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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Struktur und biologische Funktion des Phytohormons Cytokinin

Fir das Wachstum und die Entwicklung einer Pflanze sind viele endogene Signalwege von
entscheidender Bedeutung. Die Regulierung dieser Prozesse wird durch kleine chemische
Molekile gesteuert, die bereits in niedriger Molekllkonzentration Auswirkungen auf die Ent-
wicklung der Pflanzen ausiiben. Zu den wichtigsten Phytohormonen, wie diese regulatori-
schen Molekiile benannt wurden, gehoért auch die Gruppe der Cytokinine.

Die Geschichte von Cytokinin beginnt im Jahre 1913, als Gottlieb Haberlandt eine Substanz
entdeckte, die zellteilungsfordernde Eigenschaften auf Kartoffelparenchymzellen besaly
(Haberlandt, 1913). Erst 40 Jahre spater wurde als Nebenprodukt beim Autoklavieren von
Heringssperma-DNA das erste Cytokinin isoliert (Miller et al., 1955a). Aufgrund seines positi-
ven Effektes auf die Zellteilung von Tabakgewebekulturen wurde es Kinetin genannt. Zehn
Jahre spéater wurden alle Substanzen mit kinetin-dhnlichen Eigenschaften, aufgrund ihrer
Fahigkeit die Cytokinese zu fordern, in der Gruppe der Cytokinine vereint (Skoog et al.,
1965). In der Zwischenzeit sind viele weitere nattrlich vorkommende und synthetische Cyto-
kinine hinzugekommen (Miller et al., 1955b; Letham, 1963; Horgan, 1975; Strnad et al.,
1992; Mok und Mok, 2001).

Chemisch betrachtet handelt es sich bei den natlrlich vorkommenden Cytokininen um
N%-substituierte Adeninderivate, die nach Art Ihrer Seitenkette in isoprenoide oder aromati-
sche Cytokinine eingeordnet werden (Abbildung 1) (Strnad et al., 1992; Mok und Mok, 2001;
Sakakibara, 2006).

Isoprenoide Cytokinine Aromatische Cytokinine

oH OH
HN/\)\ HN/\)\/OH HN’@ HN/@
o8 T oY 0
o g Sy .
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H
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Abbildung 1: Chemische Strukturen von isoprenoiden und aromatischen, natiirlich vorkommenden Cyto-
kininen. Unter den Strukturformeln sind der jeweilige Trivialname und die gebrauchlichste Abkilirzung der Cytoki-

nine dargestellt (modifiziert nach Sakakibara, 2006).



2 Einleitung

Biologisch konnten fur Cytokinin neben der beobachteten Stimulierung der Zellteilung
(Haberlandt, 1913; Miller et al., 1955a; Amasino, 2005) weitere Funktionen identifiziert werden.
Unter anderem haben Cytokinine einen Einfluss auf die Meristemfunktion im Spross und der
Wurzel (Mok und Mok, 2001; Werner et al., 2001, 2003; Lohar et al., 2004), die Chloroplaste-
nentwicklung, die Stress- und Pathogenantwort (Mok und Mok, 2001), die Blattseneszenz
(Richmond und Lang, 1957; Gan und Amasino, 1995), die Unterdriickung der Apikaldominanz
(Wickson und Thimann, 1958; Cline et al., 1997), den zirkadianen Rhythmus (Hanano et al.,
2006; Salome et al., 2006) und die Keimung (Miller, 1958; Mok, 1994). Darlber hinaus konnte
fur Cytokinin eine Rolle bei der Nodulation in Leguminosen nachgewiesen werden (Gonzalez-
Rizzo et al., 2006; Murray et al., 2007; Tirichine et al., 2007).

1.2 Cytokininbiosynthese und —metabolismus

In den vergangenen Jahren wurden grof3e Fortschritte in der Aufklarung der Biosynthese
der Cytokinine gemacht. Da die meisten biologisch aktiven Cytokinine zu den isoprenoiden
Cytokininen gehdéren (Schmitz und Skoog, 1972; Spiess, 1975; Letham und Zhang, 1989),
fokussierte sich die Forschung hauptsachlich auf diese Klasse. Die Synthese der aromati-
schen Cytokinine ist weitgehend unbekannt.

Der erste Schritt der Biosynthese der isoprenoiden Cytokinine ist die Prenylierung von
ATP/ADP/AMP und Diemethylallyldiphosphat (DMAPP) an der N°-Position (Mok und Mok,
2001; Miyawaki et al., 2006; Sakakibara, 2006; Werner et al., 2006). Dieser Schritt ist ge-
schwindigkeitslimitierend fir die Synthese und wird durch Adenosinphosphatisopente-
nyltransferasen (IPTs) katalysiert. Als erstes wurden Vertreter dieser Enzyme in Dictyosteli-
um discoideum und Agrobacterium tumefaciens identifiziert (Taya et al., 1978; Akiyoshi et
al., 1984; Barry et al., 1984).

In Arabidopsis wurden bisher neun IPT-kodierende Gene identifiziert (AtIPT1-AtIPT9)
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001), die je nach Art ihres Substrates in zwei Gruppen einge-
teilt werden. Die erste Gruppe sind die ATP/ADP-IPTs (AtIPT1, AtIPT3-8), die unter anderem
Isopentenyladenin (IP) und trans-Zeatin (fZ) synthetisieren (Kakimoto, 2001; Takei et al.,
2001). Zur zweiten Gruppe gehoéren die tRNA-IPTs (AfIPT2 und AtIPT9), die unter anderem
cis-Zeatin bilden. Der Verlust sowohl von /PT2 als auch IPT9 resultiert in Pflanzen ohne jeg-
liches cis-Zeatin (Miyawaki et al., 2006).

Fir die ATP/ADP-IPTs konnte, am Beispiel, von IPT3 eine Modifizierung durch Farnesylie-
rung gezeigt werden. Diese Modifikation ist verantwortlich fiir eine Anderung der subzellula-
ren Lokalisation und der katalytischen Aktivitat dieses Enzyms (Galichet et al., 2008). Die
AtIPT7-abhangige Cytokininbiosynthese ist wichtig fir die Bildung und den Erhalt des apika-
len Sprossmeristems. Dabei wird die transkriptionelle Aktivierung von IPT7 durch KNOX
(Knotted1-like homeobox)-Proteine reguliert (Jasinski et al., 2005; Yanai et al., 2005).



Einleitung 3

Die Etablierung eines Gleichgewichtes zwischen biologisch aktiven und inaktiven Cytokini-
nen wird durch die Steuerung der Synthese von Cytokininnukleobasen und deren Glykosylie-
rung bzw. Abbau erreicht. Cytokinine kénnen an den Position N°, N7, und N’ des Purinringes
(N-Glukoside) und an der Hydroxylgruppe von frans-, Dihydro- und cis-Zeatin (O-Glukoside)
glykosyliert werden. Wahrend O-Glukoside durch die B-Glukosidase effizient deglykosyliert

werden konnen, ist die N-Glykosylierung praktisch irreversibel (Brzobohaty et al., 1993).

Der Abbau von Cytokininen wird durch Cytokininoxidasen/dehydrogenasen (CKX) durch
Freisetzung von Adenin bzw. Adenosin vermittelt. In Arabidopsis wurden bisher sieben CKX-
Gene identifiziert (AtCKX1-AtCKX7) (Werner et al., 2001, 2003). Die CKX-Proteine zeigen
zum Teil starke Unterschiede hinsichtlich ihrer Substratspezifitat. Wahrend CKX2, CKX4 und
CKX6 IP und trans-Zeatin bevorzugen, zeigen die anderen CKX-Enzyme eine hdhere Affini-
tat zu den Glukosiden und Nukleotiden (Galuszka et al., 2007). Untersuchungen der CKX-
Proteinfamilie zeigten eine Lokalisation fir CKX1 und CKX3 in der Vakuole und fir CKX2,
CKX4 und CKX6 im endoplasmatischen Retikulum (ER) (Bilyeu et al., 2001; Werner et al.,
2003; Werner et al., 2006). Als einziger Vertreter dieser Familie lokalisiert CKX7 im Cytosol
(Koéllmer, 2009). Ein Teil der CKX-Gene wird durch Cytokinin induziert (Brenner et al., 2005;
Kiba et al., 2005). Ihre Expression konnte im Sprossmeristem (CKX7 und CKX2), Wurzelme-
ristem (CKX5) und in den Stomata (CKX4 und CKX6) nachgewiesen werden (Werner et al.,
2006). Der Funktionsverlust einzelner CKX-Gene flihrt zu keinen nennenswerten phanotypi-
schen Veranderungen, was auf eine Redundanz innerhalb der Genfamilie hindeutet. Doppel-
knockouts von ckx3 und ckx5 resultieren in Mutanten mit stark vergrofierten Blitenmeriste-
men (Bartrina et al., 2011). Die Uberexpression der CKX-Gene flihrt zu einer starken Reduk-
tion der Cytokininkonzentration, was sich durch einen kiirzeren Spross, kleinere Blatter und
einem verstarktem Wurzelsystem bemerkbar macht (Werner et al., 2001, 2003). Die Ge-
samtheit dieser phanotypischen Auffalligkeiten wird als ,Cytokinin-Defizienzsyndrom“ be-

zeichnet.

1.3 Cytokininsignaltransduktion

Cytokininvermittelte Signale werden in Arabidopsis Uber ein Zweikomponentensystem (ZKS)
aufgenommen und weitergeleitet. In Prokaryoten sind solche ZKS schon seit langem be-
kannt (West und Stock, 2001). Sie bestehen aus einer Histidinkinase und einem Response-
Regulator (Abbildung 2A). Das externe Signal wird von der Histidinkinase aufgenommen und
Uber eine Phosphorylierungskaskade an den Response-Regulator weitergegeben (Perraud
et al., 1999; West und Stock, 2001). In Prokaryoten werden ZKS fiir die Signalweiterleitung

von vielen externen Umweltreizen verwendet.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus von Zweikomponentensystemen. (A) Das einfache
Zweikomponentensystem besteht aus einer Histidinkinase und einem Response-Regulator. Externe Signale wer-
den von Histidinkinasen erkannt, was zu einer Autophosphorylierung des konservierten Histidinrestes [H] in der
Transmitterdomane fihrt. AnschlieRend wird der Phosphatrest auf ein konserviertes Aspartat [D] in der Receiver-
Domane des Response-Regulators (bertragen. Bei den Response-Regulatoren handelt es sich um Transkripti-
onsfaktoren, die nach der Phosphorylierung eine Veranderung der Genexpression ihrer Zielgene hervorrufen. (B)
In dem komplexen Zweikomponentensystem wird der Phosphatrest nach der Autophosphorylierung der Transmit-
terdomane auf eine Receiver-Domane der Histidinkinase ibertragen. Im Unterschied zu dem einfachen ZKS ist
zwischen Hybrid-Histidinkinase und Response-Regulator noch ein Histidin-Phosphotransferprotein geschaltet.
Diese Proteine Ubertragen das Phosphatsignal von der Hybrid-Histidinkinase auf die Response-Regulatoren, die
wiederum eine Antwort durch veranderte Genexpression, unter anderem ihrer Zielgene, auslosen (modifiziert
nach Schaller et al., 2008).

Lange Zeit war unklar, ob auch in hoheren Organismen ZKS zur Signalweiterleitung verwen-
det werden. Erst mit der Entdeckung des Ethylenrezeptors ETR1 aus Arabidopsis thaliana
wurde deutlich, dass auch in Pflanzen ZKS vorkommen (Chang et al., 1993). Die in Pflanzen
verwendeten Systeme besitzen eine Histidinkinase mit fusionierter Receiver-Doméne, wes-
halb diese auch als Hybrid-Histidinkinase bezeichnet wird (Abbildung 2B) (Stock et al., 2000;
West und Stock, 2001). In Eukaryoten sind Zellen in Organellen strukturiert, was zu einer
raumlichen Trennung von Hybrid-Histidinkinase und Response-Regulator fiihrt. Daher wer-
den in komplexen ZKS weitere Proteine als Phosphotransmitter verwendet. Nach der Detek-
tion des Signals und der Autophosphorylierung der Hybrid-Histidinkinase wird das Signal
intramolekular auf die Receiver-Domane der Hybrid-Histidinkinase Ubertragen. Der Phos-
phatrest wird anschliefend durch die Histidin-Phosphotransferproteine in den Zellkern ge-
bracht, wo er auf die Receiver-Domane der Response-Regulatoren Ubertragen wird. Die
Phosphorylierung der Response-Regulatoren fihrt zu einer veranderten Regulation von be-

stimmten Zielgenen. Am Ende der gesamten Signalkaskade wird das System durch
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Dephosphorylierung der Response-Regulatoren wieder auf die Ausgangssituation zuriickge-
setzt (Suzuki et al., 2001a; Yamada et al., 2001; Kakimoto, 2003). Durch die wiederholte
Ubertragung des Phosphatrests von Histidin (His) auf Aspartat (Asp) wird diese Art der Sig-
nalweiterleitung auch als His-to-Asp phosphorelay bezeichnet.

In Arabidopsis thaliana konnte 2001 das erste Mal gezeigt werden, das Hybrid-Histidinkinasen
an der Erkennung und Weiterleitung von Cytokininsignalen beteiligt sind (Inoue et al., 2001;
Suzuki et al., 2001b; Ueguchi et al., 2001). Nach der Entdeckung von CRE1/AHK4 konnten
zwei weitere Hybrid-Histidinkinasen als Rezeptoren fiir Cytokinin identifiziert werden (AHK2
und AHK3) (Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001b; Ueguchi et al., 2001).

P
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Abbildung 3: Modell der Cytokininsignaltransduktion in Arabidopsis thaliana. Membranstandige Cytokinin-
rezeptoren (AHK) autophosphorylieren nach Bindung von Cytokinin. Nach der Phosphorylierung der cytoplasma-
tischen Histidin-Phosphotransferproteine (AHP) translozieren diese in den Zellkern, wo sie den Phosphatrest an
Typ-B Response-Regulatoren (Typ-B ARR) lbertragen. Diese transkriptionellen Aktivatoren regulieren die Ex-
pression der Cytokinin-Antwortgene, so denen unter anderem auch die Typ-A ARR gehéren. Die Typ-A ARR
haben einen negativen Effekt auf die Signaltransduktion, wahrend die Cytokinin Response Factors (CRF) selber

die Transkription von Cytokinin-Antwortgenen regulieren kénnen (modifiziert nach Santner et al., 2009).

