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1 EINLEITUNG

Pflanzen werden von vielen biotischen und abiotischen Signalen ausihrer physischen
Umgebung erreicht. Als Konsequenz bildete sich im Lauf der Evolution ein hoch entwi-
ckeltes System aus Rezeptoren und Signal- Transduktionswegen, die entsprechende Ant-
worten erzeugen (Briggs and Olney, 2001). Die Reaktion auf Lichtsignale spielt dabei in
der pflanzlichen Entwicklung eine herausragende Rolle. Fir die sessilen Organismen ist
die Perzeption von Licht ausihrer Umgebung so wichtig wie das Sehen fur Tiere (Smith,
2000). Schwankungen in der Quantitét und Qualitét dieses essentiellen Umweltfaktors
konnen entscheidend sein fiir die Kompetition und das Uberleben der Pflanze. Als photo-
synthetisch aktive Organismen benétigen sie Licht, welchesihnen die Energie fir die
Umwandlung von CO, und H»0 in Zucker ermoglicht. Entsprechend ist die pflanzliche
Entwicklung von der Sporen- (Wada and Sugai, 1994; Scheuerlein and Haas, 1995) und
Samenkeimung (Albrecht and Deng, 1996) Uber die Bluhinduktion (Vince-Prue, 1983)
bis zur Seneszenz (Thomas and Stoddart, 1980) lichtkontrolliert. Die Entwicklungs-
Homoostasis findet ihren Niederschlag auf allen Ebenen der Zellphysiologie: In Ande-
rungen im Metabolismus (Mancinelli, 1982; Kasemir, 1983), von Membran assoziierten
lonenstromen (Kendrick and Bossen, 1987; Neuhaus et al., 1993) und in der Regulation
der Genexpression (Batschauer et al., 1994). Diese lichtregulierten Prozesse ermoglicht
den Pflanzen eine optimale Anpassung an die jeweiligen Umweltbedingungen. Um sich
kontinuierlich auf die Fluktuationen des Lichts einzustellen, entwickelten diese sessilen
Organismen ein hochsensibles Wahrnehmungssystem Uber sensorische Photorezeptoren.

1.1 Lichtwahrnehmung bel Pflanzen

Aktionsspektroskopie lieferte Hinweise auf drel Photorezeptoren, die im ultravioletten,
blauen und rot/dunkelroten Spektralbereich arbeiten (Kendrick and Kronenberg, 1994).
Diese Uberwachen die An- oder Abwesenheit von Licht, dessen spektrale Qualitét, die
Richtung und tégliche Dauer des vorherrschenden Lichts sowie dessen Fluenzrate, also
die Lichtquantitéat. Angemessenes Wachstum und Entwicklung der Pflanze kann daher so
moduliert werden, dass diese eine optimale Energieausbeute erzielt, um Uberleben und
Reproduktion zu gewéhrleisten (Kendrick and Kronenberg, 1994). Dieser Photomorpho-
genese genannte Prozess wird mit Hilfe der oben erwdhnten Photorezeptoren gesteuert.
Mittlerweile sind zwei Gruppen von Blaulichtrezeptoren bekannt, aber noch kein UV-
Lichtrezeptor. Dieses sind die kleine Familie der Cryptochrome (Cashmore et al., 1999)
und Phototropine (Briggs et al., 2001). Den rot/dunkelroten Spektralbereich des Lichts
kontrollieren die Phytochrome (Neff et al., 2000; Smith, 2000; Quail, 2002). In den letz-
ten Jahren wurden betrachtliche Fortschritte sowohl in der Aufklarung der Rolle der indi-
viduellen Photorezeptoren in der Pflanze al's auch in der molekularen und zelluldren
Grundlage der Lichtsignal-Perzeption und -Transduktion gemacht (Deng and Quail,
1999; Fankhauser, 2001; Chory and Wu, 2001). Die bisher am besten charakterisierte
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Gruppe von Photorezeptoren sind die rot/dunkelrot absorbierenden Phytochrome (Neff et
al., 2000).

1.2 Phytochrome

Phytochrom wurde von Butler (Butler et al., 1959) als der Photorezeptor identifiziert,
der die von Borthwick und auch anderen beschriebenen rot-/ dunkelrot-reversiblen Reak-
tionen der Samenkeimung (Borthwick et al., 1952b) und Blitenbildung (Borthwick et al .,
1952a) steuert. Ein mit spannenden Anekdoten gewdtirzter Abriss der Geschichte der Phy-
tochrom-Forschung findet sich bel Sage (1992). Biologisch aktives Phytochrom existiert
in zwei thermodynamisch stabilen Konformationen: Eswird in der biologisch inaktiven
Rotlicht absorbierenden Form (P;) synthetisiert, die ein Absorptionsmaximum um 660 hm
aufweist. Diese wird durch Absorption von Rotlicht in die biologisch aktive, Dunkelrot-
licht absorbierende Form (Ps), mit einem Absorptionsmaximum von 730 nm konvertiert.

Rot (660 nm)
Pr Pfr
Dunkelrot (730 nm)

Wenn gentigend lang bestrahlt wird, stellt sich ein photostationares Gleichgewicht
zwischen der P- und der Py-Form ein, welches abhéngig von der spektralen Zusammen-
setzung des eingestrahlten Lichtesist. Bei einer Wellenlange des Lichtes von 660 nm
liegen beim Hafer etwa 80 % des Gesamtphytochromsin der P;-Form vor, bel einer Wel-
lenléange von 730 nm weniger as 1 %. In der Py-Form wird Phytochrom A (phyA), das
bisher nur in Angiospermen gefunden wurde und die Hauptmasse des Phytochrompools
in dunkeladaptierten Zellen ausmacht, Uber den Ubiquitin-Weg proteolytisch schnell ab-
gebaut (Shanklin J. et al., 1987). Eine Regulation von phyA findet auch auf transkriptio-
neller Ebene statt. Fur die tbrigen Phytochrome wird eine lichtunabhangige Regulation
postuliert (Quail, 1994). Das variable P./Px-Verhdltnis ermdglicht es der Pflanze in jeder
lichtzuganglichen Zelle auf die Menge an Photonen der korrespondierenden Wellenlénge
zu reagieren und adaquat Uber entsprechendes V erschieben des P/Pq-Gleichgewichts auf
Verénderungen in der Zusammensetzung des Lichts zu reagieren.

Phytochromabhangige Reaktionen werden in die very low fluence-Reaktion (VLFR),
die bei einer Rotlicht-Fluenz zwischen 0,1 und 100 nmol m stattfindet, in die low fluen-
ce-rot-/ dunkelrot-reversible Reaktion (LFR) (Mandoli and Briggs, 1981), die bei einer
Rotlicht-Fluenz im Bereich von 1 bis 1000 pmol m™ geséttigt ist und die high irradiance-
Reaktion (HIR) unterteilt (Smith, 1995). In Untersuchungen mit phyA- und phyB-Minus-
Mutanten wurde ermittelt, dass die VLFR und die HIR phyA vermittelt sind (Shinomura
et al., 1996) s.u.). Bei der HIR-Reaktion wird phyA auch tber kontinuierliches dunkelro-
tes Licht aktiviert. Dieses widerspriichliche Phdnomen kann dadurch erklért werden, dass
diesesLicht in der Lageist, eine kleine Fraktion an P, zu bilden und Gber einen langeren
Zeitraum in der Pflanze zu stabilisieren (Mancinelli, 1994).
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Die Moglichkeit, eine Induktion durch Dunkelrot zu revertieren, geht in den meisten
etiolierten Geweben schnell verloren, bleibt in grinen Geweben jedoch fir léngere Zeit
erhalten. Dieser Befund war ein erster Hinwel's darauf, dass Pflanzen zwei physiologisch
unterscheidbare Pools an P, enthalten (Furuya, 1993): einen relativ grofl3en, labilen Pool,
der sehr schnell nach seiner Lichtkonversion zu Ps, verschwindet und einen quantitativ
wesentlich kleineren stabilen Pool, der sich nicht welter verringern lésst (Brockmann and
Schéfer, 1982). Spektral photometrische Ergebnisse zeigten zum einen, dass etiolierte
Gewebe Py in labiler Form enthielten und griine Gewebe in stabiler Form (Jabben and
Holmes, 1983) und weiterhin, dass sowohl etiolierte als auch deetiolierte Gewebe unter-
schiedliche Phytochrom-Apoproteine enthalten (Abe et al., 1989).

Der Beweis fur die Anwesenheit verschiedener Phytochrome innerhalb einer Pflan-
zenspezies wurde mit der Klonierung und vollstandigen Sequenzierung von inzwischen
funf verschiedenen Phytochrom-Genen von Arabidopsis thaliana geliefert: PHYA, PHYB,
PHYC (Sharrock and Quail, 1989) und PHYD und PHYE (Clack et al., 1994). Bisher
wurden sowohl cDNA als auch genomische DNA von Phytochrom-Genen aus verschie-
denen Samenpflanzen (Pratt, 1995), Algen (Lagarias et al., 1995), Moosen (Thimmler et
al., 1992; Kolukisaoglu et al., 1993), (Hughes et al., 1996)dem Moosfarn Selaginella
(Hanelt et al., 1992) und Farnen (Okamoto et al., 1993; Nozue et al., 1998) kloniert und
sequenziert. Die bereits Gber Immunoblots ermittelte Evidenz, dass Phytochromein nie-
deren Pflanzen vorkommen (Rudiger et al., 1991), wurde somit durch die Sequenzierung
der Gene bestétigt. I nteressanterwei se wurde eine phytochromhomologe Sequenz in der
Proteindatenbank bel dem Cyanobakterium Synechocystis (Kaneko et al., 1995) identifi-
ziert und als erstes prokaryontisches Phytochrom Cphl charakterisiert (Hughes et al.,
1997; Lamparter et al., 1997b). Mittlerweile werden auch in nicht-photosynthetisch akti-
ven Prokaryonten, bspw. in Deinococcus radiodurans DrBphP (Davis et al., 1999b) oder
Agrobacterium tumefaciens Agpl und Agp2 (Lamparter et al., 2002), Phytochrome ge-
funden.

1.2.1 Molekulare Eigenschaften und Funktionen der Phytochromtypen

Pflanzliche Phytochrom-Gene codieren fir Polypeptide von etwa 1100 AS. Sie besit-
zen ein relatives Molekulargewicht M, von 123-129 kDa. Das Protein baut einen Bilin-
Chromophor autokatal ytisch ein, so dass Phytochrome in der Pflanze immer als Chro-
moproteine vorkommen. Diese bilden [6sliche Dimere. Zwei Hauptdomanen lassen sich
in den Monomeren unterscheiden: N-terminal die photosensorische Doméne, an die kova-
lent das Tetrapyrrol Phytochromobilin (POB) als Chromophor gebunden ist und C-
terminal die fir die Dimerisation zustdndige Domane.

Untersuchungen an Phytochrom-M utanten, vor allem des pflanzlichen Modellorga-
nismus Arabidopsis, der Gene PHYA, B, D und E, und auch einigen durch Kreuzung ge-
nerierten Mehrfachmutanten sowie transgenen Pflanzen, die individuelle Phytochrom-
Gene Uberexprimieren zeigten, dass die jeweiligen Proteine sowohl unterschiedliche, as
auch tberlappende photosensorische und/oder physiol ogische und 6kol ogische Funktio-
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nen in der Kontrolle der pflanzlichen Antwort ausiiben (Whitelam and Devlin, 1997,
Quail, 1998; Smith, 2000). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass phyB in allen
Stadien des L ebenszyklus eine Rolle spielt, wahrend phyA, phyD und phyE wichtige
Funktionen in ausgewahlten Phasen beeinflussen. Eine phyC-Mutante, herrtihrend von
einer 14 kb groRRen PHYC einschlielRenden Deletion, wurde durch Uberexpression von
phyC nicht verandert (Halliday et al., 1997). Eine spezifische Funktion kann phyC daher
noch nicht zugeschrieben werden.

