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1 Einleitung

1.1 Anthocyane

Die Pigmentierung von Bliten, Samen und anderen Pflanzenteilen dent dazu,
palenverbreitende und samenverbreitende Tiere anzulocken (Weiss 199% Willson et al.,
1990. Die Pigmentierung wird urter anderem durch de Ansammliung von den arange bis
gelben Carotinoiden und @n roten, violetten oder blau geférbten Anthocyanen verursadt.
Die Anthocyane gehdren zu den Flavonaden. Nicht alle Vertreter der Flavonade dienen nu
der Pigmentierung, sondern haben auch andere Funktionen. Sie spielen z.B. eine wichtige
Rolle in der Pathogenabwehr (Koes, et al., 1999, as Schutz vor Schadigungen duch UV-
Licht (Kootstra, 1999, bei der Reprodukion (Coe et al., 198) und kel der Symbiose mit
Pilzen (Harrison et al., 1994 und Bakterien (Clarke et al., 199J. Der Ablauf der
Flavonadbiosynthese bzw. des Anthocyanhbiosyntheseweges konrte mit Hilfe von radioaktiv
markierten Vorstufen weitgehend aufgeklért werden (Grisebad, 196).

Der zentrale Schritt der Flavonddbiosynthese ist die Kondensation von drel Molekilen
Malonyl-CoA mit einem Molekil Coumaroyl-CoA zum gelblichen Chalkon, welcher durch
die Chalkonsynthase (CHS) katalysiert wird. Durch weitere Isomerisierung, Hydroxylierung
und Reduktion entstehen Leucoanthocyanidine. Die enzymatische Umwandung der
Leucoanthocyanidine zu den farbigen Anthocyanen ist noch nicht vollstandig aufgekléart.
Heller und Forkman vermuten (1988, dal?3 hierbel eine Oxidation undeine Dehydrierung
erfolgt. Die entstandenen Anthocyane Pelargonidin (rot), Cyanidin (violett) und Delphinidin
(blau) kénren durch Glykosylierung, Methylierung und Acetylierung weiter modifiziert
werden (Harborne, 1983).

Die Ansammiung der Anthocyane eafolgt in der Vakuole. Der dafir verantwortliche
Medanismus ist noch nicht aufgeklart. Marrs et al. (1995 postulieren, dal3 de zu
transportierenden Anthocyanmolekile mit einem Glutathion verknUpft werden. Dadurch
wurden sie von den an der Vakuole membrangebundenen Glutathionpumpen erkannt undin

die Vakud e transportiert.

Der Anthocyanbiosyntheseweg steht unter der Kontrolle regulativer Gene. Viele der an der
Synthese betelligten Strukturgene und regulierenden Gene wurden urter anderem durch
.differential screening“, heterologe Sonden, ,Transposon tagging” oder Mutationen

identifiziert. Die an dem Syntheseweg beiteiligten Gene scheinen nicht essentiell fur das
1
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Uberleben der Pflanze zu sein, so dal® Mutationen meist toleriert werden. Die mutierten Gene
sind relativ leicht zu identifizieren, da sie oftmals zu einer verénderten Pigmentierung der
Pflanze fuhren. Diese Aspekte haben dazu gefihrt, dal3 der Anthocyanbiosyntheseweg zu
einem Modell system fir die Untersuchung der Genregulation in Pflanzen geworden ist.

Als Untersuchungsobjekte dienten hierbei Antirrhinum majus (Anthirrhinum), Arabidopsis
thaliana (Arabidopsis), Petroselinum hortense (Petersili €), Petunia hybrida (Petunie) und Zea
mays (Mais). Die Untersuchungen haben gezeigt, das der Anthocyanbiosyntheseweg in den
unterschiedlichen Pflanzen nur wenige Unterschiede aufweist. Ein wichtiger Unterschied ist
hierbei, dald in Petunien kein Pelargonidin (rot) prodwziert wird. Des weiteren wird in
Anthirrhinum undMais kein Delphinidin (blau) hergestellt.

1.2 Genetik des Anthocyanbiosyntheseweges in Zea mays L.

An der Anhéaufung von Anthocyanen in Mais snd urter anderem die Strukturgene C2, Whp,
Al, A2, BZ1 undBz2 invdlviert (Coe et al., 198§. Wienand et al. (1986 und Franken et al.
(199)) isolierten undcharakterisierten die dugizierten Strukturgene C2 und Whp, die fur das
Schltisslenzym Chakonsynthase kodieren.

Die Strukturgene stehen urter der Kontrolle der charakterisierten regulierenden Gene R, B,
C1, PI, P, Vpl und In. lhre, zum Tell gewebespezifische, Expresson wirkt sich auf die
Intensitdt und de Vertellung der Pigmentierung in der Pflanze aus (Holton et al., 1995.
Molekulare Anaysen deser regulierenden Gene zeigten, dald sie zu verschiedenen
Transkriptionsfaktoren hanolog sind.

Chandler et al. (1989 zeigten, dal’ es sch bei B und R um dugizierte Gene handelt. In den
meisten Pflanzenteilen wird das B Gen fir die Anthocyanhbiosynthese bendtigt. Dagegen wird
R fur die Pigmentierung des Aleurons, der Antheren und der Coleoptil e benctigt (Styles et al.,
1973. lhre putativen Proteine besitzen eine aninoterminal gelegene saure Doméne, die
typisch fur diese Klasse von Transkriptionsfaktoren ist. Des weiteren besitzen sie anen
caboxytermina gelegenen Bereich mit einer basischen Helix-Loop-Helix Region, de ane
Homologie zu den myc-Onkogen Transkriptionsfaktoren aufweist (Luscher et al., 1990.
Weliterhin besitzen sie direkt am carboxyterminalen Ende, eine Region mit noch unkekannter

Funktion.

Shieh et al. (1993 konnten anhand zelluldrer Lokali sationsgudien zeigen, dal? des R Protein
im Zellkern lokalisiert ist. Da das Protein mit 67 kDa zu grof3 ist, um passv durch den

Kernpaenkomplex in den Zellkern zu gelangen, wird es durch einen energieverbrauchenden
2
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Medhanismus aktiv importiert. FUr den Im- und Export von Proteinen werden spezielle
Carrier-Proteine bendtigt, die ds Importin bezeichnet werden (Smith et al., 1997%.

Alle bekannten Importin Protein besitzen de Fahigkeit bestimmte Sequenzen der zu
importierende Proteine zu erkennen. Diese Sequenzen werden als Kernlokalisierungssgnale
(nuclear locdisation signal = NLS) bezeichnet (Hicks und Raikhel, 1995. Proteine mit
Molekularmassen kleiner als 40-60 kDa konren passv in den Kern dffunderen, Proteine &
60 kDa benttigen mindestens eine NLS fur den aktiven Transport. Obwohl es keine
Konsensussequenz fur eukaryotische NLS gibt, zeigen sie dennoch Gemeinsamkeiten.
Typische NLS enthalten meist paositive Aminosauren wie Lysin (K), Argenin (R) und Prolin
(P), die nach dem Import nicht proteol ytisch entfernt werden.

Es werden 3 Klasen von NLS unterschieden. Die NLS vom Typ SV40 hestehen aus
mehreren basischen Aminosduren z.B. PKKKRKV. Die NLS vom Typ MAT a-2 bestehen
aus kurzen hydropholen Regionen, welche e@ne oder mehrere basische Aminosduren
enthalten z.B. KIPIK. Die bipartiten NL S bestehen aus einer Kombination aus zwel Regionen
basi scher Aminosduren, de durch mindestens vier andere Aminosduren voreinander getrennt
sind z.B. (SPEKAV KRPAATDDAGQA KKKK LDKEDES). Zusétzlich gibt es jedoch nach
NLS die in keine der drel Klassen gehdren und de darakteristisch flr enige virde
Kernproteine sind (Raikhel, 1992 Hicks and Raikhel, 19%).

Shienh et al. (1993 konnten im R Protein drei NLS experimentell bestdtigen. Am
caboxyterminalen Ende des R Proteins liegt die NLS ,,C*, die dem MAT a-2 Typ entspricht
(MISEALRKAIGKR). Die mediale NLS ,M* ist in der basischen Helix-Loop-Helix Region
lokalisiert undentspricht dem SV40 Typ (MSERKRREKL). Die aninaterminale NLS ist eher
ungewo6hnlich, da sie mehrere Arginine enthélt, die sonst so nur in wenigen viralen Proteinen
zu finden sind (GDRAAPARP) (Abhildung 1). Shieh et al. (1993) konnten zeigen, dali} jedes
Signal unabhéngig voneinander funktioniert, jedoch weniger effektiv als wenn zwel oder drei
Signale vorhanden sind.
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Abbildung 1: Schematische Dar stellung der Kernlokalisationsequenzen (NLS) N, M und
C innerhalb der R Aminosauresequenz

Im R Protein sind drei NLS (weiBRe Punkte) ndher charakterisiert worden (Shieh et al., 1993). Die
caboxyterminale NLS ,C* ist dem MAT a-2 Typ &hnlich. Die mediale NLS ,M*“ , die in der basischen Helix-
Loop-Helix Region liegt (schwarz-rosa schraffierte Box), ist vom Typ SV40. Die aminoterminale NLS ist eher
ungewohnlich, da sie mehrere Arginine enthélt, die sonst so nur in wenigen viralen Proteinen zu finden ist.

Am aminoterminalen Ende befindet sich die saure Doméne (Balken ther dem Protein) (Ludwig et al., 1989, die
typisch fur diese Klasse von Transkriptionsfaktoren ist. Am carboxyterminalen Ende befindet sich eine Region
mit noch unbekannter Funktion (weif3-rosa schraffiert).

Die Zahlen geben die Position in der Aminosduresequenz an. (N) aminoterminales Ende, (C) carboxyterminales
Ende.

Studien in tierischen Systemen (ker die basische Helix-Loop-Helix Region zeigten, dal3 de
basische Region fiur die DNA Bindung und dr Helix-Loop-Helix Bereich fur die
Dimerisierung der Untereinheiten verantwortlich ist (Murre et al., 1989 Davis et al, 1990.
Die bekannten Allele von R (R-S1, R-S R-Lc) und B (B-Peru, B-l) sind jedoch alein nicht
ausreichend fur die Produkion von Anthocyanen. Zusétzlich werden nach de Genproduke
C1l bzw. Pl bendtigt.

Die a@nander homologen Gene Pl und C1 koderen fir Proteine mit einer aminoterminalen
basischen Region undeiner carboxyterminal gelegenen sauren Doméne, die charakteristisch
fir myb-Onkogen Transkriptionsfaktoren sind. Von C1 sind de Allele C1 (Paz-Ares et al.,
1987 und C1-1 (Paz-Ares et al., 1990 bekannt (Abbildung 2). Sequenzanalysen zeigten, dal3
sich das putative C1-1 Protein in einigen Positionen von cem Wildtyp C1 unterscheidet. Der
Hauptunterschied liegt hierbed am carboxyterminalen Ende: dem C1-1 fehlt die
funktionierende, transkriptionsaktivierende Doméne (Sequenzvergleich siehe Anhang,
Abbildung 77 Seite 171). Paz-Ares et al. (1990 postulieren, dal’ im Gegensatz zu C1, das
C1-I Protein hierdurch eine Represorfunktion austibt. Die Beobachtung, dal3 Maiskorner mit
C1-1 Allel farblos snd, urterstitzt diese These.
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Damit eine Anthocyanbiosynthese in den verschieden Geweben erfolgt, ist eine koordinierte
Expresson cer regulierenden Gene ndtig. In der Aleuronschicht, in den Antheren undin der
Coleoptil e wirken R und C1 zusammen, in den restlichen Pflanzenteilen B undPI (Coe et al.,
1988. Mit dem Two Hybrid System wurde die direkte Interaktion von é C1 myb-Doméne
(AS 1-117) mit der aminoterminalen Region von B (AS 1-244) und R (AS 1-252
nachgewiesen (Goff et al, 1992 Grotewold et al. 2000Q.

myb: C1 AR 273AS
CL- D/ 252A8
p—f
myc: R s 72 || 610AS

Abbildung 2: myb- und myc- homologe Proteine

Die Aktivierung der Anthocyanbiosynthese in der Aleuronschicht erfolgt durch das Zusammenwirken der myb-
und myc-homologen Proteine C1 (blau) und R (rosd). In transienten Assays wurde die direkte Interaktion der C1
myb-Doméne (schwarz/ weild schraffiert) mit aminoterminalen Bereich von R (rosa/ blau schraffiert)
nachgewiesen (Grotewold et al., 2000). Das R Protein enthélt einen Bereich mit einer myc-homologen basischen
Helix-loop-Helix Region (schwarz/ rosa schraffiert), die fir die DNA-Bindung und Dimerisierung benétigt wird
und es enthdlt eine caboxyterminale Region mit noch unbekannter Funktion (rosa/ weil3 schraffiert). Der Balken
Uber dem R Protein markiert die saure Domane, die typisch fir diese Klasse von Transkriptionsfaktoren ist.

Die transkriptionsaktivierende saure Doméne in C1 (schwarz/ blau schraffiert) fehlt in der Mutante C1-1.

Die Anzahl der Aminosduren (AS) der Proteine ist angegeben.

Das P Gen codiert ebenfalls fir ein myb-homologes Protein. Es reguliert einen perallelen
Anthocyanbiosyntheseweg, der zur Bildurng von farbigen Phlobaphenen in den Blitenorganen
fahrt. Im Gegensatz zu C1 und Pl wird jedoch kein Partner bendtigt und P ist aleine in der
Lage, die Akkumulation der Transkripte verschiedener Strukturgene zu beeinflussen
(Grotewold et al.,1999.

Vpl steht in der Hierarchie @nen Schritt Gber den anderen regulierenden Genen. Kao et al.
(1996 konrten in transienten Expressonsanalysen zeigen, dal es direkt die Expresson ks
C1 Gensin den Kdrnern beanflusg.

1.2.1 Das Intensifier Gen

Das Intensifier Gen wurde von Burr et al. (1996 mittels ,, Transposon tagging* kloniert und
naher charakterisiert. Es wird, wie R und C1, in dem einschichtigen Aleuron-Gewebe der
Maiskorner exprimiert. VonIn sind hslang drei Allele aus Mais ndher charakterisiert worden.
Das snd reben In (Burr et al., 1996, die Allelein (Herrmann, 20@) undInD. Hierbel konrte

gezeigt werden, dal3 das InD Allel aus zwei veranderten Intensifier Genkopen besteht: InD1
5
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(Rojek, 1996 undInD2 (Pusch, 20®). Das Intensifier Gen, aus einem wilden Vorfahren von
Mais, Teosinte (Zea spp.), wurde est vor kurzem isoliert und réher charakterisiert (Weber,
2001).

Alle Intensifier Allele aus Mais, sowie das identifizierte Gen aus Teosinte, weisen mit neun
Exons und adit Introns die gleiche Exon- und Intronstruktur auf. Der Vergleich der
Exonsequenzen zwischen den Intensifier Allelen aus Mais und dm Intensifier Gen aus
Teosinte weist eine Homologie von 96100% (Weber, 200L) auf. Die enzige Ausnahme stellt
eine Transposon-Insertion (BEB) in Exon 6 dbr IND2 Kopie dar, welche nicht in den anderen
Intensifier Allelen aus Mais und ebenfall s nicht im Intensifier Gen aus Teosinte enthalten ist.
Durch dese Insertion wurde en zusétzliches Stopp Codon eingefiihrt, wodurch de InD2
Kopie nicht fir ein vdlsténdiges Protein kodert.

Es konrte gezeigt werden, dal3 de meisten Transkripte der Mais Allele In undInD, sowie des
In Gens aus Teosinte, noch Intronsequenzen enthalten (Burr et al., 1996 Rojek, 1996 Pusch,
200Q Weber, 200). Durch dese Intronsequenzen koénren Verschiebungen im Leserahmen
oder es kann sogar der Abbruch der Trandation erfolgen. Die Folge sind veranderte oder
verklrzte Proteine, die dadurch eine andere Funktion haben kdnrten. Das Fehlspleif3en betrifft
die Introns 2, 5 und 7.Von dem In Allel werden nu etwa 0.2 % der Transkripte korrekt
gespleifdt (Burr et al., 1999. Vondem in Allel sollen nu Transkripte vorliegen, de zu eéinem

stark verkurzten Protein fihren Herrman (2000.

Die vollstdndigen puativen Proteine In und IND1 zeigen eine starke Homologie zu den
verschiedenen myc-homologen Proteinen, zu denen auch B und R gehdren. Diese Homologie
betrifft folgende Bereiche: den aminaterminalen gelegenen Bereich, der fir die Interaktion
mit C1 bendtigt wird und ar die saure Doméne eithdlt; des weiteren de basische
Helix-Loop-Helix Region, de fir die DNA Bindung und Dimerisierung bendtigt wird, sowie
einen Bereich ohre bisher definierte Funktion am carboxyterminalen Ende (Abbil dung 3).
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Abbildung 3: Vergleich der In und InD1 Aminosauresequenzen mit myc-homologen
Proteinen

Die putativen Proteine In (erste Zeile) und InD1 (zweite Zeile) zegen Homologien zu anderen myc-homologen
Proteinen (grau oder schwarz unterlegt). Unter anderem zu dem R Protein (LC-R, letzte Zeile) und dem B
Protein (B-Peru, dritte Zeil€).

Die charakteristische basische Helix-Loop-Helix Region ist oberhalb und unterhalb des Sequenzvergleiches mit
Querbalken gekennzeichnet. Hier befindet sich eine der drel charakterisierten Kernlokalisierungssequenzen des
R Proteins (gemusterte Linie). Die beiden anderen NLS (fette schwarze Linien) befinden sich am
aminoterminalen und carboxyterminalen Ende von R und zeigen keine hohe Homologie a1 der In oder InD1
Sequenz.

In represor-like protein [Zea mays] (U57899; InD1 (Rojek, 1996); B-Peru regulatory protein— [maize
(S165094); DEL helix-loop-helix protein - [garden snapdragon] (A42220; bHLH protein [Arabidopsis thaliana]
(AAB72192; putative transcription fador [Arabidopsis thaliana] (AAF09158; MY C-GP [Perill a frutescens)
(BAA75519; JAF13 BHLH transcription fador [Petunia x hybrida] (AAC39455; GMYCL protein [Gerbera
hybrida] (CAA07615; transcription fador [Zeamays] (CAB92300; Ratranscription adivator - [rice (S65802);
LC-Rregulatory protein [Zeamays| (P135%)
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Liegt das Intensifier Gen hamozygot rezessv vor (in), kann eine stérkere Ansammiung von
Anthocyanen in der Aleuronschicht beobachtet werden. Die Kdrner haben eine tiefrote bis
schwarze Farbung. Die Kdrner mit dem dominanten Intensifier Allel (In) sind, im Vergleich
zu in, weniger stark gefarbt. Liegt das Intensifier Allel InD homozygat vor, ist das Aleuron
weniger stark gefarbt als bel In, die Korner haben eine blaldrote Farbung (Abhbil dung 4).

C2/in/f Whp C2/In/ Whp C2/ InD/ Whp

Abbildung 4: Phanotyp von Koérnern der drei MaisAlleleIn, in und InD

Einflufd der verschiedenen In Allele (in, In und InD) auf die Pigmentierung der Aleuronschicht bei Maiskdrnern.
Die Abbildung wurde Ubernommen aus Rojek (1996). Alle aufgelisteten Allele liegen in den Genotypen
homozygot vor.

Coe undNeuffer (1977) und Franken et al. (1991 konrten zeigen, dald dese unterschiedliche
Anhaufung von Anthocyanen auf unterschiedliche Mengen an gebildeter Chakonsynthase
zurtickzuftihren ist, welche durch die Strukturgene C2 und Whp kodert wird. Die Produkte
der verschiedenen Intensifier Allele scheinen einen negativ regulierenden Einflussauf dieses
Schltiselenzym der Anthocyanbiosynthese zu haben. Franken et al. (1991) fanden Hinweise,
da’ de Regulierung von Whp durch In auf der Ebene der Trandation stattfinden konrte. Burr
et al. (1996 vermuten dagegen, dal’ es sch bel dem Intensifier Genprodukt, aufgrund der
Homologie zu den myc-homologen Proteinen R und B, um einen negativ regulierenden
Transkriptionsfaktor handelt.

Falls es sch bel dem Intensifier Genproduk um einen Transkriptionsfaktor handelt, konrte
der inhibitorische Effekt dadurch entstehen, da3 es die Bildung von funktionellen,
transkriptionsaktivierenden myc-myb Komplexen aus R und C1 behindert. Dieser Komplex
wird fUr die Aktivierung der Strukturgene C2 und Whp bendtigt (Abbildung 5,). Die
Inhibierung kdnnte enstehen, wenn das myc-homologe Intensifier Genprodulkt mit dem myb-
homologen Genprodukt C1 funktionsunfahige myc-myb Komplexe bildet (Abbildung 6, b).
Eine andere Moglichkeit wére die Interaktion mit dem myc-homologen Genprodukt von R,

9
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die zur Bildung von funktionsunfdhigen Heterodimeren fiihren kénrie (Abbildung 6, c). Als
dritte M&glichkeit wére die Interaktion mit bereits bestehenden Komplexen aus C1 und R
denkbar (Abbildung 6, d). Durch dese Interaktionen konrte e@ne Reduktion funktionell er

Komplexe aus R undCL1 erfolgen undsomit auch eine Reduktion dcer Pigmentierung.

m Chalkonsynthase |Anthocyanbiosynthese

myb myc Transkription

>

Abbildung 5: Schematische Dar stellung der I nteraktion von R und C1

Durch die Interaktion des myb-homologen Genproduktes C1 mit dem myc-homologen Genprodukt R und durch
die Bindung in der Promotorregion resporsiver Gene (fette Linie), wird de Anthocyanbiosynthese in den
Kornern initii ert. C1 und R beenflussen unter anderem die Expression der Strukturgene C2 und Whp, welche fir
das Schltisselenzym Chalkonsynthase (graue Box) kodieren.

)

Abbildung 6: Schematische Dar stellung der méglichen Interaktion von In mit R und C1

Das myc-homologe Intensifier Genprodukt (In) ist ein negativer Regulator der Anthocyanbiosynthese. Aufgrund
der Homologie zu dem myc-homologen Genprodukt R kénnte es sowohl mit C1 als auch mit R interagieren und
so fur eine Reduktion funktioneller Komplexe aus C1 und R (a) sorgen. Diese Interaktion kénnte ausschliefdlich
mit C1 (b) oder mit R (c) erfolgen. Des weiteren wére dne Interaktion mit dem gebil deten Komplex aus C1 und
R (d) moglich.

1.2.2 Das Two Hybrid System

Das Two Hybrid System ist ein eukaryotisches System um die Interaktion vonProtein X mit
Protein Y in vivo zu detektieren. In desem System wird das Gal4 Protein aus Hefe verwendet.
Das native Gal4 Protein (AS 1-881) ist ein Transkriptionsaktivator, der flr den Galaktose
Katabalismus bendtigt wird. Er besteht unter anderem aus zwei Aktivierungsdoméanen (AS
148196 AS 768881 und einer N-terminalen DNA-Bindedoméne (AS 1-147), die aa de
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,upstrean adivating sequence” (UAS) diverser Gene des Galaktose Katabolismus bindet
(z.B. UASGa1 undUA Sga4) (MaundPtashne, 1987%.

Die DNA-Bindedomane (AS 1-147) und Aktivierungsdoméne (AS 761-881) konnen separiert
werden, um Hybridproteine herzustellen (Abbildung 7). Bel der Interaktion des Proteins Y
mit dem an de DNA geburdenen Protein X wird de Funktiion des Gal4 weitgehend
restauriert. Es folgt die Transkription von Reportergenen urter der Kontrolle von UASg,.
Weder das BD-Hybridprotein nach das AD-Hybridprotein sollten in der Lage sein, in

Abwesenheit des Interaktionpartners, die Reportergene zu aktivieren.

AD

BD )i Das native Ga4 Protein
UAS Reportergen aktiviert das Reportergen.
Transkription >
Die separierten Doméanen des
Gal4 Proteins konren das
Reportergen nicht aktivieren.
UAS Reportergen

v Fusion cer auf Interaktion zu
? ' testenden Proteine X und Y an

die separaten Doménen vor

Gal4.
Y ) ) )
@ ) Be Interaktion der Proteine X
BD J . o
und Y erfolgt die Aktivierung
UAS Reportergen
— des Reportergens.
Transkription >

Abbildung 7: Schematische Dar stellung des Two Hybrid Systems

X und Y stehen fir die Proteine, die auf eine mdgliche Interaktion getestetet werden sollen, sie sind mit der AD
(Aktivierungsdoméne von Gal4) oder BD (DNA Bindedoméane von Gal4) fusioniert, UAS (upstream activating
sequence = DNA Bindestell e der Gal4 DNA Bindedoméane)
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Funktion des Intensifier Genproduktes ist noch nicht geklart. Burr et al. (1996 vermuten,
dal3 es sch um einen negativ regulierenden Transkriptionsfaktor (Repressor) handelt, der die
Bildung von transkriptionsaktivierenden Komplexen aus den Transkriptionsfaktoren R undC1
behindert. Hierbel stellt sich de Frage, ob undwenn ja, wie das Intensifier Gen mit den
Genen C1 undR interagiert. Dabei ware zu Kldren, ob das Intensifier Genproduk mit dem
Genprodukt C1 interagiert (Abbildung 6, b) oder mit dem Genprodukt von R interagiert
(Abbildung 6, c) oder mit bereits bestehende Komplexe aus C1 undR interagiert (Abbildurng
6, d).

Um Hinweise aif die Wirkungsweise des Intensifier Genprodukies zu erhalten sollte
untersucht werden, obes mit einem (C1, R) oder mit beiden Proteinen (C1+R) interagieren
kann. Dazu sollten Untersuchungen mit dem Two Hybrid System (Field und Song, 1989
durchgeftihrt werden. Hierbel sollten de Produlte verschiedener Intensifier Allele enbezogen
und hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Interaktion verglichen werden.

Goff et al. (1992 konrten eine Interaktion zwischen dem C1 Protein und éém R-homologen
B Protein (mit einem deletierten B Protein) nadhweisen. Sie verwendeten ein B Protein, aus
welchem der Bereich mit der basischen Heli x-Loop-Helix-Region entfernt wurde. Sie konrten
dabei die fur die Interaktion wichtigen Bereiche definieren. Ebensolche Versuche sollten
unter Einbeziehung des Intensifier Gens (Proteins) durchgefihrt werden.

Der Vergleich der Aminosauresequenzen der putativen Proteine der Intensifier Allele In und
InD mit R undanderen basischen myc-homologen Proteinen zeigt u.a. eine starke Homologie
im Bereich der basischen Helix-Loop-Helix Region (Abbildung 3), in der sich de mediae
Kernlokalisierungssequenz (NLS) des R Proteins befindet (Shieh et al., 1993. Die anderen
zwei NLS des R Proteins snd dagegen weder in der Aminosauresequenz des In Proteins noch
in der Aminosauresequenz des InD1 Proteins konserviert. Aufgrund der Homologie zu der
medialen NLS wurde vermutet, dal}3 de entsprechende Sequenz in dem Intensifier Genprodukt
ebenfall s eine Funktion als NL S aufweisen konrte.

Das Vorhandensein einer moglichen NLS in dem Intensifier Genproduk deutet darauf hin,
dald deses ebenfalls im Zellkern lokalisiert sein konrte. Um festzustellen, ob dese NLS
funktionsfahig ist war deshalb de zweite Zielsetzung der vorliegenden Arbeit festzustellen,
ob dbs Intensifier Genprodult in den Zellkern transportiert wird. Dazu sollten in vivo
Lokalisationsdudien mit dem grinen fluoreszierenden Protein (GFP) als Reporterprotein
durchgefiihrt werden. Die Lokalisation undFunktion einer NLS des Intensifier Genproduktes
sollte damit auch helfen, de noch dfene Frage zu Kéaren, ob as Intensifier Genprodukt im

Kern ocer eventuell posttranskriptional im Cytoplasma wirkt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die fur Puffer und Lésungen verwendeten Chemikalien (Reinheitsgrad: zur Analyse) wurden
von den Firmen Amersham Pharmada Biotedh (Freiburg), Biomol (Hamburg), Biozym
(Oldenburg) Roche (Mannheim), Duchefa (Harlem, Niederlande), Merck (Darmstadt), Perkin
Elmer Applied Biosystems (Weiterstadt), Promega (Madison, WI), Qiagen (Hilden), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhden), Stratagene (Heidelberg) und USB
(Cleveland, USA) bezogen.

Die verwendeten Enzyme und Groél3enstandards wurden von cén Firmen Life Techndogies
Gibco BRL (Karlsruhe), Roche (Mannheim), Eurogentec (Seraing, Belgien) und MBI
Fermentas (St. Leon Roth) bezogen.

Die in deser Arbeit verwendeten Kits (Concet™ Rapid Plasmid Miniprep, GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purificaion Kit) stammen von dn Firmen Life Techndogies Gibco
BRL (Karlsruhe), Stratagene (Heidelberg) und Amersham Pharmada Bioted (Freiburg).

2.1.1 GroRenstandards

Diein deser Arbeit verwendeten DNA Grolenstandards waren der Marker , Smart Ladder”
(Firma Eurogentech; Seraing, Belgien) und der ,DNA Molekular Weight Marker X*
(Boehringer Mannheim). Als Grolenstandard fur die Proteinanalysen wurde der , Protein
Color Marker, Wide Range” der Firma Sigma (Deisenhden) verwendet.

2.1.2 Primer

Die verwendeten Primer fir Sequenzierungsreaktionen undPCR wurden vonder Firma Life
Tedhndogies Gibco BRL (Karlsruhe) bezogen. Die Liste der in deser Arbeit verwendeten
Primer kann dem Anhang entnommen werden.
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2.1.3 Puffer und Nadhrmedien

Die Puffer und Nahrmedien werden, fall s nicht anders vermerkt, mit aqua bidest angesetzt.

Antibiotikum Stammlésung

50mg/ ml Ampicillin

50mg/ ml Kanamycin

5mg/ ml Tetracyclin in Wassar/ Ethanadl (1:1)

Die Losungen werden sterilfiltriert undin Aliquas zu 1 ml bel —20°C gelagert.

Bjierum-Schaefer-Nil son-Puffer (Transfer-Puffer)

48 mM Tris base
39mM Glycine
20% Methanal

0,037% SDS

Blockierungspuffer |
4% Magermilchpuver
Das Substrat wird in 1x TBST gel0st.

2M CaCl,
3,689/ 10 ml
Die Lésung wird sterilfiltriert undin 1 ml Aliquas bei -20°C gel agert.

Coomasse-Farbeldsung

0,25¢g Coomasse Brilli ant Blue R 250
45 ml Methanadl

45 mi Wasser

10ml Essgsaure (96 %ig)

Detektionslosung |

2.5M Luminad (3-aminophtahydrazide)
400M p-Coumarsaure
0,1M TrissHCI pH 8.0
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Detektionslosung Il
5,4mM H202
0,1M Tris-HCl pH 8.5

DNA-Probenpuffer
0,25% Bromophenad Blau
30% Glyceral

10x Dropout-L 6sung
300mg/ | L-Isoleucin
1500mg/|  L-Vdin
200mg/ | L-Adenin Hemisulfat
200mg/ | L-Argenin HCL
300mg/ | L-Lysin HCL
200mg/ | L-Methionin
500mg/ | L-Phenylaanin
2000mg/|  L-Threonin
300mg/ | L-Tyrosin
200mg/ | L-Uracil

1000mg/ 1 L-Leucin

200mg/ | L-Tryptophan

200mg/ | L-Histidin HCL Mondhydrat

Je nach Bedarf werden Leucin, Tryptophan oder Histidin dem 10x Dropou nicht zugesetzt.

Die Losung wird autoklaviert.

1M DTT (Dithiothreitol)

1,559 DTT

Das Substrat wird in 10 ml 10 mM Natrium Aceat (pH 5.2) gelést und rach dem
Sterilfiltrieren bei —20°C gelagert.

0.5M EDTA (Ethylendiamintetr aacetat)
186,19/ | EDTA
pH 8,0
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EGL Puffer

0,1M KPO4

1 mM EDTA

5% Glycerol

10mM DTT
Entfarbel6sung

10% Methanal

10% Essgsaure (96 %ig)

Ethidiumbromid
1g/ 100ml Ethidiumbromid

Hefe-L ysispuffer
2% Triton X-100
1% SDS

100 mM NaCl
100 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA

Hefe-Probenpuffer fir SDS PAGE

0.006v Tris-HCI ph 6.8
10% Glyceral

2% SDS

5% B-Mercaptoethanal

Bromphena Blau
Die Losung wird in Aliquas von 1 ml bei —20°C gelagert.

0.1M IPTG (Isopropylthio-B-D-galactoside)
29/ 10ml IPTG

Die Losung wird steril filtriert undin 1 ml Aliquas bel —20°C gelagert.
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10x Laemmli

1449/ | Glycine

30d/ | Tris-base

0,1% SDS

LB-Medium

109/ | Tryptone

50l Y east Extrad

109/ 1 NaCl

0,8 % Agar (fir Festmedien)
pH 7,5

Die Losung wird autoklaviert. Fur die Plasmid- oder Bakterienstammselektion wird das LB-
Medium mit 80 pg/ ml Ampicillin, 50 pug/ ml Kanamycin oder 30 pg/ ml Tetrazyklin

versetzt.

Losung A

10mM Bicine (N,N -bis-(2-Hydroxyethylglycine)) pH 8,35
1M Sorbitol

3% Ethylenglycol

Die Losung wird steril filtriert und anschlief3end kel -20°C gelagert.

Losung B
200 mM Bicine (N,N -bis-(2-Hydroxyethylglycine)) pH 8,35
40 % PEG 1000

Die Losung wird steril filtriert.

Ldsung C
10 mM Bicine (N,N -bis-(2-Hydroxyethylglycine)) pH 8,35
150 mM NaCl

Die Losung wird sterilfiltriert.

L ysozymlGsung
10mg/ ml in Telt-Puffer
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1M MgCl,
203,3g/|  MgCl,x 6 H,0

Die Losung wird autoklaviert.

MS-Medium

MS Fertigmedium (Duchefa, #022)
3 % Sacdarose

0,8 % Agarose

pH 5,9

Die Losung wird autoklaviert.

3M Natriumacetat
408,19/ | Natriumacedat x 3 H20
pH 5,2

Die Losung wird autoklaviert.
ONPG (o-nitrophenyl B-D-galactopyranoside)
4mg/ ml ONPG

Das Substrat wird in Z-Puffer gel0st.

Phenol - Chloroform

1Vol. Phenadl (Trisph 7,8 — 8,Gstabili siert)
1Vol. Chloroform

Ponceau S

20 ml Ponceal S Konzentrat (Sigmap7767)
180mi Wassr

Sequenzprobenpuffer

Formamid

25 mM EDTA ph 8.0

Blue Dextran

18



Material undMethoden

SDS-Probenpuffer

0.25% Bromophenad Blau
3% SDS

0,4M B-Mercgpthoethanal
20% Glycerol

20x SSC

175,3¢/ | NaCl

88,29/ | Natriumcitrat

pH 7,0

20x SSPE

175,3¢/ | NaCl

27,69/ NaH,PO,4

7,49 | EDTA

pH 7,4

1M Na2CO03

1069/ | Na,COs

50x TAE

2424/ | Trisbase

57,1ml Essgsaure (96 %ig)
100 ml 0.5M EDTA pH 8.0
10x TBE

1089/l Trisbase

55¢9/1 Borsaure

7,49/ 1 EDTA

10x TBST

12,19/ | Tris base

87,664/l NaCl

5¢/1 TWEEN 20
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pH 8,0

TE

10mM Tris-HCI (pH 8,0
1 mM EDTA (pH 8,0)

Die Losung wird aus geril en Stammldsungen angesetzt.

TELT-Puffer

50mM Tris (pH 8,0
2,5M LiCl
62,5mM EDTA
0,4% Triton X
TFB-Puffer |

30mM Kaliumacdate (pH 5,9
50 mM MnCl,
100mM RbCl

10mM CaCl,

15% Glyceral

Die Lésung wird aus gerilen Stammlésungen angesetzt.