Nach dem Modell der Cytokininsignaltransduktion binden diese membransténdigen Rezepto-
ren Uber ihre extrazellulare CHASE-Domane (Cyclase/Histidine-kinase-Associated Sensory
Extracellular) Cytokininmolekile (Abbildung 3). Nach der Bindung des Cytokinins folgt die
Autophosphorylierung der Transmitterdomane der AHK (Stock et al., 2000; Wolanin et al.,
2002; Marina et al., 2005). AnschlieRend wird das Phosphat intramolekular auf die Receiver-

Domane der Hybrid-Histidinkinasen Ubertragen und von dort aus an die Histidin-
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Phosphotransferproteine (AHP) weitergeleitet (Hwang und Sheen, 2001; Mason et al., 2004).
Es wurde gezeigt, dass die AHP nach der Phosphorylierung in der Zellkern translozieren und
dort das Phosphat an die Typ-B Response-Regulatoren (Typ-B ARR) uUbermitteln kénnen
(Hwang und Sheen, 2001). Neuere Untersuchungen ergaben jedoch, dass die AHP perma-
nent zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma wechseln, und das dies unabhangig von
Cytokinin geschieht (Punwani et al., 2010). Die Typ-B Response-Regulatoren (Typ-B ARR)
fuhren, als transkriptionelle Aktivatoren, zu einer Veranderung in der Expression von Cytoki-
nin-Antwortgenen. Zu diesen Zielgenen gehoéren unter anderem auch die Typ-A ARR, die
wiederum einen negativen Einfluss auf die Cytokininsignaltransduktion haben (Hwang und
Sheen, 2001; To et al., 2004, 2007). Weitere Cytokinin-Antwortgene sind die Cytokinin Res-
ponse Factors (CRF1, CRF3 und CRF5). Die Besonderheit der CRF liegt darin, dass sie
selbst Transaktivatoren sind und eine Cytokininantwort vermitteln kénnen (Rashotte et al.,
2006). Bisher konnten im Genom von Arabidopsis drei Cytokininrezeptoren, flnf Histidin-
Phosphotransferproteine, 11 Typ-B ARR und 10 Typ-A ARR identifiziert werden (Heyl und
Schmiilling, 2003; Werner und Schmiilling, 2009). Die einzelnen Komponenten des Cytoki-

ninsignalweges werden in den folgenden Kapiteln eingehender beschrieben.

Arabidopsis Histidin-Kinasen (AHKSs)

Analysen des Arabidopsis-Genoms filhrten zur Identifizierung mehrerer Histidinkinasen. Die
Uberexpression von Cytokinin Insensitivi (CKI1) (Kakimoto, 1996) resultierte in einer Cytokini-
nantwort in Zellkultur und in Pflanzen. CKI1 zahlt dennoch nicht zu den Cytokininrezeptoren,
da fir diese Hybridkinase bisher keine Bindung von Cytokinin nachgewiesen werden konnte.
Der erste Cytokininrezeptor (CRE1/AHK4) wurde nahezu zeitgleich von zwei unterschiedlichen
Gruppen in verschiedenen screens identifiziert (Mahonen et al., 2000; Inoue et al., 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass CRE1/AHK4 exprimierende Escherichia coli (E. coli) Zellen auf
Zugabe von IP und Zeatin reagieren (Suzuki et al., 2001b; Yamada et al., 2001). Kurze Zeit
spater wurden zwei weitere Cytokininrezeptoren identifiziet (AHK2 und AHKS3). Die N-
terminalen Bereiche der Rezeptoren bestehen aus zwei bis vier Transmembran- und einer
extrazellularen CHASE-Domane. In vivo Bindungsassays in E. coli zeigten, dass die CHASE-
Doméane von CRE1/AHK4 ausreichend fiir eine Cytokininbindung ist (Heyl et al., 2007). Kristal-
lisationsstudien konnten wichtige Aminosauren fir die Bindung von Cytokinin identifizieren
(Hothorn et al., 2011). Die Mutation T301I in der CHASE-Domane, bekannt als WOODEN LEG
(wol) Mutation (Mahoénen et al., 2000), fihrt zu einem kompletten Verlust der Cytokininbindung
(Yamada et al., 2001; Heyl et al., 2007). Auch fiir die anderen beiden Rezeptoren konnte eine
Bindung von Cytokinin experimentell gezeigt werden, wobei die Rezeptoren unterschiedliche
Affinitaten zu den getesteten Cytokininen aufwiesen (Yamada et al., 2001; Romanov et al.,
2006). Im Unterschied zu AHK2 und AHK3 besitzt CRE1/AHK4 eine Phosphataseaktivitat,
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welche eine Dephosphorylierung der AHP bewirken kann (Mahdénen et al., 2006a). Expressi-
onsanalysen zeigen eine mehr oder weniger ubiquitiare Expression der Rezeptoren.
CRE1/AHK4 wird hauptsachlich in der Wurzel, AHK2 und AHK3 werden hingegen lberwie-
gend in den oberirdischen Pflanzenteilen exprimiert (Ueguchi et al., 2001; Higuchi et al., 2004;
Nishimura et al., 2004). Vor kurzem wurde durch die transiente Expression von Rezeptor-GFP
Fusionen in Tabakblattern fiir alle drei Arabidopsis Rezeptoren eine Lokalisation Uberwiegend
im ER festgestellt. (Caesar et al., 2011; Wulfetange et al., 2011).

Knockout-Mutanten der Rezeptoren zeigen keine offensichtlichen morphologischen Unter-
schiede zum Wildtyp, was fur eine Redundanz innerhalb der AHK spricht (Riefler et al.,
2006). Die ahk2/ahk3 Doppelmutante weist einen kleineren Rosettendurchmesser auf. Der
Verlust aller drei Rezeptoren resultiert in starken morphologischen Veranderungen, wie einer
stark verklrzten Wurzel, kleineren Rosettenblattern und einem zwergenhaften Wuchs
(Riefler et al., 2006). Diese Pflanzen zeigen zwar starke morphologische Defekte in ihrer
Entwicklung und eine fast vollstandige Insensitivitat auf Cytokinin in unterschiedlichen Bioas-
says (Higuchi et al., 2004; Riefler et al., 2006), dennoch sind sie Uberlebensfahig. Dies kdnn-
te bedeuten, dass es weitere Cytokininrezeptoren gibt, die zumindest einen Teil der Cytoki-

ninantwort vermitteln.

Arabidopsis Histidin-Phosphotransfer Proteine (AHP)

Die AHP bilden eine kleine Proteinfamilie, die in Arabidopsis aus sechs Mitgliedern besteht.
Finf Mitglieder dieser Familie (AHP1-AHP5) fungieren in der Cytokininsignaltransduktion als
Histidin-Phosphotransferproteine, da sie das flir die Phosphorylierung wichtige konservierte
Histidin besitzen (XHQXKGSSXS) (Hwang et al., 2002).

Fir alle AHP konnten Lokalisationen, sowohl im Kern als auch im Cytoplasma sowie diverse
Interaktionen sowohl mit den AHK als auch den Typ-B ARR nachgewiesen werden (Suzuki et
al., 1998; Imamura et al., 1999; Suzuki et al., 2001a; Tanaka et al., 2004; Dortay et al., 2006,
2008). Die Induktion mit Cytokinin resultierte in einer Uberwiegenden Lokalisation im Zellkern
von AHP1 und AHP2 (Hwang und Sheen, 2001). Diese Ergebnisse konnten allerdings nicht
reproduziert werden. Ferner zeigte sich, dass die AHP einem permanentem shuttling zwischen
Zellkern und Cytoplasma unterliegen (Punwani et al., 2010). Funktionelle Analysen fur AHP1-
AHP3 zeigten eine Komplementation von HPT-Hefemutanten (Suzuki et al., 1998).

Einzel- und Doppelmutanten der AHP zeigen keine phanotypischen Veranderungen, was auf
eine Redundanz innerhalb dieser Familie hindeutet. Drei- und Vierfachmutanten zeigen eine
verstarkte Insensitivitdt gegenltber Cytokinin in Hypokotyl- und Wurzelassays. Im Flnffach-
knockout ist die Induktion der Typ-A ARR durch Cytokinin stark herabgesetzt. Die verblei-
bende Antwort auf Cytokinin ist wahrscheinlich darauf zurtickzufihren, dass AHPZ2 in diesen

Mutanten kein vollstandiger Knockout ist (Hutchison et al., 2006).
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2006 wurde mit AHP6 ein negativer Regulator des Cytokininsignalweges beschrieben, der
allerdings kein konserviertes Histidin besitzt. Wahrend AHP1, AHP2, AHP3 und AHP5 radio-
aktiv markiertes Phosphat von der Hefehistidinkinase SLN1 aufnahmen, konnte dies flr
AHPG6 nicht beobachtet werden (Mahdnen et al., 2006b). In dem gleichen System wurde ein
gestorter Phosphotransfer zwischen AHP1 und ARR1 bei gleichzeitiger Expression von
AHPG6 beobachtet. Induktionsanalysen resultierten in einer verminderten Menge an AHP6-
Transkript 6 h nach der Behandlung mit Cytokinin. Promotor::GUS und GFP-
Lokalisationsstudien detektierten die Expression von AHP6 in sich entwickelndem Protoxy-
lem und den Kotelydonen des embryonalen Herzstadiums an. Der Verlust des AHP6-Gens
fuhrt zu einer cytokinin-hypersensitiven Mutante bei der Differenzierung der Vaskulatur in der
Wurzel (Mahonen et al., 2006b).

1.3.1 Arabidopsis Response-Regulator Proteine (ARR)

Die Arabidopsis Response-Regulatoren werden je nach ihrer Domanenstruktur in vier Klas-
sen unterteilt (Abbildung 4). Dabei besitzen alle ARR eine Receiver-Domane. Die Gruppe
der Typ-A ARR, die zehn Mitglieder zahlt, besitzt zusatzlich zur Receiver-Domane kurze C-
terminale Erweiterungen. Sie werden als primare Cytokinin-Antwortgene angesehen, was
sich durch ihre schnelle Induktion nach Zugabe von Cytokinin zeigt (D'Agostino et al., 2000;
Rashotte et al., 2003; Brenner et al., 2005). Die elf Mitglieder der Typ-B ARR besitzen neben
der Receiver-Domane eine DNA-Binde- und C-terminale Output-Doméane (Abbildung 4). Sie
sind transkriptionelle Aktivatoren des Cytokininsignalweges, wobei ihre Expression nicht
durch Cytokinin verandert wird. Zu ihren direkten Zielgenen gehdren unter anderem die Typ-
A ARR und ein Teil der Cytokinin Response-Factors (CRF) (Hwang und Sheen, 2001; Sakai
et al., 2001; Rashotte et al., 2003, 2006; Mason et al., 2005; Taniguchi et al., 2007;
Yokoyama et al., 2007).

Die dritte Klasse der ARR, die Typ-C ARR, besitzen aulier der Receiver- keine weiteren an-
notierten Domanen (Abbildung 4) und kénnen nicht durch Cytokinin induziert werden. Fur
ARR22 konnte eine erfolgreiche Phosphorylierung durch AHPS5 in vitro gezeigt werden (Kiba
et al., 2004). Die Uberexpression von ARR22 resultierte in Pflanzen mit starkem Zwerg-
wuchs. Weiterhin konnte eine verminderte Cytokininantwort von ARR15 in diesen Pflanzen
gezeigt werden (Kiba et al., 2004). Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die

Typ-C ARR Teil der Cytokininsignaltransduktion sind.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aufbaus und der Verwandtschaftsverhiltnisse der Arabi-
dopsis Response-Regulatoren. Die phylogenetischen Verwandschaftsverhaltnisse der Arabidopsis Response-
Regulatoren sind anhand der Proteinsequenzen in einem nicht verwurzelten Baum dargestellt. Auf der rechten
Seite sind die Domanen der jeweiligen ARR schematisch dargestellt. Der konservierte Aspartatrest [D] der Recei-

ver-Domane ist hervorgehoben (modifiziert nach Mller, 2011).

Die vierte und letzte Gruppe der ARR besteht aus sieben Mitgliedern, die als Pseudo-
Response-Regulatoren bezeichnet (APRR) werden. Bei den APRR ist das konservierte Asp
durch ein Glutamat substituiert, wodurch sie nicht an His-to-Asp phosphorelays beteiligt sind.
Fanf der APPR (APPR1, APPR3, APPR5, APPR7 und APPR9) werden aufgrund ihrer ahnli-
chen Struktur am C-terminalen Teil der Proteine in eine Gruppe eingeteilt. Die beiden ande-
ren APPR besitzen, ahnlich den Typ-B ARR, eine DNA-Bindedoméane (Mizuno, 2004). Die
Funktion der Pseudo-Response-Regulatoren ist noch nicht endgultig geklart, jedoch deuten
Experimente auf eine regulatorische Funktion im zirkadianen Rhythmus hin (Mizuno und
Nakamichi, 2005).

1.3.1.1 Typ-A Response-Regulatoren

Phylogenetische Analysen der Typ-A ARR haben gezeigt, dass sie sich paarweise in flnf
Untergruppen einteilen lassen (Abbildung 4). Die Expression der Typ-A ARR kann durch
Zugabe von Cytokinin induziert werden, wobei sich schnell (ARR4-ARR7) und leicht verzo-
gert (ARR8, ARR9, ARR15 und ARR16) induzierte Typ-A ARR unterscheiden lassen
(D'Agostino et al., 2000; To et al., 2004).

Die Untersuchungen von pARRS::GUS Konstrukten zeigten eine besonders starke Expressi-
on im Spross- und Wurzelmeristem (D'Agostino et al., 2000; Werner et al., 2001). Hingegen
konnte die Expression von pARR15::GUS und pARR16::GUS in der Stele der Wurzelspitze
von jungen Keimlingen detektiert werden (Kiba et al., 2002). Transiente Expression von
ARR4, ARR5, ARR6 und ARR7 in Protoplasten fiihrte zu einer Reprimierung eines
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pARRG::LUC Konstruktes (Hwang und Sheen, 2001). Dieser negative Effekt auf die Cytoki-
ninsignaltransduktion konnte inzwischen fur acht der zehn Typ-A ARR bestétigt werden (Kiba
und Mizuno, 2003; To et al., 2004, 2007; Lee et al., 2008). In einem Sechsfachknockout
(arr3arrd4arrbarr6arr7arr8arr9) konnte eine erhdhte Induktion der Cytokininantwortgene (in-
klusive der verbleibenden Typ-A ARR) detektiert werden (To et al., 2004).

Die Phosphorylierung der Typ-A ARR ist wichtig fir ihre Funktion und essentiell fiir den ne-
gativen feedback-Mechanismus. Die Uberexpression einer phosphorylierungsinsensitiven
Version von ARR5 (ARR5”%") konnte die Cytokininhypersensitivitat der arr3arrd4arr5arr6

7P%F) resultierte in einer

Mutante nicht komplementieren. Der ARR7-Phosphomimik (ARR
veranderten Sprossentwicklung (Leibfried et al., 2005; To et al., 2007; Lee et al., 2008). Wei-
terhin konnte gezeigt werden, dass der Phosphorylierungsstatus der Typ-A ARR auch einen
Einfluss auf die Proteinstabilitat hat. Wahrend phophorylierungsinsensitive Versionen von
ARRS5 und ARR7 (ARR5®#und ARR7"%**) deutlich schneller abgebaut wurden als die Wild-
typ-Proteine, waren die Phosphomimik-Varianten (ARR5%%"F und ARR7°%F) wesentlich lan-
ger stabil. Die beobachteten Veranderungen in der Stabilitat der Typ-A ARR werden, zumin-
dest zum Teil, durch die AHK- und AHP-Proteine vermittelt (To et al., 2007).

