Die Bedeutung des Proteins Scarecrow-like 14 bei der

Regulation der Transkription von Stressgenen

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultiaten

der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Tanja Siemsen

aus Gottingen

Gottingen, 2005



D7
Referentin: Professorin Dr. Christiane Gatz

Korreferent: PD Dr. Wolfgang Droege-Laser
Tag der mundlichen Prufung: 3. November 2005



1 Zusammenfassung 1
2 Einleitung 3
21 Die pflanzliche Reaktion auf abiotischen und biotischen Stress 3
2.2 Reaktive Sauerstoffspezies als Signaltransduktoren 4
23 Das an pflanzlicher Stressantwort beteiligte cis-Element as-1 9
24 Die Proteine der TGA-Familie binden an das as-1 Element 12
2.5 Protein-Protein-Interaktionspartner der TGA-Familie 18
2.6 Die GRAS-Genfamilie 19
2.7 Zielsetzung und methodischer Ansatz 22
3 Material 23
3.1 Gerate 23
3.2 Verbrauchsmaterialien 24
3.3 Chemikalien 25
3.4 Kits 27
3.5 Proteine 28
3.5.1 Enzyme 28
3.5.2 Proteinstandard 28
3.5.3 Antikorper 28
3.6 Nukleinsduren 29
3.6.1  Primer 29
3.6.2 Plasmide 32
3.6.3 Hybridisierungssonden 40
3.6.4 DNA-Fragmentlangenstandard 40
3.7 Organismen 41
3.7.1 Bakterien 41
3.7.2 Hefestamme 42
3.7.3 Arabidopsis thaliana Pflanzen 42
3.8 Nahrmedien und Zusatze 43
3.8.1 Nahrmedien fur Bakterien 43
3.8.2 Nahrmedien fir Hefen 44
3.8.3 Nahrmedien fur Pflanzen 44
3.8.4 Medium fir BY-2-Suspensionskulturen 44
3.8.5 Zusatze 44
3.9 Standardlésungen und Puffer 45



4 Methoden

Anzucht und Kultivierung von Mikroorganismen und Pflanzen

Anzucht von Escherichia coli

Anzucht von Pseudomonas syringae

Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Anzucht von Saccharomyces cerevisiae
Kultivierung von Tabak BY-2-Suspensionskulturen

Anzucht von Arabidopsis thaliana-Pflanzen
Anzucht von Arabidopsis thaliana-Pflanzen auf Erde
Anzucht von Arabidopsis thaliana-Pflanzen in Sterilkultur

Oberflachensterilisation von Samen
Kreuzung von Arabidopsis thaliana

Infektion von Arabidopsis-Pflanzen mit Pseudomonaden
Bestimmung des Pseudomonadenwachstums in der Pflanze
Infektion von Arabidopsis thaliana mit Pseudomonaden fiir eine RNA-Isolation

Induktion der Genexpression in Arabidopsis-Pflanzen

[ N G L G G §
OGP WN -

_

—_ A
N —

EABPMAEARDADAD A
o 0

—
0o~

SN
N
©
N —

QN

[CJRNINE
s
o

Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Methoden zur Isolierung von Plasmid-DNA

4. Analytische Mengen

1 Alkalische Lyse

2 Plasmidisolierung mit dem QIAprep Spin Miniprep-Kit

3 Schnellyse von E. coli Zellen fir eine anschlielfiende PCR

4.21.2 Préaparative Mengen

4.2.1.2.1 DNA-Elution aus Agarosegelen

4.2.2 Methode zur Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis

4.2.3 Methoden zur Charakterisierung von Nukleinsauren

4.2.3.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

4.2.3.2 Gelelektrophorese von Nukleinsduren

4.2.3.2.1 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

4.2.3.2.2 Auftrennung von RNA in denaturierenden Agarosegelen

4.2.3.2.3 Sequenzierung von DNA

4.2.3.2.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

4.2.3.3 Methoden zur Modifikation von Nukleinsauren

4.2.3.3.1 Restriktionsspaltung von DNA

4.2.3.3.2 Ligation

4.2.3.3.3 Alkalische Phosphatase Behandlung der DNA

4.2.3.3.4 Klonierung mit dem GATEWAY-System

4.2.3.4 Transformation von Mikroorganismen und Pflanzen

4.2.3.4.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

4.2.3.4.2 Transformation von E. coli

4.2.3.4.3 Herstellung kompetenter Hefezellen

4.2.3.4.4 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

4.2.3.4.5 Herstellung kompetenter Agrobakterien-Zellen

4.2.3.4.6 Gentransfer in Agrobacterium tumefaciens

4.2.3.4.7 Transiente Transfektion von Protoplasten aus Nicotiana tabacum cv. Bright
Yellow 2- (BY-2-) Suspensionskulturen

4.2.3.4.8 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

4.2.3.5 Northern Blot Analyse

4.2.3.5.1 Isolierung von RNA aus Pflanzen mit dem Invisorb Spin Plant RNA Mini Kit

4.2.3.5.2 Isolierung von RNA aus Pflanzen mit Trizol

4.2.3.5.3 Kapillar Blot

4.2.3.5.4 Herstellung eines radioaktiv markierten DNA-Fragments

4.2.3.5.5 Hybridisierung des Filters

4.2.3.5.6 Waschen der Northern-Blot-Membran

4.2.3.5.7 Rehybridisierung

211
4.21.1.
4.21.1.
4.21.1.

46

46

46
46
46
47
47

47
47
47

48
48

48
49
49

49
50

50
50
50
50
50
51

51

51

52
52
52
52
53
53
54
55
55
56
56
56
57
57
57
58
58
58
59

59

61
61
61
62
62
63
63
63



4.2.3.6 Southern Blot Analyse

4.2.3.6.1 Restriktionsspaltung

4.2.3.6.2 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

4.2.3.6.3 Denaturieren und Neutralisieren der DNA-Gele
4.2.3.6.4 Southern Blot (Transfer der DNA auf Nylonmembrane)

4.2.4 Transkriptomanalyse mit ,ARIZONA whole genome arrays"
4.2.4.1 Amplifikation der eingesetzten RNA

4.2.4.2 Indirekte Markierung der aRNA

4.2.4.3 Hybridisierung der ARIZONA ,whole genome arrays*

4.2.5 Konstruktion von verwendeten Plasmiden

4.2.5.1 Eingangsplasmid

4.2.5.1.1 Klonierung von pENTR207/SCL14

4.2.5.2 Plasmide fir die Transformation von Arabidopsis thaliana

4.2.5.2.1 Klonierung von pAlligator2/SCL14

4.2.5.2.2 Klonierung von pB2GW?7/SCL14

4.2.5.2.3 Klonierung von pFGCA7/SCL14-GR

4.2.5.3 Plasmide fiir die transiente Expression von Proteinen in
BY-2-Suspensionskulturen

4.2.5.3.1 Klonierung von pHBT/SCL14-sGFP

4.2.5.3.2 Klonierung von pHBTL/SCL14 ohne GFP

4.2.5.4 Plasmide fur die Expression von Proteinen in E. coli

4.2.5.4.1 Klonierung von pDEST17/SCL14

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Praparation von Proteinextrakten

4.3.1.1 Expression und Aufreinigung von Proteinen aus E. coli

4.3.1.2 Elektroelution von Proteinen

4.3.1.3 Denaturierte Gesamizellextrakte aus Hefe

4.3.1.4 Denaturierte Gesamtzellextrakte aus Arabidopsis thaliana

4.3.1.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten

4.3.1.6 Reportergenassays

4.3.1.6.1 GUS-Farbung

4.3.1.6.2 Bestimmung der R-Glucuronidase (GUS)-Aktivitat in Extrakten aus BY-2-

Suspensionskulturen oder Arabidopsis thaliana

4.3.1.6.3 Bestimmung der R-Galactosidase (3-Gal)-Aktivitat in Hefeextrakten
(oNPG-Assay)

4.3.1.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

4.3.1.8 Coomassie-Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

4.3.1.9 Immuno-Blotting (Western-Blot-Analyse)

4.3.1.9.1 Semi-Dry Proteinblot

4.3.1.9.2 Immunologische Detektion geblotteter Proteine

4.3.1.9.3 Rehybridisierung

4.4 Verwendete Computerprogramme

5 Ergebnisse

5.1 Analyse der Interaktion von SCL14 und TGA2 im
Hefe- Ein- und Zweihybridsystem

5.2 Interaktionsstudien zwischen TGA2 und verwandten
Scarecrow-like Proteinen

5.3 Pull-down-Analyse von SCL14 und TGA2

54 Transiente Analysen der as-1-Aktivitat in BY-2-Protoplasten

64
64
64
65
65

65
66
66
67
68
68
68
68
68
68
69

69
69
70
70
70

70

70
70
71

71

72
72
73
73

73

74
75
76
76
76
77
77

78

79

79

82
88
89



5.5

5.5.1
5.5.2
5.6
5.7

5.7.1

5.7.2

5.7.21
5.7.2.2

5.8
5.8.1
5.9

5.9.1
5.9.11

5.9.2

5.10

5.11
5.111

_—

2
3

o oo
-— — —

2

5.121
5.12.2
5.12.3

Analysen der subzelluldaren Lokalisation in transient
transformierten BY-2-Protoplasten

Subzellulare Lokalisierung von SCL14 und TGA2

Subzellulare Lokalisierung von SCL14 nach Inhibierung des
Kernexports durch LMB

Herstellung und Charakterisierung eines SCL14-Antiserums

92
92

95
95

Uberexpression von Scarecrow-like 14 (SCL14) in Arabidopsis

thaliana

Konstitutive Uberexpression von SCL14 in transgenen Arabidopsis
thaliana Pflanzen

Analyse der as-1::GUS-Aktivitat in SCL14-Uberexprimierenden
Pflanzen

Histologischer Nachweis der GUS-Reportergenaktivitat
Analyse der as-1::GUS-Aktivitat nach verschiedenen Stimuli

Identifizierung einer T-DNA-Insertionslinie
Analyse der as-1::GUS-Aktivitat in der SCL14-ko-Linie
Beeinflusst die Lokalisation von SCL14 das as-1-Element ?

Expression von SCL14-GR in Arabidopsis thaliana
Analyse der as-1::GUS-Aktivitat nach Dexamethason-Induktion

Inhibierung des Kernexports durch LMB hat keinen Einflu® auf die
Aktivitat des as-1-Elements
EinfluR der Uberexpression von SCL14 bzw. T-DNA-Insertion

auf die pflanzliche Abwehr gegen das bakterielle Pathogen
Pseudomonas syringae
EinfluR abiotischer Faktoren auf die Expression von SCL14

Induktion der Transkription von SCL14 durch dunkel-induzierte
Seneszenz

Induktion der Transkription von SCL14 durch Ozon
Keimungsanalyse unter oxidativem Stress

Mikroarray-Analyse

Analyse der verwendeten RNA
Ergebnis der Mikroarray-Analyse
Auswertung der Mikroarray-Analyse

6 Diskussion

6.1

6.2
6.3

Uberpriifung der Spezifitat der TGA2-SCL14-Interaktion in
heterologen Hefesystemen

Einfluss von SCL14 auf as-1-vermittelte Expression

Die Bedeutung der SCL14-Lokalisation fiir die Aktivierung

des as-1-Elements

96

96

98
98
99

101
104
106

107
108

110

111
112

112
113
115

117

118
119
121

137

138
141

145



6.4 SCL14 scheint nicht an der pflanzlichen Pathogenabwehr

beteiligt zu sein 148
6.5 Expression von SCL14 unter abiotischem Stress 149
6.6 Keimungsverhalten transgener Pflanzen unter oxidativem

Stress 150
6.7 Identifizierung potentieller Zielgene von SCL14 151
7 Literaturverzeichnis 157
8 Anhang 175
8.1 Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Plasmide 175
8.2 Alignments 176
8.2.1  Aminosaure-Alignment der C-Termini von SCL14, SCL26

und SCL27 176
8.2.2 Aminosaure-Alignment von TGA2, TGA5 und TGA6 177
8.3 Glossar 178

Danksagung 182



1 Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Das cis-regulatorische Element as-/ ist durch Salizylsdure (SA) und Auxin induzierbar.
Dabei wird eine Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) vermutet.
Transkriptionsfaktoren der TGA-Familie binden an das as-/-Element und fiihren so zu
einer Aktivierung der Genexpression. Fiir TGA2.2 aus Tabak konnte in Hefe gezeigt

werden, dass er an DNA bindet, aber keine Aktivierung der Genexpression bewirkt.

In einem modifizierten Hefe Einhybridsystem mit dem orthologen Faktor TGA2 aus
Arabidopsis thaliana konnte Scarecrow-like 14 (SCL14) als Co-Aktivatorprotein
identifiziert werden, das mit TGA2, der an ein dreifaches as-/-Element gebunden

vorlag, interagiert.

SCL14 ist ein Mitglied der GRAS-Genfamilie, die eine Reihe putativer

Transkriptionsfaktoren umfasst.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Interaktion in vitro in einer pull down-Analyse
bestitigt, und die Spezifitit der Interaktion zwischen TGA2 und SCL14 im Vergleich

mit nah-verwandten Proteinen der GRAS-Familie gezeigt werden.

Die Uberexpression von SCL14 in planta hatte eine gesteigerte Aktivitit eines
as-1::GUS-Konstrukts (REDMAN et al., 2002) zur Folge, die unabhingig von den
bekannten Stimuli SA oder 2,4-D, einem Auxin-Analogon, zu sein scheint. In T-DNA-
Insertionspflanzen (ko), die SCLI4 nicht exprimieren, konnte kein GUS-Signal
detektiert werden. Dies deutet auf eine essentielle Bedeutung von SCL14 fiir die

Aktivierung der as-/-vermittelten Genexpression hin.

Ein weiterer Interaktionspartner von SCL14 ist der Kernexportrezeptor XPOI (Thomas
MERKLE, unverdffentlicht). Der XPOI-vermittelte Kernexport kann durch Behandlung
mit Leptomycin B (LMB) inhibiert werden. In mit SCL14-GFP transient transfizierten
Tabak BY-2-Protoplasten fiihrt die Behandlung mit LMB zu einer ausschlieBlichen
Lokalisierung im Zellkern. Dies spricht dafiir, dass die SCL14-Lokalisierung im
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Cytosol auf den XPOI-vermittelten Kernexport zuriickzufiihren ist. Die Inhibierung hat

aber keinen Einfluss auf die Aktivitét der as-/-vermittelten Genexpression.

In Pflanzen, die SCL14 sowohl endogen als auch fusioniert mit der
Glucocorticoidrezeptor-Bindedomédne (GR) exprimierten, konnte das SCL14-GR-
Fusionsprotein in uninduziertem Zustand auferhalb des Kerns gehalten werden. In
diesem Zustand konnte bereits eine erhohte as-1::GUS-Aktivitit detektiert werden.
Induktion mit Dexamethason hatte eine weitere Erhéhung der Aktivitit zur Folge.
Daher kann ein positiver Einfluss von SCL14 sowohl bei Vorhandensein im Zellkern

als auch im Cytosol auf die as-/-vermittelte Genexpression postuliert werden.

Die Expression von SCL14 wird durch dunkel-induzierte Seneszenz und Ozon erhoht.
Eine Gemeinsamkeit beider Stresse ist, dass in ithrem Verlauf ROS entstehen. Daher
konnte die Verstirkung der SCLI14-Expression durch einen erhohten ROS-Gehalt

induziert werden.

Des weiteren konnen Samen der SCL14-ko-Linie unter oxidativem Stress, verursacht
durch Paraquat, nicht auskeimen. Dies deutet auf eine mogliche Beteiligung von SCL14

an der Unschéddlichmachung von ROS hin.

Da bisher keine Beteiligung von SCL14 an der Regulation der Expression bekannter
Gene, die as-/-dhnliche Elemente im Promotorbereich tragen, gezeigt werden konnte,
wurde in Mikroarray Analysen nach moglichen Zielgenen gesucht. Dabei konnten zwei
Gene der NAM-Familie (At1g01720 und Atlg77450) identifiziert werden, die in der ko-
Linie schwach und in der OE-Linie stark exprimiert werden. Beide Gene werden, wie
SCL14 auch, verstiarkt in Samen exprimiert und enthalten in ihren Promotoren TGA-

Bindestellen. Dies deutet auf eine SCL14-TGA2-abhingige Expression hin.
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2 Einleitung

2.1 Die pflanzliche Reaktion auf abiotischen und biotischen
Stress

Pflanzen sind an einen Standort gebunden und miissen sich daher an verschiedene
Umweltbedingungen anpassen konnen. Im Laufe der Evolution haben sie verschiedene
Mechanismen entwickelt, mit denen sie auf Umweltverdnderungen reagieren konnen
(KUHLEMEIER et al., 1987). Starke Temperaturschwankungen, Wassermangel oder
Verdnderungen der Lichtintensitit zdhlen zu den wesentlichen abiotischen
Stressfaktoren. Doch Pflanzen konnen auch biotischen Stressen, wie Pilzen, Bakterien,
Viren oder Frafifeinden, ausgesetzt sein. Zur Abwehr solcher Stresse machen sie sich
verschiedene Strategien zu nutze. Zum einen wehrt sich die Pflanze passiv durch
physikalische Barrieren wie die Kutikula und Zellwénde, aber auch chemische
Barrieren wie antimikrobielle Substanzen dienen ihrem Schutz. Gelingt es dem
Pathogen diese Barrieren zu iiberwinden, kann es zu Krankheitssymptomen kommen.
Bei rechtzeitiger Erkennung des Pathogens durch die Pflanze wird eine induzierte
Abwehr ausgelost. Diese Abwehr hat zum Ziel, eine Vermehrung und Ausbreitung des
Pathogens zu verhindern. Eine lokale Abwehrreaktion ist die hypersensitive Reaktion
(HR), in dessen Verlauf nekrotische Ladsionen am Infektionsort auftreten, die auf lokal
begrenzten programmierten Zelltod zuriickzufiihren sind (LAM et al., 2001). Parallel
dazu kann eine systemisch erworbene Resistenz (SAR) entstehen. Dabei handelt es sich
um eine erhohte Resistenz einer Pflanze, die eine Erstinfektion von Pathogenen iiberlebt
hat, gegen weitere Sekunddrinfektionen (RYALS et al, 1996). Ein wichtiges
Signalmolekiil der SAR ist Salizylsdure (SA).
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2.2 Reaktive Sauerstoffspezies als Signaltransduktoren

Im Rahmen der HR kommt es zu einem sogenannten oxidativen ,burst™, bei dem
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxid, Wasserstoffperoxid (H,O;) und
Hydroxyl-Radikale entstehen. Diese ROS koénnen in der Pflanze durch ein NADPH-
abhingiges Oxidase-System gebildet werden, das die Reduktion von Sauerstoff zu
Superoxid katalysiert (APEL und HIRT, 2004). NADPH dient dabei als Elektronen-
Donor. Das entstandene Superoxid bildet dann das Ausgangsprodukt fiir die
Entstehung weiterer ROS.

Auch unter abiotischem Stress werden ROS gebildet, die als Signalmolekiile dienen.
Metabolische Prozesse, wie Respiration und Photosynthese, fiihren unter nicht
optimalen Bedingungen unvermeidlich zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) in Mitochondrien, Chloroplasten und Peroxisomen (FOYER et al., 1994). ROS
konnen Proteine, DNA oder Lipide schddigen. Eine gut abgestimmte Balance zwischen
H,0,-Entstehung und seiner Entfernung ist entscheidend fiir das Uberleben einer
Pflanze. Eine Storung in dieser Balance fiihrt zur Schiddigung von Zellen. Sogar ein
leicht erhdhter H,O,-Gehalt als Folge von biotischem und abiotischem Stress induziert
bereits eine Abwehrreaktion (DAT et al., 2000). Solch eine Abwehrantwort umfasst
beispielsweise die Anpassung an unterschiedliche Lichtbedingungen (KARPINSKI et
al., 1999; PRASAD et al., 1994), eine gleichzeitige Toleranz gegeniiber verschiedenen
Stressen durch die Nutzung gleicher Signaltransduktionswege bzw. gleicher
Signalmolekiile (,,cross tolerance*) (BOWLER und FLUHR, 2000; PASTORI und
FOYER, 2002) sowie die Induktion von aktiven Zelltod-Prozessen z.B. durch Ozon,
UV-Bestrahlung oder Kilte (DAT et al., 2003; LEVINE et al., 1994).

Wie andere Eukaryoten auch, besitzen Pflanzen ein kompliziertes System, um den
intrazellularen ROS-Gehalt wihrend wechselnder Umweltbedingungen zu kontrollieren.
Die verschiedenen Komponenten des enzymatischen antioxidativen Systems
unterscheiden sich in ihrer ,,Reinigungskapazitit* nicht nur in Bezug auf Spezifitit und
Affinitdt beziiglich verschiedener ROS-Spezies (z.B. Superoxide, H,O,, Singulett
Sauerstoff), sondern auch in ihrer subzelluldren Lokalisation in der Nidhe von ROS-

Produktionsstellen (VRANOVA et al., 2002). Eine Hauptquelle von H,0O, ist die
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Photorespiration (KARPINSKI et al., 2003; NOCTOR et al., 2002). Die dabei
entstandene grole H,0,-Menge wird hauptsdchlich durch peroxisomale Katalasen
unschédlich gemacht, obwohl auch andere antioxidative Enzyme in Blattperoxisomen
aktiv sind (CORPAS et al., 2001). Zusétzlich erfolgt die Bildung von H,O, bei
Lichtstress durch das photochemische ,,quenching™ von iiberschiissiger Lichtenergie

durch die Mehler-Reaktion.

Neben den Katalasen (CAT) gibt es weitere Enzyme, die an der Vernichtung von ROS
in der Pflanze beteiligt sind, wie z.B. die Superoxid-Dismutase (SOD), Ascorbat
Peroxidase (APX) und die Glutathion Peroxidase (GPX). Zunichst dismutieren
Superoxid-Dismutasen Superoxide zu H,O,. Dann detoxifizieren APX, GPX und CAT
das entstandene H,0,. Im Gegensatz zu CAT benotigt APX ein Ascorbat- und
Glutathion-Regenerationssystem, den Ascorbat-Glutathion-Zyklus. Das Zusammenspiel

der Enzyme ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Ein Unterschied zwischen der Detoxifizierung durch APX und GPX ist, dass GPX das
Zwischenprodukt Glutathion (GSH) direkt als reduzierendes Agens nutzt. Im Ascorbat-
Glutathion-Zyklus entsteht hingegen Dehydroascorbat spontan aus
Monodehydroascorbat (MDA) und wird durch eine Dehydroascorbat Reduktase
(DHAR) unter Beteiligung von Glutathion reduziert. Der GPX-Zyklus wird durch die
Regeneration von GSH zu oxidiertem Glutathion (GSSG) durch die Glutathion
Reduktase (GR) geschlossen. Pflanzen besitzen wie die meisten Organismen eine
Vielzahl von Genen, die fiir SOD und APX kodieren. Verschiedene Isoforme befinden
sich sowohl in Chloroplasten, Mitochondrien, Peroxisomen, als auch im Cytosol und im
Apoplasten (ASADA et al., 1987). Wiahrend GPX im Cytosol zu finden ist, ist CAT

hauptséichlich in Peroxisomen lokalisiert.
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A
0, SOD > H,0,
B
H,0, CAT » H,0+%O0,
C
H,O, + Ascorbat —AEX_V H,O + MDA
MDA + NADPH —M-D-AR—> Ascorbat + NADP*
Dehydro- | oy -QHAR Ascorbat + GSSG
ascorbat
GSSG + NADPH » GSH + NADP*
D
H,O, + GSH —GPX p 1 0+GSSG
GSSG + NAD(P)H —SB—> GsH + NAD(P)*

Abbildung 2.1: Darstellung enzymatischer Reaktionen wihrend der Detoxifizierung von ROS nach
APEL und HIRT, 2004. A: Superoxid Dismutase-Reaktion, B: Katalase-Reaktion, C: Ascorbat-
Glutathion-Zyklus, D: Glutathion Peroxidase-Zyklus. SOD: Superoxid Dismutase, CAT: Katalase,
APX: Ascorbat Peroxidase, MDA: Monodehydroascorbat, MDAR: MDA Reduktase, DHAR:
Dehydroascorbat Reduktase, GSSG: oxidiertes Glutathion, GR: Glutathion Reduktase, GSH:
Glutathion, GPX: Glutathion Peroxidase
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WILLEKENS et al. (1997) fanden heraus, dass Katalasen der CAT-Multigenfamilie
unentbehrlich sind, um eine Toleranz gegeniiber oxidativem Stress zu entwickeln. Sie
konnten zeigen, dass Tabakpflanzen mit verringerter CAT-Aktivitidt einen erhdhten
ROS-Gehalt als Reaktion auf abiotischen und biotischen Stress aufwiesen und sensitiver
auf oxidativen Stress reagieren (KANDALL et al., 1983; WILLEKENS et al., 1997).
Arabidopsis-Pflanzen, die eine geringe CAT2-Aktivitit aufwiesen, reagierten sensitiver

auf Ozon-Stress (VANDENABEELE et al., 2004).

In Katalase-defizienten Tabak-Pflanzen kann das bei der Photorespiration entstehende
H,O, die lokale und systemische Abwehr induzieren und ein Zelltodprogramm
aktivieren, das einige Parallelen zu programmiertem Zelltod (PCD) aufweist
(CHAMNONGPOL et al., 1998; DAT et al., 2003). Fiir Katalase-defiziente Gerste
konnte gezeigt werden, dass das bei der Photorespiration entstandene H,O, den
antioxidativen Redox-Status in Blattern storen kann (NOCTOR et al., 2002). Solch eine
Storung kann potentiell die Signaltransduktion auf biochemischer und auf Ebene der

Genexpression aktivieren (DESIKAN et al., 2001; VANDENABEELE et a/., 2003).

Bei Fehlen von CAT wurde die Enzymaktivitit von APX und GPX verstirkt.
Interessanterweise konnte von RIZHKY et al. (2002) gezeigt werden, dass sich
Pflanzen, denen APX und CAT fehlten, weniger sensitiv verhielten. Da in diesen
Pflanzen metabolische Gene, u.a. aus dem Pentosephosphatweg, sowie ein
chloroplastiddres Homolog der mitochondrialen alternativen Oxidase induziert waren,
und die photosynthetische Aktivitdt verringert war, wurde postuliert, dass die Pflanze
auf diesem Weg das Fehlen von APX und CAT kompensieren kann. Das Ausmal} von
oxidativem Stress in einer Zelle wird durch die Menge an Superoxid, H,O, und
Hydroxyl-Radikalen bestimmt. Daher ist ein ausgeglichenes Vorhandensein von SOD,
APX und CAT entscheidend, um vorhandene Mengen an ROS mdglichst gering zu
halten. FEine Verdnderung des Verhédltnisses zwischen den Enzymen wiirde

kompensatorische Mechanismen induzieren.

ALLEN konnte 1995 zeigen, dass eine Uberexpression von chloroplastidirer SOD in
Tabak die Toleranz gegeniiber oxidativem Stress nicht verdndert. Daraus wurde
geschlossen, dass andere antioxidative Mechanismen limitierend wirken. Die

Uberexpression von chloroplastidirer SOD aus Erbsen in Tabak erhdhte hingegen die
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Resistenz gegeniiber Methylviologen (Paraquat), einem ROS-induzierenden Agens

(ALLEN, 1995).

Generierung von ROS in verschiedenen Kompartimenten der Zelle fiihrt zu
Verdnderungen des Kern-Transkriptoms. Dies deutet darauf hin, dass eine
Informationsiibermittlung zwischen den Organellen und dem Kern stattfinden muss.
Zwar haben Pflanzen, dhnlich wie Hefen, eine MAPK-Signaltransduktionskaskade und
verschiedene Proteinphosphatasen entwickelt, um ROS-Signale weiterzuleiten, jedoch
ist der genaue Signalweg bisher weitgehend unbekannt. Es sind jedoch verschiedene
Wege der Signaliibermittlung denkbar. Es konnte eine Aktivierung von ROS-
Rezeptoren erfolgen, die eine Signalkaskade induzieren, welche schlieBlich zu
verdnderter Genexpression flihrt. Denkbar wére auch, dass einzelne Komponenten des
Signalweges durch ROS direkt oxidiert werden. Ein Beispiel fiir einen Redox-sensitiven
Regulator ist NPR1 (nonexpressor of PR genes), ein Protein, das an der Salizylsdure
(SA)-vermittelten Genexpression beteiligt ist. MOU et al. (2003) konnten zeigen, dass
NPR1 uninduziert als Oligomer im Cytosol vorliegt. Nach SA-Induktion werden
Cysteinreste des NPR1-Proteins, die in uninduziertem Zustand zur Ausbildung von
Disulfidbriicken fiihren, reduziert und NPR1 kann als Monomer in den Zellkern

gelangen und dort die Genexpression aktivieren.

In Hefe dienen homologe Transkriptionsfaktoren von ATF und AP-1 aus Saugetieren
als Schliisselvermittler von verschiedenen Stresssignalen, indem sie an konservierte cis-
Regionen von stress-induzierbaren Promotoren binden (CHEN et a/., 2003; GASCH et
al., 2000). Auch in Arabidopsis konnten potentielle H,O,-responsive cis-Elemente in
Genen gefunden werden, die auf oxidativen Stress reagieren (DESIKAN et al., 2001).
Eines dieser Elemente ist das as-/-Promotorelement, das starke Homologie zu dem
Redox-sensitiven AP-1 cis-Element aus Siugetieren aufweist (KARIN et al., 1997). Es
konnte gezeigt werden, dass beispielsweise Superoxid-Radikale das as-/-Element
aktivieren konnen. Allerdings fithrt H,O nicht zu einer Aktivierung (GARRETON et
al., 2002). Die Aktivierbarkeit scheint somit spezifisch fiir bestimmte ROS zu sein. Das
as-1-Element dient als Bindestelle des Redox-sensitiven Transkriptionsfaktors TGAI
aus Arabidopsis thaliana. Die Induktion von TGAIl mit Salizylsdure (SA), einem

Signalmolekiil der SAR, fiihrt zu einer Reduktion des Faktors (DESPRES et al., 2003).
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Diese Reduktion des Proteins ermdglicht eine Interaktion mit NPR1, das ebenfalls an

der Entwicklung einer SAR beteiligt ist.

2.3 Das an pflanzlicher Stressantwort beteiligte cis-Element
as-1

Das as-1-Element (,,activating sequence-1*) wurde bereits 1989 von BENFEY et al. als
funktionelles cis-Element im 35S-Promotor des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV)
beschrieben. Das CaMV ist ein DNA-Virus mit einem ausgedehnten Wirtsbereich, der
verschiedene Arten von Nachtschattengewichsen (Solanaceae), Kreuzbliitlern
(Brassicaceae) und Monokotylen umfasst (FROMM et al, 1989). Das 8,2 kb grofle
Genom des Cauliflower Mosaic Virus enthdlt die beiden Promotoren /9§ und 35S.
ODELL et al (1985) haben gezeigt, dass eine stabile Integration des 35S-Promotors in
das pflanzliche Genom zu einer hohen Expressionsrate von nachgeschalteten Genen in
Pflanzen fiihrt. Der Nachweis gelang auch im transienten Expressionssystem. Die
konstitutive Genexpression ldsst sich auf eine Promotorsequenz zurlickfiihren, die
351 bp lang ist und den Bereich von —343 bis +8 relativ zum Transkriptionsstartpunkt
umfasst (OW et al., 1987). Er kann in die beiden Dominen A (-90 bis +8) und B (-343
bis -90) unterteilt werden. Beide Doménen sind in verschiedene Subdoméidnen
untergliedert, die charakteristische Expressionsspezifititen aufweisen und miteinander
sowohl additiv als auch synergistisch in Wechselwirkung treten (BENFEY et al., 1989;
BENFEY und CHUA, 1990). Doméne A ist fiir die Genexpression in Wurzeln und im
Bereich des Apikalmeristems in Sprossen verantwortlich. Doméne B kontrolliert die
Genexpression hingegen nur im oberirdischen Bereich der Pflanze, wie den Bléttern
und dem Gefillsystem (BENFEY und CHUA, 1990). Werden die Sequenzen
stromaufwérts der Position -90 deletiert (CaMV 35S (-90); entsprechend Doméne A),
erfolgt die Expression des Reportergens nur noch in Wurzelspitzen, Kalluszellen,
Protoplasten und Auxin- oder SA-induzierten Bléttern (BENFEY et al., 1989; FROMM et
al., 1989; Liu und LAM, 1994; QIN et al., 1994). Dieses gewebespezifische und

induzierbare Expressionsmuster ist auf das 17 bp lange as-/-Element zuriickzufiihren,
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welches 34 bp stromaufwirts der TATA-Box des CaMV 35S-Promotors lokalisiert ist.
Dieses cis-Element wird als activation sequence-1 (as-1) bezeichnet und weist zwei

nicht perfekte Kopien des Palindroms TGACGTCA auf:
5-TGACGTAAgggaTGACGCA-3’

LAM et al. (1989) konnten zeigen, dass die Anwesenheit beider TGACG-Motive

essentiell fir die Funktion des as-/-Elementes ist.

LEBEL et al. (1998) konnten mittels ,,linker-scanning* Mutationen zwei Bereiche des
Promotors von PRI (pathogenesis-related 1), einem an der Pathogenabwehr beteiligten
Gens, identifizieren, die die chemische Induktion eines Reportergens durch INA, ein
biologisch aktives SA-Analogon, vermitteln. Die eine Mutation umfasst das nicht
perfekte 3’-Palindrom des as-/-dhnlichen Elements, welches fiir die Induktion des PR1-
Promotors sowohl durch INA als auch durch SA essentiell ist. Der zweite identifizierte
Bereich hat Ahnlichkeit mit einer Erkennungssequenz fiir Dof (DNA binding with one
finger)-Transkriptionsfaktoren, die u.a. an der pflanzlichen Abwehr beteiligt sind

(CHEN et al., 1996; KANG und SINGH, 2000).

Neben dem CaMV35S-Promotor enthalten auch die Promotoren des Figwort Mosaic
Virus (BOUCHEZ et al., 1989; COOKE, 1990) und des Commelina Mottle Virus
(MEDBERRY et al, 1992) ein as-I-dhnliches-Element. as-/-dhnliche Elemente
werden auch in Promotoren von Bakterien (z.B. Agrobacterium tumefaciens) gefunden,
die Bakterien-kodierte Gene in der Pflanze exprimieren (BOUCHEZ et. al., 1989;
FROMM et. al., 1989). Beispiele flir solche Promotoren sind der Octopin-Synthase-
(BOUCHEZ et al., 1989; FROMM et al., 1989), der Nopalin-Synthase- (LAM et al., 1990)
und der Mannopin-Synthase-Promotor (FELTKAMP et al., 1994). Untersuchungen haben
ergeben, dass as-/-dhnliche Elemente in verschiedenen pflanzlichen Promotoren
vertreten sind (ELLIS et al., 1993), u.a. auch in Promotoren von Abwehrgenen wie gntl
und gnt35 aus Tabak (VAN DER ZAAL et al, 1991) sowie des GH2/4-Gens aus
Sojabohne (ELLIS et al, 1993). Die genannten Gene werden sehr schnell nach SA-
Stimulus exprimiert, benétigen fiir die Induktion keine Proteinneusynthese und werden
als ,.friihe* Gene bezeichnet. ,,Friihe* Gene sind neben Salizylsdure (SA) auch durch

Auxin induzierbar (QIN et al., 1994; LIU und LAM, 1994; ZHANG et al., 1994;
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DROOG et al., 1995; TAKAHASHI et al., 1989; DONG, 1998) und weisen einen
konservierten Abstand von 12 bp zwischen den palindromischen Symmetrieachsen des
as-1-dhnlichen Promotorelements auf. Der konservierte Abstand und das
Vorhandensein beider Palindrome sind fiir die Funktionalitit der isolierten as-1-

dhnlichen Elemente in transienten Expressionsstudien essentiell (BOUCHEZ et al.,

1989; SINGH et al., 1989; ELLIS et al., 1993; KRAWCZYK et al., 2002).

»opate Gene, wie PRIa aus Tabak, sind nur durch SA und nicht durch Auxin
induzierbar (STROMPEN et al., 1998). Thre Induktion ist abhingig von einer
Proteinneusynthese und der Abstand zwischen den palindromischen Symmetrieachsen

des as-1-ahnlichen Promotorelements ist nicht konserviert.

Anhand von isolierten as-/-d4hnlichen Elementen in Verbindung mit einem
Minimalpromotor konnte die Induktion eines Reportergens sowohl durch SA und Auxin
als auch durch Methyljasmonat gezeigt werden (KIM et al., 1994; LIU und LAM, 1994;
QIN et al., 1994; ULMASOV et al., 1994; VAN DER ZAAL et al., 1996; XIANG et
al., 1996; ZHANG und SINGH, 1994). Auch biologisch inaktive Strukturanaloga von
SA und Auxin filhren in Suspensionskulturen zu einer Induktion as-/-dhnlicher
Elemente. Daher wird diskutiert, ob die Wirkung jener Phytohormone auf ihre
Phytotoxizitdt zurlickzufiihren ist, anstelle einer Funktion als Signalmolekiil
(ULMASOV et al., 1994; XIANG et al., 1996). Eine effektive Induktion as-/-ahnlicher
Elemente durch phytotoxische Chemikalien erfordert hohe (eventuell sogar
unphysiologisch hohe) Konzentrationen (PASCUZZI et al., 1998). Auch diese
Beobachtung spricht fiir die Phytotoxizitdt-Hypothese.

NIGGEWEG et al. (2000b) konnten hingegen in Tabakbléttern zeigen, dass nur aktive
Salizylsdure zu einer Induktion sowohl ,frither als auch ,spiter Gene fiihrte.
Behandlung mit 3-Hydroxybenzoesdure (HBA), einem inaktiven Strukturanalogon von
SA, konnte die Genexpression nicht aktivieren. Sie postulierten daher, dass nur die

aktive Form der Salizylsdure eine Genexpression bewirken kann.

Da auch pflanzliche Glutathion-S-Transferasen wie GH2/4, die cytotoxische Produkte

detoxifizieren konnen und das Gewebe vor oxidativen Schidden schiitzen (DANIEL,
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1993; LEVINE et al., 1994), as-1-dhnliche Elemente in ihren Promotoren tragen, deutet
dies auf einen durch chemischen Stress induzierbaren Signaltransduktionsweg hin.
Chemischer Stress entsteht u.a. beim oxidativen ,,burst® wihrend der pflanzlichen

Pathogenabwehr (siche 2.2).

GARRETON et al. (2002) haben zu kliren versucht, ob der aktivierende Effekt von SA
auf as-/-dhnliche Elemente durch oxidative Spezies vermittelt werden kann. Sie fanden
heraus, dass antioxidative Substanzen wie DMTU und BHA zu einer Inhibierung der
SA-induzierten Transkription des GNT35-Promotors bzw. des Reportergenkonstrukts
(as-1)4/GUS fiihren. Gleichzeitig konnte in vitro in Gelshiftanalysen gezeigt werden,
dass die SA-aktivierte DNA-Bindung in Kernextrakten inhibiert ist. Sowohl erhohte
Lichtintensitdt als auch Paraquat, eine Chemikalie, die oxidativen Stress induziert,
filhrten zu einer Steigerung der SA-induzierten Aktivierung. Weder H,O, noch der
Katalase-Inhibitor 3-AT fiihrten zu einer Aktivierung, wobei 3-AT die von SA-
vermittelte Aktivierung sogar inhibierte. Aus diesen Ergebnissen schlossen
GARRETON et al., dass oxidative Spezies die SA-induzierte Aktivierung as-I-

dhnlicher Elemente vermitteln. H,O, ist an dieser Vermittlung jedoch nicht beteiligt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass as-/-dhnliche Elemente in die koordinierte
Induktion pflanzlicher Abwehrgene involviert sind. Eine funktionelle Bedeutung dieser
cis-Elemente konnte fiir die Regulation der Expression sowohl der frithen (immediate-
early) als auch der spéten (late) SA-induzierbaren Gene belegt werden. Das isolierte as-1-
Element stellt ein gut handhabbares Modellsystem dar, um Hormon- oder ROS-

vermittelte Transkriptionsaktivierung zu untersuchen.

2.4 Die Proteine der TGA-Familie binden an das as-71 Element

TGA-Faktoren bilden eine eigene Klasse von pflanzlichen bZIP-Transkriptionsfaktoren.
Sie binden im allgemeinen als Homo- oder Heterodimere an cis-Elemente, die TGACG-

Motive aufweisen.
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KATAGIRI et al. gelang es 1989, mit Hilfe eines Tabak-cDNA-Bank-Screens unter
Verwendung des TGACG-Motivs im hex/-Promotorelement, das erste Mitglied der
TGA-Familie, TGAla, zu isolieren. Die Bindespezifitit des Proteins war somit
namengebend. Durch in vitro Experimente mit Deletionsderivaten konnte die
Doménenstruktur von TGAla identifiziert und charakterisiert werden (KATAGIRI et
al., 1992). Das Protein besitzt eine basische Doméne, die innerhalb der TGA-Familie
hochgradig konserviert und fiir die Bindung des Proteins an die DNA verantwortlich ist.
Direkt anschlieBend befindet sich eine Leucin-Zipper-Region, die durch die spezifische
Anordnung von Leucin-Resten in einer amphipatischen o—Helix die Dimerisierung
zweier Faktoren ermdglicht. Die Ausbildung eines Dimers wird durch eine

carboxyterminale Doméne stabilisiert.

Eine Glutamin-reiche Region im C-terminalen sowie eine saure Domédne im
aminoterminalen Bereich verfiigen iiber Aktivierungspotential (NEUHAUS et al.,

1994; PASCUZZI et al., 1998).

Anhand von Sequenzhomologien konnte in Arabidopsis thaliana bislang die groBte
Anzahl an TGA-Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Ihre Einteilung in Klassen
erfolgte aufgrund von Aminosiuresequenz-Homologien (MIAO et al., 1994; XIANG
etal., 1997, SCHIERMEYER et al., 2003; Tabelle 2.1).

TGA-Faktoren, die an as-/-dhnliche Elemente binden, konnten bisher u.a. auch aus
Mais (SINGH et al., 1990; FOLEY et al, 1993; WALSH et al, 1997), Weizen
(TABATA et al., 1991), Kartoffel (FELTKAMP et al., 1994), Tomate (ZHANG et al.,
1999) und Reis (FITZGERALD et al., 2005; CHERN et al., 2001) isoliert werden.
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Tabelle 2.1: Schematische Einteilung der bekannten TGA-Faktoren.