TFB-Puffer |1

10mM MOPS
75mM CaCl,
10mM NaCl
15% Glycerol

Die Losung wird aus geril en Stammldsungen angesetzt.

1M TrissHCI
121,19/ Trisbase
pH einstellen (7,4 7,6 8,0
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SD-Medium (Selektionsmedium)

6,79/ | Difco nitrogen base ohne Aminosauren
182,29 D-Sorbitol

0,8 % Agar (fur Festmedien)

pH 5,8

Die Komporenten werden in 860 ml Wassr gelost und autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wird 40 ml sterilfiltrierte 50 %ige Glucose (=Dextrose) und 100ml der 10x
Dropou-L 6sung zugegeben.

Y PD-Medium (Vollmedium)

209/ | Difco Peptone

109/ 1 Y east extrad

40mg/ | L-Adenin Hemisulfat
0,8 % Agar (fir Festmedien)
pH 5,8

Die Komporenten werden in 960 ml Wasser geldst und raech dem Autoklavieren mit 40 ml
sterilfiltrierter 50 %iger Glucose (=Dextrose) versetzt.

Z-Puffer

16,19/ | Na,HPO, x 7H,0
559 | NaH,PO4 x 7H,0
0,75/ 1 KCI

0,246y | MgSO, x 7H,0O
pH 7,0

Die Lésung wird nach dem Autoklavieren bei 4°C gelagert.
Z-Puffer (mit B-Mercaptoethanol)

100 ml Z-Puffer
0,27ml B-Merceptoethand
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2.1.4 Vektoren fur die Klonierung

Die in Tabelle 1 und Tabelle 2 aufgelisteten Plasmide wurden im Verlauf der Arbeit zur

Klonierung und Expresson verwendet.

Tabelle 1: Klonierungs- und Expressonsvektoren

Vektor Firma/ Referenz Selektionsmarker

pMon30049GFP Monsanto; Pang et al.(1996 Kan®

pBluescript I SK+ Stratagene Amp~"

pAD-Gal4 Stratagene Amp"; LEU2
pBD-Gal4 Stratagene Amp"; TRP1
pSV40 Stratagene Amp"; LEU2
p53 Stratagene Amp"; TRP1
pLamin C Stratagene Amp"; TRP1
pGal4 Stratagene Amp"; LEU2

Tabelle 2: Verwendete cONAs und Fragmente

Plasmid Beaugsquelle/ Referenz | Fragment- | Selektionsmarker
grolein
kbp
pClcLC 28.1(P1) Paz-Areset al., 1987 caz2l Amp"
pClcC-1 53 (P10) Paz-Aresetal., 1990 |ca 1,1 Amp~
pC2LCc46 (P37) Wienandetal., 1986 |[ca 1,5 Amp®
pRLC 2.5kb(P39) Ludwig et al., 1989 caz2b5 Amp?
InD cDNA 2.1 Rojek, R., 1996 ca 25 Amp"
pBC-BNL 139RlI Scheffler, B.* ca 2,3 Amp~
pBC-277A #7 Scheffler, B.* caz2b5 Amp?

* Universitdt Hamburg, AMP1
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2.1.5 Mikroorganismen

Die Bakterien- und Hefestdmme wurden von dr Firma Stratagene (Heidelberg) bezogen.

Tabelle 3: Verwendete Mikoor ganismen

Stamm Organismus Genotyp
XL1Blue Bakterienstamm |recAl endAl gyrA96 thi-1 hasdR17 supE44 relAl lac
[F proAB lacl ZAM15 Tn10 (Tet")]
YRG-2 Hefestamm Mata ura3-52 his3-200 lys2-801 ade2-101 trpl-901

leu2-3 112 gal4-542 gal80-538 LY S2:UAScai-

TATAGaL1-HIS3 URAS::UASGAL4
TATAcy Cl'l acZ

17mers(3x)™~

2.1.6 Pflanzenmaterial

Die Verwendeten Maispflanzen wurden im Gewdadhshaus unter kontrolli erten Bedingungen
bel 16 Std. Licht (24.00025.000 Lux), 8 Std. Dunkelheit, 24°C und 5595% Luftfeuchte
angezogen. Es wurden Pflanzen der Linien H99 (D*Halluin, 1993, A188 (Green and Phili ps,
19795, Q2 (Walbat, V., Stanford University, CA) und der Wildtyplinie Line C (color
converted W 22) verwendet.
Fur die transiente Transformation von Zwiebeln wurde die Sorte der Firma Fillhorn

verwendet. Sie wurden nach dem Kauf maximal 3 Wochen verwendet. Wéhrend desem

Zeitraum wurden sieim Dunkeln bei RT gelagert.
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2.2 Methoden
2.2.1 Bakterien

2.2.1.1 Anzucht von Bakterienkulturen

nadh Sambrook at a. (1989

Mit einem sterilen Zahnstocher werden Zellen einer Einzelkolonie enthommen undauf einer
LB-Festmediumplatte und oder in 3 - 10 ml LB-Flussgmedium uberfihrt. Zur Selektion
enthdlt das Medium das entsprechende Antibiotikum (Tetracyclin, Kanamycin oder
Ampicilli n). Die Inkubation erfolgt tber Nacht bei 37°C im Warmeschrank (fur Platten) und
bei 180UpM im Inkubationsschittler (fir FItissgmedium).

2.2.1.2 Herstellung kompetenter Zellen mittels TFB-Puffern

Mit 2 ml einer 5 ml Vorkultur (2.2.1.) werden 100 ml Medium angeimpft und bs zum
Erreichen einer ODgoQ von 0.3- 0.5 wadisen gelassen. Nadh dem Zentrifugieren in 50 ml
Falcongefal3en fur 10 min. bei 4°C mit 3000 UpM wird das 100 ml Pellet in 10 ml TFBI-
Puffer | vorsichtig resuspendiert und 10min. auf Eis inkubiert. Alle nachfolgenden Schritte
erfolgen auf Eisundmit vorgekuhiten Lésungen.

Nadh einer Zentrifugation fir 10 min. bei 4°C wird das Pell et in 4 ml TFB-Puffer Il vorsichtig
resuspendert undin Aliquas zu 100ul in flissgem Stickstoff schockgefroren undbei - 70°C

gelagert.

2.2.1.3 Transformation kompetenter Zellen mittels Hitzeschock

Ein Aliqgua der auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen (2.2.1.9 wird mit 0,1 - 1 ug DNA
oder einem Ligationsansatz versetzt und fur 30 min. auf Eis inkubert. Nach 2 min.
Hitzeschock bel 42°C wird 1 ml Medium zugegeben. Bel einer Antibiotikaresistenz ist eine
Vorinkubketion fur 1 Std. bei 37°C und 180UpM im Inkubationsschittler zu empfehlen. Die
Zéell suspension wird anschlieffend auf Platten ausgestrichen (2.2.1.9.

2.2.1.4 Ausplattieren von Zellsuspensionen

Von dr Zellsuspension konren 1/ 10 Vol. direkt mit dem Drygasky-Spatel ausplattiert
werden. Die restliche Zellsuspension besitzt ein zu grofes Volumen und wird daher
aufkonzentriert. Nach 5min. Zentrifugation kei 15000UpM wird der Uberstand ks auf 100-
150 pl entfernt. Das Pell et wird im restlichen Medium resuspendiert, vall standig auf Medium

ausplattiert undwie unter 2.2.1.1beschrieben inkuliert.
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Fur die Indkation der lacZ-Komplementation, werden vor dem Ausdreichen der
Zellsuspensionje 40 pl IPTG und X-Gal auf dem Selektionsmedium vertellt.

2.2.2 DNA

2.2.2.1 Plasmid-DNA-Minipraparation (Boiling Method e)

nach Holmes und Quigley (1981)

Ausener (2.2.11) Bakterienvorkultur werden 1,5ml in ein Eppendarfgefal tkerfiihrt und kel
Raumtemperatur 5 min. mit 13000UpM zentrifugiert. Der Uberstand wird sorgféltig entfernt
und ds Pelet in 200 pl TELT-Puffer und 20 pl frisch angesetzter Lysozymldsung
resuspendiert. FUr die Inaktivierung von DNAsen wird der Ansatz sofort fur 3 min. auf 95°C
im Heizblock erhitzt. Anschlief?end wird der Ansatz fir 5 min. im Eiswasserbad abgekihit.
Fur die weitere Bearbeitung wird das Eppendorfgefal standig auf Eis gehalten.

Die lysierten Zellen werden 15 min. bei 4°C mit 13000 UpM zentrifugiert und de
Zelltrimmer mit einem Zahnstocher entfernt. Die Prazipitation der DNA erfolgt bel RT mit
dem gleichen Volumen Isopropand, gefolgt von 20min. Zentrifugation bei 4°C. Die geféllte
DNA wird mit 70% igem Ethano gewaschen undanschlief?end in 100yl Wasser oder TE

aufgenommen.

2.2.2.2 Plasmid-DNA-Maxipréaparation

Die DNA Pr&paration wird nach dem Prinzip der akalischen Lyse nadh dem Protokall von
Birnbdm and Doly (1979 durchgefuhrt. Abweichend van Protokdl wird nach der
Zentrifugationim GS3 Rotor das Pellet in 3 ml TE gel6st. Die Falung der RNA erfolgt mit 3
ml 5 M LiCl far 15 min. auf Eis. Nach 15 min. Zentrifugation in einem SS34 Rotor bei
13000UpM erfolgt eine DNA Fallung mit Isopropanad. Dazu wird der wasgigen Lésung 1/
10Vol. 3M Na-Acetat pH 5,2 undje nach Volumengrole 2,5Vol. 96 %igen Ethand oder 1
Vol. Isopropand zugefuigt. Die DNA wird 30min. bai -20°C geféllt und anschlief?end 15 bs
30 min. bei 15000UpM und 4T pelletiert. Nach der Entfernung des Uberstandes erfolgt das
Waschen des Pellets mit 70 %igem Ethanadl. Das 5-10 min. getrocknete Pell et wird in 500l
TE gelost und 30min. mit 20 ug RNAse bei 37°C inkuhiert.
Um Proteinverunreinigungen zu entfernen wird der zu Ansatz phendlisiert. Hierzu wird er auf
ein Volumen von 0.5- 1 ml gebracht, mit dem gleichen Volumen Phend - Chloroform (1:1)
versetzt und bs zur Bildung einer Emulsion vermischt. Nad einer Zentrifugation von 3- 5
min. bei 15000UpM und RT wird der wassrige Uberstand ohre Interphase ébgenommen und
der Vorgang wiederhalt. Anschlie?end wird das Phend durch Extraktion mit Chloroform
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entfernt und aus dem wassigen Uberstand de DNA erneut mit Isopropand gefélt (siehe
oben).

2.2.2.3 Restriktion von DNA

Die verwendeten Restriktionsenzyme werden laut Herstell erangaben mit den entsprechenden
Puffern in einem Volumen von 2-50 pl eingesetzt. Die Konzentration des verwendeten
Enzymes betrégt maxima 0,1 Vol. des Ansatzes, damit die Aktivité nicht durch hole
Konzentrationen an Glycerol inhibiert wird. 0,5 —1ug Plasmid-DNA wird 1- 2 Std. bei den
geforderten Temperaturen inkubiert. Eine Restriktion mit zwel Enzymen wird duch einen
Querstrich gekennzeichnet z.B. EcoRI/Mlul.

Nadh der Restriktion erfolgt die Auftrennung im elektrischen Feld (2.2.2.9

2.2.2.4 Auftrennung von DNA im elektrischen Feld
Fur die Herstellung eines Agarosegels wird 1 x TAE Puffer mit Agarose aifgekocht. Nach

dem Aufkochen wird de Losung mit 5 pg/ ml Ethidiumbromid wversetzt und in ein
vorbereitetes Gelbett gegosen. Nadhdem das Gel erhértet ist wird es in eine mit 1 x TAE
Puffer geflllte Gelkammer gelegt. Die DNA-Probenlésung wird mit 1/ 10 Probenpufer
versetzt undin die Geltaschen pipettiert.

Fur die Groenauftrennung von DNA wird je nach Gelgrofe fur 1 - 2 Std. eine Spannung von
80- 120Volt angelegt.

2.2.2.5 Bestimmung d er DNA Menge und Fragmentgroéf3e

Ein Aliqua einer DNA-LGsung wird mittels eines Agarosegels im elektrischen Feld
aufgetrennt (2.2.2.4. Anhand des mitlaufenden Standards lassen sich de Mengen und
Fragmentgrofien, duch Vergleich der Intensitét der Banden mit Hilfe der computergestiitzten
Kamera unddem Computerprogranm E.A.S.Y. plus Rev 3.24,abschétzen.

2.2.3 Klonierungen

2.2.3.1 Auffillen von 3" zurlickgesetzten Enden

Nicht-Uberhdngende, "glatte” Enden konren duch de Restriktion mit entsprechenden
Enzymen oder nadhtréglich mit einer Auffull-Reéktion, duch eine DNA-Polymerase, erzeugt
werden. Mit dieser Methode wird erreicht, dald DNA-Molekile mit urspringlich nicht

zueinander pasenden Enden verknupfit werden komen.
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In einem Ansatz von 20 — 30ul erfolgt die Re&tion, mit 1/ 10 Klenow Puffer, 0,05 mM
dNTPs und 1-2Einheiten Klenow-Fragment fir 30 min. bai RT.

Nacdh dem Auffillen erfolgt die Auftrennung im elektrischen Feld (2.2.2.4 und de Isolierung
aus dem Agarosegel (2.2.3.3

2.2.3.2 Dephosphorylierung von DNA

Durch de Entfernung von Phosphat-Resten an den 5° -Enden von geschnittener DNA
(2.2.2.3 wird verhindert, dal3 de DNA-Ligase ane Selbst-Ligation ader Concatemerisierung
des lineaisierten Vektors oder Fragmentes katalysiert. Mit dieser Behandlung wird der
Einbau von Fremd-DNA in einen lineaisierten Klonierungsvektor begiinstigt und damit die
Klonierungseffiziens erhoht.

Fur die Behandlung werden 1-2 Einheiten der akali schen Phosphatase CIP direkt nadh einer
Restriktion (2.2.2.3 in den Ansatz gegeben. Die Inkuletion erfolgt fir 30 min. bei 37°C mit
anschlieffender gelektrophoretischen Auftrennung und Fragmentisoli erung.

Die Dephaspharylierung bereits isolierter DNA wird in einem Volumen von 2050 pl mit 1/
10 Voal. CIP-Puffer, 1-2 Einheiten CIP ftr 30 min. bei 37°C durchgefuhrt. Die Reaktion wird
anschlieffend mittels GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg) aufgereinigt.

2.2.3.3 Isolierung von Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierende DNA Bande wird aus dem Agarosegel ausgeschnitten und laut
Herstellerangaben mit dem GFX™ PCR DNA and Gel Band Purificaion Kit Amersham

Pharmada Bioted (Freiburg) aufgereinigt.

2.2.3.4 PCR Amplifikation mittels Tag-DNA Polymerase
Mit der thermostabilen Tag DNA-Polymerase konren DNA-Bereiche selektiv aus einem

Gemisch von DNA-Molekilen in vitro angereichert werden. Unter gedgneten Bedingungen
wird de DNA einzelstrangig gemadit und mit einem UberschuR an strangspezifisch
bindenden OligonuHK eotiden aus dem Randbereich der zu amplifizierenden Sequenz versetzt.
Diese OligonuKeotide binden an de Einzelstrange und denen der Polymerase ds Primer (#1
und #3 fir die Neusynthese zum Doppelstrang. Die neu synthetisierten Doppelstrange
werden erneut in Einzelstrénge zerlegt und denen wieder als Matrize fur die Polymerase.
Durch standige Wiederholung von DNA-Denaturierung, Anhybridisierung der Primer und
Auffullresktion kanmtes nach jeder Polymerasere&ktion zu einer Verdopdung der DNA und

damit in einer Kettenretion zu einer exporentiellen Anreicherung der Sequenz. Nad
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gelelektrophaetischer Auftrennung des Re&ktionsgemisches ist der amplifizierte Bereich as

Bande deutlich var dem Hintergrund cer nichtamplifizierten DNA zu erkennen.

Standardansatz fir eine PCR-Re&ktion:
10-40 rg Plasmid DNA (2.2.4.))

10 pmol Primer #1

10 pmol Primer #2

mM dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1/ 10Vol. PCR-Puffer

5-10% DM SO

2 Einheiten Tag DNA Polymerase

1,5 mM MqgCI2

Der Re&ktionsansatz wird in eéinem Volumen von 50l angesetzt und mit eéinem Tropfen
Mineral0l Uberschichtet. Im Trio-Thermozykler der Firma Biometra (Gottingen) wird

folgendes Programm verwendet:

96°C, 4min Denaturierung

96°C, 45sec Denaturierung 0

50-65°C, 45sec Anhybridisierung der Primer [ 25-30 Zyklen
72°C, 2min Aufflllreaktion 0

72°C, 10min. Abschlul3

4°C, endos

Nadh der Amplifikation erfolgt die gelelektrophaetische Trennung (2.2.2.9 und Isolierung
(2.2.3.3 der Bande.

2.2.3.5 PCR Amplifikation mittels Pfx- oder Pfu- DNA Polymerasen

In der Regel wird fur eine PCR Re&tion de Tag-DNA Polymerase verwendet. lhr fehlt
jedoch eine 3* Exonuleasedktivitét (, proofreading*), wodurch falsch eingebaute Nukleotide
nicht ausgetauscht werden. lhre Fehlerquate liegt damit héher a's die der Pfx- oder Pfu- DNA
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Polymerasen mit 3' Exonuleasedtivitét. Die Pfx- oder Pfu- DNA Polymerasen werden
verwendet, wenn Fragmente mit niedriger Fehlerquae hergestellt werden soll en.
Standardansatz fur eéine PCR-Re&tion mit der Pfx DNA Polymerase:

10-40 rg Plasmid DNA (2.2.4.))

20mM Primer #1

20mM Primer #2

20mM dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

1/ 10Vol. PCR-Puffer

1/ 10Vol. Enhancer Solution

2,5Einheiten Pfx DNA Polymerase

37mM MgSOq4

Standardansatz fur eine PCR-Re&ktion mit der Pfu DNA Polymerase:
10-40 rg Plasmid DNA (2.2.4.)

20mM Primer #1

20mM Primer #2

20mM dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

1/ 10Vol. PCR-Puffer

2,55 Einheiten Pfu DNA Polymerase

Der Re&ktionsansatz wird in einem Volumen von 100l angesetzt und mit eéinem Tropfen
Mineraldl Uberschichtet. Im Trio-Thermozykler der Firma Biometra (Géttingen) wird das
unter (2.2.3.9 aufgefiihrte Programm verwendet.

Das PCR-Produktes wird dem GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit nad
Angaben des Herstell ers aufgereinigt undanschlief3endin den Vektor ligiert (2.2.3.6.

2.2.3.6 Ligation eines DNA-Fragmentes in einen Vektor

Fur die Ligation von 100ng dephaosphorylierter Vektor-DNA (2.2.3.9 mit der Fragment
DNA wird de zu verwendende Menge an Fragment-DNA wie folgt berechnet:

100 rg x dreifache Lange des Fragmentes

-------------------------------------------------- = X ng Fragment
Lange des Vektors
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Die Ligation erfolgt in einem 20 - 60 ul Ansatz mit 1/ 10 Vol. Ligationspuffer, 5 Einheiten
T4-DNA-Ligase und Inkubation bei RT fur 4 Std. oder bei 16°C Gber Nacht. Anschlief3end
wird der Rea&ktionsansatz in kompetente Bakterienzell en transformiert (2.2.1.3.

2.2.4 Sequenzierungen

2.2.4.1 Plasmid-DNA-Praparation fur die Sequenzierung

Die Préparation von Plasmid-DNA erfolgt aus einer 3-5 ml Fliussgkultur 2.2.1.1 nach
Angaben des Herstellers mit dem Concet™ Rapid Plasmid Miniprep Kit der Firma Life
Tedndogies Gibco BRL (Karlsruhe). Die DNA wird in 65ul Wasser eluiert.

2.2.4.2 Sequenzreaktion

Die Sequenzierungen erfolgen nicht-radioaktiv nach der Methode von Sanger et al. (1977).
Standardansatz einer Sequenzredktion:

4 ul Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit mit Amply-Tag® DNA Polymerase

500- 800 rg doppelstrangige DNA (2.2.4.))

1,5 pl Primer (10 pmol/ pl)

5-10 % DMSO

Der Re&tionsansatz wird in einem Volumen von 20pl angesetzt und mit einem Tropfen
Mineral6l Uberschichtet. Die Sequenzreaktionen werden im Trio-Thermozykler der Firma

Biometra (Gottingen) bei folgendem Programm durchgeftihrt.

3 min, 95°C Denaturierung

45sec , 98°CO 1 Zyklus
15sec , 50°CO
4 min, 60°CO

30sec , 98°CL

15sec , 50°CO 24 Zyklen
4 min, 60°CO
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Anschlief3end wird dem Reé&ktionsansatz 35 ul 96 %igem Ethand zugegeben und de DNA
far 15 min. auf Eiswasser geféllt. Nach 25min. Zentrifugation bei 15000UpM und RT wird
der Uberstand entfernt und dbs Pellet bei RT getrocknet. Bis zum Gell auf werden die Proben
bei —20°C gelagert.

Die Sequenzierungsprodukte werden nach Herstell erangaben auf 4,5 %igen Acrylamidgelen
auf dem DNA-Sequenzierer 311 der Firma Perkin EImer/ Applied Biosystems bei 2500V olt
in 1x TBE fur 4 Std. analysiert.

Die Anaysen und Vergleiche von DNA- und Aminosduresequenzen erfolgte durch de
Progranme Segman und MegAlign (DNASTAR 3.5 Inc.,, USA), MacVedor™ 4.1.4
(Scientific Imaging Systems, USA), GeneDoc 2.6.001(Nichodlas et al., 1997 und Blast 2.x
(Altschul et al., 1997.

2.2.5 Hefen

2.2.5.1 Anzucht von Hefekulturen

Mit einer Hefekolonie werden 510 ml Selektionsmedium in einem 50 ml Falconfal}
angeimpft. Die Inkubation erfolgt 2-3 Tage bei 30°C bei 180 UpM im Inkubetionsschiittler.
Aus dieser Vorkultur werden Zellen mittels einer sterilen Impfése auf Festmedium Gbertragen
(z.B. Histidinmangelmedium).

2.2.5.2 Herstellung kompetenter Hefezellen

verandert nach Ito et al., 1983

Transformanten des Hefestammes YRG-2, wachsen in SD-Medium (Selektionsmedium)
langsamer, als nicht transformierte YRG-2 Zellen im YPD-Medium (Vollmedium), daher
gibe eszwel verschiedene Vorschriften fir die Herstellung der Kulturen.

YRG-2 Stamm

Mit einer YRG-2 Hefekolonie werden 5 ml YPD-Medium angeimpft und Uker Nadt bei
30°C wadsen gelasen. Am nachsten Tag werden 100 ml YPD-Medium mit 1 ml der

Vorkultur angeimpft und kel 30°C bis zu einer OD600= 0,6 wachsen gelassen.
YRG-2 Transformanten

Mit einer Kolonie werden 5 ml SD-Medium angeimpft und 2 Tage bel 30°C wachsen
gelasen. Von deser Vorkultur werden 100 ml SD-Medium mit 1 ml der Vorkultur

angeimpft und tler Nadt bel 30°C bis zu einer OD600= 0,6 wachsen gelassen.
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Die Zellen werden 5 min baei 3000 UpM in der Hareaus Zentrifuge pelletiert und 20 mi
Losung A gewaschen. Anschlief3end werden siein 2 ml Losung A aufgenommen undin 2 ml

Eppis zu 200ul aiqudiert. Die Zellen werden nachfolgend kel -70°C gelagert.

2.2.5.3 Transformation von kompetenten Hefezellen

verandert nadh Ito et al., 1983

Fur die Transformation werden 1-2 pg Plasmid-DNA (2.2.4.) mit 50 pg (10 pg/ i)
denaturierter Lachsgperma-DNA gemischt und zu einem gefrorenen 200 pl Aliqua
kompetenter Hefezellen (2.2.5.9 gegeben. Die Zellen werden 5 min. urter starkem Schiitteln
bei 37°C im Thermoschittler aufgetaut. Nach Zugabe von 1 ml Losung B wird der Ansatz fir
60 min. bl 30°C in den Schiittelinkubator (120 UpM) gegeben. Anschliefiend werden de
Zellen 1 min. bal 3000UpM pelletiert und mit 800 pl Lésung C gewaschen. Die eneut
pelletierten Zellen werden in 100 pul Lésung C resuspendiert und auf Selektionsmedium
ausplattiert. Die Platten werden anschlief3end bei 30°C fur 3-7 Tage inkubiert, bis Kolonien
sichtbar werden.

2.2.5.4 Herstellung einer Two Hybrid cDNA Bank Dauerkultur

nad "DupLEX-A Y east Two Hybrid System Manual Version 2.7 OriGene Techndogies
Von der cDNA werden insgesamt 40 pg in 30 Aliquas kompetente Hefezellen (2.2.5.9
transformiert und auf 30 Platten ausplattiert. Die Platten werden anschlief3end bei 30°C
inkubiert bis Kolonien sichtbar sind. Zum Abschwemmen der Platten wird auf jede der 30
Festmediumplatten 5ml steriles Wasser gegeben, de Kolonien mit einem sterilen Mikroskop-
Objekttrager abgekratzt undin 50 ml Falcongefélde Uberflhrt. Die Zellen werden 5 min bei
3000 UpM in einer Hareus Zentrifuge pelletiert und mit der gleichen Menge Wassr
gewaschen. Die Pell ets werden in einem Gesamtvolumen von 50 ml Wasser aufgenommen
undmit 75 %igem Glycerol bis zu einer Endkoreentration von25 % versetzt. Die Suspension
wird in 1 ml Aliquas bel —70°C gelagert.

Anschlief3end erfolgt die Titerbestimmung eines Aliquas und s Ausplattieren einer

ausreichenden Anzahl an Transformanten auf Selektionsmedium (z.B. Histidin).

2.2.5.5 Quantitativer Nachweis der B-Galactosidase Aktivitat

verandert nach Clonted Y east Protocols Handbook
Die [-Galadosidase spdtet [(-D-Galadoside (z.B. Lactose) in Galadose und de
entsprechende Alkohd-Verbindung. Unphysiologische Substrate sind z.B. X-Gal (5-Brom-4-

Chlor-3-Inddyl-B-D-Galadosid) und ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-galadosid). Sie ergeben
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nach der Hydrolyse farbige Reaktionsproduke, die phaometrisch nachzuweisen sind. Durch
die Spaltung von ONPG erfolgt, je nach Stérke der 3-Galadosidasedtivitat, eine mehr oder
weniger starke Gelbféarbung der Ldsung.

Fur diesen Assay werden 510 ml Selektionsmedium in einem 50 ml Falconfald mit einer
Hefekolonie angeimpft und k& 30°C bis zu einer OD600 von 1ml = 0.50.8 wadsen
gelasen. Die genaue OD600wird ermittelt. Die Zellen werden bei RT 5min bei 3000UpM in
einer Hareaus Zentrifuge pelletiert, in 500 pl Z-Puffer (incl. B-Mercaptoethanal)
resuspendiert und anschlief3end zu 500l Glassheals (add washed Glasdeads 425600 um,
Sigma) gegeben. Die Hefezellen werden medhanisch aufgeschlossen durch 2 x 3 min.
vortexen auf maximaler Stufe. Dazwischen werden de Proben fir 3 min. auf Eis abgekunhit.
Nad dem zweiten Vortexen wird das Volumen erhdht durch Zugabe von 500l Z-Puffer
(incl. B-Mercgptoethandl). Ab jetzt wird der Proteinextrakt stets auf Eis gelagert.Die Proben
werden bei 4°C fir 10min bal 15000UpM zentrifugiert. 900l des Gesamtprotein-Extrakts
werden in ein neues Eppi Uberfhrt.

Um den Assay gegebenenfall s zu wiederholen werden von den 900l Gesamtprotel nextraktes
(2.2.5.5 nur 400 pl eingesetzt. Zu 400l Gesamtprotel nextrakt werden 400ul Z-Puffer (incl.
B-Mercgptoethanal) gegeben, mit 160 ul ONPG-L6sung versetzt und kei 30°C inkuhiert. Ist
eine gelbe Farbung sichtbar (positiv Kontrolle nach ca 3-5min), wird de Substratumsetzung
durch Zugabe von 400l 1 M N&CO; gestoppt. Die Inkubationszeit wird in min. ndiert. Da
Zelltrimmer die anschlieffende phaometrische Mesaing storen, werden de Proben 10 min
bei RT und 14.000UpM zentrifugiert und 1 ml des Uberstandes in Kiivetten tlerfuhrt. Die
phaometrische Mesaung erfolgt bei 420 rm, die Werte sollten zwischen 0.021.0sein um im
linearen Bereich der Mesaung zu liegen.

Die Aktivitédt des Enzyms wird in relativen Einheiten gemessen, sie egibt sich aus der

Formel:

[OD 420 nm] x 1000
relative Einheiten = [OD 600 nm] x Volumen x Zeit der Inkubationin Minuten

2.2.5.6 Isolierung von Gesamtproteinen aus Hefe fir SDS-PAGE

Horvath and Riezman (1994

Abhéngig vom Hefestamm werden 5 ml Voll- oder Selektionsmedium angeimpft und kei

30°C his zu einer OD600 = 0.7 wachsen gelassen. Von deser Kultur werden 1.5 ml

pelletiert und mit 1 ml Wassr gewaschen. Die Zellen werden erneut pelletiert, in 100 pl
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Hefe-Probenpufer aufgenommen und fir 5 min. bei 96°C aufgekocht. Nach einer
Zentrifugation bei 4°C fir 5 min und 14.000UpM wird der Uberstand fiir die SDS-PAGE
(2.2.6.0 verwendet.

2.2.6 Proteine

2.2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektropho rese (SDS-PAGE)

In Gegenwart des Detergenz SDS werden de Proteine denaturiert und wandern im
elektrischen Feld entsprechend ihrer Molekiimasse. Bel der Methode nach Laemmli (1970
werden de Proben in einem gro3porigen Sammelgel konzentriert und anschlief3end im
engporigen Trenngel aufgetrennt.

Das 10 %ige Trenngd und 5 %ige Sammelgel werden nach Sambrook et al. (1989
hergestellt und \ertikal in de Gelelektrophaese-Apparatur gegossen. Pro Spur werden 15l
Protein im SDS-Probenpufer geladen. Zur Abschdtzung der Molekularmasse wird en
Molekulargewichtsgandard mitgeladen. Die dektrophoretische Auftrennung erfolgt in 1 x
Laemmli-Puffer fir 30 min. bei 80 Volt undanschlief3end bei 120Volt, bis die Lauffront der
Proben am unteren Rand aus dem Gel tritt.

2.2.6.2 Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Fur die Farbung wird das Gel 30 - 60 min. urter leichtem Schwenken in Coomasse Brill ant
Blue G-250 Losung inkubert. Anschlieffend wird fir mehrere Stunden mit der
Entfarbel 6sung entférbt, bis die Proteinbanden deutli ch zu sehen sind.

Um das Gdl leicht zu entwéssern wird der Entfarbelsung 1 ml 75 %iges Glycerol zugegeben
und fir weitere 10 min. inkubiert. Die vollstédndige Trocknung des Gels erfolgt in einem

Rahmen zwischen zwei Lagen aufgespannter "Einmad-Folie".

2.2.6.3 Western Blot
Fir den Western Blot werden de Acrylamidgele nach der Elektrophorese 30 min. urter

leichtem Schwenken in Bjierum-Schader-Nil son-Puffer inkubert und anschlief3end mittels
des Trans-Blot auf Nitrocdl ulosemembranen (HybondC) Ubertragen. Fur den Blot werden 2
x 3 Lagen 3 MM Whatman-Papier und de Nitrocdlulosemembran in Bjierum-Schaefer-
Nil son-Puffer angefeuchtet.

Die Anodnung auf der Anode erfolgt in der Rehenfolge von Whatmanpapier,
Nitrocdlulosemembran, Acrylamidgel und Whatman-Papier. Abschlie?end wird de Kathode
angeschlossen undbel 15Volt 15 s 60 min. geblottet.

34



Material undMethoden

Durch eine Farbung mit Ponceai S fur 10 min |&3t sich der Transfer der Proteine auf die
Nitrocdl ulosemembran kortrolli eren. Fur die Immuno-Detektion werden de Membranen mit

agua dest. entfarbt.

2.2.6.4 Immunodetektion

Mit dieser Tedhnik ist es moglich ein Protein auf einem Western Blot durch de Regtion mit
seinem spezifischen Antikorpers nachzuwel sen.

Um unspezifische Bindung der Antikorper zu vermeiden, wird de Membran des Western
Blots 1 Std. ocer Uber Nadht in 1x TBST bei 4°C gelagert. (Fur eine Inkubation Gker mehrere
Tage, kann 0,5 % sodium azide zugegeben werden). Vor Inkubetion mit dem ersten
Antikorper wird de Membran mitl x TBST gewaschen. Alle Waschschritte werden in der
Rethenfolge von 2 x kurz spulen, 1 x 15 min. und 2x 5 min. bai RT in jeweils 100 ml
durchgefihrt. Die Inkubation mit dem 1: 10.000 werdiinrten Antikorper | erfolgt 1 Std. bel
Raumtemperatur. Nach dem Waschen wird mit dem 1: 3.000 \erdtinrten Antikorper 11 (gegen
den Antikorper | gerichtet, mit gekoppelter Peroxydase) fir 40 min. bei RT inkubert. Bei den
anschlieffenden Waschschritten wird 4 x 5 min., statt 2 x 5 min. gewaschen. Die gekoppelte
Peroxidase katalysiert unter Anwesenheit von H,O, die Spaltung des Substrates Luminol
wodurch Chemilumineszens entsteht.

Fur die Detektion werden je 1 ml der DetektionslGsungen | und Il unmittelbar vor Gebrauch
vermischt und sofort verwendet. Die Membran wird mit der Proteinseite 1 min. in dem
Gemisch inkubert und anschliefdend luftdicht in Klarsichtfolie verpackt. Fur die Expasition

werden Filme zwischen 30sec und 10min. aufgelegt.

2.2.7 Biolistische Transformation

Die hergestellten Plasmide missen zur Expresson in Pflanzenmaterial  eingebradit werden.
Dazu wurde die Methode der bioli stischen (biologisch; balistisch) Transformation verwendet,
die aich as particle bombardment bezeichnet wird. Es ist eine physische Methode um DNA
in Zellen einzubringen. Hierbei wird Plasmid DNA an Goldpartikel gebuncen, de unter
hohem Heliumdruck beschleunigt werden (2.2.7.1o0der 2.2.7.3. Im Idedfal treffen sie aif
das Gewebe, duchdringen das Protoplasma und gelangen so in de Zele ohre sie zu
zerstéren. Anschlief3end kann de an den Partikeln befindliche DNA exprimiert werden. Im
Gegensatz zu anderen Methoden (Elektroparation, Lipid vermittelten Transformation) missen

die zu transformierenden Gewebe nicht vorbehandelt werden.
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Mittels biolistischer Transformation wurde bereits ein weites Spektrum an pflanzlichem und
tierischem Gewebe transient und stabil transformiert. Des weiteren wurde diese Tedhnik zur
Transformation vonBakterien, Pilzen und undZell organell en eingesetzt.

Der erfolgreichen Transformation deser verschiedenen Zelltypen geht eine Optimierung der
physischen Parameter der Bombardierung voraus (Sanford et al., 1993. Die Parameter mit
der grofden Auswirkung auf die Transformationsrate sind de Partikelgrofze und
Partikeldichte, das Vakuum in der Kammer und de Distanz die von den Partikeln zurticklegt
werden muss bevor sie das Gewebe treffen.