Die subzellulare Lokalisation der Typ-A ARR konnte bis auf ARR3 und ARR16, die zusatzlich
im Cytoplasma lokalisieren, im Zellkern detektiert werden (Hwang und Sheen, 2001; Kiba et
al., 2002; Tanaka et al., 2004; Dortay et al., 2008). Viele der Typ-A ARR interagieren mit den
AHP, wahrend keine Interaktion mit den Typ-B ARR vorliegt (Dortay, 2006). Fir ARR4 wurde
ebenfalls eine phosphorylierungsabhangige Interaktion mit der aktiven Form des Rotlichtre-
zeptors PHYTOCHROME B (PhyB) gezeigt (Sweere et al., 2001). Die Typ-A ARR ARR7 und
ARR15 kénnen durch Auxin induziert werden, um dadurch die Cytokininexpression in der
basalen Zelllinie des Embryos zu unterdriicken (Miller und Sheen, 2008).

Einzelknockouts der Typ-A ARR zeigen kaum phanotypische Veranderungen. Die Knockouts
von ARR8 und ARR9 fiihren zu einer reduzierten Anzahl an Lateralwurzeln, bei einer unver-
anderten Lange der Primarwurzel (To et al., 2004). Ahnliche Effekte wurden bei der Uberex-
pression von ARRS5 beobachtet, wahrend der nachste Verwandte ARR6 keine Veranderun-

gen in dieser Hinsicht zeigte (Ren et al., 2009).

1.3.1.2 Typ-B Response-Regulatoren

Die Typ-B RR gibt es evolutionar gesehen schon vor der Landeroberung durch die Pflanzen.
Die Anzahl dieser RR nimmt in Richtung der evolutionar hoher entwickelten Pflanzen hin zu.
Wahrend Chlamydomonas rheinhardtii zwei Typ-B RR besitzt, haben Physcomytrella patens
und Selaginella moellendorffii jeweils funf. In den héheren Pflanzen, wie Reis (9), Pappel und
Arabidopsis (je 11), steigt die Zahl nochmals stark an (Pils und Heyl, 2009). In Arabidopsis
lassen sich die Typ-B ARR in drei Unterfamilien, mit jeweils zwei Vertretern der kleineren
Gruppen (ARR13/ARR21 und ARR19/ARR20) und einer gréReren Gruppe bestehend aus
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sieben Mitgliedern (ARR1, ARR2, ARR10, ARR11, ARR12, ARR14 und ARR18), einteilen
(Abbildung 4). Fur alle untersuchten Mitglieder wurde eine Lokalisation im Zellkern festge-
stellt (Sakai et al., 2000; Hwang und Sheen, 2001; Lohrmann et al., 2001; Mason et al.,
2004; Dortay et al., 2008). Diese Lokalisation stimmt mit der postulierten Funktion als tran-
skriptionelle Aktivatoren Uberein. Bisher konnte fir sechs der elf Typ-B ARR ein positiver
Effekt auf die Cytokininsignaltransduktion nachgewiesen werden (Hwang und Sheen, 2001;
Sakai et al., 2001; Imamura et al., 2003; Mason et al., 2004; Tajima et al., 2004; Taniguchi et
al., 2007; Yokoyama et al., 2007).

Die Typ-B ARR besitzen mehrere funktionelle Domanen (Abbildung 4). Am N-terminalen Teil
der Proteine befindet sich die Receiver-Domane mit dem fiir die Signaliibertragung wichtigen
konservierten Aspartatrest. Fir die N-termiale Domane konnte eine negative regulatorische
Funktion in Abwesenheit von Cytokinin gezeigt werden (Hwang und Sheen, 2001; Sakai et
al., 2001; Imamura et al., 2003; Hass et al., 2004; Tajima et al., 2004). Die DNA-
Bindedomane (DBD) der Typ-B ARR weist groRe Ahnlichkeiten mit Myb-verwandten DNA-
Bindedomanen auf und definiert sich durch ein 60 Aminosaure langes GARP (Golden2, ARR
und Psr1)-Motiv mit Helix-turn-Helix Struktur (Hosoda et al., 2002). In vitro-Bindungsstudien
und NMR-Analysen der DBD der Typ-B ARR ARR1, ARR2 und ARR11 konnten kurze DNA-
Bindemotive identifizieren. Es stellte sich heraus, das von den funf identifizierten Basen nur
die drei in der Mitte (5’-(A/G)GAT(T/C)-3’) essentiell flr eine Bindung der DBD sind. Die flan-
kierenden Basen dienen vermutlich zur Spezifizierung der Bindungspartner. Wahrend die
DBD von ARR1 und ARR2 besser an die Sequenz 5-AGATT-3’ binden kdnnen, bevorzugt
die DBD von ARR11, mit 5-GGATT-3’, eine leicht modifizierte Variante (Sakai et al., 2000;
Hosoda et al., 2002; Imamura et al., 2003). Ein paar Jahre spater gelang es einer Gruppe
mithilfe von bioinformatischen Analysen diese Bindesequenz zu erweitern. Durch die Analy-
se der Promotoren von 23 Zielgenen von ARR1 konnte die erweiterte Sequenz
5-AAGAT(T/C)TTT-3’ identifiziert werden (Taniguchi et al., 2007). Transiente Uberexpressi-
onen von ARR1 und ARRZ21 in Protoplasten zeigten, dass dieses Bindemotiv zumindest teil-
weise flir eine funktionelle Transaktivierung durch die Typ-B ARR verantwortlich ist
(Ramireddy, 2009). Am C-terminalen Teil der Typ-B ARR befindet sich eine besonders P/Q-
reiche Region, die im allgemeinen als Output-Domane bezeichnet wird. Auch wenn dieser
Bereich bisher nicht als eigenstandige Domane charakterisiert wurde, so konnte doch ge-
zeigt werden, dass sie einen positiven Einfluss auf die Transaktivierungskapazitat von ARR1,
ARR2 und ARR11 hat (Lohrmann et al., 1999; Sakai et al., 2001; Imamura et al., 2003).

Einzelknockouts der Typ-B ARR zeigten wenig bis keine phanotypischen Veranderungen.
Die arr1-Mutanten hatten eine leicht verkirzte Primarwurzel (Sakai et al., 2001) und der Ver-
lust des nachsten Verwandten ARRZ2 flhrte zu einer leichten Insensitivitdt gegentber dem

Phytohormon Ethylen (Hass et al., 2004). Erst durch die Generierung von Mehrfachmutanten
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konnte die funktionelle Redundanz der Typ-B ARR Uberwunden werden. Dies zeigte sich in
einer zunehmenden Insensitivitdt gegenuber Cytokinin von Mehrfachknockouts der Mitglie-
der der grolRen Untergruppe der Typ-B ARR (Sakai et al., 2001; Mason et al., 2005;
Yokoyama et al., 2007). Einen besonders starken Phanotyp wies dabei die Dreifachmutante
arr1arr10arr12 auf, die beinahe vollstandig cytokinininsensitiv war (Mason et al., 2005). Dies
deutet auf eine funktionelle Redundanz dieser drei Mitglieder hin. Obwohl ARR2 phylogene-
tisch gesehen am engsten mit ARR1 verwandt zu sein scheint (Abbildung 4), haben die bei-
den funktionell gesehen nur wenig Gemeinsamkeiten. Erst kirzlich konnte fir ARR2 eine
Funktion bei der Resistenz gegen Pathogenbefall in Abhangigkeit von Cytokinin festgestellt
werden. ARR2 interagiert mit TGA1-Related Gene 3 (TGA3), bindet anschliefend als
ARR2/TGA3 Proteinkomplex an den Promotor des Pathogenantwortgens Pathogenesis-
Related Gene 1 (PR1) und kann dort eine Resistenzantwort auslésen (Choi et al., 2010).
Unter gleichen Bedingungen konnte keine Interaktion von ARR1 mit TGA3 gefunden werden.
Die Expression von ARR1 wird frih in der Wurzelentwicklung durch Gibberellin unterdriickt
(Moubayidin et al., 2010). Dieses und andere Beispiele zeigen, dass die Typ-B ARR an der
Vermittlung der unterschiedlichen Signalwege der Phytohormone beteiligt sind. Molekulare
Studien der Typ-B ARR sowie ihrer Interaktionspartner werden tiefergehende Einblicke in die

regulatorischen Mechanismen dieser Gruppe von Proteinen geben.

1.4 Andere transkriptionelle Regulatoren des Cytokininsignalweges
Wie bereits oben beschrieben, wurden immense Fortschritte in der Aufklarung der Regulati-
on des Cytokininsignalweges durch die Typ-B ARR gemacht. Weitgehend unbekannt sind

allerdings regulatorische Mechanismen neben den Typ-B ARR.

Die Initiierung der Trichomen in den Blaten von Arabidopsis wird sowohl durch das Phyto-
hormon Cytokinin als auch Gibberellin gesteuert. Dabei werden die beiden Signalwege durch
die drei Transkriptionsfaktoren Glabrous Inflorescence Stems (GIS), Zink Finger Protein 8
(ZFP8) und GIS2 reguliert (Gan et al., 2007). Der fur Pflanzen spezifische Transkriptionsfak-
tor Assymetric Leaves 2-like 9 (ASL9), der AS2/LOB Genfamilie, wird in Abhangigkeit des
Cytokininsignalweges durch Cytokinin reguliert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von ASL9 eine veranderte Antwort auf Cytokinin in Pflanzen auslést (Naito
et al., 2007). Weitere Regulatoren des Cytokininsignalweges wurden mit der Identifizierung
der GLABROUS1 ENHANCE-BINDING PROTEIN/GeBP-like (GeBP/GPL)-Proteine gefun-
den. Dreifachknockout Pflanzen von geblgpl1gpl2 zeigten eine reduzierte Sensitivitat gegen-
uber Cytokinin in Seneszenz- und Wachstumsassays, wahrend die Inhibierung der Lange
der Primarwurzel in den Mutanten unverandert blieb. Analysen dieser Dreifachmutanten
zeigten erhéhte Transkriptmengen der Typ-A ARR, was fiir einen antagonistischen Effekt der
GeBP/GPL-Proteine gegeniiber den Typ-A ARR spricht (Chevalier et al., 2008). Neben der
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moglichen Funktion im Cytokininsignalweg wurde fur die GeBL/GPL-Proteine eine Rolle bei
der Pathogenantwort beschrieben (Perazza et al., 2011).

In microarray-Experimenten konnten 2003 weitere cytokininregulierte Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden (Rashotte et al., 2003). Bei den Cytokinin Response Factors (CRF) han-
delt es sich um sechs Mitglieder der APETALAZ2-like Transkriptionsfaktorfamilie (Rashotte et
al., 2003, 2006; Rashotte und Goertzen, 2010; Cutcliffe et al., 2011). Fir drei der sechs CRF
(CRF2, CRF5 und CRF6) konnte eine, durch die Typ-B ARR vermittelte, Induzierbarkeit
durch Cytokinin gezeigt werden (Kiba et al., 2005; Rashotte et al., 2006). Alle CRF-Proteine
akkumulierten nach Zugabe von Cytokinin, in Abhangigkeit von den AHK und AHP, schnell
im Zellkern. Yeast two-hybrid und bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) Unter-
suchungen der CRF-Proteine zeigten Interaktionen mit den AHP sowie einiger CRF mit Typ-
A und Typ-B ARR auf (Cutcliffe et al., 2011).

Die CRF-Knockout-Pflanzen weisen Defekte in den Kotelydonen und bei der Blattexpansion,
mit zunehmender Schwere in Mehrfachmutanten, auf. Es konnten allerdings auch cytokini-
nunabhangige Phanotypen identifiziert werden. So resultierte das Ausschalten von CRF1,
CRF2 und CRF5 in einem Pigmentierungsverlust der Blatter, wahrend die crf5crf6-
Doppelmutante embryoletal war (Rashotte et al., 2006). Die Dreifachknockout-Mutanten
crfierf2erf5 und cfr2crf3crf6 zeigten eine veranderte Genexpression von etwa 50 % aller cy-
tokininregulierten Gene. Allerdings blieb die Induzierbarkeit der Typ-A ARR durch Cytokinin
in diesen Mutanten unverandert (Rashotte et al., 2006). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die CRF sowohl gleiche als auch komplett unterschiedliche Zielgene wie die Typ-B
ARR besitzen.

Microarray-Analysen von cytokinininduzierten WT-Keimlingen identifizierten mehrere
Transkriptionsfaktoren, die durch Cytokinin induziert werden (Kéllmer et al., 2011). Untersu-
chungen von Knockoutmutanten sowie von Uberexprimierenden Linien zeigten Phanotypen
auf, die in Zusammenhang mit Cytokinin gebracht werden. Die Uberexpression des
Transkriptionsfaktors GATA22 resultierte in Pflanzen mit einer verkirzten Primar- und einer
reduzierten Anzahl an Lateralwurzeln. Des Weiteren hatten die GATA22-Uberexprimierer ein
grineres Hypokotyl mit mehr Chlorophyll. Unter den identifizierten Transkriptionsfaktoren
waren auch zwei HOMEO BOX FROM ARABIDOPSIS THALIANA (HAT)-Proteine. Der Ver-
lust von HAT4 fihrte zu einer langeren Primarwurzel und einer geringeren Anzahl an Late-
ralwurzeln. Sowohl die Uberexpression von HAT22 als auch von HAT4 resultierte in Pflanzen
mit schmaleren Kotyledonen. Des Weiteren konnte fiir die HAT22-Uberexprimierer ein friihe-
re Seneszenz verglichen mit dem Wildtyp gezeigt werden. Funktionelle Analysen des basic
Helix-loop-Helix 64 (bHLH64) Transkriptionsfaktors zeigten eine veranderte Hypokotylelon-
gation auf gibberellin-haltigem Medium. Dies zeigt, dass bHLH64 sowohl bei der Signalwei-

terleitung von Cytokinin als auch Gibberellin involviert ist (Kolimer et al., 2011).
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1.5 Transkriptionelle Regulation

Das vollstandig sequenzierte Arabidopsisgenom wurde im Jahr 2000 publiziert (Arabidopsis-
Genome-Initiative, 2000). Basierend auf der Analyse von bekannten konservierten DBD
konnten etwa 1500 potentielle Transkriptionsfaktoren (TF) identifiziert werden (Riechmann et
al., 2000). Neuere Untersuchungen ergaben mehr als 2000 TF-kodierende Gene (Davuluri et
al., 2003; Guo et al., 2005; Riano-Pachon et al., 2007). Die Anzahl der identifizierten TF-
kodierenden Gene ist im Gegensatz zu Drosophila melanogaster und Caenorhabditis ele-
gans, die ein vergleichbar groRes Genom besitzen, in Arabidopsis deutlich hdher
(Riechmann et al., 2000). Hinzu kommt, dass die TF in Arabidopsis auch ein breiteres Spekt-

rum an DNA-Bindespezifitdten besitzen.

