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1 Einleitung

1.1 Das Phytohormon Cytokinin

Cytokinine gehoren zu einer Klasse von pflanzlichen Hormonen, die an vielen
entwicklungsbiologischen und physiologischen Prozessen beteiligt sind (Mok und Mok, 2001; Heyl
und Schmiilling, 2003; Argueso et al., 2012; Hwang et al., 2012; Kieber und Schaller, 2014). Unter
anderem haben Cytokinine einen Einfluss auf die Meristemfunktion in Spross und Wurzel (Werner
et al., 2001; 2003; Lohar et al., 2004; Dello loio et al., 2007; Kurakawa et al., 2007; Dello loio et al.,
2008), die Verzogerung der Blattseneszenz (Gan und Amasino, 1995; Kim et al., 2006; Riefler et al.,
2006), die Keimung (Miller, 1958; Mok, 1994), die Stressantwort (Werner und Schmiilling, 2009),
die Pathogenresistenz (Choi et al., 2011), den zirkadianen Rhythmus (Hanano et al., 2006; Salome
et al., 2006), die Plastidenentwicklung (Lerbs et al., 1984; Cortleven et al., 2009; 2011), die
symbiotische Ausbildung von Wurzelknollchen (Laffont et al., 2015) und generell die Antwort auf
abiotische und biotische Umweltfaktoren (Argueso et al., 2012). Natirlich vorkommende
Cytokinine sind Adeninderivate mit einer aromatischen oder Isoprenoid-Seitenkette an der N°-
Position des Purin-Ringes (Mok und Mok, 2001) (Abb.1). Die haufigste Klasse von Cytokininen
haben Isoprenoid-Seitenketten, darunter sind trans-Zeatin (tZ) und im geringeren Anteil
Isopentenyladenin (iP) die am haufigsten vorkommenden Cytokinine in Arabidopsis thaliana (Takei
et al., 2004; Riefler et al., 2006), wahrend in Mais (Veach et al., 2003) und Reis (lzumi et al., 1988)
cis-Zeatin (cZ) in betrachtlichen Mengen gefunden wurde. Die trans-Form (tZ) ist ein aktives
Cytokinin in allen Pflanzenarten; die cis-Form (cZ) ist allgegenwartig in Pflanzen vorhanden
(Gajdosova et al., 2011), aber es zeigte allenfalls eine begrenzte Cytokininaktivitat in Arabidopsis
thaliana (Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006; Heyl et al., 2012). Die aromatischen Cytokinine

sind nur in wenigen Pflanzenspezies zudetektieren (Strnad, 1997).
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Abbildung 1: Chemische Strukturen von Cytokininen. Adenin ist die Ausgangssubstanz von natirlich vorkommenden
Cytokininen, obwohl es keine Cytokinin-Antworten aktiviert; die N°-Position des Purin-Rings wurde mit einem Pfeil
markiert. Das haufigste Cytokinin in Arabidopsis ist trans-Zeatin, die freien Basenformen als auch die Riboside- und
Ribotide-Formen wurden in der Abbildung dargestellt. Kinetin ist ein kiinstliches aromatisches Cytokinin; Benzyladenin
ist ein Beispiel eines natiirlich vorkommenden aromatischen Cytokinins und Thidiazuron ist ein Diphenylharnstoff-Typ

Cytokinin (Abbildung aus Kieber und Schaller, 2014).

1.2 Cytokininbiosynthese und —metabolismus

Die Cytokinine werden nach Art ihrer Seitenkette in isoprenoide oder aromatische Cytokinine
klassifiziert (Strnad et al., 1992; Mok und Mok, 2001; Sakakibara, 2006). Weil die meisten biologisch
aktiven Cytokinine zu der isoprenoiden Klasse gehoéren (Schmitz und Skoog, 1972; Spiess, 1975;

Letham und Zhang, 1989), konzentrierte sich die Forschung hauptsachlich auf die Stoffwechselwege
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der isporenoiden Cytokinine (Werner et al., 2006; Kamada-Nobusada und Sakakibara, 2009). Die
Biosynthese und der Metabolismus der aromatischen Cytokinine sind bisher unbekannt. Der erste
und gleichzeitig geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Biosynthese von Isopentenyladenin (iP)
und trans-Zeatin (tZ) Cytokininen beginnt mit der Bildung von iP-Nukleotiden durch die Reaktion
von ATP/ADP/AMP mit Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) als Prenyldonor, welche durch
Adenosinphosphatisopentenyltransferasen (IPT) katalysiert wird (Kakimoto 2001; Takei et al.,
2001a; Miyawaki et al., 2006) (Abb. 2). Eine enzymatische Aktivitdit, die AMP und
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) in das Cytokinin iPRMP (iP-ribosid-5’-monophosphat) konvertiert,
wurde zuerst in Dictyostelium discoideum identifiziert (Taya et al., 1978). Anschlielend zeigten
Akiyoshi und Kollegen, dass das ipt Gen aus Agrobacterium tumefaciens fir ein Enzym mit ahnlicher
Aktivitat kodiert (Akiyoshi et al., 1984). ipt Gene wurden auch in mehreren anderen Bakterien
identifiziert und IPT-Aktivitdt in Rohextrakten einer Vielzahl von Pflanzengeweben nachgewiesen
(Kieber und Schaller, 2014). Neun IPT Gene wurden in Arabidopsis identifiziert (PT1-PT9), von
welchen IPT6 ein Pseudogen ist (Kakimoto 2001; Takei et al., 2001a). Die Gene wurden nach Art
ihres Substrates in zwei Gruppen eingeteilt wurden. Die sechs Mitglieder der ersten Gruppe (/PT1,
IPT3, IPT4, IPT5, IPT7, IPT8) kodieren fir ATP/ADP-IPTs und katalysieren die Prenylierung von freien
Adenosinphosphaten (unter anderem katalysieren sie die Synthese von Isopentenyladenin (iP) und
trans-Zeatin (tZ)). Die zweite Gruppe enthdlt zwei Gene (/PT2 und IPT9), die fiir tRNA-IPTs kodieren

und cis-Zeatin synthetisieren (s.u.).

Danach entstehen tZ-Nukleotide durch die von Cytochrom-P450-Monooxygenasen (CYP735A)
gesteuerte Umwandung der iP-Nukleotide. Diese Reaktion wird in Arabidopsis von zwei Cytochrom-
P450-Monooxygenasen (CYP735A1 und CYP735A2) katalysiert (Takei et al., 2004). iP-ribosid-5’'-
triphosphat (iPRTP), iP-ribosid-5’-diphosphat (iPRDP) und die entsprechenden tZ-Nukleotide
werden durch Phosphatasen dephosphoryliert, iP-ribosid-5’-monophosphat (iPRMP) und tZ-ribosid-
5’-monophosphat  (tZRMP)  kénnen  durch  die  Cytokininnukleosid-5’-monophosphat-
phosphoribohydrolasen (LONELY GUYs, LOGs) (fir die im Genom von Arabidopsis neun Gene
kodieren (LOG1-LOGY9)) direkt in die aktiven freien Nukleobasen (iP und tZ) umgewandelt werden
(Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009). Alternativ werden cis-Zeatin (cZ) Cytokinine in
Arabidopsis ausschlieBlich durch tRNA-IPT katalysierte Prenylierung von tRNAs und anschliefende
Dephosphorylierung von cZ-ribosid-5’-monophosphat (cZRMP) gebildet (Kakimoto, 2001; Takei et
al., 2001a) (Abb. 2).
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Zusatzlich zu den aktiven freien Basenformen der Cytokinine existieren in Pflanzen auch Cytokinine
wie Riboside (in welchen ein Riboserest an die N9-Position des Purin-Rings gebunden ist) und
Ribotide (in welchen der Riboserest eine Phosphatgruppe enthalt). Ferner kdnnen Cytokinine an
den Position N3, N7, und N9 des Purin-Ringes (N-Glukoside) und an der Hydroxylgruppe von trans-,
Dihydro- und cis-Zeatin (O-Glukoside) glykosyliert werden. Cytokinin-O-Glykoside werden nicht
durch Cytokinioxidasen abgebaut (s.u.) (Galuszka et al., 2007) und durch die B-Glukosidase
deglykosyliert. Wegen dieser Eigenschaften wurde vermutet, dass O-Glykoside als Cytokinin-
Speichermolekiile verwendet werden kdnnten (Brzobohaty et al., 1993). Die N-Glykosylierung der
Cytokinine ist dagegen irreversibel, die Cytokinin-N-Glykoside kdnnen dadurch nicht wieder in freie
Basen umgewandelt werden und reprasentieren somit wahrscheinlich eine Inaktivierungsform der

Cytokinine (Sakakibara, 2006).

Die Degradation und die Inaktivierung der biologisch aktiven Nukleobasen erfolgt zum einen durch
Cytokininoxidasen/dehydrogenasen (CKX) und zum anderen durch Glykosylierung mittels
Glykosyltransferasen (UGT) (Abb. 2). Wang und Kollegen zeigten, dass eine N-Glykosyltransferase
(UGT76C2) bei der homodostatischen Regulation von Cytokinin beteiligt ist und die
Expressionsniveaus bekannter Cytokininsignalisierungsgene beeinflusst (Wang et al., 2011). In
Arabidopsis wurden sieben teilweise redundante CKX-Gene identifiziert (AtCKX1-AtCKX7), die in
verschiedenen Pflanzenteilen exprimiert werden (Bilyeu et al., 2001; Werner et al., 2003; Koéllmer et
al., 2009). Die CKX Enzyme konnen sich in ihren biochemischen Aktivitaten als auch in ihrer
subzelluldren Lokalisation unterscheiden (Werner et al., 2003; 2006; Galuszka et al., 2007; Kollmer
et al., 2009). Die Uberexpression von CKX Genen in transgenen Pflanzen fiihrte zu einer starken
Reduktion der Cytokininkonzentration und verursacht verschiedene phanotypische Merkmale, die
als Cytokinindefizienzsyndrom bezeichnet werden (Werner et al., 2001; Schmiilling et al., 2003). Die
Hauptmerkmale dieses Syndroms sind die Bildung von verkiirzten Sprossen mit kleinen Blattern, ein
ausgepragteres Wurzelsystem und grofRere Samen (Werner et al., 2001; 2003; Riefler et al., 2006).
CKX-ahnliche Gene wurden auch im Genom von Prokaryoten wie Rhodococcus fascians detektiert
(Schmulling et al., 2003). In der letzten Zeit wurden IPT und CKX Gene aus Cyanobakteria
identifiziert (Frebort et al., 2011), was die Behauptung verstarkt hat, dass der Cytokinin-
Stoffwechsel aus bakterieller Herkunft stammt und ins Pflanzengenom Uber primare Endosymbiose

eingetragen wurde (Frebort et al., 2011; Spichal, 2012).
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Abbildung 2: Modell des Metabolismus isoprenoider Cytokinine. Die Biosynthese von Isopentenyladenin (iP) und
trans-Zeatin (tZ) Cytokininen beginnt mit der Bildung von iP-Nukleotiden durch die Reaktion von ATP/ADP/AMP mit
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) als Prenyldonor, welche durch Adenosinphosphatisopentenyltransferasen (IPT)
katalysiert wird. Danach entstehen tZ-Nukleotide durch die von Cytochrom-P450-Monooxygenasen (CYP735A)
gesteuerte Umwandung der iP-Nukleotide. iP-ribosid-5’-triphosphat (iPRTP), iP-ribosid-5’-diphosphat (iPRDP) und die
entsprechenden tZ-Nukleotide werden durch Phosphatasen dephosphoryliert, iP-ribosid-5"-monophosphat (iPRMP) und
tZ-ribosid-5"-monophosphat (tZRMP) konnen durch die Cytokininnukleosid-5-monophosphat-phosphoribohydrolasen
(LOG) direkt in die aktiven freien Nukleobasen (iP und tZ) umgewandelt werden. cis-zeatin (cZ) Cytokinine werden in
Arabidopsis ausschlieBlich durch tRNA-IPT katalysierte Prenylierung von tRNAs und anschlieRende Dephosphorylierung
von cZ-ribosid-5’-monophosphat (cZRMP) gebildet. Die Inaktivierung der biologisch aktiven Nukleobasen erfolgt zum
einen durch Cytokininoxidasen/dehydrogenasen (CKX) und zum anderen durch Glykosylierung mittels
Glykosyltransferasen (UGT) (modifiziert nach Werner und Schmiilling, 2009). Biologisch aktive Cytokinine (iP, tZ und cZ)

sind blau hinterlegt.

1.3 Cytokininsignaltransduktion in Arabidopsis thaliana

Das Cytokininsignaltransduktionssystem in Arabidopsis thaliana basiert auf dem Zwei-
Komponenten-System (ZKS), welches in Prokaryoten in groRer Zahl vorhanden ist. Ein solches
System besteht aus einer membrangebundenen Rezeptor-Histidinkinase mit einer Sensor-Domaéne,
welche das Signal wahrnimmt und dadurch an einer Transmitter-Domane autophosphoryliert wird,

sowie einem Response-Regulator, auf den das Phosphorylierungssignal libertragen wird und der
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dadurch seine Zielgene beeinflusst (Abb. 3A) (West und Stock, 2001). In eukaryotischen Organismen
befindet sich ein erweitertes Zwei-Komponenten-System, das eine Sensor Hybrid-Histidinkinase mit
einer Receiver-Domane; ein Histidin-Phosphotransferprotein; einen Typ-A Response-Regulator und

einen Typ-B Response-Regulator enthélt (Abb. 3B) (Kakimoto, 2003; Schaller, 2011).

A

HOR ©
C<lio> > @ T

Input Transmitter Receiver Output
o~ i - ~— i
Histidinkinase Response-Regulator
Input Transmitter Receiver Transmitter Receiver Output
. S i, H_J N ~— o,
Hybrid-Histidinkinase Histidin- Response-Regulator

Phosphotransmitter

Abbildung 3: Phosphorylierungskaskade im Zwei-Komponenten-System. (A) Einfaches Zwei-Komponenten-System:
Die Histidinkinase besteht aus einer Input- und einer Transmitter-Domane, der Response-Regulator aus einer Receiver-
und einer Output-Domane. Das Phosphat wird direkt von der Histidinkinase auf den Response-Regulator ibertragen.
(B) Komplexes Zwei-Komponenten-System: Die Hybrid-Histidinkinase enthalt neben Input- und Transmitter-Domane
eine Receiver-Domane. Das Phosphat wird innerhalb der Histidinkinase von der Transmitter- auf die Receiver-Doméane
und dann Uber einen zwischengeschalteten Histidin-Phosphotransmitter auf den Response-Regulator Gbertragen. H =

Histidinrest; D = Aspartatrest; P = Phosphat (Abbildung von Schaller et al., 2008).

Im gegenwartigen Modell der Cytokininsignaltransduktion in Arabidopsis thaliana bindet Cytokinin
an die Rezeptor-Histidinkinase (iber ihre CHASE-Domane (Cyclase/Histidine-kinase-Associated
Sensory Extracellular) und |6st damit die Autophosphorylierung an der Transmitter-Domane des
Rezeptors aus. Im nachsten Schritt wird die Phosphorylgruppe vom konservierten Histidinrest des
Rezeptors auf den Aspartatrest des Rezeptors libertragen. Die Phosphorylgruppe wird dann auf den
Histidinrest eines Histidin-Phosphotransfer-Proteins tiberfiihrt. Durch das Histidin-Phosphotransfer-
Protein wird die Phosphorylgruppe anschlieRend in den Zellkern gebracht, wo sie auf die Typ-B
ARRs Ubertragen wird. Diese aktivieren die Transkription verschiedener Zielgene, u.a. der Typ-A

ARRs. Die Typ-A ARRs konnen uber einen negativen ,feedback“-Mechanismus die
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Signaltransduktion regulieren und dienen der Kopplung des Cytokinin-Signalweges mit anderen
Signalwegen (Abb. 4) (Hwang und Sheen, 2001; Kakimoto, 2003; Heyl et al., 2006; Steklow et al.,
2013). Die folgenden Komponenten der Cytokininsignaltransduktion wurden im Arabidopsis-
Genom identifiziert: Drei Cytokininrezeptoren, fiinf Histidin-Phosphotransferproteine, 11 Typ-B ARR

und 10 Typ-A ARR (Heyl und Schmiilling, 2003; To und Kieber, 2008; Werner und Schmdiilling, 2009).
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Abbildung 4: Modell der Cytokinin-Signaliibertragung in Arabidopsis thaliana. Nach der Bindung von Cytokinin an die
CHASE Domane (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular) der Rezeptorhistidinkinasen (AHK2, AHKS3,
AHK4) erfolgt eine Autophosphorylierung am konservierten Histidinrest des Rezeptors, die anschlieRend auf den
Aspartatrest des Rezeptors Gibertragen wird. Diese Autophosphorylierung wird letztendlich auf den Histidinrest der AHP
Proteine Uberfuhrt, die in den Zellkern translozieren, wo sie den Phosphatrest entweder auf Typ-B Response-
Regulatoren oder auf CRF Proteine Ubertragen. Die dadurch aktivierten Transkriptionsfaktoren regulieren die

Transkription verschiedener Cytokininzielgene, u.a. der Typ-A ARRs. Die Typ-A Response-Regulatoren kénnen Uber

7



Einleitung

einen negativen ,feedback”-Mechanismus die Signaltransduktion regulieren. Weitere negative Regulatoren der
Cytokininsignaltransduktion sind AHP6 und die Typ-C Response-Regulatoren. Griin markiert die positive und rot die
negative Regulation. Abkilirzungen: AHK, Arabidopsis Histidinkinase; ARR, Arabidopsis Response-Regulator; CKI1,
Cytokinin insensitiv 1; CRF, Cytokinin Response Factor; D, Aspartatrest; H, Histidinrest; P, Phosphatgruppe; ER,

Endoplasmatisches Retikulum; PM, Plasmamembran (modifiziert nach Hwang et al., 2012).

1.3.1 Arabidopsis-Histidinkinasen (AHKs)

Das Arabidopsis-Genom kodiert fur zahlreiche Histidinkinasen u. a: AHK2, AHK3, CRE1/AHK4,
AtHK1, CKI1 und AHK5/CKI2 (Kakimoto et al., 1996; Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001a; Yamada
et al., 2001). AHK2, AHK3 und CRE1/AHK4 besitzen in ihrem N-terminalen Bereich eine CHASE
Domane (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular), die von zwei (AHK4) bis drei
(AHK2 und AHK3) hydrophoben transmembranstindigen Bereichen flankiert ist. Im
cytoplasmatischen Bereich der Proteine befinden sich eine Histidinkinase A Domane, eine

Histidinkinase dhnliche ATPase Domane und zwei Response-Regulator Domanen (Abb.5).

T™M1 T™M2

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Cytokininrezeptors aus Arabidopsis thaliana am Beispiel von AHK4. TM,
Transmembrandoméane; CHASE, (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular); HisKA, Histidinkinase A;

HATPase_c, Histidinkinase ahnliche ATPase; Respons-reg, Response-Regulator.

AtHK1, CKI1 und AHK5/CKI2 haben dhnliche Strukturen, aber sie besitzen keine CHASE-Doméne.
AHK5/CKI2 fehlen auch die N-terminalen Transmembrandomanen (Kakimoto et al., 1996; Kakimoto
2003). Die Histidinkinase und Response-Regulator Doméanen im cytoplasmatischen Bereich aller
Proteine haben eine essentielle Funktion fiir die Signaliibertragung im Zwei-Komponenten-System.
CRE1/AHK4 zeigte neben der Kinase- auch eine Phosphataseaktivitat, die in Abwesenheit von
Cytokinin zu einer Dephosphorylierung der Histidin-Phosphotransfer Proteine (AHPs) fihrt
(M&honen et al., 2006a). Der erste Cytokininrezeptor CRE1/AHK4 wurde als Mutante in einem
Screen identifiziert, in dem die Mutante (crel-1) zu einer veranderten Zellproliferation und
Sprossbildung fiihrte (Inoue et al., 2001). AnschlieBend wurden zwei enge homologe Proteine AHK2
und AHK3 ebenfalls identifiziert (Suzuki et al., 2001a; Yamada et al., 2001). Diese drei AHKs
fungieren als funktionell Uberlappende positive Regulatoren der Cytokininsignaltransduktion

(Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006). Die Cytokininmolekiile werden
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durch die Ligandenbindungsdomane des Rezeptors (CHASE Domane) (Anantharaman und Aravind
2001; Mougel und Zhulin, 2001; Heyl et al., 2007; Miwa et al., 2007), mit einer Affinitat im niedrigen
nanomolaren Bereich gebunden (Yamada et al., 2001; Spichal et al., 2004; Romanov et al., 2006).
Die Affinitaten fiir die drei Cytokininrezeptoren AHK2, AHK3 und AHK4 sind unterschiedlich, so
zeigten AHK2 und AHK4 die hochste und dhnliche Affinitat fir iP und tZ, wahrend flir AHK3 die
hochste Affinitat fir tZ nachgewiesen wurde (Heyl et al., 2012; Lomin et al., 2012; Stolz et al.,
2011). In Ubereinstimmung mit der Cytokininspezifitit konnte AHK4 AHK2 aber nicht AHK3 in
einem genetischen Komplementationsassay ersetzen (Stolz et al., 2011). Alle bisher untersuchten
Cytokininrezeptoren zeigten Antwort auf Cytokinin-Riboside (Heyl et al., 2012), allerdings zeigten
die Cytokinin-9-Ribosiden (tZR und iPR) in einem pflanzlichen Assay eine schwache Aktivitat mit den
Cytokininrezeptoren (Lomin et al., 2015). Das deutet darauf hin, dass die Cytokinin-Riboside als
gemeinsame Transportform der Cytokinine fungieren und keine oder sehr schwache
Cytokininaktivitat besitzen, was die zentrale Rolle der freien Cytokinine als die einzigen biologischen
aktiven Cytokinine unterstiitzt (Lomin et al., 2015). Die Ligandbindung fiihrt zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors Hybrid-Histidinkinase und 16st eine Autophosphorylierung
an einem konservierten Histidinrest (Miwa et al., 2007; Hothorn et al.,, 2011), die dann
intramolekular zum Aspartatrest der Response-Regulator Domane Ubertragen wird. Jedoch wurde
gemald einer Kristallographie Analyse der CHASE Domadne des AHK4 Cytokininrezeptors gezeigt,
dass die CHASE Domane Komplexe mit verschiedenen freien Basen Cytokininen bildet, aber nicht

mit tZ-Ribosiden (Hothorn et al., 2011).

Die Aktivitat der Cytokininrezeptoren AHK4 und AHK3 wurde in einem Zwei-Komponenten-System
(zKS) einer SLN1-defizienten Hefemutante (Saccharomyces cerevisiae) getestet. Die Rezeptoren
konnten den Phanotyp komplementieren und das fiihrte zu einem Cytokinin-abhangigen Wachstum
(Inoue et al., 2001; Ueguchi et al., 2001a; Ueguchi et al., 2001b). In anderen Zwei-Komponenten-
Systemen wie Schizosaccharomyces pombe und E. coli, die fur die Histidinkinasen PHK1/2/3 bzw.
die Histidinkinase RcsC defizient waren, konnte fiir AHK4 eine Komplementation und Aktivitat mit
Cytokinin gezeigt werden, aber die Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 konnten die
entsprechenden Mutationen nicht komplementieren (Suzuki et al., 2001a). Hwang und Sheen
zeigten in einem Prototoplasten trans-Aktivierungsassay (PTA), dass die Cytokininrezeptoren AHK2;
AHK3 und AHK4 den ARR6-Promotor als Reaktion auf Cytokinin aktivieren konnten (Hwang und
Sheen 2001). Die wol-Mutation (T301l) (M&honen et al., 2000), die in der CHASE-Doméne des AHK4
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Rezeptors liegt, fiihrte zu einem vollstandigen Verlust der Cytokininbindungsaktivitait des AHK4
Rezeptors (Heyl et al., 2007). Expressionsanalysen zeigten, dass AHK4 starker in den Wurzeln
exprimiert ist, wahrend die anderen beiden Rezeptoren AHK2 und AHK3 eine héhere Expression im
Spross zeigten (Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004; Kieber und Schaller 2014). Die
Untersuchung der subzelluldren Lokalisation der Cytokininrezeptoren mittels GFP-(Green
Fluorescent Protein)-Fusionsproteine in Tabakepidermiszellen wies auf eine Lokalisation der
Rezeptoren vorzugsweise im endoplasmatischen Retikulum und in der Plasmamembran hin
(Wulfetange et al.,, 2011; Caesar et al., 2011; Lomin et al, 2011). Die Homo- und
Heterodimerisierung der Cytokininrezeptoren AHK2 und AHK3 wurden in Yeast two-hybrid Assays
(Dortay et al., 2006) und fiir AHK3 und AHK4 in Pflanzen gezeigt (Wulfetange et al., 2011). Um die
biologische Funktion der drei Cytokininrezeptoren zu Uberprifen, wurden Einzel-, Doppel- und
Tripelrezeptormutanten generiert und auf eine veranderte Cytokininantwort untersucht (Riefler et
al., 2006; Higuchi et al., 2004; Nishimura et al., 2004). Die Analyse der Einzel-, Doppel- und
Tripelrezeptor-Mutanten aus Arabidopsis zeigten, dass die drei Rezeptoren zumindest eine
teilweise Uberlappung in ihrer positiven regulatorischen Funktion der Cytokininsignaltransduktion
besitzen (Nishimura et al., 2004). Mutationen der einzelnen Rezeptoren sowie die Doppelmutanten
ahk2 ahk4 und ahk3 ahk4 zeigten keinen signifikanten Phanotyp, wahrend die ahk2 ahk3
Doppelmutante einen semi-dwarfed Phanotyp (Nishimura et al.,, 2004) mit einer deutlichen
Reduktion im Rosettendurchmesser zeigte (Higuchi et al., 2004). Die Blatt-Zellzahl sowie der
Chlorophyligehalt waren verringert, aber die Wurzelanzahl war erhéht (Riefler et al., 2006). Die
loss-of-function, allelische Mutation von AHK4 Wooden leg (WOL) zeigte Defekte in der Entwicklung
der Leitgewebe (Madhonen et al., 2000). Die Mutation von allen drei Rezeptoren ahk2 ahk3 ahk4
verursacht eine Hyposensitivitdt zu Cytokinin und eine starke Hemmung des Pflanzenwachstums (u.
a. geringe KeimlingsgroRRe, starke verkirzte Wurzel und kleine Rosettenblatter) (Higuchi et al.,,
2004; Nishimura et al., 2004; Riefler et al., 2006). Der Tripelrezeptor-Knockout ahk2 ahk3 ahk4 ist
noch fahig, zu keimen, wachsen und Samen zu bilden, wenn die Pflanzen auf einem Saccharose-
Medium geziichtet werden (Higuchi et al., 2004), aber die Wachstumsfahigkeit dieser Mutation ist

von der Zugabe exogenen Zuckers abhangig (Skylar et al., 2010).

Eine phylogenetische Analyse der Histidinkinase Domanen zeigte, dass die Arabidopsis
Cytokininrezeptoren enger zu ihren respektiven Mais Orthologen als zu den anderen Arabidopsis

Histidinkinasen verwandt sind (Yonekura-Sakakibara et al., 2004; Pils und Heyl 2009). Dartber
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hinaus wurden Proteine mit einer CHASE-Domane in den friihen divergierenden Landpflanzen wie
Physcomitrella patens oder in Griinalgen wie Clamydomonas und Volvox identifiziert (Pils und Heyl,
2009). Wahrend die Zwei-Komponenten-Systeme hoherer Pflanzen vergleichbar sind, ist Gber
diesen Signalweg in den frihen divergierenden Landpflanzen, Griinalgen oder in anderen

Organismen noch nicht viel bekannt (Gruhn et al., 2014).

1.3.2 Arabidopsis Histidin-Phosphotransfer-Proteine (AHPs)

Die Ubertragung der Phosphatgruppe von den Cytokininrezeptoren auf die Response-Regulatoren
wird in Arabidopsis durch Histidin-Phosphotransferproteine (AHPs) vermittelt, die fiir die Funktion
im His-zu-Asp Relais einen konservierten Histidinrest enthalten (Abb. 3 und 4). Histidin-
Phosphotransfer-Proteine existieren auch in Bakterien und Hefen (Hutchison et al., 2006). Die AHP-
Proteinfamilie besteht in Arabidopsis aus sechs Mitgliedern, von denen finf (AHP1-AHP5) den
konservierten Histidinrest (XHQXKGSSXS) besitzen und als Histidin-Phosphotransferproteine in der
Cytokininsignaltransduktion fungieren und einem Pseudo-AHP Protein (AHP6), dem der
konservierte Histidinrest fehlt (Suzuki et al., 2000; Hwang et al., 2002; Mahonen et al., 2006b;
Schaller et al., 2008). Fir alle AHPs konnten Lokalisationen im Kern und auch im Cytoplasma sowie
Interaktionen mit (AHKs) und auch mit ARRs (Typ-B und Typ-A) detektiert werden (Imamura et al.,
1998; Imamura et al., 1999; Suzuki et al., 2001b; Tanaka et al., 2004; Dortay et al., 2006; Dortay et
al., 2008). Die Analysen der subzelluldren Verteilung von AHPs zeigten eine Cytokinin unabhéangige
Verteilung Zellkern/Cytoplasma in der Zelle (Punwani und Kieber, 2010) und ein kontinuierliches

shuttling von AHPs zwischen Zellkern und Cytoplasma (Punwani et al., 2010).

In einem funktionellen Komplementationsassay in Hefe zeigten AHP1, AHP2 und AHP3 eine
Komplementation von Hefe HPT-Mutanten (Suzuki et al., 1998). Eine Expression konnte in Wurzel
und Spross fiur AHP1; in Keimling, Wurzel, Blattern, Spross und Bllten fiir AHP2, AHP3 und AHP5
und in Blattern fur AHP4 nachgewiesen werden (Hradilova und Brzobohaty, 2007). Die
phanotypischen Analysen von AHPs zeigten, dass Einzel- und Doppelmutanten der AHPs zu keinen
phanotypischen Veranderungen fiihrten, was auf eine Redundanz innerhalb der AHP-Familie deutet
(Hutchison et al., 2006). Eine Insensitivitat gegen exogenes Cytokinin konnte in Hypokotyl- und
Wourzelassays der AHPs Drei- und Vierfachmutanten gezeigt werden (Hutchison et al., 2006). Die
ahpl ahp2 ahp3 ahp4 ahp5 Finffachmutante zeigte eine reduzierte durch Cytokinin vermittelte

Induktion der Typ-A ARR Transkripte und dhnelt der Dreifachrezeptormutante in seinem primaren
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Wurzelphanotyp, was auf eine positive Regulation der Cytokininsignaltransduktion hindeutet
(Hutchison et al., 2006). Nishiyama und Kollegen zeigten eine negative Regulation von AHP2, AHP3
und AHP5 im Rahmen der Antwort auf Trockenstress (Nishiyama et al., 2013). Die ahp6 Mutante
konnte die wol Mutation teilweise unterdriicken und zeigte hypersensitive Antwort auf Cytokinin in
den vaskularen Geweben der Wurzeln, deshalb wurde AHP6 als negativer Regulator der
Cytokininsignaltransduktion identifiziert (Mahonen et al., 2006b). Mit einem, bis jetzt unbekannten
Mechanismus, blockiert AHP6 wahrscheinlich die Phosphatiibertragung von den anderen AHPs auf
die Typ-B ARRs (Mahonen et al., 2006b). Insgesamt betrachtet, zeigten AHPs (AHP1-AHP5) eine
redundante positive und AHP6 eine negative Regulation der Cytokininsignaltransduktion (Bishopp

etal., 2011a).

1.3.3 Arabidopsis Response Regulator-Proteine (ARRs)

Die Response-Regulatoren stellen den dritten und letzten Teil der Cytokininsignaltransduktion dar.
Die insgesamt 23 ARR Gene im Arabidopsis-Genom sind aufgrund ihrer Sequenz,
Domanenstrukturen und Induktionsfahigkeit durch Cytokinin in vier verschiedenen Untergruppen
(Typ-A, -B, -C und pseudo ARRs) eingeteilt (Kiba et al., 1999; Imamura et al., 1999; Schaller et al.,
2008). Alle ARRs besitzen die Response-Regulator Domane, die den konservierten Aspartatrest

enthalt.

Die Gruppe der Typ-B Response-Regulatoren besteht aus 11 Mitgliedern (ARR1, ARR2, ARR10,
ARR11, ARR12, ARR13, ARR14, ARR18, ARR19, ARR20 und ARR21), die sich in eine Hauptgruppe von
sieben Mitgliedern (ARR1, ARR2, ARR10, ARR11, ARR12, ARR14 und ARR18) und zwei
Nebengruppen mit jeweils von zwei Mitgliedern (ARR13, ARR21 und ARR19, ARR20) einteilen lassen
(Tajima et al., 2004; To et al., 2004; Mason et al., 2005; Heyl et al., 2008). Die Typ-B Response-
Regulatoren besitzen neben der Receiver-Domane zusatzlich am C-terminalen Bereich des Proteins
eine DNA-bindende Domane (Myb-Domadne) und eine Output-Domane. lhre Funktion in der
Cytokininsignaltransduktion ist die transkriptionelle Aktivierung von primaren
Cytokininantwortgenen u. a. der Typ-A ARRs und einigen Cytokinin Response-Factors (CRFs) (Hwang
und Sheen, 2001; Sakai et al., 2001; Rashotte et al., 2003; Mason et al., 2005; Rashotte et al., 2006;
Taniguchi et al., 2007; Yokoyama et al., 2007). Die Expression der B-Typ ARR Gene wird nicht durch
Cytokinin beeinflusst (Lohrmann et al., 1999; Brenner et al., 2005). knockout-Mutanten Analysen

zeigten eine zunehmende Insensitivitdt gegenutber Cytokinin von Mehrfach-knockouts der
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Mitglieder der Typ-B ARR Hauptgruppe, was auf eine hohe funktionelle Redundanz der Typ-B ARRs
hindeutet (Mason et al., 2005; Argyros et al., 2008; Ishida et al, 2008). In einigen
Komplementationsanalysen konnte eine Komplementierung von arrl arr12 durch Mitglieder von
verschiedenen Typ-B ARR Subgruppen nachgewiesen werden (Hill et al., 2013), was auf eine

Redundanz innerhalb dieser Proteinfamilie hinweist.

In Arabidopsis thaliana existieren zehn Typ-A ARRs (ARR3, ARR4, ARR5, ARR6, ARR7, ARR8, ARR9,
ARR15, ARR16, und ARR17) (Mason et al.,, 2004), die zusatzlich zur Receiver-Domane kurze
Erweiterungen am C-terminalen Bereich des Proteins besitzen. Sie stellen die primdren
Antwortgene fiir Cytokinin dar und ihre Funktion wird als negative feedback-Regulation der
Cytokininsignaltransduktion betrachtet (Hwang and Sheen, 2001; To et al., 2004). Die Expression
der Typ-A ARRs kann durch Cytokinin induziert werden (D’Agostino et al., 2000 Rashotte et al.,
2003; Brenner et al., 2005). Fir einige der A-Typ ARRs konnte eine erhdhte Stabilitdat des Proteins
nach der Phosphorylierung gezeigt werden (To et al., 2007). Leibfried und Kollegen zeigten eine
Funktion der A-Typ ARRs in der Regulation des sprossapikalen Meristems (Leibfried et al., 2005).
Andere Funktionen der A-Typ ARRs sind ihre Beteiligung an verschiedenen Prozessen wie der
Antwort auf Rotlicht (Mira-Rodado et al., 2007; Sweere et al., 2001) und der Kontrolle der
zirkadianen Rhythmik (Salomé et al., 2006). AulRerdem zeigten die Expressionsniveaus einiger Typ-A
ARRs eine Abhangigkeit vom Stickstoffgehalt und von verschiedenen Umweltstressen (Sakakibara et
al., 1998; Urao et al., 1998; Kiba et al., 1999), und die Eexpression von ARR7 und ARR15 wurde auch

durch anderen Signalweg des Auxinhormons im Apikalmeristem reguliert (Zhao et al., 2010).

Die dritte Gruppe der ARRs ist die Typ-C ARR, die mit nur einer Receiver-Domane in ihrer Domane-
Architektur der Typ-A ARR Gruppe dhnelt und aus zwei Mitgliedern (ARR22 und ARR24) besteht. Die
Expression der Typ-C ARRs konnte nicht durch Cytokinin induziert werden (Kiba et al., 2004). Eine
Phosphorylierung von ARR22 durch AHP5 konnte in vitro gezeigt werden und die Uberexpression

von ARR22 fihrte zu einem dwarf Phanotyp in Pflanzen (Kiba et al., 2004).

Die letzte Gruppe der ARRs ist die Pseudo Response-Regulatoren (APRRs), die aus sieben
Mitgliedern besteht. Der konservierte Aspartatrest in der Receiver-Domane ist bei APRRs mit einem
Glutamatrest substituiert, wodurch sie nicht iber das Cytokinin-Signalisierungssystem (His-to-Asp
phosphorelay) aktiviert werden konnen (Mizuno, 2004). Die Expression von einigen der APRRs-Gen

konnte durch Cytokinin reguliert werden (Brenner et al., 2005). Die Pseudo-Response-Regulatoren
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zeigten eine Rolle in der Regulation des zirkadianen Rhythmus (Mizuno, 2004; Nakamichi et al.,

2010).

1.3.4 Cytokinin Response Factors (CRFs)

Andere Cytokinin-Antwortgene sind einige Mitglieder aus der Familie der Cytokinin Response
Factors (CRFs), die als cytokininregulierte Transkriptionsfaktoren identifiziert wurden und zur
AP2/ERF Transkriptionsfaktorfamilie gehoren (Rashotte et al., 2003; 2006; Rashotte und Goertzen,
2010). Die CRF-Familie besteht in Arabidopsis thaliana aus 12 Mitgliedern (CRF1-CRF12), fur drei
von ihnen (CRF2, CRF5 und CRF6) konnte eine durch die Typ-B ARR transkriptionelle Aktivierung
nachgewiesen werden (Kiba et al.,, 2005; Nakano et al., 2006; Rashotte et al., 2006; 2010). Sie
kénnen auch direkt mit AHPs interagieren und Homo- und Heterodimere bilden (Cutcliffe et al.,
2011). Nach Cytokinin-Zugabe werden CRFs vom Cytoplasma in den Zellkern in Abhangigkeit von
AHPs translokalisiert (Rashotte et al., 2006).

1.4 Cytokinin in Oryza sativa

Die Reispflanze (Oryza sativa) gehort zusammen mit Gerste, Weizen, Mais und Sorghum zur
Graserfamilie (Poaceae), die fiir die globale Nahrungsmittelversorgung von essentieller Bedeutung
sind. Weil alle diese Pflanzen eine monophyletische Herkunft haben, sind die Analysen und
Untersuchungen mit Reispflanzen hilfreich fiir die anderen Getreidespezies (Clark et al., 1995). In
Arabidopsis thaliana wurde das Zwei-Komponenten-System (ZKS) der Cytokininsignaltransduktion
gut erforscht (Heyl et al., 2006; Hwang et al., 2012; Kieber und Schaller 2014), wahrend nur
wenige Studien Uber den Cytokinin-Signalweg in Reis vorhanden sind (Ito und Kurata 2006; Du et

al., 2007; Hellmann et al., 2010; Tsai et al., 2012)

1.4.1 Cytokininbiosynthese und —metabolismus in Reis

Der erste und wichtige Schritt der Cytokininbiosynthese wird durch
Adenosinphosphatisopentenyltransferasen (IPT) katalysiert (Kakimoto 2001; Takei et al., 2001a;
Miyawaki et al., 2006) (Abb.2). Im Oryza sativa-Genom wurden zehn IPT-Gene (OsIPT1-OsIPT10)
identifiziert (Sakamoto et al., 2006), von denen acht Gene (Os/PT1-OsIPT8) eine Funktion in der

Cytokininbiosynthese zeigten und die restlichen zwei Gene (/IPT9 und [PT10) fiir tRNA-IPTs
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kodieren (Sakamoto et al., 2006; Tsai et al., 2012). Die Behandlung von Reispflanzen mit Cytokinin
ergab eine Reduktion der OsIPTs-Expression, was auf eine negative Feedback-Regulation des
Cytokininniveaus auf die OsIPTs-Expression in Reis und in Arabidopsis thaliana hindeutet (Miyawaki
et al., 2004; Takei et al., 2004; Sakamoto et al., 2006; Tsai et al., 2012). Darlber hinaus enthalt das
Reis-Genom 11 Cytokininnukleosid-5’-monophosphat-phosphoribohydrolasen (LONELY GUY, LOGs),
die Cytokinin-aktivierenden Enzyme sind und beim letzten Schritt der Cytokininbiosynthese beteiligt
sind (Kurakawa et al., 2007). Wenn LOG-Aktivitadt in Reis eliminiert wird, erleben die Pflanzen einen
vorzeitigen Abbruch des Sprossmeristems. (Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009). Die
Degradation und die Inaktivierung der biologisch aktiven Nukleobasen erfolgt auch in Reis zum
einen durch Cytokininoxidasen/dehydrogenasen (CKX) und zum anderen durch Glykosylierung
mittels Glykosyltransferasen (UGT) (Abb. 2). Das Reis-Genom kodiert fir 11 OsCKX-Gene
(Sakamoto, 2006). Die Expression mehrerer OsCKX-Gene wurde als Antwort auf Cytokinin in
Wourzeln oder/und Spross induziert (Hirose et al., 2007). Reduzierte OsCKX2 Expression verursacht
eine Cytokinin-Akkumulation in den Blitenstand-Meristemen von Reis (Ashikari et al., 2005). Dies
flihrt zu einer erhéhten Anzahl von Reproduktionsorganen und erweiterten Getreideertrag, was auf
eine wichtige Rolle von Cytokinin in der Regulation und Kontrolle der Meristemaktivitdat und des

Getreideertrags in Reis hindeutet (Ashikari et al., 2005).