Eines der besten Beispiele, in der verschiedene Mitglieder der Phytochrom-Familie
abwel chende Parameter des umgebenden Lichts Uberwachen aber die gleiche essentielle
physiologische Antwort kontrollieren, stellt die bereits oben erwéhnte lichtinduzierte Sa-
menkeimung dar (Shinomuraet al., 1996). Unmittelbar nach der Quellung runender Ara-
bidopsis-Samen wird die lichtreversible Samenkeimung von phyB alein induziert. Weder
phyA, phyC, phyD oder phyE sind in der P.-Form in der Lage, die Keimung auszul dsen.
Werden die Samen jedoch fur 48 h im Dunkeln gewassert, keimen Wildtyp Pflanzen un-
ter signifikant niedrigerer Photonenfluenz, wahrend Samen von phyA-Mutanten bei glei-
cher Fluenz nicht keimen. Daraus kann geschlossen werden, dass phyA fur die VLFR
verantwortlich ist. PhyB ist in diesem System nicht in die phyA-Aktion involviert und
umgekehrt. Die phyA induzierte Keimung mit Licht sehr niedriger Fluenz war in diesen
Analysen nicht photoreversibel. In diesem Versuch wurden zum ersten Mal die Aktions-
spektren fir die phyA- und phyB-spezifische Induktion der Samenkeimung separat da-
durch bestimmit, dass sowohl der Wildtyp als auch phyA- und phyB-Minus-Mutanten von
Arabidopsis untersucht wurden. Das aus diesen Analysen erhaltene phyA-
Aktionsspektrum stimmt ziemlich gut mit dem Absorptionsspektrum von gereinigtem
phyA in der P,-Form Uberein. Diese Beobachtung zeigt, dass die Lichtabsorption von
phyA in der P,-Form die urspringlichste Antwort des phyA ist. Im Gegensatz dazu war
die phyB induzierte Keimung photoreversibel. Das Aktionsspektrum der phyB-Antwort
ist 8hnlich dem rot/dunkelrot reversiblen Effekt der Salatsamen-Keimung, den Borthwick
1952 beschrieben hat (Borthwick et al., 1952b).

Auch andere Untersuchungen mit Arabidopsis-M utanten zeigten, dass phyB fir die
LFR vermittelte Photomorphogenese verantwortlich ist (Botto et al., 1995). Es wurde
aber gezeigt, dass verschiedene Mitglieder der Phytochrom-Familie auf gleiche
Lichtsignale reagieren, aber verschiedene physiol ogischen Antworten regulieren. Zum
Beispiel Ubt phyB ene Uberwiegende Kontrolle auf die Entwicklung des Keimlings aus,
waéhrend die Funktion von phyE die Regulation der Lange der Internodien und der
BlUhdauer in Arabidopsis zu sein scheint (Devlin et al., 1998). Aus diesen und weiteren
Beispielen kann geschlossen werden, dass differentielle Regulation der verschiedenen
Phytochrome ein generelles Merkmal von Pflanzen ist.

Microarray-Experimente mit Arabidopsis-Keimlingen von Wildtyp und phyA-
Mutanten zeigten, dass die Expression zahlreiche Gene durch kontinuierlicher Dunkelrot-
Bestrahlung induziert wird (Tepperman et al., 2001). Vor allem Transkriptionsfaktoren
werden nach Lichtperzeption differentiell exprimiert, und das mit einer Verzogerung von
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1 h nach Lichtreizung. Diese Untersuchungen lieferten einen experimentellen Hinwels
darauf, dass phyA-Lichtsignale die Aktivierung von Master-Switches bewirken, die wie-
derum fur die Aktivierung weiterer Gene verantwortlich sind. Aktiviert knnen
Transkripte einer Vielzahl von Zielgenen, involviert in diverse Zweige phyA-vermittelter
Signaltransduktion, differentiell gebildet werden.

In den letzten Jahren wurden einige Proteine, die direkt mit Phytochromen interagie-
ren, as priméare Signalpartner Uber Yeast-Two-Hybrid-Screensisoliert (Quail, 2002). Ei-
nes der identifizierten Proteine ist der Phytochrome-Interacting-Factor 3 PIF3; (Ni et al.,
1998), zugehorig zur Familie der basic Helix-Loop-Helix Transkriptions-Regul atoren.
Sowohl phyA als auch phyB binden PIF3 in der biologisch aktiven P;-Form (Zhu et al.,
2000). PIF3 ist ausschliefdlich im Nukleus lokalisiert und bindet sequenzspezifisch tber
ein G-Box-Motiv an DNA. G-Box-Motive wurden in vielen lichtregulierten Promotoren
gefunden. Dartiber hinaus kann phyB spezifisch und photoreversibel an bereits DNA-
assoziiertes PIF3 binden. Es wurden bereits einige wichtige phyB induzierte lichtregulier-
te Geneisoliert, fir deren Expression PIF3 zusténdig ist. Z.B. die Gene fiir das Circadian
Clock-Associated-Protein 1 CCA1 und Late Elongated Hypocotyl LHY (Martinez-Garcia
et al., 2000). Die Promotoren beider Gene enthalten das G-Box-Motiv. CCA1 und LHY
wiederum codieren fur die der MY B-Klasse zugehdrigen Transkriptionsfaktoren, deren
Eigenschaft bezliglich der Regulation des Chlorophyll A/B bindenden Proteins CAB bzw.
Komponenten der circadianen Uhr gut dokumentiert ist (Wang et al., 1997; Wang and
Tobin, 1998). Aus diesen und weiteren Ergebnissen wurde geschlossen, dass PIF3 den
zentralen Kontrollpunkt représentiert, tber den das Phytochromsystem sowohl den wich-
tigsten Bereich der Photomorphogenese al's auch des circadianen Oszillators reguliert
(Quail, 2002).

Vorrausetzung fUr die beschriebene direkte Interaktion von Phytochromen mit PIF3 ist
die Tranglokalisation von Phytochromen in den Nukleus. Forschungsergebnisse der |etz-
ten Jahre ergaben eine zwingende Evidenz fir den lichtinduzierten Kerntransport von
Phytochrom-Molektlen in der Py-Form. Mit Hilfe von b-Glucuronidase (GUS)- bzw.
Green Fluorescent Protein (GFP)-Phytochrom-Fusionsprotei nen sowie immunocytol ogi-
scher Lokalisation wurde gezeigt, dass Phytochrome in der inaktiven P-Form cytoplas-
matisch lokalisiert sind, aber durch Photokonversion in die aktive Ps-Form zur Translo-
kalisation in den Kern induziert werden (Sakamoto and Nagatani, 1996; Y amaguchi et
al., 1999; Kircher et al., 1999; Hisada et al., 2000). Da alle Phytochrome héherer Pflan-
zen lichtinduziert in den Kern importiert werden (Nagy and Schéfer, 2000) und phyA-
GFP- und phyB-GFP-Fusionsproteine in der Lage sind phyA- bzw. phyB-M utanten von
Arabidopsis zu komplementieren, wird bereits diskutiert, dass es sich bel den hier beo-
bachteten zelluldren Aktivitéten um einen allgemeinen Mechanismus dieser Photorezep-
toren handelt (Quail, 2002). Uber die immer wieder beobachteten speckles (Flecken)
(Kircher et al., 1999), die die phy-GFP-Fusionsproteine im Nukleus bilden, wird speku-
liert, dass diese multimolekulare’ Transkriptosom’ -K omplexe reprasentieren, diein die
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phy-regulierte Genexpression an spezifische Orten im Genom, die mehrere lichtregulierte
Gene enthalten, involviert sind (Tepperman et al., 2001).

Phytochrome sind aber auch |6dliche, cytoplasmatisch lokalisierte Proteine, und es
wurde aufgrund vielversprechender Ergebnisse (Neuhaus et al., 1993) vorgeschlagen,
dass sie Uber die Aktivierung von second messenger n durch G-Proteine Signale zu nukle-
aren Genen ubertragen (Millar et al., 1994) kénnen.(Bowler et al., 1994; Neuhaus et al .,
1997) Die ersten Hinweise auf die Verwicklung von G-Proteinen in die Rotlichtreaktion
ergaben Untersuchungen an Protoplasten von Weizenbl&tern (Bossen et al., 1990). Be-
sonders Mikroinjektions-Experimente bestétigten die Theorie, dass G-Proteine in den
Signaltransduktionsweg von Phytochromen involviert sind. Der aurea-Mutante der To-
mate fehlt intaktes phyA (Sharmaet al., 1993). In einzelne Hypokotylzellen von Keim-
lingen der aurea-Mutante wurde gereinigtes Haferphytochrom injiziert und diese dann
mit Rotlicht bestrahlt (Neuhaus et al., 1993). In den injizierten Zellen wurden drel licht-
regulierte Antworten induziert: Chloroplastenentwicklung, Anthocyaninproduktion und
ein GUS-Reportergen ligiert mit einem Weizen-CAB-Promotor wurde aktiviert. Da diese
Phanomene lediglich in den injizierten Zellen beobachtet wurden, weisen diese Experi-
mente darauf hin, dass die phytochromvermittelte Antwort ein zellautonomes Ereignis
darstellt. Zellen, denen GTP-g-S (ein nichtl6sliches GTP-Analog und aufl3erdem ein Akti-
vator von G-Proteinen) oder Choleratoxin (eine Verbindung, die ADP ribosiliert und he-
terotrimere G-Proteine aktiviert) injiziert wurde, zeigten die gleichen Antworten. Im Ge-
gensatz dazu waren Zellen, denen gereinigtes phyA und GDP-b-S (ein GDP-Analog,
welches G-Proteine inhibiert) injiziert wurde und die darauf folgend mit Rotlicht bestrahlt
wurden, nicht in der Lage, adadquat auf den Lichtreiz zu antworten. Mikroinjektionen von
Ca’* und Calmodulin, einem calciumbindenden Protein, welches die Aktivitét zahireicher
Proteine einschliefdich der von Kinasen (Roberts et al., 1986) reguliert, veranlasste die
Expression rotlichtinduzierbarer Gene. Neuere Forschungsergebnisse lieferten ebenfalls
Hinweise auf die Beteiligung von G-Proteinen an lichtinduzierten Reaktionen. So zeigten
transgene Arabidopsis-Keimlinge, die die &Untereinheit heterotrimérer G-Proteine Ube-
rexprimieren, hypersensitive Antworten auf Lichtstimuli (Okamoto et al., 2001). Weiter-
hin wurde in Arabidopsis das Ca?*-bindende Protein SUB1 identifiziert (Guo et al..,
2001). Genetische Analyse mit subl-Mutanten deuten an, dass dieses Protein eine Kom-
ponente im Cryptochrom-Signaltransduktionsweg darstellt und die Rolle eines Modula-
tors im Phytochrom-Signalweg spielt. Die lichtabhangige Akkumulation des Transkripti-
onsfaktors HY 5 wird von SUB1 unterdriickt.

Einen weiteren wesentlichen Einfluss auf das heute vorherrschende Konzept der mo-
lekularen, zelluléren und biochemischen Mechanismen, Uber die die phy-Familie infor-
mative Lichtsignale induziert, tibte die Entdeckung phy-assoziierter Proteinkinase-
Aktivitét aus. Die zentrale Frage der biochemischen Transaktion eines Signaltransfers
von lichtaktivierten phy-Molekilen auf seine priméren Signal akzeptoren beschéftigt For-
scher in diesem Arbeitsgebiet seit vielen Jahren (Quail, 2000). Mehrere Studien unter-
suchten die Mdglichkeit, ob Phytochrome als lichtregulierte Proteinkinasen tber
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Transphosphorylierung eines oder mehrere interagierende Partner den Mechanismus des
Signaltransfers bewerkstelligen (Fankhauser, 2000). Mit der Entdeckung des bakteriellen
Phytochroms Cphl (Hughes et al., 1997; Lamparter et al., 1997b) konnte gezeigt werden,
dass es sich bei diesem Phytochrom um eine lichtregulierte Histidinkinase handelt, die
sowohl zur Autophosphorylierung an einem Histidin als auch zur Transphosphorylierung
eines Aspartatrestes seines Response-Regulators Repl (Yeh et al., 1997) in der Lageist.
In einer darauf folgenden Arbeit wurde auch gezeigt, dass rekombinantes Phytochrom der
Griunalge Mesotaenium caldariorum bzw. phyA von Hafer autophosphoryliert werden
(Yeh and Lagarias, 1998). Damit wurden erstmals Hinweise, die eine Sequenzéhnlichkeit
zwischen Phytochromen und Sensor-Histidinkinasen bakterieller Zweikomponenten-
Systeme ergaben (Schneider-Poetsch, 1992), bekréftigt.