Bei TF wird zwischen transkriptionellen Aktivatoren und Repressoren unterschieden. TF mit
Domanen, die besonders reich an den Aminosauren Glutamin oder Prolin sind, wie zum Bei-
spiel TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1), den DEHYDRATION-RESPONSIVE ELE-
MENT BINDING PROTEINS (DREBs), den AUXIN-RESPONSE FACTORS (ARFs) und dem
G-BOX BINDING FACTOR 1 (GBF1) zéhlen zu den transkriptionellen Aktivatoren (Schindler
et al., 1992; Ulmasov et al., 1999; Strayer et al., 2000; Sakuma et al., 2002). Auch das AHA-
Motiv, das eine charakteristische aromatische und hydrophobe Aminosauresequenz besitzt,
wurde als Aktivierungsdomane (AD) pflanzlicher Hitzeschutzproteine identifiziert (Doring et
al., 2000). Transkriptionelle Repressoren wurden erst mit der Entdeckung des ERF-
ASSOCIATED AMPHIPHILIC REPRESSION (EAR)-Motivs des in Tabak gefundenen E-
THYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR 3 (EREBP3) bekannt (Ohta et al.,
2001). Die Repressoren lassen sich in passive und aktive Repressoren unterteilen. Passive
Repressoren besitzen weder eine AD noch eine Repressordomane (RD). Einige dieser TF,
wie zum Beispiel DOF ZINC FINGER PROTEIN 2 (DOF2) aus Mais, reprimieren die
Transkription durch Kompetition der Bindung an cis-regulatorische Elemente der transkripti-
onellen Aktivatoren (Yanagisawa und Sheen, 1998). Die Arabidopsis Myb-TF CAPRICE
(CPC), TRIPTYCHON (TRY), ENHANCER OF TRY AND CPC1 (ETC1), ETC2 und ETC3
sind negative Regulatoren von GLABRA 1 (GL1) sowie WEREWOLF (WER) und vermitteln
dies wahrscheinlich Uber passive Repression (Esch et al., 2004; Simon et al., 2007,
Tominaga et al., 2007). Aktive Repressoren besitzen definierte RD, die transkriptionelle Akti-
vatoren inhibieren kdnnen. Das oben bereits erwdhnte EAR-Motiv ist eine pflanzenspezifi-
sche RD mit nur sechs fir die Aktivitat essentiellen Aminosaureresten (Hiratsu et al., 2003).
Die Fusion des EAR-Motivs an einen transkriptionellen Aktivator wandelt diesen funktionell in
einen Repressor um. Dieser Effekt wurde bereits im Zusammenhang mit dem Cytokinin-
signalweg untersucht. Die Fusion des EAR-Motivs an den Typ-B ARR ARR1 flihrte zu einem
kompletten Verlust der Transaktivierungskapazitat dieses TF. Zusatzlich konnte gezeigt wer-

den, das auch andere Mitglieder dieser Proteinfamilie durch die ARR1-EAR-Fusion reprimiert
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werden (Heyl et al., 2008; Ramireddy, 2009). Mit dem EAR-Motiv ist es mdéglich, funktionell
ganze Familien von Transkriptionsaktivatoren auszuschalten. Allerdings sollte dabei bertick-
sichtigt werden, dass die EAR-RD in sehr vielen Arabidopsis TF gefunden wurde und somit
eine Uberexpression zu starken pleiotropen Phanotypen fiihren kann. Neben der EAR-RD
wurden kurzlich weitere RD in MYB-LIKE 2 (MYBL2) und den B3 DNA-BINDING DOMAIN
Transkriptionsfaktoren identifiziert (Matsui et al., 2008; Ikeda und Ohme-Takagi, 2009).

Die transkriptionellen Aktivatoren und Repressoren arbeiten antagonistisch um eine differen-
zierte Steuerung der Genexpression zu ermdéglichen. In tierischen Organismen konnte fir
einige TF eine bidirektionale Funktion, sowohl als Aktivator als auch Repressor, in Abhan-
gigkeit der Zielgene nachgewiesen werden (Adkins et al., 2006). In Pflanzen wurde fiir den
TF WRKY6 eine negative Regulation sowohl auf Pho7 als auch auf sich selbst gezeigt
(Robatzek und Somssich, 2002; Chen et al., 2009). Im Gegenzug konnte auch eine aktivie-
rende Funktion von WRKY6 auf die Seneszenz-induzierte Rezeptorkinase (SIRK) nachge-
wiesen werden (Robatzek und Somssich, 2002). Der tberwiegende Teil der TF wird auf der
Ebene der Transkription durch andere TF reguliert. Einige TF, wie zum Beispiel ETHYLENE-
INSENSITIVE 3 (EIN3), werden uber posttranskriptionelle Modifikationen gesteuert
(Yanagisawa et al., 2003). Fur ARR2 konnte der Proteinabbau Uber das 26S-Proteasom
nachgewiesen werden. Dabei ist die cytokininabhangige Phosphorylierung des konservierten
Aspartatrestes von entscheidender Bedeutung (Kim et al., 2012).

Kurze RNAs, die als Ziel TF haben, sind ebenfalls ein wichtiger regulatorischer Mechanis-
mus. Vorhersagen postulieren, das Uber 69 TF Ziel fir miRNAs sind (Gustafson et al., 2005;
Backman et al., 2008). Die transkriptionelle Regulation in Pflanzen ist dufert vielseitig und
sehr komplex. Weitere Untersuchungen der TF und ihrer molekularen Interaktionen mit an-
deren Proteinen und DNA-Bindestellen werden tiefere Einblicke in die Mechanismen der Re-

gulation von Genen liefern.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

In den vorherigen Abschnitten wurde beschrieben, welche Fortschritte bei der Aufklarung der
Cytokininsignalweiterleitung erzielt wurden. Die Mehrzahl der Studien wurde dabei an Uber-
expressionspflanzen und Knockout-Mutanten durchgefiihrt. Dabei wurde ein besonderer
Fokus auf die Signalweiterleitung tUber den Typ-B ARR-vermittelten Weg gelegt. Auch wenn
bereits alternative Regulationsmechanismen zu den Typ-B ARR aufgezeigt wurden, so ist
doch bisher kaum etwas Uber ihre molekularen Interaktionen bekannt. Zum Beispiel konnte
kein weiteres cytokininantwort-vermittelndes DNA-Bindemotiv, weder fur die Typ-B ARR
noch fur die anderen an der Cytokininsignalweiterleitung beteiligten TF identifiziert werden.
Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Promotion folgende Fragestellungen naher

untersucht werden:

i.  Die Bindung von ARR1 an den Promotor von ARR6 konnte bereits gezeigt werden.
In dieser Arbeit wurde die Spezifitat der Interaktion mit Hilfe von Gelretardationsas-

says naher untersucht.

ii. Fdr ein besseres Verstandnis der Cytokininsignalweiterleitung sollten weitere
cis-regulatorische Elemente identifiziert und charakterisiert werden. Daflir wurde ex-

emplarisch der Promotor des Typ-A ARR Gen ARR6 naher untersucht.

iii.  Analysen der molekularen Interaktionen zwischen den identifizierten cis-Elementen
und trans-Faktoren, die daran binden, um tiefergehende Einblicke in die transkripti-

onelle Regulation des Cytokininsignalweges zu bekommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Laborchemikalien mit analytischem Reinheitsgrad wurden
Uberwiegend von den Firmen Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Peglab (Erlan-

gen), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.1.2 Reaktionskits

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Reaktionskits aufgelistet.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Reaktionskits. In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten

Kits, deren Hersteller und experimentelle Verwendung aufgelistet

Kit Hersteller Verwendung
InvisorbTM Spin Plasmid Mini Kit  Invitek, Berlin Plasmid-Minipraparation
Nucleobond Xtra Maxi Macherey-Nagel,  Plasmid-Maxipraparation
Duren
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden Extraktion von DNA aus Agarosegelen

QlAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden Aufreinigung von PCR-Produkten

Aufreinigung von radioaktiv markierter DNA
(GRA)

Qiagen RNeasy Kit Qiagen, Hilden Aufreinigung von RNA

2.1.3 Enzyme
Restriktionsendonukleasen fiir analytische und praparative Zwecke wurden von Fermentas
(St. Leon-Rot) und New England Biolabs (Frankfurt) bezogen. Weitere Enzyme, deren Her-

steller und der Verwendungszweck sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Liste der verwendeten Enzyme.

Enzym Hersteller Verwendung

BP- und LR-Clonase™ Invitrogen, Karlsruhe Gateway ™-Klonierung

Calf Intestine Alkaline Phos- Fermentas, St. Leon-  Dephosphorylierung von DNA

phatase (CIAP) Rot

Cellulase R-10 Serva, Heidelberg Isolierung von Arabidopsis Mesophyll-
protoplasten

Immolase Bioline, Luckenwalde  quantitative real-time Polymeraseketten-
reaktion (QRT-PCR)

Macerozyme Serva, Heidelberg Isolierung von Arabidopsis Mesophylipro-
toplasten

Pfu-Polymerase hauseigenes Enzym Polymerasekettenreaktion (PCR)
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Enzym Hersteller Verwendung

Polynukleotidkinase (PNK) Fermentas GmbH, St.  radioaktive Markierung von DNA-
Leon-Rot Fragmenten

Proteinase K Invitrogen, Karlsruhe Gateway™-Klonierung

SuperScript™ IIl Reverse Invitrogen, Karlsruhe Synthese von cDNA

Transcriptase

T4-DNA-Ligase Fermentas GmbH, St.  Ligation von DNA-Fragmenten
Leon-Rot

Tag-Polymerase hauseigenes Enzym Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.1.4 Nahrmedien

2.1.4.1 Nahrmedien fiir Bakterien

Als Standardmedium fur Bakterien wurde das Luria-Bertani (LB) Medium verwendet (25 g/l
Fertigmedium, pH 7,2, Roth, Karlsruhe) (Bertani, 1951). Festmedium wurde durch Zugabe
von 15 g/l Agar (Merck, Darmstadt) zum Flissigmedium hergestellt. Des Weiteren wurden
die Medien teriffic broth (TB) (12 g/l Trypton; 24 g/l Hefeextrakt; 4 ml/l Glycerol; Zugabe von
100 ml 10-fach TB-Phosphat (0,17 M KH,;POQ,; 0,72 M K;HPO,) nach dem Autoklavieren)
und 2xYT (16 g/l Trypton; 10 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl; Einstellen auf pH 7,0 mit 5 N NaOH)
verwendet, um héhere Zelldichten zu erreichen (Sambrook, 2001). Fur Agrobakterien wurde
zusatzlich das nahrstoffreiche YEB-Medium (5 g/l Bacto Pepton, 1 g/l Hefeextrakt, 5 g/l Rin-
derextrakt, 5 g/l Saccharose, Zugabe von 2 ml/l 1 M MgCl, nach dem Autoklavieren) ver-
wendet (Vervliet et al., 1975). Samtliche Medien wurden fir 15 min autoklaviert, bei RT gela-
gert und bei Bedarf mit Antibiotika versetzt (Tabelle 3). Nach der Zugabe von Antibiotika zum

Medium, konnte dies bis zu sechs Monate bei 4°C gelagert werden.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Antibiotika. Fir jedes Antibiotikum sind die Konzentration der Stammldsung,

die Endkonzentration und das verwendete Lésungsmittel aufgefihrt.

Antibiotikum Konzentration der Endkonzentration Losungsmittel
Stammlésung

Carbenicillin 50 mg/ml 50 pg/mi H.O
Chloramphenicol 25 mg/mi 25 pg/ml Ethanol
Gentamycin 25 mg/mi 25 ug/ul H,O
Hygromycin 50 mg/ml 50 pg/mi H,O
Kanamycin 100 mg/ml 100 pg/ml H,O

Rifampicin 50 mg/ml 50 pl/ml DMSO
Spectinomycin 30 mg/ml 30 ug/mi H,O

Tetracyclin 10 mg/mi 10 pg/ml Ethanol
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2.1.4.2 Nahrmedien fir Hefen

Das Vollmedium YPD (20 g/l Pepton; 10 g/l Hefeextrakt; 2% Glukose; pH 5,8 mit HCI) wurde
als Standard-Hefemedium verwendet (Ausubel et al., 1994). Fir die Selektion von Hefen
wurde das synthetic defined (SD) Medium verwendet (6,7 g/l Yeast Nitrogen Base; Zugabe
von 50 ml/l 40% Glukose nach dem Autoklavieren). Dieses wurde je nach Selektion mit einer

oder mehreren der folgenden Aminosauren komplettiert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Verwendete Aminosauren fiir Hefe-Selektionsmedium

Aminoséaure Konzentration der Endkonzentration
Stammlésung

Leucin 0,2% 0,002%

Histidin 0,2% 0,002%

Tryptophan 0,2% 0,002%

Uracil 0,2% 0,002%

2.1.4.3 Nahrmedien fir Pflanzen

Fir Pflanzen wurde standardmafig das MS-Medium (4,2 g/l MS-Salze; 0,1 g/l myo-Inisitol,
0,5 g/l MES, 1-10 g/l Saccherose, 10 g/l Agar; pH 5,7) verwendet (Murashige und Skoog,
1962). Fir Flissigkulturen, z.B. fur die Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen zur Extraktion
von RNA wurde Y2 MS-Medium ohne Zucker verwendet. Die MS-Platten fir die verschiede-
nen biophysiologischen Untersuchungen wurden weiterhin mit unterschiedlichen Konzentra-

tionen von Cytokinin und/oder anderen Chemikalien versetzt.

2.1.5 Organismen

In dieser Arbeit wurde fir mikrobiologische Arbeiten das Bakterium Escherichia coli verwen-
det. Die verschiedenen Laborstdmme sind in Tabelle 5 aufgelistet. Fir die Transformation
von Pflanzen wurde des Weiteren das Bodenbakterium Agrobacterium tumefaciens verwen-
det (Tabelle 6). Neben den beiden zuvor genannten Prokaryoten wurde ebenfalls mit euka-
ryotischen Organismen gearbeitet. Zum einen mit der Backerhefe (Saccharomyces cerevisi-
ae), welche fiir die Protein-Protein- und Protein-DNA-Studien verwendet wurde; der Genotyp
des verwendeten Stammes ist Tabelle 7 zu entnehmen. Des Weiteren wurden der Modellor-

ganismus Arabidopsis thaliana und die Tabakpflanze Nicotiana benthamiana verwendet.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Escherichia coli Stamme

Stamm Referenz Genotyp Verwendung
DH10B Calvin und Hanawalt, F~ mcrA A(mrr-hsdRMS- Plasmidvermehrung
1988; Raleigh et al., 1988 mcrBC) ®80/acZAM15 und Klonierung

AlacX74 recA1 endA1 a-
raD139 A(ara, leu)7697 galU
galK N rpsL nupG
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Stamm Referenz Genotyp Verwendung
DB3.1 Hanahan, 1983; Bernard  F gyrA462 endA1 A(sr1- Klonierung
und Couturier, 1992 recA) merB mrr hsdS20(rg'mg”
) SupE44 ara14 galK2 lacY1
proA2 rpsL20(Sm") xyl5 Aleu
mti1
BL21(DE) pLysS Grunberg-Manago, 1999; F ompT hsdSg (rg mg’) gal Proteinexpression

Lopez et al., 1999

dcm rne131 (DE3) pLysS
(Cam®)

Tabelle 6: Liste der verwendeten Agrobakterien-Stamme

Stamm Referenz Genotyp Verwendung
GV3101::pM90 Schell, 1978 Koncz et Rift, GmR Transformation von
al., 1987 Arabidopsis thaliana,
transiente Expres-
sion in Nicotiana
benthamiana
GV3101::pM90 RK  Hellens et al., 2000 RifY, GmR, KmR Proteinexpression

C58C1::pCH32 Voinnet et al., 2003

pMP9ORK (pTiC58_T-DNA)

Rif?, GmR, KmR

von Strep-getagten
Proteinen in Nicotia-
na benthamiana

Unterdriickung des
gene silencing durch
Expression des p19
Proteins

Tabelle 7: Liste der verwendeten Saccharomyces cerevisiae Stamme

Stamm Referenz

Genotyp

Verwendung

L40ccua Goehler et al., 2004

MATa his3A200 trp1-901
leu2-3,112 LYS2::(lexAop) 4
HIS3 URAS3::(lexAop)g-lacZ
ADE?2::(lexAop)s-URA3 GAL4
gal80 can1 cyh2

Yeast one-hybrid,
Yeast two-hybrid

Das Gros der pflanzlichen Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an Arabidopsis thaliana
(Ackerschmalwand) durchgefiihrt. Dabei wurde, sofern nicht anderweitig vermerkt, der Okotyp
Columbia-0 (Col-0) verwendet. Fur die Samenvermehrung und zur phanotypischen Untersu-
chung wurden die Pflanzen auf Erde (65% Komposterde, 25% Sand) im Gewachshaus bei
21°C und Langtagbedingungen kultiviert. In vitro-Kultivation der Arabidopsis-Pflanzen wurde
mit MS-Medium durchgeflhrt (siehe Abschnitt 2.1.4.3). Bei Transfer der Pflanzen von in vitro

Bedingungen ins Gewachshaus, wurden der Erde zusatzlich 10 % Granulat beigemengt.

