry, 1982) errechnet fiir
den Einbau eines Threonins anstelle des Leucins bei der vierten Wiederholung eine sehr
geinge Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung einer coiled-coil-Konformation in diesem

Bereich (sieche Anhang).
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.AATTCGGCACGAGTTTCTCTGCTCTTTGCCAATAACCAAAGGCTCTCTTTT
TTCTTGGTCTCTTATTCTGTCAAGTTTTAGTTTTTGGTTTCAAGATTTTCT
TGAAATCTCCACCCAAAATCTCTGAAAAAATACCAAGAAAGTGCCTTTTTG
TTCATTTTCTTCTGTTGTTATCAGGCTGGGCCTCAACAGGAGAAATCTAGC
CTTGATATATATATTTACTAAGAATTAATTATCACTGGTTTTATTATTTTA
GCTAATCTTAATGCTACCCCTAGTATTTCTAATCTTTGAAATTCATGTCTG

M S A
M L P L V F L I F E I H V C

CAATTCTCAGTGAACTGTTTCTTTCGGGGTTTATGATAAATTCCACATATA
I L. s E L F L §$S G F M I N S T Y R
N S Q «*

GGCGCAGGGCCCATTTGGTGCAATCTTTCTCAGTTGTTTTCCTCTACTGGT
R R A H L V QS F S V V F L Y W F

TTTACTACATTTCATGATTTTCCTCCTCTCCCCCTAAATAAGTATTAACCC
Y Yy I s *
M I F L L S P *

CTTTATATATTATCATTATCAAGAAATAAATCTTCAGTATTTTTAATAGTT
AATTGTGTCCAAGTCAAAAACTCCATTTGGGTCCTACTAGTTTTTTATTTT
GTACTTTTAACTCTTTAAATCTTGAAAATATTACTATTGTTCTTGAAAAAA
ATTTGGTCATGGCTTCATCAAGTGGAACATCATCAGGGTCATCATTATTTC

M A S S s G T s S G S s L F L

TTCAAAACTCAGGCTCAGAAGAAGATCTTCAGCAATTAGTGGATCAAAGGA
Q N S G s E E D L Q@ © L VvV D QO R K

AGAGGAAGAGAATGATATCAAACAGAGAATCAGCTCGAAGATCAAGGATGA
R K R M I s N RE S A R R S R MR

GAAAACAGAAACATTTGGATGATTTAATGGCTCAAGTTGCAACACTAAGAA
K Q K H L DDULMAG® QVATL R K

AAGAAAATAACCAGATTTTGACAAGTATGAATGTTACCACACAACATTATC
ENNQ I L T S M N V T T Q H Y L

TTAATGTTGAGGCTGAAAATTCAATCTTGAGAGCTCAATTAGCTGAATTAA
N VEAXZET NS STITILRA A QTLA ATEL N

ATCACAGGCTTGAGTCACTCAATGAAATTATTGCTTTCTTGGATGCCAACA
H R L E S L N E I I A F L D A N N

ACAATTGTAATGGTCTTGCCAATATGGACCATAATCAAGAAGAGCCTTATA
N ¢ N GG L A NM D HNOQE E P Y S

GCTTCAATTTTGCACAAAATGAACCTATGGTTGATGGGTTCAACATGACCA
F N F A Q NE P M V D G F N M T N

ATTCTTGGAATTATCTTTGTGCCAATCAGCCTATTATGACTGCAGATGTTT
s W N Y L C A N Q P I M T A D V L

TGCAGTACTGATTAGCCAGACCAGTCAGTTTCGAATATCATATGGTTGAAG
o Y ¥

AGAAAGAATCAAAAGAGAATTTTTTTAAGCAGTAGATCTAAAAATTTTTAA
AAAAAAATGTATCAAGTAGTAGAAGTATTAGTACTTTTGTTAAGCTTTGTC
AAGTAGGGTTAAGAATAAATTCCTTTTGAGGGAAATAATAGTAGTAACTAT
TGGTGTTCTTGTACATGGGGGCTTTGTAATCTCATATTTGGCCTCTTTCAA
GAACTTATGAAGTTGTATTTGGAAAGTTTGGTTTTTATTGATGTAAAAAAA
AATAGATTGTTAAACCAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 4.6: Sequenz der BZI-2 cDNA. Das Start-ATG der fiir BZI-2 kodierenden Sequenz ist fett gedruckt,
das Stopcodon ist mit einem Stern markiert. Die Aminosiuresequenz der ORFs ist eingetragen. Die
basische Domiine (nach Suckow et al., 1999) ist durch Unterstreichung hervorgehoben. Die heptamere

Wiederholung des Leucinzippers ist unterstrichen dargestellt.
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4.1.7 BZI-2 ist ein Aktivator der Genexpression in Hefe

Aus der Existenz des 5’ untranslatierten Bereichs vor dem eigentlichen Startcodon des im
Yeast Two Hybrid Screen isolierten BZI-2 Klons ergibt sich eine weitreichende Konsequenz:
es kann sich um keine Translationsfusion von BZI-2 mit der GAL4AD handeln.

Zwischen dem fiir die GAL4AD kodierenden Bereich und dem Start-ATG liegt ein etwa 620
Bp langer 5’ untranslatierter Bereich, das Start-ATG befindet sich nicht im gleichen
Leserahmen wie die GAL4AD. Bei Cotransformation der Hefe mit den Vektoren pGBT-BZI-
1-AN und pGAD-BZI-2 sieht man eine deutliche Reportergenaktivitit (Abb. 4.2), d.h. die
Aktivierung der Transkription muf3 auch bei der fehlenden Fusion von GAL4AD mit BZI-2
vermittelt werden.

Eine mogliche Ursache fiir dieses Phdnomen ist, da es sich bei BZI-2 um einen
Transkriptionsaktivator in Hefe handelt und so die zusdtzliche GAL4AD-Fusion zur
Aktivierung der Transkription nicht erforderlich ist. Um zu iiberpriifen, ob BZI-2 ein
Aktivator in Hefe ist, wurde eine Fusion der fiir BZI-2 kodierenden Sequenz mit der GAL4-
BD hergestellt. Der Vektor pGAD-BZI-2¢ kodiert fiir diese Translationsfusion. In oNPG-
Test konnte gezeigt werden, dall dieses Konstrukt ausreicht, um die Transkription der
Reportergene zu aktivieren (Abb. 4.7). BZI-2 ist daher in Hefe ein Aktivator der

Transkription.

pGBTY BD F 62
0

R-Galaktosidase Aktivitat [units]

20 40 60 80 100 120 140 160

Abb. 4.7: Aktivierungseigenschaften von BZI-2 in Hefe. Durchgefiihrt wurde ein oNPG-Test. Aufgetragen
auf der x-Achse sind jeweils die B-Galaktosidaseeinheiten (sieche unter 3.6.9). Getestet wurde ein
Fusionsprotein aus BZI-2 mit der GAL4BD, kodiert vom Vektor pGBT-BZI-2c. Als Negativkontrolle
wurde die Transformation mit dem Vektor pGBT9 benutzt. Als Positivkontrolle diente ein Ansatz von
Hefen mit den Vektoren pAV und pTD. Es wurden jeweils drei unabhéingige Messungen durchgefiihrt.
Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden aufgetragen.



Ergebnisse 64

4.2 Expressionsanalyse der Gene BZI-2, BZI-3 und BZI-4 in
Tabakpflanzen

Wie Heinekamp et al., (2001) zeigen konnten, wird BZI-1 ubiquitdr in der gesamten
Tabakpflanze exprimiert. BZI-1 hat aber Effekte in definierten Organen, wie z.B. in den
Bliiten oder in den Bléttern und nach bestimmten Stimuli, z.B. Pathogenbefall (Heinekamp
2002, Kuhlmann 2002). Es ist daher von Interesse, die Expression der
Heterodimerisierungspartner zu untersuchen, denn Heterodimerisierung kdnnte ein wichtiger

Mechanismus fiir die Gewebespezifitit der BZI-1 Wirkung sein.

4.2.1 Organspezifische Expression von BZI-2, BZI-3 und BZI-4

Untersucht wurde die Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben (Abb. 4.8). Es zeigte sich,
dal3 BZI-2, BZI-3 und BZ[-4 differentielle Expressionsmuster aufweisen. Die BZI-2 RNA ldsst
sich in allen untersuchten Geweben nachweisen. BZI-2 wird vor allem in den Sink-Organen
wie der Bliite, den Wurzeln, aber auch im Stengel und in jungen Blittern exprimiert. Das
Expressionsniveau ist in allen Bliitenstadien gleich hoch (Abb. 4.8B). Das BZI-3 Transkript
akkumuliert vor allem in der Bliite, liegt aber auch in allen anderen Geweben vor. BZI-4 wird
in der Bliite exprimiert, dabei spielt das Bliitenstadium keine Rolle (Abb. 4.8B). Die
Expression von BZ[-4 ist in den Stamina am grofiten. BZI-4 ist aber auch zu geringerem Teil
in den Blittern exprimiert, wie man auch an Abbildung 4.16B ersehen kann, BZI-4 wurde

auch aus einer Tabakblatt cDNA-Bank isoliert.
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Abb. 4.8: Northern Blot Analyse der organspezifischen Expression der BZI-Transkriptionsfaktoren. A:
RNA von Wurzeln (W), jungen Blittern (jB), ausgewachsenen Blittern (aB), Sprof3 (Sp), Sepalen (K),
Petalen (P), Stamina (S), Pistill (P) und Gynoceum (G) wurde aufgetragen (Experiment 3 mal mit
identischem Ergebnis durchgefiihrt). B: Bliiten-Gesamt RNA verschiedener Bliitenstadien in der
Einteilung nach Drews et al., (1992). Als Hybridisierungsproben wurden BZI-1, BZI-2, BZI-3 und BZI-4
Fragmente benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromid Bild (Et.Br.) gezeigt.
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4.2.2 Stimulusspezifische Expression von BZI-2, BZI-3 und BZI-4

4.2.2.1 Die Expression von BZI-2 wird durch Licht reguliert

Fiir das BZI-2 homologe Protein ATB2 aus Arabidopsis thaliana konnte eine durch Licht
regulierte Genexpression gezeigt werden. Wenn dunkeladaptierte, etiolierte Keimlinge
belichtet werden, wird die Transkription des ATB2-Gens induziert (Rook et al., 1998a).

Ob die Expression von BZI-2 durch Licht reguliert ist, wurde in Northern Blot Analysen
untersucht. Dazu wurden zu verschiedenen Tageszeiten Blattproben von Tabakpflanzen
entnommen. Diese Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen kultiviert, belichtet wurde
von 6 Uhr morgens bis 22 Uhr nachts. Es zeigt sich, da3 BZI-2 vor allem in der Lichtphase
exprimiert wird. Mit Ende der Dunkelphase (6 Uhr) ist die Expression von BZ[-2 am
geringsten, sie steigt dann tagsiiber schnell an und erreicht das Expressionsmaximum um 22
Uhr. Mit Beginn der Dunkelphase um 22 Uhr sinkt die Transkription wieder. BZI-2 verhilt
sich damit in seiner Expression genau entgegengesetzt zu BZI-1, die BZI-1 RNA wird in der
ndchtlichen Dunkelphase am stirksten exprimiert. BZI-3 zeigt eine konstante Expression,

unabhéngig von Licht bzw. Tag/Nachtrhythmik (Abb. 4.9).

|
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Abb. 4.9: Northern Blot Analyse der Expression von BZI-1, BZI-2 und BZI-3 in Abhingigkeit von der
Tageszeit bzw. der Belichtung. Angegeben ist jeweils die Uhrzeit der Probenentnahme. Der schwarze
Balken markiert die Verdunkelung wiihrend der Nacht. Als Hybridisierungsproben wurden BZI-1, BZI-2
und BZI-3 Fragmente benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromid Bild (Et.Br.)
gezeigt (Experiment 2 mal mit identischem Ergebnis durchgefiihrt).
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Die Oszillation der Expressionsstirke kann auf zwei unterschiedlichen Mechanismen
beruhen. Die Expression kann durch circadiane Rhythmik reguliert werden. Hierbei handelt
es sich um einen autonomen zeitgebenden endogenen Mechanismus der Pflanze, der einen
Rhythmus von etwa 24 Stunden vorgibt (zur Ubersicht siche Hayama und Coupland, 2003).
Ein zentraler Oszillator (beruhend auf negativer transkriptioneller und translationeller
Riickkopplung) gibt den Grundrhythmus vor. Synchronisiert auf den natiirlichen
Tag/Nachtrhythmus wird das System durch Licht- oder Temperatursignale (Devlin et al.,
2001). Moglicherweise beruht die Oszillation der BZI-2 Transkription aber auch auf der
Induktion der Transkription durch Licht oder von Stoffwechselprozessen, die vom Licht
beeinflusst werden, ohne dass circadiane Rhythmik eine Rolle spielt. Zur Kldrung dieser

Frage wurde eine weitere Untersuchung durchgefiihrt (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Northern Blot Analyse der BZI-2 Expression in Abhiingigkeit von der Belichtung. Die Zahlen
bezeichnen die Uhrzeit der Probenentnahme. Der schwarze Balken zeigt die Verdunkelung wihrend der
Nacht des ersten Tages. In der Nacht des zweiten Tages wurde wihrend der Nachtzeit von 22 bis 6 Uhr
belichtet. Das ist mit dem grauen Balken markiert. Angegeben ist jeweils die Uhrzeit der
Probenentnahme. Zur Vollstindigkeit wurden die 6h bis 22 Stundenwerte nach einer Verdunkelung
doppelt abgebildet. Als Hybridisierungsprobe wurde ein BZI-2 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der
Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben (Experiment einmal durchgefiihrt).

Zundchst wurden die Proben wihrend eines normalen Tag/Nachtrhythmus genommen. In
diesem Fall wurde die Lichtphase um 22 Uhr abends durch eine achtstiindige Dunkelphase
unterbrochen, worauf wieder eine Lichtphase folgte. Diese zweite Lichtphase dauerte bis zum
Versuchsende an, wurde also nicht wieder durch eine Dunkelphase unterbrochen. Deutlich
zeigt sich, dall die Expression der BZI-2 RNA auch zur Zeit der Nacht weiter ansteigt, wenn
die Belichtung weiter erfolgt. Allerdings sinkt die Transkription im Verlaufe dieser
ndchtlichen Belichtungsphase ab, um 6 Uhr, d.h. mit Beginn des neuen Tages ist die
Expression geringer als um 23 h, aber um ein Vielfaches hoher als um 6 Uhr nach einer
Dunkelphase, die Transkription steigt dann auch schnell wieder an. Mit diesem Versuch
konnte zwar gezeigt werden, dass Licht ein wichtiger Signalgeber ist, allerdings kann man

auch bei dieser Belichtung iiber Nacht eine leichte Oszillation der Transkriptmengen
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beobachten. Eine Rolle der circadianen Uhr konnte also noch nicht ausgeschlossen werden.
Um die Bedeutung der Belichtung fiir die Transkriptmenge zu untersuchen, wurde daher in
einem weiteren Versuch die Dunkelphase der Nacht abgekiirzt, um 2 Uhr wurde wieder
belichtet (Abb. 4.11). Unmittelbar darauf steigt die Expression der BZI-2 RNA wieder an.
Licht oder lichtabhingige Stoffwechselprozesse sind also wichtige Signalgeber fiir die
Expression. Allerdings ist auch hier beim 6-Stundenwert wiederum ein Riickgang der

Expression zu beobachten.
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Abb. 4.11: Northern Blot Analyse der BZI-2 Expression in Abhéngigkeit von der Belichtung. Hier war die
Dunkelphase in der Nacht verkiirzt. Der schwarze Balken zeigt die Verdunkelung wihrend der Nacht
von 22 bis 2 Uhr an. Angegeben ist jeweils die Uhrzeit der Probenentnahme. Als Hybridisierungsprobe
wurde ein BZI-2 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.)
wiedergegeben (Experiment einmal durchgefiihrt).

Um einen EinfluB der circadianen Rhythmik auf die BZI-2 Expression auszuschliefen,
wurden daher Untersuchungen an Pflanzen, die 4 Tage unter Dauerlicht gehalten wurden,
bevor sie zur Probenentname benutzt wurden, durchgefiihrt. Hier liegt eine konstante BZI-2
Expression vor (Abb. 4.12). Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dal die Oszillation
der BZI-2 Expression im Tag/Nachtrhythmus nicht auf circadianer Rhythmik beruht. Licht
wurde als Signalgeber bestimmt, wobei allerdings nicht zu unterscheiden ist, ob es sich um
eine direkte Wirkung des Lichts oder um eine sekundidre Wirkung, die beispielsweise durch

die Photosynthese und Zucker-Signale vermittelt wird, handelt.
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Abb. 4.12: Northern Blot Analyse der BZI-2 Expression in Abhiingigkeit von der Belichtung. Nachdem
die Pflanzen vier Tage dauernd belichtet wurden, wurde am 5. Tag die Proben entnommen. Auch jetzt
wurde wihrend der Nacht nicht verdunkelt. Angegeben ist jeweils die Uhrzeit der Probenentnahme. Als
Hybridisierungsprobe wurde ein BZI-2 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das
Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben (Experiment einmal durchgefiihrt).
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4.2.2.2 Die BZI-2 Expression wird durch Zucker reguliert

Die Transkription von A7B2 14aBt sich durch die Inkubation von Keimlingen mit Zucker
induzieren (Rook et al., 1998a). Dariiber hinaus konnte fiir 4782 eine Regulation der
Expression auf post-transkriptioneller Ebene durch Sacharose gezeigt werden (Rook et al.,
1998b). Dieses wurde in Promotor-GUS-Analysen untersucht. Die GUS-Aktivitdt steigt in
Keimlingen bei Inkubation mit geringen Saccharosekonzentrationen an, ein Maximum der
GUS-Aktivitdt wird bei 25 mM Sacharose erreicht. Bei Konzentrationen iiber 25 mM, das
entspricht der Konzentration, bei der die Keimlinge ihre maximale Wuchsrate erreichten,
sinkt die GUS-Aktivitét ab. Diese post-transkriptionelle Regulation wird durch die uORFs im
5’-untranslatiertem Bereich der A7B2-RNA vermittelt. Bei Kombination von geringen
Konzentrationen Saccharose und hohen Konzentrationen Glucose oder Maltose, wurde
ebenfalls eine Repression der GUS-Aktivitdt beobachtet (Rook et al., 1998b).

Um zu untersuchen, ob die Transkription von BZI-2 durch Zucker reguliert wird, wurden
Wildtyp-Blattscheiben auf Kaliumphosphatpuffer mit 100 mM Glucose oder 100 mM
Saccharose inkubiert. Als Kontrolle diente die Inkubation im Puffer. Man sieht eine deutlich
hohere BZI-2 Transkriptmenge nach 3 h Inkubation in glucosehaltigen Puffer und noch eine
starkere Induktion der Transkription nach Gabe von Saccharose (Abb. 4.13). Auf die
Transkription von BZI-3 und BZI-4 hat die Inkubation mit Zucker keine Auswirkung. Man

sieht lediglich einen leichten Anstieg der Transkription durch Verwundung (Daten nicht

gezeigt).
BZI-2 . - o -
—— — — —— | — — . ———| —— — ——
Et.Br. Ak A L & & & & B & & & —

15" 30" 1 1,5 3

15" 30" 11,5 3

15" 300 1 1,5 3

Puffer Glucose Saccharose

Abb. 4.13: Northern Blot Analyse der Induktion der BZI-2 Expression durch Saccharose und Glucose.
Blattscheiben von Wildtyp-Pflanzen wurden auf Kaliumphosphatpuffer inkubiert. Die Induktion fand
mit 100 mM Saccharose oder 100 mM Glucose statt. Angegeben sind die Zeitpunkte der Ernte nach
Beginn der Induktion. Wenn nicht anders vermerkt, handelt es sich um Stundenangaben. Als
Hybridisierungsprobe wurde ein BZI-2 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das
Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben (Experiment zweimal mit identischem Ergebnis
durchgefiihrt).
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4.2.2.3 Die BZI-2 Expression geht nach Verwundung zuriick

Um zu untersuchen, ob Verwundung einen Effekt auf die BZI-2 Expression hat, wurde ein
Blatt einer intakten Pflanze mit Carborundum in Kaliumphosphatpuffer durch Reiben
oberfldchlich verletzt. Nach 8, 24 und 48 Stunden wurden Proben dieser Pflanze entnommen.
Es zeigt sich daB die Expression der BZI-2 RNA nach Verletzung zuriickgeht. Dieser Effekt

ist tiber einen langen Zeitraum von 48 h zu beobachten (Abb. 4.14).

0 8 24 48

BZI2 | w

Et_Br_ —— (— (W —

Abb. 4.14: Northern Blot Analyse der BZI-2 Expression nach Verwundung mit Carborundum. Blitter
einer Wt-Pflanze wurden mit Carborundum oberflichlich beschéidigt. In den angegebenen Zeitabstéinden,
in Stunden markiert, wurde Probematerial dieser Blitter entnommen. Als Hybridisierungsprobe wurde
ein BZI-2 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.)
wiedergegeben (Experiment einmal durchgefiihrt).

4.2.2.4 Die BZI-3 Expression wird durch Kalte induziert

BZI-3 zeigt starke Homologien zu einer Reihe von bZIP-Proteinen, die in ihrer Transkription
durch Kilte reguliert sind, wie Z.m. mLIP15 (Kusano et al., 1995), O.s. LIP19 (Aguan et al.,
1993), N.t. TBZ17 (Kusano et al., 1998). Es wurde daher untersucht, ob die BZI-3 Expression
ebenfalls durch die Temperatur reguliert wird. Dazu wurden ganze Pflanzen im Klimaschrank
Temperaturen von 22 °C (entspricht der normale Anzuchttemperatur als Kontrolle), 42 °C
und 4 °C ausgesetzt. Es wurden dann nach entsprechenden Zeiten Blattscheiben geerntet. Es
zeigten sich keine Verdnderungen der BZI-3 Expression in den Pflanzen, die bei 22 °C oder
42 °C kultiviert wurden (Daten nicht gezeigt), Hitzestress wirkt sich also nicht auf die BZI-3
Transkription aus. Die Pflanzen, die bei 4 °C gehalten wurden, zeigen eine deutlich stirkere
BZI-3 Expression nach 4 h, der Expressionslevel stieg weiter an bis zum Versuchsende nach 8
h. Kaltereiz induziert also die Transkription der BZI-3 RNA (Abb. 4.15). Auf die
Transkription von BZI-2 hat weder Kilte noch Hitze einen Einflu} (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.15: Northern Blot Analyse der Induktion der BZI-3 RNA durch Kiilte. Eine Wt-Pflanze wurde in
der Klimakammer einer Temperatur von 4°C ausgesetzt. Angegeben ist der Zeitpunkt der
Probenentnahme nach Beginn des Kiiltestresses. Wenn nicht anders vermerkt handelt es sich um
Stundenangaben. Als Hybridisierungsprobe wurde ein BZI-3 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der
Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben (Experiment zweimal mit identischem
Ergebnis durchgefiihrt).