Die isolierten Maisembryonen wurden, un die Transformationsrate zu erhéhen, var der
Transformation einer osmotischen Vorbehandlung unterzogen. Durch de Inkubation auf
einem osmotischem Medium findet in der Zelle ane Plasmolyse statt, woduch das
Protoplasma von der Zellwand gelést wird. Es wird angenommen, das hierdurch de Zelle
»elastischer* wird und mcht platzt, wenn sie mit Goldpartikeln verletzt wird (Vain et al.,
1993.

2.2.7.1 Goldsuspension fur die Transformation von von Tabak- und
Maisgewebe
nach Montgomery et al. (190)
40 mg Goldpartikel (Goldpovder Hereus 0.3-3um) werden in 1 ml Ethand abs.
aufgenommen undfir 1-2 sec. gevortext. Nach einer kurzen Zentrifugation fir 10 sec bel
10.000 Upm werden de Goldpartikel mit 1 ml Wasser, wie oben erwdhnt, gewaschen.
Anschliel3end wird das Goldpellet wieder in 1 ml Wassr aufgenommen, fir 1-2 min
gevortext undin 50l (ca 0.4mg Gold/ 10 pl) Aliquas bei -20°C gel agert.
Von cer Goldsuspension werden 50l mit 2,5 pug Reporter Plasmid DNA (1pg/ pl) oder einer
1:1 Mischung aus Reporter und Referenzplasmid versetzt und 30sec gevortext. Nach Zugabe
von 50l 2,5M CaCl, und 10ul 0.1 M Spermidin wird de Suspension 10min. gevortext.
Anschlief3end wird die Goldsuspension fir 10 sec. be 10.000Jpm pelletiert und de
Goldpartikel mit 250 pl 96 %igem Ethand gewaschen. Das Goldpellet wird in 120 pl 96
%igem Ethand (ca0,4 ug DNA/ 10 ul) resuspendiert (Goldpartikel).
Fur die transiente Transformation von Tabak- und Maisgewebe werden de Goldpartikel
durch kurzes vortexen resuspendiert und 10 pl/ Schul3 henogen auf dem Macrocarier
verteilt. Die biolistische Transformation erfolgte mit der PDS 1000 He (BioRad, Minchen)
unter folgenden Bedingungen:
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Maaocarrier: Etage 2

Zielgewebe: Etage 4

Gasdruck: 1550 =i (Tabakblétter) oder 1350 s (Maisembryonen)
Vakuum: 28inch Hg

Nad dem Beschusswurden die Proben mind. 18Std. bei RT inkuhiert.

2.2.7.2 Goldsuspension fur die Transformation von epidermalen Zwiebelzellen

nach Unseld et al., (2001)

60 mg Goldpartikel (Goldpovder Hereus 1,6 um) werden in 1 ml 70 %igem Ethand
aufgenommen und fur 10 sec gevortext. Nadh einer kurzen Zentrifugation fur 1 sec bel
10.000Jpm werden de Goldpartikel 3x mit 1 ml Wasser, wie oben erwdhnt, gewaschen.
Anschlief3end wird das Goldpell et wieder in 1 ml 50 %igem Glycerol aufgenommen (ca 0.6
mg Gold/ 10 U) und k&l -20°C gelagert.

Von der Goldsuspension werden 10 U/ Schuss mit 5ug Plasmid DNA (lug/ ul) 4min im 2
ml Eppi gevortext. Nach Zugabe von 10 ¢ 2.5M CaCl, und 2 1 0.1M Spermidin wird de
Suspension 3 min. gevortext. Anschlief3end werden de pell etierten Goldpartikel 2x mit 500
ul 70 %igem Ethand gewaschen. Das Goldpellet wirdin 10 U 96 %igem Ethand (ca 5ug
DNA/ 10u) resuspendiert (Goldpartikel) und bs zum Verbrauch bei -20°C gelagert.

Fur die transiente Transformation von epidermaen Zwiebelzellen werden de Goldpartikel
durch kurzes vortexen resuspendiert und 10 W Schuf3 hanogen auf dem Maaocarrier
verteilt.

Die biolistische Transformation erfolgte mit der PDS 1000 He (BioRad, Miinchen) unter
folgenden Bedingungen:

Maaocarrier: Etage 2
Zielgewebe: Etage 5
Gasdruck: 1100
Vakuum: 28inch Hg

Zwiebeln der Firma Fullhorn (4-6 cm Durchmesser) werden der Lange nach halbiert, die
Wurzel- und Sprollansédtze und de innersten Schalen verworfen. Nad der Transformation der
konkaven Seite wird die Schale mit der Schnittflache auf 0.5% Wasseragar gelegt und 1848
Std. bei RT im Dunkeln inkuliert.

2.2.7.3 Isolierung von Gesamtproteinen aus Pflanzenmaterial

Die Proben stets auf Eis halten. Das Pflanzenmaterial wurde mittels Schwingmiihle Redsch

MM300 puverisiert und in 200 U EGL Extraktionspuffer aufgenommen. Anschlief3end
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wurde der Extrakt durch zweimaliges Zentrifugieren fir 10 sec bei 2°C und 15.000JpM von
Gewebeteil en getrennt und kel —70°C gelagert.

2.2.8 Fluoreszensmikroskopie

Die Maisembryonen wurden direkt auf der Mediumplatte untersucht. Alle anderen Préparate
wurden auf einem Objektrager mit einem Tropfen Wassr eingebettet und mit einem
Dedglas abgedeckt. Die Praparate wurden zundchst bei kleinster Vergroferung betradtet
undgeeignete Stell en anschli ef3ende bei hoheren Vergrolierung.

Die Prgparate wurden urter dem Floureszenzmikroskop (ZeissAxioskop) bei 50-, 106, 200
und 400facher VergrofRerung untersucht. Zur Anregung wurde UV-Licht mit einer
Quedksil berdampf-Kurzbogenlampe HBO 50 W (Osram) erzeugt. Die Visualisierung erfolgte
mit dem ZeissFiltersatz 09 (Anregung 450-490 rm, Emisson 470m). Die Bil der wurden mit
Diafilmen (Ektacrom 400, Kodak) oder mit einer CCD Kamera (Sony) und dem
Bildverarbeitungsprogramm Image-Pro Plus (Media Cybernetics) dokumentiert. Die
Diaaufnahmen wurden mit dem Programm Umax Magic Scan D.A 3.1.3 dgitaisiert. Die
Bilder wurden mit Adobe Photoshop 3.0(Adobke Systems, Inc.) oder Microsoft Photo Editor

3.0 (Microsoft Inc.) weiterverarbeitet.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur in vivo Interaktion der Intensifier Proteine

Das Zusammenwirken der regulierenden Gene R, B, C1 und Pl beeinfluf¥ unter anderem die
Expresson der Strukturgene C2 und Whp, de fir das Schlisslenzym Chalkonsynthase der
Anthocyanbiosynthese kodieren. Aufgrund dcr Interaktion eines myc-homologen
Genprodukes (R, B) mit einem myb-homologen Genproduktes (C1, Pl) entstehen Dimere,
welche die Expresson gewebespezifisch beeinflussen. Durch die Interaktion vonR und C1
wird de Anthocyanbiosynthese in den Kérnern reguliert (Abbildung 5). Dagegen regulieren

die Genprodukte von B undPI die Anthocyanbiosynthese in den restlichen Pflanzenteil en.

Das putative Protein des Mais Gens Intensifier (Burr et al. 1996 zeigt Homologien zu dem
myc-homologen Genprodult R. Liegt das Intensifier Allel In homozygat vor, so zeigen de
Maiskorner eine leuchtend rote Farbe. In Maiskdrnern mit homozygotem Intensifier Allel in
werden verstarkt Anthocyane gebil det, wodurch sie eine tiefrote bis £hwarze Farbung zeigen.
Der Phéanotyp, der durch das homozygote Intensifier Allel InD ausgepragt ist zeigt gegeniber
dem In Phanotyp eine bla¥rote Farbung. Das Intensifier Genprodult ist demzufolge in der
Lage, die Anthocyanbiosynthese negativ zu beanflussen.

Aufgrund der Homologie des Intensifier Genproduktes zu den myc-homologen Genproduken
(R, B), stellte sich de Frage, ob es mit dem myb-homologen Genprodukt C1 interagieren
kann undso fur eine Reduktion funktioneller R + C1 Komplexe sorgt und somit auch fiir eine
Reduktion der Pigmentierung. Da bekannt ist, da3 de myc-homologe Genprodukte sowohl
Homo- a's auch Heterodimere bilden kdnren, kann eine mogliche Interaktion des Intensifier
Genproduktes mit R anstatt C1, nicht ausgeschlossen werden. Magli cherweise erfolgt sogar
eine Interaktion mit dem gesamten Komplex aus R undC1 (Abbildung 6, Seite 10).

Um zu urtersuchen, obeine Interaktion des Intensifier Genproduktes mit C1 oder R erfolgt,
wurden Two Hybrid Experimente mit den Produken von drel verschiedenen Intensifier
Allelen duchgefiihrt.

Burr et al. (1996 konnten zeigen, dal3 de Transkripte des In Alles nur zu etwa 0,2 % korrekt
gespleilit werden. Alternative Spleil3stellen sind fur die Introns 2, 5 und 7 bschrieben
worden. Herrman (2000 postuliert, dal3 vondem in Allel nur Transkripte vorliegen, de zu
einem verkurzten Protein fuhren. Aus diesen Griinden wurde das voll standige Protein (In) und

ein verklrztes Protein (INXS) untersucht.
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Das InD Allel liegt in zwel verénderten Intensifier Genkopen vor: InD1 (Rojek, 1996 und
InD2 (Pusch, 200Q. Von der InD2 Kopie war bel Beginn deser Arbeit noch kein
entsprechender cDNA Klon verfligbar, so dal3 rur das Protein der InD1 Kopie untersucht
werden konrte,

Es wurde vermutet, dal3 de endogene transkriptionsaktivierende Doméne von C1 eine hohe
Hintergrundektivitdt der Reportergene verursachen wirde. Daher wurde beschlossen,
zusétzlich zu C1 eine Mutante zu verwenden, de keine transkriptionsaktivierende Domane
besitzt. Es wurde ewartet, dal3 mit dieser Mutante, C1-I (Paz-Ares et al., 1990, keine
Hintergrundaktivitét festzustellen ist. Der Sequenzvergleich vonC1 undC1-I befindet sich im
Anhang (Abbildung 77, Seite 171).

Goff et al. (1992 konrten eine Interaktion zwischen dem C1 Protein und ém R-homologen
B Protein nu mit einem deletierten B Protein nachweisen. Sie verwendeten ein B Protein, aus
welchem der Bereich mit der basischen Heli x-Loop-Helix-Region entfernt wurde. Aus diesem
Grund wurde, fur die in deser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen, ebenfalls ein

Deletionsprotein vonR verwendet (Rdel.).

3.2 Herstellung der Two Hybrid Expressionsplasmide

3.2.1 Herstellung der R Expressionsplasmide

(siehe Abhildung 8)

In der 5° Leader Sequenz der cDNA von R befindet sich in ein Stopp-Codonim Leserahmen.
Bei der Subkonierung der vollstdndigen cDNA in de Expressonsvektoren pAD und [BD,
wére durch deses Stopp-Codon lein Fusionsprotein entstanden. Um dieses Stopp-Codonzu
entfernen, wurde aus dem R cDNA Plasmid pRLC 2.5kb ausschliefdich der codierende
Bereich mittels PCR und Pfx-DNA Polymerase anplifiziert (2.2.3.5. Hierfir wurden der 5
Primer Ol-14 und & 3' Primer OI-22 verwendet, die ane zusétzliche EcoRI und Sall
Schnittstelle enthalten.

Das 2,2 kblange PCR-Produk wurde in de EcoRV geschnittene (2.2.2.3 Plasmid DNA
(2.2.2.9 des Vektors pZErO-2 ligiert und vdl standig sequenziert (2.2.4). Diese Klonierung in
den Vektor pZErO-2 wurde aner direkten Klonierung in de Vektoren pAD und BD
vorgezogen. Waren bei dem amplifizierten Fragment Fehler in der Sequenz festgestellt
worden, so hétte dieser Bereich des DNA Fragmentes entfernt und duch DNA des Plasmids
pPRLC 2.5kb ausgetauscht werden kdnren. Dafir wéaren Schnittstellen benétigt worden, de
nicht in den pAD und BD Vektoren vorkommen dirfen, sondern auschliefdich in der R
cDNA. Daher war eine direkte Subkonierung des PCR Fragmentes in de pAD und pBD
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Vektoren nicht moglich. In der Sequenz des PCR Fragmentes wurden keine Fehler festgestellt
undes konrte subkoniert werden.
Urspringli ch sollte das Fragment mit den Enzymen EcoRI und Sall aus der DNA des pZErO-
2 Klons ausgeschnitten werden und gerichtet in de EcoRI/Sall Schnittstelle der pAD und
pBD Vektoren einkloniert werden. Die 3' gelegene Sall Schnittstell e des Fragmentes lief3 sich
jedoch, vermutlich aufgrund funktionsloser denaturierter Sall Enzyme in der verwendeten
Enzymcharge, nicht schneiden. Damit trotzdem weitergearbeitet werden konrte, wurde
beschlosen das PCR Fragment nur als EcoRI Fragment aus der Plasmid DNA (2.2.2.9 des
Vektor auszuschneiden (2.2.2.3 und zu isolieren (2.2.3.3. Die 3 gelegene EcoRI
Schnittstelle stammt hierbel aus dem Vektor pZErO-2. Nach der Bestimmung der DNA
Menge (2.2.2.5 erfolgte die Ligation (2.2.3.9 in de EcoRI (2.2.2.3 geschnittene Plasmid
DNA (2.2.2.9 der Expressonsvektoren pAD und [BD.
Aufgrund der ungerichteten Klonierung in de EcoRI Schnittstelle der pAD und pBD
Expressonsvektoren ergaben sich zwel magli che Orientierungen des Fragmentes im Vektor.
Um die Orientierung festzustellen wurde aus 24 urebhéngigen Bakterientransformanten de
Plasmid DNA isoliert (2.2.2.9 und mit Bglll restringiert (2.2.2.3. Die Restriktionsfragmente
wurden anschliefien elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.49 und anhand des verwendeten
Standards bestimmt (2.2.2.5.
Positive Bakterientransformanten enthalten das subklonierte PCR Fragment, welches fir das
vollstandige R Protein kodert. Dieses R Protein besteht aus den Aminosduren 1-610. Die
Fusionsproteine mit der Aktivierungs- und Bindedoméane von Gal4 wurden as AD-R und
BD-R bezeichnet und de korresponderenden Expresgonsplasmide ds:

pAD-R Plasmid # 356

pBD-R Plasmid # 367

3.2.2 Herstellung der R Deletions Expressionsplasmide

siehe (Abbildung 8)

Fur die Expresson eines deletierten R Proteins, wurde der korresponderende Bereich aus
dem R cDNA Plasmid pRLC 2.5kbper PCR und Pfx-DNA Polymerase anplifiziert (2.2.3.5.
Hierfur wurden der 5° Primer OI-14 und @ 3' Primer OI-23 verwendet, die @ne zusétzliche
EcoRI und Sall Schnittstelle enthalten.

Das 1,2 kblange PCR-Produk wurde, wie das des 2,2 kblangen PCR Fragmentes (3.2.1), in
die EcoRV Schnittstell e des Vektors pZErO-2 einkloniert und vdlstdndig sequenziert. In der
Sequenz des 1,2 kblangen PCR Fragmentes wurden keine Fehler festgestellt und es konnte
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subKoniert werden. Die SubKonierung erfolgte, aus den gleichen Griinden, wie bei dem 2,2
kb langen PCR Fragment (3.2.1), als EcoRI Fragment.
Aufgrund dr ungerichteten Klonierung in de EcoRIl Schnittstelle der pAD und pBD
Expressonsvektoren ergaben sich zwei mogliche Orientierungen des Fragmentes im Vektor.
Um die Orientierung festzustellen wurde aus 24 urebhéngigen Bakterientransformanten de
Plasmid DNA isoliert (2.2.2.0 undmit Bglll restringiert (2.2.2.3. Die Restriktionsfragmente
wurden anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.4 und anhand des verwendeten
Standards bestimmt (2.2.2.5.
Positive Bakterientransformanten enthalten das subkonierte 1,2 kb PCR Fragment, welches
fur das deletierte R Protein kodert und keine basisches Helix-Loop-Helix Region enthdlt.
Dieses R Protein besteht aus den Aminosauren 1-388 vonR.
Die Fusionsproteine mit der Aktivierungs- und Bindedoméne von Gal4 wurden as AD-Rdel
undBD-Rdel bezeichnet und de korresponderenden Expressonsplasmide ds:

pAD-Rdel Plasmid # 378

pBD-Rdel Plasmid # 392
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Herstellung der R Expressionsplasmide

Eine direkte Subklonierung der cDNA von R war nicht moglich, da sich im 5 UTR ein Stop Codon (*) im
Leserahmen befindet. Der kodierende Bereich von R wurde ais dem cDNA Klon pRLC2.5kb per PCR
amplifiziert und de amplifizierten Fragmente wurden in die EcoRV Schnittstelle von pZero kloniert. Die Primer
Ol-14, Ol-22 wnd OI-24 (grine und rote Pfeil€) enthielten zusétzliche EcoRlI (E) und Sall (S) Schnittstellen. Die
Sall Schrittstelle lief sich nicht schneiden, daher wurden die Fragmente nach der Sequenzierung nur als EcoRl
Fragmente isoliert. Sie wurden ungerichtet in die EcoRI Schnittstelle der Expressonsvektoren (pAD, pBD)
kloniert. Die Orientierung der Fragmente in den Expressonsvektoren wurde durch eine Restriktion mit Bglll
(Bg) festgestellt. R (hellrosa) kodiert fur die voll stdndige Aminosiuresequenz (AS 1-610). Rdel (dunkelrosa) ist
ein Deletionsprodukt von R und kodiert fir die Aminosduren 1-388 Das Protein enhélt keine basische-Helix-
Loop Helix Region (rosal schwarz gestreift), aber den Bereich, der fir die Interaktion mit C1 benétigt wird
(rosalblau gestreift). Die Fusionsproteine wurden als AD-R, BD-R, AD-Rdel und BD-Rdel bezechnet und
enthalten die AD (Aktivierungsdoméne, gelb) oder BD (Bindedoméne, griin) von Gal4. Die BD und AD
Expressonsvektoren enthalten den ADH1 Promotor (P) und den ADH1 Terminator (T), des weiteren die
auxotrophen Markergene LEU2 (Leu, grau) und TRP1 (Trp, hellgrau).
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3.2.3 Herstellung der C1 Expressionsplasmide

(siehe Abbildung 9)

Die ca 2 kbgrof®e C1-cDNA wurde mittels EcoRI Restriktion (2.2.2.3 aus der Plasmid DNA
(2.2.2.9 pC1lcLC28 ausgeschnitten undisoliert (2.2.3.3. Nach der Bestimmung der DNA
Menge (2.2.2.5 erfolgte die Ligation (2.2.3.9 in de EcoRI (2.2.2.3 geschnittene Plasmid
DNA (2.2.2.9 der Expressonsvektoren pAD und BD.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mdogliche Orientierungen des
Fragmentes im Vektor. Um die Orientierung festzustellen wurde ais 24 unabhdngigen
Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert (2.2.2.0 undmit Pstl restringiert (2.2.2.3.
Die Restriktionsfragmente wurden anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.4 und
anhand des verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.

Positive Bakterientransformanten enthaten de subkonierte dNA, welche fir das
vollstandige C1 Protein kodert. Dieses C1 Protein besteht aus den Aminosduren 1-273. Die
Fusionsproteine mit der Aktivierungs- und Bindedomane von Gal4 wurden as AD-C1 und
BD-C1 bezeichnet und de korresponderenden Expressonsplasmide ds:

pAD-C1 Plasmid # 33

pBD-C1 Plasmid # 54

3.2.4 Herstellung der C1-1 Expressionsplasmide

(siehe Abbildung 9)

Die ca 1.1 kbgrole C1-I cDNA wurde mittels EcoRI Restriktion (2.2.2.3 aus der Plasmid
DNA (2.2.2.9 pC1cCl53 ausgeschnitten undisoliert (2.2.3.3. Nach der Bestimmung der
DNA Menge (2.2.2.5 erfolgte die Ligation (2.2.3.9 in de EcoRI (2.2.2.3 geschnittene
Plasmid DNA (2.2.2.9 der Expressonsvektoren pAD undpBD.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mdogliche Orientierungen des
Fragmentes im Vektor. Um die Orientierung festzustellen wurde ais 24 wnabhéngigen
Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert (2.2.2.0 undmit Pstl restringiert (2.2.2.3.
Die Restriktionsfragmente wurden anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.4 und
anhand des verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.

Positive Bakterientransformanten enthalten die subkionierte dNA, welche fir das fur das
mutierte C1 Protein kodert. Dieses C1- Protein besteht aus den Aminoséduren 1-252 und

enthalt, im Gegensatz zu C1, keine funktionierende Aktivierungsdomane. Des weiteren hat es
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ausgetauschte und deletierte Aminasduren. Die basischen Domane, die fir die Interaktion mit
R bendtigt wird, ist davon nicht betroffen.
Die Fusionsproteine mit der Aktivierungs- und Bindedomane von Gal4 wurden als AD-C1-
undBD-C1- bezeichnet und de korresponderenden Expressonsplasmide ds:

pAD-C1-1 Plasmid # 143

pBD-C1-I Plasmid # 168
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Herstellung der C1 und Cl14
Expressionsplasmide

Die ®NAsvon C1 (pClcLC28) und C1- (pC1cCl53) wurden als EcoRI Fragmente isoliert und ungerichtet in
die EcoRI Schnittstelle der Expressionsvektoren (pAD, pBD) kloniert. Die Orientierung der Fragmente in den
Expressonsvektoren wurde durch eine Restriktion mit Pstl (Ps) festgestellt. C1 (blau) codiert fir den
funktionsfahigen Transkriptionsaktivator (AS 1-273). C1-I (blau kariert) ist eine Mutante von C1 (AS 1-252),
die im Gegensatz zu C1 keine transkriptionsaktivierende Doméne (blauw/schwarz gestreift) enthélt. Der Bereich
der fUr die Interaktion mit R ist sowohl in C1 als auch in C1- (schwarz/weil3 gestreift) vorhanden.

Die Fusionsproteine wurden als AD-C1, BD-C1, AD-C1-1 und BD-C1-I bezechnet und enthalten die AD
(Aktivierungsdomane, gelb) oder BD (Bindedoméne, griin) von Gal4. Die BD und AD Expressonsvektoren
enthalten den ADH1Promotor (P) und den ADH1 Terminator (T), des weiteren die auxotrophen Markergene
LEU2 (Leu, grau) und TRPL (Trp, hellgrau).
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3.2.5 Herstellung der InD1 Expressionsplasmide

(siehe Abbildung 10)

Die ca2,2 kb InD cDNA wurde mittels EcoRI/ Xhol Restriktion (2.2.2.3 aus der Plasmid
DNA InD 2.1(2.2.2.9 ausgeschnitten und de Enden des Fragmentes anschli ef3end aufgefllt
(2.2.3.1, damit sie kompatibel zu den Enden des Vektors snd. Nadch der Isolierung des
Fragmentes erfolgte die Bestimmung der DNA Menge und de Ligation (2.2.3.6 in de Smal
(2.2.2.3 geschnittene Plasmid DNA (2.2.2.2 der Expressonsvektoren pAD undpBD.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mogliche Orientierungen des
Fragmentes im Vektor. Um die Orientierung festzustellen wurde ais 24 wnabhéngigen
Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert (2.2.2.7 undmit Sall restringiert (2.2.2.3.
Die Restriktionsfragmente wurden anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.4 und
anhand ks verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.
Positive Bakterientransformanten enthalten de subkonierte dDNA, welche fir das
vollstdndige IND1 Protein kodert. Dieses InD1 Protein besteht aus den Aminaosauren 1-690.
Die Fusionsproteine mit der Aktivierungs- und Bindedoméane von Gal4 wurden as AD-InD1
undBD-InD1 bezeichnet und de korresponderenden Expressonsplasmide ds:

pPAD-InD1 Plasmid # 7

pBD-InD1 Plasmid # 28

3.2.6 Herstellung der InXS Expressionsplasmide

(siehe Abbildung 10)

Die ca2,2 kbgrofie In cDNA wurde mittels Ncol/ EcoRI Restriktion aus der Plasmid DNA
pBC277A#7 (2.2.2.9 ausgeschnitten unddie Enden des Fragmentes anschli el3end aufgefUillt
(2.2.3.1, damit sie kompatibel zu den Enden des Vektors snd. Nadh der Isolierung des
Fragmentes erfolgte die Bestimmung der DNA Menge und de Ligation (2.2.3.9 in de EcoRI
(2.2.2.3 geschnittene Plasmid DNA (2.2.2.9 der Expressonsvektoren pAD und pBD, desen
Enden ebenfall s aufgefillt wurden.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mdogliche Orientierungen des
Fragmentes im Vektor. Um die Orientierung festzustellen wurde ais 24 wnabhéngigen
Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert (2.2.2.0 undmit Sall restringiert (2.2.2.3.
Die Restriktionsfragmente wurden anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.4 und
anhand des verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.

47



Ergebnisse

Positive Bakterientransformanten enthalten de subkionierte dNA eines misgespleif3ten
Transkriptes des Intensifier Allels In. Sie enthélt u.a. Intron 2 Sequenzen, wodurch ein Stopp
Codonim Leserahmen eingefiigt wird. Das putative Protein deser cDNA wird daher nur von
den Exon 1 und 2 koespornierenden Sequenzen kodert und besteht daher nur aus den
Amincsauren 1-147,anstatt der 685AS des voll stdndigen In Proteins,
Die Fusionsproteine mit der Aktivierungs- und Bindedoméne von Gal4 wurden als AD-InXS
und BD-InXS bezeichnet und de korresponderenden Expresgonsplasmide ds:

pPAD-INXS Plasmid # 484

pBD-INXS Plasmid # 489
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Herstellung der InD1 und InXS
Expressionsplasmide

Die dNA von InD1 (InD 2.1) wurde mit EcoRI (E)/Xhol (X) ausgeschnitten. Das aufgefiillte Fragment wurde
ungerichtet in die Smal (Sm) Schnittstelle der Expressonsvektoren pAD und pBD kloniert. Die dNA von InXS
(pBC277A#7) wurde mit Ncol (N)/EcoRI ausgeschnitten. Das aufgefillte Fragment wurde ungerichtet in die
aufgefillte EcoRI Schnittstelle der Expresgonsvektoren pAD und pBD kloniert. Die Orientierung der Fragmente
in den Expressionsvektoren wurde durch die Restriktion mit Sall (S) festgestellt.

InD1 (orange) kodiert fur das voll sténdige Protein (AS 1-690). Es enthélt die basische-Helix-Loop-Helix Region
(schwarz/ orange schraffiert), die @ne Homologie zu dem myc Transkriptionsfaktor R aufweist.

Bei der cDNA InXS handelt es sch um die dMNA eines missgespleifdten Transkripts. Sie enthdlt u.a. Intron 2
Sequenzen, wodurch ein Stopp Codon im Leserahmen eingefligt wird. Das putative 1nXS Protein (hell griin)
dieser cDNA wird daher nur von den entsprechenden Exon 1 und 2 Sequenzen kodiert und besteht daher nur aus
den Aminosauren 1-147, anstatt der 685AS des voll sténdigen In Proteins.

Die Fusionsproteine wurden as AD-InD, BD-InD, AD-InXS und BD-InXS bezachnet und enthalten die AD
(Aktivierungsdoméne, gelb) oder BD (Bindedomane, griin) von Gal4. Die BD und AD Expressonsvektoren
enthalten den ADH1Promotor (P) und den ADH1 Terminator (T), des weiteren die auxotrophen Markergene
LEU2 (Leu, grau) und TRP1 (Trp, hellgrau).
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3.2.7 Herstellung der In Expressionsplasmide

Fur die Herstellung der In Expressonsplasmide war kein vdlstandiger In cDNA Klon
vorhanden. Daher wurde versucht eine In-8hnliche cDNA aus Tellen von In und InD1
herzustellen. Die Idee hierfir entstand aufgrund der hohen Homologie zwischen den
Proteinen vonIn und InD1. Der Vergleich der Aminosauresequenz (Abbildung 11) zeigt im
aminoterminalen Proteinbereich viele konservierte und nchtkonservierte
Amincsdureaustausche, der carboxyterminale Bereich ist identisch. Fir das In-ghnliche
Fusionsprotein  sollte daher der aminoterminale Bereich von In (In-am) mit dem
caboxyterminalen Bereich vonInD1 (InD-carb) zusammengefuhrt werden.

Fur diese Fusion war eine direkte Klonierung der entsprechenden cDNA Fragmente nicht
maoglich, dadie enzige mogliche Schnittstelle (MIul) in der cDNA von InD1 nicht vorhanden
war. Andere Schnittstellen konrten nicht verwendet werden, da sie mehrmals in der Sequenz
vorkommen. Aus diesen Griinden wurde beschlossen de entsprechenden Fragmente aus den

cDNAsvonInundInD1 per PCR zu amplifizieren undsie anschlief3end zu fusionieren.

3.2.7.1 Herstellung des Fusionsklons aus In und InD1

Der ca. 1,2 kblange Bereich vonIn (In-am) wurde mittels PCR und Pfix-DNA Polymerase
aus dem Plasmid pBC-BNL-139-RI mit den Primern OI-27 undOI-24 amplifiziert (2.2.3.5.
Das PCR Prodult wurde in de EcoRV/Smal geschnittene (2.2.2.3 Plasmid DNA (2.2.2.9
des Vektor pBluescript Il SK+ ligiert und vdlstandig sequenziert (2.2.4). Das resultierende
Plasmid mit dem korrekt amplifizierten In-am Fragment wurde ds Plasmid #623 lezeichnet
(Abbildung 12).

Der ca. 1 kblange Bereich vonInD (InD-carb) wurde mittels PCR und Pfx-DNA Polymerase
aus dem Plasmid 2.1 InD mit den Primern OI-53 und OI-28 amplifiziert (2.2.3.5. Der
5'Primer OI-53 enthalt eine zusétzliche Mlul Schnittstelle, um die Fusion cer In und InD1
Fragmente zu ermoglichen. Das PCR Produkt wurde in de EcoRV/Smal geschnittene
(2.2.2.3 Plasmid DNA (2.2.2.9 des Vektor pBluescript 1| SK+ ligiert und vdlstandig
sequenziert (2.2.4. Das resultierende Plasmid mit dem korrekt amplifizierten InD-carb
Fragment wurde ds Plasmid #659 lezeichnet.

Fur die Fuson der Fragmente wurde das In-am Fragment zunadhst mittels Restriktion
(2.2.2.3 mit Mlul/HindIll aus der Plasmid DNA #623 ausgeschnitten undisoliert (2.2.3.3.
Nad der Bestimmung der DNA Menge erfolgte die gerichtete Ligation (2.2.3.§ in de Mlul/
Hindlll geschnittene Plasmid DNA #659 (2.2.2.3. Die Hindlll Schnittstellen stammen
hierbei aus dem Polylinker des Vektors pBluescript || SK+. Das resultierende Fragment,
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bestehend aus In-am und InD-carb, wurde ds InFus bezeichnet und ist im Plasmid #685
enthalten. Die Aminoséuresequenz befindet sich im Anhang (Abbildung 78, Seite 172).

Die Primer OI-27 undOI-28 enthielten zusétzliche BamHI Schnittstellen um die Klonierung
fur andere, im Rahmen deser Arbeit durchgefiihrten Versuche, zu ermoglichen. Diese
Schnittstellen wurden auch fur die Subkionierung des InFus Fragmentesin de pAD und BD
Vektoren genutzt (Abbildung 13). Hierfir wurde das InFus Fragment mittels BamHI
Restriktion (2.2.2.3 aus der Plasmid DNA #685 (2.2.2.] ausgeschnitten. Damit die Enden
kompatibel zu den Enden des Vektors snd muf¥en sowohl die Enden des Fragmentes als auch
die Enden des Vektors aufgefillt werden. Nach der Isolierung des Fragmentes erfolgte die
Bestimmung der DNA Menge und de Ligation (2.2.3.9 in de Sall (2.2.2.3 geschnittene
Plasmid DNA (2.2.2.9 der Expressonsvektoren pAD undpBD.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mogliche Orientierungen des
Fragmentes in den Vektoren. Um die Orientierung festzustellen wurde aus 24 unabhéngigen
Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert (2.2.2.7 undmit Pstl restringiert (2.2.2.3.
Die Restriktionsfragmente wurden anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.4 und
anhand ces verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.

Positi ve Bakterientransformanten enthalten das subkonierte InFus Fragment, welches fir die
Amincsduren 1-366 von In und fur die Aminosdauren 373690 von InD1 kodert. Die
Fusionsproteine mit der Aktivierungs- und Bindedoméne von Gal4 wurden als AD-InFus und
BD-InFus bezeichnet und de korresponderenden Expresgonsplasmide ds:

pPAD-InFus Plasmid # 824

pBD-InFus Plasmid # 822
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MAAG EAAORATLOSWADSTGWTY S LLWRLC PEOQGALVIWAESGY YN GATRTRETTMT
MAAG EAAOEATOSVAQSTGWTY SLLWRLC PEOQGALVIAEGY YN GATRTRETTMT

TWVEQPAGAEDAGDEET RREEQLEELYDS LAAGEALY DG = lwlw]w] QAR D
TWVEQPAGAEDAGDEET REREEQLEELYDSLAAGEAAY DGEEE BQOQOO ANV R

*
PPRRPAAALAPEDLTETEWFYLICASYCFPPAVGLPGEAFVRRAHVWLCGANKADSKVFS

PPERPAAATAPEDLTETEWEY LMCASY CF PPAVGLPGEAFVRERAHVIILCGANEADSEWVE S

RATLARSCAGIOTVACIPVDDGVLELIGTTERVEEDIFLIQHVRENIFWVDOHZAHIMEPTTLE S
RATLARSAGTIOTVACTIPVDDGVLEI GTTERKVEEDITFLTIQOHVENIFWVDOHEAHTIMPTTLS S

YETETPTTQLMNHEOPF OTETGI SLNLGDERN SEMEDDDDBRGRTIDLENNTENDETREHLEO
YETETPTTOQLNHEOCOPF OTETGI SLNLGDERNSEMEDDDDEGRIDLENNTENDSTREHLEQ

DABAGHNELETLNAESS GPMLIANLTAQDEY LHEFLSWVDLESRYLQS PCAERCOAAN ARN
DASVGEGNELETLNAESS GPFMLTIANLTAQDEY LHEFLEWVDLESEYLOQS PEAEFOAAWARRN

AHYTIETVLRILEEBMNACROT a3 KETYLALSKENZPFSRWHNWREREGI S SMBEIAEGT PO
AHYTIETWVLRILE@MACROT 51 ETYLALSENZPFSRWHWEREGI S SMET PEGT FQ

RMLEGSVLLGAPE S S SHREHRGEVOE S S PEPRGDDGEGT S RERRGEPVEPEOQTELSASZHYLEE
RMLESVLLEGAPSS S SHERSHRGEVOSSSPEPRGDDGEGT 3RS RRGPVEPIOTELSASHWVLEE

basisch

RREREEELNEGFAMLESLYEF VI RMDEASTILGDTIEY VEQLERRIQELESRRERELWGEENOET
RREEEELMNEGFAMLESLYVEF VI EMDREASTILGDTIEY VEQLERRIQELESRRELWGENOET

Helix loop Helix

TMAQOPPPPAASTEERGRROT SGEY LARAAGT GERAAEASGN SN LGEEPPAAAAZDTDTE
TMAQOPPPPAASTEERGEROT 3GEY LARAAGT GERAAEASGNSNLGEEPPAAAASDTDTE

VOWEITIGEDALLELRCPHREGLLLEVMOALHOQELRLEIT 3%WoAS SAGDW LLARKLERARVEE
WVOWEITIGEDALLELRCPHREGLLLEVMOALHOELRLEIT 3WOAS SAGDYVLLAKLERARVEE

WHERRESITEVERATIHLIVESSDWICEENPCLA @ B85
WVHERRESITEVERATHLIVISDWICEENEPCLA @ 650

Abbildung 11: Vergleich der Aminosduresequenz von In und InD1
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Durch den Vergleich der Aminosduresequenz von In und InD1 fallen die homologen und nichthomologe
Bereiche aif. Der Hauptunterschied zwischen den beiden Proteinen liegt hierbei im aminoterminalen Bereich.
Der carboxyterminale Bereich, beginnend vor der basischen Helix-Loop-Helix Region (Boxen), ist dagegen

konserviert.