Zur transienten Expression von Proteinen wurde auRerdem Nicotiana benthamiana einge-
setzt (siehe Abschnitt 2.3.1.2). Die Tabakpflanzen wurden dazu bei 24°C und einem Tag- /

Nachtzyklus von 14 h / 10 h auf Einheitserde im Gewachshaus kultiviert.
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2.1.6 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind mit Angabe

Verwendungszweckes in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

ihrer Sequenz und des

Oligonukleotid

Sequenz (5°-3’)

Verwendung

35S seq 2

ARR1 gRT fw
ARR1 qRT rev

ARRG -105 mut
sense

ARRG6 -105 mut
antisense

ARRG6 gRT fw
ARRG gRT rev
attB1-GW-5°
attB2-GW-3'
LSH3 5' GW

LSH3 3' GW

LSH3 5-EcoRI
Strep

LSH3 3’-Xmal
Strep w/o stop

LSH3 3’-Xmal
Strep

LSH 5-Ncol
Strep

LSH3 qRT fw
LSH3 gRT rev
M13 forward

M13 reverse

UBC10 qRT fw

UBC10 qRT
rev

GTTCCAACCACGTCTTCAAAGC

GCAAGTCACCTCCAGAAATACC
ATCCTGACCCGTCATAAACG
GCAAATTGACAAAAAGTTAAAGATATGCAA

TTGCATATCTTTAACTTTTTGTCAATTTGC

GAGCTCTCCGATGCAAAT
GAAAAAGGCCATAGGGGT
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
AAAAAGCAGGCTTGATGGATATGATTCCCCAATTG

AGAAAGCTGGGTATTACTTCTCAAACTTTAATTG

GCGGAATTCAAAATGGATATGATTCCCCAATTG

GCGCCCGGGCTTCTCAAACTTTAATTGAG

GCGCCCGGGTTACTTCTCAAACTTTAATTGAG

GCGCCATGGATATGATTCCCCAATTGATG

TCCTCCGTTACTTGGACCAG
GCTCGAAGACGACCGATAAG
GTAAAACGACGGCCAG

CAGGAAACAGCTATGAC

CCATGGGCTAAATGGAAA

TTCATTTGGTCCTGTCTTCAG

Sequenzierungsprimer fur
Vektoren mit 35S Promotor

Real-time PCR fir ARR1
Real-time PCR fir ARR1

Mutageneseprimer fur den
Promotor von ARR6

Mutageneseprimer fiir den
Promotor von ARR6

Real-time PCR fur ARR6
Real-time PCR fur ARR6
Gateway™ Adapter PCR
Gateway™ Adapter PCR

Gateway™ Klonierung von
LSH3

Gateway™ Klonierung von
LSH3

Klonierungsprimer fir die C-
terminale Strep-tag Fusion
(Restriktionsschnittstelle ist
unterstrichen)

Klonierungsprimer fir die C-
terminale Strep-tag Fusion
(Restriktionsschnittstelle ist
unterstrichen)

Klonierungsprimer fur die N-
terminale Strep-tag Fusion
(Restriktionsschnittstelle ist
unterstrichen)

Klonierungsprimer fir die N-
terminale Strep-tag Fusion
(Restriktionsschnittstelle ist
unterstrichen)

Real-time PCR fur LSH3
Real-time PCR fur LSH3

Sequenzierungsprimer
pDONR-Vektoren

Sequenzierungsprimer fur
pDONR-Vektoren

Real-time PCR flir das Refe-
renzgen UBC10 (At3g25800)

Real-time PCR flir das Refe-
renzgen UBC10 (At3g25800)
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2.1.7 Plasmide

In der nachfolgenden Tabelle 9 sind samtliche in dieser Arbeit verwendeten Ausgangsvekto-
ren mit ihren Selektionsmarkern und ihrem Verwendungszweck aufgelistet. Alle weiteren
verwendeten Plasmide dieser Arbeit sind durch Klonierung verschiedener DNA-Fragmente in

diese Vektoren erzeugt worden.

Tabelle 9: Liste der verwendeten Plasmide

Plasmid Firma / Referenz Bakterien- / Hefemar- Verwendung
ker
pACT2-GW Dortay et al., 2006, Carbenicillin / Leucin Yeast two-hybrid
2008

pB2GW7 Karimi et al., 2002 Spectinomycin / - Uberexpressionsvektor
fur Pflanzen mit 35S
Promotor

pB7WGF2 Karimi et al., 2002 Spectinomycin / - Uberexpressionsvektor

fur Pflanzen mit N-
terminalem GFP

pB7FWG2 Karimi et al., 2002 Spectinomycin / - Uberexpressionsvektor
fur Pflanzen mit C-
terminalem GFP

pBT10-GUS Sprenger-Haussels Carbenicillin / - PTA Reportervektor
und Weisshaar, 2000
pBTM116-D9-GW Goehler et al., 2004 Tetracyclin / Tryp- Yeast two-hybrid
tophan
pDONR221 Invitrogen™, Karlsruhe Kanamycin / - Gateway™ DONR-
Vektor
pDONR222 Invitrogen™, Karlsruhe  Kanamycin / - Gateway™ DONR-
Vektor
pDEST15 Invitrogen™, Karlsruhe  Carbenicillin / - Proteinexpression
GST-getagter Proteine
in E. coli
pROK219_NAN Kirby und Kavanagh, Kanamycin / - PTA Referenzvektor
2002
pXCS-HAStrep Witte et al., 2004 Carbenicillin / - Uberexpressionsvektor

fur Pflanzen mit C-
terminalem Strep-tag

pXNS1pat-Strep Witte et al., 2004 Carbenicillin / - Uberexpressionsvektor
fur Pflanzen mit N-
terminalem Strep-tag
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.21 Herstellung und Transformation von kompetenten Zellen

2.21.1 Herstellung und Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen

Fir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen gibt es mehrere unterschiedliche
Methoden. In dieser Arbeit wurde ein leicht modifiziertes Protokoll der TSS-Methode (Chung
et al., 1989) verwendet. Der E. coli-Stamm wurde aus einer Dauerkultur in 5 ml LB-Medium
Uber Nacht bei 37°C und 150 U/min inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurde 1 ml in 100 ml vor-
gewarmtes LB-Medium Uberfiihrt und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) von
0,5 wachsen gelassen. Die Kultur wurde anschlief3end bei 4°C flr 5 min bei 4.000 x g ab-
zentrifugiert und in 2 ml eiskaltem TSS-Medium (85% v/v LB-Medium; 10% w/v PEG 8.000;
5% viv DMSO; 50 mM MgCl,) resuspendiert. Nach der Zugabe von 200 ul eiskaltem 87%-
igem Glycerin wurden die Zellen in 100 pl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Die eingefrorenen chemisch kompetenten Zellen wurden bei 4°C aufgetaut. Nach dem Auf-
tauen wurde die DNA (1 — 100 ng) hinzupipettiert und das E. coli-DNA-Gemisch fiir 20 min
bei 4°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Hitzeschock fir 45 Sek bei 42°C und die Zugabe
von 900 pl vorgewarmten LB-Mediums. Die E. coli Zellen wurden fur eine Stunde bei 37°C
und 1.250 U/min inkubiert und anschliellend auf LB-Selektionsmedium ausplattiert (Chung et
al., 1989).

2.2.1.2 Herstellung und Transformation von elektrokompetenten E. coli Zellen

Die E. coli Zellen wurden aus einer Dauerkultur tber Nacht in 5 ml LB-Medium bei 37°C und
150 U/min kultiviert. Am nachsten Morgen wurde 1 ml dieser Vorkultur in 100 ml vorgewarmtes
(37°C) LB-Medium uberfiihrt und die Kultur bei 37°C und 150 U/min inkubiert. Beim Erreichen
einer ODgg von 0,5 wurden die Zellen in zwei 50 ml Reaktionsgefalie Uberfuhrt und bei 3.000
U/min und 4°C abzentrifugiert. Alle nachfolgenden Zentrifugationsschritte wurden mit den glei-
chen Einstellungen durchgefihrt. Die entstandenen E. coli Pellets wurden zweimal mit jeweils
20 ml eiskaltem ddH,O und anschlieend mit 10 ml 10%-igem eiskaltem Glycerin gewaschen.
Abschliefend wurden die Pellets in je 1 ml 10%-igem Glycerin resuspendiert und in 50 pl Ali-
quots in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen konnten bis zur Verwen-

dung bei -80 °C flir mehrere Monate gelagert werden (Calvin und Hanawalt, 1988).

Fir die Transformation von elektrokompetenten E. coli Zellen wurden diese auf Eis aufgetaut
und nach Zugabe von DNA fir 20 min auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die E-
lektroporationsklvetten (Peglab, Erlangen) auf Eis vorgekuhlt und pro Transformation je 1 ml

LB-Medium auf 37°C vorgewarmt. Fir die Elektroporation wurde das E. coli-DNA-Gemisch in
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den Spalt der Klvetten pipettiert, die Metallplatten der Kiivetten grindlich abgetrocknet, die
Zellen im Elektroporator (MicroPulser™, Bio-Rad, Minchen) mit 1,8 kV fur zwei bis sechs Milli-
sekunden elektroporiert und anschlieBend sofort das vorgewarmte LB-Medium zugegeben.
Der Ansatz wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® tberfihrt, flr eine Stunde bei 37°C und 1.250

U/min inkubiert und auf LB-Selektionsmedium ausplattiert (Calvin und Hanawalt, 1988).

2.21.3 Herstellung und Transformation von kompetenten Agrobakterien

Mit Ausnahme der Kultivierungsbedingungen, die fir Agrobakterien bei 28°C liegt, erfolgte
sowohl die Herstellung als auch die Transformation nach den gleichen Protokollen wie die von
E. coli (siehe Abschnitte 2.2.1.1 - 2.2.1.2).

2.2.1.4 Herstellung und Transformation von kompetenten Hefen

Die Kompetenz von Hefezellen nimmt bei langerer Lagerung schnell ab. Daher wurden die
Hefen unmittelbar vor jeder Transformation kompetent gemacht. Dazu wurde ein frischer Aus-
strich des L40ccua Stammes in 30 ml YPD Medium Uber Nacht bei 30°C und 160 U/min kulti-
viert. Am nachsten Tag wurde so viel Vorkultur in 30°C vorgewarmtes YPD Medium gegeben,
dass die Start-ODgy bei 0,3 und das Endvolumen bei 100 ml lag. Die Kultur wurde bei 30°C
bis zu einer ODggg von 0,7 — 0,9 inkubiert, 5 min bei RT und 2.000 U/min pelletiert und zweimal
mit jeweils 10 ml Mix1 (0,1 M LiAc; 1 M Sorbitol; 0,5 M TE) gewaschen. Die Zellen wurden
dann in 1 ml Mix1 resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde 1 pg
Vektor-DNA und 10 pl Heringssperma-DNA (10 mg/ml, Sigma, Deisenhofen, zuvor fur 15 min
bei 95°C denaturiert und anschlielend auf Eis gelagert), in ein 2 ml Reaktionsgefal} pipettiert
und mit 230 pl Mix2 (1 M LiAc; 40% PEG 3.350; 1 M TE) vermischt. Nach 10-minutiger Inkuba-
tion bei RT wurden pro Transformation je 100 pl der Hefesuspension in die Reaktionsgefalie
pipettiert und vorsichtig vermischt. Dieses Gemisch inkubierte fiir 30 min bei 30°C, wurde mit
30 uyl DMSO versetzt und fir 15 min bei 42°C Hitze geschockt. Zum Abschluss wurden die
Transformationen fir 1 min bei 4.000 U/min abzentrifugiert, das Pellet in 300 pl ddH,0 re-
suspendiert und auf SD-Selektionsmedium ausplattiert (Elble, 1992).

2.2.2 Transformation von Arabidopsis thaliana

Arabidopsis-Transformationen wurden nach der floral dip Methode (Clough und Bent, 1998)
durchgefiihrt. Agrobakterien wurden zwei Tage lang bei 28°C und 150 U/min kultiviert, fur 10
min bei 4.000 U/min pelletiert und in frisch hergestelltem Infiltrationsmedium (2,15 g/l MS-
Salze; 50 g/l Saccherose; 10 pyl BAP einer 1 mg/ml Stammldsung; 0,015% Silvet) resuspen-
diert. Dabei wurden je 300 ml Infiltrationsmedium pro Pellet einer 200 ml Agrobakteriumkultur
verwendet. Die vier bis finf Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen wurden, mit den Bliiten voran,
fur 45 Sek in die Agrobakterien-Lésung getaucht und anschlie®end abgedeckt Gber Nacht

bei 21°C regeneriert, bevor sie zurlick ins Gewachshaus gebracht wurden.
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2.2.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis und Faloona, 1987) ist eine Methode, welche

die in vitro Amplifizierung von DNA ermdglicht. Unter anderem wurde sie in dieser Arbeit zur

Klonierung von Genen bzw. Genfragmenten sowie zur Identifikation positiver E. coli-Klone

verwendet. Bis auf wenige Ausnahmen wurde dabei folgender PCR-Ansatz verwendet.

0,2

Ml
i
i
i
i
pl

Template DNA (1-100 ng)

10-fach Pfu Puffer

dNTPs (5 mM von jedem Nukleotid)
Primer 1 (5 uM)

Primer 2 (5 uM)

Pfu-Polymerase

mit ddH,O auf 20 yl auffiillen

Die PCR-Reaktionen wurden mit unterschiedlichen Hybridisierungstemperaturen und Elon-

gationszeiten nach folgendem Programm durchgefihrt.

o o b w N =

Denaturierung 3 min 95°C
Denaturierung 45Sek  94°C
Hybridisierung 45 Sek T, Primer minus 3-5°C
Elongation 2 min/kb 68°C
Elongation 4 min/kb 68°C
Pause © 16°C

2.2.4 Ligation

Die Ligation wurde in dieser Arbeit zur Klonierung verwendet (Sambrook, 2001). Daflir wurde

25-30 Zyklen

je eine Einheit der T4-DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) pro Ligationsansatz eingesetzt.