In den letzten Jahren wurde, basierend auf Yeast-Two-Hybrid-Screens, das Protein
Phytochromkinase-Substrat 1 PKS1 gefunden, dasin vitro von phyA phosporyliert wird
(Fankhauser et al., 1999). Die Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten von
PKS1 wird um das Uber zweifache nach Photokonversion von phyA in die aktive Form
verstarkt. PKS1 ist ein konstitutiv cytoplasmatisch lokalisiertes Protein. I nteressanterwei-
se wurden auch Transphosphorylierungen zwischen verschiedenen Photorezeptoren ge-
funden. Die Blaulichtrezeptoren Cryptochrom 1 und 2 (cry1 und cry2) interagierenin
vitro mit phyA und stellen dessen Substrat dar (Ahmad et al., 1998). Die Phosphorylie-
rung von cry?2 ist dariiber hinaus in vivo rotlichtstimuliert.

Eine weitere Komponente im phy-Signalpfad ist die Nukleosid-Diphosphat-Kinase 2
NDPK2 (Choi et al., 1999) aus Arabidopsis. NDPK 2 interagiert bevorzugt mit der C-
terminalen Doméane von Hafer phyA in der P-Form. Die P-Form erhdhte die enzymati-
sche Aktivitdt von NDPK2 um etwa 70 % wahrend die P,-Form keinen Einfluss auf die
NDPK2-Aktivitét austibte. Fir NDPK 2 wurde eine Lokalisation sowohl im Cytoplasma
als auch im Nukleus gefunden.

Wie die mit phy-Molekilen assoziierte Serin-Threonin-Kinase-Aktivitét in die
Signaltransduktion involviert ist, konnte noch nicht geklért werden. Auch existiert keine
Untersuchung zur Kinase-Aktivitét von phyB. Diskutiert wird ein bisher unbekannter
cytoplasmatischer Signalweg, bei dem die phy-Substrate eine Art cytoplasmatische
Ruckhaltefunktion fir Phytochrome ausiiben (Fankhauser, 2000). Eine Beobachtung, die
in diese Richtung zi€lt, ist die Kern-Translokalisation von P;,B. Die lichtinduzierte Kon-
version von P; zu Py ist sehr schnell, aktiviertes phyB akkumuliert jedoch erst nach eini-
gen Stunden im Kern und ist somit als Py B zuerst prasent im Cytoplasma und eventuel |
dort in Aktion (Fankhauser, 2000).

In der Tat sind einige Phytochrom-Antworten bekannt, die nicht tber veranderte Ge-
nexpression erklart werden kénnen. Dazu gehort die Depolarisation der Membran
(Cosgrove, 1994) oder Veranderungen in der Wachstumsgeschwindigkeit des Hypokotyls
(Parks and Spalding, 1999). Weiter unten wird im Detail der beeindruckende Phototro-
pismus von Ceratodon-Protonemen beschrieben, der nicht wie der Phototropismus hdhe-
rer Pflanzen durch einen Blaulichtrezeptor vermittelt ist, sondern durch Phytochrom. Ers-
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te Reaktionen sind in diesem Modellorganismus fr phototrope Studien bereits nach 5
min seitlicher Bestrahlung mit Rotlicht, im Anschwellen der Apex von Protonema-
Spitzenzellen, zu erkennen (Hartmann et al., 1983). Eine ausschliefdliche Aktion der Phy-
tochrome im Kern ist aufgrund der oben genannten Ergebnisse unwahrscheinlich. Denk-
bar ist eine phytochromvermittelte Phosphorylierung, die sehr schnell induzierte Phytoch-
rom-Antworten vermittelt und eine tUber Genregulation induzierte Antwort, die auf lang-
fristige Verénderungen hinzielt.

1.2.2 Chromophor-Biosynthese

Zwei Synthesewege sind in die Bildung von Holophytochrom involviert: Einer fr das
Apoprotein und ein Zweiter firr den Phytochrom-Chromophor Phytochromobilin (POB)
(Terry et al., 1993). Apophytochrom wird im Cytosol synthetisiert wahrend die komplette
POB-Synthese in den Chloroplasten stattfindet. VVon dort diffundiert das POB ins Cyto-
sol, wo die Assemblierung zum Holophytochrom erfolgt (s. Abbildung 1). Basierend auf
spektroskopischen Untersuchungen mit gereinigten Phytochromen und in vitro As-
semblierungs-Studien mit Bilinen und rekombinantem Apophytochrom, scheint POB der

einzige Phytochrom-Chromophor

aller hoheren Pflanzen (Terry, 1997)
Chloroplast \ und Moose (Zeidler et al., 1998) zu
sein. POB wird ausgehend von A-
minol&avulinat synthetisiert und hat
bis zum Protoporphyrin einen ge-
meinsamen Stoffwechselweg mit
Chlorophyll (s. Abbildung 1). Un-
tersuchungen mit Haferkeimlingen
wiesen daraufhin, dass Biliverdin
IXa (BV) eine Vorstufe zu POB ist
(Elich et al., 1989), woraus gefolgert
wurde, dass Ham ein Intermediat im
Phytochrom-Chromophor-
Biosynthesepfad darstellt. Die
Katalyse von Ham zu BV wird
durch eine ferredoxinabhangige
Cytoplasma| Hamoxygenase (HO), die 1999 s
erste pflanzliche HO in Arabidopsis
\ Holophytochrom identifiziert wurde, bewerkstelligt

(Muramoto et al., 1999).

Aminolavulinatsaure

Protoporphyrin IX

/ lFerrocheIatase
Ham

Chlorophyll
Hamoxygenase

Biliverdin 1Xa
POB-Synthase

Phytochromobilin

Apophytochrom

Abbildung 1: Phytochrom-Biosynthese in Arabidopsis (nach: Kohchi et al, 2001).

In Pflanzen wird das BV von der POB-Synthase zu 3Z-POB reduziert. Dieses eben-
falls ferredoxinabhangige Enzym wurde kirzlich Gber kartenbasierte Klonierung als HY2-
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Locusin Arabidopsisidentifiziert (Kohchi et al., 2001). HY2 kodiert fur ein |6sliches
Protein mit einer M, von 38 kDa und ist in den Chloroplasten lokalisiert. Ferredoxinab-
hangige Bilinreduktasen sind auch in Cyanobakterien und Rotalgen présent, in denen sie
die Konversion von BV zu Phycobilinen katalysieren (Beale, 1993) und kdnnenin 5
Klassen unterteilt werden (Frankenberg et al., 2001). Obwohl 3Z-POB als funktionaler
Phytochrom-Chromophor dienen kann, ist in Pflanzen eine Isomerisierung zu 3E-POB
vor der Assemblierung wahrscheinlich (Terry et al., 1995).

1.2.3 Hadmoxygenase (HO)

Urspringlich wurde HO als das Schllisselenzym der Hamdegradation wegen seiner
Rolle bei der Bilirubin-Produktion in der Rattenleber identifiziert (Tenhunen et al.,
1968). Esist bis heute al's einziges Enzym bekannt, welches die Hamdegradation katal y-
sieren kann. Wie in Abbildung 2 gezeigt, oxidiert HO Ham an der &-meso-Position, um
letztendlich BV IX4, Fe** und CO zu bilden. Firr diese Reaktion wird molekularer Sauer-
stoff und Elektronen von NADPH benétigt. Der Mechanismus dieser Reaktion fuhrt Uber
die relativ stabilen Intermediate &meso-Hydroxyham und Verdohdm und wird detailliert
in (Ortiz de Montellano, 2000) beschrieben.

Obwohl das gemeinsame Merkmal aller HOs die Degradation von Ham ist, spielt die-
ses Enzym in der Natur eine Vielzahl von Rollen. In Sdugern wird BV | Xa Uber die BV-
Reduktase zu Bilirubin reduziert, welches vor dem Ausschelden zu Glucuronsdure konju-
giert wird (Ortiz de Montellano and Wilks, 2000). Die Ausscheidung muss jedoch nicht
die einzige Moglichkeit sein. Sowohl fur BV 1Xaals auch fur Bilirubin wurde eine stark
antioxidative Wirkung in vitro gezeigt (Stocker et al., 1987), so dass Uber eine Schutz-
funktion von HO bei Gewebeverletzungen spekuliert wird (Platt and Nath, 1998). Die
Freisetzung von Eisen und die folgende Induktion eisenchelatierender Proteine wie Ferri-
tin wurde ebenfalls als Funktion von HO, oxidativem Stress in Saugerzellen entgegenzu-
wirken, vorgeschlagen (Vile et al., 1994). Starke Expression von HO im Nervensystem
von Saugern und die Entdeckung physiologischer Antworten auf CO fiihrten zu der Uber-
legung, dass HO spezifisch die Freisetzung von CO in neuralen Zellen vermittelt, um dort
Signale auszulsen (Maines, 1997). In Reptilien, Fischen, Insekten und der Schale von
Vogeleiern dient BV I Xadirekt der Pigmentation und fungiert dort sogar als Signalmole-
kil bei der dorsalen Embryonalentwicklung von Xenopus laevis (Falchuk et al., 2002). In
Cyanobakterien und Rotalgen ist BV 1Xa eine Vorstufe der Chromophore Phycocyanobi-
lin (PCB) und Phycoerythrobilin (PEB) fr die Phycobiliproteine Phycocyanin und Phy-
coerythrin, die a's akzessorische Antennenpigmente des Photosystem |1 dienen. Ein wei-
teres Beispiel fur die Rolle von HO im Eisenmetabolismus ist von der Rotalge Rhodella
violacea bekannt, in der Eisenmangel die Transkription des HO-Gens aktiviert (Richaud
and Zabulon, 1997). In Pflanzen wird BV 1X& zum Phytochrom-Chromophor POB redu-
Ziert.

Die erste direkte Evidenz fir HO in photosynthetisch aktiven Organismen kam von
Fitterungsexperimenten mit der Rotalge Cyanidium caldarium (Troxler et al., 1979). In
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diesen Experimenten wurde gezeigt,
dass der Phycobiliprotein-
Chromophor PCB in einer Weise
aus Ham synthetisiert wurde, die
identisch zu der in Sugern ist. Das
System wurde daraufhin fir die erste
partielle Aufreinigung einer HO aus
Algen genutzt (Cornejo and Beale,
1988).

Biliverdin IXa Verdoham

Abbildung 2: Reaktionsintermediate der Hamoxygenase katalysierten Konversion von Ham zu
Biliverdin und CO nach (Ortiz de Montellano, 2000).