Eine Zusammenfassung iiber die Auswirkungen verschiedener Stimuli auf die Expression von

BZI-2, BZI-3 und BZI-4 ist in Tabelle 1 wiedergegeben.

Tabelle 1: Anderungen der Transkriptgehalte von BZI-2, BZI-3 und BZI-4 nach verschiedenen Stimuli.
+: Anstieg des Transkriptes, +/-: keine Verinderung, -: Reduzierung der Transkriptmenge, n.d.: nicht
untersucht.

Reiz BZI-2 Transkription | BZI-3 Transkription | BZI-4 Transkription
Saccharose (100 mM) |+ +/- n.d.

Glucose (100 mM) + +/- +/-

NaCl (200 mM) +/- +/- +/-

Auxin (20 uM)|n.d. +/- n.d.

Blatter

Auxin(20 uM) Keiml. |n.d. + (Yang et al., 2001) |[n.d.
Pseudomonas +/- +/- n.d.

syringae

™V +/- +/- n.d.
Verwundung - (Carborundum) + (Blattscheiben) + (Blattscheiben)
4°C +/- + n.d.

42°C +/- +/- +/-

Belichtung + +/- n.d.
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4.3 Herstellung und Charakterisierung von Pflanzen mit erhohtem
BZI-2, BZI-3 und BZI-4 Gehalt

Die Auswertung der Northern-Blot Analysen hat ergeben, dass die Transkription der Gene
BZI-2, BZI-3 und BZI-4 spezifisch in bestimmten Geweben und nach bestimmten Stimuli
reguliert wird. Zur Analyse der Funktion der Proteine BZI-2, BZI-3 und BZI-4 in
Tabakpflanzen ist es daher interessant zu untersuchen, was bewirkt wird, wenn die Gene
konstitutiv und ektopisch iliberexprimiert werden. Es wurden transgene Pflanzen hergestellt,
die die fiir BZI-2, BZI-3 und BZI-4 codierenden Gene (ohne die 5’ Leadersequenz) unter der
Kontrolle des Tx-Promotors (Gatz et al., 1992) exprimieren. Es handelt sich bei diesem
Promotor um ein durch Tetracyclin (Tc) induzierbares CaMV 35S Derivat. In Pflanzen, die
keinen Tetracyclinrepressor (TetR) exprimieren, wird mit diesem Konstrukt eine konstitutive
Expression des Transgens erreicht. Die Expression entspricht hier dem CaMV 35S-Promotor.
In Pflanzen, die ein TetR-Protein exprimieren, wie H620.20, 146t sich die Expression des
Transgens mit Tetracyclingabe induzieren. Das Repressorprotein TetR bindet an den tet
Operator und verhindert die Transkription des Gens. Durch Zugabe von Tetracyclin wird die
Genexpression induziert. Tc bindet an das Repressorprotein, das fithrt zu einer
Konformationséinderung von TetR. TetR kann dann nicht mehr an die DNA binden, die
Genexpression wird aktiviert (Zur Ubersicht siche Gatz und Lenk, 1998). Die Verwendung
dieses Systems kann hilfreich sein, wenn man die Expression des Transgens gezielt zu einem
bestimmten Zeitpunkt induzieren will oder wenn die konstitutive Expression des Transgens
letal fiir die Pflanze ist.

Durch die verwendeten Konstrukte werden die fiir BZ1-2, BZI-3 und BZI-4 kodierenden Gene
ektopisch iiberexprimiert, d.h. die Expression des Transgens findet in der gesamten Pflanze

statt.

4.3.1 Konstitutive Uberexpression von BZI-4 in transgenen Pflanzen

Um transgene Pflanzen zu erzeugen, wurde der Agrobacterium tumefaciens vermittelte
Gentransfer benutzt. Dazu wurden Blattscheiben mit Agrobakterien infiziert, die den Vektor
pBIN-BZI-4 tragen. Der Vektor pBIN-BZI-4 ist ein pBIN-HygTx Derivat. Eine schematische

Darstellung der fiir die Transformation der Pflanzen verwendeten DNA-Konstrukte ist in
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Abbildung 4.16A gezeigt. Es gelang, 8 Linien zu regenerieren, die eine deutliche
Uberexpression (Oex) des BZI-4 Transgens zeigen. Die Expressionslevel wurden in Northern
Blot Analysen untersucht. Abb. 4.16B zeigt an ausgewéhlten Linien eine solche Auswertung.
BZI-4 wird in Bléttern nur gering exprimiert. Neben der schwachen Bande des endogenen
Transkripts kann man zwei weitere Transkripte unterscheiden. Das im Gegensatz zur
endogenen Bande verkiirzte Transkript ist die BZI-4 mRNA, deren Transkription korrekt
durch das Octopinsynthase-Polyadenylisierungssignal (pA-OCS) abgebrochen wird. Da der
5’-untranslatierte Bereich der BZI-4 RNA im Transgen nicht enthalten ist, ist dieses
Transkript kiirzer als das endogene. Das lange Transkript ist darauf zurlickzufiihren, dass der
Abbruch der Transkription erst durch das pA-g7 Adenylierungssignal erfolgt, diese RNA ist
also eine Fusion der BZI-4 RNA mit der RNA der Hygromycinphosphotransferase (HPT),
dem Hygromycin B Resistenzgen.

Im weiteren wurden die Linien BZI-4-Oex#7 und BZI-4-Oex#9 fiir die Versuche verwendet,
die zu den stirksten Uberexprimierern zihlen. In diesen beiden Linien konnte auch das
Protein mittels Western-Analyse detektiert werden (Abb. 4.16C). Dazu wurde ein im Rahmen
dieser Arbeit hergestellter aBZI-4 Peptidantikorper verwendet. Beide Linien zeigen eine
deutliche Verdnderung des Phinotyps. In Abbildung 4.17 ist der vegetative Phénotyp von
BZI-4-Oex im Gegensatz zum Wildtyp dargestellt.
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Abb. 4.16: A: Schematische Darstellung der fiir die Pflanzentransformation benutzten Vektoren und der
abgelesenen RNAs. pTx: Tx-Promotor, mcs: multiple cloning site, pNOS: NOS-Promotor, HPT:
Hygromycinphosphotransferase, Hygromycin B Resistenzgen., pPA-OCS und pA-g7:
Polyadenylierungssignale. B: Northern Blot Analyse der konstitutiven Expression des BZI-4 Transgens in
verschiedenen ausgewihlten Pflanzenlinien. Angegeben ist jeweils die Nummer der Pflanzenlinie. Es
wurden jeweils 8 pg Gesamt Blatt-RNA aufgetragen. Als Vergleich ist RNA der Wildtyppflanze
aufgetragen (Wt). Als Hybridisierungsprobe wurde ein BZI-4 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der
Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben. C: Western-Blot Analyse zum Nachweis
der Expression des BZI-4 Proteins. Aufgetragen wurden jeweils 20 ul Harnstoff-Protein-Extrakt. Spur 1:
Wt, Spur 2: 4#7, Spur 3: 4#9. Es wurde der Peptid-Antikorper aBZI-4 zur Detektion benutzt.
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Abb. 4.17: Phiinotyp der BZI-4-Oex Pflanzen. Zum Vergleich ist auf der linken Seite die Wildtyppflanze
abgebildet. A: Aufnahme von der Seite, B: Aufnahme von oben, C: Detailaufnahme der Sproflachse zu
Bliihbeginn, D: Keimlinge. E: Lingenbestimmung der Gesamtliinge von Wt und BZI-4-Oex Pflanze. Es
wurden jeweils zwei Pflanzen vermessen, aufgetragen ist der Mittelwert in mm und die
Standardabweichung. F: Lingenbestimmung der Internodienlinge von Wt und BZI-4-Oex Pflanze. Es
wurden jeweils 30 Einzelmessungen an zwei Pflanzen je Genotyp durchgefiihrt, aufgetragen ist der
Mittelwert in [mm] und die Standardabweichung.
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Insgesamt zeigen die BZI-4 Oex Pflanzen einen deutlich gestauchten Wuchs, der
Internodienabstand ist um 42 % im Vergleich zum Wildtyp verringert (Abb. 4.17F). Auch die
Gesamtldange der SproBachse ist um 12 % verkiirzt (Abb. 4.17E). Die Blattlange ist reduziert.
Die Apikaldominanz ist verringert, im oberen Bereich der SproBachse zeigen sich vermehrt
Seitensprosse. BZI-4-Oex Keimlinge sind grofer und kréftiger im Wuchs. Die Beschreibung
des Bliitenphénotyps befindet sich unter Abschnitt 4.4.2.2.

4.3.2 Konstitutive Uberexpression von BZI-3 in transgenen Pflanzen

Die Regeneration der BZI-3-Oex Pflanzen ergab zundchst bei 10 getesteten Linien nur einen
deutlichen Uberexprimierer, die Linie BZI-3-Oex#4. Eine Wiederholung der Transformation
ergab zwei weitere transgene BZI-3-Oex Linien, die Linien BZI-3-Oex#2 und BZI-3-Oex#5.
Die Linie BZI-3-Oex#5 exprimiert das Transgen am stirksten. Hier sicht man eine deutliche
Verdanderung des vegetativen Wachstums: die Internodienabstinde sind geringer und der
Winkel, in dem die Blattstiele vom Sprof3 abzweigen ist wesentlich kleiner als beim Wildtyp.
Somit stehen die Blatter vertikaler als beim Wildtyp (Abb. 4.18). Die Beschreibung des
Bliitenphénotyps findet sich unter Abschnitt 4.4.2.2.

4.3.3 Konstitutive Uberexpression von BZI-2 in transgenen Pflanzen

Bei der Erzeugung von konstitutiven Uberexprimierern von BZI-2 konnten vier Linien
regeneriert werden, die das BZI-2 Transgen exprimieren. Die Uberexpression ist allerdings
nicht besonders stark und wirkt sich negativ auf das endogene Transkript aus, d.h. die
absolute Menge an BZI-2 ist in den transgenen Pflanzen in den Bléttern nicht sehr stark
verdndert (Abb. 4.19C). Im weiteren wurde mit der Linie BZI-2-Oex#7 gearbeitet, die das
Transgen am stirksten exprimiert. Phdnotypisch zeigt diese Pflanze kein verdndertes

Wachstum im Gegensatz zum Wildtyp (Abb. 4.19).



Ergebnisse 77

BZI-3i ¢
L | endogenes BZ/-3

— BZ[-3-A5'-Leader

Et.Br.

Abb. 4.18: Phiinotyp der BZI-3-Oex Pflanze. Zum Vergleich ist auf der linken Seite die Wildtyppflanze
abgebildet. A: Aufnahme von der Seite, B: Aufnahme von oben. C: Northern-Blot Analyse der Pflanze
BZI-3-Oex#5 (5), als Vergleich wurde Wt RNA aufgetragen. Zur Hybridisierung wurde eine BZI-3 Probe
benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben.
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Abb. 4.19: Phinotyp der BZI-2-Oex Pflanze. Zum Vergleich ist auf der linken Seite die Wildtyppflanze
abgebildet. A: Aufnahme von der Seite, B: Aufnahme von oben. C: Northern-Blot Analyse verschiedener
konstitutiv BZI-2-Oex Pflanzenlinien, angegeben ist jeweils die Nummer der Pflanzenlinie. Als Vergleich
wurde Wt RNA aufgetragen. Zur Hybridisierung wurde eine BZI-2 Probe benutzt. Zur Uberpriifung der
Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben.

4.3.4 Induzierbare Expression von BZI-2, BZI-3 und BZI-4 in transgenen

Pflanzen

Neben den Linien, die das Transgen konstitutiv iiberexprimieren, wurden auch Linien
erzeugt, in denen sich die Expression des Transgens durch Tetracyclin induzieren lisst. Dazu
wurden H620.20 Pflanzen, die das TetR Protein exprimieren, verwendet. Der Gentransfer
wurde durch Agrobacterium tumefaciens vermittelt. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die

Expression des Transgens nach Induktion mit Tetracyclin wieder.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die relative Expressionsstirke ausgewihlter transgener induzierbarer
Pflanzenlinien. +: Linie exprimiert das Transgen, ++: Linie exprimiert das Transgen sehr stark.

Linie Expression Linie Expression Linie Expression
Ho6 BZI-2#5  + Ho BZI-3#1  + Ho BZI-4#1  ++
Ho BZI-2#6  + Ho BZI-3#2  + Ho BZI-4#2  +
Ho BZI-2#7  ++ Ho BZI-3#3  + Ho BZI-4#4  ++
Ho6 BZI-2#12  ++ Ho BZI-3#4  ++ Ho BZI-4#7  ++
Ho6 BZI-2#13  + HO BZI-4#12 ++
Ho6 BZI-4#15 ++

Bei der Analyse der konsitutiv BZI-2 iiberexprimierenden Linien war zu beobachten, dass das
endogene BZI-2 Transkript in den BZI-2-Oex Pflanzen geringer exprimiert wurde. Zur
Uberpriifung der negativen Wirkung des endogenen BZI-2 Transkripts auf die Expression des
Transgens wurde ein Versuch mit dem Tetracyclin induzierbaren System (Gatz et al., 1992)
durchgefiihrt. Beim Test der H6-BZI-2 Linien ist aufgefallen, dass bei Induktion der
transgenen Genexpression durch Tetracyclin in sieben von zehn Linien die Expression des
endogenen Transkripts nach vier Stunden leicht zuriickgegangen war (Daten nicht gezeigt).
Mit einer dieser Linien, HO BZI-2#7 wurde dieses Experiment mit fritheren Zeitpunkten
wiederholt (Abb. 4.20A). Auch hier siecht man den leichten Riickgang des endogenen
Transkriptes nach Expression des Transgens.

Diese Beobachtung, das die Expression des Transgens sich negativ auf die Expression des
endogenen Transkripts auswirkt, konnte auch fiir BZI-3 gezeigt werden. Die Expression des
endogenen Transkriptes in der konstitutiven Linie BZI-3-Oex#5 ist deutlich zu erkennen
(Abb. 4.20B). Auch in der induzierbaren Linie H6 BZI-3#4 sieht man den Riickgang des
endogenen Transkriptes nach Induktion des Transgens. Bei den BZI-4-Oex Pflanzen sieht
man einen solchen Effekt nicht. Es kommt somit sowohl bei den BZI-2-Oex als auch bei den

BZI-3-Oex Pflanzen zu einer Art negativen Autoregulation der Genexpression.
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Abb. 4.20: A: Northernblot-Analyse der induzierbaren Expression des BZI-2 Transgens in der Linie
Ho2#7. Blattscheiben wurden auf Kaliumphosphatpuffer aufschwimmen gelassen. Die Induktion erfolgte
mit Chlortetracyclin (1 mg/l). Angegeben ist der Zeitpunkt der Probenentnahme nach Beginn der
Tetracyclininduktion. Als Hybridisierungsprobe wurde ein BZI-2 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung
der Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben. B: Northernblot-Analyse der
induzierbaren Expression des BZI-3 Transgens in der Linie Ho63#4. Blattscheiben wurden auf
Kaliumphosphatpuffer aufschwimmen gelassen. Die Induktion erfolgte mit Chlortetracyclin. Angegeben
ist der Zeitpunkt der Probenentnahme nach Beginn der Tetracyclininduktion. Als Hybridisierungsprobe

wurde ein BZI-3 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.)
wiedergegeben.
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4.4 Analyse der Regulation potentieller Zielgene durch die BZI-

Proteine

441 Untersuchung der Beteiligung der BZI-Proteine an der

Genregulation im Rahmen der Auxinantwort

4.4.1.2 BZI-3-Oex-Pflanzen zeigen eine verringerte Auxinantwort

BZI-1-AN Pflanzen zeigen einen pleiotropen Phénotyp mit verringerter Apikaldominanz,
kiirzeren Internodien, verkiirzten Bliitenorganen, gewellten, dunkelgriinen Bléttern. Es konnte
von Heinekamp (2002) gezeigt werden, dal BZI-1-AN Pflanzen eine verdnderte
Auxinantwort zeigen. So ist bei der Regeneration von Blattscheiben auf Medium mit hoher
Auxinkonzentration die Wurzelinduktion stark reduziert, die Kallusbildung ist vermindert.
Die durch Cytokinin vermittelte Sprossinduktion ist nicht beeinflufit. Der Auxingehalt in der
Pflanze ist unveridndert. Auch BZI-3-Oex und BZI-4-Oex Pflanzen zeigen einen Phénotyp mit
kiirzeren Internodien. Um zu untersuchen, ob diese Pflanzen in ihrer Auxinantwort verdndert
sind, wurde ein Epinastie-Test durchgefiihrt (Keller und Van Volkenburgh, 1997). Dazu lief3
man Blattstreifen (I mm x 10 mm), die zwischen den Adern eines Blatts geerntet wurden, auf
MES-Puffer mit 10 uM NAA schwimmen. Nach 24 h konnte man bei den Blattstreifen der
Wildtyp-Pflanze eine typische epinastische Kriimmung beobachten, die auf der
auxinbedingten Zellstreckung in der Epidermis und im Palisadenparenchym beruht (Abb.
4.21). Deutlich sah man, daB sich die Blattsegmente der BZI-1-AN Pflanzen kaum kriimmen,
die Auxinantwort ist also in diesen Pflanzen geringer. Die BZI-2-Oex Blattsegmentstreifen
kriimmten sich stark, dagegen kriimmten sich BZI-3-Oex Blattsegmentstreifen kaum, BZI-4-
Oex zeigte eine normale Kriimmung. BZI-3-Oex Pflanzen zeigen also eine verminderte

Auxinanwort.
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Abb. 4.21: Epinastieeffekt in Blattsegmenten durch Auxin in verschiedenen transgenen Linien. A: Wt, B:
BZI-2-Oex, C: BZI-3-Oex, D: BZI-4-Oex, E: BZI-1AN. Das Foto wurde nach 24 Stunden Inkubation der
Blattsegmente in MES-Puffer (-NAA) bzw. MES-Puffer mit 10 uM NAA (+NAA) aufgenommen. Die
Kriimmung ist dabei ein MaB fiir die Auxinantwort.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen im Epinastietest, zeigte die Organogenese auf
Wurzelinduktionsmedium eine normale Regeneration der Wurzeln von BZI-2-Oex und BZI-
4-Oex Pflanzen. Die Regenerationsexperimente mit der Linie BZI-3-Oex#5 bestétigten das
Ergebnis aus dem Epinastietest: die auxininduzierte Regeneration von Wurzeln war stark
vermindert. Auch die Kallusentwicklung war schwécher. Die cytokininbedingte

Sprossinduktion war aber nicht betroffen (Abb. 4.22).
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BZI-3-Oex

Kallus

Wurzel

Abb. 4.22: Hormonregulierte Organogenese an Tabak-Blattscheiben. Auf der linken Seite ist der Wildtyp
abgebildet, auf der rechten Seite die Pflanze BZI-3-Oex. Sprof}: Sprofliinduktionsmedium (MS-Medium
mit 0,2 mg/l NAA und 1 mg/l 6-BAP). Kallus: Kallusinduktionsmedium (MS-Medium mit 3 mg/l NAA, 1
mg/l 6-BAP). Wurzel: Wurzelinduktionsmedium (MS-Medium mit 0,3 mg/l NAA und 0,02 mg/l 6-BAP).
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4.4.1.2 Die BZI-Proteine binden an das E1-Element im Tabak GH3 Promotor in

vitro

GH3 ist ein Gen, dessen Induzierbarkeit durch Auxin gut charakterisiert ist (Roux und Perrot-
Rechenmann, 1997). Die genaue Funktion von GH3 konnte bisher noch nicht aufgeklart
werden. Heinekamp (2002) konnte zeigen, dal BZI-1 einen Effekt auf die Transkription des
GH3—-Gens hat. Bei Pflanzen, die BZI-1-AN {iberexprimieren ist nach Auxingabe die
Induktion der GH3 Expression geringer, eine Fusion aus BZI-1 mit dem starken
Transkriptionsaktivator VP16 zeigt dagegen eine stirkere Expression von GH3 nach
Auxingabe.

Um zu tiiberpriifen, ob BZI-1 auch an Promotorelemente des N.t. GH3 Gens bindet, wurden
GRA (Gel Retardations Analysen) mit dem E1-Fragment und dem D1-Fragment des N.tz. GH3
Promotors durchgefiihrt. Die verwendeten Fragmente sind in Abbildung 5.23A dargestellt.
Das E1-Fragment beinhaltet eine hybride G/C-Box. Das D1-Fragment umfafit eine G-Box. In
GRA bindet BZI-1 sowohl an das E1-Fragment als auch an das D1-Fragment. Eine Mutation
des ACGT Kernmotivs verhindert die Bindung vollstindig (Abb. 5. 23B).
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A

ctatagggctcgagcggccgcecccggggaggtgategteccatgattaatgaagccaagagaaaggaattag
actttttcttttgagttttgattaattgagatgcgtgttgttatgaatttttaattaaaaaaatgctact
tactatttactcattattagctcacataagtttcaatacagtgtattcactttttattagcttatatatc
ctctttctaattaatgtgctaattcaaacatggtaatcttttgatctattatttatgatttttctgaaga
aacttaaagtatttttattatatatccttatacataatatgaatcattttgtttggatgatgcatgcttg
tattaaacaagagcaacagtttttgtttctcctgeccttgtattatacttacataatacatgaagaaaaac
acattatttacgtgtctgttttcctgtaagatattgatgcctttatattttatatgaataaatataataa
pGH3-cip-fw >
aattataacgaaaactcgtaggaggtcatgtagcatgcttgtagcaacggaaactatatagtgggctatc
gtaatcgcggtccaacaattttaccagaaaggagcagtgtggttgggcgattcacgccacagtccaaaac
caacccccgaaccceccecgtatagcectgtaccceccagctgaggtggctatatatggggeccacatgcacccecctaa
E1 D1

attagggg%%a%g%agacg%gg%%ggaccccac%%-cgcEEcaccaaacacggggagaggacaaa
a D4
at cggcccctccgtcgacttccttccaaccttccaachgccgccg

ggtcccactatgacatggcacctgacgtgtcacccccactcttectectectectatttaagcaccctett
pGH3-cip-rev

actccatatttcgcaccaccatttcceccttcecgttatctaattccaacacaaactcaagtagtttattacaa

actctttctcttttctcacaacagtaaatattttataagctttgataaattaccttaatatg

B
S S
:\,V’ ’\lv :\Iv ’,\X?
TP T T YT

<— BZ|-1

BZI-1—» h

<— Freies Fragment

N.t. E1 N.t. D1
N.t. E1 mut G/C N.t. D1 51 P

Abb. 4.23: A: Sequenz des Tabak-GH3-Promotors (Perrot-Rechenmann und Froissard, unveroffentlicht).
ACGT-Elemente sind durch hellgraue Unterlegung gekennzeichnet, AuxREs sind mit dunkelgrauer
Unterlegung hervorgehoben. Die Fragmente D1, E1 und D4 sind durch Balken gekennzeichnet. Die Lage
der Primer p-gh3-cip-fw und p-gh3-cip-rev ist eingezeichnet. Das Start-ATG der Translation ist durch
Fettdruck hervorgehoben. B: GRA der Bindung von rekombinantem BZI-1-AN Protein an das D1 und
E1-Element des Tabak GH3-Promotors. Zur Kontrolle wurde das jeweilige ACGT-Element mutiert. -:

Ansatz ohne BZI-1.