Die Vektorkonzentration betrug 50 ng, die des Inserts berechnete sich aus folgender Formel.

X
X
2
1

Ml
i
i
i

3x Vektor,, x Insert,,
Vektor,,

Vektor-DNA (50ng)
Insert-DNA

10-fach T4-DNA-Ligase Puffer
T4-DNA-Ligase

mit ddH,O auf 20 ul auffiillen

Die Reaktion wurde bei 16°C lber Nacht inkubiert und am nachsten Tag flr 10 min bei 65°C

abgestoppt.
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2.2.5 Standard-Klonierungsmethoden
Standard-Klonierungsmethoden, wie das Zerschneiden von DNA mit Endonukleasen und die
Dephosphorylierung von DNA-Uberhangen, wurden nach Sambrook (2001) durchgefiihrt. Alterna-

tiv zur klassischen Klonierung wurde die Gateway™ Klonierung verwendet (siehe Abschnitt 2.2.6).

2.2.6 Gateway™ Klonierung

Die Klonierung mittels Gateway™ basiert auf den gerichteten homologen Rekombinationseigen-
schaften des Bakteriophagen A (Landy, 1989) und eignet sich besonders gut zum Klonieren von
DNA in multiple Zielvektoren. Die Klonierung wurde nach dem Protokoll des Herstellers (Invitro-
gen, Karlsruhe), Version E, mit leichten Modifikationen durchgefiihrt. Anstatt der angegebenen 4
Ml LR- bzw. BP-Clonase™ wurden nur 0,5 pl eingesetzt. Aufgrund der reduzierten Menge an
Clonase™ wurden sowohl BP- als auch LR-Reaktionen Uber Nacht bei 25°C inkubiert und durch

Zugabe von 1 pl Proteinase K abgestoppt.

2.2.7 Plasmidpraparation aus Hefe

Um Plasmide aus Hefen zu isolieren, wurde ein hauseigenes Protokoll verwendet. Dazu wurden
jeweils 4 ml Hefekultur (aus SD -Leu Selektionsmedium) bei 13.200 U/min fir 1 min abzentrifu-
giert. Das Pellet wurde in 200 pl Puffer A (100 mM NaCl; 10 mM Tris, pH 8,0; 1 mM EDTA; 2%
Triton X-100; 1% SDS) resuspendiert und auf Eis dreimal bei 30 Zyklen und 75% Leistung fur 10
Sek sonifiziert (Sonopuls HD 2070; BANDELIN electronic GmbH, Berlin). AnschlieRend wurde
die Hefesuspension mit 0,3 g sauregewaschenen Glaskigelchen (425-600 ym, Sigma, Deisen-
hofen) versetzt und fir 3 min bei 30 Hz in der Schwingmihle (MM300, Retsch, Haan) zerkleinert.
Danach wurde durch Zugabe von 200 pl eines Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol Gemisches
(25:24:1), 2-minutigem Vortexen und Zentrifugation fur 5 min bei 13.200 U/min die DNA isoliert.
Vom Uberstand wurden 200 pl in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefa} pipettiert, mit 200 pl Isopro-
panol und 500 ul 3 M Na-Acetat versetzt und mehrfach invertiert. Die DNA wurde fiir 30 min bei
13.200 U/min bei 4°C gefallt, zweimal mit 150 pl 70% Ethanol gewaschen und abschliefend in
10 pl ddH20 resuspendiert.

2.2.8 Extraktion von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

Fir die Extraktion von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana wurden zunachst Rosetten-
blatter von ca. 0,5 — 1 mm Durchmesser zusammen mit zwei Stahlkiigelchen (1 mm) in einem 2
ml Reaktionsgefal} in fliissigen Stickstoff eingefroren. Die Proben konnten bis zur weiteren Ver-
wendung bei — 80°C fiir mehrere Monate gelagert werden. Zur Extraktion der DNA wurden die
Blatter nach Zugabe von 400 pl Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI, pH 7,5; 250 mM NaCl; 25
mM EDTA; 0,5% SDS) fir 3 min bei 30 Hz in einer Schwingmuhle (MM300, Retsch, Haan) zer-
kleinert und anschlieend fiir 10 min bei 4°C und 13.200 U/min abzentrifugiert. Die I0sliche Frak-
tion wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefall tUberflhrt und mit dem gleichen Volumen eines

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) Gemisches versetzt und gevortext. Durch Zentrifu-
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gation fir 3 min bei 13.200 U/min entstand eine mehrphasige Lésung, wobei ausschliel3lich die
obere Phase weiter bearbeitet wurde. Nach Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat und 2,5
Volumen 96%-igem Ethanol wurde die DNA fur 30 min bei 4°C und 13.200 U/min gefallt, zwei-
mal mit 70%-igem Ethanol gewaschen und in 100 pl ddH20 resuspendiert (Pruitt und
Meyerowitz, 1986).

2.2.9 Extraktion von RNA aus Arabidopsis thaliana

Insgesamt wurde flr die RNA-Extraktion etwa 100 — 200 mg an Pflanzenmaterial eingesetzt
und wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben zerkleinert. Anschlieend wurden die Proben mit 1 ml
TRIzol (38% Phenol v/v; 20% 4 M Guanidiniumthiocyanat v/v; 10% 4 M Ammoniumthiocya-
nat v/v; 6,7% Glycerol v/v; 3,3% 3 M Na-Acetat v/v) versetzt und unter standigem Vortexen
aufgetaut. Nach 5-minitiger Inkubation bei RT und Abzentrifugation bei 13.200 U/min far 5
min bei 4°C wurde der Uberstand in ein neues 2 ml ReaktionsgefaR Uberfliihrt. Zu der Lésung
wurden 400 pl Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) gegeben und gevortext, bis die Losung ho-
mogen war. Dem schlossen sich eine 5-minitige Inkubation bei RT und ein Zentrifugati-
onsschritt bei 4°C flr 15 min bei 13.200 U/min an. Die oberste Phase wurde in ein neues 1,5
ml Reaktionsgefald tberfihrt und mit jeweils 350 ul Isopropanol und Hochsalzlésung (1,2 M
Natriumchlorid; 0,8 M Natriumcitrat) durch mehrfaches Invertieren gemischt, bis die Mixtur
wieder durchsichtig war. Nach 10 min bei RT wurde die RNA fur 10 min bei 10.000 U/min
und 4°C gefallt, zweimal mit 75%-igem Ethanol gewaschen und in 40 yl RNase-freiem Was-

ser gel6st (modifiziert nach (Chomczynski und Sacchi, 1987).

2.2.10 Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR (qRT-PCR) ist eine sehr sensitive Methode zur Bestimmung
von Transkriptmengen. Aus diesem Grund wurde die hierfiir verwendete RNA mit Hilfe des
Qiagen RNeasy Kits (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und von genomischen DNA-
Verunreinigungen befreit. 500 ng — 5 yg der aufgereinigten RNA wurden anschlieend fur die
cDNA Synthese mit der SuperScript Ill Reversen Transkriptase nach dem Protokoll des Her-
stellers (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt. Als einzige Modifikation des Protokolls ist zu er-
wahnen, dass kein RNase-Inhibitor eingesetzt wurde.

Fir die gRT-PCR wurde folgender Mastermix pro 96-well Platte angesetzt:

320 pl 10-fach Reaktionspuffer

128 pl 50 mM MgCl,

64 pl dNTPs (5 mM von jedem Nukleotid)
32 pl SYBR™ green (Sigma, Minchen)
844,8 pl ddH,O

6,4 pl 25 pM Rox (Sigma, Minchen)

6,4 pl 5 Einheiten/ul Immolase (Bioline, Luckenwalde)
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Von diesem Mastermix wurden pro Primerpaar 170 pl (ausreichend flir 12-wells) mit je
0,48 ul der beiden forward und reverse Primer (je 100 yM) gemischt. 10 pl von diesem Mas-
termix wurden in die 96-well Platte vorgelegt und mit 10 pl einer 1:50 Verdiinnung der cDNA
vermischt. Die qRT-PCR wurde danach mit folgendem Standard-Programm auf dem 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgefiihrt:

1. Denaturierung 15min  95°C
2. Denaturierung 10 Sek 94°C
3. Hybridisierung 15 Sek 55°C 45 Zyklen
4. Elongation 10 Sek 72°C
6. Pause 0 16°C

Zusatzlich zu den untersuchten Genen wurden jeweils zwei Kontrollen mitgefiihrt, eine Nega-
tivkontrolle ohne cDNA und eine Positivkontrolle mit Ubiquitin 10 (At3g25800) als Referenz-
gen. Die Analyse der gqRT-PCRs erfolgte mit Hilfe der von Applied Biosystems mitgelieferten
Software Version 2.3 (Applied Biosystems, Foster City, USA).

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinexpression

2.3.1.1 Rekombinante Proteinexpression in E. coli

Zur Expression von Proteinen in E. coli wurden die entsprechenden Vektoren in den Expres-
sionsstamm BL21(DE)pLysS (siehe Tabelle 5) transformiert. Vor jeder Proteinexpression
wurde ein entsprechender Klon auf LB-Selektionsmedium frisch ausgestrichen. Auch die
Selektion auf das Helferplasmid mit Chloramphenicol erfolgte in diesem Stamm. Anschlie-
Rend wurde eine Vorkultur in 5 ml LB-Selektionsmedium angeimpft und tber Nacht bei 37°C
und 140 U/min kultiviert. Von der Vorkultur wurde eine Hauptkultur mit vorgewarmten LB-
Selektionsmedium mit einer 1:100 Verdinnung angeimpft und fir 3 h bei 37°C und 140
U/min inkubiert. Die Expression des gewlinschten Proteins wurde mit 1 mM IPTG (Peqlab,
Erlangen) induziert, die Kultur dann fir 5-6 h bei 21°C inkubiert, anschliefsend fir 15 min bei
4°C und 4.000 U/min abzentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung fir ein bis zwei Tage
bei -20°C gelagert (Sambrook, 2001).

2.3.1.2 Zellfreie Proteinexpression mit E. coli S30-Extrakt

Die zellfreie Proteinexpression stellt eine Alternative zur Expression in E. coli dar. Der Vorteil
dieses Systems liegt in der Benutzung eines bakteriellen S30-Extraktes, der samtliche Kom-
ponenten der bakteriellen Transkriptions- und Translationsmachenerie enthalt (Schwarz et

al., 2007). Durch den kontinuierlichen Austausch, Uber eine semipermeable Membran, zi-
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schen Reaktionskammer und einer Kammer fiir die Nahrstoffzufuhr kdnnen sehr hohe Prote-
inausbeuten erzielt werden. Somit ist es méglich auch flr E. coli toxische Proteine in grofen
Mengen zu exprimieren.

Fir die Expression in diesem System wurden die cDNAs der zu exprimierenden Proteine in
den plIVEX2.3MCS-Vektor kloniert. Die Reaktionsansatze im analytischen Malistab (70 pl)
wurden wie bei Schwarz et al. (2007) zusammenpipettiert und flr 16-18 h in einem schiittel-
dem Wasserbad bei 30°C inkubiert. Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde je 1 ul des Re-
aktionsansatzes vor der Inkubation entnommen, bei 4°C gelagert, und am nachsten Tag zu-
sammen mit 1 pl der Expression auf einem 10%-igem SDS-Gel analysiert (siehe Abschnitt
2.3.3).

2.3.1.3 Transiente Proteinexpression in Nicotiana benthamiana

Um mogliche eukaryotische Proteinmodifikation zu bertcksichtigen, wurden Proteine tran-
sient in Blattern von vier bis fiinf Wochen alten Tabakpflanzen (Nicotiana benthamiana) ex-
primiert (modifiziert nach Witte et al., 2004). Dafur wurden die Expressionsplasmide, wie in
Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben, in Agrobacterium tumefaciens transformiert. Mit Hilfe von
Agrobakterien kdnnen DNA-Abschnitte in das Genom der Pflanze integriert werden. Die
Agrobakterien mit den entsprechenden Konstrukten wurden dafir auf LB-Selektionsmedium
ausgestrichen und fur zwei bis drei Tage bei 28°C inkubiert. Eine Einzelkolonie wurde in 10
ml LB-Selektionsmedium angeimpft und fiir zwei Tage bei 28°C und 140 U/min kultiviert. Um
eine posttranskriptionelle Unterdriickung der Genexpression zu verhindern, wurden ebenfalls
Agrobakterien angeimpft, die fir eine Expression des p19 Proteins sorgen sollten (Voinnet et
al., 2003). Nach zwei Tagen Inkubation wurden je 2 ml Kultur bei 6.000 U/min fir 1 min pelle-
tiert, in 1 ml frisch hergestelltem Infiltrationspuffer (10 mM MES-NaOH, pH 5,7; 10 mM
MgCl,; 150 uM Acetosyringon) gewaschen und erneut in 1 ml Infiltrationspuffer resuspen-
diert. Die ODggo wurde auf 0,1 eingestellt, in gleichem Verhaltnis mit der p19 Kultur vermischt
und fir 2 h bei RT inkubiert. Die Zellsuspension wurde an der Blattunterseite des vierten bis
sechsten Blattes durch Anritzen der Epidermis und mit Hilfe einer 5 ml Spitze langsam infilt-
riert. Nach drei bis finf Tagen wurden die Blatter (Blattscheiden) geerntet. Sofern keine so-
fortige Weiterverarbeitung erfolgte, wurden die Proben in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.3.2 Proteinaufreinigung

Durch das Fusionieren von sogenannten fags kénnen Proteine spezifisch aufgereinigt werden.
Bei diesen tags handelt es sich meist um kurze Peptide bekannter Sequenz. Allerdings gibt es
auch tags, die aus ganzen Proteinen bestehen. Ein Beispiel daflr ist die Glutathion-S-

Transferase (GST), die Uber die spezifische Bindung an Glutathion aufgereinigt werden kann.
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2.3.2.1 Aufreinigung GST-getagter Proteine

Die nach der Expression der Proteine in E. coli entstandenen Pellets (siehe 2.3.1.1) wurden
in 1 ml GST-Lysispuffer (50 mM Tris, pH 8,0; 250 mM KCI; 1 mM EDTA,; 0,2% Triton-X-100;
1 mM DTT; 1 mM PMSF) pro 10 ml Hauptkultur resuspendiert und dreimal fir 10 Sek und 40
Zyklen bei 75% Leistung mit dem Sonopuls HD 2070 (BANDELIN electronic GmbH, Berlin)
sonifiziert. Danach wurde die Suspension flir 20 min bei 4°C inkubiert und anschlie®end 15
min bei 4°C und 13.200 U/min abzentrifugiert. Je ein Milliliter des Uberstandes wurde mit 50
pl Glutathion-Agarose-Kigelchen (30 mg/ml H,O; Sigma, Minchen) fir 1 h unter standigen
Schwenken bei 4°C inkubiert. Die Kligelchen wurden bei 4°C und 4.000 U/min fiir 1 min ab-
zentrifugiert und viermal mit jeweils 1 ml GST-Lysepuffer gewaschen. Zur Elution der Protei-
ne wurden 50 pl reduziertes Glutathion (10 mM Tris, pH 9,0) auf die Kiigelchen gegeben und
fur 10 Minuten bei RT unter standigem Schwenken inkubiert. Das Gemisch wurde bei 4.000
U/min und 4°C fiir 1 min abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsge-
fal dberfuhrt. Die Qualitat und Quantitat der Proteinaufreinigung wurde mittels SDS-PAGE
uberpruft (siehe Abschnitt 2.3.3).