Arabidopsis thaliana

Nicotiana tabacum

Subklasse I TGA1 TGAla
[SCHINDLER et al., 1992] [KATAGIRI et al., 1989]
TGA4 (OBF4) PG13
[ZHANG et al., 1993] [FROMM et al., 1991]
Subklasse I1 TGA2 (AHBPI1D) TGA2.1
[KAWATA et al., 1992] [NIGGEWEG et al., 1997]
TGAS (OBF5) TGA2.2
[ZHANG et al., 1993] [NIGGEWEG et al., 2000a]
TGAG6
[XIANG et al., 1995]
Subklasse 111 TGA3
[MIAO et al., 1994]
AtbZIP50
[JAKOBY et al., 2002]
Subklasse IV PERIANTHIA
[CHUANG et al., 1999]
Subklasse V AtbZIP21
[JAKOBY et al., 2002]
Subklasse VI AtbZIP65 TGA10

[JAKOBY et al., 2002]

[SCHIERMEYER et al., 2003]
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In Bindestudien, die in vitro mit Kernextrakten aus Tabakbléttern unter Verwendung
des as-I-Elements durchgefiihrt wurden, konnte ein Proteinkomplex identifiziert
werden, der als ASF-1 (= activation sequence factor-1) bezeichnet wurde (LAM et al.,
1989; PRAT et al., 1989). Ein entsprechender Proteinkomplex konnte auch in
Gesamtzellextrakten nachgewiesen werden und wird dort mit SARP (salicylic acid
response protein) bezeichnet (JUPIN und CHUA, 1996). Da alle Mitglieder der TGA-
Familie an das as-/-Element binden, konnten alle Faktoren potentielle Komponenten
von ASF-1 darstellen. In Arabidopsis thaliana konnte TGA2 als Bestandteil von ASF-1
identifiziert werden (LAM und LAM, 1995). Die zur Identifizierung verwendeten
Kernextrakte stammten aus Wurzel- und Blattgewebe. Es konnte gezeigt werden, dass
nur maximal 33 % der ASF-1-Aktivitit in Kernextrakten aus Wurzel sowie maximal 50 %
der ASF-1-Aktivitit in Blatt-Kernextrakten auf TGA2 zuriickzufiihren sind. TGA2
kann daher nicht alleiniger Bestandteil von ASF-1 sein. TGA1 konnte jedoch nicht als
Bestandteil von ASF-1 identifiziert werden (LAM und LAM, 1995). Dabei ist jedoch
noch unklar, ob der Faktor nicht vorhanden ist, oder ob er in vitro nicht an das as-1-
Element binden kann. JOHNSON et al. (2003) konnten inzwischen in Chromatin-
Immunprézipitations-Experimenten zeigen, dass TGA2 und TGA3 an den PRI-

Promotor binden kénnen, wenn SA und NPR1 vorhanden sind.

Bisher konnten fiinf TGA-Faktoren aus Nicotiana tabacum isoliert werden. TGAla und
PG13 wurden der Subklasse I zugeordnet, die der Klasse I aus Arabidopsis homolog ist.
TGA2.1 und TGA2.2 konnten isoliert werden und wurden aufgrund eines hohen
Homologiegrades zu TGA2 aus Arabidopsis thaliana der Subklasse II zugeordnet. Der
fiinfte bisher beschriebene TGA-Faktor aus Tabak ist TGA10, der aufgrund seiner
Sequenzhomologie zu AtbZIP65 in die Subklasse VI eingeteilt wurde
(SCHIERMEYER et al.,, 2003). NIGGEWEG et al. (1999) gelang es mittels
Supershiftanalysen die Faktoren TGA2.1 und TGA2.2 im ASF-1- und SARP-Komplex

aus Tabakblattern nachzuweisen; TGA la war hingegen nicht nachweisbar.

Mutationen im as-/-Element, welche die Aktivitit des CaMV 35S-Promotors
verringern, resultieren in einer verminderten DNA-Bindung von ASF-1 (LAM et al.,
1989). QIN et al. (1994) konnten wiederum zeigen, dass eine erhohte Bindeaktivitdt von
ASF-1 an ein as-/-Element mit zwei perfekten palindromischen Sequenzmotiven mit

der verstirkten SA-Induzierbarkeit dieses Elements korreliert. Eine Funktion von ASF-1
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konnte daher die Aktivierung der Transkription durch das SA-induzierbare as-1-
Element sein. Dafiir spricht, dass transgene Tabakpflanzen, die dominant negative
TGA-Mutanten mit einer verdnderten oder deletierten DNA-Bindedoméne exprimieren,
sowohl eine verringerte as-/-Aktivitdt in vivo als auch eine reduzierte Menge an ASF-1
in vitro zeigen (RIEPING et al., 1994; MIAO und LAM, 1995; NIGGEWEG et al.,
2000b; KEGLER, 2001; PONTIER et al., 2001). Moglicherweise ist dies auf die
Bildung bindeinaktiver Heterodimere zwischen den ASF-1-Komponenten und der

TGA-Mutante zuriickzufiihren.

Die Expression einer transdominant negativen TGA2-Mutante bewirkt eine verstarkte
Aktivitdt des Tabak PRIa-Promotors in vivo (PONTIER et al., 2001). PONTIER et al.
(2001) postulierten, dass TGA-Faktoren die durch das as-/-Element vermittelte

Transkription sowohl aktivieren als auch reprimieren kénnen.

In Tabak konnte hingegen gezeigt werden, dass eine transdominante TGA2.2-Mutante
nach Behandlung mit 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsdure) eine deutlich verringerte
Expression der Gene Nt/03, IEGT und pard aufweist (NIGGEWEG et al., 2000b).
Neueste Untersuchungen ergaben, dass Tabakpflanzen mit reduziertem TGA2.1- und
TGA2.2-Gehalt eine reduzierte SA-Induktion der Gene GST und PRIa zeigen
(THUROW et al., 2005). Die Autoren postulieren, dass der PR/a-Promotor sowohl von
positiven als auch von negativen Aktivititen reguliert wird. TGA2.2 fiihrt gemeinsam
mit NPR1 in Anwesenheit von SA zu einer Unterdriickung der negativen Aktivitit,
sodass es zu einer Induktion der PRIa-Expression kommt. Ein reduzierter TGA2.1- und
TGA2.2-Gehalt fiihrt zu einer reduzierten Unterdriickung der negativen Aktivitdt und

die Genexpression wird induziert.

Die Auxin-induzierte Transkriptionsaktivierung eines as-/-abhingigen Promotors ist
sowohl unabhdngig von einem erhohten ASF-1-Spiegel als auch von einer de novo
Proteinsynthese (LIU und LAM, 1994). In BY-2 (Bright Yellow-2)-
Tabaksuspensionskulturen fiihrt xenobiotischer Stress aufgrund hoher Konzentrationen
des synthetischen Auxins 2,4-D zu einer verstirkten Bindung von TGAla an bestimmte
as-1-dhnliche Element. Die entsprechenden Zielgene zeigen zur gleichen Zeit eine
erhohte Transkriptionsaktivierung (PASCUZZI et al., 1998; KLINEDINST et al., 2000;
JOHNSON et al., 2001a+b). Ein 120 kDa-Korepressor verhindert die Bindung von
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TGAla an das as-/-Element und somit die Aktivierung, indem er an die C-terminale
Doméne des Transkriptionsfaktors bindet. In Anwesenheit von Auxin 16st sich der
Korepressor ab und TGAla kann an das as-/-Element in den Promotoren der Gene

Nt103-1 und Nt103-35 binden und deren Expression induzieren.

Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die frilhe Geninduktion in Tabakblittern durch
Salizylsdure moglicherweise ebenfalls iiber einen Inhibitor der DNA-Bindung reguliert
wird. Einerseits konnte gezeigt werden, dass die in vitro Bindeaktivitit von ASF-1 in
SA-induzierten Blattern hoher ist als in nicht-induzierten, und dass die SA-induzierte
Bindung unabhingig von der Proteinneusynthese ist (JUPIN und CHUA, 1996;
STANGE et al., 1997). Die Zugabe von Detergenzien fiihrte zu einer verstirkten
Bindung von ASF-1 in nicht-induzierten Bléttern. JUPIN und CHUA (1996) schlossen
daraus, dass die beteiligten TGA-Faktoren bereits in einer inaktiven Form in der Zelle
vorliegen und durch Ablosung eines inhibitorischen Proteins SAI (SA-inhibitor)
aktiviert werden. Des weiteren konnte eine Beteiligung von
Phosphorylierungsreaktionen an der Regulation der Bindeaktivitit ASF-1 gezeigt
werden (JUPIN und CHUA, 1996; STANGE et al., 1997). Neuere Chromatin-
Immunoprizipitations-Untersuchungen in Tabak haben gezeigt, dass die Subklasse II
der TGA-Faktoren konstitutiv an ein isoliertes as-/-Element sowie an ein as-I-
dhnliches Element im Promotor des ,,friihen” Gens parA bindet (BUTTERBRODT et
al., 2005). Fiir den PRIa-Promotor war hingegen nach SA-Behandlung eine deutliche
Induzierbarkeit der Bindung zu erkennen. BUTTERBRODT et al. (2005) postulierten
daher, dass die Bindung von TGA2.2 an as-/-dhnliche Elemente ,frither Gene nicht

reguliert ist.

Eine Triplemutante der TGA-Faktoren 2,5 und 6 aus Arabidopsis thaliana, tga6-1
tga2-1 tgas-1, zeigte nach SA-Behandlung keine PR-Genexpression und war in der
SAR blockiert (ZHANG et al., 2003). In uninduziertem Zustand wiesen die Pflanzen
eine reduzierte Toleranz fiir hohe SA-Level auf und akkumulierten héhere Basallevel
von PR1. ZHANG et al. (2003) postulierten daher, dass TGA2, 5 und 6 essentielle
positive Regulatoren der SAR darstellen. Zusitzlich sind sie wichtig fiir die Ausbildung

der SA-Toleranz und die negative Regulation der basalen Expression von PR].
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2.5 Protein-Protein-Interaktionspartner der TGA-Familie

In Arabidopsis konnte NPR1 (nonexpresser of PR genes 1) als ein Interaktionspartner
der TGA-Faktoren identifiziert werden (ZHANG et al., 1999; DESPRES et al., 2000;
ZHOU et al., 2000; CHERN et al., 2001). NPR1 ist ein Schliisselregulator bei der
Signaltransduktion, die zur Entwicklung der systemischen Resistenz (SAR) in der
Pflanze fiihrt. Das 65 kDA-Protein enthélt vier Ankyrinmotive und eine BTB/POZ
(broad-complex, tramtrack, bric-a-brac/poxvirus, zinc finger)-Domine, die fiir Protein-
Protein-Interaktionen wichtig ist (CAO et al., 1997; RYALS et al., 1997). MOU et al.
(2003) konnten zeigen, dass NPR1 als GFP-Fusionsprotein in der Zelle oligomerisiert
und wihrend der SAR in reduzierter Form als Monomer im Zellkern akkumuliert
(KINKEMA et al., 2000). Diese Akkumulation ist SA-abhingig und korreliert mit der
Expression der PR-Gene. Eine Interaktion von NPR1 mit TGA-Faktoren konnte bereits
mehrfach nachgewiesen werden und wird iiber den C-Terminus der TGA-Faktoren
vermittelt (ZHANG et al., 1999; DESPRES et al., 2000; ZHOU et al., 2000; CHERN et
al., 2001; FAN und DONG, 2002; DESPRES et al., 2003; UQUILLAS et al., 2004).
ZHOU et al. (2000) haben eine unterschiedliche Affinitdt beziiglich der Interaktion
zwischen NPR1 und den Arabidopsis TGA-Faktoren beschrieben. Dabei konnte
folgende Reihenfolge aufgestellt werden: TGA3 > TGA2 > TGAS > TGA6 > TGAL.

Eine Interaktion von NPR1 mit TGA4 konnte zunichst nicht nachgewiesen werden.

In neueren Untersuchungen von DESPRES et al. (2003) konnte die Affinitit von TGA1
und TGA4 gegeniiber NPR1 durch Veridnderung des Redox-Zustands deutlich erhoht
werden. In oxidierter Form verhindern intramolekulare Disulfidbriicken zwischen
TGA1-Molekiilen eine Interaktion mit NPR1. Durch SA-Induktion werden Cystein-
Reste von TGA1 reduziert, es kommt zur Auflosung der Disulfidbriicken, sodass eine

Interaktion stattfinden kann. NPR1 stimuliert dabei als Redox-sensitiver Co-Faktor die

DNA-Bindeaktivitit von TGA1 (FOBERT und DESPRES, 2005).

Die Interaktion von TGA2 mit NPR1 kann ebenfalls durch SA-Behandlung induziert
werden und erfolgt hauptsdchlich im Zellkern (SUBRAMANIAM et al., 2001).
DESPRES et al. (2000) konnten zeigen, dass die in vitro Bindung von TGA2 an das
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as-1-Element durch die Interaktion mit NPR1 verstirkt wird. Die Anwesenheit von

NPR1 ist fiir die DNA-Bindeaktivitidt von TGA2 erforderlich (FAN und DONG, 2002).

Mutanten von NPR1 zeigen eine stark verringerte Expression der PR-Gene nach SA-
Behandlung und konnen keine SAR ausbilden. Sobald ein zweites Gen, SNI/
(suppressor of npri-1, inducible), in diesen Pflanzen mutiert wird, verhalten sie sich wie
der Wildtyp (LI et al., 1999). SNI1 koénnte also einen Repressor der PR-Gene darstellen
und somit als negativer Regulator der SAR fungieren. LI et al. (1999) postulieren, dass
das durch SA aktivierte NPR1 die Wirkung des putativen Repressors SNI1 aufhebt. In
snilnprl-Doppelmutanten kann keine starke konstitutive PR-Genexpression
nachgewiesen werden. Diese erfolgt nur nach Induktion wie im Wildtyp. Es muss daher
ein zweiter, von NPR1 unabhingiger Aktivierungsschritt postuliert werden. Denkbar
wire, dass ein Transkriptionsfaktor als positiver Regulator durch die Wirkung von SA

aktiviert wird.

Die Bindung von TGA2 an den PRI-Promotor wird durch SA induziert und tiber NPR1
vermittelt (JOHNSON et al., 2003). Mdglicherweise hat die Interaktion von NPR1 und
TGA2 eine Rekrutierung des TGA-Faktors in den Promotorkontext der PR-Gene zur
Folge, ein weiterer positiver Regulator ist aber auch hier notig, um den Effekt des

putativen Repressors iiberwinden zu konnen.

Ein weiterer beschriebener Interaktionspartner von TGA2 ist das Protein SCL14, das in
dieser Arbeit genauer untersucht wird (PYSH et al., 1999; SIEMSEN, 2002). SCL14 ist
ein Mitglied der GRAS-Genfamilie.

2.6 Die GRAS-Genfamilie

Die GRAS-Genfamilie umfasst eine Reihe putativer Transkriptionsfaktoren und wurde
nach den ersten funktionell charakterisierten Mitgliedern, GAl (Gibberellinséure
insensitiv), RGA (Repressor der Mutante ga/-3) und SCR (Scarecrow), benannt (PYSH

et al., 1999). Eine Vielzahl von Genen dieser Familie wurden bisher in mehreren
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Pflanzenspezies, u.a. in Arabidopsis, Reis, Erbse und Moosen, identifiziert (PYSH et
al., 1999; BOLLE, 2004; TIAN et al., 2004; SASSA et al., 2001; NISHIYAMA et al.,
2003). Eine Beteiligung an vielen verschiedenen Prozessen des Wachstums und der
Entwicklung einer Pflanze u.a. durch Gibberellin-Signaltransduktion (PENG et al.,
1997 & 1999; SILVERSTONE et al., 1998; IKEDA et al., 2001), Axillarmeristem-
Initiation (SCHUMACHER et al., 1999; GREB et al, 2003; LI et al., 2003),
Sprofmeristem-Entwicklung (STUURMAN et al., 2002), radiale Organisation der
Wurzeln (DI LAURENZIO et al., 1996; HELARIUTTA et al., 2000), Phytochrom A-
Signaltransduktion (Bolle et al., 2000) und ménnliche Gametogenese (MOROHASHI et
al., 2003) konnte einzelnen GRAS-Genen zugeordnet werden. Entsprechend ihrer
Einordnung als Transkriptionsregulatoren sind die meisten GRAS-Proteine im Zellkern

lokalisiert.

GRAS-Proteine weisen in ihren C-Termini verschiedene konservierte Domédnen auf.
Dazu zdhlen u.a. zwei Leucin-Heptad-Wiederholungen (LHRI und LHRII), die fiir die
Homodimerisierung der Proteine notwendig sein konnten und eine VHIID-Doméne
einschliefen, sowie die distinkten Doménen PFYRE, RVER und SAW. Eine konkrete
Funktion konnte jedoch bisher nicht nachgewiesen werden. Die VHIID-Doméne wurde
von Pysh et al. (1999) als basische DNA-Bindedomine diskutiert. Allerdings konnte
bisher keine direkte DNA-Bindung fiir GRAS-Proteine beschrieben werden. ITOH et
al. (2002) konnten zeigen, dass der C-Terminus von SLR1 (slender rice 1), der ebenfalls
tiber die Dominen VHIID, PFYRE und SAW verfiigt, als Repressor-Doméne fungiert.
Zusétzlich enthalten einige GRAS-Proteine in ihrem C-terminalen Teil ein LXXLL-
Motiv, das in Sdugetieren die Bindung eines Steroidrezeptor-Coaktivator-Komplexes

vermittelt (HEERY et al., 1997; ARANDA und PASCUAL, 2001).

Die Amino-termini der GRAS-Proteine sind im Gegensatz zu ihren C-termini sehr
variabel, sodass die Spezifitdit der einzelnen regulatorischen Proteine eher hier
begriindet zu sein scheint.

Richards et al. (2000) haben Ahnlichkeiten zwischen GRAS-Proteinen und Proteinen
der STAT-Familie (Signal Transducers and Activators of Transcription) gefunden, die
in verschiedenen tierischen Systemen identifiziert wurden. Es wire also moglich, dass
GRAS-Proteine ebenfalls an der Signaltransduktion beteiligt sind bzw. als

Transkriptionsaktivatoren in Pflanzen dienen.
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Bereits 1999 untersuchten PYSH et al. verschiedene Arabidopsis ESTs (expressed
sequence tags), die Homologien zu den bekannten GRAS-Genen SCR, RGA und GAI
aufwiesen und nannten siec SCARECROW-LIKE (SCL). Eines dieser Gene ist der
putative Transkriptionsfaktor SCL14, der inzwischen als Interaktionspartner von TGA2
bzw. TGA6 in Hefe identifiziert wurde (SIEMSEN, 2002). TGA2 kann in Hefe an das
as-1-Element binden, benétigt aber den Co-Aktivator SCL14, um die Genexpression
eines Reportergens zu aktivieren.

THOMAS MERKLE konnte SCL14 zusétzlich in einem Hefe Zwei-Hybridsystem als
Interaktionspartner des Kernexportrezeptors XPOI isolieren (unverdffentlicht). Da in
der Aminosduresequenz von SCL14 auch ein Kernlokalisierungssignal (NLS)
beschrieben wurde, wire es moglich, dass SCL14 in der Pflanze {iber XPOI aus dem
Zellkern transportiert wird, um im Cytosol einen Stimulus zu empfangen, der die
Bedingungen fiir die Aktivierung der Genexpression schafft.

Die Expression von SCLI14 erfolgt ubiquitdr. LIN und WU (2004) konnten allerdings
eine Induktion der SCL/4-Genexpression durch dunkel-induzierte Seneszenz zeigen. Da
auch Gene, die ein as-/-Element im Promotorbereich tragen, wihrend
Seneszenzprozessen verstirkt exprimiert werden (HANFREY et al, 1996;
BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003), konnte hier ein Zusammenhang mit der
SCL14-TGA2-Interaktion bestehen.

SCL14 (Atlg07530) ist innerhalb der GRAS-Genfamilie am néchsten mit SCL26
(At1g07520) und SCL27 (At2g29060), die bisher noch nicht genauer charakterisiert
wurden, verwandt (benannt nach GAO et al., 2004). SCL14 wird aufgrund von
Sequenzhomologien der SCL9-Gruppe zugeordnet, in die auch SCLI11 einsortiert
wurde. Die Funktion von SCL9 (At2g37650) ist noch unbekannt.

Ein SCL11-homologes Protein aus Tabak, NtAl7 (Nicotiana tabacum Antimycin
induced 7), wurde als durch Antimycin A, einen Inhibitor des mitochondrialen
Elektronentransports, H,O, und SA induzierbar beschriecben (MAXWELL et al., 2002).
Dies legt die Vermutung nahe, dass auch andere Mitglieder der GRAS-Familie durch

oxidativen Stress induzierbar sein konnten.
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2.7 Zielsetzung und methodischer Ansatz

Um tiefere Einblicke in die as-/-abhingige Promotoraktivitit und die Regulation am
as-1-Element zu bekommen, ist es erforderlich, die an der Aktivierung beteiligten
Komponenten genau zu charakterisieren.

TGA2 aus Arabidopsis thaliana ist als Bestandteil des ASF-1-Komplexes beschrieben
worden (LAM und LAM, 1995), hat jedoch in Hefe kein -eigenes
Genaktivierungspotential und benétigt daher einen Co-Aktivator zur Genaktivierung.
Als solcher Co-Aktivator konnte SCL14 identifiziert werden (SIEMSEN, 2002).

In dieser Arbeit soll zunédchst gekliart werden, ob die Interaktion zwischen TGA2 und
SCL14 spezifisch ist oder ob verwandte Proteine der GRAS-Familie ebenfalls mit TGA2
interagieren konnen. Des weiteren soll die Funktion von SCL14 genauer charakterisiert
werden. Dazu soll der Einfluss von SCL14 auf ein as-1::GUS-Konstrukt (REDMAN et
al., 2002) in Uberexprimierer- und knock out-Pflanzen nach verschiedenen Stimuli
untersucht werden. Die Herstellung bzw. Charakterisierung der dafiir benétigten
Pflanzenlinien, u.a. mit Hilfe eines im Rahmen dieser Arbeit hergestellten antiSCL14-
Antiserums, werden beschrieben.

An der Regulation der as-1::GUS-Aktivitit konnte ein ,,Shuttling” von SCL14 beteiligt
sein. Es soll daher neben der Lokalisierung von SCL14 {iberpriift werden, ob eine
Inhibierung des Kernexports oder eine Induktion des Kernimports die as-1::GUS-
Aktivitit beeinflussen.

Zusiétzlich wird das Expressionsmuster von SCL14 nach Seneszenz- und Ozon-
Induktion, sowie das Keimungsverhalten der Uberexpressions- und der knock-out-Linie
unter oxidativen Stressbedingungen untersucht.

Fir das Verstindnis der Funktion ist es sehr wichtig, die Zielgene von SCL14 zu
identifizieren. Dies wird im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von Mikroarray Analysen

der Uberexpressions- und knock out-Pflanzen durchgefiihrt werden.
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3 Material

3.1 Gerate

Gerite Modell Hersteller/Bezugsquelle
Autoklav 3870 ELV Tuttnauer

Automatische Pipetten Gilson

Bioimager /Phosphoimager | BAS-1000 Fuji

Elektroelutionsapparatur

Werkstatt der Universitit

Elektroporationsapparatur | Gene Pulser® II BioRad
Fluorometer CytoFluorll Plate Reader PerSeptive
Geldokumentationsstation MWG Biotech

Gelelektrophoresekammern

Werkstatt der Universitit

Handmonitor Contamat Eberline
Heizblock Boekel Scientific
Heizriihrer RCT basic IKA Labortechnik
Heizschiittler Thermomixer 5436 Eppendorf
Hybridisierungsofen Bachhofer
Hybridisierungswasserbad | Belly Dancer Stovall

Inkubationsschrianke WTC binder; Memmert
Kiihlzentrifuge Sorvall RC 5B Plus DuPont

Netzgerite E323 Benedikt Heinemann
Netzgerite EC 105 EC Apparatus Corporation
PCR-Gerite MiniCycler™ PTC-150 MJ Research
Peristaltikpumpe Cyclo 1 Roth

pH-Meter HI 9321 Hanna Instruments
Photometer Unikon 720 LC Kontron
RNA-/DNA-Calculator GeneQuant 11 Pharmacia
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Gerite Modell Hersteller/Bezugsquelle
Scanner ScanJet 4c Hewlett Packard
Sequenzanalysegerit ABI PRISM 310 Perkin-Elmer
Spektralphotometer fiir MRX Dynex Plate Reader | Dynex

Mikrotiterplatten

Standzentrifuge mit [SARNS Christ

Ausschwingrotor

Sterilbank, horizontales Microflow Laminar Nunc

Geblase

Sterilbank, vertikales Microflow Biohazard Nunc

Geblase

SzintillationsmeBgerit

Raytest IsotopenmelRgeréte
GmbH

Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus Christ

Tischzentrifuge, kiihlbar 5403 Eppendorf

Ultraschallgerit Soniprep 150 MSE

UV-Transilluminator FLX-20 M Vilber Lourmat

Vortex L46 Labinco BV, Niederlande

Wasseraufbereitungsanlage | Option 4, Maxima ELGA

Zihlkammer Fuchs-Rosenthal Brand

3.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller / Bezugsquelle

Elektroporationskiivetten BioRad

FlieBpapier 3SMM Whatman

Kunststoff-Einwegmaterial Biozym; Eppendorf;, Greiner; Roth;
Sarstedt

Mikrotiterplatten Roth

Nylon-Membran Hybond N Amersham
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Produkt Hersteller / Bezugsquelle

Parafilm M American National Can™
PVDF-Membran Immobilon™-P Millipor

Rontgenfilme Cronex 4, Cronex 10T DuPont

3.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller / Lieferant
30 % (w/v) Acrylamid:N,N’- Roth
Methylenbisacrylamid (37,5:1)

Agarose SeaKem LE Biozym
Ampicillin AGS

Antipain Serva

APS (Ammoniumpersulfat) Biometra

Bakto Pepton Difco
Bradford-Reagenz Roth
Bromphenolblau Roth

BSA (Rinder-Serum-Albumin) Serva

Cefotaxim Duchefa
Coomassie Brilliant Blue G-250 BioRad

[a-**P] dATP ; 800 Ci/mmol Hartmann Analytic

[0-°P]

Hartmann Analytic

2,4-Dichlorphenoxyessigséure (2,4-D)

Sigma

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Roth

N,N-Dimethylformamid (DMF)

J.T. Baker Chemicals B.V.

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Dithiothreitol (DTT) Sigma
dNTPs MBI; Roth
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Chemikalie Hersteller / Lieferant
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem
Ethidiumbromid Roth

HEPES Roth
Heringssperma-DNA (HSP) Sigma
Hydroxyethyl-Cellulose medium vis. Fluka

(HEC)

Isopropylthiogalactosid (IPTG) Bio Tech Trade
Kanamycin Sigma
Leptomycin B LC Laboratories”
Leupeptin Serva
Magermilchpulver Gliicksklee
B-Mercaptoethanol Roth
Methylumbelliferon (4-MU) Sigma
Methylumbelliferyl-BD-Glucoronid Duchefa

(MUG)

2[N-Morpholino]ethansulfonsdaure (MES) |Sigma
Murashige und Skoog Medium Duchefa

Orange G Sigma

Pefabloc SC Roche Diagnostics
Phenol AppliChem
Phenylmethansulfonylchlorid (PMSF) Fluka
Polydesoxyinosin-desoxycytidylsdure Sigma
(Polydl/dC)

Ponceau S Sigma
Rifampicin Duchefa
Rontgen-Entwickler LX24 Kodak
Rontgen-Fixierer AL4 Kodak
Salicylsdure (SA) Merck

Select Agar Life Technologies
Select Yeast Extract (Hefeextrakt) GIBCO BRL
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Chemikalie Hersteller / Lieferant
TEMED Roth

Trypton Oxoid

Triton X-100 Roth

Tween20 Roth

X-Gal Bio Tech Trade
X-Gluc Roth

Xylencyanol FF Roth

Yeast Nitrogen Base (ohne Aminoséduren) | Difco

3.4 Kits

Kit

Hersteller / Bezugsquelle

BigDye  Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit

Perkin-Elmer Corporation

Enhanced Chemiluminescence Plus  Kit
(ECL+)

Amersham Life Science

ET-Mix

ABI PRISM

Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit

Invitek

Megaprime DNA Labelling Systems

Amersham Life Science

Nucleo Spin® Extrakt II

Macherey-Nagel

Nucleo Spin® Plasmid

Macherey-Nagel

pGEM®-T Vector System Promega
Qiagen Plasmid Preparation Kits (Midi, Qiagen
Maxi)

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
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3.5 Proteine

3.5.1 Enzyme

Enzym Hersteller / Bezugsquelle
AmpliTaq® DNA Poymerase, FS ABI PRISM ™

Cellulase “Onozuka R-10” Serva
Klenow-DNA-Polymerase exo MBI Fermentas

Lyticase Sigma

Macerozym R-10 Serva

Restriktionsenzyme MBI Fermentas
RNase A (DNase-frei) Qiagen
T4 DNA-Ligase MBI Fermentas

3.5.2 Proteinstandard

Proteinstandard Hersteller / Bezugsquelle

Prestained Protein Ladder MBI Fermentas

3.5.3 Antikorper

Bezeichnung Spezifitit Eigenschaften Referenz

anti-HIS polyklonal aus BioScience
Kaninchen (1:5000)

anti-HA-tag polyklonal aus Santa Cruz
Kaninchen (1:1000) | Biotechnology
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Bezeichnung Spezifitat Eigenschaften Referenz
anti rabbit Ig Kaninchen- polyklonal aus Esel, | Amersham
Immunglobulin Peroxidase gekoppelt
(1:10000)
anti-SCL14-Serum | SCL14-Volldnge polyklonal aus diese Arbeit

(final bleeding)
(1:2000)

Kaninchen, Rohserum

3.6

3.6.1  Primer

Nukleinsauren

Die Primer wurden von den Firmen OPERON Biotechnologies, GIBCO BRL sowie

MWG synthetisiert.

Die Schmelzpunkte (Ty,) errechnen sich nach folgender Formel:

Tm [°C] = 69,3 + 0,41 x (% GC-Gehalt) — 650 / n (n = Anzahl der Nukleotide)

Primer Sequenz 5°> 3’ Tm [°C]

19.11 Sal bck NEU GAG TCG ACC TAT GAA | 68,0
GAC GAA GGA ACCC

19.11 Sal fwd AGG TCG ACT CCA CAT|72,0
GGG TTC TTA TCC GGA
TGG

CHSABACK CAC TTA CTT ACA CTT|51,0
GCC TTG GAG

CHSAFRONT CCA ATT AAG ATA AAA 44,0
CGT TGA ATG

GUS (#42) TCG CGA TCC AGA CTG|66,0
AAT GCC CAC

GUS antisense (#255) TGC AAC CAC CTG TTG |57,0

ATC CG
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Primer Sequenz 5> 37 T [°C]

GUS sense (#254) GAT CAG CGT TGG TGG |54,0
GAA AG

ICS1-2 fwd GCT GTT TCT TCT CTC |47,2
GTC G

ICS1 rev CTG CCC TAG TTA CAA 57,3
CCC GAA AAG

LBbl GCG TGG ACC GCT TGC| 65,1
TGC AACT

pBD2 TCA TCG GAA GAG AGT | 58,66
AGT AAC

pGADLI1 CCA CTA CAA TGG ATG |44,4
ATGTATA

pGADL2 GTG CAC GAT GCA CAG | 55,1
TTG AAGT

p-GR1 GAG CTG TGG TAA TGC | 66,28
TGC AGG AAC

RD29a bck CAC TAC CAA AGC CCA 59,9
TCG

RD29a fwd TTA CAC CAA ACC CAC 58,66
TGA ATC

sGFP-II TTC AGG GTC AGC TTG|53,4
CCGTAGG

SCL14~300 fwd CTG ATG ACG CTG ATT | 60,61
TCT CTG

SCL14~600 fwd CTT CTA GGT CCA ACA|60,4
GTG TC

SCL14~900 fwd TAG CTA TGC TCC TCC 59,9
TCC

SCL14~1200 fwd CTC TTT TGG TGT TAT|55,85
GTGC

SCL14~1500 fwd AAA CGC CAA CAC|60,16
GATCCAC

SCL14~1600 bck CCT TTC TTG AAC TGC|60,61

ATA GCC




3 Material

31

Primer

Sequenz 5> 37

Twm [°C]

SCL14~1960 fwd

TCA TTA CTC GGC TGT
GTT TG

58,35

SCL14~2000 bck

CCA CTC TCT CTG TTC
CTT CAC

62,57

SCL-C Acc/Bsp fwd

GTC TAG GTA CCG CAG
TAT GTA CAT GTC AGC
GAC ACA ATG TTC

72,52

SCL-C BamHI bck

TAC GGA TCC TGA AGA
CGA AGGAACCCAT

67,54

SCL-C BamHI2 bck

TAC GGA TCC GAT GAA
GAC GAA GGA ACC
CAT

68,73

SCL14 gate bck

GGG GAC CAC TTT GTA
CAA GAA AGC TGG
GTG TCG ACC TAT GAA
GAC GAA GGA ACCC

69,0

SCL14 gate fwd

GGG GAC AAG TTT GTA
CAA AAA AGC AGG
CTT GGT ACC AAC CAT
GGG TTC TTA TCC GGA
TGG

68,0

SCL14 UTR fwd

TGG GTT TTT GGA GTT
GG

54,78

SCL14 UTR2 fwd

TTT GGG TTT TTG GAG
TTG G

55,85

SCL14 UTR3 fwd

CCC AAG AAG TTG CCT
GAT CG

62,45

WRKY6 bck

GGA TTT TGG TAC GAA
ACAG

55,85

WRKY6 fwd

CTC CTT CGT TAA TCT
CGTG

58,0
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3.6.2 Plasmide

Plasmid

Beschreibung

Referenz

pAlligator2

Gateway
Pflanzentransformationsvektor,
enthélt den CaMV 35S-
Promotor, den nos-Terminator,
ein 3x HA-tag (N-terminal),
sowie einen GFP-
Selektionsmarker unter
Kontrolle des Samen-
spezifischen Promotors At2S3,

7

spn

PARCY, F.

http://www.isv.cnrs-
gif fr/JG/alligator/intro.html

pAlligator2/SCL14

pAlligator2-Derivat, enthalt
die Kodierregion der SCL14-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende des 3x HA-tags unter
Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors, spn”

diese Arbeit

pDEST17

Gateway Expressionsvektor,
enthilt den T7-Promotor sowie
ein His-tag (N-terminal), amp”

. ™
Invitrogen

pDEST17/SCL14

pDEST17-Derivat, enthalt die
Kodierregion der SCL14-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende des 3x HA-tags unter
Kontrolle des T7-Promotors,

amp”

diese Arbeit

pDEST22

Gateway Vektor fiir die
Expression von GAL4-AD-
Fusionsproteinen unter
Kontrolle des ADH-Promotors
in Hefe, TRP1, amp”

. ™
Invitrogen

pDEST22/SCL14

pDEST22-Derivat, enthalt die
Kodierregion der SCL14-
cDNA fusioniert an das 3’-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRPI1, amp”

KUSHNIR, S.

(unverdffentlicht)
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pDEST22/SCR1

pDEST22-Derivat, enthdlt die
Kodierregion der At4g08250-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR2

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der PAT1-cDNA
fusioniert an das 3’-Ende der
GAL4-AD unter Kontrolle des
ADH-Promotors, TRP1, amp"

KUSHNIR, S.

(unver6ffentlicht)

pDEST22/SCR3

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCL13-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR4

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der Atlg55580-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR5

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCL21-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR6

pDEST22-Derivat, enthilt die
Kodierregion der At3g49950-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRPI1, amp”

KUSHNIR, S.

(unverdffentlicht)
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pDEST22/SCR7

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCL6-cDNA
fusioniert an das 3'-Ende der
GAL4-AD unter Kontrolle des
ADH-Promotors, TRP1, amp"

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCRS

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCLI11-
cDNA fusioniert an das 3’-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unver6ffentlicht)

pDEST22/SCR10

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der At4g23440-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR13

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der At3g03450-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR 14

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der Atlg66350-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR15

pDEST22-Derivat, enthilt die
Kodierregion der SCL9-cDNA
fusioniert an das 3'-Ende der
GAL4-AD unter Kontrolle des
ADH-Promotors, TRP1, amp"

KUSHNIR, S.

(unverdffentlicht)
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pDEST22/SCR18

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCL7-cDNA
fusioniert an das 3'-Ende der
GAL4-AD unter Kontrolle des
ADH-Promotors, TRP1, amp"

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR20

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCL1-cDNA
fusioniert an das 3’-Ende der
GAL4-AD unter Kontrolle des
ADH-Promotors, TRP1, amp"

KUSHNIR, S.

(unver6ffentlicht)

pDEST22/SCR22

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der At2g45160-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR23

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCL27-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR32

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der At5g66770-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR33

pDEST22-Derivat, enthilt die
Kodierregion der At5g17490-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRPI1, amp”

KUSHNIR, S.

(unverdffentlicht)
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pDEST22/SCR34

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der At5g41920-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST22/SCR35

pDEST22-Derivat, enthélt die
Kodierregion der At3gl13840-
cDNA fusioniert an das 3’-
Ende der GAL4-AD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
TRP1, amp”

KUSHNIR, S.

(unveroffentlicht)

pDEST32

Gateway  Vektor fir die
Expression von GAL4-BD-
Fusionsproteinen unter
Kontrolle des 4ADH-Promotors
in Hefe, LEU2, gm’

. ™
Invitrogen

pDEST32/TGA2

pDEST32-Derivat, enthélt die
Kodierregion der TGA2-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-BD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
LEU2, gm’

WEIGEL, unveroffentlicht

pDEST32/TGAS

pDEST32-Derivat, enthélt die
Kodierregion der TGAS-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-BD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
LEU2, gm’

WEIGEL, unveroffentlicht

pDEST32/TGA6

pDEST32-Derivat, enthilt die
Kodierregion der TGAG6-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-BD unter
Kontrolle des ADH-Promotors,
LEU2, gm’

WEIGEL, unveroffentlicht

pDONR207

Gateway Entry Vektor, gm”

. ™
Invitrogen
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pENTR207/SCL14

pDONR207-Derivat,  enthilt
den Kodierbereich der SCL14-
cDNA, gm"

diese Arbeit

pFGCA7

Pflanzentransformationsvektor,
enthdlt den CaMV  35S-
Promotor sowie den ocs-
Terminator, BAR, km"

THUROW, C.

(unveroffentlicht)

pFGCA7/SCL14-GR

pFGCA7-Derivat, enthilt die
Kodierregion der SCL14-
cDNA fusioniert an das 5'-
Ende des TAP-tags unter
Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors, BAR, km"

diese Arbeit

pGAD424

Vektor fiir die Expression von
GAD-Fusionsproteinen  unter
Kontrolle des ADH]I-
Promotors in Hefe, GAL47s-
881)- Aktivierungsdomine,
LEU2, amp"

Clontech

pGAD424/NPR1

pGADA424-Derivat, enthélt die
Kodierregion der NPRI-cDNA
fusioniert an das 3’-Ende der
GAL4-AD, LEU2, amp”

THUROW, 2001

pGADA424/SCL14

pGADA424-Derivat, enthilt die
Kodierregion der SCLI4-
cDNA fusioniert an das 3'-
Ende der GAL4-AD, LEU2,

-
amp

diese Arbeit

pGBT9

Vektor fiir die Expression von
GBD-Fusionsproteinen  unter
Kontrolle des ADHI-
Promotors in Hefe, GAL4.
147)- DNA-Bindedomaéne,
TRPI1, amp”

Clontech
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pGBT9/TGA2

pGBT9-Derivat, enthdlt die
Kodierregion der TGA2-
cDNA fusioniert an das 5'-
Ende der GAL4-DNA-BD
unter Kontrolle des ADHI-
Promotors, TRP1, amp”

WEIGEL et al., 2001

pGBT9/TGA5

pGBT9-Derivat, enthdlt die
Kodierregion der TGAS-
cDNA fusioniert an das 5'-
Ende der GAL4-DNA-BD
unter Kontrolle des ADHI-
Promotors, TRP1, amp”

WEIGEL, unveroffentlicht

pGBT9/TGA6

pGBT9-Derivat, enthdlt die
Kodierregion der TGAG6-
cDNA fusioniert an das 5'-
Ende der GAL4-DNA-BD
unter Kontrolle des ADHI-
Promotors, TRP1, amp”

WEIGEL, unveroffentlicht

pHBT

Vektor flir die transiente
Expression  in  Pflanzen,
pHBTL-sGFP-Derivat,

Entfernung des sGFP-Gens
durch Ncol / Notl —Verdau,
Klenow fill in und Religation,

amp”

HEINEKAMP (2002)

pHBTL-sGFP

pHBT-sGFP-Derivat (SHEEN,
1993), enthélt das sGFP-S65T-
Gen zwischen dem HBT-
Promotor und dem nos-
Terminator, zusétzlich Kpnl
und EcoRI Schnittstellen vor
der BamHI Schnittstelle, amp”

NICKOLOV, 2003

pHBTL/SCL14
GFP

ohne

pHBTL-Derivat, enthilt die
Kodierregion der SCLI14-
cDNA unter Kontrolle des
HBT-Promotors, amp”

diese Arbeit
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Plasmid Beschreibung Referenz
pHBTL/SCL14-sGFP pHBTL-Derivat, enthidlt die |diese Arbeit
Kodierregion der SCL14-
cDNA fusioniert an das 5'-
Ende von sGFP  unter

Kontrolle des HBT-Promotors,

amp”

pHBT1a-GFP

pHBTL-Derivat, enthilt die
Kodierregion der TGAla-
cDNA fusioniert an das 5'-
Ende von sGFP  unter
Kontrolle des HBT-Promotors,

7

amp

THUROW, C. (2001)

pHBT-2.2sGFP

pHBTL-Derivat, enthilt die
Kodierregion der TGA2.2-
cDNA fusioniert an das 5'-
Ende von sGFP  unter
Kontrolle des HBT-Promotors,

amp”

THUROW, C. (2001)

pLEU/TGA2

pGAD424-Derivat, die GAL4-
AD wurde entfernt, enthilt die
Kodierregion der TGA2-
cDNA unter Kontrolle des
ADH]1-Promotors, LEU2, amp”

WEIGEL

(unveroffentlicht)

pLEU/TGA6

pGAD424-Derivat, die GAL4-
AD wurde entfernt, enthilt die
Kodierregion der TGAG6-
cDNA unter Kontrolle des
ADH]1-Promotors, LEU2, amp”

WEIGEL

(unveroffentlicht)

pRS020

pBluescript KS(-)-Derivat,
enthélt die Kodierregion der
GR-Domiéne, amp”

SABLOWSKI,
unveroffentlicht

pRS020/SCL14-GR

pRS020-Derivat, enthélt die
Kodierregion der SCLI14-
cDNA fusioniert an die GR-
Doméne, amp”

diese Arbeit

pSK-T

Klonier- und
Sequenziervektor, lacZo., amp”

KRIETE, unveroffentlicht
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3.6.3 Hybridisierungssonden

Sonde

Eigenschaften

Referenz

SCL14

2303 bp Volldngenfragment
mit 19.11 Sal fwd / 19.11
Sal bck NEU amplifiziert

diese Arbeit

GSTo6

600 bp Fragment aus dem
Plasmid pSK-AtGST6

PAWLOWSKI,
unveroffentlicht

GUS

1874 bp Ncol/Pstl-
Fragment aus dem Plasmid
HBT-Gus-Nco

SCHOLZ, unveré6ffentlicht

ICS1

1578 bp Fragment mit den
Primern ICS1-2 fwd / ICSI
rev aus dem Plasmid pSK-
ICS1 amplifiziert

WEIGEL, unveroffentlicht

PR-1

500 bp EcoRI-Fragment aus
pSK-AtPR1

BRENNER, 2002

3.6.4 DNA-Fragmentlangenstandard

Als Fragmentldngenstandard wurde der MassRuler™ DNA Ladder Mix der Firma MBI

Fermentas verwendet.