Die konservierten Aminosdure-Austausche sind in griin markiert, die nicht-konservierten in rot. Die Lage der
Mlul Schnittstell e, abgeleitet aus der In cDNA Sequenz, ist durch ein Dreieck markiert. Das Zeichen * markiert
die letzte Aminosiure, die vom Exon 2 codiert wird.
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—‘; In l_ cDNA —| InD l_
0l-27| <-| Ol-24 OI-53 |-P <-| 0l-28
M B

B M
In-am PCR Fragment InD-carb
B M ) M B
“. RV Sm, Klonierung RV Sm.
o\ pBluescript _~H
— (RV) (Sm) (RV) (Sm) —
asmi asmi
In-am : InD-carb
w623 | | || Sequenzierung | #6509
H M H M B
| || In-am || Fusion | | InD-carb |
H B M H M B
Fusionsklon: | LI L1 i Decens
InFus H M B
Plasmid #685 nFus

(B (B)

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Herstellung des Fusionsklons InFus

Fur die Herstellung der Expressonskonstrukte war kein vollstéandiger In cDNA Klon vorhanden. Daher wurde
eine In-dhnliche MNA aus Teilen von In (In-am) und IND1 (InD-carb) hergestellt. Die entsprechenden Bereiche
wurden per PCR aus den cDNAS pBC-BNL-139RI (In) und 21 InD amplifiziert und in die EcoRV (RV)/Smal
(Sm) Schnittstelle des Vektors pBluescript 1| SK+ kloniert. Die Primer (griine und rote Pfeile) OI-27 und OI-28
enthielten eine zusétzliche BamHI (B) Schnittstelle, der Primer OI-53 eine zusétzliche Mlul (M) Schnittstelle.
Nadhdem die Fragmente voll stdndig sequenziert wurden, erfolgte die Fusion der Fragmente. Hierzu wurde das
In-am Fragment mittels Restriktion mit MIlul/Hindlll (H) aus dem Plasmid #623 ausgeschnitten urd
anschlief3end gerichtet in die Mlul/ Hindlll Schnittstell e des Plasmids #659mit dem InD-carb Fragment kloniert.
Das resultierende Fusionsfragment, bestehend aus In-am und InD-carb, wurde ds InFus bezechnet. Die
Aminosauresequenz befindet sich im Anhang (Abbildung 78, Seite 172).
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Fusionsklon: | sty il 2210
InFus HB M B
Plasmid #685 nFus |
Klonierungin de P JAD| |
Expressons- JS) (S) Ps
vektoren pAD und — P [BD] Trp
pBD
ST
Ml 1
I
Ml 11
AS 1-366(In)

AS 373:690(InD1)

Fusionsproteine ;;HH

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Herstellung der  InFus
Expressionsplasmide

Das InFus Fragment wurde mittels Restriktionverdau mit BamHI aus dem Plasmid #685ausgeschnitten urd de
Enden des Fragmentes aufgeflllt. Das Fragment wurde anschlief3end ungerichtet in die aufgefillite Sall (S)
Schnittstelle der Vektoren pAD und pBD einkloniert. Die Orientierung des Fragmentes in den Vektoren wurde
durch Restriktion mit Pstl (Ps) festgestellt. Das subklonierte InFus kodiert fir die Aminoséuren 1-366 von In
(In-am) und fur die Aminosduren 373690 von InD1 (InD-carb). Es enthdlt die basische-Helix-Loop-Helix
Region (schwarz/ orange schraffiert), die éne Homologie a1 dem myc Transkriptionsfaktor R aufweist.

Die Fusionsproteine wurden als AD-Fus und BD-Fus bezéchnet und enthalten die AD (Aktivierungsdoméne,
gelb) oder BD (Bindedomane, grin) von Ga4. Die BD und AD Expressionsvektoren enthalten den
ADH1Promotor (P) und den ADH1 Terminator (T), des weiteren die aixotrophen Markergene LEU2 (Leu, grau)

und TRP1 (Trp, hellgrau).
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Um die korrekte Klonierung im Leserahmen zu gewdahrleisten, wurden ale im Rahmen dieser
Arbeit hergestellten pAD und pBD Expressonsplasmide durch Sequenzierung der
Fusionsdellen Uberpriift. Die Expressonsplasmide und de vom Hersteller mitgeli eferten
Kontrollen, fir das Two Hybrid System, sind in Tabelle 4 aufgelistet. Auf diese Kontrollen

pGal4, p53, BV40 und p.amin C wird im nachsten Kapitel eingegangen.

Plasmid Fusionsprotein schematische Dar stellung

der Fusionsproteine

pAD AD ®)

pBD BD @)

pAD-R AD-R %)

pBD-R BD-R ?

pAD-Rdel AD-Rdel iﬂ@lﬁ

pBD-Rdel BD-Rdel 155

pAD-C1 AD-C1 %

pBD-C1 BD-C1 ?

pAD-C1- AD-C1-| CDD

pBD-C1-| BD-C14 @

pAD-InD1 AD-InD1 %)

pBD-InD1 BD-InD1 <D>

pAD-InXS AD-InXS 8

pBD-INXS BD-InXS 8

pAD-InFus AD-InFus QMD

pBD-InFus BD-InFus ‘"W

pGal4 Ga4a O

p53 p53 %@

pSV40 SV40 ?

pLamin C Lamin C <D>

Tabelle 4: Ubersicht der zu testenden Expressonsplasmide und ihrer Fusionsproteine

Die Tabelle zégt eine Ubersicht iber die hergestellten Expressonsplasmide und de vom Hersteller
mitgeli eferten Kontrollen pGal4, p53 pSV40 und pLamin C. Die Fusionsproteine sind in der rechten Spalte
schematisch dargestellt, wobei der gelbe Kreis das Symbal fir die Aktivierungsdoméne von Gal4 (AD) und der
grune Kreis das Symbad fur die DNA Bindedomane von Gal4 (BD) ist.
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3.3 Vorversuche

3.3.1 Der Hefestamm YRG-2

Der im Two Hybrid System verwendete Hefestamm YRG-2 trdgt Mutationen in den Genen
LEU2 , TRP1 und HIS3 und kann daher die Aminosauren Leucin, Tryptophan undHistidin
nicht synthetisieren. Um festzustellen, ob ar richtige Stamm fir die durchzuftihrenden
Versuche vorlag, wurde er auf seine Fahigkeit getestet, in Selektionsmedium zu wadsen,
dem Leucin, Tryptophan undHistidin fehlen. Es wurde zu keinem Zeitpunk ein Wadstum
beobadtet. Erst nach Transformation von kanpetenten Hefezellen (2.2.5.3 mit der DNA der
entsprechenden Expresgonsplasmide lagen funktionsféhige LEU2 , TRP1 undHIS3 Gene vor.
Diese Transformanten konrten auf dem Selektionsmedium wadsen. Demzufolge handelt es

sich bei den nichttransformierten Zellen um den richtigen Hefestamm Y RG-2.

3.3.2 Western Blot Analysen

Mit Western Blot Analysen sollte getestet werden, ob in den Transformanten de
Fusionsproteine synthetisiert werden. Damit sollte aisgeschlossen werden, dald der Grund fur
einen negativen Nadhweis auf einein vivo Interaktion, richt ein fehlendes Fusionsprotein ist.
Fir einen Vortest wurden Transformanten hergestellt, die entweder das Plasmid pGa4
(natives Gal4) oder die beiden Plasmide pAD (Aktivierungsdomane von Ga4) und BD
(DNA Bindedoméne von Gal4) enthielten. Von desen Transformanten und @m nicht
transformierten YRG-2 Hefestamm wurden de Gesamtproteine isoliert (2.2.5. und
elektrophaetisch  aufgetrennt  (2.2.6.). Die Proteine  paralé gelaufener
SDS-Polyacrylamidgele wurden angeférbt (2.2.6.9 oder auf eine Nitrozell ulosemembran
Ubertragen (2.2.6.3. Die Membran wurde anschlief?end einer Immuno Detektion urterzogen
(2.2.6.4. Fur die Immunocttektion wurden monoKonale Antikorper gegen de
Aktivierungsdoméne und DNA Bindedomé&ne verwendet.

Die Anayse des Western Blots zeigte ane starke Kreuzhybridisierung der Antikorper mit
Proteinen aus dem Hefestamm Y RG-2. Es wurden viele Banden detektiert, die ene endeutige
Zuordnung nicht ermdglichten (Daten nicht gezeigt). Wiederholungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen des ersten undzweiten Antikérpers zeigten de gleichen Ergebnisse (Daten
nicht gezeigt).

Aufgrund deser Ergebnise war es nicht mdglich, de Fusionsproteine in weiteren
Transformanten nadchzuweisen. Es wurden daher keine Western Blot Analysen der im
Rahmen dieser Arbeit hergestellten Transformanten, duchgefihrt.
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3.4 Das Two Hybrid System

Fur die Synthese der Fusionsproteine musden de etsprechenden AD- oder BD-
Expressonsplasmide in den Hefestamm Y RG-2 eingebracht werden. Hefetransformanten mit
den AD-Expressonsplasmiden wurden aufgrund des aktiven auxotrophe Reportergens LEU2
identifiziert. Die Hefetransformanten waren dadurch in der Lage, in Leucinmangelmedium zu
wacdhsen. Hefetransformanten mit den BD-Expressonsplasmiden wurden aufrund des aktiven
auxotrophe Reportergens TRP1 identifiziert. Die Hefetransformanten waren dadurch in der
Lage, in Tryptophanmangelmedium zu wadsen. Die Selektion auf die Anwesenheit von
sowohl AD- as auch BD-Expressonsplasmiden erfolgte in Mangelmedium, dem sowohl
Leucin als auch Tryptophan fehlte.

Anschlief3end wurde die Fahigkeit zur Interaktion der synthetisierten Fusionsproteine BD-X
und AD-Y in den Hefetransformanten urtersucht. Hierbel stehen X und Y fur die auf
Interaktion zu testenden Proteine. Fusionsproteine, die interagieren, sind in der Lage die
Funktion des Transkriptionsaktivators Gal4 weitgehend wieder herzustellen. Das fuhrt zu
einer Aktivierung des auxotrophen Reportergens HIS3 und zu einer Aktivierung des lacZ
Reportergens. Hefetransformanten, deren Fusionproteine interagieren, konren daher in
Histidinmangelmedium wadsen undzeigen eine 3-Galaktosidaseaktivitét (Abbildung 14).
Von jedem der hergestellen Hefestédmme wurden zwei bis vier Transformanten auf die HIS3
Aktivierung untersucht. Dazu wurden sie aif Histidinmangelmedium ausgestrichen (2.2.5.)
und duch Wadstum identifiziert. Fir den quantitativen Nadweis der
-Galaktosidase&ktivitdt wurden von cen selben Transformanten Fllssgkulturen hergestellt.
Aus diesen wurden die Gesamtproteine isoliert und fir den Enzymassay mit dem Substrat
versetzt (2.2.5.5.

Aus den fur die entsprechenden Expressondasmide ehadtenen relativen Einheiten der
[-Galaktosidaseativitat wurden de Mittelwerte gebildet. Der hierbei erhatene Mittelwert
von Hefetransformanten mit pGal4 Expressonsplasmid wurde gleich 1006 gesetzt. Alle

Ubrigen gemessenen Mittelwerte @nes Versuches wurden auf diesen Wert bezogen.
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a)
HIS3
UASGAL1
Wadhstum auf
Histidinmangelmedium
>
Y
BD 20, J
UASGAL4 17mers (3x) |aCZ
- Galaktosidase-
aktivitat
>

Abbildung 14: Two Hybrid System

Durch die Interaktion der Fusionsproteine BD-X und AD-Y in den Hefetransformanten wird de Funktion des
Transkriptionsaktivators Gal4 weitgehend wiederhergestellt. Das fuhrt zu einer Aktivierung (a) des auxotrophen
Reportergens HIS3 (hellgrine Box) und zu einer Aktivierung (b) des lacZ Reportergens (griine Box)
Hefetransformanten mit interagierenden Proteinen kdnnen daher auf Histidinmangel medium wachsen und zeigen
eine B-Galaktosidaseaktivitat. X und Y stehen fir die Proteine, die auf eine mogliche Interaktion getestetet
werden sollen, sie sind mit der AD (Aktivierungsdoméne von Gal4) oder BD (DNA Bindedoméne von Gal4)
fusioniert, UAS (upstream adivating sequence = DNA Bindestelle der Gal4 DNA Bindedoméne)

3.5 Kontrollen

Als Kontrollen fir die Two Hybrid Experimente kbnren de Expressonsplasmide p53,
pSV40, pLamin C und [@Ga4 (Abbldung 15 verwendet werden. Das pGal
Expressonsplasmid kodert hierbel fir das voll sténdige native Gal4 Protein. Laut Herstell er
(Stratagene) sind das native Gal4 und de in vivo interagierenden Fusionsproteine p53 und
pSV40 in der Lage, die Reportergene HIS3 undlacZ zu aktivieren. Hefetransformanten, de
diese Proteine synthetisieren, sollten demzufolge auf Histidinmangelmedium wadhsen und
eine [B-Galaktosidaseativitét aufweisen. Diese Proteine agnen sich damit als positive

Kontrollen fUr die Two Hybrid Experimente.
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Im Gegensatz dazu sind de Fusionsproteine pSV40 und Lamin C nicht in der Lage, zu
interagieren und \erursachen demzufolge keine Aktivierung der Reportergene. Das gleiche
gilt fur die nicht-fusionierten Proteindaménen (AD und BD) von Gal4. Hefetransformanten,
die diese Proteine synthetisieren, sollen demzufolge nicht auf Histidinmangelmedium
wadsen und keine (3-Galaktosidasedktivitét zeigen. Sie @genen sich damit als negative
Kontrollen fir die Two Hybrid Experimente.

a)
PUDY Reportergene

lacZ undHIS3

| Transkription >

Reportergene
lacZ undHIS3

| Transkription >

s laninC 2
BD Reportergene
UAS lacZ undHIS3
@ Reportergene
UAS lacZ undHIS3

Abbildung 15: Kontrollen des Two Hybrid Systems

Durch das native Gal4 (a) und de in vivo interagierenden Fusionsproteine p53 und pSV40 (b) werden die
Reportergene HIS3 und lacZ aktiviert (grine Box). Hefetransformanten, die diese Proteine synthetisieren,
wachsen demzufolge auf Histidinmangelmedium und zegen eine PB-Galaktosidasedtivitét. Diese Proteine
eignen sich damit als positive Kontrollen fir das Two Hybrid System.

Im Gegensatz dazu sind de Fusionsproteine pSV40 und Lamin C nicht in der Lage zu interagieren (c). Das
gleiche gilt fur die nichtfusionierten AD- (Aktivierungsdoméne) und BD- (DNA Bindedoméne) Proteine von
Gal4 (d). Hefetransformanten, die diese Proteine synthetisieren, kdnnen die Reportergene HIS3 und lacZ (weil3e
Box) nicht aktivieren. Diese Hefetransformanten wacdhsen demzufolge nicht auf Histidinmangelmedium und
zeigen keine B-Galaktosidasesktivitét. Sie @gnen sich damit als negative Kontrollen fir das Two Hybrid System.
UAS (upstream adivating sequence = DNA Bindestell e der Gal4 DNA Bindedoméne)

Farbcode: natives Gal4 (Fusion aus gelben und grinem Kreis), pSV40 (rosa Oval), p53 (gemustertes Oval),
pLamin C (graues Oval), AD (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD (DNA Bindedoméne, griiner Kreis)
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Um festzustellen, ob de vom Hersteller mitgeli eferten Kontrollen funktionieren, wurden de
entsprechenden Expresgonsplasmide zundchst in den Hefestamm YRG-2 eingebracht und
hinsichtlich der Expressonsplasmide selektiert (2.2.5.3.

Anschliefend wurden von jeder Transformation zwei bis vier Kolonien auf die
Reportergenaktivitat von HIS3 untersucht (2.2.5.7).

Die pGa4 Transformanten, sind in der Lage auf Histidinmangemedium zu wadhsen
(Abbildung 16). Die gleiche Beobadtung wurde bel Hefetransformanten gemadit, die p53
und SV40 Proteine synthetisieren. In beiden Hefestdmme wird demzufolge das HIS3
Reportergen aktiviert. Im Gegensatz hierzu waren de Hefetransformanten, de Lamin C und
SV40 Proteine synthetisieren, nicht in der Lage auf Histidinmangelmedium zu wadsen
(Abbildung 16). Die gleiche Beobadtung wurde bei Hefetransformanten gemaadt, die sowohl
AD as auch BD Proteine synthetisieren. In beiden Hefestdmme wird demzufolge das HIS3
Reportergen nicht aktiviert.

a) b) 0 d)

e f) 9) h)
® T =" ||lo O

GAL4 SV40+ p53 SV40+ LaminC AD + BD

Abbildung 16: HIS3 Reportergenaktivierung der Kontrollen

Der Hefestamm YRG-2 wurde mit den verschiedenen Kontroll plasmiden transformiert. Die Transformanten
wurden anschlief3end hinsichtlich ihres Wachstums auf Histidinmangelmedium untersucht. Die pGal4
Transformanten, waren in der Lage auf Histidinmangelmedium zu wachsen (a, €). Die gleiche Beobadtung
wurde bei Hefetransformanten gemacht, die p53 und SV40 synthetisieren (b, ). In beiden Hefestdémme wird
demzufolge das HIS3 Reportergen aktiviert..

Im Gegensatz hierzu, waren die Hefetransformanten, die Lamin C und SV40 synthetisieren, nicht in der Lage
auf Histidinmangel medium zu wacdhsen (c, g). Die gleiche Beobadhtung wurde bei Hefetransformanten gemacht,
die sowohl AD als auch BD herstellen (d, h). In beiden Hefestdmme wird demzufolge das HIS3 Reportergen
nicht aktiviert.

(a-d) Typisches Wadchstum eines ausgestrichenen Hefetransformanten auf Histidinmangel medium.

(e-h) Schematische Darstellung der Fusionsproteine in den entsprechenden Hefetransformanten.

Farbcode: natives Gal4 (Fusion aus gelben und grinem Kreis), pSV40 (rosa Oval), p53 (gemustertes Oval),
pLamin C (graues Oval), AD von Gal4 (Aktivierungsdomane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane,
gruner Kreis)
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Der quantitative Nadweis der [(-Galaktosidasesktivitat (2.2.5.5 zegt, dal}
Hefetransformanten mit dem Gal4 Protein ein aktives lacZ Reportergen enthalten (Abbildung
17). Die gleiche Beobadtung wurde bel Hefetransformanten gemacht, die p53 und V40
Proteine synthetisieren. Diese zeigen jedoch mit nur 3 % eine wesentlich niedrigere Aktivitat
im Vergleich zu den Transformanten mit Gal4 Protein.

In Hefetransformanten, de SV40 und Lamin C Proteine synthetisieren, wurde keine
[3-Galaktosidasesktivitét nachgewiesen. Hefetransformanten mit den AD und BD Proteinen,
zeigten ebenfals keine (-Gaaktosidasedktivitdt. Diese Ergebnise zeigen, dal’ in beiden
Hefestammen das lacZ Reportergen nicht aktiviert wird.

relative
[3-Galaktosidase Einheiten
in %

0 50 100 150

co GAL4 —— 100
SV40+ p53 3

S SV40+ LaminC

AD+ BD

Abbildung 17: lacZ Reportergenaktivierung der Kontrollen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde bei zwei bis vier unabhéngigen Transformanten durch quantitative
Messung der [B-Galaktosidasedktivitét festgestellt und gemittelt. Der hierbei erhaltene Wert von
Hefetransformanten mit dem Gal4 Protein wurde gleich 100% gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte
wurden auf diesen Wert bezogen.

Farbcode: natives Gal4 (Fusion aus gelben und grinem Kreis), pSV40 (rosa Oval), p53 (gemustertes Oval),
pLamin C (graues Oval), AD (Aktivierungsdomane, gelber Kreis), BD (DNA Bindedoméne, griiner Kreis)
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Aus den Untersuchungen geht hervor, dal3 de AD und BD Proteine dleine nicht in der Lage
sind beide Reportergene zu aktivieren. Eine Genaktivierung erfolgte nur als Fusion mit den
p53 und SV40 Proteinen. Sie ist damit auf die Interaktion der beiden Proteine
zurlckzufiihren. Im Gegensatz dazu interagieren de Fusionsproteine pSV40 undLamin C
nicht, dasienicht in der Lage sind, de beiden Reportergene zu aktivieren.

Diese Ergebnisse bestdtigen hiermit, da3 de untersuchten Transformanten und ihre
synthetisierten Proteine gedgnete Kontrollen fir die aschliefenden Untersuchungen
darstellen. Sie wurden daher in jedem durchgefiihrten Experiment verwendet.

3.5.1 Test der AD-und BD-Fusionsproteine auf Hintergrund aktivitat

Bevor die Interaktion von zwei Fusionsproteinen getestet werden kann, muss in einem
Vorversuch festgestellt werden, ob de zu testenden Fusionsproteine BD-X oder AD-Y bereits
aleine in der Lage sind de Reportergene HIS3 und lacZ zu aktivieren und so ene
Hintergrundaktivitdt erzeugen komen.

Wirde mit den BD-X Fusionsproteinen alein eine Aktivierung der Reportergene beobachtet
werden, so konrie das auf eine interne funktionelle Aktivierungsdoméne im Protein X
hinweisen. Wirde dagegegen mit den AD-Y Fusionsproteinen eine Aktivierung beider
Reportergene beobachtet werden, so konre das auf eine interne funktionelle DNA

Bindedomane im Protein Y hinweisen (Abhildung 18).

a) ?
UAS Reportergene
-
UAS Reportergene
b) Protein Y mit
BD ?
Fusionsprotein BD-X Fusionsprotein AD-Y

Abbildung 18: Test der Fusionsproteine auf Autoaktivierung der Reportergene

Transformanten (a), die entweder nur BD-Fusionsproteine oder AD-Fusionsproteine synthetisieren, sollten in
Abwesenheit eines Intresktionsprartners nicht in der Lage sein, die Reportergene (weil3e Box) zu aktivieren.

(b) Wirde mit den BD-X Fusionsproteinen eine Aktivierung der Reportergene beobadtet, so kdnnte das auf
eine interne funktionelle Aktivierungsdoméane (AD) im Protein X hinweisen. Wirde dagegegen mit den AD-Y
Fusionsproteinen eine Aktivierung der Reportergene beobaditet werden, so konnte das auf eine interne
funktionelle DNA Bindedoméne (BD) im Protein Y hinweisen.
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Fur diesen Vorversuch wurden Transformanten hergestellt die entweder nur die BD-X oder
AD-Y Fusionsproteine synthetisieren (2.2.5.3. Diese Transformanten wurden zunadst auf
eine Hintergrundaktivitét des HIS3 untersucht (2.2.5.0 und mit dem Wadhstum der positiven
und regativen Kontrollen verglichen.

Die Hintergrundaktivitdt von HIS3 kann mittels Zugabe von 3amino-triazol (3AT) in das
Medium unterdrickt werden. Fur jedes Fusionsprotein muss dazu die optimale Menge an
3AT ermittelt werden, da éne zu hole Konzentration de spéater zu testende Interaktion zweier
Proteine miteinander negativ beanflussen kann. Zuwenig 3AT wirde eventuell zu falsch
positiven Nadhweisen fuhren.

Um herauszufinden, ob de verschiedenen Fusionsproteine ene HIS3 Hintergrundaktivitét
verursachen undsich dese unterdriicken lasd, wurden de entsprechenden Transformanten
auf Histidinmangelmedium, mit unterschiedli chen Konzentrationen an 3AT (0 mM, 5mM/ 15
mM/ 45 mM/ 60 mM), angezogen (Abbildung 19).

Die Transformanten der positiven Kontrolle Gal4 zeigen ein deutliches Wadhstum bei
Konzentrationen von 60mM 3AT. Transformanten der paositiven Kontrolle p35 + SV40
wadsen dagegen nur, wenn kein 3AT im Medium vorhanden ist (Daten nicht gezeigt). Die
Transformanten der negativen Kontrollen SV40 + Lamin C und AD + BD zeigen dagegen
erwartungsgemal’ tkerhaupt kein Wadstum auf Histidinmangelmedium.

Fast dl e Transformanten, de entweder AD- oder BD-Fusionsproteine enhalten, verhalten sich
wie die negativen Kontrollen undzeigen bereits kein Wadstum auf Histidinmangelmedium
ohre 3AT (Daten nicht gezeigt). Zwei Ausnahmen wurden beobadhtet: Transformanten de
BD-R Fusionsproteine enthalten, zeigen nach ein schwaches Wadstum auf Medium mit
Konzentrationen von bs zu 5mM 3AT. Ein besseres Wadstum wurde bei Transformanten
beobadtet, de BD-Rdel Fusionsproteine enthalten. Sie wachsen noch schwach auf 3AT
haltigem Medium mit Konzentrationen von bs zu 45mM 3AT.
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15mM 3AT 45mM 3AT

5mM 3AT 15mM 3AT 45mM 3AT 60mM 3AT
C)
GAL4
CP e ? S
BD-R p53+SV40 BD-Rdd. p53+SV40
BD-R O LaminC BD-Rdd. O LaminC
+SV40 +SV40
BD BD

Abbildung 19: HI S3 Reporter genaktivierung der BD-R und BD-Rdel Transformanten

(a) Die Kontrollen und die Hefetransformanten mit BD-R Fusionsprotein wurden auf Histidinmangelmedium
mit unterschiedlich hohen Konzentrationen an 3AT (5-60 mM) angezogen.

(b) Die Kontrollen urd die Hefetransformanten mit BD-Rdel Fusionsprotein wurden auf Histidinmangel medium
mit unterschiedlich hohen Konzentrationen an 3AT (5-60 mM) angezogen.

(c) schematische Darstellung der ausgestrichenen Hefetransformanten

Transformanten, die BD-R Fusionsprotein (5, 6) enthielten, zeigen ein schwaches Wachstum auf 3AT haltigem
Medium mit Konzentrationen von bis zu 5 mM 3AT. Ein besseres Wadstum wurde bei Transformanten
beobadtet, die BD-Rdel (7, 8) Fusionsproteine enthalten. Sie wachsen noch schwach auf 3AT haltigem Medium
mit Konzentrationen von bis zu 45mM 3AT. Die Transformanten der positive Kontrolle Gal4 (1) zeigen noch
ein deutliches Wadhstum bei Konzentrationen von 60 mM 3AT. Transformanten der positiven Kontrolle p35 +
SV40waren nicht in der Lage, bel einer Konzentration von 5mM 3AT zu wachsen.

Die Transformanten der negativen Kontrollen SV40 + Lamin C und AD + BD zeigen dagegen erwartungsgemald
Uberhaupt kein Wadhstum auf Histidinmangel medium.

AD (Aktivierungsdoméane, gelber Kreis) von Gal4, BD (DNA Bindedomane, griiner Kreis) von Gal4

64



Ergebnisse

Aus den Untersuchungen geht hervor, dal3 de Aktivierung des HIS3 Gens durch das native
Gal4 Protein sehr stark ist, da die Aktivitdt auch duch hdie Konzentrationen von3AT nicht
voll stdndig gehemmt werden kann. Dagegen ist die Aktivierung von HIS3 durch de p53 +
SV40 Proteine so schwad, dal3 bereits geringe Konzentrationen (5mM) von 3AT fir eine
Unterdriickung ausreichen. Die negativen Kontrollen SV40 + Lamin C und AD + BD zeigen
erwartungsgemal’ kein aktives HIS3 Reportergen.

Bis auf zwei Ausnahmen waren de synthetisierten BD- oder AD Fusionsproteine nicht in der
Lage das HIS3 Reportergen zu aktivieren. Die Ausnahmen waren de BD-R und BD-Rdel
Fusionsproteine.

Die Hintergrundexpresson des Reportergens lacZ wurde durch quantitative Mesaung der
B-Galaktosidasedktivitét (2.2.5.9 festgestellt.

Wie bereits bel dem Nachweis der HIS3 Aktivitét beobachtet, konren Transformanten mit
dem BD-Rdel. Fusionsprotein das Reportergen besser aktivieren, as Transformanten mit dem
BD-R Fusionsprotein (Abbildung 20). Transformanten, mit dem BD-R Fusionsprotein weisen
eine signifikante 3-Galaktosidasedktivitat von 224 auf, verglichen mit dem nativen Gal4
Protein. In Transformanten mit dem BD-Rdel Fusionsprotein konrte ewartungsgemald eine
signifikant hohere Aktivitdt von 4%% gemessen werden. Diese beiden Transformantenstamme
weisen damit eine hdhere Aktivitédt auf, als die paositive Kontrolle SV40 + p53, de nur eine
Aktivitét von 36 % zeigt. Bei den anderen pBD- und pAD-Transformanten wurde keine
[-Galaktosidase&ktivitdt nadhgewiesen (Abbildung 20, Abbildung 21).
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relative
B Galaktosidase Einheiten
in %
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Kontrollen
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BD-Rdel '18' H 45
BD-InXS 8 0
BD-InD1 ? 0
BD-C1 ? 0
BD-C1-I @ 0

Abbildung 20: lacZ Hintergrundaktivitét bel Transformanten mit BD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwei bis vier unabhéngigen Transformanten durch quantitative
Messung der [(-Galaktosidasedktivitét festgestellt und gemittelt. Der hierbei erhaltene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100 gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Transformanten mit BD-R Fusionsprotein wiesen eine signifikante 3-Galaktosidaseativitat auf. Mit BD-Rdel
wurde sogar eine signifikant hdhere Aktivitdt gemesen. Sie weisen damit eine hohere Aktivitét auf, als die
positive Kontrolle SV40 + p53. Bei den anderen BD-Transformanten wurde keine (-Galaktosidasektivitét
detektiert.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Abbildung 21 lacZ Hintergrundaktivitdét bel  Transformanten mit

AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwei bis vier unabhéngigen Transformanten durch quantitative
Messung der [-Galaktosidaseektivitdt festgestelll und gemittelt. Der hierbei erhatene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100 gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Bel den AD-Transformanten wurde keine [-Galaktosidasedktivitdt detektiert. Die in ihnen synthetisierten
Fusionsproteine sind demzufolge nicht in der Lage, daslacZ Reportergen zu aktivieren.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Die Ergebnisse zur Aktivierung der Reportergene HIS3 undlacZ zeigen, dal? de BD-R und
BD-Rdel Proteine in der Lage sind keide Reportergene zu aktivieren. Sie @zeugen dadurch
einen holen Hintergrund. Die Hintergrundektivtét des HIS3 konrte durch Zugabe von 3AT in
das Medium unterdriickt werden, jedoch nicht die hohe lacZ Hintergrundaktivierung. Diese
Fahigkeit zur Aktivierung konite auf eine interne funktionierende Aktivierungsdoméane im R
bzw Rdel Protein hinweisen (Abbildung 18).

Moglicherweise wird die Funktion der internen Aktivierungsdomane, zum Beispiel aufgrund
sterischer Behinderung durch de Fusion des voll sténdigen R Proteins mit der BD von Gal4,
im BD-R Fusionsprotein urterdriickt. Mit dem verkirzten R Protein (Rdel), scheint dagegen
keine sterische Behinderung vorzuliegen, da Transfomanten mit BD-Rdel eine stérkere

Expresson cdes lacZ aufweisen.

Entgegen den Erwartungen, wurde weder mit den BD-C1 noch mit den AD-C1
Fusionsproteinen, eine Hintergrundaktivitét festgestellt. Dieses kdnrte auf eine veranderte
Fatung des C1 Proteins, duch de Fusion mit der AD oder BD von Gal4, zurtickzufiihren

san.

Es wurde vermutet, dal3 duch de Hintergrundaktivitdt von BD-R und BD-Rdel keine
verlalichen Aussagen Uler die Interaktion mit anderen Proteinen mdglich wéren. Die weitere
Verwendung dieser Proteine eschien daher nicht moglich. Alle anderen getesteten Proteine
zeigten keine Hintergrundaktivitdt und konmen fir den Test auf Interaktion ohre weitere

Zugabe von 3AT verwendet werden.
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3.5.2 Test der Fusionsproteine auf Interaktion mit der BD oder AD von Gal4

Bevor die Interaktion von zwei Fusionsproteinen getestet werden kann, muss in einem
Vorversuch festgestellt werden, ob eine Interaktion der BD-Fusionsproteine bereits nur mit
der AD von Gal4 erfolgen kann und dadurch de Reportergene HIS3 und lacZ aktiviert
werden. Weltere Tests Dllten mit dem reziproken Ansatz durchgefiihrt werden (Abhbildung
22).

a)
! BD!
UAS

Reportergen
b)
O
UAS Reportergen

Abbildung 22: Test der Fusionsproteine auf Interaktion mit der AD oder BD von Gal4

Mit diesem Test soll festgestellt werden (&), ob eine Interaktion der Proteine X (rot) bereits nur mit der AD
(Aktivierungsdoméane, gelber Kreis) von Gal4 erfolgt und dadurch die Reportergene HIS3 und lacZ aktiviert
werden. Des weiteren soll festgestellt werden (b), ob eine Interaktion der Proteine Y (blau) bereits nur mit der
BD (Bindedoméne, griiner Kreis) von Gal4 erfolgt und dadurch beide Reportergene aktiviert werden.

Hierbei sind X und Y die aif Interaktion zu testenden Proteine.

Fur diesen Versuch wurden de entsprechenden Transformanten hergestellt (2.2.5.3 und dese
anschlieffend auf die Aktivitdt desHIS3 - (2.2.5.) undlacZ-Gene (2.2.5.5 untersucht.
Transformanten, de BD-R und BD-Rdel Proteine synthetisieren, zeigen sowohl Wadstum
auf Histidinmangelmedium als auch eine 3-Gal aktosidasetivitat (Abbildung 23, Abbildung
24). Dieses ist auf die bereits beobadtete Autoaktivierung beider Reportergene durch de
Proteine BD-R und BD-Rdel zuriickzufihren (Abbildung 19, Abbildung 20).

Alle anderen Fusionsproteinen sind nicht in der Lage, die Reportergene zu aktivieren. Sie sind
demzufolge nicht in der Lage mit der BD oder AD von Gal4 zu interagieren. Eine in spateren
Versuchen detektierbare Aktivierung der Reportergene konrte daher auf eine echte

Interaktion der zu testenden Protel ne zuriickzufiihren sein.
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Abbildung 23: lacZ Reportergenaktivierung bei Transformanten mit der AD und

diver sen BD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwel bis vier unabhangigen Transformanten durch quantitative
Messung der [-Galaktosidaseektivitdt festgestelll und gemittelt. Der hierbei erhatene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100 gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Nur die BD-R und BD-Rdel Transformanten zeigten eine [3-Galaktosidaseaktivitdt und damit ein aktives lacZ
Reportergen. Dieses ist auf die bereits beobacdhtete Hintergrundaktivierung von HIS3 durch die Proteine BD-R
und BD-Rdel zuriickzufiihren.