1.4.2 Cytokininsignaltransduktion in Reis

Die Cytokininsignaltransduktion verlauft in Arabidopsis thaliana durch das Zwei-Komponenten-
System (siehe Abschnitt 1.4). Die beiden Modelle, Monokotyledone (Oryza sativa) und
Dikotyledone (Arabidopsis thaliana), besitzen die gleichen Elemente der
Cytokininsignaltransduktion  (Pareek et al., 2006). Die ersten Mitglieder im
Cytokininsignaltransduktionsweg in Reis sind die membranstiandigen Histidinkinasen. Reis besitzt
vier Histidinkinasen (OsHK3, OsHK4, OsHK5, OsHK6), die zu den drei beschriebenen
Cytokininrezeptoren in Arabidopsis thaliana (AHH2, AHK3, AHK4) homolog sind und die gleiche
Domaénenstruktur (CHASE Doméne, Histidinkinase Doméane und Response-Regulator Domaéne)
besitzen (Ito and Kurata, 2006; Du et al., 2007; Schaller et al., 2007). Die einzige Ausnahme ist der
putative Cytokininrezeptor CHARK (CHASE domain Receptor-like serine/threonine Kinase), wahrend
dessen CHASE Domaéne eng mit den CHASE Domanen anderer Cytokininrezeptoren verwandt ist (67

% aller Aminosauren sind identisch mit der CHASE-Domane von AHK4), weist CHARK nur eine
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Serin/Threonin Kinase zur Signalweiterleitung auf (Han et al., 2004; Ito and Kurata, 2006; Du et al.,
2007; Gruhn et al., 2014). Han und Kollegen zeigten, dass CHARK den Arabidopsis-Phanotyp crel-1
komplementieren konnte und vor allem in Wurzeln und entwickelten Spikelets in Reis exprimiert
wird (Han et al., 2004). Es ist bis jetzt unbekannt, ob der atypische putative Cytokininrezeptor
CHARK aus Reis eine unbekannte Cytokininsignaltransduktion gegentber den klassischen
Cytokininrezeptoren  aufweist und wie dieses Signal mit der konventionellen

Cytokininsignaltransduktion integriert.

Die AHP-Proteinfamilie besteht in Reis aus flinf Mitgliedern, von denen zwei (OsHP1 und OsHP2)
den konservierten Histidinrest (XHQXKGSSXS) besitzen und als Histidin-Phosphotransferproteine in
der Cytokininsignaltransduktion fungieren kénnen und drei Pseudo-AHP Proteine (OsPHP1-
OsPHP3), denen der konservierte Histidinrest fehlt (Du et al., 2007; Schaller et al., 2007). Die
Histidin-Phosphotransferproteine OsHP1 und OsHP2 zeigten eine positive Regulation in der
Cytokininsignaltransduktion und eine spezifische Rolle in der Stresstoleranz in Reis (Sun et al.,
2014). Die Pseudo-AHP Proteine (OsPHP1-OsPHP3) wurden dagegen als negative Regulatoren der

Cytokininsignaltransduktion in Reis identifiziert (Tsai et al., 2012).

Wie in Arabidopsis thaliana stellen die Response-Regulatoren den letzten Teil der
Cytokininsignaltransduktion in Reis dar (Imamura et al., 1999). Die insgesamt 36 OsRR Gene im
Reis-Genom sind aufgrund ihrer Sequenz, Domanenstrukturen und Induktionsfahigkeit durch
Cytokinin in vier verschiedenen Untergruppen (Typ-A, -B, -C und pseudo OsRRs) eingeteilt (13 Gene
kodieren fir Typ-A, 13 Gene fir Typ-B, zwei Gene fiir Typ-C und acht Gene fiir pseudo Response-
Regulatoren) (Schaller et al., 2007). Verschiedene Studien analysierten die Rollen der
unterschiedlichen Response-Regulatoren von Reis (Jain et al., 2006; Hirose et al., 2007; Tsai et al.,
2012). Beispielsweise fiihrte die Uberexpression der Typ-A Response-Regulatoren OsRR3, OsRR5
oder OsRR6 in Reis zu einer reduzierten Sensitivitdit gegen Cytokinin, was auf eine negative
Regulation der Typ-A OsRRs der Cytokininsignaltransduktion in Reis wie in Arabidopsis thaliana
hindeutet (Hirose et al., 2007; Cheng et al., 2010). Jain und Kollegen zeigten eine induzierte
Expression des OsRR6 Gens durch die Behandlungen mit Salz, Dehydration und niedriger
Temperatur, was auf eine wichtige Rolle von OsRR6 als Antwort auf abiotischen Stress in Reis

hindeutet (Jain et al., 2006).
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1.5 Verwendete Organismen zur Erforschung der

Cytokininsignaltransduktion

Die Evolution der Cytokininrezeption wurde in dieser Arbeit durch die funktionelle
Charakterisierung von putativen Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Organismen analysiert. Die
untersuchten putativen Cytokininrezeptoren wurden entsprechend der phylogenetischen Analyse

der CHASE Domane (Gruhn et al., 2014) aus den folgenden Organismen ausgewahlt:
Physcomitrella patens

Das kleine Blasenmiitzenmoos (Physcomitrella patens) ist ein Laubmoos und gehort zur Familie der
Funariales (Klasse Bryophyta). Es ist eine weit verbreitete Moosart, die offenen Lebensraum in
kalten gemaRigten Zonen kolonisiert (Schaefer et al., 1994). Wegen eines kurzen Lebenszyklus von
4 Wochen, eines haploiden Genoms sowie einer effizienten homologen Rekombination, dient
Physcomitrella patens als Modellorganismus der Pflanzenwissenschaften; besonders fir die
Evolutions-, Entwicklungs- und Physiologie-Analyse (Cove und Knight 1993; Reski 1998; Frahm
2001). Das Genom von Physcomitrella patens mit 510 Mbp, die in 27 Chromosomen organisiert
sind, wurde vollstandig sequenziert (Lang et al., 2008; Rensing et al. 2008). Mutanten-Analysen
zeigten eine wichtige Rolle der klassischen Cytokininrezeptoren aus Physcomitrella patens (PpCHK1,

PpCHK2 und PpCHK3) in der Knospen-Induktion (von Schwarzenberg et al., eingereicht).
Dictyostelium discoideum

Die sozialen AmoOben Dictyostelium sind eine Gruppe einzelliger Organismen. In der Hungerphase
wird dieser Organismus mehrzellig durch Aggregation und bildet dann Fruchtkdrper mit Stielzellen
und Sporen. Diese Verlagerungsfahigkeit zwischen Uni- und Multizellularitdit macht diesen
Organismus ideal flir die Untersuchung genetischer Verdanderungen, die an der Schnittstelle
zwischen ein- und mehrzelligem Leben auftreten (Loomis, 2014). Dieser Entwicklungszyklus ist eine
Antwort auf Hunger und beinhaltet sowohl eine hochkoordinierte Zellbewegung und ein streng
kontrolliertes Programm der Zelldifferenzierung (Gaudet, 2008). Eine evolutiondre Analyse zeigte,
dass soziale Amoben zur Supergruppe von Amoebozoa gehdren (eine Schwestergruppe von der

Klasse der Opisthokonta), die Tiere und Pilze enthalt (Schaap, 2011).
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Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii ist eine 10 um grolRe, einzellige und lebende Griinalge aus der Gattung
Chlamydomonas. Dieser Organismus gehort zur Klasse Chlorophyta und besitzt mehrere
Mitochondrien, zwei vordere GeiReln fiir die Motilitat; Paarung; und einen Chloroplasten, welcher
den Photosyntheseapparat und die kritischen Stoffwechselwege beherbergt (Merchant et al.,
2007). Chlamydomonas dient zur Analyse der eukaryotischen Photosynthese (Harris et al., 2001). Es
ist auch ein Modell fir die Aufklarung der eukaryotischen Flagellen und basalen Korperfunktionen

sowie der Funktionsstorung durch pathologische Effekte (Keller et al., 2005; Yang et al., 2006).
Cyanobakteria

Die Cyanobakterien unterscheiden sich von allen anderen Bakterien durch ihre Fahigkeit zur
Photosynthese. Sie gehoren zur Klasse Cyanophyceae (Blaualgen) und besitzen im Gegensatz zu
Algen keinen echten Zellkern. Einige Cyanobakterien enthalten einen besonderen Farbstoff
(Phycocyanin) und deshalb zeigen sie eine blaugriine Farbe (Allaby, 1992; Lee, 2008). Gemal der
Endosymbiosetheorie wurden die Chloroplasten aus Cyanobakterien in die Pflanzen und

eukaryotischen Algen Ulber primadre Endosymbiose eingetragen (Keeling, 2013).

1.6 Evolution der Cytokininperzeption

Es wurde vermutet, dass die Zwei-Komponenten-Systeme (ZKS) Uber primare Endosymbiose ins
Pflanzengenom eingetragen wurden (Koretke et al., 2000; Duplessis et al., 2007; Frebort et al.,
2011; Spichal, 2012). Putative Cytokininrezeptoren mit einer CHASE-Domane wurden in
verschiedenen Organismen z. B. in Grinalgen wie Clamydomonas und Volvox gefunden. Drei
klassische Cytokininrezeptoren aus Physcomitrella patens (PpCHK1, PpCHK2, PpCHK3) mit hoher
Konservierung in den Aminosaduren der CHASE Domane und konservierten Doméanen (ZKS) wurden
auch identifiziert (Pils und Heyl, 2009). Ishida und Kollegen zeigten eine Aktivitdt von PpCHK2 in E.
coli-KkKomplementationsassays (Ishida et al., 2010). Eine Aktivitit der drei putativen
Cytokininrezeptoren wurde spéter in verschiedenen Systemen gezeigt (von Schwarzenberg et al.,
eingereicht). Eine phylogenetische Analyse zeigte drei Klassen von putativen Cytokininrezeptoren:
Eine Klasse aus Cyanobakterien, Am6ében und Chlorophyceae Algen mit diversen CHASE Domanen
und unbekannten anderen Domanen (ZKS) (Klasse A), eine neue Klasse von putativen

Cytokininrezeptoren mit divergierenden Aminosauren in der CHASE Domadne und konservierten
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Domanen (ZKS), die nur in Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens gefunden wurden
(Klasse B) und eine Klasse von klassischen Cytokininrezeptoren mit einem hohen
Konservierungsgrad in den Aminosauren der CHASE Domane und konservierten Domanen (ZKS)
(Klasse C) (Abb. 8) (Gruhn et al., 2014; 2015). Anjard und Loomis, (2008) zeigten eine positive
Regulation von Cytokinin in der Sporulationsinduktion in Dictyostelium, zwei Mitglieder; eine
Histidinkinase DhkB und eine Adenylatzyklase AcrA waren an dieser Cytokininsignaltransduktion
beteiligt. Aber wie das Cytokinin-Signal in Dictyostelium transduziert wird, ist bis jetzt nicht

bekannt.

1.7 Proteinstruktur der CHASE Domdne von AHK4

Rezeptor-Histidinkinasen sind Multidomdnen-Proteine und kombinieren Sensor- und Effektor-
Module (Hwang et al., 2002; Kakimoto, 2003; Heyl und Schmiilling, 2003; Bishopp et al., 2009;
Romanov, 2009; Shi und Rashotte, 2012; Lomin et al.,, 2012). Cytokininrezeptoren treten als
Dimere ahnlich wie ihre prokaryotischen bakteriellen Histidinkinasen Vorfahren auf. Die Sensor-
Domane des Cytokininrezeptors wurde als CHASE (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory
Extracellular) benannt (Anantharaman und Aravind, 2001; Mougel und Zhulin, 2001) und dient der
Cytokininbindung (Heyl et al., 2007). Zum besseren Verstandnis der Cytokininbindung an die CHASE
Domadne des Cytokininrezeptors war die Kristallisation und die Losung der Tertidrstruktur des
CHASE-Proteins sehr entscheidend. Die erste kristallisierte CHASE Domane eines Cytokininrezeptors
war die CHASE Domédne des AHK4 Rezeptors (Hothorn et al., 2011). Die strukturellen Daten dieser
Domane zeigten, dass der N-Terminus des Sensormoduls eine lange a-Helix (al) besitzt. Diese Helix
bildet eine Aufhdnge-Struktur zwischen zwei verschiedenen PAS (Per-Arnt-Sim)-like Domanen, die
durch einen helicalen Linker verbunden sind (Abb.6). Der N-terminale Teil der a1l Helix ist tiber eine
Disulfidbriicke an das B12 Faltblatt kovalent verbunden, was die flankierenden Membran-Helices in
unmittelbarer Nahe bringt (Hothorn et al., 2011). Die gleiche strukturelle Anordnung wurde zuvor
mit der bakteriellen Familie 1 Histidinkinase Sensor Domanen gesehen, trotz eines sehr geringen
Grades an Sequenzkonservierung zwischen diesen Bakterienrezeptoren und AHK4 (Zhang et al.,
2010). Beide, AHK4 und die bakterielle Sensor Domane, bilden durch al- und a2-Helices
Homodimere in Kristallen. Das N°-Isopentenyladenin (iP) wurde zusammen mit der CHASE Domine
des AHK4 Rezeptors aufgereinigt und schlieRlich kristallisiert (Hothorn et al., 2011). NE-

Isopentenyladenin ist ein natirliches Cytokinin, welches auch in Bakterien vorhanden ist, wo es
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beispielsweise beim Abbau von tRNA erzeugt wird (Caillet et al., 1988; Gray et al., 1996). Fiir die
Cytokininerkennung und bindung benutzt die CHASE Doméane des CRE1/AHK4 Rezeptors die
membrandistale PAS-Doméne (Abb. 6 und 7). Die beiden N6—Isopentenyladenin Teile (Adenin und
Isopentenyl) werden von der AHK4 Ligand-Bindungstasche gebunden (Hothorn et al., 2011).
Strukturen der Sensor-Domdne im Komplex mit verschiedenen Cytokininen sind sehr dhnlich
(Hothorn et al., 2011). Der untere Teil der Cytokinin-Bindungstasche wird von den zentralen B-
Faltblattern (B7-B8) der PAS-Domane gebildet und durch kleine hydrophobe Aminosdurereste
begrenzt. Die hydrophobe Obergrenze der Bindungstasche wird durch die Schleifen (B3-a4)
gebildet (Hothorn et al., 2011). Die Adenineinheit vom Cytokinin-Molekul ist in der Bindungstasche
durch Wasserstoffbriicken mit Asp262 und Leu284 orientiert. Ein wichtiges Wassermolekdl ist in
der Nahe vom Cytokinin-Schwanz lokalisiert und bindet Wasserstoffbriicken mit Thr294, Asp262
und der Hydroxylgruppe von trans-Zeatin (Hothorn et al., 2011). Zwei Zeatin-Typ-Cytokinine, trans-
und cis-zeatin, unterscheiden sich in der Position der OH-Gruppe der Seitenkette. Die Strukturdaten
zeigten, dass trans-Zeatin eine zusatzliche Wasserstoffbricke zwischen der Hydroxyl-Seitenkette
und Thr294-Rest bildet, eine solche Bindung in cis-Zeatin fehlt (Hothorn et al.,, 2011). Diese
Tatsache erklart, warum CRE1/AHK4 trans-Zeatin viel starker als cis-Zeatin bindet (Romanov et al.,
2006). Der Bindungsmodus der aromatischen Cytokinine wurde durch Kinetin und N®-
benzyladenine erklirt. Ahnlich der Isoprenoid-Gruppe von trans-Zeatin bildet die Furfuryl-Gruppe
von Kinetin eine Wasserstoffbindung mit dem Thr294-Rest (Hothorn et al., 2011). Mit Thidiazuron,
einem kinstlichen Phenylureacytokinin, wurde bestitigt, dass der CRE1/AHK4 Rezeptor die N°-
Adenin oder Phenylharnstoff Cytokinin-Derivaten in der gleichen Position der Cytokinin-

Bindungstasche bindet (Romanov et al., 2006; Hothorn et al., 2011).
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Abbildung 6: Topologische schematische Darstellung von der Struktur der CHASE Doméane des AHK4/CRE1 Rezeptors.
Der N-Terminus des Sensormoduls besitzt ein lange a-Helix (al). Diese Helix bildet eine Rahmenstruktur zwischen zwei

verschiedenen PAS (Per-Arnt-Sim)-like Doméanen (rot und lila), die durch einen helicalen Linker (griin) verbunden sind
(Abbildung von Steklov et al., 2013).

Abbildung 7: AHK4 bindet Cytokinine mit seiner membrandistalen PAS-Doméane. Nahaufnahme der Cytokinin

Bindungstasche im Komplex mit NG-IsopentenyIadenin (Innenbindungen-Darstellung) (Abbildung von Hothorn et al.,

2011).
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1.8 Ziel der Arbeit

Die zentrale Aufgabenstellung dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung von putativen
Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Organismen, um die Evolution der Cytokininperzeption zu

analysieren.

Wichtige Komponenten des Stoffwechsels und des Signalwegs des Phytohormons Cytokinin wurden
in den Genomen und EST-Daten von einer Vielzahl von verschiedenen Arten aus Bakterien und
Algen zu modernen Landpflanzen identifiziert (Gruhn et al., 2014). Neben den klassischen
Cytokininrezeptoren (Klasse C) zeigte diese phylogenetische Analyse eine neue Klasse von putativen
Cytokininrezeptoren, die bisher nur in Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens gefunden
wurden (Klasse B). Weiterhin wurde eine dritte Klasse von Rezeptoren aus Cyanobakterien,

Amoben und Chlorophyceae Algen nachgewiesen (Klasse A) (Abb.8).

Um die Evolution der Cytokininperzeption nach dieser phylogenetischen Analyse naher zu
analysieren, sollte die Cytokininaktivitat einiger Rezeptoren von verschiedenen Klassen und

Organismen in verschiedenen Systemen untersucht werden.

1. Von der Klasse A sollten putative Cytokininrezeptoren aus Organismen untersucht werden,
bei denen bislang nicht klar ist, ob Cytokinin als Signalmolekiil benutzt wird.

2. Von der Klasse B sollten putative Cytokininrezeptoren aus Marchantia polymorpha und

Physcomitrella patens untersucht werden, die die gleiche Domanenstruktur wie die
klassischen Cytokininrezeptoren aufweisen.
Bindungsassays und Komplementationsassays lieferten Hinweise fiir eine solche Funktion
von Cytokinin bei zwei Mitgliedern der Klasse B, PpCHK4 aus Physcomitrella patens und
MpCHK1 aus Marchantia polymorpha (Gruhn et al., 2014). Zum besseren Verstandnis der
Evolution der Cytokininbindung an die diverse CHASE Domé&ne des PpCHK4 Rezeptors, ist
die Kristallisation und die Losung der Tertiarstruktur des CHASE-Proteins entscheidend.

3. Von der Klasse C sollte die Cytokininsignaltransduktion des putativen Cytokininrezeptors
CHARK aus Oryza sativa mit hohen konservierten CHASE Doméane Aminosduren und nur
einer Serin/Thrionin Domane untersucht werden, weil es einige Hinwiese gibt, dass CHARK

einen anderen evolutionaren Ursprung als die anderen klassischen Cytokininrezeptoren hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Material und Methoden

Standardchemikalien wurden in analytischem Reinheitsgrad von Fluka (Buchs, Schweiz), Merck

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die fllssigen

Medien und Agar fir Bakterien und Pflanzen wurden von BD Biosciences (Heidelberg), Difco

Laboratories (Detroit, USA) und Duchefa (Haarlem, Niederlande) hergestellt.

2.1.2 Reaktionskits

Die in dieser Arbeit verwendeten Reaktionskits sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Reaktionskits

Reaktionskit

Verwendungszweck

Hersteller

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Gelextraktion von DNA-Fragmenten

und Aufreinigung von PCR Produkten

Machery-Nagel, Diren

NucleoSpin Plasmid Easy Pure

Plasmid-Mini- Praparation

Machery-Nagel, Diren

Nucleobond Xtra Maxi

Plasmid-Maxi-Praparation

Machery-Nagel, Diiren

QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis

Ortsgerichtete Mutagenese

Stratagene, La Jolla, USA

Gateway Cloning Technology

Rekombinante Klonierungstechnologie

Invitrogen, Karlsruhe

Protein Assay Kit

Quantitative Bestimmung der

Proteinkonzentration

Bio-Rad, Miinchen
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2.1.3 Antibiotika

Material und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in der Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Antibiotika

Antibiotika Stammlosung | Arbeitskonzentration | Losungsmittel
(mg/ml) (ng /ml)
Carbenicillin 50 50 H,0
Chloramphenicol | 34 34 Ethanol
Gentamycin 25 25 H,O
Kanamycin 100 100 H,O
Phosphinothricin | 10 10 H,O
Rifampicin 50 50 DMSO
Spektinomycin 50 50 H,O
Tetracyclin 10 10 Ethanol
Zeocin 100 100 H,O

2.1.4 Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind in der Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Enzyme

Enzyme

Verwendungszweck

Hersteller

Cellulase R-10

Isolierung von Arabidopsis

Mesophyllprotoplasten

Duchefa, Haarlem, Niederlande

Macerozym R-10

Isolierung von Arabidopsis

Mesophyllprotoplasten

Duchefa, Haarlem, Niederlande

Restriktionsendonukleasen

DNA-Restriktionsanalysen

Fermentas, St. Leon-Rot; New

England Bio Labs, Frankfurt

T4 DNA Ligase

DNA-Ligation

Fermentas, St. Leon-Rot

Tag-Polymerase

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Hauseigene Herstellung

Pfu-Polymerase

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Hauseigene Herstellung

Phusion High-Fidelity DNA

Polymerase

Polymerasekettenreaktion (PCR), fiir die

langen oder schwierigen DNA-Amplifikate

New England Bio Labs, Frankfurt
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2.1.5 Organismen

2.15.1 Mikroorganismen (E. coli und Hefe)
Die Bakterienstamme und der S. cerevisiae-Stamm, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in

den Tabellen 4 und 5 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Bakterienstamme

Stamm

Genotyp

Verwendung

Referenz

BL21 (DE3)
pLysS (E. coli)

F ompT hsdSg(rs mg) gal decm
(DE3)pLysS (Cam")

Proteinexpression

Grunberg-Manago,

1999; Lopez et al., 1999

Rosetta2 (E. coli)

F ompT hsdSg(rs mg) gal decm
PRARE2 (Cam")

Proteinexpression

Kane, 1995; Kurland und
Gallant, 1996

BL21 Star F ompT hsdSg(rs mg) gal decm Proteinexression Kido et al., 1996; Lopez
(DE3)pLysS rne131 (DE3)pLysS (Cam") etal., 1999

(E. coli)

Origami B F ompT hsdSg(rg mg) gal dem lacY1 | Proteinexression Zur Verfligung gestellt
(DE3)pLysS ahpC (DE3) gor522:: Tn10 trxB pLysS von Dr. Martinez, FU
(E. coli) (Cam®, Kan®, Tet) Berlin

KMI002 (E. coli)

ArcsC ::Kmr,ara thi A (pro - lac)
A(wza - wea), wza :: lacZ, A cps

operon

Proteinexpression, E. coli-

Komplementationsassay

Mizuno and Yamashino,

2010

ArcticExpress

(DE3)RP (E. coli)

E. coli B F—ompT hsdS(rB— mB-)
dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte

Proteinexression bei

niedrigen Temperaturen

Agilent Technologies

[cpn10 cpn60 Gentr]

DH10B (E. coli) F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Klonierung Calvin und Hanawalt,
D80lacZAM15 AlacX74 recAl 1988; Raleigh et al.,
endA1 araD139 A(ara, leu)7697 1988
galU galK X rpsL nupG

DB3.1 (E. coli) F gyrA462 endA1 A(sr1-recA) mcrB | Klonierung Hanahan, 1983; Bernard

mrr hsdS20 (rgmg’) supE44 aral4
galk2 lacY1 proA2 rpsL20(Sm’) xyl5

Aleu mtl1

und Couturier, 1992

25




Material und Methoden

GV3101::pMP90 | Rif* Gm"® Pflanzentransformation | Koncz et al., 1987;
(A. tumefaciens) Schell, 1978
C58C1::pCH32 Rif* Gm® km" Unterdrickung von Voinnet et al., 2003
(A. tumefaciens) posttranskriptionellem
genesilencing mittels p19
Protein in planta
XL1 blue (E. coli) | recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 Mutagenese Stratagene, La Jolla, USA
supE44 relAl lac [F* proAB
lacl’zZAM15 Tn10 (Tet')]
Tabelle 5: Saccharomyces cerevisiae-Stamm
Stamm Genotyp Verwendung Referenz
L40ccua MATa his3A200 trp1- 901 leu2-3,112 Hefe Zweihybrid-System Goehler et al.,
LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-lacZ (Y2H, Yeast two-hybrid) 2004
ADE2::(lexAop)8- URA3 GAL4 gal80 canl cyh2
2.1.5.2 Pflanzen

Fir die Pflanzen-Komplementationsanalysen wurden Arabidopsis thaliana Col-0 (Wildtyp) und die

Arabidopsis thaliana Rezeptor-Mutanten-Linie ahk2-2/ahk3-3 verwendet (Stolz et al., 2011). Fir

den Prototoplasten trans-Aktivierungsassay (PTA) wurde die Arabidopsis thaliana Rezeptor-

Mutanten-Linien ahk2-5/ahk3-7 benutzt (Riefler et al., 2006). Die subzelluldre Lokalisation wurde

mit Nicotiana benthamiana durchgefiihrt.

2.1.6 Nahrmedien

2.1.6.1

Ndhrmedien fiir Bakterien

Zum Zweck der Anzucht von E. coli Bakterien wurde LB-, TB-, YEB- und Autoinduktionsmedium (ZYP-

5052) benutzt.
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LB-Medium

Zur Herstellung dieses Mediums wurden (10 g/l Trypton, 5 g/I Hefeextrakt und 10 g/l
Natriumchlorid) eingewogen. Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,2 eingestellt. Fiir Fest-LB-
Medium wurde zusatzlich 15 g Agar pro Liter LB-Medium zugefiigt. Das Medium wurde schlieRlich

15 Minuten autoklaviert und bei RT aufbewahrt.

TB-Medium

Fur dieses Medium wurden 12 g/I Bacto-Tryptone, 24 g/I Bacto-Yeast und 4 ml/l Glycerol
verwendet. Die Losung wurde mit ddH,O auf 900 ml aufgefiillt, autoklaviert und auf etwa 50 °C
abkuhlt. Schlieflich wurden 100 ml von der sterilen 10 x TB Phosphat-Losung zugefligt und bei RT

aufbewahrt.

Zur Ansetzung der 10 x TB Phosphat-L6sung wurden 2,31 g KH,PO,4 (= 0.17 M) und 12.54 g K;HPO,4
(= 0.72 M) in 90 ml Wasser gelost. Danach wurde das Volumen bis 100 ml mit Wasser eingestellt

und die Losung schlieBlich fir 15 Minuten autoklaviert und bei RT aufbewahrt.
YEB-Medium

Zur Herstellung dieses Medium wurden 5 g/l Bacto-Pepton, 1 g/l Hefeextrakt, 5 g/| Beef-Extrakt, 5
g/l Saccharose und 493 mg/l MgS0O,4 x 7H,0 verwendet. Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,2

eingestellt. Das Medium wurde schlie8lich 15 Minuten autoklaviert und bei RT aufbewahrt.
Autoinduktionsmedium (ZYP-5052)

Fur dieses Medium wurden 958ml/l ZY [ZY: 10 g/| Trypton und 5 g/I Hefeextrakt]; 20 ml/l 50x M
[50x M: 25 mM Na;HPQO,, 25 mM KH,PO,4, 50 mM NH4Cl und 5 mM Na,SO4]; 20mli/I 50x 5052 [50x
5052: 250 g/l Glycerol, 25 g/l Glukose und 100 g/| a-Lactose]; 2 ml/l 1 M MgSO, und 0.2 ml/l 1000x
trace elements [1000x trace elements: 50 mM FeCls;, 20 mM CaCl,, 10 mM MnCl,, 10 mM ZnSQy, 2
mM CoCl;, 2 mM CuCl,, 2 mM NiCl,, 2 mM Na;Mo0QO,4, 2 mM NaySeO3 und 2 mM H3BOs] verwendet
(Studier et al., 2005).

2.1.6.2 Ndhrmedien fiir Hefen
Zum Zweck der Anzucht des Hefestamms S. cerevisiae L40ccua wurde YPD- und SD-Medium

verwendet.
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YPD-Medium

Fur die Herstellung von YPD-Medium wurden 20 g/l Pepton und 10 g/l Hefe-Extrakt benutzt. Der
pH-Wert wurde auf 5,8 mit 1 N HCI eingestellt. Das Gemisch wurde anschlieend mit ddH,0 auf 950
ml aufgefullt, autoklaviert und mit 50 ml/I steriler Glukose (40 %ige Stocklosung) versetzt. Fiir Fest-

YPD-Medium wurde zusatzlich 15 g Agar pro Liter YPD-Medium zugefligt.
SD-Medium

Fur die Selektion von Hefen wurde das synthetic defined (SD) Medium verwendet (6.7 g/l Yeast
Nitrogen Base). Der pH-Wert wurde auf 5,8 mit 1 N HCl eingestellt. Das Gemisch wurde
anschlieBend autoklaviert und mit 50 ml/l steriler Glukose (40 %ige Stocklosung) versetzt. Zur
Herstellung von Festmedium wurde vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar hinzugegeben. Fir das
Yeast-two-hybrid-Experiment wurden verschiedene SD-Platten je nach Selektion mit einer oder
mehreren der folgenden Aminosauren (jeweils mit der Endkonzentration 0,002%) benutzt (Tabelle

6).

Tabelle 6: Selektivmedien basierend auf dem SD-Medium

Selektionsmedium | Aminosaurezusatze

SDI Histidin, Uracil, Tryptophan oder Leucin
SDll Histidin und Uracil
SDIV Ohne Aminosduren

Flr SDIV-Platten wurde zusatzlich 5 mM 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol) zur Unterdriickung leichter

Autoaktivierungsaktivitaten hinzugefiigt.

2.1.6.3 Ndhrmedien fir Pflanzen

Fur die Sterilkultur von Arabidopsis thaliana wurde MS-Medium (4,2 g/| MS-Salze, 0,1 g myo-
Inositol, 0,5 g/l MES, 10 g/I Saccharose, pH 5.7 mit KOH und 9 g/l Agar) verwendet (Murashige und
Skoog, 1962). Zur Selektion transformierter Arabidopsis-Pflanzen wurde dem Medium 10 pg/ml

Phosphinotricin (PPT) hinzugefiigt.
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Flr die unsterilen Pflanzenkulturen wurden Arabidopsis- bzw. Tabaksamen im Gewachshaus auf
Erde (2:2:1 P-Erde:T-Erde:Perlit) bei 22 °C unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkel)
ausgesat oder die auf MS-Medium vorselektierten Pflanzen ca. 14 Tage nach der Keimung auf Erde

pikiert.

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Arbeiten

2211 Herstellung und Transformation von kompetenten Zellen

Herstellung und Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurde nach der TSS-Methode durchgefiihrt
(Chung et al., 1989). Zuerst wurden 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden E. coli Stamm
angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Danach wurde 1 ml von dieser Vorkultur
in 100 ml LB-Medium uberfiihrt und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODggg) von 0,5
wachsen gelassen. AnschlieBend wurde die Kultur auf Eis gekihlt, fir 5 min bei 4 °C und 4000 x g
abzentrifugiert und das Pellet in 2 ml steriler TSS Losung (85 % LB, 10 g PEG6000, 5 % DMSO, 50
mM MgCl,) resuspendiert. SchlieBlich wurden 200 pl eiskaltes 87 % Glycerin zugegeben, die Zellen

zu 100 pl aliguotiert und bis zur ndachsten Verwendung bei -80°C gelagert.

Fir die Transformation wurden zunachst die eingefrorenen chemisch kompetenten Zellen des
entsprechenden E. coli Stamms auf Eis aufgetaut und (1 — 100 ng) DNA hinzupipettiert. Nachdem
die Zellen fiir 15 Minuten auf Eis stehen gelassen wurden, wurde ein Hitzeschock von 42 °C fiir 90
Sekunden appliziert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 2 Minuten auf Eis gestellt und dann 900 pl
vorgewarmtes LB-Medium hinzupipettiert. Schlielich wurde das Reaktionsgefdld in den 37 °C
beheizten Schittler fir 1 Stunde inkubiert. Verschiedene Volumen des Transformationsansatzes
wurden auf festem LB-Medium (mit Selektionsmarker) ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C

inkubiert (Chung et al., 1989).
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Herstellung und Transformation von elektrokompetenten E. coli-Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 5 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden E. coli Stamm beimpft und tGber Nacht bei 37 °C schittelnd inkubiert. 100 ml einer
mit 1 ml Vorkultur frisch beimpften Bakterienkultur wurden bis zu einer optischen Dichte bei 600
nm (ODggo) von 0,5 wachsen gelassen. Anschlieend wurde die Bakterienkultur fir 15 Minuten auf
Eis geklhlt, fir 5 min bei 4 °C und 4000 x g abzentrifugiert und das Pellet mit 20 ml eiskaltem H,0
gewaschen und wieder wie oben beschrieben abzentrifugiert. Der Waschschritt wurde noch
zweimal wiederholt und das Pellet wurde schliefflich mit 1 ml 10 %-igem eiskaltem Glycerin
resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden zu 50 pl aliquotiert und bei -80 °C gelagert (Calvin

und Hanawalt, 1988).

Fir die Transformation wurden die elektrokompetenten E. coli-Zellen zunachst auf Eis aufgetaut
und nach der Zugabe von der zu transformierenden DNA fir 20 min auf Eis inkubiert. Der
Zellenansatz wurde schlieBlich in eine Elektroporationskiivette (Peqlab, Erlangen) pipettiert und im
Elektroporator (MicroPulser™, Bio-Rad, Miinchen) ein Puls von 1,8 kV appliziert. Anschliefend
wurden 900 ul vorgewarmtes LB-Medium sofort zum Transformationsansatz pipettiert und fir 1
Stunde bei 37 °C geschittelt. Verschiedene Volumen des Transformationsansatzes wurden auf
festem LB-Medium (mit Selektionsmarker) ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert (Calvin

und Hanawalt, 1988).

Herstellung und Transformation von elektrokompetenten Agrobacterium tumefaciens—Zellen

Die Herstellung und die Transformation von elektrokompetenten Agrobacterium tumefaciens-
Zellen erfolgten nach den gleichen Bedingungen wie die von E. coli. Aber mit Ausnahme, dass der
Transformationsansatz nach der Zugabe von LB-Medium zwei Stunden bei 28 °C geschiittelt wurde
und nach dem Ausplattieren auf Agarplatten mit LB-Selektionsmedium zwei Tage bei 28 °C

inkubiert wurde (Sambrook und Russell, 2001).

Herstellung und Transformation von kompetenten S. cerevisiae-Zellen

Weil die Kompetenz von kompetenten Hefen-Zellen bei der langeren Lagerung schnell abnimmt,
missen die kompetenten S. cerevisiae-Zellen frisch hergestellt und sofort mit DNA transformiert

werden.
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Transformation von S. cerevisiae-Zellen mit geringen DNA-Mengen

Der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae L40ccU3 wurde auf festem YPD-Medium ausgestrichen
und Gber Nacht bei 30 °C inkubiert. Fur die Hefetransformation im kleinen MaRstab wurden 30 ml
YPD-Flissigmedium mit einer Hefekolonie beimpft und lber Nacht bei 30 °C geschittelt. Am
nachsten Tag wurden ca. 1,5 ml der Ubernachtkultur zu 29 ml YPD-Fliissigmedium tberfiihrt und
eine optische Dichte bei 600 nm (ODgg) von 0,3 eingestellt. Der Kultur wurde danach fir ca. 3
Stunden bei 30°C bis zu einer ODgyo von 0,7-0,9 schiittelnd inkubiert und anschlieRend bei 2000 rpm
fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und das
Zellpellet in 10 ml Mix 1 [1,0 ml LiAc (0,1 M), 5 ml Sorbitol (2 M), 0,5 ml TE (10fach) und 3,5 ml
ddH,0] resuspendiert. Dann wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt und das Zellpellet in 1 ml
Mix 1 resuspendiert und fiir 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde pro Transformation 1 pg
Plasmid-DNA, 5 pl Trager-DNA (Herings-Sperma, 10 ng/ul), 230 pl Mix 2 [1,0 ml LiAc (1 M), 10 ml
PEG3350 (60 %), 1,5 ml TE (10fach) und 2 ml ddH,0] und 100 ul der Hefezellen zusammengemischt.
Der Transformationsansatz wurde dann fir 30 Minuten bei 30 °C inkubiert, 30 ul DMSO
hinzupipettiert und fiir 15 Minuten in einem 42 °C-Wasserbad inkubiert. Nach dem Hitzeschock
wurde das Gemisch fir 1 Minute bei 4000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 300 ul ddH,0
gelost. Schlielllich wurde die Hefesuspension auf SD-Selektivmedium (siehe 2.1.6.2) ausplattiert

und flir 5-7 Tage bei 30 °C inkubiert (Gietz und Woods, 2002).

Transformation von S. cerevisiae-Zellen mit einer cDNA-Bibliothek fiir das Yeast two-hybrid

Screening

Der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae L40ccU3 wurde mit dem entsprechenden Bait-Vektor
transformiert. Fiir die Transformation im groBen MaRstab mit cDNA-Bibliothek aus Arabidopsis
thaliana wurde der mit dem Bait-Vektor transformierte Hefe-Stamm auf SDI-Selektivmedium
ausgestrichen und fir 3 Tage bei 30 °C inkubiert. 30 ml YPD-Flissigmedium wurden mit einer
Hefekolonie beimpft und Uber Nacht bei 30 °C geschittelt. Am nachsten Tag wurde die
Ubernachtkultur zu 100 ml YPD-Flissigmedium Uberfiihrt und eine optische Dichte bei 600 nm
(OD600) von 0,3 eingestellt. Die Kultur wurde dann fir ca. 3 Stunden bei 30°C bis zu einer ODgg VOn
0,7-0,9 schiittelnd inkubiert und dann bei 2000 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Die Trager-DNA
(Herings-Sperma, 10 ng/ul) wurde fur 15 Minuten bei 95 °C vorerhitzt, zwischendurch gevortext

und anschlieRend sofort auf Eis abgekiihlt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt
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und das Zellpellet in 15 ml Mix 1 [2,0 ml LiAc (0,1 M), 6,0 ml Sorbitol (2 M), 1,5 ml TE (10fach) und
5,5 ml ddH,0] resuspendiert. Dann wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt, das Zellpellet in 15
ml Mix 1 resuspendiert und fiir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in 1 ml Mix 1 resuspendiert und fiir 10 Minuten bei RT inkubiert. Danach
wurde flr die Transformation 50 pg eiskalter Prey c-DNA-Bibliothek, 500 ul Trager-DNA, 7 ml Mix 2
[1,0 ml LiAc (1 M), 10 ml PEG3350 (60%), 1,5 ml TE (10fach) und 2 ml ddH,0] und 1 ml der
Hefezellen zusammengemischt und fiir 30 Minuten bei 30 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden
900 pl DMSO dazugegeben, gevortext und fiir 20 Minuten im 42 °C-Wasserbad inkubiert.
AnschlieBend wurde das Gemisch fiir 5 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert und in 4 ml ddH,0
resuspendiert. Das gesamte Volumen (Zellen + Mix) wurde danach genau bestimmt. 2 pl und 10 pl
wurden jeweils in 70 pl bidest. Wasser tberfihrt und auf SDII-Medium (siehe 2.1.6.2) ausplattiert,
um die Transformationsrate zu bestimmen. Der restliche Transformationsansatz wurde auf vier

SDIV-Platten ausplattiert und die Platten wurden schlielRlich sieben Tage bei 30 °C inkubiert.

Das Yeast two-Hybrid (Y2H) System wurde in vivo zur Identifizierung von Protein-Protein-
Interaktionen in eukaryotischen Hefezellen verwendet (Drees, 1999; Knippers, 2001). Die
Konstrukte wurden zuerst in die Bait- und Prey-Expressionsvektoren (pBTM116-D9-GW bzw.
pACT2-GW) kloniert und auf ihre Interaktion in diesem System untersucht. Dieses System
ermoglicht den Nachweis transienter und schwacher Protein-Protein-Interaktionen und basiert auf
der Trennung der Aktivierungs- und DNA-Bindedomane des GAL4 Transkriptionsfaktors (Stephens
und Banting, 2000). Wenn zwei miteinander interagierenden Proteine an die beiden Domanen
fusioniert wurden, wird der GAL4 Transkriptionsfaktor funktionell rekonstituiert und kann an
Promotoren von Reportergenen im Hefegenom binden und deren Expression aktivieren. Fir die
Detektion der Interaktionen wurden verschiedene Reportergene (URA3, HIS3 und LacZ) und
Auxotropiemarker benutzt, damit nur die Hefeklone auf dem defizienten Medium wachsen kénnen,
bei denen das Reportergen durch die Protein-Proteininteraktion aktiviert wird. Die fur Y2H
Experimente verwendeten Losungen und Medien (SD Medium, YPD Medium, SD I, SD |, SD V) sind
im Abschnitt 2.1.6.2 beschrieben.
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2.2.1.2 Transformation von Arabidopsis thaliana

Fir die Transformation von Arabidopsis thaliana wurde die floral dip Methode nach Clough und
Bent, 1998 durchgefiihrt. Nach der Elektrotransformation von Agrobakterien des A. tumefaciens-
Stammes GV3101 mit dem entsprechenden Plasmid (siehe 2.2.1.1), wurden 5 ml LB-Vorkultur mit
einer einzelnen Kolonie beimpft, Gber Nacht bei 28 °C geschiittelt und am nachsten Morgen in eine
neue 300 ml LB-Hauptkultur Giberfiihrt. Nach einer weiteren Inkubation (iber Nacht bei 28 °C wurde
die gewachsene Kultur fiir 15 Minuten bei 4500 x g und RT pelletiert, der Uberstand entfernt und
das Pellet in 300 ml Transformationslosung [MS Salze 0,42 % (w/v), Saccharose 5 % (w/v), Silwet L-
77 0,02 % (v/v); pH 5,7 mit 1 N NAOH eingestellt) gut resuspendiert. Die vier bis fiunf Wochen alten
Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden mit den Bliten fir 45 Sekunden in die Transformationslésung
getaucht, in eine Plastikschale gelegt und anschlieBend tiber Nacht im Dunkeln bei RT inkubiert.
Schlielich wurden die transformierten Pflanzen am nachsten Morgen zuriick ins Gewachshaus
gestellt. Nach der Transformation in Arabidopsis thaliana wurden die transformierten Pflanzen mit

Phosphinothricin (PPT) selektiert.