2.3.2.2 Aufreinigung Strep-getagter Proteine

Fur die Aufreinigung Strep-getagter Proteine wurden 750 mg Tabakblattmaterial mit 1,5 ml
Extraktionspuffer (100 mM HEPES; 100 mM NaCl; 15 mM DTT; 56 mM EDTA; 100 pg/mi
Avidin; 0,5% v/v Triton-X-100) gemorsert und fur 20 min bei 4°C und 13.200 U/min ab-
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir 10 min mit 40 pl Strep-Tactin™ Macroprep™ (IBA
GmbH, Géttingen) bei RT und standiger Rotation inkubiert. Die Strep-tag-Kigelchen wur-
den bei 3.000 U/min und 4°C fir 30 Sek abzentrifugiert und finfmal mit 500 ul Waschpuffer
(100 mM HEPES; 100 mM NaCl; 2 mM DTT; 0,5 mM EDTA; 0,005% v/v Triton-X-100) ge-
waschen. Zum Abschluss wurden die Kigelchen zweimal mit je 75 pl Elutionspuffer (100
mM HEPES; 100 mM NaCl; 2 mM DTT; 0,5 mM EDTA; 0,005% v/v Triton-X-100; 5 mM
Biotin) flir 5 min bei RT unter standiger Rotation inkubiert, bei 3.000 U/min abzentrifugiert
und die Uberstande in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefal vereint. Die Qualitat und Quan-
titat der Proteinaufreinigung wurde mittels SDS-PAGE Uberpriift (siehe Abschnitt 2.3.3)
(Witte et al., 2004).



Material und Methoden 31

2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte mittels denaturierender SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Fur die Auftrennung der Proteine wurden standardmafig 10%-ige SDS-

Gele eingesetzt. Diese wurden nach folgendem Schema prapariert:

Tabelle 10: Zusammensetzung eines 10%-igen SDS-Trenngels mit einem Endvolumen von 10 ml

Substanz Volumen [ml]
H.O 4,8
40% Acryl-BisAcrylamid 2,5
1,5 M Tris pH 8,8 2,5
10% SDS 0,1
10% Ammniumpersulfat (APS) 0,1

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,004

Das Trenngel wurde mit 1 ml Isopropanol Uberschichtet, um eine moglichst ebene Ab-
schlusskante zu erhalten. Nach dem Auspolymerisieren konnte das Sammelgel Utber das

Trenngel gegossen werden.

Tabelle 11: Zusammensetzung eines 10%-igen SDS-Sammelgels mit einem Endvolumen von 5 ml

Substanz Volumen [ml]
H,O 3,6

40% Acryl-BisAcrylamid 0,625

1,5 M Tris pH 6,8 0,630

10% SDS 0,050

10% Ammniumpersulfat (APS) 0,050

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,005

Die zu analysierenden Proteinproben wurden mit 5-fach SDS-Probenpuffer (0,225 M Tris-
HCI, pH 6,8; 50% Glycerol; 10% SDS; 0,05% Bromphenolblau; 0,25 M DTT) versetzt und fir
5 min bei 95°C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben in die Taschen des SDS-
Sammelgeles pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung (~25 mA pro Gel) der Proteine
erfolgte in einfach konzentriertem Laufpuffer (0,025 M Tris; 0,192% Glycin; 0,1% SDS).
Nachdem die Elektrophorese abgeschlossen war und sofern kein Western Blot im Anschluss
folgte, wurden die aufgetrennten Proteinbanden durch eine Behandlung mit Coomassie-
Farbelésung (0,1% Coomassie R250; 40% Methanol; 10% Essigsaure) und Entfarbelésung
(40% Methanol; 7% Essigsaure) sichtbar gemacht (Schrimpf, 2002).
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2.3.4 Western Blot und Immunodetektion

Fur einen Western Blot wurden die zuvor aufgetrennten Proteine (siehe Abschnitt 2.3.3) in
einem Tankblotverfahren Uber Nacht bei 4°C auf eine PVDF-Membran (Millipore, Schwal-
bach) geblottet (Gultekin und Heermann, 1988). Der Transfer wurde dabei in Towbin-Puffer
(0,25 M Tris; 1,92 M Glycin) bei einer konstanten Spannung von 40 mA durchgefihrt
(Towbin et al., 1979).

Bei der anschlieRenden Immunodetektion wurden samtliche Schritte mit T-PBS Puffer (1 x
PBS; 0,1% Tween) bei RT durchgefiihrt. Als Erstes wurde die PVDF-Membran fiir 1 h in 6%
Magermilchpulver (Fluka, Buchs, Schweiz) inkubiert. AnschlieRend wurde die Milch dekan-
tiert und der primare Antikdper (1:1.000 in T-PBS verdinnt) hinzugegeben. Nach einer ein-
bis dreistundigen Inkubation wurde die Membran zweimal mit jeweils 10 ml Puffer far 5 min
gewaschen, bevor sie mit dem sekundaren Antikorper (1:2.000 in T-PBS verdinnt) fur 1-2 h
inkubiert wurde. Vor der Detektion wurde die Membran viermal mit je 10 ml Puffer fir 10 min
gewaschen. Die Detektion erfolgte mit dem Enhanced Chemoluminescent (ECL) Reagenz

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

2.3.5 Ko-Immunoprazipitation (Ko-IP)

Bei der Ko-Immunoprazipitation kénnen Uber die Aufreinigung eines getagten Proteins
auch seine potentiellen Interaktionspartner mit aufgereinigt werden. Dafiir wurde in dieser
Arbeit GFP-getagtes Protein wie in Abschnitt 2.3.1.2 beschrieben exprimiert. Zu 1 ml des
Tabakpflanzenextraktes wurden 15 pl Klgelchen mit gekoppeltem GFP-Antikorper (Chro-
motek, Planegg-Martinsried) gegeben und fir 2 h unter stdndigem Schwenken bei 4°C in-
kubiert. Nach einem Waschschritt von 10 min mit 1 ml Ko-IP-Puffer (50 mM Tris; 150 mM
NaCl; 0,3% Triton X-100) wurde 1 ml Arabidopsis-Pflanzenextrakt auf die Kligelchen gege-
ben und fir weitere 2 h bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Kiigelchen viermal mit
je 1 ml Ko-IP Puffer gewaschen und in insgesamt 100 pl 1-fach SDS-Ladepuffer eluiert.
Die Proben wurden flr 10 min bei 95°C erhitzt und auf einem 10%-igem SDS-Gel analy-
siert (siehe 2.3.3)

2.3.6 Gelretardationsassay (GRA)

Die Methode der Gelretardation wird bereits seit vielen Jahrzehnten zur Detektion von Prote-
in-DNA-Interaktionen verwendet. 100 ng des zu untersuchenden DNA-Fragmentes wurden
mit 50 pCi [a-**P]-yATP mit Hilfe der T4 Polynukleotidkinase nach Angaben des Herstellers
radioaktiv markiert. Die DNA wurde mit dem QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)
aufgereinigt, in 50 pl Elutionspuffer eluiert und bis zur weiteren Verwendung bis zu zwei Wo-

chen bei 4°C gelagert.
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Fir den GRA wurden 10-20 ng aufgereinigtes GST-getagtes Protein (siehe 2.3.1.1 und
2.3.2.1) nach folgenden Ansatz mit der radioaktiven DNA fur 30 min bei 37°C inkubiert.

pl - Protein
pl poly(dldC)
pl Orange-G-Ladepuffer

[ NI UL U §

pl - radioaktiv markierte DNA

16 pl GRA-Puffer (20 mM HEPES; 200 mM KCI; 2 mM MgCI2; 0,5
mM EDTA;1 mM DTT; 0,2% (v/v) Nonidet P-40; 10% (v/v) Gly-
cerin)

Die Proben wurden bei einer konstanten Spannung von 40 V auf das native Polyacrylamidgel
(13,25% Acrylamid:Bisacrylamid 19:1; 20% 0,25 x TBE; 7% Glycerin; 0,0675% TEMED; 0,34%
APS) aufgetragen und flir 3-4 h bei 180 V aufgetrennt. Anschlie®end wurde das Gel auf zwei
Whatman-Papieren bei 75°C fur 1 h unter Vakuum getrocknet und zwischen Frischhaltefolie in
einer Phospho-Imager-Kassette inkubiert. Die Visualisierung der radioaktiven Banden erfolgte
nach 1-24 h Inkubation an einem Phospho-Imager (GE Healthcare, Freiburg) unter Verwen-

dung der ImageQuant™ Software, Version 5.2 (Molecular Dynamics, Krefeld).

2.4 Arbeiten mit Hefe

Samtliche Hefearbeiten wurden mit dem Stamm L40ccua (siehe Tabelle 7) durchgefihrt. Die
Hefen wurden standardmafig bei 30°C inkubiert und wie im Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben trans-

formiert. Die Auxotrophiemarker fur die jeweiligen Experimente sind in Tabelle 4 aufgelistet.

2.4.1 Yeast one-hybrid

Mit dem yeast one-hybrid-System kann die Bindung von Proteinen an DNA-Sequenzen unter-
sucht werden (MATCHMAKER one-hybrid, Clontech™). Da fir Hefesysteme bereits mehrere
cDNA-Bibliotheken im Institut fir Angewandte Genetik vorhanden waren, konnte in kurzer Zeit
eine grolRe Anzahl von DNA-Bindeproteinen fiir eine spezifische DNA-Sequenz identifiziert wer-
den. Ein Nachteil dieses Systems ist allerdings, dass die zu untersuchende DNA-Sequenz zuvor
in das Genom der Hefe integriert werden muss. Die Integration durch homologe Rekombination
in das Genom geschieht mit einer sehr geringen Effizienz (etwa 100-mal schlechter als Stan-
dard-Hefetransformationen). Die Selektion auf positive Klone erfolgte durch den auf dem Plas-
mid kodierten Auxotrophiemarker.

In dieser Arbeit wurde der Promotor des Typ-A Response Regulator (ARR) ARR6 mit einer Lan-
ge von 220 bp - aufwarts vom potentiellen Translationsstart - verwendet. Weiterhin wurde das-
selbe Fragment mit Mutationen in den DNA-Bindemotiven fiir die Typ-B ARR verwendet; eine
Bindung der Typ-B ARR an das Promotorfragment sollte daher nicht mehr mdglich sein (Sakai et
al., 2001; Ramireddy, 2009). Beide Fragmente wurden, nach erfolgreicher Klonierung in den

Vektor pHISi-1, in das Genom des L40ccua Hefestammes integriert (Tabelle 8-Tabelle 9).
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Zur ldentifizierung von DNA-bindenden Proteinen, die an eines oder beide Fragmente binden
kénnen wurde ein yeast one-hybrid screen durchgefuhrt. Dazu wurde eine cDNA-Bibliothek
aus Wurzelkalluskultur (Csaba Koncz, MPI Kéin, unpubliziert) in die Hefestdmme mit den
integrierten DNA-Fragmenten transformiert und anschlieflend fur sieben Tage bei 30°C auf
Interaktionsmedium (SD -Leu, -His) selektioniert. Positive Klone wurden zur weiteren Selek-
tion auf das cDNA enthaltende Plasmid fiir drei Tage in SD -Leu Flissigmedium inkubiert.
AbschlieRend konnte die Plasmid-DNA wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben isoliert und se-

quenziert werden.

2.4.2 Yeast two-hybrid

Das yeast two-hybrid-System wird verwendet um Protein-Protein-Interaktionen nachzuwei-
sen. Dieses System beruht auf der Trennung der Aktivierungs- und DNA-Bindedomane des
GAL4 Transkriptionsfaktors (Stephens und Banting, 2000). Beide Fragmente werden an je
eines der zu untersuchenden Proteine fusioniert und zusammen in die Hefe transformiert.
Falls die zu untersuchenden Proteine interagieren, wird der GAL4 Transkriptionsfaktor funk-
tionell rekonstituiert, kann an Promotoren von Reportergenen im Hefegenom binden und
deren Expression aktivieren. Die Selektion erfolgt dabei auf SDIV-Medium (SD-Medium ohne
Auxotrophiemarker; Tabelle 4).

Fur die in dieser Arbeit untersuchten Proteininteraktionen wurden die entsprechenden Gene
in die bait- bzw. prey-Vektoren (Tabelle 9) kloniert, anschlieBend sequenziell in die Hefen
transformiert und fir sieben Tage auf SDIV-Medium selektioniert. Positive Klone wurden wie

in Abschnitt 2.4.1 beschrieben weiter behandelt.
2.5 Arbeiten mit Pflanzen

2.5.1 Isolation und Transformation von Mesophyllprotoplasten von Arabi-
dopsis thaliana

Fur die Isolation und Transformation von Arabidopsis Mesophyllprotoplasten wurden die
Pflanzen unter Schwachlichtbedingungen (75-100 u-Einstein) fur finf bis sechs Wochen in
einer Percival AR-66L Kammer (CLF Plant Climatics, Wertlingen) bei konstanter Temperatur
(22°C) und Luftfeuchtigkeit (65%) herangezogen. Von diesen Pflanzen wurden jeweils die
Blatter 6-8 mit einem Skalpell auf der Blattunterseite in 1 mm-Abstanden mehrfach angeritzt
und Uber Nacht in einer Enzymlésung (0,4 M Mannitol; 20 mM KCI; 20 mM MES; 10 mM
CaCl,; 1,25% Cellulase R-10; 0,3% Macerozyme R-10; pH 5,7; 650 mOs) bei 21°C inkubiert.
Am nachsten Morgen wurden die Protoplasten tber ein 60 uM Sieb von pflanzlichen Zellbe-
standteilen getrennt, mit 10 ml W5-Lésung (154 mM NacCl; 125 mM CaCly; 5 mM KCI; 2 mM
MES; pH 5,7; 650 mOs) gewaschen und zum Abschluss in 10 ml W5 Lésung vorsichtig re-
suspendiert (modifiziert nach Hwang und Sheen, 2001).
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2.5.2 Prototoplast trans-Aktivierungsassay (PTA)

Mit dem Protoplast trans-Aktivierungsassay (PTA) kann untersucht werden, ob ein Protein
einen regulatorische Einfluss auf die Expression eines anderen Gens hat. Dabei wird die
Antwort eines Promotor::GUS Konstrukt analysiert.