FragmentgroBen in bp:

10000 / 8000 / 6000 / 5000 / 4000 / 3500 / 3000 /2500 / 2000 / 1500 / 1200 / 1031 / 900
/800 /700 /600 /500 /400/300/200/100
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3.7 Organismen
3.7.1 Bakterien
Bakterienstamm Eigenschaften Referenz
Agrobacterium tumefaciens | PMPOORK KONCZ, C., SCHELL, 1J.,
GV3101 . r 1986
rif, gm

Escherichia coli BL21

F', dem, ompT, lac, Met",
rg’, mp’, gal, kan'

STUDIER & MOFFAT,
1986

Escherichia coli DB3.1

F', gyrA462, endAl D(sri-

recA) mcrB, mrr,
hsdS20(rg’, mp’) supE44,
ara-14,  galK2, lacY]1,

proA2, rpsL20(Sm") xyl-5,
A leu, mtl-1

BERNARD, P., 1993

Escherichia coli DB3.1

F-, gwrA 462, endAl,
D(srl-recA), mcrB, mrr,
hsdS20 (rg" mp™ ), supE44,
ara-14,  galK2, lacY]1,
proA2, rpsL20(Sm"), xyi-S,
A-leu, mil-1

BERNARD, 1993

Escherichia coli DH5o

F, gyrA96 (Nalr), recAl,
endAl, thi-1, hsdR17 (rk-
mk+), gnV44, deoR, D

HANAHAN (1983)

(lacZY A-argF) U169

[p80dD(lacZ)M15]
Pseudomonas syringae pv.|pLAFR3 INNES et al., 1993
tomato DC3000 (pLARR3)
Pseudomonas syringae pv.|pABL18 INNES et al., 1993
tomato DC3000 (pABL18)
avr Rpt2
Pseudomonas syringae pv.|pLAFR3 WHALEN et al., 1991
maculicola ES4326
Pseudomonas syringae pv.|pLHI12 WHALEN et al., 1991

maculicola ES4326 avrRpt2
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3.7.2 Hefestamme

Hefestamm

Eigenschaften

Referenz

PJ69-4a

MATaq, trp1-901,
leu2-3,112, ura3-52,
his3-200, gal4A, gal80A,
GAL2-ADE2,

LYS2 ::GAL1-HIS3,
met2::GAL7-lacZ

JAMES et al., 1996

YTSZ1

YM4271-Derivat mit lacZ
unter Kontrolle von

3x as-1; MATa, wura3-52,
his3-200, ade2-101, lys2-
801, leu2-3, 112, trpl-901,
tyrl-501, gal4-A512, gal80-
A538, adel::hisG

SIEMSEN, 2002

3.7.3 Arabidopsis thaliana Pflanzen

Pflanze

Beschreibung

Referenz

Columbia, Col-0

Wildtyp

NASC Stock Nr. N1092,
NASC 2002

Col-0 as-1::GUS

enthalt das GUS-
Reportergen  unter  der
Kontrolle des CaMV 35S
(-90)-Promotors,

REDMAN, J. et al. (2002)

SCL14 OE

Uberexpressionslinie,
exprimiert das SCLI4-Gen
fusioniert an das HA-tag
(N-terminal) unter
Kontrolle des CaMV 35S§-
Promotors, GFP-Marker

diese Arbeit
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Pflanze Beschreibung Referenz
SCL14 knock out Knock out Linie, exprimiert | SALK Stock Center,
(SALK_126931) eine T-DNA-Insertion 55bp | Nottingham
- stromaufwarts des
Startcodons des SCLI4-
Gens, km'"

3.8

3.8.1

dYT-Medium

King’s B-
Medium

LB-Medium

SOC-Medium

YEB-Medium

Nahrmedien und Zusatze

Nahrmedien fiir Bakterien

20 g/l Trypton; 10 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl

10 g/l Proteose-Pepton Nr.3; 1,5 g/l di-Kaliumhydrogenphosphat; 15
g/l Glyzerin; pH 7 mit HCI; nach dem Autoklavieren zugeben: 5 ml/l
IM MgSO,; Antibiotika nach Bedarf

10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl

20 g/l Trypton; 5 g/l Hefextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; nach
dem Autoklavieren sterilfiltriert zugeben: 10 mM MgCl,; 10 mM
MgSO4; 20 mM Glucose

5 g/l Rinderextrakt; 2 g/l Hefeextrakt; 5 g/l Pepton; 5 g/l Saccharose;
2 mM MgSO4

Fiir die Herstellung von Festmedien wurden jeweils 15 g/l bakteriologischer Agar

zugesetzt.
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3.8.2 Nahrmedien fiir Hefen

SD-Medium 6,7 g/l Yeast nitrogen base without amino acids, pH 5,8; 100 ml/I
DROP OUT-Stock (10x); 50 ml/l Glucose (40%); Aminosduren

[bei Festmedium: 14 g/l Selectagar]

YPAD-Medium 20 g/l Trypton / Pepton aus Casein; 10 g/l Select Hefeextrakt; 50
ml/l Glucose (40%); 20 ml/l Adenin (Hemisulfat) (0,2 %); pHS,8
[bei Festmedium: 14 g/l Selectagar]

3.8.3 Nahrmedien fiir Pflanzen

2 MS-Medium 4,4 g/l MS-Medium; 20 g/1 Saccharose; pH 5,8 mit KOH

3.8.4 Medium fir BY-2-Suspensionskulturen

Fliissigmedium 4,59 g/l Murashige und Skoog Medium; 30 g/l Saccharose; 0,9 g/
Myo-Inositol; 0,9 g/l Thiamin; pH mit KOH auf 5,7; nach dem
Autoklavieren zugeben: 0,22 mg/1 2,4-D

3.8.5 Zusatze

Zusatz Endkonzentration [mg/1] Stammlosung [mg/ml]
Ampicillin 100 mg/1 100 mg/ml in H,O
Cefotaxim 500 mg/1 250 mg/ml in H,O
Gentamycin 25 mg/l 25 mg/ml in H,O
IPTG 60 pl pro Platte 26 mg/ml in DMF
Kanamycin 50 mg/1 50 mg/ml in H,O
LMB 2 uM 2 mM in EtOH
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Zusatz Endkonzentration [mg/1] Stammlosung [mg/ml]
MUG 4 mM 40 mM in DMF
Rifampicin 50 mg/l 10 mg/ml in H,O mit HCI
Spektomycin 10 ml/1 10 mg/ml in H,O
Tetracyclin 10 mg/1 50 mg/ml in H,O
X-Gal 60 ul pro Platte 20 mg/ml in DMF
X-Gluc 2 mM 100 mM in DMF

3.9 Standardlosungen und Puffer

PBS (10 x)

PBS-T (1 x)

SSC (20 x)

TAE (20 x)

TE

1,4 M NacCl, 27 mM KCl, 100 mM Na,HPO4, 18 mM KH,PO,, pH 7,3

1 x PBS mit 0,1 % (v /v) Tween-20

2 M Na(Cl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 mit HCI1

0,8 M Tris, 2,3 % (v / v) Essigsdure, 20 mM EDTA

10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5
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4 Methoden

41 Anzucht und Kultivierung von Mikroorganismen und
Pflanzen

Die Medien fiir die Anzucht von Escherichia coli, Pseudomonas syringae und
Agrobacterium tumefaciens enthielten entsprechende Antibiotika, um das Wachstum
von Resistenz-tragenden Bakterien unter Selektionsdruck zu gewéhrleisten. Die
Inkubation von Fliissigkulturen wurde im Schiittler bei 250 rpm durchgefiihrt.

41.1 Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von E.coli erfolgte auf LB-Festmedium oder in dYT-Fliissigmedium iiber
Nacht bei 37°C.

4.1.2 Anzucht von Pseudomonas syringae

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in King's B-Medium (KING et al., 1954) bei 28°C
fiir 2 Tage.

4.1.3 Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens wurde auf YEB-Festmedium oder in YEB-Fliissigmedium
bei 28°C iiber zwei bis drei Tage kultiviert.
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4.1.4 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte auf Vollmedium (YPAD) oder auf geeignetem
Selektionsmedium (SD) iiber Nacht bei 30°C. Die Fliissigkultur wurde im Schiittler bei
250 rpm inkubiert.

4.1.5 Kultivierung von Tabak BY-2-Suspensionskulturen

Bright Yellow-2 (BY-2) Tabak (Nicotiana tabacum)-Suspensionskulturen wurden in
einem modifizierten Murashige und Skoog-Medium mit 3 % Saccharose, 0,9 g/l Myo-
Inositol, 0,9 mg/l Thiamin und 0,22 mg/l 2,4-D in 100 ml Erlenmeyerkolben kultiviert.
Die Anzucht erfolgte im Dunkeln bei 26°C auf einem Schiittler mit 120 rpm. Fiir die
Subkultivierung wurden jede Woche 3 ml Kultur in 27 ml frisches Medium transferiert.

4.1.6 Anzucht von Arabidopsis thaliana-Pflanzen

4.1.6.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana-Pflanzen auf Erde

Vor der Aussaat wurde die Erde einmal fiir 30 min bei 90°C geddampft. Die Samen
wurden 2 Tage im Dunkeln bei 4 °C stratifiziert, um eine gleichmédssige Keimung zu
erreichen. Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte in einer Klimakammer entweder unter
Langtags- (16 h Licht, 8 h Dunkel) oder unter Kurztags- (8 h Licht, 16 h Dunkel)
Bedingungen.

4.1.6.2 Anzucht von Arabidopsis thaliana-Pflanzen in Sterilkultur

Die Samen wurden vor der Aussaat oberflichensterilisiert (Kapitel 4.1.7) und auf
Petrischalen mit MS-Medium ausgelegt. Die Stratifizierung erfolgte fiir 2 Tage im
Dunkeln bei 4°C. Anschliefend wurden die Petrischalen in einer Klimakammer unter
Langtagsbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkel) inkubiert.

Fiir die Paraquat-Behandlung wurde MS-Medium mit 0,15 % Saccharose und 0,5 M
Paraquat verwendet.
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4.1.7 Oberflachensterilisation von Samen

Die Oberflachensterilisation erfolgte in Anlehnung an CLOUGH und BENT (1998 und
2000).

Arabidopsis-Samen wurden in geeigneten GefdBlen (Kunststoff, 0,5 — 50 ml) mit
geoffnetem Deckel in einem Exsikkator plaziert. Ein Becherglas mit etwa 100 ml
konzentrierter Hypochloritlosung wurde dazugestellt und mit 5 ml konzentrierter
Salzséure versehen. Der Exsikkator wurde rasch geschlossen und ein geringes Vakuum
angelegt, um den Exsikkator luftdicht zu verschlieBen, und eine Verdiinnung des
Chlorgases zu vermeiden. Nach 4 h war eine ausreichende Sterilisation erreicht.

4.1.8 Kreuzung von Arabidopsis thaliana

Die Bliiten von Arabidopsis thaliana sind so aufgebaut, dass sie sich bereits wéhrend
des Offnens selbst bestiuben. Daher kénnen Kreuzungen nur an unreifen Bliiten im
Knospenstadium vorgenommen werden, die zuvor emaskuliert wurden. Fiir eine
Kreuzung wurden daher junge, kréftige Bliitenstinde ausgewéhlt, an denen bereits zwei
bis drei Bliiten gedffnet waren. Von diesen Bliitenstinden wurden die unteren zwei bis
drei Knospen fiir die Kreuzung verwandt. Alle Manipulationen wurden mit Hilfe eines
Binokulars beobachtet.

Die zu kreuzende Bliite wurde mit einer feinen, weichen Federstahlpinzette so dicht wie
moglich unterhalb der Kelchblétter ergriffen und festgehalten. Mit einer scharfen,
spitzen Préparationspinzette wurden die vier Kelchblitter nach schrig unten abgezogen.
Auf die gleiche Weise wurde mit den vier Bliitenblattern und den zwei langen und vier
kurzen Antheren verfahren, wobei die Fruchtanlage nicht beschédigt werden durfte. Der
Donorpflanze wurde dann ein frisches Staubblatt entnommen und der Pollen auf dem
Pistill der emaskulierten Bliite abgestreift. AnschlieBend wurde mit dem Binokular
iiberpriift, ob Pollen auf dem Pistill hdngengeblieben war und wenn nétig die
Bestdubung mit einem neuen Staubblatt wiederholt. Die gekreuzten Bliiten wurden
durch Entfernen der unterhalb liegenden Bliiten und der oberhalb befindlichen ein bis
zwei Knospen isoliert und der gekreuzte Bliitenstand mit einem kleinen Umhéangeschild
markiert.

4.1.9 Infektion von Arabidopsis-Pflanzen mit Pseudomonaden

Zur Bestimmung der Verbreitung von Pathogenen innerhalb einer Pflanze werden die
Mikroorganismen isoliert und ihre Kolonienzahl durch Titern ermittelt, indem die
Bakterien auf einem semi-selektiven Medium ausgezdhlt werden (modifiziert nach
KNOCHE et al., 1987). Zur Quantifizierung des Bakterienwachstums wurden von den
Pseudomonaden ii.N. Vorkulturen angezogen und abzentrifugiert (5000 rpm, 5 min,
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RT). Die Pseudomonaden wurden auf eine Dichte von 5 x 10° cfu / ml mit 10 mM
MgCl, verdiinnt. Eine Blatthilfte wurde mit einer 1 ml-Spritze ohne Nadel von der
Blattunterseite inokuliert. Das Volumen einer Inokulation betrug ca. 10 pl.

4.1.9.1 Bestimmung des Pseudomonadenwachstums in der Pflanze

Von 9 infizierten Pflanzen wurden die Infektionsflichen (& 0,5 cm) inokulierter
Blatthdlften ausgestochen, zusammengefasst und in 240 pl 10 mM MgCl,
homogenisiert. Das Bakterienwachstum wurde zu den Zeitpunkten Oh und 3 Tage nach
Infektion aufgenommen. Die homogenisierten Proben wurden jeweils kurz gemischt
und in einer Verdiinnungsreihe (Tag 0: 1:10, 1:50, 1:250, 1:500; Tag 3: 1:100, 1:500,
1:5000, 1:50000) auf King's B-Medium mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert.
Die Platten wurden 2 Tage bei 28 °C inkubiert und die Anzahl der Kolonien ausgezéhlt.
Es wurden die Bakterienzahlen der gleichen Linien gemittelt und die
Standardabweichung ermittelt.

4.1.9.2 Infektion von Arabidopsis thaliana mit Pseudomonaden fiir eine RNA-Isolation

Die Infektion von A. thaliana mit Pseudomonaden erfolgte durch Dippen der Blétter in
eine Suspension mit Pseudomonaden von einer ODgyp = 0,2 in 10 mM MgCl, mit etwas
Silwet. Die Pflanzen wurden anschlieBend bei hoher Luftfeuchtigkeit unter einer Haube
kultiviert.

4.1.10 Induktion der Genexpression in Arabidopsis-Pflanzen

Arabidopsis thaliana in Erdkultur wurden durch Besprithen mit wiéssrigen Lésungen
mittels handelstiblicher Spriihflaschen, die in der Lage waren, einen feinen Spriihnebel
zu erzeugen, bespriiht, bis die Pflanzen gut benetzt waren. Die Induktionsldsungen
wurden fiir jede Sprithbehandlung frisch hergestellt.

Folgende Hormon-Konzentrationen wurden verwendet:
1 mM Salizylsdure; 100 pM 2,4-D; 20 uM JA
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.21 Methoden zur Isolierung von Plasmid-DNA

4.2.1.1 Analytische Mengen

4.2.1.1.1 Alkalische Lyse

Zur schnellen Prdparation von Plasmid-DNA zu analytischen Zwecken wurde eine
modifizierte alkalische Lyse der Bakterien (BIRNBOIM & DOLY, 1979; ISH-
HOROWICZ & BURKE, 1981) vorgenommen. 1,5 ml einer stationédren E. coli-Kultur
wurden pelletiert (1 min, 13000 rpm) und die Zellen nach Dekantieren des Uberstandes
in 100 pl Losung I resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte im alkalischen Milieu
durch Zugabe von 200 ul Losung I1. Nach Invertieren wurde zur Neutralisation 150 pl
Losung III zugegeben, der Ansatz gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Prazipitate wurden durch Zentrifugation (5 min, 15000 rpm, 4°C)
sedimentiert. Die obere, wéssrige Phase wurde zur Prizipitation der DNA mit
2,5 Volumen Ethanol (-20°C) gemischt und 1 h bei -20°C inkubiert. Anschlieend
wurde der Ansatz fiir 10 min, 15000 rpm, 4°C zentrifugiert. Die pelletierte DNA wurde
mit 70% Ethanol gewaschen und fiir 10 min im gekiihlten SpeedVac Concentrator
getrocknet. Die gewonnene DNA wurde in 100 pl TE gelést und kann zur
Restriktionsanalyse eingesetzt werden.

4.2.1.1.2 Plasmidisolierung mit dem QIlAprep Spin Miniprep-Kit

Fiir Sequenzierreaktionen wurde hochreine Plasmid-DNA mit Hilfe des QIAprep Spin
Miniprep-Kits der Firma Qiagen isoliert. Die Priparation erfolgte nach
Herstellerangaben. Abweichend vom Protokoll wurden stets 3 ml stationdre E. coli-
Kultur eingesetzt und die DNA mit 50 pul EB-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) eluiert.

4.2.1.1.3 Schnelllyse von E. coli Zellen fur eine anschlieRende PCR

Die einzelnen Kolonien wurden in 10 pl H,O resuspendiert und mit folgendem
Programm im Thermocycler aufgekocht:
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94°C 1 min
60 °C 1 min
94°C 1 min
50°C 1 min
94°C 1 min
40°C 1 min
7°C 00

Anschliessend wurde der gesamte Ansatz fiir einen 20 pul PCR-Ansatz als Template
eingesetzt.

4.21.2 Praparative Mengen

GroBBere Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad wurden mit Hilfe der Midi-
und Maxi-Kits der Firma Qiagen isoliert. Die Durchfiihrung erfolgte gemiB3 den
Herstellerangaben.

4.2.1.2.1 DNA-Elution aus Agarosegelen

Fiir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (Kapitel 4.2.3.2) wurde der
QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach
dem Protokoll des Herstellers.

4.2.2 Methode zur Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis

100 mg Pflanzenmaterial wurden in 200 pl Microprep Puffer aufgenommen und mit der
Bohrmaschine zerkleinert. AnschlieBend wurden 550 pl Microprep Puffer dazugegeben.
Die Suspension wurde gut durchmischt und 30-120 min bei 65°C inkubiert. Danach
wurden 700 pl Chloroform / Isoamylalkohol (24:1) dazugegeben und die Losung gut
durchmischt. Nach der Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 5 min wurde die wissrige
Phase in ein neues GefaB iiberfiihrt, und 2 / 3 bis 1 Volumen kaltes Isopropanol wurden
dazugegeben und der Ansatz gut durchmischt. Es folgte eine Zentrifugation von 5 min
bei 13000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70 % Ethanol
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gewaschen. Die Zentrifugation wurde wiederholt, der Uberstand abgenommen und das
Pellet getrocknet. Die trockene DNA wurde in 50 pul TE aufgenommen.

4.2.3 Methoden zur Charakterisierung von Nukleinsauren

4.2.3.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Konzentrationsbestimmung wurde der GeneQuant II der Firma Pharmacia
verwendet. Da die Absorption von Nukleinsduren in einer wassrigen Losung im UV-
Bereich bei 260 nm gemessen werden kann, lie3 sich hierdurch die Konzentration der
DNA bestimmen. Das Absorptionsmaximum bei dieser Wellenlinge wurde durch die
Anregung des m-Elektronensystems in den Heterozyklen der Basen hervorgerufen. Bei
einer Schichtdicke von 1 c¢cm entspricht somit eine OD,6p von 1,0 einer Nukleinsiure-
Konzentration von 50 pg / ml bei dsDNA und 40 pg / ml bei RNA. Im Vergleich zur
Absorption bei der Wellenldnge 280 nm, bei der die aromatischen Seitenketten von
Proteinen angeregt werden, ldsst sich nun der Quotient aus der Absorption der
Wellenlidngen 260 / 280 nm als ein MaB fiir den Reinheitsgrad der DNA- oder RNA-
Praparation darstellen. Der Reinheitgrad sollte idealerweise zwischen 1,7 und 2,0
liegen. Gemessen werden 1:100 Verdiinnungen der Préparationen um den linearen
Messbereich des Photometers einzuhalten.

4.2.3.2 Gelelektrophorese von Nukleinsduren

4.2.3.2.1 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA fiir analytische und praparative Zwecke
wurde in horizontalen Agarosegelen (10 cm x 7 cm x 0,3 cm, 16 Taschen) mit 1 x TAE
(40 mM Tris-HCl pH 8,0; 1,15 % (v/v) Essigsdure; 1 mM EDTA) als Laufpuffer
durchgefiihrt. Fiir DNA-Molekiile im GroBenbereich von 500 bp bis 14 kb wurden Gele
mit einer Konzentration von 1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE benutzt. Fir die
Auftrennung kleinerer Molekiile wurden sogenannte HEC-Gele (1 % (w/v) Agarose und
0,7 % (w/v) Hydroxyethylcellulose (HEC) in 1 x TAE) eingesetzt (PERLMAN und
HALVORSON, 1987). Die DNA-Proben wurden zundchst mit 1/5 Volumen
Probenpuffer (5 x Probenpuffer: 20 x TAE; 66,6 % Glycerin; jeweils eine Spatelspitze
Bromphenolblau, Xylencyanol FF und Orange G) versetzt und bei 90-120 V iiber einem
Zeitraum von 0,5-1,5 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Der Verlauf der
Elektrophoresefront konnte anhand der Farbmarker verfolgt werden. Um die DNA im
Anschluss an die Auftrennung sichtbar zu machen, wurde das Gel 10 min in einer
Ethidiumbromidlésung (1 mg/l EtBr in H,O) inkubiert, anschlieBend der
Gelhintergrund kurz in H,O entfirbt und der Bandenverlauf auf dem UV-
Transilluminator (302 nm) mit Hilfe der GeldokumentationSanlage dokumentiert.
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4.2.3.2.2 Auftrennung von RNA in denaturierenden Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen, um das Ausbilden von Sekundirstrukturen zu verhindern. Die
Elektrophorese fand in horizontalen, formaldehydhaltigen Agarosegelen (1 % (w/v)
Agarose, 5,5 % (v/v) Formaldehyd) statt mit 1 x MEN (20 mM MOPS; 5 mM
Natriumacetat; 1 mM EDTA, pH 7,0 mit NaOH) als Puffersystem. Die Gele hatten eine
Grofle von 15 cm x 10 em x 1 cm und besaBlen 15 ,,grofle (90 ul Probenvolumen) oder
20 ,,kleine* (60 pl Probenvolumen) Taschen. Vor dem Auftragen wurden jeweils 10 pg
der RNA mit RNase-freiem H,O auf gleiche Volumina gebracht und mit 3 x RNA-
Probenpuffer (3 x MEN; 3,7 % (v/v) Formaldehyd; 43 % (v/v) Formamid; 10 % (v/v)
Glycerin; 4 mM EDTA; 0,1 % (v/v) gesittigte Bromphenolblauldsung) versetzt,
welcher 1 pg Ethidiumbromid pro Ansatz enthielt. Die RNA-Proben wurden
anschlieBend durch Inkubation bei 65°C fiir 5 min denaturiert und bis zum Auftragen
auf Eis gelagert. Die Elektrophorese erfolgte nach Beladen des Gels und dem
vollstindigen Auffiillen (mit 1 x MEN) der Taschen bei 12 Watt fiir 0,2 kVh. Als
Laufpuffer wurde 1 x MEN verwendet, lediglich an das Gel angeschichtet, ohne es zu
bedecken. Die Auftrennung der RNA wurde auf dem UV-Transilluminator mit Hilfe der
Geldokumentationsanlage sichtbar gemacht.

4.2.3.2.3 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen erfolgten mit Hilfe des BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kits von Perkin-Elmer. Das Prinzip beruht auf der
Kettenabbruchmethode (SANGER et al., 1977).

Sequenzierung von Plasmid-DNA

Fiir die PCR-Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 10 ul wurden 600 ng Plasmid-
DNA, 5 pmol Primer und 2 ul RR- (ready reaction) Mix eingesetzt. Im Thermocycler
wurden folgende Schritte 25 mal durchlaufen: 20 sek 95°C, 15 sek 50°C und 2 min
60°C. AnschlieBend fand eine Ethanol-Féllung statt, um nicht eingebaute Nukleotide zu
entfernen. Hierzu wurde der Ansatz mit 9,5 ul H,O und 30,5 pl EtOH abs. versetzt und
1 h bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 15 min (Biofuge) wurde
der Uberstand vollstindig abgenommen, das DNA-Pellet mit 150 ul 70 % (v/v) EtOH
gewaschen, 1 min bei 95°C getrocknet und in 20 ul TSR (Template Suppression
Reagent von Perkin-Elmer) resuspendiert. Nach dem Denaturieren bei 95°C fiir 2 min
wurde die Probe sofort 5 min auf Eis gestellt und fiir die Sequenzanalyse im ABI Prism
310 in spezielle Sequenziergefil3e iiberfiihrt.
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4.2.3.2.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (MULLIS & FALOONA, 1987) werden
Nukleinsdure-Bereiche definierter Linge und Sequenz ausgehend von geringsten
Mengen an DNA-Molekiilen (Template-DNA) in vitro amplifiziert. Zundchst werden
die beiden Stringe der Template-DNA thermisch aufgeschmolzen (Denaturierung).
AnschlieBend binden zwei chemisch synthetisierte Oligonukleotide (Primer) antiparallel
an die 5’-Randbereiche der zu amplifizierenden Zielsequenz (Annealing). Die
hitzestabile Tag-Polymerase katalysiert im néchsten Schritt die komplementire
Polymerisation von Nukleotiden an die freie 3'-OH-Gruppe der Primer (Elongation).
Bei mehrfacher Wiederholung der Reaktionsfolge aus DNA-Denaturierung, Annealing
und Elongation kommt es exponentiell zu einer selektiven Anreicherung der DNA-
Sequenz, die durch die Oligonukleotide flankiert wird. Da die eingesetzten
Oligonukleotide spiter Bestandteile des Amplifikationsproduktes sind, kann man durch
modifizierte Primer z.B. Restriktionsschnittstellen in die Randbereiche der
amplifizierten DNA einfiigen. Ein Standard-PCR-Ansatz (20ul) enthielt Matrizen-DNA
(10 ng Plasmid-DNA), jeweils 20 pmol der beiden Primer, dNTPs (0,2 mM je
Nukleotid) und 2,5 U Tag-Polymerase in 1 x Tag-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 8,55;
1,5 mM MgCl2; 16 mM (NH4),SO4). Die Amplifikation wurde in einem Thermocycler
mit folgenden Programmen durchgefiihrt:

Programm 1

Erste Denaturierung: 1 min 94°C

— Denaturierung: 30 sek 94°C

10 Zyklen | Annealing: 30sek  60°C

Elongation: I min 72°C

— Denaturierung: 30 sek 94°C

20 Zyklen Annealing: 30sek  60°C
- Elongation: 1 min 72°C  +10sek / Zyklus

Finale Elongation: 7 min 72°C

Programm 1 wurde als Standardprogramm verwendet.
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Programm 2

—— Denaturierung: 1 min 94°C

34 Zyklen | Annealing: 1 min 62°C
Elongation: LLSmin 72°C

Finale Elongation: 6 min 72°C

Programm 2 wurde fiir die Primer GUS sense und GUS antisense verwendet.

4.2.3.3 Methoden zur Modifikation von Nukleinsduren

4.2.3.3.1 Restriktionsspaltung von DNA

Doppelstrangige DNA kann mit Hilfe von Restriktionsenzymen des Typs I
sequenzspezifisch gespalten werden. Je nach Enzym entstehen dabei 3°- oder 5'-
iiberhdngende (,,sticky*) oder glatte (,,blunt*“) DNA-Enden. Die fiir die verschiedenen
Restriktionsenzyme  optimalen  Reaktionsbedingungen wurden mit zehnfach
konzentrierten Restriktionspuffern der Firma MBI Fermentas eingestellt. Die Aktivitit
von Restriktionsendonukleasen wird in ,,Units* (U) angegeben, wobei mit 1 U die
Enzymmenge definiert ist, die 1 ug A-DNA (48500 bp) innerhalb von 60 Minuten unter
optimalen Bedingungen vollstdndig spaltet. Die minimale Enzymmenge (Upin), die 1 pg
einer Proben-DNA in einer Stunde komplett schneidet, errechnet sich nach folgender
Formel:

bp [A-DNA] x Schnittstellen [DNA]
Umin = (bp [A] =48500)
Schnittstellen [A-DNA] x bp [DNA]

Da Art und Reinheitsgrad der DNA die Enzymaktivitit beeinflussen, wurde fiir einen
vollstindigen Verdau meist ein Uberschuss an Restriktionsenzym eingesetzt oder die
Reaktionszeit  verldngert. Um unspezifische Reaktionen durch zu hohe
Glycerinkonzentrationen in den Spaltungsansitzen zu vermeiden, wurden die Volumina
so gewdhlt, dass der Anteil der Enzymldsung am Gesamtvolumen unter 10 % lag. Die
Inkubation der Restriktionsansidtze erfolgte in der Regel bei 37°C, dem
Temperaturoptimum der meisten Enzyme.
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4.2.3.3.2 Ligation

Die T4-DNA-Ligase katalysiert eine Phosphordiesterbindung zwischen benachbarten
5’-Phosphat- und 3’- OH-Gruppen. Als Kosubstrat muss ATP in geeigneter
Konzentration im Puffermedium vorliegen. Das zu inserierende DNA-Fragment wurde
in 10-fachem molaren Uberschuss zu der gespaltenen Vektor-DNA (50 fmol)
zugegeben. Die Ligation erfolgte im Ligationspuffer (40 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly;
10 mM DTT; 0,5 mM ATP, pH 7,5) mit 3 Units T4-DNA-Ligase. Die Ligationsansétze
mit einem Endvolumen von 15 pl wurden mindestens 1 h bei RT inkubiert.

4.2.3.3.3 Alkalische Phosphatase Behandlung der DNA

Das Enzym alkalische Phosphatase (CIAP = Calf Intestine Alkaline Phosphatase) ist in
der Lage 5'-Phosphatgruppen von DNA-Molekiilen abzuspalten. Da die T4 DNA-
Ligase nur in der Lage ist, DNA-Molekiile zu verkniipfen, wenn eine 5'-Phosphatgruppe
an einem Fragmentende vorhanden ist, ldsst sich durch Zugabe von 1 pl CIAP zum
Ansatz z.B. eine Rezyklisierung des Vektors unterdriicken. Nach CIAP-Zugabe wurde
der Ansatz weitere 20 min bei 37°C inkubiert.

4.2.3.3.4 Klonierung mit dem GATEWAY "-System

Bei Gateway -Klonierungen werden DNA-Segmente iiber ortsspezifische
Rekombination zwischen verschiedenen Plasmiden transferiert. Das System basiert auf
der ortsspezifischen Integration des Phagen Lambda in das Genom von E. coli. Um fiir
die Rekombination verfligbar zu sein, miissen Erkennungssequenzen an das gewiinschte
DNA-Segment angefiigt werden. Dies geschieht, indem man das gewiinschte DNA-
Stiick mit Primern amplifiziert, die an den 5'-Enden die Erkennungssequenzen attB1
und attB2 enthalten.

Die Klonierungen mit dem Gateway -System verlduft iiber zwei Reaktionen. Das
DNA-Segment kann aus dem PCR-Produkt in der ersten Reaktion (BP-Reaktion) in
einen "Eingangs-Vektor" rekombiniert werden. Von dort aus kann es in der zweiten
Reaktion (LR-Reaktion) in verschiedene "Ziel-Vektoren" transferiert werden.
Ausserdem besteht die Moglichkeit, das DNA-Segment aus dem Ziel-Vektor in einer
weiteren BP-Reaktion in einen anderen "Eingangs-Vektor" zu setzen.
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4.2.3.4 Transformation von Mikroorganismen und Pflanzen

Da weder E. coli noch A. tumefaciens iiber ein natiirliches System zur Aufnahme
nackter DNA aus dem umgebenden Medium verfiigen, miissen Bakterienzellen mit
geeigneten Verfahren kompetent gemacht werden.

4.2.3.4.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Fiir die Herstellung kompetenter Zellen nach einer modifizierten Methode von INOUE
et al. (1990) wurden Bakterien des E. coli-Stammes DH5a verwendet.

Von einer frisch ausgestrichenen Platte wurde zunichst eine Vorkultur in SOC-Medium
angeimpft, die nach etwa 8h Inkubation als Inokulum fiir eine 5 ml (SOC-Medium)
Ubernachtkultur diente. Die Ubernachtkultur wurde am nichsten Tag in 300 ml SOC-
Medium verdiinnt und bis zu einer ODgypy von 0,2 - 0,25 bei 37°C in einem
2 | Erlenmeyerkolben geschiittelt. Das weitere Wachstum der Zellen erfolgte dann bei
einer Temperatur von 18°C. Bei einer ODgp von 0,4 - 0,5 wurden die Bakterien durch
Zentrifugation (4000 rpm, 4°C, Eppendorf-Kiihlzentrifuge) pelletiert und in 90 ml
eiskaltem, sterilem Transformationspuffer (10 mM PIPES, 15 mM CacCl,, 250 mM KCl,
55 mM MnCl,, pH 6,7 vor Zugabe von MnCl, eingestellt) vorsichtig resuspendiert.
Nach einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut pelletiert und in
30 ml Transformationspuffer aufgenommen. Es folgte der zweimalige Zusatz von je
1050 ul DMSO, wobei die Zellen nach jeder Zugabe 5 min auf Eis inkubiert wurden.
Die Zellen wurden aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert. Die Transformationseffizienz betrug 107cfu/pg DNA.

4.2.3.4.2 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli-Zellen sind in der Lage nackte DNA aus dem Umgebungsmedium
aufzunehmen. Mit Hilfe der nachfolgenden Methode (HANAHAN, 1983) wurden
E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA transformiert. 200 ul kompetente Zellen wurden auf
Eis aufgetaut, dann erfolgte die Zugabe der Plasmid-DNA und Inkubation fiir 30 min
auf Eis (Anheftung der DNA an die Zellen). Durch einen Hitzeschock der Zellen fiir
90 sek bei 42°C erfolgte die Aufnahme der DNA. Eine Regeneration der Zellen schloss
sich nach Zugabe von 800 ul LB-Medium fiir 60 min bei 37°C an. Danach wurde der
Transformationsansatz auf LB-Selektionsmedium ausplattiert und bei 37°C 1.N.
inkubiert.
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resistenten Pflanzen abgestorben. Um auszuschlieBen, dass nicht resistente Pflanzen
iiberleben, wurden die Pflanzen noch einmal nach 7 Tagen mit Basta®™ bespriiht.

4.2.3.5 Northern Blot Analyse

Im Northern-Blot-Verfahren (SAMBROCK et al., 1989) wird die zu analysierende
RNA durch eine denaturierende Agarosegelelektrophorese (sieche Kapitel 4.2.3.2.2)
aufgetrennt und mittels Kapillar-Blot auf eine Nylonmembran transferiert. Die auf der
Membran immobilisierte RNA kann nun durch Hybridisierung mit radioaktiv
markierten DNA-Sonden (siche Kapitel 4.2.3.5.5) analysiert werden.

4.2.3.5.1 Isolierung von RNA aus Pflanzen mit dem Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit

Zur RNA-Priparation aus Arabidopsis-Blittern wurde der Invisorb® Spin Plant RNA
Mini Kit der Firma Invitek verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte mit Hilfe des
Herstellerprotokolls. Zur Extraktion wurde der DCT-Puffer verwendet. Eingesetzt
wurden 150 mg Material.

4.2.3.5.2 Isolierung von RNA aus Pflanzen mit Trizol

Die Methode kann dazu verwendet werden aus demselben Pflanzenmaterial sowohl
RNA, als auch DNA und Proteine zu gewinnen (CHOMCZYNSKI, 1993 sowie
CHOMCZYNSKI und SACCHI, 1987). In diesem Fall wurde das Protokoll auf die
RNA-Gewinnung in Pflanzen optimiert. Das normalerweise verwendete Trizol (Gibco,
BRL) wurde durch den Extraktionspuffer ersetzt (Mengenangaben nach AFGC 2002).
Die Methode basiert auf einer Phenol/Chloroform Extraktion, die die Tatsache ausnutzt,
dass RNA sich besser in der hydrophilen, wéssrigen Phase 16st, wahrend Chlorophyll
und andere Bestandteile besser in der hydrophoben Chloroform-Phase gelost werden.
Die beiden Thiocyanat-Salze im Extraktionspuffer inhibieren RNasen und verhindern
damit eine Degradation der RNA. Die Féllung der RNA mit Isopropanol, sowie den
Salzen NaCl und Natriumcitrat dient der Einengung des Volumens.

Nach Aufmorsern der Proben unter fliissigem Stickstoff werden pro 150 mg Material
1,3 ml Trizol (380 ml/l Phenol mit 0,1M Citratpuffer pH 4,3 gesittigt; 0,8 M
Guanidiniumthiocyanat; 0,4 M Ammoniumthiocyanat; 33,4 ml Na-Acetat, 3M, pHS5,2;
5% Glycerin) zugegeben. Die Proben werden fiir 20 min bei RT geschiittelt. Nach
Zufiigen von 260 ul Chloroform und erneutem Schiitteln, werden die Proben fiir
30-60 min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Zu den 900 pl Uberstand werden
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4.2.3.4.3 Herstellung kompetenter Hefezellen

Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurde eine 5 ml-Ubernachtkultur in YPDA-
Medium herangezogen. Die Kultur wurde bei 3000 X g abzentrifugiert und das Zellpellet
in 500 ul Uberstand resuspendiert. Mit dieser Zellsuspension wurde eine 100 ml-
YPDA-Kultur inokuliert und bis zu einer ODgoo von 0,6 kultiviert (ca. 3-4 h, 30°C,
250 rpm). Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3000 x g geerntet und in 20 ml
Losung A (10 mM Bicine; 1 M Sorbitol; 3 % Ethylenglycol (v/v), pH 8.35) gewaschen.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden sie in 2 ml Losung A resuspendiert
und in 100 pl Aliquots langsam bei -70°C eingefroren und gelagert. Die Zellen konnen
mehrere Monate gelagert werden ohne wesentlichen Verlust ihrer Kompetenz.

4.2.3.4.4 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Zur Transformation der kompetenten Hefezellen wurde 0,1-1 pg Plasmid-DNA zu
50 ng Heringssperma-DNA (10 mg/ml in TE) gegeben und auf ein Aliquot der
gefrorenen, kompetenten Hefezellen pipettiert. Nach dem Auftauen der Zellen bei 37°C
fiir 5 min wurde 1 ml Losung B (200 mM Bicine; 40 % Polyethylenglycol 1000 (w/v),
pH 8,35) zugegeben, gemischt und eine Stunde bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden
schlieBlich durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 20 sek in einer Tischzentrifuge
geerntet und in 800 pl Losung C (10 mM Bicine; 150 mM NacCl, pH 8,35) gewaschen.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden sie in 100 pl Losung C
resuspendiert und auf Selektionsmedium ausplattiert.

4.2.3.4.5 Herstellung kompetenter Agrobakterien-Zellen

Die Transformation von Agrobacterium tumefaciens mit DNA erfolgte mittels
Elektroporation (DOWER et al., 1988). Es wurde eine i.N. Kultur der Bakterien in
YEB-Medium verwendet und in 250 ml Medium verdiinnt. Nachdem die Kultur bei
28°C eine ODgpp von 0,5 erreicht hatte wurde sie durch Zentrifugation (5 min,
5000 rpm) geerntet und die Zellen 3 mal in 4 °C sterilem kalten H,O gewaschen. Das
Pellet wurde in 1 ml 15 % Glyzerin resuspendiert, zu je 50 pl aliquotiert und in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Die kompetenten Zellen kdnnen bis zur Verwendung
bei —80°C gelagert werden.
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4.2.3.4.6 Gentransfer in Agrobacterium tumefaciens

Zur Elektroporation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit der gewiinschten DNA
versetzt und in eine Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 2 mm) iiberfiihrt. Die
Transformation erfolgte im Elektroporator bei einer Spannung von 2,5 kV, Kapazitit
von 25 puF und Widerstand von 400 W. Die Zellen wurden nach der Elektroporation mit
1 ml SOC-Medium versetzt und 1 h bei 28°C inkubiert. Nach der Regeneration wurden
die Zellen auf Selektionsmedium ausplattiert und 2 - 3 Tage bei 28 °C inkubiert.