2.2.1.3  Transiente Transformation von N. benthamiana Blattepidermiszellen

Die 5-6 Wochen alten Tabakpflanzen wurden nach einem modifizierten Protokoll von (Sparkes et
al., 2006) transformiert. Daflir wurden die Expressionsplasmide mit den entsprechenden
Konstrukten, wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben, in A. tumefaciens transformiert. Eine einzelne
Agrobakterien-Kolonie, wurde in 10 ml YEB-Flussigmedium mit den entsprechenden Antibiotika
angeimpft und Uber Nacht bei 28 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 2 ml der gewachsenen
Kultur bei 4000 rpm und RT fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml frischem
Infiltrationsmedium [MES (500 mM, pH 5,7); MgCl2 (1 M); Acetosyringon (1 M) und 250 mg D-
Glucose] resuspendiert. AnschlieBend wurde der Waschschritt wiederholt, um die restlichen
Antibiotika zu entfernen. Nach dem Wachschritt wurde das Zellpellet in 2 ml Infiltrationsmedium
resuspendiert und die ODggg mit einer 1:10 Verdiinnung ermittelt. Da der Agrobakteriumstamm mit
dem Konstrukt und dem silencing inhibitor (P19-Stamm) immer co-infiltriert wurde, musste eine
Zellsuspension mit dem ODgy Verhaltnis von 0,1:0,1 (GFP-Fusionsvektor:P19-Vektor) mit dem
Infiltrationsmedium eingestellt werden. Vor der Infiltration wurde die Zellsuspension fir zwei
Stunden bei RT inkubiert, damit sich die Zellen an das verdnderte Medium anpassen konnten.

SchlieBlich wurde die Zellsuspension in die Unterseite des vierten bis sechsten Blattes langsam
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eingespritzt. Nach der Infiltration wurden die Pflanzen drei bis sieben Tagen inkubiert.
AnschlieBend wurden die transformierten Pflanzen am konfokalen Mikroskop (Leica) auf Expression
der fluoreszierenden Proteine untersucht. Hierflir wurde GFP mit dem Argon-Laser bei 488 nm
angeregt, die Emission wurde bei 512 nm gemessen. Das mCherry ER-Markerprotein fir Co-
Lokalisationsstudien wurde bei 587 nm angeregt, die Emission bei 610 nm gemessen. Die
Fluoreszenz vom Plasmamembranmarker-FM4-64 lag zwischen 625 und 665 nm. Zur Analyse der
Proteinexpression in den Pflanzenblattern mittels SDS-PAGE wurden Blattscheiden an bestimmten
Zeitpunkten ausgestanzt, zerschreddert und mit 5x SDS-Probenpuffer (siehe 2.2.2.2) aufgekocht.
Nach einer folgenden Zentrifugation wurde 20 pl vom Uberstand auf einem SDS-Gel aufgetragen

und der Proteingehalt schlieRlich analysiert.

2.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Mini-Praparation von Plasmid-DNA modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979

Zum Zweck der Isolierung von Plasmid-DNA aus einzelnen E. coli Kolonien, wurden die auf dem LB-
Agar gewachsenen Kolonien in 5 ml LB Medium mit den entsprechenden Antibiotika tGberfihrt und
Uber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Am nachsten Tag wurden 2 ml der Kultur fiir 1 Minute
bei 16000 x g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 150 ul RNase-haltiger
Losung 1 (siehe Tabelle 7) resuspendiert. Danach wurden fiir die Zelllyse 500 pl Losung 2 (siehe
Tabelle 7) hinzugegeben, vorsichtig 5-mal invertiert und fir maximal 5 Minuten inkubiert bis das Lysat
klar war. 350 ul Losung 3 (siehe Tabelle 7) wurden dazupipettiert, wieder 5-mal invertiert und fir 5
Minuten bei 4 °C und 16000 x g zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden 850 pl entnommen, in ein
neues Eppendorfgefald UGberfihrt und mit 850 pl Isopropanol gemischt. Dann folgte ein
Zentrifugationschritt fir 30 Minuten bei 4 °C und 16000 x g, der Uberstand wurde entfernt und das Pellet
mit 300 ul 70 % Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand erneut vollstindig entfernt und
das entstehende Pellet bei 37 °C getrocknet und in 30 pl ddH,0 resuspendiert. Zur Sequenzierung
wurden die Proben mit dem NucleoSpin Plasmid Easy Pure Kit (Machery-Nagel, Diiren)
entsprechend den Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Plasmid-DNA wurde schlieRlich in 50 pl

Elutionsldsung eluiert.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Losungen fiir die Plasmid Mini-Praparation

Lésung Zusammensetzung

6,06 g Tris

3,72 g Na,EDTA x 2 H,0

Losung 1 | pH mit HCl auf 8,0 eingestellt, mit ddH,0 auf
1000 ml aufgefillt

100 mg RNase A hinzugegeben

Losung 2 | 8,0 g NaOH Pellets in 950 ml ddH,0 gelost
50 ml 20 % SDS (w/v)

Losung 3 | 294,5 g Kaliumacetat in 500 ml ddH,0 gelost
pH mit Eisessig auf 5,5 eingestellt, mit ddH,0 auf 1000 ml aufgefillt

Amplifizierung und Maxi-Praparation von einer cONA-Bank

Flr das Yeast two-hybrid Screening mit der cDNA-Bibliothek aus Arabidopsis thaliana (von Csaba
Koncz, MPI, Kéln) wurde die cDNA amplifiziert und im grofRen MaBstab durch Maxi-Praparation
isoliert. Es folgte zuerst ein Vortest, um die Kompetenz der elektrokompetenten Zellen zu priifen
und die bendtigte Menge an cDNA zu berechnen. Danach wurde die entsprechende Menge von
cDNA-Bank mit E. coli-Zellen nochmal transformiert (siehe 2.2.1.1) und schlieRlich in 24 ml
flissigem LB-Medium Uberfihrt. AnschlieRend wurden je zu erwartenden 100000 Kolonien auf je
eine Agarplatte mit LB-Selektionsmedium (23 cm x 23 cm) verteilt, ca. 10 kleine autoklavierte
Glasktigelchen (425-606 Microns, Roth, Karlsruhe, Deutschland) auf jede Platte hinzugeben und bis
zur Trocknung geschwenkt. Die Glasklgelchen wurden dann entfernt und die Platten bei 37 °C liber
Nacht inkubiert. Die angewachsenen Klone wurden danach von den Platten geschabt. SchlieRlich
wurde die cDNA durch das NucleoBond Xtra Kit (Machery-Nagel, Diiren) prapariert. Die Aufreinigung

wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.1.5 Isolation von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Zur lIsolation und Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Hefen wurde die Methode mit Phenol-
Chloroform-lsoamylalkohol (im Verhéltnis 24:24:1) verwendet (Hoffman and Winston, 1987). Je 3
ml SD(-Leucin)-Flissigmedium wurden mit einer Hefe-Kolonie angeimpft und fiir 3 Tage bei 30 °C
inkubiert. Danach wurden je 2 ml der gewachsenen Hefekulturen zentrifugiert und das Pellet im

Restmedium resuspendiert. Dann  wurden 200 ul Puffer-A  und 200 ul

35



Material und Methoden

Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (24:24:1), sowie ca. 0,3 g in Sdure gewaschener Glaskligelchen
hinzugeben. Das Gemisch wurde fir 2 Minuten gevortext und 5 Minuten bei 13200 rpm
zentrifugiert. 200 ul der oberen Phase wurden in ein neues EppendorfgefaR pipettiert und mit 160
ul Isopropanol und 20 pl 3 M NaAcetat versetzt und invertiert. Das Gemisch wurde 10 Minuten bei
RT inkubiert. Anschlieend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 13200 rpm fiir 25
Minuten. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet mit 150 pl 70 %igem Ethanol
gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 3 Minuten. Schlielich wurde das Pellet

getrocknet und in 10 ul ddH,0 resuspendiert.

2.2.1.6 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook und
Russell, 2001). Je nach GroRe der DNA-Fragmente wurden 0,7 bis 2 %ige Agarosegele verwendet.
Die Agarose wurde erst in TAE-Puffer (siehe Tabelle 8) aufgekocht und anschlieend wurden 50 mi
(far ein kleines Gel) mit 1 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) vermischt und in einen Gelschlitten
gegossen. Danach wurden die Proben zusammen mit Ladepuffer (10x Orange G) pipettiert. Zur
Zuordnung der FragmentgroBen wurden 2,5 ul Hyperladder | (Bioline, Luckenwalde) auf das Gel

aufgetragen. AnschlieRend erfolgte die Auftrennung fir 45 Minuten bei 75 V und 400 mA.

Tabelle 8: Zusammensetzung der fiir die Agarose-Gelelektrophorese verwendeten Lésungen

Losung Zusammensetzung

2 M Tris Base

1 M Essigsaure
TAE Puffer (50x)
50 mM EDTA, pH 8,0

mit ddH,0 auf 1000 ml aufgefullt

33,5 g Saccharose
200 mg Orange G
DNA-Ladepuffer
5ml EDTA, 500mM, pH 8

auf 50 ml mit ddH,0 auffillen

Die Detektion und Dokumentation von der im Gel aufgetrennten DNA erfolgte mit Hilfe eines

Geldokumentationsgeréates (Syngene, Cambridge, UK).
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2.2.1.7 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Mittels NanoDrop (Thermo Scientific/ Peqlab, Erlangen) wurde die DNA-Konzentration
photometrisch bei 260 nm bestimmt. Bei dieser Messung entspricht eine OD,¢o von 1 einer DNA-
Konzentration von 50 pg/ml DNA. Das Verhaltnis von OD;60/OD>g gibt Information tber die DNA-

Reinheit und sollte bei einer hochreinen DNA-Praparation zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.1.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Standardmethode zur Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis und Faloona, 1987) ist eine Methode, um DNA-
Abschnitte in vitro zu vervielfdltigen. Dazu bendétigt man zwei Oligonukleotide (Primer) (siehe
Anhang, Tabelle 20), die mit jeweils einem Strang des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes
hybridisieren und eine hitzebestdndige DNA-Polymerase (Tag oder Pfu-Polymerase). Die PCR-
Reaktion wurde im T1 Thermocycler (Biometra, Gottingen) in verschiedenen Volumina
durchgefiihrt. Der Standard-PCR-Ansatz (50 pl) fiir eine spezifische Amplifikation wurde in der
Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Zusammensetzung eines typischen PCR-Ansatzes

Substanz Konzentration bzw. Volumen
DNA 1-10 ng

10x Puffer 1x

Primer forward 10-25 pmol

Primer reverse 10-25 pmol

dNTPs 125-200 uM

DNA-Polymerase 0,5 ul

H,O bidest ad 50 ul
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Das Programm fiir eine Standard-PCR-Reaktion wurde in der Tabelle 10 gegeben.

Tabelle 10: Temperaturprogramm einer Standard-PCR

Temperatur Dauer
94 °C (initiale Denaturierung) 3 Minuten
94 °C (Denaturierung) 30 Sekunden

55-60 °C (T, — 5°C, Hybridisierung) | 30 Sekunden

72 °C (Polymerisation) bestimmt durch Fragmentlange

und Polymerase (0,5-1 min/kb)

Wiederholung der Schritte 2-4, 29x

72 °C (finale Polymerisation) 10 Minuten

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mittels high fidelity phusion Enzym

Um lange und schwierige DNA-Amplifikate mittels PCR zu amplifizieren wurde Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase (New England Bio Labs, Frankfurt) benutzt. Laut Herstellerangaben ist die
Genauigkeit des Enzymes (Fehlerrate = 4,4 x 107) 50-fach héher als die Tag-DNA-Polymerase und
die Geschwindigkeit 15-30 sek/kb. Die PCR mittels high fidelity phusion Enzyms wurde

entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Touchdown PCR (TD-PCR)

Um die Sensitivitat und die Spezifitat von den Primern zu erhéhen, wurde die Touchdown PCR (TD-
PCR) verwendet. Das Standardpipettierschema der PCR (siehe Tabelle 12) wurde hier benutzt. Mit
Verdanderungen des Temperaturprogramms der Standard-PCR (siehe Tabelle 13) startet die
Anlagerungsphase im ersten Zyklus mit 80 °C und sinkt nach jeweils zwei Wiederholungen pro
Zyklus um 2 °C. Bei der niedrigsten Annealingtemperatur (50 °C) wurden statt zwei Wiederholungen

zwanzig Wiederholungen appliziert (modifiziert von Korbie et al., 2008).
Uberlappende PCR

Mit der Uberlappenden PCR konnen zwei beliebige DNA-Fragmente kombiniert und amplifiziert
werden. Um die aus genomischer DNA und introns enthaltenen DNA-Fragmente zu amplifizieren,
wurde diese Methode in dieser Arbeit durchgefiihrt. Wenn z.B. das DNA-Fragment in der
genomischen DNA ein intron enthielt, wurde zu zwei DNA-Abschnitten (cDNA) vor und nach dem

intron geteilt. Die zwei Primer fir jeden DNA-Abschnitt sollten so erzeugt werden, dass ein Primer
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komplementar zum gewiinschten Ende des gesamten Fragments ist, und ein Primer ca. 20-40
Basenpaare von dem anderen Abschnitt zusatzlich enthalt. Danach wurde jeder Abschnitt alleine
durch die Standard-PCR mit den entsprechenden Primern amplifiziert. SchlieBlich wurden die zwei
DNA-Abschnitte durch eine Ulberlappende PCR kombiniert und mit den dueren Primern der

gesamten gewiinschten Sequenz spezifisch zusammenamplifiziert.

2.2.1.9  Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Aufreinigung der PCR-Proben und zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde
das NucleoSpin Gel und PCR Clean-up Kit (Machery-Nagel, Diiren) nach den Angaben des Herstellers
benutzt. Die Elution der aufgereinigten DNA erfolgte in 50 pl Wasser oder Elutionslosung,
anschlieBend wurde die DNA-Konzentration mittels NanoDrop (siehe 2.2.1.7) und Agarose-

Gelelektrophorese (siehe 2.2.1.6) bestimmt.

2.2.1.10 Ortsgerichtete Mutagenese

Zum Zweck der Verdnderung der Aminosduresequenz eines Proteins wurde die gerichtete
Mutagenese der kodierenden DNA mit Hilfe des QuickChange |l Site-Directed Mutagenesis Kits
(Stratagene, La Jolla, USA) nach den Angaben des Herstellers benutzt. SchlielRlich wurde die

Mutagenese durch Sequenzierung bestatigt.

2.2.1.11 DNA-Restriktionsanalyse

Die DNA-Restriktionsanalyse ist eine Methode zur Uberpriifung von Plasmiden durch die
Behandlung mit spezifischen Restriktionsenzymen (Restriktionsendonukleasen). Die GrofRe der
entstandenen Restriktionsfragmente wurde mittels Gelelektrophorese bestimmt und mit den durch

das Programm VectorNTI (Version 9) berechneten DNA-FragmentgréRen verglichen.

2.2.1.12 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierung ist eine Methode zur Bestimmung der Basensequenz eines DNA-Abschnittes,
wie z.B. eines in einen Vektor einklonierten DNA-Fragmentes oder eines PCR-Produktes. Die DNA-
Sequenzierung wurde mit 20-30 pl Volumen, 20-100 ng/ul Konzentration der aufgereinigten

Plasmid-DNA und mit spezifischen Primern von der Firma (GATC Biotech, Konstanz) durchgefiihrt.
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2.2.1.13 Ligation
Zur klassischen Klonierung nach (Sambrook und Russell, 2001) wurde in dieser Arbeit die Ligation
benutzt. Fir diese Methode wurden 100 ng Konzentration von Vektor-DNA verwendet. Die Insert-

Konzentration wurde mittels dieser Formel berechnet:
(Insert-Konzentration)= (3 X Vektor,g X Inserty,) / Vektory,

Die Ligation wurde entspreche dem Pipettierschema in der Tabelle 11 durchgefiihrt und bei 16 °C
Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Ligation fir 10 Minuten bei 65 °C abgestoppt,
dialysiert und in E. coli transformiert.

Tabelle 11: Zusammensetzung eines typischen Ligation-Ansatzes

Substanz Konzentration bzw. Volumen
Vektor-DNA 100 ng
Insert-DNA X ng: von der Formel berechnet

10-fach T4-DNA-Ligase Puffer | 2 ul

T4-DNA-Ligase 1ul

H,O bidest ad 20 pl

2.2.1.14 Gateway-Klonierung

Die Gateway-Klonierung ist eine Methode, die auf dem sequenzspezifischen Rekombinationssystem
des Bacteriophagen A basiert (Landy, 1989). Diese Klonierung besteht aus einer BP und LR Clonase-
Reaktion, bei denen spezifische att-Sites fiir die Interaktion der DNA-Molekiile nétig sind. Die
Klonierung wurde leicht modifiziert nach dem Protokoll des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe)

durchgefiihrt (s.u.).
BP-Rekombinationsreaktion

Der BP-Reaktionsansatz wird in Tabelle 12 dargestellt. 0,5-2 ul BP-Clonase | und 1 ul Topoisomerase
| (8 U/ul) wurden der Probe zugefiigt. Dann wurde der Ansatz (ber Nacht bei 25 °C im
Thermoschiittler inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Reaktion durch die Zugabe von 2 ul
Proteinase K und die Inkubation fiir 10 Minuten bei 37 °C abgestoppt. Der Ansatz konnte jetzt fir

eine elektrische Transformation benutzt werden.
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Tabelle 12: Pipettierschema fiir die BP-Rekombinationsreaktion

Substanz Konzentration/Menge
attB-PCR-Produkt 100 fmol
Donor-Vektor 100 fmol

5 x BP Clonase Reaction Puffer | 4 ul

TE-Puffer

auf 20 pl aufgefillt

LR-Rekombinationsreaktion

Material und Methoden

Der LR-Reaktionsansatz wird in Tabelle 13 dargestellt. 0,5-2 pl LR-Clonase | wurden der Probe

zuletzt zugefiigt. Dann wurde der Ansatz (iber Nacht bei 25 °C im Thermoschiittler inkubiert. Zum

Abstoppen der Reaktion wurden 2 pl Proteinase K nach der Inkubation hinzupipettiert und der

Ansatz fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz konnte jetzt fiir eine elektrische

Transformation benutzt werden.

Tabelle 13: Pipettierschema fiir die LR-Rekombinationsreaktion

Substanz

Konzentration/Menge

Donor-Vektor 300 ng
Zielvektor 300 ng
5 x LR Clonase Reaction Puffer | 4 ul

TE-Puffer

auf 20 pl aufgefiillt
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2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Bradford-Methode als kolorimetrische Methode zur quantitativen

Proteinbestimmung

Der Bradford-Test ist eine empfindliche photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung
von Proteinen bis zu Konzentration im Bereich Mikrogramm pro Milliliter (Bradford, 1976). Die
Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte standardmaRig mit dem Protein Assay Kit (Bio-
Rad, Miinchen) nach den Angaben des Herstellers. Im Experiment wurde die Proteinprobe mit H,0
auf 500 pl aufgefillt und 500 ul der Bradford-Losung wurden zugegeben und gemischt. Schlieflich
wurde die Extinktion innerhalb eines Zeitraums von 2 bis 60 Minuten bei 595 nm gegen einen
Leerwert (Puffer statt Proteinlosung) gemessen. Zur Eichung wurde eine Reihe mit BSA als Protein-

Standard mit verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt.

2.2.2.2 Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen mittels SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zum Zweck der Auftrennung und der Molekulargewichtsabschatzung eines Proteingemisches
wurde SDS-PAGE nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Die Losungen fir die SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese sind in der Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Losungen fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

L6ésung Zusammensetzeng
Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl pH 8,8 (181,71 g Tris)
H,O0ad 1l

bei 4 °C aufbewahren

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI pH 6,8 (60,57 g Tris)
H,O0ad 1l

bei 4 °C aufbewahren

Acrylamidldsung 40 % Losung (Roth, Karlsruhe)
Elektrodenpuffer 25 mM Tris pH 8,8 ( 3,03 g)
(Laufpuffer) 192 mM Glycin (14,41 g)

SDS0,1% (1,00 g)
H,O0ad 1l
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APS Ammoniumpersulfat 100 mg/ml
ca. 1 Woche haltbar bei 4 °C

Probenpuffer 62,5 mM Tris/HCl pH 6,8 (0,757 g)
SDS 2 % (2,00 g)

Saccharose 10 % (10, 00 g)
Bromphenolblaulésung (3 %)

DDT (10 mM)

H,0 ad 100 ml

Entfarbel6sung Methanol 40 % 400 ml
Eisessig 7 % 70 ml
ddH,0 530 ml

Farbelosungsmittel 0,1 % Coomassie R250
40 % Methanol

10 % Essigsaure

SDS (Natrium-Dodecyl- SDS 10 % w/v

Sulfat)-Losungsmittel

Die Herstellung von Sammel- und Trenngel

Die Zusammensetzungen vom Sammelgel 10 % und Trenngel 5 % wurden in den Tabellen 15

aufgefihrt.

Tabelle 15: Angabe zur Herstellung vom 10 % SDS-Trenngel und 5 % SDS-Sammelgel

Substanz Trenngel - Sammelgel -
Volumen (ml) Volumen (ml)

ddH,0 bidest 4,8 3,64

40 % Acryl-Bisacrylamid 2,5 0,625

Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) 2,5 0,625

Sammelgelpuffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

10 % Natriumdodecylphosphat (SDS) 0,1 0,05
10 % Ammoniumpersulfat 0,1 0,05
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,004 0,005
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Die zu analysierenden Proteinproben wurden zunachst vor dem Gelauftrag mit 5x konzentriertem
SDS-Probenpuffer gemischt und 5 Minuten bei 95 C° aufgekocht (Laemmli, 1970). Als
GroBenstandard wurden 5 pl Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad, Miinchen)
parallel mit aufgetragen. Zur Detektion der Proteine wurde das Gel in Coomassie-Farbelosung
mindestens eine Stunde inkubiert und anschlieRend mit dem Entfarbepuffer Gber Nacht entfarbt

(Schrimpf, 2002).

2.2.2.3 Western Blot und Immunodetektion

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (siehe 2.2.2.2) wurden im Tankblotverfahren tber
Nacht bei 4 °C auf PVDF-Membranen (Millipore, Schwal-bach) geblottet (Giiltekin und Heermann,
1988). Der Transfer wurde in Towbin-Puffer (0,25 M Tris; 1,92 M Glycin) (Towbin et al., 1979) bei
einer Spannung von 40 mA durchgefiihrt. Die lGber Nacht geblottete PVDF-Membran wurde
zundachst mit 5 % Magermilchpulver in T-PBS Puffer [(1 x PBS Phosphat-gepufferte Saline: 140 mM
NaCl, 10 mM Na,HP0O4.2H,0, 1,8 mM KH,PO,4 und 2,7 mM KCI); 0,1 % Tween] fiir 30 Minuten bei RT
geblockt. Anschliefend erfolgte eine- bis dreistiindige Inkubation mit dem primaren Antikorper
(siehe Tabelle 17) (1:1000 in T-PBS verdiinnt). Nach der Inkubation wurde die Membran zweimal
mit jeweils 10 ml T-PBS Puffer fir 5 Minuten gewaschen, dann mit dem Meerettich-Peroxidase
(HRP) gekoppelten sekundaren Antikorper (siehe Tabelle 16) (1:2000 in T-PBS verdinnt) fir 2 h bei
RT inkubiert und schliefllich dreimal mit je 5 ml T-PBS Puffer fiir 10 Minuten gewaschen. Die
Detektion wurde im Dunkellkammer bei RT mit dem Enhanced Chemoluminescent (ECL) Reagenz

(Pierce scientific, Schwerte) nach den Angaben der Herstellers durchgefiihrt.

Tabelle 16: Verwendete Antikorper

Antikorper Firma

mouse Anti-GFP Roche, Mannheim

mouse Anti-GST Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
mouse Anti-myc Millipore, molsheim

anti mouse 1gG -HRP Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
StrepTactin-HRP conjugate | IBA GmbH, Goéttingen
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2224 Ponceaufirbung der PVDF Proteinmembran

Um die mittels Western Blot (siehe2.2.2.3) vom Gel in eine PVDF Membran transferierte Proteine
zu kontrollieren wurde eine Ponceau-Farbung der Membran durchgefiihrt. Die PVDF Membran
wurde in Ponceau Farbelosung [2 % (W/V) Ponceau S, 30 % (W/V) Trichloressigsaure und 30 %
(W/V) Sulfosalicylsdure] fur fiinf Minuten bei RT geschwenkt, gefarbt und schlieflich mit ddH,0

gewaschen bis die Proteinbanden deutlich wurden.

2.2.25 Proteinexpression in E. coli

Gezielte Uberexpression durch Substratinduktion

Zur Bestimmung der optimalen Bedingungen der Proteinexpression in E. coli wurden
Expressionsversuche im analytischen Mal3stab mit verschiedenen E. coli Stammen (siehe Tabelle 4)
in 10 ml LB- und TB-Medium (mit den entsprechenden Antibiotika) durchgefiihrt. Nach Erreichen
einer ODggg von 0,5 und 1,0 wurde mit IPTG in verschiedenen Konzentrationen (0,1; 1 bzw. 2 mM)
bei 22 °C, 30 °C und 37 °C die Proteinexpression induziert. 1 ml Kultur wurde jeweils nach
verschiedenen Zeitpunkten (2, 4, 6 bis 24 Stunden) abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 5x SDS
Probenpuffer resuspendiert, 5 Minuten aufgekocht und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Expression
im praparativen Malstab wurde in 100 ml bis 400 ml LB- oder TB-Medium durchgefiihrt, die mit 1
ml bzw. 4 ml einer Vorkultur angeimpft wurden (Sambrook, 2001). Die Proteinexpression fiir den
radioaktiven in vivo Cytokinin-Bindungsassay wurde mit dem E. coli-Stamm KMI002 (siehe Tabelle

4) in M9-Medium (+ 0,1 % Casaminosauren und 0,025 mM IPTG) fiir 2 Tage bei 22 °C durchgefiihrt.

Auto-Induktion

Um das Uberexprimierte Protein in hoher Konzentration, nativ und I6slich in der Losung zu erhalten,
wurde die Auto-Induktion in dieser Arbeit nach dem Protokoll von (Studier, 2005) bei der AG Wahl
(FU Berlin) durchgefiihrt. Die Expression wurde mit E. coli-Stamm ArcticExpress (DE3)RP im groRen
MaRstab ein bis sechs Liter Autoinduktion-Medium (ZYP-5052) (siehe 2.1.6.1) (mit den

entsprechenden Antibiotika) 2 Tage bei 16 °C unter Schiitteln durchgefiihrt.
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2.2.2.6 Chromatographische Reinigung der nativen CHASE Domane des Cytokininrezeptors

PpCHK4 aus Physcomitrella patens

Um das Protein im nativen, aktiven und im l6slichen Zustand zu erhalten, wurde die native
Reinigung mit verschiedenen Tags (His-Tag, GST-Tag, Strep-Tag und Maltose-Bindungsprotein MBP-

Tag) mittels Affinitatschromatographie in dieser Arbeit durchgefiihrt.
Aufreinigung His-getaggter Proteine

Die native Reinigung von His-getaggten Proteinen wurde an einem FPLC-Gerat (AKTA PurifierlOOTM,
GE Healthcare, Freiburg) mit je nach Probenvolumen 1 oder 5 ml Ni-Sepharose-Sdulen (AKTA
Purifierl00™, GE Healthcare, Freiburg) durchgefiihrt. Nach der E. coli Proteinexpression (siehe
2.2.2.5) wurde die Kultur fir 15 Minuten bei 4 °C und 6000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet in
Bindungspuffer (25 mM Tris-HCl; 0,5 M NaCl; 5 mM Imidazol; pH 7,8) resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte anschlieBend mit Ultraschall fir ca. 3 Minuten bei 70 % Leistung mittels
Sonopuls HD 2070 (BANDELIN electronic GmbH, Berlin). Danach wurde die Suspension fir 30 min
bei 4°C inkubiert und dann fiir 45 Minuten bei 21500 rpm und 4 °C zentrifugiert. SchlieRlich wurde
der Uberstand an die dquilibrierte Saule gebunden und das Protein (iber einen Stufengradienten
von Imidazol (0, 25, 50, 100, 250 und 500 mM) mit Elutionspuffer (25 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 500
mM Imidazol; pH 7,8) zu 1-2 ml Fraktionen eluiert. Die Flussrate betrug stets 1-2 ml/min. 20 ul der

gewinschten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert.
Aufreinigung GST-getaggter Proteine

Nach der E. coli Proteinexpression (siehe 2.2.2.5) wurde die Kultur fir 15 Minuten bei 4 °C und 6000
rpm abzentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml GST-Lysispuffer (PBS, pH 7,3; 1 mM EDTA; 0,2 %
Triton-X-100; 1 mM PMSF) pro 10 ml Kultur resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte anschlieend
mit Ultraschall fiir ca. 3 Minuten bei 70 % Leistung mittels Sonopuls HD 2070 (BANDELIN electronic
GmbH, Berlin). Danach wurde die Suspension fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert und anschlieBend
fiir 45 Minuten bei 4 °C und 21500 rpm ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Glutathion-
Agarose-Kigelchen (30 mg/ml H20; Sigma, Miinchen) fiir 1 Stunde unter Schwenken bei 4 °C
inkubiert. Im Anschluss wurde das Gemisch fiir 1 Minute bei 4000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, die
Kigelchen viermal mit Lysepuffer gewaschen und wie oben abzentrifugiert. Die Elution des Proteins

wurde durch die Zugabe von Elutionspuffer (10 mM reduziertes Glutathion; 250 mM KCl; 50 mM

46



Material und Methoden

Tris-HCl, pH 8,0) auf die Kigelchen und die Inkubation fir 10 Minuten bei RT schwenkend
durchgefiihrt. Das Gemisch wurde schlieRRlich bei 4000 rpm und 4 °C fiir 1 Minute abzentrifugiert
und der proteinhaltige Uberstand und auch die Glutathion-Agarose-Kiigelchen wurden mittels SDS-
PAGE analysiert. Die Expression im praparativen Malistab wurde an einem FPLC-Gerat mit 5 ml
GSTrap FF-Siulen (AKTA Purifierl00™, GE Healthcare, Freiburg) durchgefiihrt. Nun wurde der
Uberstand nach der Proteinexpression, dem Zellaufschluss und der Zentrifugation an die
dquilibrierte Saule gebunden und das Protein entweder Uber einen Stufengradienten von
Glutathion (0, 5, 10, 20, 50 und 100%) oder Uber lineare steigende Glutathion-Konzentration mit
Elutionspuffer (10 mM reduziertes Glutathion; 250 mM KCIl; 50 mM Tris-HCl, pH 8,0) zu 1-2 ml
Fraktionen eluiert. Die Flussrate betrug stets 1-2 ml/min. 20 ul der gewiinschten Fraktionen wurden

schlieBlich mittels SDS-PAGE analysiert.
Aufreinigung MBP-getaggter Proteine

Wenn ein Protein mit dem Maltose-Bindungsprotein (MBP) fusioniert wurde, konnte es mittels
Affinitatschromatographie an einer Dextrinsdule spezifisch aufgereinigt werden. Nach der E. coli
Proteinexpression (siehe 2.2.2.5) wurde die Kultur fir 15 Minuten bei 4 °C und 6000 rpm
abzentrifugiert und das Zellpellet in Bindungspuffer (25 mM Tris, pH 8,5; 500 mM NaCl)
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte anschlieBend durch Sonifizierung fiir ca. 7 Minuten bei 70
% Leistung mittels Sonopuls HD 2070 (BANDELIN electronic GmbH, Berlin). Danach wurde die
Suspension fir 1 Stunde bei 4 °C inkubiert und anschliefend fiir 45 Minuten bei 4 °C und 21500 rpm
zentrifugiert. SchlieRlich wurde der Uberstand an die mit Bindungspuffer dquilibrierte Dextrinsdule
gebunden und die Sdule mit Bindungspuffer gewaschen, um die unspezifisch an die Saule
gebundenen Proteine herunterzuwaschen. Dies wurde durch den Bradford-Test (siehe 2.2.2.1)
Uberpruft. Fur die Elution wurde die Sdule mit Elutionspuffer (25 mM Tris, pH 8,5; 500 mM NaCl; 20
mM D-Maltose) gewaschen. Dieser enthdlt 20 mM D-Maltose, der das Dextrin aus der MBP-
Bindungstasche verdrangt und so die Proteine von der Saule l6st. 10 ml der proteinhaltigen

Fraktionen wurden schlieBlich gesammelt und 20 pl davon mittels SDS-PAGE analysiert.
Aufreinigung Strep-getaggter Proteine

Fiir die Aufreinigung von Strep-getaggter Proteine wurde die Zellkultur nach der Proteinexpression
(siehe 2.2.2.5) fiir 15 Minuten bei 4 °C und 6000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet in Strep-
Lysispuffer (25mM Tris, pH 7,6; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,2 % Triton-X-100; 1 mM PMSF; 100
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ug/ml Avidin) resuspendiert. Der Zellaufschluf erfolgte durch Sonifizierung mittels Sonopuls HD
2070 (BANDELIN electronic GmbH, Berlin). Danach wurde die Suspension fiir 1 Stunde bei 4 °C
inkubiert und anschlieBend fiir 45 Minuten bei 4 °C und 21500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit 40 pl Strep-Tactin™ Macroprep™ (IBA GmbH, Goéttingen) fir 1 Stunde unter bei 4 °C
schwenkend inkubiert. Im Anschluss wurde das Gemisch fiir 1 Minute bei 4000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert, die Kiigelchen viermal mit Lysepuffer gewaschen und wie oben abzentrifugiert. Die
Elution des Proteins wurde durch die Zugabe von Elutionspuffer (5mM Biotin; 25 mM Tris-HCI, pH
7,6; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA) auf die Kigelchen und die Inkubation flir 10 Minuten bei RT
Schwenkend durchgefiihrt. Das Gemisch wurde schlieRlich bei 4000 rpm und 4 °C fir 1 Minute
abzentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand und auch die Kiigelchen wurden mittels SDS-PAGE
analysiert. Die Expression im praparativen MaRstab wurde an einem FPLC-Gerat mit 5 ml Strep

Trap-Saulen (AKTA Purifierl00™, GE Healthcare, Freiburg) durchgefiihrt.

2.2.2.7 Proteinaufreinigung und Entsalzung durch Gelfiltrationschromatographie

Zur Trennung des nativ aufgereinigten Proteins von den anderen unspezifischen Banden folgte eine
weitere Aufreinigung durch die Gelfiltrationschromatographie mittels HiLoad™16/60 Superdex 75
oder 100 (GE Healthcare, Freiburg). Nach der chromatographischen nativen Proteinaufreinigung
wurden die Elutionsfraktionen gepoolt, aufkonzentriert (siehe 2.2.2.9) und auf eine
Gelfiltrationssdule aufgetragen. Als Laufpuffer wurde hier 25 mM Tris, pH 8,5; 500 mM NacCl
verwendet. Die Proteine wurden schlieRlich nach ihrer GréBen zu 2-5 ml Fraktionen eluiert. Die

Fraktionen wurden danach gepoolt, aufkonzentriert und auf einem 10 %igen SDS-PAGE analysiert.

2.2.2.8 Konzentrieren von Proteinlésungen

Nach der Reinigung und Entsalzung wurden die Proteinfraktionen durch Ultrafiltration in
Zentrifugationsrohrchen (Ultracel, MWCO 10 kDa oder 30 kDa, Millipore, Irland) Gber Membranen
mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa oder 30 kDa aufkonzentriert. Die Aufkonzentration erfolgte

nach den Angaben des Herstellers.

2.2.2.9 Kristallisation-Screens

Nachdem das Protein in einer hoheren Konzentration exprimiert, nativ und |6slich aufgereinigt

wurde, wurde die Stabilitat und die Kristallisationsbedingungen des Proteins in neun verschiedenen
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96 Well Crystallization-Platten (Jede Platte hatte 96 verschiedene Kristallisationsbedingungen)
Uberprift. Die Kristallisation-Screens (Master-Block: MB1, MB2, MB24, MB25, MB26, MB27; MDL
MemGold; Magicl; Magic2) wurden mit Hilfe von Claudia Alings (AG Wahl, FU Berlin) durchgefiihrt.

2.2.2.10 In vivo Cytokininbindungsassay mit Bakterienzellen

Zur Untersuchung der Cytokinin-Bindungseigenschaften von Cytokininrezeptoren wurde ein in vivo
Bindungsassay mit Bakterienzellen und trans-[2-H]Zeatin leicht modifiziert wie zuvor beschrieben
(Mizuno and Yamashino, 2010) durchgefiihrt. Nach der Blau/WeiR-Selektion (siehe 2.2.2.13) wurde
die M9-Medium-Vorkultur (siehe 2.1.6.1) mit einer blauen aktiven Kolonie angeimpft und fir zwei
bis sechs Tage bei 20 °C im Dunkeln schiittelnd inkubiert. Nach einer neuen Inkubation von der M9-
Hauptkultur Gber Nacht bei 20 °C, wurde am nachsten Morgen ein Aliquot (0.9 ml) von den Zellen
gesammelt und 1-2 pmol von trans-[2->H]Zeatin hinzugegeben. Zur Bestimmung der spezifischen
Aktivitat des Proteins wurde in einem zweiten Ansatz zusatzlich nicht radioaktiv markiertes trans-
Zeatin in 3000x molarem Uberschuss hinzupipettiert. Nach einer 30-miniitigen Inkubation auf Eis
wurde die Suspension fiir 5 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert. Der Uberstind wurde danach
vorsichtig abgesaugt und 0,2 ml 99 % Ethanol wurden zum Pellet gegeben. Das Pellet wurde dann
fir 1 Stunde schittelnd extrahiert. Die Radioaktivitait von 190 ul Ethanol-Extrakt wurde
anschlieBend in ACS-II-Szintillations-Cocktail (Amersham Biosciences, UK) bestimmt. SchlieRlich
konnte die spezifische Bindungsaktivitdit des Proteins aus der Differenz von gesamter und
unspezifischer Bindung berechnet werden. Proteinexpression wurde durch Western-Blot bestatigt.
Tritium markiertes trans-[2->H]Zeatin (592 GBg/mmol) wurde von Isotope Laboratory of the

Institute of Experimental Botany (Prag, Tschechische Republik) erhalten.

2.2.2.11 E. coli-Komplementationsassay

Die Aktivitat von Cytokininrezeptoren wurde durch einen Komplementationsassay im E. coli Stamm
KMI002 mit dem Rcs-Phosphorylierungssystem (leicht modifiziert nach Mizuno and Yamashino,
2010) untersucht. Wenn die RcsC—->YojN->RcsB-Signalkaskade aktiv ist, resultiert in diesem System
einer Synthese der B-Galactosidase. Die Aktivitat der B-Galactosidase beziehungsweise die Aktivitat
der Cytokininrezeptoren kann durch zwei enzymatische Tests (Blau/WeiR-Selektion und ONPG-Test)
nachgewiesen werden. Die Blau/WeiR-Selektion dient dem qualitativen Nachweis der

cytokininabhangigen Aktivitat des Rezeptors. Zur Durchfiihrung dieses Tests wurde der Rezeptor in
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den Vektor pDEST15 (Invitrogen, Kalrsuhe, Deutschland) kloniert und danach mit dem mutierten E.
coli Stamm KMI002 transformiert. Die E. coli-Zellen wurden anschlieBend direkt auf LB-Agar-Platten
plattiert, die X-Gal (40 ug/ml); die Selektionsmarkers des Plasmids (Carbencillin, 50 mg/ml); 5uM
von Cytokinin oder Adenin und 0,5 mM IPTG (Isopropyl-B-thiogalaktopyranosid) enthielten. Die
Platten wurden schlielich fir 2 Tage bei 20 °C inkubiert. Fiir den ONPG-Test wurde die M9-
Medium-Vorkultur (siehe 2.1.6.1) nach der Blau/WeiR-Selektion mit einer blauen aktiven Kolonie
angeimpft und fur zwei bis sechs Tage bei 20 °C im Dunkeln schittelnd inkubiert. Nach einer neuen
Inkubation von der M9-Hauptkultur iber Nacht bei 20 °C, wurde am nachsten Morgen ein Aliquot
von den Zellen durch Zentrifugation gesammelt, in Z-Puffer (60 mM Na,HPQO,4 - 2H,0; 30,12 mM
NaH,PO, - 2H,0; 10 mM KCl; 1 mM MgS0,4-7H,0; 1 mM B-Mercaptoethanol) resuspendiert und
dann die optische Dichte der Suspension bei 600 nm (ODggg Nm) direkt gemessen. Danach folgte der
Zellaufschluss durch die Zugabe von 10 pl Chloroform und die Inkubation fiir 1 Stunde bei 37 °C. Die
Messung der R-Gal-Aktivitat folgte anschlieBend bei 30 °C. Dazu wurde ONPG (o-Nitrophenyl-B-
Glucopyranosid) frisch im Z-Puffer (4 mg/ml) hergestellt. Um die Reaktion zu starten, wurde die
ONPG-L6sung (100 pl) ins Eppendorfgefal zugegeben. Wenn die Farbe der Reaktionsmischung gelb
wurde, wurde die Reaktion mit 1 M Na,COs (1 ml) gestoppt. Die Reaktionszeiten wurden dann so
genau wie moglich (Sekundengenau) notiert, anschlieBend die optischen Dichten des
Reaktionsgemischs bei OD49 nm und ODsso nm gemessen und schlieBlich die B-Gal-Aktivitat in
relativen Einheiten mit der folgenden Formel berechnet: 1000 x [(OD430 hm - ODssonm x 1,75) / t

(min) vol. (ml) ODggp Nm].

2.2.2.12 Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Massenspektrometrie (MALDI-MS)

Fir die MALDI-MS Analyse wurden Proteinbanden aus einem Coomassie-gefarbten SDS-PAGE
ausgeschnitten. Die Elution der Proteine aus dem Gel fand nach folgendem Protokoll statt (erhalten

von Dr. Weise, Freie Universitat Berlin).