Die Protoplasten wurden nach einer flinfstlindigen Inkubation auf Eis bei 100 x g und einer
Beschleunigungs- und Bremsstufe von drei bzw. eins in einer Haereus Multifuge 3SR+ Zent-
rifuge (Thermo Scientific, Langenselbold) abzentrifugiert und in 3 ml MMg-Lésung (0,4 M
Mannitol; 15 mM MgCl,; 4 mM MES; pH 5,7; 650 mOs) resuspendiert. Pro Transformation

wurden je 40 ug Plasmidgemisch nach folgendem Ansatz zusammengemischt:

9 Mg  Reporterplasmid

28 pg  Effektorplasmid (bei mehreren Effektoren wird die Menge an ein-
gesetzter DNA gleichmafig aufgeteilt)

3 Mg pROK219_NAN
X i ddH,0 auf 20 ul auffillen

Zu der DNA wurden je 200 ul der Protoplastensuspension gegeben und vorsichtig mehrfach inver-
tiert. Nach Zugabe von 220 ul PEG-Lésung (4 g PEG 4.000; 2,8 ml 0,8 M Mannitol; 1 ml 1 M
CaCl,; 3 ml ddH.0) wurde das DNA-Protoplastengemisch so lange invertiert bis eine homogene
Losung entstand. Anschliefend inkubierten die Protoplasten fir 30 min bei RT, bevor sie durch
Zugabe von 800 pl W5-Lésung gewaschen wurden. Der Uberstand wurde komplett entfernt und
die Protoplasten in 1 ml WI-Lésung (0,5 M Mannitol; 4 mM MES; 20 mM KCI; pH 5,7; 650 mOs)
resuspendiert, Giber Nacht bei 21°C inkubiert, die Protoplasten pelletiert, der Uberstand komplett
entnommen und das Pellet in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Protoplasten konnten an diesem

Punkt bis zur weiteren Analyse fir mehrere Monate bei -80 °C gelagert werden.

Zur Auswertung wurden die Protoplasten aufgetaut und in 150 ul GUS-Extraktionspuffer (GEB;
50 mM Na-Phosphat; 10 mM EDTA; 0,1% Triton X-100; 0,1% N-Laurylsarkosyl; 0,05% B-
Mercaptolethanol) pH 7,2 resuspendiert. Ein Teil (100 pl) dieser Suspension wurde mit 100 pl
GEB pH 7,5 plus 4 mM MUG Trihydrate (Duchefa, Haarlem, Niederlande) vermischt, wahrend
weitere 10 pl der Suspension mit 10 yl GEB pH 7,0 plus 1 mM 2'-(4-Methylumbelliferyl)-alpha-D-
N acetylneuraminic acid (MUN, Biosynth, Staad, Schweiz) vermischt wurden. Beide Gemische
wurden flir 10 min bei 37°C inkubiert und anschlieend 100 pl des MUG Gemisches in 100 pl
200 mM Na,COj3 und 3,33 ul des MUN Gemisches in 200 pl 330 mM Na,CO; pipettiert, wodurch
die enzymatischen Reaktionen abgestoppt wurden. Der Rest der Protoplastensuspensionen
inkubierte flir weitere 60 min bei 37°C, bevor erneut Proben genommen wurden. Die Auswertung
der PTAs erfolgte an einem Plattenlesegerat (Synergy 2, Biotek, Bad Friedrichshall) durch Er-
rechnung der GUS/NAN Einheiten bei einer Anregung/Emission von 360/460 nm (modifiziert
nach Ehlert et al., 2006).
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2.5.3 Wurzelassay

In Wurzelassays wird die Elongation der Primarwurzel von Arabidopsiskeimlingen mit und
ohne Zugabe von Cytokinin untersucht (Riefler et al., 2006). Des Weiteren kann ermittelt
werden, ob sich die Anzahl der Lateralwurzel in Abhangigkeit von der Konzentration an Cy-
tokinin im Medium andert.

Fir diesen Assay wurden Arabidopsis-Samen fir 7 min bei 21°C und 1.400 U/min in 1%-iger
Na-Hypochloridlésung mit 0,1% Triton X-100 sterilisiert, viermal mit 1 ml ddH,O gewaschen,
in 1 ml 0,1% Agarose aufgenommen und auf MS-Medium ausgelegt. Die Platten mit den
Samen wurden fir drei Tage bei 4°C stratifiziert und anschlieRend hochkant bei Langtagbe-
dingungen inkubiert. Nach vier Tagen wurde die Lange der Primarwurzeln auf der Platte
markiert und die Pflanzen fir weitere funf Tage bei Langtagbedingungen wachsen gelassen.
Am Ende der Inkubationszeit wurde das Wurzelwachstum fotografisch festgehalten und die
Anzahl der Lateralwurzeln ermittelt. Die Auswertung der Wurzelelongation erfolgte mit Hilfe

des Programms ImagedJ (Rasband, 1997-2011), Version 1.44p.

2.5.4 Keimungsassay

Fir den Keimungsassay wurden Arabidopsis-Samen in 70%-igem Ethanol mit 0,1% Triton X-
100 bei 21°C und 1.400 U/min sterilisiert und viermal in 70%-igem Ethanol gewaschen. Die
Samen wurden auf Whatman-Papier unter einer Sterilbank getrocknet und mit einem Zahn-
stocher auf MS-Platten positioniert. Anschlieliend konnten die Platten unter Langtagbedin-
gungen inkubiert und die Keimungsrate alle 24 Stunden ermittelt werden. Als gekeimt wur-
den solche Samen betrachtet, deren Radikula die Samenhiille durchstiel (nach Greenboim-
Wainberg et al., 2005).

2.5.5 Subzelluldre Lokalisation in Nicotiana benthamiana

Die subzellulare Lokalisation von Proteinen erfolgte durch transiente Expression von GFP-
Fusionsproteinen in Tabakblattern. Dafir wurden die Fusionsproteine wie in Abschnitt
2.3.1.2 beschrieben exprimiert. Drei Tage nach der Expression erfolgte die Analyse der Lo-
kalisation an einem konfokalen Mikroskop (Leica TCS SP5, Leica, Solms). Das GFP wurde

dabei mit einem Argonlaser bei 488 nm angeregt und die Emission bei 509 nm gemessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der DNA-Bindungsspezifitat des Typ-B Response-Regulators
ARR1

3.1.1 Promotordeletionsanalysen des Typ-A Response-Regulatorgens ARR6

In der Vergangenheit wurden Untersuchungen an cis-regulatorischen Elementen der Cytoki-
ninsignaltransduktion durchgefiihrt (Sakai et al., 2000; Hosoda et al., 2002; Imamura et al.,
2003; Taniguchi et al., 2007; Ramireddy, 2009). Dabei beschrankten sich die Analysen aller-
dings ausschlief3lich auf die ldentifizierung von DNA-Bindemotiven fur die Typ-B ARR. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten weitere cis-regulatorische Elemente der Cytokininsignaltrans-
duktion identifiziert werden, wobei eine Bindung der Typ-B ARR nicht vorausgesetzt wurde.
Daflr wurden Promotordeletionsanalysen des primaren Cytokininantwortgens ARR6 im Pro-
toplast-trans-Aktivierungsassay (PTA) System, unter Verwendung der von Ramireddy (2009)
verwendeten Konstrukte, durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Analysen, die jeweils ohne und

mit Zugabe von trans-Zeatin (tZ) durchgeflihrt wurden sind in Abbildung 5 zu sehen.
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Abbildung 5: Promotordeletionsanalysen des Typ-A Response-Regulatorgens ARR6 im PTA-System. Der
ARRG6-Promotor wurde in finf unterschiedlich lange Fragmente aufwarts vom potentiellen Translationsstart dele-
tiert. Die transkriptionelle Antwort der einzelnen Promotorfragmente wurde nach einer 18-stiindigen Inkubation
ohne und mit Zugabe von 500 nM ftrans-Zeatin (tZ) analysiert. Als Negativkontrolle wurde der PTA-
Reportervektors mit multiple cloning site (MCS) verwendet. Die hier abgebildeten Ergebnisse stellen das Mittel

von drei biologischen Replikaten dar (n=3).

Die Ergebnisse der PTAs zeigten ohne Zugabe von trans-Zeatin eine graduelle Abnahme
der Antwort des ARR6-Promotors, in Abhangigkeit der Lange der Promotorfragmente. Nach
der Zugabe von Cytokinin war ein Anstieg der transkriptionellen Antwort bei allen getesteten

Promotorfragmenten zu erkennen. Die Fragmente -350 bp und -279 bp zeigten in diesen
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Experimenten ein nahezu identisches Verhalten hinsichtlich ihrer Antwort. Eine Verkiirzung
des ARRG6-Promotors auf -220 bp und -193 bp fiihrte zu einer Reduktion der Cytokininant-
wort auf 78% bzw. 37% im Vergleich zum -350 bp-Fragment. Das kirzeste getestete Frag-
ment mit einer Lange von 173 bp zeigte nur noch eine Antwort von 27% verglichen mit dem -
350 bp-Promotorfragment. Die Ergebnisse der Promotordeletionsanalysen weisen auf ein
cytokininantwort-vermittelndes cis-regulatorisches Element (CCRE) in der Region zwi-
schen -193 bp und -220 bp des ARR6-Promotors hin und stimmen mit den friiheren Analy-
sen hinsichtlich der Bindespezifitdt von ARR1 Gberein (Ramireddy, 2009).

3.1.2 Proteinexpression des Typ-B Response-Regulators ARR1

Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der Ergebnisse in den PTA-Experimenten aus Ab-
schnitt 3.1.1 und von Ramireddy (2009) sollte untersucht werden, ob das neue CCRE eine
potentielle Bindestelle fir die Typ-B ARR beinhaltet. Daflr wurde exemplarisch die Bindung
von ARR1 an das CCRE untersucht.

Der Versuch das full-length-Protein von ARR1 in E. coli zu exprimieren wurde in dieser Ar-
beit nicht unternommen, da dies zuvor bereits laborintern erfolglos versucht wurde (personli-
che Korrespondenz Dr. Hakan Dortay). Um mdgliche toxische Effekte von ARR1 auf E. coli
zu umgehen, wurde die Expression in einem zellfreien System, welches auf einem bakteriel-
len S30-Extrakt basiert, durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.3.1.2). Nach Analyse der Extrakte
auf einem SDS-Gel, vor und nach einer 16-stindigen Inkubation bei 30°C, konnte keine in-
tensive Bande flir ARR1 full-length (ca. 72 kDa) detektiert werden, wahrend die Kontrollen
AHK4-CHASE und GFP eine starke Expression zeigten (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Zellfreie Expression des full-length Proteins von ARR1. Die kodierenden Sequenzen von ARR1
sowie von den Kontrollen AHK-CHASE und GFP wurden in den Expressionsvektor pI[VEX2.3MCS kloniert, fir
16 h bei 30°C exprimiert und je 1 pl der 70 yl Anséatze auf einem 10 %-igen SDS-Gel analysiert (2, 4 und 6). Als
Referenzpunkt fir die Expression wurde der jeweilige Reaktionsansatz vor der Inkubation verwendet (1, 3 und 5).
Die Spuren 1-2 zeigen die Expression von AHK4-CHASE, 3-4 von GFP und 5-6 von ARR1. Die resultierenden
intensiven Banden sind mit einem Pfeil markiert. Als GréRenstandard wurden 5 yl des Precision Plus Protein Dual
Color Standard (Bio-Rad, Mulinchen) einsetzt (M).
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Fur ARR1 konnte nach der Expression eine zusatzliche Bande zwischen 25 und 37 kDa de-
tektiert werden. Es ware mdglich, dass diese Bande ein verkiirztes Fragment von ARR1 rep-
rasentiert. Um dieser Frage nachzugehen, wurde die Bande aus dem SDS-Gel ausgeschnit-
ten, von Dr. Christoph Weise (Institut fir Biochemie, FU-Berlin) weiter aufbereitet und einer
MALDI-MS Analyse unterzogen. Die Analyse ergab, dass es sich bei der Bande um Frag-
mente von ARR1 handelte (Abbildung 7).

1 MMNPSHGRGL GSAGGSSSGR NQGGGGETVV EMFPSGLRVEIWVDDDETCLM

51 ILERMLRTCL YEVTKCNRAE MALSLLRENK HGFDIVISDV HMPDMDGFKL
101 LEHVGLEMDL PVIMMSADDS KSVVLKGVTH GAVDYLIKPV RMEALKNIWQ Empféngerdoméne
151/ HVVRKRRSEW SVPEHSGSIE ETGERQQQQH RGGGGGAAVS GGEDAVDDNS
201 SSVNEGNNWR SSSRKRKDEE GEEQGDDKDE DASNLEKPRV VWSVELHOOF
251 VAAVNQLGVE KAVPKKILEL MNVPGLTREN VASHLQKYRI YLRRLGGVSQ
301 HQGNLNNSFM TGQDASFGPL STLNGFDLQA LAVTGQLPAQ SLAQLQAAGL
351 GRPAMVSKSG LPVSSIVDER SIFSFDNTKT RFGEGLGHHG QQPQQQPQMN
401 LIHGVPTGLQ QQLPMGNRMS IQQOIAAVRA GNSVQNNGML MPLAGQOSLE | DNA-BindedomiEne
451 RGPPPMLTSS QSSIRQPMLS NRISERSGFS GRNNIPESSR VLPTSYTNLT
501 TQHSSSSMPY NNFQPELPVN SFPLASAPGI SVEPVRKATSY QEEVNSSEAG
551 FTTPSYDMFT TRONDWDLRN IGIAFDSHQD SESAAFSASE AYSSSSMSRH
601 NTTVAATEHG RNHQQPPSGM VQHHQVYADG NGGSVRVKSE RVATDTATMA
651 FHEQYSNQED LMSALLKQEG IAPVDGEFDF DAYSIDNIPV

Kernlokalisationssignal

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Ergebnisse der MALDI-MS Analyse der ARR1-
Expressionsbande aus der zellfreien Proteinexpression. Die identifizierten Peptide der MALDI-MS Analyse
sind rot in der Aminosauresequenz von ARR1 markiert. Bekannte funktionelle Doméanen (nach Pfam, Punta et al.,

2012)) von ARR1 sind mit unterschiedlichen Farben hervorgehoben.

Es wurden Peptide identifiziert, die zeigten, dass sowohl die Empfangerdomane, das Kernlokali-
sationssignal sowie die DNA-Bindedomane exprimiert wurden. Allerdings konnten keine Peptide
detektiert werden, die im C-terminalen Teil des Proteins lokalisiert sind. Dies lasst darauf schlie-
Ren, dass eine verkurzte Version von ARR1 exprimiert wurde, die sowohl die Empfangerdomane
als auch die DNA-Bindedomane beinhaltete. Da fur eine DNA-Bindung dieses Konstrukt ausrei-
chend sein sollte, wurde versucht die verkiirzte Variante des ARR1-Proteins zu exprimieren.
Dazu wurde die kodierende Sequenz von ARR1 vom ersten Methionin bis zur Aminosaure 300
(ARR1 1-300) in den Vektor des zellfreien Systems kloniert und exprimiert. Auch in diesem Ex-
periment war eine sehr starke Expression der Kontrolle (GFP) zu erkennen (Abbildung 8). Fir
ARR1 1-300 konnte keine intensive Bande nach der Expression detektiert werden.

In friiheren Studien wurde bereits gezeigt, dass fur eine Bindung der Typ-B ARR an die DNA
deren DNA-Bindedomanen ausreichend sind (Sakai et al., 2000; Hosoda et al., 2002,
Taniguchi et al., 2007). Daher wurde die Sequenz der ARR1-DNA-Bindedomane (Arg®*-
Arg®®) in den Vektor pDEST15 kloniert und in dem E. coli-Expressionsstamm BL21 expri-
miert. Nach der Optimierung der Expressionsbedin