Um die Bindespezifitit der verschiedenen BZI Homo- und Heterodimere zu untersuchen,

wurde die Bindung von BZI-2, BZI-3 und BZI-4 Homodimeren und die jeweiligen
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Heterodimere mit BZI-1 an das El-Fragment im N.t. GH3 Promotors getestet. Die fiir die
GRA verwendeten Oligos entsprachen der N.t. GH3 Sequenz, nur Bereiche, die ACGT-
dhnlich waren wurden mutiert. Um die verschiedenen BZI-Proteine in GRA zu benutzen,
wurden sie in vitro translatiert. Der Erfolg der Translation wurde mit Hilfe von [*S]-
Methionin markierten Parallelansitzen mittels SDS-PAGE {iberpriift (Abb. 4.24B). Es lassen
sich aber keine absoluten quantitativen Aussagen machen, welche Menge des Proteins spiter
in GRA eingesetzt wurde, da eine Proteinmessung nicht durchfiihrbar ist und es sich dariiber
hinaus um Parallelansétze der verwendeten in vitro Translatate handelt. Daher erlauben die
Ergebnisse, die in diesen GRA gewonnen wurden, lediglich semiquantitative Aussagen
dariiber, ob ein Protein besser oder schlechter an die cis-Elemente bindet. Es zeigte sich, daf3
alle BZI-Proteine in GRA an die cis-Elemente im GH3 Promotor binden (Abb. 4.24A). Die
Homodimere von BZI-1 binden nur relativ schwach an dieses Fragment. In Ansédtzen mit
Cotranslataten von BZI-1 mit BZI-2 oder BZI-4 wird das BZI-1 Homodimer komplett aus der
Bindung verdréingt, lediglich das Heterodimer bindet die DNA. Im Ansatz mit BZI-3 kann
man auch das Homodimer von BZI-1 in der Bindung nachweisen. Die Heterodimere aus BZI-
1 und BZI-2, BZI-3 oder BZI-4 binden die DNA sehr stark. Auch die Homodimere von BZI-
2, BZI-3 und BZI-4 binden an die G/C-Box im GH3 Promotor. In Ansitzen mit
Cotranslataten von BZI-2, BZI-3 oder BZI-4 mit BZI-1 werden die Homodimere aber von den
Heterodimeren verdriangt. Alle BZI-Proteine binden also an die G/C-Box im GH3 Promotor.
Der GH3 Promotor kdnnte somit ein potentieller Zielpromotor aller BZI-Homo- und

Heterodimere sein.
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Abb. 4.24: A: Bindungsstudien der BZI-Proteine an das El1-Element des GH3-Promotors. Eingesetzt
wurden jeweils 2 pl in vitro translatiertes Protein und 4 pl Fragment. -: Ansatz ohne Protein, 1: BZI-1
Protein, 1/2: BZI1/BZI-2 Cotranslatat, 2: BZI-2, 1/3: BZI-1/BZI-3 Cotranslatat, 3: BZI-3, 1/4: BZI-1/BZI-
4 Cotranslatat, 4: BZI-4, Rl: Ansatz mit Reticulocytenextrakt. An der rechten Seite wurden die Dimere
schematisch dargestellt. Weif: BZI-1, grau: BZI-2/-3 oder BZI-4. B: SDS-PAGE zur Uberpriifung der in
vitro Translation. Aufgetragen wurden jeweils [5 pl *°S]-Methionin markierte in vitro Translatate. Die
unterschiedlichen Banden beruhen auf der Erkennung aller ATGs und jeweiligem Translationsstart.

4.4.1.3 GH3 ist ein Zielgen von BZI-1 in vivo

In Northern Blot Analysen konnte von Heinekamp (2002) gezeigt werden, dass BZI-1 einen
Einflul auf die Expression des GH3 Gens hat. In GRA bindet BIZ-1 sowohl an das D1- als
auch an das El-Fragment im GH3 Promotor. Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass
GH3 ein potentielles Zielgen von BZI-1 Homo- oder Heterodimeren ist. Um das in planta zu
zeigen, wurde eine Chromatin-Immunoprézipitation (ChIP) durchgefiihrt.

Die ChIP ist eine Technik, mit der in vivo die Bindung von Proteinen an DNA untersucht

werden kann (Hecht et al., 1996, Johnson et al. 2001). Diese Technik eignet sich daher auch
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gut, um zu zeigen, dal BZI-1 an cis-Elemente im Promotor von GH3 in planta bindet. Eine

schematische Versuchsabfolge ist in Abbildung 4.25 dargestellt.

| Die DNA und die DNA-bindenden Proteine
werden in vivo durch Formaldehyd kreuzvernetzt.

——— O
0 L Das Chromatin wird isoliert und die DNA wird
| in kleinere Fragmente geschert.
Die gegen bestimmte, hier BZI-1, gerichteten
Antikérper, binden an diese Proteine und der
DNA-Protein-Komplex wird prazipitiert.
= AnschlieRend werden die Proteine verdaut und
) L) die Kreuzvernetzung durch Reversion
E ) der kovalenten Bindungen mittels eines 65°C
-« Schrittes tiber Nacht riickgdngig gemacht,
&I Mit PCR werden spezifische DNA-Abschnitte
’: amplifiziert, hier der GH3-Promotor, um zu
. tiberpriifen, ob diese DNA-Abschnitte,
gemeinsam mit den bindenden Proteinen
/—] von den Antikérpern prazipitiert wurden.

Abb. 4.25: Schematische Darstellung der Versuchsabfolge der Chromatin Immunoprizipitation.
Genauere Angaben sind der Beschriftung im Diagramm zu entnehmen.

Um die DNA-Proteinkomplexe in situ zu gewinnen, wird zundchst die DNA mit den
bindenden Proteinen kreuzvernetzt, in dem man ganze Pflanzenbldtter mit Formaldehyd
behandelt (Solomon und Varshavsky, 1985; Solomon et al., 1988). Aus diesen Blittern wird
anschlieBend das Chromatin mit den bindenden Proteinen isoliert. Durch Scherung und
Ultraschallbehandlung wird das Chromatin in Fragmente zerlegt. Dieses Chromatin mit den
kreuzvernetzten Proteinen wird nun in der ChIP eingesetzt: Die Inkubation mit spezifischen
Antikorpern, hier aBZI-1 Antikorper fiihrt zur Bindung der Antikdrper an die spezifischen
Proteine, hier BZI-1, die mit dem Chromatin kreuzvernetzt sind. Mittels an Sepharose
gekoppeltes ProteinA werden die Antikorper-Protein-DNA-Komplexe isoliert. Protein A ist
ein Zellwandprotein aus Staphyllococcus aureus, dass spezifisch an die Fc-Doméne vieler
Antikorper bindet. Nach mehreren Waschschritten werden die Protein-DNA-Komplexe
eluiert. Die Proteine werden mit Proteinase K verdaut, die kovalenten Bindungen werden
durch eine 16 stiindige Inkubation bei 65 °C riickgéngig gemacht (Solomon und Varshavsky,
1985; Solomon et al., 1988). Anschliefend wird die DNA aufgereinigt. Promotorfragmente
(hier des GH3 Promotors) kénnen nun mit spezifischen Primern (hier pGH3-cip-fw und

pGH3-cip-rev) amplifiziert werden.
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Uber eine PCR mit den Primern pGH3-cip-Fw und pGH3-cip-rev konnte ein GH3
Promotorfragment amplifiziert werden, dass sdmtliche ACGT-Elemente des Promotors
umfasst (Abb. 4.26). Das GH3 Promotorfragment wurde also gemeinsam mit BZI-1 Protein
unter Verwendung des oBZI-1-Antikorpers prézipitiert. Die Kontrollexperimente unter
Verwendung des Pradimmunserums, des aHA-Antikorpers, der das BZI-1 Protein nicht
erkennt, und der Ansatz ohne Antikorper, lediglich mit Protein A gekoppelter Sepharose
ergaben keine Prézipitation des GH3 Promotors, die PCR zeigt keine Bande. Als
Positivkontrolle fiir die PCR diente der Vektor pttGH3gus (Heinekamp, unveroffentlicht), der

den GH3 Promotor kodiert. Dieser Versuch wurde dreimal mit gleichem Ergebnis wiederholt.

=

—
3000 bp | -
2000 bp | -
1600 bp | ‘-
1000 bp

500 bp .

Abb. 4.26: Chromatin Immunoprizipitation: Elekrophoresegel der PCR-Proben. Die PCR wurde auf
verschiedenen Ansiitzen jeweils mit den Primern p-gh3-cip-fw und p-gh3-cip-rev durchgefiihrt, die den
GH3 Promotor amplifizieren. M: Grofenstandard, aBZI-1: ChIP-Ansatz mit aBZI-1-Antikérper, PI
BZI-1: ChIP-Ansatz mit Priimmunserum PI BZI-1, aHA: ChIP-Ansatz mit aHA-Antikorper, dieser
Antikorper erkennt das BZI-1-Protein nicht, Sepharose: ChIP-Ansatz mit alleiniger Verwendung von
Protein A gekoppelter Sepharose.

Eine Kontroll-PCR mit Primern gegen eine Region des PMT72 (Putrescine N-
Methyltransferase; Riechers und Timko, 1999) Promotors ergab keine Bande (Daten nicht
gezeigt). Die Bindung von BZI-1 an den GH3 Promotor ist also spezifisch. Dieses ChIP-
Experiment beweist, dal BZI-1 in vivo an den GH3 Promotor bindet. GH3 ist also ein Zielgen
von BZI-1. Dabei konnte BZI-1 als Homo- oder Heterodimer an den GH3 Promotor binden.
In Zukunft soll daher die Bindung der anderen BZI-Proteine an diesen Promotor untersucht

werden, wenn geeignete Antikorper vorliegen.



Ergebnisse 90

4.4.1.4 Analyse der Aktivierungseigenschaften von BZI-1 in Protoplasten

In Hefe konnte ein Fusionsprotein aus BZI-1 und der GAL4BD die Transkription der
Reportergene aktivieren. Deletiert man den Aminoterminus, so verliert BZI-1 seine
aktivierende Wirkung. Um die Wirkung von BZI-1 auf die Transkription in Protoplasten zu
iiberpriifen, wurden transiente Analysen in BY-2 Zellen durchgefiihrt (Abb. 4.27). Dabei
sollte neben den Aktivierungseigenschaften von BZI-1 auch die in vivo Bindung an das

ACGT-Element des E1-Fragmentes im GH3 Promotors untersucht werden.
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Abb. 4.27: Aktivierungseigenschaften von BZI-1 in planta. Verschiedene BZI-1-Derivate (BZI-1 und BZI-
1-AN) wurden transient in BY-2-Zellen exprimiert. Aufgetragen ist die relative GUS-Aktivitit und die
Standardabweichung. Dazu wurde die GUS-Aktivitit in der Kontrolltransformation mit dem Vektor
pHBT (pmol MU mg Protein'min™) gleich 100 gesetzt. Die Werte der anderen Ansitze wurden dazu ins
Verhiltnis gesetzt. Transformationanséiitze: pHBT: 40 ug Vektor pHBT, pHBT-BZI-1: 20 ug pHBT-BZI-
1 20 pg Vektor pHBT, pHBT-BZI-1-AN: 20 ug pHBT-BZI-1-AN und 20 pug pHBT (n=2), vom
Reporterplasmid wurden jeweils 10 pg eingesetzt.

Als Reporterplasmid diente das Plasmid pHB4xE1l-gus (Heinekamp, unverdffentlicht). Es
handelt sich hierbei um ein Derivat des Plasmids pHB (Sprenger-Haussels und Weisshaar,
2000), dieses Plasmid kodiert fiir ein GUS-Reportergen, welches unter der Kontrolle eines
Minimalpromotors steht. In die ,,Multiple Cloning Site* (mcs) dieses Vektors wurde 4 mal
das El-Fragment des Tabak GH3 Promotors inseriert (Heinekamp, unveroffentlicht). Als
Effektorplasmide dienten die Vektoren pHBT-BZI-1 und pHBT-BZI-1-AN (Heinekamp,
unverdffentlicht). Diese Plasmide exprimieren BZI-1-Derivate unter der Kontrolle des HBT-
Promotors (Sheen, unverdffentlicht). Der HBT-Promotor ist ein Derivat des CaMV 35S-
Promotors und vermittelt eine starke Expression des Transgens in Pflanzenzellen. Damit ist
ein hohes Expressionsniveau der Effektorproteine gewéhrleistet. Als Negativkontrolle dient
die Transformation mit dem Vektor pHBT ohne Insert. Die Transformation der BY-2 Zellen
mit pHBT-BZI-1 fiihrt zu einer deutlichen Steigerung der relativen GUS-Aktivitit um das
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2,5- bis dreifache. Fehlt der Aminoterminus, so geht die Aktivitit des Reportergens auf die
Hintergrundaktivitit zuriick. Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass BZI-1 in
planta an das E1-Fragment des GH3 Promotors bindet und die Expression des GUS-Reporters

aktiviert. Dabei wirkt der Aminoterminus als Aktivierungsdoméne.

4.4.1.5 Analyse der Aktivierungseigenschaften von BZI-2 in Protoplasten

Im Hefe-System konnte gezeigt werden, dass BZI-2 ein Aktivator der Transkription ist. Eine
Fusion aus GAL4BD und BZI-2 konnte die Expression der Reportergene unter der Kontrolle
von UAS aus den Promotoren von GAL4 abhingig regulierten Genen zu aktivieren. Die
aktivierende Wirkung von BZI-2 sollte auch in Protoplasten gezeigt werden (Abb. 4.28).
Dazu wurde das gleiche System verwendet wie am Beispiel von BZI-1 unter 4.4.1.4
beschrieben. Im Versuch wurden 4 verschiedene Ansétze getestet. Als Kontrollen dienten die
Transformationen des leeren pHBT-Vektors. Die Transformation mit dem Vektor pHBT-BZI-
1 zeigt eine signifikante Steigerung der relativen GUS-Aktivitdt um das dreifache. Werden
die Pflanzenzellen mit den beiden Vektoren pHBT-BZI-2 und pHBT-BZI-1 transformiert, so
kann ebenfalls eine um das dreifache erhdhte relative GUS-Aktivitdt beobachtet werden. Die
Aktivierung ist aber vergleichbar mit der Wirkung von BZI-1 alleine, es kommt also zu keiner
starkeren Reportergenaktivitit durch das BZI-1/BZI-2 Heterodimer oder einem additiven
Effekt durch das BZI-2 Homodimer. Transformation mit dem Vektor pHBT-BZI-2 fiihrt zu

einer leichten Aktivierung des Reportergens.
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Abb. 4.28: Transiente Expression von BZI-1 und BZI-2 in BY2-Zellen. Aufgetragen ist die relative GUS-
Aktivitit und die Standardabweichung. Dazu wurde die GUS-Aktivitit in der Kontrolltransformation
mit dem Vektor pHBT (pmol MU mg Protein'min™) gleich 100 gesetzt. Die Werte der anderen Ansitze
wurden dazu ins Verhiltnis gesetzt. Als Kontrolle wurde der leerer Vektor verwendet. pHBT: 40 nug
Vektor pHBT, pHBT-BZI-1: 20 pg pHBT-BZI-1 20 pg Vektor pHBT, pHBT-BZI-1/pHBT-BZI-2: 20 pg
pHBT-BZI-1 und 20 pg pHBT-BZI-2, pHBT-BZI-2: 20 ug pHBT-BZI-2 und 20 pg Vektor pHBT (n=2),
vom Reporterplasmid wurden jeweils 10 pug eingesetzt.

Es zeigt sich also, dal BZI-2 ein schwacher Transkriptionsaktivator in Protoplasten ist. Er
kann die Transkription eines Reportergens durch Bindung an das El-Fragment im GH3

Promotor und Aktivierung induzieren.

4.4.1.6 Analyse der Aktivierungseigenschaften von BZI-3 in Protoplasten

Die Analyse der Aktivierungseigenschaften von BZI-3 erfolgte wie oben beschrieben in BY-
2-Zellen. Als Effektorplasmid diente das Plasmid pHBT-BZI-3. Als Kontrollen dienten die
Transformationen mit dem leeren Vektor pHBT und mit pHBT-BZI-1 (Abb. 4.29). Der
Ansatz, der sowohl mit pHBT-BZI-3 als auch mit pHBT-BZI-1 transformiert wurde, zeigt
eine deutliche Steigerung der relativen GUS-Aktivitit um das dreifache des
Hintergrundwertes. Dieses entspricht der Aktivierung im Ansatz mit BZI-1 alleine. Es kommt
also zu keiner verstiarkten Enzymaktivitit durch zusétzliche Gabe von pHBT-BZI-3 und damit
der Moglichkeit der Heterodimerisierung. Transformation mit dem Vektor pHBT-BZI-3 fiihrt
ebenfalls zu einer erhohten relativen GUS-Aktivitit auf das doppelte des Hintergrundwertes.
BZI-3 kann also eine leichte Reportergenaktivitit bewirken, indem es an das E1-Fragment des

GH3 Promotors bindet und die Transkription aktiviert.
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Abb. 4.29: Transiente Expression von BZI-1 und BZI-3 in BY2-Zellen. Aufgetragen ist die relative GUS-
Aktivitit und die Standardabweichung. Dazu wurde die GUS-Aktivitit in der Kontrolltransformation
mit dem Vektor pHBT (pmol MU mg Protein'min™) gleich 100 gesetzt. Die Werte der anderen Ansitze
wurden dazu ins Verhiltnis gesetzt. Als Kontrolle wurde der leere Vektor verwendet. pHBT: 40 ng
Vektor pHBT, pHBT-BZI-1: 20 pg pHBT-BZI-1 20 ug Vektor pHBT, pHBT-BZI-1/pHBT-BZI-3: 20 nug
pHBT-BZI-1 und 20 ug pHBT-BZI-3, pHBT-BZI-3: 20 ug pHBT-BZI-3 und 20 pg Vektor pHBT (n=2),
vom Reporterplasmid wurden jeweils 10 pug eingesetzt.

4.4.1.7 Analyse der Aktivierungseigenschaften von BZI-4 in Protoplasten

Transiente  Analysen in BY-2 Zellen wurden auch eingesetzt, um die
Aktivierungseigenschaften von BZI-4 in planta zu testen. Dabei wurde das Plasmid pHBT-
BZI-4 als Effektorplasmid verwendet (Abb. 4.30). Als Kontrollen wurde auch hier die
Transformation mit dem leeren Vektor pHBT und mit pHBT-BZI-1 benutzt. Es zeigt sich,
daf} die Cotransformation der Zellen mit pHBT-BZI-1 und pHBT-BZI4 zu einem Riickgang
der relativen GUS-Aktivitdt auf das Niveau des Hintergrundes fiihrt. Die Transformation der
Pflanzenzellen mit pHBT-BZI-4 fiihrt ebenfalls zu keiner erhdhten relativen GUS-Aktivitit.
Da in GRA gezeigt werden konnte, dal BZI-4 an das El-Fragment des GH3 Promotors
bindet, muf3 diese Inhibierung der Enzymaktivitit mit den Aktivierungseigenschaften von
BZI-4 zusammenhidngen. BZI-4 ist also wahrscheinlich ein transkriptioneller Repressor in

planta.
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Abb. 4.30: Transiente Expression von BZI-1 und BZI-4 in BY2-Zellen. Aufgetragen ist die relative GUS-
Aktivitit und die Standardabweichung. Dazu wurde die GUS-Aktivitit in der Kontrolltransformation
mit dem Vektor pHBT (pmol MU mg Protein'min™) gleich 100 gesetzt. Die Werte der anderen Ansitze
wurden dazu ins Verhiltnis gesetzt. Als Kontrolle wurde der leerer Vektor verwendet. Die eingesetzte
Gesamtmenge Effektorplasmid betrug je Ansatz 20 pg (n=2), vom Reporterplasmid wurden jeweils 10 pug
eingesetzt.

4.4.1.8 Uberexpression von BZI-2, BZI-3 und BZI-4 hat keinen Effekt auf die GH3

Transkription nach Auxingabe

Die Daten aus GRA und transienten Analysen in BY-2 Zellen deuten darauf hin, daf} die
Transkriptionsfaktoren BZI-2, BZI-3 und BZI-4 eine Rolle bei der Regulation des GH3 Gens
spielen. Die Proteine konnen in vitro und in vivo an das El-Element binden und dort die
Transkription positiv oder negativ regulieren. GH3 konnte somit ein potentielles Zielgen der

BZI-Transkriptionsfaktoren sein.

Wit BZI-2-Oex | BZI-3-Oex |BZI-4-Oex

GH3 ! ¥ - - "=
Et.Br. -+ & & 4 % 32 + 2 4 2 3 3 3 3 2 %

0 824824 0 8 24824 0824824 08 248

NAA - ==-++ - - -F++ - = -F++ -- -+

Abb. 4.31: Northern Blot Analyse der Expression von GH3 in verschiedenen Pflanzenlinien mit (+) oder
ohne (-) NAA. Blattscheiben lief man auf Kaliumphosphatpuffer schwimmen. Angegeben ist der
Zeitpunkt der Probenentnahme nach Beginn des Versuchs in Stunden. Wt: Wildtyp, BZI-2-Oex, BZI-2
iiberexprimierende Pflanze, BZI-3-Oex, BZI-3 iiberexprimierende Pflanze, BZI-4-Oex, BZI-4
iiberexprimierende Pflanze. Als Hybridisierungsprobe wurde ein GH3 Fragment benutzt. Zur
Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben (Experiment 2 mal mit
identischem Ergebnis durchgefiihrt).
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Fiir BZI-1-AN konnte von Heinekamp (2002) gezeigt werden, dass dieses Derivat die
Expression von GH3 nach Auxingabe reprimiert. In Northern-Analysen, bei denen die GH3
Expression in Blattscheiben der BZI-2-Oex, BZI-3-Oex und BZI-4-Oex Pflanzen nach Gabe
von NAA untersucht wurde, konnte aber kein Effekt auf die GH3 Expression beobachtet
werden (Abb. 4.31).