Die Ahnlichkeit von POB zum PCB und der Nachweis, dass BV IXadie Vorstufe von
POB igt, fiihrten zu dem Vorschlag, dass die POB-Synthese in htheren Pflanzen dhnlich
der PCB-Synthesein Cyanidiumist (Elich et al., 1989). Die Analyse von Mutanten, die
nicht mehr in der Lage waren POB zu synthetisieren, |6ste die Frage der Rolle von HO in
der Phytochrom-Synthese (Terry, 1997). Biochemische Analysen der POB-defizienten
Mutanten hyl von Arabidopsis (Parks and Quail, 1991), pcdl von Erbse (Weller et al .,
1996) sowie yg-2 von Tomate (Terry and Kendrick, 1996) zeigten, dass diese keine HO-
Aktivitét aufwiesen. Der Uber positionelle Klonierung gefundene hyl-Locus einer aquiva-
lenten Arabidopsis-Mutante, die Homologie der hy1-Sequenz zu HOs von Saugern und
Cyanobakterien und der Nachwels, dass das Wildtyp-Genprodukt HO-Aktivitét in vitro
aufwies, fuhrte zur Identifikation des ersten pflanzlichen HO-Gens, welches AtHO1 be-
nannt wurde (Muramoto et al., 1999; Daviset al., 1999a). AtHOL kodiert fUr ein
chlorplastenlokalisiertes Protein mit 282 AS und einer M, von 32,6 kDa. Die vollsténdige
Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms offenbarte fir die HOs eine kleine Genfamilie
mit vier Mitgliedern (The Arabidopsis Genome Iniative, 2000). AtHO3 und AtHOA4 fallen
in eine Klasse mit dem AtHO1-Gen, wahrend in AtHO2 ein konserviertes Histidin, wel-
ches als Ham-Ligand funktioniert, durch ein Arginin ersetzt ist. Die funktionelle Folge
einer solchen Substitution ist noch nicht geklart. Mittlerweile wurden HO-Gene in mehre-
ren Pflanzen identifiziert bzw. wurden deren Sequenzen in EST-Datenbanken gefunden
{Mittmann 2002 9208 /id} (Terry et al., 2002). Eine phylogenetische Analyse dieser Se-
guenzen zeigt, dass die Hamoxygenasen héherer Pflanzen den gleichen Abstand von den
HOs der Cyanobakterien und Algen, die eine Gruppe bilden, sowie den Saugern sind. Es
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gibt jedoch biochemische Evidenz dafiir, dass die pflanzlichen HOs dhnlicher sind mit
denen von Cyanobakterien und Algen (Muramoto et al., 2002). Die Klonierung des H&
moxygenase-Gens CpHOL1 aus Ceratodon gelang tber ein Alignment mit ausschliefdlich
pflanzlichen Sequenzen (Mittmann, 2003). Mehrere Versuche, eine HO-Sequenz mittels
Alignments aus tierischen und bakteriellen Sequenzen zu detektieren, brachten kein Er-
gebnis. Fir die resultierende Sequenz von CpHO1 wurde eine Chloroplastenl okalisation
vorhergesagt (Mittmann, 2003).

1.3 Phytochrom-gesteuerter Phototropismusin Cryptogamae

Phytochrom kontrolliert in Spitzenzellen von Moos- und Farnprotonemen den Pho-
totropismus (Etzold, 1965; Hartmann et al., 1983; Cove, 1992). Vor alem bel Farnen,
aber auch einigen Moosen, ist Blaulicht ebenfalls in die Kontrolle phototroper Antworten
involviert (Kadotaet al., 1982). In Arabidopsis kontrolliert Phototropin neben anderen
Effekten den Phototropismus. Ein ungewdhnliches Phytochrom (AdicaPhy3) wurde im
Farn Adiantum capillus veneris (Nozue et al., 1998) identifiziert. Die C-terminale Region
von AdicaPhy3 ist homolog zum Phototropin. Neben einer Kinase-Domane enthélt diese
Region auch zwei LOV-Domanen, welche Flavin-Chromophore binden kénnen. Der N-
terminale Bereich ist homolog zu den Phytochromen. Somit bindet AdicaPhy3 drei
Chromophore: Ein Bilinim N-Terminus und zwel Flavineim C-Terminus (Nozue et al.,
1998; Christie et al., 1999). Charakterisierungen von Mutanten und deren Komplementa-
tion sowie silencing-Experimente deuten an, dass AdicaPhy3 die durch Rotlicht vermit-
telte phototrope Antwort in Adiantum-Protonema kontrolliert (Kadota and Wada, 1999;
Kawai et al., 2003). Das Chloroplasten-Bewegungen in Adiantum AdicaPhy3-vermittelt
sind, konnte in diesen neuen Untersuchungen gezeigt werden. Es scheint, als ob dieser
chimére Photorezeptor mit Eigenschaften fur Rot-/Dunkelrot- als auch Blaulicht-
Absorption zwischen Jura (vor 205 — 138 Mill. J.) und Kreide (vor 138 — 65 Mill. J.) als
Spezialist fur schattige Lichtverhaltnisse wahrend der Bildung dichter Wélder evolvierte.
AdicaPhy3 homologe Sequenzen wurden in weiteren Polypodiaceae, die ebenfallsin
diesen Zeitraumen erstmals auftraten gefunden, jedoch nicht in friher evolvierten Farnar-
ten (Kawai et al., 2003).

Phytochromaktionen kénnen in Protonemen auf zelluldrer Ebene untersucht werden,
daeinzelne Zellen die Richtung des Lichtes erkennen kénnen. Dieses Erkennen der
Lichtrichtung erfordert, dass sich ein intrazellulérer Gradient an aktiviertem Phytochrom
aufbaut. Man nimmt an, dass die einzelnen Photorezeptor-Molektile in einer geordneten
Orientierung innerhalb der Zelle, die al's dichroitische Anordnung bezeichnet wird, vor-
liegen (Kraml, 1994). Bei Farn- und Moosspitzenzellen ruft eine Bestrahlung mit polari-
siertem Rotlicht meist eine Krimmungsreaktion hervor, die verschieden von der photo-
tropen Reaktion ist (Hartmann et al., 1983). Eine solche Reaktion wird als Polarotropis-
mus bezeichnet.

Ist der E-Vektor des anregenden Lichtes parallel zum Ubergangsdipolmoment des
Photorezeptors orientiert, ist die Wahrscheinlichkeit fir die Absorption eines einfallenden
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Photons sehr hoch. Diese reduziert sich auf ein Minimum, wenn der E-V ektor senkrecht
zum Dipolmoment des Photorezeptors steht. Fur die Phytochrom-Molekiile zylindrischer
Zellen wie bel Protonemafilamenten wird angenommen, dass die P-Form mit ihren Di-
polachsen parallel zur Zelloberfléache orientiert ist, und dass die Dipolachsen der P;-Form
senkrecht dazu stehen. Photokonversion resultiert daher beim Phytochrom nicht nur in
einer spektralen Absorptionsanderung, sondern vermutlich auch in einer Anderung der
dichroitischen Orientierung des Chromophors. Bei einsaitiger Bestrahlung baut sich in-
nerhalb der Zelle somit ein tetrapolarer Py-Gradient aufgrund der unterschiedlichen Ab-
sorptionswahrscheinlichkeiten auf (Kraml, 1994). AulZer der physiologischen Evidenz
gibt es keinen Bewelis fur diese Hypothese, da es bislang nicht gelang, die dichroitische
Orientierung von Phytochrom in der Zelle nachzuweisen

Die meisten Phytochrom vermittelten Lichtreaktionen lassen sich bel den niederen
Pflanzen in zwel Kategorien einteilen. Zum einen die schnellen Antworten, wozu der
lonenflux in der Armleuchteralge Nitella (Weisenseel and Ruppert, 1977) gehdrt, aber
auch die Chloroplastendrehung in der Griinalge Mougeotia (Haupt and Wagner, 1982)
sowie der Phototropismus des Farnes Adiantum (Kadota et al., 1982), die gerichtete licht-
abhangige Effekte sind und der oben beschriebenen Hypothese des Wirkungsdichroismus
zugeschrieben werden. Zum anderen langfristige Reaktionen, die mdglicherweise durch
Genexpression vermittelt sind.

1.4 Ceratodon purpureus als Modellorganismus fir den Pho-
totropismus

Auch wenn die Photomorphogenese von Pflanzen in den letzten Jahren sehr intensiv
vor allem in Arabidopsis untersucht wurde und dort zu detaillierten Ergebnissen flhrte,
waren diese Studien nie auf die Samenpflanzen beschrankt. In den wenig differenzierten
Protonemen und Gametophyten von Moosen sind Photomorphosen oft bereits auf zellul&
rer Ebene zu erkennen, so dass diese meist mikroskopisch untersucht werden. Erste Un-
tersuchungen zum positiven Phototropismus von M oosprotonemen wurden bereits 1935
von (Pringsheim and Pringsheim, 1935) durchgefihrt.

Die Sporen von Ceratodon purpureus keimen zu einem sich verzweigenden, positiv
phototrop reagierenden griinen Protonema aus. Die sich zuné&chst entwickelnden chlo-
roplastenreichen Filamente mit senkrecht zur Filamentachse stehenden Querwénde wer-
den als Chloronema bezeichnet und die daraus hervorgehenden chloroplastendrmeren
Filamente mit schraggestellten Querwanden als Caulonema. Diese Bezeichnungen gelten
allgemein fir Moose. Bel Ceratodon ist der Unterschied zwischen den beiden Zelltypen
nicht sehr deutlich. Filamente von Moosprotonema des L aubmooses Ceratodon wachsen,
wie bei alen Moosen, ausschliefdlich an ihren Spitzenzellen, ausgel 6st durch eine lokale
Exocytose von Golgivesikeln an der Apex der Spitzenzelle. Ceratodon-Protonema zeigt
ein sehr gutes, negativ gravitropes Wachstum im Dunklen (s. Abbildung 3a) und die
Antwort der Spitzenzelle auf Lichtreize ist relativ schnell. Die apikalen Zellen sind nega-
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tiv gravitrop und posi-

tiv phototrop (s.

Abbildung 3b), wobel

der Phototropismus

s <« phytochromreguliert
< ist (Hartmann et al.,
<€ s60nm  1983).

Gravita-
tion

Abbildung 3: Protonema von Ceratodon purpureus. (a) Filamente wurden als feine Linie auf
Cellophanfolie ausgestrichen und wuchsen fir 7 d auf 1b-Medium im Dunklen. (b)
Spitzenzell e eines dunkeladaptierten Protonemafilamentes nach 1 h Bestrahlung
mit Rotlicht. Balkenin (a) = ~500 uM. Abbildung von T. Lamparter.

Dunkel adaptierte Moose schwellen rund 5 min nach kontinuierlicher Rotlicht-
Bestrahlung an der apikalen Region der Spitzenzellen an. Nach etwa 20 min ist eine Pola
risierung des Wachstums in Richtung des einstrahlenden Lichtes deutlich sichtbar (bul-
ging), die aus einer Verlagerung des Wachstumszentrums von der Spitze an die Flanke
der apikalen Region herriihrt. Dieser Effekt ist durch Bestrahlung mit dunkelrotem Licht
revertierbar. Untersuchungen mit polarisiertem Licht zeigten, dass der rotlichtinduzierte
Phototropismus abhangig ist von der Schwingungsebene des E-V ektors, wobel die grofite
phototrope Reaktion bei einer Schwingungsebene des polarisierten Lichtes parallel zur
Wachstumsrichtung der Filamente ermittelt wurde (Esch et al., 1999).

1.4.1 Phytochrome von Ceratodon purpureus und Physcomitrella patens

Von Ceratodon sind drei Phytochrom-Gene sequenziert worden. Das von Thummler
identifizierte CerpuPhyl (Thimmler et al., 1992) codiert moglicherweise fir eine licht-
regulierte Proteinkinase, die 20-25 kDa gréf3er ist als andere Phytochrome. Die C-
terminale Region dieses Phytochroms weist eine Homologie zu der katalytischen Region
von Proteinkinasen auf, jedoch keine Homologie zu anderen Phytochromen héherer und
niederer Pflanzen. Transkripte von CerpuPhy 1 konnten nur in sehr niedrigen Mengen
detektiert werden (Pasentsis et al., 1998). In Immunoblotanalysen mit Antikorpern gegen
den N-Terminus des Phytochroms konnte das Protein nicht detektiert werden (Lamparter
et al., 1995). Die Bedeutung dieses Gens ist bisher nicht bekannt, unterstiitzte aber die
bereits erwdhnte These, dass Phytochrome al's Proteinkinasen wirksam sein konnten
(Schneider-Poetsch, 1992).
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Ein zwelites, klassisches Phytochrom-Gen CerpuPhy2 wurde in unserer Arbeitsgruppe
sequenziert (Hughes et al., 1996). Es codiert fir ein 124,1 kDa grof3es Apoprotein mit
1121 Aminosauren und ist Uber seine gesamte Lange homolog zu den Orthologen in Sa-
menpflanzen.