Bel den anderen Transformanten wurde keine [B-Galaktosidaseaktivitédt nachgewiesen. Die in ihnen
synthetisierten Fusionsproteine sind demzufolge nicht in der Lage, mit der AD von Ga4 zu interagieren urd
kénnen demzufolge das lacZ Gen nicht aktivieren.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Abbildung 24: lacZ Reportergenaktivierung bei Transformanten mit der BD und

diver sen AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwei bis vier unabhéngigen Transformanten durch quantitative
Messung der [B-Galaktosidasedktivitét festgestellt und gemittelt. Der hierbei erhaltene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100 gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Bel den Transformanten wurde keine [-Galaktosidaseaktivitdt nachgewiesen. Die synthetisierten
Fusionsproteine sind demzufolge nicht in der Lage, mit der AD von Ga4 zu interagieren und kdnnen
demzufolge das lacZ Gen nicht aktivieren.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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3.6 Test aufin vivo Interaktion der Fusionsproteine

Fur die Untersuchung von in vivo Interaktionen sollten mdoglichst alle Fusionsproteine
miteinander getestet werden. Aufgrund der beobadhteten Reportergenaktivierung durch de
Proteine pBD-R und BD-Rddl aleine, wurde beschlossen, dese nicht zu verwenden. Da bei
ithnen vermutlich nicht zwischen einer Aktivierung aufgrund einer in vivo Interaktion und @
HIntergrundaktivierung unterschieden werden kann.

Die untersuchten Kombinationen der Fusionsproteine sindin Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Durchgefiihrte Kombinationen fur den Test auf in vivo Interaktion

pPAD-Fusionsproteine
AD-R |AD-Rdél [AD-InXS |AD-InFus |AD-InDI |AD-CL |AD-CI-I
BD-R
BD-Rdel
o [BD-InXS [ X X X X X X
2 [BD-InFus| X X X X X X
? BD-InD1 | X X X X X X
3 |sD-C1 X X X X X
% BD-CL- | X X X X X

Die BD-Fusionsproteine wurden auf Interaktion mit (fast) alen AD-Fusionsproteinen getestet. Die
entsprechenden Kombinationen sind mit einem X markiert. Die esten Untersuchungen wurden mit dem BD-C1
Fusionsprotein in Kombination mit den verschiedenen AD-Fusionsproteinen durchgefiihrt (grau und fett
markierte Zeile). Anschliel?end wurde zélenweise fortgefahren. Die pBD-R und BD-Rdel Proteine wurden
aufgrund der beobachteten Hintergrundaktivitét nicht verwendet.

Dabei wurde speziell darauf geachtet, ob es Unterschiede in dem Verhalten der Proteine ds
BD-Fusion odx AD-Fusion gibt (Prinzip der reziproken Kombination, Abbildung 25).
Moglicherwelse 18sg sich eine Interaktion der Proteine X undY nur nachweisen, wenn X mit
der AD fusioniert ist, aber nicht, wenn X an de BD fusioniert ist. Der Grund herfur wére z.B.
eine veranderte Faltung des zu urtersuchenden Proteins durch die Fusion mit der AD oder
BD.
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RCAVA:

Abbildung 25: reziproke Kombination der Fusionsproteine X und Y

Transformanten, die gleichzeitig BD-Fusionsproteine und AD-Fusionsproteine synthetisieren werden auf die
Reportergenaktivierung untersucht. Hierbei kdnnten Unterschiede festgestellt werden. Mdgli cherweise |&sg sich
eine Interaktion der Proteine X (rotes oval) und Y (blaues ova) nur nachweisen wenn X mit der AD
(Aktivierungsdomane, gelber Kreis) fusioniert ist, aber nicht wenn X an die BD (Bindedomane, griner Kreis)
fusioniert ist. Der Grund hierfir wére zB. eine veranderte Faltung der zu urtersuchenden Proteine in Fusion mit
der AD oder BD.

Goff et al. (1992 konnten de in vivo Interaktion des R-homologen Proteins B mit dem C1
Protein in Two Hybrid Experimenten nachweisen. Daher wurde in den Versuchsreihen der
vorliegenden Arbeit mit pBD-C1 as Interaktionspartner der R und In-Fusionsproteine
begonnen (fett und gau markierte Zeile in Tabelle 5). Diese Experimente sollten zeigen, ob

das System mit den hergestellten Fusionsproteinen funktioniert.
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3.6.1 Transformanten mit dem BD-C1 Fusionsprotein und diversen

AD-Fusionsproteinen

(Kombinationen siehe auch Tabelle 5)

Fir diesen Versuch wurden de entsprechenden Transformanten hergestellt (2.2.5.3. Diese
wurden zunacdhst auf die Aktivitét des HIS3 Reportergens untersucht (2.2.5.7).
Transformanten, de zusétzlich zum BD-C1 Fusionsprotein nach AD-R, AD-Rdel, AD-InFus
oder AD-InD1 synthetisieren, zeigen ein deutliches Wadstum auf Histidinmangelmedium
und kesitzen damit ein aktives HIS3 Reportergen (Abhbildung 26). Das Ergebnis deutet darauf
hin, da3 de in den Hefen synthetisierten Proteine, miteinander interagieren. Alle anderen
Transformanten zeigten kein Wadistum und lesitzen demzufolge kein aktives HIS3
Reportergen.

BD-C1 BD-C1 BD-C1 BD-C1
+ AD-R + AD-Rdel + AD-InFus + AD-InD1

Abbildung 26: HIS3 Reportergenaktivierung der Transformanten mit BD-C1
Fusionsprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Der Hefestamm YRG-2 wurde mit den verschiedenen Kontroll plasmiden transformiert. Die Transformanten
wurden anschliefend hinsichtli ch ihres Wachstums auf Histidinmangel medium untersucht.

Transformanten, die ausétzlich zum BD-C1 Fusionsprotein noch das AD-R (a, €), AD-Rdel (b, f), AD-InFus (c,
g) oder AD-InD1 (d, h) synthetisieren, sind in der Lage, auf Histidinmangelmedium zu wachsen. Das deutet
darauf hin, dal3 de in den Hefen synthetisierten Proteine miteinander interagieren kdnnen urd dadurch das HIS3
Reportergen aktivieren.

(a-d) Typisches Wadhstum eines ausgestrichenen Hefetransformanten auf Histidinmangel medium.
(e-h) Schematische Darstellung der Fusionsproteine in den entsprechenden Hefetransformanten.
AD von Gal4 (Aktivierungsdomane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedoméne, griiner Kreis)

74




Ergebnisse

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde durch quantitative Mesaung der [3-Galaktosidase
untersucht (2.2.5.5.

Die Mesaung ergab, dal3 de Transformanten mit aktivem HIS3 Reportergen auch ein aktives
lacZ Reportergen besitzen. In Transformanten, de zusédtzlich zum BD-C1 Fusionsprotein
noch AD-R oder AD-Rdel synthetisieren, wurde die stérkste [-Galaktosidasesktivitét
gemeseEn. Sie ist bel beiden Fusionsproteinen vergleichbar und liegt bel 78-81% relativ zu
der Aktivitdt von Gal4. Damit ist die Aktivitdt 27fach holker as die der positiven Kontrolle
mit SV40 und p53.Transformanten, de BD-C1 und AD-InD1 synthetisieren, zeigten im
Vergleich zu deser Kontrolle mit 17% eine éenfals sérkere [3-Galaktosidasesktivitét. In
Transformanten mit BD-C1 und AD-InFus wurde dagegen nu eine Aktivitét von 4%
gemesen (Abbildung 27). Diese Expressonsaktivitét ist mit derjenigen der positiven
Kontrolle SV40 + p53 wergleichbar.

Bei all en anderen Transformanten wurde keine (3-Gal aktosidase&ktivitét nachgewiesen.

Aus den Untersuchungen geht hervor, dald de Reportergene HIS3 und lacZ duch de
gemeinsame Expresson cer Fusionsproteine BD-C1 und AD-R aktiviert werden. Somit ist

von einer Interaktion deser Proteine auszugehen.

Aus den Untersuchungen geht weiter hervor, dal3 BD-C1 des weiteren mit AD-Rdel, AD-
InD1 und AD-InFus interagieren kann. Eine Interaktion von BD-C1 mit AD-InXS scheint
nicht zu erfolgen, da keines der beiden Reportergene &tiviert wurde. Aufgrund der
Beobachtung, dal3 BD-C1 ebenfalls mit AD-C1 keine Reportergenaktivierung zur Folge hat,
konnte vermutet werden, dal3 das C1 keine Homodimere bil den kann.

Wird de Stérke der Aktivierung des lacZ Reportergens als Mal3 fur die Starke der Interaktion
genommen, so deutet das auf eine bessre Interaktion vonBD-C1 mit AD-R, as BD-C1 mit
AD-Rdd hin. Im Vergleich hierzu, scheint die Interaktion von BD-C1 mit AD-InD1 oder

AD-InFus nur sehr schwad zu sain.

75




Ergebnisse

relative
[B-Galaktosidase Einheiten
in %
0 50 100 150
Kontrollen : :
GAL4 ao —— 100
SV40+ p53 OB J 3
SV40+ Lamin c? 0
BD ®) 0
AD O 0
AD +BD OO 0
AD O ™\ 0
AD-Rdel (81) —— 81
+BD-C1
AD-InXS 8 >%, 0
AD-InFus GJIW ;I_( 4
AD-InD1 ? 17
AD-C1 ?y 0

Abbildung 27: lacZ Reportergenaktivierung bel Transformanten mit dem BD-C1

Fusionsprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwel bis vier unabhangigen Transformanten durch quantitative
Messung der [-Galaktosidaseektivitdt festgestellt und gemittelt. Der hierbei erhatene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100 gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Transformanten, die zusétzlich zum BD-C1 Fusionsprotein die Fusionsproteine AD-R, AD-Rdel, AD-InFus oder
AD-InD1 synthetisieren, zeigen eine B-Galaktosidaseaktiviat und damit ein aktives lacZ Reportergen. Das deutet
darauf hin, dal3 de in den Hefen synthetisierten Proteine miteinander interagieren konnen. Bei den anderen
Transformanten wurde keine [(-Galaktosidasedktivitédt nachgewiesen. Die in ihnen synthetisierten
Fusionsproteine sind demzufolge nicht in der Lage, zu interagieren urd kénnen das lacZ Gen nicht aktivieren.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Die Tabelle 6 undAbbil dung 28 geben eine Ubersicht tiber die hier dargestellten Ergebnisse.

Tabelle 6: Interaktion des BD-C1 Fusionsproteins mit verschiedenen
AD-Fusionsproteinen

AD-Fusionsproteine

AD-R |AD-Rdel |AD-InXS |AD-InFus |AD-InD1 |AD-C1 |AD-C1

BD-C1 +++ +++ - + + - NA

+ Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ. Die Anzahl der + gibt die Stérke an der Expresson an.
Keine Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ
NA nicht analysiert

Abbildung 28: Interaktion des BD-CI Fusionsproteins mit verschiedenen
AD-Fusionsproteinen

Die BD-C1 Fusionsproteine, die mit den AD-Fusionsproteinen interagieren sind Uberlappend dargestellt.
Fusionsproteine die nicht interagieren sind entfernt voneinander dargestellt. AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne,
gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedoméane, griner Kreis)

Anhand der hier dargestellen Ergebniss stellte sich de Frage, ob mit der C1 Mutante C1-I
die gleichen Interaktionspartner und Interaktionsddrken nachgewiesen werden kémen oder
ob es Unterschiede gibt. Das C1-1 Protein besitzt, im Gegensatz zu C1, keine endogene
Aktivierungsdomane.
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3.6.2 Transformanten mit dem BD-C1-I Fusionsprotein und verschiedenen

AD-Fusionsproteinen

(Kombinationen siehe auch Tabelle 5)

Fur diesen Versuch wurden de entsprechenden Transformanten hergestellt (2.2.5.3. Diese
wurden zunadst auf die Aktivitét des HIS3 Reportergens untersucht (2.2.5.7).
Transformanten, de zusédtzlich zum BD-C1-I Fusionsprotein nach AD-R, AD-Rdd,
AD-InFus oder AD-InD1 synthetisieren, zeigten en deutliches Wadstum auf
Histidinmangelmedium und kesitzen damit ein aktives His3 Reportergen (Abbildung 29). Das
Ergebnis deutet darauf hin, da3 de in den Hefen synthetisierten Proteine, miteinander
interagieren. Alle anderen Transformanten zeigten kein Wadstum und kesitzen demzufolge
kein aktives HIS3 Reportergen.

a) b) c) d)
€) f) 9) h)
%g? %515} il o
)
BD-C1- BD-C1-I BD-C1- BD-C1-
+ AD-R + AD-Rdel + AD-InFus + AD-InD1

Abbildung 29: HIS3 Reportergenaktivierung der Transformanten mit dem BD-C1-I
Fusionsprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Der Hefestamm YRG-2 wurde mit den verschiedenen Kontroll plasmiden transformiert. Die Transformanten
wurden anschli ef3end hinsichtlich ihres Wachstums auf Histidinmangel medium untersucht.

Transformanten, die ausétzlich zum BD-C1-I Fusionsprotein noch AD-R (a, €), AD-Rdel (b, f), AD-InFus (c, g)
oder AD-InD1 (d, h) synthetisieren, sind in der Lage auf Histidinmangelmedium zu wachsen. Das deutet darauf
hin, da® de in den Hefen synthetisierten Proteine miteinander interagieren kénnen und dadurch das HIS3
Reportergen aktivieren.

(a-d) Typisches Wadhstum e nes ausgestrichenen Hefetransformanten auf Histidinmangel medium.
(e-h) Schematische Darstellung der Fusionsproteine in den entsprechenden Hefetransformanten.
AD von Gal4 (Aktivierungsdoméane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Die Expresson s Reportergens lacZ wurde durch quentitative Mesaung der
-Galaktosidaseaktivitét untersucht (2.2.5.5.

Die Mesaung ergab, dal3 de Transformanten mit aktivem HIS3 Reportergen, auch ein aktives
lacZ Reportergen besitzen. In Transformanten, de zusédtzlich zum BD-C1 Fusionsprotein
noch AD-R oder AD-Rdel synthetisieren, wurde éenfalls eine signifikante Aktivitét der
[3-Gal aktosidase gemessen.

Die Expressonsgédrke des lacZ Reportergens unterscheidet sich wesentlich von dr bel
Transformanten mit BD-C1. Bei Transformanten mit BD-C1 und AD-R oder AD-Rdel wurde
eine 3-Galaktosidasedktivitét von 7881%, relativ zu der Aktivitdt von pGal4, gemessen. Im
Vergleich dazu wurde, mit BD-C1-1 undAD-R, nur etwa halb soviel Aktivitét nachgewiesen.
Diese betrug 43% relativ zu der Aktivitat von pGal4.

Mit pBD-C1-1 und pAD-Rde wurde sogar eine noch geringere Aktivitdt gemessen. Mit
BD-C1-I und AD-Rdel wurde im Vergleich dazu, nu etwa an Vierte der Aktivitét (22%)
gemessen.

Auch de Kombination vonBD-C1-I mit AD-InD1 zeigte mit nur 11% relativ zu der Aktivitat
von pGal4, eine redwzierte [(3-Galaktosidasestivitdt. Mit BD-C1 und AD-InD1 wurde
dagegen eine Aktivité von 17% gemessen.

Mit BD-C1-1 und AD-InFus wurden, im Vergleich zu BD-C1 und AD-InFus, keine
signifikanten Unterschiede festgestellt.

Bel den AD-InXS Transformanten wurde keine (3-Gal aktosidase&ktivitét detektiert.
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Abbildung 30: lacZ Reportergenaktivierung bei Transformanten mit dem BD-C1-I

Fusionsprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwel bis vier unabhangigen Transformanten durch quantitative
Messung der [-Galaktosidaseektivitdt festgestellt und gemittelt. Der hierbei erhatene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100% gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Transformanten, die ausdtzlich zum BD-C1-1 Fusionsprotein die Fusionsproteine AD-R, AD-Rdel, AD-InFus
oder AD-InD1 synthetisieren, zeigen eine B-Galaktosidaseaktiviét. Das Ergebnis deutet darauf hin, dal3 de in
den Hefen synthetisierten C1-1 Proteine mit den gleichen Proteinen, wie C1 interagieren kdnnen und dadurch das
lacZ Reportergen aktivieren. Die Stérke der Aktivierung unterscheidet sich jedoch zwischen BD-C1-1 und BD-
C1. Mit BD-C1 wurde, bisauf AD-InFus, eine verstarkte 3-Gal aktosidasedktivitat gemessen (Abbildung 27).
Alle anderen Transformanten zegen keine [3-Galaktosidaseaktivitdt und besitzen demzufolge kein aktives lacZ
Reportergen.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Diese Ergebnisse zeigen, dal3 BD-C1-I mit den gleichen Proteinen wie BD-C1 interagieren
kann. Hierbei wurden jedoch Unterschiede in der Stérke der Aktivierung des lacZ
Reportergens beobaditet. Wird de Starke der Aktivierung as Mal3 fur die Starke der
Interaktion genommen, so deuten de Ergebnise aif eine bessere Interaktion der
entsprechenden Proteine mit BD-C1, als mit BD-C1-I, hin. Des weiteren scheinen BD-C1 und
BD-C1-I mit AD-InFus nur sehr schwadh zu interagieren.

Die Tabelle 7 und Abbil dung 31 geben eine Ubersicht tiber die hier vorgestellten Ergebnis<e.

Tabelle 7: Interaktion des BD-C1-1 Fusionsproteins mit verschiedenen
AD-Fusionsproteinen
AD-Fusionsproteine
AD-R |AD-Rdel |AD-InXS |AD-InFus |AD-InD1 |AD-C1 |AD-C1-I
BD-C1-1 ++ ++ - + + NA NA
+ Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ. Die Anzahl der + gibt die Stérke an der Expresson an.
- Keine Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ
NA nicht analysiert
CCi @ Red]
' ' Abbildung 31: Interaktion des BD-CI1-|
Fusionsproteins mit verschiedenen
lpm ) )
Ccrl eI AD-Fusionspr oteinen
@ @ Die BD-Cl1-1 Fusionsproteine, die mit den AD-

Fusionsproteinen interagieren sind Uberlappend dargestellt.
Fusionsproteine die nicht interagieren sind entfernt
voneinander dargestellt. AD (Aktivierungsdoméne, gelber
Kreis), BD (DNA Bindedoméne, griiner Kreis)

Mit AD-InXS wurde weder mit BD-C1 noch mit BD-C1-1 eine Interaktion rechgewiesen.

Dies konrte auf eine verdnderte Faltung des AD-InXS zurtickzufiihren sein. Daher wurden

Experimente durchgefiihrt, bei denen das BD-INXS Fusionsprotein verwendet wurde.
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3.6.3 Transformanten mit dem BD-InXS Fusionsprotein und
verschiedenen AD-Fusionsproteinen

(Kombinationen siehe auch Tabelle 5)

Fur diesen Versuch wurden de entsprechenden Transformanten hergestellt (2.2.5.3 und
anschliefiend auf die Aktivitdten der Reportergene HIS3 (2.2.5.) und lacZ untersucht
(2.2.5.9. Als zusétzliche positive Kontrolle wurden Transformanten verwendet, die BD-C1
und AD-R Fusionsproteine synthetisieren. Die Reportergene werden mit diesen Proteinen
starker aktiviert, als mit den zuvor as paositive Kontrollen SV40 + p53. Deshalb sind dese
Proteine ds Kontrollen besser geagnet. Dieser Test wurde an eéinem Zeitpunkt durchgefiihrt,

an dem der Fusionsklon InFus noch nicht vorlag. Er fehlt daher in deser Analyse.

Bel den Transformanten wurde weder ein Wadhstum auf Histidinfreiem Medium festgestellt,
noch wurde ane [(3-Galaktosidasedktivitat festgestellt. Beim quantitativen Nachweis der
B-Gaaktosidasesktivitdt wurde, im Vergleich zu einem vorangegangenen Versuch
(Abbildung 27), eine sehr viel niedrigere Aktivitat der positiven Kontrolle BD-C1+AD-R
nadhgewiesen. Sie betrug nur noch etwa an Finftel, d.h. etwa 15% statt der friher
gemessenen 75%., relativ zu der Aktivitét von pGal4. Die Ursache hierflr war eine veranderte
Reportergenaktivitéat bei den Transformanten, de Gal4 Proteine synthetisieren. Die Messaung
der B-Galaktosidaseaktivitdt in desen Transformanten mit nativen Gal4 Protein, zeigte e@nen
um das funffache ehthen Wert (ca 200 relative Einheiten), im Vergleich zu den
vorrangegangenen Experimenten (ca. 3050 relative Einheiten). Dagegen Hieb de
B-Galaktosidasesktivitét in den Transformanten mit BD-C1 + AD-R (ca. 2530 relative
Einheiten) und SV40 + p53 (ca 1- 3 reative Einheiten) verglichen mit den friheren

Experimenten nahezu identisch.
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Abbildung 32: lacZ Reportergenaktivierung bel Transformanten mit dem BD-InXS

Fusionsprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwel bis vier unabhangigen Transformanten durch quantitative
Messung der [-Galaktosidaseektivitdt festgestelll und gemittelt. Der hierbei erhatene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100% gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Transformanten die BD-InXS Fusionsproteine zaisammen mit einem AD-Fusionsprotein synthetisieren, zeigen
keine B-Galaktosidaseaktivitét. In diesen Hefestdmmen wurde das lacZ Reportergen nicht aktiviert. Das deutet
darauf hin, dal3 dein den Hefen synthetisierten Proteine nicht miteinander interagieren kdnnen.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Aus den Untersuchungen zur Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ 1&3t sich
schlie}en, dal? BD-InXS weder mit AD-C1, AD-C1l, AD-R, AD-Rdel noch mit AD-InD1
interagieren kann. Aufgrund der Beobadhtung, dal3 BD-InXS zusammen mit AD-InXS keine
Reportergene &tiviert, kann abgel eitet werden, dal3 InXS keine Homodimere bil den kann.

Die Tabelle 8 und Abhil dung 33 geben eine Ubersicht iiber die hier dargestellten Ergebniss.

Tabelle 8. Interaktion des BD-InXS Fusionsprotein  mit  verschiedenen
AD-Fusionsproteinen
AD Fusionsproteine
AD-R |AD-Rdel |AD-InXS |AD-InFus |AD-InD1 |AD-C1 |AD-C1-l
BD-InXS - - - NA - - -
+ Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ. Die Anzahl der + gibt die Stérke an der Expresson an.
Keine Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ
NA nicht analysiert
Abbildung 33: Interaktion des BD-InXS
Fusionsprotein mit ver schiedenen
@ AD-Fusionsproteinen
@ Die BD-InXS Fusionsproteine, die mit den AD-
Fusionsproteinen interagieren sind Uberlappend dargestellt.
Fusionsproteine die nicht interagieren sind entfernt
@ vonei nander dargestellt. AD von Gal4
(Aktivierungsdomane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA
@ Bindedomane, griiner Kreis)
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Das putative InXS Protein enthdt, im Vergleich zum vollsténdigen In Protein mit 685
Aminosauren, nu 147 Aminosduren. Mogli cherweise ist das InNXS Protein fr eine Interaktion
zu Klein undenthdlt nicht all e hierfir benétigten Aminosauren.

Die Interaktion der grofReren Proteine InFus und InD1 (als AD-Fusionsproteine) mit C1 und
C1-1 (als BD-Fusionsproteine) konnte bereits nachgewiesen werden. Es gellte sich de Frage,
ob dese Interaktion auch im reziproken Ansatz nachzuweisen ist (Abbildung 25). Hierzu
wurden de Fusionsproteine BD-InFus und BD-InD1 getestet. Des welteren sollte hiermit
untersucht werden, obBD-InFus oder BD-InD1 in der Lage sind, mit AD-R zu interagieren.
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3.6.4 Transformanten mit dem BD-InFus Fusionsprotein und verschiedenen

AD-Fusionsproteinen

(Kombinationen siehe auch Tabelle 5)
Fur diesen Versuch wurden de entsprechenden Transformanten hergestellt (2.2.5.3. Diese
wurden zunadst auf die Aktivitét des HIS3 Reportergens untersucht (2.2.5.7).

Nur bei Transformanten, de zusétzlich zum BD-InFus Fusionsprotein nach das AD-C1-I
Fusionsproteine synthetisieren, konrte an aktives HIS3 Reportergen festgestellt werden, da
siedie enzigen waren, de ein Wachstum auf Histidinmangelmedium zeigten (Abbildung 26).
Es wurde weder bei Transformanten mit BD-InFus, noch bei Transformanten mit AD-C1 ein
Wadstum beobadtet. Mit dem reziproken Ansatz dieser Kombination wurden in den urter
3.6.1 dargestellten Versuchen entgegengesetzte Ergebnise ehaten. Dort wurde bel
Transformanten, de zusétzlich zum AD-InFus das BD-C1 synthetisieren, ein aktives HIS3
nachgewiesen (Abbildung26).

a) b)

-

BD-InFus
+ AD-C1-|

Abbildung 34: HIS3 Reportergenaktivierung der Transformanten mit BD-InFus
Fusionsprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Der Hefestamm YRG-2 wurde mit den verschiedenen Kontroll plasmiden transformiert. Die Transformanten
wurden anschlief3end hinsichtlich ihres Wachstums auf Hi stidinmangel medium untersucht.

Bel Transformanten, die ausétzlich zum BD-InFus noch das AD-C1-1 synthetisieren (a, bl), waren in der Lage
auf Histidinmangelmedium zu wadsen und besitzen damit ein aktives HIS3 Reportergen. Das deutet darauf
hin, da3 de in den Hefen synthetisierten Proteine miteinander interagieren kdnnen und dadurch das HIS3
Reportergen aktivieren. Im rezproken Ansatz wurde dagegen bel Transformanten mit BD-C1 und AD-InFus
Fusionsproteinen ein aktives HIS3 Reportergen beobadtet (Abbildung 26).

(a) Typisches Wadhstum e nes ausgestrichenen Hefetransformanten auf Histidinmangel medium.
(b) Schematische Darstellung der Fusionsproteine in den entsprechenden Hefetransformanten.
AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Die Expresson des Reportergens lacZ wurde durch quantitative Mesaung der [3-Galaktosidase
untersucht (2.2.5.5. Die Mesaung ergab, da3 de Transformanten mit aktivem HIS3
Reportergen auch ein aktives lacZ Reportergen besitzen. Es wurde hierbel nur eine sehr
geringe [(-Galaktosidasedktivitat nadigewiesen. Diese betrug ca. 1% % relativ zu der
Aktivitdt von Ga4. (Abbildung 35). Bel adlen anderen Transformanten wurde keine [3-
Galaktosidase&ktivitét nachgewiesen.
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Abbildung 35. lacZ-Reportergenaktivierung be Transformanten mit BD-InFus

Fusionprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde von zwel bis vier unabhangigen Transformanten durch quantitative
Messung der [-Galaktosidaseektivitdt festgestellt und gemittelt. Der hierbei erhatene Wert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde gleich 100% gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden
auf diesen Wert bezogen.

Transformanten, die asédtzlich zum BD-InFus noch AD-C1-I synthetisieren, zegen eine sehr geringe
[B-Galaktosidaseaktivitat und damit ein aktives lacZ Reportergen. Das deutet darauf hin, dal3 de in den Hefen
synthetisierten Proteine miteinander interagieren kdnnen. Bei den anderen Transformanten wurde keine
[B-Galaktosidaseaktivitat nachgewiesen. Die in ihnen synthetisierten Fusionsproteine sind demzufolge nicht in
der Lage, zu interagieren und kdnnen das lacZ Gen nicht aktivieren. Im reziproken Ansatz wurde dagegen, bei
Transformanten mit BD-C1 und AD-InFus Fusionsproteinen, ein aktives lacZ  Reportergenbeobacdtet
(Abbildung 27).

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedoméne, griner Kreis)

88




Ergebnisse

Aus den Untersuchungen geht hervor, dal? eine Interaktion voninFus sowohl mit C1 as auch
mit C1-I erfolgen kann. Die Fahigkeit zu Interaktion hierbei aber davon abhéngt, mit welcher

Ga4 Doméane die eénzelnen Proteine fusioniert sind.

Es wurden keine &tiven Reportergene bei Transformanten beobachtet, die zusétzlich zum
BD-InFus noch AD-R oder AD-Rdel synthetisieren. Dies deutet darauf hin, dal3 BD-InFus

nicht nicht mit AD-R oder AD-Rdel interagieren kann. Des weiteren wurden keine

Reportergenaktivitéat bei Transformanten beobadtet, die BD-InFus zusammen mit AD-InFus

synthetisieren. Hieraus kann abgel eitet werden, dal3 InFus keine Homodimere bil den kann.

Die Tabelle 9 undAbhil dung 36 geben eine Ubersicht iiber die hier dargestellten Ergebniss.

Tabelle 9: Interaktion des BD-InFus Fusionsproteins mit verschiedenen
AD-Fusionsproteinen
pPAD-Fusionsproteine
AD-R |AD-Rdel |AD-InXS |AD-InFus |AD-InD1 |AD-C1 |AD-C1-I
BD-InFus - - NA - - - +
+ Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ. Die Anzahl der + gibt die Starke an der Expresson an.
Keine Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ
NA nicht analysiert
- HWH!H
? }}}!};W\\HHW
Abbildung 36: Interaktion des BD-InFus

Fusionsproteins mit ver schiedenen

AD-Fusionsproteinen

Die BD-InXS Fusionsproteine, die mit den AD-
Fusionsproteinen interagieren sind Uberlappend dargestellt.
Fusionsproteine die nicht interagieren sind entfernt
vonei nander dargestellt. AD von Ga4
(Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA
Bindedomaéne, griiner Kreis)
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3.6.5 Transformanten mit dem BD-InD1 Fusionsprotein und verschiedenen

AD-Fusionsproteinen

(Kombinationen siehe auch Tabelle 5)
Fir diesen Versuch wurden de entsprechenden Transformanten hergestellt (2.2.5.3. Diese
wurden zunadst auf die Aktivitét des HIS3 Reportergens untersucht (2.2.5.7).

Bel diesem Versuch wurde bel Transformanten, de zusétzlich zum BD-InD1 Fusionsprotein
das AD-C1-| synthetisieren, eéin namales Wadstum auf Histidinmangelmedium beobachtet.
Im Vergleich dazu zeigen Transformanten, de zusétzlich zum BD-InD1 Fusionsprotein das
AD-InD1 Fusionsprotein synthetisieren, ein algemein schlechteres Wadistum. Sie bilden
wesentlich kleinere Kolonien. Vermuitlich liegt nur eine schwade Aktivierung des HIS3 Gens

vor, die damit eine unzureichende Histidinversorgung zur Folge hat.

BD-InD1 BD-InD1
+ AD-C1-I + AD-InD1

Abbildung 37: HIS3 Reportergenaktivierung der Transformanten mit BD-InD1

Fusionsprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Der Hefestamm YRG-2 wurde mit den verschiedenen Kontrollplasmiden transformiert. Die Transformanten
wurden anschlief3end hinsichtlich ihres Wachstums auf Hi stidinmangel medium untersucht.

Transformanten, die ausétzlich zum BD-InD1 Fusionsprotein noch das AD-C1-1 (a, ¢) synthetisieren zeigen ein
normales Wachstum auf Histidinmangelmedium. Das Ergebnis deutet darauf hin, dal} de in den Hefen
synthetisierten Proteine interagieren kdnnen und dadurch das HIS3 Reportergen aktivieren. Im Vergleich dazu
zdgten Transformanten, die ausdtzlich zum BD-InD1 Fusionsprotein noch AD-InD1 (b, d) synthetisieren, ein
algemein schlechteres Wadhstum. Sie bil den wesentlich kieinere Kolonien. Vermutlich liegt nur eine schwache
Aktivierung des HIS3 Gens vor, die damit eine unzureichende Histidinversorgung zur Folge hat.

Transformanten mit BD-InFus und AD-C1 besitzen kein aktives HIS3 Reportergen. Im rezproken Ansatz
wurde dagegen bel Transformanten mit BD-C1 und AD-InD1 Fusionsproteinen ein aktives HIS3 beobadtet
(Abbildung 26).

(a, b) Typisches Wadstum eines ausgestrichenen Hefetransformanten auf Histidinmangel medium.
(c, d) Schematische Darstellung der Fusionsproteine in den entsprechenden Hefetransformanten.
AD von Gal4 (Aktivierungsdoméane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Transformanten mit BD-InD1 und AD-C1 enthalten kein aktives HIS3 Reportergen. Mit dem
reziproken Ansatz dieser Kombination wurde @n entgegengesetztes Ergebnisse ehaten. Dort
wurde bel Transformanten, de pAD-InD1 undBD-CL1 synthetisieren, ein aktives Reportergen
nachgewiesen (Abbildung26).

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde durch quantitative Mesaung der [3-Galaktosidase
untersucht (2.2.5.5.

Nur bel Transformanten, de zusdtzlich zum BD-InD1 noch AD-C1-1 Fusionsproteine
synthetisieren, konrte ene geringe 3-Galaktosidase&ktivitdt gemessen werden. Sie betrégt ca
4% relativ zu der durch Gal4 hervorgerufenen Reportergenaktivitét. Das deutet darauf hin,
dal’ de in den Hefen synthetisierten Proteine miteinander interagieren konren unddadurch
das lacZ Reportergen aktivieren.

Bel den Transformanten, de BD-InD1 und AD-InD1 Fusionsproteine synthetisieren, wurde
dagegen keine Aktivitdt nadgewiesen. Sie besitzen demzufolge kein aktives lacZ
Reportergen. Diese Ergebnise deuten darauf hin, da? dese Proteine nicht miteinander
interagiern. Sie widersprechen damit den Ergebnisen der Untersuchungen auf die

Aktivierung des HIS3 Reportergens.
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Abbildung 38. lacZ-Reportergenaktivierung bel Transformanten mit BD-InD1

Fusionprotein und ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde bei zwei bis vier unabhangigen Transformanten durch quantitative
Messung [-Galaktosidasedktivitét festgestellt und gemittelt. Der hierbei erhaltene Mittelwert von
Hefetransformanten mit Gal4 Protein wurde 100% gesetzt. Alle Ubrigen gemessenen Mittelwerte wurden auf
diesen Wert bezogen.

Transformanten, die ausétzlich zum BD-InD1 noch AD-C1-1 synthetisieren, zeigen eine 3-Gal aktosidaseaktivitat
und besitzen damit ein aktives lacZ Reportergen. Das deutet darauf hin, dal3 de in den Hefen synthetisierten
Proteine miteinander interagieren konnen. Alle anderen Transformanten zegen keine [3-Gal aktosidaseaktivitét
und besitzen demzufolge kein aktives Reportergen.

Transformanten mit BD-IND1 und AD-C1 besitzen kein aktives lacZ Reportergen. Im rezproken Ansatz wurde
dagegen, bel Transformanten mit BD-C1 und AD-InD1 Fusionsproteinen, ein aktives lacZ beobadtet
(Abbildung 27).

AD (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD (DNA Bindedoméane, griiner Kreis)
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Die Ergebnisse zeigen, dal3 das InD1 Protein sowohl mit C1 as auch mit C1-I interagieren
kann. Die Fahigkeit zur Interaktion ist hierbei aber davon abhéngig, mit welcher Gal4
Doméne die @nzelnen Proteine fusioniert sind.

Bel Transformanten, de zusétzlich zum BD-InD1 das AD-R oder AD-Rdel Fusionsprotein
sysnthetisieren, wurde keine &tiven Reportergene festgestellt. Dies deutet darauf hin, daf3
InD1 nicht nicht mit R interagieren kann. Diese Beobadhtungen wurden ebenfalls bei
Transformanten festgestellt, die zusétzlich zum BD-InFus Protein das AD-R oder AD-Rdel
Fusionsprotein synthetisieren (3.6.4).

IND1 scheint Homodimere bilden zu kdnren, de mit dem Two Hybrid System nur schwer
nachzuweisen waren. Die Ursachen fir die unterschiedliche Expresson der Reportergene
HIS3 undlacZ konrten hierbel auf eine sehr schwaden Interaktion oder zeitli ch begrenzten

Interaktion cer InD1 Proteine hinweisen.

Die Tabelle 10 und Abbil dung 39 geben eine Ubersicht tiber die hier dargestellten Ergebniss.

Tabelle 10: Interaktion des BD-InD1 Fusionsproteins mit verschiedenen

AD-Fusionsproteinen

AD-Fusionsproteine
AD-R |AD-Rdel |AD-InXS |AD-InFus |AD-InD1 |AD-C1 |AD-C1-I

BD-InD1 - - - - nur HIS3 - +

+ Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ, Anzahl der + gibt die Stérke an
- keine Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ
NA nicht analysiert
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Abbildung 39: Interaktion des BD-InD1 Fusionsproteins mit verschiedenen

AD-Fusionsproteinen
Die BD-InXS Fusionsproteine, die mit den AD-Fusionsproteinen interagieren sind Uberlappend dargestellt.