4.4.2. Untersuchung der Beteiligung der BZI-Proteine an der

Genregulation im Rahmen der Bliitenentwicklung

4.4.21 Ektopische Uberexpression von BZI-3 und BZI-4 fiihrt zu einer

Verkleinerung der Bliitenorgane

Die Bliiten der BZI-2-Oex Pflanzen sehen phénotypisch wie der Wildtyp aus. BZI-3-Oex
Pflanzen aber zeigen einen verdnderten Bliitenphdnotyp. Die gesamte Bliite ist um 15 %
kiirzer als die Wildtypbliite, die Staminaldnge ist um 19 % und Stempelldinge um 13 %
verkiirzt. Diese Verkiirzung der Bliitenorgane zeigt sich in allen BZI-3-Oex Linien. Bei den
BZI-4-Oex Pflanzen kann man die gleiche Beobachtung machen: die Bliiten sind um 15%
kiirzer, was sich auch an den einzelnen Bliitenorganen zeigt. Die Verkiirzung der Stamina
betriagt 25%, die Stempelldnge ist um 22% reduziert (Abb. 4.32).

Auch die BZI-1-AN Pflanzen zeigen eine Bliite mit verkiirzten Bliitenorganen. Zum Vergleich
sind in Abbildung 4.32 daher die Werte der BZI-1-AN Pflanze, die von Heinekamp (2002)
ermittelt wurden, aufgetragen. Die Bliiten von BZI-1-AN weisen eine deutlich verringerte
méinnliche Fruchtbarkeit auf: die Pollen sind zu groBem Teil degeneriert, die Pflanze setzt
nach Selbstung kaum Samen an. Wenn der Stempel mit Wildtyp-Pollen befruchtet wird,
kommt es aber zu normalen Samenansatz. Also ist lediglich die méinnliche Fertilitét
beeintrichtigt. Die mikroskopische Untersuchung der Pollen der BZI-3-Oex und BZI-4-Oex
Pflanzen ergab, dall die Pollen wie Wildtyp Pollen aussehen. Der Samenansatz dieser

Pflanzen nach Selbstung ist normal.
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Abb. 4.32: Phinotyp der Bliiten verschiedener transgener Linien. A: Abbildung der Bliiten. Auf der
linken Seite ist jeweils der Wildtyp abgebildet. B: Quantitative Bestimmung der Léinge der Bliitenorgane
Petalen, Sepalen, Stamina und Pistill. Anzahl der Messungen: Wt: n=27, BZI-3-Oex: n=41, BZI-4-Oex#7:
n=12, BZI-4-Oex#9: n=27, BZI-2-Oex#6: n=22, BZI-2-Oex#7: n=16. Die Werte fiir BZI-1-DN wurden von
Thorsten Heinekamp ermittelt und sind als Vergleich aufgetragen (Strathmann et al., 2001).
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4.4.2.2 BZI-1-AN und BZI-4-Oex Pflanzen zeigen eine veranderte Bliutenstands-

morphologie

Die Anordnung der BZI-1-AN und BZI-4-Oex Pflanze sind im Gegensatz zu den Bliiten des
Wildtyps traubenformig angeordnet (Abb. 4.33). Die Bliitenstinde der BZI-3 und BZI-2-Oex

Pflanzen zeigten keine Verdanderungen zum Wiltypbliitenstand.

Wi BZI-4-Oex BZI-1-DN

Abb. 4.33: Phiinotyp der Bliitenstinde der Pflanzen BZI-4-Oex und BZI-1-AN. Zum Vergleich ist auf der
linken Seite der Bliitenstand des Wildtyps aufgetragen.

Deutlich ist auch die Verkleinerung der Samenkapseln der BZI-1-AN Pflanze zu erkennen, in
diesen sind nur wenige Samen enthalten. Die Grofe der Samenkapseln der BZI-4-Oex
Pflanze entspricht den Wildtypsamenkapseln. Der Samengehalt entspricht ebenfalls der
Wildtyp Pflanze.

4.4.2.3 Die NIN88 Expression wird in BZI-4-Oex Pflanzen reprimiert

Die BZI-1AN Pflanzen haben zum groflen Teil sterile Pollen. Es konnte von Goetz et al.,
(2001) gezeigt werden, daBl die ,Antisense“-Expression einer antherenspezifischen
extrazelluliren Invertase, der NIN88, zu Pollensterilitit fiihrt (Goetz et al., 2001).
Extrazelluldre Invertasen spalten das Disacharid Saccharose in Fruktose und Glucose. Diese
Einfachzucker konnen dann iiber spezielle Hexosetransporter in die Zellen aufgenommen
werden. Die Repremierung des Enzyms NINS8S fiihrt zu einer Unterversorgung des Pollens
mit Zucker und somit zur Sterilitdit. Um zu tberpriifen, ob BZI-1 einen Einflul auf die

Expression der NINSS hat, wurden daher von Heinekamp (2002) Northern-Blot Analysen
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durchgefiihrt (Abb. 4.34A). Es zeigte sich, dal in BZI-1-AN Pflanzen die Menge an NINSS
RNA deutlich reduziert ist. Die Pollensterilitit der BZI-1AN Pflanzen konnte also auf einem
reprimierenden Effekt des dominant-negativen BZI-1-Derivates auf die NINS§8 Expression
beruhen. Dabei kann zwischen einer Wirkung des BZI-1 Homodimers und von
Heterodimeren aus BZI-1 und BZI-2, BZI-3 und BZI-4 nicht unterschieden werden, da das
dominant negative BZI-1-AN Derivat auch die Aktivierungseigenschaften und Bindespezifitit

dieser Heterodimere beeinflusst.

A

Wit BZI-1-AN
1 2 1 2 3

Etpr (D G .
— et s

(Heinekamp, 2002)

B Wit BZl-2 BZzZI-3 BZI-4
-Oex -Oex -Oex

NIN88 m “ “ Sgriory
Y e — —
— — — '-_'

Et.Br.

Abb. 4.34: Expression des NIN88 Transkriptes in Bliiten verschiedener transgener Pflanzenlinien. A:
Northern-Blot von Heinekamp (2002), zum Vergleich. B: BZI-2/-3/-4-Oex Pflanzen. Wt: Wildtyp, BZI-1-
AN: transgene Pflanze, die das BZI-1-AN Derivat exprimiert. BZI-2-Oex, BZI-2 iiberexprimierende
Pflanze, BZI-3-Oex, BZI-3 iiberexprimierende Pflanze, BZI-4-Oex, BZI-4 iiberexprimierende Pflanze. Als
Hybridisierungsprobe wurde ein NIN88 Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das
Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben.

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression der BZI-2, BZI-3 und BZI-4 Transkripte eine
Auswirkung auf die Expression der NINS8 hat, wurde eine Northern Blot Analyse in Bliiten
durchgefiihrt (Abb. 4.34B). Deutlich ist zu erkennen, dass BZI-4 Uberexpression zu einer
verringerten Expression der NIN88 RNA fiihrt. Uberpriifung der BZI-4 Expression mit einer
BZI-4 Sonde zeigte, dass BZI-4 in diesen Bliiten deutlich iiberexprimiert wird (Daten nicht

gezeigt).
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4.4.2.4 BZI-4 bindet an eine G-Box im NIN88 Promotor

Um zu untersuchen, ob NINSS ein Zielgen der BZI Transkriptionsfaktoren ist, wurden GRA
mit zwei ACGT Elementen im NIN88 Promotor durchgefiihrt, die sich beide in relativer Néhe
(290 bzw. 342 Bp stromaufwirts des Start ATGs der Translation) zum Translationsstart
befinden (Abb. 4.35). Zum einen handelt es sich um eine klassische G-Box (cACGTg) zum
anderen handelt es sich um eine hybride T/G-Box (tACGTg). Der gesamte NIN88 Promotor
(Goetz et al., 2001) ist im Anhang dargestellt.

...... cgtaaaaaaaaaaaaaatttaaaaaatatattttaaaaaaccgaccaactttag
tcggttttttggtcgattttttgaccgaccaaagttggtcggtcgaccttggtecggtttt
tgccgaatttctagtagtgaccgaaccctgtaagcttcgggagaaattttgtatatgtat

G-Box-Fragment
atgtctatatccttaaaatgaaaaaago&cgggm G-Box
G‘T—Box—Fragment (-342)
aggggcactagatgagcagaataacgtgttctcgtcgcgtaaaaatcttggatcecgee G/T-Box

(-290)
tatgatggtaagtacttcttcgtccttaatcagaggtttcgacttcgagctccagatata
aactatagactcgtctttatagcaccttttaataagactatgacttcatctgatttctct
ataaatactcctcaagctttcggttcttctccattgttcagtttcectttcectceccacatcaca
gaagtgaaaacaaaacaagaagaagaagaagaagaaaaataaagagtttctgtcaaatta
agtccaatagggaaaatg

Abb. 4.35: Ein Ausschnitt des Promotorbereiches des Gens NIN8S8 (Goetz et al., 2001). ACGT-Elemente
wurden durch graue Unterlegung hervorgehoben. Die in GRA eingesetzen Fragmente wurden durch
Balken gekennzeichnet. Das Start-ATG der Translation ist durch Fettdruck hervorgehoben. Die
Positionen der ACGT Elemente stromaufwérts von diesem Start-ATG der Translation sind auf der
rechten Seite eingetragen.

In diesen GRA wurden in vitro translatierte BZI-Proteine eingesetzt. Um die Qualitét der in
vitro Translatate zu liberpriifen wurden GRA mit einer G/C-Box durchgefiihrt, da Strathmann
und Kuhlmann nachweisen konnten (unverdffentlicht), dass die Proteine in GRA an dieses
Fragment gut als Homodimere binden kénnen. In Abbildung 4.36A ist dieses Kontrollgel
dargestellt. Man sieht deutlich die Bindung der Proteine an die G/C-Box. Die Bindung der
Proteine flihrt zu einem verdnderten Laufverhalten des radioaktiv markierten Fragmentes,
eine Bindung wird sichtbar. Die Banden, die durch Besetzung der Fragmente mit BZI-2, BZI-
3 und BZI-4 hervorgerufen werden, zeigen eine vergleichbare Intensitidt. Diese Proteine
liegen also wahrscheinlich in vergleichbaren Mengen im in vitro Translatat vor. Die Bande
von BZI-1 ist schwicher. Das kann zum einen ein Hinweis darauf sein, dass BZI-1 Protein
weniger stark im in vitro Translatat vorhanden ist. Die Beobachtung stimmt aber auch damit
iiberein, dass BZI-1 Homodimere keine bevorzugte Dimerisierungsform sind, und die

Bindung an DNA daher schwiécher ist. Insgesamt lassen sich mit dieser Methode der
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Quantifizierung lediglich semiquantitative Aussagen iiber den Proteingehalt von in vitro

Translataten treffen.

A - —BzZI-1
& | & @ & Hintergrund
o9 =223
Nl D (>
PLPIPL
B G-Box G-Box mut
- RI1122 112 2RI -

T YYY I LIy

BZI-4
Homodimer

G-Box G-Box mut
- RI'1133 113 3Rl -

“ooec0000dd

G-Box G-Box mut
- Rl 11/44 [11/4 4RI -
-
L™

Abb. 4.36: Analyse der Bindung der BZI-Proteine an eine G-Box im NIN88 Promotor. A: GRA zur
Uberpriifung der Extrakte, als radioaktiv markiertes Fragment wurde eine G/C-Box verwendet. B:
Bindung von BZI-2 Homo- und BZI1/BZI-Heterodimeren. 1: BZI-1 Protein, 1/2 Cotranslatat von BZI-1
und BZI-2, 2: BZI-2 Protein. C: Bindung von BZI-3 Homo- und BZI-1/BZI-3 Heterodimeren. 1/3
Cotranslatat von BZI-1 und BZI-3, 3: BZI-3 Protein. D: Bindung von BZI-4 Homo- und BZI-1/BZI-4
Heterodimeren. 1/4 Cotranslatat von BZI-1 und BZI-4, 4: BZI-4 Protein. -: Ansatz ohne Protein, RI:
Ansatz mit Reticulocytenextrakt. G-Box Mut: im ACGT-Motiv mutiertes Fragment.

Die GRA zeigen eine starke Bindung des BZI-4 Proteins an die G-Box im NINS§§ Promotor.

Dabei kann lediglich die Bindung des Homodimers beobachtet werden, das Heterodimer von

BZI-4 mit BZI-1 zeigt keine Bindung an die DNA. In der Spur 4, in der sowohl BZI-4 als
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auch BZI-1 Protein vorliegt, kann man nur die Bindung des Homodimers beobachten. Eine
Mutation im ACGT-Element verhindert die Bindung vollstindig (Abb. 4.36). Die hybride
G/T-Box wird nicht durch BZI-4 gebunden (Daten nicht gezeigt). BZI-2 und BZI-3 zeigen
eine sehr schwache Bindung an die G-Box im N/N88 Promotor, obwohl der Proteingehalt der
in vitro Translatate etwa vergleichbar ist. Auch Versuche mit hoheren Proteinmengen ergaben
keine stirkere Bindung der Proteine an dieses Fragment (Daten nicht gezeigt). Das BZI-1
Homodimer und Heterodimere zwischen BZI-1 und BZI-2 oder BZI-3 zeigen keine Bindung
an dieses Fragment. Die hybride G/T-Box wird von keinem der untersuchten Homo- und
Heterodimere gebunden. BZI-4 Homodimere binden spezifisch an die G-Box im NINSS
Promotor. Es handelt sich also bei NIN§§ um ein potentielles Zielgen von BZI-4.

4.4.3 Isolierung eines Promotorfragmentes von BZ/-4

Es konnte in Zusammenarbeit mit Heinekamp und Kuhlmann (2002) gezeigt werden, dal3
BZI-1-AN einen direkten oder indirekten Effekt auf die BZI-4 Expression hat (Abb. 4.37A).
Die Expression von BZI-4 geht in Bliiten von BZI-1-AN Pflanzen zuriick. Wenn es sich um
eine direkte Regulation von BZI-4 durch BZI-1 handelt, konnte BZI-4 ein Zielgen von BZI-1
sein. Um zu untersuchen, ob BZI-4 ein Zielgen von BZI-1 ist, ist es wichtig, den Promotor
von BZI-4 zu isolieren.

Es wurde hierzu mit dem Universal GenomeWalker Kit der Firma Clontech (2000) nach
Anleitung gearbeitet. Zur Konstruktion der genomischen Banken wurde Gesamt-DNA einer
SNN-Pflanze verwendet. Unter Verwendung von Adapterprimern (APl und AP2) und
genspezifischen Primern ist es moglich, die Promotorbereiche von Genen zu isolieren.
Zunichst wurden als genspezifische Primer Oligos verwendet, die im 5’ untranslatiertem
Bereich der BZI-4 cDNA binden. Mit diesen Primern gelang es aber nicht, destinkte Banden
zu amplifizieren. Unter Verwendung der Primer AP2 und pRNA.1 gelang es ein Fragment
von 1200 Bp Lédnge zu isolieren. Von dieser Sequenz waren aber nur 259 Bp bisher

unbekannt (Abb. 4.37B und C).
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A
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ACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT|
AAATGCAAATGAGCATGGTTAATTATATTATTAACA
ATAACTATTATAGGAAAGGAAACGTTGGCGTAATTA
ATAATGTATTGGGAGATAACTCACATGTTCAACACH
TTAAAACAATTAAGGGATAAACATTAATATATTAAT
TTTGGGAAATAATACTCATATAGTATTCCACAGCTG
TGCATTACAATTGTCATCACGAACATTCTTCTCGCC
TTCAAACTATCCTGTACCAGTTCAAAATCACCTTTC
AAAGGTT

Abb. 4.37: Isolierung eines BZI-4 Promotor Fragmentes. A: Northern Blot Analyse der BZI-4 Expression
in BZI-1-AN Pflanzen (Heinekamp, 2002). Die Hybridisierung erfolgte mit einer NIN88 Sonde. Zur
Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromidbild (Et.Br.) wiedergegeben. B: Schematische
Darstellung der BZI-4 Sequenz und der Lage der fiir die RAGE verwendeten Primer. C: Potentieller
Promotorbereich von BZI-4. Die ACGT-Elemente sind durch graue Késten hervorgehoben. Der Adapter
ist grau unterlegt. Die Bindestelle des AP2 ist eingezeichnet.

In diesem Bereich befinden sich Sequenzabschnitte, die TATA-Box @hnlich aussehen. Es
konnte sich also um einen Bereich des BZI-4 Promotors handeln. Es sind auch zwei ACGT-

Elemente in diesem Sequenzabschnitt vertreten, eine T-Box und eine T/G-Box. Zur
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Untersuchung, ob BZI-4 ein Zielgen von BZI-1 ist, ist es unerldsslich, weitere
Promotorabschnitte zu isolieren, was aus zeitlichen Griinden im Rahmen dieser Arbeit nicht
mehr durchfiihrbar war. Mit dem isolierten Promotor konnen dann GRA durchgefiihrt
werden, um zu iiberpriifen, ob BZI-1 direkt an diesen Promotor des BZI-4 Gens bindet. In
transienten Assays ldsst sich weiter untersuchen, ob BZI-1 direkt einen Einflul} auf die BZ/-4
Transkription hat. Eine ChIP unter Verwendung von Bliiten-Chromatin und oBZI-1-

Antikorper konnte die Bindung von BZI-1 an den BZI-4 Promotor in planta zeigen.
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5 Diskussion

5.1 BZI-2, BZI-3 und BZI-4 lassen sich der Gruppe S der bZIP-

Transkriptionsfaktoren zuordnen

Im Hefe Two Hybrid Screen konnten drei verschiedene bZIP-Proteine isoliert werden, die mit
BZI-1 interagieren. BZI-2, BZI-3 und BZI-4 lassen sich der Gruppe S (Jacoby et al., 2002)
der bZIP-Transkriptionsfaktoren zuordnen. Alle Arabidopsis thaliana Mitglieder dieser
Gruppe S zeichnen sich durch einen sehr langen bZIP-Bereich iiber 8 bis 9 Wiederholungen
und eine konservierte DNA-Bindedoméne aus. Auf genomischer Ebene weisen die fiir die
Proteine der Gruppe S kodierenden Gene keine Introns auf. Der Homologievergleich der
Aminosduresequenz ausgewahlter bZIP-Faktoren der Familie S ergab, dass man mindestens
zwei Untergruppen unterscheiden kann, eine BZI-3 dhnliche Gruppe und eine BZI-2 dhnliche
Gruppe (sieche Abb. 5.1). Die BZI-2 Gruppe unterscheidet sich von der BZI-3 Gruppe durch
einen etwas verldngerten und serinreichen Aminoterminus. Serinreiche Regionen kdnnen
aktivierende Funktion haben (Theill ef al., 1989). Die BZI-2 &hnlichen bZIP-Faktoren weisen
aullerdem eine C-terminale Extension auf. Die BZI-3 Gruppe hat als Charakteristikum einen
konservierten C-Terminus. Dieser Carboxyterminus beinhaltet viele Proline. Prolinreiche
Regionen konnen als Aktivierungsdoménen wirken (Schindler ef al., 1992, Sprenger-Haussels
und Weisshaar, 2000). BZI-4 14Bt sich der Gruppe der BZI-3 dhnlichen Proteinen zuordnen.
BZI-2 weist die grofiten Homologien zu PPI1 aus Chilli (Acc.#: AF127797), CPRF7 aus
Petersilie (Riigner et al., 2001), ATB2 und zwei weiteren Proteinen AtbZIP2 und AtbZIP44
aus Arabidopsis thaliana auf (Rook et al., 1998a, Jacoby et al, 2002). Die

Aminosaureidentititen sind in Tabelle 5.1 wiedergegeben.

Tabelle 5.1: Aminosiureidentitiiten zwischen BZI-2 und anderen bZIP-Transkriptionsfaktoren der
Familie S

bZIP-Protein Species Aminosdureidentitit  Referenz

PPII Capsicum chinense 87 % Lee et al., 2002
ATB2 Arabidopsis thaliana 58 % Rook et al., 1998
CPRF7 Petroselinum crispum 53 % Riigner et al., 2001
AtbZIP2 Arabidopsis thaliana 48 % Jacoby et al., 2002

AtbZI1P44 Arabidopsis thaliana 44 % Jacoby et al., 2002
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BZI-3 zeigt groBBe Homologien zu L.e. bZIP (Acc.#: AF176641), N.t. TBZ17 (Kusano et al.,
1995), R.s. RDLIP (Acc.#: AB015187) und P.c. CPRF6 (Riigner et al., 2001). Es ist identisch
zu N.t. TBZF, das gleichzeitig zu BZI-3 isoliert wurde (Yang et al., 2001). Auch bei den
Monokotyledonen finden sich zahlreiche BZI-3 &hnliche Proteine, deren RNA-Expression
wie auch die BZI-3 RNA, durch Kilte induzierbar ist. Dazu gehdren Z.m. mLIP15 (Kusano et
al., 1995), Z.m. OBF (Singh et al., 1990) und O.s. LIP19 (Aguan et al., 1993). Die Homologie
zwischen BZI-3 und den Proteinen aus Monokotyledonen ist deutlich geringer als die
Homologie zwischen BZI-3 und den Proteinen aus Dikotyledonen. In Tabelle 2 sind die

Aminoséureidentititen zwischen BZI-3 und anderen Proteinen der Familie S wiedergegeben.

Tabelle 5.2: Aminosidureidentititen zwischen BZI-3 und anderen bZIP-Transkriptionsfaktoren der
Familie S

bZIP-Protein Species Aminosdureidentitit  Referenz/ Acc. #
Dicotyledonen

TBZF Nicotiana tabacum 99 % Yang et al., 2001
LeBZIP L. esculentum 92 % AF176641

TBZ17 Nicotiana tabacum 75 % Kusano et al., 1998
RDLIP Raphanus sativus 71 % ABO15187

CPRF6 Petroselinum crispum 61 % Riigner et al., 2001
Monocotyledonen

mLIP15 Zea mais 51 % Kusano et al., 1995
OBF Zea mais 44 % Singh et al., 1990
LIP19 Oryza sativa 42 % Aguan et al, 1993

BZI-4 zeigt ebenfalls Ahnlichkeiten zu bZIP Proteinen der Familie S, die Ahnlichkeiten sind
aber geringer als bei den anderen beschriebenen Proteinen (Tabelle 5.3). Die groBten

Homologien gibt es zwischen BZI-4 und P.c. CPRF6, A.m. BZIP1 und 4.m. BZIP2.