Die Coomassie-gefarbten Banden wurden zunachst in kleine Gelstiicke von etwa 1x1 mm
zerschnitten, in einem kleinen Eppendorfgefald (500 ul) in 20 ul Acetonitril: 100 mM NH4HCO; (1:1)
15 Minuten bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
durch 20 pl Acetonitril ersetzt und die Proben inkubiert, bis die Gelstiicke milchig weiR geworden
waren (ca. 5 Minuten). Danach wurde Acetonitril entfernt und die Gelstiicke ca. 10 Minuten unter

Vakuum getrocknet. AnschlieBend wurden die Gelstiicke zur Offnung der Disulfidbriicken in 20 pl
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100 mM DTT (frisch hergestellt) in 100 mM NH4HCO;3 fir 30 Minuten bei 56 °C inkubiert. Dann
wurden die Proben kurz zentrifugiert und das Volumen des Uberstandes bestimmt. Es folgte eine
Zugabe von 20 pl Acetonitril zu den Gelstlicken. Die Gelstiicke waren nun milchig weil} geworden,
der Uberstand wurde anschlieBend abgenommen, 20 ul 55 mM lodacetamid (frisch hergestellt) in
100 mM NH4HCO3 zu den Gelstlicken gegeben und 20 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. Proben
wurden danach kurz zentrifugiert, Uberstand abgenommen und verworfen und die Gelstiicke in 20
pl 100 mM NH4HCO; fir 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte erneut eine Inkubation in 20
ul Acetonitril fir 5 Minuten. Der Uberstand wurde danach vollstindig abgenommen und der
Vorgang wiederholt und die Gelstlicke fiir ca. 10 Minuten unter Vakuum getrocknet. Zu einem
frisch aufgetauten Trypsin-Aliquot (1 mg/ml Trypsin sequencing grade in 1 mM HCI; SIGMA,
Minchen) wurden 400 pl kaltes 25 mM NH4HCOs (frisch) zugegeben, gevortext und die fertige
Trypsinlosung (12,5 ng/ul finale Konz.) auf Eis gelagert. Zu den Gelstlicken wurde ein Volumen von
Trypsinlésung entsprechend dieser Fomel (Vrrpsinissung = 20 pl — Uberstand-Volumen + 3 pl)
zupipettiert. Der Verdau wurde zunéachst fiir 30 min auf Eis stehen gelassen und danach lber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde kurz zentrifugiert und der Verdauliberstand
abgenommen. Die MALDI-MS Messung der Proben wurde von Dr. Weise (Freie Universitat Berlin)

durchgefiihrt.

2.2.3 Bioinformatikanalysen

Alle Programme, Datenbanken und Webtools, die in dieser Arbeit zur Bioinformatikanalyse

verwendet wurden, sind in der Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17: Die verwendeten Programme, Datenbanken und Webtools

Name Das Programm Website
ExPASyY Proteindatenbank http://expasy.org/tools/
PSIPred v3.4 Proteinsekundéarstrukturvorhersage http://bioinfadmin.cs.ucl.ac.uk/psipred/ von

(Buchan et al., 2013)

Aramemnon Datenbank fur pflanzliche http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/

Membranproteine

NCBI/GenBank | allgemeine Sequenzdatenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

TAIR allgemeine Sequenzdatenbank http://www.arabidopsis.org/
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Vector NTI 9 Analyse und Bearbeitung von Invitrogen, Karlsruhe
Sequenzdaten
TMHMM Vorhersage der http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
Server v2.0 Transmembrandomadnen eines Proteins
GenScript Gensynthese und Molekularbiologie http://www.genscript.com/

Dienstleistungen

Pfam Datenbank fur Modell der http://pfam.sanger.ac.uk/ (Finn et al., 2014)

Domanenstrukturen von Proteinen

Clustalw2 Sequenzen-Alignments http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
MEGA6 Generierung von phylogenetischen http://www.megasoftware.net/megaccusage.php
Stammbadumen

2.2.4 Arbeiten mit Pflanzen

2241 Isolation von Mesophyllprotoplasten aus Arabidopsis thaliana

Die Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden zunachst fur funf bis sechs Wochen unter
Kurztagsbedingungen (8 h Licht), Schwachlicht (75-100 p-Einstein), konstanter Temperatur (23 °C)
und konstanter Luftfeuchtigkeit (65 %) in einem Percival AR-66L Kammer (CLF Plant Climatics,
Wertlingen) inkubiert. Nach der Inkubation sollten die Pflanzen mindestens eine Stunde vor der
Praparation aus dem Inkubationsschrank genommen werden, damit sie sich an die verdanderten
Umweltbedingungen gewdhnen konnen. Fir die Isolation von Mesophyllprotoplasten aus
Arabidopsis thaliana wurden die Blatter sechs bis acht mit einem Skalpell entlang der Mittelrippe
geschnitten, die beiden Blatthdlften angeritzt bis das ganze Blattstiick einheitlich dunkler aussah
und ber Nacht in der Enzyml6sung (0,4 M Mannitol; 20 mM KCl; 20 mM MES; 10 mM CacCl2; 1,25
% Cellulase R-10; 0,3 % Macerozyme R-10; pH 5,7; 650 mQOs) bei 21 °C im Kulturraum im Dunkeln
inkubiert. Die entstehenden Protoplasten wurden am nachsten Morgen mittels eines Nylonfilter
mit 60 um PorengroRe in einem Trichter von den andern pflanzlichen Zellbestandteilen getrennt,
danach mit 10 ml W5-Loésung (154 mM NaCl; 125 mM CaCl2; 5 mM KCl; 2 mM MES; pH 5,7; 650
mOs) zweimal gewaschen und schliefRlich in 10 ml W5-Lésung vorsichtig resuspendiert (modifiziert

nach Hwang und Sheen, 2001).
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2.24.2 Prototoplasten trans-Aktivierungsassay (PTA) und Transformation von

Mesophyllprotoplasten aus Arabidopsis thaliana

Der Protoplasten-trans-Aktivierungsassay (PTA) ist eine transiente Methode zur Untersuchung der
potentiellen Bindung eines Transkriptionsfaktors mit einer Ziel-DNA-Sequenz in vivo. Dabei wird die
potentielle DNA-Bindestelle vor ein Reportergen kloniert. Nach Zugabe des Transkriptionsfaktors
kann dessen Bindung lber die Expression des Reportergens ermittelt werden. Durch dieses System
konnte auch die Aktivitadt eines putativen Cytokininrezeptors durch die Komplementierung von der
Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5, ahk3-7 in Arabidopsis Mesophyllprotoplasten mit Cytokinin

untersucht werden (Choi et al., 2012).

Der hier verwendete Assay wurde in vivo in der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5, ahk3-7
(Riefler et al., 2006) Mesophyllprotoplasten durchgefiihrt. Dazu wurden die Protoplasten zunachst
aus Arabidopsis Rosettenblattern isoliert und aufgereinigt (siehe 2.2.6.1). Anschlieend wurde das
Reporterkonstrukt (GUS), der Transkriptionsfaktor und der zu untersuchende putative Cytokinin
Rezeptor mittels PEG-vermittelter Transformation in die Protolasten transformiert. Zusatzlich zu
diesen beiden Konstrukten wurde ein weiteres Plasmid in die Protoplasten eingebracht. Die auf
diesem Plasmid kodierte Neuraminidase dient bei der spateren Auswertung der Normalisierung der
Ergebnisse (Choi et al., 2012). Wenn der putative Cytokininrezeptor die Mutation in der Arabidopsis
Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5, ahk3-7 komplementieren konnte, hatte dies einen positiven
Einfluss auf die Signaltransduktion von Cytokinin bis zum trans-Aktivierungssignal. In diesem Fall
zeigten die mit Cytokinin behandelten Proben hoéhere Aktivitat als die nicht mit Cytokinin
behandelten Proben. Fiir die Transformation von Arabidopsis Mesophyllprotoplasten mit den PTA-
Konstrukten wurden die vorher isolierteren und aufgereinigten Protoplasten (siehe 2.2.6.1) 5
Stunden auf Eis inkubiert, danach bei 100 x g und einer Beschleunigungs- und Bremsstufe von drei
bzw. eins in einer Haereus Multifuge 3SR+ Zentrifuge (Thermo Scientific, Langenselbold)
abzentrifugiert und dann in MMg-Lésung (0,4 M Mannitol; 15 mM MgCl,; 4 mM MES; pH 5,7; 650
mOs) resuspendiert. Pro Transformation wurden 40 pg des DNA-Gemischs nach folgenden

Ansatzen zusammengemischt (siehe Tabelle 18).
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Tabelle 18: DNA-Pipettierschema fiir PTA:

DNA pPARR6 ARR2+AHK2 ARR2+
Negativkontrolle | Positivkontrolle | Putativer Cytokininrezeptor
PARR6 (Promotorfragment mit GUS | 9 ug 9ug 9 ug
Reporterkonstrukt)
NAN (fir die Normalisierung) 3ug 3ug 3ug
pB2GW?7-leer 28 ug -
ARR2 (Transkriptionsfaktor) - 14 pg 14 pg
AHK2 (Positivkontrolle) - 14 pg -
Putativer Cytokininrezeptor - - 14 ug

Zu dem DNA-Gemisch wurden 200 pul der Protoplastensuspension gegeben und vorsichtig mehrfach
invertiert. Nach Zugabe von 220 ul PEG-Lésung (4 g PEG 4000; 2,8 ml 0,8 M Mannitol; 1 ml 1 M
CaCl; 3 ml ddH,0) wurde das DNA-Protoplastengemisch so lange invertiert bis es gut
zusammengemischt war und dann fir 30 Minuten bei RT inkubiert. Anschlieffend wurden 800 pl
W5-Losung zu dem PEG-Protoplasten-Gemisch gegeben und vorsichtig vermischt. Die Protoplasten-
PEG-Losung wurde danach bei TR fir 3 Minuten bei 100 x g im Ausschwingrotor einer Heraeus
Multifuge 35SR+ bei Beschleunigungsstufe 5 und Bremsstufe 5 zentrifugiert, der Uberstand
komplett entfernt , die Protoplasten schlief8lich in 1 ml WI-L6ésung (0,5 M Mannitol; 4 mM MES; 20
mM KCI; pH 5,7; 650 mOs) resuspendiert und Uber Nacht bei 21 °C inkubiert. Am nachsten Morgen
wurden die Protoplasten fir 3 Minuten bei Beschleunigungsstufe 3 und Bremsstufe 1 zentrifugiert,
der Uberstand komplett entnommen und das Pellet in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die

Protoplasten konnten dann bei -20 °C gelagert werden bis mit der Auswertung begonnen wurde.

Die Auswertung wurde nach einem modifizierten Protokoll von (Ehlert et al., 2006) durchgefihrt.
Zunachst wurden die Protoplasten bei RT aufgetaut und danach in 150 pl GUS-Extraktionspuffer
(GEB; 50 mM Na-Phosphat; 10 mM EDTA; 0,1 % Triton X-100; 0,1 % N-Laurylsarkosyl; 0,05 % -
Mercaptolethanol; pH 7,2) resuspendiert. Dann wurden 100 pl und 10 pl von dieser Suspension mit
100 pl GEB pH 7,5 plus 4 mM MUG Trihydrate (Duchefa, Haarlem, Niederlande) beziehungsweise
mit 10 ul GEB pH 7,0 plus 1 mM 2'-(4-Methylumbelliferyl)-alpha-D-N acetylneuraminic acid (MUN,
Biosynth, Staad, Schweiz) vermischt wurden. Die zwei entstehenden Gemische wurden fiir 10

Minuten bei 37 °C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden anschlieBend 100 ul des MUG
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Gemisches in 100 ul 200 mM Na,COs3, 3,33 ul des MUN Gemisches in 200 ul 330 mM Na,CO;
hinzupipettiert (dieser Zeitpunkt wurde als TO fir die Auswertung betrachtet). Der Rest der
Protoplastensuspensionen wurde danach fir weitere 60 Minuten bei 37 °C inkubiert und
schlieBlich wie oben gestoppt (dieser Zeitpunkt wurde als T1 betrachtet). Die Auswertung von dem
Protoplasten-trans Aktivierungsassay erfolgte an einem plate reader-Gerat (Synergy 2, Biotek, Bad
Friedrichshall), durch Errechnung der GUS/NAN Einheiten bei einer Anregung/Emission von

360/460 nm.

2243 Komplementationsanalysen in Arabidopsis thaliana
Um die Aktivitat des putativen Cytokininrezeptors CHARK aus Oryza sativa im Pflanzen zu
untersuchen wurden Komplementationsanalysen in der Arabidopsis thaliana Rezeptor-Mutanten-
Linie ahk2-2, ahk3-3 durchgefihrt (Stolz et al,. 2011). Der CHARK Rezeptor wurde zuvor mit dem
AHK2-Promoter in den Vektor pB7m34GW kloniert, der eine C-terminale Fusion mit einem myc-Tag
ermoglichte. Die zu untersuchenden Konstrukte waren: pAHK2-CHARK und pAHK2-AHK2 als
Positivkontrolle. Nach den Segregationsanalysen wurden die homozygoten Linien von den beiden
Konstrukten durch zwei Analysen (Rosettendurchmesser und Sprosslange) fir die
Komplementation der Mutanten-Linie ahk2-2, ahk3-3 getestet. Ein detailliertes Protokoll fiir die
Durchfiihrung dieser in Arabidopsis thaliana Komplementationsanalysen ist von Stolz et al,. 2011

beschrieben.
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3 Ergebnisse

Cytokinine gehéren zu einer Klasse von pflanzlichen Hormonen, die an Vvielen
entwicklungsbiologischen und physiologischen Prozessen beteiligt sind (Mok und Mok, 2001). Das
Cytokininsignaltransduktionssystem basiert auf dem Zwei-Komponenten-System (ZKS), welches in
Prokaryoten in groRer Zahl vorhanden ist (West und Stock, 2001). Um die Evolution von der
Cytokininperzeption zu analysieren, sollte die Cytokininaktivitdat von putativen Cytokininrezeptoren
aus verschiedenen Organismen in verschiedenen Systemen in dieser Arbeit untersucht werden.
Zum besseren Verstandnis der Evolution der Cytokininbindung an die diverse CHASE Domane des
PpCHK4 Rezeptors aus Physcomitrella patens, ist die Kristallisation und die Losung der

Tertiarstruktur des CHASE-Proteins entscheidend.

3.1 Funktionelle Charakterisierung von putativen
Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Organismen zur

Untersuchung der Evolution der Cytokininperzeption

Um Einblicke in die Entstehung und Entwicklung des Cytokininregulierungssystems zu gewinnen,
wurden wichtige Komponenten des Stoffwechsels und Signalwegs dieses Phytohormons in den
Genomen und EST-Daten von einer Vielzahl von verschiedenen Arten aus Bakterien und Algen zu
modernen Landpflanzen identifiziert (Gruhn et al., 2014). Diese phylogenetische Analyse zeigte drei
Klassen von putativen Cytokininrezeptoren: Eine Klasse mit divergierenden Aminosauren in der
CHASE Domaéne und unbekannten anderen Domanen (Klasse A), eine neue Klasse von putativen
Cytokininrezeptoren mit divergierenden Aminosauren in der CHASE Domdne und konservierten
Domanen (ZKS), die nur in Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens gefunden wurden
(Klasse B) and eine Klasse von klassischen Cytokininrezeptoren mit einer hohen Konservierung in
den Aminosauren der CHASE Domaéane und konservierten Domanen (ZKS) (Klasse C) (Abb.8) (Gruhn
et al.,, 2014). Zum Zweck der Analyse von der Evolution der Cytokininperzeption, sollte die
Cytokininaktivitat flr einige Rezeptoren aus verschiedenen Klassen (A, B und C) und Organismen in

verschiedenen Systemen in dieser Arbeit untersucht werden.
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Abbildung 8: Phylogenetischer Baum der CHASE Domane verschiedener Spezies. Fiir die CHASE Domadne tragenden
Proteine aus Pflanzen und verschiedenen Organismen wurde mit Hilfe der Maximum Likelyhood-Methode ein
Stammbaum berechnet. Die Positionen (A-Y) markieren die Konservierung von den Aminosduren, die fir die Struktur
und die Funktion von der CHASE Domaéne des AHK4 Rezeptors aus Arabidopsis thaliana kritisch sind (Hothorn et al.,
2011). Dunkelblaue Positionen zeigen die Identitdt mit der Sequenz der CHASE Doméne des AHK4 Rezeptors aus
Arabidopsis thaliana, hellblau markiert die konservativen Substitutionen und die weifen Positionen markieren die
diversen Aminosaurepositionen. Die Domanenstruktur der gesamten Proteine ist auf der rechten Seite dargestellt.
Diese phylogenetische Analyse zeigte drei Klassen von putativen Cytokininrezeptoren: Eine Klasse mit diversen CHASE
Doméne Aminosduren und unbekannten Domanen (Klasse A) (graue Linie), eine neue Klasse von putativen
Cytokininrezeptoren mit diversen CHASE Domé&ne Aminosiduren und konservierten Domé&nen (ZKS), die nur in
Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens gefunden wurden (Klasse B) (rote Linie) und eine Klasse von
klassischen Cytokininrezeptoren mit hohen konservierten CHASE Domane Aminosauren und konservierten Domanen

(ZKS) (Klasse C) (blaue Linie) (modifiziert nach Gruhn et al., 2014).
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3.1.1 Funktionelle Charakterisierung von putativen Cytokininrezeptoren der

Klasse A

Die Klasse A aus der phylogenetischen Analyse der CHASE Domadne enthdlt putative
Cytokininrezeptoren aus Cyanobakterien, Amében und Chlorophyceae Algen mit diversen CHASE
Domanen und unbekannten anderen Doméanen (Abb. 9). Um die Evolution und die Entwicklung der
Cytokininperzeption zu untersuchen, sollte die biologische Funktion fiir einige Rezeptoren von der
Klasse, acgA (adenylyl cyclase germination protein A) aus der Amobe Dictyostelium discoideum:;
SIr1759 (Hik14) (Hybrid histidine kinase 14) aus dem Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803
und Chlerd 286243 au.g4550 t1 CHASE domain containing tyrosine kinase 1 (CTK1) aus der
Chlorophyceae Alge Chlamydomonas reinhardtii in verschiedenen Systemen (in vivo
Cytokininbindungsassay, E. coli-Kkomplementationsassay und Protoplasten-trans Aktivierungsassay

(PTA)) mit Cytokinin untersucht werden.
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Abbildung 9: Klasse A eines phylogenetischen Baumes der CHASE Domane. Diese Klasse enthdlt Rezeptoren aus
Cyanobakterien, Amoben und Chlorophyceae Algen mit diversen CHASE Domdne Aminosauren und unbekannten
Domadnen (ZKS). Hier in der Abbildung ist nur ein Teilbereich der phylogenetischen Analyse (Abb. 8). Die roten Kasten
markieren die Rezeptoren, die aus dieser Klasse in dieser Arbeit untersucht wurden: acgA aus der Amébe Dictyostelium
discoideum (oberer Kasten) bzw. SIr1759 (Hik14) aus dem Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 (mittlerer
Kasten) und CTK1 aus der Chlorophyceae Alge Chlamydomonas reinhardtii (unterer Kasten). Die Domanenstruktur der

gesamten Proteine ist auf der rechten Seite dargestellt (modifiziert nach Gruhn et al., 2014).

3.1.1.1 Bioinformatikanalyse der Rezeptoren
Die Domaéanenstruktur der Rezeptoren acgA aus Dictyostelium discoideum, Slr1759 (Hik14) aus
Synechocystis sp. PCC 6803 und CTK1 aus Chlamydomonas reinhardtii wurden durch die Pfam-
Datenbank (http://pfam.sanger.ac.uk/) und den TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMMY/) analysiert. Die drei Rezeptoren besitzen in ihrem N-terminalen Bereich eine

CHASE Domane (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular), die in allen Rezeptoren
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von zwei hydrophoben transmembranstdandigen Bereichen flankiert ist. Im cytoplasmatischen Teil
der Proteine befinden sich nur eine Granulatezyklase Domane des Rezeptors acgA; zwei PAS 4
Domanen, eine GAF Domane, eine Histidinkinase A Domane, eine Histidinkinase dhnliche ATPase
Domane, zwei Receiver Domanen, eine Histidin Phosphotransmitter-Domane des Rezeptors SIr1759

und zwei Proteinkinase Domanen (Pkinase_Tyr, Pkinase) des Rezeptor CTK1 (Abb. 10 und 11).

acgA
AS 42 86 277 327 349 387 572 859
CHASE uanylate_cyc

SIr1759 (Hik14)

AS 1 20 42 67 242 281 300 341 444 479 565601 741 777 841 889 1016 1036 1132 1192 1305 1368 1455 1463

II//\\//// ] T
St e PAS e PAS 4 s e i TATPase. < P Respons_reg ¥ Respons res ot

CTK1
As 1 91 129 300 366 388 481 793 1025

| I// \ /| | |

Abbildung 10: Domanenstruktur der Rezeptoren acgA aus Dictyostelium discoideum, SIr1759 aus Synechocystis sp.
PCC 6803 und CTK1 aus Chlamydomonas reinhardtii. Eine CHASE Domane (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory
Extracellular) mit zwei flankierenden hydrophoben transmembranstéandigen Domanen gehort zu den drei Rezeptoren in
ihrem N-terminalen Bereich. Andere Doméanen befinden sich im cytoplasmatischen Teil der Proteine, die nur eine
Granulatezyklase Domane fiir acgA; zwei PAS_4 Doménen, eine GAF Domane, eine Histidinkinase A Domane, eine
Histidinkinase ahnliche ATPase Domane, zwei Receiver Domadnen, eine Histidin Phosphotransmitter-Domane fiir Slr1759
und zwei Proteinkinase Domanen (Pkinase_Tyr-Pkinase) fiir CTK1 sind. Die Abbildung wurde anhand der Vorhersagen
der Pfam-Datenbank (http://pfam.sanger.ac.uk/) und TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/

services/TMHMMY/) erstellt, AS ist Aminosdurepositionen.

Die Wahrscheinlichkeit hydrophober Helices der Rezeptoren acgA, SIrl759 und CTK1 wurde
anschlieBend durch den TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMMY/)
analysiert. Die Analyse zeigte, dass alle Rezeptoren in ihrem N-terminalen Bereich zwei hydrophobe
transmembranstandige Domadnen (TM Domanen) besitzen, die eine CHASE Domaéne

(Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular) umschlieBen (Abb. 11).
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Abbildung 11: Vorhersage hydrophober Helices der Rezeptoren acgA, SIr1759 und CTK1. Die Primérstruktur von acgA,

SIr1759 und CTK1 wurden mit Hilfe des TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMM/) auf das

Vorhandensein transmembranstandiger Bereiche (dargestellt als rote Balken) Giberpruft.
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Um Einblicke Uber die Sekundarstruktur von der CHASE Domdne der Rezeptoren acgA aus
Dictyostelium discoideum, Slr1759 aus Synechocystis sp. PCC 6803 und CTK1 aus Chlamydomonas
reinhardtii zu gewinnen und mit der Sekundarstruktur von der CHASE Domane des
Cytokininrezeptors AHK4 aus Arabidopsis thaliana zu vergleichen, wurde die Vorhersage der
Sekundarstruktur jeder CHASE Domane mittels der PSIPred v3.4 Software (Buchan et al., 2013)
vorgenommen (Abb. 12). Anhand dieser Vorhersage wurden schlieBlich die prozentualen Anteile an
der Sekundarstruktur der CHASE Domanen der Rezeptoren acgA, Slr1759 und CTK1 berechnet und
mit den prozentualen Anteilen an der Sekundarstruktur der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors

verglichen (Tabelle 20).

Die CHASE Domadnen der Rezeptoren acgA, SIr1759 und AHK4 weisen dhnliche prozentuale Anteile
der Sekundarstrukturen (a-Helix, B-Faltblatt und Coil) in der Vorhersage auf (Abb. 12; Tabelle 20).
Die CHASE Domanen der Rezeptoren SIr1759 und AHK4 besitzen die gleiche lange a-Helix im N-
Terminalen Bereich des Proteins, die fiir die Struktur-Stabilitdit der CHASE Domane des AHK4
Rezeptors wichtig ist (Hothorn et al., 2011). Die CHASE Domanen der Rezeptoren acgA und CTK1
sind kiirzer als die CHASE Domanen der Rezeptoren SIr1759 und AHK4. Die CHASE Domadne des
CTK1 Rezeptors ist die kirzeste CHASE Domane mit nur drei a-Helices. Interessanterweise zeigte
die phylogenetische Analyse divergierende Aminosduren in der CHASE Doméane der Rezeptoren
acgA, SIr1759 und CTK1 im Vergleich mit den Aminosauren der CHASE Domaidne des AHK4
Rezeptors, die fiir die Cytokininbindung wichtig sind (Abb. 8) (Gruhn et al., 2014).
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Abbildung 12: Vorhersage der Sekundarstruktur der CHASE Domdnen der Rezeptoren acgA, Sir1759, CTK1 und AHK4.

Die Proteinsekundarstrukturvorhersage jeder CHASE Domane erfolgte mittels der Software PSIPred v3.4 von (Buchan et

al,, 2013).
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Tabelle 20: Die prozentualen Anteile an der Sekundarstruktur der CHASE Domdnen der

Rezeptoren acgA, SIr1759, CTK1 und AHKA4.

Prozentuale Anteile an CHASE Domiéne- | CHASE Domédne- | CHASE Doméane- | CHASE Doméne-
der Sekundarstruktur acgA SIr1759 CTK1 AHK4
(PSIPRED v3.4)
a-Helix (%) 19,23 18,75 12,5 17,64
R-Faltblatt (%) 30,76 31,25 37,5 32,35
Coil (%) 50 50 50 50

3.1.1.2 Die acgA- und SIr1759 -cDNAs konnten aus genomischer DNA kloniert werden

Die genomische DNA aus Dictyostelium discoideum Stamm AX2 wurde von Dr. Thewes (FU Berlin)
erhalten und die genomische DNA aus Synechocystis sp. PCC 6803 wurde von Prof Dr. Annegret
Wilde (Universitat Freiburg) erhalten. Die Analysen von den acgA, SIr1759 und CTK1 DNA-
Sequenzen wurden mit NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), dictyBase
(http://www.dictybase.org/), CynoBase (http://genome.microbedb.jp/cyanobase/Synechocystis),
Chlamydomonas reinhardtii v4.0 (http://genome.jgi-psf.org/Chlre4/Chlre4.home.html), Phytozome
v10 (http://www.phytozome.net/chlamy.php) und UniProt (http://www.uniprot.org/) Genbanken
durchgefiihrt. Weil die acgA genomische DNA zwei Introns enthalt, wurde die acgA-cDNA mittels
der Uberlappungs-PCR amplifiziert (siehe 2.2.1.8). Die drei Exons in der genomischen DNA wurden
in drei einzelne DNA-Abschnitte (1, 2 und 3) aufgeteilt und die spezifischen Primer fiir jeden
Abschnitt mit ca. 20 bp als Uberlappendes Stick zwischen den benachbarten DNA-Abschnitten
entworfen (Abb. 13). Am Anfang wurde jeder DNA-Abschnitt mittels PCR mit seinen
entsprechenden Primern alleine amplifiziert (siehe 2.2.1.8). Danach wurde eine erste liberlappende
PCR zwischen den DNA-Abschnitten 1 und 2 durchgefiihrt und der entstehende DNA-Abschnitt 1+2
mit den entsprechenden Primern spezifisch amplifiziert. Dann folgte eine zweite lberlappende PCR
zwischen DNA-Abschnitt 1+2 und DNA-Abschnitt 3 mittels des high fidelity phusion Enzyms (siehe
2.2.1.8) und anschlieBend wurde die gesamte gewilinschte DNA-Sequenz von acgA mit den duBeren
Primern spezifisch zusammenamplifiziert. SchlieBlich wurde die acgA-cDNA durch Gateway-

Klonierung (BP-und LR-Reaktion) in die passenden Vektoren kloniert (siehe 2.2.1.15).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Klonierung von acgA. Die acgA-cDNA wurde mittels einer Uberlappenden
PCR amplifiziert (siehe 2.2.1.8). A: Die drei Exons in der genomischen DNA wurden in drei einzelne DNA-Abschnitte (1, 2
und 3) aufgeteilt und die spezifischen Primer fir jeden Abschnitt mit ca. 20 bp als Uberlappendes Stiick zwischen den
benachbarten DNA-Abschnitten entworfen. B: Am Anfang wurde jeder DNA-Abschnitt mittels PCR mit seinen
entsprechenden Primern alleine amplifiziert (siehe 2.2.1.8). C: Danach wurde eine erste Uberlappende PCR zwischen
den DNA-Abschnitten 1 und 2 durchgefiihrt und der entstehende DNA-Abschnitt 1+2 mit den entsprechenden Primern
spezifisch amplifiziert. D: Dann folgte eine zweite iberlappende PCR zwischen DNA-Abschnitt 1+2 und DNA-Abschnitt 3.
E: AnschlieBend wurde die gesamte gewiinschte DNA-Sequenz von acgA mit den &duferen Primern spezifisch
zusammenamplifiziert und schlieflich durch Gateway-Klonierung (BP-und LR-Reaktion) in die passenden Vektoren

kloniert (siehe 2.2.1.15).

Um die Amplifikation von SIr1759 (4389 bp) aus genomischer DNA zu vereinfachen, wurde die
cDNA in drei einzelnen DNA-Abschnitten (1, 2 und 3) aufgeteilt und die spezifischen Primen fir
jeden Abschnitt entworfen (Abb. 14). Am Anfang wurde ein enzymatischer Restriktionsverdau mit
dem Restriktionsenzym BsrGl (BsrGl schneidet nicht in SIr1759) durchgefiihrt (siehe 2.2.1.11), um
die genomische DNA aus Synechocystis sp. PCC 6803 fir die Polymerase zuganglicher zu machen.

Danach konnte nur der DNA-Abschnitt 1 (1511 bp) amplifiziert werden. Ein anderer DNA-Abschnitt
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(297-4389 bp) von SIr1759 wurde von Prof. Staiger (Universitat Bielefeld) zur Verfligung gestellt.
AnschlieBend wurde eine Uberlappende PCR zwischen den beiden Abschnitten mittels des high
fidelity phusion Enzyms durchgefiihrt (siehe 2.2.1.8). Dann wurde die gesamte gewlinschte DNA-
Sequenz von SIr1759 mit den dulReren Primern spezifisch zusammenamplifiziert. Schlielich konnte
die SIr1759-cDNA durch Gateway-Klonierung (BP- und LR-Reaktion) in die passenden Vektoren
kloniert werden (siehe 2.2.1.15).

aus genomischer DNA
A lBerI
B 2] ;
B [ ]
Slr 1759
1511 bp 1645 bp 1245 bp
1bp 1511 bp
Stiick 1 Uberlappung PCR
c | 1T
| (Staiger et al., 2009)
297 bp 4389 bp
(et
Slr 1759 HF-Fusion Polymerase
D :
—
Sir 1759

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Klonierung von SIr1759. Sir1759 wurde mittels der Gberlappenden PCR
aus genomischer DNA amplifiziert (siehe 2.2.1.8). A: Um die genomische DNA aus Synechocystis sp. PCC 6803 fiir die
Polymerase zuganglicher zu machen, wurde zuerst ein enzymatischer Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym
BsrGl durchgefiihrt (siehe 2.2.1.11). B: Die cDNA wurde in drei einzelnen DNA-Abschnitten (1, 2 und 3) aufgeteilt und
die spezifischen Primer fir jeden Abschnitt wurden entworfen. Aber nur der DNA-Abschnitt 1 (1511 bp) konnte danach
amplifiziert werden. Ein anderer DNA-Abschnitt (297-4389 bp) von SIir1759 wurde von Prof. Staiger (Universitat
Bielefeld) zur Verfiigung gestellt. C: AnschlieRend wurde eine Uberlappende PCR zwischen den beiden Abschnitten
mittels des high fidelity phusion Enzyms durchgefiihrt (siehe 2.2.1.8). D: Dann wurde die gesamte gewiinschte DNA-
Sequenz von SIr1759 mit den duBeren Primern spezifisch zusammenamplifiziert und schlieBlich konnte die Sir1759-

cDNA durch Gateway-Klonierung (BP-und LR-Reaktion) in die passenden Vektoren kloniert werden (siehe 2.2.1.15).
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Weil die CTK1 genomische DNA 16 Introns enthalt, wurde die CTK1-cDNA (3078 bp) kommerziell

synthetisiert (GenScript, New Jersey, USA).

3.1.13 In vivo Cytokininbindungsassay der Rezeptoren acgA, SIr1759 und CTK1 in E. coli
Um die Funktionalitat der CHASE Domane der Rezeptoren acgA, SIr1759 und CTK1 mit Cytokinin zu
untersuchen, wurde ein in vivo Bindungsassay mit den GST-getaggten Proteinen und trans-[2-
*H]Zeatin im E. coli Stamm KMI002 durchgefihrt (siehe 2.2.2.12) (Mizuno and Yamashino, 2010).
Die spezifische Cytokininbindung dieser drei Rezeptoren wurde mit der Bindungskapazitat des
Cytokininrezeptors AHK4 (Positivkontrolle) und mit der Bindungskapazitat des leeren Vektors bzw.
AHK4 (T301l) (Heyl et al., 2007) (Negativkontrollen) verglichen und relativ zur Bindung von AHK4
(100 %) angegeben. Zwei Mitglieder der Klasse A, acgA und CTK1, zeigten eine sehr schwache
Cytokininbindungsaktivitat (11,33 % fir acgA) und (6,42 % fir CTK1), aber diese Aktivitat war
starker als die Aktivitat der Negativkontrollen AHK4 (T3011) (0,72 %) und Vektor-Kontrolle (0 %). Der
Rezeptor SIr1759 konnte keine spezifische Bindungsaktivitat mit trans-[2-3H]Zeatin zeigen (1,34 %)
(Abb. 15A). Der Nachweis fiir die Expression der Fusionsproteine in den drei unabhangischen
Bakterienkolonien (1, 2, 3), die in diesem Assay untersucht wurden, wurde durch Western-Blot
(siehe 2.2.2.3) mit einem GST-(Glutathion S-transferase)-spezifischen Antikérper ermittelt (Abb.
15B). Diese Expressionsanalyse zeigte eine etwa gleich starke Expression der Proteine AHK4, CTK1
und AHK4 (T301I), aber die Expression von acgA war schwacher. Fir SIrl759 wurde die starkste

Expression detektiert.

Insgesamt betrachtet, konnte fiir zwei putative Cytokininrezeptoren der Klasse A, acgA und CTK1,
eine sehr schwache spezifische Bindungsaktivitat fir das Cytokinin trans-Zeatin in einem in vivo

Cytokininbindungsassay beobachtet werden.
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Abbildung 15. Bestimmung der Cytokininbindungsaktivitdt der Rezeptoren acgA, SIr1759 und CTK1 mittels eines in
vivo Bindungsassays. A: Die drei Rezeptoren wurden als GST-Fusionsproteine in E. coli (KMI002) exprimiert und deren
spezifische Bindung mit trans-[2—3H]Zeatin relativ zur Bindungsaktivitdt von AHK4 angegeben (siehe 2.2.2.12) (Mizuno
and Yamashino, 2010). Als Positivkontrolle fir den Bindungsassay wurde AHK4 und als Negativkontrolle wurde der
leere Vektor bzw. AHK4 (T301l) verwendet. Der Assay wurde mit drei unabhangischen Bakterienkolonien fiir jeden
Rezeptor durchgefiihrt und die Bindungsaktivitat fir jede Kolonie doppelt gemessen. B: Expressionskontrolle der
Fusionsproteine in den drei unabhangischen Bakterienkolonien (1, 2, 3), die in A untersucht wurden. GST enthaltende

Banden wurden mit einem GST-spezifischen Antikérper nachgewiesen (siehe 2.2.2.3).
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3.1.1.4 E. coli Komplementationsassay (B-Galactosidase Aktivitat) fiir die Rezeptoren acgA,
SIr1759 und CTK1

Damit ein Protein als Cytokininrezeptor funktionieren kann, muss die Bindung vom Cytokinin im
Zwei-Komponenten-System (ZKS) zur zellularen Antwort weiterleiten. Deshalb wurde die
Funktionalitat der drei putativen Cytokininrezeptoren von der Klasse A acgA, SIr1759 und CTK1 in
einem bakteriellen Komplementationsassay Uberprift. Der E. coli Komplementationsassay ([3-
Galactosidase assay) wurde nach Mizuno und Yamashino (2010) leicht modifiziert und wie in der

Abbildung 16 beschrieben durchgefiihrt.

e Koo M9-Medium-Vorkultur — "¢ M9-Medium-Kultur

20°C

Blau\WeiR Test

40z 2,02
0'1=qo siq

B-Galactosidase Aktivitat
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vol.(ml) ODg,onm] +
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9 o)
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$ l 5
2 : } S
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®

+ +

+ : o
= ONPG €«——— Zellaufschluss &2 chloroform

Na2CO3 Zeit

Abbildung 16: Schematische Darstellung des B-Galactosidase Assays. Nach der Blau/WeiRk-Selektion (siehe 2.2.2.13)
wurde die M9-Medium-Vorkultur (siehe 2.1.6.1) mit einer blauen aktiven Kolonie beimpft und fiir zwei bis sechs Tage
bei 20 °C im Dunkeln schiittelnd inkubiert. Nach einer neuen Inkubation von der M9-Hauptkultur tiber Nacht bei 20 °C,
wurde am nachsten Morgen ein Aliquot von den Zellen durch Zentrifugation gesammelt, in Z-Puffer (60 mM Na,HPQO, -
2H,0; 30,12 mM NaH,PO, - 2H,0; 10 mM KCl; 1 mM MgS0,-7H,0; 1 mM B-Mercaptoethanol) resuspendiert und dann
die optische Dichte bei 600 nm (ODgyo Nm) der Suspension direkt gemessen. Danach folgte der Zellaufschluss durch die
Zugabe von 10 pl Chloroform und die Inkubation fiir 1 Stunde bei 37 °C. Die Messung der R-Gal-Aktivitat folgte
anschlieBend bei 30 °C. Dazu wurde ONPG (o-Nitrophenyl-B-Glucopyranosid) frisch im Z-Puffer (4 mg/ml) zugefiigt. Um

die Reaktion zu starten, wurde die ONPG-LGsung (100 ul) in das Reaktionsgefall zugegeben. Wenn die Farbe der

68



Ergebnisse

Reaktionsmischung gelb wurde, wurde die Reaktion mit 1 M Na,CO; (1 ml) gestoppt. Die Reaktionszeiten wurden dann
(sekundengenau) notiert, anschlieBend die optischen Dichten des Reaktionsgemischs bei OD4, nm und ODsso nm
gemessen und schlieRlich die B-Galactosidase Aktivitdt in relativen Einheiten mit der folgenden Formel berechnet:

1000 x [(ODg4z0 M - ODssonm x 1,75) / t (min) vol. (ml) ODggo nmM] (modifiziert nach Mizuno and Yamashino, 2010).

Wenn ein putativer Cytokininrezeptor die Histidinkinase Mutation in diesem E. coli Zwei-
Komponenten-System komplementieren und eine zelluldire Antwort bei verschiedenen
Cytokininkonzentrationen zeigen kann (siehe 2.2.2.13), wird dieser Rezeptor als Cytokininrezeptor
identifiziert. Als Positivkontrolle fiir den Assay wurde AHK4 und als Negativkontrolle wurde der
leere Vektor bzw. AHK4 (T3011) (Heyl et al., 2007) verwendet. Dieser Test wurde mit verschiedenen
Cytokininen und Adenin in verschiedenen Konzentrationen (0,01; 1 und 10 uM) durchgefihrt. Die
Positivkontrolle AHK4 aus Arabidopsis thaliana zeigte hohe Aktivitditen mit den verwendeten
Cytokininen (tZ>iP>BA>cZ). Adenin, das strukturell dhnlich zu Cytokinin aber biologisch nicht aktiv
ist, konnte keine Antwort mit den getesteten Rezeptoren auslosen. Die drei putativen Rezeptoren
acgA; SIrl759 und CTK1 zeigten keine Aktivitat in diesem Assay und konnten damit das
Cytokininsignal auf die nachsten Mitglieder dieses E. coli Zwei-Komponenten-Systems nicht

Ubertragen (Abb. 17).
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Abbildung 17: Die Aktivitdt der Rezeptoren von der Klasse A, acgA; SIr1759 und CTK1, wurde durch einen

Komplementationsassay im RCS-Phosphorylierungssystem im E. coli Stamm KMI002 mit verschiedenen Cytokinin-

und Adenin-Konzentrationen untersucht. Die Rezeptoren wurden in den Vektor pDEST15 kloniert und danach in E. coli

Stamm KMI002 transformiert. Der B-Galactosidaseaktivitatstest wurde nach Mizuno und Yamashino (2010) leicht

modifiziert durchfiihrt. Als Positivkontrolle fir den Assay wurde AHK4 aus Arabidopsis thaliana verwendet und als

Negativkontrollen wurde der leere Vektor und AHK4AT301l verwendet. Der Assay wurde mit drei unabhangischen

Bakterienkolonien fiir jeden Rezeptor durchgefiihrt und die Aktivitat fur jede Kolonie doppelt gemessen. Die

Rezeptoren wurden mit verschiedenen Cytokinin-

Benzyladenin; cZ, cis-Zeatin; iP, Isopentenyl; tZ, trans-Zeatin.

und Adenin-Konzentrationen getestet.

Ade, Adenin; BA,
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3.1.15 Protoplasten-trans Aktivierungsassay (PTA) der Rezeptoren acgA, Sir1759 und CTK1
Um die Aktivitat von den putativen Cytokininrezeptoren der Klasse A, acgA SIr1759 und CTK1, in
Abhdngigkeit von Cytokinin in Pflanzen zu Uberprifen, wurde ein Protoplasten-trans
Aktivierungsassay (PTA) mit diesen drei Rezeptoren, AHK2 als Positivkontrolle und dem leeren
Vektor als Negativkontrolle in Mesophyllprotoplasten in der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie
ahk2-5/ahk3-7 (Riefler et al., 2006) wie im Abschnitt 2.2.5.2 beschrieben durchgefiihrt. Wenn ein
putativer Cytokininrezeptor diese Mutationen komplementieren und das Cytokininsignal zur
zelluldaren Antwort in diesem ZKS weiterleiten kann, wird ein positiver Einfluss fiir diesen Rezeptor
auf die Cytokininsignaltransduktion bis zum trans-Aktivierungssignal erwartet (Abb. 18A). In diesem
Fall sollten die mit Cytokinin induzierten Proben eine hohere Aktivitat als die nicht induzierten

Proben zeigen.