Fusionsproteine die nicht interagieren sind entfernt voneinander dargestellt. AD von Gal4 (Aktivierungsdomane,
gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedoméane, griner Kreis)
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3.6.6 Transformanten mit dem BD-R oder dem BD-Rdel Fusionsprotein und

verschiedenen AD-Fusionsproteinen

In den vorangegangenen Experimenten konrte @ne Interaktion vonAD-R oder AD-Rdel nur
in Kombination mit BD-C1 oder BD-C1-l1 nachgewiesen werden. In keinem Fall wurde ane
Interaktion vonAD-R oder AD-Rdel mit BD-In (InXS, InD1) nachgewiesen. Mogli cherweise
sind de verschiedenen Intensifier Proteine dennoch Interaktionspartner von R oder Rdel,
desen Interaktion sich jedoch mit den hisher durchgefiihrten Experimenten nicht nachweisen
lasg. Moglicherweise konrte der gebil dete Komplex aus R oder Rdel und den verschiedenen
Intensifier Proteinen de Funktionen der Gal4 Binde- und Aktivierungsdomanen behindern.
Dadurch konrte die Aktivierung der Reportergene HIS3 undlacZ stark unterdriickt sein.
Diese Theorie kdnrte durch Verwendung von Fusionsproteinen Ulkerprift werden, de ohre
Interaktionspartner eine Aktivierung der Reportergene bewirken. In Kombination mit einem
komplexbildenden ,Hemmer” sollte ane reduzierte Reportergenaktivierung zu beobadten
sein.

Fur diese Untersuchungen wurden de dlein aktivierenden Fusionsproteine von BD-R und
BD-Rdel verwendet (Hintergrundaktivierun, Abbildung 20). Die Tabelle 11 gibt einen kurzen
Uberblick tber die durchgefuihrten Experimente. Dieser Test wurde zu einem Zeitpunk
durchgefiihrt, an dem der Fusionsklon InFus noch nicht vorlag. Er fehlt daher in deser
Analyse.

Tabelle 11 : Test auf in vivo Interaktion der Fusionsproteine BD-R und BD-Rdel mit

ver schiedenen AD-Fusionsproteinen

AD-Fusionsproteine

AD-R |AD-Rde AD-InXS |AD-InFus |AD-InD1 |AD-C1 |AD-C1
BD-R X X X
BD-Rdel X X

Die durchgefiihrten Kombinationen sind mit einem X markiert.
Fur diesen Versuch wurden de hergestellten Hefestdmme verwendet, die BD-R oder BD-Rdel
Sie

transformiert

wurden mit den
(2.2.5.3. Die
Transformanten wurden zunachst auf die Aktivitdt des HIS3 Reportergens untersucht

(2.2.5..

Fusionsproteine synthetisieren. enspredchenden

pAD -Expresgonsplasmiden hieraus  resultierenden
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Alle untersuchten Transformanten zeigten auf Histidinmangelmedium en namales
Wadhstum. Die Expresson des HIS3 Gens sheint durch de Anwesenheit der AD-InXS oder
AD-InD1 Fusionsproteine nicht beanflusg zu werden.

Die Expresson s Reportergens lacZ wurde durch quentitative Mesaung der
B-Gaaktosidasesktivitdt untersucht (2.2.5.5. Anders as in den varangegangenen
Experimenten wurde hier der von Transformanten mit BD-R + AD erhaltenen Mittelwert
gleich 100% gesetzt (Abbildung 40, a). Alle tbrigen Mittelwerte wurden auf diesen Wert
bezogen.

Die [3-Galaktosidase&ktivitét ist bei Transformanten, de zusétzlich zum BD-R Fusionsprotein
das AD-InD1 synthetisieren, signifikant reduziert. Die Aktivitét betragt 62% und ist damit
um etwa 38% geringer, als die Aktivitét bei Transformanten mit BD-R + AD (Abbildung 40,
b).

Eine &nliche signifikante Reduktion der (3-Galaktosidasedktivitét wurde bel Transformanten
beobadtet, die zusdtzlich zum BD-R Fusionsprotein das AD-R synthetisieren. Die Aktivitat
betragt hier 66 % undist damit um etwa 34 % geringer, als die Aktivitdt bei Transformanten
mit BD-R + AD (Abhildung 40, b).

Bel Transformanten de das BD-R und das AD-InXS Fusionsprotein synthetisieren wurde
ebenfall s eine Reduktion der (3-Galaktosidasedktivitat festgestellt. Die Aktivitdt betragt hier
80 % undist damit um etwa 20% geringer, die Aktivitdt bel Transformanten mit BD-R + AD
(Abbildung 40, b).

Die Transformanten de zusdtzlich zu dem BD-Rdel Fusionsprotein ein weiteres
Fusionsprotein synthetisieren, zeigten dagegen keine signifikante Veranderungen in der
[B-Galaktosidase&ktivitét (Abbildung 40, c).

Wie zuvor beobadtet (Abbildung 20, Seite 66), konren Transformanten mit dem BD-Rdel
Fusionsprotein das lacZ Reportergen wesentlich besser aktivieren, as Transformanten mit
dem BD-R Fusionsprotein. Diese Fahigkeit zur Aktivierung konnte aif eine interne
funktionierende Aktivierungsdoméne im R Protein hinweisen. Moglicherweise wird dese
Funktion, zum Beispiel aufgrund sterischer Behinderung durch de Fusion des voll stdndigen
R Proteins mit der BD von Gal4, im BD-R Fusionsprotein urterdrickt. Mit dem verkirzten R
Protein (Rdel), scheint dagegen keine sterische Behinderung vorzuliegen, da Transfomanten

die BD-Rdel synthetisieren eine stérkere Expresson deslacZ aufweisen.
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Abbildung 40: lacZ Reportergenaktivierung bei Transformanten mit BD-R oder

BD-Rde Fusionsproteinen und verschiedenen AD-Fusionsproteinen

Die Expresson des Reportergens lacZ wurde bei zwei bis vier unabhangigen Transformanten durch quantitative
Messung [B-Galaktosidasedktivitdt festgestellt und gemittelt. Anders as in den vorangegangenen Versuchen
wurde hier der Mittelwert von Hefetransformanten mit BD-R + AD Proteinen als 100 % gesetzt (hellgrauer
Balken, rote Schrift). Alle Gbrigen Mittelwerte wurden auf diesen Wert bezogen.

Die B-Galaktosidaseaktivitét ist bel Transformanten, die ausétzlich zum BD-R Fusionsprotein das AD-InD1,
AD-InXS oder AD-R synthetisieren, signifikant reduziert. Das <heint darauf hinzuweisen, dal? AD-InD1 und
AD-InXS mit dem BD-R Fusionsprotein interagieren konnen. Diese Beobadhtungen widersprechen damit den
Ergebnissen die mit dem rezproken Ansatz ehaten wurden (Kapitel 3.6.3 und 3.6.5). Hier wurde keine
Interaktion zwischen dem AD-R Fusionsprotein mit den BD-InXS und BD-InD1 Fusionsproteinen festgestellt.

AD von Gal4 (Aktivierungsdomane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedoméane, griiner Kreis)

97




Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen, dald de Hintergrundaktivitét des lacZ Reportergens durch das BD-R
Fusionsprotein in Gegenwart der AD-INXSundAD-InD1 Fusionsproteine gehemmtwird. Das
scheint darauf hinzuweisen, dal3 AD-InD1 und AD-InXS mit dem BD-R Fusionsprotein
interagieren konren. Diese Beobachtungen widersprechen damit den Ergebnissen de mit dem
reziproken Ansatz erhalten wurden (Kapitel 3.6.3 und 3.6.95. Hier wurde keine Interaktion
zwischen dem AD-R Fusionsprotein mit den BD-InXS und BD-InD1 Fusionsproteinen
festgestellt.

Diese Hemmung durch de AD-InXS und AD-InD1 Fusionsproteine wurde in Kombination
mit dem deletieren R Protein (Rdel) nicht beobachtet. Dies deutet darauf hin, dal3 de fur eine
Interaktion kendtigten Aminosauren in dem BD-Rdel Fusionsprotein nicht vorliegen.

Des weiteren konre gezeigt werden, dal3 de Hintergrundaktivitét von BD-R durch AD-R
gehemmtwerden kann. Daraus folgt, dal3 BD-R mit AD-R interagiert. Dieses gebil dete Dimer
kann debel das lacZ Reportergen nicht so gut aktivieren, wie das BD-R Fusionsprotein

dlene.

Die Tabelle 12 undgeben eine Ubersicht iber die hier dargestellten Ergebnisse.

Tabele 122 Beanflussung der B-Galaktosidaseaktivitat in Transformanten mit BD-R

oder BD-Rdel Fusionsproteinen und verschiedenen AD-Fusionsproteinen

AD-Fusionsproteine

AD-R |AD-Rde AD-InXS |[AD-InFus |AD-InD1 |AD-C1 |AD-C1-I
BD-R o NA O NA 0 NA NA
BD-Rdél NA NA = NA = NA NA
O Die Anzahl der Pfeile gibt die Stérke der signifikanten Reduktion an.
= unverandert

NA nicht analysiert
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>t |® 3

Abbildung 41: Ergebnisse der Interaktion von BD-R oder BD-Rdel mit verschiedenen
AD-Fusionsproteinen

Die BD-R (a) oder BD-Rdel (b) Fusionsproteine, die mit den verschiedenen AD-Fusionsproteinen interagieren
sind Uberlappend dargestellt. Fusionsproteine die nicht interagieren sind entfernt voneinander dargestellt. AD
von Gal4 (Aktivierungsdomane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedoméne, griiner Kreis)
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3.6.7 Transformanten mit drei Fusionsproteinen

Die Interaktion und @mit Komplexbildung von R mit C1 konrte in den in deser Arbeit
dargestellten Versuchen nadhgewiesen werden. Des weiteren wurde die Interaktion der
Intensifier Proteine (IND1, InXS) sowohl mit C1 als auch mit R (Abbildung 42) nadhgewiesen.

a)

Y e

" e T ®
& | o e e
< o

Abbildung 42: Interaktion von R, C1 und den Intensifier Proteine

Das R Protein interagiert mit den Proteinen C1 und C1-1 (a). Des weiteren wurde @ne Interaktion des Proteins
InD1 mit den Proteinen R, C1 und C1-I beobachtet (b). Mit dem InXS Protein wurde dagegen nur eine
Interaktion mit dem R Protein beobacdhtet ().

Es gdellte sich daher die Frage, ob de Intensifier Proteine die Komplexbildung aus R und C1
(oder C1-1) beanflussen konren (Abbildung 43). Dieser Einfluss kdnrte e@ne veranderte
Expresson der Reportergene HIS3 und lacZ zur Folge haben. Fir diese Untersuchungen
sollten Transformanten hergestellt werden, de folgende Proteine synthetisieren:

R +C1 +InD1 (Abbildung 43, @)

R +C1 +InXS(Abbildung 43, b)

R + C1-1 + InD1 (Abbildung 43, ¢)

R + C1-1 + InXS (Abhildung 43, d)

Dieser Test wurde zu einem Zeitpunk durchgefuhrt, an dem der Fusionsklon InFus noch

nicht vorlag. Er fehlt daher in deser Analyse.
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Abbildung 43: Beeinflussung der Komplexbildung von R und C1 durch die Intensifier

Proteine

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dald de Intensifier Proteine (InD1, InXS) sowohl mit R als
auch C1 (oder C1-1) interagieren (Abbildung 42). Daher stellte sich die Frage, ob de Intensifier Proteine (InD1,
INXS) die Komplexbildung von R mit C1 (oder C1-1) bednflussen kdnnen.

Fur diese Untersuchungen sollten Tranformanten hergestellt werden, die folgende Proteine synthetisieren:

R +C1 +InD1(4d),R +C1l +InXS(b),R +C1-l +InD1(c), R + C1-l + InXS(d)

In zuvor durchgefiihrten Experimenten konrte gezeigt werden, dald durch das BD-R
Fusionsprotein eine hohe Hintergrundaktivitét der Reportergene HIS3 undlacZ erfolgt (3.5.1
Seite 62). Dadurch ist es nicht mdglich, de Experimente mit diesem Fusionsprotein
durchzuftihren. Es wurde vermutet, dal3 mit diesen Fusionsproteinen keine verldfdichen
Aussgen Ubker die Interaktion mit anderen Fusionsproteinen maoglich sind. In den
durchzufiihrenden Versuchen mit R, C1 (C1-l) und den Intensifier Proteinen konrten daher
nur das Fusionsprotein AD-R verwendet werden, da es keine Hintergrundaktivitét verursact
(3.5.0.

Des weiteren konrte in zuvor durchgefihrten Experimenten eine Interaktion von C1 mit
InD1, nur bei Verwendung von BD-C1 in Kombination mit AD-InD nachgewiesen werden
(3.6.1 Seite 74). Dagegen wurde mit dem reziproken Ansatz keine Interaktion zwischen
diesen Proteinen nachgewiesen (Abbildung 25): AD-C1 in Kombination mit BD-InD1 (3.6.5
Seite 90).
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Daraus folgt, das die Experimente nur mit den folgenden Fusionsproteinen durchgefiihrt
werden konrten:

AD-R+ BD-C1 + AD-InD1 (Abhildung 44, a)

AD-R + BD-C1 + AD-InXS (Abhildung 44, b)

AD-R + BD-C1-I + AD-InD1 (Abhildung 44, c)

AD-R + BD-C1-I + AD-InXS (Abbildung 44, d)

c) d)

T

Abbildung 44: Zu testende Kombinationen der drei Fusionsproteine

Um festzustellen, ob de Proteine des Intensifier (InD1, InXS) die Komplexbildung von R mit C1 (oder C1-1)
bednflussen kénnen, wurden folgende Fusionsproteine verwendet:

AD-R+BD-C1 + AD-InD1( a), AD-R+ BD-C1 + AD-InXS( b), AD-R+ BD-C1-I + AD-InD1 ( ¢), AD-R +
BD-C1-l + AD-InXS( d).

Andere Kombinationen der Fusionsproteine kdnnen nicht verwendet werden, da durch sie entweder eine a1 hohe
Hintergrundaktivitét der Reportergene HIS3 und lacZ erfolgt (BD-R, 3.5.1) oder eine Interaktion nicht
nachgewiesen wurde (BD-InD1 + AD-C1, 3.6.1).

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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3.6.7.1 Expressionsplasmide

Die Selektion auf Transformanten mit pAD-Expressonsplasmiden erfolgt durch das
auxotrophe  Markergen LEU2. Die  Selektion auf  Transformanten  mit
pBD-Expressonsplasmiden erfolgt durch das auxotrophe Markergen TRP1. Demzufolge
konren Transformanten, de beide Expressonsplasmide eithalten, de Aminaosduren Leucin
und Tryptophan synthetisieren. Sie werden duch Wadstum im Medium dem die
Aminosduren Leucin undTryptophan fehlen (-Leu/ -Trp) identifiziert.

Interagieren de synthetisierten AD- und BD-Fusionsproteine in den Transformanten, so wird
das dritte auxotrophe Markergen HIS3 aktiviert. Diese Transformanten konren dadurch de
Aminosdure Histidin synthetisieren. Die Selektion herfur erfolgt in Medium, dem neben
Leucin undTryptophan auch Histidin fehlt (-Leu/ -Trp/ -His) (Abbildung 45, a).

Die Selektion kann auch in Medium erfolgen, dem nur Tryptophan undHistidin (-Trp/ -His)
fehlen. Konren de Transformanten auf -Trp/ -His Medium wachsen, so misen beide
Fusionsproteine und damit die entsprechenden Expressonsplasmide (pBD-X, pAD-Y), in den
Zellen vorliegen. Das ermoglicht es, das auxotrophe Markergen LEU2 des
Expressonsplasmids pAD-Y funktionslos zu maden (-LEU2), undtrotzdem davon ausgehen
zu konren, dal keide Expressonsplasmide in den Zellen varliegen (Abbildung 45, b).

Dieser Mechanismus <hafft die Grundage fur die Transformation eines dritten
Expressonsplasmids. Sollen Transformanten hergestellt werden, de drei Plasmide enthalten
(pBD-X, pAD-Y-LEY2 + zusétzliches pAD-Z), so musde die Selektion in -Trp/ -His/ -Leu
Medium erfolgen. Wobel der —Leu Selektionsdruck auf dem funktionslosen LEU2 Markergen
des zusétzli chen dritten Expressonsplasmids pAD-Z liegt (Abbildung 45, c).
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(a) LEU2 Selektions -

TRP1 v B Medium:
A J)

Reportergen HIS3
UAS -Leu/ -Trp/ -His
Transkription >

(b) FEY2 Selektions-
TRP1 Medium:
Reportergen HIS3
-Trp/ -His
Transkription >
(©
Selektions -
TRP1 LEg2 Medium:
-Leu/ -Trp/ -His
Reportergen HIS3

Transkription >

Abbildung 45: Selektionsmedium fur Transformanten mit drei Expressonsplasmiden

Die Expressonsplasmide und Fusionsproteine werden durch die selben Symbole dargestellt.

(8) Transformanten mit BD-X und AD-Y Expressionsplasmiden besitzen die &tiven auxotrophen Markergene
TRP1 (weifRe Box) und LEU2 (graue Box). Die Selektion, auf die Expressonsplasmide, erfolgt in Medium ohne
Leucin und Tryptophan (-Leu/ -Trp). Interagieren die synthetisierten Fusionsproteine BD-X und AD-Y, wird das
dritte auxotrophe Markergen HIS3 (grine Box) aktiviert. Diese Transformanten werden durch Wachstum in
Medium, dem die drei Aminosduren Leucin, Tryptophan urd Histidin fehlen (-Leu/ -Trp/ -His), identifiziert.

(b) Auf Transformanten mit einem funktiondosen LEU2 Markergen (gestrichelte Box, LEEY2) und
interagierenden Proteinen wird in Medium selektioniert, dem nur die Aminosduren Tryptophan urd Histidin
fehlen (-Trp/ -His).

(c) Werden die Transformanten von (b) mit einem dritten Expressonsplasmid AD-Z transformiert, erfolgt die
Selektion in Medium, dem drei Aminosduren fehlen (-Leu/ -Trp/ -His). Hierbei liegt der —Leu Selektionsdruck
auf dem funktionsfahigen LEU2 Markergen des zusétzli chen dritten AD-Z Expressonsplasmids.

X, Y und Z stehen fur die Proteine, die aif eine mdgliche Interaktion getestetet werden sollen, sie sind mit der
AD (Aktivierungsdoméne von Gal4, gelber Kreis) oder BD (DNA Bindedoméne von Gal4, griner Kreis)
fusioniert; UAS (upstream adivating sequence = DNA Bindestelle der Gal4 DNA Bindedoméane)
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Um die Transformanten mit den Expressonsplasmiden pBD-C1, pAD-R und dm
zusétzlichen pAD Plasmid herzustellen, mufde zunddhst das LEU2 Markergen des pAD-R
funktionslos gemadit werden.
Hierfir wurde die pAD-R #356Plasmid DNA (2.2.2.0 mit EcoRV/Clal restringiert (2.2.2.3.
Dadurch wurden ca 0,6 kb des ca 0,9 kb langen LEU2 Gens deletiert. Damit die Enden
kompatibel fir eine Religation waren, mufe die zurlickgesetzte Clal Schnittstelle des
verbliebenen Vektors aufgefillt werden (2.2.3.]. Nach der Isolierung des geschnittenen
Vektors erfolgte die Bestimmung der DNA Menge und de Ligation (2.2.3.9 der Enden.
Um die Deletion zu Uberprifen wurden aus 24 urebhangigen Bakterientransformanten de
Plasmid DNA isoliert (2.2.2.) wund mit Hindlll restringiert (2.2.2.3. Die
Restriktionsfragmente wurden  anschlief3en elektorphoretisch aufgetrennt (2.2.2.4 und
anhand des verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.
Positive Bakterientransformanten enthaten das um 0,6 kb dletierte Expressonsplasmid.
Dieses Expresgonsplasmid wurde bezeichnet als:

pAD-R-LEYU2 Plasmid #3562

pAD-R
P |AD R T||Leu
asmid #356
[P D] O |
H H RV (CI)
Deletion
(P JAD] R H F PAD-R-LEU2
H H Plasmid #3562

Abbildung 46: Herstellung desfunktionslosen LEU2 Marker gens

Fur die Herstellung des funtkionsunféhigen LEU2 Markergens wurde das pAD-R Plasmid #356 mit EcoRV
(RV)/Clal (Cl) restringiert. Dadurch wurden ca 0,6 kb des ca 0,9 kb langen LEU2 Gens deletiert. Damit die
Enden kompatibel fur eine Ligation waren, muf3te die die Clal Schnittstelle des verbliebenen Vektors aufgefillt
werden. Das deletierte VVektor (grauer Rahmen) wurde identifizierte durch Restriktion mit Hindlll (H).

Anschlief3end wurde die Plasmid DNA pAD-R-EEY2 mit pBD-C1 (oder pBD-C1-1) in den
Hefestamm YRG-2 eingebradcht (2.2.5.3 und de Transformanten auf —Trp/-His Medium
selektiert. Die Untersuchung auf ein funktionsloses LEU2 erfolgte durch Ausdreichen der
selben Transformanten auf —Leu Medium. Sie zeigten hier kein Wadstum, wodurch bestatigt
wurde, dald sie kein funktionsfahiges LEU2 enthalten.
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Nadh desen Vortests wurden aus diesen Hefestdmmen kompetente Zellen hergestellt (2.2.5.9
und mit dem dritten Plasmid (Tabelle 13) transformiert (2.2.5.3 Aus jedem
Transformationsereignis wurden drei Hefekolonien auf die Aktivierung der Reportergene
HIS3 undlacZ untersucht.

Hierbei wurde davon ausgegangen, dal3 der Einfluss der synthetisierten Intensifier
Fusionsproteine (AD-InD1, AD-InXS) nur schwad ist, so da? de Reportergene HIS3 urd
lacZ noch ausreichend aktiviert werden konren. Transformanten, bei denen de Aktivierung
von HIS3 verhindert wird, kdnrien nicht detektiert werden, dasiein -Leu/ -Trp/ -His Medium

nicht wadhsen wirden.

Tabelle 13 : Transformanten mit drel Fusionsproteinen

AD-Fusionsprotein
Hefestamme AD AD-InXS AD-InD1
(@) BD-C1 + AD-R-LEU2 X X X
(b) BD-C1-| + AD-R-LEU2 X X X

In den Hefestdmmen (a) und (b) und wurde das dritten Fusionsprotein (AD, AD-InXS oder AD-InD1)
synthethisiert. Die entsprechende Kombinationen sind mit einem X markiert.

Die Transformanten diein -Leu/ -Trp/ -His Medium angezogen wurden, zeigten ein namales
Wadstum. Es konrte kein verdndertes Wadistum, wie bei Transformanten de zusétzlich
zum AD-InD1 Fusionsprotein das BD-InD1 Fusionsprotein synthetisieren (Abbildung 37,
Seite 90), beobadhtet werden. Die Expresson des Reportergens HIS3 scheint durch de
Anwesenheit von AD-IND1 oder AD-InXS nicht beeinflusd zu werden.

Die Expresson ds Reportergens lacZ wurde durch quantitative Mesaung der
[3-Gal aktosidase&ktivitét untersucht.

Die Ergebnise zeigen starke Unterschiede innerhalb der analysierten Transformanten. Es
wurden dabei Aktivitdten zwischen 12 % und 94 %, relativ zu der durch Gal4
hervorgerufenen Aktivitdt, gemessen. Hierbei handelt es sch jedoch um Transformanten, de
as Kontrollen denen sollten. Sie ethalten zusdtzlich zu den AD-R und BD-C1-
Fusionsproteinen nur die Aktivierungsdomane (AD) und ncht ein drittes Fusionsprotein.
Offensichtlich erfolgt bel Tranformanten, de drel Fusionsproteine synthetisieren, keine
einheitlich Aktivierung des Reportergens lacZ. Aufgrund deser Schwankungen bei den
Kontrollen, ist es nicht mdglich de (B-Galaktosidase Mesgaten der Transformanten mit
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AD-R, BD-C1 und dn AD-InXS oder AD-InD1 Fusionsproteinen zu deuten (Daten sind cem
Anhang zu entnehmen).
Fur die Untersuchungen auf eine magli che Interaktion zwischen InXS oder InD1 mit R und

C1 mussdaher ein anderes System verwendet werden.

3.6.8 Zusammenfassung der in vivo Interaktion

Mit dem Two Hybrid System wurde die in vivo Interaktion vonInXS, InFus (Fusionsprotein
aus Teillen von In und InD1, Aminosauresequenz siehe Anhang Abbildung 78 Seite 172),
InD1, C1, C1-l, Rund Rdel (verkirztes Protein, ohre basisches Helix-Loop-Helix Region),
getestet. Hierzu wurden de entsprechenden cDNASs im richtigen Leserahmen sowohl an de
DNA-Bindedomédne (BD) as auch Aktivierungsdoméne (AD) von Ga4 koniert. Die
hergestellten Expresonsplasmide wurden in den Hefestamm YRG-2 transformiert.
Anschliel?end wurden de Transformanten auf die Aktivierung der Reportergene (der
auxotropher Marker HIS3 und ds lacZ Gen) untersucht. Bel einer Interaktion der
Fusionsproteine werden beide Reportergene &tiviert. Diese Transformanten konren auf

Histidinmangelmedium wadsen undzeigen (3-Gal aktosidase&ktivitéat.

Die Untersuchungen ergaben, das Transformanten de nur das BD-R oder das BD-Rdel
Fusionsprotein enthalten, bereits zu einer Expresson dcer Reportergenein der Lage sind. Alle
anderen Transformanten, de nur en Fusonsprotein enthalten, zeigen kene
Reportergenaktivitét.

Die Transformanten, de AD-R oder AD-Rdel Fusionsproteine (nicht mit BD-R oder BD-Rdel
verwechseln) in Kombination mit BD-C1 oder BD-C1-1 Fusionsproteinen synthetisieren
(Abbildurng 47), zeigen eine sehr starke Aktivierung der Reportergene. Demzufolge scheinen

diese Proteine in vivo zu interagieren.
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Abbildung 47: Interaktion der Fusionsproteine R, Rdel, C1 und C1-|

Die Fusionsproteine AD-R und AD-Rdel kénnen sowohl mit BD-C1 als auch mit BD-C1-l interagieren.
Fusionsproteine, dieinteragieren, sind Gberlappend dargestellt.
AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)

Transformanten, de C1 oder C1-1 in Kombination mit InD oder InFus synthetisieren, besitzen
ebenfall s aktive Reportergene. Die Fahigkeit zur Interaktion hangt aber davon ab, mit welcher
Domane des Gal4 (AD oder BD) die anzelnen Proteine fusioniert sind. Bel Transformanten
mit AD-C1 in Kombination mit BD-InD1 oder BD-InFus wurden keine &tiven Reportergene
beobaditet. Im Gegensaiz dazu wurden bel dem reziproken Ansatz, d.h. BD-C1 in
Kombination mit AD-InD1 oder AD-InFus, eine Aktivierung der Reportergene festgestellt.
Diese Aktivierung ist dabei wesentlich schwéader als bei Transformanten mit AD-R oder AD-
Rdel in Kombination mit BD-C1 oder BD-C1-I. Die Interaktion der Proteine C1 oder C1-1 mit
InD oder InFusist demzufolge ds geringer einzuschétzen.

a) b)
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Abbildung 48: Interaktion der FusionsproteinenD1, InFus, C1 und C1-I

Die Proteine InD1 und InFus konnen sowohl mit C1 als auch mit C1-1 interagieren. Die Fahigkeit zur
Interaktion hangt aber davon ab, mit welcher Doméne von Gal4 die énzelnen Proteine fusioniert sind. In Spalte
(b) sind die rezproken Kombinationen von Spalte (a) gezegt. Interagierende Fusionsproteine sind Uberlappend
dargestellt. AD (Aktivierungsdomane, gelber Kreis), BD (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Transformanten, de zusétzlich zum AD-R oder AD-Rdel Fusionsprotein nach BD-InD1,
BD-InXS oder BD-InFus Fusionsproteine synthetisieren, besitzen keine &tiven Reportergene.
Das l&al%t vermuten, dal3 AD-R oder AD-Rdel Fusionsproteine nicht mit BD-InD1, BD-InXS
oder BD-InFus Fusionsproteinen interagieren konren. Bei dem reziproken Versuchsansatz
wurden davon abweichende Ergebnis< erhalten.

Durch Verwendung von Transformanten, de dlein aktivierende BD-R und BD-Rdel
Fusionsproteine enthaten, konrte gezeigt werden, dal3 de Aktivitét der Reportergene durch
die Gegenwart von AD-InXS oder AD-InD1 beeinflusd wird. Hierbel konnte gezeigt werden,
da’ de (-Galaktosidaseaktivitéat signifikant reduziert wurde. Dies alerdings nur bei BD-R
Transformanten, de zusétzlich AD-INXS oder AD-InD1 Fusionsproteine synthetisieren.
Sowohl AD-InXS als auch AD-InD1 scheinen mit BD-R zu interagieren und dadurch de
aktivierende Funktion des BD-R Fusionsproteins zu hemmen. Der Versuchsansatz mit
BD-Rdel statt BD-R zeigte keine signifikanten Anderungen in der Reportergenaktivtidt. Eine
Interaktion mit BD-Rdel scheint nicht zu erfolgen (Abbildung 49).

b)

| e ®
“®& | “o®
?

Rdel Rdd ] (InxS)
5

Abbildung 49: Interaktion der FusionsproteineInD1, InXS, R und Rdel
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Das BD-R Fusionsprotein kann sowohl mit AD-InD1 als auch mit AD-InXSinteragieren. Im rezproken Ansatz,
d.h. mit den AD-R und AD-Rdel Fusionsproteinen in Kombination mit BD-InD1 oder mit BD-InXS
Fusionsproteinen, wurden davon abweichende Ergebnisse ehalten.

In Spalte (b) sind de rezproken Kombinationen von Spalte (a) gezegt. Interagierende Fusionsproteine sind
Uberlappend dargestellt.

AD von Gal4 (Aktivierungsdoméne, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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In Untersuchungen mit Transformanten, welche C1, InXS und InFus Fusionsproteine zur
Bildung von Homodimeren (AD-X + BD-X) enthaten, wurden keine &tiven Reportergene
festgestellt. Dies deutet darauf hin, da3 dese Fusionsproteine keine &tivierenden
Homodimere bilden konren (Abbildung 50). Von InD1 scheinen dagegen Homodimere
gebil det werden (Abbildung 50) zu konren, da bei diesen Transformanten eine sehr schwade
Aktivitdt des HIS3 Repotergen nmadgewiesen wurde. Eine Aktivitdt des zwelten
Reportergens lacZ, wurde dagegen nicht beobadhtet.

Bei Transformanten mit den allein aktivierenden BD-R Fusionsprotein in Kombination mit
dem AD-R Fusionsprotein wurde ene Reduktion der Reportergenaktivitét von lacZ
beobadtet. Das &%t vermuten, dal3 ein R-Dimer gebildet wird (Abbildung 50), welches die
Genaktivierung durch das BD-R hemmen kann.

R 3 R D
@

@é@.@

Abbildung 50: Bildung von Homodimeren

Transformanten mit C1, InXS oder InFus (als AD und BD-Fusionsproteine) zeigen keine &tiven Reportergene
und kdnnen demzufolge keine &tivierenden Homodimere bilden. Von InD1 scheinen Homodimere gebil det zu
werden, die éne unterschiedliche Expresson der Reportergene HIS3 und lacZ verursachen. Die Transformanten
die BD-InD1 und AD-InD1 Fusionsproteine synthetisieren, besitzen nur ein aktives Reportergen. Im Gegensatz
zu dem HIS3 Gen wurde, in diesen Transformanten, das lacZ Reportergens nicht aktiviert.

In Transformanten mit BD-R und AD-R wurde @ne Reduktion der Reportergenaktivitdt von lacZ beobadhtet.
Das |&f3t vermuten, dafl3 ein R-Dimer gebil det wird, welches die Genaktivierung durch das BD-R hemmen kann.
AD von Gal4 (Aktivierungsdoméane, gelber Kreis), BD von Gal4 (DNA Bindedomane, griiner Kreis)
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Die Ergebnise der Untersuchungen zur in vivo Interaktion sind in Tabele 14

zusammengefasg.

Tabelle 14 : Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der in vivo Interaktion der

BD-Fusionsproteine mit den AD-Fusionsproteinen

AD-Fusionsproteine
AD-R |AD- AD-InXS |AD-InFus |AD-InD1|AD-C1 |AD-C1-I
Rdel
BD-Rdel NA NA = NA = NA NA
BD-InXS - - - NA - - -
BD-InFus - - NA - - - +
é PRnet _ ) ) ) nur -I:ISS ) ¥
g BD-C1 - + + ; NA
E BD-C1-I ++ S - + + NA NA
Farbcode: ca 40% |ca20% |ca 10% [ca 5% |0%
Stérke der
Aktivierung des
Reportergens lacZ |

Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ, Anzahl der + gibt die Stérke an
keine Aktivierung der Reportergene HIS3 und lacZ

unverandert
A nicht analysiert

Z I+

Es wurde der Einfluss verschiedener AD-Fusionsproteine auf die dlein aktivierenden BD-R und BD-Rdel
Fusionsproteine getestet. Ein hemmender Einfluss auf die Expresson des lacZ Reportergens ist durch ein

schraffiertes Feld markiert. Eine unveranderte Expresson des lacZ Reportergens ist durch das Zeichen ,, =
markiert.
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3.6.9 Two Hybrid cDNA Bank

In den hier vorgestellten Two Hybrid Experimenten konrte @ne Interaktion desInD1 Proteins
mit C1 undC1-1 nachgewiesen werden. Diese Interaktion scheint dabei deutlich schwader zu
sein, verglichen mit der Interaktion zwischen R oder Rdel mit C1 und C1-I. Dieser
Unterschied konne darauf zurtickzufuhren sein, dal3 C1 und C1-1 nicht die optimalen
Interaktionspartner fur InD1 sind.

Um weitere und eventuell bessere Interaktionspartner fur InD1 zu finden, wurde @ne Two
Hybrid cDNA Bank hergestellt. Mit dieser Two Hybrid cDNA Bank ist es moglich, de
Interaktion zwischen einem bekannten Protein undeiner grof3en Anzahl unbekannter Proteine
ZU testen.

Hierfir wurde die pdy-A+ RNA von Kornern der Wildtyp Linie LC isoliert, die zu
unterschiedlichen Zeitpunken nach der Polli nierung geerntet wurden (0-22 DAP). Von deser
pay-A+ RNA wurde dNA hergestellt und dese anschlief?end in den ,, Two Hybrid System*
Vektor pAD einkloniert. Diese pAD-cDNA Plasmide wurden freundicherweise von Dr.
Karsten Frenzel undPreeti Garg (AMP |, Universitét Hamburg) zur Verfligung gestellt.
Diese pAD-cDNA Plasmide wurden in kompetente Zellen des BD-InD1 Hefestammes
transformiert und daraus eine,, Two Hybrid cDNA Bank* Dauerkultur hergestellt (2.2.5.9.
Die Analyse der Two Hybrid cDNA Bank hinsichtlich moglicher Interaktionspartner, erfolgt
mit Hilfe der Reportergene HIS3 undlacZ. Diese Tests konrten im Rahmen deser Arbeit
nicht mehr durchgeftihrt werden.
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3.7 Untersuchungen zur in vivo Lokalisation des Intensifier Genproduktes

In denin deser Arbeit vorgestellten Two Hybrid Experimenten wurde im begrenzten Umfang
die Interaktion des Intensifier Genproduktes sswohl mit dem C1 Protein als auch mit dem R
Protein nachgewiesen. Es ist daher vorstellbar, dal3 das Intensifier Genprodukt mit R um das
C1 Protein konkurieren kénrten undso eine Regulation der in vivio Aktivitét der Zielgene
erfolgt.