Immunol ogische Untersuchungen haben gezeigt, dass CerpuPhy2 in der Grof3e und in
den spektralen Eigenschaften vergleichbar ist, mit dem anderer Phytochrome (Lamparter
et al., 1995). Bel Ceratodon ist der Phytochromgehalt in vivo von den Lichtbedingungen
wahrend des Wachstums abhéngig. Dunkel adaptierte Protonemen akkumulieren bis zu
7 Tagen Phytochrom, anschlief3ender Transfer in weil3es Licht I8sst den Phytochromge-
halt relativ langsam nach 6 Stunden auf 50 % des anfénglichen Gehaltes absinken. Ein
weiterer Abfall konnte auch nach 40 Stunden im weif3en Licht nicht gemessen werden.
Die Dunkelreversion von Ps zu P, vollzieht sich schnell: innerhalb von 10 minist die
Hafte des P;, zu P, revertiert. Die Photokonversionsrate von P, ® Py und P ® P, gleicht
der von Haferphytochrom. Das Differenzspektrum von Ceratodon Phytochrom weil3t ein
Maximum bei 660 nm und ein Minimum bei 722 nm auf (Lamparter et al., 1995). Die
photochemischen Eigenschaften heterolog exprimierten Cer puPhy2s wurden ebenfalls
extensiv untersucht (Zeidler et al., 1998). Ein weiteres Ceratodon-Phytochrom-Gen Cer-
puPhy3 wurde kiirzlich von (Mittmann, 2003) vollsténdig kloniert und sequenziert. Un-
tersuchungen Uber dessen Funktion stehen noch aus.

Folgende bisher untersuchte Antworten in Ceratodon sind Phytochrom vermittelt bzw.
beeinflusst: Sporenkeimung (Vaanne, 1966), positiver Phototropismus (Hartmann et al.,
1983), Polarotropismus (Esch et al., 1999), Chlorophyll-Biosynthese und Chloroplasten-
Morphogenese (Lamparter et al., 1997a), die Initiierung von Seitenverzweigungen in
Protonemen (Kagawa et al., 1997) sowie die Regulation des Gravitropismus (Lamparter
et al., 1996).

In Physcomitrella wurden bisher vier Phytochrom-Gene, PhypaPhyl — PhypaPhy4,
gefunden (Kolukisaoglu et al., 1993){ Mittmann 2002 9208 /id} . Weiterhin wurden kirz-
lich EST-Sequenzen von zwei bisher unbekannten Physcomitrella-Phytochrom-Genen in
GenBank verdffentlicht (Mittmann, 2003). Auch in diesem Moos sind phytochromvermit-
telte Effekte beschrieben (Cove, 1992; Kadota et al., 2000).

In phylogenetischen Analysen (s. Abbildung 4), basierend auf der Aminosaure-
Sequenz des N-terminalen Chromophormoduls, lassen sich zwel Gruppen in Moosen
unterscheiden. Die eine besteht aus den Phytochromen CerpuPhyl, CerpuPhy2, Phy-
paPhyl und PhypaPhy3, und die andere aus CerpuPhy3, PhypaPhy2 und PhypaPhy4. Es
scheint as ob CerpuPhyl und CerpuPhy2 aus einer spaten Genduplikation hervorgingen,
gefolgt von einer Umordnung der Doménen, wobei CerpuPhyl entstand.

Daher ist es nicht Gberraschend, dass keine Phytochrom-Gene dhnlich CerpuPhyl in
anderen Arten gefunden wurden. Die Physcomitrella-Paare PhypaPhy1/3 und Phy-
paPhy2/4 gingen offensichtlich ebenfalls aus einem Duplikationsereignis hervor, nach-
dem bereits zwei Moosphytochrom-Gruppen evolutiv divergiert waren (Lamparter and
Bricker, 2003). Am Einfachsten ist dieses tiber eine Duplikation des kompletten
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Physcomitrella-Genoms zu er-
kléren. Diese Annahme stimmt
auch mit der Messung der Cera-
todon-Genomgrolie Uberein, die
mit 240-270 Mbp ermittelt wur-
de (Lamparter et al., 1998) und
somit halb so gro3 ist, wie das
Genom von Physcomitrella,
welches rund 500 Mbp aufwelst
(Briicker, 1997).

Abbildung 4: Stammbaum mit Phytochromen aus Moosen und anderen Pflanzen (Lamparter and
Briicker, 2003). Adica: Adiantum capillus veneris, Arath: Arabidopsisthaliana,
Cerpu: Ceratodon purpureus, Mesca: Mesotaenium caldariorum, Marpo: Marchan-
tia polymorpha, Mousc: Mougeotia scalaris, Phypa: Physcomitrella patens, Picab:
Picea abies, Pinys: Pinus sylvestris, Selma: Selaginella martensii.

1.4.2 Aphototrope M utanten von Ceratodon purpureus

Die Isolierung und Charakterisierung von Mutanten liefern den Schltissel zur geneti-
schen Analyse von Entwicklungsvorgangen (Cove, 1993). Aus Untersuchungen an Mut-
anten kdnnen zum einen Hypothesen Uber die Rolle des mutierten Gens im pflanzlichen
M etabolismus aufgestellt werden und weiterhin ermoglichen sie die Isolierung des identi-
fizierten Gens, welches anschlief3end molekular charakterisiert werden kann. Die Mo-
dellpflanzen fir die genetische Analyse ist Arabidopsisthaliana, die zugleich die erste
Pflanze war, deren Genom komplett sequenziert und veroffentlicht wurde (The Arabi-
dopsis Genome Iniative, 2000). Weitere Modellorganismen bei Pflanzen sind die Mono-
kotylen Mais und Reis. Obwohl auch bei den niederen Pflanzen zahlreiche Mutantenana-
lysen durchgefuihrt wurden, hat sich bis heute kein Modell etablieren konnen. Von Cera-
todon sind mehrere aphototrope Mutantenlinien des Wildtyps wt4, bel denen die Mutati-
onen durch UV-Mutagenese ausgel 6st wurden, isoliert worden (Lamparter et al., 1996).
Sie wurden nach einseitiger Rotlicht-Bestrahlung vereinzelt (s. Abbildung 5a) und kon-
nen in zwei phanotypisch unterscheidbare Klassen eingeteilt werden. Linien der Class 1
(s. Abbildung 5c) zeigen auch nach langerer Bestrahlung mit Rotlicht keine phototrope
Reaktion, wachsen also negativ gravitrop wie dunkeladaptierte wt4, und besitzen einen
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etwa 20fach
geringeren
Gehalt an
spektral akti-
vem Phytoch-
rom wie der

660 nm Wildtyp (s.
Abbildung 5b
und c).

A MMM

Gravita-
tion

Abbildung 5: (a) Isolation aphototroper Ceratodon-M utanten. Wildtyp-Filamente wachsen zum
Licht, Mutanten wachsen entweder negativ gravitrop oder in ale Richtungen. Hier
wurden die Filamente nach 7 d Dunkelwachstum fur 24 h mit Rotlicht bestrahlt. (b)
Wildtyp und (c) Class 1-Mutante nach 7 d Bestrahlung mit Rotlicht. Balkenin (a) =
50 uM; in (b, ¢) ~0,3 cm. Abbildung von T. Lamparter.

Immunol ogische Untersuchungen weisen einen gegenuber dem Wildtyp unveréander-
ten Gehalt an Apoprotein auf. Da sich bei den Mutanten die phototrope Reaktion durch
Fltterung mit Biliverdin oder mit Phycocyanobilin (Lamparter et al., 1997a) wieder her-
stellen I&sst, zeigen diese Linien die typische Charakteristik chromophordefizienter Mut-
anten. Class 2-Linien reagieren schwach phototrop nach 24 stiindiger Rotlicht-
Bestrahlung und wachsen nach langerer Bestrahlung mit Rotlicht gleichméaldigin alle
Richtungen. Der Gravitropismusist bel diesen Mutanten weiterhin wie auch beim Wild-
typ von Py unterdriickt, ebenso entspricht der Phytochrom- und Chlorophyllgehalt dem
des Wildtyps (Lamparter et al., 1996). Die Ursache fir den Phénotyp ist bei dieser Mut-
antenlinie noch unklar. Class 1-Mutanten besitzen auf3erdem einen geringeren Chloro-
phyllgehalt a's der Wildtyp. Weitere Untersuchungen an einzelnen Spitzenzellen zeigten,
dass sich der Chlorophyllgehalt nach Dunkel adaption sowohl beim Wildtyp, der dunkel-
gewachsen einen etwa 100fach niedrigeren Chlorophyllgehalt aufweist als unter Stan-
dardwei3lichtbedingungen, als auch bei den aphototropen Mutanten, durch Bestrahlung
mit blauem Licht erhthen I&sst. Bestrahlung mit rotem Licht erhéhte den Chlorophylige-
halt zwar beim Wildtyp, bei den Mutanten jedoch erst nach PCB-Ftterung. Die Erho-
hung des Chlorophyllgehaltes beim Wildtyp durch Bestrahlung mit rotem Licht konnte
durch anschlief3ende Bestrahlung mit dunkelrotem Licht teilwei se aufgehoben werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl Phytochrom als auch ein Blaulichtrezeptor die
Chlorophyllakkumulation bei Protonemen von Ceratodon regulieren.

Bei héheren Pflanzen wird angenommen, dass der Phytochrom-Chromophor aus Pro-
toporphyrin IX synthetisiert wird (s. 1.2.2). Diesesist auch das Ausgangsprodukt fr die
Chlorophyll-Biosynthese.
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Dasich bel den Class 1-Mutanten der Chlorophyligehalt durch Bestrahlung mit blau-
em bzw. rotem Licht bei gleichzeitiger PCB-Futterung erhthen I&sst, ist Protoporphyrin
nicht der limitierende Faktor. Wahrscheinlich ist bei diesen Mutanten der Syntheseweg
des Phytochrom-Chromophors POB zwischen dem Schritt vom Protoporphyrin zum Bili-
verdin blockiert.

1.4.3 Mikroinjektion in Protonema-Spitzenzellen von Ceratodon

Kapillare Mikroinjektion von Losungen in lebende Zellen hat sich al's aul3ergewohn-
lich wirksames Werkzeug in der Zellforschung bewahrt. In tierischen Zellenist sie eine
der effektivsten Methoden, um Makromolekile in das Cytoplasma oder direkt in den
Nukleus einzubringen. Zu den in Saugetierzellen injizierten Substanzen gehdren Spuren-
elemente (Kreis and Birchmeier, 1982; Gorbsky et al., 1988), um deren Verteilung durch
zytoplasmatische Prozesse und interzellulére K opplungen zu beobachten, lonen z.B. Ca&*
(Hamaguchi and Kuriyama, 1982); (Stolz and Bereiter-Hahn, 1987), spezifische Inhibito-
ren z.B. synthetische Peptide, mMRNA (sense und antisense) oder Antikorper gegen Zy-
toskel ettelemente (Sanger et al., 1987) und Aktivatoren wie Proteine und Peptide oder
cDNASs (Pepperkok et al., 1988) unter der Kontrolle konstitutiver Promotoren. Heute
wird im Prinzip mit der von Grassmann (1970) entwickelten Technik gearbeitet: Die Ka-
pillarenspitze wird mit der zu injizierenden Flussigkeit gefullt und auf das Kapillarenende
Druckluft gegeben. Kritische Aspekte dieser Technik wurden in den letzten Jahren deut-
lich verbessert. Das Ziehen der Glasmikropipetten wird heute zumeist mittels computer-
kontrollierter Mikropipetten-Puller durchgefihrt, die einen héchsten Grad an Reprodu-
Zierbarkeit der Form und des Durchmessers der Kapillarenspitze erlauben. Die Computer
Automation der Injektionstechnik (Ansorge and Pepperkok, 1988) ermdglicht bel tieri-
schen Zellen heute bis zu 1500 Injektionen in der Stunde. Die Aufristung der Mikroin-
jektion mit der Technik der Fluoreszenzmikroskopie oder der konfokalen Laser-Scanning
Mikroskopie, gekoppelt mit Software gestiitzter Bildverarbeitung, ermdglicht eine auto-
matische Berechnung und Auswertung von Mikroinjektions-Experimenten an integrierten
Systemen.