4.2.3.4.7 Transiente Transfektion von Protoplasten aus Nicotiana tabacum cv. Bright
Yellow 2- (BY-2-) Suspensionskulturen

Die Transfektion von Protoplasten aus BY2-Zellkulturen wurde in Anlehnung an
(GATZ und QUAIL, 1988) durchgefiihrt. BY-2-Zellkulturen wurden am dritten Tag
nach der Subkultivierung durch leichte Zentrifugation (400 x g, 5 min ohne
Auslaufbremse, Eppendorf Centrifuge 5403 mit Rotor 16A4-44) geerntet und mit 20 ml
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. Die Suspension wurde mit 40 ml isoosmotischer
Enzymlosung (1 % Cellulase Onozuka RS; 0,5 % Macerozym Onozuka R 10;
0,1 % Pectinase; 0,5 % BSA; 0,01 % pB-Mercaptoethanol; 0,05 M CaCl,. 0,01 M
Na-Acetat; 0,25 M Mannitol, pH 5,8) versetzt und iiber Nacht im Dunkeln inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Protoplasten durch Zentrifugation bei 100 x g fiir 5 min
bei Raumtemperatur geerntet und mit 20 ml Osmotikum gewaschen. Nach Zugabe von
10ml W5 (154 mM NaCl; 125 mM CaCl,; 5 mM KCI; 5 mM Glucose, pH 5,8-6,0),
Zentrifugation (100 x g, 5 min ohne Auslautbremse, RT) und erneuter Zugabe von 5 ml
W5 wurde die Zelldichte in der Suspension durch Auszéihlen in einer Fuchs-Rosenthal-
Zéhlkammer bestimmt. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei 4°C im Dunkeln.
AnschlieBend wurden die Protoplasten abzentrifugiert (100 x g, 5 min ohne
Auslaufbremse, RT) und mit einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen pro ml in MMM-
Losung (15 mM MgCly; 0,1 % MES; 0,5 M Mannitol, pH 5,8) aufgenommen.

Die Transformation der Protoplasten erfolgte mit Hilfe von PEG-4000: 300 pl
Protoplasten wurden jeweils auf die zu transformierende DNA gegeben und fiir 20 min
mit 300 pl PEG-Losung (40 % PEG-4000; 0,4 M Mannitol; 0,1 M Ca(NOs),, pH 8-9)
inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml W5 und Zentrifugation (100 x g, 5 min ohne
Auslaufbremse, RT) wurde das Pellet in 700 pl MS-Medium mit Saccharose (MS-
Medium, 0,4 M Saccharose) aufgenommen und ii.N. bei 25°C im Dunkeln und in
schriaglage inkubiert.

Die so transformierten Protoplasten wurden entweder mikroskopisch untersucht oder
wie folgt fiir einen MUG-Assay verwendet. Zu diesem Zweck wurden die Zellen
vorsichtig mit insgesamt 700 pl Solution 2 gemischt und abzentrifugiert (400 x g,
10 min ohne Auslaufbremse, RT). Nach unvollstindigem Abnehmen des Uberstandes
und erneutem Auffiillen auf 1 ml mit Solution 2 wurden die Zellen fiir 10 min bei
5000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl GUS-EX-Puffer (50 mM
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Natriumphosphatpuffer; 10 mM EDTA; 0,1 % Triton X-100; 0,1 % Sarkosyl; 0,05 % B-
Mercaptoethanol, pH 7,5) aufgenommen. Durch griindliches Schiitteln auf dem Vortex-
Mixer und wiederholtes Einfrieren in fliissigem Stickstoff sowie Auftauen bei 37°C
wurden die Zellen schlieBlich aufgebrochen. Der Uberstand nach Zentrifugation
(15000 rpm, 20 min, 4°C) wurde zur Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford
eingesetzt und konnte direkt fiir einen MUG-Assay verwendet werden.

4.2.3.4.8 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

"Floral-dip" Transformation

Fiir die Agrobakterien-vermittelte Transformation von Arabidopsis thaliana wurde eine
einfache Methode entwickelt (CLOUGH und BENT, 1998; BENT, 2000). Pflanzen, die
gerade begonnen haben zu blithen, werden in Medium mit den entsprechenden
Agrobakterien und einem Benetzungsmittel (SilwetL-77) getaucht. Dabei scheinen sich
entwickelnde Eizellen das bevorzugte Ziel produktiver Transformationen zu sein
(BENT, 2000). Aus diesen Zellen entstechen heterozygote Samen. Fir die
Transformation wurden pro Topf ( & 6 cm) bis zu 50 Samen ausgesit. Weniger, aber
starkere Pflanzen pro Topf erhohen die Transformationsrate. Die Pflanzen wurden bis
zur Bliite angezogen. Die ersten Bliiten wurden abgeschnitten, um die Bildung vieler
sekundirer Bliitenstdnde anzuregen.

Die Anzucht der Agrobakterien-Vorkultur erfolgte in 25 ml YEB mit entsprechenden
Antibiotika tiber Nacht. AnschlieBend wurde eine 400 ml YEB-Hauptkultur mit der
.N.-Kultur beimpft und bis zu einer ODgpy von etwa 2.0 wachsen gelassen. Die
Bakterien wurden bei 1000 x g fiir 10 min pelletiert und in 5% Saccharose bis zum
Erreichen einer ODgg von etwa 0,8 resuspendiert. Die Pflanzen wurden fiir einige
Sekunden bis zur Rosette in die Agrobakterien-Losung gedippt und dabei leicht bewegt.
AnschlieBend wurden sie zuriick in die Klimakammer gestellt, 1-2 Tage mit einer
Haube abgedeckt und bis zur Samenreife (2-3 Wochen) weiterkultiviert.

Die Pflanzen trockneten im Anschluss in Papiertiiten trocknen. Die trockenen Pflanzen
wurden dann vorsichtig mit den Fingern zerrieben, um die Schétchen aufzubrechen. Die
Samen wurden durch Sieben grob von den iibrigen Pflanzenteilen getrennt und kénnen
bei RT trocken gelagert werden.

Selektion auf Basta®-Resistenz:

Die Samen wurden zunichst wie gewohnt auf Erde ausgesit und kultiviert. Wenn die
Pflanzen 2-4 vegetative Blitter gebildet hatten wurden sie mit 1 mM Basta® bespriiht
(etwa 1 ml / Topf). Basta®, Phosphinothricin (auch Glufosinat = L-Homoanalin-4-yl-
(methyl)-phosphinsdure) wirkt als Strukturanalogon des L-Glutamat und inhibiert
dadurch die Glutaminsynthetase. Die Pflanzen kénnen bei Behandlung mit Basta®™
Glutamat nicht mehr in Glutamin umwandeln. Dadurch héuft sich Ammonium in einer
letalen Konzentration in der Pflanze an und fiihrt zusammen mit dem Glutaminmangel
zum raschen Absterben der behandelten Pflanzen. Nach 3-4 Tagen waren die nicht
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325 ul HSPB (1,2 M NaCl; 0,8 M tri-Natrium-Citrat) gegeben und invertiert. Nach
Zugabe von 325 pul Isopropanol und 10 miniitiger Inkubation bei RT werden die
Ansitze erneut zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wird in 40 pl DEPC-H,O
aufgenommen.

Die Auftrennung erfolgte in einer denaturierenden RNA-Gelelektrophorese (Kapitel
4.2.3.2.2)

4.2.3.5.3 Kapillar Blot

Mittels Kapillar-Blot wurde die durch eine denaturierende Agarosegelelektrophorese
aufgetrennte RNA auf eine Nylonmembran transferiert. Dazu wurden zwei Lagen
FlieBpapier mit 10 x SSC (1,5 M NaCl, 150 mM Natriumcitrat, pH 7,0 mit HCI)
dquilibriert und so auf einer ebenen Glasplatte aufgebracht, dass die Enden in ein 10 x
SSC-Pufferreservoir tauchten. Das RNA-Gel wurde luftblasenfrei mit der Oberseite
nach unten auf das FlieBpapier gelegt. Die Kanten des Gels wurden mit Haushaltsfolie
abgedeckt. Die Nylonmembran (Hybond N+ von Amersham) wurde luftblasenfrei auf
das Gel gelegt, mit zwei Lagen FlieBpapier und Papiertiichern bedeckt und mit einem
Gewicht (ca. 500 g) gleichmiBig beschwert. Der Kapillarblot erfolgte fiir mindestens
14 h. Die RNA wurde durch kurze UV-Bestrahlung auf dem Transilluminator und durch
zweistlindige Inkubation bei 80°C auf der Membranoberfliche fixiert.

4.2.3.5.4 Herstellung eines radioaktiv markierten DNA-Fragments

Fir die Herstellung radioaktiv markierter Hybridisierungssonden wird ein DNA
Fragment nach Restriktionsspaltung aus einem Agarosegel eluiert. Die
Markierungsreaktion erfolgte nach der Random-Prime-Labeling-Methode nach
Feinberg und Vogelstein, 1983, bei der Hexanukleotide zufdlliger Sequenz an die
Matrizen-DNA binden: Die annealten Hexanukleotide dienen dann als Primer fiir die
Neusynthese eines komplementdren Stranges durch die Klenow-Polymerase unter
Einbau von radioaktiven Nukleotiden. Die verwendete Klenow-Polymerase ist
modifiziert, so dass sie keine Exonucleaseaktivitit (exo-) mehr besitzt. Die
Markierungsreaktion wird mit Hilfe des Megaprime™™ DNA labeling system Kits von
Amersham Pharmacia vorgenommen. Die Durchfithrung erfolgte nach dem Protokoll
des Herstellers.
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4.2.3.5.5 Hybridisierung des Filters

Die Hybridisierung erfolgte in modifizierter Form nach der Methode von CHURCH und
GILBERT (1984). Alle Inkubationen erfolgten bei 65°C im Rotations-
Hybridisierungsofen. Die zu hybridisierende Membran wurde in Hybridisierungsréhren
tiberfiihrt und 60 min in 15 ml Church-Losung (1 mM EDTA, 7 % (w/v) SDS, 0,5 M
NaHPO,, pH 7,2) vorhybridisiert. Die radioaktive Sonde wurde nach 15-miniitiger
Denaturierung bei 100°C im Wasserbad zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir
mindestens 14 h.

4.2.3.5.6 Waschen der Northern-Blot-Membran

Nach der Hybridisierung wurde die Membran standardmifig zweimal fiir 5 min mit
Waschlosung I (2 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS) im Rotations-Hybridisierungsofen und
zweimal fiir 10 min mit Waschlosung II (1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS) im
Hybridisierungsschiittler bei 65°C gewaschen. Durch Waschschritte unter Verwendung
von Waschlosungen unterschiedlicher Salzkonzentrationen werden unspezifisch
bindende Sondenmolekiile entfernt. Bei hohen Salzkonzentrationen ist die Stabilitit
unspezifischer DNA-RNA-Hybride grofer als bei geringen Salzkonzentrationen. Nach
dem Waschen wurde der Filter feucht in Haushaltsfolie eingeschweifit und in einer
Expositionskassette mit einem Bioimager-Screen fiir einige Stunden oder Tage
exponiert. Die Auswertung des Screens erfolgte am Bioimager (BAS-1000 von Fuji).
Fiir die Quantifizierung wurden die Programme PCBAS®2.09 und TINA®2.0 der Firma
raytest Isotopenmessgerite benutzt. Eine Normalisierung der Signale wurde iiber den
Vergleich mit der dokumentierten Ethidiumbromidfarbung der RNA (Kapitel 4.2.3.2.2)
erzielt.

4.2.3.5.7 Rehybridisierung

Die auf der Membranoberfliche 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 Waschldsung bei hoher Temperatur abgeldst
werden. Die Membran wurde durch Inkubation mit kochendheiBler 0,1 %iger SDS-
Losung fiir zweimal 30 min im Hybridisierungsschiittler bei 65°C gewaschen. Danach
war der Filter fiir eine erneute Hybridisierung einsetzbar.
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4.2.3.6 Southern Blot Analyse

Im Southern-Blot-Verfahren (SAMBROCK et al., 1989) wurde die zu analysierende
genomische DNA zunidchst mit Restriktionsendonukleasen in Fragmente definierter
Grofle gespalten. Nach zusétzlichem Verdau mit RNase und Proteinase K wurde die
gespaltene DNA durch Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel 4.2.3.2) aufgetrennt
und mittels Kapillar-Blot auf eine Nylonmembran transferiert. Die auf der Membran
immobilisierte DNA konnte nun durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-
Sonden (sieche Kapitel 4.2.3.5.5) analysiert werden.

4.2.3.6.1 Restriktionsspaltung

Die Restriktion erfolgte wie unter Kapitel 4.2.3.3.1 beschrieben. Dazu wurden je Probe
8 ug der zu spaltenden, genomischen DNA mit 2 pl des jeweiligen Restriktionspuffers
und 20 Einheiten Restriktionsenzym versetzt. Die Volumina der Restriktionsansétze
wurden mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 20 pl angeglichen und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Inkubationstemperatur von 37°C stellt das Temperaturoptimum der
hier verwendeten Restriktionsenzyme dar. Zum Entfernen von RNA und Proteinen
wurden die Restriktionsansdtze mit 10 pg RNase bzw. Proteinase K fiir jeweils 1 h bei
37°C im Inkubationsschrank inkubiert. Es folgte die Inkubation auf Eis bis zur
gelelektrophoretischen Auftrennung der gespaltenen DNA-Fragmente.

4.2.3.6.2 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte mittels 0,8 %-iger Agarosegele in
horizontalen Gelkammern. Fiir die Gele wurden 3,2 g Agarose mit 400 ml 1x TAE
aufgekocht. Fiir ein Gel von 15 cm x 10 cm x 1 cm Grof3e wurden etwa 130 ml Agarose
in 1x TAE benotigt. Nach dem Aushdrten der Gele wurden die mit RNase und
Proteinase K behandelten Restriktionsansidtze mit einem Volumen von 20 pl mit 4 ul
DNA-Ladepuffer versetzt und auf die Gele aufgetragen. Die -elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 80 V und 208 mA fiir 2,5 h. AnschlieBend wurden die Gele fiir
10 min in einer Ethidiumbromidldsung (1 mg/l Ethidiumbromid in H,O) inkubiert, zum
Entfarben des Gelhintergrunds kurz in H,O geschwenkt und der Bandenverlauf auf dem
UV-Transilluminator mittels der Geldokumentationsanlage dokumentiert. Im Anschluss
folgte das Denaturieren und anschlieBende Neutralisieren der Gele sowie der
Southern-Blot.
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4.2.3.6.3 Denaturieren und Neutralisieren der DNA-Gele

Die mit Restriktionsenzymen gespaltene und mittels Gelelektrophorese aufgetrennte
genomische DNA liegt doppelstrangig vor. Um mit einzelstrdngigen, radioaktiv
markierten Sonden komplementdre Basensequenzen auf der DNA detektieren zu
konnen, muss die genomische DNA ebenfalls in Form von Einzelstraingen vorliegen.
Die Umwandlung von doppelstringiger DNA in einzelstringige DNA-Molekiile
bezeichnet man als Denaturierung. Dabei wird durch Verdnderung der
Ionenverhéltnisse in der Losung die Stabilitit der Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Basenpaaren der DNA beeintrichtigt. Im stark basischen Milieu ist die
Affinitit der DNA-Doppelstriange sehr gering, die DNA wird singularisiert. Der
anschlieende Neutralisierungsschritt dient dazu, die Agarosegele aus dem stark
basischen Milieu mittels einer Pufferlésung in ein neutrales Milieu zu tberfiihren.
Denaturierung und Neutralisierung erfolgen, bevor die DNA an die Nylonmembran
gebunden wird.

Das Denaturieren und Neutralisieren der DNA-Gele erfolgte gemi3 des Protokolls
,Hybridization Techniques®“ aus ,,The DIG System User's Guide for Filter
Hybridization* (Boehringer).

Alle Inkubationen erfolgten bei Raumtemperatur. Zuerst wurden die Gele in
Denaturierungslosung geschwenkt. Nach 15 min wurde die Losung erneuert und fiir
weitere 15 min inkubiert. Die Gele wurden mit H,O gespiilt und fiir 15 min in
Neutralisierungslosung gegeben. Die Neutralisierungslosung wurde erneuert, es folgten
weitere 15 min Inkubation. Mittels pH-Teststreifen wurde der pH der
Neutralisierungslosung iiberpriift. Lag der pH-Wert bei pH > 9 wurde fiir weitere
15 min in frischer Neutralisierungslésung inkubiert. Bei pH < 9 wurde die
Neutralisierung abgebrochen. Die Gelrdnder wurden entfernt und der Southern-Blot
durchgefiihrt.

4.2.3.6.4 Southern Blot (Transfer der DNA auf Nylonmembrane)

Der Transfer der DNA-Fragmente auf die Nylonmembran erfolgte mittels Kapillarblot
(siehe Kapitel 4.2.3.5.3).

4.2.4 Transkriptomanalyse mit ,,ARIZONA whole genome arrays*

Die fiir die Transkriptomanalysen verwendeten Microarrays stammen von der
Abteilung Pflanzenwissenschaften der Universitit Arizona, und wurden durch das
Spotten des fiir diesen Zweck von der Firma Operon kduflichen Oligonukleotid-Satzes
»Arabidopsis Genome Oligo Set Version 3.0 auf Glastridger erstellt. Die fiir die
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Hybridisierung dieser Microarrays verwendete RNA wurde zundchst mit dem Kit
»2Amino Allyl MessageAmp™ II aRNA Amplification Kit“ der Firma Ambion zu
aRNA amplifiziert und dabei indirekt fluoreszenzmarkiert.

4.2.41 Amplifikation der eingesetzten RNA

Die Amplifikation der RNA wurde mit dem Kit der Firma Ambion im wesentlichen
nach Herstellerangaben, jedoch mit kleineren Ansitzen durchgefiihrt.

2,75ul RNA (454,545 ng/ul) wurden mit 0,25ul T7 Oligo(dT) Primer im PCR-tube fiir
10 min auf 70°C erhitzt, kurz abzentrifugiert, und auf Eis gestellt. Fiir die reverse
Transkription wurde ein Mastermix ( 0,5ul 10x First strand buffer; 1ul ANTP mix;
0,25ul RNase Inhibitor; 0,25 pl Arrayscript Polymerase pro Ansatz) angesetzt, davon
jeweils 2ul zu den RNA-Proben geben, durch Pipettieren gemischt und 2h bei 42°C
inkubiert.

Fiir die Zweitstrang Synthese wurde ein Mastermix (15,75ul RNase-freies Wasser;
2,5ul 10x Second strand buffer; 1ul ANTP mix; 0,5 ul DNA Polymerase; 0,25ul RNase
H pro Ansatz) angesetzt, davon jeweils 20ul zu den Proben gegeben, durch Pipettieren
gemischt und 2h bei 16°C inkubiert.

Die Proben wurden mit 75ul RNase freiem Wasser aufgefiillt, die Aufreinigung der
cDNA fand mit den dafiir vorgesehenen Sdulen nach Herstellerprotokoll statt. Die
Elution der cDNA fand mit 2 mal 10ul auf 55°C vorgewdrmtem Wasser statt, und die
eluierte cDNA wurde in der Vakuumzentrifuge auf ein Volumen von 3,75ul eingeengt.
Fiir die in vitro Transkription wurde ein Mastermix (0,75ul Aminoallyl-UTP; 1ul ATP
Losung; 1ul CTP Losung; 1ul GTP Losung; 0,5ul UTP Losung; 1ul 10x reaction
buffer; 1ul T7 Enzym Mix pro Ansatz) angesetzt, davon wurden jeweils 6,25ul zu den
Proben geben, durch Pipettieren gemischt und 16h bei 37°C inkubiert.

Die Proben wurden mit 90ul RNase-freiem Wasser aufgefiillt und die aRNA wurde mit
den dafiir vorgesehenen Sdulen nach Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die Elution der
aRNA fand mit 2 mal 50ul auf 60°C vorgewdarmtem Wasser statt.

Die Konzentration der eluierten aRNA wurde mit dem Nanodrop gemessen, und die
Qualitit der aRNA wurde im Bioanalyzer getestet.

4.2.4.2 Indirekte Markierung der aRNA

Wihrend der folgenden Arbeitsschritte wurden die Proben vor Licht geschiitzt, um ein
Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern. Fiir die indirekte Markierung
wurden je 7,5ug der Aminoallyl-aRNA auf ein Volumen von 14ul gebracht und mit 2ul
IM Na,CO; (pH9) und 4ul Cy5 bzw. Cy3 fiir 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur
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inkubiert. Die Kupplungsreaktion wurde dann durch Zugabe von 35ul 100mM
Natriumacetat (pHS,2) gestoppt.

Die Proben wurden mit 45ul RNase-freiem Wasser aufgefiillt und die
fluoreszenzmarkierte aRNA wurde mit den dafiir vorgesehenen Sdulen nach
Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die Elution der fluoreszenzmarkierten aRNA fand mit
2 mal 50pl auf 60°C vorgewarmtem Wasser statt. AnschlieBend wurde am Nanodrop
gemessen wie viel pmol Fluorophore pro pl eingebaut wurden.

Je nach Ausbeute wurden fiir die Hybridisierung Proben mit 150-300 pmol
Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass von beiden auf
einen Array hybridisierte Proben beide gleichviel pmol Fluoreszenzfarbstoft enthielten.
Die fiir einen Array verwendeten Volumen Cy3 und Cy5 markierter aRNA wurden
vereinigt, 1pl polyA (20ug/ul) und 1pl tRNA (20pg/ul) zugegeben, und das ganze
wurde in einer Vakuumzentrifuge zur Trockne eingeengt.

4.2.4.3 Hybridisierung der ARIZONA ,,whole genome arrays*

Vor der Verwendung wurden die ARIZONA ,,whole genome arrays® ,hydratisiert™, d.h.
sie wurden dreimal kurz iiber ein 60°C Wasserbad gehalten, so dass ihre Oberflache
leicht beschlug. Dabei laufen die aufgrund von Pufferresten hygroskopischen Spots
etwas auseinander, werden dadurch grofer und lassen sich spédter besser auswerten.
AnschlieBend wurden die Oligonukleotide durch Bestrahlung mit 120 Millijoule UV-
Licht kovalent an die Oberfldche des Glastragers gebunden.

Danach wurden die Arrays 4 min mit 0,1% SDS, 3 mal 2 min mit H,O (demin) und
dann 30 sek in 100% Ethanol gewaschen und anschlieBend durch Abzentrifugieren oder
Abpusten getrocknet.

Die Vorhybridisierungsldsung bestand aus 300ul 20x SSC, 575ul H,O, 100ul 10% BSA
und 25pul 20% SDS.

Zur Vorhybridisierung wurden 80ul Vorhybridisierungslosung auf ein Deckglas geben,
der Array umgedreht an das Deckglas gehalten und mit dem nun durch Adhésion
anhaftenden Deckglas angehoben. AnschlieBend wurde der Array mit Deckglas in die
Hybridisierungskassette geschlossen und 1h bei 42°C inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde die getrocknete aRNA in 9ul H,O resuspendiert und 1ul 10x
fragmentation buffer zugegeben. Dann wurde 15 min bei 70°C inkubiert und 1pl
fragmentation stop zugegeben.

Zu jeder Probe wurden 56,4ul einer Hybridisierungslosung (350pul Formamid; 210ul
20x SSC; 70ul 50X Denhardts; 17,5ul 20% SDS; 52,5ul H,O) gegeben, das ganze
gevortext, 5 min auf 95°C erhitzt und 5 min bei 10.000 x g abzentrifugiert.

Die vorhybridisierten Glastrager wurden mit H,O gewaschen, und die in der
Hybridisierungslosung aufgenommene aRNA wurde dann zwischen Glastriger und
einen darauf platzierten Liftslip laufengelassen. Der Glastrdger mit Probe wurde in
wasserdichte Hybridisierungsgefiae eingeschlossen und anschlieend tiber Nacht bei
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37°C in einem Wasserbad inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Glastriger
5 min bei 37°C mit 0,5x SSC + 1% SDS, 2x 5 min bei RT mit 0,5x SSC + 1% SDS,
4x 5 min bei RT mit 0,5x SSC und 5 min bei RT mit 0,1x SSC gewaschen und
anschlieBend durch Abzentrifugieren oder Abpusten getrocknet.

Das Auslesen der Fluoreszenzsignale sowie die Integration der erhaltenen Datensdtze
wurde von den Mitarbeitern des Transkriptomanalyselabors der Universitit Gottingen
tibernommen.

4.2.5 Konstruktion von verwendeten Plasmiden

4.2.51 Eingangsplasmid

4.2.5.1.1 Klonierung von pENTR207/SCL14

Als Eingangsplasmid fiir alle in dieser Arbeit beschriebenen Gateway -Reaktionen
wurde pENTR207/SCL14 verwendet. Zur Herstellung dieses Konstrukts wurde die
SCL14-cDNA zunéchst mit den Primern SCL14 GATE fwd und SCL14 GATE bck aus
dem Vektor pGEMT/SCL14 Kpn/Sal (NEU) #14 mit dem PCR-Programm 1
amplifiziert. AnschlieBend erfolgte eine Gateway -BP-Reaktion mit dem Vektor
pDONR207.

4.2.5.2 Plasmide fiir die Transformation von Arabidopsis thaliana

4.2.5.2.1 Klonierung von pAlligator2/SCL14

Um transgene Arabidopsis-Pflanzen zu erzeugen, die SCL14 {iberexprimieren, wurde
ein Konstrukt eingebracht, das die SCL14-cDNA fusioniert an das 3’-Ende des 3x HA-
tags unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors enthielt. Zu diesem Zweck wurde
SCL14 iiber eine Gateway -LR-Reaktion aus dem Vektor pENTR207/SCL14 in den
Zielvektor pAlligator2 kloniert, der zuvor mit dem Restriktionsenzym M/ul linearisiert
worden war.

4.2.5.2.2 Klonierung von pB2GW7/SCL14

Fiir die Komplementation der SCL14-knock out (ko)-Pflanzen wurde ein Plasmid
verwendet, das die SCL14-cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors enthielt.
Das entsprechende Konstrukt, pB2GW7/SCL14, wurde mit Hilfe einer Gateway -LR-
Reaktion erzeugt. Die SCL14-cDNA entstammte dabei dem Eingangsvektor
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pENTR207/SCL14, der fiir diese Reaktion mit dem Restriktionsenzym Pvul linearisiert
worden war.

4.2.5.2.3 Klonierung von pFGCA7/SCL14-GR

Um transgene Arabidopsis-Pflanzen zu erzeugen, die SCL14 mit einer
Glucocorticoidrezeptordominen (GR)-Fusion iiberexprimieren, wurde ein Konstrukt
eingebracht, das die SCL14-cDNA fusioniert an das 5'-Ende der GR-Doméne unter
Kontrolle des CaMV 35S-Promotors enthielt. Zu diesem Zweck wurde zunichst der
Vektor pRS020/GR mit den Restriktionsenzymen Acc651 und BamHI gedftnet. Parallel
wurde der SCL14-C-terminus mit den Primern SCL14-C Acc/Bsp fwd und SCL-C
BamHI 2 bck aus dem Plasmid pENTR207/SCL14 amplifiziert. Bei der Amplifikation
wurden die Schnittstellen Acc651/BspTl sowie BamHI angehédngt. Das resultierende
Produkt wurde mit den Enzymen Acc651 und BamHI nachgeschnitten und mit dem
geoffneten Vektor pRS020/GR ligiert. Das entstandene Konstrukt pRS020/SCL14-C-
terminus-GR wurde mit Acc651 und BspTI gedffnet und mit dem SCL14-N-terminus,
der aus dem Vektor pENTR207/SCL14 mit Acc651 und BspTI ausgeschnitten wurde,
ligiert. Aus dem so hergestellten Vektor pRS020/SCL14-GR wurde anschlieBend mit
Acc651 und Xbal zundchst der N-Terminus von SCL14 ausgeschnitten und in den
Vektor pFGCA7 kloniert. Im Anschluss wurde pRS020/SCL14-GR erneut mit Xbal
geschnitten, um den C-Terminus von SCL14 mit der GR-Doméne in den Vektor
pFGCA7/SCL14-N-Terminus setzen zu kdnnen.

4.2.5.3 Plasmide fiir die transiente Expression von Proteinen in BY-2-
Suspensionskulturen

4.2.5.3.1 Klonierung von pHBT/SCL14-sGFP

Das Plasmid pHBT1a-GFP wurde mit den Enzymen Acc651 und BamHI geschnitten
und im Anschlufl mit dem SCL14-C-terminus, der mit den Primern SCL-C Acc/Bsp
fwd und SCL-C BamHI bck aus dem Plasmid pENTR207/SCL14 amplifiziert wurde,
ligiert. Das resultierende Konstrukt pHBT/SCL14-C-terminus-sGFP wurde mit 4cc651
und Munl geschnitten und mit dem SCLI14-N-terminus, der aus dem Plasmid
pENTR207/SCL14 durch Restriktion mit Acc651 und Munl ausgeschnitten wurde,
ligiert. Der Ubergang zwischen SCL14 und sGFP wurde durch Ansequenzieren mit den
Primern sGFPII und SCL~2000bck iiberpriift.
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4.2.5.3.2 Klonierung von pHBTL/SCL14 ohne GFP

Aus dem Plasmid pHBT-L ohne GFP wurde das Acc651/Pstl-Fragment ausgeschnitten
und durch den mit Acc651/Pstl aus pENTR207/SCL14 ausgeschnittenen SCL14-N-
terminus ersetzt. AnschlieBend wurde das resultierende Konstrukt mit Ps¢I gedffnet und
der mit PstI aus pPENTR207/SCL14 ausgeschnittene SCL14-C-terminus eingefiigt.

4.2.5.4 Plasmide fiir die Expression von Proteinen in E. coli

4.2.5.4.1 Klonierung von pDEST17/SCL14

Um Extrakte aus E. coli zu erhalten, die SCL14-Protein enthalten, wurde ein Konstrukt
eingebracht, das die SCL14-cDNA fusioniert an das 3'-Ende eines 6fachen His-tags
unter Kontrolle des T7-Promotors enthielt. Zu diesem Zweck erfolgte eine Gateway -
LR-Reaktion mit dem mit Notl linearisierten Zielplasmid pDEST17 und dem mit Pvul
linearisierten Eingangsplasmid pENTR207/SCL14. Rekombinante Extrakte aus E. coli-
Zellen die das resultierende Konstrukt enthielten, dienten als Kontrollen fiir die Qualitat
der anti-SCL14-Seren in Western Blot Analysen.

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Praparation von Proteinextrakten

4.3.1.1 Expression und Aufreinigung von Proteinen aus E. coli

Zur Expression der rekombinanten Proteine in E. coli wurden die Vektoren pDEST17
und pEGST im Stamm BL21 verwendet. Das zu exprimierende Gen stand in beiden
Vektoren unter der Kontrolle des 77 RNA-Polymerase Promotors, dessen Expression
durch die Bindung der T7 RNA-Polymerase initiiert wird. Das Gen fiir die T7 RNA-
Polymerase liegt auf der DNA des lysogenen Phagen DE3 in dem Wirtstamm BL21 und
steht unter der Kontrolle des IPTG-induzierbaren lacUV5-Promotors. Die Expression
des rekombinanten Proteins war somit durch IPTG induzierbar.

Das zu exprimierende SCL14-Gen wurde so in den multiplen-klonier-Bereich (mcs) des
Vektors eingebracht, dass eine Translationsfusion mit dem His-tag® in pDEST17 bzw.
dem GST-tag in pEGST entstand. Nach der Transformation der Plasmide in den E.coli
BL21-Stamm wurden die optimalen Expressionsbedingungen fiir die einzelnen Proteine
getestet. Es zeigte sich, dass bei einer Induktion der Expression mit 0,2 mM IPTG und
einer Inkubation bei 37°C nach 3 h fiir pDEST17/SCL14 bzw. einer Induktion der
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Expression mit 0,1 mM IPTG und einer Inkubation bei 18°C ii.N. fiir pEGST/SCL14
die optimale Ausbeute an rekombinatem Protein zu erhalten war.

Die Zellen wurden nach der Expression und Abzentrifugation in 1x PBS (1,4 M NaCl;
27 mM KCI; 100 mM Na,HPO,. 18 mM KH,PO4) resuspendiert und durch Zugabe von
Lysozym und Inkubation bei 30°C lysiert.

200 ml LB-Flissigmedium mit Ampicillin wurden mit 0,4 ml .N.—Kultur des
transgenen BL21 DE3-Stammes angeimpft, und die Kultur bei 37°C unter Schiitteln
(250 rpm) bis zu einer ODgpo= 0,6 angezogen. Im Anschluss wurde die Kultur in zwei
parallele Ansédtze aufgeteilt und in einem Ansatz die Expression des
Transkriptionsfaktors durch die Zugabe von IPTG induziert. Die Kulturen wurden 3 h
bei 37°C unter Schiitteln weiter inkubiert und anschlieflend die ODgoo bestimmt. Zum
Aufschluss der E. coli - Zellen wurden 50 ml der Kulturen in der Biofuge bei 5000 rpm
fiir 5 min sedimentiert und das Pellet in 5 ml Lysepuffer (50 mM NaH,PO,, pH 8,0;
300 pl NaCl; 10 mM Imidazol) resuspendiert. Der Aufbruch der Zellen erfolgte durch
dreimaliges Einfrieren und Wiederauftauen des Extraktes. Gegebenenfalls lassen sich
die Zellen zusétzlich durch eine Ultraschallbehandlung fiir 30 sek lysieren.

Der Proteingehalt wurde mittels der Bradford-Proteinbestimmung ermittelt und auf
einem Coomassie gefarbten SDS-Gel tiberpriift. Fiir kleine Volumina lésst sich diese
Methode auch im Batch-Verfahren durchfiihren.

4.3.1.2 Elektroelution von Proteinen

Zur Herstellung des polyklonalen Antikérpers wurden 2 mg rekombinantes SCL14-
Protein hergestellt und iiber ein SDS-Gel aufgereinigt. Die durch eine 250 mM KCl-
Férbung sichtbar gemachte Bande mit dem rekombinanten Protein wurde aus dem SDS-
PAA-Gel (Kapitel 4.3.1.7) ausgeschnitten und mittels Elektroelution (modifiziert nach
HARRINGTON, 1990) in einer Elektroelutionsapparatur des Typs Elutrap (Nachbau
Schleicher und Schuell) mit Elutionspuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,025 %
SDS) bei 100 V 20 h eluiert. Die Menge des eluierten Proteins konnte im Vergleich
zum BSA-Standard abgeglichen werden. Das Eluat wurde nach Einengen mit
Centricon-30-Rohrchen direkt flir die Immunisierung der Kaninchen verwendet.

4.3.1.3 Denaturierte Gesamtzellextrakte aus Hefe

Um Proteine aus Hefezellen zu gewinnen, wurden nach PRINTEN und SPRAGUE
(1994) vorgegangen. Mit den Zellen einer 5 ml Ubernachtkultur in Selektionsmedium
wurde eine 50 ml YPDA-Kultur angeimpft. Diese wurde bis zu einer ODgg von 0,4-0,6
unter Schiitteln inkubiert. Die Kultur wurde zur Hélfte in einen mit Eis gefiillten
Zentrifugenbecher gegossen und 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Nachdem das Zellpellet
mit 50 ml H,O gewaschen und mit fliissigem Stickstoff iibergossen wurde konnte es



4 Methoden 72

nun eingefroren und bei -70°C gelagert oder sofort weiterverarbeitet werden. Zum
Aufschluss der Zellen wurden sie in 400 pl, auf 60°C vorgewidrmtem, Aufschlusspuffer
(8 M Harnstoff; 5 % (w/v) SDS; 40 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1 mM EDTA; 0,4 mg/ml
Bromphenolblau; 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 875 pg/ml PMSF; 100 pl Proteinase-
Inhibitor Cocktailmix) suspendiert und nach Zugabe von 300 mg Glasperlen erfolgte
eine Inkubation bei 70°C fiir 10 min. AnschlieBend erfolgte das Aufbrechen der Zellen
durch Schiitteln auf dem Vortex-Mischer fiir 1 min. Nach Zentrifugation (5 min,
14000 rpm, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues GefiB iiberfiihrt. Das Pellet wurde
bei 100°C im Wasserbad fiir 5 min aufgekocht. Nach Schiitteln auf dem Vortex-Mischer
fiir 1 min und Zentrifugation (5 min, 14000 rpm, 4°C) wurde der zweite Uberstand mit
dem ersten Uberstand vereinigt. Der fliissige Uberstand konnte nach Erwirmen auf
65°C fiir 10 min zur gelelektrophoretischen Analyse verwendet werden.

4.3.1.4 Denaturierte Gesamtzellextrakte aus Arabidopsis thaliana

Um denaturierte Gesamtzellextrakte fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zu
erhalten, wurden die zu analysierenden Blitter unter fliissigem Stickstoff zu feinem
Pulver gemorsert und in ein Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Das Material wurde mit der
dreifachen Menge (mg = pl) Extraktionspuffer (4 M Harnstoff; 16,6 % (v/v) Glycerin;
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 5 % (w/v) SDS; 0,5 % (w/v) Bromphenolblau) griindlich
gemischt und fiir 10 min bei 65°C unter Schiitteln inkubiert. Die Abtrennung
unloslicher Zellbestandteile erfolgte durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 20 min bei
RT in einer Tischzentrifuge. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefdB
iiberfithrt und bei -80°C gelagert. Eine Proteinbestimmung konnte aufgrund der
Zusammensetzung des Extraktionspuffers nicht vorgenommen werden. Die
Abschétzung relativer Proteinmengen in verschiedenen Ansédtzen erfolgte iiber die
densiometrische Auswertung eines mit Coomassie Brilliant Blue G-250 gefarbten SDS-
Polyacrylamidgels (siehe Kapitel 4.3.1.7). Fiir dieses Abgleichgel wurden jeweils
10-25 pl der Proteinpréparation elektrophoretisch aufgetrennt.

4.3.1.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach BRADFORD (1976) beruht auf der
Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie Brilliant Blue G-250 (von
465 nm zu 595 nm) nach Bindung an ein Protein. Eine adidquate Menge des
Proteinextraktes wurde in die Vertiefung (,,well) einer 96-,,well“- Mikrotiterplatte
vorgelegt und mit 200 pl verdiinntem (1:5 mit H,O) Bradford-Reagenz (Roth)
vermischt. Nach 5-miniitiger Inkubation konnte die optische Dichte bei 595 nm im
Spektralphotometer (MRX Dynex Plate Reader) bestimmt werden. Die
Proteinkonzentration wurde anhand einer mit BSA-Standards (1 pg, 3 pg, 6 pg)
erstellten Eichgerade ermittelt.
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4.3.1.6 Reportergenassays

4.3.1.6.1 GUS-Farbung

Promotoren werden durch transkriptionale Fusionen mit Reportergenen untersucht.
Eines der Reportergene ist das uidA-Gen aus E.coli, welches das B-Glucuronidase
(GUS)-Enzym kodiert (JEFFERSON, 1987). Die GUS-Aktivitit kann durch Farbung
mit dem chromogenen X-Gluc nachgewiesen werden. Dieses Substrat kann in das
Pflanzengewebe hineindiffundieren, das aktive Enzym spaltet den Glucuronsdure-Rest
ab, und nach Oxidation durch das im Férbepuffer enthaltene K;Fe(CN)s/K4Fe(CN)g
entsteht ein blauer Indolfarbstoff, der ausfillt. Hohere Ki;Fe(CN)¢/K4Fe(CN)s —
Konzentrationen fiihren zu einem schnelleren Ausfallen des Indolfarbstoffes und damit
zu préziser abgegrenzten Firbungen, hemmen aber die Enzymaktivitit, sodass die
Intensitét der Farbung abnimmt.

Das frische Pflanzenmaterial wurde in 1,5 ml eiskaltes 90 %iges Aceton gegeben. Die
Lagerung erfolgte bis zum Ende des Probensammelns auf Eis. Nach 20 min Inkubation
bei RT wurde das Aceton entfernt und dreimal mit GUS-Farbepuffer (50 mM Na2HPO4 /
NaH2PO4 (pH7,2); 0,2 % Triton X-100; 0,5 mM K3Fe(CN)6; 0,5 mM K4Fe(CN)6)
gewaschen. Anschlieend wurde die Firbelosung (2 mM X-Gluc; 50 mM Na,HPO, /
NaH,PO4 (pH7,2); 0,2 % Triton X-100; 0,5 mM Ks;Fe(CN)g; 0,5 mM KyFe(CN)g)
zugegeben, 15-20 min im Vakuum infiltriert und i.N. bei 37°C inkubiert. Das Entfernen
der Férbelosung erfolgte durch Zugabe von 20 %, 35 % und 50 % Ethanol bei RT. Die
Aufbewahrung erfolgte in 70 % Ethanol bei 4°C.

4.3.1.6.2 Bestimmung der B-Glucuronidase (GUS)-Aktivitat in Extrakten aus BY-2-
Suspensionskulturen oder Arabidopsis thaliana

Fiir eine quantitative Bestimmung der B-Glucuronidase (GUS)-Aktivitit wurden
fluorometrische GUS-Assays durchgefiihrt. Als Substrat diente Methylumbelliferyl-pD-
Glucuronid (MUG), welches durch das Enzym zu fluoreszierendem Methylumbelliferon
(MU) umgesetzt wird.

50 pg einer geeigneten Verdiinnung des Gesamtzellextrakts (iche Kapitel 4.3.1.4) in
GUS-Ex-Puffer (50 mM Na-Phosphat- Puffer (pH 7,5); 10 mM EDTA; 0,1 % (v/v)
Triton X-100; 0,1 % (v/v) Sarkosyl; frisch dazu: 0,05 % (v/v) B-Mercaptoethanol)
wurden mit 100 ul 4 mM MUG (40 mM MUG-Stocklésung in DMF, 1:10 verdiinnt in
GUS-Ex-Puffer) in einer ,,96-well“~-Mikrotiterplatte versetzt und bei 37°C inkubiert.
Nach 15 min (,,Anlaufzeit der Reaktion) wurde die Hélfte des Ansatzes (T1) in ein
anderes ,,well* umpipettiert und mit 100 ul GUS-Stoppuffer (0,2 M Na,COs) versetzt.
Nach weiterer Inkubation der Mikrotiterplatte bei 37°C fiir einen exakt definierten
Zeitraum (in der Regel 60 min) wurde die Reaktion in der anderen Hailfte des Ansatzes
(T2) durch Zugabe von 100 pul GUS-Stoppuffer beendet. Die Quantifizierung der
Fluoreszenz erfolgte im CytoFluorll Plate Reader von PerSeptive (Excitation durch
360 = 40 nm Wellenlénge; Emissionsmessung bei 460 + 40 nm). Als Standard wurden
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50 pmol MU (200 pl von 250 nM MU in GUS-Stoppuffer) in ein ,,well* der gleichen
Titerplatte pipettiert.