Tabelle 5.3: Aminosiureidentititen zwischen BZI-4 und anderen bZIP-Transkriptionsfaktoren der
Familie S

bZIP-Protein Species Aminosdureidentitit  Referenz

BZI1P2 Antirrhinum majus 59 % Martinez-Garcia et
al., 1998

BZIP1 Antirrhinum majus 55 % Martinez-Garcia et
al., 1998

CPRF6 Petroselinum crispum 53 % Riigner et al., 2001

BZI-3 Nicotiana tabacum 49 % diese Arbeit

BZI-2 Nicotina tabacum 38 % diese Arbeit
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* *
N.t.BZI-3 MALTQQPASSGSDG-QRYATN-DDRKRKRMESNRESARRSRMRKQOHLEELMSQMTQLON
N.t.TBZ17 MASTQQAVSSASDADQQYAKF -DERKRKRME SNRESARRSRMRKQQRLGELMGETTQLHK
R.s.RDLIP MASTQQAVSSASDADQQYAKF - DERKRKRME SNRECARRSRMRKQQRLGELMGETTQLHK
P.c.CPRF6 MA SVONQNQVSSGSDGDLRYATF-DEKKRKRMI SNRESARRSRMKKQQHVDKLIAEMSQLOS
A.t.AtbZIP53 MG SLOMQT--SPESDNDPRYATVTDERKRKRMISNRESARRSRMRKOKQLGDLINEVTLLKN
A.m.BZIP1 MASQQRSTSPGIDD——---—-- DERKRKRKLSNRESARRSRMRKOQRLDELIAQESQMOE
A.m.BZIP2 MAPEQQOSPNSGSNSNI-----~- DERKRKRKQSNRESARRSRMRKOQRLDELMAQESQIQE
N.t.BzI-4 M SALRQSASSSASEDDQRYAGM-DEKKRKRMISNRESARRSRMKKQOKLLQDLTGEVSRLQV L
N.t.BZI-2 MASSSGTSSGSSLFLONSGSEEDLQQ--LVDQRKRKRMI SNRESARRSRMRKQKHLDDLMAQVATLRK ]|
C.c.PIP1 MASSSGTSSGSS-FLONSGSEEDLQL--LMDQRKRKRMI SNRESARRSRMRKQKHLDDLMAQVSTLRK
P.c.CPRF7 MASSGGNSSGSTQKLONSGSEGDL—--—- MDQRKRKRMQSNRESARRSRQRKONHLDELMAQAAQLRK
A.t.bZIP2 MASSSSTYRSSSSSDGGNNNPSDSVV--TVDERKRKRMLSNRESARRSRMRKOKHVDDLTAQINQLSN
A.t.ATB2 MESSSSGTTSSTIQTSSGSEESL-—--- MEQRKRKRMLSNRESARRSRMKKQOKLLDDLTAQVNHLKK
A.t.bzIP44 MGSSTSGNCSSVSTTGLANSGSESDLRQRDL T DERKRKRKQSNRESARRSRMRKQOKHLDDLTAQVTHLRK
A.t.bzIP1 MANAEKTSSGSD--——=--— IDEKKRKRKLSNRESARRSRLKKOKLMEDTTHEISSLERH
* * * * * * * _
N.t.BZI-3 ONVLWREKIDAVGRNYLTLDAENNVLRAQMAETLTERLDSLNSLTRFWADANGLAVDIPET -~ -PDTLLEP
N.t.TBZ17 ONSICRERIDSVERNYRAMDAENNVLRAQIAELTERLNSLNSLTQFWADANGFPVELSEI-—--PDALLEP
R.s.RDLIP ONSICRERIDSVERNYRAMDAENNVLRAQIAELTERLNSLNSPTQFWADANGFPVELSEI-—-PDALLEP
P.c.CPRF6 ONKVVTQKINEATDMFFGVVSENNVLRAQLSELTDRLYSLNSVLHIVEEVSGLAMDI PQV-~~PDTLMED
A.t.AtbZIP53 DNAKITEQVDEASKKYIEMESKNNVLRAQASELTDRLRSLNSVLEMVEEISGQALDIPET - --PESMONP)
A.m.BZIP1 DNKKLRDTINGATQLYLNFASDNNVLRAQLAELTDRLHSLNSVLOIASEVSGLVLDIPDI---PDALLEP)
A.m.BZIP2 ENKKLQKIIDDSKQLYLNFASENNVLRAQLGELTDRLRSLNSVLEIASEVSGMAFDIPAI-—-PDALLED
N.t.BZI-4 ANKNTLAKTEETTERYTVCTAQNNVLKAHAMELNDRLRYLNDVINDT -~ ~—GLAVDAA====== DPLIKE| |
N.t.BZI-2 ENNQILTSMNVTTQHYLNVEAENS I LRAQLAELNHRLESLNET TAFLDANNNCNGLANMD -~~~ -—-~ HN [}
C.c.PIP1 ENDQILTSMNVTTQHYLNVEAENSILRAQLSELSHRLESLNEI IAYMDANNSCSNGLAMD -~~~ -—-- HN
P.c.CPRF7 ENNQIITTTNLTTQQFVKVEAENSVLRAQMDELTQRLQSLNDILHY INTTTTAAAAATAAATTGIDGVFE
A.t.bZIP2 DNRQILNSLTVTSQLYMKIQAENSVLTAQMEELSTRLQSLNEIVDLVQSNGAGFGVDQID-——-—- GCGF
A.t.ATB2 ENTEIVTSVSITTQHYLTVEAENSVLRAQLDELNHRLQSLNDI IEFLDSSNNNNNNNNMG -~~~ -—=~ MC
A.t.bZIP44 ENAQIVAGIAVTTQHYVTIEAENDILRAQVLELNHRLQSLNEIVDFVESSSSGFGMETGQGLFDGGLEFDG
A.t.bzIP1 RIKENSERCRAVKQRLDSVETENAGLRSEKIWLSSYVSDLENMIATTSLTLTQSGGGDCVDDONANAGIA H

N.t.BZI-3 WQLPCPIQPITASADMEFKE
N.t.TBZ17 WQLPCPIQPIDASSDMLLE
R.s.RDLIP WQLPCPIQPIDAS-DMLLE
P.c.CPRF6 WQLPCPAQPITTSANMEKE
A.t.AtbZIP53 WQMPCPMQPIRASADMEDC
A.m.BZIP1 WQLPCPIQADIFQC
A.m.BZIP2 WLLPCPIQPIAASADMEFRH
N.t.BZI-4 LOTPRPMOPT-ASSGIFKE ||
N.t.BZI-2 QEEPYSFNFAQNEPMVDGFNMTNSWNYLCANQPIMTA-DVLQY
C.c.PIP1 —-—-EPYSFNFAQSDTVVDGENMTNSWNYFCSNQPIMTA-HVLQY
P.c.CPRF7 MDNLEFGLDDHQSSYMNNNNNNNNSWNMMY PNQPIM-A-DMEFMY
A.t.bZIP2 DDRTVGIDGYYDD-MNMMSNVNHWGGSVYTNQPIMAN-DINMY
A.t.ATB2 SNPLVGLE--CDDFFVNQMNMS--—---— YIMNQPLMASSDALMY
A.t.bZIP44 VMNPMNLGFYNQPIMASASTAGDVENC
A.t.bZIP1 VGDCRRTPWKLSCGSLQPMASFEFKT

Abb. 5.1: Aminosiuresequenzvergleich ausgewéhlter bZIP-Proteine der Gruppe S. Die Namen der
Proteine BZI-4, BZI-3 und BZI-2 sind durch Unterstreichung hervorgehoben. In blauen Buchstaben sind
die Sequenzidentititen dargestellt, wenn die entsprechenden Aminosiuren bei mehr als 50 % der BZI-
Proteine identisch sind. In roten Buchstaben sind Aminosiuren dargestellt, die in allen BZI-Proteinen an
der Position identisch sind. Die heptamere Wiederholung des Leucinzippers ist durch * Sterne
gekennzeichnet. Der konservierte Bereich der BZI-3-dhnlichen Proteine ist durch eine Umrandung
gekennzeichnet. Die Einordnung in die BZI-3 lihnliche Gruppe ist am rechten Rand der Abbildung durch
einen weillen Balken vermerkt, die BZI-2 dhnliche Gruppe ist durch einen grauen Balken gekennzeichnet.
Das konservierte Motiv der BZI-2 dhnlichen uORF-Peptide ist grau unterlegt dargestellt. Verwendete
Sequenzen: A.t. bZIP53; A.t. bZIP1; A.t. bZIP2; A.t. bZIP44: Jacoby et al., 2002; A.m. BZIP1; A.m.
BZIP2: Martinez-Garcia et al., 1998; P.s. CPRF6; P.s. CPRF7: Riigner et al., 2001; C.c. PIP1: Lee et al.,
2002; N.t. TBZF: Kusano et al., 1998; A.t. ATB2: Rook et al., 1998, R.s. RDALIP: Acc.#: AB015187.
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Im 5’-untranslatierten Bereich von BZI-2, BZI-3 und BZI-4 befinden sich uORFs. uORFs
spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Translation von mRNAs (zur Ubersicht
sieche Morris und Geballe, 2000). uORF-Bereiche finden sich auch in den 5’-Leader-
Sequenzen von vielen Genen der bZIP Transkriptionsfaktoren der Gruppe S. Fiir ATB2
konnte gezeigt werden, dass diese uORFs eine wichtige Funktion bei der Regulation der
Proteinexpression spielen (Rook et al., 1998). Untersuchungen unter der Verwendung des
GUS-Reportergens, das unter der Kontrolle des 47B2 Promotors inklusive des 5’-Leader
exprimiert wurde, zeigten, dass die GUS-Aktivitédt durch Saccharose reprimiert wird. Deletion
der uORFs fiihrte zu einem Verlust der Reprimierbarkeit der GUS-Aktivitdt durch
Saccharose. Die abgeleitete Aminosduresequenz bestimmter uORFs der Gruppe S ist
konserviert (Abb. 5.2). Das konnte bedeuten, das ein Selektionsdruck auf diese uORF-
Sequenzen einwirkt. Mdglicherweise haben die codierten Proteine eine regulative Funktion,
wie das z.B. fiir die Peptide, die in der 5’-Leadersequenz des Hefegens CPA kodiert werden,
gezeigt wurde (Werner et al., 1987). Bei CPAIl konnte man beobachten, dass eine
Sequenzverdnderung der uORF-Bereiche nur Auswirkungen hatte, wenn damit auch die
Aminosdurezusammensetzung verdndert wurde. Der Ersatz von einem Basentriplett mit
einem anderen Basentriplett, daB3 fiir die gleiche Aminosdure kodiert, hatte keine Auswirkung
auf die Repression der Translation (Werner et al., 1987). Auch cis-dominante Effekte, wie der
Gebrauch bestimmter Codons, der zur Verarmung der Zelle an bestimmten tRNAs fiihrt,
konnen durch diese uORFs bewirkt werden. In den Basensequenzen der uORFs von BZI-2
und ATB-2 findet sich das selten benutzte Codon CGC, dass fiir Arginin kodiert. Dieses
Codon wird, wie Untersuchungen an Arabidopsis thaliana ergeben haben, nur in 7 % der
Félle benutzt (http://www.arabidopsis.org/ath cod.html). Die Verwendung seltener tRNAs
filhrt zu einer Verlangsamung der Translation, da die Belieferung des Ribosoms mit der
seltenen tRNA lénger dauert als bei Verwendung eines Codons, dessen tRNAs haufiger in der
Zelle vertreten sind. Fiir die uORFs der Gene gp48 (Cao und Geballe, 1996a; 1996b) und
AdoMetDC (Hill und Morris, 1993) wird angenommen, dass die von den uORFs kodierten
Peptide die Termination der Translation durch Interaktion mit den Ribosomen verhindern,
und so das ,.Scannen“ der Ribosomen in Richtung des Haupt-ORFs behindern (zur
»Scanning“- Theorie der Ribosomen sieche Kozak, 1989). Es kommt somit zu einem
»Ribosomenstau®, der die Translation des Haupt-ORFs reprimiert. Auf Ebene der
Basensequenz konnen Reinitiationsstellen, aber auch Regionen, die ein Scannen der
Ribosomen verhindern, eine regulatorische Rolle spielen. Fiir ATB2 konnte gezeigt werden,

dass der Abstand zwischen uORF und der fiir ATB2 kodierenden Sequenz wichtig fiir die
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Translationsregulation ist (Wiese und Smeekens, personliche Mitteilung). Dies kann darauf
hindeuten, dass die Wiederbeladung des Ribosoms nach Translation des uORFs mit elF2-
GTP-Met-tRNA ein kritischer Schritt fiir die Translation des ORFs ist (Grant und
Hinnebusch, 1994; Grant et al., 1994; Grant et al, 1995).

N.t.BZI-3 ..ttt MTLMRRIRIMHSEFSVVELYWEYVES.......... ]
N.t.TBZ17 i, MTYAIQMRRIRILHSFSVVEFLYWEFYVIS..........
P.c.CPRF6 ..., MIFMRRIRILHSEFSVVYLYWEYVES..........
A.t.DZIP53 ... MSYSILFRRIRILHSFSVVYLYYTYVES..........
A.m.BZIP1 ........ ... MMLMRRVRVVHSEFSVVELYWEYVES..........
A.m.BZIP2 .t MNRIILLHSFSVVFLYWEYVESLVSPMVSENP
A.t.DZIPL .. e MINLNQFLVYHSISVVILHWEYVIS..........
N.t.BZI-4 ............ MISVISTTLLGICLLQSFSVMFLYHEYVES.......... L
N.t.BZI-2 .MSAILSELFLSGFMINSTYRRRAHLVQSESVVFLYWEY............. I
C.c.PPI1 .MSAILSELFLSGFMINSTYRRRTHLVQSFSVVELYWEYEFIS..........
P.c.CPREF7 ... ?INSLLRRRSHLVQSFSVSFLYWEYVYDTSSS......
A.t.bZIP2 .MTPVLCEILLSGLTVKSALCRRTHLVQSEFSVVELYWFYNVS..........
A.t.ATB2 MSPIILSEIFLSGFMLNSTIRRRTHLVQSFSVVELYWLYYVS..........
A.t.bZIP44 .MSPVISEILRSGLTIDSSLRRRTHLVQSFSVVELYWEYVES.......... Ll

Abb. 5.2: Aminosiuresequenzvergleich der potentiell von den uORFs kodierten Peptide ausgewihlter
bZIP-Proteine der Gruppe S, am Beispiel des uORFs2 von BZI-2. In blauen Buchstaben sind die
Sequenzidentititen dargestellt, wenn die entsprechenden Aminosiuren bei mehr als 50 % der BZI-
Proteine identisch sind. In roten Buchstaben sind Aminosiiuren dargestellt, die in allen BZI-Proteinen an
der Position identisch sind. Die Einordnung in die BZI-3 ihnliche Gruppe ist am rechten Rand der
Abbildung durch einen weillen Balken vermerkt, die BZI-2 dhnliche Gruppe ist durch einen grauen
Balken gekennzeichnet. Das konservierte Motiv der BZI-2 ihnlichen uORF-Peptide ist grau unterlegt
dargestellt. Das ? bedeutet, dass die weitere Sequenz nicht in der Datenbank vorhanden ist. Verwendete
Sequenzen: A.t. bZIP53; A.t. bZIP1; A.t. bZIP2; A.t. bZIP44: Jacoby et al., 2002; A.m. BZIP1; A.m.
BZIP2: Martinez-Garcia et al., 1998; P.s. CPRF6; P.s. CPRF7: Riigner et al., 2001; C.c. PIP1: Lee et al.,
2002; N.t. TBZF: Kusano et al., 1998.

Wie oben beschrieben lassen sich ausgewdhlte bZIP-Proteine der Familie S aufgrund ihrer
Aminosdurehomologien in zwei Gruppen einteilen, die BZI-2 Gruppe und die BZI-3 Gruppe.
Der Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz der uORFs (in Abb. 5.2 am Beispiel des
zweiten UORFs von BZI-2) verschiedener bZIP-Proteine bestdtigt deutlich die Einteilung der
bZIP-Proteine in diese beiden Gruppen. Der Carboxyterminus der abgeleiteten
Peptidsequenzen aller untersuchten uORFs ist am stirksten konserviert. Daneben kann man
aber wichtige Unterschiede beobachten: Die BZI-2 &dhnliche Gruppe zeigt eine
aminoterminale Extension des abgeleiteten Peptids mit einem stark konserviertem
E(L/T)(F/L)(L/R)SG-Motiv. Im mittlerem Bereich des Peptides befindet sich ein HLVQ-
Motiv, das sich bei den abgeleiteten Peptiden der BZI-3 dhnlichen Gruppe nicht findet. Das
abgeleitete Peptid von BZI-4 14Bt sich in die BZI-3 dhnliche Gruppe einordnen. Fiir die
Regulation der bZIP-Proteine BZIP1 und BZIP2 aus Anthirrinum majus, die beide zur Gruppe
von BZI-3 gehoren, konnte gezeigt werden, dass in transgenen Tabakpflanzen die Menge an
mRNA des Gens mit 5’-Leader um 60% gegen den mRNA-Gehalt des Gens ohne 5’-Leader

verringert ist (Martinez-Garcia et al., 1998). Es handelt sich hier also vermutlich um keinen
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RegulationsprozeB3, der auf Ebene der Translation eingreift, sondern um eine Regulation der
Transkription oder der RNA-Stabilitdt. Ob diese Regulation auch fiir die Transkription der
BZI-3 RNA zutrifft, ist zu iiberpriifen.

5.2 Die fur die BZI-Transkriptionsfaktoren kodierenden Gene weisen

spezifische Expressionsmuster auf

Die raumliche und zeitliche Verteilung der Expression der BZI-Proteine kann eine wichtige
Regulationsmdoglichkeit fiir die Dimerbildung und damit letztlich fiir die Regulation der
Zielgenexpression sein.

Die Expression von BZI-1 kann in allen pflanzlichen Geweben nachgewiesen werden
(Heinekamp et al., 2001). Auch die BZI-1-Homologe CPRF2 und OHP1 werden ubiquitér in
der Pflanze exprimiert (Kircher et al., 1998; Pysh et al., 1993). Dagegen weisen BZI-2, BZI-3
und BZI-4 entwicklungs- bzw. organspezifische Expressionsmuster auf. BZI-2 wird vor allen
in Sink-Organen, wie Bliiten, Sprof3, Wurzeln exprimiert. Auch 4TB2 zeigt ein vergleichbares
Expressionsmuster. Die A7B2 RNA ldsst sich in den Wurzeln, im SproB, in den
Rosettenbldttern, in den Samenstinden und Bliiten nachweisen. BZI-3 hat einen
Expressionsschwerpunkt in der Bliite. Fiir das BZI-3 identische Gen TBZF (Yang et al., 2001)
konnte gezeigt werden, dass die 7TBZF-RNA in Bliiten und den Schliezellen seneszenter
Blitter akkumuliert. In Tabak gibt es noch ein weiteres Protein mit groBer Homologie zu BZI-
3, TBZ17 (Kusano et al., 1998). Transkription von 7BZI17 wird im Unterschied zu BZI-3
jedoch nur sehr schwach durch Kélte induziert. Es konnte von Yang et al., 2001 gezeigt
werden, dass das TBZI7 Transkript wie TBZF ebenfalls in SchlieBzellen und seneszenten
Blattern akkumuliert. Im Unterschied zu 7BZF findet sich aber keine Akkumulation des
Transkriptes in der Bliite. Daraus kann man schlieBen, dass diese beiden sehr dhnlichen
Transkriptionsfaktoren zwar zum Teil iiberlappende, aber auch spezifische Funktionen, wie
im Rahmen der Bliitenentwicklung, haben.

BZI-4 wird in der Bliite und vor allem in den Stamina exprimiert. Die Anthirrhinum majus
bZIP Transkriptionsfaktoren A.m. BZIPl und A.m. BZIP2 werden ebenso wie BZI[-4
hauptsdchlich in den Bliten exprimiert (Martinez-Garcia et al., 1998). Die
Expressionsschwerpunkte von A.m. BZIPI und A.m. BZIP2 liegen besonders in den Ovarien

und Antheren, daneben aber auch im Leitbiindelgewebe der Sepalen und dem Stengel der
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jungen Infloreszenzen. A.m. BZIP1 wird daneben aber auch in Wurzeln exprimiert, das ist bei
BZI-4 nicht der Fall.

Neben diesen organspezifischen Expressionsmustern, kann man auch eine stimulusabhingige
Transkription beobachten. Auch hier verhalten sich die einzelnen BZI Gene sehr spezifisch.
Die Transkription von BZI-1 wird durch virale und bakterielle Pathogene induziert
(Heinekamp et al., 2001). Das Transkript oszilliert im Tagesverlauf, in der Nacht steigt die
Transkription an, tagsiiber sinkt die Transkriptmenge. Das Transkriptionsmuster von BZ[-2
verhélt sich entgegengesetzt: nach Belichtung steigt die Transkriptmenge an. Die Oszillation
der BZI-1 und BZI-2 Transkripte im Tagesverlauf wird nicht unabhingig vom Licht
fortgesetzt, wie Experimente an Pflanzen, die fiinf Tage unter dauerhafter Belichtung
kultiviert wurden, ergeben haben. Daher kann eine Steuerung der Oszillation der
Transkriptmengen von BZI-1 und BZI-2 durch cirkadiane Rhythmik ausgeschlossen werden.
Der Stimulus fiir die Oszillation kann direkt das Licht sein. Es kann sich aber auch um
indirekte Lichteffekte handeln. Da Licht fiir die Photosynthese und somit zum
Kohlenhydrataufbau von der Pflanze genutzt wird, konnten auch Stoffwechsel- oder
Metabolitsignale die Oszillation der BZI-1 und BZI-2 Transkriptmenge bewirken. BZI-2 und
BZI-1 werden durch Licht gegenldufig in ihrer Expression reguliert. BZI-3 weist dagegen eine
konstante Expression im Tagesverlauf auf. Es ist also moglich das unterschiedliche
Verteilungen (resultierend aus den vorhandenen Proteinmengen) der BZI-1 oder BZI-2
Homodimere und der Heterodimere aus BZ/-1 und BZI-2, die koordinierte Expression von
Zielgenen in Abhingigkeit von der Belichtung, der Photosyntheserate oder der
Zuckerverteilung regulieren. Das konnte beispielsweise im Rahmen der Photosynthese und
der Sink-Source Regulation eine Rolle spielen. Eine Regulation der Proteinmenge in
Abhidngigkeit von der Belichtung konnte fiir den Arabidopsis thaliana bZIP-
Transkriptionsfaktor HYS5 (Oyama et al., 1997, Ang et al., 1998) gezeigt werden. Dieser
Transkriptionsfaktor bindet an G-Box-Motive in den Promotoren verschiedener
lichtinduzierbarer Gene (Ang et al., 1998; Chattopadhyay et al., 1998a und 1998b). Bei
Dunkelheit wird HY'S abgebaut (Osterlund et al., 1999; Osterlund et al., 2000). Dieser Abbau
wird durch COP1 vermittelt. (von Armin und Deng, 1994; Ang et al., 1998, Osterlund et al.,
2000).