In den letzten Jahren wurde die Mikroinjektionstechnik auch erfolgreich bei hoheren
Pflanzen eingesetzt. Schwierigkeiten bereitet dabel vor allem die Existenz einer Zellwand
und die grof3en Vakuolen. Stamina-Haarzellen von Tradescantia bieten den Vorteil, dass
sie verhdltnismadig grofl3 sind und ihr Zytoplasmaanteil sehr hoch ist. Die Mikroinjekti-
onstechnik kam bis heute vor allem an diesen Pflanzenzellen zur Beobachtung der Dy-
namik von Mikrotubuli und Mikrofilamenten bei sich teilenden Zellen zum Einsatz
(Zhang et al., 1990; Cleary et al., 1992; Zhang et al., 1993; Cleary, 1995). Pollenschlau-
che von Lilien haben sich ebenfalls al's geeignetes Pflanzenmaterial fur die Mikroinjekti-
on etabliert. Sie weisen eln ausgesprochen polarisiertes Wachstum bei extrem hohen
Wachstumsraten auf. Die Rolle des Calciums als Signaltransmitter sowie die Aktivitét
von Calciumkand en und cytoplasmatische Stromungsverhéltnisse wahrend ihres Wachs-
tums wurden in neueren Experimenten durch die Injektion von Kalziumindikatoren und
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Wachstumsinhibitoren untersucht (Miller et al., 1992);(Pierson et al., 1994); (Malho et
al., 1995). Membranspannungen wurden hierbel mittels einer Mikroelektrode, diein einer
zweiten Mikrokapillare gefuhrt wurde, gemessen. Neuere Mikroinjektoren verfiigen
meist Uber mehrere Ausgange, an die auch Kapillaren zum Halten und Transferieren von
sich frei im flissigen Medium bewegenden Zellen z.B. Protoplasten, angeschl ossen wer-
den kdnnen.

Unter 1.2.1 wurde bereits Uber Untersuchungen phyA kontrollierter Reaktionen mittels
der Mikroinjektionstechnik berichtet. Resultate phyB vermittelter Antworten durch die
Injektion aus in Hefe exprimierten phyB-PCB-Addukten in Keimlingen der aurea-
Mutante (Kunkel et al., 1996), bezeugen die Effektivitét dieser Methode. Bei diesen Ex-
perimenten wurde gezeigt, dass phyB, im Gegensatz zu phyA, nicht die Akkumulation
von Anthocyaninen induzieren kann. Welterhin deuten die erzielten Ergebnisse an, dass
phyB zur Vermittlung einer schnellen und effizienten Deetiolierung mit anderen Photore-
zeptoren in Interaktion tritt.

Von mir wurde eine Methode fir die Injektion einzelner Protonemazellen von Cerato-
don purpureus und Physcomitrella patens etabliert (Bricker, 1997). Die filamentds aus-
wachsenden Protonemazellen von Moosen bieten mit ihrem Spitzenzellenwachstum fiir
physiol ogische Untersuchungen auf zellulérer Ebene die besten Voraussetzungen. Im
Gegensatz zu Farnprotonemazellen haben die Moosprotonemazellen fir die Mikroinjek-
tion den Vorteil, sich nicht mit einem Wachsbelag gegen Austrocknung zu schiitzen. In
1.1 werden die von mir ermittelten Bedingungen, die zu erfolgreichen Injektionen in
M oosprotonema- Spitzenzellen flhren, ausgefthrt.

Die Etablierung der Mikroinjektionstechnik bei Ceratodon purpureus kann, vor allem
in Verbindung mit den bereits oben erwahnten isolierten Mutanten, interessante Erkennt-
nisse tber die molekularen Zusammenhange der Lichtregulation und zur Physiologie der
Moose liefern.

1.5 Reverse Genetik in Pflanzen

Die Beziehung zwischen Gen und Phénotyp zu ermitteln ist ein Hauptziel in der mo-
dernen Biologie. Die Sequenz eines Gens alleine liefert zunéchst wenig biologisch rele-
vante Informationen fir die grof3e Mehrzahl der in Hochdurchsatz-Sequenzier-
Programmen identifizierten Gene. Die Genetik liefert diese Uber die Analyse von funkti-
onsgestorten Genen. Im Gegensatz zum klassischen Ansatz der vorwaérts gerichteten Ge-
netik, bei der Uber Mutagenese des interessierenden Organismus willkirliche Mutationen
erzeugt werden und anschlief3end nach geeigneten Phanotypen gesucht wird, hat die re-
verse Genetik das kontrollierte Ausschalten bzw. Veradndern von Genen im Kerngenom
zum Ziel, um anschlief3end deren Funktion im Organismus zu definieren. Dieses ge-
schieht Uber Transformation des Organismus mit Fremd-DNA. Diese wird Uber illegitime
oder homologe Rekombination in die chromosomale DNA eingebaut, wodurch Mutatio-
nen entstehen konnen. Im folgenden Abschnitt wird zun&chst auf die Erzeugung von
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Mutanten Uber illegitime Rekombination eingegangen und in den anschlief3enden Kapi-
teln detailliert Experimente zur homologen Rekombination bei Pflanzen beschrieben.

Transformationsstrategien zur Identifikation von Proteinfunktionen bzw. neuen Genen
in Pflanzen nutzen die einfache Handhabung somatischer Zellen in etablierten Modellor-
ganismen. Veranderungen in der Basenabfolge kdnnen nach der Transformation me-
ristematischen Gewebes bzw. der Regeneration von transformierten Protoplasten auch in
der Keimbahn etabliert und an die Folgegeneration weitergegeben werden. Die am wei-
test verbreitete Methode in der funktionellen Genomik von Pflanzen ist die Insertionsmu-
tagenese, bel der durch illegitime Rekombination nach einer Transformation wiederiden-
tifizierbare DNA-Sequenzen zufdlig in das Genom integrieren und dadurch Gene zersto-
ren konnen (Walbot, 1992). Bel diesen Ansétzen wird T-DNA von Agrobacterium bzw.
heterologe Transposons fur die Transformation pflanzlicher Zellen verwendet, um grol3e
Kollektionen markierter Mutanten zu erzeugen. Ziel solcher Sammlungen getaggter Mut-
anten, die unter anderem von Arabidopsis (Parinov and Sundaresan, 2000) und Reis (Jeon
et al., 2000) zur Verfigung stehen, ist eine Saturierung in der Anzahl der zerstorten Ge-
ne. Nach phénotypischer Analyse und Isolierung der gewtinschten Mutante kann Uber die
bekannte Basenabfolge des insertierten Elements die flankierende DNA, und somit das
mutierte, getaggte Gen, sequenziert werden. Mehrere PCR-Techniken wurden zu diesem
Zweck entwickelt (Rios et al., 2002). Statistisch existieren in diesen Kollektionen Inserti-
onsmutationen, in denen jedes Gen des transformierten Organi smus mindestens einmal
betroffen und somit funktional zerstort ist. Auch wenn diese Herangehensweise zur |den-
tifikation und Charakterisierung einer Vielzahl von Genen durch die Generierung von
loss-of-function-M utationen fuhrte, birgt die Methode der Insertions-M utagenese konzep-
tionelle Nachteile (Schaefer, 2002). Trotz intensiver Studien ist bis heute nicht geklért,
inwiefern die tag-induzierten Mutationen tatsachlich gleichméidig auf das Genom verteilt
sind. T-DNA-tagsin Arabidopsis scheinen nicht in alle Bereiche des Genoms zufdlig zu
insertieren und viele Allele sind somit uneinheitlich betroffen (Szabados et al., 2002).
Nach neueren Schétzungen sind mindestens 150.000-200.000 I nsertionen notwendig, um
das Arabidopsis Genom anndhernd saturiert mit Gen-knockouts abzudecken (Bouché and
Bouchez, 2001). Die Identifizierung betroffener Gene wird durch das Screenen solch gro-
3er Transformanten-K ollektionen kostspielig und zeitaufwendig. Multiple Insertionen
und sogar chromosomale Rearrangements in Folge der Insertion erschweren die Analyse
einer Mutante zusétzlich. AulRerdem sind letale Phénotypen und konditionelle Mutationen
nicht identifizierbar und neue Gene ohne bekannte Homologien somit nur schwer zu fin-
den. Auch wenn die zuféllige Insertion von Verstérkerelementen (enhancers) die Identifi-
zierung von gain-of-function Mutationen erlaubt (Weigel et al., 2000) und durch gene
trap screens die Aktivitéat von Genen in situ mittels Fusion eines Reportergens mit einem
endogenen Element darstellbar wird (Springer, 2000), existiert keine Methode, um spezi-
fische Punktmutationen in einem Gen zu erzeugen.
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1.5.1 Genetargeting

Die zielgerichtete M utagenese, mit gene targeting bezeichnet, macht sich den Vorgang
der homologen DNA-Rekombination zu nutze, bei der annéhernd identische genomische
Sequenzen rekombinieren. In meiotischen Zellen wird die homologe Rekombination
durch DNA Doppelstrangbriiche ausgel st und kombiniert die genetische Information der
beiden Eltern neu, die dann an die néchste Generation weitergegeben wird. In somati-
schen Zellen wird durch homol oge Rekombinationsvorgange vor alem die Reparatur von
Mutationen bzw. DNA-Brtchen gewéhrleistet. Durch homol oge Rekombination werden
diese Schaden vor der Replikation konservativ, d. h. ohne Veranderungen der Nukleotid-
sequenz, wieder miteinander verknuipft und dadurch repariert. In somatischen Zellen von
Saugern und Pflanzen tberwiegt jedoch die illegitime Rekombination, bei der Sequenz-
homologien kaum eine Rolle zu spielen scheinen und die Nukleotidsequenz nach der
Verknupfung zweier DNA-Abschnitte verandert ist. Sowohl die homologe a's auch die
illegitime DNA-Rekombination wurden, mit sehr unterschiedlicher Frequenz, bel alen
Organismen beobachtet (Puchta, 2002).

Gene targeting durch homol oge rekombinationsvermittelte Integration von Fremd-
DNA umgeht die oben beschriebenen Beschrénkungen, die eine stochastische Mutanten-
erzeugung mit sich bringt. Fir die kontrollierte Manipulation eines Genomsist die homo
loge Rekombination, da dass Produkt des Ereignisses vorhersagbar ist, daher von beson-
derem Interesse. Vorrausetzung ist die Verflgbarkeit der Sequenzinformation, die veran-
dert werden soll. Dieses stellt jedoch kaum mehr eine Limitation dar. Nukleotidsequen-
zen kompletter Genome sowohl von prokaryontischen (Blattner et al., 1997; Kunst et al.,
1997) als auch von eukaryontischen Modellorganismen (Clayton et al., 1997; Cae-
nor habditis elegans sequencing consortium, 1998; Adams et al., 2000), sowie die der
bereits oben genannten Pflanzen Arabidopsis und Reis { Oryza sativa L. ssp. japonica
(Goff et al., 2002) und indica (Yu et al., 2002)}, stehen in Datenbanken gespeichert zur
Verfigung. Dartiber hinaus existieren Datenbanken mit ESTs (expressed sequence tags)
einer Vielzahl von Organismen. Uber Sequenzvergleiche von Genen oder Proteinen der
bestehenden Datenbanken kénnen so auch noch nicht bekannte Sequenzen in anderen
Organismen identifiziert werden.

In Bakterien, Hefen und mehreren filamentdsen Pilzen ist Gene targeting seit langem
die Methode der Wahl, um effizient gezielt Gene auszuschalten oder zu verandern
(Schaefer, 2002). In Hefen integriert ein von extern zugefihrtes Stiick DNA, welches
homol oge Sequenzen zum Genom trégt, beinahe ausschliefdlich an seiner korrespondie-
renden genomischen Position. Seit friihen Pionierarbeiten mit M&usen aus den 90 Jahren,
in denen embryonaler Stammzellen (ES) transformiert wurden (Doetschmann et al .,
1987; Thomas and Capecchi, 2003), fuhrte diese Technik auch in diesem Organismus zur
funktionalen ldentifizierung hunderter Gene. Ein Fakt der unter anderem dazu beitrug die
Maus zum Modellorganismus fur Sauger zu etablieren. Gene targeting steht in embryo-
nalen Stammzellen mit einer Frequenz von einer homologen Integration auf maximal 100
illegitime Integrationen zur Verfiigung. Eine umfassende Ubersicht zum Thema bietet der
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Artikel von Jasin (Jasin et al., 1996). Vor wenigen Tagen wurde auch der erste Bericht
Uber erfolgreiche homologe Rekombination mit humanen ES-Zellen veréffentlicht
(Zwaka and Thomson, 2003). Die Transformation der Stammzellen erfolgte dabei Uber
Elektroporation und die erzielte Frequenz an homologen Rekombinanten war dhnlich der
fur ES-Zellen von Mé&usen.