Die GUS-Aktivitdt wurde nach folgender Formel berechnet:

AF x 50 pmol MU

Acus = — :
min x mg Protein X Fs pmoimu

Agus = GUS-Aktivitédt (pmol MU min’! mg'1 Protein)
AF = Differenz der Fluoreszenz von T2 und T1

min = zeitliche Differenz zwischen den Reaktionsstopps von T2 und T1

4.3.1.6.3 Bestimmung der B-Galactosidase (B-Gal)-Aktivitat in Hefeextrakten (oNPG-
Assay)

Die Quantifizierung der B-Galactosidase (B-Gal)-Aktivitdt in Hefe-Fliissigkulturen
erfolgte tlber spektrometrische oNPG-Assays. Das farblose Substrat oNPG
(o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid) wird durch die B-Galactosidase zum gelben
o-Nitrophenol umgesetzt. 2 ml einer Hefe-Ubernachtkultur wurden fiir 1 min bei
13000 rpm abzentrifugiert (Biofuge pico). Das sedimentierte Zellpellet wurde nach
Abnahme des Uberstandes in 665 ul H-Puffer (100 mM HEPES/KOH, pH 7,0; 150 mM
NaCl; 2 mM MgCly; 1 % (w/v) BSA) resuspendiert und im Anschluf3 an die Zugabe von
55 pl Chloroform und 55 pl 0,1 % (w/v) SDS eine Minute lang stark gemischt
(Aufbrechen der Zellen). Nach dem Zufiigen von 125 ul oNPG-Losung (4 mg/ml in
H-Puffer) erfolgte die Enzymreaktion wihrend der Inkubation des Ansatzes bei 37°C.
Die Reaktion wurde nach angemessener Zeit (meist 0,5-2 h, je nach Stirke der B-Gal-
Aktivitdt) durch 400 pul 1 M Na,CO; abgestoppt und bei 13000 rpm fiir 5 min
zentrifugiert (Biofuge pico). Die Quantifizierung der Gelbfirbung im Uberstand
erfolgte mit dem Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 420 nm. Die ODuyo
diente als Grundlage zur Berechnung der [B-Gal-Einheiten im Ansatz. In diese
Berechnung ging auch die Anzahl der im Test eingesetzten Hefezellen ein. Als Mal}
dafiir wurde vor der Aufarbeitung der Zellen die ODgo der Ubernachtkultur bestimmt.
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Die B-Gal-Einheiten wurden nach folgender Formel berechnet:

1000 x OD420

B-Gal-Einheiten =
VxTx OD600

V = eingesetztes Kulturvolumen in ml (hier 2 ml)

T = Reaktionszeit in min

4.3.1.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch  die  diskontinuierliche = Sodiumdodecylsulfat ~ (SDS)-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) werden Proteine in ihrer denaturierten Form der Grée nach
durch die Polyacrylamidgel-Matrix nach Anlegen eines elektrischen Feldes aufgetrennt
(modifiziert nach LAEMMLI, 1970). Fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird
das AGS-Gelsystem eingesetzt. Die Porengrdsse der Polyacrylamid-Matrix kann durch
das Verhiltnis der Acrylamid-Konzentration zur Konzentration des Quervernetzers N-
N-methylenbisacrylsdureamid bestimmt werden. Die radikalische Polymerisation
erfolgte nach Zugabe von Ammoniumperoxosulfat (APS) und wurde durch N,N,N",N’-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert. Fiir die optimale Auftrennung der
nachzuweisenden Proteine mit einer Grofle von ca. 80 - 100 kDa wurde ein 8%iges
Trenngel (8 % (w / v) N,N’-Methylenbisacrylamid (19:1); 0,375 M Tris-HCI, pH 8.8;
0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (v / v) TEMED; 0,06 % (w / v) APS) verwendet. Nach dem
Gieflen des Trenngels wurde zur Oberflichenglittung mit Isopropanol iiberschichtet.
Zur gleichmissigen Auftrennung der Proteine wurde, nach AbgieBen des Uberstandes
auf dem Trenngel, ein Sammelgel (5 % (w / v) N,N’-Methylenbisacrylamid (19:1);
125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 0,1 % (w/v) SDS; 0,2 % (v / v) TEMED; 0,1 % (w / v) APS)
mit den Probeauftragstaschen gegossen. Vor der Elektrophorese wurden die
Proteinextrakte mit SDS-Probenpuffer ( 4 x : 80 mM Tris pH 6.8; 10 % (v / v) Glyzerin;
2 % (w/v) SDS; 20 % (v / v) B-Mercaptoethanol; 0,005 % (w/v) BPB) versetzt, 10 min
bei 65°C denaturiert und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Laufpuffer
(125 mM Tris; 1,25 M Glycin; 0,5 % (w / v) SDS) bei 120 V bis die BPB-Bande das
untere Ende des Gels erreicht hat. Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurde auf
jedes Gel ein Proteingrofenstandard (Prestained Protein Ladder, MBI Fermentas)
mitaufgetrennt.
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4.3.1.8 Coomassie-Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Um Proteinbanden in SDS-PAGE-Gelen sichtbar zu machen, wurden diese mit dem
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 angeférbt. Hierfiir wurde das Gel in der
Férbelosung (0,006 % (w / v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 10 % (v / v) Essigséure)
fiir mehrere Stunden inkubiert. Die Entfarbung des Gels erfolgte in dem Entfiarbebad
(10 % (v / v) Essigsdure) unter wiederholtem Wechsel der Losung fiir mehrere Stunden.
Optional kann der Vorgang durch kurzes Erwdrmen in der Mikrowelle beschleunigt
werden.

4.3.1.9 Immuno-Blotting (Western-Blot-Analyse)

Als Immunoblotting bezeichnet man generell immunologische Techniken, bei denen
man auf Membranen transferierte, immobilisierte Proteine mit geeigneten Antikorpern
reagieren ldsst. Beim Western-Blot werden die Proteine zuvor in einer SDS-
DISKPAGE aufgetrennt und aus dem Trenngel auf einem geeigneten Tragerfilter, z. B.
PVDF oder Nitrocellulose, iibertragen. Fiir die Western-Blot-Analyse wurden 10-25 pl
Hefeproteinextrakte (sieche Kapitel 4.3.1.3) oder 10-25 pul denaturierte
Gesamtzellextrakte aus Pflanzen (siehe Kapitel 4.3.1.4) verwendet.

4.3.1.9.1 Semi-Dry Proteinblot

Proteine wurden aus SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAA-Gel) mit der ,,Semi-Dry-
Blotting““-Methode (modifiziert nach KYSE und ANDERSON, 1984) im elektrischen
Feld zwischen zwei Graphitplatten auf PVDF-Membranen tibertragen. Die Auswahl der
Transferbedingungen orientierte sich an den Angaben von DUNBAR (1994).

Das SDS-Gel wurde nach Abschluss der Elektrophorese kurz in Kathodenpuffer
(25 mM Tris; 40 mM 6-aminohexansédure; 20 % (v/v) Methanol, pH 9,4) und die
zugeschnittene PVDF-Membran nach Aktivierung in Methanol in Anodenpuffer II
(25 mM Tris; 20 % Methanol, pH 10,4) dquilibriert. In der Elektroblotapparatur folgte
auf zwei Lagen mit Anodenpuffer I (0,3 M Tris; 20 % Methanol, pH 10,4) getrdnktem
Filterpapier eine Lage mit Anodenpuffer II getranktem Filterpapier. Auf diese Lagen
wurde die dquilibrierte PVDF-Membran gelegt, gefolgt vom Gel und drei Lagen mit in
Kathodenpuffer getrinktem Filterpapier. Bei Gelen der Dicke 0,8 mm-1 mm erfolgte
der Transfer bei einer Stromstirke von 1 mA/cm® iiber einen Zeitraum von einer
Stunde. Die Membran wurde entsprechend der Empfehlung des Herstellers in Methanol
gewaschen und anschlieBend fiir die Lagerung getrocknet.
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4.3.1.9.2 Immunologische Detektion geblotteter Proteine

Bei dieser indirekten Nachweismethode wurden die Membranen nach Absittigung
unspezifischer Bindestellen (,,Blocken® durch Magermilchpulver) zunédchst mit dem
spezifischen Primérantikorper aus Kaninchen inkubiert. Gebundene Primédrantikorper
wurden nachfolgend von einem an Peroxidase gekoppelten anti-Kaninchen-
Sekundirantikorper aus Esel (anti rabbit Ig von Amersham) erkannt. Die Detektion
erfolgte iiber Chemilumineszenz nach Umsetzung eines entsprechenden Substrates
durch gekoppelte Peroxidase. Fiir diesen Nachweis wurde der ECL+-Kit der Firma
Amersham den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Die Exposition der
Rontgenfilme (Cronex 10T) betrug 30 sek bis 10 min, abhidngig von den jeweiligen
Signalstdarken. Alle Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur unter Schiitteln
durchgefiihrt. Die Membran wurde zuvor in Methanol aktiviert und in 1 x PBS-T
(1,4 M NaCl; 27 mM KCI; 100 mM Na,HPO4; 18 mM KH,PO4, pH 7,3 mit 0,1 % (v/v)
Tween-20) dquilibriert.

Blocken: I hin 1 x PBS-T mit 5 % (w/v) Magermilchpulver

Waschen: 2x 5minin 1 x PBS-T mit 1 % (w/v) Magermilchpulver

Primérantikorper: 2 hin 1 x PBS-T mit 1 % (w/v) Magermilchpulver, aSCL14-
Serum (1:2000)

Waschen: 2x 5 minin 1 x PBS-T mit 1 % (w/v) Magermilchpulver, 2 x 5
min in 1 x PBS-T

Sekundirantikorper: 1 hin 1 x PBS-T, anti rabbit Ig (1:10000)

Waschen: 5x5minin 1 x PBS-T

4.3.1.9.3 Rehybridisierung

Um eine Membran, mit der bereits eine Western-Blot-Analyse durchgefiihrt worden ist,
mit einem weiteren Primdrantikdrper zu inkubieren, miissen die gebundenen Antikorper
zundchst entfernt werden (,,Strippen®). Dazu wurde die Membran mit Methanol
aktiviert und in 1 x PBS-T (1,4 M NaCl; 27 mM KCI; 100 mM Na,HPOy; 18 mM
KH,PO4, pH 7,3 mit 0,1 % (v/v) Tween-20) dquilibriert. AnschlieBend wurde die
Membran zweimal fiir jeweils 30 min schiittelnd in Strippingpuffer (62,5 mM Tris/HCI
pH 6.8; 2 % SDS; 0,7 % P-Mercaptoethanol) bei 50 °C inkubiert und anschlieend in
1 x PBS-T geschwenkt. Die gestrippte Membran konnte nun erneut hybridisiert werden.
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44 Verwendete Computerprogramme

e Die Analyse der Mikroarray-Ergebnisse wurde mit dem Programm
,Genevestigator der ETH Ziirich durchgefiihrt.
(http://www.genevestigator.ethz.ch/)

e Die Vektorkarten und Alignments wurden mit dem Programm ,,Vector NTI 6
der Firma InforMax,Inc. erstellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse der Interaktion von SCL14 und TGA2 im Hefe- Ein-
und Zweihybridsystem

Bereits in  meiner Diplomarbeit wurde Scarecrow-like 14 (SCL14) als
Interaktionspartner des Transkriptionsfaktors TGA2 in einem modifizierten Hefe-
Einhybridsystem isoliert (SIEMSEN, 2002). TGA2 kann in diesem System an ein
dreifach wiederholtes as-/-Element binden. Die Interaktion mit dem unfusionierten
SCL14-Protein fiihrt dann zu einer Aktivierung des verwendeten Reportergens unter der
Kontrolle dieser as-I-Elemente. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Aktivierungspotential von SCL14 quantitativ mit lacZ als Reportergen iiberpriift.
Dieses kodiert fiir die B-Galaktosidase, deren Enzymaktivitit im oNPG-Test gemessen
werden kann. Die zu testenden Proteine wurden tiber die entsprechenden Konstrukte in
dem Hefestamm YTSZ1 koexprimiert (SIEMSEN, 2002). Jeweils vier Transformanden
wurden subkultiviert, um die Aktivitdt der B-Galaktosidase zu testen. Die in ihnen
gemessenen Aktivititen wurden schlieBlich gemittelt.

Dabei zeigte sich, dass die Interaktion von TGA2 bzw. TGA6 und SCL14 eine erhdhte
lacZ-Expression vermittelt (Abbildung 5.1). Die Fusion von SCL14 mit der GAL4-
Aktivierungsdoméne (AD-SCL14) fiihrt bei gleichzeitiger Expression mit TGA2 zu
einer weiteren Steigerung der [(-Galaktosidase-Aktivitdit. NPRI, ein bekannter
Interaktionspartner von TGA2 (THUROW, 2001), bewirkt als GAL4-AD-
Fusionsprotein gemeinsam mit TGA2 eine etwas geringere Aktivierung der
Genexpression. Zusitzlich konnte mit einer GAL4-AD-SCL14-Fusion gezeigt werden,
dass SCL14 nicht an das as-/-Element binden kann.

Als Nachweis, dass die fehlende Transkriptionsaktivierung durch TGA2 nicht auf einer
schwachen Expression des Proteins oder mangelhafter DNA-Bindung beruht, sondern
wahrscheinlich am Fehlen einer Aktivierungsdomine liegt, wurde ein Plasmid in den
Stamm YTSZI transformiert, das fiir ein Fusionsprotein aus der GAL4-AD und TGA2
kodiert (Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1: Hefe-Einhybridsystem in dem Stamm YTSZI1. Dargestellt ist die lacZ-
Reportergenaktivitit in relativen B-Galaktosidase-Einheiten. Der Stamm YTSZ1 exprimierte die
auf der linken Seite genannten Proteine. TGA2: unfusioniertes TGA2-Protein, TGAG6:
unfusioniertes TGA6-Protein, SCL14: unfusioniertes SCL14-Protein, AD-SCL14: Fusionsprotein
aus der GAL4-AD und SCL14, AD-NPR1: Fusionsprotein aus der GAL4-AD und NPR1, AD-
TGAZ2: Fusionsprotein aus der GAL4-AD und TGA2, -: Vektor ohne Insert

Im Anschluss wurde die Interaktion zwischen den TGA-Faktoren und SCL14 im Hefe-
Zweihybridsystem tiberpriift. Das Hefe-Zweihybridsystem (FIELDS & SONG, 1989)
basiert auf der modularen Struktur des Transkriptionsfaktors GAL4, der in zwei
funktionelle Einheiten unterteilt werden kann: die DNA-Bindedoméne (BD) und die
Transkriptions-Aktivierungsdoméne (AD). Im Falle einer Interaktion zwischen einem
an die AD-fusionierten Protein und einem an die BD-fusionierten Protein, kommen AD
und BD in rdumliche Nihe zueinander und der Transkriptionsfaktor wird rekonstruiert.
Uber einen GAL4-abhingigen Promotor kann der so rekonstruierte Transkriptionsfaktor
ein Reportergen aktivieren, das im Hefegenom integriert ist. Die zu testenden
Fusionsproteine wurden iiber die entsprechenden Konstrukte in dem Stamm PJ69-4a
koexprimiert. Jeweils vier Transformanden wurden subkultiviert, um die Aktivitét des
Reportergens zu testen. Die in ihnen gemessenen Aktivititen wurden schlieBlich

gemittelt.
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Abbildung 5.2: Hefe Zweihybridsystem in dem Stamm PJ69-4a. Dargestellt ist die lacZ-
Reportergenaktivitit in relativen p-Galaktosidase-Einheiten. Der Stamm PJ69-4a exprimierte die
auf der linken Seite genannten Proteine. BD-TGA2: Fusionsprotein aus der GAL4-BD und TGA2,
BD-TGAS: Fusionsprotein aus der GAL4-BD und TGAS, BD-TGAG6: Fusionsprotein aus der
GAL4-BD und TGA6, AD-SCL14: Fusionsprotein aus der GAL4-AD und SCL14, AD-NPR1:
Fusionsprotein aus der GAL4-AD und NPR1, BD: GAL4-BD, AD: GAL4-AD.

Das Fusionsprotein BD-TGA2 bewirkte erwartungsgemil nur eine schwache
Transkriptionsaktivierung, sodass die ermittelte B-Galaktosidase-Aktivitdit in den
entsprechenden Transformanden wenig {iber der Hintergrundaktivitit von Hefezellen
lag, die die GAL4-BD alleine mit den verschiedenen AD-Fusionsproteinen
exprimierten. Die Interaktion der Fusionsproteine BD-TGA2 und AD-SCL14
vermittelte eine erhohte /lacZ-Expression (Abbildung 5.2). Im Vergleich zur
Reportergenaktivitit in Anwesenheit von BD-TGA2 und AD-NPR1 lag die Starke der
lacZ-Expression aber deutlich niedriger. NPR1 scheint daher im Hefe-
Zweihybridsystem  ein stirkerer Interaktionspartner von TGA2 zu sein. Die
Transkriptionsfaktoren TGAS und TGAG6, die sehr nah mit TGA2 verwandt sind,
verhielten sich als Fusionsproteine in Anwesenheit von AD-SCL14 bzw. AD-NPRI
dhnlich wie TGA2. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass BD-TGAG6 alleine bereits ein
leichtes Aktivierungspotential aufwies, welches zu einer gesteigerten Aktivitit des
Reportergens fiihrte. Alle in Anwesenheit von BD-TGA6 gemessenen Aktivititen lagen
tiber den Werten, die mit BD-TGA2 bzw. BD-TGAS5 gemessen wurden. Dies konnte

daran liegen, dass 7GA6 moglicherweise stirker exprimiert wurde. Die Interaktion
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zwischen SCL14 und TGAS ist nur schwach, und konnte auf eine geringere Affinitit

zuruckzufiihren sein.

5.2 Interaktionsstudien zwischen TGA2 und verwandten
Scarecrow-like Proteinen

Um zu kldren, ob die Interaktion zwischen SCL14 und TGA2 spezifisch ist, oder ob
auch andere verwandte Proteine der GRAS-Genfamilie mit TGA2 interagieren konnen,
wurde eine Auswahl dieser Proteine, die von S. Kushnir in dem Plasmid pDEST22 zur
Verfligung gestellt wurden, mit TGA2 im Zweihybrid-System getestet. Fiir diesen Test
wurde TGA2 als GAL4-Bindedominenfusion in dem Plasmid pDEST32 in den
Hefestamm PJ69-4a gemeinsam mit den in Tabelle 5.1 aufgefiihrten GAL4-
Aktivierungsdoménenfusionsgenen transformiert. Die Selektion erfolgte auf SD-
Medium ohne Leucin, ohne Tryptophan und ohne Histidin. In dieser
Plasmidkombination wurde die SCL14-TGA2-Interaktion als spezifisch eingestuft
(Tabelle 5.1).
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Tabelle 5.1: Analyse einer moglichen Interaktion zwischen TGA2, TGAS bzw. TGA6 und Proteinen
der GRAS-Genfamilie. In der linken Spalte ist jeweils die Accession-Nummer der getesteten Gene
angegeben. In der mittleren Spalte ist der Name des jeweiligen Gens bzw. des nichst-verwandten
Gens aufgefiihrt und in den rechten Spalten sind die Ergebnisse des Hefe-Zweihybridsystem-
Plattentests auf SD-Medium ohne Leucin, ohne Tryptophan und ohne Histidin angegeben. - : kein
Wachstum, + : Wachstum

Accession Name Interaktion | Interaktion | Interaktion
Nr. mit TGA2 | mit TGA6 | mit TGAS
Scarecrow transcription
AMZ08250 | o tor family protein B o o
At5g48150 |PATI1 (BOLLE, 2000) --- — —
At4g17230 |SCLI13 — -— —
Scarecrow transcription
factor family protein
Atg33580 | o tains Pfgn? profile, o '" T
SCL13-ghnlich
At2g04890 |[SCL21 = -— —
Scarecrow transcription
At349950 factor family lat§ral . . .
suppressor protein,
SHR-éhnlich
At4g00150 |SCL6 — -— —
At5g59450 |SCL11 — -— —
At4g23440 | Hypothetical protein — - —
At3g03450 |RGAI1 like protein - — -—
Atlg66350 |RGLI = -— —
At2g37650 |SCL9 — -— —
At3g50650 |SCL7 = -— —
Atl1g07530 |SCL14 A=k ++ ++
Atlg21450 |SCL1 — -— —
Scarecrow transcription
At2g45160 | factor family protein, - -—- —
SCL6-dhnlich
At2229060 Scarecrow.transcri.ption . . .
factor family protein
Scarecrow transcription
ALE66770 | 4 tor family protein o o T
At5g17490 | RGA-like protein — — -—
Scarecrow transcription
ABA1920 | g ior family protein B o -
Scarecrow transcription
= T o o
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Um diese Spezifitit auch gegeniiber den SCL14-nichstverwandten Proteinen, SCL26
und SCL27, zu lberpriifen, wurden SCL14, SCL26, SCL27 sowie SCL9 und WRKY 54
als negative Kontrollen in das Plasmid pDEST-GAD umkloniert, welches ebenfalls eine
Aktivierungsdomine enthdlt (Abbildung 5.3). Zusétzlich sind die Proteine mit einem
HA-tag versehen, um die Expression in einer Western Blot Analyse iiberpriifen zu
konnen. TGA2 wurde in diesem Fall von dem Plasmid pGBT9/TGA2 als GALA4-
Bindedoménenfusion kodiert. Der Zweihybrid-System-Test erfolgte erneut in dem

Hefestamm PJ69-4a.

SCL14

SCL27

SCL26
SCL9

Abbildung 5.3: Darstellung der Verwandtschaft der Gene SCL14, SCL26 und SCL27 sowie SCL9.

Jeweils vier unabhingige Klone wurden in einem oNPG-Assay untersucht, und die
gemessenen Mittelwerte in einem Diagramm aufgetragen (Abbildung 5.4). TGA2 fiihrte
alleine bereits zu einer zweifachen Steigerung der B-Galaktosidase-Aktivitit. In
Anwesenheit von SCL14 konnte die Aktivitit noch um einen Faktor 3,4 gesteigert
werden. Die beiden nah-verwandten Proteine SCL26 und SCL27 fiihrten im Vergleich
zur Aktivitdt in alleiniger Anwesenheit von TGA2 nur zu einer geringfiigigen 1,6-
fachen Steigerung. SCL9 sowie WRKY54, die entfernter bzw. nicht mit SCL14
verwandt sind, zeigten in Anwesenheit von TGA2 gegeniiber Hefezellen, die nur mit
TGA2 transformiert worden waren, eine 1,2- bzw. 1,4-fach hohere Aktivitét. Insgesamt
liegen die Aktivitdten, die in Anwesenheit von TGA2 und SCL9, SCL26, SCL27 bzw.
WRKY54 gemessen wurden, in einem dhnlichen Bereich. Nur die Interaktion zwischen
SCL14 und TGAZ2 fiihrte zu einer deutlichen Erhohung der B-Galaktosidase-Aktivitét.
Somit konnte die Spezifitit der Interaktion von SCL14 und TGA?2 bestdtigt werden.
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Abbildung 5.4: Hefe Zweihybridsystem in dem Stamm PJ69-4a. Dargestellt ist die lacZ-
Reportergenaktivitit in [(-Galaktosidase-Einheiten. Der Stamm PJ69-4a wurde mit den
verschiedenen auf der linken Seite genannten Konstrukten transformiert. BD-TGAZ2:
Fusionsprotein aus der GAL4-BD und TGA2, AD-SCL14: Fusionsprotein aus der GAL4-AD und
SCL14, AD-SCL26: Fusionsprotein aus der GAL4-AD und SCL26, AD-SCL27: Fusionsprotein aus
der GAL4-AD und SCL27, AD-SCL9: Fusionsprotein aus der GAL4-AD und SCL9, AD-WRKY54:
Fusionsprotein aus der GAL4-AD und WRKY54, BD: GAL4-BD, AD: GAL4-AD.

Zum Beweis der tatsdchlichen Expression von SCL26 und SCL27 wurde eine Western
Blot Analyse mit einem polyklonalen anti-HA-Antikorper durchgefiihrt (Abbildung
5.5). Die Ausgangslinie wurde als negative Kontrolle aufgetragen und zeigte, da kein
HA-tag vorhanden war, kein Signal. SCL14 liegt in der Uberexpressionslinie #5 als
HA-Fusionskonstrukt vor und nimmt daher eine GroBe von ca. 91 kDa ein. Alle
Proteine, die aus der Hefe extrahiert wurden, waren mit einer GAL4-AD und einem
HA-tag fusioniert. GAL4-AD-HA-SCL14 konnte mit einer Grofle von ca. 105 kDa
detektiert werden. Das Fusionsprotein von SCL26 war erwartungsgemdl ca. 100 kDa
grof. Allerdings konnte SCL27 ebenfalls nur in einer Gréfle von ca. 100 kDa detektiert
werden, obwohl eine GroBle von ca. 170 kDa erwartet worden wiére. Eine
Ansequenzierung des verwendeten Plasmids mit den Primern pGADL1 und pGADL?2
ergab, dass nur der N-terminale Teil des Gens von 1-2090 bp transformiert worden
waren. Das erhaltene Ergebnis sollte daher unbedingt noch einmal mit einem

Volllangen-Konstrukt iiberpriift werden.
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Abbildung 5.5: Western Blot Analyse. Aufgetragen wurden denaturierte Harnstoff-
Gesamtproteinextrakte aus Arabidopsis thaliana Blittern der Ausgangslinie as-1::GUS (K) und der
Uberexpressionslinie SCL14-OE #5 (OE) sowie denaturierte Harnstoff-Gesamtproteinextrakte aus
Hefezellen des Stammes PJ69-4a, die SCL14 (14), SCL26 (26), SCL27 (27) oder WRKY54 (54)
exprimierten. Von den Pflanzenextrakten wurden jeweils 10 pl und von den Hefeextrakten wurden
jeweils 25 pl in einem 8%igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Zur Detektion wurde ein polyklonaler
HA-Antikérper verwendet.

Vergleicht man die Aminosiuresequenzen der drei nah-verwandten Proteine SCL14,
SCL26 und SCL27 miteinander, fillt auf, dass der C-terminale Teil erwartungsgemal
hoch konserviert ist. Im N-terminalen Teil gibt es mehrere Bereiche, die nur SCL14
enthdlt (Abbildung 5.6A und B). Ein Ansatz fiir weitere Untersuchungen ist nun, diese
Bereiche durch Deletionsanalysen als mogliche Interaktionsdoménen zu identifizieren.
Benjamin Fode hat bereits zeigen konnen, dass sich der fiir eine Interaktion zwischen
SCL14 und TGA2 benétigte Bereich zwischen den Aminosduren 160 und 380 befindet.

Weitere Interaktionsstudien sind in Planung.
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Abbildung 5.6: A: Alignment der N-terminalen Bereiche von SCL14 und SCL26. B: Alignment der
N-terminalen Bereiche von SCL14 und SCL27. Rote Buchstaben kennzeichnen eine
Aminosiuresequenziibereinstimmung  zwischen den verglichenen Proteinen. Ahnliche
Aminosiuren sind durch schwarze Buchstaben dargestellt, die mit grauer Farbe unterlegt sind.

5.3 Pull-down-Analyse von SCL14 und TGA2

Die Interaktion zwischen SCL14 und TGA2 konnte im Rahmen eines Praktikums von
Ulrike Siithoff auch in Pull-down-Analysen gezeigt werden. Dazu wurde SCL14 mit
einem GST-tag und TGA2 mit einem HIS-tag fusioniert getrennt voneinander in E.coli
exprimiert. Danach wurde das GST-SCL14-Protein an Glutathion-Sepharose 4B
gebunden. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des rekombinanten HIS-TGA2-Extrakts.
Als Kontrolle wurde unabhingig ein rekombinanter GST E.coli-Extrakt auf einen
anderen Glutathion-Sepharose 4B-Ansatz gegeben, der ebenfalls GST-SCL14 gebunden

hatte. Nach Waschen der Sepharose-Ansétze wurden die resultierenden Eluate in einem
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SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Die Detektion der aufgereinigten Proteine sowie der
Rohextrakte erfolgte in einer Western Blot Analyse mit einem anti-His-Antikorper
(Abbildung 5.7). Parallel erfolgte eine Anfarbung der Proteine im SDS-PAA-Gel mit
Coomassie.

In dem Eluat der Sepharose, die mit SCL14 und TGA2 inkubiert wurde (+), lieB sich ein
deutliches HIS-TGA2-Signal detektieren. Das Eluat der Kontrolle (-) zeigte hingegen
kein Signal. Die Interaktion von SCL14 und TGA2 konnte somit in vitro nachgewiesen

werden.

Rohextrakte Eluate

/| G142 | G14 2 -+ -+

==&5 <«— HIS-TGA2

Abbildung 5.7: Pull down Analyse von SCL14 und TGA2. GST-SCL14 und 6xHis-TGA2 sowie ein
unfusioniertes GST-tag wurden getrennt in E.coli exprimiert. Zunichst wurden die rekombinanten
Extrakte mit GST-SCL14 bzw. GST auf zwei verschiedene Glutathion-Sepharose 4B-Ansitze
gegeben. Dann erfolgte die Zugabe des rekombinanten Extrakts, der 6xHis-TGA2 enthielt. Die
Eluate wurden in einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt und mit Coomassie angefirbt oder mit einem
anti-His-Antikorper in einer Western Blot Analyse detektiert. Als Kontrolle wurde ein
rekombinanter E.coli-Extrakt, der nur das GST-tag exprimierte, auf die Glutathion-Sepharose 4B
gegeben. Auf der linken Seite ist die Auftrennung der Rohextrakte nach Coomassie-Firbung sowie
in einer Western Blot Analyse mit einem anti-His-Antikorper dargestellt. Auf der rechten Seite
wurden die Eluate entsprechend aufgetrennt. /: nicht induzierter E.coli-Rohextrakt; G:
rekombinanter GST-Rohextrakt; 14: rekombinanter SCL14-Rohextrakt; 2: rekombinanter TGA2-
Rohextrakt; -: Eluate der Glutathion-Sepharose 4B nach Zugabe von GST und 6xHis-TGA2; +:
Eluate der Glutathion-Sepharose 4B nach Zugabe von GST-SCL14 und 6x His-TGA2

5.4 Transiente Analysen der as-71-Aktivitat in BY-2-
Protoplasten

Im Hefesystem konnte gezeigt werden, dass SCL14 und TGA2 miteinander interagieren
konnen und dass diese Interaktion zur Aktivierung einer Reportergenexpression unter

der Kontrolle des as-/-Elements fiihrt. Nun sollte die Aktivierungseigenschaft von
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SCL14 in planta untersucht werden. Als Reporterplasmid wurde pTTL-GUS/as-1
verwendet, das flir ein GUS-Reportergen unter der Kontrolle eines as-/-Elements in
Kombination mit einem Minimalpromotor kodiert. Die Effektorplasmide exprimierten
die jeweiligen Proteine unter der Kontrolle des HBT7-Promotors, der ein Derivat des
CaMV 35S-Promotors darstellt und eine starke Expression des Transgens in
Pflanzenzellen vermittelt. Als Kontrolle fiir die Hintergrundaktivitét des as-/-Elements
diente die Transfektion mit pHBT-GBD, der neben der GAL4-BD kein weiteres Insert
tragt. Es wurden jeweils zwei parallele Transfektionsansdtze in einem MUG-Assay
untersucht. Die erhaltenen Werte wurden auf die Aktivitit in der Kontrolle bezogen,
welche gleich 1 gesetzt wurde. Es ergab sich daraus fiir jeden Ansatz eine x-fache

Steigerung der GUS-Aktivitit gegeniiber der Kontrolle.

E 45
>
u:',g 3,5 1
[
3 i
°8
g E 2,5 -
2o 2
28
8% 19
25 1]
)
g 0’5 | . I I
(&)
& 0]
SCL14 | TGA2.2 | TGA1a | TGA2.2 | TGA1a
GBD GBD GBD GBD | SCL14 | SCL14

Abbildung 5.8: Einfluss von transient exprimierten SCL14- bzw. TGA-Proteinen auf die basale as-1
abhéngige Reportergenexpression in BY-2-Protoplasten. Die Protoplasten wurden jeweils mit 5 pg
des Reporterplasmids TTL-GUS/as-I und insgesamt 30 pg pro Ansatz der Effektorplasmide
pHBT-GBD, pHBT/SCL14, pHBT/TGA2.2 bzw. pHBT/TGAla, die fiir die angegebenen Proteine
kodieren, cotransfiziert. Fiir die gleichzeitige Expression von zwei Effektorplasmiden wurden
jeweils 15 pg der entsprechenden Plasmide eingesetzt. Nach 20-stiindiger Inkubation der
Protoplasten erfolgte die Analyse der Reportergenexpression iiber die Bestimmung der GUS-
Aktivititen im MUG-Assay. Die Balken geben das Verhiltnis der GUS-Aktivitit bei Expression der
jeweiligen Proteine gegeniiber der GUS-Aktivitit in Gegenwart des Kontrollplasmids pHBT-GBD
an. Dazu wurde die GUS-AKktivitit in dem Kontrolltransfektionsansatz mit dem Vektor pHBT-
GBD gleich 1 gesetzt. Die Werte der anderen Ansiitze wurden dazu ins Verhiiltnis gesetzt. Das
Ergebnis wurde in zwei parallelen Ansitzen erhalten.

Die Transfektion mit SCL14 fiihrte zu einer 3- bis 4-fachen Steigerung der relativen

GUS-Aktivitdit (Abbildung 5.8). Der Tabak-Transkriptionsfaktor TGA2.2, der zu
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TGA2 aus Arabidopsis thaliana ortholog ist, zeigte eine leicht-reduzierte GUS-
Aktivitdt, die auf einer natiirlichen Schwankung der Hintergrundaktivitit beruhen
konnte. Die Transfektion mit TGAla aus Tabak fiihrte hingegen zu einer leicht-
gesteigerten Aktivitit und bestitigte somit die Daten von Corinna THUROW (2001).
Bei gemeinsamer Expression von SCL14 und TGA2.2, die im Hefesystem ebenfalls
interagieren konnen (Daten nicht gezeigt), konnte nur eine leichte Steigerung der GUS-
Aktivitit um das 1,3-fache beobachtet werden. Allerdings fiihrte gleichzeitige
Expression von SCL14 und TGAla zu einer deutlichen GUS-Aktivititssteigerung um
das 3,9-fache. Da bisher noch nicht getestet wurde, ob TGAla und SCL14 interagieren
konnen, konnte diese Steigerung auf einem additiven Effekt beruhen.

Mit dem Versuch konnte gezeigt werden, dass die Expression von SCL14 in Gegenwart
des as-I-Elements auch in vivo zu einer Steigerung der basalen Reportergenaktivitit
fiihrt.

In einer weiteren Analyse wurde das SCL14-Aktivierungspotential bei direkter DNA-
Bindung untersucht (Abbildung 5.9). SCL14 wurde dafiir als GAL4-
Bindedoménenfusionsprotein transient in Tabak BY-2-Protoplasten exprimiert. Als
Reportergen diente GUS unter der Kontrolle des GAL4-Promotors. HBT-GBD wurde
transfiziert, um die Hintergrundaktivitit des Konstrukts zu bestimmen. Das Konstrukt
HBT-Nco-GUS diente als Kontrolle fiir eine starke, konstitutive GUS-Aktivitat.

Bei direkter Bindung an die DNA kann SCL14 die Reportergenaktivitit gegeniiber der
HBT-GBD-Kontrolle nur 1,8-fach erh6hen. Der Unterschied zwischen einer 3- bis 4-
fachen Steigerung der GAL4::GUS-Aktivitit im Vergleich zu einer 1,8-fachen
Steigerung der as-1::GUS-Aktivitét bei direkter DNA-Bindung, deutet darauf hin, dass
das Aktivierungspotential vermutlich {iber die Interaktion mit TGA-Faktoren begiinstigt

wird.
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Abbildung 5.9: Analyse des Aktiverungspotentials von SCL14 mit Hilfe einer GAL4-
Bindedoméinenfusion in BY-2-Protoplasten. Die Protoplasten wurden jeweils mit 5 pg des
Reporterplasmids GAL4-GUS und 25 pg der Effektorplasmide pHBT-BDGW/SCL14 bzw.
pHBT/GBD, cotransfiziert. Als positive Kontrolle diente das Plamid HBT-Nco-GUS, von dem 10 pg
in die Protoplasten transfiziert wurden. Nach 20-stiindiger Inkubation der Protoplasten erfolgte die
Analyse der Reportergenexpression iiber die Bestimmung der GUS-Aktivititen im MUG-Assay.
Die Balken geben die gemessene GUS-Aktivitit bei Expression der jeweiligen Proteine an. Das
Ergebnis wurde in zwei parallelen Ansitzen erhalten.

5.5 Analysen der subzellularen Lokalisation in transient
transformierten BY-2-Protoplasten

5.5.1 Subzellulare Lokalisierung von SCL14 und TGA2

Nach Untersuchung der in vivo Interaktion von SCL14 und Transkriptionsfaktoren der
TGA-Familie wurde die subzellulidre Lokalisation von SCL14 und TGA2.2 in der Zelle
untersucht. Dazu wurden BY-2-Protoplasten mit Plasmiden transfiziert, die fiir die
Volllangen-cDNA von SCL14 bzw. TGA2 fusioniert an das 5°-Ende des ,,Green
Fluorescent Protein” (sGFP) unter der Kontrolle des HBT-Promotors kodieren.
Bestrahlt man die entsprechend transfizierten Protoplasten mit blauem Licht, so wird
das Fusionsprotein durch Fluoreszenz sichtbar. Durch Vergleich des Fluoreszenz-Bildes
mit dem Lichtbild, konnen die einzelnen Kompartimente der Zelle unterschieden
werden. Als Negativkontrolle wurde das Plasmid pHBTL verwendet, welches das

unfusionierte GFP enthilt (Abbildung 5.10A). In den so transfizierten Zellen konnte
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eine Fluoreszenz sowohl im Cytosol als auch im Kern detektiert werden. Das TGA2.2-
sGFP-Fusionsprotein lie sich nur im Kern nachweisen. Zellen, die SCL14-sGFP
exprimierten, zeigten hingegen im Zellkern und im Cytosol Fluoreszenz. Diese
Beobachtung korreliert zum einen mit den Ergebnissen von THOMAS MERKLE
(unverdffentlicht), der SCL14 als Interaktionspartner des Kern-Exportrezeptors XPOI
identifiziert hat und lieB sich zum anderen auch in Zwiebelzellen nach Beschuss mit
dem gleichen Konstrukt bestétigen (Daten nicht gezeigt).

Allerdings bleibt die Frage offen, ob ein Induktor nétig ist, um den Transport von
SCL14 in den Zellkern oder aus dem Kern heraus, zu stimulieren. Analysen bei denen
entweder die bekannten Induktoren des as-/-Elements SA (100 uM) oder 2,4-D
(25 uM), ein synthetisches Auxin, verwendet oder die Protoplasten mit 100 mM NaCl
inkubiert wurden, zeigten keine Verdnderung in der subzelluldren Lokalisation von

SCL14 (Daten nicht gezeigt).
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TGA2.2-sGFP

SCL14-sGFP

Abbildung 5.10: Subzellulire Lokalisation von sGFP-Fusionsproteinen. A: Darstellung der
Protoplasten nach der Transfektion mit pHBTL-SCL14-sGFP, pHBTL-TGA2.2-sGFP und
pHBTL. Es wurden jeweils 30 pg Plasmid transfiziert. C: Mit pHBTL-SCL14-sGFP transfizierte
Protoplasten nach 4-stiindiger Inkubation mit 2 pM LMB.
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5.5.2 Subzellulare Lokalisierung von SCL14 nach Inhibierung des
Kernexports durch LMB

Um eine Beteiligung des Kernexports an der Lokalisierung von SCL14 untersuchen zu
konnen, wurde der Kernexport durch Leptomycin B (LMB) inhibiert. Dabei handelt es
sich um eine Chemikalie, die durch kovalente Modifikation eines Cystein-Restes im
zentralen konservierten Bereich von Exportrezeptoren, u.a. des Exportrezeptors XPOI,
deren Exportaktivitét inhibiert (FUKUDA et al., 1997; KUDO et al., 1999; WOLFF et
al., 1997, TUNAC et al., 1997). Da LMB nicht spezifisch den mit SCL14-
interagierenden Kernexportrezeptor XPOI inhibiert, sondern eine grole Anzahl weiterer
Rezeptoren beeinflusst, musste zundchst ausgeschlossen werden, dass die Verwendung
von LMB toxisch wirkt.

In Abbildung 5.10B ist eine Protoplastenzelle nach 4-stiindiger Inkubation mit LMB
dargestellt. Es zeigte sich, dass die Zelle im Lichtbild ihre {ibliche Form beibehalten hat,
und dass der Export von SCL14 auf diesem Weg vollstindig unterdriickt werden
konnte. Allerdings hatte diese Inhibierung keinen Einfluss auf die Aktivitit des as-1-
Elements im MUG-Assay (Daten nicht gezeigt).

Weitere Untersuchungen mit LMB erfolgten in Arabidopsis Keimlingen (siche Kapitel
5.9.2).

5.6 Herstellung und Charakterisierung eines SCL14-
Antiserums

Um das endogene SCL14-Protein untersuchen zu koénnen ist es notwendig, ein gut
funktionierendes Antiserum zu Verfiigung zu haben. Fiir die Herstellung wurde SCL14
zundchst als Fusionsprotein mit einem GST-tag in dem Plasmid pEGST/SCL14 in
E.coli rekombinant exprimiert. Da sich das Fusionsprotein nach der Aufreinigung aus
den Zellen im Pellet befand, wurden die Extrakte in einem 0,8%igen SDS-PAA-Gel
aufgetrennt. Nach Farbung der Proteine mit 250 mM KCI-Losung, anschlieBendem
Entfarben mit H,O und ausschneiden aus dem Gel wurde das Fusionsprotein durch
Elektroelution aus dem SDS-PAA-Gel aufgereinigt. Im Anschluss wurde das Protein
mit Hilfe eines Centricon Rohrchens auf 1 mg/ml eingeengt. Das so erhaltene Antigen

wurde von der Firma Eurogentec verwendet, um zwei bereits vorgetestete Kaninchen
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(SA2495 bzw. SA2496) zu immunisieren. Nach 8 Wochen konnte das ,,final bleeding*
als Serum in einer Western Blot Analyse getestet werden. Dazu wurde das Antigen,
welches zuvor mit dem anti-GST-Antikorper getestet worden waren, aufgetrennt und
mit den erhaltenen Antiseren detektiert (Daten nicht gezeigt). Beide Seren erkennen
SCL14 und zeigten auf derselben Hohe nur sehr geringen Hintergrund. Fiir die

folgenden Studien wurde das Serum SA2495 verwendet.