Die Aktivitdat von AHK2+tZ wurde als (100 %) gesetzt und alle anderen Werte sind als Prozent relativ
zu AHK2+tZ angegeben. Die Positivkontrolle zeigte in diesem Assay die hochste Aktivitat (100 % mit
tZ und 73,76 % ohne tZ) und die hochste Induktion mit Cytokinin (0,26-fach). Der putative Rezeptor
CTK1 konnte eine hohe Aktivitat (80,76 % mit tZ und 63,65 % ohne tZ) und interessanterweise eine
relativ hohe Induktion mit Cytokinin zeigen (0,17-fach). Der putative Rezeptor acgA zeigte auch eine
hohe Aktivitat (79,17 % mit tZ und 71,72 % ohne tZ), aber eine schwache Induktion mit Cytokinin
(0,07-fach). Obwohl der putative Rezeptor SIr1759 aus Synechocystis sp. PCC 6803 eine hohe
Aktivitat in diesem Assay (60,16 % mit tZ und 59,37 % ohne tZ) zeigen konnte, war diese Aktivitat
nicht von Cytokinin (tZ) abhangig (Induktion mit Cytokinin 0,007-fach), im Vergleich mit der
Aktivitat (2,48 % mit tZ und 6,72 % ohne tZ) bzw. mit der Induktion (-0,04-fach) der
Negativkontrolle (Abb. 18B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass zwei Rezeptoren, acgA und CTK1, das Zwei-Komponenten-System
(zKS) in der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 in Protoplasten-trans
Aktivierungsassay (PTA) in Antwort auf Cytokinin (tZ) aktivieren konnten. Der putative Rezeptor
SIr1759 zeigte in diesem Assay eine hohe Grundaktivitdt, aber diese Aktivitdit war nicht von

Cytokinin (tZ) abhangig.
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Abbildung 18: Die zwei putativen Rezeptoren acgA und CTK1 konnten das ZKS in ahk2-5/ahk3-7 Knockout-Mutanten
aus A. thaliana im Protoplasten trans-Aktivierungsassay (PTA) in Abhdngigkeit von Cytokinin aktivieren. A:
Schematische Darstellung des Protoplasten-trans Aktivierungsassays (PTA) in der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie
ahk2-5/ahk3-7. Der hier verwendete Assay wurde in vivo in Mesophyllprotoplasten der Arabidopsis Rezeptor-
Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 (Riefler et al., 2006) durchgefiihrt. Dazu wurden die Protoplasten zunichst aus
Arabidopsis Rosettenblattern isoliert und aufgereinigt. AnschlieBend wurden das Reporterkonstrukt (GUS), der
Transkriptionsfaktor (TF) und der untersuchende putative Cytokininrezeptor (z.B. eine Histidinkinaserezeptor: His-
Kinase) mittels PEG-vermittelter Transformation in die Protolasten transformiert (siehe 2.2.5.1 und 2.2.5.2). B: Der
Protoplasten-trans Aktivierungsassay (PTA) wurde wie im Abschnitt 2.2.5.2 beschrieben durchgefiihrt. Als

Positivkontrolle und Negativkontrolle fiir den Assay wurde AHK2 aus Arabidopsis thaliana bzw. der leere Vektor
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verwendet. Der Assay wurde dreimal wiederholt und jede Messung als Duplikat durchgefiihrt. Die roten Pfeile zeigen

die Induktion mit trans-Zeatin.

3.1.2 Funktionelle Charakterisierung von putativen Cytokininrezeptoren aus der
Klasse B mit divergierenden Aminosduren in der CHASE Domane und

konservierten ZKS Domanen.

Eine phylogenetische Analyse zeigte eine Klasse von putativen Cytokininrezeptoren (Klasse B), die
nur in den frih divergierenden Landpflanzen, in Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens
gefunden, wurden (siehe 3.1) (Gruhn et al., 2014). Um experimentell zu testen, ob Mitglieder dieser
neuen Klasse als Cytokininrezeptoren funktionieren kdnnen, wurden zwei Proteine, MpCHK1 aus
Marchantia polymorpha und PpCHK4 aus Physcomitrella patens, als Beispiele dieser Klasse
ausgewahlt. MpCHK1 (Marchantia polymorpha CHASE domain containing His kinase receptorl) ist
der einzige entdeckte putative Cytokininrezeptor aus Marchantia polymorpha (die friheste
divergierende Landpflanze in dieser Analyse). Fiur die drei PpCHKs aus Physcomitrella patens mit
EST-Nachweis in Physcomitrella patens wurde ein putativer Cytokininrezeptor PpCHK4
(Physcomitrella patens CHASE domain containing His kinase receptor4) fir weitere Analysen

ausgewahlt (Abb. 19)(Gruhn et al., 2014).
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4 * P.patens Phypa 162473 PpCHK9 [ — o —i L
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Abbildung 19: Klasse B eines phylogenetischen Baumes der CHASE Domane. Eine phylogenetische Analyse der CHASE
Domaéne zeigte eine neue Klasse von putativen Cytokininrezeptoren (Klasse B) mit divergierenden Aminosauren in der
CHASE Domaéne und konservierten ZKS Domadnen, die nur in den friih divergierenden Landpflanzen, in Marchantia
polymorpha und Physcomitrella patens, gefunden wurden. Hier in der Abbildung ist nur ein Teilbereich der
phylogenetischen Analyse (Abb. 8). Die roten Kdsten markieren die Rezeptoren, die aus dieser Klasse in dieser Arbeit
untersucht wurden: MpCHK1 aus Marchantia polymorpha (oberer Kasten) bzw. PpCHK4 aus Physcomitrella patens
(unterer Kasten). Die Doméanenstruktur der gesamten Proteine ist auf der rechten Seite dargestellt (modifiziert nach

Gruhn et al., 2014).
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3.1.2.1 Bioinformatikanalyse der putativen Cytokininrezeptoren MpCHK1 und PpCHK4

Die Doméanenstruktur der putativen Cytokininrezeptoren MpCHK1 und PpCHK4 wurden durch die
Pfam-Datenbank (http://pfam.sanger.ac.uk/, Finn et al., 2014) und den TMHMM Server v2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) analysiert. Beide Rezeptoren besitzen in ihrem N-
terminalen Bereich eine CHASE Domine (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory
Extracellular), die von zwei hydrophoben transmembranstiandigen Bereichen flankiert ist. Im
cytoplasmatischen Teil beider Proteine befinden sich eine Histidinkinase A Domane, eine

Histidinkinase dhnliche ATPase Domane und zwei Receiver Domanen (Abb. 20 und Abb. 21).

MpCHK1

AS 65 108 288 348 370 403 468 515 725 752 868 895 980 1066

PpCHK4

AS 1 38 60 98 282 345 367 401 713 737 850 881 1002 1020

CHASE HiskA HATPase ¢ — Respons_reg

Abbildung 20: Dominenstruktur der Rezeptoren MpCHK1 und PpCHK4. Eine CHASE Domine (Cyclase/Histidine-

kinase-Associated Sensory Extracellular) mit zwei flankierenden hydrophoben transmembranstdandigen Domanen
gehort zu den beiden Rezeptoren in ihrem N-terminalen Bereich. Im cytoplasmatischen Teil der Proteine befinden sich
eine Histidinkinase A Domaéne, eine Histidinkinase dhnliche ATPase Doméane und zwei Receiver Domanen sind. Die
Abbildung wurde anhand der Vorhersagen der Pfam-Datenbank (http://pfam.sanger.ac.uk/, Finn et al., 2014) und dem
TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/) erstellt, AS ist Aminosdurepositionen.

Die Wahrscheinlichkeit hydrophober Helices von MpCHK1 und PpCHK4 wurde anschliefend durch
den TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMMY/) analysiert. Die Analyse
zeigte, dass die beiden Rezeptoren aus der Klasse B in ihrem N-terminalen Bereich zwei
hydrophobe transmembranstidndige Domadnen (TM Domanen) besitzen, die eine CHASE Domane

(Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular) umschlieBen (Abb.21).
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Abbildung 21: Vorhersage hydrophober Helices der putativen Cytokininrezeptoren MpCHK1 und PpCHK4. Die
Priméarstrukturen von MpCHK1 und PpCHK4 wurden mit Hilfe des TMHMM Servers v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/

services/TMHMMY/) auf das Vorhandensein transmembranstandiger Bereiche (dargestellt als rote Balken) Gberpruft.

Um Einblicke (iber die Sekundarstruktur von der CHASE Domane der putativen Cytokininrezeptoren
PpCHK4 und MpCHK1 zu gewinnen und mit der Sekundarstruktur von der CHASE Domaéane des
Cytokininrezeptors AHK4 zu vergleichen, wurde die Vorhersage der Sekundarstruktur jeder CHASE

Domane mittels der PSIPred v3.4 Software (Buchan et al., 2013) vorgenommen (Abb. 22).
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Abbildung 22: Vorhersage der Sekundarstruktur der
CHASE Domianen der Rezeptoren AHK4, PpCHK4 und
MpCHK1. Die Proteinsekundarstrukturvorhersage der
CHASE Doménen erfolgte mittels der PSIPred v3.4

Software (Buchan et al., 2013).
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Anhand der Vorhersage (Abb. 22) wurden schlieBlich die prozentualen Anteile an der
Sekundarstruktur der CHASE Domadnen der Rezeptoren PpCHK4 und MpCHK1 berechnet und mit
den prozentualen Anteilen an der Sekundarstruktur der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors

verglichen (Tabelle 21).

Tabelle 21: Die prozentualen Anteile an der Sekundarstruktur der CHASE Domadnen der

Rezeptoren AHK4, PpCHK4 und MpCHK1.

Prozentuale Anteile an der | CHASE Domadne- | CHASE Domdne- | CHASE Domane-
Sekundarstruktur (PSIPRED v3.4) AHK4 PpCHK4 MpCHK1

a-Helix (%) 17,64 20 21,87

R-Faltblatt (%) 32,35 30 28,12

Coil (%) 50 50 50

Die CHASE Domadnen der Rezeptoren PpCHK4, MpCHK1 und AHK4 weisen dhnliche prozentuale
Anteile der Sekundarstrukturen (a-Helix, B-Faltblatt und Coil) in der Vorhersage auf (Abb. 22;
Tabelle 21). Alle CHASE Domanen haben die gleiche lange a-Helix im N-Terminalen Bereich des
Proteins, die fir die Struktur-Stabilitat der CHASE Domane beim AHK4 Rezeptor wichtig ist (Hothorn
et al., 2011). Interessanterweise zeigte die phylogenetische Analyse divergierende Aminosauren in
der CHASE Domane der putativen Cytokininrezeptoren PpCHK4 und MpCHK1 im Vergleich mit den
Aminosauren der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors, die fiir die Cytokininbindung wichtig sind
(Abb. 8) (Gruhn et al., 2014).

Ein detaillierter Vergleich Uber die Konservierung von den Aminosauren der CHASE Domaénen
zwischen den neuen (Klasse B) und den klassischen Cytokininrezeptoren (Klasse C) der
phylogenetischen Analyse der CHASE Domane, und zwischen den Rezeptoren in jeder Klasse wurde
von Gruhn und Kollegen durchgefiihrt (Abb. 23) (Gruhn et al., 2015). Diese Analyse zeigte
moderate Niveaus der Ahnlichkeit zwischen den neuen und den klassischen Cytokininrezeptoren
(zwischen 38 und 48 % Aminosadurenidentitat). Aber die klassische und auch die neue identifizierte
Klasse zeigten ein hoheres Niveau der Konservierung untereinander (71-96 % bzw. 47-81 %) (mit

einem niedrigen Konservierungsgrad in der neuen Klasse). Eine Analyse zwischen den Mitgliedern
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der beiden Rezeptorfamilien zeigte viele Bereiche innerhalb der CHASE Domanen der klassischen
Rezeptoren, in denen die Aminosduresequenzen identisch oder sehr dhnlich sind. Aber in diesen
Bereichen sind nur wenige Reste der CHASE Domdnen der neuen identifizierten
Cytokininrezeptoren hoch konserviert. Diese Aminosduren, die in den beiden diversen Klassen
konserviert sind, sind fir die Funktionalitdt der Rezeptoren mit Cytokinin wahrscheinlich wichtig
und gute Kandidaten und fir weitere Untersuchungen. Die CHASE Domdne Reste, die fir die
Cytokininbindung der klassischen Cytokininrezeptoren wichtig sind (Heyl et al., 2007; Hothorn et al.,
2011), zeigten ein niedrigeres Niveau der Konservierung zwischen den Mitgliedern der neuen
Rezeptorfamilie (6,5 % ldentitdt), aber diese Konservierung ist bei den klassischen Rezeptoren
deutlich héher (50 %). 19 Aminosauren am C-terminalen Ende der CHASE Domaéanen (Positionen 238
bis 256), die hoch in der klassischen Rezeptorfamilie konserviert sind, zeigten keine Konservierung

zwischen den neuen identifizierten Cytokininrezeptoren (Abb. 23).
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Abbildung 23: Konservierung der Aminosauren zwischen den CHASE Dominen der neuen identifizierten und der

klassischen Cytokininrezeptoren. Alle CHASE Domanen wurden in einem einzigen multiplen Sequenz-Alignment mit

MAFFT (Katoh et al., 2009) ausgerichtet. Konservierung wurde mittels Jalview 2,719 fir die beiden Gruppen unabhéangig

abgeleitet. Blau zeigt die Konservierung innerhalb der neuen identifizierten Rezeptoren und braun zeigt die

Konservierung innerhalb der klassischen Cytokininrezeptoren. Der conservation Score ist in Zahlen von 0 (die niedrigste)

bis 10 (die héchste) angegeben. Hohe der Balken: Hohere Balken stellen eine héhere Aminosaurekonservierung dar. Die

leichteste Farbe reprasentiert die starkste Konservierung und die dunkle Farbe reprasentiert die niedrigste

Konservierung. Die griin markierten Reste reprasentieren die Aminosauren, die wichtig fiir die Cytokininbindung in der

CHASE Doméne des AHK

4 Rezeptors sind (Hothorn et al., 2011; Gruhn et al., 2015).
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3.1.2.2  Einin vivo Cytokininbindungsassay demonstrierte die Cytokininbindungsaktivitat

von zwei Mitgliedern der Klasse B, MpCHK1 und PpCHK4

Um experimentell zu testen, ob die CHASE Domanen der ausgewadhlten Rezeptoren der Klasse B,
PpCHK4 und MpCHK1, Cytokinin binden kénnen, wurde ein in vivo Bindungsassay mit den GST-
getaggten Proteinen und trans-[2->H]Zeatin im E. coli Stamm KMI002 durchgefiihrt (siehe 2.2.2.12)
(Mizuno and Yamashino, 2010). Die PpCHK4 (3063 bp) und MpCHK1 (3201 bp) konnten nicht
kloniert werden, deshalb wurden kommerziell synthetisiert (GenScript, New Jersey, USA). Die
spezifische Cytokininbindung beider Rezeptoren wurde mit der Bindungskapazitat des
Cytokininrezeptors AHK4 aus Arabidopsis thaliana (Positivkontrolle) und mit der Bindungskapazitat
von AHK4  (T301l) (Negativkontrolle) verglichen. Dieser Assay zeigte  starke
Cytokininbindungsaktivitdt des Moos-Rezeptors PpCHK4 mit trans-Zeatin im Vergleich mit der
Bindung des AHK4 Rezeptors, der die starkste Cytokininbindungsaktivitat zeigen konnte. Fir
MpCHK1 war die Cytokininbindung schwacher als PpCHK4 aber deutlich starker als die detektierte
Bindung der Negativkontrolle AHK4 (T301l) (Abb. 24A). Der Nachweis der Expression der
Fusionsproteine wurde durch Western-Blot (siehe 2.2.2.3) mit einem GST-(Glutathion S-
transferase)-spezifischen Antikdrper bestatigt. Die Expressionsanalyse zeigte eine starke Expression
von PpCHK4, aber die Expression von MpCHK1 und AHK4 (T301l) war schwacher. Obwohl der
Rezeptor AHK4 am schwachsten exprimiert wurde, konnte die starkste spezifische Bindung gezeigt
werden, was fiir eine hohe Affinitdt dieses Rezeptors mit trans-Zeatin spricht (Abb. 24B). Aufgrund
der verschiedenen Proteinexpressionsniveaus, ist der Vergleich der Bindungskapazitat mit trans-

Zeatin zwischen den verschiedenen Rezeptoren schwierig.
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Abbildung 24: In vivo Bindungsassay mit Cytokinin und zwei putativen Cytokininrezeptoren, MpCHK1 und PpCHK4,
aus der Klasse B. A: Beide Rezeptoren wurden als GST-Fusionsproteine in E. coli (KMI002) exprimiert und deren
spezifische Bindung mit trans-[2->H]Zeatin in cpm (counts per minute) bestimmt (siehe 2.2.2.12) (Mizuno and
Yamashino, 2010). Als Positivkontrolle und Negativkontrolle fiir den Bindungsassay wurden AHK4 aus Arabidopsis
thaliana bzw. AHK4 (T301l) verwendet. Der Assay wurde mit drei unabhangischen Bakterienkolonien fiir jeden Rezeptor
durchgefiihrt und die Bindungsaktivitit fir jede Kolonie doppelt gemessen. B: Expressionskontrolle der
Fusionsproteine, die in A untersucht wurden. GST-enthaltende Banden wurden mit einem GST-spezifischen Antikorper

nachgewiesen (siehe 2.2.2.3). Der Pfeil markiert die detektierte Bande von AHK4.

3.1.23 Die putativen Cytokininrezeptoren PpCHK4 und MpCHK1 konnten das Zwei-

Komponenten-System (ZKS) in vivo aktivieren

Die Funktionalitat der putativen Cytokininrezeptoren, PpCHK4 und MpCHK1, von der Klasse wurde
in einem bakteriellen Komplementationsassay lberprift. Der E. coli Komplementationsassay (R-
Galactosidase Assay) wurde leicht modifiziert, wie vorher beschrieben im Abschnitt 2.2.2.13,
durchgefiihrt (Mizuno und Yamashino, 2010). Wenn ein putativer Cytokininrezeptor die
Histidinkinase Mutation komplementieren und eine zelluldare Antwort bei verschiedenen
Cytokininkonzentrationen in diesem E. coli Zwei-Komponenten-System zeigen kann, wird dieser
Rezeptor als Cytokininrezeptor identifiziert. Als Positivkontrolle fir den Assay wurde AHK4 und als

Negativkontrolle wurde der leere Vektor bzw. AHK4 (T301l) verwendet. Dieser Test wurde mit
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verschiedenen Cytokininen und Adenin in verschiedenen Konzentrationen (0,01; 1 und 10 uM)
durchgefiihrt. Die Positivkontrolle AHK4 aus Arabidopsis thaliana zeigte die hochsten Aktivitaten
und verschiedene Affinitditen mit den verwendeten Cytokininen (tZ>iP>BA>cZ). Adenin, das
strukturell dhnlich zu Cytokinin aber biologisch nicht aktiv ist, konnte keine Antwort mit den
getesteten Rezeptoren auslosen. Beide putativen Cytokininrezeptoren, PpCHK4 und MpCHK1,
konnten das Reportergen in einer konzentrationsabhangigen Weise in diesem System aktivieren,
aber im hoheren Niveau fir PpCHK4 und im niedrigeren Niveau fir MpCHK1. Die hdochste
Reportergenaktivitat wurde fir die beiden Rezeptoren gefunden, wenn trans-Zeatin verwendet
wurde (Abb. 25). Die gemessenen Reportergenaktivitaiten nach der Behandlung mit den anderen
getesteten Cytokininen zeigten adhnliche Aktivitaten, deshalb konnte keine Aussage Uber die
Bindungsaffinitaten von PpCHK4 und MpCHK1 mit einigen Cytokininen gezogen werden. Die oben
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die beiden putativen Cytokininrezeptoren aus der Klasse B,
MpCHK1 und PpCHK4, das Reportergen spezifisch als Reaktion auf verschiedene Cytokinine mit

verschiedenen Konzentrationen im Vergleich mit der Negativkontrolle AHK4 (T301l) aktivieren

konnten.
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Abbildung 25: Die Aktivitit von MpCHK1 und PpCHK4 wurde durch einen E. coli-kKomplementationsassay mit
verschiedenen Cytokinin- und Adenin-Konzentrationen untersucht. Die Rezeptoren wurden im Vektor pDEST15
kloniert und danach in den E. coli Stamm KMIO02 transformiert. Der B-Galactosidaseaktivitatstest wurde leicht
modifiziert wie vorher beschrieben im Abschnitt 2.2.2.13, durchgefiihrt (Mizuno und Yamashino, 2010). Als
Positivkontrolle und Negativkontrolle fiir den Bindungsassay wurden AHK4 aus Arabidopsis thaliana bzw. AHK4 (T3011)
verwendet. Der Assay wurde mit drei unabhangischen Bakterienkolonien fiir jeden Rezeptor durchgefiihrt und die
Aktivitat fur jede Kolonie doppelt gemessen. Die Rezeptoren wurden mit verschiedenen Cytokinin- und Adenin-

Konzentrationen getestet. Ade, Adenin; BA, Benzyladenin; cZ, cis-Zeatin; iP, Isopentenyl; tZ, trans-Zeatin.

3.1.24 Die Analyse der subzelluldaren Lokalisation mittels GFP-Fusionsproteinen in
Tabakepidermiszellen wies auf eine Lokalisation von MpCHK1 und PpCHK4

vorzugsweise im endoplasmatischen Retikulum und in der Plasmamembran hin

Um ein genaues Bild Uber die intrazellulare Lokalisation der Cytokininrezeptoren PpCHK4 und
MpCHK1 zu erhalten und mit der intrazellularen Lokalisation der klassischen Cytokininrezeptoren zu
vergleichen, wurde die subzelluldre Lokalisation beider Proteine in Tabakepidermiszellen als
Expressionssystem durchgefiihrt. Die Vektorkonstrukte, die N-terminale GFP-Fusionsproteine von
MpCHK1 und PpCHK4 unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimieren, wurden in Nicotiana
benthamiana Blatter transient transformiert (siehe 2.2.1.3). Nach der Infiltration wurden die
Pflanzen sieben Tage inkubiert. Danach wurden die transformierten Pflanzen am konfokalen
Mikroskop auf Expression der fluoreszierenden Proteine untersucht. Hierfir wurde GFP mit dem
Argon-Laser bei 488 nm angeregt und die Emission bei 512 nm gemessen. Das mCherry ER-
Markerprotein fiir Co-Lokalisationsstudien wurde bei 587 nm angeregt und die Emission bei 610 nm
gemessen. Die Fluoreszenz vom Plasmamembranmarker-FM4-64 lag zwischen 625 nm und 665 nm
(siehe 2.2.5.3). Die GFP-MpCHK1 Protein zeigte Fluoreszenzsignale in den perinukledren dhnlichen
Regionen und zumindest partielle Co-Lokalisation mit dem ER-Makerprotein mCherry-HDEL (Abb.
26 B1-B3). In geringerem Umfang wurde auch eine Co-Lokalisation des Rezeptors mit der
Plasmamembran Farbstoff FM4-64 erkannt (Abb. 26 A1-A3). Die Fluoreszenz von GFP-PpCHK4
lokalisiert auch in den gleichen Bereichen, die von dem ER-Markerprotein mCherrry-HDEL markiert
wurden (Abb. 26 D1-D3). AuRerdem wurde auch ein mit der Plasmamembran co-lokalisiertes Signal
erkannt (Abb. 26 C1-C3). Somit wies die subzelluldre Lokalisation mittels GFP-(Green Fluorescent
Protein)-Fusionsproteine in Tabakepidermiszellen auf eine Lokalisation von MpCHK1 und PpCHK4

zum grofRen Teil im endoplasmatischen Retikulum und in der Plasmamembran hin. Diese
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subzellulare Lokalisation ist ahnlich der vorher beschriebenen Lokalisation fiir die klassischen

Cytokininrezeptoren (Wulfetange et al., 2011; Caesar et al., 2011; Lomin et al., 2011).

Abbildung 26: Subzellulare Lokalisation von GFP-MpCHK1 und GFP-PpCHK4 in transient transformierten
Epidermiszellen von N. benthamiana. Beide putativen Cytokininrezeptoren wurden als Fusionsproteine mit GFP unter
Kontrolle des 35S-Promotors in Tabakblattern transient exprimiert. Die Fluoreszenz wurde sieben Tage nach der
Infiltration in den vorbereiteten Blattepidermiszellen analysiert. A1 und B1 bzw. C1 und D1 reprasentieren die GFP-

Fluoreszenz von GFP-MpCHK1 bzw. GFP-PpCHK4; A2 wund C2 reprasentieren die Fluoreszenz vom
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Plasmamembranmarker-FM4-64; B2 und D2 reprasentieren die Fluoreszenz vom mCherry ER-Markerprotein; A3, B3,

C3 und D3 reprasentieren die Uberlagerung von den ersten Fluoreszenzkanilen. WeiRer Balken = 25 uM.

3.1.3 Funktionelle Charakterisierung vom putativen Cytokininrezeptor CHARK

(CHASE domain Receptor-like serine/threonine Kinase) aus Oryza sativa

Die phylogenetische Analyse der CHASE-Domanen-haltigen Proteine zeigte eine Klasse von
klassischen Cytokininrezeptoren (Landpflanzen-Cytokininrezeptoren) mit hoher Konservierung in
den Aminosduren der CHASE Domane und konservierten Zwei-Komponenten-System (ZKS)
Domanen (Histidinkinase und Response-Regulator Domanen) (Klasse C) (siehe 3.1) (Gruhn et al.,
2014). Die meisten CHASE-Domanen-tragenden Proteine dieser Klasse sind bekannte aktive Hybrid-
Histidinkinase-Cytokininrezeptoren und leiten das Cytokininsignal Uber das Zwei-Komponenten-
System (ZKS) weiter. Die einzige Ausnahme ist CHARK (CHASE domain Receptor-like
serine/threonine Kinase) aus Oryza sativa. Wahrend die CHASE Domdane eng mit den CHASE
Domanen der anderen Cytokininrezeptoren verwandt ist, weiBt CHARK nur eine Serin/Threonin
Kinase und keine Histidinkinase Doméane und/oder Receiver-Domane zur Signalweiterleitung auf

(Abb. 27).

Um zu untersuchen, ob der atypische putative Cytokininrezeptor CHARK aus Reis einen alternativen
Cytokininsignalweg gegeniber den klassischen Cytokininrezeptoren aufweist und wie dieses Signal
mit der konventionellen Cytokininsignaltransduktion integriert ist, wurde die Aktivitdt dieses

Rezeptors unter Verwendung verschiedener Assays in dieser Arbeit charakterisiert.
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Abbildung 27: Phylogenetische Analyse der CHASE-Domanen verschiedener Pflanzen (Klasse C). Fur die CHASE-
Domadne tragenden Proteine aus verschiedenen Pflanzen wurde mit Hilfe der Maximum Likelyhood-Methode ein
Stammbaum berechnet. Hier in der Abbildung ist nur ein Teilbereich der phylogenetischen Analyse (Abb. 8). Die
Domaénenstruktur der gesamten Proteine ist auf der rechten Seite dargestellt (Domanen: HisKA = Histidinkinase;
Response_reg = Responseregulator; Pkinase = Ser/Thr Kinase). Der rote Kasten markiert den CHARK Rezeptor (CHASE

domain Receptor-like serine/threonine Kinase) aus Oryza sativa (modifiziert nach Gruhn et al., 2014).

3.13.1 Bioinformatikanalyse des Rezeptors
Die Domanenstruktur des putativen Cytokininrezeptors CHARK wurde durch die Pfam-Datenbank
(http://pfam.sanger.ac.uk/, Finn et al., 2014) und den TMHMM Server v2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/) analysiert. Dieser Rezeptor besitzt in seinem N-
terminalen Bereich eine CHASE Domine (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory
Extracellular), die von vier hydrophoben transmembranstandigen Bereichen flankiert wird. Im

cytoplasmatischen Teil befindet sich nur eine Ser/Thr Kinase Domane (Abb. 28 und 29).

AS 20 70 289 311 438 456 600 622660 947 948

\\// \\/ \/ N |/
- -

serine/threoninekinase -

Abbildung 28: Doménenstruktur des putativen Cytokininrezeptors CHARK. Eine CHASE Domane (Cyclase/Histidine-
kinase-Associated Sensory Extracellular) mit vier flankierenden hydrophoben transmembranstandigen Domanen gehort

zu diesem Rezeptor in seinem N-terminalen Bereich. Im cytoplasmatischen Teil des Proteins befindet sich nur eine
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Ser/Thr Kinase Doméane. Die Abbildung wurde anhand der Vorhersagen der Pfam-Datenbank
(http://pfam.sanger.ac.uk/, Finn et al., 2014) und dem TMHMM Server v2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/) erstellt, AS ist Aminosdurepositionen.

Die Wabhrscheinlichkeit hydrophober Helices des putativen Cytokininrezeptors CHARK wurde
anschlieBend durch den TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMM/)
analysiert. Die Analyse zeigte, dass dieser Rezeptor in seinem N-terminalen Bereich vier
hydrophobe transmembranstiandige Domanen (TM Domanen) besitzt und eine CHASE Domadne
(Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular), die von den N-terminalen TM Domanen

flankiert ist (Abb. 29).

TMHMM Vorhersage fiir CHARK
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Abbildung 29: Vorhersage hydrophober Helices des putativen Cytokininrezeptors CHARK. Die Primarstruktur von
CHARK wurde mit Hilfe des TMHMM Server v2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMM/) auf das Vorhandensein

transmembranstandiger Bereiche (dargestellt als rote Balken) tGiberprift.

Um Einblicke Uber die Sekundarstruktur der CHASE Domane des putativen Cytokininrezeptors
CHARK zu gewinnen und mit der Sekundarstruktur der CHASE Domaéane des Cytokininrezeptors
AHK4 zu vergleichen, wurde die Vorhersage der Sekundarstruktur der CHASE Domane mittels der

PSIPred v3.4 Software (Buchan et al., 2013) vorgenommen (Abb. 30).

Anhand der Vorhersage (Abb. 30) wurden schlieRBlich die prozentualen Anteile an der
Sekundarstruktur der CHASE Doméne des putativen Cytokininrezeptors CHARK berechnet und mit
den prozentualen Anteilen an der Sekundarstruktur der CHASE Domadne des AHK4 Rezeptors

verglichen (Tabelle 22).
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CHASE Domadne-CHARK
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Abbildung 30: Vorhersage der Sekundarstruktur der CHASE Domanen der Rezeptoren AHK4 und CHARK. Die

Proteinsekundarstrukturvorhersage der CHASE Doménen erfolgte mittels der PSIPred v3.4 Software (Buchan et al.,

2013).

Tabelle 22: Die prozentualen Anteile an der Sekundarstruktur der CHASE Domanen der

Rezeptoren AHK4 und CHARK.

Prozentuale  Anteile an der | CHASE Domdne- | CHASE Domiéne-
Sekundarstruktur (PSIPRED v3.4) AHK4 CHARK

a-Helix (%) 17,64 20,83

R-Faltblatt (%) 32,35 29,16

Coil (%) 50 50
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Die CHASE Domanen der Rezeptoren CHARK und AHK4 weisen ahnliche prozentuale Anteile der
Sekundarstrukturen (a-Helix, B-Faltblatt und Coil) in der Vorhersage auf (Abb. 30; Tabelle 22). Die
CHASE Domane des CHARK Rezeptors ist kiirzer als die CHASE Domane des AHK4 Rezeptors und ihr
fehlen die lange a-Helix im N-Terminalen Bereich und die letzten drei B-Faltblatter im C-Terminalen
Bereich des Proteins, die fir die Struktur der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors besonders
wichtig sind (Hothorn et al., 2011). In der Struktur der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors bildet
die lange a-Helix an der Membran einen Stiel, der fir die Struktur-Stabilitdt wichtig ist, und das
letzte RB-Faltblatt verknlpft kovalent an die lange a-Helix durch eine Disulfidbriicke, die die
flankierenden Membran-Helices in enge Nachbarschaft bringt (Hothorn et al.,, 2011).
Interessanterweise zeigte die phylogenetische Analyse einen hohen Konservierungsgrad in den
Aminosauren der CHASE Domane des CHARK Rezeptors im Vergleich mit den Aminosauren der
CHASE Domaéane des AHK4 Rezeptors, die fir die Cytokininbindung wichtig sind (Abb. 8) (Gruhn et
al., 2014). Um besser zu verstehen, ob die CHASE Domane des putativen Cytokininrezeptors CHARK
unterschiedliche strukturelle Anordnung in der Tertidarstruktur als die kristallisierte Tertiarstruktur
der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors besitzt und ob diese CHASE Domane Cytokinin in andere
Weise als die CHASE Doméane des AHK4 Rezeptors bindet, ist die Kristallisation und die Losung der

Tertiarstruktur dieser Domane entscheidend.

3.1.3.2 Die CHARK-cDNA konnte aus genomischer DNA kloniert werden
Die Analyse von CHARK genomischer DNA zeigte, dass CHARK keine Introns enthalt, deshalb wurde
CHARK-cDNA mittels der Touchdown PCR (TD-PCR) aus Oryza sativa genomischer DNA (Geschenk
von Dr. Ramireddy) amplifiziert (siehe 2.2.1.8). SchlieRlich wurde das amplifizierte CHARK durch
Gateway-Klonierung (BP-und LR-Reaktion) in die passenden Vektoren kloniert (siehe 2.2.1.15). Die
bioinformatischen Analysen fiir die CHARK DNA-Sequenz wurde mit den Genbanken NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Phytozome v10 (http://www.phytozome.net/chlamy.php) und

UniProt (http://www.uniprot.org/) durchgefiihrt.

3.1.3.3 Ein in vivo Cytokininbindungsassay demonstrierte die Cytokininbindungsaktivitat

von CHARK

Um experimentell zu testen, ob die CHASE Domaéne des putativen Cytokininrezeptor CHARK als
Cytokininrezeptor funktionieren kann, wurde ein in vivo Bindungsassay mit dem GST-getaggten

Protein und trans-[2-3H]Zeatin im E. coli Stamm KMI002 durchgefiihrt (siehe 2.2.2.12) (Mizuno und

89


http://www.phytozome.net/chlamy.php
http://www.uniprot.org/

Ergebnisse

Yamashino, 2010). Die spezifische Cytokininbindung dieses Rezeptors wurde mit der
Bindungskapazitat des Cytokininrezeptors AHK4 (Positivkontrolle) und mit der Bindungskapazitat
des leeren Vektors (Negativkontrolle) verglichen. Bei CHARK konnte eine schwache Bindung von
Cytokinin im Vergleich mit der Bindung von AHK4 nachweisen werden, die deutlich Gber der
Vektorkontrolle lag (Abb. 31A). Der Nachweis fiir die Expression der Fusionsproteine in den drei
unabhangischen Bakterienkolonien (1, 2, 3), die in diesem Assay untersucht wurden, wurde durch
Western-Blot (siehe 2.2.2.3) mit einem GST-spezifischen Antikdrper ermittelt (Abb. 31B). Diese
Expressionsanalyse zeigte ein gutes Expressionslevel von CHARK. Das Expressionslevel von AHK4
war ein bisschen schwacher. Insgesamt betrachtet, konnte flir den putativen Cytokininrezeptor
CHARK eine schwache spezifische Bindungsaktivitat fir das Cytokinin trans-Zeatin in einem in vivo

Cytokininbindungsassay beobachtet werden.
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Abbildung 31: Bestimmung der Cytokininbindungsaktivitit des CHARK Rezeptors mittels eines in vivo
Bindungsassays. A: Der putative Cytokininrezeptor CHARK wurde als GST-Fusionsprotein in E. coli (KMI002) exprimiert
und seine spezifische Bindung mit trans-[2->H]Zeatin bestimmt (siehe 2.2.2.12) (Mizuno and Yamashino, 2010). Als
Positivkontrolle und Negativkontrolle fiir den Assay wurde AHK4 bzw. der leere Vektor verwendet. Der Assay wurde mit
drei unabhangigen Bakterienkolonien fir jeden Rezeptor durchgefiihrt und die Bindungsaktivitat fiir jede Kolonie
doppelt gemessen. B: Expressionskontrolle der Fusionsproteine in den drei unabhéngigen Bakterienkolonien (1, 2, 3),

die in A untersucht wurden. GST enthaltende Banden wurden mit einem GST-spezifischen Antikérper nachgewiesen

(siehe 2.2.2.3).
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3.1.34 Der putative Cytokininrezeptor CHARK konnte das Signal von Cytokinin in einem E.

coli-Komplementationsassay nicht zur zellularen Antwort weiterleiten

Um als Rezeptor zu funktionieren, muss die Bindung eines Liganden zu einer physiologischen
Reaktion in der Zelle fihren. Da mit der Ausnahme von CHARK alle Cytokininrezeptoren
Histidinkinasen sind, wurde dieser Effekt in einem bakteriellen Komplementationsassay tberpruft.
Der E. coli-Komplementationsassay wurde, leicht modifiziert, nach Mizuno und Yamashino, 2010
durchgefiihrt (siehe 2.2.2.13). Als Positivkontrolle fir den Assay wurde AHK4 und als
Negativkontrolle wurde der leere Vektor verwendet. Dieser Test wurde mit verschiedenen
Cytokininen und Adenin in verschiedenen Konzentrationen (0,01; 1 und 10 uM) durchgefihrt. Die
Positivkontrolle AHK4 zeigte eine hohe Aktivitat mit den verwendeten Cytokininen (tZ>iP>BA>cZ).
Adenin, das strukturell dhnlich zu Cytokinin aber biologisch nicht aktiv ist, konnte keine Antwort
mit den getesteten Rezeptoren auslésen. Der putative Cytokininrezeptor CHARK zeigte keine
Aktivitat in diesem Assay und konnte damit das Cytokininsignal nicht auf die nachsten Mitglieder

dieses Systems im Vergleich mit AHK4 und der Negativkontrolle Gbertragen (Abb. 32).
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Abbildung 32: Der putative Cytokininrezeptor CHARK konnte die Mutation eines bakteriellen Histidinkinaserezeptors

in einem E. coli-Komplementationsassay nicht ersetzen. Die Aktivitdit des CHARK Rezeptors wurde durch einen
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Komplementationsassay im RCS-Phosphorylierungssystem, leicht modifiziert, nach Mizuno und Yamashino, 2010
untersucht. Als Positivkontrolle und Negativkontrolle fiir den Assay wurde AHK4 bzw. der leere Vektor verwendet. Der
Assay wurde mit drei unabhdngischen Bakterienkolonien fir jeden Rezeptor durchgefiihrt und die Aktivitat fir jede
Kolonie doppelt gemessen. Der CHARK Rezeptor bzw. die Kontrollen wurden mit verschiedenen Cytokinin- und Adenin-

Konzentrationen getestet. Ade, Adenin; BA, Benzyladenin; cZ, cis-Zeatin; iP, Isopentenyl; tZ, trans-Zeatin.

3.1.3.5 Der putative Cytokininrezeptor CHARK konnte das Zwei-Komponenten-System
(ZKS) in der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 im Protoplasten-

trans Aktivierungsassay (PTA) als Antwort fiir Cytokinin aktivieren

Um die Aktivitat des putativen Cytokininrezeptors CHARK in Abhangigkeit von Cytokinin in Pflanzen
zu Uberprifen, wurde ein Protoplasten-trans Aktivierungsassay (PTA) mit diesem Rezeptor, AHK2
als Positivkontrolle und dem leeren Vektor als Negativkontrolle in Mesophyllprotoplasten der
Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 (Riefler et al., 2006) wie im Abschnitt 2.2.5.2
beschrieben durchgefiihrt. Wenn der putative Cytokininrezeptor CHARK diese Mutationen
funktionell ersetzen und das Cytokininsignal zur zellularen Antwort in diesem ZKS weiterleiten kann,
wird ein positiver Einfluss fur diesen Rezeptor auf die Cytokininsignaltransduktion bis zum trans-
Aktivierungssignal erwartet (Abb. 18A). In diesem Fall sollten die mit Cytokinin induzierten Proben

hohere Aktivitat als die nicht induzierten Proben zeigen.

Die Expression der Positivkontrolle AHK2 fiihrte zu einer Komplementation, was zu einer hohen
Reportergenaktivitdt fihrte. Die Zugabe von Cytokinin (tZ) fihrte zu einer Steigerung der
Reportergenaktivitat. In Gegensatz dazu wurde in der Vektorkontrolle nur eine Hintergrundaktivitat
flir das Reportergen gemessen, die auch nach Cytokininzugabe unverdndert blieb. Bei der
Expression von CHARK wurde eine deutlich erh6hte Reportergenaktivitat detektiert, die sich bei
Inkubation der Protoplasten mit Cytokinin mehr als verdoppelte. Obwohl die Aktivitdt von CHARK
geringer als die Aktivitdt von AHK2 in diesem Assay war (ohne Cytokinin ca. vierfach und mit
Cytokinin ca. 1,8-fach geringer), konnte CHARK eine hohe Induktion mit Cytokinin ungefahr zweimal
hoher als die Induktion von AHK2 zeigen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CHARK die
ahk2/ahk3 Mutante zumindest in diesem Assay komplementieren kann und somit als

Cytokininrezeptor in Arabidopsis aktiv ist (Abb. 33).
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Abbildung 33: Der putative Cytokininrezeptor CHARK konnte das Zwei-Komponenten-System in ahk2-5/ahk3-7
Knockout-Mutanten aus A. thaliana im Protoplasten trans-Aktivierungsassay (PTA) in Abhdngigkeit von Cytokinin
aktivieren. Der Protoplasten-trans Aktivierungsassay (PTA) wurde wie im Abschnitt 2.2.5.2 beschrieben durchgefiihrt.
Als Positivkontrolle und Negativkontrolle fiir den Assay wurde AHK2 aus Arabidopsis thaliana bzw. der leere Vektor
verwendet. Der Assay wurde dreimal wiederholt und jede Messung als Duplikat durchgefiihrt. Die schwarzen Pfeile

zeigen die Induktion mit trans-Zeatin.