Die Inkubation mit den Zuckern Sacharose und Glucose, Produkten der Photosynthese, fiihrt
zu einer verstdrkten BZ/-2 Transkription, die anderen BZI-Gene werden durch Zucker nicht
reguliert. Einen Anstieg der Transkriptmenge durch Zucker konnte auch fiir ATB2 gezeigt

werden (Rook et al, 1998a). Fasst man die stimulusabhdngigen und gewebespezifischen
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Expressionsdaten von BZ[-2 zusammen, so zeichnet sich eine Verbindung zum
Zuckerstoffwechsel bzw. -verteilung oder der Photosynthese ab. Moglicherweise regulieren
BZI-2 Homodimere, oder aber Heterodimere mit den anderen BZI-Proteinen die Expression
von Zielgenen, die mit dem Zuckerstoffwechsel im Zusammenhang stehen. Fiir A7B2 aus
Arabidopsis thaliana konnten dhnliche Expressionsmuster wie flir BZI-2 beobachtet werden
(Rook et al., 1998a). BZI-2 und ATB2 werden vor allem in Sink-Organen exprimiert. Die
Transkription steigt durch Belichtung und Inkubation mit Zuckern. Analysen der Expression
eines ATB2-Promotor-GUS-Reportergen-Konstruktes zeigen eine erhohte GUS-Aktivitdt im
Bereich der Leitgewebe der Blitter, in den Funikuli nach der Befruchtung und bei der
Embryoentwicklung. Desweiteren konnte fiir ATB2 eine post-transkriptionelle Repression der
Expression durch Saccharose gezeigt werden, die iiber die uORFs in der 5’-Leadersequenz
vermittelt wird (Rook et al., 1998b). Es kann fiir beide Gene eine Beteiligung an der Source-
Sink Kontrolle vermutet werden. Die Zielgene von ATB2 sind aber nicht bekannt.
Moglicherweise handelt es sich bei ATB2 um das orthologe Protein zu BZI-2, wie die
strukturellen Daten und die Expressionsanalysen vermuten lassen. BZI-2 weist dartiber hinaus
eine hohe Homologie zu dem Protein PIP1 aus Capsicum chinense auf (Lee et al., 2002). Die
Transkriptmenge der PIP1 RNA steigt pathogeninduziert wihrend einer inkompatiblen
Reaktion an. Getestet wurden die Pathogene PMMV, Pseudomonas syringae pv. syringae 51
und Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Fiir BZI-2 konnte dagegen keine Induktion nach
Befall mit TMV oder Pseudomonas syringae pv. pisi, gezeigt werden.

Die BZI-3 Transkription wird durch Kailte induziert. Diese Induzierbarkeit durch Kilte kann
man bei einer Reihe von bZIP-Proteinen der Familie S beobachten, so bei O.s. LIP19, (Aguan
et al., 1993), Z.m. mLIP15 (Kusano et al., 1995), O.s. OBF1 (Singh et al., 1990) und R.s.
rdLIP (Acc. #: AB015187). Die anderen BZI-Proteine weisen keine Kélteinduzierbarkeit auf.
Durch HitzestreB3 1dsst sich die Transkription von BZI-3 nicht induzieren. Moglicherweise
spielen BZI-3 Homo- oder Heterodimere eine Rolle bei der kiltespezifischen Genregulation.
Die potentiellen Zielgene, auch der dhnlichen Faktoren, sind aber unbekannt. Yang et al.,
(2001) konnten zeigen, dal das zu BZI-3 identische Gen TBZF seneszenzspezifisch
akkumuliert. BZI-3/TBZF hat damit wohl auch eine wichtige Funktion bei der Regulation von
Entwicklungsprozessen. Fir Zm. OBFI1, einen bZIP Transkriptionsfaktor mit grofler
Homologie zu BZI-3, konnte gezeigt werden, dass das Transkript sich in den noch nicht
vollstindig differenzierten Bereichen eines sich entwickelnden Blattes anreichert (Singh et

al., 1990). Das auch BZI-3 eine Rolle bei Entwicklungsprozessen in der Pflanze spielt, zeigt
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sich am Phénotyp der BZI-3-Oex Pflanze, der deutliche Abweichungen zum Wildtyp im
Bezug auf die Stellung der Blatter und die Bliitenorgangrof3en aufweist.

In dieser Arbeit wurden lediglich die Transkriptmengen der cDNAs untersucht, die fiir BZI-2,
BZI-3 und BZI-4 kodieren. Die Transkriptmenge kann einen ersten indirekten Hinweis auf die
Verteilung der Proteine geben. Die cDNAs von BZI-2, BZI-3 und BZI-4 enthalten uORFs in
threr 5° Leadersequenz, die mdglicherweise eine Rolle in der post-transkriptionelle
Regulation der Proteinverteilung spielen. Fiir A7B2 konnte gezeigt werden, dass die
Transkriptmenge durch Saccharoseinduktion ansteigt, auf die Proteinexpression wirkt sich
Saccharose aber in Konzentrationen von iiber 25 mM hemmend aus, was iiber die uORF-
Bereiche in der 5’-Leadersequenz vermittelt wird (Rook et al., 1998b). Dieses Beispiel zeigt,
wie wichtig es ist, neben der Transkriptverteilung auch die Proteinverteilung zu untersuchen.
Daher sollte in Zukunft auch die Proteinverteilung der BZI-Proteine untersucht werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verfiigbarkeit von BZI-Proteinen fiir die
Bildung von Homo- und Heterodimeren einer komplexen und spezifischen Regulation
unterliegt. Dabei kann man eine organspezifische Verteilung aller BZI Transkripte
beobachten. Die stressabhéngige Induktion der BZI RNAs ist spezifisch fiir die einzelnen
Gene. Eine entwicklungsspezifische Verteilung ist fiir das BZI-3 identische Gen TBZF gezeigt
worden (Yang et al., 2001). Diese raumliche, stimulusabhingige und zeitliche Regulation der
Verteilung der bZIP-Transkriptionsfaktoren bestimmt die Verfiigbarkeit der Proteine fiir die
Homo- und Dimerbildung. Durch Kombination der Proteine bei der Dimerbildung ist eine
gezielte Zielgenaktivierung in Abhdngigkeit vom Gewebe, des Entwicklungsstadiums und der

Reizverarbeitung wahrscheinlich.

5.3 Der Gruppe C bZIP-Transkriptionsfaktor BZI-1 heterodimerisiert

spezifisch mit den BZI-Transkriptionsfaktoren der Gruppe S

Die Proteine BZI-2, BZI-3 und BZI-4 wurden in einem Hefe Two Hybrid Screen als
Heterodimerisierungsspartner von BZI-1 isoliert (Strathmann et al., 2001).

Heterodimerisierung konnte auch fiir andere bZIP-Faktoren gezeigt werden. Die GBF-
Proteine aus Arabidopsis thaliana zeigen ein sehr differenziertes Dimerisierungsverhalten in
vitro. GBF1, GBF2 und GBF3, Familie G (Jacoby et al., 2002), bilden sowohl Homodimere
als auch wechselseitig Heterodimere (Schindler et al., 1992). GBF4, Familie A in der

Einteilung nach Jacoby et al., (2002), homodimerisiert nicht, bildet aber Heterodimere mit
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GBF2 und GBF3 (Menkens und Cashmore, 1994). Die bZIP-Proteine HYH und HYS aus
Arabidopsis thaliana konnen sowohl Homodimere als auch Heterodimere bilden (Holm et al.,
2002). Fiir die Proteine BZIP1 und BZIP2 aus Anthirrhinum majus, beide Familie S, konnte
eine Heterodimerisierung gezeigt werden (Martinez-Garcia et al., 1998). Auch die bZIP-
Proteine aus Petersilie heterodimerisieren sehr spezifisch: CPRF1, CPRF2 und CPRF3 bilden
bevorzugt Heterodimere (Armstrong et al., 1992). CPRF4a bildet sowohl Homodimere als
auch Heterodimere mit CPRF1, aber nicht mit CPRF2 (Kircher et al., 1998). CPRF2 weist
eine hohe Homologie zu BZI-1 auf (Heinekamp ef al., 2001), es konnte sich um das orthologe
Protein aus Petersilie handeln. Fiir CPRF2 konnte gezeigt werden, dass das Protein in Hefe
mit CPRF6 und CPRF7 (Riigner et al., 2001) interagiert. CPRF6 und CPRF7 sind den
Proteinen BZI-2, BZI-3 und BZI-4 sehr dhnlich. In der Hefe interagiert BZI-1 ebenfalls mit
CPRF6 und CPRF7, die Interaktion zwischen bZIP-Proteinen der Gruppe S und der Gruppe C
ist also speziesiibergreifend. CPRF5 wurde als Interaktionspartner von CPRF1 isoliert
(Rigner et al., 2001). Eine Interaktion zwischen BZI-1 und CPRFS5, das zur Gruppe G in der
Einteilung nach Jacoby et al., (2002) gehort, findet nicht statt. BZI-1 interagiert auch nicht
mit den TGA Faktoren TGA2.1 und TGA2.2 (Gruppe D). Die Interaktion von BZI-1 mit
anderen Proteinen ist also spezifisch, dabei konnte bisher lediglich eine Interaktion von BZI-1
mit bZIP-Proteinen der Familie S gezeigt werden. Die BZI-Proteine zeichnen sich durch ihre
extrem langen Leucinzipper aus, die liber bis zu neun Wiederholungen gehen. Die Struktur
des Zippers konnte die Interaktionsspezifitit bewirken. Die Interaktion zweier Monomere
wird maligeblich von der Moglichkeit der Proteine bestimmt, coiled-coil Formationen
auszubilden (Lupas, 1996, zur Ubersicht sieche Vinson et al., 2002). Zwei Monomere kdnnen
sich parallel aneinanderlagern. Dabei bilden die Aminosduren in Position d (das Leucin des
Zippers) und die Aminosédre an Position a (Nomenklatur nach Mc Lachlan und Steward,
1975) durch elektrostatische Wechselwirkungen ein hydrophobes Zentrum (siche Abbildung
1.1). Die amphiphatische a—Helix erlaubt polaren oder geladenen Aminosduren an Position e
und g eines bZIP-Proteins, mit den Aminosiuren an den korrespondierenden Positionen eines
anderen  bZIP-Proteins iiber  Wasserstoffbriickenbindungen oder  hydrophile
Wechselwirkungen zu interagieren. Stof3en sich die Aminosduren an Position e und g ab, oder
ist aus sterischen Griinden keine Interaktion mdoglich, so findet keine Dimerisierung statt. Auf
diese Art und Weise kann eine Spezifitit der Dimerisierung erreicht werden (zur Ubersicht
siehe Siberil ef al., 2001; Vinson et al., 2002).

Das ,,Coils*“-Programm (Lupas et al., 1991; Lupas, 1996) berechnet fiir alle BZI-Proteine

eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung von coiled-coil-Strukturen im Bereich des
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Leucinzippers (siche Anhang). Interessanterweise weisen alle untersuchten Proteine einen
sehr langen Zipper-Bereich auf, BZI-1 und BZI-2 iiber 9 Wiederholungen, BZI-3 und BZI-4
tiber 8 Wiederholungen. In jedem der Proteine sieht man einen deutlichen Riickgang der
Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung einer coiled-coil Konformation im Bereich der 4.
Wiederholung (BZI-2 und BZI-3) bzw. der 5. Wiederholung (BZI-1 und BZI-4). Dann steigt
die Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung von coiled-coil Strukturen bei allen BZI-Proteinen
wieder an. Bei BZI-4 ist die Wahrscheinlichkeit fiir coiled-coil Strukturen im C-terminalem
Bereich des Zippers nicht so hoch wie bei den anderen BZI-Proteinen. Die bZIP-Proteine, die
nicht mit BZI-1 interagieren, also die TGA-Faktoren und CPRF5 weisen viel kiirzere
Leucinzipper-Bereiche auf als die BZI Proteine. Die Zipper der TGA-Faktoren erstrecken sich
lediglich iiber drei Wiederholungen, und der Zipper von CPRFS5 erstreckt sich iiber flinf
Wiederholungen. Die Zipper dieser Proteine weisen keine Unterbrechungen in der
Wabhrscheinlichkeit zur Ausbildung von coiled-coil Konformationen auf. Bei kurzen Zippern
ist die Proteinsequenz des Zippers generell weniger flexibel, da die Aminosduren dieses
kurzen Bereichs fiir die Dimerbildung optimiert sein mull (Vinson et al., 2002).
Moglicherweise ist die Linge des Zippers und auch die Struktur demnach entscheidend fiir
eine Interaktion und Dimerbildung. Eine Interaktion lie sich nur zwischen den Proteinen
nachweisen, die einen langen Leucinzipper aufweisen und eine Unterbrechung in der coiled-
coil Wahrscheinlichkeit haben, wie den BZI-Proteinen.

BZI-1 kann in Hefezellen auch homodimerisieren, die Interaktion der Homodimere ist aber
um den Faktor 6 bis 10 geringer als die Interaktion der Heterodimere von BZI-1 mit BZI-2,
BZI-3 oder BZI-4, wie die B-Galaktosidaseaktivititen des oONPG Tests zeigen. Das korreliert
mit der Tatsache, dass im Hefescreen auch kein BZI-1 Klon als Interaktionspartner von BZI-1
isoliert wurde, obwohl dieser Klon in der Bank reprdsentiert war (Strathmann, 1999).
Moglicherweise wird demnach die Heterodimerisierung von BZI-1 mit den anderen BZI-
Proteinen vor der Homodimerisierung bevorzugt. Eine Kartierung der Interaktionsdoménen in
Hefe ergab, dass der bZIP-Bereich die Interaktion von BZI-1 mit den Proteinen BZI-2, BZI-3
und BZI-4 vermittelt.

Die Interaktion von BZI-1 mit den anderen BZI-Proteinen, die in vivo in Hefe gefunden
wurde, konnte auch in vitro bestitigt werden. In ,Far Western“ Analysen konnte die
Heterodimerisierung von BZI-1 mit BZI-2, BZI-3 und BZI-4 bestitigt werden. Es konnte
auch gezeigt werden, dass BZI-1 nicht mit TGA-Faktoren und BSA interagiert. Die ,,Far
Western™ Analysen bestitigt also die in Hefe gewonnenen Daten. In GRA kann die Bindung

der Homo- und Heterodimere an DNA gezeigt werden. Hier konnte sowohl die
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Homodimerisierung der BZI-Proteine als auch die Heterodimerisierung von BZI-1 mit BZI-2,
BZI-3 und BZI-4 iiber die Bindung der Dimere an radioaktiv markierte DNA-Fragmente
gezeigt werden. Ein Beweis der Interaktion in planta mufl noch erbracht werden. Dazu wiirde
sich eine Coimmunoprezipitation gut eignen (wie beispielsweise in Straub et al., 1996
beschrieben). Fiir eine Coimmunoprezipitation sind gute Antikorper, die die zu
untersuchenden Proteine erkennen, essentiell. Bisher liegt der Antikorper gegen BZI-1 in
einer guten Qualitdt vor. Ein Antikorper gegen BZI-4 wurde wihrend dieser Arbeit
hergestellt. Die Herstellung von Antikdrpern gegen BZI-2 und BZI-3 ist bisher noch nicht
befriedigend gelungen.

Die spezifische Heterodimerisierung von bZIP Transkriptionsfaktoren kann die
Zielgenspezifitdt bewirken. Im tierischen System konnte fiir die Mitglieder der ,,small*“-Maf
Familie von bZIP-Transkriptionsfaktoren gezeigt werden, dass sie mit dem
erythroidspezifischen bZIP-Protein NF-E2 p45 interagieren (Andrews und Faller, 1991;
Andrews et al., 1993; Fujita et al., 1991). Dieses Heterodimer aktiviert die Transkription
erythroidspezifischer Gene unter der Kontrolle von Promotoren, die die NF-E2 Consensus
Bindestelle enthalten. Auch Heterodimere aus Fos und den ,,small“-Maf Proteinen konnen an
die gleiche Bindestelle binden, die Transkription wird dann nicht aktiviert (Kataoka et al.,
1995). Es wird daher von den Autoren postuliert, das die gewebespezifische Expression der
Zielgene und Differenzierung der Erythroidzellen von der Kompetition zwischen Fos und NF-
E2 p45 um die ,,small“-Maf-Heterodimerisierungspartner und die Besetzung der DNA-
Bindestellen reguliert wird.

Die Proteine HYH und HYS aus Arabidopsis thaliana konnen Homo- und Heterodimere
bilden und binden an das gleiche cis-Element, eine G-Box in lichtregulierten Promotoren
(Chattopadhyay et al., 1998a und 1998b; Holm et al., 2002). Die Phinotypen der Mutanten
hy5 und hyh sind dhnlich, hyh reagiert aber stirker in Bezug auf Blaulicht als auf andere
Lichtqualititen. In Bezug auf Zielgene zeigte sich in einem EST Mikroarray, dass die
Regulation der Genexpression von potentiellen Zielgenen zwar tliberlappt, 135 von 149 Gene
werden in den Mutanten 4y35, hyh und hyh/hy5 gleich reguliert, es werden aber auch Gene, 11
von 149, sehr distinkt und unterschiedlich direkt oder indirekt durch die beiden
Transkriptionsfaktoren HYH und HYS reguliert (Holm et al., 2002). Diese Beispiele zeigen
deutlich, dass selektive Homo- oder Heterodimerisierung eine Moglichkeit ist, um die

Zielgenspezifitit zu regulieren.
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5.4 Die spezifische Bindung der Homo- und Heterodimere an
bestimmte cis-Elemente in den Promotoren der Zielgene kann die

Zielgenspezifitat bewirken

Neben der selektiven Heterodimerisierung ist die Bindungsspezifitit von Homo- bzw.
Heterodimeren an bestimmte cis-Elemente eine weitere Moglichkeit, um eine
Zielgenspezifitit zu erreichen. BZIP-Transkriptionsfaktoren binden im Allgemeinen an cis
Elemente mit ACGT-Kernmotiv (Feldbriigge et al., 1996). Fiir die Spezifitit der Bindung sind
aber die flankierenden Bereiche von groBBer Bedeutung (Izawa et al., 1993).

Die Bindedoménen der BZI-Proteine weisen hohe Homologien auf. In Abbildung 5.3 ist der

Aminoséurevergleich der Bindedoméinen und der Leucinzipper der BZI-Proteine dargestellt.

-30 -20 -10 -1

N-terminale Domédne Core-Doméane “hinge”-Domadne

I 1

abcdefgabcdefgabecdefgabedef
BZI-1 DPSDAKRVRRMLSNRESARRSRRRKQAHLTELETQVSQLRVENSSLLKRLTDISQ
BZI-2 QQVDQRKRKRMISNRESARRSRMRKQKHLDDLMAQVATLRKENNQILTSMNVTTQ
BZI-3 ATNDDRKRKRMESNRESARRSRMRKQQHLEELMSQMTQLONQNVLWREKIDAVGR
BZI-4 AGMDEKKRKRMISNRESARRSRMKKQKLLODLTGEVSRLQVANKNILAKIEETTE

gabcdefgabcdefgabecdefgabecdefgabedefg
BZI-1 KYNEAAVDNRVLKADVETLRTKVKMAEETVKRVTGL
BZI-2 HYLNVEAENSILRAQLAELNHRLESLNEITIAFLDAN
BZI-3 NYLTLDAENNVLRAQMAELTERLDSLNSLTRFWADA
BZI-4 RYTVCTAQNNVLKAHAMELNDRLRYLNDVINDTGLA

Abb. 5.3: Die basische DNA-Bindedomiine und der Leuzinzipper-Bereich der BZI-Proteine im Vergleich.
In blauen Buchstaben sind die Sequenzidentititen dargestellt, wenn die entsprechenden Aminoséiuren bei
mehr als 50 % der BZI-Proteine identisch sind. In roten Buchstaben sind Aminoséiuren dargestellt, die in
allen BZI-Proteinen an der Position identisch sind. Der Balken markiert die basische Domiine. Die
Dominenstruktur der basischen Doméine nach Niu ef al., (1999) und die Nomenklatur nach Suckow (1999)
sind eingezeichnet. Die Aminosiurenposition im Leucinzipper ist in der Nomenklatur nach McLachlan
und Steward, (1975) iiber den entsprechenden Aminosiuren dargestellt. Die Position d, das Leucin des
Zippers, ist grau unterlegt hervorgehoben.

Strukturdaten, die an GCN4 gewonnen wurden, zeigen, dass die Aminosduren zwischen
Position —4 und —22 (Nomenklatur nach Suckow, 1999), die ,,core*“-Region, fiir die Bindung
an DNA genutzt werden, dabei findet aber der Kontakt zwischen Transkriptionsfaktor und
DNA nur iiber einzelne Aminoséduren statt (Ellenberger et al., 1992; Konig und Richmond,
1993; Keller et al., 1995). Die C-terminale ,hinge“-Region und die N-terminale Region
werden von der eigentlichen DNA-Bindedomine, der ,,core“-Region unterschieden. Es

konnte fiir die pflanzlichen bZIP-Transkriptionsfaktoren EmBP-1 und TGAla gezeigt
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werden, dass die ,,hinge“-Region und die N-terminale Region fiir die DNA-Bindespezifitit
von Bedeutung sind (Niu et al., 1999). Beim Vergleich der Bindedoménen von BZI-1, BZI-2,
BZI-3 und BZI-4 (Abb. 5.3) ist zu erkennen, das die ,,core“-Region hochkonserviert ist.
Lediglich an vier Aminosdurepositionen innerhalb dieser ,,core*“~-Region sind unterschiedliche
Aminoséuren eingebaut. Vergleicht man die BZI-Proteine der Gruppe S, ist sogar nur an zwei
Positionen eine unterschiedliche Aminosédure eingebaut. Im Bereich der ,,hinge*“-Region und
der N-terminale Region zeigt sich eine wesentlich geringere Homologie. Das konnte ein
Hinweis auf eine unterschiedliche Preferenz fiir verschiedene cis-Elemente sein. Durch
Austausch der ,hinge“-Region und der N-terminale Region kdnnte untersucht werden, ob
diese Bereiche die Bindespezifitit an bestimmte cis-Elemente beeinflussen. Ein
vergleichbares Experiment wurde von Niu et al., (1999) fiir die Transkriptionsfaktoren
EmBP-1 und TGA1a durchgefiihrt.