5.7 Uberexpression von Scarecrow-like 14 (SCL14) in
Arabidopsis thaliana

5.7.1 Konstitutive Uberexpression von SCL14 in transgenen Arabidopsis
thaliana Pflanzen

Zur Analyse der Funktion von SCL14 in Arabidopsis-Pflanzen ist es interessant zu
untersuchen, was bewirkt wird, wenn das Gen konstitutiv und ektopisch liberexprimiert
wird. Es wurden transgene Pflanzen hergestellt, die das fiir SCL14-kodierende Gen
(ohne die 5'- bzw. 3 -untranslatierten Bereiche) unter der Kontrolle des CaMV 355-
Promotors exprimieren. Um transgene Pflanzen zu erzeugen, wurde der Agrobakterien-
vermittelte Gentransfer benutzt. Dazu wurden Bliitenstinde von 6 Wochen alten
Pflanzen mittels der ,,Floral-dip“-Methode (sieche Kapitel 4.2.3.4.8) mit Agrobakterien
infiziert, die das Plasmid pAlligator2/SCL14 trugen. Die Transformation erfolgte
parallel in Wildtyp Columbia (Col-0) sowie in die von REDMAN et al. (2002)
beschriebene Linie as-1::GUS, welches das Reportergen GUS unter der Kontrolle des
auf —90 bp verkiirzten CaMV 35S5-Promotors enthdlt. Die Anwesenheit des Reporters
soll helfen, den Einfluss von SCL14 auf die Aktivitit des as-/-Elements zu
untersuchen. Eine schematische Darstellung des fiir die Transformation der Pflanzen
verwendeten DNA-Konstrukts ist in Abbildung 5.11A gezeigt. Der transformierte
Vektor trigt als Selektionsmarker das GFP-Gen unter der Kontrolle des Samen-
spezifischen Promotors A4z2S53. Die Selektion positiver Pflanzenlinien erfolgte durch
Vorselektion von FO-Samen, die nach Bestrahlung mit blauem Licht fluoreszierten. Im
Anschluss wurde die Expressionstirke des Transgens im Westernblot mit dem anti-

SCL14-Serum getestet. Allerdings konnten zundchst keine SCL14-iiberexprimierenden
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Pflanzenlinien identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Im folgenden wurde daher die
Expressionshohe verschiedener nicht-vorsortierter Linien in Northern Blot Analysen
untersucht (Abbidung 5.11B). Es gelang, zwei Linien (SCL14-OE #5 und SCL14-OE
#6) 1im as-1::GUS-Hintergrund zu detektieren, die SCL14 etwa zweifach
tiberexprimieren. Beide Linien konnten in der F3-Generation durch Untersuchung von
jeweils 18 Nachkommen im Western Blot als wahrscheinlich homozygot eingestuft
werden. In diesen Linien konnte sowohl das endogene als auch das transgene Protein
mittels Western Blot Analyse detektiert werden (Abbildung 5.11C). Dazu wurde ein im
Rahmen dieser Arbeit hergestelltes anti-SCL14-Serum verwendet (siche Kapitel 5.6).

Beide Linien zeigen keine deutlich sichtbare Verdnderung des Phanotyps.

A Pax3ss H A| SCL14 > Pat2s3 -

B K #5 #6
SCL14
EtBr
C K #6 #5
SCL14-HA
84 kDa SCL14

Abbildung 5.11: A: Schematische Darstellung des fiir die Pflanzentransformation verwendeten
Konstrukts. p35S: 2x CaMV 35S-Promotor, HA: HA-tag, pAt2S3: Samen-spezifischer Promotor,
GFP: Selektionsmarker. B: Northern Blot Analyse der konstitutiven Expression des SCL14-
Transgens in den as-1::GUS tragenden Linien SCL14-OE # 5 und # 6. Angegeben ist jeweils die
Nummer der Pflanzenlinie. Es wurden jeweils 6 pg Gesamt Blatt-RNA aufgetragen. Als Vergleich
wurde RNA der Ausgangslinie Col-0 —90 #6 (K) aufgetragen. Als Hybridisierungssonde wurde ein
SCL14-Fragment benutzt. Zur Uberpriifung der Beladung ist das Ethidiumbromid-Bild des Gels
dokumentiert. C: Western Blot Analyse zum Nachweis der Expression des SCL14-Proteins. Von
den Linien wurden jeweils 10 pl denaturierte Gesamtprotein-Harnstoffextrakte aus Bléttern in
einem 8%igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Spur 1: Ausgangslinie, Spur 2: SCL14-OE #6, Spur3:
SCL14-OE #5. Zur Detektion wurde das anti-SCL14-Serum verwendet.
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5.7.2 Analyse der as-1::GUS-Aktivitat in SCL14-liberexprimierenden
Pflanzen

Da SCL14 als Interaktionspartner von TGA2 am as-/-Element isoliert wurde, sollte nun
der Einfluss von SCL14 auf die Aktivitit von as-1::GUS in planta in Arabidopsis
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden 2,5 Wochen alte Pflanzen der
homozygoten SCL14-OE-Linie #5 zunidchst auf Erde unter Langtagsbedingungen
angezogen und anschlieBend vorsichtig aus der Erde ausgewaschen. Die so priaparierten
Keimlinge wurden entweder flir einen histologischen Nachweis verwendet oder mit
verschiedenen potentiellen Induktoren inkubiert. Zur Durchfiihrung eines MUG-Assays
wurden die Proben nach 24 Stunden geerntet, Gesamtproteine extrahiert und im MUG-

Assay die as-1::GUS-Aktivitit bestimmt.

5.7.21 Histologischer Nachweis der GUS-Reportergenaktivitat

Bei diesem Nachweis reagiert das vom GUS-Reportergen exprimierte Protein
B-Glucuronidase mit dem Substrat X-Gluc zu einem blau gefarbten Hydrolyseprodukt,
das sich histochemisch nachweisen lédsst. Pflanzen, die GUS exprimieren, sollten daher
eine Blaufarbung zeigen.

Fiir den Nachweis wurden Keimlinge der SCL14-OE-Linie bzw. der Ausgangslinie
as-1::GUS (K) auf Erde unter Langtagsbedingungen angezogen und nach 2,5 Wochen
durch Auswaschen geerntet. Die Farbung mit X-Gluc erfolgte durch Vakuuminfiltration
mit der Féarbelosung. Dabei konnte der aktivierende EinfluB von SCL14 auf das as-I-
Element deutlich durch die Blau-Farbung der SCL14-liberexprimierenden Keimlinge

gezeigt werden (Abbildung 5.12).
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K OE#5

Abbildung 5.12: : Darstellung der GUS-Expression in der SCL14-OE-Linie # 5. X-Gluc-Fiarbung der
SCL14-OE-Linie # 5 und der Ausgangslinie as-1::GUS (K).

5.7.2.2 Analyse der as-7::GUS-Aktivitat nach verschiedenen Stimuli

Nachdem der positive Einfluss von SCL14 auf das as-I/::GUS-Promotorelement
qualitativ gezeigt werden konnte, wurde eine quantitative Reportergenanalyse
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden ebenfalls Keimlinge der SCL14-OE- sowie der
Ausgangslinie as-1::GUS auf Erde unter Langtagsbedingungen angezogen und nach
2,5 Wochen durch Auswaschen geerntet. Jeweils 10 Keimlinge wurden dann in
Eppendorfgefile mit MS-Fliissigmedium und 100uM 2,4-D, einem Auxin-Analogon,
bzw. Ethanol (1:1000) iiberfiihrt. Nach 24 Stunden Inkubation in einer Klimakammer
unter Langtagsbedingungen wurden Gesamtproteinextrakte mit GUS-Extraktionspuffer
hergestellt und fiir einen MUG-Assay verwendet.

Grundsitzlich konnte eine deutlich hohere as-1::GUS-Aktivitit in den Pflanzen der
OE-Linie im Vergleich zur Ausgangslinie, sowie eine leichte Induzierbarkeit durch
2,4-D gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Letztere war jedoch nicht konstant
reproduzierbar. Im Folgenden wurde daher der Nachweis auf transkriptioneller Ebene
gewdhlt, um die Induzierbarkeit des as-/::GUS-Konstrukts durch SA und JA in der
Ausgangs- sowie der SCL14-OE-Linie zu iberpriifen. Dafiir wurden Pflanzen der

beiden Linien unter Langtagsbedingungen angezogen. Nach vier Wochen wurden die
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Pflanzen vorsichtig aus der FErde gewaschen und fiir 24 Stunden in
Kaliumphosphatpuffer (pH 5,7) mit 1 mM Salizylsdure (SA), 100 uM 2,4-D,
20 uM Methyljasmonat (JA) bzw. dem Losungsmittel Ethanol (1:1000) unter
Langtagsbedingungen im Klimaschrank inkubiert. Im Anschluss erfolgten Northern
Blot Analysen mit einer GUS-Sonde (Abbildung 5.13A-C).

A Col-0 as-1:GUS SCL14-OE
EtOH | SA EtOH | SA
0 4 81224/4 812240 4 812244 81224
GUS | |
PR1
EtBr
B
Col-0 as-1:GUS SCL14-OE
EtOH | 2,4-D EtOH | 24-D
0 4 81224/4 81224/0 4 812244 81224
GUS
EtBr
c Col-0 as-1:GUS SCL14-OE
EtOH | JA EtOH | JA
0 4 812244 81224/0 4 812244 81224
GUS
EtBr

Abbildung 5.13: Darstellung der GUS-Expression in der SCL14-OE-Linie # 5. A: Northern Blot
Analyse der SCL14-OE-Linie # 5 — sowie der Ausgangslinie nach 24-stiindiger Inkubation mit
100 pM 2,4-D bzw. mit dem Loésungsmittel Ethanol (EtOH, 1:1000). Fiir die Analyse wurden
jeweils 10 Keimlinge pro Linie, Stimulus und Zeitpunkt zusammengefasst. B: Northern Blot
Analyse nach 24-stiindiger Inkubation mit 1 mM Salizylsiure (SA) bzw. mit dem Ldésungsmittel
Ethanol (EtOH, 1:1000). C: Northern Blot Analyse nach 24-stiindiger Inkubation mit 20 pM
Methyljasmonat (JA) bzw. mit dem Losungsmittel Ethanol (EtOH, 1:1000). Es wurden jeweils 10
pg RNA aufgetragen. Die Hybridisierung wurde jeweils mit einer GUS-Sonde durchgefiihrt.
Zusitzlich wurde die SA-behandelte RNA mit einer PRI-Sonde hybridisiert. Die Zahlen
entsprechen den Zeitpunkten der Ernte in Stunden.
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Das verwendete as-1::GUS-Konstrukt konnte durch SA (Abbildung 5.13A) und 2,4-D
(Abbildung 5.13B) induziert werden. Eine Induktion durch JA war nur sehr schwach
zu detektieren (Abbildung 5.13C). Der positive Einfluss von SCL14 auf das as-1-Element
konnte ebenfalls gezeigt werden. Die Behandlung mit SA bzw. 2,4-D flhrte zu einer
zusétzlichen Induktion der GUS-Genexpression in der OE-Linie (Abbildung 5.13A und B).

Zusitzlich wurde getestet, ob die Aktivitdt eines endogenen Promotors, der ein durch
SA induzierbares as-I-Element enthdlt (QIN et al.,, 1994; ULMASOV et al., 1994,
XIANG et al., 1996; CHEN und SINGH, 1999), moglicherweise durch eine
Uberexpression von SCL14 beeinflussbar ist (Abbildung 5.13A). Zu diesem Zweck
wurde der Northern Blot-Filter der SA-Induktion mit einer PR/-Sonde hybridisiert.
Allerdings zeigten beide Linien eine dhnliche Signalverstirkung nach SA-Induktion und
PRI wurde im Gegensatz zum as-1::GUS-Konstrukt der Ausgangslinie durch SCL/4-

Uberexpression nicht konstitutiv exprimiert.

5.8 Identifizierung einer T-DNA-Insertionslinie

Die Funktion eines Proteins kann am geeignetsten mit Pflanzen untersucht werden, die
das jeweilige Protein nicht exprimieren. Um die Expression zu unterbinden, werden
Pflanzen mit T-DNA mutagenisiert. Da diese T-DNA zufillig inseriert, wird ihr
Insertionsort durch Ansequenzieren mit T-DNA-spezifischen Primern bestimmt. Das
SALK Stock Center in Nottingham hat eine gro3e Datenbank aller bereits vorhandenen
T-DNA-Insertionslinien in Arabidopsis erstellt und stellt diese ko-Linien auf Anfrage
zur Verfiigung (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Die Insertion der T-DNA in
der SCL14-ko-Linie SALK 126931 liegt 55 bp stromaufwirts des Startkodons
innerhalb des 5’untranslatierten Bereichs (5'UTR) (Abbildung 5.14A). Insgesamt
wurden 10 der vom SALK-Institut erhaltenen Samen auf Erde ausgelegt. Nach 4
Wochen wurde genomische DNA aus Blittern dieser Pflanzen extrahiert und mittels
PCR-Analyse untersucht (Abbildung 5.14B). Die verwendeten Primer LBbl fwd, der
sich innerhalb der T-DNA-Insertion anlagert, und SCL14~2000bp bck, der sich
innerhalb von SCL14 anlagert, filhrten nur dann zur Amplifikation eines 2072 bp
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groflen Produkts, wenn die T-DNA-Insertion tatsdchlich an der vorausgesagten Stelle
lag. Die Linien SCL14-ko #1 und #6 konnten somit als positiv bestimmt werden. Der
Insertionsort wurde anschlieBend nochmals durch Ansequenzieren mit dem Primer
SCL14UTR3 fwd bestétigt.

Um mit einer homozygoten Linie arbeiten zu kdnnen, wurde die extrahierte genomische
DNA erneut fiir eine PCR-Analyse mit den Primern SCL14UTR3 fwd und
SCL14~1600 bck eingesetzt. Im Falle einer Homozygotie wire aufgrund der GrofBe der
Insertion kein PCR-Produkt zu erwarten gewesen. Im Extrakt eines Wildtyps oder einer
heterozygoten Pflanze hitte sich hingegen ein 1121 bp grofes Produkt nachweisen
lassen (Abbildung 5.14C). Somit konnte die Linie #1 als homozygot eingestuft werden.
Auch auf transkriptioneller Ebene ist deutlich zu erkennen, dass die drei getesteten
Individuen der Linie #1 keine SCL14-RNA exprimieren (Abbildung 5.14D). In einer
Western Blot Analyse mit dem anti-SCL14-Serum konnte zusétzlich gezeigt werden,

dass SCL14 in der ko-Linie nicht gebildet wird (Abbildung 5.14E).
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Abbildung 5.14: Charakterisierung der SCL14-ko-Linie. A: Schematische Darstellung der T-DNA-
Insertion S5 bp stromaufwirts des SCL14-Startkodons. Eingezeichnet wurden auch die
Anlagerungsstellen der Primer LBb1 und SCL14~2000 bck. B: PCR-Analyse verschiedener SCL14-
ko-Linien auf Vorhandensein der T-DNA-Insertion. Die Reaktion wurde mit den Primern LBb1
und SCL14~2000 bck durchgefiihrt. Dabei wurde ein 2072 bp groles PCR-Produkt erwartet. Es
wurde jeweils 1 pl genomische DNA aus Blittern fiir die PCR eingesetzt. Das 1%ige Agarosegel
wurde mit jeweils 5 pl PCR-Ansatz beladen. Es sind nur 5 der insgesamt 10 getesteten Linien
dargestellt. Die Ziffern kennzeichnen die verschiedenen Linien. C: PCR-Analyse der SCL14-ko-
Linie # 1 auf Homozygotie. Die Reaktion wurde mit den Primern SCL14UTR3 fwd und
SCL14~1600 bck durchgefiihrt. Es wurde jeweils 1 pl genomische DNA aus Blittern fiir die PCR
eingesetzt. Das 1%ige Agarosegel wurde mit jeweils S pl PCR-Ansatz beladen. WT: Col-0,
1: SCL14-ko #1. D: Northern Blot Analyse verschiedener Individuen der homozygoten SCL14-ko-
Linie #1 im Vergleich zum Wildtyp (WT). Es wurden jeweils 6 ug RNA aus Blittern aufgetragen.
Fiir die Hybridisierung des Filters wurde eine SCL14-Vollléingensonde verwendet. E: Western Blot
Analyse. Dargestellt sind der Wildtyp (WT), SCL14-OE #5 (OE) sowie SCL14-ko #1 (ko). Von den
Linien wurden jeweils 10 pul denaturierte Gesamtprotein-Harnstoffextrakte aus Bliittern in einem
8%igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Zur Detektion wurde das anti-SCL14-Serum verwendet.
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5.8.1 Analyse der as-1::GUS-Aktivitat in der SCL14-ko-Linie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass SCL14 durch Uberexpression zu einer deutlich
gesteigerten Aktivitdt des GUS-Reportergens unter der Kontrolle des as-/-Elements
fiihrt, sollte nun tiberpriift werden, ob sich die Aktivitdt durch einen SCL14-knock out
verringern lisst. Zu diesem Zweck wurde die SCL14-ko-Linie # 1 zunichst in den
as-1::GUS-Hintergrund eingekreuzt. Die Ausgangslinie as-1::GUS lieferte dabei den
Pollen, der auf den Stempel der ko-Pflanze {ibertragen wurde. Von 32 Pflanzen der F2-
Generation wurden denaturierte Harnstoff-Gesamtproteinextrakte hergestellt und in
einer Western Blot Analyse auf das Vorhandensein eines SCL14-Signals untersucht. In
8 der 32 getesteten Pflanzen lieB sich kein SCL14-Signal detektieren (Daten nicht
gezeigt). Diese Pflanzen wurden als homozygote SCL14-ko-Pflanzen eingestuft.
Parallel wurde genomische DNA aus den Blittern extrahiert, die in einer PCR-Analyse
mit den Primern GUS sense und GUS antisense auf das Vorhandensein des as-1::GUS-
Konstrukts untersucht wurde (Daten nicht gezeigt). Laut Mendel hétten hier Y4 der
analysierten Pflanzen als Wildtyppflanzen kein GUS-Gen tragen diirfen. Dies
entspriache 8 von 32 Pflanzen. Da aber nur eine Pflanze als Wildtyppflanze identifiziert
werden konnte, wurde davon ausgegangen, dass die fiir die Kreuzung verwendete
Ausgangslinie das as-1::GUS-Konstrukt in mehrfacher Kopienzahl trigt, und die
Nachkommen dieser Kreuzung dadurch eine unterschiedliche Kopienzahl erbten.

Pflanzen der Ausgangslinie as-/::GUS wurden daher mit Col-0 Wildtyppflanzen
entsprechend gekreuzt, um Kontrolllinien mit der gleichen Anzahl an as-1::GUS-
Kopien zu erhalten. Die genaue Anzahl der vorhandenen as-/::GUS-Kopien in der
Ausgangslinie sowie in den F2-Nachkommen der Kontrolllinien und der mit der
Ausgangslinie gekreuzten knock out-Linien wurde durch eine Southern Blot Analyse
nach Verdau der genomischen DNA aus Bléttern 3 Wochen alter Langtagspflanzen mit
HindIIl bestimmt. Es zeigte sich, dass die Ausgangslinie 5 Kopien des as-1::GUS-
Konstrukts enthielt (Abbildung 5.15). Jeweils drei Kreuzungslinien, die ebenfalls 5
Kopien enthalten, wurden ausgewdhlt, um diese beziiglich ihrer as-/-Aktivitit zu
untersuchen. Dabei handelt es sich um die Linien #8, #12 und #13 der Kontrollkreuzung
sowie # 8, #13 und #14 der gekreuzten ko-Linie. Die Nachkommen #8 und #13 der ko-

Kreuzung zeigten allerdings nur schwache Signale fiir einzelne Insertionen.
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K x Col-0 K x ko

8 12 13 14

Abbildung 5.15: Southern Blot Analyse der Kreuzungslinien. Die Pflanzen wurden unter
Langtagsbedingungen fiir 4 Wochen angezogen. AnschlieBend wurde Blattmaterial zur Extraktion
genomischer DNA geerntet. Insgesamt wurden jeweils 8 ng genomische DNA mit Hindlll sowie 1 pl
RNase und 1 pl Proteinase K verdaut. Die Auftrennung erfolgte in einem 0,8 %igen Agarosegel.
Nach Kapillarblot auf eine Nylon-Membran erfolgte die Hybridisierung mit einer radioaktiv-
markierten GUS-Sonde. K: Ausgangslinie, as-1::GUS; K x Col-0: F2-Pflanzen der Kreuzung
zwischen der Ausgangslinie und Col-0; K x ko: F2-Pflanzen der Kreuzung zwischen der
Ausgangslinie und der ko-Linie. Die Zahlen entsprechen der Nummer der Linie. Die 5 Striche auf
der linken Seite entsprechen den 5 Insertionen.

Es wurden jeweils etwa 30 zwei Wochen alte Pflanzen fiir 24 Stunden mit 100uM 2,4-D
bzw. Ethanol (1:1000) induziert und in einer Northern Blot Analyse mit einer GUS-
Sonde untersucht. Als Kontrolle dienten uninduzierte Keimlinge.

In den Kontrollkreuzungslinien # 8 und # 12 konnte eine deutliche 2,4-D-Induktion
beobachtet werden, wohingegen in den ko-Kreuzungslinien kein Signal detektiert
werden konnte (Abbildung 5.16). Dies spricht fiir einen spezifischen Einfluss von

SCL14 auf die Induzierbarkeit des as-1-Elements.
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Abbildung 5.16: Northern Blot Analyse der Kreuzungslinien K x Col-0 bzw. K x ko. Die Pflanzen
wurden 24 Stunden nach Bespriihen mit 100 pM 2,4-D bzw. mit dem Losungsmittel Ethanol (E,
1:1000) geerntet. Als Kontrolle wurde RNA unbehandelter Pflanzen aufgetragen. Angegeben ist
jeweils die Nummer der Pflanzenlinie. Es wurden jeweils 20 pg Gesamt Blatt-RNA aufgetragen. Die
Hybridisierung erfolgte mit einer GUS- und einer SCL14-Sonde. Zur Uberpriifung der Beladung ist
das Ethidiumbromid-Bild des Gels dokumentiert. K x Col-0: F2-Pflanzen der Kreuzung zwischen
der Ausgangslinie und Col-0; K x ko: F2-Pflanzen der Kreuzung zwischen der Ausgangslinie und
der ko-Linie, -: unbehandelt

5.9 Beeinflusst die Lokalisation von SCL14 das as-7-Element ?

Es ist moglich, dass es fiir die Regulation des as-/-Elements erforderlich ist, dass
SCL14 aus dem Kern exportiert wird, um auflerhalb einen Stimulus zu bekommen, der
eventuell zu einer Modifizierung des Proteins fiihrt, welches dann auf verschiedene
Weisen zu einer Aktivierung des as-/-Elements beitragen konnte. Der positive Einfluss
von SCL14 auf die Aktivitdt des as-/-Elements konnte in den vorherigen Versuchen
wiederholt gezeigt werden, schien jedoch unabhingig von den bisher bekannten
Induktoren zu sein. Im Folgenden sollte iiberpriift werden, ob die Aktivitit des as-1-
Elements verdndert wird, wenn SCL14 durch Fusion mit einer Glucocorticoidrezeptor-
Bindedoméne nicht in den Kern transportiert werden kann. In uninduziertem Zustand
bindet die GR-Domine mit zelluldren Proteinen, u. a. mit dem Hitzeschock-Protein 90
(HSP90), einen Komplex, wodurch das Fusionsprotein in einer inaktiven Form
auBerhalb des Kerns gehalten wird (PICARD und YAMAMOTO, 1987). Durch
Induktion mit dem Glucocorticoid Dexamethason und der Bindung dieses Hormons an
die GR-Domine dissoziiert das Fusionsprotein von HSP90 und das ,.freie SCL14-
Fusionsprotein kann in den Kern transportiert werden (Abbildung 5.18A).
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Nachdem wiederholt gezeigt werden konnte, dass SCL14 einen Einfluss auf das as-1-
Element ausiibt, dieser Einfluss aber unabhédngig von den bisher bekannten Induktoren
des as-I-Elements zu sein scheint, sollte die Aktivitit von as-/.:GUS im folgenden mit

einer Linie, in der der Kernimport von SCL14 induziert werden kann, iiberpriift werden.

5.9.1 Expression von SCL14-GR in Arabidopsis thaliana

Es wurden Pflanzenlinien hergestellt, die SCL14 als Fusionsprotein mit der Hormon-
Bindedoméne des Glucocorticoidrezeptors (GR) exprimieren. Das SCL14-GR-
Konstrukt unter der Kontrolle des konstitutiven 355-Promotors wurde mit dem Plasmid
pFGCA7/SCL14-GR parallel in die SCL14-ko-Linie #1 sowie in die Ausgangslinie
as-1::GUS transformiert (Abbildung 5.17A). Die Selektion positiver Pflanzen erfolgte
in der Generation F1 durch Bespriihen mit BASTA.. Pflanzen der F2-Generation
wurden dann in einer Western Blot Analyse mit dem anti-SCL14-Serum auf die

Expression des Fusionsproteins getestet (Abbildung 5.17B).

A — Pass mociia |GR>—

B ko K

SCL14 SCL14
WT OE .GR -GR

SCL14-GR

SCL14-HA
84 kDa SCL14

Abbildung 5.17: A: Schematische Darstellung des fiir die Pflanzentransformation verwendeten
Konstrukts. P3ss: CaMV 35S5-Promotor, SCL14: SCL14-Gen, GR: GR-Domine. B: Western Blot
Analyse zum Nachweis der Expression des SCL14-GR-Fusionsproteins in den transgenen
Pflanzenlinien SCL14-ko/SCL14-GR # 15 (ko SCL14-GR) und as-1::GUS SCL14-GR # 1
(K SCL14-GR). Zusitzlich wurden der Wildtyp (WT) und die Linie SCL14-OE #5 dargestellt. Von
den Linien wurden jeweils 10 pl denaturierte Gesamtprotein-Harnstoffextrakte aus Blittern in
einem 8%igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt.
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4 der 15 getesteten Linien enthielten das gewlinschte Protein. In der F3-Generation
wurden schlieBlich jeweils 18 Nachkommen von diesen 4 Linien auf die Expression des
SCL14-GR-Proteins untersucht. Zwei der untersuchten Linien zeigten bei allen
getesteten Nachkommen im Western Blot ein Signal auf der erwarteten Hohe. Diese
Linien SCL14-ko-SCL14-GR #15 sowie as-1::GUS SCL14-GR #1 sind somit

wahrscheinlich homozygot.

5.9.1.1 Analyse der as-1::GUS-Aktivitdt nach Dexamethason-Induktion

Da sich die Linie SCL14-ko-SCL14-GR noch nicht im as-/::GUS-Hintergrund
befindet, konnte der MUG-Assay zundchst nur als Vortest mit 2,5 Wochen alten
Langtagspflanzen der Linie as-1::GUS SCL14-GR #1 durchgefiihrt werden, die das
endogene SCLI14-Potein zusétzlich zu dem transgenen SCL14-GR-Fusionsprotein
exprimiert. Diese Linie sollte sich in uninduziertem Zustand wie die Ausgangslinie
as-1::GUS verhalten, da das zusitzlich vorhandene SCL14 durch die GR-Fusion
auBerhalb des Zellkerns bleibt und somit nicht das as-/-Element stimulieren kann.
Unter Verwendung von Dexamethason sollte die as-1::GUS Aktivitét der Linie eher der
Aktivitdt in den SCL14-OE-Pflanzen entsprechen. Dies wurde mit Hilfe eines MUG-
Assays iberpriift. Die as-1.:GUS SCL14-GR #1-Linie (K SCL14-GR) zeigte bereits
uninduziert im DMSO-Kontrollansatz eine erhdhte as-1::GUS-Aktivitdt im Vergleich
zur Ausgangslinie as-1::GUS (K), was entweder auf einer Stimulation durch das
Vorhandensein groferer SCL14-Mengen ausserhalb des Zellkerns zuriickzufiihren ist,
oder auf einer unvollstindigen Unterbindung des Kernimports beruhen konnte. Durch
Induktion mit Dexamethason lie sich die as-/::GUS-Aktivitdt in der as-1::GUS
SCL14-GR #1-Linie (K SCL14-GR) steigern, wohingegen das Hormon in den
Kontrollansitzen keinen Einfluss auf die Aktivititen in der Ausgangslinie as-1::GUS
(K) bzw. der SCL14-OE-Linie ausiibte (Abbildung 5.18B). Allerdings betrug die
Steigerung nur 1,7. Dies korreliert jedoch mit der in der Western Blot Analyse
detektierten schwachen Expressionsstirke des Fusionsproteins (Abbildung 5.17B). Die
Induktion des Kerntransports in den oben beschriebenen Linien durch Dexamethason
funktioniert also und kann somit genutzt werden, um die Funktion von SCL14

aufzuklaren.
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Abbildung 5.18: A: Schematische Darstellung der Dexamethasoninduktion. B: Darstellung der
as-1::GUS-AKktivitit in der Linie as-1::GUS SCL14-GR #1 (K SCL14-GR), der Ausgangslinie
as-1::GUS (K) sowie der Uberexpressionslinie (OE) nach 5 pM Dexamethason-Behandlung (Dex)
bzw. nach Behandlung mit dem Losungsmittel DMSO. K SCL14-GR: as-1::GUS SCL14-GR #1,
K: as-1::GUS, OE: SCL14-OE # 5. Die Darstellung des Experiments beruht auf einer einmaligen

Durchfiihrung, konnte aber bereits reproduziert werden.
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5.9.2 Inhibierung des Kernexports durch LMB hat keinen EinfluB auf die
Aktivitat des as-7-Elements

Um mit einem unabhédngigen experimentellen Ansatz zu kliren, ob die Regulation des
as-1-Elements durch Transport regulatorischer Proteine in den bzw. aus dem Zellkern
erfolgt, wurden 2,5 Wochen alte Keimlinge der Linie as-/::GUS aus der Anzuchterde
ausgewaschen und in fliissigem MS-Medium mit 2 puM LMB fiir 24 Stunden inkubiert.
Um die Grundaktivitit des as-/-Elements noch zu erhdhen und somit eventuell
deutlichere Unterschiede detektieren zu konnen, wurde jeweils ein Ansatz fiir weitere
24 Stunden zusitzlich mit 200 uM 2,4-D bzw. dem L&sungsmittel Ethanol (1:1000)
inkubiert. AnschlieBend wurde die Aktivitét des as-1::GUS-Konstrukts in einem MUG-
Assay gemessen. Als Kontrolle wurden Keimlinge der Linie AtbZIP9 verwendet, die
freundlicherweise von Fridtjof Weltmeier zur Verfiigung gestellt wurden. Es handelt
sich dabei um eine AtbZIP9-Promotor:GUS-Linie des Xylem-spezifischen bZIP-
Transkriptionsfaktors. Die Linie enthélt kein zusétzliches as-/-Element und diente

somit als Kontrolle fiir die Wirkung von LMB.
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Abbildung 5.19: A: Darstellung der as-1:GUS-Aktivitit nach Induktion mit 100uM 2,4-D bzw. mit
100uM 2,4-D und 2pM LMB sowie uninduziert in der Linie as-1::GUS und der transgenen Linie
AtbZIP9.

Im Vergleich mit der Linie as-1::GUS zeigte die Kontrolllinie bereits eine erhdhte
Grundaktivitit des GUS-Genprodukts, die sich durch 2,4-D noch leicht induzieren lief3
(Abbildung 5.19). Die Induzierbarkeit des as-1::GUS-Konstrukts durch 2,4-D konnte
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hingegen deutlich gezeigt werden. Allerdings zeigten beide Linien eine dhnliche
Aktivitédtssteigerung nach zusétzlicher Inkubation mit LMB. Die Inhibierung des
Proteinexports aus dem Zellkern durch LMB hat daher vermutlich keinen oder
zumindest keinen deutlichen Einfluss auf die Aktivitit des as-1::GUS-

Reportergenkonstrukts.

5.10EinfluR der Uberexpression von SCL14 bzw. T-DNA-
Insertion auf die pflanzliche Abwehr gegen das bakterielle
Pathogen Pseudomonas syringae

Da das as-I-Element u.a. an der pflanzlichen Antwort auf Pathogenbefall beteiligt ist,
sollte untersucht werden, ob diese Antwort in der SCL14-ko-Linie verdndert ist. Dazu
wurden 4 Wochen alte Langtagspflanzen der Ausgangslinie as-/::GUS und der ko-
Linie mit virulenten bzw. avirulenten Pseudomonaden-Stimmen zum einen infiltriert,
um den Bakterientiter zu bestimmen, zum anderen wurden Pflanzen beider Linien mit
den verschiedenen Stammen gedippt, um Northern Blot Analysen durchzufiihren.
Allerdings konnte in mehreren Durchfithrungen kein reproduzierbares Ergebnis erzielt
werden. Die ko-Linie schien zeitweise resistenter gegeniiber virulenten Pseudomonaden
zu sein, wihrend beide Linien eine dhnliche Reaktion auf die Infektion mit avirulenten
Bakterien zeigten (Daten nicht gezeigt).

Auf transkriptioneller Ebene konnte in der ko-Linie einmalig eine geringere Expression
von PRI bzw. ICSI, einem Gen, das an der SA-Synthese beteiligt ist, beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Doch auch dieses Ergebnis lie3 sich nicht reproduzieren.
Aufgrund der starken Schwankungen in den Ergebnissen ist davon auszugehen, dass

SCL14 nicht essentiell an der Abwehr gegen Pseudomonaden beteiligt ist.
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5.11 EinfluB abiotischer Faktoren auf die Expression von SCL14

5.11.1 Induktion der Transkription von SCL14 durch dunkel-induzierte
Seneszenz

Seneszenz in Blittern ist eine Form des programmierten Zelltods, an dessen Entstehung
die Expression einer Reithe von sogenannten Seneszenz-assozierten Genen (SAG)
beteiligt ist (BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; BUCHANAN-WOLLASTON, et al.,
2003; DANGL, et al., 2000; GAN & AMASINO, 1997; QUIRINO, et al., 2000;
SMART, 1994; YOSHIDA, 2003). Der Seneszenz-Prozel3 kann dabei sowohl als Teil
der Entwicklung aufgrund des Alters eingeleitet werden, wird aber auch vorzeitig durch
verschiedene Arten von Stress (z.B. Lichtmangel, Ozon) ausgelost.

Wiéhrend der Seneszenz werden Naihrstoffe aus dem Blatt transportiert sowie
Chlorophyll, Proteine und RNA degradiert. Die Degradation der Makromolekiile fiihrt
u.a. liber die P-Oxidation zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

(BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003).

LIN und WU (2004) haben die Expression von SCLI4 bereits als durch dunkel-
induzierte Seneszenz induzierbar beschrieben. Dies sollte hier noch einmal unter den
gegebenen Bedingungen iiberpriift werden.

Wildtyppflanzen wurden fiir vier Wochen unter Kurztagsbedingungen angezogen und
anschlieBend unter einen Karton gestellt, um durch Dunkelheit Seneszenz zu
induzieren. Parallel angezogene Pflanzen wurden gleichzeitig in derselben Kammer
unter Kurztagsbedingungen inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten (0 Stunden,
24 Stunden sowie 5 Tage) wurde Blattmaterial fiir eine RNA-Extraktion und
anschliefende Northern Blot Analyse im Dunkeln geerntet. Mit Hilfe einer radioaktiven
Sonde lie sich das SCL14-Transkript nachweisen.

Dunkel-induzierte Seneszenz flihrte zu einem Anstieg der Transkriptmenge von SCL14
(Abbildung 5.20). Allerdings fiihrte diese Induktion nicht zu einem deutlich sichtbaren
Phinotyp (Daten nicht gezeigt). Auch die Uberexpressions- und die knock out-Linie
zeigten keinen Phénotyp nach Dunkel-Induktion.
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Abbildung 5.20: Northern Blot Analyse der Wildtyp-Pflanzen nach Inkubation im Dunkeln. Die
Pflanzen wurden parallel unter Kurztags-Bedingungen angezogen. Nach vier Wochen wurde ein
Teil der Pflanzen unter einen Karton gestellt. Die Ernte des Blattmaterials erfolgte zum Zeitpunkt
0 Std., nach 1 Tag und nach 5 Tagen. Es wurden jeweils 10 pg RNA aus Blittern aufgetragen. Fiir
die Hybridisierung des Filters wurde eine SCL14-Volllingensonde verwendet. h: Pflanzen wurden
im Licht angezogen, d: Pflanzen wurden im Dunkeln angezogen.

5.11.2 Induktion der Transkription von SCL14 durch Ozon

Troposphirisches Ozon (Os) verursacht signifikante Schidden an natiirlichen und
kultivierten Pflanzen (PELL et al., 1997). In der Vergangenheit wurde davon
ausgegangen, dass O; den pflanzlichen Metabolismus angreift, indem es zelluldre
Membranen oxidiert (HEATH und TAYLOR, 1997; MUDD, 1997, RAO et al., 2000a).
Andere Studien deuten daraufhin, dass Oj;, dhnlich wie Pathogene oder andere
Stresstaktoren, durch Induktion von hypersensitiver Resistenz (HR) wirkt (RAO et al.,
2000a; SANDERMANN et al., 1998; SHARMA et al., 1996). Es konnte gezeigt
werden, dass Oj;, dhnlich wie Pathogene, einen oxidativen ,,burst® aktiviert, der zur
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie z.B. Superoxid-Radikalen
und Hydrogenperoxid (H,0,) fithrt (OVERMYER et al., 2000; PELLINEN et al., 1999;
RAO und DAVIS, 1999; RAO et al., 2000b; SCHRAUDNER et al., 1998; JABS, 1999;
LAMB und DIXON, 1997). Antioxidative Enzyme konnen ROS, organische
Hydroperoxide und Peroxyl-Radikale entfernen (KANGASJARVI et al., 1994;
SHARMA und DAVIS, 1997). Untersuchungen dieser Enzyme haben ergeben, dass
Zusammenhdnge zwischen hoherer Aktivitit von antioxidativen Enzymen und Os-
Toleranz bestehen (SCHRAUDNER et al., 1997, SHARMA und DAVIS, 1997). Es
wird davon ausgegangen, dass Os-induzierte ROS bestimmte Signaltransduktionswege
aktivieren, die von SA, JA bzw. Ethylen abhingig sind und somit eine Vielzahl von

Abwehrreaktionen wie z.B. HR induzieren (OVERMYER et al., 2000; Rao et al.,
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2000a,b; SANDERMANN et al., 1998; SHARMA et al., 1996). In Pflanzen wurden
zwel Hauptausloser von Zelltod genauer charakterisiert, HR und Seneszenz (QUIRINO
et al., 2000). Da HR und Seneszenz beide genetisch definierte Zelltodprogramme
auslosen, die verschiedene Ahnlichkeiten aufweisen, wurde spekuliert, dass es
gemeinsame Schritte fiir die Induktion und/oder Exekution dieser beiden Prozesse

geben konnte (PONTIER et al., 1999; QUIRINO et al., 2000).

Nachdem nun also die Induktion der SCLI14-Genexpression in Folge von dunkel-
induzierter Seneszenz gezeigt werden konnte, sollte im Folgenden die Induzierbarkeit
durch Ozon-Behandlung untersucht werden.

Die Ausgangslinie, as-1::GUS, die Uberexpressionslinie sowie die knock out-Linie
wurden nach 4-wochiger Anzucht unter Langtagsbedingungen fiir zwei Tage mit
200 ppm Ozon behandelt. Parallel wurden gleich angezogene Pflanzen in einer
baugleichen Klimakammer ohne Ozon-Behandlung inkubiert. Im Anschluss wurde von
allen Linien Blattmaterial fiir eine RNA-Extraktion geerntet. Im nachfolgenden
Northern Blot lieB sich eine Induktion der SCLI14-Expression sowohl in der
Ausgangslinie als auch in der Uberexpressionslinie detektieren (Abbildung 5.21). Die
Starke des GUS-Signals korreliert dabei mit der Starke des SCL14-Signals. SCL14

konnte somit an der Signaltransduktion in Folge von Ozon-Stress beteiligt sein.

ohne Ozon 2 Tage Ozon

K OE ko K OE ko

GUS

SCL14

EtBr

Abbildung 5.21: Northern Blot Analyse der transgenen Linien nach 2-tigiger Behandlung mit
Ozon bzw. unbehandelt. Die Ozon-Behandlung erfolgte mit 200 ppm Ozon. Die unbehandelten
Pflanzen wurden zeitgleich in einer baugleichen Klimakammer angezogen und zum gleichen
Zeitpunkt geerntet. Es wurden jeweils 10 pg RNA aus Blittern aufgetragen. Fiir die
Hybridisierung des Filters wurde eine GUS-Sonde bzw. eine SCL14-Volllingensonde verwendet.
K: as-1::GUS, OE: SCL14-OE # 5, ko: SCL14-ko #1.
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5.11.3 Keimungsanalyse unter oxidativem Stress

Durch die Behandlung mit Paraquat, auch Methylviologen genannt, entsteht in der
Pflanze, neben Superoxid-Anionen, auch H;0,. Die Produktion von Superoxid-
Radikalen erfolgt priferentiell in den Chloroplasten (BOWLER et al, 1991).
GARRETON et al. konnten 2002 zeigen, dass Paraquat die Produktion von ROS
ebenso effizient anregt wie Salizylsdure (SA). Auch die as-/-Bindeaktivitit wird von
Paraquat und SA gleichermaBen erhoht (GARRETON et al., 2002). Allerdings fiihrte
die Behandlung mit Paraquat, im Gegensatz zur SA-Induktion, nur zu einer geringeren
Transkriptionsaktivierung von Genen, die durch ein as-/-Promotorelement kontrolliert
werden.

Da durch die Ozon-induzierte Expression von SCL14 bereits ein Hinweis auf die
Beteiligung an der oxidativen Stress-Signaltransduktion gegeben war, sollte im
Folgenden die Reaktion wihrend der Keimung auf Paraquat-haltigem Medium
untersucht werden.

Samen der Ausgangslinie, as-1::GUS, der Uberexpressionslinie #5, der knock out-
Linien #19 und #32 im as-1::GUS-Hintergrund, sowie der knock out-Linie #1 im
Col-0-Hintergrund wurden oberfldchensterilisiert und anschlieend auf 2MS-Medium
mit und ohne 0,5uM Paraquat ausgelegt. Dabei war es wichtig, das Medium frisch zu
verwenden, da Paraquat bei Lagerung durch Licht an Wirkung verliert. Es wurden
jeweils zwei Platten pro Linie und pro Stimulus verwendet. Die Platten wurden mit
Parafilm verschlossen und in einer Langtagsklimakammer aufbewahrt. Nach 7 Tagen
wurden Fotos gemacht (Abbildung 5.22).