3.1.3.6 CHARK konnte die Arabidopsis thaliana Rezeptor-Mutanten-Linie ahk2-2/ahk3-3
funktionell komplementieren

Um die Aktivitdt des putativen Cytokininrezeptors CHARK in ganzen Pflanzen zu untersuchen,
wurden Komplementationsanalysen in der Arabidopsis thaliana Rezeptor-Mutanten-Linie ahk2-
2/ahk3-3 wie vorher im Abschnitt 2.2.5.5 beschrieben durchgefihrt (Stolz et al., 2011). Der CHARK
Rezeptor wurde zuvor mit dem AHK2-Promoter in den Vektor pB7m34GW kloniert, der eine C-
terminale Fusion mit einem myc-Tag ermoglichte. Als Positiv- und Negativkontrollen wurden
pAHK2:AHK2 bzw. die nicht transformierten Mutanten-Pflanzen ahk2-2/ahk3-3 verwendet (Stolz et
al., 2011). Die Konstrukte pAHK2-CHARK und pAHK2-AHK2 wurden danach in die Arabidopsis
thaliana Rezeptor-Mutanten-Linie ahk2-2/ahk3-3 durch die floral dip Methode transformiert (siehe
2.2.1.2) (Clough und Bent, 1998). Nach den Segregationsanalysen wurden die homozygoten Linien
von den beiden Konstrukten durch verschiedene Analysen (Rosettendurchmesser und Sprossldange)
auf Komplementation dieser Mutanten-Linie ahk2-2/ahk3-3 getestet. Fur pAHK2-CHARK und
PAHK2:AHK2 wurden sechs homozygote Linien gefunden. Nach 25 DAG (days after germination)
wurde den Rosettendurchmesser und nach 34 DAG wurde die Sprosshohe fir alle Pflanzen
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gemessen und relativ zum Wildtyp (WT) (100 %) berechnet (Abb. 34). Interessanterweise zeigte
CHARK in finf von den sechs homozygoten Linien eine vollstandige Komplementierung (Linie 11-VI)
der ahk2/ahk3 Mutanten (Abb. 34). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CHARK AHK2 oder

AHK3 funktionell ersetzen konnte und somit als Cytokininrezeptor in Arabidopsis aktiv ist.

Diese Experimente sind noch nicht abgeschlossen, weitere Untersuchungen (z.B. Western-Blot fiir
die Expressionskontrolle des CHARK Rezeptors in allen homozygoten Linien, RT-PCR,
Chlorophyligehalt) miissen noch durchgefiihrt werden, um die vollstandige Komplementierung von

CHARK in den Linie Il-VI zu validieren und zu bestatigen.
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Abbildung 34: Der putative Cytokininrezeptor CHARK konnte die Arabidopsis thaliana Rezeptor-Mutanten-Linie

ahk2-2/ahk3-3 funktionell komplementieren. Um die Aktivitdt des putativen Cytokininrezeptors CHARK in Pflanzen zu
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untersuchen, wurden Komplementationsanalysen in der Arabidopsis thaliana Rezeptor-Mutanten-Linie ahk2-2/ahk3-3
durchgefiihrt (Stolz et al,. 2011). Die untersuchenden Konstrukte waren: pAHK2:CHARK und pAHK2:AHK2 als
Positivkontrolle. Nach den Segregationsanalysen wurden die sechs homozygoten Linien (Line I-VI) analysiert. A:
Rosettendurchmesser: Nach 25 DAG (days after germination) wurde der Rosettendurchmesser fur alle Pflanzen
gemessen und relativ zum WT (100 %) berechnet. B: Die abgebildeten Pflanzen waren zum Zeitpunkt der Aufnahme 25
Tage alt. C: Sprosshéhe: Nach 34 DAG (days after germination) wurde die Sprosshohe fir alle Pflanzen gemessen und

relativzum WT (100 %) berechnet. D: Die abgebildeten Pflanzen waren zum Zeitpunkt der Aufnahme 34 Tage alt.

3.1.3.7 Die Analyse der subzelluldren Lokalisation mittels GFP-Fusionsproteinen in
Tabakepidermiszellen wies auf eine Lokalisation von CHARK zum groBen Teil im

endoplasmatischen Retikulum und in der Plasmamembran hin

Um ein Bild liber die intrazelluldre Lokalisation des putativen Cytokininrezeptors CHARK zu erhalten
und mit der bekannten intrazelluldaren Lokalisation von den klassischen Cytokininrezeptoren zu
vergleichen, wurde die subzellulare Lokalisation dieses Proteins in Tabakepidermiszellen als
Expressionssystem durchgefiihrt. Das Vektorkonstrukt, das ein C-terminales GFP-Fusionsprotein
von CHARK unter der Kontrolle des 355-Promotors exprimierte, wurde in Nicotiana benthamiana
Blatter transient transformiert (siehe 2.2.1.3). Nach der Infiltration wurden die Pflanzen sieben
Tage inkubiert. Danach wurden die transformierten Pflanzen am konfokalen Mikroskop auf
Expression der fluoreszierenden Proteine untersucht (siehe 2.2.5.3). Die Analyse der subzelluldren
Lokalisation zeigte Fluoreszenzsignale vom CHARK-GFP Protein in den perinukledaren Regionen und
zumindest partielle Co-Lokalisation mit dem ER-Makerprotein mCherry-HDEL (Abb. 35 A1-A3). Eine
Co-Lokalisation des Rezeptors wurde auch mit dem Plasmamembran Farbstoff FM4-64 aber in
schwacherem Umfang detektiert (Abb. 35 B1-B3). Interessantweise war diese subzellulare
Lokalisation dhnlich der vorher beschriebenen Lokalisation fiir die klassischen Cytokininrezeptoren

(Wulfetange et al., 2011; Caesar et al., 2011; Lomin et al., 2011).
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Abbildung 35: Subzelluldre Lokalisation von CHARK-GFP (pB7FWG2-CHARK) in transient transformierten
Epidermiszellen von N. benthamiana. Der putative Cytokininrezeptor CHARK wurde als Fusionsprotein mit GFP unter
Kontrolle des 35S Promotors in Tabakblattern transient exprimiert. Die Fluoreszenz wurde sieben Tage nach der
Infiltration in den vorbereiteten Blattepidermiszellen analysiert. A1 und B1 zeigen die GFP-Fluoreszenz; A2 zeigt die
Fluoreszenz vom mCherry ER-Markerprotein; B2 zeigt die Fluoreszenz vom Plasmamembranmarker-FM4-64; A3 und B3

zeigen jeweils die Uberlagerung der ersten beiden Fluoreszenzkanale. WeiRer Balken = 10 uM.

3.1.3.8 Eine Interaktion von CHARK mit drei Arabidopsis Histidin-Phosphotransfer-
Proteinen (AHP2, AHP4 und AHP5) konnte in einer Yeast Two-Hybrid (Y2H) Analyse
nachgewiesen werden

Um das Signal des putativen Cytokininrezeptors CHARK besser zu verstehen, sollten die méglichen
Interaktionen von CHARK mit unbekannten Proteinen identifiziert werden. Zu diesem Zweck wurde
eine Yeast Two-Hybrid (Y2H) Analyse zwischen CHARK und einer cDNA-Bibliothek aus Arabidopsis
thaliana (die cDNA wurde aus einem Wourzelkallus isoliert und von Csaba Koncz (MPIZ) zur
Verfligung gestellt) durchgefihrt. Hierflir wurde die cytoplasmatische CHARK-Sequenz als Bait-
Konstrukt im Vektor pBTM116 gegen die cDNA-Bank von Arabidopsis thaliana als Prey- Konstrukt im
Vektor pACT gescreent. Die Transformationsrate lag bei 903000 Kolonien / 50 pg. Auf dem

Interaktionsmedium wurden 36 Kolonien gezahlt, die Plasmid-DNA von jeder Kolonie wurde danach
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isoliert. Die DNA von den interagierenden Proteinen mit CHARK wurden danach sequenziert und
schlieRlich gegen die Arabidopsis Proteindatenbank (http://www.arabidopsis.org/BLAST/)
durchmustert. Die Analyse zeigte, dass alle Sequenzen fiir das gleiche Protein light-dependent short
hypocotyls 1 (LSH1) kodieren, das in der Phytochromsignaltransduktion involviert ist (Daten nicht

gezeigt).

Die Protein-Protein-Interaktionen des cytoplasmatischen Teils von CHARK mit AHP2, AHP4 und
AHP5 aus Arabidopsis thaliana konnten im einem gezielten Yeast Two-Hybrid (Y2H) Screen
nachgewiesen werden (Kristin Helbig, 2013) (Abb. 36). Anhand dieses Protein-Protein-
Interaktionsexperiments lasst sich somit vorschlagen, dass CHARK dhnlich wie die AHKs mit AHPs

intergiert und die Cytokininsignaltransduktion von CHARK der von AHKs dhnelt.

Prey
Bait = 2 -+ 2
== E = E ==
< <« <
cyto Transformations-
CHARK medium
121
1:10 Interaktions-
’ medium
1:100

Abbildung 36.: Interaktionsmatrix fiir die cytoplasmatische CHARK-Sequenz aus Oryza sativa als Bait mit AHP2, AHP4
und AHP5 aus Arabidopsis thaliana als Prey. Die cytoplasmatische CHARK-Sequenz wurde als Bait-Konstrukt im Vektor
pBTM116 in S. cerevisiae exprimiert und mit verschiedenen AHPs Prey-Konstrukten auf deren Interaktion getestet.
Jeweils 5 pl der entsprechenden Kulturen (ODgyp=0,2) wurden auf Transformationsmedium (+His; +Ura) und auf

Interaktionsmedium (-His; -Ura) mit einer Verdiinnung von 1:1, 1:10 und 1:100 aufgetragen (Kristin Helbig, 2013).
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3.2 Funktionelle und strukturelle Charakterisierung der CHASE
Domdine des Cytokininrezeptors PpCHK4 aus Physcomitrella

patens

Die Tertiarstruktur der CHASE Domane des Cytokininrezeptors AHK4, der zur Klasse C gehort,
wurde durch Kristallographie gelost (Hothorn et al.,, 2011). Die Aminosduren in der
Cytokininbindungstasche der CHASE Domane, die flir die Cytokininbindung kritisch sind, wurden
auch identifiziert (Heyl et al., 2007; Hothorn et al., 2011). Die phylogenetische Analyse zeigte eine
neue Klasse von putativen Cytokininrezeptoren (Klasse B) (Gruhn et al., 2014). Gruhn und Kollegen
zeigten moderate Niveaus der Ahnlichkeit zwischen den neuen und den klassischen
Cytokininrezeptoren (zwischen 38 %und 48 % Aminosaurenidentitat) (Gruhn et al., 2015). Aber die
klassische als auch die neue identifizierte Klasse zeigten ein héheres Niveau der Konservierung
untereinander (71-96 % bzw. 47-81 %) (mit einem niedrigeren Konservierungsgrad in der neuen
Klasse). Die Reste der CHASE Domane, die fur die Cytokininbindung der klassischen
Cytokininrezeptoren wichtig sind (Heyl et al., 2007; Hothorn et al., 2011), zeigten ein niedrigeres
Niveau der Konservierung zwischen den Mitgliedern der neuen Rezeptorfamilie (6,5 % Identitat),
aber diese Konservierung ist bei den klassischen Rezeptoren deutlich héher (50 %) (Gruhn et al.,
2015). Zum besseren Verstdandnis der Evolution der Cytokininbindung an die diverse CHASE
Domadne des PpCHK4 Rezeptors, sollte die Tertiarstruktur dieses CHASE-Proteins durch die

Kristallisation aufgeklart werden.

3.2.1 Expression der praparativen nativen CHASE Domane des PpCHK4
Rezeptors durch Substratinduktion in E. coli
Die CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors wurde zuerst in den Vektor pGEX-4T-3 (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) kloniert, der eine N-terminale Fusion mit einem GST-Tag ermadglichte.
Zum nativen Exprimieren der CHASE Domadne in hoher Konzentration wurden die optimalen
Bedingungen der Expression in den E. coli Stammen Origami B (DE3)pLysS (Abb. 37A) und Stamm
BL21 (DE3)pLysS-RIL (Abb. 37B) untersucht. Die CHASE Doméane wurde in 100 ml LB-Medium (mit
den Antibiotika Carbencillin und Chloramphenicol) exprimiert (siehe 2.2.2.5). Nach Erreichen einer
ODgoo=0.5 wurde mit 1 mM IPTG fiur 4 Stunden und 24 Stunden bei 20 °C, 30 °C und 37 °C die

Proteinexpression induziert. Eine nicht-induzierte Kontrolle (vor der Induktion) wurde parallel auf
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dem SDS-Gel mit aufgetragen (Abb. 37A und Abb. 37B). Die Pfeile zeigen die liberexprimierte
CHASE Domane mit GST-Tag bei ca. 57,5 kDa (Abb. 37A und Abb. 37B). Anhand der SDS-Gele (Abb.
37A und Abb. 37B) war unter allen der getesteten Bedingungen eine starke Proteinbande bei ca.
57,5 kDa fir GST-CHASE nach der Induktion zu sehen, im Vergleich mit der gleichen nicht-
induzierten Proteinbande. Die Expression von der CHASE Domdne war im E. coli Stamm BL21
(DE3)pLysS-RIL viel starker als im Stamm Origami B (DE3)pLysS und die Induktion bei 20 °C nach 24
Stunden im E. coli Stamm BL21 (DE3)pLysS-RIL zeigte stdrkere Bande als die nach 4 Stunden
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Abbildung 37: Bestimmung der optimalen Bedingungen der Uberexpression von der CHASE Domine des PpCHK4
Rezeptors durch Substratinduktion in E. coli. Die CHASE Domane (Aminosauren 98-282, ~31,46 kDa) wurde als GST-
getaggtes Protein (pGEX-4T-3; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) im E. coli Stamm Origami B (DE3)pLysS (A) oder
BL21 (DE3)pLysS-RIL Stamm (B) in LB-Medium exprimiert (siehe 2.2.2.5). Nach der Induktion mit 1 mM bei ODgy,=0,5 fir
4 Stunden und 24 Stunden bei 20 °C (A; Spur 2 bzw. 3 und B; Spur 6 bzw. 7), 30 °C (A; Spur 6 bzw. 7 und B; Spur 2 bzw.
3) und 37 °C (A; Spur 4 bzw. 5 und B; Spur 4 bzw. 5) wurde das Gesamtzelllysat von 1 ml Kultur in SDS-Probenpuffer
aufgekocht und 10 pl in einem 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt. Eine nicht-induzierte Kontrolle (vor der Induktion) wurde
parallel mit aufgetragen (A und B; Spur 1). 5 ul des PageRuler Prestained Protein Ladders (Thermo Scientific, Lithuania)
wurden als GroRBenstandard mit aufgetragen (M). Die Pfeile zeigen die liberexpriemierte CHASE Doméane mit GST-Tag

bei ca. 57,5 kDa.

Die Lange der Induktion fir 24 Stunden wurde fir die Expression der CHASE Domane von PpCHK4
im E. coli Stamm BL21 (DE3)pLysS-RIL und Stamm Origami B (DE3)pLysS als die optimale Lange

bestimmt.

Um zu untersuchen, ob das CHASE Protein im nativen |6slichen Zustand im E. coli exprimiert wurde,
sollten der Uberstand und das Pellet nach dem Zellaufschluss analysiert werden. Zu diesem Zweck

wurden die Zellen nach der oben beschriebenen Expression der CHASE Domane im E. coli Stamm
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Origami B (DE3)pLysS (Abb. 38; Spuren 1-3) oder im Stamm BL21 (DE3)pLysS-RIL (Abb. 38; Spuren 4-
6) durch Ultraschall aufgeschlossen (siehe 2.2.2.7). 10 ul wurden vom Uberstand in einem 10 %ige
SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde auf eine PVDF-Membran geblottet und anschlieRend wurden
die GST-enthaltenden Banden mit einem GST-spezifischen Antikérper nachgewiesen (siehe 2.2.2.3)
(Abb. 38). Die CHASE Domane konnte in den beiden E. coli Stdmmen und bei allen untersuchten
Temperaturen l6slich im Uberstand exprimiert werden. Die Expression war bei 20 °C im Stamm
BL21 (DE3)pLysS-RIL sehr stark (Abb. 38; Spur 6), ein bisschen schwacher bei 20 °C im Stamm
Origami B (DE3)pLysS (Abb. 38; Spur 1), schwacher bei 30 °C im Stamm BL21 (DE3)pLysS-RIL (Abb.
38; Spur 4) und sehr schwach bei den anderen untersuchten Temperaturen der beiden Stammen
(Abb.38; Spuren 2, 3, 5). Weil die CHASE Domane vier Cystein-Reste enthalt und die Mdoglichkeit fur
die Bildung von Disulfidbricken sehr hoch ist, wurde der E. coli Stamm QOrigami B (DE3)pLysS fiir die
Expression der CHASE Domane weiterverwendet, da in diesem Stamm die beiden Gene,
Thioredoxinreduktase (trxB) und Glutathion-Reduktase (gor), mutiert sind, was die Bildung von
Disulfidbriicken im Zytoplasma unterschiitzen kann. Anhand der Ergebnisse (Abb. 37 und Abb. 38)
wurden die optimalen Bedingungen der praparativen nativen Expression der CHASE Domane von
PpCHK4 durch Substratinduktion in E. coli als (E.coli Stamm Origami B (DE3)pLysS im LB Medium;
bei 20 °C; ab O0Dgyp=0.5; IPTG= 1mM und 24h) bestimmt und fir die nachsten

Proteinexpressionsuntersuchungen verwendet.
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Abbildung 38: Bestimmung der optimalen Bedingungen der praparativen nativen Expression der CHASE Doméne von
PpCHK4 durch Substratinduktion in E. coli. Die CHASE Doméane (Aminosauren 98-282, ~31,46 kDa) wurde als GST-
getaggtes Protein (pGEX-4T-3; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) im E. coli Stamm Origami B (DE3)pLysS (Spuren
1-3) oder Stamm BL21 (DE3)pLysS-RIL (Spuren 4-6) im LB-Medium exprimiert (siehe 2.2.2.5). Nach der Induktion mit 1
MM bei ODgye=0,5 fiir 24 Stunden bei 20 °C (Spur 1 und 6), 30 °C (Spur 3 und 4) und 37 °C (Spur 2 und 5) wurden die
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Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen (siehe 2.2.2.7) und 10 ul vom Uberstand in SDS-Probenpuffer aufgekocht und in
einem 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt. 5 pl des PageRuler Prestained Protein Ladders (Thermo Scientific, Lithuania)
wurden als GroRenstandard mit aufgetragen (M). Das Gel wurde anschliefend auf eine PVDF-Membran geblottet und
eine Immunodetektion mit einem GST-spezifischen Antikdrper durchgefiihrt (siehe 2.2.2.3). Als Kontrolle wurde der
leere Vektor verwendet (Spur 7). Die Pfeile zeigen die Giberexprimierte CHASE Domé&ne mit (GST-Tag) bei ca. 57,5 kDa.
bzw. GST-Protein bei ca. 26 kDa (Kontrolle).

Der Uberstand, in dem das GST-CHASE Protein entsprechend der optimalen Bedingungen
exprimiert wurde (siehe oben), wurde mittels Affinitatschromatographie mit Glutathion-Agarose-
Ktgelchen (30 mg/ml H20; Sigma, Minchen) aufgereinigt (siehe 2.2.2.7). Nach der Elution des
Proteins mit 10 mM reduziertem Glutathion wurden die Elutionsfraktionen und auch die
Glutathion-Agarose-Kiigelchen mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 39). Das Gel zeigte eine schwache
Proteinbande beim erwarteten Molekulargewicht von ca. 57,5 kDa des GST-CHASE Proteins in den
Elutionsfraktionen. Eine untere Bande, die dem GST-Molekulargewicht bei ca. 26 kDa entspricht,

wurde auch im Gel detektiert (Abb. 39).
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Abbildung 39: Chromatographische Reinigung natives GST-CHASE Proteins mittels Glutathion-Agarose-Kiigelchen.
Nach der Elution des Proteins mit 10 mM reduziertem Glutathion (siehe Abschnitt 2.2.2.7) wurden 15 pl der
Elutionsfraktionen (Spuren 4-7) und der Agarose-Kiigelchen (Spur 3) auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. 5 pl
des PageRuler Prestained Protein Ladders (Thermo Scientific, Lithuania) wurden als GroRenstandard mit aufgetragen
(M). Eine nicht-induzierte (Spur 1) und induzierte Kontrolle (Spur 2) wurden parallel mit aufgetragen. Der Pfeil zeigt die

Uberexprimierte CHASE Domane mit GST-Tag bei ca. 57,5 kDa.
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Um experimentell abzusichern, ob es sich bei dem gereinigten Protein (siehe Abb. 39, markiert mit
einem Pfeil) um die CHASE Domane handelte, wurde eine MALDI-MS Analyse von (Dr. Weise,
Institut fir Biochemie, Freie Universitdt Berlin) vorgenommen. Hierfliir wurde eine Bande beim
Molekulargewicht des GST-CHASE Proteins aus dem 10 %igen SDS-Gel, wie im Abschnitt 2.2.2.15

beschrieben, eluiert.

Die Messung ergab, dass die CHASE Domane in der eluierten Bande vorhanden war, da ein
Datenbankabgleich fiir diese Analyse als beste und statistisch signifikante Zuordnung ,sensory
histidine protein kinase Physcomitrella patens” ergab. Die Peptidsequenzen, die den gemessen
Peptidmassen entsprachen, konnten der CHASE Domédne zugeordnet werden (Abb. 40). Die

Peptidmassen vom GST-Protein wurden auch in dieser Bande detektiert (Daten nicht gezeigt).

A
Start - End Observed Mr(expt) Mr (calc) Ppm Miss Sequence
$ =312 1211.6093 1210.6020 1210.5982 3 1 K.FREQEFDLX.C
56 - 64 1074.6651 1073.6578 1073.6597 -2 0 R.TLFLRPTVK.R
65 - 71 934.5316 933.5243 933.5396 -16 1 K.RLVYVER.V
66 - 71 778.4180 777.4107 777.4385 -36 0 R.LVYVER.V
66 - 77 1386.7903 1385.7830 1385.7779 B 1 R.LVYVERVPAANR.A
- 83 1201.6872 1200.6799 1200.6363 36 1 R.VPAANRAAFER.K
83 - 100 2174.1071 2173.0998 2173.1280 -13 1 R.KWNTSILYINHSNVTEVR.S
84 - 100 2046.0169 2045.00596 2045.0330 -331 0 K.WNTSILYINHSNVTEVR.S
10} - 117 1916.8463 1915.8390 1915.8323 3 0 R.SANDTEYSPVVFETDDK.V
208 ‘= 2320 2241 .0283 2240.0210 2240.0485 -12 1 R.SANDTEYSPVVFETDDKVPK.Y
121 - 133 1505.7482 1504.7409 1504.7350 B 0 K.YLFVDAGAYPAYR.S
150 - 163 1403.7655 1402.7582 1402.7457 ~ | 0 R.DTGLFTLSPVTPR.R
164 - 171 2077.9390 2076.9317 2076.9476 -8 1 R.RDGTWOMGAYLAYYGPGR.D Oxidation (M)
165 - 171 1905.8406 1504.8334 19504.8516 -10 0 R.DGTWOMGAYLAYYGPGR.D
165 - 171 1921.8416 1520.8343 1920.8465 -6 0 R.DGTWOMGAYLAYYGPGR.D Oxidation (M)
172 - 182 1263.5630 1262.5557 1262.5415 11 0 R.DYTSFSSTEAR.R
207 - 224 2030.9229 2029.9157 2029.9303 -7 0 R.FTDVDDMDVVAVENVNSK.L Oxidation (M)
225 - 240 1736.7397 1735.7324 1735.7359 -2 0 K.LESFDSYNCSAAASSK.S
241 - 252 1289.6384 1288.6311 1288.6234 6 0 K.SCAVPLFDPAGR.A
289 - 2 1793.8542 1792.8469 1792.8533 -4 0 K.AAVTWEYGTQHFEVR.C
B

1 ALKFREQEFD LKCENRKEVL KSQVENNLNA SFVIVGLLAS VPEVSADMWV NFATRTLFLR
61 PTVKRLVYVE RVPAANRAAF ERKWNTSILY INHSNVTEVR SANDTEYSPV VFETDDKVPK
121 YLFVDAGAYP AYRSAIDAAR DTGLFTLSPV TPRRDGTWQOM GAYLAYYGPG RDYTSFSSTE
181 ARRQACRGYV GIVMNVTDVF HGVLSRFTDV DDMDVVAVFN VNSKLESFDS YNCSAAASSK
141 SCAVPLFDPA GRASEFSKAA VTWEYGTQHF EVRCLPKRNL

Abbildung 40: MALDI-MS Analyse des nativen aufgereinigten GST-CHASE Proteins. A: Peptidmassen-Analyse der
vorgenommenen MALDI-MS Messung. B: Die CHASE Protein-Sequenz. Die Peptide, die den Peptidmassen entsprechen,

sind in der CHASE-Sequenz rot markiert (Analyse von Dr. Weise, Institut fiir Biochemie, Freie Universitat Berlin).

Zum nativen Exprimieren der CHASE Domaéne in hoherer Konzentration, die fiir die nachsten
Aufreinigungsschritte und schlieBlich fir die Kristallisation des Proteins noétig ist, wurde die
Expression entsprechend den optimalen Bedingungen im groBen Malstab in 1l LB-Medium

durchgefiihrt (siehe 3.2.1). Die Aufreinigung erfolgte an einem FPLC-Gerat (AKTA Purifiert00™, GE
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Healthcare, Freiburg) mit 5 ml GSTrap FF-Saulen (GSTrap™ FF, GE Healthcare, Freiburg) (siehe
2.2.2.7). Hierzu wurde das native GST-CHASE Protein im Uberstand nach der Expression und dem
Zellaufschluss zunachst an eine Sdule fir die Reinigung GST-getaggter Proteine spezifisch
gebunden. Nach dem Waschen mit GST-Bindungspuffer (PBS; pH 7,3), konnte das GST-CHASE
Protein Uber einen Gradienten von reduziertem Glutathion von der Sdule eluiert werden. Im
resultierenden Chromatogramm wurde ein Peak erhalten, der sich Uber einen niedrigen

Glutathionkonzentrationsbereich erstreckte (Abb. 41B).
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Abbildung 41: Chromatogramm der nativen Reinigung der CHASE Domane des Cytokininrezeptors PpCHK4 aus

Physcomitrella patens. Nach der Expression der CHASE Domaéane entsprechend den optimalen Bedingungen (siehe
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3.2.1) erfolgte eine native Aufreinigung des Proteins an einem FPLC-Gerat (AKTA Purifier100™, GE Healthcare, Freiburg)
mit 5 ml GSTrap FF-Saulen (GSTrap™ FF, GE Healthcare, Freiburg) (siehe 2.2.2.7). Hierzu wurde das GST-CHASE Protein
an die Saule spezifisch gebunden. Nach dem Waschen mit GST-Bindungspuffer (PBS; pH 7,3) fur 10 Saulenvolumen
(Column volume, CV), konnte das GST-CHASE Protein liber einen Gradienten von reduziertem Glutathion von der Saule
eluiert werden. x-Achse; Volumen (ml), y-Achse; UV-Absorption bei 280 nm (mAU). Die griine Linie (conc.) zeigt die
ansteigende Konzentration vom Elutionspuffer, die Elutionsfraktionen zwischen 42 ml und 54 ml sind zusatzlich als

Ausschnitt (B) vergroRert.

AnschlieBend wurden die Elutionsfraktionen (A1-A12) auf zwei 10 %ige SDS-PAGEs analysiert, um
das korrekte Molekulargewicht (MW) und die Reinheit des Proteins zu Uberprifen. Auf den
Coomassie-gefarbten SDS-Gelen konnte eine spezifische Bande bei ca. 57,5 kDa (GST-CHASE) in
allen Fraktionen in verschiedener Starke detektiert werden (Abb. 42). Neben dieser Bande fiir das
GST-CHASE Protein wurden mehrere andere Banden von hoher- und niedrigermolekularen
Proteinen mitdetektiert. Insgesamt betrachtet wies das native GST-CHASE Protein somit einen
niedrigen Reinheitsgrad auf. Die oberen unspezifischen mitgereinigten Banden waren

wahrscheinlich Dimerisierungsprodukte des GST-Proteins und die unteren sind GST-CHASE

Abbauprodukte.
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Abbildung 42: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen nach der nativen Reinigung des GST-CHASE Proteins an einem FPLC-
Gerdt. Nach der Elution des Proteins mit 10 mM reduziertem L-Glutathion (Elutionspuffer) (siehe Abschnitt 2.2.2.7)
wurden 15 pl von den Elutionsfraktionen und vom Durchfluss (X2) auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. 5 ul des
PageRuler Prestained Protein Ladders (Thermo Scientific, Lithuania) wurden als GréRenstandard mit aufgetragen (M).
Die oberen Pfeile zeigen die tGberexprimierte CHASE Domane mit (GST-Tag) bei ca. 57,5 kDa und die unteren zeigen

GST-Protein bei ca. 26 kDa.

Um den stabilen Teil des Proteins weiter aufzureinigen wurden die Elutionsfraktionen (A5-A10)

(Abb. 42) gepoolt und durch Ultrafiltration in Zentrifugal-R6hrchen (Ultracel, MWCO 30 kDa,
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Millipore, Irland) iber Membranen mit einer Ausschlussgrenze von 30 kDa aufkonzentriert (siehe
2.2.2.9). 15 ul vom aufkonzentrierten GST-CHASE Protein wurden auf einem 10 %igen SDS-PAGE
aufgetragen und analysiert (Abb. 43). Auf dem Coomassie-gefarbten SDS-Gel sind alle vorher
detektierten Banden (Abb. 42) intensiv zu sehen, was auf eine Instabilitat des GST-CHASE hindeuten

kann.
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Abbildung 43: SDS-PAGE des aufkonzentrierten GST-CHASE Proteins. Nach der Reinigung wurden die
Proteinfraktionen (A5-A10) (Abb.42) gepoolt und durch Ultrafiltration in Zentrifugal-Réhrchen (Ultracel, MWCO 30 kDa,
Millipore, Irland) Glber Membranen mit einer Ausschlussgrenze von 30 kDa aufkonzentriert (siehe Abschnitt 2.2.2.9). 15
pl wurden auf einem 10%igen SDS-PAGE aufgetragen und analysiert (Spur 1). 5 ul des PageRuler Prestained Protein
Ladders (Thermo Scientific, Lithuania) wurden als GréRenstandard mit aufgetragen (M). Der obere Pfeil zeigt die

Uberexprimierte CHASE Doméne mit (GST-Tag) bei ca. 57,5 kDa und der untere zeigt GST Protein bei ca. 26 kDa.

Um die CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors in hoherer Konzentration, Stabilitat und Reinheit fir
die geplante Kristallografie zu exprimieren, wurde die CHASE Domane anschliefend in mehreren E.
coli-Expressionsvektoren mit verschiedenen N- oder C-terminalen Tags kloniert. Die native
Expression des Proteins wurde danach mit diesen Konstrukten unter verschiedenen
Expressionsbedingungen und in verschiedenen E. coli Stammen getestet. Die verwendeten E. coli
Stamme waren BL21 (DE3)pLysS, BL21 (DE3)pLysS Star, BL21 (DE3)pLysS-RIL, Rosetta2, Origami B
(DE3)pLysS und ArcticExpress (DE3)RP. Der Stamm BL21 (DE3)pLysS Star wurde so mutiert, dass er
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die Stabilitat der mRNA fordert und die Proteinausbeute optimiert. Die Stdmme Rosetta2 und BL21
(DE3)pLysS-RIL enthalten zuséatzliche tRNAs, die selten in E. coli vorhanden sind. Im Stamm Origami
B (DE3)pLysS sind die beiden Gene, Thioredoxinreduktase (trxB) und Glutathion-Reduktase (gor),
mutiert sind, was die Bildung von Disulfidbriicken im Zytoplasma unterschiitzen kann. Der Stamm
Arctic Express (DE3)RP unterstiitzt die Proteinexpression bei niedrigen Temperaturen aufgrund der
Koexpression von Kalte-adaptierten Chaperonen. Die Proteinexpression wurde schlieBlich durch
Substratinduktion durchgefiihrt (siehe 2.2.2.5) und die native Proteinaufreinigung erfolgte

spezifisch an einem FPLC-Gerat (AKTA Purifierl00™, GE Healthcare, Freiburg) (siehe 2.2.2.7).

Die CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors wurde als C-terminales His-getaggtes Protein (pET28Db,
Novagen/Merck, Darmstadt) im E. coli Stamm Origami B (DE3)pLysS in 1 | LB-Medium entsprechend
der optimalen Bedienungen (siehe 3.2.1) exprimiert und durch ein FPLC-Geradt mit einer 1 ml Ni-
Sepharose-Siule (AKTA Purifierl00™, GE Healthcare, Freiburg) nativ aufgereinigt (siehe 2.2.2.7).
Nach der Elution mit einem Imidazolgradient mit Stufen von 0,1, 1; 2; 5; 10; 20; 50 und 100 %
waren drei deutlich erkennbare Elutionspeaks bei einer Konzentration an Eluat (Imidazol) von 10 %
(Peak 1), 20 % (Peak 2) und 50 % (Peak 3) sichtbar. Auf dem Coomassie-gefarbten SDS-Gel konnte
eine spezifische Bande bei ca. 31,46 kDa (CHASE-His) in allen Fraktionen der Elutionspeaks in
verschiedener Starke (sehr schwach bei Peak 1, intensiv bei Peak 2 und schwach bei Peak 3)
detektiert werden. Neben dieser Bande fir das CHASE-His Protein wurden viele andere
unspezifischen Banden von hoéher- und niedrigermolekularen Proteinen mitdetektiert, was die
Aufreinigung und die Trennung des CHASE Proteins von diesen anderen Proteinen unmoglich

machte (Daten nicht gezeigt).

Die CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors wurde anschlieRend als N-terminales Sumo_Sterp Il_7x
His-getaggtes Protein (pMH-HSsumo; Hothorn et al, 2011) im E. coli Stamm Origami B (DE3)pLysS
unter den besten untersuchenden Expressionsbedienungen fiir diese Konstrukt (1 | TB Medium; bei
20 °C; ab ODgg=1.0; IPTG= 0.3 mM und 20 Stunden) exprimiert. Der Sumo-Tag erhoht die
Loslichkeit des getaggten Proteins. Die Expression der CHASE Domane wurde danach durch
Western-Blot (siehe 2.2.2.3) und MALDI-MS (siehe 2.2.2.15) bestatigt (Daten nicht gezeigt). Die
CHASE Domane wurde dann mittels Affinitatchromatographie durch His-Tag an einem FPLC-Gerat
mit 5 ml Ni-Sepharose-Saule (AKTA Purifierl00™, GE Healthcare, Freiburg) spezifisch aufgereinigt.
Aufgrund der hohen Verluste des schwach exprimierten Proteins nach der His-Aufreinigung konnte

anschlielend keine Strep ll-Aufreinigung durchgefiihrt werden (Daten nicht gezeigt). Deshalb
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sollten mit den vorhandenen CHASE Domane-Konstrukten neue Expression-Methoden (z.B. Auto-
Induktion; Studier, 2005) untersucht werden, die die Expression des Proteins in hdherer

Proteinkonzentration, Stabilitdat und Reinheit fiir die Kristallographie ermdoglichen.

3.2.2 Expression der praparativen nativen CHASE Domane des PpCHK4

Rezeptors durch Auto-Induktion in E. coli

Die CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors aus Physcomitrella patens wurde als C-terminales His-
getaggtes Protein (pET28b, Novagen/Merck, Darmstadt); N-terminales Sumo_Sterp Il_7x His-
getaggtes Protein (pMH-HSsumo; Hothorn et al, 2011) und N-terminales GST-getaggtes Protein
(pGEX-4T-3; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) im E. coli Stamm Arctic Express (DE3)RP durch
Auto-Induktion exprimiert (siehe 2.2.2.5). Das CHASE Protein wurde anschieflend als His-getaggtes
Protein (im Vektor pET28b) an einem FPLC-Gerit mit 1 ml Ni-Sepharose-Siule (AKTA Purifier100™,
GE Healthcare, Freiburg); als Strep ll-getaggtes Protein (im Vektor pMH-HSsumo) mit Strep-Tactin™
Macroprep™ (IBA GmbH, Goéttingen) und als GST-getaggtes Protein (fir den Konstrukt im Vektor
PGEX-4T-3) mit Glutathion-Agarose-Kigelchen (30 mg/ml H20; Sigma, Minchen) durch
Affinitdtchromatographie aufgereinigt (siehe 2.2.2.7). Nach der Proteinelution wurden finf
Elutionsfraktionen (E1-E5, je 1 ml) von jedem Konstrukt gesammelt und in einem 10 %igen SDS-Gel
aufgetrennt (siehe Abb. 44, 45 und 46). Das erste SDS-Gel zeigte eine Proteinbande beim
erwarteten Molekulargewicht von ca. 31,64 kDa des CHASE-His Proteins in allen Elutionsfraktionen
(E1-E5) und mehrere unspezifische Banden (Abb. 44). Das zweite SDS-Gel zeigte eine schwache
Proteinbande bei ca. 50 kDa des Sumo_Sterp Il_7x His-CHASE Proteins in allen Elutionsfraktionen
(E1-E5) und mehrere unspezifische Banden (Abb. 45). Das dritte SDS-Gel zeigt eine intensive
Proteinbande bei ca. 57,5 kDa des GST-CHASE Proteins in allen Elutionsfraktionen (E1-E5), ein
untere Bande (entspricht dem GST-Molekulargewicht bei ca. 26 kDa) und unspezifische andere

Banden (Abb. 46).
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+—— CHASE-His

Abbildung 44: Coomassie gefirbtes SDS-PAGE der Elutionsfraktionen nach der nativen Reinigung des CHASE-His
Proteins an einem FPLC-Gerat. Nach der Elution des Proteins mit 0,5 M Imidazol (EP) (siehe Abschnitt 2.2.2.7) wurden
15 ul der Elutionsfraktionen (E1-E5) und des Uberstands (U) auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. 10 pl von
P7702 (NEB) wurden als GréRenstandard mit aufgetragen (M). Der Pfeil bei ca. 31,46 kDa zeigt das auf der Saule
gereinigte CHASE-His Protein.
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Abbildung 45: Coomassie gefdarbtes SDS-PAGE der Elutionsfraktionen nach der nativen Reinigung des Sumo_Sterp
1I_7x His-CHASE Proteins mittels Strep-Tactin™-Kiigelchen. Nach der Elution des Proteins mit 5 mM Biotin (EP) (siehe
Abschnitt 2.2.2.7) wurden 15 pl der Elutionsfraktionen (E1-E5) und des Uberstands (U) auf einem 10 %igen SDS-PAGE
aufgetrennt. 10 pl von P7702 (NEB) wurden als GroRenstandard mit aufgetragen (M). Der Pfeil bei ca. 50 kDa zeigt das
gereinigte Sumo_Sterp II_7x His-CHASE Protein.
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Abbildung 46: Coomassie gefdrbtes SDS-PAGE der Elutionsfraktionen nach der nativen Reinigung des GST-CHASE
Proteins mittels Glutathion-Agarose-Kiigelchen. Nach der Elution des Proteins mit 10 mM reduziertem Glutathion
(siehe 2.2.2.7) wurden 15 pl der Elutionsfraktionen (E1-E5) auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. 10 pl von P7702
(NEB) wurden als GroRenstandard mit aufgetragen (M). Der Pfeil bei ca. 57,5 kDa zeigt das gereinigte GST-CHASE

Protein.

Weil die Expression des GST-CHASE Proteins unter diesen Bedingungen (siehe oben) mittels Auto-
Induktion in E. coli Stamm Arctic Express (DE3)RP am starksten war und eine héhere Reinheit
zeigte, wurde das Protein anschlieRend entsprechend diesen Bedingungen im groBen MaRstab (1 |
Kultur) exprimiert und wie oben beschrieben aufgereinigt. Zur Trennung des nativ aufgereinigten
GST-CHASE Proteins von den anderen unspezifischen Banden folgte nach der Proteinelution eine
weitere Aufreinigung durch die Gelfiltrationschromatographie (HiLoad™16/60 Superdex 75, GE
Healthcare, Freiburg) (siehe 2.2.2.8). Dazu wurden die Elutionsfraktionen E1-E5 (je 5ml) (Gel nicht
gezeigt) nach der nativen Reinigung gepoolt (25 ml), aufkonzentriert (siehe 2.2.2.9) und auf eine
Gelfiltrationssaule aufgetragen. Als Laufpuffer wurde hier (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl; pH 8,0)
verwendet. Die Proteine wurden schlieBlich nach ihrer GroRen von der Saule eluiert. Das
Chromatogramm der Gelfiltration-Chromatographie zeigte einen breiten Proteinpeak (1) zwischen

35 mi und 45 ml und einen kleinen Peak (2) zwischen 52 ml und 60 ml (Abb. 47).
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Abbildung 47: Chromatogramm der Gelfiltrationschromatographie des nativen gereinigten GST-CHASE Proteins. Zur
Trennung des nativ aufgereinigten GST-CHASE Proteins von den anderen unspezifischen Banden wurden die
Elutionsfraktionen nach der nativen Reinigung der CHASE Domdine mittels Affinitdtchromatographie gepoolt,
aufkonzentriert und auf eine Gelfiltrationssaule aufgetragen (siehe 2.2.2.8). Als Laufpuffer wurde hier (20 mM Tris-HClI,
150 mM NaCl; pH 8,0) verwendet. Die Proteine wurden schlieBlich nach ihrer GroRen von der Saule eluiert. x-Achse;
Volumen (ml), y-Achse; UV-Absorption bei 280 nm (mAU). Die Flussrate war 2 ml/min und 2 ml Fraktionen wurden

gesammelt.

Die Fraktionen von jedem Peak (1 und 2) wurden anschlieBen gepoolt, aufkonzentriert (siehe
2.2.2.9) und auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetragen und analysiert (Abb. 48; Spur 1 bzw. Spur
2). Das Gel zeigte eine intensive Bande bei ca. 57,5 kDa des GST-CHASE Proteins und schwache
unspezifische Banden (Abb. 48); eine intensive Bande bei ca. 26 kDa des GST-Proteins (Abb. 48).
Das bedeutet, dass das GST-CHASE Protein vom abgebauten GST-Protein durch

Gelfiltrationschromatographie getrennt wurde.