Leider konnten dhnliche Frequenzen wie bei Hefen und Mé&usen in Gene targeting-
Experimenten mit Pflanzen bisher nicht erzielt werden. Anfangliche Studien zur Ab-
schétzung der Freguenz von gene targeting-Ereignissen in Pflanzen nutzten als Ver-
suchsansatz die Komplementierung unvollstéandiger, selektierbarer Markergene, die be-
reits stabil in das pflanzliche Genom transformiert waren. Der direkte Gentransfer
(Halfter et al., 1992) in Protoplasten erfolgte dabei mittels PEG-Transformation oder E-
lektroporation (Paszkowski et al., 1988). Des weiteren wurden verschiedene pflanzliche
Gewebe Uber Bombardierung mit DNA mit Hilfe der particle gun as auch tber die T-
DNA von Agrobacterium tumefaciens (Offringa et al., 1990) transformiert(Lee et al .,
1990). Unabhangig von der verwendeten Art (Tabak oder Arabidopsis) und Transforma-
tionsmethode | ag die beobachtete gene targeting-Frequenz bei 10 bis 10, also einem
target-Ereignis auf 10.000 - 100.000 illegitimen Integrationen. In Escherichia coli
(Datsenko and Wanner, 2000) und Saccharomyces (Baudin et al., 1993) sind 30 - 40
Nukleotide Homol ogie zum genomischen Zielbereich hinreichend, um effizient gezielt
Gene auszuschalten. In hoheren Pflanzen sieht die Situation jedoch vollig anders aus.
Selbst Ansétze, bei denen der homologe Bereich der zu transferierenden DNA auf bis zu
22 kb Lange ausgedehnt wurde (Thykjaer et al., 1997), fuhrten nicht zu einer signifikan-
ten Steigerung des gene targetings in Pflanzen. Eine Moglichkeit, die Frequenz der ho-
mologen Rekombination zu steigern, besteht in der Induktion von Doppel strangbriichen
an der genomischen Zielposition. Alle gegenwartigen Rekombinationsmodelle basieren
auf der Reparatur solche Briiche (Pagues and Haber, 1999). Untersucht wurde diese He-
rangehensweise bel Pflanzen zuerst in Tabak. Dazu wurde das selten schneidende Re-
striktionsenzym I-Scel in Transgenen, die eine artifizielle I-Scel Erkennungssequenz ent-
halten, kurzzeitig exprimiert (Puchta et al., 1993). Die homologe Integration in vivo
konnte mittels dieser Strategie auf eine Frequenz von 10 gesteigert werden (Puchta et
al., 1996). Leider ist diese Methode der Doppel strangbruch-Induktion fir das gene targe-
ting kaum nutzbar, da statistisch eine I-Scel-Erkennungsschnittstelle auf 4 Tabak- und 70
Arabidopsis-Genomen vorkommt.

In den letzten Jahren erschienen zwel Arbeiten zum gezielten Knockout in Arabidopsis
(Miao and Lam, 1995; Kempin et al., 1997). In beiden Fallen wurden Gene zerstort, die
nicht als loss-of-function-Mutationen identifizierbar sind. In letztererArbeit konnte im-
merhin ein target-Ereignis in 750 Transformanten erzielt werden. Es wurde vermutet,
dass diese relativ hohe Frequenz auf der Vakuum-Infiltration beruhte, Gber die der Gen-
Transfer durchgefihrt wurde. Leider konnte die Effizienz dieser Methode noch nicht ver-
bessert werden, und die bereits erzielten Ergebnisse wurden auch kontrovers diskutiert
(Puchta, 1998; Liljegren and Y anofski, 1998).
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1.5.2 Untersuchungen zur homologen Rekombination in Pflanzen

Dadas Interesse an gene targeting in Pflanzen sehr grol3 ist, wurden neue Ansétzen
getestet, die sich in prokaryontischen oder tierischen Systemen als effizient erwiesen.
Dabei ging es zum Einen um das molekulare Versténdnis der homologen Rekombination
in Pflanzen und zum Anderen darum, die erzielten Erkenntnisse zur Steigerung der gene
tar geting-Frequenz zu nutzen. Experimenteller Ausgangspunkt dieser Arbeiten war die
Verwendung von Reportergenen. Nichtfunktionelle Fragmente wurden mit Gberlappen-
den Sequenzen unterschiedlicher Lange auf mehrer Konstrukte verteilt und in pflanzliche
Zellen transformiert. Eine Reparatur des Reportergens infolge homologer Rekombinati-
onsvorgange ist leicht identifizierbar und die Effizienz der gewéhlten Versuchsbedingun-
gen statistisch auswertbar. Extrachromosomale Rekombination fuhrte mit hoher Effizienz
zu funktionellen Reportergenen und konnte daher bereits sehr detailliert untersucht wer-
den (Puchta and Hohn, 1991; Tinland et al., 1994). Die DNA-Molekile rekombinieren
innerhalb einer halben Stunde nach der Transformation. Der Methylierungszustand der
Moleklle spielte dabei keine Rolle.

Untersuchungen zur intrachromosomalen Rekombination sind fur die Entwicklung ei-
ner effizienten gene targeting Methode jedoch wesentlich interessanter, da hier auch der
Einfluss der Chromatinstruktur und der Genomstabilitét des mit hochrepetitiven Basenab-
folgen angereicherten Pflanzengenoms ausschlaggebend zu sein scheint. M ethodisch kon-
zentrieren sich diese Experimente um dhnliche Reporter-K onstrukte wie die oben
erwahnten (s. auch diein 1.5.1 zitierten Experimente), aul3er dass hier die nichtfunktio-
nellen DNA-Molekiile stabil, aber voneinander getrennt, im Genom integriert sind. Die
ermittelten Rekombinationsfrequenzen waren mit 10 bis 107 sehr viel niedriger al's bei
den transienten Untersuchungsansétzen zur extrachromosomalen Rekombination
(Swoboda et al., 1994). Allerdings konnten mit diesen Methoden Parameter gefunden
werden, die die Rekombinationshaufigkeit erhohten. Zum Einen geben diese Hinweise
auf die biologische Funktion der homologen Funktion in somatischen Zellen, da diese
nach DNA -schadigender Behandlung mit htherer Rekombinationsfrequenz reagierten, d.
h. Doppel strangbriiche repariert werden konnten (Tovar and Lichtenstein, 1992; Puchta et
al., 1995). Zum Anderen wurden aber auch stressinduzierende Faktoren wie Hitzeschock
oder eine Erhdhung der K ochsal zkonzentration gefunden, die nicht zu Doppel strangbr -
chen der DNA fihren, und dennoch die Haufigkeit homologer Rekombinationsereignisse
erhohten (Lebel et al., 1993). In die homologe Rekombination involvierte Enzyme wer-
den demzufolge durch negative Umweltbedingungen, die die DNA in unmittelbarer Folge
schéadigen oder auf langere Sicht zu Mutationen fihren, induziert. Eine Hypothese, die
bereits frih von prominenter Seite formuliert wurde (McClintock, 1984).

1.5.3 Steigerung der genetargeting-Effizienz in Pflanzen

Trotz ausgefeilter Strategien (s. z. B. Thykjaer et al., 1997) fuhrten die oben beschrie-
benen Ansétze nicht zu einem effizienten, gezielten Verandern von Genen hoherer Pflan-
zen . Ein Ansatz, welcher kurz beschieben werden soll, hat sich zum Ziel gesetzt, die Ma-
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schinerie aus anderen Organismen in Pflanzen zu Gbertragen. Dazu wurde RecA aus E.
coli in Tabak exprimiert. Dieses fuhrte tatséchlich zu einer Erhdhung der intrachromoso-
malen Rekombination um eine Zehnerpotenz (Reiss et al., 1996). Die im Folgenden
durchgeftihrten Experimente flr zwel transgene Loci zeigten jedoch keine signifikante
Erhohung der gene targeting-Frequenz (Reiss et al., 2000). Die Uberexpression der bak-
teriellen Resolvase RuvC in Tabak fihrte sowohl zu einer Erhéhung der extra- und intra-
als auch interchromosomalen Rekombination (Shalev et al., 1999). Ergebnisse fir gene
tar geting-Experimente mit diesem System sowie mit pflanzlichen Enzymen, diein Re-
kombinationsprozesse involviert sind, stehen noch aus (Puchta, 2002).

Eine weiterer Technik, die auf der Transformation selbstkomplementarer, chiméarer
RNA/DNA-Oligonukleotide beruht, wurde in den letzten Jahren in prokaryontischen und
eukaryontischen Organismen erforscht. In Sduger-Zellen wurden mittels diesen Ansatzes
endogene Gene erfolgreich modifiziert (Cole-Strauss et al., 1996; Y oon et al., 1996). Die
Methode ging von der Beobachtung aus, dass die Transkription RecA-vermitteltes homo-
loges Paaren von DNA in vitro verstérkte. Vermutet wurde, dass die DNA-Paarung in
Gegenwart komplementarer RNA verstarkt wird. Daher wurden chimére Oligonukleotide
aus DNA und komplementérer RNA, welche durch Methylierung stabilisiert wurde, her-
gestellt. In Pflanzen wurden solche Oligonukleotide zuerst in Tabak- (Beetham et al.,
1999) und Maiszellen (Zhu et al., 1999) transformiert, um dort jeweils ein endogenes und
ein transgenes Gen zu mutieren. Bei den endogenen Loci handelte es sich um Gene, die
nach Mutation bestimmter Aminosauren resistent gegen die Herbizide Imidazolinon und
Chlorsulfuron sind und somit als Marker fur ein erfolgreiches targeted gene replacement
dienen. Die Effizienz, mit der herbizidresistente Kalli regenerierten, erschien hinreichend
gut, um die Methode fir die Selektion gezielter Mutationen in Pflanzen zu verwenden.
Die Sequenzierung des modifizierten Bereichs zeigte jedoch im Falle des mit zwel unter-
schiedlichen RNA/DNA-Oligonukleotiden transformierten Tabaks in keiner der analy-
sierten regenerierenden Kalli die erwarteten Mutationen. Im Maisexperiment zeigten Re-
striktionsanalysen der herbizidresistenten Kalli, dass nicht alle endogenen target-sites
verandert wurden. Aul3er erwarteten ungeschnittenen Fragmenten erschien auch die
Wildtyp-Bande. Die Sequenzierung des erwarteten Fragmentes wiesin 34 von 40 Klonen
die vorhergesagte Nukleotidsubstitution auf, die restlichen 6 Klone enthielten aternative
Mutationen im Zielbereich. Die Sequenz fir das transgene, nichtfunktionelle GFP-Gen,
welches im Rahmen dieser Experimente repariert werden konnte, wurde in einem Fall in
transformierten Maispflanzen analysiert. Die resultierende Aminosauresequenz entsprach
wiederum nicht der Erwartung. Die Frequenz, mit der site-spezifische Verénderungen
erzielt wurden, lag bei 10™. Diese liegt damit im Bereich oben zitierter gene targeting-
Experimente (s. 1.5.1) in héheren Pflanzen, jedoch um 2 - 3 Grofsenordnungen niedriger
alsin @hnlichen Experimenten mit Saugerzellen.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist daher keine effiziente Methode fir gene targeting in
hoheren Pflanzen bekannt. Um die Funktion tausender unbekannter Gene in der Modell-
pflanze Arabidopsis zu definieren, scheint der Ansatz, systematisch die mit T-DNAs und
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Transposons markierten Insertionsstellen zu sequenzieren um anschlief3end in intensiven
Untersuchungen Phanotypen der Pflanzen mit zerstérten Genen zu charakterisieren
(Bouché and Bouchez, 2001), am erfolgsversprechendsten.