Betrachtet man zundchst die Ausgangslinie féllt auf, dass die Keimung durch Paraquat
negativ beeinflusst wird. Aber sowohl die Samen der Ausgangslinie als auch die Samen
der Uberexpressionslinie konnten auf Paraquat-haltigem Medium vollstindig
auskeimen. Alle knock out-Linien keimten auf 2MS-Medium vergleichbar zur
Ausgangslinie, konnten auf dem Paraquat-haltigen Medium aber nur bis zu einem
Entwicklungsstadium von 0,7 auskeimen (BOYES et al. 2001). Dies @nderte sich auch
nicht bei verlédngerter Dauer des Experiments (Daten nicht gezeigt). Die Expression von
SCL14 konnte also den auskeimenden Samen moglicherweise vor oxidativem Stress

schiitzen.
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K K + Paraquat

Abbildung 5.22: Fotos der Ausgangslinie (K), der Uberexpressionslinie (OE) sowie der ko-Linien
im as-1:GUS-Hintergrund #19 und #32 (ko #19 bzw. ko #32) nach einwdchiger Keimung auf 2MS-
Medium ohne und mit 0,SM Paraquat. Das Experiment wurde dreimal unabhéngig reproduziert.
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Das Besprithen von 4 Wochen alten Pflanzen der selben Linien mit 10 uM Paraquat
fiihrte hingegen nicht zu einem erkennbaren Phénotyp (Daten nicht gezeigt; BROIN et
al., 2000). Daher scheint die Wirkung des hervorgerufenen oxidativen Stresses auf
frithe Entwicklungsstadien bzw. das direkte Auskeimen der Samen beschridnkt zu sein.
Keimlinge, die eine Woche nach Auskeimen auf 2MS-Medium, auf Paraquat-haltiges
Medium umgesetzt wurden, zeigten nur noch ein schnelleres Ausbleichen der Blitter
der ko-Linie im Gegensatz zur Ausgangs- und zur OE-Linie. Thr Wachstum war aber

nicht eingeschrinkt (Daten nicht gezeigt).

5.12Mikroarray-Analyse

In den bisherigen Analysen konnte der positive Einfluss von SCL14 auf das as-1::GUS-
Konstrukt mehrfach gezeigt werden. Die Uberexpression von SCL14 hatte jedoch nach
SA-Induktion keinen Effekt auf die Expression von Genen mit as-/-dhnlichen
Elementen im Promotor, wie beispielsweise PRI. Daher sollte mit Hilfe einer
Mikroarray-Analyse nach moglichen Zielgenen von SCL14 gesucht werden.

Dafiir wurden Blitter und Wurzeln von jeweils ca. 100, 25 Tage in Sterilkultur
gewachsenen Pflanzen der Ausgangslinie, der Uberexpressionslinie sowie der knock
out-Linie #32, die sich ebenfalls im as-/.:GUS Hintergrund befindet, fiir jede Linie

getrennt zusammengefasst.

GUS

EtBr

Abbildung 5.23: Northern Blot Analyse der fiir die Mikroarray-Analyse verwendeten RNA. Die
Pflanzen der Ausgangslinie as-1::GUS (K), der Uberexpressionslinie #5 (OE) sowie der ko-Linie im
as-1::GUS-Hintergrund #32 (ko) wurden parallel unter Langtags-Bedingungen in Sterilkultur
angezogen. Die Ernte des Pflanzenmaterials erfolgte nach 25 Tagen. Es wurden jeweils 10 pg RNA
aufgetragen. Fiir die Hybridisierung des Filters wurde eine GUS-Sonde verwendet. B: RNA aus
Blittern, W: RNA aus Wurzeln
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Aus dem Material wurde RNA extrahiert und mit einer Northern Blot Analyse auf die
Starke der GUS-Expression, als indirekter Nachweis fiir die Stirke der SCLI4-
Expression, untersucht. Das GUS-Signal liel sich in der RNA aus Blittern der
Uberexpressionslinie am stirksten detektieren (Abbildung 5.23). Daher wurde fiir die

nachfolgenden Mikroarray-Analysen RNA aus Blittern verwendet.

5.12.1 Analyse der verwendeten RNA

Fiir die Mikroarray-Analyse wurde die RNA mit Hilfe des ,,Amino Allyl Message
Amp II aRNA Amplification Kit“ der Firma Ambion zundchst in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA diente in einer in vifro Transkriptionsreaktion als Vorlage
fiir die Synthese von aRNA unter Einbau von aminoallyl-UTP. In einem weiteren
Reaktionsschritt wurden die aminoallyl-Reste mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 bzw.
CyS5 gekoppelt. Alle Zwischenprodukte wurden noch einmal in einer Northern Blot
Analyse mit einer GUS-Sonde iiberpriift (Daten nicht gezeigt). Insgesamt wurden sechs
Arabidopsis Oligonukleotid Mikroarray-slides, auch ,,whole genome array* genannt,

hybridisiert (Tabelle 5.2), die Oligonukleotide von jeweils 29000 Genen beinhalteten

(http://www.ag.arizona.edu/microarray/).

Tabelle 5.2: Design der Versuchsanordnung. In der linken Spalte ist jeweils die Nummer des
Mikroarray-slides angegeben. In der mittleren und in der rechten Spalte werden die verwendeten
RNA-Proben genannt. WT: as-1::GUS, OE: Uberexpressionslinie #5, ko: knock out-Linie
as-1::GUS ko #32, Cy3 bzw. Cy5: Farbmarkierungen.

Slide-nummer
gall
ga(2

ga03
ga04
ga05
0206
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5.12.2 Ergebnis der Mikroarray-Analyse

Das Ergebnis der Mikroarray-Analyse wurde von den Mitarbeitern des
Transkriptomanalyselabors der Universitdt Gottingen berechnet. Anhand der von ihnen
erstellten Graphen konnen Aussagen liber die Qualitit der Analyse getroffen werden.
Zunichst wurden fiir jeden slide die detektierten Cy3- bzw. Cy5-Signalstirken
gegeneinander verrechnet und linear aufgetragen (Daten nicht gezeigt). Bei einem
,whole genome array“ ist fiir den experimentellen Ansatz zu erwarten, das sich die
Summe aller Signale zwischen den verglichenen Proben kaum unterscheidet. Daher
wurden zur Normalisierung die Cy3 bzw. Cy5-Signale so aufeinander abgeglichen,
dass die Summe aller Cy3-Signale der Summe aller Cy5 Signale entsprach (personliche

Mitteilung von Dr. Reiner Hitt, Transkriptomanalyselabor Universitidt Gottingen).

In Abbildung 5.24 sind fiir alle auf den Mikroarray-slides vorhandenen Gene die
Unterschiede in der Expressionsstirke (=Kontrast) zwischen den beiden Proben gegen
den p-Wert (probability-Wert) aufgetragen, der ein Mall fiir Zuverldssigkeit des
MeBergebnisses ist. Fiir schwache Kontraste wurde zu Gunsten der Ubersichtlichkeit
der p-Wert gleich 1 gesetzt, so dass sich alle diese Punkte nun in der Linie am oberen
Rand der Graphen wiederfinden.

Hat die Mehrheit der differentiell exprimierten Gene einen hohen p-Wert (Abbildung
5.24 links oben), was eine geringe Zuverldssigkeit bedeutet, so ldsst das auf Fehler beim
Auslesen des Arrays zum Beispiel durch Verschmutzungen schlieBen (personliche
Mitteilung Dr. Reiner Hitt). Die aus den mit Wildtyp und der Uberexpressionslinie
hybridisierten Arrays erhaltenen Daten sind daher als weniger zuverléssig zu betrachten.
Die Graphen der mit der Ausgangslinie und der ko-Linie bzw. mit der OE-Linie und der
knock out-Linie hybridisierten Arrays weisen eine ,,Tannenbaum®-Struktur auf, die

darauf hindeutet, dass viele Gene deutlich differentiell reguliert sind.
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Abbildung 5.24: Auftragung des Kontrastes gegen die p-Werte der auf den Mikroarrays
enthaltenen Gene. Die Daten aus dem mit Wildtyp und Uberexpressionslinie hybridisierten
Microarrays zeigen nicht die erwartete ,,Tannenbaumstruktur®, was ein Hinweis darauf sein
konnte, dass es sich hier bei den als am stiirksten differentiell exprimiert angezeigten Genen um
Artefakte handelt, und dass die beiden miteinander verglichenen Transkriptome dariiber hinaus
kaum Unterschiede zeigen. wt: Ausgangslinie as-1::GUS, oe: Uberexpressionslinie, ko : SCL14-ko

Ein Gen (PRI, At2g14610) wurde exemplarisch ausgewihlt, um die Zuverladssigkeit der
Array-Ergebnisse in einer Northern Blot Analyse zu iiberpriifen. Dafiir wurde die fiir
den Mikroarray eingesetzte RNA mit einer radioaktiven PRI-Sonde hybridisiert
(Abbildung 5.25). Das Ergebnis spiegelt die Berechnungen des Mikroarrays wider.
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PR1

GUS

EtBr

Abbildung 5.25: Northern Blot Analyse der fiir die Mikroarray-Analyse verwendeten RNA, um die
Reproduzierbarkeit des Ergebnisses exemplarisch untersuchen zu konnen. Die Pflanzen der
Ausgangslinie Col-0 —90 #6 (K), der Uberexpressionslinie #5 (OE) sowie der ko-Linie im as-1:GUS-
Hintergrund #32 (ko) wurden parallel unter Langtags-Bedingungen in Sterilkultur angezogen. Die
Ernte des Blattmaterials erfolgte nach 25 Tagen. Es wurden jeweils 10 png RNA aufgetragen. Fiir
die Hybridisierung des Filters wurden eine PRI und eine GUS-Sonde verwendet.

5.12.3 Auswertung der Mikroarray-Analyse

SCL14 sollte erwartungsgemal in der ko-Linie niedriger und in der OE-Linie hoher als
in der Ausgangslinie exprimiert sein. Die erhaltenen Zahlenwerte spiegeln dieses
Verhéltnis auch wider. Ein positiver Zahlenwert bedeutet hier eine verringerte
Expression, ein negativer Wert eine erhohte Expression gegeniiber der Ausgangslinie.
Fiir die Auswertung der Mikroarray-Analyse wurden nur die Gene beriicksichtigt, die
im Vergleich zwischen der Ausgangslinie und der ko-Linie mindestens einen
Kontrastwert von —2,5 bzw. +2,5 aufwiesen (Tabelle 5.4 bis 5.7). Von diesen Genen
zeigte die Mehrheit eine Expressionsverstirkung in der ko-Linie gegeniiber der
Ausgangslinie.

Alle so erhaltenen Gene wurden in verschiedene Gruppen aufgeteilt. Zum einen erfolgte
die Einteilung in zwei Gruppen mit Genen, die in der Uberexpressionslinie
entgegengesetzt zur ko-Linie reguliert werden, wie man es filir potentielle Zielgene
erwarten wiirde (Tabelle 5.4 und 5.5), und eine Gruppe mit Genen, die in der ko- und
der Uberexpressionslinie in die gleiche Richtung reguliert werden (Tabelle 5.6 und 5.7).
In Tabelle 5.4 sind alle Gene zusammengefasst, die, wie SCL14, in der ko-Linie
schwach und in der OE-Linie stark exprimiert werden. Umgekehrt regulierte Gene sind
in Tabelle 5.5 aufgelistet. Nach dem gleichen Prinzip wurden auch die in die gleiche

Richtung regulierten Gene unterteilt (Tabelle 5.6 und 5.7).
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Tabelle 5.3: Einteilungsschema der Tabellen 5.4 bis 5.7 nach Richtung der Expression in der ko-
sowie der OE-Linie. {: schwéacher exprimiert als in der Ausgangslinie, 1: starker exprimiert als in der

Ausgangslinie

Expression in | Expression in
der ko-Linie der OE-Linie
Tabelle 5.4 3 0

Tabelle 5.5

T J
Tabelle 5.6 J J
Tabelle 5.7 T T

Von allen erhaltenen Genen wurden zundchst die Promotorbereiche auf das
Vorkommen von TGA-Bindemotiven hin untersucht (Tabelle 5.4 bis 5.7). Dabei
wurden sowohl TGACG- als auch reziproke CGTCA- sowie ACGT-Motive gesucht,
die in dieser Form héufig in as-/-Elementen vorkommen (LAM et al., 1989). Allerdings
lieB sich hier kein bestimmtes Muster finden, das mit einer hohen oder niedrigen
Expressionsstirke korreliert hitte. Es fillt jedoch auf, dass unter den 22 Genen, die in
der ko-Linie schwach und in der OE-Linie stark exprimiert wurden, eine groBere
Anzahl von sogenannten perfekten as-/-Elementen mit einem Abstand von 12
Basenpaaren zwischen den Bindemotiven in den Promotorbereichen vorhanden sind
(At5g61820, At3g14990, At2g29420, At2g05380). Insgesamt ist die Anzahl der TGA-
Bindemotive in den Promotoren dieser Gene am hochsten (zum Vergleich siehe Tabelle
5.4 bis 5.7).

In einem zweiten Schritt wurde die Expression der gefundenen Gene nach
Stressinduktion, in den verschiedenen Organen sowie in den verschiedenen
Entwicklungsstadien untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine in silico Analyse mit
dem Programm Genevestigator/Metaanalyzer der ETH Ziirich durchgefiihrt. Es wurde
nur eine Auswahl der verschiedenen Stressinduktionen dargestellt (Abbildung 5.26).
Die verwendeten Farben spiegeln die Richtung der Regulation wider. Im Falle der
Stressregulation bedeutet ein rotes Késtchen eine erhohte Expression, ein griines
Kaéstchen entspricht einer erniedrigten Expression. Die Farbintensitét gibt die Stirke der
Regulation an. Je heller der Farbton, desto stirker die Regulation des jeweiligen Gens.

Fiir die Expressionsanalysen in den verschiedenen Organen und Entwicklungsstadien
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entspricht eine tiefe Blaufarbung einer starken, ein helles Blau einer schwachen
Expression (Abbildung 5.27 und 5.28).

Die Expression von SCL14 wird nach den Genevestigator-Daten nur schwach reguliert.
Allerdings wird die SCL14-Genexpression nach Seneszenz, Hitze, osmotischem,
oxidativem und nach Salzstress leicht verstirkt. Aullerdem ist bereits bekannt, dass
SCL14 nach dunkel-induzierter Seneszenz eine verstiarkte Expression zeigt (LIN und
WU, 2004).

Gene, die in der ko-Linie schwécher exprimiert wurden als in der Ausgangslinie, sind
durch Isoxaben, ein Cellulose Synthese Inhibitor, ebenso wie durch NPA, ein Inhibitor
des Auxin Transports, und PCIB, ein Auxin Inhibitor, induzierbar (Abbildung 5.26A).
Formal gesehen konnte dies bedeuten, dass SCL14 an der Expression dieser Gene
beteiligt sein konnte. Allerdings wird SCL14 unter diesen Bedingungen nur schwach
exprimiert. Die Behandlung mit den oben genannten Inhibitoren fiihrte bei den Genen,
die in der ko-Linie stark exprimiert wurden, zu einer Verringerung der Genexpression.
Aber auch Seneszenz, osmotischer, oxidativer und Salzstress fiihrten z.T. zu einer
geringeren Expression der in der ko-Linie hoher exprimierten Gene. Allerdings finden
sich unter beiden Gruppen Ausnahmen.

Da in der Gruppe der Gene, die sowohl in der ko-Linie als auch in der OE-Linie
schwach exprimiert wurden, nur vier der neun Gene in der Genevestigator-Datenbank
erfasst waren, kann hier keine reprisentative Aussage iiber die Unterschiede in der
Regulation getroffen werden (Abbildung 5.26B).

Des weiteren wurde mit Hilfe der Genevestigator-Datenbank die Expression der
einzelnen Gengruppen in den verschiedenen Organen einer Pflanze analysiert
(Abbildung 5.27A und B). Dabei fiel zunichst auf, dass viele Gene, die in der ko-Linie
eine schwache Expression aufwiesen, z.T. nur schwach in den Blittern exprimiert
werden. Gene, die in der ko-Linie stark exprimiert wurden, werden hingegen auch in
Blittern verstarkt exprimiert. Wéhrend die in der ko-Linie verstarkt exprimierten Gene
nicht in Samen exprimiert werden, zeigen einige der in der ko-Linie schwicher
exprimierten Gene dort eine erhohte Expression. Zu diesen in den Samen verstérkt
exprimierten Genen zdhlt auch SCLI4, das mit zwei Genen der NAM-Familie
(Atlg01720 und Atlg77450), die ebenfalls in diese Gengruppe fallen, die stirkste

Expression in Samen zeigt. Aus der Gruppe der Gene, die nicht differenziert exprimiert
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wurden, wird nur ein Gen, das in der ko-Linie und in der OE-Linie eine verstirkte
Expression gezeigt hat, auch in Samen exprimiert. Dabei handelt es sich um einen
Glucose-6-Phosphat Translokator (At1g61800). Insgesamt werden auch die Gene, die
sowohl in der ko-Linie als auch in der OE-Linie stark exprimiert wurden, in den
Blattorganen verstirkt exprimiert.

Die Analyse der Expression der Gengruppen in den verschiedenen Entwicklungsstadien
zeigte, dass die Gruppen der reziprok regulierten Gene auch in den Entwicklungsstadien
reziprok reguliert werden (BOYES et al. 2001) (Abbildung 5.28A). Wihrend die in der
ko-Linie schwach exprimierten Gene hauptsichlich in den Stadien 0 bis 3 (Samen-
Keimung bis Rosetten-Entwicklung) und 9 (Seneszenz) verstirkt exprimiert werden,
zeigen die in der ko-Linie stark exprimierten Gene eine erhdhte Expression in den
Entwicklungsstadien 2 bis 8 (u.a. Bliitenbildung). Ausnahmen dazu sind die in der ko-
Linie verstirkt exprimierten Gene At2g29420 (AtGSTU7), At1g02960 (GSTI1),
At1g65500 (expr. Protein) und At5g42830 (Transferase Familie). Sie werden auch in
Stadium 9 verstirkt exprimiert. Allerdings werden diese Gene durchgehend wéhrend
der Entwicklung der Pflanze exprimiert.

Auch die nicht differenziert regulierten Gene werden reziprok wiahrend der Entwicklung
einer Pflanze exprimiert. Auch die Mitglieder dieser Gruppe, die in der ko-Linie und der
OE-Linie eine verstirkte Expression zeigten, werden verstirkt in den
Entwicklungsstadien 0 bis 3 und 9 exprimiert.

Zusammenfassend scheint es fiir die Regulation der an der Seneszenz bzw. am
Auskeimen der Samen beteiligten Gene auf die vorhandene Menge an SCLI14

anzukommen.



Tabelle 5.4: Liste der reziprok regulierten und in der ko-Linie schwach exprimierten Gene, die in der vorliegenden Mikroarray-Analyse mindestens einen
Kontrastwert von 2,5 bzw. +2,5 aufwiesen. Angegeben sind die Namen der Gene, die dazugehorigen AGI-Codes, die Kontrastwerte in den einzelnen Arrays
sowie die dazugehorigen P-Werte. In den drei rechten Spalten ist die Anzahl der TGACG- bzw. CGTCA- bzw. ACGT-Motive in den jeweiligen Promotoren
(1000bp stromaufwiirts des Startcodons) angegeben. Die Zahlen in den Klammern geben die Abstinde zwischen zwei Motiven wieder. 1!: Es handelt sich um
zwei Motive mit einem Abstand von 12 bp (ein sogenanntes ,,perfektes* as-7-Element). In der untersten Zeile ist die Summe der Motive angegeben. Fiir alle
Gene, die einen Kontrast <1 zeigten, wurde der p-Wert gleich 1 gesetzt.

Gen Name Expr| P-Wert| Expr| P-Wert| Expr| P-Wert Motive Motive | Motive
cytochrome P450 family protein At3g28740 -2.5| 0.276 8.4| 0.0258| 10.8| 0.0101 1 0 2
fscL14 At1g07530 -3.7| 0.166 7.5| 0.0283| 11.2 0.01 0 0 1\
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein | At1g05680 -1.8| 0.296 6.9 | 0.0255 8.7 0.01 0 0 4
expressed protein MtN19, At5g61820 -1.8| 0.267 5.7| 0.0268 7.6| 0.0103 201 2 4
aldo/keto reductase family protein At2g37770 -2.8| 0.181 5.4| 0.0327 8.2| 0.0113 1 0 6
monooxygenase, putative (MO1) At4g15760 -1.3| 0.282 4.8 | 0.0255 6.1| 0.0098 0 2 (13) 1
NADP-dependent oxidoreductase At5g16980 -1.7| 0.193 4.6 | 0.0255 6.3| 0.0091 2 2 4
nitrilase 4 (NIT4) At5g22300 -1.8| 0.111 4.0| 0.0252 5.8| 0.0083 1 0 3

4-methyl-5(b-hydroxyethyl)-thiazole monophosphate

biosynthesis protein At3914990 -2.2 0.1 3.9| 0.0252 6.1| 0.0084 1 2| 8(1)
lno apical meristem (NAM) family protein c At1g01720 -1.3| 0.168 3.9| 0.0252 5.2| 0.0083 0 2 5I
lubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-related At5g61950 -1.8| 0.244 3.5| 0.045 5.3| 0.0147 0 0 3|
l transporter-related At1g79410 -0.9 1 3.5| 0.0252 4.4| 0.0086 0 0 2|
lshort—chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein | At4g13180 -2.1 0.169 3.4| 0.0387 5.5| 0.0119 0 1 2|
l GsT25 At2929420 -2.2 0.14 3.3| 0.0353 5.5| 0.0107 2 2(1 4]
lNADP—dependent oxidoreductase, putative (P1) At5g16970 -1.5| 0.101 3.3| 0.0252 4.7 | 0.0083 1 2 5|
ll no apical meristem (NAM) family protein At1g77450 -1.9| 0.0881 3.1| 0.0253 5.1| 0.0083 3 0 ajl
l glycine-rich protein (GRP3S) At2g05380 -0.9 1 3.1] 0.0293 4.0| 0.0125 2 ol 31l
Jl tolB protein-related At4g01870 -0.9 1 2.8| 0.0252 3.7| 0.0089 0 1 3l
l UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein | At4g15490 -1.3| 0.0721 2.7| 0.0252 4.0 | 0.0083 0 0 Ol
l PHD finger family protein At5g63900 -1.7| 0.0683 2.6| 0.0252 4.3| 0.0083 0 0 6l
lGDSL—motif lipase/hydrolase family protein At4g30140 -1.0 1 2.6 | 0.0252 3.6| 0.0083 0 1 2|

cysteine proteinase, similar to RD21A At4g11320 -0.3 1 2.5| 0.0272 2.8| 0.0132 0 1 1

Summe der Motive pro 22 Gene 16 16 78
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Tabelle 5.5: Liste der reziprok regulierten und in der ko-Linie stark exprimierten Gene, die in der vorliegenden Mikroarray-Analyse mindestens einen
Kontrastwert von —2,5 bzw. +2,5 aufwiesen. Angegeben sind die Namen der Gene, die dazugehorigen AGI-Codes, die Kontrastwerte in den einzelnen Arrays
sowie die dazugehorigen P-Werte. In den drei rechten Spalten ist die Anzahl der TGACG- bzw. CGTCA- bzw. ACGT-Motive in den jeweiligen Promotoren
(1000bp stromaufwiirts des Startcodons) angegeben. Die Zahlen in den Klammern geben die Abstinde zwischen zwei Motiven wieder. 1!: Es handelt sich um
zwei Motive mit einem Abstand von 12 bp (ein sogenanntes ,,perfektes* as-7-Element). In der untersten Zeile ist die Summe der Motive pro 22 Gene (bezogen
auf die Anzahl der Gene, die in der ko-Linie schwach und der OE-Linie stark exprimiert werden, Tabelle 5.4), angegeben. Fiir alle Gene, die einen Kontrast
<1 zeigten, wurde der p-Wert gleich 1 gesetzt.

Anzahl Anzahl | Anzahl

wt-oe | wt-oe | wt-ko wt-ko | oe-ko | oe-ko| TGACG-| CGTCA-|ACGT-

Gen Name Expr| P-Wert| Expr| P-Wert| Expr| P-Wert Motive Motive | Motive

WRKY4 At3g56400 0.8 1 -49| 0.0269| -5.7| 0.0122 0 2 (15) 4

GST1 At19g02930 0.5 1 -4.5| 0.0252| -5.0| 0.0099 0 0 3
fGsT11 At19g02960 0.2 1 -41| 0.0252| -4.3| 0.0091 0 0 of
laspartyl protease family protein At5g10760 1.7| 0.193 -4.1| 0.0273 -5.8 0.01 2 0 1|
ldisease resistance protein At1g72910 0.3 1 -4.0 | 0.0252 -4.3 | 0.0086 0 2 Ol
|l expressed protein At2g14560 21| 0.144| -4.0| 0.0272| -6.1| 0.0093 2 (14) 1 5
lcalcium—binding EF hand family protein At5g39670 0.5 1 -3.9| 0.0252 -4.5| 0.0084 0 0 1|
Jl expansin family protein (EXPR3) At2g18660 0.4 1 -3.7| 0.0252| -4.1| 0.0102 1 0 3k
lankyrin repeat family protein At4g03450 1.1 0.231 -3.6 | 0.0252 -4.7 | 0.0090 0 1 1|
lexpressed protein At2g18690 1.2| 0.325 -3.5| 0.0404 -4.7| 0.0163 2 0 3|
lankyrin repeat family protein (ACDG6) At4g14400 2.5| 0.0628 -3.4| 0.0252 -6.0 | 0.0083 0 0 1|
|l expressed protein At3g22235 29| 0.0958| -3.4| 0.0358| -6.3| 0.0097 1] 3(2x15) 6l
Jl calmodulin-binding protein At5926920 0.6 1 -3.3| 0.0259| -3.9| 0.0113 0 1 1|l
lhydroxyproline—rich glycoprotein family protein At5g19800 1.3| 0.174 -3.3| 0.0255 -4.7 | 0.0091 0 0 2|
lcalcium—binding EF hand family protein At3g47480 0.6 1 -3.2| 0.0252 -3.8 | 0.0093 0 0 2|
lexpressed protein At5g25250 1.7| 0.148 -3.2| 0.0285 -4.9 | 0.0098 0 0 2|
Jl zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein At4g14365 2.2| 0.0851 -3.2| 0.0257| -5.4| 0.0084 0 0 2}
lprotein kinase-related At3g46280 1.5| 0.101 -3.1| 0.0252 -4.6 | 0.0083 1 0 5|
ll chitinase, putative At2g43620 24| 0.0884| -3.0| 0.0295| -5.5| 0.0089 1 0 2}
lexpressed protein At3g60420 0.6 1 -2.9| 0.0252 -3.6 | 0.0089 0 0 1|

ethylene-responsive element-binding family protein, similar
to AtERF5 At5961600 0.3 1 -2.9| 0.0252| -3.2| 0.0089 0 2 1
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Gen Name

AP2 domain-containing transcription factor

At5951190

transferase family protein

At5g42830

TAZ zinc finger family protein

At4g37610

alpha 1,4-glycosyltransferase family protein

At3909020

leucine-rich repeat transmembrane protein kinase

At1g35710

AtGSTU7

At2g29420

WRKY6

At2g46400

kelch repeat-containing F-box family protein

At1g80440

calmodulin-binding protein

At1973805

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein

At5g27420

proline-rich extensin-like family protein

At5919810

lysine and histidine specific transporter

At5g40780

protein kinase family protein

Atdg11890

expressed protein

At1965500

oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein

At5924530

broad-spectrum mildew resistance RPW8 family protein

At3g50480

Summe der Motive pro 22 Gene
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Tabelle 5.6: Liste der Gene, die sowohl in der ko-Linie als auch in der OE-Linie schwach exprimiert wurden und in der vorliegenden Mikroarray-Analyse
mindestens einen Kontrastwert von —2,5 bzw. +2,5 aufwiesen. Angegeben sind die Namen der Gene, die dazugehorigen AGI-Codes, die Kontrastwerte in den
cinzelnen Arrays sowie die dazugehdrigen P-Werte. In den drei rechten Spalten ist die Anzahl der TGACG- bzw. CGTCA- bzw. ACGT-Motive in den
jeweiligen Promotoren (1000bp stromaufwiirts des Startcodons) angegeben. Die Zahlen in den Klammern geben die Abstinde zwischen zwei Motiven wieder.
1!: Es handelt sich um zwei Motive mit einem Abstand von 12 bp (ein sogenanntes ,perfektes“ as-I-Element). In der untersten Zeile ist die Summe der
Motive pro 22 Gene (bezogen auf die Anzahl der Gene, die in der ko-Linie schwach und der OE-Linie stark exprimiert werden, Tabelle 5.4), angegeben. Fiir
alle Gene, die einen Kontrast <1 zeigten, wurde der p-Wert gleich 1 gesetzt.

Gen Name AT-Nr. Expr Padj| Expr Padj| Expr Padj Motive Motive | Motive
hypothetical protein At5g03090 5.2| 0.0516 5.8| 0.0252 0.6 1 1 0 3
expressed protein At1g53480 5.1| 0.0516 5.5| 0.0252 0.4 1 0 0 1
auxin-responsive protein At5g18030 1.5| 0.225 3.3| 0.0325 1.8| 0.0765 0 0 2
xyloglucan:xyloglucosyl transferase, At4g14130 0.5 1 3.0| 0.0255 2.6| 0.0173 0 0 1
protease inhibitor, putative DR4 At1g73330 0.0 1 2.6 0.0252 2.5| 0.0087 0 0 3
SEN1 At4g35770 0.6 1 2.6| 0.0252 2.0| 0.0151 0 0 0
auxin-responsive proteins] At5g18020 1.0| 0.147 2.6 0.0252 1.6| 0.0234 0 0 1
auxin-responsive protein At5g18050 13| 0.133 2.6 | 0.0257 1.3| 0.0486 0 0 0
cysteine proteinase, similar to RD21A At4g11320 -0.3 1 2.5| 0.0272 2.8| 0.0132 0 1 1
ISumme der Motive Ero 22 Gene 0,05 0,05 0,5'
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Tabelle 5.7: Liste der Gene, die sowohl in der ko-Linie als auch in der OE-Linie stark exprimiert wurden und in der vorliegenden Mikroarray-Analyse
mindestens einen Kontrastwert von —2,5 bzw. +2,5 aufwiesen. Angegeben sind die Namen der Gene, die dazugehorigen AGI-Codes, die Kontrastwerte in den
einzelnen Arrays sowie die dazugehdrigen P-Werte. In den drei rechten Spalten ist die Anzahl der TGACG- bzw. CGTCA- bzw. ACGT-Motive in den
jeweiligen Promotoren (1000bp stromaufwiirts des Startcodons) angegeben. Die Zahlen in den Klammern geben die Abstéinde zwischen zwei Motiven wieder.
1!: Es handelt sich um zwei Motive mit einem Abstand von 12 bp (ein sogenanntes ,perfektes“ as-I/-Element). In der untersten Zeile ist die Summe der
Motive pro 22 Gene (bezogen auf die Anzahl der Gene, die in der ko-Linie schwach und der OE-Linie stark exprimiert werden, Tabelle 5.4), angegeben. Fiir

alle Gene, die einen Kontrast <1 zeigten, wurde der p-Wert gleich 1 gesetzt.

Gen Name

AT-Nr.

PR-1

At2g14610

MD-2-related lipid recognition domain-containing protein

At5g23820

SAG12

At5g45890

ZAT10

At1g27730

expressed protein

At1g76960

MD-2-related lipid recognition domain-containing protein

At5g23840

protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP)
family protein

At3922600

FAD-binding domain-containing protein

At1926390

arabinogalactan-protein (AGP5)

At1935230

cytochrome P450 71B15, putative (CYP71B15)

At3926830

aminotransferase

At2924850

heavy-metal-associated domain-containing protein

At5g52760

DNA-binding protein RAV1

At1913260

lipoxygenase (LOX2)

At3g45140

zinc finger (C2H2 type) family protein

At3g46080

ZAT7

At3g46090

chitinase, putative

At2g43570

AP2 domain-containing transcription factor family

At1921910

glucose-6-phosphate/phosphate translocator

At1961800

peroxidase, putative

At3g49120

expressed protein

At5925260
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Gen Name

AT-Nr.

protein kinase family protein

At4g04490

FAD-binding domain-containing protein

At1926380

disease resistance protein

At1957630

CCR4-NOT transcription complex protein

At3g44260

AAA-type ATPase family protein

At3g50930

expressed protein

At3g13950

expressed protein

At1g35210

AAA-type ATPase family protein

At1g43910

Summe der Motive pro 22 Gene
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Abbildung 5.26: Darstellung der Expressionsstirke nach verschiedenen Stressen. Die Analyse wurde
mit dem Programm Genevestigator/Metaanalyzer durchgefiihrt. A: In dieser Abbildung sind die
reziprok regulierten Gene dargestellt, d.h. deren Expression in der ko-Linie herunterreguliert bzw.
in der OE-Linie verstirkt war. B: Hier wurden alle Gene zusammengefasst, die sich in der ko- und
der OE-Linie nicht reziprok verhielten. In allen Abbildungen konnten nur die Gene beriicksichtigt
werden, die auch in der Genevestigator-Datenbank erfasst sind. Ein rotes Kistchen bedeutet eine
verstirkte Expression, ein griines Kistchen eine schwiichere Expression und ein schwarzes
Kistchen bedeutet, dass das Gen nicht reguliert wird. Die Helligkeit der Farbe gibt die Stiirke der
Regulation wieder.
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Abbildung 5.27: Darstellung der Expressionsstirke in den verschiedenen Pflanzenorganen. Die
Analyse wurde mit dem Programm Genevestigator/Metaanalyzer durchgefithrt. A: In dieser
Abbildung sind die reziprok regulierten Gene dargestellt, d.h. deren Expression in der ko-Linie
herunterreguliert bzw. in der OE-Linie verstirkt war. B: Hier wurden alle Gene zusammengefasst,
die sich in der ko- und der OE-Linie nicht reziprok verhielten. In allen Abbildungen konnten nur
die Gene beriicksichtigt werden, die auch in der Genevestigator-Datenbank erfasst sind. Die Farbe
gibt die Stirke der Expression wieder, d.h. je dunkler, desto stirker exprimiert.
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Abbildung 5.28: Darstellung der Expressionsstirke in den verschiedenen Entwicklungsstadien. Die
Analyse wurde mit dem Programm Genevestigator/Metaanalyzer durchgefiihrt. A: In dieser
Abbildung sind die reziprok regulierten Gene dargestellt, d.h. deren Expression in der ko-Linie
herunterreguliert bzw. in der OE-Linie verstirkt war. B: Hier wurden alle Gene zusammengefasst,
die sich in der ko- und der OE-Linie nicht reziprok verhielten. In allen Abbildungen konnten nur
die Gene beriicksichtigt werden, die auch in der Genevestigator-Datenbank erfasst sind. Die Farbe
gibt die Stirke der Expression wieder, d.h. je dunkler, desto stirker exprimiert.
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6 Diskussion

Ein Beispiel fiir ein regulatorisches cis-Element, das durch Salizylsdure (SA), 2,4-D
und ROS induziert werden kann, ist das as-/-Element (Abbildung 6.1).
Transkriptionsfaktoren der TGA-Familie binden an das as-/-Element und fiithren zu
seiner Aktivierung. Fiir TGA2 aus Arabidopsis konnte in Hefe gezeigt werden, dass er
zwar an die DNA binden kann, aber kein eigenes Aktivierungspotential besitzt. In
einem modifizierten Hefe Einhybridsystem (YOH), in dem TGA2 unfusioniert an ein
dreifaches as-I-Element binden kann, konnte das unfusionierte Protein
Scarecrow-like 14 (SCL14) als co-aktivierender Interaktionspartner isoliert werden
(SIEMSEN, 2002). In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob SCL14 an der

Regulation des as-/-Elements beteiligt ist.

2,4-D SA

\/

ROS

v

roa (I) (I

< Genexpression

Abbildung 6.1: Hypothetisches Modell der Regulation des as-7-Elements. 2,4-D und SA aktivieren
Signalwege, die die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fordern. ROS-
Akkumulation fiihrt unter Beteiligung der TGA-Faktoren zu einer Aktivierung des as-/-Elements.
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6.1 Uberpriifung der Spezifitat der TGA2-SCL14-Interaktion
in heterologen Hefesystemen

Die Interaktion zwischen SCL14 und TGA2 bzw. TGA6 konnte bereits 2002 in einem
modifizierten Hefe-Einhybridsystem (YOH) gezeigt werden (SIEMSEN, 2002). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Interaktion mit der Interaktion zwischen
TGA2 und dem bekannten Interaktionspartner NPR1, einem an der Ausbildung einer
systemisch erworbenen Resistenz (SAR) beteiligten Protein, verglichen.

UQUILLAS et al. (2004) fanden heraus, dass NPR1 an SA-vermittelter Genexpression
sogenannter ,,spiter Gene, die as-/-dhnliche Elemente in ihren Promotoren tragenund eine
Proteinneusynthese benotigen, beteiligt ist. Gleichzeitig konnten sie zeigen, dass NPR1
nicht an der 2,4-D-vermittelten Aktivierung von ,,frithen® Genen beteiligt ist.

Demnach scheint NPR1 in dem hypothetischen Modell der as-/-Aktivierung durch SA
und 2,4-D unter Beteiligung von ROS unbeteiligt zu sein (Abbildung 6.1).

Im Hefe-Einhybridsystem ist das Aktivierungspotential von SCLI14 deutlich
nachweisbar (Abbildung 5.1). Die Aktivitidt des Reportergens kann durch eine Fusion
von SCL14 an die GAL4-Aktivierungsdomine (AD) noch gesteigert werden. Wenn
TGAZ2 an das as-/-Element gebunden vorlag, fithrte die Interaktion von TGA2 mit AD-
SCL14 zu einer deutlich starkeren Aktivierung als die Interaktion mit AD-NPR1.

Im Anschluss wurden die Interaktionen im Zweihybridsystem (YTH) verglichen. Das
YOH und das YTH unterscheiden sich u.a. dadurch, dass TGA2 im Einhybrid-System
direkt an das as-/-Element gebunden vorliegt, wihrend das Protein im Zweihybrid-
System (YTH) tiber eine fusionierte GAL4-Bindedoméne (BD) an die DNA bindet. Ein
entscheidender Unterschied ist, dass die Proteine im YOH unfusioniert vorliegen.

Die Interaktion des an die BD fusionierten TGA2 mit AD-SCL14 fiihrt im YTH zu
einer deutlich schwécheren Aktivierung als die Interaktion mit AD-NPR1 (Abbildung
5.2). AD-NPRI1 ist daher im YTH ein stdrkerer Interaktionspartner von TGA2 als AD-
SCL14 und scheint die YTH-Bedingungen zu bevorzugen.

SCL14 scheint hingegen die Interaktion mit TGA2 zu bevorzugen, wenn TGA2 an das
as-1-Element gebunden ist. Da SCL14, wenn TGA2 im Uberschuss vorliegt, vom
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TGA2-SCL14-Komplex weg titriert wird (SIEMSEN, 2002) und dies fiir eine gute
Interaktion spricht, scheint es wahrscheinlich, dass die Interaktion zwischen TGA2 und

SCL14 im YTH durch die amino-terminale BD-Fusion von TGA2 gestort wird.

Die schwichere Interaktion zwischen TGA2 und SCL14 unter YTH-Bedingungen hitte
vermutlich nicht ausgereicht, um SCL14 als Interaktionspartner identifizieren zu

konnen.

Die Transformation mit TGAS fiihrte im YTH-System nur zu einer schwachen
Interaktion mit SCL14 (Abbildung 5.2). Eine insgesamt schwichere Affinitit zwischen
TGAS und SCL14 konnte daher vermutet werden, zumal die Interaktion mit NPR1
vergleichbar mit der Interaktion zwischen NPR1 und TGA2 war. Moglicherweise liegt
die Interaktionsdoméine zwischen den Aminosduren 98 und 142, da sich beide Faktoren
in diesem Bereich am meisten unterscheiden (siche Anhang). TGA2 und TGA6, die
beide eine starke Interaktion mit SCL14 gezeigt haben unterscheiden sich in diesem

Bereich nur in 5 Aminoséduren.

Wire TGAS fiir den urspriinglichen Screen zur Identifizierung eines mit TGA-
interagierenden Co-Aktivators eingesetzt worden, hitte SCL14 vermutlich nicht

identifiziert werden konnen.

Es konnte erneut gezeigt werden, dass SCL14 nicht selber an das as-/-Element binden

kann (SIEMSEN, 2002).

Des weiteren wurde die Spezifitit der TGA2-SCL14-Interaktion in Bezug auf SCL14-
verwandte Proteine untersucht. Die aufgrund von Aminosiduresequenzhomologien
nidchstverwandten Proteine SCL26 (At1g07520) und SCL27 (At2g29060) wurden
gemeinsam mit dem entfernter verwandten Protein SCL9 sowie WRKY 54, einem nicht
verwandten Protein, ausgewdhlt, um im YTH-System mit TGA2 getestet zu werden.
Die Expression von SCL26 bzw. SCL27 fiihrte in Hefezellen, die gleichzeitig TGA2
exprimierten, nur zu einer Aktivitit des Reportergens, die mit der Hintergrundaktivitat
vergleichbar war (Abbildung 5.4).

SCL27 ist mit 1337 Aminosduren ein sehr gro3es Protein. SCL14 umfasst hingegen nur

770 Aminosduren. Der 316 Aminosauren umfassende aminoterminale Teil von SCL27
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ist zu 50% identisch mit dem aminoterminalen Teil von SCL14, unterscheidet sich aber
durch Fehlen eciniger Bereiche (Abbildung 6.2 und 5.6). Der carboxyterminale Bereich
von SCL14, ab Aminosdure 391, ist zu 78% identisch mit dem Bereich zwischen den
Aminosduren 317 und 694 von SCL27 (Abbildung 8.2). Innerhalb dieses Bereichs
befinden sich u.a. die fiir die GRAS-Familie beschriebenen distinkten Doménen LHRI,
VHIID, PFYRE und SAW. Fiir die Analyse der Interaktion mit TGA2 wurden die ersten
697 Aminosauren von SCL27 verwendet.

Die mit WRKY54 und TGA2 transformierten Hefezellen zeigten erwartungsgemal nur
eine Hintergrundaktivitdt des Reportergens (Abbildung 5.4).