Die Ergebnise der Two Hybrid Experimente missen nicht unbedingt der Situation in der
Pflanzenzelle entsprechen. Es ist moglich, dal3 zwei Proteine miteinander interagieren
konren, dese aer in der lebenden Zelle niemals in Kontakt miteinander treten, da sie in
verschiedenen Geweben, zu urterschiedlichen Zeiten oder in verschiedenen subzelluléaren
Kompartimenten exprimiert werden.

Shieh et al. (1993 fuhrten bereits zelluldre Lokali sationsgudien mit R durch. Sie fusionierten
R mit dem Reporterprotein B-Glucoronidase (GUS) und transformierten Tabak und
Zwiebelzellen. Hiermit konrte gezeigt werden, dal3 de R-GUS Fusionsproteine aufgrund von
drei Kernlokalisierungssequenzen (NLS) aktiv in den Zellkern transportiert werden.
Sequenzvergleiche der Intensifier Proteine In und InD mit R und anderen myc-homologen
Proteinen belegen eine grolRe Ahnlichkeit dieser Proteine zueinander. Speziell in dem Bereich
der basischen Helix-Loop-Helix Region, in der die mediale NLS von R liegt, besteht eine
hohe Homologie. Die anderen zwei NLS sind dagegen nicht in den In und InD
Amincsauresequenzen korserviert (Abbildung 3, Seite 8).

Das Vorhandensein einer moglichen NLS in den In und InD Aminoséuresequenzen deutet
darauf hin, da3 dese Proteine ebenfals im Zelkern lokaisiert sein konrten. Um
festzustellen, obsie und de R Proteine im selben Kompartiment der Zell e vorliegen, wurden
in vivo Lokalisationsdudien mit dem grinen fluoreszierenden Protein (GFP) as
Reporterprotein duchgefhrt.

Die moglichen Funktionen des Intensifer Genproduktes werden kortrovers diskutiert. Das
Genprodukt hat einen regulatorischen Einflul3 auf die Strukturgene C2 und Whp, die fir das
Schliusslenzym Chalkonsynthase (CHS) des Anthocyanbiosyntheseweges kodieren. Ob
dieser Einflul3 auf der Ebene der Transkription, der post-Transkription ocer auf der Ebene der
Trangdation erfolgt ist noch nicht geklart. Eine Lokalisation des Intensifer Genproduktes im
Zellkern konrte sowohl auf einen Einfluf auf der Ebene der Transkription, als auch auf einen

EinfluR auf der Ebene der post-Transkription hinweisen.
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3.7.1 Herstellung der Expressionsplasmide

Die Lokalisation cer Intensifier Proteine In undinD1, in Bezug auf den Kernimport, sollte mit
zwei anderen Proteinen verglichen werden. Das Zea mays L. Strukturgen C2 (Wienand et al.,
1986 kodiert fur die Chalkonsynthase, dessen Aminosduresequenz keine bekannten NLS
enthdlt. Das C2 Protein ist dadurch als negative Kontrolle fur die Lokalisation im Zellkern
geeignet. Als positive Kontrolle dient das, bereits fur die Two Hybrid Experimente
verwendete und charakterisierte, kernlokalisierte R Protein (Shieh et al., 1993.

Eine Fusion cer zu urtersuchenden Proteine mit dem GFP Reporterprotein ist sowohl an das
caboxyterminale Ende des GFP oder an das aminoterminale Ende des GFP Roteins moglich.
Shieh et al. (1993 konrten mit aminoterminalen Fusionen (R-GUS) einen effizienteren
Transport des Proteins in den Zellkern nachweisen, as mit carboxyterminalen Fusionen
(GUS-R). Offensichtlich ist die Lage der NLS im transportierten Protein wichtig. Eine
dhnliche Schlusdolgerung wurde ais den Untersuchungen mit dem Opaque-2 Protein
gezogen (Varagona et al., 1993. Aus diesem Grund wurden de Fusionen der zu
untersuchenden Proteine mit dem GFP ebenfall s aminoterminal durchgefiihrt.

Fur diese Fusion musden de STOPP Codors der cDNASs der korresponderenden Proteine
entfernt werden, un enen duchgangigen Leserahmen zu erhalten. Hierfir wurden
aushliefdich de kodierenden Bereiche der cDNAs von R, C2 und InD1 mittels PCR und
Pfx-DNA Polymerase amplifiziert (2.2.3.5. In Tabelle 15 sind de bendtigten cDNAS, Primer
und de Grofen der amplifizierten Fragmente aufgeli stet. Die hergestellten Fragmente wurden
in de EcoRV/Smal geschnittene (2.2.2.3 Plasmid DNA (2.2.2.9 des Vektors pBluescript 11
SK+ ligiert und vdlstandig sequenziert (2.2.4).

Dieser Weg Uber den pBluescript 11| SK+ wurde @ner direkten Klonierung in den GFP Vektor
pMon30049 vogezogen. Wéren bel der Sequenzierung des amplifizierten Fragmentes Fehler
detektiert worden, so hétte dieser Bereich des DNA Fragmentes entfernt und duch DNA aus
dem entsprechenden cDNA Plasmid ersetzt werden konren. Dafir wéaren Schnittstellen
bendtigt worden, de nicht in dem GFP Vektor enthalten sind, sondern aus<chliefdich in dem
zu Konierenden Fragment. Daher war eine direkte Subkonierung der PCR Produke in den
GFP Vektor nicht moglich.
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Tabelle 15: Hergestellte GFP Expressionplasmide

DNA 5 Primer | 3' Primer amp. Restrikt. resulti erendes
Frag. Zur Expressonsplasmid
inkb | Orientierung

pC2LCc46 Nat-Ol-29 |Nat-Ol-30 15 Smal C2-GFP #443
pRLC2.5kb | Nat-Ol-26 |Nat-Ol-31 2.2 Balll R-GFP #577
2.1InD Nat-Ol-27 | Nat-Ol-28 2.2 Smal IND1-GFP #474

Auflistung der fir die PCR benétigten cDNAS, Primer und die Lange der amplifizierten Fragmente (amp. Frag.).
Die Orientierung der Fragmente im GFP Vektor pMon30049 wurde durch Restriktion der Plasmid DNA
festgestellt.

In den Sequenzen der amplifizierten Fragmente wurden keine Fehler festgestellt und de
Fragmente konrten subkoniert werden.

Durch de in der PCR verwendeten Primer wurden zusétzliche BamHI Schnittstellen
eingefuihrt. Hierdurch konrten de Fragmente mittels BamHI Restriktion aus der Plasmid
DNA (2.2.2.0 des Vektor pBluescript 1l SK+ ausgeschnitten (2.2.2.3 und anschlief3end
isoliert werden (2.2.33). Nach der Bestimmung der DNA Menge (2.2.2.5 erfolgte die
Ligation (2.2.3.§ in de BamHI geschnittene (2.2.2.3 Plasmid DNA (2.2.2.9 des GFP
Vektors pMon30049.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung in den Expressonsvektor (Abbildung 51) ergaben
sich zwei mogliche Orientierungen des Fragmentes im Vektor. Um diese Orientierung
festzustell en wurden aus 24 urebhangigen Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert
(2.2.2.0 und mit Smal oder Bglll geschnitten (2.2.2.3. Die Restriktionsfragmente wurden
anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.4 und anhand des verwendeten Standards
bestimmt (2.2.2.5.

Die resultierenden Expressonsplasmide der paositiven Bakterientransformanten und de
Fusionsproteine wurden als C2-GFP (Plasmid #443, R-GFP (Plasmid #5773 und InD1-GFP
(Plasmid # 474 bezeichnet (Tabelle 15).
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Abbildung 51: Herstellung der GFP Expressionsplasmide von C2, Rund InD1

Der kodierende Bereich won C2 (hellblaue Box), R (rosa Box) und InD1 (orange Box) wurde aus den
entsprechenden cDNASs (pC2LCc46, pRLC2.5kb, 2.1 InD) per PCR amplifiziert. Hierfir wurden die Primer
(rote und grune Pfeile) OI-26 ks OI-31 verwendet, die éne ausétzliche BamHI (B) Schnittstelle enthalten. Die
PCR Produkte wurden in die EcoRV (RV)/ Smal (Sm) Schnittstelle von pBluescript 1l SK+ einkloniert und
voll sténdig sequenziert. Anschlief3end wurden die Fragmente mit BamHI ausgeschnitten urd ungerichtet in die
BamHI Schnittstelle des GFP Expressonsvektors pMon30049 kloniert. Die Orientierung der Fragmente im
Vektor wurde durch Restriktion mit Smal oder Bglll (Bg) festgestellt. Die resulti erenden Expressionsplasmide
und Fusionsproteine wurden als C2-GFP, R-GFP und InD1-GFP bezéchnet.

Das GFP (GFP) steht unter der Kontroll e des verstérkten 35S CaMV Promotors (P) und ist zwischen dem Hsp70
Intron (fette Linie) und dem Nopalin Synthase Terminator (NOS) lokalisiert. Das GFP enthélt das zusétzliche
pflanzliche Intron ST-LS1 (rote Linie). Die fur die Klonierung benétigten Schrittstellen sind in den kodierenden
Bereichen und in den Vektoren markiert.
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Fur die Herstellung des InFus Expressonsplasmids wurde das bereits fur die Two Hybrid
Experimente verwendete Fusionskonstrukt (aus Tellen von In und InD) verwendet
(Abbildung 12, Seite 53). Das ca. 2,2 kblange InFus Konstrukt wurde aus der DNA (2.2.2.)
des Plasmids #685 mittels BamHI Restriktion ausgeschnitten (2.2.2.3 und das entsprechnde
Fragment isoliert (2.2.3.3. Nach der Bestimmung der DNA Menge (2.2.2.5 erfolgte die
ungerichtet Ligation (2.2.3.9 in de BamHI (2.2.2.3 geschnittene Plasmid DNA (2.2.2.9 des
GFP Vektors pMon30049.

Aufgrund cer ungerichteten Klonierung in de BamHI Schnittstelle des Expressonsvektors
ergaben sich zwei mogliche Orientierungen des Fragmentes (Abbildung 52). Um diese
Orientierung festzustellen wurden aus 24 urabhangigen Bakterientransformanten de Plasmid
DNA isoliert (2.2.2.9 undmit Smal geschnitten (2.2.2.3. Die Restriktionsfragmente wurden
anschlief3en elektorpharetisch aufgetrennt (2.2.2.94 und anhand des verwendeten Standards
bestimmt (2.2.2.5.

Das resultierende Expressonsplasmid des positiven Bakterientransformanten und das
Fusionsprotein wurde ds InFus-GFP (Plasmid # 809 bezeichnet.

InFus aus
Plasmid #685

GE-P_ HNOS|—— Klonierung in

den GFP
Expressons-
vektor
pMon30049

Abbildung 52: Herstellung des GFP Expressionsplasmids von InFus

Fur die Herstellung des InFus Expressonsplasmids wurde das bereits fir die Two Hybrid Experimente
verwendete Fusionskonstrukt InFus (aus Teilen von In und InD) verwendet (Abbildung 12, Seite 53). Dasca 2,2
kb lange InFus Konstrukt wurde aus dem Plasmid #685 mittels BamHI (B) Restriktion ausgeschnitten urd
ungerichtet in die BamHIl Schnittstelle des GFP Vektors pMon30049 einkioniert. Die Orientierung des
Fragmentes im Vektor wurde durch die Restriktion mit Smal (Sm) festgestellt.

Das GFP (GFP) steht unter der Kontroll e des verstérkten 35S CaMV Promotors (P) und ist zwischen dem Hsp70
Intron (fette Linie) und dem Nopalin Synthase Terminator (NOS) lokalisiert. Das GFP enthdlt das zusétzliche
pflanzliche Intron ST-LS1 (rote Linie). Die fur die Klonierung benétigten Schnittstellen sind in den kodierenden
Bereichen und in den Vektoren markiert.
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Um die korrekte Klonierung im richtigen Leserahmen zu gewdhrleisten, wurden alle im
Rahmen deser Arbeit hergestellten GFP Expressonsplasmide durch Sequenzierung der
Fusionsdelle Uberprift. Die resultierenden GFP Fusionsproteine sind in Abbildung 53
schematisch dargestellt.

Expressions Fusionsproteine MW in
plasmide kDa
C2-GFP | C2 [ GFP | ~71
R-GFP | R [ GFP | ~94
InD1-GFP | InD1 [ GFP_] ~10z
InFus-GFP InFus GFP ~10¢
GFP GFP ~ 27

Abbildung 53: Schematische Dar stellung der GFP Fusionsproteine

Die Proteine C2, R, InD1 und InFus wurden mit dem aminoterminalen Ende des GFP Roteins fusioniert. Die
Molekulargewichte (MW) der Fusionsproteine sind in Kilo Dalton (kDA) angegeben. Die gelbe Markierung in
den R, InD1 und InFus Proteinen markiert die basische Helix-Loop-Helix Region. Hier befindet sich eine
charakterisierte Kernlokali sierungssequenz (Shieh et al., 1993 in der Aminosduresegquenz von R.
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3.7.2 Nachweis der GFP Fusionsproteine in transient transformiertem

Maisscutellumgewebe durch Fluoreszenzmikroskopie

Die verschiedenen GFP Expressonsplasmide wurden mittels biolistischer Transformation
(2.2.7 zunachst in Maisutellum getestet, da e dch hiebe um embryogenes
stoff wechsel aktives Gewebe handelt. Des weiteren waren hierfir die optimalen Bedingungen
bereits in der Arbeitsgruppe standardisiert (Brettschneider et al., 1997. Die transiente
Expresson der GFP Roteine ohrne zusétzliches Fusionsprotein dente ds Kontrolle fur die

erfolgreiche Transformation der Zellen.

Fir jede Transformation wurden 1015 Maisembryonen (14-26 DAP) steril isoliert, auf

osmotischem Medium mit der Scutellumseite nach oken ausgelegt und ver Std. bei RT

inkubert. In direktem Anschluss erfolgte die bioli stische Transformation. Nach einer 18-24

stiindgen Inkubation erfolgte der Nachweis der Expresson der Proteine (GFP, C2-GFP, R-

GFP, InD-GFP) durch Fluoreszenzmikroskopie mit dem Zeiss Axioskop kel 50 und 100
facher Vergrolerung (2.2.8.

Die Gewebe zeigen unterschiedlich starke Fluoreszenz. Im  Vergleich  zum

nichttransformierten Scutellumgewebe (Abbildung 54), sind mit dem GFP Rotein viele und
grof3e grunliche Punkte zu sehen, de sich deutlich vom hellgrinen Hintergrund abheben

(Abbildung 55).

Abbildung 54. nichttransformiertes

M aisscutellumgewebe

Das Scutellumgewebe zégt bei Anregung mit UV-Licht eine
geringe gelbgriine Autofluoreszenz.

Das nichttransformierte Mais Scutellumgewebe ist in 100
facher VergréRerungdargestellt.

Abbildung 55: GFP exprimierendes

M aisscutellumgewebe

Mais Scutellumgewebe wurde mit dem GFP Rasmid transient
transformiert und anschlielend auf Expression des GFP
Proteins (farbige Box) untersucht. Die exprimierenden Zellen
sind alsleuchtend griine Punkte zu identifizieren.

Das transformierte Mais Scutellumgewebe ist in 100 facher
Vergroferungdargestellt.
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Vermutlich vertellen sich de GFP Roteine in deser Region in der ganzen Zelle. Die
teilwei se verschwommenen Punkte sind Signale, die sich, aufgrund der gewolbten Form des
Scutellums, ausserhalb des Fokus befinden.

Mit dem C2-GFP Fusionsprotein wurden, beziiglich der Fluoreszenzintensitét und Anzahl, die
gleichen Beobachtungen, wie mit dem nichtfusionierten GFP Rotein gemacht.

Abbildung 56: C2-GFP exprimierendes

M aisscutellumgewebe

Mais Scutellumgewebe wurde mit dem C2-GFP Rasmid
transient transformiert und anschlieBend auf das
synthetisierte C2-GFP  Fusionsprotein  (farbige  Box)
untersucht. Die exprimierenden Zellen sind als leuchtend
grune Punkte zu identifizieren. Die Signalstdrke und Anzahl
zdgen keinen  Unterschied im  Vergleich  zum
nichtfusionierten GFP (Abbildung 55).

Das transformierte Mais Scutellumgewebe ist in 100 facher
VergroRerungdargestellt.

Im Gegensatz hierzu wurden in R-GFP exprimierendem Maisscutellum nur sehr kleine und
wenige Punkte beobachtet (Abbildung 57). Die Intensitét der Fluoreszenz ist deutlich
schwader, verglichen mit den Maisscutellumgeweben in welchen de GFP oder C2-GFP

Fusionproteine synthetisiert werden.

Abbildung 57: R-GFP exprimierendes M aisscutellumgewebe

Mais Scutellumgewebe wurde mit dem R-GFP Rasmid transient transformiert und anschlieRend auf das
synthetisierte R-GFP Fusionsprotein (farbige Box) untersucht. Im Gegensatz zu GFP und C2-GFP sind de
R-GFP exprimierenden Zellen nur als wenige und schwach leuchtende griine Punkte zu identifizieren (A,B). Die
Ursadhe fiir die geringe Grofe der Signale kdnnte an der Lokalisation der R-GFP Fusionsprotein in der Zelle
liegen. Hierbei handelt es sch um ein kernlokalisiertes Protein, die sich demzufolge nur in einem kleinen
Bereich der Zelle ansammelt.

Das transformierte Mais Scutellumgewebe ist in 100 facher Vergroferung dargestellt. (B) zeigt eine
AusschnittsvergréRerung von (A).
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Die geringe Grol¥e der Signale mit dem R-GFP Fusionsprotein konrte an der Lokalisation des
R Proteins in der Zelle liegen. Es handelt sich hierbe um ein kernlokalisiertes Protein, das
sich demzufolge nur in einem kleinen Bereich der Zelle ansammelt.

Auch bei wiederhdten Versuchen konnten nu wenige Signale detektiert werden.
Moglicherweise liegen in der Zelle Medhanismen var, die Uberexprimierte R (-GFP) Proteine
oder RNAs abbauen, da die Zelfunktion sonst gestért wirde. Dieser Abbau konrte
demzufolge detektierbares (R-) GFP Rotein reduzieren und de nur selten beobachteten

fluoreszierenden Punkte erkl&ren.

In IND1-GFP exprimierendem Maissutellum wurden ebenfalls nur sehr wenige und Keine
grine Punkte beobachtet. Offensichtlich ist das InD1-GFP Fusionsprotein nicht wie die GFP
oder C2-GFP Fusionsproteine in der ganzen Zelle, sondern nu in einem Tel der Zelle
vorhanden. Diese Beobachtungen entsprechen den Ergebnisen, de mit dem R-GFP
Fusionsprotein gemadit wurden und weisen auf eine Kernlokalisation des InD1-GFP

Fusionsproteins hin.

A

—
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Abbildung 58: InD1-GFP exprimierendes Maisscutellumgewebe

Mais Scutellumgewebe wurde mit dem InD1-GFP Hasmid transient transformiert und anschlief3end auf das
synthetisierte IND1-GFP Fusionsprotein (farbige Box) untersucht. Die InD1-GFP exprimierenden Zellen sind
nur as wenige und schwach leuchtende griine Punkte zu identifizieren (A, B). Diese Beobachtungen entsprechen
den Ergebnissen, die mit dem R-GFP Fusionsprotein gemacht wurden (Abbildung 57) und weisen auf eine
Kernlokalisation des InD1-GFP Fusionsproteins hin.

Das transformierte Mais Scutellumgewebe ist in 100 facher Vergroferung dargestellt. (B) zegt eine
AusschnittsvergrofZerung von (A).

Das InFus-GFP Expressonsplasmid lag erst zu einem Zeitpunk vor, an dem die Versuche
mit Maisscutell umgewebe bereits abgeschlosen waren. Das InFus-GFP Expressonsplasmid

wurde daher nicht in Maisscutell umgewebe getestet.
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3.7.3 Nachweis der GFP Fusionsproteine in transient transformierten

Geweben durch Fluoreszenzmikroskopie

Da das Maisscutellum ein dchter Gewebeverband ist, konrten einzelne Zellen nicht genauer

analysiert werden. Es war darum nicht moglich Strukturen wie z.B. den Zelkern zu

identifizieren. Fur die Untersuchung von Einzel zell en wurde daher nadch anderen Geweben fir

die transiente Transformation gesucht. Zunachst wurden typische Gewebe fir transiente
Expressonsdudien wie Tabakblatter (Nicotiana tabacaim) und eine Maissuspensionskultur

(Allenet al., 1993 verwendet. Fur diese Vorversuche wurde nur der GFP Vektor pMon30049
transient transformiert.

Es wurde vermutet, dal’3 de zu urtersuchenden GFP Fusionsproteine Co-Faktoren bendtigen

die nicht in Tabak vorhanden sind. Daher wurden zusétzlich auch Maisblétter getestet. Als
weiteres Maisgewebe wurden de Narbenfaden von urbestaubten Maiskolben getestet. Es
konnte beobattet werden, das die Narbenfaden innerhalb eines Tages mehrere Zentimeter

wacdsen komen. Be ihnen handelt es sch demzufolge um sehr teillungss und
stoffwedhsel aktives Gewebe. Da sie leicht undin grof3en Mengen zu erhalten sind, bden sie
sich als Gewebe fir die transiente Expresson an.

Shieh et al. (1993 konnten nach der Transformation von epidermalen Zellen der Zwiebel

(Allium cepa), bereits die Kernlokalisation des In hamologen Proteins R nachweisen. Die
Zellen der Zwiebelepidermis eignen sich besonders gut fur die Kernlokalisationsgudien, da
diese grol3 undrelativ transparent sind undals einzelne Zellschicht vorliegen. Aus diesen

Grunden wurden ebenfall s Zwiebel zell en getestet.

Von steril angezogenen Tabakpflanzen wurden junge Blétter abgeschnitten und auf
Wassragar ausgelegt. Von ca 14 Tage dten Maispflanzen wurden 1,5cm lange Blattstiicke
abgeschnitten und ebenfalls mit der Blattunterseite auf 8 %igem Wasseragar ausgelegt.
Anschliel3end erfolgte die biolistische Transformation (2.2.7). Wenn nicht extra aufgefihrt,
gelten de gleichen Parameter fur die biolistische Transformation, de fur die transiente
Transformation vonMaisembryonen verwendet wurden.

Nad der biolistischen Transformation erfolgte der Nadwels der Expresson duch
Fluoreszenzmikroskopie bel 200 fadher VergroRerung (2.2.8. Be den Maiss und
Tabakblattern konrte @ne hohe Autofluoreszenz durch das Chlorophyll beobadtet werden.
Trotz dieser roten Hintergrundfluoreszenz konrnten GFP exprimierende Zellen gut durch de
grine Fluoreszenz identifiziert werden. Um zu dokumentieren, dald es sch bel den griinen

Signalen um Einzelzellen handelt, wurde das Gewebe unter Weisdicht betradhtet. Aufgrund
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des Blattaufbaus wurde festgestellt, dal3 mehrere Zell schichten Glkereinander lagen undkeine
befriedigende Dokumentation urter Weisdicht moglich war (Daten nicht gezeigt). Aufgrund
dieser Ergebnise wurden de Blétter fir die transienten Expressonanalysen nicht weiter
eingesetzt.

Ca. 5 ml einer Maissuspensionskultur der Linie ,Black Mexican Swed“ wurden durch
Pipettieren auf steriles, trockenes Whatmanpapier von dem Medium befreit. Nadch der
biolistischen Transformation wurden de Zellen wieder in eine Petrischae mit Medium
Uberflibrt. Die Analysen bel UV Licht ergaben, dassdie Zellen der Maissuspensionskultur zu
grof3e Aggregate bilden, wodurch auch hier keine Einzelzellen erkennbar waren. Sie waren
deshalb fiir die Untersuchung ebenfall s nicht geagnet (Daten nicht gezeigt).

Von unhestéubten Maiskolben verschiedener Linien (LC, H99, A188, Q2) wurde an ca 10
cm langer Bereich der Narbenfé&den abgeschnitten undals ca. 1,5cm lange Segmente parall el
auf osmotischem Medium ausgelegt. Nadch vier Std. Inkubation erfolgte die biolistische
Transformation. Die Anayse, bel 200-400facher Vergroferung im UV Licht, zeigt eine hohe
Autofluoreszenz, wie sie aich bel den Mais- und Tabakbl&ttern beobachtet wurde. Hinter
diesem roten Hintergrund wurden einzelne sehr langgezogene griin fluoreszierende Zellen
identifiziert (Abbildung 59). Das GFP wurde im Zytoplasma und auch im Bereich der
Zellkerne detektiert. Aufgrund des mehrschichtigen Gewebes war keine befriedigende
Dokumentation urter Weisdicht moglich (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 590 GFP Expresson in
Narbenfaden von Mais

Narbenfaden von Mais wurden mit dem GFP Vektor
transient transformiert und anschlieffend auf das
synthetisierte GFP Rotein urtersucht. Bel Anregung mit
UV-Licht konnte ene hohe Autofluoreszenz durch das
Chlorophyll beobadhtet werden. Trotz dieser roten
Hintergrundfluoreszenz  konmnten die GFP  Rotein
synthetisierenden Zellen as einzene grun fluoreszierende
Signale identifiziert werden. Die Lage dnes Zellkerns ist
mit einem Pfell markiert. Das Gewebe ist in 200 facher
Vergrof¥erungdargestellt.

In enigen Félen wurde a@ne GFP Expresson in Trichomzellen beobaditet. Diese
fluoreszierten nu grin, da sie aufgrund fehlender Chloroplasten, keine Autofluoreszenz
zeigten. Es konnte hierbel eine GFP Rotein Anhédufung im Zytoplasma und im Bereich der
Zellkerne beobaditet werden. Die Trichome der Linien LC und H99 bestehen aus wenig
verzweigten Zellen undihre Transformationsrate war dadurch relativ gering. Der Bereich der
GFP exprimierenden Zellen lag zudem oftmals aus der fokusserenden Ebene heraus, so dass

nur ein Tell der Zelle zu dokumentieren war. Geeignete Zellen wurden deshalb nu selten
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beobadtet, so dassdie Narbenfaden der Linien LC und H99 fur weitere Analysen ungedgnet
erschienen (Abbildung 60).

Abbildung 60: GFP Expresson in Narbenfaden von Maisder LinieLC

Narbenféden von Mais wurden mit dem GFP Vektor transient transformiert und anschlieffend auf das
synthesierte GFP Rotein untersucht. Bei Anregung mit UV-Licht konnten die GFP Rotein synthetisierenden
Trichomzdlen als einzdne griin fluoreszierende Signale identifiziert werden (A). Im normalen Weif3licht sind
die Zellen der wenig verzweigten Trichome gut zu erkennen (B).

Die Lage enes Zellkernsist mit einem Pfeil markiert. Das Gewebe ist in 200fadcher VergréRRerung dargestellt.

Die Trichomzellen der Linien A188 und Q2 sind, im Vergleich zu LC und H99, stark
verzweigt, wodurch eine bessere Transformationsrate beobadtet wurde. Hier wurde, wie
auch schon kel den Linien LC und H99, eine Anhéufung der GFP Roteine im Zytoplasma
undim Bereich der Zellkerne beobachtet. Die Trichomzell en stehen jedoch dcht beieinander,
womit sie den Charakter eines mehrschichtigen Gewebes haben. Dadurch sind Einzelzellen
bei Weisdicht nicht zu dokumentieren. Diese Linien waren dadurch ebenfalls nicht fur
weitere Untersuchungen geagnet (Abhildung 61).

RSN

Abbildung 61: GFP Expresson in Narbenfaden von Maisder Linie Q2

Narbenféden von Mais wurden mit dem GFP Vektor transient transformiert und anschlief3end auf synthetisierte
GFP Rotein untersucht. Bei Anregung mit UV-Licht konnten de GFP Rotein synthetisierenden Trichomzdlen
as einzdne griin fluoreszierende Signale identifiziert werden (A). Dagegen sind im normalen Weifllicht keine
Einzdzdlen zu erkennen (B). Der Grund hierfir liegt in der starken Verzweigung der Trichome, woadurch sie
den Charakter eines mehrschichtigen Gewebes haben. Die Lage anes Zellkernsist mit einem Pfeil markiert. Das
Gewebe st in 200facher Vergrolerungdargestellt.
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Von Zwiebelschalen wurde die epidermale transformierte Zell schicht abgezogen undbei 100
facher VergroRerung unter UV Licht betraditet. Pro Zwiebelhaut konrten ca. 2-5
transformierte Zell en beobadtet werden (Abbildung 62). Die GFP Roteine wurden, wie auch
bei den Narbenféaden beobadtet, im Zytoplasma undim Bereich der Zellkerne detektiert. Die
Zellen zeigten urterschiedliche Intensitdten der GFP Fluoreszenz, vermutlich aufgrund
unterschiedlicher Expressonsgérken des GFP-Gens. Die umgebenden Zellen zeigten hierbel
nur eine sehr geringe Autofluoreszenz. Strukturen wie Zellkern oder Zellwand waren gut zu
identifizieren. Aufgrund deser Ergebnisse wurden de Zwiebelzellen als Modell system fur
die weitere Untersuchung der Lokalisation der Proteine C2-GFP, R-GFP, InD1-GFP und
InFus-GFP verwendet.

Damit moglichst viele Zellen urtersucht und miteinander verglichen werden konrten, musge

zunadhst die Transformationsrate des Gewebes erhoht werden.

Abbildung 62: GFP Expresson in den
Epidermiszellen der Zwiebel

Epidermale Zwiebelzdlen wurden mit dem GFP Vektor
transient transformiert und anschlieend auf das
synthetisierte GFP Rotein urtersucht. Bei Anregung mit
UV-Licht konnten die GFP Rotein synthetisierenden
Zellen ads einzdne grin fluoreszierende Signae
identifiziert werden. Die Lage anes Zellkerns ist mit
einem Pfeil markiert. Das Gewebe ist in 50 facher
Vergroferungdargestellt.
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3.7.4 Bestimmung der Parameter fur die biolistische Transformation von

epidermalen Zwiebelzellen

Die Transformationseffizienz der Particle Gun kann duch verschiedene Parameter optimiert
werden. Hierzu gehdren die GoldpartikelgrofRe, der Druck, das Vakuum und de Abstande
zwischen Berstscheibe, Stoppretz und Probenplatte (Sanford et al., 1993. Zudem fanden sich
fir die Transformation von Zwiebelzellen in der Literatur verschiedene Angaben zur
Herstellung der Goldpartikel und der DNA-Menge, die an die Goldpartikel gebunden wurde.
Nacdh dem Vergleich verschiedener Literaturquellen wurde beschlossen, de Goldsuspension
mit 5 pug DNA pro Schussnach der Methode von Unseld et al. (2001) herzustellen. Zusétzlich
wurden de Parameter GoldpartikelgroRe (0,3 um, 1 pum, 1,6 um) und Abstand cer
Berstscheibe zum Gewebe (Etage 4 oder 5) variiert. Das Vakuum (28 inch) und der Druck
(1100 =) wurden nicht verandert.

18-24 Std. rach der biolistischen Transformation (2.2.7) wurde die eidermale Zwiebelhaut
bei UV Licht betradchtet (2.2.8. Hierbel konrte mit Goldpartikeln von 1,6um und Etage 5 de
hdchste Transformationsrate (10-50 Zellen pro Zwiebelhaut) festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Mit diesen Bedingungen wurden anschliefend alle GFP Hasmide transient

exprimiert.

3.7.5 Nachweis der GFP Fusionsproteine in transient transformierten

Epidermiszellen der Zwiebel durch Fluoreszenzmikroskopie

Epidermale Zwiebelzellen wurden mit den verschiedenen GFP HRasmiden transient
transformiert und anschlief?end auf die Synthese der Proteine (GFP, C2-GFP , R-GFP ,
IND-GFP, InFus-GFP) durch Fluoreszensmikroskopie untersucht.

In transient transformierten Zwiebelzellen wurde ene starke GFP Rotein Anhdufung im
Zytoplasma und im Bereich der Zellkerne beobachtet. Die stéarkste Ansammliung wurde
hierbei im Bereich der Zellkerne detektiert. (Abbildung 63). Das GFP Rotein hat ein
Molekulargewicht von nu 27 kDa. Aufgrund deser geringen Grof3e ist esin der Lage, auch
passv in den Zelkern zu diffunderen. Ein moglicher Grund fur eine verstarkte Anhaufung

im Zellkern konrte in einer beantrachtigten Diffusion der GFP Roteine aus dem Zellkern

liegen.
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Abbildung 63: GFP Expression in den Epider miszellen der Zwiebel

Epidermale Zwiebelzdlen wurden mit dem GFP Vektor transient transformiert und anschlief?end auf das
synthetisierte GFP Rotein urtersucht. Es wurde éne GFP Rotein Anhaufung im Zytoplasma und im Zellkern
beobadhtet (A). Aufgrund der geringen GroRe der GFP Roteine sind diese in der Lage passv in den Zellkern zu
diffundieren.

Das Bild A zeigt die transformierte Epidermiszdle der Zwiebel bei UV-Licht, das Bild B zdgt die Zelle im
Zellverband bei normalem Welsslicht. Die Lage @nes Zellkerns ist mit einem Pfeil markiert. Das Gewebe ist in
200facher Vergroferungdargestellt.

Im Vergleich zu dem GFP Rotein zeigten Zwiebelzellen mit dem C2-GFP Fusionsprotein
eine schwachere Ansammlung der Proteine im Zytoplasma. Des weiteren wurde nur eine

schwadhe Ansammlung des C2-GFP Fusionsproteins im Bereich der Zellkerne festgestellt,

deren Intensitét der Fluoreszenz im Bereich des Zytoplasmas entsprach (Abbildung 64).
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Abbildung 64: C2-GFP Expression in den Epidermiszellen der Zwiebel

Epidermale Zwiebelzdlen wurden mit dem C2-GFP Expressonsplasmid transient transformiert und
anschlief3end auf das synthetisierte C2-GFP Frotein urtersucht. Im Vergleich zu dem GFP Rotein wurde éne
schwachere Anhaufung der C2-GFP Fusionsproteine im Zytoplasma und im Bereich des Zellkerns festgestellt.
Die Fluoreszenz im Bereich des Zellkerns entsprach der Intensitdt im Bereich des Zytoplasmas. Aufgrund der
Gréfe der C2-GFP Fusionsproteine sind sie nicht in der Lage passv in den Zellkern zu diffundieren. Die
Proteine besitzen keine Signalsequenz fur den aktiven Kerntransport und gelangen demzufolge nicht in den
Zellkern.

Das Bild A zegt die transformierten Epidermiszelle der Zwiebel bei UV-Licht, das Bild B zegt die Zelle im
Zellverband bei normalem Weisslicht. Der Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. Das Gewebe ist in 200 facher
Vergroferungdargestellt.
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Das putative C2-GFP Fusionsprotein hat ein Molekulargewicht von 94 Da, wodurch es zu
grof3 ist, um passv in den Zellkern zu dffunderen. Proteine, die groler as 40 kDa sind,
bendtigen bestimmte Signal sequenzen fir den aktiven Transport. Das C2-GFP Fusionsprotein
scheint keine dieser Signalsequenzen zu enthalten und gelangt daher nicht in den Zellkern.
Die schwache Fluoreszenz der Zellkerne wird vermutlich nu durch das den Zellkern
umgebende Zytoplasma hervorgerufen, in welchem sich de fluoreszierenden C2-GFP

Fusionsproteine befinden.

Im Gegensatz zu den Beobadhtungen mit dem C2-GFP Fusionsprotein wurde éne Anhaufung
der R-GFP Fusionsproteine ausschliefdich im Bereich der Zellkerne beobachtet (Abbildung
65). Aufgrund der bekannten Signalsequenzen in dem R-GFP Fusionsprotein wird es aktiv in
den Zellkern transportiert. In einigen Fdlen konre zusdtzlich eine Ansammliung im
Zytoplasma beobadtet werden, jedoch nur wenn der Zellkern sehr stark fluoreszierte (Daten

nicht gezeigt).