1.5.4 Genetargeting in Physcomitrella patens

Eine Alternative zu den Blitenpflanzen bezliglich gene tar geting-Experimenten ist das
Moos Physcomitrella patens. Dieses integriert fremde DNA mit hoher Effizienz tber
homologe Rekombination (Schaefer and Zryd, 1997). Zum Einsatz kommen dabei zwel
Arten von Konstrukten, mit denen in Physcomitrella experimentiert wurde: Insertions-
und replacement-V ektoren (Schaefer, 2002). Erstere sind Plasmide, die einen genomi-
schen Abschnitt oder eine cDNA des zu transformierenden Organismus enthalten und
einen Marker. Dieser exprimiert konstitutiv eine Herbizid- oder eukaryontische Antibio-
tikarResistenz im Zielorganismus. Zur Konstruktion von replacement-V ektoren muss die
Sequenzinformation des target-Bereichs zumindest ausreichend fir die Herstellung eines
hinreichend grofRen PCR-Amplifikates bekannt sein. Dieses gDNA- oder cDNA-
Fragment des Zielgens wird in einen Klonierungsvektor ligiert. Moglichst mittig wird in
das Fragment ein Marker kloniert. Das eigentliche replacement-Konstrukt wird tber Ver-
dauim 5'- und 3'-Bereich des gDNA- oder cDNA-Fragments erzielt. Sollte dieses auf-
grund unguinstiger Schnittstellen nicht moglich sein, kann das Konstrukt auch Abschnitte
des Vektors enthalten. Dieses hat keinen Einfluss auf die Effizienz seiner homologer In-
tegration (Mittmann, 2003). Die Transformation von gene targeting-Konstrukten erfolgte
in den bisher durchgeftihrten Physcomitrella-Experimenten PEG-vermittelt mit Proto-
plasten. Physcomitrella I&sst sich aber auch biolistisch (Sawahel et al., 1992) tber eine
particle gun a's auch tber Mikroinjektion (Bricker et al., 2000) transformieren. Trans-
formierte Linien werden Uber Selektionsmedium isoliert und anschlief3end auf erfolgrei-
che homol oge Rekombination des Konstruktes analysiert. Dabei wurde entdeckt, dass die
Konstrukte haufig als multiple Insertionen, ebenfalls infolge homologer Rekombination,
am target-Locus eingebaut werden (Schaefer and Zryd, 1997). In der oben zitierten Ar-
beit von Didier Schaefer wurde zum ersten Mal Uber erfolgreiches genetargeting in
Physcomitrella berichtet. Fir diesen Untersuchungen wurden stabil transformierte Linien
von Physcomitrella verwendet. Erneute Transformation dieser Linien mit DNA, die Uber
das Plasmid-Ruckgrat homolog zur bereits zuvor im Genom integrierten war zeigte, dass
diese mit hoher Effizienz in den homologen Abschnitt des Genoms rekombinierte. Die
Effizienz des gene targetings wurde tGber Southern-blotting bestétigt und lag mit Uber 90
% im Bereich dessen, was in Hefe erzielt wurde. Das diese Technik in der Tat fur das
Ausschalten von Genfunktionen verwendet werden kann, wurde bereits im folgenden
Jahr eindrucksvoll von zwei unabhéngigen Gruppen bestétigt. In der Arbeitsgruppe von
Ralf Reski wurde mit ftsZ1 das Gen, welches fur die Chloroplasten-Teilung in Physco-
mitrella verantwortlich ist, ausgeschaltet (Strepp et al., 1998). Verwendet wurde hier ein
auf cDNA basierendes replacement-Konstrukt mit einer diskontinuierlichen homologen
Sequenz von ~ 1 kb. In der Gruppe von E. Heinz, die am Lipidstoffwechsel in Pflanzen

37



EINLEITUNG 38

arbeitet, wurde das A6-Acylgruppen-Desaturase-Gen PPDESS erfolgreich ausgeschal tet
(Girkeet al., 1998). Diese Gruppe verwendete ein replacement-Konstrukt, welches eine
gDNA mit 2 kb Sequenzhomol ogie enthielt, in dessen Mitte eine Neomycin-Resistenz-
Kassette kloniert wurde. In den letzten Jahren akkumulierten die Berichte Uber erfolgrei-
che knockouts in Physcomitrella. Einen Uberblick bietet das Review von (Schaefer,
2002) sowie die Abstracts des moss 2002 meetings.

Es zeigt sich, dass Physcomitrella ein wertvolles System fir die Untersuchung grund-
legender biologischer Prozesse in Pflanzen darstellt. Moose teilen mit anderen Pflanzen
die gleiche Ausstattung an Hormonen und ihre biochemischen Wege sind Uberaus kon-
serviert. Entsprechend ist die Ahnlichkeit in ihren Signal Gibertragungs-M echanismen
hoch. Analogie besteht auch in weiten Bereichen der Zelldifferenzierung sowie den Inter-
aktionen zwischen Nukleus und den Organellen. Die meisten der bisher rund 60.000 se-
guenzierten frei zuganglichen Physcomitrella ESTs (The Physcomitrella EST programme
(PEP): http://www.moss.|eeds.ac.uk) zeigen eine starke Homologie zu Genen anderer
Pflanzen (Knight et al., 2002). So besitzen 66 % der ESTs von Physcomitrella ein Homo-
log in Arabidopsis und 44 % in Reis. Viele Arbeitsgruppen, die die biologische Funktion
eines bestimmten Gens in hoheren Pflanze untersuchen, nutzten daher in den letzten Jah-
ren Physcomitrella als analogen Organismus flr gene targeting-Experimente. Ein grofer
Vortell dieser Experimente in Physcomitrellaist der Zeitfaktor: Von der Klonierung ge-
nomischer DNA bis zur Isolierung von knockout-Linien vergehen nur rund drei Monate
(Mittmann, 2003). Der Generationszyklus von Physcomitrella dauert rund zwei bis drei
Monate und wird vom hapl oiden Gametophyten-Stadium dominiert. Rezessive Phanoty-
pen kdnnen daher ohne weitere Kreuzungsexperimente isoliert werden (Cove et al., 1997,
Reski, 19984).

Bisher ist unklar, warum homologe Integration in Physcomitrella mit extrem hoher Ef-
fizienz erfolgt. Spekuliert wurde Giber Unterschiede in der Enzym-Maschinerie als auch
Uber die Phase des Zell-Zyklus, zu der die Aufnahme der Fremd-DNA stattfindet (Reski,
1998b). Ferner wurde die Hypothese aufgestellt, dass die haploide Phase von eukaryonti-
schen Organismen an sich Vorraussetzung fur effizientes gene targeting ist (Schaefer and
Zryd, 1997). Dieses konnte mit haploiden Tabak-Kulturen nicht bestétigt werden
(Mengiste and Paszkowski, 1999). Extrachromosomale DNA kann in Physcomitrella
Uber einen langen Zeitraum unverandert fortbestehen (Ashton et al., 2000). Esist daher
vorstellbar, dass diese DNA mit der Zeit fir homologe Interaktionen stéarker , aktiviert’
wird. Zukinftige Untersuchungen Uber den Rekombinations-M echanismus in Physco-
mitrella und die darin involvierten Faktoren sollten zur Aufkl&rung dieser wichtigen Fra-
ge beitragen.
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1.6 Zieleder Arbeit

1.6.1 Mikroinjektion in Protonema-Spitzenzellen von Ceratodon

Mit dieser Technik sollten die methodischen Mdglichkeiten zur Untersuchung der
Phytochromwirkungen bel Moosen weiter ausgebaut werden. In tierischen Systemen wird
die Transformation mittels Mikroinjektion seit langerem eingesetzt (s. 1.4.3). Bei hoheren
Pflanzen wurde durch die Injektion von DNA in Protoplasten die Technik bereits fur
Transformationen eingesetzt (Schnorf et al., 1991). Die Mikroinjektion von Ceratodon
pur pureus wurde von mir erfolgreich etabliert (Bricker, 1997). Im Anschluss an diese
Arbeit wurde die Methode mittels Injektion eines GFP-Gens in Protonema-Spitzenzellen
optimiert (Brtcker et al., 2000). In transformierten Spitzenzellen konnte GFP-Expression
bis zu zwei Wochen beobachtet werden. Die Mikroinjektions-Experimente sollten vor
allem mit dem Ziel, Phytochromeffekte auf zelluldrer Ebene untersuchen zu kdnnen, in
dieser Arbeit fortgefihrt werden. Zum Einen sollte die Ursache der aphototropen Class 1-
Mutanten (Lamparter et al., 1996) identifiziert werden, indem Uber die Injektion von
Hamoxygenase-Genen der Phototropismus wiederhergestellt wird. Zum Anderen sollte
die Injektion von Phytochrom-Holoprotein Aufschluss tber den Photorezeptor geben, der
flr den in Protonema-Spitzenzellen von Ceratodon gut untersuchten Photo- und Pola-
rotropismus verantwortlich ist. Dazu sollte dasvon M. Zeidler in Hefe klonierte Cer -
puPhy2 (Zeidler et al., 1998) nach Expression hochaufgereinigt injiziert werden.

1.6.2 Phototropismusin Physcomitrella patens

Fir das Moos Physcomitrella patens sollten Bedingungen etabliert werden, unter de-
nen Protonemen des Physcomitrella-Wildtyps einer Dunkel adaptation zuganglich wer-
den. Die Etablierung eines Dunkel phanotyps von Physcomitrella erleichtert durch die
Bestrahlung der dunkelgewachsenen Filamente mit Licht verschiedener Wellenlange die
Identifikation photorezeptorvermittelter Antworten von spezifischer Qualitét. Dadurch
sollte unter anderem untersucht werden, ob die Spitzenzellen von Physcomitrella-
Protonemen wie bei Ceratodon phytochromvermittelt phototrop reagieren. Im Anschluss
an diese Untersuchungen sollten die von F. Mittmann in unserer Arbeitsgruppe identifi-
zierten und Uber gene targeting hergestellten Physcomitrella patens knockout-Linien
(Mittmann, 2003) fir die Phytochrom-Gene PhypaPhy1-PhypaPhy4 funktionell analy-
siert werden. Im Vordergrund stand hier spezifische, rotlichtinduzierte Antworten der
Phytochrom-Gene fiir den Phototropismus und Polarotropismus von Protonema-
Spitzenzellen zu charakterisieren.

1.6.3 Genetargeting in Ceratodon purpureus

Uber den gut untersuchten und leicht identifizierbaren Phanotyp der Class 1-Mutanten
in Ceratodon (Lamparter et al., 1996) sollte die Mdglichkeit des gene targeting Uber ho-
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mologe Rekombination in diesem Moos untersucht werden. Ein experimenteller Ansatz
ist dabei der Knockout des Hamoxygenase-Gensim Wildtyp. Dieses katalysiert einen
Syntheseschritt der Chromophor-Biosynthese. Die zweite M 6glichkeit besteht in der ge-
zielten Reparatur defekter Hamoxygenase-Gene in aphototropen Class 1-Mutanten. Dazu
sollte ein in vitro modifiziertes Hamoxygenase-Gen von Ceratodon in aphototrope M ut-
anten transformiert werden. Infolge eines homologen Rekombinations-Ereignisses soll
dieses zum Wildtyp-Phanotyp fthren. Auf molekularer Ebene wére dieser ebenso as
Folge der Modifikationen identifizierbar. Ein erfolgreiches gene replacement sollte die
Moglichkeit, feine Verdnderungen wie den Austausch einzelner Nukleotide und somit der
Aminosauresequenz eines Proteins, dokumentieren. Diese Art der Modifikation kann
Uber zufdllige Insertions-Mutagenese nicht erzielt werden. Die Identifikation homol oger
Rekombinanten sollte dabei in einem ersten Schritt visuell auf Basis der bekannten chro-
mophordefizienten- bzw. Wildtyp-Phanotypen erfolgen. Die Mdglichkeit der Selektion
ohne Resistenzmarker sollte hier ebenfalls untersucht werden. Mit dem in unserer Ar-
beitsgruppe von F. Mittmann sequenzierten Hamoxygenase-Gen CpHOL1 aus dem Cera-
todon-Wildtyp wt4 und einigen Class 1-Mutanten (Mittmann, 2003) wurde die Vorrau-
setzung fur diese Experimente geschaffen.
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