Da die drei verwandten Proteine im C-Terminus stark konserviert sind (sieche Anhang),
ist anzunehmen, dass die Interaktionsdomine im N-Terminus zu finden ist (Abbildung
5.6). Benjamin Fode ist es bereits gelungen, diese Doméne auf einen Bereich zwischen

den Aminosduren 160 und 380 einzugrenzen. Eine genauere Identifizierung steht noch

aus.
LHRI VHIID PFYRE SAW
0 390 770
ScL14 HIEEN 1=
0 316 697 1337

SCL27 | HIEIS 1]

Abbildung 6.2: Dominenstruktur von SCL14 und SCL27 in Anlehnung an PYSH et al., 1999.
Eingezeichnet wurden nur die Doméinen LHRI, VHIID, PFYRE und SAW. LHRI: ,Leucine
Heptad Repeats*; VHIID, PFYRE, SAW: distinkte konservierte Domiinen innerhalb der GRAS-
Genfamilie
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6.2 Einfluss von SCL14 auf as-7-vermittelte Expression

Der Einfluss von SCL14 auf die as-/-Element vermittelte Expression wurde zunéchst in
transient transfizierten Tabak BY-2-Protoplasten untersucht. In diesem System fiihrte
die Expression von SCL14 zu einer 3-4-fachen Steigerung der as-/-abhidngigen
Reportergenaktivitit gegeniiber der Basalaktivitit (Abbildung 5.8). Es st
wahrscheinlich, dass diese gesteigerte Aktivitdt durch Interaktion von SCL14 mit
endogenen TGA-Faktoren verursacht wurde. Eine direkte DNA-Bindung ist eher
unwahrscheinlich, da Untersuchungen in Hefe gezeigt haben, dass SCL14 alleine nicht
an das as-/-Element binden kann (Kapitel 5.1).

Die Co-Transfektion eines Fusionsgens aus der GAL4-Bindedoméane (BD) und SCL14
mit einem GUS-Reportergen unter Kontrolle des GAL4-Promotors fiihrte hingegen nur
zu einer 1,8-fachen Steigerung der Reportergenaktivitit gegeniiber der negativen
Kontrolle (Abbildung 5.9). Dies deutet darauf hin, dass das Aktivierungspotential von
SCL14 durch Interaktion mit weiteren Proteinen, u.a. mit TGA-Faktoren, die an die
DNA binden, begiinstigt wird, oder dass die BD-Fusion storend wirkt. Denkbar wére
auch, dass die positive Wirkung von SCL14 darauf beruht, dass SCL14 negativ-
wirkende Faktoren vom as-/-Element weg rekrutiert und somit eine Aktivierung des
as-1-Elements durch positiv-wirkende Faktoren ermoglicht. Aber eine direkte

Aktivierung scheint wahrscheinlich, da sie auch in Hefe zu beobachten ist.

Die gemeinsame Expression von SCL/4 und dem 7GAZ2-orthologen Faktor 7TGA2.2 aus
Tabak fiihrte unter Verwendung des as-1.:GUS-Reporters nicht zu einer Steigerung der
Reportergenaktivitit, sondern blieb auf dem Niveau der Hintergrundaktivitit
(Abbildung 5.8). Bei Erhohung der TGA2.2-Menge konnte SCL14 von der DNA weg
rekrutiert werden. Dies hitte eine geringe Aktivitdit des Reportergenkonstrukts
as-1::GUS zur Folge. Gestiitzt wird diese Annahme durch Beobachtungen in Hefe. In
einem mofizierten Einhybridsystem fiihrte eine geringe Menge an TGA2 in
Kombination mit SCL14 zu einem verstirkten Wachstum auf Selektivmedium, wéhrend

eine Steigerung der TGA2-Menge zu geringerem Wachstum fiihrte (SIEMSEN, 2002).
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Die gemeinsame Expression von SCLI/4 und 7GAla aus Tabak fiithrte zu einer
dhnlichen Aktivitdtssteigerung gegeniiber der Hintergrundaktivitéit, wie sie in Zellen,
die nur mit SCL14 transformiert worden waren, gemessen werden konnte (Abbildung
5.8). Im Gegensatz zur gemeinsamen Expression von TGA2 und SCL14, wurde SCL14
hier nicht von der DNA weg rekrutiert. Die Steigerung der Aktivitit beruht

wahrscheinlich auf einem additiven Effekt.

Der positive Einfluss von SCL14 auf das as-/-Element konnte in planta sowohl auf
RNA-Ebene als auch auf Proteinebene mit stabil transformierten Pflanzen
nachgewiesen werden (Abbildung 5.12 und 5.13). Die Uberexpression von SCLI14
bewirkte eine deutliche Steigerung der as-1::GUS-Expression, wihrend Pflanzen, in
denen SCL14 nicht exprimiert wurde, eine verringerte as-1.:GUS-Expression zeigten
(Abbildung 5.16). Dies deutet auf eine essentielle Beteiligung von SCL14 an der

Aktivierung der as-I-vermittelten Expression hin.

Das verwendete Reportergenkonstrukt as-1::GUS reagierte in der SCLI14-
Uberexpressionslinie (OE) relativ zum uninduzierten Zustand genauso stark auf eine
Salizylsdure (SA)- bzw. 2,4-D-Induktion wie die Ausgangslinie as-/.:GUS (Abbildung
5.13). In der ko-Linie lieB sich as-1::GUS hingegen nicht stimulieren (Abbildung 5.16).
Die Beobachtungen deuten darauf hin, dass SCL14 ein allgemeines Co-Aktivator-
Protein ist, das die Expression mit und ohne SA bzw. 2,4-D erhoht.

Fir die Untersuchung der ko-Linie war es entscheidend, dass die beiden
nichstverwandten Proteine von SCL14, SCL26 und SCL27, nicht mit TGA2
interagieren konnen. Wére dies doch der Fall, hitte eine mogliche Redundanz die
Verwendung eines SCL14/SCL26/SCL27 ,triple knock out“ erforderlich machen

konnen.

Neuere Untersuchungen von Benjamin Fode unterstiitzen das Vorhandensein eines
TGA-SCL14-Komplexes am  as-/-Element. Er konnte in  Chromatin-
Immunprézipitations-Analysen (ChIP) zeigen, dass SCL14 direkt oder indirekt an das
as-1-Element bindet. Eine direkte Bindung ist jedoch unwahrscheinlich, da

Untersuchungen in Hefe gezeigt haben, dass SCL14 nicht an das as-/-Element binden
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kann. Die bisherigen Daten legen nahe, dass SCL14 iiber Interaktion mit TGA2 in den
Promotorkontext rekrutiert wird. Allerdings zeigen die ChIP-Daten von Benjamin Fode,
dass die Uberexpression von SCL14 nicht gleichzeitig zu einer erhdhten SCL14-Menge
am as-1-Element fiihrt. Daher scheint die Beteiligung eines Inhibitors an der Regulation

der as-1-Aktivitat wahrscheinlich.

Fiir die Aktivierung der as-/-vermittelten Expression wire daher folgendes denkbar:

Zusiatzlich zu TGA2 und SCL14, die sich im Zellkern befinden, konnte ein weiteres
Protein, mdglicherweise ein Inhibitor, die as-1::GUS-Aktivitdt beeinflussen. Dieser
Inhibitor kénnte durch SCL14 von dem an der DNA befindlichen TGA2-SCL14-
Komplex aus dem Promotorkontext gezogen werden und eine Aktivierung der as-1-
vermittelten Expression ermoglichen (Abbildung 6.3). Im Wildtyp bindet TGA2
konstitutiv an das as-/-Element. SCL14 fiihrt zum einen durch Interaktion mit TGA2 zu
einer Aktivierung, zum anderen zieht es einen putativen Inhibitor aus dem
Promotorkontext. In der ko-Linie bleibt die Aktivierung der as-/-vermittelten
Expression aus, da SCL14 fehlt. Bei Uberexpression von SCL14 wird die
Genexpression gegeniiber dem Wildtyp noch verstéirkt, da die groBere Menge an SCL14

den putativen Inhibitor effektiver entfernen kann.
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Inhibitor a5
Wildt schwache
Genexpression
Inhibitor:
SCL14-ko TGA ‘A‘ ‘A.
as-1
Inhibitor
M starke
Genexpression

Abbildung 6.3: Hypothetisches Modell zur Aktivierung des as-7/-Elements im Wildtyp sowie in der
SCL14-ko- bzw. OE-Linie. Im Wildtyp bindet TGA2 Kkonstitutiv an das as-/-Element. SCL14
aktiviert die Genexpression zum einen durch Interaktion mit TGA2, zum anderen zieht es einen
putativen Inhibitor aus dem Promotorkontext und ermdoglicht so die as-I-vermittelte Expression. In
der ko-Linie kann die Genexpression nicht aktiviert werden, da SCL14 fehlt. Bei Uberexpression
von SCL14 wird die Genexpression gegeniiber dem Wildtyp noch verstirkt, da die groflere Menge
an SCL14 den putativen Inhibitor effektiver entfernen kann.
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6.3 Die Bedeutung der SCL14-Lokalisation fur die
Aktivierung des as-71-Elements

SCL14 ist sowohl im Zellkern als auch im Cytosol lokalisiert. Aulerdem ist bekannt,
dass SCL14 mit dem Kernexportrezeptor XPOI interagieren kann (Thomas MERKLE,
unverdffentlicht). Der TGA2-orthologe Transkriptionsfaktor TGA2.2 aus Tabak ist im
Gegensatz zu SCL14 ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert (Abbildung 5.10). KANG et
al. (2005) konnten ebenfalls zeigen, dass TGA2 aus Arabidopsis thaliana vorwiegend

im Zellkern zu finden ist.

Da die in der Zelle vorhandene Menge an SCL14 moglicherweise iliber die Stirke der
as-1-vermittelten Expression entscheidet, wurde dieser Einfluss durch Inhibierung des
SCL14-Kernexports iiberpriift. Mit Hilfe der Chemikalie Leptomycin B (LMB) ist es
moglich, verschiedene Kernexportrezeptoren, u.a. XPOI, zu blockieren (FUKUDA et
al., 1997, KUDO et al., 1999; WOLFF et al., 1997, TUNAC et al., 1985). Die
Verwendung von LMB fiihrte in mit SCL14-GFP transient transfizierten BY-2-
Protoplasten, zu einer ausschlieBlichen Lokalisierung im Kern. Daraus lasst sich
schlieBen, dass der Kernexportrezeptor XPOI fiir die cytosolische Lokalisation von

SCL14 verantwortlich zu sein scheint.

Eine Inhibierung des Kernexports durch LMB hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Aktivitit des as-1::GUS-Konstrukts. Allerdings verhindert LMB den Kernexport nur
kurzfristig. Es ist moglich, dass eine ldngerfristige Fixierung von SCL14 im Zellkern zu
einem Effekt gefiihrt hitte. Eine langfristige Fixierung von SCL14 im Cytosol ist durch

Fusion mit der Bindedomine des Glucocorticoidrezeptors (GR) moglich.

Es wurden Pflanzen hergestellt, in denen SCL14 iiber eine Fusion mit GR aullerhalb des
Zellkerns gehalten wird. In uninduziertem Zustand bildet die GR-Doméne mit
zelluldren Proteinen, u.a. mit dem Hitzeschock-Protein 90 (HSP90), einen Komplex,
wodurch das Fusionsprotein auBerhalb des Kerns gehalten wird (PICARD und
YAMAMOTO, 1987). Durch Induktion mit dem Glucocorticoid Dexamethason und der
Bindung dieses Hormons an die GR-Doméne dissoziiert das Fusionsprotein von HSP90

und das ,.freie® SCL14-Fusionsprotein kann in den Zellkern transportiert werden

(Abbildung 5.18A).
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Allerdings konnte der Versuch zunédchst nur mit Pflanzen durchgefiihrt werden, die
zusdtzlich zum SCLI14-GR-Fusionsgen noch das endogene SCLI4 exprimierten. In
uninduziertem Zustand zeigte die SCL14-GR-Linie bereits eine erhohte as-1::GUS-
Aktivitdt gegeniiber der Ausgangslinie (Abbildung 5.18B). Dies konnte entweder auf
eine unvollstdndige Inaktivierung des Fusionsproteins hindeuten, oder dafiir sprechen,
dass das Vorhandensein von SCL14 aullerhalb des Zellkerns bereits einen positiven
Einfluss auf das as-/-Element hat. Durch Dexamethason-Induktion konnte die
as-1::GUS-Aktivitdt in diesen Pflanzen gesteigert werden (Abbildung 5.18B). Dies
konnte auf eine zusétzliche Menge an SCL14-GR zuriickzufiihren sein, die dabei in den
Zellkern gelangt ist. In diesem Fall wiirde SCL14 sowohl im Zellkern als auch
auBlerhalb im Cytosol einen positiven Einfluss auf die Aktivierung des as-/-Elements
ausiiben. Alternativ wire es auch moglich, dass SCL14-GR einen Inhibitor aus dem

Kern transportiert.

Fiir die Regulation der as-/-vermittelten Genexpression in den SCL14-GR-Linien ist

folgendes Modell denkbar:

Die untersuchte SCL14-GR-Linie befindet sich im Wildtyp (WT)-Hintergrund und
enthielt zusétzlich endogenes SCL14. In uninduziertem Zustand zieht die gro3e Menge
an SCL14-GR im Cytosol den putativen Inhibitor aus dem Kern (Abbildung 6.4).
Endogenes SCL14 kann dadurch die as-/-vermittelte Genexpression aktivieren.
Allerdings reicht es nicht aus, dass SCL.14-GR im Cytosol in groBer Menge vorliegt, da
der Inhibitor vermutlich wieder zuriick in den Kern gelangen kann. Es scheint daher
wahrscheinlich, dass ein ,,Shuttling” von SCL14 nétig ist, um den Inhibitor wieder aus

dem Zellkern zu befordern.

Durch Induktion mit Dexamethason (Dex) kann eine groflere Menge an SCL14-GR in
den Zellkern gelangen und beim erneuten Export den Inhibitor aus dem Kern ziehen.

Dadurch wird eine stirkere Aktivierung der Genexpression bewirkt.

Des weiteren konnte in das Modell passen, dass SCL14 wahrscheinlich iiber den XPOI-
vermittelten Export aus dem Zellkern transportiert wird, und dass die Inhibierung dieses

Exports keinen deutlichen Einfluss auf die Aktivitidt des as-/-Elements gezeigt hat.
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Vermutlich ist das ,,Shuttling* von SCL14 erforderlich, um den putativen Inhibitor aus

dem Zellkern zu befordern, und so die Transkription zu ermdglichen.

SCL14-GR
(im WT-Hintergrund)

Inhibitor
SCL14-GR
ohne Dex @
/ Cytosol
Zellkern

TGA
| _as-1__|—» Genexpression
Inhibitor
SCL14-GR
mit Dex
/ ¥\  Cytosol
@ Zellkern
7\
TGA

starke
Genexpression

Abbildung 6.4: Hypothetisches Modell zur Aktivierung des as-I-Elements in der SCL14-GR-Linie
im Wildtyp (WT)-Hintergrund. Die groflie Menge an SCL14-GR zieht in uninduziertem Zustand
den putativen Inhibitor aus dem Kern, der durch einen ,,Shuttling“-Mechanismus wieder in den
Kern gelangen kann. Endogenes SCL14 aktiviert die as-I-vermittelte Genexpression. Durch
Induktion mit Dexamethason (Dex) kann eine grofiere Menge an SCL14-GR in den Zellkern
gelangen und dadurch eine stirkere Aktivierung der Genexpression bewirken. Vermutlich ist das
»Shuttling* von SCL14 erforderlich, um den putativen Inhibitor aus dem Zellkern zu beférdern,
und so die Transkription zu ermaoglichen.
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6.4 SCL14 scheint nicht an der pflanzlichen Pathogenabwehr
beteiligt zu sein

Promotoren mit as-/-dhnlichen Elementen wurden bereits als Pathogen-induzierbar
beschrieben (STROMPEN et al., 1998; LEBEL et al., 1998). Es war jedoch nicht
moglich, den Einfluss von SCL14 auf endogene Promotoren mit as-/-dhnlichen
Elementen, beispielsweise den PRI-Promotor, zu zeigen. Auch auf die Expression von
GST6, eines Gens, dessen Promotor ebenfalls ein as-/-dhnliches Element enthilt,
konnte fiir SCL14 kein Einfluss gezeigt werden, da sowohl in der OE- als auch in der
ko-Linie starke Schwankungen in der GST6-Expressionsstirke auftraten (Daten nicht
gezeigt). Es ist daher denkbar, dass das as-/-Element im Promotorkontext nur eine
untergeordnete Rolle spielt und die Regulation am as-/-Element durch Reaktionen an

anderen cis-Elementen tiberdeckt wird.

Da SCL14 einen positiven Einfluss auf die Regulation des isolierten as-/-Elements
ausiibt, lag die Moglichkeit nahe, dass SCL14 an der Pathogenabwehr beteiligt sein
konnte, obwohl kein Einfluss von SCL14 auf die Expression des an der Abwehr
beteiligten Gens PRI nachgewiesen werden konnte. Die nach Pseudomonaden-
Infiltration durchgefiihrten Bestimmungen des Bakterientiters in den transgenen Linien
unterlagen groflen Schwankungen (Daten nicht gezeigt). Die ko-Linie schien dabei z.T.
resistenter als die Ausgangslinie as-/::GUS. Dies lieB sich jedoch nicht konstant
reproduzieren. Auch die Expression von PR/ und /CSI, einem Gen, das an der SA-
Synthese beteiligt ist und somit indirekt auch an systemisch erworbener Resistenz
(SAR), schwankte nach Behandlung mit Pseudomonaden stark (Daten nicht gezeigt). Es
ist daher davon auszugehen, dass SCL14 wahrscheinlich keinen entscheidenden
Einfluss auf die pflanzliche Pathogenabwehr gegen Pseudomonaden ausiibt. Es ist

jedoch moglich, dass SCL14 die Abwehr gegen andere Pathogene beeinflussen konnte.
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6.5 Expression von SCL14 unter abiotischem Stress

Da SCL14 einen positiven Einfluss auf die Aktivierung des as-/-Elements ausiibt, der
sich besonders deutlich in der OE-Linie zeigen lédsst, aber unabhingig von den
bekannten Stimuli wie SA oder 2,4-D zu sein scheint, wurde nach Bedingungen
gesucht, unter denen die Expression von SCL14 verstiarkt wird. LIN und WU (2004)
konnten in einer Mikroarray-Analyse mit dunkel-induzierten Arabidopsis Blattern
zeigen, dass die Expression von SCLI/4 unter diesen Bedingungen erhdht ist. Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden (Abbildung 5.20). Zusétzlich wurde
eine erhohte SCL14-Expression nach Behandlung mit 200 ppm Ozon gefunden
(Abbildung 5.21). Die Gemeinsamkeit beider Prozesse liegt darin, dass in ihrem Verlauf
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003;
OVERMYER et al., 2000; PELLINEN et al., 1999; RAO und DAVIS, 1999; RAO et
al., 2000b; SCHRAUDNER et al., 1998; JABS, 1999; LAMB und DIXON, 1997). Die
Expression von SCLI4 konnte also durch ROS induziert werden. Ein mdglicher
Hinweis auf die ROS-induzierte Expression ist, dass SCL//, ein verwandtes Gen der
GRAS-Familie, bereits in Tabak als H,O,-induzierbar beschrieben wurde (MAXWELL
und MCINTOSH, 2002). Zusitzlich spricht dafiir, dass GARRETON et al. (2002)
zeigen konnten, dass die SA-vermittelte Induktion eines (as-1),/GUS-Konstrukts im
Licht stirker ist, als im Dunkeln. Sie fiihrten dies auf einen erhohten Gehalt an ROS
zurlick. Eine Beteiligung von SCL14 an dieser vermutlich durch ROS verstarkten

Induktion kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Expression von SCL14 wird durch dunkel-induzierte Seneszenz erh6ht (LIN und
WU, 2004). Da es in der Seneszenz zu einer Erhohung der zelluliren ROS kommt
(BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003), wiirde dies zu einer Beteiligung von
SCL14 an der Antwort auf einen erhohten ROS-Gehalt passen.

Verschiedenen Studien zufolge bewirkt Ozon eine Induktion der hypersensitiven
Reaktion (HR) (RAO et al., 2000a; SANDERMANN et al., 1998; SHARMA et al.,
1996). Dabei aktiviert Ozon einen oxidativen ,,burst™, dhnlich dem der bei der Abwehr
gegen manche Pathogene auftritt, der zur Akkumulation von ROS fithrt (OVERMYER
et al., 2000; PELLINEN et al., 1999; RAO und DAVIS, 1999; RAO et al., 2000b;
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SCHRAUDNER et al., 1998; JABS, 1999; LAMB und DIXON, 1997). Dies legt den
Schluss nahe, dass die Expression von SCL14 auch durch Pathogen-Infektion erh6ht
wird. Da dies aber nicht der Fall ist (Daten nicht gezeigt), scheint die erhohte SCL/74-
Expression nach Ozon-Behandlung auf einem anderen Mechanismus als auf einer
Induktion in Folge eines oxidativen ,bursts zu beruhen. Moglicherweise reagiert die
SCL14-Expression auch nur auf bestimmte ROS, die im Verlauf einer Pathogenabwehr

nicht oder nur in geringen Mengen entstehen kénnten.

6.6 Keimungsverhalten transgener Pflanzen unter
oxidativem Stress

ROS werden in der Pflanze u.a. wihrend der Keimung produziert (PUNTARULO et al.,
1991) und ihre Detoxifizierung ist fiir die Keimlinge entscheidend. Sollte SCL14
tatsidchlich an der Reaktion auf erhohten ROS Produktion beteiligt sein, konnten
Unterschiede im Keimungsverhalten von SCL14-OE- bzw. SCL14-ko-Samen zu
erwarten sein. Daher wurde untersucht, ob SCL14-OE- bzw. SCL14-ko-Samen ecin
differenziertes Keimungsverhalten unter oxidativen Stressbedingungen, im Vergleich
zur Ausgangslinie as-1::GUS zeigen. Mit Hilfe von Paraquat, auch Methylviologen
genannt, kann die Bildung von ROS, wie Superoxid-Anionen und H,O,, hervorgerufen
werden (BOWLER et al., 1991). Tatsdchlich konnten die Samen der SCL14-ko-Linie
auf Paraquat-haltigem Medium und somit unter oxidativem Stress, nur bis zu einem
Entwicklungsstadium von 0,7 auskeimen (BOYES et al., 2001), wohingegen die
SCL14-OE-Linie sowie die Ausgangslinie ein normales Keimungsverhalten zeigten
(Abbildung 5.22). Dies deutet auf eine mdgliche Beteiligung von SCL14 an der
Detoxifizierung hin. Bei Vorhandensein konnte SCL14 moglicherweise zu einem
Abbau von ROS beitragen. Ein Fehlen von SCL14 scheint hingegen dazu zu fiihren,
dass vermutlich toxische ROS-Konzentrationen in den Samen erreicht werden, die ein
weiteres Auskeimen verhindern. Weitere Keimungsstudien beispielsweise unter
osmotischem Stress, in dessen Verlauf ebenfalls ROS entstehen, bzw. in Anwesenheit
von Inhibitoren, die die Bildung von ROS unterbinden, wiren in diesem

Zusammenhang interessant.
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Obwohl SCLI14 laut PYSH et al. (1999) ubiquitdr exprimiert wird, sprechen die Daten
der Genevestigator-Datenbank fiir Mikroarray-Analyse-Ergebnisse fiir einen besonders
hohen RNA-Gehalt in trockenen Samen (Abbildung 5.27). Nach Imbibition, d.h.
erneuter Bewisserung, nimmt der Gehalt an SCL14-RNA sehr schnell ab. Ein wichtiger
Aspekt bei Austrocknung ist der Schutz gegen freie Radikale (LEPRINCE et al., 1993).
Wihrend verschiedene antioxidative Systeme, unter Beteiligung von Katalasen (CAT),
Superoxid-Dismutasen (SOD) und Peroxidasen (PER), im sich entwickelnden Samen
aktiv sind, spielen sie in trocknenden und ruhenden Samen eine untergeordnete Rolle
(CAKMAK et al., 1993; PUNTARULO et al., 1991; SCANDALIOS, 1987). SCL14
konnte an der Regulation antioxidativer Prozesse in austrocknenden Samen, die

moglicherweise unabhéngig von CAT, SOD und PER ablaufen, beteiligt sein.

Interessanterweise konnten HASLEKAS et al. (2003) bei Uberexpression des
Peroxiredoxins AtPERI ebenfalls ein schlechteres Auskeimen in Anwesenheit von
Paraquat, NaCl und Mannitol, also unter oxidativem Stress, Salzstress und unter
osmotischem Stress beobachten. Peroxiredoxine schiitzen Lipide, Enzyme und DNA
vor ROS. Zudem wird AtPERI ebenfalls verstirkt in trockenen Samen gebildet, und die
Transkriptmenge wird infolge von Imbibition verringert. HASLEKAS et al. postulierten
daher, dass AtPERI eine Keimung unter ungiinstigen Umweltbedingungen verhindern
kann. Allerdings scheint die Aufgabe von SCL14 nicht darin zu bestehen, ein

Auskeimen unter ungiinstigen Bedingungen zu verhindern, sondern sie zu ermdglichen.

6.7 Identifizierung potentieller Zielgene von SCL14

Da bisher keine potentiellen Zielgene von SCL14 bekannt waren, wurde mit Pflanzen
der Ausgangslinie as-1::GUS, der SCL14-OE- sowie der ko-Linie in Mikroarray-
Analysen nach mdglichen Zielgenen gesucht. Im Rahmen dieser Analysen konnte
Cytochrom P450 (CYP8IDII; At3g28740) als potentieller Kandidat identifiziert

werden, da es sich in den Mikroarray-Analysen wie SCL14 verhielt, d.h. in der ko-Linie
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niedrig exprimiert und in der OE-Linie stark exprimiert vorlag. CYP81DI11 war in den

Analysen von allen identifizierten Genen am stirksten reguliert.

CYP8IDI11 wurde von NARUSAKA et al. (2004) bereits in weiteren Mikroarray-
Analysen untersucht. Sie fanden heraus, dass CYP8IDI1 sowohl durch Alternaria
brassicicola, als auch durch SA, Jasmonsaure (JA), Paraquat, NaCl und Abscisinsdure
(ABA) induzierbar ist. Allerdings ist die von ihnen gezeigte Expression nach Paraquat-

Induktion nur gering.

Im 1000 bp stromaufwirts des Transkriptionsstartpunkts gelegenen Promotorbereich
von CYP81D11 befinden sich ein TGACG- sowie zwei ACGT-Motive, die als mogliche
TGA-Faktor-Bindestellen fungieren konnten. Allerdings enthélt dieser Bereich kein
vollstdndiges as-/-dhnliches FElement, sodass eine Regulation der CYP8IDII-
Expression durch TGA-Faktoren, moglicherweise unter Beteiligung einer SCL14-
Interaktion, eher unwahrscheinlich ist. Es ist jedoch denkbar, dass SCL14 entweder
iiber andere Transkriptionsfaktoren oder durch direkte Bindung an den CYPS8IDI1-
Promotor die Expression von CYP81D11 aktiviert. CYP8IDI1 ist ein aussichtsreicher
Kandidat fiir ein potentielles Zielgen von SCL14, da es als Monooxygenase an der
Katalyse verschiedener oxidativer Reaktionen beteiligt ist. Allerdings wird CYP81D11
laut Genevestigator-Datenbank im Gegensatz zu SCL14 nicht verstdrkt im Samen oder

in seneszenten Pflanzen exprimiert.

Den Genevestigator-Daten zufolge werden CYP8IDI1 und SCLI4 wu.a. durch
Behandlung mit Isoxaben, einem Cellulose Synthese Inhibitor, Ozon und durch
oxidativen Stress verstarkt exprimiert. Zusétzlich wird die Expression von CYP8ID11
laut Datenbank durch Seneszenz verstirkt. Dieses Expressionsmuster stimmt mit dem

Muster der SCL14-Expression iiberein.

Interessanterweise sind die Gene, deren Expression durch SCL14 positiv beeinflusst
wird, in frithen Stadien der Entwicklung und wihrend der Seneszenz aktiv, wiahrend die
Gene, deren Expression durch SCL14 negativ beeinflusst wird, in der vegetativen Phase
aktiv sind (Abbildung 5.28). Dies deutet auf eine spezifische Funktion von SCL14
wihrend der Keimung und der Seneszenz hin und entspricht den in der vorliegenden

Arbeit erhaltenen Daten.
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Abbildung 6.5: Hypothetisches Modell zur Regulation der Genexpression unter Beteiligung von
SCL14. In friihen Entwicklungsstadien einer Pflanze sowie wihrend der Seneszenz wird SCL14
verstirkt exprimiert. Die grofle Menge an SCL14 fiihrt zur Aktivierung eines putativen Aktivators
und eines putativen Repressors. Der putative Aktivator aktiviert seinerseits die Expression der
Gene, die auch in der OE-Linie stark exprimiert werden (Tabelle 5.4). Der putative Repressor
hemmt wiederum die Expression der Gene, die in der OE-Linie schwach exprimiert werden
(Tabelle 5.5). In den vegetativen Entwicklungsstadien wird SCL14 schwach exprimiert. Daher sind
von dem putativen Aktivator und dem putativen Repressor nur geringe Mengen vorhanden. Die
Gene, die auch in der OE-Linie stark exprimiert werden (Tabelle 5.4), werden infolgedessen nur
schwach exprimiert. Da der putative Repressor auch nur in geringer Menge vorliegt, werden die
Gene, die in der OE-Linie schwach exprimiert werden (Tabelle 5.5), stark exprimiert.

Ein mogliches Modell fiir die Regulation der Genexpression unter Beteiligung von
SCL14 ist in Abbildung 6.5 dargestellt. Fiir die Erlduterung wird davon ausgegangen,
dass in den Mikroarray Analysen entsprechende Bedingungen vorlagen, d.h. dass beide
Situationen, die in dem hypothetischen Modell diskutiert werden, in den Pflanzenlinien

durch Uberexpression bzw. T-DNA-Insertion simuliert wurden.
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Es ist bekannt, dass SCL/4 sowohl in frithen Phasen der pflanzlichen Entwicklung als
auch wihrend der Seneszenz verstirkt exprimiert wird, und sehr wahrscheinlich ein
Transkriptionsaktivator ist. Die groBe Menge an SCLI14, die in diesen Phasen
vorhanden ist, flihrt zu einer starken Aktivierung der Genexpression eines putativen
Aktivators und eines putativen Repressors. Der putative Aktivator aktiviert seinerseits
die Expression der Gene, die in den Mikroarray Analysen in der ko-Linie schwach und
in der OE-Linie stark exprimiert wurden (Tabelle 5.4). Die Expression der Gene, die in
der ko-Linie stark und in der OE-Linie schwach exprimiert wurden (Tabelle 5.5), wird
hingegen von dem putativen Repressor inhibiert.

In der vegetativen Entwicklungsphase wird SCL14 hingegen nur schwach exprimiert.
Demzufolge liegen auch nur geringe Mengen des putativen Aktivators sowie des
putativen Repressors vor. Die Expression der Gene, die in den Mikroarray Analysen in
der ko-Linie schwach und in der OE-Linie stark exprimiert wurden (Tabelle 5.4),
wird durch die geringe Menge des putativen Aktivators nur schwach aktiviert. Da
gleichzeitig nur eine geringe Menge des putativen Repressors vorhanden ist, wird die
Expression der Gene, die in der ko-Linie stark und in der OE-Linie schwach exprimiert
worden waren (Tabelle 5.5), nur schwach inhibiert. Infolgedessen war fiir viele Gene
eine starke Expression unter den fiir die Analysen gewidhlten Bedingungen zu
detektieren, obwohl sie unter anderen Bedingungen nicht oder nur schwach exprimiert
worden wéren.

Es ist ebenfalls moglich, dass SCL14 selber den postulierten Aktivator darstellt.

Der postulierte negative Regulator hitte in den Mikroarray Analysen in der ko-Linie
schwach und in der OE-Linie stark exprimiert werden miissen (Tabelle 5.4). Als
mogliche Kandidaten kommen zwei Gene in Frage, die regulatorische Proteine kodieren,
Atl1g01720 und Atlg77450. Beide Gene sind nah miteinander verwandt und gehdren
zur NAM-Familie, die u.a. in Petunien, Arabidopsis, Raps und Reis beschrieben wurde
(SOUER et al., 1996; AIDA et al., 1997; DUVAL et al., 2002; HEGEDUS et a/., 2003;
OOKA et al., 2003). Die NAM-Familie zeichnet sich dadurch aus, dass ihre Mitglieder
eine NAC (Petunia NAM, Arabidopsis ATAF1 & 2, CUC2)-Domine im N-Terminus
aufweisen, die eine spezifische DNA-Bindedomine enthdlt (OOKA et al., 2003;
DUVAL et al., 2002). Im C-Terminus wurde eine Transkriptions-Aktivierungsregion
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(TAR) beschrieben, deren Aktivierungspotential fiir At1g01720 und Atlg77450 bisher
nicht gezeigt wurde. Das namengebende NAM-Gen aus Petunien ist an der Festlegung
der Position des Sprossapikalmeristems (SAM) und der Primordien beteiligt (SOUER et
al., 1996).

Atlg01720 und Atlg77450 wurden von OOKA et al. (2003) der Subfamilie ATAF
zugeordnet, die nach ATAF1, einem namen-gebenden Gen der NAC-Doméne, benannt
worden ist (Abbildung 6.6). Die ATAFI-Expression kann durch Verwundung induziert
werden. Orthologe-Transkriptionsfaktoren von ATAF1 aus Brassica napus konnen an

Promotorsequenzen binden, die mit dem as-/-Element iiberlappen (HEGEDUS et al.,
2003).

At1g01720
68% 4 -
| L ATAF1 ATAF .
39% Subfamilie
At1g77450 <=,
. 41%
38% CUC2
Iy
ATAF-
ATAF2 «—— | gybfamilie

Abbildung 6.6: Darstellung der Verwandtschaft der in den Mikroarray-Analysen gefundenen Gene
At1g01720 und Atlg77450 mit anderen Mitgliedern der NAM-Genfamilie. Als Beispiele wurden
ATAF1, ATAF2 und CUC2 ausgewihlt. Der Grad der Identitit zwischen den einzelnen Proteinen
ist mit roten Prozentzahlen angegeben.

In neueren Untersuchungen von DELESSERT et al. (2005) konnte gezeigt werden, dass
ATAF2 als negativer Regulator u.a. der PRI-Expression wirkt. Es ist daher
wahrscheinlich, dass Atl1g01720 und Atlg77450 negative Regulatoren darstellen.

Beide Gene =zeigen, wie SCL14, eine starke Expression in Samen und im

Entwicklungsstadium 9, also wihrend der Seneszenz (Abbildung 5.28). Dies spricht fiir
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eine Beteiligung von Atlg01720 und Atlg77450 an dem in Abbildung 6.5 vorgestellten
Modell. Moglicherweise wurde mit ihnen bereits der postulierte putative Repressor

identifiziert.
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8.1 Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit erstellten
Plasmide
attL1 attR2
~ scL14 attR1
PENTR207/SCL14 pAlligator2/scL14 || ™™
5697 bp 11697 bp
BASTA
, attL2
gmR Acc6SI BamHI
835 o \ ~ BamHI
BASTA _ S SCL14
Acc6sT Xbal
BspTI
BamHI
KmR__ Il GR-
pFGCA7/SCL14-GR ~ Domine
11782 bp )
T Xbal
/,Acc651
/ BamHI
—_ BamHI
~scL14 Pstl —
SCL14 -
] - pHBT-L/SCL14 ohne GFP
ampR pHBTG/SSS%Lg: SGFP ot o
Munl
EthR
~ BamHI

Acc651

Abbildung 8.1: Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Plasmide. ampR:
Ampicillinresistenz; gmR: Gentamycinresistenz; kmR: Kanamycinresistenz; spR: Spektomycin-
resistenz; BASTA: Phosphinotricinresistenz; attL.l1 und attL2 bzw attR1 und attR2: gateway

attachment sites; p35: CaMV 35S-Promotor; ocs: ocs-Terminator. Eingezeichnet sind nur die
jeweils zur Konstruktion verwendeten Schnittstellen.
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8.2.2 Aminosaure-Alignment von TGA2, TGA5 und TGA6

MADTSPRTDVSTDDDTDHPDLGSEGALVNTAASDSSDRSKGKMDOQKTLRR
MQSDRGHMHAAASDSSDRSKDKLDOKTLRR
MGDTSPRTSVSTDGDTDHNNLMFDEGHLG I GASDSSDRSKSKMDOQKTLRR

LAQNREAARKSRLRKKAYVQQLENSRLKLTQLEQELQRARQQGVFISGTG
LAQNREAARKSRLRKKAYVQQLEDSRLKLTQVEQELQRARQQGVF1SSSG
LAQNREAARKSRLRKKAYVQQLENSRLKLTQLEQELQRARQQGVF1SSSG

DQAHSTGGNG-ALAFDAEHSRWLEEKNKQVMNELRSALNAHAGDSELRITV
DQAHSTGGNGGALAFDAEHSRWLEEKNRQMNELRSALNAHAGDTELRI TV
DQAHSTAGDG-AMAFDVEYRRWQEDKNRQMKELSSAIDSHATDSELRIIV

DGVMAHYEELFRIKSNAAKNDVFHLLSGMWKTPAERCFLWLGGFRSSELL
DGVMAHYEELFRIKSNASKNDVFHLLSGMWKTPAERCFLWLGGFPSSELL
DGVIAHYEELYRIKGNAAKSDVFHLLSGMWKTPAERCFLWLGGFRSSELL

KLLANQLEPMTERQLMG INNLQQTSQQAEDALSQGMESLQQSLADTLSSG
KLLANQLEPMTERQVMG INSLQQTSQQAEDALSQGMESLQQSLADTLSSG
KL IASQLEPLTEQQSLD INNLQQSSQQAEDALSQGMDNLQQSLADTLSSG

TLGSSSSGNVASYMGQMAMAMGKLGTLEGF IRQADNLRLQTLQOMIRVLT
TLGSSSSDNVASYMGQMAMAMGKLGTLEGF IRQADNLRLQTLQQMLRVLT
TLGSSSSGNVASYMGQMAMAMGKLGTLEGF IRQADNLRLQTYQQMVRLLT

TRQSARALLAIHDYFSRLRALSSLWLARPREWIL
TRQSARALLAITHDYSSRLRALSSLWLARPRE-GS
TRQSARALLAVHNYTLRLRALSSLWLARPRE---

Abbildung 8.3: Aminosidure-Alignment von TGA2, TGAS und TGAG6. Blaue Buchstaben
kennzeichnen eine  Aminosiuresequenziibereinstimmung  zwischen zwei  Proteinen.
Ubereinstimmungen zwischen allen drei Proteinen sind mit roten Buchstaben dargestellt. Ahnliche
Aminosiduren sind durch schwarze Buchstaben gekennzeichnet, die mit grauer Farbe unterlegt
sind. Schwach-ihnliche Aminosiuren sind mit griinen Buchstaben dargestellt.
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8.3 Glossar

A Adenin

AD Aktivierungsdomine

ADHI1 Alkoholdehydrogenase 1 aus S cerevisiae

amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

as-1 activating sequence-1

ASF-1 activating sequence factor-1

bidest. bidestilliert

BIS N, N'-Methylenbisacrylamid

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

BY-2 Bright Yellow-2 Nicotiana tabacum Suspensionskultur
bZIP basischer Leucin-Zipper

bzw. beziehungsweise

C Formelzeichen fiir Kapazitét

C Cytosin

ca. circa

CaMV Blumenkohlmosaikvirus ,,Cauliflower Mosaic Virus*
cDNA komplementidre DNA

cfu kolonienbildende Einheit

ChIP Chromatin-Immunoprézipitation

CIAP Calf Intestine Alcaline Phosphatase

2,4-D 2,4-Dichlorphenoxyessigsédure

Da Dalton

ddNTPs Didesoxyribonukleotide

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure
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DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

E. coli Escherichia coli

ot al. und andere (et ali1)

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

g Erdbeschleunigung

G Guanin

B-Gal -Galaktosidase

GAL4-AD GALA4-Aktivierungsdoméne

GFP green fluorescent protein (= Griin-fluoreszierendes Protein)

GUS B-Glucuronidase

h Stunde(n)

H Histidin

HBT hybrid booster of transcription, Hybrid-Promotor zur
Verstiarkung der Transkription

HEC Hydroxyethyl-Cellulose

HEPES N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N’-[2-Ethansulfonsiure]

HR hypersensitive response (= hypersensitive Reaktion)

HSP Heringssperma-DNA

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

JA Jasmonséure

kb kiloBasen

Kit Produkt mit allen Komponenten, die man fiir einen Versuch
braucht.

A Bakteriophage Lambda

lacZ -Galactosidase-Gen

LB Luria-Bertani Broth

Leu Leucin

LiAc Lithiumacetat

MCS multiple Klonierungsstelle

Met Methionin

min Minute

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséure

mRNA

Boten-Ribonukleinsiure
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MS Murashige und Skoog Medium

MU Methylumbelliferon

MUG Methylumbelliferyl-fD-Glucuronid

NLS Kernlokalisationssignal

NPR1 nonexpresser of PR genes 1

OD optische Dichte

oNPG o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

pH negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

PMSF Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid

Poly(A)- Polyadenyl-

PR pathogenesis-related

Primer Oligonukleotid, das als Startfragment fiir eine DNA-Synthese
dient

PVDF Polyvinylidene Fluorid

R Formelzeichen fiir Widerstand

RNA Ribonukleinsédure

RNase Ribonuklease

ROS reactive oxygen species (= reaktive Sauerstoffspezies)

rpm Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)

RT Raumtemperatur

SA Salizylsdure

SAI salicylic acid-insensitiv (= Salicylsdure-insensitiv)

SCL14 Scarecow-like 14

SD Hefe Minimalmedium

SDS Natriumdodecylsulfat

sek Sekunde(n)

sS einzelstriangig (single stranded)

T Thymin

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N, N, N', N'- Tetraethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Trp Tryptophan

U definierte Enzym-Einheit (unit)

i.N. iiber Nacht

Uv ultraviolettes Licht

v/v Volumenprozent (volume per volume)
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w/v Gewichtsprozent (weight per volume)
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-Galactopyranosid

Einzelbuchstabenkiirzel fiir Aminosiuren

A Alanin G Glycin M Methionin S Serin

C Cystein H Histidin N Asparagin T Threonin
p Asparaginsdure  y  pg,leycin P Prolin V Valin

E  Glutaminsiure K Lysin Q Glutamin W Tryptophan
F  Phenylalanin L Leucin R Arginin Y Tyrosin
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