Der PGEX-4T-3 Vektor hat eine Schnittstelle fiir die Protease Thrombin, was die Spaltung des GST-
Tags vom Zielprotein ermoglicht. Zu diesem Zweck wurden die aufkonzentrierten Fraktionen vom
Peak 1 nach der Gel-Chromatographie auf einem FPLC-Gerdt mit 1 ml GSTrap FF-Sdulen (AKTA

Purifier'®™

, GE Healthcare, Freiburg) gebunden (siehe 2.2.2.7). Nach dem Waschen der Saule
wurde der Thrombin-Verdau durch die Zugabe von Thrombin-Losung (GE Healthcare, Freiburg) auf
der Sdule gestartet. Es folgte eine 16 stiindige Inkubation bei 23 °C. Am nachsten Tag wurden
CHASE Domane und Thrombin mit 5 ml (PBS, pH 7,3) eluiert, wahrend das GST-Protein mit L-
Glutathion reduziert eluiert wurde (Chromatogramm nicht gezeigt). Die Elutionsfraktionen von

CHASE+Thrombin wurden aufkonzentriert und auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetragen und
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analysiert. Das Gel zeigte eine Bande bei ca. 57,5 kDa des GST-CHASE Proteins, eine Bande bei ca.
26 kDa des GST-Proteins und mehrere schwache Banden (Abb. 48). Dies deutet darauf hin, dass ein
Teil vom GST-CHASE Proteins zu CHASE und GST mit Thrombin geschnitten wurde. Weil nach dem
Verdau keine Bande auf dem SDS-Gel beim erwarteten Molekulargewicht von ca. 31,64 kDa des
CHASE Proteins zu sehen war, wurde vermutet, dass das Protein abgebaut und die native
exprimierte CHASE Domane ohne GST-Tag nicht stabil war. Wegen der hohen Fahigkeit zur
Dimerisierung des GST Proteins, war die Co-Kristallisierung von der CHASE Domdne mit dem GST-

Tag unmoglich, weil die GST- Dimere die Kristallisation der CHASE-Dmane verhindern kénnen.
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Abbildung 48: Coomassie gefirbtes SDS-PAGE der aufkonzentrierten Fraktionen nach Gel-Chromatographie vom
Peak 1 und Peak 2 und nach dem Thrombin-Verdau des GST-CHASE Proteins. Die Fraktionen von jedem Peak wurden
nach Gel-Chromatographie gepoolt, aufkonzentriert (siehe 2.2.2.9) und 15 pl wurden auf einem 10 %igen SDS-PAGE
aufgetragen (Spur 1 bzw. Spur 2). Die aufkonzentrierten Fraktionen von Spur 1 wurden auf einem FPLC-Gerat mit 1 ml
GSTrap FF-Siulen (AKTA PurifiermOTM, GE Healthcare, Freiburg) gebunden (siehe 2.2.2.7). Der Thrombin-Verdau wurde
durch die Zugabe von Thrombin-Losung (GE Healthcare, Freiburg) gestartet. Es folgte eine 16 stiindige Inkubation bei
23 °C. Am nachsten Tag wurden CHASE Domane und Thrombin mit 5 ml (PBS, pH 7,3) eluiert, wahrend das GST-Protein
mit L-Glutathion reduziert eluiert wurde (Im Gel nicht gezeigt). Die Fraktionen von CHASE+Thrombin wurden
aufkonzentriert und 15 pl wurden auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetragen (Spur 4). Als Kontrolle wurden 5 pl von
der Thrombin-Losung mit aufgetragen (Spur 3). 10 pl von P7702 (NEB) wurden als GroRenstandard zweimal mit
aufgetragen (M).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass das CHASE Protein unter den vorher beschrieben
nativen Expressionsbedinungen nicht stabil war. Deshalb wurde anschlieBend nach einem Tag
gesucht, das eine hohe Loslichkeit des Proteins unterstiitzt und keine Dimere bildet, damit es mit
der die CHASE Domaéne co-kristallisiert werden kann. Zwei Tags (Maltose Binding Protein (MBP-Tag)
und Thioredoxin (Trx-Tag)) wurden schlieBlich als gute Kandidaten fiir die Co-Kristallisation mit der

CHASE Domadne ausgewahlt. Die entsprechenden kodierenden Bereiche des PpCHK4 Gens wurden
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anschlieend in die Vektoren pETMBP_1b mit 6His-MBP-Tag und pET-Trx_1a mit 6His-Trx-Tag als N-
terminale-Fusion kloniert. Zum Exprimieren der CHASE Domane in hoherer Konzentration wurde
die Auto-Induktion im groen Malstab (1 | Autoinduktionsmedium (ZYP-5052)) im Stamm
ArcticExpress (DE3) bei 16 °C und fiir 2 Tage fiir jedes Konstrukt durchgefiihrt (siehe 2.2.2.5). Das
Konstrukt 6His-Trx-CHASE wurde danach durch Affinitdtchromatographie an einem FPLC-Gerat mit
1 ml Ni-Sepharose-Siulen (AKTA Purifierl00™, GE Healthcare, Freiburg) nativ aufgereinigt (siehe
2.2.2.7). Danach wurde die CHASE Domane mit dem Elutionspuffer (25 mM Tris-HCI; 0,5 M NacCl;
500 mM Imidazol; pH 7,8) und mit 2 ml Fraktionen (E1-E16) eluiert (Chromatogramm nicht gezeigt).
15 ul der Elutionsfraktionen wurden schliefSlich mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 49).

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 M E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16

kDa

116
97,2

a7

Trx-CHASE
34,6

27

Abbildung 49: Coomassie gefarbtes SDS-PAGE der Elutionsfraktionen nach der nativen Reinigung des 6His-Trx-CHASE
Proteins an einem FPLC-Gerat. Nach der Elution des Proteins mit 0,5 M Imidazol (EP) (siehe Abschnitt 2.2.2.7) wurden
15 pl der Elutionsfraktionen (E1-E16) und des Uberstands (U) auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. 10 ul von
P7702 (NEB) wurden als GroRenstandard mit aufgetragen (M). Der Pfeil bei ca. 44 kDa zeigt das auf der Saule gereinigte
6His-Trx-CHASE Protein.

Das Konstrukt 6His-MBP-CHASE wurde durch eine Affinitatschromatographie an einer Dextrinsdule
aufgereinigt (siehe 2.2.2.7). Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte mit Elutionspuffer. Dieser
enthielt 20 mM D-Maltose, die das Dextrin aus der MBP-Bindungstasche verdrangt und so das
Protein von der Saule 16st. 10 ml der proteinhaltigen Fraktionen (E1-E16) wurden gesammelt und

15 ul davon wurden auf einem 10 %igen SDS-PAGE analysiert (Abb.50).

Auf dem ersten Coomassie-gefarbten SDS-Gel sind eine schwache Bande bei ca. 44 kDa (6His-Trx-
CHASE) fiir die Fraktionen (E1-E8) und eine intensive nicht zuzuordnende Bande bei ca. 60 kDa fir

alle Fraktionen (E1-E16) in verschiedener Starke zu sehen (Abb. 49). Auf dem zweiten Coomassie-
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gefarbten SDS-Gel ist eine intensive Bande bei ca. 74 kDa (6His-MBP-CHASE) fiir alle Fraktionen (E1-
E16) in verschiedener Starke zu sehen (Abb. 50).
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Abbildung 50: Coomassie gefarbtes SDS-PAGE der Elutionsfraktionen nach der Reinigung des CHASE-MBP Proteins an
einer Dextrinsdule. Nach der Elution des Proteins wurden 15 pl der Fraktionen (E1-E16) auf einem 10 %igen SDS-PAGE
aufgetrennt. 10 ul von P7702 (NEB) wurden als GroRenstandard mit aufgetragen (M). Der Pfeil bei ca. 74 kDa zeigt das
auf der Saule gereinigte CHASE-MBP Protein.

Weil die CHASE Domane des Cytokininrezeptors PpCHK4 unter diesen Bedinungen (siehe oben)
mittels Auto-Induktion im E .coli Stamm Arctic Express (DE3)RP eine hohe Expression mit MBP-Tag
im Vektor pETMBP_1b aufwies, wurde das resultierte Protein nach der Reinigung an einer

Dextrinsaule weiter aufgereinigt.

Zur Trennung des MBP-CHASE Proteins von den anderen unspezifischen Banden (Abb. 50) folgte
nach der Proteinelution eine weitere Aufreinigung durch die Gel-Chromatographie (HiLoad™'16/60
Superdex 75, GE Healthcare, Freiburg) (siehe 2.2.2.8). Die Elutionsfraktionen (E6+E7) nach der
nativen Reinigung wurden gepoolt (20 ml), aufkonzentriert (siehe 2.2.2.9) und auf eine
Gelfiltrationssdule aufgetragen. Als Laufpuffer wurde hier 25 mM Tris, pH 8,5; 500 mM NacCl
verwendet. Die Proteine wurden schlieBlich nach ihrer GréBen von der Sdule eluiert. Das
Chromatogramm der Gelfiltrationschromatographie zeigte einen groBen breiten Proteinpeak fir
das MBP-CHASE Protein, der mit einen kleinen Peak fir die Proteine mit niedrigen
Molekulargewichten folgte (Chromatogramm nicht gezeigt). Die Fraktionen von dem Peak (MBP-
CHASE) wurden anschlieBend gepoolt, aufkonzentriert und auf einem 10 %igen SDS-PAGE analysiert
(Abb. 51). Das Gel zeigte eine intensive Bande bei ca. 74 kDa des MBP-CHASE Proteins. Was

bedeutet, dass das MBP-Protein 16slich und in hoher Konzentartion und Reinheit erhalten wurde.
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Abbildung 51: Coomassie gefarbtes SDS-PAGE der aufkonzentrierten Fraktionen nach Gel-Chromatographie des
CHASE-MBP. Die Elutionsfraktionen (E6+E7) (Abb.50) wurden nach der nativen Reinigung gepoolt (20 ml), auf-
konzentriert (siehe 2.2.2.9) und auf eine Gelfiltrationssdule aufgetragen. Als Laufpuffer wurde hier 25 mM Tris, pH 8,5;
500 mM NaCl verwendet. Die Proteine wurden danach nach ihren GréfRen von der Sdule eluiert. Die Fraktionen vom
MBP-CHASE-Peak wurden anschlieBen gepoolt und aufkonzentriert. SchlieBlich wurden 10 pl vom aufkonzentrierten
Protein (Spur 1, 2) oder 5 ul (Spur 3) auf einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetragen. 10 pl von P7702 (NEB) wurden als
GroRenstandard mit aufgetragen (M). Der Pfeil bei ca. 74 kDa zeigt das aufgereinigte MBP-CHASE Protein.

Um die richtige Konzentration fiir die Kristallographie zu erhalten, wurde das resultierte Protein bis
ca. 14 mg/ml nochmal aufkonzentriert und zwei Kristallisation-Screens Mb Classl und Mb Classll
(Qiagen, Hilden) wurden danach pipettiert. Weil diese Kristallisation-Screens keine Kristalle des
MBP-CHASE Proteins ergaben, sollte das Protein in héherer Konzentration exprimiert und mit
anderen Kristallisationsbedingungen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die Expression
und die Aufreinigung noch zweimal wiederholt. Das Protein MBP-CHASE lag anschlieffend in
hoherer Konzentration (16,5 bzw. 29,09 mg/ml) vor. Die Stabilitit und die
Kristallisationsbedingungen des Proteins wurden schlieflich in weiteren verschiedenen
Kristallisation-Screens Gberprift. Fur die Konzentration 16,5 mg/ml wurden die Screens Mb JCSC
Core 24; 25; 26 und 27 (Qiagen, Hilden; MDL MemGold, Molecular Dimensions, England) und fir
die Konzentration 29,09 mg/ml wurden die Screens Magicl und Magic2 (Max Planck Institute of
Biochemistry, Martinsried) getestet. Alle verwendeten Kristallisation-Screens enthielten
verschiedene Kristallisationsbedingungen (jede Platte hat 96 verschiedene

Kristallisationsbedingungen), die sich jeweils in ihrer Pufferzusammensetzung (z. B. Tris,
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Natriumacetat, Natriumzitrat, HEPES), dem Prazipitant (z. B. 1-3 M Natrium- oder Kaliumphosphat,
10-30 % Polyethylenglycol (PEG) verschiedener Kettenlange; z.B. PEG 6000, 1-4 M Ammoniumsulfat
und 0,5-1,5 M Natriumzitrat (pH 4-10)) und Salzzusatzen (z. B. Natriumchlorid, Magnesiumchlorid,
Ammoniumsulfat) unterschieden. Folgende Merkmale waren bis jetzt in den Kristallisation-Screens

der CHASE Domane zu sehen:

» Klare Losung: Das Protein war stabil in der Losung und kann jeder Zeit zu Kristallen werden,
wenn die Konzentration hoch genug ist.

» Salzkristall: Wegen hoher Prazipitatenkonzentration (Abb. 52A).

» Vollstandige Prazipitation des Proteins: Das Protein war komplett denaturiert und in der
Losung ausgefallen (Abb. 52B).

» Mikrokristallines Prazipitat: Dieses mikrokristalline Prazipitat kann ein unstabiler Zustand

sein und zu Kristallen werden (Abb.52C).
-
A‘..f' - B
C

Abbildung 52: Verschiedene Ergebnisse der Kristallisation-Screens der CHASE Domane. A: Salzkristall. B: Vollstdndige

Prazipitation. C: Mikrokristalliner Prazipitat. Der Pfeil markiert das Salzkristall.

Weil keine Proteinkristalle sondern nur Salzkristall in diesen Screens bis jetzt erhalten wurden,
wurde vermutet, dass entweder das Protein noch in héherer Konzentration exprimiert werden
musste (MBP liefert eine sehr hohe Loslichkeit des Proteins), oder das MBP-CHASE unter diesen

Bedingungen anfangt Aggregationen zu bilden, was die Kristallisation verhindern kénnte.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Evolution der Cytokininperzeption durch funktionelle
Charakterisierung von putativen Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Organismen in
verschiedenen Systemen analysiert. Der PpCHK4 Rezeptor aus Physcomitrella patens, der
divergierende Aminosauren in der CHASE Domane und konservierte ZKS Domanen enthalt, zeigte
eine Funktion mit Cytokinin in verschiedenen Assays (Gruhn et al., 2014; 2015). Zum besseren
Verstandnis der Struktur-Funktionsbeziehungen der diversen CHASE Domane des PpCHK4
Rezeptors wurde die Losung der raumlichen Struktur des Proteins angestrebt. Tatsachlich konnte
die CHASE Domane zu hoher Reinheit und Konzentration gebracht werden, eine Kristallisation der
Domane als eine notwendige Grundvoraussetzung flr die Losung der dreidimensionalen Struktur
war jedoch bis jetzt nicht erfolgreich. Die Cytokininsignaltransduktion vom putativen
Cytokininrezeptor CHARK (CHASE domain Receptor-like serine/threonine Kinase) aus Oryza sativa,
der zur Klasse mit hohen konservierten Aminosduren in der CHASE Domane gehdrt und nur eine
Serin/Threonin Doméane enthalt (Gruhn et al., 2014), wurde in dieser Arbeit unter Verwendung
verschiedener Assays charakterisiert. Im Folgenden werden die erhaltenden Ergebnisse anhand der

vorhandenen Literatur detailliert illustriert und ausfiihrlich diskutiert.

4.1 Funktionelle Charakterisierung von putativen

Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Organismen

Eine phylogenetische Analyse zeigte neben den klassischen Cytokininrezeptoren (Klasse C) eine
neue Klasse von putativen Cytokininrezeptoren, die nur in den frih divergierenden Landpflanzen
wie Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens gefunden werden (Klasse B). AuRerdem
wurde eine dritte Klasse von Rezeptoren aus Cyanobakterien, Chlorophyceae Algen und Amdben
nachgewiesen (Klasse A) (Gruhn et al., 2014) (siehe Abschnitt 3.1) (Abb. 8). Die Evolution der
Cytokininrezeption wurde im Rahmen dieser Arbeit durch funktionelle Charakterisierung von
putativen Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Klassen (A, B und C) und Organismen in

verschiedenen Systemen analysiert.
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4.1.1 Drei putative Cytokininrezeptoren aus der Klasse A wurden funktionell mit

Cytokinin untersucht

Die Klasse A aus der phylogenetischen Analyse der CHASE Domadne enthdlt putative
Cytokininrezeptoren aus Cyanobakterien, Amében und Chlorophyceae Algen mit diversen CHASE
Domédne Aminosaduren und unbekannten anderen (ZKS) Domanen (siehe Abschnitt 3.1.1) (Abb. 9).
Die biologische Funktion fir drei Rezeptoren aus dieser Klasse Slr1759 (Hik14) (Hybrid histidine
kinase 14) aus dem Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803; CTK1 (CHASE domain containing
Tyrosine kinase 1) aus der Chlorophyceae Alge Chlamydomonas reinhardtii und acgA (adenylyl
cyclase germination protein A) aus der Amobe Dictyostelium discoideum wurden in verschiedenen

Systemen mit Cytokinin untersucht.

4.1.1.1 Funktionelle Charakterisierung des Histidine Kinase Rezeptors SIr1759 aus
Synechocystis sp. PCC 6803

Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803-Genom enthdlt 47 kodierende Histidinkinase
Gene, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Domanenstrukturen und Funktionen eine wichtige Rolle
in der Antwort auf verschiedene Umweltsignale besitzen (Mizuno et al., 1996; Murata und Suzuki
2006; Shin et al., 2008). Der putative Cytokininrezeptor Slr1759 besitzt in seinem N-terminalen
Bereich eine CHASE Domadne (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular), die von
zwei hydrophoben transmembranstandigen Bereichen flankiert ist. Im cytoplasmatischen Teil des
Proteins befinden sich zwei PAS_4 Domanen, eine GAF Domane, eine Histidinkinase A Domane,
eine Histidinkinase &dhnliche ATPase Domadne, zwei Receiver Domanen und eine Histidin
Phosphotransmitter-Domane (siehe Abschnitt 3.1.1.1) (Abb. 10 und 11). Anhand der Vorhersage
der Sekundarstruktur wiesen die CHASE Domdanen der Rezeptoren SIr1759 und AHK4 &dhnliche
prozentuale Anteile der Sekundarstrukturen (a-Helix, B-Faltblatt und Coil) auf und die beiden
Domanen besitzen die gleiche lange a-Helix im N-terminalen Bereich der Proteine (Abb. 12 und
Tabelle 20). Die SIr1759-cDNA konnte aus genomischer DNA schrittweise kloniert und fir die
nachsten Funktionsanalysen zur Verfiigung gestellt werden (Abb. 14). Der Histidinkinase putative
Cytokininrezeptor SIr1759 konnte keine spezifische Bindungsaktivitat mit trans-[2-*H]Zeatin in
einem in vivo Cytokininbindungsassay (Abb. 15) und keine Aktivitdit in einem E. coli
Komplementationsassay zeigen (Abb. 17). Er konnte aber das Zwei-Komponenten-System (ZKS) in

der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 in Protoplasten-trans Aktivierungsassay
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(PTA) unabhangig von Cytokinin (tZ) aktivieren (Abb. 18). Das bedeutet, dass dieser Rezeptor in
Arabidopsis Protoplasten mindestens exprimiert wurde und wegen dhnlicher Domanenstruktur die
Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 komplementieren konnte. Aber wie wurde dieses

pflanzliche ZKS durch SIr1759 unabhangig von Cytokinin (tZ) aktiviert?

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass dieser Rezeptor wegen seiner dhnlichen Domanenenstruktur
zu den klassischen  Cytokininrezeptoren die Rezeptor-Mutantenlinie  ahk2-5/ahk3-7
komplementierte und eine standige Aktivitdt in diesem System zeigte. Diese Aktivitat war aber

unabhangig von Cytokinin.

Nodop et al. (2006) zeigten, dass die Hybrid-Sensor-Histidinkinase SIr1759 ein mehrstufiges
Phosphorelais-System besitzt und dass das SIr1759-Gen ein Teil von einem Operon zusammen mit
SIr1760 ist, das fur den Response-Regulator SIr1760 kodiert. Sie zeigten, dass Slr1759-SIr1760 ein
Zwei-Komponenten-System reprdsentieren und dieses System wahrscheinlich eine wichtige
Funktion in der Koordination verschiedener Stoffwechsel-Aktivitaten (z.B. Kohlenstoffstoffwechsel)
und in der Verbindung mit anderen Signalwegen in Synechocystis sp. PCC 6803 hat, aber die
direkten Liganden und die nachgeschalteten Signalketten dieses ZKSs bleiben bisher nicht bekannt.
Die erste PAS Domane des SIr1759 Rezeptors ist mit einer FAD Domane (Flavin-Cofaktor)
verbunden und dieser Rezeptor konnte in einem in vivo Phosphorylationsassay am konservierten
Histidinrest der Histidinkinase Domane phosphoryliert werden (Michel et al., 2008). Die Doppel-
Mutanten slr1759 slr1760 zeigten ein schwacheres Wachstum von Synechocystis sp. PCC 6803 in
einigen Wachstumsbedingungen (z.B. bei Animpfung mit einer niedrigen Kulturzelldichte) (Nodop

et al., 2006).

Um die Aktivitat des SIr1759 Rezeptors in Arabidopsis Protoplasten im PTA System zu beweisen und
seine biologische Funktion sowie die nachgeschaltete Signaltransduktion zu charakterisieren,
sollten weitere Analysen (z.B. Yeast Two-Hybrid (Y2H) und Split-YFP mit AHPs, Mutationsanalysen in
Synechocystis sp. PCC 6803 sowie die Induktion mit verschiedenen Cytokininen) durchgefiihrt
werden. Die Anwesenheit von diesem Histidin-Kinase-Rezeptor mit einer divergierenden CHASE
Domédne und konservierten (ZKS) Domdnen sowie mehrere I[PTs-und CKXs-Proteinen in
Cyanobakterien unterstiitzt die Vermutung, dass der Cytokininstoffwechsel aus bakterieller
Herkunft stammt und ins Pflanzengenom (iber die primadre Endosymbiose eingebracht wurde

(Frebort et al., 2011; Spichal, 2012).
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4.1.1.2 Funktionelle Charakterisierung des acgA Rezeptors aus Dictyostelium discoideum
Der acgA Rezeptor zeigte eine sehr schwache spezifische Bindungsaktivitat mit Cytokinin in einem
in vivo Cytokininbindungsassay (Abb. 15) und keine Aktivitit in einem E. coli
Komplementationsassay (Abb.17). Dieser Rezeptor konnte aber das ZKS in der Arabidopsis
Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 in Protoplasten-trans Aktivierungsassay (PTA) als Antwort
flr Cytokinin (tZ) aktivieren (Abb. 18), was auf einen Zusammenhang von acgA mit Cytokinin

hindeutet.

Anjard und Loomis (2008) demonstrierten eine Fahigkeit von Cytokinin, durch ein positives Signal
die Sporulation in Dictyostelium discoideum zu induzieren und dies passiert parallel und unabhangig
vom SDF2-(sporulation-inducing factor-2)-Signaltransduktionsweg; SDF2 kann die Sporulation durch
ein negatives Signal auch induzieren. Zwei Proteine, eine Histidinkinase DhkB und eine
Adenylatzyklase AcrA, sind an der Cytokininsignaltransduktion beteiligt, weil die in Dictyostelium
einzelnen Mutationen dhkB und acrA™ keine Sporulationsinduktion durch Cytokinin zeigen konnten
(Anjard und Loomis et al., 2008). Aber in einem in vivo Cytokininbindungsassay konnte keine
Cytokininbindungsaktivitat flir DhkB oder AcrA detektiert werden (Anjard und Loomis et al., 2008).
Es wurde schon bestétigt, dass die CHASE Domaéane die Cytokininbindung des Cytokininrezeptors
vermittelt (Heyl et al., 2007). Die Rezeptoren DhkB und AcrA besitzen in ihrem N-terminalen
Bereich keine CHASE Domane, sondern nur kleine extrazelluldre Schleifen (loops) und kdénnen
dadurch das Cytokinin nicht binden (Zinda und Singleton, 1998). DhkB besitzt in seinem
cytoplasmatischen Teil eine Histidinkinase A Domane bzw. eine Histidinkinase ahnliche ATPase
Domane und eine Receiver-Domane, wahrend AcrA eine Receiver Domane bzw. eine pseudo
Histidinkinase A; eine Receiver Domane und eine Adeylatezyklase Domane besitzt. Loomis, (2014)
vermutete, dass DhkB und AcrA zusammen einen Heterodimer bilden kénnen, in welchem die
Phosphatgruppe vom Histidinrest der Histidinkinase Domane des DhkB Rezeptors direkt auf den
Aspartatrest der Response-Regulator Domane des AcrA Rezeptors Ubertragen wird, was cAMP
(cyclic adenosine monophosphate) und PKA (camp-dependent protein kinase) aktiviert und dadurch

die Sporulation induziert (Abb. 53).
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Abbildung 53: Modell einer Cytokininsignaltransduktion in Dictyostelium discoideum. Die Cytokininsignaltransduktion
in Dictyostelium fangt mit einer Autophosphorylierung am konservierten Histidinrest der Histidinkinase Doméane des
DhkB Rezeptors an, die anschlieBend auf den Aspartatrest der Response- Regulator Doméane des AcrA Rezeptors direkt
Ubertragen wird, was cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) und PKA (camp-dependent protein kinase) aktiviert

und dadurch die Sporulation induziert (Abbildung von Loomis, 2014).

Aber die  Cytokininrezeptoren in  Dictyostelium  sowie andere Elemente der

Cytokininsignaltransduktion sind bisher nicht identifiziert.

Die Klasse A einer phylogenetischen Analyse der CHASE Domdne enthdlt zwei putative
Cytokininezeptoren aus Dictyostelium discoideum acgA und DhkA (Gruhn et al.,, 2014). Der
Histidinkinase putative Cytokininrezeptor DhkA besitzt eine diverse CHASE Domane die
konservierten (ZKS) Domanen (Abb. 9). Die spezifischen Liganden der Rezeptoren acgA und DhkA
wurden als SDF-1 (sporulation-inducing factor-1) bzw. SDF-2 (sporulation-inducing factor-2)
identifiziert (Wang et al., 1999; Loomis, 2014). Die einzelnen Mutationen dhkA™ und acgA in
Dictyostelium zeigten keine Veranderung der Sporulationsinduktion durch Cytokinin (Anjard und
Loomis et al., 2008). Die Arabidopsis Mutationen der einzelnen Cytokininrezeptoren zeigten auch
keinen signifikanten Phanotyp (Nishimura et al., 2004). Wahrscheinlich haben die putativen
Cytokininrezeptoren in Dictyostelium DhkA und acgA mit anderen nicht bekannten Rezeporen eine
positive, Uberlappende Funktion in der Cytokininsignaltransduktion wie die Arabidopsis
Cytokininrezeptoren und konnen durch verschiedene Affinitaten und Regulationsprozesse die
Cytokinin-Derivate sowie SDF1 und SDF2 binden. Der Cytokininsignalweg in Dictyostelium konnte
auch mit der Signaltransduktion von SDF-1 und SDF-2 integriert werden und die beiden Rezeptoren
acgA und DhkA haben wahrscheinlich die Fahigkeit Homo- und Heterodimerisierungen zu bilden.
Entsprechend dieser Vermutungen und der vohandenen Ergebnisse wurde eine neues Modell der
Cytokininsignaltransduktion in Dictyostelium discoideum vorgeschlagen (Abb. 54). Anhand dieses
Modells wird das Cytokinin durch die CHASE Domaéane der Rezeptoren acgA und DhkA gebunden.
Nach der Cytokininbindung an der CHASE Domane des acgA Rezeptors wird die Guanylatcyklase

Domaéne autophosphoryliert, die Phosphatgruppe wird danach auf den konservierten Histidinrest
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der Histidinkinase Domane des DhkB Rezeptors und anschliefRend auf den Aspartatrest der
Response-Regulator Domdadne des AcrA Rezeptors ubertragen, was cAMP (cyclisches
Adenosinmonophosphat) und PKA (camp-dependent protein kinase) aktiviert und schlieBlich die
Sporulation induziert. Wenn das Cytokinin an der CHASE Domane des DhkA Rezeptors bindet,
erfolgt eine Autophosphorylierung am konservierten Histidinrest des Rezeptors, die anschlieRend
auf den Aspartatrest des Rezeptors Ubertragen wird. Dies fihrt zur Aktivierung von cAMP und PKA

und zur Sporulationsindukion
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Abbildung 54: Neues Modell einer Cytokininsignaltransduktion in Dictyostelium discoideum. Nach der Bindung von
Cytokinin an der CHASE Domaéne des Cytokininrezeptors acgA wird die Guanylatcyklase Domane autophosphoryliert,
die Phosphatgruppe wird danach auf den konservierten Histidinrest der Histidinkinase Domane des DhkB Rezeptors und
anschlieBRend auf den Aspartatrest der Response-Regulator Domane des AcrA Rezeptors Ubertragen, was cAMP
(cyclisches Adenosinmonophosphat) und PKA (camp-dependent protein kinase) aktiviert und die Sporulation induziert.
Wenn das Cytokinin an der CHASE Domédne des DhkA Rezeptors bindet, erfolgt eine Autophosphorylierung am
konservierten Histidinrest des Rezeptors, die anschliefend auf den Aspartatrest des Rezeptors Ubertragen wird. Dies

flhrt zur Aktivierung von cAMP und PKA und zur Sporulationsindukion (Abbildung modifiziert aus Loomis, 2014).

Ausfihrliche Analysen der Cytokininsignaltransduktion und der durch Cytokinin induzierten
Sporulation in Dictyostelium discoideum sind hier noétig, um dieses Signal in Dictyostelium weiter
aufzuklaren. Untersuchung der Cytokinin-Aktivitat von Dictyostelium Cytokininsignal-Mitgliedern in
hoheren Pflanzen kann wichtige Informationen Uber die Entstehung und Evolution des (ZKS)

Systems ergeben.

In der Evolution trennten sich die Amoebozoa von der Tiere-Pilze Linie kurz nach der Spaltung von
Pflanzen und Tieren (Eichingeretal, 2005; Schilde and Schaap, 2013). Da Dictyostelium discoideum
die beste charakterisierte Amobe ist (Loomis, 1975; 1982; Kessin, 2001), die Entwicklung von
Dictyostelium viel einfacher als die von Pflanzen und Tiere ist und viele gleiche pflanzliche und

tierische Signale in Dictyostelium discoideum gefunden wurden (Loomis, 2014), stellt die
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Charakterisierung und die Evolution des Zwei-Komponenten-Systems (ZKS) in Dictyostelium

discoideum ein zukunftiges Projekt dar.
Nachste Schritte in der Forschung dieses Phanomens kénnten sein:

» Charakterisierung der Cytokininsignaltransduktion in Dictyostelium discoideum mit
folgenden Genen (acgA, dhkA, DhkB und AcrA) durch verschiedene Analysen (z.B.
Mutationsanalysen und Sporulationsinduktion mit Cytokinin; in vivo
Cytokininbindungsassay; E. coli und in Planta Komplementationsassay; in vivo Kinase-Assay;
Messung des Cytokiningehaltes und quantitative Realtime-PCR).

» Eine neue phylogenetische Analyse mit den CHASE Domanen aus Dictyostelium und anderen
Organismen, die wichtige Rolle in der Evolution des Cytokininsignals spielen [z.B. aus
Pflanzen, Charophyceae Griinalgen (Klebsormidium flaccidum; Spirogyra pratensis),
Chlorophyceae Griinalgen (Volvox carteri; Ostreococcus tauri), Phaeophyceae Braunalgen
(Ectocarpus fasciculatus; Pylaiella littoralis) und Rhodophyceae Rotalgen (Cyanidioschyzon
merolae; Chondracanthus teedei)], sollte durchgefiihrt wird, um die Evoluion der

Cytokininperzeption besser zu verstehen.

4.1.1.3 Funktionelle Charakterisierung des putativen Cytokininrezeptors CTK1 aus
Chlamydomonas reinhardtii

Der putative Cytokininrezeptor CTK1 (CHASE domain containing tyrosine kinase 1) gehort zur Klasse
A mit divergierenden CHASE Domdne Aminosduren und zwei Proteinkinase Domadnen (Pkinase_Tyr-
Pkinase) (Abb. 8 und 10). Die CHASE Domane des CTK1 Rezeptors ist eine kurze Domane mit nur
drei a-Helices und weist eine unterschiedliche Sekundarstruktur (a-Helix, B-Faltblatt und Coil) im
Vergleich zur CHASE Doméane des AHK4 Rezeptors auf (Abb. 12 und Tabelle 20). Dieser Rezeptor
zeigte eine sehr schwache Bindungsaktiviat mit Cytokinin in einem in vivo Cytokininbindungsassay
(Abb. 15) und konnte das Signal in einem E. coli-Kkomplementationsassay zur zelluldren Antwort
nicht weiterleiten (Abb. 17). Interessanterweise konnte dieser Rezeptor das Zwei-Komponenten-
System in der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 in Protoplasten-trans
Aktivierungsassay (PTA) mit einer hohen Aktivitdt und einer hohen Induktion mit Cytokinin (tZ)
aktivieren (Abb. 18). Eine Hypothese fiir die Aktivitdt des CTK1 Rezeptors im PTA Assay ware, dass
durch die Bindung von Cytokinin (tZ) an die CHASE Doméne die (Pkinase_Tyr) Domane

autophosphoryliert wurde und dadurch das Signal direkt auf die nachsten Cytokininsignalelemente
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weiterleiten konnte. Eine andere Hypothese ware, dass dieser putative Cytokininrezeptor mit
einem Histidinkinase Protein interagieren konnte, das das Autophosphorylierungssignal weiter zur

zellularen Antwort Gbertragt.

Nur zwei von vier Cytokininsignalmitgliedern (HPTs und RRBs) wurden im Chlorophyceae
Grunalgengenom gefunden (Pils und Heyl, 2009), aber putative Cytokininrezeptoren mit einer
diversen CHASE-Domaéne und unbekannten anderen (ZKS) Domanen wurden auch in Griinalgen wie
Chlamydomonas und Volvox identifiziert (Gruhn et al., 2014). lvanova und Kollegen zeigten, dass
die iP-Form 90 % von den Cytokininen in Chlamydomonas reinhardtii reprasentiert. tZ- und DHZ-
Formen waren ebenfalls anwesend, aber die cZ-Form wurde nicht untersucht (lvanova et al., 1992).
Park und Kollegen zeigten, dass Kinetin das Wachstum von Chlamydomonas reinhardtii deutlich
induzieren kann (Park et al., 2013). Aber die biologische Funktion von Cytokinin sowie die

Cytokininsignaltransduktion in Chlamydomonas reinhardtii sind bisher unbekannt.

Die Aktivitat vom CTK1 in PTA System lasst sich vermuten, dass die Cytokininsignaltransduktion
dieses ungewdhnlichen Rezeptors durch die Evolution in héheren Pflanzen entwickelt wurde und
wahrend der Entwicklung Veranderungen in den entsprechenden aktiven Domanen passierte. Aber
die genaue nachgeschaltete Cytokininsignaltransduktion des CTK1 Rezeptors sowie die Entwicklung
dieses Signals durch die Evolution von Chlamydomonas reinhardtii in hoheren Pflanzen, sollten

durch verschiedene Assays und phylogenetische Analysen charakterisiert werden.

4.1.2 Verschiedene Assays lieferten von zwei Mitgliedern der neuen Klasse,

MpCHK1 und PpCHK4 Hinweise fiir eine Funktion als Cytokininrezeptoren

Die phylogenetische Analyse der CHASE Domane (Abb. 8) zeigte Uberraschend eine neue Klasse von
putativen Cytokininrezeptoren mit divergierenden Aminosduren in der CHASE Domaéne und
konservierten Domanen (ZKS), die nur in den friihen divergierenden Landpflanzen, in Marchantia
polymorpha und Physcomitrella patens, gefunden wurden (Klasse B). Zwei putative
Cytokininrezeptoren aus dieser Klasse, MpCHK1 aus Marchantia polymorpha und PpCHK4 aus
Physcomitrella patens, wurden in dieser Arbeit funktionell als Cytokininrezeptor charakterisiert
(Abb. 19). Beide Rezeptoren zeigten eine Cytokininbindungsaktivitdt mit trans-Zeatin in einem in
vivo Cytokininbindungsassay (mit starker Bindungsaktivitat fir PpCHK4 und schwacher fiir MpCHK1)

(Abb. 24) und konnten das Zwei-Komponenten-System (ZKS) spezifisch als Reaktion auf
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verschiedene Cytokinine mit verschiedenen Konzentrationen in einem bakteriellen
Komplementationsassay in vivo aktivieren (im hohen Niveau fiir PpCHK4 und im niedrigen Niveau
fir MpCHK1) (Abb. 25). Ein anderer Hinweis fir die Funktion beider Proteine als
Cytokininrezeptoren ist auch ihre subzelluldre Lokalisation. Somit wies die Analyse der subzelluldren
Lokalisation mittels GFP-(Green Fluorescent Protein)-Fusionsproteine in Tabakepidermiszellen eine
Lokalisation von MpCHK1 und PpCHK4 zum groRen Teil im endoplasmatischen Retikulum und in der
Plasmamembran auf (Abb. 26). Interessantweise ist diese subzelluldre Lokalisation ahnlich der
vorher beschriebenen Lokalisation fiir die klassischen Cytokininrezeptoren (Wulfetange et al., 2011,
Caesar et al., 2011; Lomin et al., 2011). Jedoch ist die biologische Rolle dieser einmaligen putativen
Cytokininrezeptoren der Klasse B bisher unklar. Die Anwesenheit von Mitgliedern nur aus
Marchantia polymorpha und Physcomitrella patens in dieser Klasse zeigt wahrscheinlich einen
Hinwies auf eine friihe Trennung dieser Kasse von den klassischen Cytokininrezeptoren der
modernen Landpflanzen (Klasse C) (Gruhn et al., 2014). Physcomitrella patens besitzt auch drei
aktive klassische Cytokininrezeptoren (CHK1, CHK2 und CHK3) (von Schwarzenberg et al.,
eingereicht), wahrend Marchantia polymorpha nur einen putativen Cytokininrezeptor (in unserer
phylogenetischen Analyse) besitzt. Die Anwesenheit von solchen Cytokininrezeptoren von den
beiden Klassen im Genom von Physcomitrella patens sowie wahrscheinlich ihre unterschiedlichen
biologischen Funktionen sollten experimentell untersucht werden. Interessanterweise wurde in
einer phylogenetischen Analyse eine neue Familie von sechs putativen Cytokininrezeptoren im
Genom von Klebsormidium flaccidum (eine Charophyta-Alge) identifiziert (Hori et al., 2014), von
denen aber die meisten Rezeptoren mit den in Physcomitrella patens neuen putativen
Cytokininrezeptoren eng verwandt sind. Eine phylogenetische Analyse zeigte zwei EST-Beweise im
RR-Baum und einen EST-Beweis im HATPase Baum der Charophyta (Griinalgen) Spirogyra pratensis,
die mit den Sequenzen der Cytokininrezeptoren gruppierten, was auf erste Hinweise fiir die

Existenz von putativen Cytokininrezeptoren in Spirogyra pratensis hindeutet (Gruhn et al., 2014).

Die Sequenzierung von weiteren Genomen aus Chlorophyceae und Charophyceae (Grinalgen) und
eine erneute large-scale phylogenetische Analyse der CHASE Domane koénnen hier wichtige

Informationen Uber die Evolution dieser neuen Rezeptorfamilie ergeben.

125



Diskussion

4.1.3 Die Aktivitat des putativen Cytokininrezeptors CHARK aus Oryza sativa
wurde funktionell mit Cytokinin charakterisiert
Der putative Cytokininrezeptor CHARK aus Oryza sativa gehort zur Klasse mit hohen konservierten
CHASE Domaéane Aminosauren (Klasse C) und enthélt eine Serin/Threonin Doméane (Abb.8 und 27).

Dieser Rezeptor war in dieser Arbeit aus mehreren Griinden besonders interessant, weil

(1) Ser/Thr Kinasen normalerweise in der Signallibertragung des Phytohormones Cytokinin keine

Rolle spielen.

(2) die CHASE Doméane von CHARK denen der anderen klassischen Cytokininrezeptoren sehr

ahnlich ist.
(3) es keine Homologe zu CHARK in nahverwandten Spezies, z.B. Mais oder Sorghum gibt.

Alle diese Besonderheiten deuten darauf hin, dass CHARK ein atypischer putativer
Cytokininrezeptor ist. Zur Charakterisierung der Signaltransduktion dieses atypischen
Cytokininrezeptors und seiner Integration in der konventionellen Cytokininsignaltransduktion
wurden im Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Assays durchgefiihrt. In einem in vivo
Cytokininbindungsassay konnte fiir CHARK eine schwache spezifische Bindungsaktivitat fir das
Cytokinin trans-Zeatin nachgewiesen werden, die deutlich Uber der Bindungsaktivitat der
Vektorkontrolle lag (Abb. 31). Er zeigte aber keine Aktivitat in einem E. coli-Kkomplementationsassay
und konnte damit das Cytokininsignal auf die nachsten Mitglieder dieses Zwei-Komponenten-
Systems im Vergleich mit der Positiv- und Negativkontrolle nicht Ubertragen (Abb. 32).
Interessantweise konnte dieser Rezeptor das Zwei-Komponenten-System (ZKS) in der Arabidopsis
Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 in Protoplasten-trans Aktivierungsassay (PTA) mit einer
hohen Cytokinin-Induktion (ungefahr zweifach hoher als die Cytokinin-Induktion der
Positivkontrolle AHK2) aktivieren (Abb. 33B). Um die Ergebnisse von Protoplasten-trans
Aktivierungsassays (PTA) zu bestatigen und die Aktivitdt des putativen Cytokininrezeptors CHARK in
Pflanzen zu untersuchen, wurden Komplementationsanalysen fir CHARK in der Arabidopsis
thaliana Rezeptor-Mutanten-Linie ahk2-2/ahk3-3 wie vorher im Abschnitt 2.2.5.2 beschrieben
durchgefiihrt (Stolz et al., 2011). Interessanterweise konnte CHARK in fiunf von den sechs
homozygoten Linien eine vollstandige Komplementierung (Linie 1lI-VI) und in einer Linie keine
Komplementierung (Linie 1) der ahk2/ahk3 Mutanten zeigen (Abb. 34). Diese Ergebnisse deuten

darauf hin, dass CHARK die ahk2/ahk3 Mutationen funktionell ersetzen konnte und somit als
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Cytokininrezeptor in Arabidopsis aktiv ist. Um seine biologische Funktion zu erflllen, muss ein
Protein im entsprechenden subzelluldren Kompartiment lokalisiert sein. Die Analyse der
Subzellularen Lokalisation mittels GFP-Fusionsproteine in Tabakepidermiszellen zeigte eine
Lokalisation von CHARK zum groBen Teil im endoplasmatischen Retikulum und in der
Plasmamembran (Abb. 35). Diese subzelluldre Lokalisation ist dhnlich der vorher beschriebenen
Lokalisation fiir die klassischen Cytokininrezeptoren (Wulfetange et al., 2011; Caesar et al., 2011;
Lomin et al., 2011). Nach diesen interessanten Ergebnissen entstanden die Fragen: Wie wird das
Cytokininsignal durch CHARK weitergeleitet? Erfolgt die Signalweiterleitung wegen der Ser/Thr
Kinase Domédne nicht (iber den klassischen Cytokininsignalweg, sondern Uber eine neue bisher

unbekannte Signalkaskade?