BZI-1 bindet in GRA an ACGT-Elemente im GH3 Promotor. BZI-1-AN bindet an das El
Fragment, es handelt sich um ein hybrides G/C-Element und an das G-Box Element im D1
Fragment. Die Bindung von BZI-1 an den GH3 Promotor konnte in planta mittels Chromatin-
Immunoprézipitation bestitigt werden. Das ChIP Experiment wurde dreimal mit gleichem
Ergebnis durchgefiihrt. Lediglich im mit aBZI-1-Antikérper inkubierten Ansatz konnte ein
GH3 Promotorfragment tiber eine PCR detektiert werden. In Kontrollansdtzen mit
Praimmunserum, aHA-Antikorper oder lediglich Protein A-gekoppelter Sepharose konnte
kein GH3 Promotorfragment detektiert werden. Eine Kontroll-PCR mit Primern gegen ein
Promotorfragment eines anderen Gens, PMT2 (Putrescine N-Methyltransferase; Riechers und
Timko, 1999), war ebenfalls negativ. Die Prazipitation des GH3 Promotorfragments mit dem
aBZI-1 Antikorper ist demnach spezifisch, BZI-1 bindet in planta an den GH3 Promotor. Es
handelt sich also bei GH3 um ein direktes Zielgen von BZI-1.

Die Untersuchung der Bindung verschiedener BZI-1, BZI-2, BZI-3 und BZI-4 Heterodimere
an die hybride G/C Box in vitro ergab, dass alle getesteten Homodimere und die
Heterodimere zwischen BZI-1 und den Gruppe S Transkriptionsfaktoren an dieses Element
binden. Eine Verdnderung der Spezifitit der Bindung durch die Dimerisierung kann an der E1
Box des GH3 Promotors in vitro nicht beobachtet werden. Die Bindung von bZIP-Proteinen
der Familie S an hybride ACGT-Elemente konnte auch schon fiir 4.m. BZIP1 und BZIP2
gezeigt werden, die bevorzugt an eine hybride G/C-Box binden (Martinez Garcia et al., 1998).
TBZF und TBZ17 binden ebenfalls bevorzugt an hybride Elemente, und zwar eine A/G-Box
(TACGTG) und eine C/G-Box (GACGTG). Am NINSS8 Promotor (Goetz et al., 2001) kann

eine spezifische Bindung von BZI-4 an eine G-Box beobachtet werden. BZI-1 zeigt keine
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Bindung an dieses Element, BZI-2 und BZI-3 zeigen allenfalls eine extrem geringe Bindung
und auch die Heterodimere binden nicht an dieses Element. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass BZI-1 in GRA an eine G-Box im GH3 Promotor bindet, an die G-Box
im NINSS Promotor aber nicht bindet. Moglicherweise haben also die Umgebungssequenzen
des ACGT-Elementes einen EinfluB auf die Spezifitit der Bindung des BZI-1 Proteins an
diese cis-Elemente, wie Izawa et al., (1993) fiir die Bindung verschiedener bZIP-Proteine an
G- und C-Box Elemente mit unterschiedlichen flankierenden Regionen, zeigen konnten. Eine
hybride T/G-Box im NIN88 Promotor wird von keinem der Proteine gebunden. Es konnte
somit die Spezifitit der Bindung von BZI-4-Homodimeren an die G-Box im NIN88 Promotor
gezeigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit besagen, dass bestimmte cis-Elemente, wie hybride G/C-Box im
GH3 Promotor von verschiedenen Homo- und Heterodimeren promiskuitiv gebunden werden.
Andererseits siecht man am Beispiel der G-Box des NIN88-Promotors eine spezifische
Bindung des Homodimers von BZI-4. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daB {iber die
Dimerisierung eine Spezifitit der Bindung an bestimmte cis-Elemente und damit eine
Zielgenspezifitit erreicht werden kann. In Zukunft sollte man die in vivo Bindung von BZI-4

an den NINSS Promotor durch Chromatin-IP mit Bliitenchromatin untersuchen.

5.5 Die Genexpression der Zielgene hangt von den

Aktivierungseigenschaften der BZI-Transkriptionsfaktoren ab

Die Regulation der Transkription von Zielgenen durch Transkriptionsfaktoren hdngt auch
davon ab, ob die Transkriptionsfaktoren aktivierend oder reprimierend wirken.
Transkriptionsaktivatoren sind modulare Proteine mit einer DNA-Bindedoméne und einer
Aktivierungsdoméne (Johnson und McKnight, 1989; Triezenberg 1995). Die Bindedoméne
lokalisiert diese Proteine auf der DNA und die Aktivierungsdoméne kann die basale
Transkriptionsmaschinerie an den Promotor rekrutieren (Ptashne und Gann, 1997, Stargell
und Struhl, 1996). Die Aktivierungseigenschaften von BZI-1 sind gut untersucht (Heinekamp,
2002 und diese Arbeit): das Protein kann in Hefe und in Protoplasten die Transkription von
Genen einleiten. Deletiert man den Aminoterminus, d.h. die ersten 72 Aminosduren, So
verliert BZI-1 seine Aktivatorfunktion. Auch fiir BZI-2 konnte eine Aktivierung von
Reportergenen in Hefe und Protoplasten festgestellt werden. Der Aminoterminus von BZI-2

enthilt viele Serine. Serinreiche Regionen konnen als Aktivierungsdomdnen wirken (Theil et
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al., 1989). Fir das BZI-2 dhnliche Protein PPI1 (Lee et al., 2002) konnten ebenfalls
Aktivierungseigenschaften in Hefe gezeigt werden. Fir BZI-3 konnte eine leichte
Transkriptionsaktivierung durch Bindung an das El-Element des GH3 Promotors in BY-2
nachgewiesen werden. Yang et al., (2001) beschreiben fiir das BZI-3 identische TBZF-
Protein eine Bindung an A/G und C/G-Hybridboxen und ebenfalls Reportergenaktivierung in
BY-2 Zellen. BZI-3 weist einen konservierten Carboxyterminus mit zahlreichen Prolinen auf,
die aktivierend wirken kénnen (Schindler et al., 1992, Sprenger-Hausselts und WeiBhaar,
2000). Fiir das BZI-3 identische TBZF-Protein konnten Yang et al., (2001) zeigen, dass der
Carboxyterminus wichtig fiir die Genaktivierung ist. Dabei scheinen die letzten 10
Aminosduren entscheidende Funktion zu haben. Auch fiir den im Carboxylterminus stark
konservierten Tabak-Transkriptionsfaktor TBZ17 konnte gezeigt werden, dass besonders die
letzten 10 Aminosduren von groBer Bedeutung fiir die aktivierende Wirkung sind. Die
Versuche wurden mit gleichem Ergebnis sowohl in Hefe als auch in BY-2-Zellen
durchgefiihrt.

BZI-4 wirkt in BY-2 Zellen mit der 4xE1-Box als cis-Element im Promotorbereich als
Repressor der Reportergenexpression. Wenn lediglich BZI-4 in den BY-2 Zellen exprimiert
wird, sieht man lediglich eine Hintergrund-GUS-Aktivitit, wie auch nach der Transformation
mit dem leeren Kontrollvektor. Einen vergleichbaren Effekt sieht man auch bei der
Coexpression von BZI-1 und BZI-4. Da in diesem Experiment eine 4xE1-Box als cis-Element
benutzt wurde, kann nicht genau bestimmt werden, auf welche Dimerkombinationen diese
Repression zuriickzufiihren ist. BZI-4 Homodimere konnten alle vier Bindestellen besetzen,
das wire beispielsweise der Fall, wenn die Affinitdit der BZI-4 Homodimere an diese
Fragment wesentlich hoher ist, als die der BZI-1 Homodimere oder der Heterodimere aus
BZI-1 und BZI-4. Denkbar ist auch, dal ein Teil der Bindestellen von BZI-1-Homodimeren
und ein Teil von BZI-4 Homodimeren besetzt wird. Dann wiirde die additive Besetzung der
Bindestellen durch BZI-4 Homodimere die Repression bewirken. Es ist auch moglich, dass
BZI-1/BZI1-4 Heterodimere diese Repression hervorrufen. Die Daten aus GRA haben gezeigt,
dass BZI-4 sowohl als Homo- als auch als Heterodimer mit BZI-1 an DNA binden kann. Um
genauere Riickschliisse auf die Regulation der Expression der Zielgene durch die Homo- und
Heterodimere zu erhalten, kann es sinnvoll sein, in experimentellen Ansétzen eine spezifische
Homo- oder Heterodimerisierung zu bewirken. Zur Untersuchung der spezifischen Wirkung
von Homo- bzw. Heterodimeren der Transkriptionsfaktoren Maf und Jun im tierischen
System, hat man beispielsweise die Zipperbereiche von Maf und Jun gegen den Zipper von

GCN4 ausgetauscht. Dann konnen selektiv nur die Proteine, die diesen GCN4-Zipper
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enthalten, interagieren und somit kann die Wirkung von bestimmten Homo- und
Heterodimeren untersucht werden (Kataoka et al., 2001).

Der Aminoséurevergleich von BZI-4 mit BZI-2 oder BZI-3 ergibt signifikante Unterschiede.
Der Aminoterminus von BZI-4 ist im Gegensatz zu dem Aminoterminus von BZI-2 verkiirzt
und weist weniger Serine auf. Der Carboxyterminus weist Unterschiede zu BZI-3 auf. BZI1-4
enthdlt weniger Proline. Es ist also moglich, dass dem BZI-4-Protein eine eigene
Aktivierungsdomidne fehlt, und es daher in bestimmten Funktionszusammenhédngen als
Repressor fungiert. Weitere mdgliche Ursachen fiir die reprimierende Wirkung von BZI-4
sind ein fehlender Kerntransport oder eine Repressordomine (Ohta et al., 2001, Hiratsu et al.,
2002) im Protein. Gegen eine Retention des BZI-4 Proteins im Cytoplasma spricht eine
mogliche bipartive NLS (Van der Krol und Chua, 1991; Varagona und Raikhel, 1994) in der
Bindedoméne des BZI-4 Proteins. Auch die experimentellen Daten in transienten Assays
sprechen gegen eine Retention im Cytoplasma. Es konnte gezeigt werden, dass
Cotransformation von BZI-1 und BZI-4 in BY-2 Zellen zu einer Repression der GUS-
Aktivitdt fithrt. Bei einer Retention von BZI-4 im Cytoplasma sollte BZI-1 alleine die
Aktivierung der GUS-Expression bewirken. Daher ist ein fehlender Kerntransport von BZI-4
als Ausloser der reprimierenden Wirkung unwahrscheinlich. Repressordoménen wurden in
Pflanzen noch selten beschrieben. Fiir Klasse II ERF Transkriptionsfaktoren und bestimmte
Zink Finger Proteine in Arabidopsis thaliana konnte das Motiv “/zDLN"/x(X)P als
Repressordoméne bestimmt werden (Otha ef al., 2001, Hiratsu et al., 2002). Dieses Motiv
lasst sich im BZI-4 Protein nicht nachweisen. Durch Deletionsanalyse koénnte man
untersuchen, ob eine andere, bisher unbekannte Repressordomidne im Protein BZI-4
vorhanden ist. Moglicherweise handelt es sich bei BZI-4 aber auch um einem passiven
Repressor der Genexpression (Hanna-Rose und Hansen, 1996), und BZI-4 enthélt keine
Repressordoméne, kann aber Aufgrund des Fehlens einer Aktivierungsdoméne nicht
aktivieren.

Fiir die Antirrhinum majus Proteine BZIP1 und BZIP2 konnte gezeigt werden, dass ihre
Uberexpression in Tabak sowohl Repression als auch Aktivierung in Abhingigkeit von
unterschiedlichen Zielgenen bewirken kann (Martinez-Garcia et al., 1998). Bei bZIP-
Proteinen der ,small“ MAF-Familie bei Wirbeltieren, die keine potentielle
Aktivierungsdoméne aufweisen, hat die Dimerisierung Auswirkungen auf die
Aktivierungseigenschaften. Die ,small“ MAF-Proteine konnen als Homodimere die
Transkription von Genen reprimieren. Heterodimere von Mitgliedern der ,,small“ MAF-

Familie und Fos zeigen ebenfalls keine aktivierende Wirkung auf die Expression von
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bestimmten Genen. Heterodimere mit NF-E2 p45 wirken jedoch in vivo aktivierend auf die

Transkription (Igarashi et al., 1994; Kataoka et al., 1995) von Genen.

5.6 Die BZI-Transkriptionsfaktoren spielen eine Rolle im Rahmen

der Auxinantwort der Pflanze

Um die Funktion der BZI-Proteine in der Pflanze aufzukléren, ist es wichtig die Bedeutung
der BZI-Proteine fiir die Regulation der Expression von Zielgenen zu untersuchen. Dazu
wurden die in dieser Arbeit hergestellten transgenen Pflanzen untersucht.

Die Samen der BZI-3-Oex und BZI-4-Oex Pflanzen zeigen ein normales Keimungsverhalten.
Die BZI-4-Oex Pflanzen sind zwar kriftiger als Wildtyppflanzen, was auf eine bessere
Erndhrung hindeuten konnte, die eigentliche Keimunng ist jedoch unbeeinflusst. An der
Keimung sind verschiedene Pflanzenhormone beteiligt, so hemmt Abscisinsdure die
Samenkeimung. Gibberelin ist notwendig fiir die Beendigung der Samenruhe und
Brassinosteroide wirken sich auf die Entwicklung der Keimlinge im Dunkeln aus (zur
Ubersicht sieche Koorneef et al., 2002). Die genannten Prozesse sind bei der Keimung der
BZI-3-Oex und BZI-4-Oex Pflanzen nicht betroffen, eine Beteiligung von BZI-3 und BZI-4 in
den Signaltransduktionswege der Hormone Gibberelin, Absicinsdure und Brassinosteroide ist
damit wenig wahrscheinlich. Auch die Keimung von BZI-1-AN Samen ist unveridndert zur
Keimung des Wildtyps (Heinekamp, 2002). Fiir das BZI-3 Homolog TBZF konnte gezeigt
werden, dass sich ABA, Ethylen, Brassinosteroide und Jasmonséure nicht auf die Expression
des TBZF Gens auswirken (Yang et al., 2001).

Die BZI-3-Oex Pflanze zeigt einen pleiotropen Phinotyp. Die Internodienabstinde sind
verkiirzt, die Blattwinkel, d.h die Winkel zwischen Blattstiel und Sprossachse, sind kleiner.
Daher weisen die Blatter steiler zur Sprossspitze als bei Wildtyppflanzen. Die Bliitenorgane
der BZI-3-Oex Pflanzen sind in ihrer Grof3e verkleinert. Dieser komplexe Phénotyp deutet auf
eine verdnderte Hormonantwort hin. Die Untersuchung der hormoninduzierten Organogenese
an Blattscheiben ergab, dass die auxinvermittelte Wurzelbildung in den BZI-3-Oex-Pflanzen
reduziert ist, eine Wurzelbildung findet nicht statt. Die epinastische Kriimmung von
Blattsegmenten, die auf Puffer mit Auxin inkubiert wurden, ist herabgesetzt. Diese
epinastische Kriimmung wird dadurch hervorgerufen, dass Auxin die Zellstreckung im oberen
Palisadenparenchyms und der Epidermis anregt (Keller und Van Volkenburgh, 1997). Einen

identischen Phénotyp in Bezug auf Wurzelbildung und Epinastie kann man auch bei BZI-1-
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AN Pflanzen beobachten. Die Auxinsignaltransduktionswege unterscheiden sich in Bezug auf
hohe oder niedrige Auxinkonzentrationen. Eine geringe Auxinkonzentration fiihrt zur
Zellstreckung (Chen et al., 2001a; 2001b). Diese Auxinantwort wird durch den moglichen
Auxinrezeptor Auxin-binding Protein 1 (ABP1, Batt et al., 1976; Ray et al., 1977; Jones und
Venis, 1989; zur Ubersicht siehe Napier et al., 2002) vermittelt. Es konnte von Jones et al.,
(1998) gezeigt werden, dass die ektopische, induzierbare Expression von ABP1 die Auxin-
vermittelte Zellstreckung in Zellen bewirkt, die eigentlich keine Auxinresponsivitit haben.
Eine ,,Antisense*“-Expression von ABP1 fiihrt dagegen dazu, dass Auxin keine Zellstreckung
induzieren kann, die Zellteilung ist dagegen unbeeinflusst (Chen et al., 2001). Heinekamp
(2002) konnte am Beispiel der Staminazellzahl der BZI-1-AN Pflanze zeigen, dass die
Zellzahl unverédndert ist, aber die Zellstreckung viel geringer ist, was zu verkiirzten Stamina
fithrt. Auch im Epinastietest zeigt die BZI-1-AN Pflanze, genau wie die BZI-3-Oex Pflanze
eine verringerte Zellstreckung. Moglicherweise handelt es sich dabei also um einen von ABP1
vermittelten Effekt. In Arabidopsis thaliana wurde von Nakazawa et al., (2001) die Mutante
dfl1-D beschrieben. Diese Mutante ist resistent gegen die Gabe von exogenem Auxin. Das
DFL]I Gen codiert fiir ein GH3-Gen Homolog.

In der Pflanze ist Auxin an vielen Vorgidngen beteiligt, dazu gehdren Phototropismus,
Gravitropismus, Apikaldominanz, Seitenwurzelbildung, Zellteilung und Zellstreckung (zur
Ubersicht siche Walker und Estelle, 1998; Berleth und Sachs, 2001). Die
Signaltransduktionswege der Auxinantwort sind dabei sehr komplex (zur Ubersicht siehe
Vogler und Kuhlemeier, 2003). BZI-3-Oex Pflanzen haben eine verédnderte Blattstellung, die
Blatter sind vertikaler angeordnet als im Wildtyp. Fiir die monokotyledone Pflanze Mais gibt
es Untersuchungen zur Blattstellung bei verschiedenen Linien (Fellner et al., 2002). Die
Pflanzen einer neueren Maisziichtung, der Linie 3394, zeigen eine vertikalere Anordnung der
Blétter im Vergleich zu einer dlteren Ziichtung, der Linie 307 (Fellner et al., 2002). Die
neuere Ziichtung zeigt, wie auch die Pflanze BZI-3-Oex, eine geringere Auxinantwort. Die
Antwort der beiden Linien 3394 und 307 auf Auxin ist bei vergleichbaren Auxinmengen am
hochsten , der Verlauf der Antwort ist jedoch verdndert. Es wird daher postuliert, dass die
Menge der Auxinrezeptoren bei der moderneren Linie 3394 geringer ist.

Auxin wirkt sich auch auf die Bliitenentwicklung aus: die auxinresistente axr/ Mutante in
Arabidopsis thaliana bildet kleinere Bliitenorgane (Lincoln et al., 1990). Die Bildung
kleinerer Bliiten der BZI-3-Oex Pflanze kdnnte also ein Auxineffekt sein. Fiir einen Uberblick

tiber Auxinwirkung bei der Bliitenentwicklung siche Nemhauser et al., (1998).
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Die BZI-4 Pflanze zeigt ebenfalls einen pleiotropen Phéanotyp. Die Internodienabstinde sind
verkiirzt und die Bliitenorgane sind verkleinert. Die Regeneration von Blattscheiben der BZI-
4-Oex Pflanzen zeigt aber keine Verdnderung in der Auxin- oder Cytokininantwort, im
Epinastietest verhalten sich die Blattausschnitte dieser Pflanze wie der Wildtyp. Es ist daher
bisher noch nicht geklart, wodurch der pleiotrope Phidnotyp der BZI-4-Oex Pflanze
hervorgerufen wird. Es ist beispielsweise denkbar, dass die Verdnderung der Auxinantwort
nur sehr spezifisch in bestimmten Geweben, im Zusammenspiel mit weiteren
Signaltransduktionswegen und zur bestimmten Entwicklungszeiten erfolgt. Dann wére ein
Epinastietest oder der Organogenesetest unter Umstinden nicht geeignet, um einen
Auxineffekt sichtbar zu machen.

Alle BZI-Proteine binden als Homo- und Heterodimere an die E1-Box im GH3 Promotor. Das
GH3 Gen ist ein gut untersuchtes Markergen fiir eine frithe Auxinantwort (Roux und Perrot-
Rechenmann, 1997). Im Northern-Blot ldsst sich eine Repression der Expression von GH3 in
BZI-1-AN Pflanzen beobachten, in BZI-1-Oex Pflanzen sieht man jedoch keinen Effekt auf
die GH3 Expression (Heinekamp, 2002). Auch in den BZI-2-Oex, BZI-3-Oex und BZI-4-Oex
Pflanzen kann man keine Auswirkung des Transgens auf die Expression des GH3 Gens
beobachten. Da der Effekt auf die GH3 Expression nur im dominant negativen BZI-1-AN
Konstrukt auftritt, die jeweiligen Uberexprimierer aber keinen Effekt haben, kann es mdglich
sein, dass die kompetitive Verdrangung der endogenen Faktoren durch das BZI-1-AN Derivat
aus der Bindung an die cis Elemente diesen Effekt hervorruft. Moglicherweise bestimmen
auch die endogen vorliegenden Heterodimerisierungspartner die Transkription des GH3 Gens
und Uberexpression hat daher keinen deutlichen Effekt. Fiir BZI-1-AN Pflanzen konnte
gezeigt werden, dass sich dieses Konstrukt auch negativ auf die Expression anderer
auxininduzierbarer Gene, wie PARA, PARC und ARCA auswirkt. Dabei sind die Effekte aber
schwicher als die Auswirkungen auf die GH3 Expression.

Die Auswirkung von den BZI-3-Oex und BZI-4-Oex Pflanzen auf die Expression dieser und
weiterer Auxin induzierbarer Gene sollte untersucht werden, da moglicherweise auf die GH3
Transkription, trotz der Bindung der Proteine an den Promotorbereich dieses Gens, kein
Effekt sichtbar ist. Antisense-Pflanzen, also Pflanzen mit reduziertem Gehalt der BZI
Proteine, konnten weitere Hinweise auf die Rolle dieser Proteine im Bereich der
Auxinantwort geben. Dieser Ansatz wiirde sich massiv auf die Genexpression auswirken, da

sowohl die Homodimer- als auch die Heterodimerbildung unterbunden wird.
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5.7 BZI-1 und BZI-4 sind an der Regulation der NIN88 Expression
beteiligt

BZI-1-AN Pflanzen und BZI-4-Oex Pflanzen zeigen eine Repression der NINSS
Transkriptmenge. Das korreliert mit der Tatsache, dass sowohl BZI-1-AN als auch
moglicherweise BZI-4 Repressoren der Genexpression sind. In GRA konnte aber lediglich
eine Bindung von BZI-4 an die G-Box im NIN8S Promotor (Goetz et al., 2001) gezeigt
werden. Es gibt aber im NIN88 Promotor weitere ACGT-Elemente, die bisher noch nicht in
GRA als putative Bindestellen der BZI-Proteine untersucht wurden, da sie weiter vom Start-
ATG entfernt liegen (siche Anhang). Moglicherweise handelt es sich hier um Bindestellen fiir
BZI-1. AuBerdem konnten die in GRA eingesetzten Proteinmengen nicht quantifiziert
werden, daher kann nicht vollig ausgeschlossen werden, ob BZI-1, nicht doch an die G-Box
im NIN8S8 Promotor bindet. Denkbar ist auch, dall post-translationale Modifikationen eine
Bindung von BZI-1 vermitteln. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass BZI-1
pathogeninduziert serinspezifisch durch eine cytosolische Kinase phosphoryliert wird
(Kuhlmann, 2002). Diese Phosphorylierung verstérkt die in vitro DNA-Bindung (Drége-Laser
et al, 1997). Fir den Transkriptionsfaktor Zm. Opaque? konnte ebenfalls eine
Phosphorylierung nachgewiesen werden, die seine DNA-Bindung beeinflusst. Die
Phosphorylierung von Opaque? wird diurnal gesteuert (Ciceri et al., 1997). Phanotypisch
zeigen die Pollen von BZI-1-AN und BZI-4-Oex einen wichtigen Unterschied: die BZI-4-
Oex-Pollen sehen wie Wildtyppollen aus, der Samenansatz der Pflanze ist normal. Die Pollen
von BZI-1-AN sind degeneriert, ein normaler Samenansatz findet nicht statt. Fiir BZI-1-AN
wurde von Heinekamp et al., (2002) diskutiert, dass die Repression der NINSS diesen
Pollenphinotyp bewirkt, da die Erndhrung des Pollens gestort sein konnte. Fiir
Antisensepflanzen der NINSS konnte ein identischer Pollenphénotyp beobachtet werden
(Goetz et al., 2001). Es bleibt damit die Frage, warum die Pollen der BZI-4-Oex Pflanze
phénotypisch normal sind. In Northern Blot Analysen zeigt die BZI-4-Oex Pflanze eine
geringere Repression der NINSS als die BZI-1-AN Pflanze. Es konnte sich somit um einen
quantitativen Effekt handeln. Auch andere bZIP-Proteine konnten die BZI-4-Oex Wirkung
verringern. Denkbar ist auch, dass andere Invertasen, wie die NIN77 (Roitsch, personliche
Mitteilung) zwar von BZI-1-AN reprimiert werden, BZI-4 aber keinen Effekt auf sie hat.
Dann konnte die NIN77 den Effekt der NINSS Supression durch BZI-4 kompensieren.
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58 BZl-1, BZI-3 und BZI-4 sind an der Regulation der

Bliitenentwicklung beteiligt

Die Analyse der BZI-1-AN, BZI-3-Oex und BZI-4-Oex Pflanzen deutet daraufhin, dass die
bZIP Transkriptionsfaktoren BZI-1, BZI-3 und BZI-4 an der Regulation der
Bliitenentwicklung beteiligt sind. Die Expression eines BZI-1-AN-Derivates, dass dominant
negativ wirkt, fiihrt zu einer Verkleinerung der Bliitenorgane. Die Petalen, Stamina und das
Pistill sind in ihrer GroBe reduziert. Auch BZI-3 und BZI-4 Uberexpression fiihrt zu einer
kleineren Bliite mit kleineren Organen. Die Effekte von BZI-3 und BZI-4 sind also in
Teilaspekten vergleichbar mit denen des dominant negativen BZI-1-AN Derivates.
Moglicherweise wirken diese Proteine also auf gleiche Zielgene. Die BZI-2-Oex Pflanze zeigt
eine normale Bliite. Das zeigt, dass es sich bei dem Bliitenphdnotyp der BZI-1-AN, BZI-3-
Oex und BZI-4-Oex Pflanzen nicht um einen unspezifischen Effekt handelt, sondern das
spezifische in die Pflanze {ibertragene Transgen die Wirkung auf die Bliite vermittelt.

Bei BZI-1-AN handelt sich hierbei um ein Konstrukt von BZI-1, dem die
Aktivierungsdomine fehlt, und das damit die Expression von Zielgenen nicht einleiten kann.
Im Umkehrschluf} ist demnach anzunehmen, dass BZI-1 eine aktivierende Wirkung auf die
von BZI-1-AN negativ regulierten Gene haben kdnnte. Da der Phénotyp der BZI-1-AN Bliiten
dhnlich zu dem der Bliiten der BZI-3-Oex und BZI-4-Oex Pflanzen ist, kann geschlossen
werden, dass BZI-3 und BZI-4 in der Bliite eine antagonistische Wirkung gegeniiber BZI-1
ausiiben. BZI-3 und BZI-4 werden in Wildtyppflanzen vor allem in den Bliitenorganen
exprimiert. Fiir BZI-4 konnte die hochste Transkriptakkumulation speziell in den Antheren
gezeigt werden. BZI-1 wird in allen pflanzlichen Organen transkribiert. Moglicherweise wird
also die BZI-1 Wirkung in der Bliite durch Heterodimerisierung mit BZI-3 oder BZI-4
vermittelt.

Da BZI-4, wie transiente Analysen in BY-2 Zellen gezeigt haben, ein Repressor der
Genexpression ist, konnte BZI-4 eine reprimierende Wirkung auf die Transkription von
Genen haben, die von BZI-1 aktiviert werden. BZI-4 konnte kompetitiv an gleiche cis-
Elemente binden und die Expression der Zielgene reprimieren. BZI-4 konnte auch als
Heterodimer mit BZI-1 die Zielgenexpression reprimieren. Die Daten aus transienten Assays
deuten auf eine reprimierende Wirkung von BZI-4 hin, allerdings sollte dieser Versuch in
Zukunft wiederholt werden, da aus Zeitgriinden nur ein unabhéngiges Experiment mit einer

Doppelbestimmung durchgefiihrt worden ist.
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Bei BZI-3 handelt es sich in transienten Assays um einen Aktivator (auch dieses Experiment
sollte in Zukunft wiederholt werden), der die Expression von reprimierenden
Transkriptionsfaktoren bewirken konnte, die wiederum zur Repression von BZI-1 aktivierten
Genen fiihren konnte. In Abbildung 5.4 ist ein Schema fiir die mogliche Regulation von

bliitenspezifischen Genen durch BZI-1, BZI-4 und BZI-3 wiedergegeben.

BZI-1

-

|
— | Ninss

— — BZI-4

v |

—] —1__ BliiteX

BZI-3

Abb. 5.4: Darstellung eines Modells fiir die Regulation von bliitenspezifischen Genen durch BZI-1, BZI-2
und BZI-3. BliiteX: bisher noch unbekannte Zielgene.

In der vorliegenden Arbeit konnten Hinweise dafiir gegeben werden, dass die BZI-Faktoren
wichtige Knotenpunkte in einem genetischen Netzwerk sein konnten, welches fir die

geordnete Regulation des Bliitenwachstums essentiell ist.

5.9 Die Genexpression von Zielgenen kann auf verschiedenen

Ebenen durch die BZI-Transkriptionsfaktoren reguliert werden

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnten Beispiele fiir die spezifische Regulation der
Zielgenexpression durch die Proteine BZI-1, BZI-2, BZI-3 und BZI-4 auf verschiedenen
Ebenen gezeigt werden. Die Abbildung 5.5 gibt schematisch die einzelnen Regulationsebenen

wieder.
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6 Zusammenfassung

Der Gruppe C bZIP Transkriptionsfaktor BZI-1 interagiert iiber seine bZIP-Doméne mit den
Proteinen BZI-2, BZI-3 und BZI-4. Diese bZIP-Transkriptionsfaktoren lassen sich der Gruppe
S der bZIP-Transkriptionsfaktoren zuordnen (Jacoby et al., 2002). Sie weisen ein geringes
Molekulargewicht von unter 20 kD und einen langen Leucinzipper {iber 8-9 Wiederholungen
auf, der eine Rolle bei der Spezifitit der Dimerbildung spielen konnte. In der 5°-
Leadersequenz dieser cDNAs befinden sich uORFs mit moglicherweise regulativer Funktion.
Im Gegensatz zu BZI-1, dass ubiquitdr exprimiert wird, zeigen die kleinen BZI-Proteine
differentielle Expressionsmuster. Die spezifische Verteilung der BZI-Proteine kann die
Bildung der Dimere regulieren. BZI-2 wird vor allem in den Sink-Organen wie der Bliite, den
Wurzeln, aber auch im Stengel und in jungen Bléttern exprimiert. Die BZ/-3 RNA wird vor
allem in der Bliite transkribiert, liegt aber auch in allen anderen Geweben vor. BZI-4 wird in
der Bliite exprimiert, in den Stamina ist Expression von BZI-4 am hochsten. Neben dieser
gewebespezifischen Regulation der Transkriptmengen ldsst sich auch eine stimulusabhingige
Regulation beobachten. Die BZI-2 Transkriptmenge wird durch Licht und Zucker induziert.
Das BZI-3 Transkript akkumuliert nach einem Kiltestimulus. Die Uberexpression von BZI-3
und BZI-4 fiihrt zu pleiotropen Verdnderungen der Pflanze.

Die BZI-3 iiberexprimierende Pflanze zeigt eine vertikalere Blattstellung und verkleinerte
Bliitenorgane. Die durch Auxin hervorgerufene Zellstreckung und Wurzelregeneration von
Blattscheiben sind in dieser Pflanze reduziert. Die BZI-4 iiberexprimierende Pflanze ist
kleiner und weist verkiirzte Internodien auf. Auch die Bliitenorgane dieser Pflanze sind
verkiirzt. Da fiir BZI-1 eine Beteiligung an der Regulation des Auxin induzierbaren GH3
Gens gezeigt werden konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Bindung der BZI-Proteine
an Promotorelemente des GH3-Gens untersucht. Alle BZI-Proteine binden in vifro an den
GH3 Promotor. Fir BZI-1 konnte diese Bindung auch in planta durch Chromatin
Immunoprézipitation bestétigt werden. Die Oex-Pflanzen zeigen jedoch keine Auswirkungen
auf die GH3-Transkriptmenge.

In dieser Arbeit konnte die selektive Bindung von BZI-4 Homodimeren an ein
Promotorelement einer antherenspezifischen Invertase, der NINS8S gezeigt werden. Die NINSS
ist ein potentielles Zielgen von BZI-4. Die Expression der NINSS ist in BZI-4-Oex Pflanzen
reduziert. In transienten Assays konnte eine reprimierende Wirkung von BZI-4 auf die

Genexpression gezeigt werden. BZI-2 und BZI-1 wirken in Hefe und in transienten Assays
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aktivierend auf die Expression von Genen. Die potentielle Aktivierungsdoméne von BZI-1
konnte im Aminoterminus lokalisiert werden. BZI-3 wirkt in transienten Assays aktivierend.
Es wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Modell vorgestellt, das die verschiedenen

Regulationsebenen der Zielgenspezifitit durch die BZI-Transkriptionsfaktoren darstellt.
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8 Anhang

8.1 Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Plasmide

Acc65|

Xbal Acc65|

I —— Xbal
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Abb. 8.1: Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Plasmide. amp®: vermittelt
Ampicillinresistenz; hyg®: vermittelt Hygromycinresistenz; kan®: vermittelt Kanamycinresistenz, TRPI:
vermittelt Tryptophanauxotrophie. Eingezeichnet sind nur die jeweils zur Konstruktion verwendeten

Schnittstellen.
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8.2 Darstellung der berechneten coiled-coiled Wahrscheinlichkeiten

fur die Leucinzipper-Bereiche
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Abb. 8.2: Graphische Darstellung der mit dem ,,Coils“-Programm (Lupas et al., 1991; Lupas, 1996)
berechneten Wahrscheinlichkeiten zur Ausbildung von coiled-coil Strukturen (benuzte Einstellungen:
MTIDK-Matrix, Window=14). Aufgetragen ist jeweils der Wert fiir die Aminosiure an Position d (
Nomenklatur nach McLachlan und Steward 1975). Die Aminoséure ist unter der Abszisse vermerkt. Auf
der Ordinate ist der Wert fiir die Wahrscheinlichkeit von coiled-coil Konformationen aufgetragen. Ein
Wert von 1 bedeutet eine hohe Wahrscheinlichkeit, ein Wert von 0 eine geringe Wahrscheinlichkeit.
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8.3 Sequenz des NIN88 Promotors

ttacgccaagcttgcatgcctgcaggtcgageccattcatgttcageccattctggaaagt
tgctacaaccattccttctgatacattcggtaaggtcatccttactctgttgaatcgage
gaggaagtccctcaatccctctecgagtgattgtttgatggcaaatatatcgttcactet
tgcctccgegtttttagecccaacatgggccattatgaacttgtecggecatctecttecgaa
tatttcaatggagcgcgcgggcagectgtgaataccaagtcaatgectectceccggtaagggt
ctcgccgaacattttcaacaagatggaggagacttgttctttggagagatcattgeccectt
taccgcagtgacataatgattacatgatcttcggggtcggtcgtaccatcataaattttce
agataaggtggcatcttgaacgtcttgggtatggcatatggggecggettcatcactgtag C/T-Box
ggttgctcgactaaccgaccagcgtctctttttggaaatatttttggggcaccecggtatt (-2876)
ttatcgactctttcttggtgttctctcatttgatcccgaagecattttattttegttttcee
atttcttccattttcttcagaatggccgtgagggtgtcattacctgcattattaatattyg
tgagtgatacctgttactgaagggggagggtcgtgctgtttggtcattgctggtgcaatg
caagtccttgcattttctctaaatacctcctgagtgggtttgttgaggatgccggtcage
atatttgtcagccaagcttcgagtagcttcttcaccgectggtggegectcttecegttgtyg
gacgtggaagctcctttaccgecgggatgttgegatactgetgtgagggaggggtgatcca G/C-Box
cttcgtcggggagaggtgttaggegttatgecttegecttctatttcggagacctcattg (-2474)
atggtgtttaagaggttggtagtgagattggccactgccttcatcctttcttcectecectta
cctgccatgtcagatctgggtgtacaaggaagtaggagcttctecttettcecttttttgtga
attgtgccagttatagatctaaaagaaactaaagttttaactagactatcctcacagacg
gcgccaaattgtttgaccaaaaaatatagacttttgattaaattaattaatattgtatga
caaaggattaaacctagttaatgataataacttcagatctataatcaattaacaccaate
acgtaatagcagcgttgagagaagattaaatgtgatgtacattcaatatttcaagatcat A/G-Box
taatgataggggaatatcaagcaataaataacgataaatggcattaaagtaaataaggag (2055)
aatgattcacccaatattgaatgaggtggatgattcttctttttgacaatgatgaatgat
agacaaatactagaatgttgggacccttctcggatctaatgaaaaaagtatggaatagta
gataatcgaatctctttagaaaggtagtgattgtcttttatctagagagaaagtctgett
ttcaaagaatatttttatcagagaatattacatccccctctctecectatctctttttceta
tttatatgggacattcctcaatcaatcctaaaagtacatacaccaagaatattcaataaa
atatttttttgaatattctattataaaaactagctgttagcactcgacctcggtcgttat
tgactactcggttacgagccctgtcatttactaatcgacctcgattacatcactttctac
gatactgcttcatgtcaaatcttaatgaaagcagattttgacccatacaataatatgaca
aaattgcttccaaagaaaacatggctcttatagtgaaatatcgttagactgttatagaaa
gatctgaatttatttataagaatagtgtttttttcttttcttttcatatctaaggagtaa
agcaaccatgaatagaaaaggcttagtaactatatatcaaaggaatggtgttttttcttt
aaatatggataaaaatttgtgaatatagaagattagatcaattaacaaaggttatggtgg
agtggtaagcagaggcggacctatgtgttatagtaaggggtcacccactactagaaatcce
ggtaaagatcgatcaaaaaaccgaccaacattggtcggtaatggccaaaaactgaccaaa
acgcgatcatttacgtgtgaacggtatttttatggtcggaaaggaataccgaccaaagtt G/A-Box
ggtcggaaattaccgaccaactttggtcggtcaattaaattcaaaaaaaatattgtaaaa (-1083)
aaaaaccgaccaaagttgatcggtattttaattatgtaataaaaagattcactatctggg
aatcgaaccggggtctgtactatggcaagatactattctaccactagaccattggttcat
tttgttttaagactgtcttttatttgatttatactctttaattatatttttgcacgaaaa
taaccgaccaaagttggtcgattttattaaaaagtaaaattacttaccaaagttggtcga
tttttttaaatgatccgccgaattaaccgaccaattttggtaggtttttttaatattaat
ttttatttattttaattgaaaaactaaccaaagttagtcggtttcttgaaacataaattt
cgcgggactcaaaaatagtttcccgcatttttgecgeccaaagaaaaccgaccaaagttggt
cggtttcgtaaaaaaaaaaaaaatttaaaaaatatattttaaaaaaccgaccaactttag
tcggttttttggtcgattttttgaccgaccaaagttggtcggtcgaccttggtecggtttt
tgccgaatttctagtagtgaccgaaccctgtaagecttcgggagaaattttgtatatgtat

G-Box-Fragment

]
atgtctatatccttaaaatgattaatttaaagcacgtggcaccctgaatactagaagect G-Box
(-342)

G/T-Box-Fragment

|
ttaggggcactagatgagcagaataacgtgttctcgtegegtaaaaatcttggatececgee G/T-Box

(-290)
tatgatggtaagtacttcttcgtccttaatcagaggtttcgacttcgagctccagatata
aactatagactcgtctttatagcaccttttaataagactatgacttcatctgatttctct
ataaatactcctcaagctttcggttcttcteccattgttcagtttctttctccacatcaca
gaagtgaaaacaaaacaagaagaagaagaagaagaaaaataaagagtttctgtcaaatta
agtccaatagggaaaatg

Abb. 4.35: Der Promotorbereich des Gens NIN88 (Goetz et al., 2001). ACGT-Elemente wurden durch
graue Unterlegung hervorgehoben. Die in GRA cingesetzen Fragmente wurden durch Balken
gekennzeichnet. Das Start-ATG der Translation ist durch Fettdruck hervorgehoben. Die Positionen der
ACGT Elemente stromaufwirts von diesem Start-ATG der Translation sind auf der rechten Seite
eingetragen.
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8.4 Abkiirzungen
Minuten
4-MU 4-Methylumbelliferyl
4-MUG 4-Methylumbelliferyl--D-Glucuronid
6-BAP 6-Benzylaminopurin
A.m. Antirrhinum majus
A.t. Arabidopsis thaliana
Acc. # Genbank-Nummer
AD Aktivierungsdoméne
amp® Ampicillin (resistent)
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
BD Bindedoméne
bidest. bidestilliert
BIS N,N'-Methylenbisacrylamid
Bp Basenpaar(e)
BPB Bromphenolblau
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
BY-2 Bright Yellow 2 Nicotiana tabacum Suspensionskultur
bZIP basische Region und Leucin-Zipper-Domine
bzw. beziehungsweise
C.c Capsicum chinense
ca. circa
CaMV Blumenkohlmosaikvirus (Cauliflower Mosaic Virus)
cDNA komplementire DNA
ChIP Chromatin-Immunopréizipitation
CIAP Calf Intestine Alcaline Phosphatase
CV. Kultivar
d.h. das heif3t
ddNTP Didesoxyribonucleotide
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsiure
DNase Desoxyribonuklease
dNTP Desoxyribonukleotide
dsDNA Doppelstrangige DNA
DTT Dithiothreitol
ECL Enhanced Chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsidure
EMSA Elektrophoretic Mobility Shift Assay
etal. und andere
Et.Br. Ethidiumbromid
EtOH Ethanol
G.m. Glycine max
GFP Green fluorescent protein
GRA Gel Retardations Analysen
GUS B-Glucuronidase
Hov. Hordeum vulgare
HA Influenza Himagglutinin-Protein

HEC Hydroxyethyl-Cellulose
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HR
hyg(R)
IPTG
KAc
kb
km
LB
LiAc

lig.

mcs

MOPS

mRNA

n.d.

N.t.

NAA

NLB

NLS

nos

O.s.

ocs

OD

Oex

oNPG

P. syringae pv. pisi
P.c.

PA oder polyA
PAA

PAGE

PCR

PEG

polydIdC

pv.

PVDF

R.s.

RNA

RNase

rpm

RT

SDS

SNN

SSC

T.a.

Taq

TBE

TBS

Tc

TE

TEMED

TetR

T

™V

(R)

Hypersensitive Response
Hygromycin (resistent)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kaliumacetat

kilo Basen(paare)

Kanamycin (resistent)

Luria-Bertani Broth

Litiumacetat

fliissig

multiple cloning site
Morpholinopropansulfonsédure
messenger RNA

nicht determiniert

Nicotiana tabacum
a-Naphthalinessigsdure

Nuclear Lysis Buffer
Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal)
Nopalinsynthase

Oryza sativa

Octopinsynthase

optische Dichte
Uberexpressionspflanze
o-Nitrophenyl 3-D-Galactopyranosid
Pseudomonas syringae pv. pisi
Petroselinum crispum
Polyadenylierungssignal
Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Polyethylenglycol
Polydesoxyinosin-desoxycytidylsdure
Pathovar

Polyvinylendifluorid

Raphanus sativus

Ribonukleinsédure

Ribonuclease

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)
N.t. cv Samsun NN

Standard Saline Citrat Puffer
Triticum aestivum

Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris buffered saline
Chlor-Tetracyclin

Tris-EDTA-Puffer

N, N, N’, N’-Tetraethylethylendiamin
Tetracyclin Repressor von 7n 10
Schmelztemperatur
Tabakmosaikvirus
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Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Trp Tryptophan

U Unit

u.a. unter anderem

i.N. iiber Nacht

uORF upstream open reading frame (offenes Leseraster im 5°-UTR)
UTR untranslatierte Region

Uv Ultraviolettes Licht

v/v Volumenprozent (volume per volume)

Vol. Volumen

VP16 Herpes Simplex Virion Protein 16 (Aktivierungsdoméne)
w/v Gewichtsprozent (weight per volume)

w/v Gewichtsprozent (weight per volume)

Wt Wildtyp

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranosid

z.B. zum Beispiel

Z.m. Zea mays

A Bakteriophage Lambda

8.5 Prafixe

kilo (10%)
milli (107)
mikro (10°°)
nano (10”)
pico (107%)
femto (107™"°)

»T BTE B A

8.6 Einheiten

Q Ohm

°C Grad Celsius

Curie

Dalton

Farad

Fallbeschleunigung, Gramm
Stunde

Liter

Meter

Molar

min Minute

Sekunde

definierte Einheit der Enzymaktivitét (unit)
Volt

258 —F® mOQ

<Cc®
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8.7 Nukleotide

cHaO»

Adenosin
Cytosin
Guanosin
Thymin
Uracil

8.8 Aminosauren

Symbol Abkiirzung Aminoséiire Symbol Abkiirzung Aminosiure
A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginsdure |P Pro Prolin

E Glu Glutaminsdure |Q Gln Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I Ile Isoleucin A% Val Valin

K Lys Lysin W Trp Thryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
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