Um diese Fragen beantworten zu kdnnen, sollten noch weitere unterschiedliche Assays fiir CHARK
in der Reispflanze durchgefiihrt werden. Die Protein-Protein-Interaktionen des cytoplasmatischen
Teils von CHARK mit AHP2, AHP4 und AHP5 aus Arabidopsis thaliana konnten im einem gezielten
Yeast Two-Hybrid (Y2H) Screen nachgewiesen werden (Kristin Helbig, 2013). Anhand dieses Protein-
Protein-Interaktionsexperiments lasst sich somit vorschlagen, dass CHARK dhnlich wie AHKs mit den
AHPs interagieren kann und die Cytokininsignaltransduktion von CHARK der von den AHKs dhnelt.
Diese Yeast Two-Hybrid (Y2H) Ergebnisse sollen in planta mit Hilfe des Split-YFP Systems bestatigt

werden, und die gleichen Analysen sollen ebenfalls mit OsHPs durchgefiihrt werden.

Das Tobacco HK-like Protein NTHK2 konnte in der Anwesenheit von Mn™ eine Serin/Threonin
Kinase Aktivitat und in der Anwesenheit von Ca** eine Histidinkinase Aktivitit in einem in vitro
Phosphorylationsassay zeigen (Zahng et al, 2004). Entsprechend dieser
Phosphorylationsmoglichkeiten eines Sensor-Histidine-Kinase-Rezeptors und der oben genannten
Ergebnisse konnte ein Modell der Cytokininsignaltransduktion des CHARK Rezeptors vorschlagen
werden: Nach der Bindung von Cytokinin an die CHASE Domadne des CHARK Rezeptors wird die
Ser/Thr Kinase Domédne an Ser/Thr oder anderen Resten autophosphoryliert und die
Phosphorylgruppe wird anschlieBend auf die Phosphotransfer-Proteine direkt (ibertragen. Die
Autophosphorylationsfahigkeit der Ser/Thr Kinase Domédne des CHARK Rezeptor sowie die
phosphorylierten Reste und der Transfer von der Phosphorylgruppe auf die Phosphotransfer-
Proteine missen durch Phosphorylations- und Kinase-Assays analysiert werden. Die Funktion und
die Evolution von der Ser/Thr Kinase Domane sollten eingehender untersucht werden, um den

nachgeschalteten Signallibertragungsweg und die biologische Funktion von CHARK besser zu
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verstehen. Dazu sollte eine ausfiihrliche detaillierte Analyse der Funktion von CHARK in der
Reispflanze (z.B. Promotor::GUS Expression-Experimenten, quantitative Realtime PCR, CHARK-
Uberexpression (35S::CHARK), CHARK Knock-Outs; fir die CHARK-Mutationen ein Wurzel
Elongation Assay (weil CHARK in Wurzeln exprimiert wird) sowie die Reaktion auf biotische sowie
abiotische Stresse, Untersuchung der Bindungsaffinitit der CHASE Domane mit verschiedenen
Cytokininen, gezielte Yeast Two-Hybrid (Y2H) Analyse fir CHARK mit OsHPs und Yeast Two-Hybrid
(Y2H) Assay fur CHARK mit cDNA-Bibliothek aus Reis) durchgefiihrt werden.

Die Anwesenheit dieser neuen Art von Cytokininrezeptor (CHARK) nur in Oryza sativa lasst uns
vermuten, dass sich hier ein Cytokininsignaltransduktionsweg entwickelte, welcher Elemente fir
Eukaryoten typischen Signalweges (Ser/Thr Phosphorylierungssystem) aufweist (Schaller et al.,
2011). Neue Forschungen zeigten, dass nicht-Familiengene (orphan genes), die de novo aus nicht-
kodierenden Regionen generiert werden, an primaren biologischen Prozessen beteiligt sind und
wichtige Rolle in der Evolution der Organismen haben (Tautz und Domazet-Loso 2011; Ye et al.,
2013). Deshalb ist nicht auszuschlieSen, dass auch das nicht-Familiengen CHARK eine Rolle in Reis
besitzt, obwohl CHARK eine andere Domanenstrukur und einen anderen evolutiondren Ursprung

als die anderen klassischen Cytokininrezeptoren besitzt.

4.2 Evolution der Cytokininsignaltransduktion

Mehrere Griinden der Evolution der Cytokininsignaltransduktion machen es eine sehr interessante
Analyse: Erstens sind die Signalmolekile in allen untersuchten Organismen vorhanden (Spichal,
2012); zweitens sind die Protein-Domanen, die fir die Cytokininsignaltransduktion notwendig sind,
in verschiedenen Konigreichen gefunden wurden und schlielllich scheinen die verschiedenen
Cytokinin-SignalkKomponenten nur in  Landpflanzen = zusammenzukommen, um den
Cytokininsignalweg zu bilden (Pils und Heyl, 2009). Der Cytokininsignalierungsweg und -
Metabolismus fehlen in der Tier-Abstammungslinie. Mitglieder der (ZKS) Protein-Familien des
Cytokininsignalweges wurden in allen Landpflanzen gefunden (Schaller et al., 2011). Weil /PT und
CKX Gene aus Cyanobakterien in der letzten Zeit identifiziert wurden, wurde es vermutet, dass der
Cytokinin Stoffwechsel aus bakterieller Herkunft stammt und ins Pflanzengenom Uber primare
Endosymbiose eingetragen wurde (Frebort et al., 2011; Spichal, 2012) (Abb. 55). In ersten

phylogenetischen Analysen mit den sequenzierten Chlorophyceae-Genomen wurden zwei von vier
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der Cytokinin (ZKS) Gen-Familien (HPs und RRBs) detektiert, aber die Cytokininrezeptoren und RRAs
wurden nur in Genomen von Landpflanzen gefunden (Pils und Heyl, 2009) (Abb. 55). Das Genom
der Klebsormidium flaccidum Alge, die zur Klasse Charophyta (Klebsormididiales-Art) gehort, wurde
sequenziert (Hori et al., 2014). Die vier Cytokinin-Signalierungselemente (HKs, HPs und RRs) wurden
in diesem Genom gefunden. Interessanterweise wurde eine neue Familie von sechs putativen
Cytokininrezeptoren, ein putatives Phosphotransfer-Protein, ein putativer Typ-B RRs Response-

Regulator und ein putativer Typ-A RRs Response-Regulator identifiziert (Hori et al., 2014).

A
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Abbildung 55: Modell fiir die Evolution der Cytokininsignaltransduktion. (a) Aktuelles Modell des Cytokinin-Signalwegs

und die wichtigen Enzyme der Stoffwechsel in Angiospermen. (b) Modell fiir die Herkunft und Evolution des Cytokinin

129



Diskussion

Zwei-Komponenten-Systems. Die wichtigen Gene fur dieses System wurden ins Pflanzengenom Gber primére
Endosymbiose eingetragen, nachfolgende Sub-und Neo-Funktionalisierung von duplizierten Genen flihrten zum
Cytokininsignalsystem in modernen Pflanzen. RR = Receiver Doméne, Response-Regulator; HK = Histidine-Kinase
Domadne; HPT = Histidine Phosphotransfer-protein; CHASE = Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular;

IPT = Isopentenyl Transferase (Abbildung von Gruhn und Heyl, 2013).

Gruhn und Kollegen zeigten in der phylogenetischen Analyse der Cytokininsignaltransduktion einen
Algen-Ursprung der Cytokininrezeption. Die Histidin Phosphotransfer Proteine der Charophyceae
Algen schienen naher zu Landpflanzen als zu den anderen Griinalgen-Gruppen zu sein. B-Typ RRs
wurden in allen Pflanzen Klassen gefunden, aber vielen Mitgliedern fehlte entweder den
kanonischen Asp-Rest oder die DNA-Bindungsdomane. Im Gegensatz hierzu schienen A-Typ RRs
begrenzt zu Landpflanzen zu sein. SchlieRlich ergab diese Analyse Hinweise fiir eine zusatzliche
Gruppe von RRs (Typ-C RRs), die degenerierte Rezeptoren sein konnten und damit aus einem
anderen evolutionaren Ursprung als die klassischen RRs kommen (Schaller et al., 2008; Gruhn et al.,
2014). Wang et al, (2015) zeigten in einer phylogenetischen Analyse, dass die AHK Orthologen in
den Genomen von Charophyta (N. mirabilis und K. flaccidum) vorhanden sind. Sie identifizierten
drei putative Cytokininrezeptoren aus K. flaccidum und einen Rezeptor aus N. mirabilis Alge, die
diversen Aminosauren in der CHASE Domane im Vergleich mit der CHASE Domane des AHK4
Rezeptors und interessanterweise die (ZKS) konservierten Domédnen besitzen. Weil alle Cytokinin-
Signalierungselemente (HKs, HPs, RRs und CRFs) im Genom von K. flaccidum detektiert wurden,
wurde vermutet, dass der Cytokinin-Signalisierungsweg in Landpflanzen urspriinglich aus den

Charophyta kommt (Wang et al., 2015).

Anhand unserer Ergebnisse zeigte der putative Cytokininrezeptor CTK1 aus der Chlorophyceae Alge
Chlamydomonas reinhardtii eine hohe Aktivitat als Antwort auf Cytokinin in einem Protoplasten-
trans Aktivierungsassay (PTA) (siehe Abschnitt 3.1.1). Die Anwesenheit von diesem Rezeptor im
Chlamydomonas reinhardtii-Genom und seine Aktivitat mit Cytokinin ergaben einen neuen Hinweis
Uber die Evolution der Cytokinin-Rezeption aus den Chlorophyceae Algen, dass dieses System von
CTK1 wahrscheinlich dem System von CHARK &hnelt, obwohl die beiden Systeme von anderen

evolutionaren Urspriingen kommen.

Die Amoebozoa trennten sich von der Tiere-Pilze Linie kurz nach der Spaltung von Pflanzen und
Tieren (Eichingeretal, 2005; Schilde and Schaap, 2013) und zwei Cytokinine (Isopentenyl Adenin und

Discadenin) wurden aus Dictyostelium discoideum isoliert (Loomis, 2008). Die Aktivitdt des
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putativen Cytokininrezeptors acgA aus Dictyostelium discoideum in einem Protoplasten-trans
Aktivierungsassay (PTA) zeigte einen wichtigen Hinweis Uber eine mogliche Evolution des Cytokinin-

Signal aus den sozialen Amoben.

Die Charakterisierung der Cytokininsignaltransduktion in Dictyostelium discoideum, die
Sequenzierung von weiteren Genomen aus Chlorophyceae und Charophyceae Griinalgen, die
phylogenetischen Analysen sowie die funktionelle Charakterisierung von neuen identifizierten
putativen Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Organismen werden wichtige Hinweise liber die

Evolution bringen.

4.3 Funktionelle und strukturelle Charakterisierung der CHASE Domdine
des Cytokininrezeptors PpCHK4 aus Physcomitrella patens

Die Cytokininmolekiile werden durch die Ligandenbindungsdomane des Rezeptors (CHASE
Domane) gebunden (Heyl et al., 2007 und Miwa et al., 2007). Die CHASE Doméane des AHK4
Rezeptors aus Arabidopsis thaliana wurde kristallisiert (Hothorn et al., 2011) und die kritischen
Aminosauren in der Cytokininbindungstasche der CHASE Domadne wurden identifiziert (siehe
Abschnitt 1.7) (Heyl et al., 2007; Hothorn et al., 2011). Die strukturellen Daten zeigten, dass die
CHASE Domane zu zwei PAS-/ike Domanen aufgeteilt ist, und die membrandistale PAS-/ike Domane
fir die Cytokininbindung verantwortlich ist. Die CHASE Domane besitzt auch eine lange a-Helix, die

fr die Struktur-Stabilitat der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors wichtig ist (Hothorn et al., 2011).

Der putative Cytokininrezeptor PpCHK4 aus Physcomitrella patens, konnte eine Aktivitdat mit
Cytokinin in einem in vivo Cytokininbindungsassay und in einem bakteriellen
Komplementationsassay zeigen (siehe 3.1.2.2 und 3.1.2.3). Die Analyse der subzelluldren
Lokalisation des PpCHK4 Rezeptors zeigte eine dhnliche Lokalisation der vorher beschriebenen
Lokalisation fiir die klassischen Cytokininrezeptoren (siehe 3.1.2.4) (Wulfetange et al., 2011; Caesar
et al., 2011). Zwei kritische Reste fiir die Cytokininbindung der CHASE Domane des AHK4 Rezeptors
(D262, T294) sind in der diversen CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors nicht konserviert (Gruhn et
al., 2015). Aus diesen Grinden und um besser zu verstehen, wie sich die Aminosduren der
Cytokininbindungstasche in der Evolution entwickelten, ist die Kristallisation und die Losung der

Tertidrstruktur dieses diversen CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors sehr wichtig.
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4.3.1 Bestimmung der optimalen Bedingungen der I6slichen Uberexpression der
CHASE Domane von PpCHK4 durch Substratinduktion in E. coli

Die CHASE Domane des PpCHK4 Rezeptors (Aminosauren 98-282; ~31,46 kDa, siehe Abbildung 20)
wurde zuerst als GST-getaggtes Protein im Vektor pGEX-4T-3 im E. coli exprimiert (siehe Abschnitt
2.2.2.5). Zum nativen Exprimieren dieser Domane in hoherer Konzentration wurden die optimalen
Bedingungen der Expression bestimmt. Danach wurde die Expression der CHASE Domadne
entsprechend diesen optimalen Bedingungen im groBen Malstab (1 | LB-Medium) durchgefiihrt.
Nach der Affinitatsreinigung (siehe 2.2.2.7) wurde anschlieBend die Identitdt der nativen
aufgereinigten CHASE Domaéane durch MALDI-MS bestatigt (siehe Abschnitt 2.2.2.15, Abb.39 und
40). SchlieBlich wurde die CHASE Domane durch Ultrafiltration aufkonzentriert (siehe 2.2.2.9 und
Abb. 43). Das native aufgereinigte GST-CHASE Protein wies aber unter diesen Bedingungen einen
niedrigen Reinheitsgrad und eine Instabilitdt auf (Abb. 42 und 43). Zum Zweck der Expression der
CHASE Domadne des PpCHK4 Rezeptors in hoherer Konzentration, Stabilitdt und Reinheit fiir die
geplante Kristallografie, wurde die CHASE Domane anschlieRend in mehreren E. coli-
Expressionsvektoren mit verschiedenen N- oder C-terminalen Tags kloniert und seine native
Expression mit diesen Konstrukten unter den oben genannten optimalen Bedingungen und in
verschiedenen E. coli Stammen getestet (siehe Abschnitt 3.2.1). Aber die CHASE Domane wurde
unter diesen Bedingungen entweder schwach oder mit niedrigem Reinheitsgrad exprimiert. Aus
diesem Grund wurde nach neuen Expression- und Aufreinigung-Methoden gesucht, die hdhere

Proteinkonzentration, Stabilitat und Reinheit der CHASE Domane ermoglichen kénnen.

4.3.2 Praparative native Uberexpression und Reinigung der CHASE Domine des
PpCHK4 Rezeptors durch Auto-Induktion in E. coli

Die CHASE Domaéane des PpCHK4 Rezeptors wurde mit verschiedenen Tags (His-Tag; Sumo_Sterp
[l_7x His-Tag und GST-Tag) im E. coli Stamm Arctic Express (DE3)RP bei 16 °C und fiir 48 Stunden
durch Auto-Induktion exprimiert (siehe 2.2.2.5) und anschlieRend durch Affinitdtchromatographie
aufgereinigt (siehe 2.2.2.7). Da die Expression des GST-CHASE Proteins unter diesen Bedingungen
die grofte Menge und die hohste Reinheit zeigte (siehe 3.2.2) (Abb. 44, 45 und 46), wurde das
Protein anschliefend entsprechend diesen Bedingungen im groBen Malstab exprimiert, durch
Affinitdtchromatographie und schlieRlich durch Gel-Chromatographie aufgereinigt (siehe 2.2.2.8)
(Abb. 47 und 48). Nach der Spaltung des GST-Tags vom Zielprotein durch die Protease Thrombin

wurde keine Bande auf dem SDS-Gel beim erwarteten Molekulargewicht von ca. 31,64 kDa des

132



Diskussion

CHASE Proteins gesehen, was auf die Instabilitat der nativen exprimierten CHASE Domane ohne
GST-Tag unter diesen Expressionsbedinungen hindeutet. Wegen der hohen Fahigkeit zur
Dimerisierung des GST Proteins, war die Co-Kristallisierung von CHASE Domadne mit GST-Tag
unmoglich, weil die GST-Dimere die Kristallstruktur der CHASE-Domane verhindern kann. Deshalb
wurde anschlieRend nach einem Tag gesucht, das eine hohe Loslichkeit des Proteins unterstitzt
und keine Dimere bildet, damit es mit der die CHASE Domane kokristallisiert werden kann. Die
Expression der CHASE Domane wurde danach mit dem MBP-Tag durchgeflihrt und das Protein
durch Affinitatschromatographie aufgereinigt (siehe 2.2.2.7) (Abb.49 und 50). Nach der
Aufreinigung konnte das MBP-Protein nativ und in hohen Konzentrationen (14 mg/ml; 16,5 mg/ml
und 29,09 mg/ml) und Reinheit erhalten. Fiir alle Proteinkonzentration wurden die Stabilitat und
die Kristallisationsbedingungen des Proteins schlielllich in verschiedenen Kristallisation-Screens
Uberprift (siehe 3.2.2). Weil keine Proteinkristalle, sondern nur Salzkristall in diesen Screens bis
jetzt erhalten wurde (Abb. 52), wurde vermutet, dass entweder das Protein noch in héherer
Konzentration exprimiert werden muss (MBP liefert eine sehr hohe Loslichkeit des Proteins), oder
das MBP-CHASE unter diesen Bedingungen anfangt Aggregationen zu bilden, was die Kristallisation

verhindern konnte.

Aufgrund der erhaltenen hohen Proteinkonzentration konnte hier eine NMR-Spektroskopie Analyse
durchgefiihrt werden, um die Tertidrstruktur des CHASE-Proteins versuchen zu I6sen. Die
Expression der CHASE Domane mit anderen Tags (z.B. Optimierung der Expression mit Trx-Tag; oder
mit Fh8-Tag, das die starkste Loslichkeit als alle anderen Protein-Tags fordert (Costa et al., 2014)),

wird hier auch empfohlen.
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5 Zusammenfassung

Cytokinine gehoéren zu einer Klasse von pflanzlichen Hormonen, die an vielen
entwicklungsbiologischen und physiologischen Prozessen beteiligt sind. Das
Cytokininsignaltransduktionssystem in Arabidopsis thaliana basiert auf dem Zwei-Komponenten-
System (ZKS). Wahrend die Cytokininsignaltransduktion in hoheren Pflanzen gut erforscht ist, gibt
es kaum Informationen Uber dieses System in friih divergierenden Landpflanzen und anderen
Organismen (wie Bakterien und Algen). Um Einblicke in die Entstehung und Entwicklung des
Cytokininregulierungssystems zu gewinnen, wurden wichtige Komponenten des Signalwegs dieses
Phytohormons in den Genomen und EST-Daten von einer Vielzahl von verschiedenen Arten aus
Bakterien und Algen bis zu modernen Landpflanzen identifiziert. Diese phylogenetische Analyse
zeigte neben den klassischen Cytokininrezeptoren (Klasse C) eine neue Klasse von putativen
Cytokininrezeptoren, die nur in den friih divergierenden Landpflanzen wie Marchantia polymorpha
und Physcomitrella patens gefunden werden (Klasse B). AuRerdem wurde eine dritte Klasse von
Rezeptoren aus Cyanobakterien, Chlorophyceae Algen und Amdben nachgewiesen (Klasse A). Die
Evolution der Cytokininrezeption wurde im Rahmen dieser Arbeit durch funktionelle
Charakterisierung von putativen Cytokininrezeptoren aus verschiedenen Klassen (A, B und C) und
Organismen in verschiedenen Systemen analysiert. Die biologische Funktion fiir drei Rezeptoren
aus der Klasse A, SIr1759 aus Synechocystis sp. PCC 6803; CTK1 aus Chlamydomonas reinhardtii und
acgA aus Dictyostelium discoideum, wurde charakterisiert. Eine sehr schwache spezifische
Bindungsaktivitat fir das Cytokinin trans-Zeatin konnte fir acgA und CTK1 in einem in vivo
Cytokininbindungsassay beobachtet werden. Alle drei putativen Rezeptoren acgA, SIr1759 und
CTK1 zeigten keine Aktivitat in einem E. coli Komplementationsassay und konnten damit das
Cytokininsignal auf die nachsten Mitglieder dieses E. coli Zwei-Komponenten-Systems nicht
Ubertragen. Interessantweise konnten acgA und CTK1 das ZKS in der Arabidopsis Rezeptor-
Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 im Protoplasten-trans Aktivierungsassay (PTA) als Antwort fur
Cytokinin aktivieren. Der putative Rezeptor SIr1759 zeigte in diesem Assay eine hohe Aktivitat, aber
diese Aktivitat war nicht von Cytokinin-abhangig. Zwei putative Cytokininrezeptoren aus der neuen
Klasse (Klasse B), MpCHK1 aus Marchantia polymorpha und PpCHK4 aus Physcomitrella patens,
wurden in dieser Arbeit funktionell als Cytokininrezeptor charakterisiert. Beide Rezeptoren zeigten

eine Cytokininbindungsaktivitdat mit trans-Zeatin in einem in vivo Cytokininbindungsassay und
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konnten das ZKS spezifisch als Reaktion auf verschiedene Cytokinine mit verschiedenen
Konzentrationen in einem bakteriellen Komplementationsassay in vivo aktivieren. Die
Cytokininsignaltransduktion des atypischen Cytokininrezeptors CHARK aus Oryza sativa, der zur
Klasse mit hohen konservierten CHASE Domédne Aminosauren (Klasse C) gehoért und auBer der
CHASE Domane nur eine Serin/Threonin Domane enthélt, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch
charakterisiert. In einem in vivo Cytokininbindungsassay konnte fiir CHARK eine schwache
spezifische Bindungsaktivitat fiir das Cytokinin trans-Zeatin nachgewiesen werden. Er zeigte aber
keine Aktivitdt in einem E. coli-Komplementationsassay, konnte aber interessantweise das ZKS in
der Arabidopsis Rezeptor-Mutantenlinie ahk2-5/ahk3-7 im PTA mit einer hohen Cytokinin-Induktion
aktivieren. Dieser putative Cytokininrezeptor zeigte auch in Arabidopsis Komplementationsanalysen
in finf von den sechs homozygoten Linien eine vollstdndige Komplementierung (Linie 1I-VI) der

ahk2/ahk3 Mutanten.

Zum besseren Verstandnis der Struktur-Funktionsbeziehung der diversen CHASE Domane des
PpCHK4 Rezeptors wurde die Losung der raumlichen Struktur des Proteins angestrebt. Zu diesem
Zweck wurde die CHASE Domane mit verschiedenen N- oder C-terminalen Tags durch verschiedene
Expressionsbedinungen und -Methoden in E. coli exprimiert. Die starkste Expression der CHASE
Domane wurde mit dem MBP-Tag erreicht. Nach der Proteinaufreinigung lag das MBP-Protein nativ
und in hoher Konzentration vor. Die Stabilitdt und die Kristallisationsbedingungen des Proteins
wurden schlieBlich in verschiedenen Kristallisation-Screens Uberprift. Eine Kristallisation der
Domane als eine notwendige Grundvoraussetzung fiir die Losung der Tertidarstruktur Struktur war

jedoch bis jetzt nicht erfolgreich.
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6 Summary

Cytokinins are a class of plant hormones involved in many developmental and physiological
processes. The cytokinin signal transduction is based on the two-component system (TCS). While
the TCS of cytokinin signal transduction is well researched in higher plants, information about this
system in early divergent land plants and other organisms (such as bacteria and algae) are rare. To
gain insights into the origin and evolution of the cytokinin regulatory system, key components of
the signaling pathway of this phytohormone were identified in the genomes and EST data of a wide
variety of different species ranging from bacteria and algae to modern land plants. In addition to

Ill

the clade of well known, “classical” cytokinin receptors (clade C), this phylogenetic analysis
revealed a new clade of putative cytokinin receptors, which contains only members from
Marchantia polymorpha and Physcomitrella patens (clade B). Furthermore, a third clade was
detected with receptors from cyanobacteria, chlorophyceae algae and amoebe (clade A). The
evolution of cytokinin reception was analyzed in this work by functional characterization of putative
cytokinin receptors from different clades (A, B and C) and organisms in different systems. The
biological function of three receptors of the clade A, namely SIr1759 from Synechocystis sp. PCC
6803; CTK1 from the Chlamydomonas reinhardtii and acgA from Dictyostelium discoideum, was
characterized. The in vivo cytokinin binding assay demonstrated a very weak cytokinin binding
activity of acgA and CTK1 to trans-Zeatin. All three putative receptors, acgA, SIr1759 and CTK1, did
not transduce the cytokinin signal into a cellular response in an E. coli complementation assay.
Interestingly, acgA and CTK1 could activate the TCS in ahk2-5/ahk3-7 knockout mutants of A.
thaliana in protoplasts trans-activation assay (PTA). The third putative receptor, histidine kinase
receptor Slr1759 showed high activity in protoplasts transactivation assay (PTA), but this activity
was not dependent on cytokinin. Two putative cytokinin receptors of the new clade (clade B),
MpCHK1 from Marchantia polymorpha and PpCHK4 from Physcomitrella patens, were functionally
characterized as cytokinin receptors in this work. Both receptors showed cytokinin binding activity
with trans-Zeatin in an in vivo hormone binding assay and could specifically activate the TCS in
response to various cytokinins with different concentrations in an E. coli complementation assay.
All cytokinin receptors of the classical clade have a typical architecture with an N-terminal CHASE
(Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory Extracellular) domain, followed by a histidine kinase

domain and a receiver domain. Except of the putative cytokinin receptor CHARK (CHASE domain
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Receptor-like serine/threonine Kinase) from Oryza sativa which has unusual domain architecture
consisting of a CHASE domain and a serine/threonine kinase domain. To investigate, if CHARK uses
an unusual pathway to transduce cytokinin in rice compared to the classical cytokinin receptors, the
activity of this receptor was characterized using different assays. The in vivo hormone binding assay
demonstrated a cytokinin binding activity for CHARK, but this putative receptor did not transduce
the cytokinin signal into a cellular response in an E. coli complementation assay. Interestingly this
receptor could activate the TCS in ahk2-5/ahk3-7 knockout mutants of A. thaliana in protoplasts
trans-activation assay (PTA) with a high cytokinin induction. In Arabidopsis complementation assays
the putative cytokinin receptor CHARK rescued also functionally the A. thaliana receptor mutated
line ahk2/ahk3 plants, thus demonstrated this assay a full complementation of five from six

homozygous lines (lI-VI).

For a better understanding of the evolution of cytokinin binding by the divergent CHASE domain of
the putative cytokinin receptor PpCHK4, the crystallization and the solution of its tertiary structure
was crucial. For this purpose the CHASE domain was expressed in E. coli with different N- or C-
terminal tags through different experimental conditions and methods. The strongest expression of
the CHASE domain has been reached with the MBP-tag. After the purification the MBP-CHASE was
obtained in high concentration and purity. The stability and the crystallization conditions of the
protein were finally checked in different crystallization screens. However, the crystallization of the
CHASE domain as a necessary prerequisite for the solution of the tertiary structure was so far not

successful.
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10 Anhang

10.1 Plasmide

Die Plasmide, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in der Tabelle 19 aufgefiihrt.

Tabelle 19: Plasmid

Anhang

Bezeichnung | Funktion Marker Referenz Klone
Nr.
Gateway Entry-Plasmide
pDONR 221 Gateway Entry-Vektor fir BP Reaktion | Kanamycin Invitrogen, Karlsruhe | 0322
pDONR 201 Gateway Entry-Vektor fiir BP Reaktion | Kanamycin Invitrogen, Karlsruhe | 0553
pDONR 222 Gateway Entry-Vektor fiir BP Reaktion | Kanamycin Invitrogen, Karlsruhe | 0318
pDONR 207 Gateway Entry-Vektor fiir BP Reaktion | Kanamycin Invitrogen, Karlsruhe | 0183
Plasmide fiir Protein-Expression in E. coli
pDEST17 Expressionsvektor fiir N-terminale Zeocin Invitrogen, Kalrsuhe 0370
6xHis-Fusion in E. coli
pDEST15 Expressionsvektor flir N-terminale GST- | Carbenicillin Invitrogen, Karlsruhe | 0316
Fusion in E. coli
pPET28b Expressionsvektor fiir N- und C - Kanamycin Geschenk von Jacobo | 1802
terminale 6xHis-Fusion in E. coli Martinez, AG Sanger,
FU Berlin
pMH-HSsumo | Expressionsvektor fir N-terminale Kanamycin Hothorn et al., 2011 2102
sumo_Strep_7xHis-Fusion in E. coli
pETtrx-1a Expressionsvektor fiir N-terminale Kanamycin Zur Verfligung gestellt | 2151
6xHis_trx-Carrier-Fusion in E. coli von Dr. Holton, FU
Berlin
pETMBP-1b Expressionsvektor fiir N-terminale Kanamycin Zur Verfiigung gestellt | 2150
6xHis_MBP-Fusion in E. coli von Dr. Holton, FU
Berlin
pPGEX-4T-3 Expressionsvektor flir N-terminale GST- | Carbenicillin Amersham Pharmacia | 1885

Fusion in E. coli

Biotech, Freiburg

Plasmide fiir Hefe




Anhang

pACT2-GW Yeast two-hybrid Carbenicillin Dortay et al., 2006, 0126
(Bakterien), 2008
Leucin (Hefe)
pBTM116-D9 Yeast two-hybrid Tetracyclin Goehler et al., 2004 0208
GW (Bakterien),
Tryptophan
(Hefe)
Plasmide fiir PTA
pB2GW7 Bindrer Gateway Spectinomycin Karimi et al., 2002 0205
Uberexpressionsvektor mit 35S (Bakterien),
Promotor fir Pflanzen BASTA(Pflanze)
pBT10-GUS PTA Reportervektor Carbenicillin Sprenger-Haussels 0856
und Weisshaar, 2000
pROK219 NA | PTA Referenzvektor Kanamycin Kirby und Kavanagh, 0962
N 2002
Plasmide fiir Pflanzen
pB7FWG2 Bindrer Gateway Ziel-Vektor fur C- Spektinomycin Karimi et al., 2002 0405
terminale GFP-Fusion (Bakterien),
BASTA (Pflanze)
pB7WGF2 Bindrer Gateway Ziel-Vektor fiir N- Spektinomycin Karimi et al., 2002 0404
terminale GFP-Fusion (Bakterien),
BASTA (Pflanze)
pBIN- Rot-fluoreszierender ER-Marker fiir in Kanamycin Nelson et al., 2007 2311
mCherry- Pflanzen transiente Expression
HDEL
pB7m34GW Binarer Gateway Ziel-Vektor fir Spektinomycin Karimi et al., 2005 1453

Multifusionen von Promotor, Gen und

Tag zusammen in einen Vektor

(Bakterien),

BASTA (Pflanze)
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Vektorkarten

PUC origin

pDONR201 ccds
K 4470 bp

attP2

PBR322 origin

ORF frame 2

lacZ_a

M1 3_plUC_fve d_prirmar
W3 _Fon a1 d20_primer

_T Tf MI3_tav ars &_piimar
f1 ORI /' HisXe e et
N | I/} HisX10
- - o
SORF ot
mAID i“,‘,,mm
e
s PTI
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5944 bp Jl
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=
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Xhol (158)
Notl
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¥ Kan®
PETMBP_la MBP-Carrier

7181bp

Xbal
T71acO

pDEST15
7013 bp

PGEXATA
4960 bp

Anhang

tao_promoter
M13_plUC_rev_primer
s ol (485)

GET (variant) BetBI(E55)
ORF frame 3 BamHi

Eagl (860)
POEX_3_primar

At (1295)
AmpR_promotes

Arrpicilln
OFF frame 3

Pstl(1922)

Xhol (158)
Notl (166)
BamHI (198)
Aee65] (204)



Bar
Egfp
attR2

LE

Cm"-cedB

Sm/sp"

attRl

pB7FWG2

11628 bp
p355

pBT0-GUS

cosGus

Bar

Sm/sp"

pB7WGF2
11624 bp

pERI2Z e

Anhang

attR2

Cm'-ccdB

__ADH1 promater

P35S

L

T CmR-ceds
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10.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden von der Firma (Invitrogen,

Anhang

Karlsruhe) bezogen. Die Konzentration der in einem TRIS-Puffer (10 mM, pH 8) geldsten

Oligonukleotide betrug 100 uM. Die verwendeten Oligonukleotide sind in der Tabelle 20

aufgefiihrt.

Tabelle 20 : Oligonukleotide (Primer)

Primername Sequenz 5'->3’ Verwendung Primer
Nr.

attB1 Adapter GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT | Gateway Adapter PCR 4

forward

attB2 Adapter GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT Gateway Adapter PCR 5

reverse

CHARK forward AAAAAGCAGGCTTGATGGCGCTACTGCTCT | Klonierung in pDONR mittels BP 1018
GGGTG Reaktion

CHARK reverse AGAAAGCTGGGTCTCACAGAACATCCATAG | Klonierung in pDONR mittels BP 1019
CTTGCACG Reaktion

CHARK-middlel GTCGAAGATGGTTACAAGGCGACT CHARK-DNA-Sequenzierung 1026

CHARK-middle2 TTGGCCATGGCTGGCAGTAGCAT CHARK-DNA-Sequenzierung 1027

CHARK- ohne AGAAAGCTGGGTCCAGAACATCCATAGCTT | Klonierung in pDONR mittels BP | 1121

Stopp reverse GCACGATA Reaktion

CHARK-cyto AAAAAGCAGGCTTGATGCGCCGGTGCAAC | Klonierung in pDONR mittels BP | 1124

forward GACCATAGG Reaktion

CHARK-cyto- GGCCGGATCCATGCGCCGGTGCAACGACCA | Klonierung in pGEX-4T-3 1155

BamHI forward TAGG

CHARK-Xhol GGCCCTCGAGTCACAGAACATCCATAGCTTG | Klonierung in pGEX-4T-3 1156

revverse CACG

Short CHASE- GCCCCATGGGCTCTGCAATTGATCAGGAGA | Klonierung von AHK4-CHASE 920

Ncol forward CATTTGC Domane in pET28b

CHASE+2sheets- | GCCCTCGAGGCCCTGAAAATACAGGTTTTCG | Klonierung von AHK4-CHASE 921

Xhol reverse TGGTACCTGCATATCATCTT Domane in pET28b

Core CHASE-Xhol | GCCCTCGAGGCCCTGAAAATACAGGTTTTCA | Klonierung von AHK4-CHASE 922

reverse

TTACCATACATGACAAGTGG

Domane in pET28b
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PpCHK4-CHASE- GGCCGGATCCATGGCGTTGAAGTTCAGGGA | Klonierung von PpCHK4-CHASE 1007
BamHI forward A Domane in pGEX-4T-3
PpCHK4-CHASE- | GGCCCTCGAGTTATTAACAGAAGGATTCGCT | Klonierung von PpCHK4-CHASE 1008
Xhol reverse TTGAAT Domane in pGEX-4T-3
PpCHKA4-CHASE- | GGGCTAGCGCGTTGAAGTTCAGGGAA Klonierung von der PpCHK4- 1069
Nhel forward CHASE Domaéne in pET28b
PpCHK4-CHASE- GGTTCGAATTATTATAAGTTTCGCTTAGGAA | Klonierung von der PpCHK4- 1070
Hindlll reverse GACA CHASE Domaéne in pET28b
PpCHK4-CHASE- GCCCATGGGCGCGTTGAAGTTCAGGGAA Klonierung von der PpCHK4- 1071
Ncol forward CHASE Domaéne in pET28Db,
pEMBP_1b, pETtrx_1a und
pMH-HSsumo
PpCHK4-CHASE- GCCTCGAGTAAGTTTCGCTTAGGAAGACA Klonierung von der PpCHK4- 1072
Xhol reverse CHASE Domaéne in pET28Db,
pPEMBP_1b, pETtrx_1a und p-
MH-HSsumo
Chlred 286243- AAAAAGCAGGCTTGATGCCACAGTCAGAAC | Klonierung in pDONR mittels BP | 1106
CTK1 forward CGGAG Reaktion
Chlred 286243- AGAAAGCTGGGTCTCATACGGAGTCAGCCC | Klonierung in pDONR mittels BP | 1107
CTK1 reverse CATG Reaktion
acgA-Primer 1 ATGAAAAAAACATTTGTAAAGATACTATCT Amplifizierung von acgA Gen 1109
forward
acgA-Primer 6 TTATTTATTTTTTITTTGATTCTACATTTT Amplifizierung von acgA Gen 1110
reverse
acgA-GW-Primer | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT | Klonierung in pDONR mittels BP 1094
1 forward TGATGAAAAAAACATTTGTAAAGATACT Reaktion
acgA-GW-Primer | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT | Klonierung in pDONR mittels BP 1095
6 reverse CTTATTTATTTTTTTTTGATTCTACATTTC Reaktion
DhkA-Primer 1 AAAAAGCAGGCTTGATGGAATTAAAAACAT | Klonierung in pDONR mittels BP 1024
reverse TTAAGGAC Reaktion
DhkA-Primer 3 AGAAAGCTGGGTCTTAATTATTATAACCACC | Klonierung in pDONR mittels BP | 1025
reverse CCATTTTGC Reaktion
DhkA-Primer 2 ACATTTAAGGACTTAAACGATGATATTATAG | Amplifizierung von DhkA Gen 1023

forward

GA

mittels einer Uberlappenden PCR
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Synechocystis sp. | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT | Klonierung in pDONR mittels BP 1005
PCC 6803-SIr1759 | TGATGGTTATTAGTGCCACTGTG Reaktion

forward

Synechocystis sp. | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT | Klonierung in pDONR mittels BP 1006

PCC 6803-SIr1759

reverse

CTTATCATGGCGAGGGAATGGTGAAGGG

Reaktion

Die unterstrichenen und fettgedruckten Nukleotide zeigen die Restriktionsschnittstellen oder die

att Rekombinationsstellen.
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10.3 Abkiirzungen

Abkiirzung
ADP

AHK

AHP

AMP

APS

ARR

A. thaliana
ATP

A. tumefaciens
bp

BsrGl

°C

ca.

cDNA

CHK

CKX

Cpm

cZ

ddH,0
DTT
DMSO
DNA

dNTP

E. coli
EDTA

ER

etal.

Fh8

GFP
GST
GUS

HCI

IPTG
kb
kDa

LB
LiAc
ul
min
ml
mm
mM
mRNA
NAN
NMR
ODsno
OHK
PBS

Anhang

Bedeutung
Adenosindiphosphat
Arabidopsis Histidin Kinase
Arabidopsis Histidin Phosphotransferprotein
Ammoniumpersulfat
Adenosinmonophosphat
Arabidopsis Response Regulator
Arabidopsis thaliana
Adenosintriphosphat
Agrobacterium tumefaciens
Basenpaar
Restriktionsendonuklease aus Bacillus stearothermophilus
Grad Celsius

circa

komplementdre DNA

CHASE domain containing histidine kinase receptor
Cytokininoxidasen/dehydrogenasen
counts per minute

cis-Zeatin

doppelt destilliertes Wasser
Dithiothreitol

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotidtriphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Endoplasmatisches Retikulum
et alteri

Fasciolahepatica 8-kDa antigen
Gramm

Green Fluorescent Protein
Glutathion-S-Transferase
B-Glucuronidase

Stunde

Salzsdure
N°-(A’-isopentenyl)adenin
Isopropyl-R-D-galaktopyranosid
Kilobase

Kilodalton

Liter

Luria Broth

Lithiumacetat

Mikroliter

Minuten

Milliliter

Millimeter

Millimolar

messenger (Boten) RNA
Neuraminidase

Nuclear Magnetic Resonance
Optische Dichte bei 600 nm
Oryza Histidin Kinase
phosphate buffered saline
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PCR
PEG
Pfu
PMSF
PTA
PVDF
RNA
rpm
RT

S. cerevisiae
SDS-PAGE
s.u.
TAE
Taq
TBS

TE
TEMED
™
Tris
tRNA
tZ

u. a.
uv
WOL
WT
X-Gal
YFP
Y2H
YPD

z. B.
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Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglycol

Pyrococcus furiosus
Phenylmethylsulfonylfluorid
Protoplasten trans-Aktivierungsassay
Polyvinylidenfluorid
Ribonukleinsaure

rounds per minute

Raumtemperatur

Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodezylphosphat-Polyacrylamidgelektrophorese
siehe unten

Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

Tris-buffered saline

Tris-EDTA
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin
Transmembran
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
transfer Ribonukleinsaure
trans-Zeatin

unter anderem

Ultraviolett

Wooden leg

Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucapyranosid
Yellow Fluorescent Protein

Yeast two-hybrid

Hefevollmedium

zum Beispiel
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