Abbildung 65:R-GFP Expression in den Epidermiszellen der Zwiebel

Epidermale Zwiebel zdl en wurden mit dem R-GFP Expresgonsplasmid transient transformiert und anschlief3end
auf das synthetisierte R-GFP Fusionsprotein untersucht. Es wurde ausschliefdlich eine Anhaufung im Bereich
des Zellkern beobadhtet. Aufgrund der Signal sequenzen im Protein, wird es aktiv in den Zellkern transportiert.
Das Bild A zeigt die transformierte Epidermiszdle der Zwiebel bei UV-Licht, das Bild B zdgt die Zelle im
Zellverband bei normalem Weisslicht. Der Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. Das Gewebe ist in 200 facher
Vergroferungdargestellt.

Diese Anhdufung der R-GFP Fusionsproteine im Zytoplasma ist vermutlich auf eine sehr
starke R-GFP Uberexpresson zurtickzufiihren. Vermutlich sind de Proteine limiti ert, die den
Kerntransport vermitteln, so dal3 R-GFP Fusionsproteine im Zytoplasma verbleiben. Zu
keinem Zeitpunk wurde jedoch eine vergleichbare Fluoreszenz wie mit den C2-GFP

Fusionsproteinen oder GFP Roteinen im Zytoplasma beobadtet.
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Die InD1-GFP und InFus-GFP Fusionsproteine wurden aus<chliefdich im Bereich der
Zellkerne nachgewiesen. In einigen Féllen wurde @ne geringe Ansammiung der InD1-GFP
und InFus-GFP Fusionsproteine im Zytoplasma beobadtet. Diese Fluoreszenz im
Zytoplasma trat jedoch nu bel einer starken Fluoreszenz der Zellkerne auf (Daten nicht
gezeigt). Die Ergebnise entsprechen damit den Beobachtungen, de mit den R-GFP

Fusionsproteinen gemacht wurden.

Abbildung 66: InD1-GFP und InFus-GFP Expression in den Epidermiszellen der
Zwiebel

Epidermale Zwiebelzdlen wurden mit den InD1-GFP und InFus-GFP Hasmiden transient transformiert und
anschlief3end auf die synthetisierten InD1-GFP und InFus-GFP Fusionsproteine untersucht. Bei Anregung mit
UV-Licht konnte eéne Anhaufung der InD1-GFP (A) und der InFus-GFP (C) Proteine ausschliefdlich im Zellkern
beobadchtet werden. Da die Proteine au grol3 (ca 103 kDa) fir die passve Diffusion in den Zellkern sind,
kdnnten sie Signal sequenzen fir den aktiven Transport enthal ten.

Die transformierten Epidermiszelen der Zwiebel sind in 200 facher Vergrolerung dargestellt. Die Bilder A und
C zdgen die Zellen bei UV-Anregung, die Bilder B und D zegen die Zellen im Zellverband bei normalem
Weisdicht. Die Zellkerne sind mit Pfeil en markiert.
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Die Proteine InD1-GFP und InFus-GFP scheinen in den Zellkern transportiert zu werden.
Proteine bis 40 kDa diffunderen passv in den Zellkern, Proteine die grofier sind, missen
aktiv in den Zellkern transportiert werden. Die passve Diffusion der InD1-GFP und InFus-
GFP Fusionsproteine in den Zellkern kann ausgeschlossen werden, da sie mit ca 103 KDa
dafir zu grofl3sind.

Aufgrund der Beobadhtungen dal3 de Fusionsproteine InD1-GFP und InFus-GFP trotz ihrer
Grole in den Zelkern gelangen, wurde die Vermutung bestétigt, dal3 sie mindestens eine
Signalsequenz fir den aktiven Kerntransport enthaten. Mit der Herstellung von
Deletionsproteinen wurde versucht, den hierfir verantwortlichen Bereich einzugrenzen. Die
entsprechenden Deletionsplasmide sollten etwa die Hdafte der In und InD koderenden
Sequenz enthalten.
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3.7.6 Herstellung von Deletionsplasmiden

Fur die Herstellung der Deletionsplasmide, wurden de bereits fur die Two Hybrid
Experimente hergestellten PCR Fragmente In-am und InD-carb verwendet (Abbildung 12,
Seite 53). Das ca. 1,2 kblange In-am Fragment kodiert fir den aminoterminalen Bereich des
Intensifier Proteins In (Aminosduren 1-366). Das ca 1 kblange InD-carb Fragment kodiert
fur den carboxyterminalen Bereich des Intensifier Proteins InD1 (Aminosduren 373690).
Die Aminosduresequenzen des carboxyterminalen Bereiches von InD1 und InFus stimmen

Uberein, daher musde der carboxyterminale Bereich vonInFus nicht extra analysiert werden.

3.7.7 Herstellung des In-am-GFP Expressionsplasmids

(siehe Abhildung 67)

Dascal,2 kblange In-am Fragment wurden mittels BamHI/Mlul Restriktion (2.2.2.3 aus der
Plasmid DNA #623 (2.2.2.) ausgeschnitten. Damit die Enden des Fragmentes und des
Vektors kompatibel zueinander sind, muf¥en sowohl die Enden des Fragmentes als auch de
Enden des Vektors aufgefillt werden. Nach der Isolierung des Fragmentes erfolgte die
Bestimmung der DNA Menge und de Ligation (2.2.3.6 in de BamHI (2.2.2.3 geschnittene
Plasmid DNA (2.2.2.29 des GFP Vektors pMon30049.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mogliche Orientierungen des
Fragmentes im Vektor. Um die Orientierung festzustellen wurde ais 24 unabhdngigen
Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert (2.2.2.) und mit Smal restringiert
(2.2.2.3. Die Restriktionsfragmente wurden anschlief3en elektorphoretisch aufgetrennt
(2.2.2.94 undanhand des verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.

Das resultierende Expressonsplasmid der positiven Bakterientransformanten und das

Fusionsprotein wurde ds In-am-GFP (Plasmid #73Q bezeichnet.

3.7.8 Herstellung des InD-carb-GFP Expressionsplasmids

(siehe Abbildung 67)

Fur die Amplifikation des InD-carb Fragmentes aus der cDNA von InD1 wurden de Primer
OL-53 undOL-28 verwendet. Durch sie wurden zusétzliche BamHI Schnittstellen fur die
Subkonierung in den GFP Vektor eingefiihrt. Des weiteren wurde, durch den Primer OI-53,
ein zusétzliches ATG Triplett fir den Tranglationsgart eingefugt.
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Das cal,1 kblange InD-carb Fragment wurde mittels BamHI Restriktion (2.2.2.3 aus der
Plasmid DNA # 659(2.2.2.) ausgeschnitten undisoliert (2.2.3.3. Nach der Bestimmung der
DNA Menge (2.2.2.5 erfolgte die ungerichtete Ligation (2.2.3.9 in de BamHI geschnittene
Plasmid DNA (2.2.2.29 des GFP Vektors pMon30049.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mdogliche Orientierungen des
Fragmentes im Vektor. Um die Orientierung festzustellen wurde ais 24 unabhdngigen
Bakterientransformanten de Plasmid DNA isoliert (2.2.2.) und mit mit Mlul/ EcoRI
restringiert (2.2.2.3. Die Restriktionsfragmente wurden  anschlief3en elektorpharetisch
aufgetrennt (2.2.2.49 undanhand des verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.

Das resultierende Expressonsplasmid der positiven Bakterientransformanten und das

Fusionsprotein wurde ds InD-carb-GFP (Plasmid #750Q bezeichnet.
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Abbildung 67: Herstellung der In-am-GFP und InD-car b-GFP Expressionsplasmide

Fir die Herstellung der Deletionsplasmide wurden die bereits fir die Two Hybrid Experimente hergestellten
PCR Fragment In-am und InD-carb verwendet (Abbildung 12, Seite 53). Das ca 1,2 kb lange In-am Fragment
kodiert fir den aminoterminalen Bereich des Intensifier Proteins In (Aminosduren 1-366). Das ca 1 kb lange
InD-carb Fragment kodiert fiir den carboxyterminalen Bereich des Intensifier Proteins IND1 (Aminosduren 373
690).

Die Primer (grine und rote Pfeile) OI-27 und OI-28 und OI-53 enthielten eine zusétzliche BamHI (B)
Schnittstelle, der Primer OI-53 enthielt des weiteren eine zusétzliche Mlul Schnittstelle (M). Durch den Primer
OI-53 wurde én zusétzliches ATG Triplett (grin) fir den Trandationsdart eingefuhrt.

Das In-am Fragment wurde mittels Restriktion mit Mlul/BamHI aus dem Plasmid #623ausgeschnitten. Damit
die Enden des Fragmentes und des Vektors kompatibel zueinander waren, mufdten diese aufgefillt werden. Das
Fragment wurde anschlieRend ungerichtet in die aufgefillte BamHI Schrittstelle des Vektors pMon30049
einkloniert. Die Orientierung des Fragmentes im GFP Vektor wurde durch Restriktion mit Smal (Sm)
festgestellt.

Das InD-cab Fragment wurde mittels Restriktion mit BamHI aus dem Plasmid #659 ausgeschnitten und
ungerichtet in die BamHI Schnittstelle des Vektors pMon30049einklioniert. Die Orientierung des Fragmentes im
GFP Vektor wurde durch Restriktion mit MIul/EcoRI (E) festgestellt.

Die resulti erenden Expressonsplasmide wurden al s In-am-GFP und InD-carb-GFP bezechnet.
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3.7.9 Herstellung des InD-am-GFP Expressionsplasmids

(siehe Abbildung 68)

Ein 1,2 kblanger Bereich wurde aus dem Plasmid 2.1 InD1 mittels PCR und Pfx-DNA
Polymerase (2.2.3.5 amplifiziert. Durch die verwendeten Primer Ol-27 undOl-54 wurden
zusétzliche BamHl und Mlul Schnittstellen eingefligt, die ene spéere Subkonierung
ermoglichten. Das PCR Produk wurde in de EcoRV/Smal geschnittene (2.2.2.3 Plasmid
DNA (2.2.2.9 des Vektors pBluescript I1 SK+ ligiert und vdl sténdig sequenziert (2.2.4).

Das cal,2 kblange InD-am Fragment wurden mittels BamHI/Mlul Restriktion (2.2.2.3 aus
der Plasmid DNA ausgeschnitten undisoliert 2.2.3.3 Damit die Enden des Fragmentes und
des Vektors kompatibel zueinander sind, muf¥en sowohl die Enden des Fragmentes als auch
die Enden des Vektors aufgefillt werden. Nach der Isolierung des Fragmentes erfolgte die
Bestimmung der DNA Menge und de Ligation (2.2.3.6 in de BamHI (2.2.2.3 geschnittene
Plasmid DNA (2.2.2.2 des GFP Vektors pMon30049.

Aufgrund der ungerichteten Klonierung ergaben sich zwel mogliche Orientierungen des
Fragmentes im Vektor. Um die Orientierung festzustellen wurde ais 24 wnabhéngigen
Bakterientransformanten die Plasmid DNA isoliert (2.2.2.) und mit Smal restringiert
(2.2.2.3. Die Restriktionsfragmente wurden anschlief3en elektorphoretisch aufgetrennt
(2.2.2.94 undanhand des verwendeten Standards bestimmt (2.2.2.5.

Das subKonierte PCR-Fragment kodiert fir die Aminoséuren 1-372 vonlnD1. Das InD-am
Fragment entspricht, in der Lange und der kodierenden Region, dcem In-am Fragment
(Abbildung 67). Das resultierende Expressonsplasmid der positiven Bakterientransformanten
und ds Fusionsprotein, wurden a's InD-am-GFP (Plasmid #816 bezeichnet.
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Abbildung 68: Herstellung des I|nD-am-GFP Expressionsplasmids

Ein 1,2 kb langer Bereich (InD-am) wurde aus der cDNA 2.1 InD per PCR amplifiziert. Hierflr wurden die
Primer OI-54 wnd OI-53 (roter und griner Pfeil) verwendet. Die Primer enthielten eine zusétzliche BamHI (B)
und eine ausédtzliche Mlul (M) Schnittstelle, die éne spétere Subklonierung ermdglichten. Das PCR Produkt
wurde in die kompatible EcoRV (RV)/ Smal (Sm) Schnittstelle von pBluescript |l SK+ einkloniert und
voll standig sequenziert. Anschlief3end wurde das InD-am Fragment mittels Restriktion mit Mlul/BamHI aus dem
Vektor pBluescript Il SK+ ausgeschnitten. Damit die Enden des Fragmentes und des Vektors kompatibel
zueinander waren, muféten diese aufgefillt werden. Das Fragment wurde anschliefiend ungerichtet in die
aufgeflllte BamHI Schnittstelle des Vektors pMon30049 kloniert. Die Orientierung des Fragmentes im GFP

Vektor wurde durch Restriktion mit Smal (Sm) festgestellt.

Das resultierenden Expressonsplasmid wurden als InD-am-GFP bezechnet. Das InD-am Fragment entspricht,
in der Lange und der kodierenden Region, dem In-am Fragment (Abbil dung 67).
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Um die korrekte Klonierung im richtigen Leserahmen zu gewéhrleisten, wurden alle
hergestellten GFP Expressonsplasmide durch Sequenzierung der Fusionsdell e Uberprift. Die
resulti erenden GFP Fusionsproteine In-am-GFP, InD-am und InD-carb sind im Vergleich zu
IND-GFP undInFus-GFP in Abbildung 69 schematisch dargestellt.

Expressions Fusionsproteine MW in

plasmide kDa

InD-GFP | iDL [ GFP | ~ 102
||

InFus-GFP _Ink ~ 10z
InFus In-am | InD-carb ]
L
In-am-GFP In-am GFP_| ~ 69
InD-an-GFP | | InD-am GFP_| ~ 68
1
InD-carb-GFP InD-catb |  GFP_| ~61
| ]

Abbildung  69: Schematische  Darstellung der deletierten Intensifier
GFP-Fusionsproteine

Es konnte gezegt werden, dal3 de Fusionsproteine InD1-GFP und InFus-GFP trotz éner Gréfe von ca 103kDa
in den Zellkern gelangen. Damit wurde die Vermutung bestétigt, da’ sie Signalsequenzen fir den aktiven
Kernimport enthalten. Mit der Herstellung von Deletionsproteinen wurde versucht, den hierflr verantwortlichen
Bereich einzugrenzen. Die Proteine sollten dazu zu etwa 50% del etiert werden.

Die resultierenden GFP Fusionsproteine In-am-GFP, InD-am und InD-carb sind im Vergleich zu InFus-GFP und
IND-GFP dargestellt.

Die Molekulargewichte (MW) der Fusionsproteine sind in Kilo Dalton (kDa) angegeben. Die gelbe Markierung,
inden InD1, InFus und InD-carb Proteinen, markiert die basische Helix-Loop-Helix Region. Hier befindet sich
eine charakterisierte Kernlokalisierungssequenz (Shieh et al.,1993 in der Aminosauresequenz von R

13¢



Ergebnisse

3.7.10 Nachweis der Deletionsproteine in transient transformierten

Epidermiszellen der Zwiebel durch Fluoreszenzmikroskopie

Nacdh der biolistischen Transformation (2.2.7) erfolgte der Nachwels der Expresson duch
Fluoreszenzmikroskopie (2.2.8 bel 200fader Vergrélerung.

Das InD-carb-GFP Fusionsprotein wurde vorwiegend im Bereich der Zellkerne lokalisiert
(Abbildung 70). Zusétzlich wurde ene schwache Fluoreszenz des Zytoplasmas festgestellt,
wenn de Zellkerne sehr stark fluoreszierten (Daten nicht gezeigt). Das InD-carb-GFP
Fusionsprotein (61kDa) verhdlt sich damit wie die R-GFP (Abbildung 65), InD-GFP und
InFus-GFP (Abbildung 66) Proteine undscheint ebenfalsim Zellkern lokalisiert zu sein.
Proteine die gréfier als 40 kDa sind, kendtigen bestimmte Signalsequenzen fir den aktiven
Transport in den Zellkern. Eine passve Diffusion des InD-carb-GFP Fusionsproteins in den
Zellkern kann ausgeschlossen werden, da das Protein grof3er als 40 kDaist. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, das der InD-carb Bereich mindestens eine Signalsequenz fir den aktiven
Transport in den Zellkern enthélt.

A

Abbildung 70: InD-carb-GFP Expression in den Epidermiszellen der Zwiebel

Epidermale Zwiebelzdlen wurden mit dem InD-cab-GFP Expressonsplasmid transient transformiert und
anschlief3end auf die Expression des Fusionsproteins untersucht. Bei Anregung mit UV-Licht konnte eéne
Ansammlung des InD-carb-GFP Fusionsproteins ausschliefflich im Bereich des Zellkerns beobadhtet werden.
Das Fusionsprotein verhalt sich damit wie die R-GFP (Abbil dung 65), InD-GFP und InFus-GFP (Abbildung 66)
Fusionsproteine. Da das InD-carb-GFP Fusionsprotein zu grol3 (ca 61 kDa) fur die pasdve Diffusion in den
Zellkernist, konnte es Signal sequenzen fur den aktiven Transport enthalten.

Das Bild A zeigt die transformierte Epidermiszellen der Zwiebel bei UV-Licht, das Bild B zegt die Zelle im
Zellverband bei normalem Weisslicht. Die Lage des Zellkerns ist mit einem Pfeil markiert. Das Gewebe ist in
200fadcher Vergroferungdargestellt.

Transformierte Zwiebelzellen de In-am-GFP und InD-am-GFP Fusionsproteine
synthetisieren zeigten, dald dese Proteine im Zytoplasma &kumulieren. Des weiteren wurde

137



Ergebnisse

nur eine schwade Fluoreszenz durch de In-am-GFP und InD-am-GFP Fusionsproteine im
Bereich der Zellkerne festgestellt, die der Intensitét der Fluoreszenz im Zytoplasma entsprach.
Die schwache Fluoreszenz des Zellkerns wird vermutlich nu hervorgerufen duch das den
Zellkern umgebende Zytoplasma, in welchem sich de In-am-GFP und InD-am-GFP
Fusionsproteine befinden. Die In-am-GFP und InD-am-GFP Fusionsproteine haben ein
Molekulargewicht von 69 Da, woduch sie zu gol3 sind un passv in den Zellkern zu
diffunderen. Sie verhadten sich wie die C2-GFP Fusionsproteine (Abbildung 64) und

scheinen keine Signal sequenzen fur den aktiven Kerntransport zu enthalten.

Abbildung 71: In-am-GFP und InD-am-GFP Expression in den Epidermiszellen der
Zwiebel

Epidermale Zwiebelzdlen wurden mit den In-am-GFP und InD-am-GFP Expressionsplasmiden transient
transformiert und anschliefend auf die Expression der In-am-GFP (A, B) und InD-am-GFP (C, D)
Fusionsproteine untersucht. Es wurde @ne schwache Ansammlung der Fusionsproteine im Zytoplasma und im
Bereich des Zellkerns festgestellt (A, C). Die Fluoreszenz im Bereich des Zellkerns entsprach der Intensitét des
Zytoplasmas.

Die In-am-GFP und InD-am-GFP Fusionsproteine haben ein Molekulargewicht von 69 kDa, wodurch sie zu
grof3 sind um passv in den Zellkern zu diffundieren. Sie verhalten sich wie die C2-GFP Fusionsproteine
(Abbildung 64) und scheinen keine Signalsequenzen fir den aktiven Kerntransport zu enthalten.

Die Bilder A und C zeigen die transformierten Epidermiszdlen der Zwiebel bei UV-Licht. Die Bilder C und D
zeigen die Zelle im Zellverband bei normalem Weisdicht. Die Zellkerne sind mit einem Pfeill markiert. Das
Gewebeist in 200facdher Vergroferungdargestellt.
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3.7.11 Zusammenfassung der in vivo Lokalisation

In den in deser Arbeit vorgestellten Two Hybrid Experimenten wurde die Interaktion cer
Intensifier Proteine (IND1 undInFus) sowohl mit dem C1 Protein als auch mit dem R Protein
nachgewiesen. Es ist vorstellbar, dal} de Intensifier Proteine mit R um das C1 Protein
konkurieren kénrten undso eine Regulation der in vivo Aktivitét der Zielgene afolgt.

Um festzustellen ob de postulierte Interaktion auch in planta erfolgen konrte, wurde
untersucht ob dese Proteine zumindest im selben Zellkompartiment (Zellkern) vorliegen.
Hierzu wurden in vivo Lokalisationsgudien mit dem griinen fluoreszierenden Protein (GFP)
als Reporterprotein durchgefihrt.

Fur den Vergleich mit einem experimentell nadhgewiesenen kernlokali sierten Protein (Shieh
et al., 1993 wurde die entsprechende dNA von R mit dem GFP Reportergen fusioniert (R-
GFP). Fir den Vergleich mit enem Protein, welches keine bekannten
Kernlokali sierungssequenzen enthélt, wurde en GFP Fusionskonstrukt mit der cDNA von C2
(C2-GFP) hergestellt (Abbildung 53). Die entsprechenden Intensifier cDNAs wurden
ebenfall s mit dem GFP Reportergen fusioniert (InFus-GFP, InD1-GFP).

Die hergestellten Plasmide wurden in verschiedene Gewebe transient transformiert und de
Lokalisation der  expremierten  Fusionsproteine  mittels  Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen. Hierbel konrne gezeigt werden, das Tabakblatter, Maisbltter, Maiscutellum,
Narbenfdden vonMais und de Zellen einer Maissuspensionskultur keine geagneten Gewebe
fir die in vivo Lokalisation darstellen. Die mehrschichtigen Gewebe liefien keine
befriedigende Dokumentation zu. Mit der optimierten Transformation von epidermaen
Zwiebelzellen war dagegen eine sehr gute Dokumentation mdglich. Diese Zellen sind grof3
und relativ transparent und liegen als einzelne Zellschicht vor. Sie wurden daher fur

detaili erte Studien zur in vivo Lokali sation verwendet.

In transient transformierten Zwiebelzellen erfolgte eine Anhdufung des GFP Roteins,
aufgrund der geringen Grole von 27 Da, sowohl im Zelkern as auch im Zytoplasma
(Abbildung 63, Seite 127). Im Vergleich zu dem GFP Rotein zeigten Zwiebel zellen mit dem
C2-GFP Fusionsprotein auch eine Ansammlung der Proteine im Zytoplasma (Abhbildung 64,
Seite 127). Das C2-GFP Fusionsprotein scheint keine Signalsequenz fir den aktiven
Kernimport zu enthalten und gelangt daher nicht in den Zellkern. Im Gegensatz zu den
Beobachtungen mit dem C2-GFP Fusionsprotein wurde ene Anhdufung der R-GFP

Fusionsproteine ausschliefdlich im Bereich der Zellkerne beobaditet (Abbildung 65, Seite
13¢
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128). Aufgrund der bekannten Signalsequenzen in dem R-GFP Fusionsprotein (Shieh et al.,
1993 wird es aktiv in den Zellkern transportiert.

Die InD1-GFP und InFus-GFP Fusionsproteine wurden ausschliefdlich im Bereich der
Zellkerne nadhgewiesen (Abbildung 66, Seite 129. Hierdurch wurde die Vermutung
bestétigt, dal3 dese Fusionsproteine Signalsequenzen fur den aktiven Kernimport enthalten.
Mit der Herstellung von Deletionsproteinen wurde versucht, den hierfir verantwortlichen
Bereich einzugrenzen. Die entsprechenden Deletionsproteine In-am-GFP, InD-am-GFP und
InD-carb-GFP  enthielten, ausgehend vam aminoterminalen  Ende (am) oder
carboxyterminalen Ende (carb), etwa die Ha fte der InFus oder InD1 Proteine (Abbildung 69).

Das InD-carb-GFP Fusionsprotein wurde vorwiegend im Bereich der Zellkerne lokalisiert
(Abbildung 70, Seite 137). Im Gegensatz hierzu wurden de In-am-GFP und InD-am-GFP
Fusionsproteine ausschliefdlich im Zytoplasma lokalisiert (Abbildung 71, Seite 138). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 nu der InD-carb Bereich mindestens eine Signal sequenz
fUr den aktiven Transport in den Zellkern enthdlt. Dabei handelt es sch vermutlich um die,
aufgrund s Proteinvergleiches postulierte Signalsequenz, in der basischen Helix-Loop-
Helix Region.

Zusammenfasend weisen de Ergebnisse aus den in vivo Lokalisationsgudien darauf hin, dal3
die Intensifier Proteine in den Zellkern transportiert werden konren. Dies deutet darauf hin,
dai’ dese Proteine @ne Funktion al's Transkriptionsfaktoren haben kénrten undauch in planta

sowohl mit C1 als auch Rinteragieren kdnrten.
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4 Diskussion

4.1 Vorbemerkung

Die Pigmentierung der Maispflanze afolgt unter anderem durch de Ansammlung der gelben
bis orangen Carotinoide und der roten his blauen Anthocyane. Der Anthocyanbiosyntheseweg
konrte mit Hilfe von radioaktiv markierten Vorstufen weitgehend aufgeklart werden. Viele an
dieser Synthese beteil igten Strukturgene undregulative Gene wurden bereits identifiziert. Der
zentrale Schritt der Anthocyanbiosynthese wird duch de Chalkonsynthase katalysiert. Die
Chakonsynthase wird vonden dupizierten Strukturgenen C2 undWhp (white pollen) kodiert.
Damit eine Expresson der Chakonsynthase erfolgt, missen verschiedene Produke
regulierender Gene vorliegen. Es missen urter anderem ein Vertreter der myc-homologen
Proteine (R, B) undein Vertreter der myb-homologen Proteine (C1, Pl) zusammenwirken. In
den meisten Pflanzenteilen wirken B+Pl, dagegen wirken R+C1 in den Antheren, in der
Coleoptile undin der triploiden Aleuronschicht.

Die Ansammlung der Anthocyane in der Aleuronschicht wird auch durch das, ebenfall s myc-
homologe (Abbildung 2, Seite 5), Prodult des Intensifier Gens beeinflusg. Die Produlte der
verschiedenen Intensifier Allele In, InD undin scheinen einen negativ regulierenden Einfluf3
auf das Schliisslenzym Chalkonsynthase der Anthocyanbiosynthese zu haben. (Abbildung 4,
Seite 9). Franken et al. (1991) vermuten, dal3 des Intensifier Genprodukt nur auf eines der
dupizierteten Chalkonsynthasegene wirkt. Sie konrten zeigen, dal3 hierbel die Expresson des
Whp Gens beeinflul® wird.

Welchen Wirkungsmedanismus hierbei das Intensifier Genprodukt hat, ist noch nicht
geklart. Aufgrund der Homologie zu den myc-homologen Transkriptionsfaktoren vermuten
Burr et al. (1996, dal das Intensifier Genproduk auf der Ebene der Transkription as
Repressor wirkt. Im Gegensatz hierzu vermuten Franken et al. (1991 undRojek (1996 einen
reguli erenden Einflul3 auf der Ebene der post-Transkription.

Im Rahmen deser Arbeit wurde untersucht, ob das negativ regulierende Intensifier
Genprodukt ein mogli cher Interaktionspartner des positiv reguli erenden myc (R) oder des myc
(C1) homologen Proteins sin koénrte (Abbildung 5, Seite 10) und dadurch die Expresson der

Chalkonsynthase beanflusd. Dies kdnrte seine mogli che Funktion als Repressor erkléren.

Anhand der durchgefuihrten Untersuchungen mit den im Two Hybrid System verwendeten

Proteinen (R, Rdel, C1, C1-l, InD1, InFus, InXS) wird diskutiert, ob dese Proteine a@ne
141



Diskusson

transkriptionsaktivierende  Doméne besitzen und welcher Bereich der Proteine fir
Interaktionen verantwortlich sein konrte. Hierzu wird auf die Methode des Two Hybrid
Systems eingegangen. Anhand der Untersuchungen zur in vivo Lokalisation mit den
verwendeten Proteinen (R, C2, InD1, InFus) wird diskutiert, ob es sch bei dem Intensifier
Genprodukt mégli cherweise um einen Transkriptionsfaktor handeln konrte.

Anschliefiend wird eine mogliche Wirkungsweise des Intensifer Genprodulis diskutiert,
beziglich der Expresson der Strukturgene. Abschlief3end wird ein Ausblick Uber weitere

Versuche mit dem Intensifier Genproduk gegeben.

4.2 Untersuchungen mit dem Two Hybrid System

Fir die Untersuchungen mit dem Two Hybrid System (Abbildurng 7, Seite 11) wurden drel
verschiedene putative Intensifier Proteine getestet: das Protein eines korrekt gespleifdten
Transkriptes des InD Allels (Kopie InD1) und dhs Protein eines nicht-korrekt gespleildten
Transkriptes des In Allels (InXS). Das voll standige In Protein konrte nicht untersucht werden,
da kein entsprechendes Transkript verfligbar war. Statt dessen wurde en In-dhnliches

Fusionsprotein aus Teilen vonln undInD1 hergestellt. Dieses wurde a's InFus bezeichnet.

Als Interaktionspartner dieser Intensifier Proteine wurden das myc-homologe R Protein und
das myb-homologe C1 Protein verwendet. Es wurde vermutet, da3 de endogene
transkriptionsaktivierende Domane von C1 eine hohe Hintergrundaktivitdt der Reportergene
des Two Hybrid Systems verursachen wirde. Daher wurde beschlossen, zusétzlich zu dem C1
Protein ein mutiertes Protein zu verwenden, wel ches kel ne transkriptionsaktivierende Doméne
besitzt. Es wurde ewartet, dal3 mit diesem C1-1 Protein (Paz-Ares et al., 199Q keine
Hintergrundaktivitét festzustellen ist. Des weiteren konrte hiermit untersucht werden, ob
diese transkriptionsaktivierende Doméne fir eine Interaktion mit dem Intensifier Protein
esentiell ist. Dies konnte Hinwelse dartiber geben, ob as Intensifer Protein seine negativ
regulierende Funktion duch Bindung an de transkriptionsaktivierende Domane von C1

ausliben konrte.

Goff et al. (1992 konrten eine Interaktion zwischen dem C1 Protein und é&m R-homologen
B Protein nu mit einem deletierten B Protein nachweisen. Sie verwendeten ein B Protein, aus
welchem der Bereich mit der basischen Helix-Loop-Helix-Region entfernt wurde. Da ewartet
wurde, dal3 mit dem R Protein dhnliche Ergebnise ehalten werden, wurde fur die in deser
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen, ein ahnlich verkirztes Protein von R (Rdel)

verwendet. Hiermit kdnrnten Hinweise darUber erhalten werden, ob de Interaktion des
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Intensifier Genprodukties mit dem carboxyterminalen Ende des R Proteins oder mit einem

anderen Bereich des R Proteins erfolgen kann.

Die aif Interaktion zu testenden Proteine (R, Rdel, C1, C1-1, InD1, InXS InFus) wurden
sowohl an das carboxyterminale Ende der Aktivierungsdomédne (AD) as auch an das
carboxyterminale Ende der DNA Bindedoméne (BD) von Gal4 fusioniert (Abbildung 72).

In den Untersuchungen mit dem Two Hybrid System wurde speziell darauf geachtet, ob es
Unterschiede in dem Verhaten der Proteine ds BD-Fusion oder AD-Fusion gibt.
Beispielsweise kdnrte sich eine Interaktion der zu testenden Proteine nur nachweisen lassen,
wenn das eine Protein mit der AD und dbs andere Protein mit der BD fusioniert ist, aber nicht

in der anderen Orientierung.
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Abbildung 72: Auf in vivo I nteraktion getestete myc- und myb-homologe Proteine

Fir die Untersuchung auf eine mdgli che Interaktion wurden verschiedene putative Intensifier Proteine getestet:
das voll sténdige putative Protein des InD Allels (Kopie InD1) und das verkirzte putative Protein eines nicht-
korrekt gespleifiten Transkriptes des In Allels (InXS); das vollstandige putative Protein des In Allels war nicht
verflgbar. Es wurde daher ein In-8hnli ches Fusionsprotein (InFus) aus Teilen von In und InD1 hergestellt. Der
Aminosduresequenzvergleich von InD1, InXS und InFus befindet sich im Anhang (Abbildung 78, Seite 172).
Die schwarz/ orange schraffierte Region markiert die basische Helix-Loop-Helix Region in den Intensifier
Proteinen. Die Funktion der am carboxyterminalen Ende gelegenen Region von R (rosa/ weil3 schraffiert), ist
noch unklar. Der Balken ber dem R Protein markiert die saure Doméne, die typisch fir diese Klasse von
Transkriptionsfaktoren ist. Dem Rdel Protein fehlt der carboxyterminale Bereich mit der basischen Helix-Loop
Helix Region (schwarz/ rosa schraffiert). Das Rdel und das vollstéandige Protein R enthalten den Bereich (rosa/
blau schraffiert), der fur die Interakion mit dem Bereich (schwarz/ weil3 schraffiert) von C1 oder C1-1 Protein
benttigt wird. Dem C1-1 Protein fehlt die exdogene transkriptionsaktivierende Domane (schwarz/ blau
schraffiert).

Die Anzahl der Aminosduren (AS) der Proteine ist angegeben Die Proteine wurden sowohl an das
caboxyterminale Ende der Aktivierungsdoméane (AD) als auch an das carboxyterminale Ende der DNA
Bindedoméne (BD) von Gal4 fusioniert.
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4.2.1 Transkriptionsaktivierende Domane in den myc-homologen Proteinen

Bei Transformanten, welche die BD-R oder BD-Rdel Fusionsproteine enthalten, wurde ene
hohe Hintergrundaktivitét der Reportergene HIS3 und lacZ festgestellt (Kapitel 3.5.1). Das
lalt darauf schlieffen, dal? sowohl das vollstandige BD-R Fusionsprotein als auch das
verklrzte BD-Rdel Fusionsprotein eine endogene transkriptionsaktivierende Doméne besitzt.
Hierbel scheint die Region 253-388 fir die Funktion der Doméne essentiell zu sein, da an
entsprechend werklrztes Fusionsprotein BD-R (Rdelgrotewold), iN den von Grotewold et al.
(2000 durchgefiihrten Two Hybrid Experimenten, keine transkriptionsaktivierende
Eigenschaft zeigte (Abbildung 73).

—,
BD-R B KA [ |As1610

BD-Rdel BD{7 ] AS1-388

Abbildung 73 Vergleich der verschiedenen BD-R Fusionsproteine fur die

Untersuchungen mit dem Two Hybrid System

Die Fusionsproteine BD-R und BD-Rdel enthalten einen transkriptonsaktivierenden Bereich, der in dieser Arbeit
nachgewiesen werden konnten. Das von Grotewold et al. (2000) verwendete BD-Rdel g otenold FUSIONSProtein
zeigte dagegen keinen transkriptionsaktivierenden Effekt. Der Balken tber dem R Protein markiert die saure
Doméne des Transkriptionsfaktors.

Der fir die Interaktion mit C1 bendtigte Bereich ist rosalblau schraffiert. Die schwarz/ rosa schraffierte Region
markiert die basische Helix-Loop-Helix Region, die fur die Dimerisierung und DNA-Bindung benétigt wird. Am
caboxyterminalen Ende (weil¥ rosa schraffiert) befindet sich eine Region unbekannter Funktion. Die in den
Fusionsproteinen enthaltenen Aminosauren von R sind angegeben.

BD (DNA-Bindedoméne von Gal4, griin).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dald ds BD-R Fusionsprotein ene
transkriptionsaktivierende Domane besitzen konrte. Vemutlich handelt es sch hierbei um die
von Ludwig et al. (1989 postuli erte saure Doméne, im Bereich der AS 188318 vonR.

Bel Transformanten, welche die verschiedenen Intensifer-Proteine synthetieren (InFus, InD1,
INXS in Fusion mit der AD oder BD), wurde keine Hintergrundaktivitdt der Reportergene
beobadhtet (Kapitel 3.5.1). Dies kdnrnte darauf hinweisen, dald de verschiedenen Intensifier
Proteine keine transkriptionsaktivierende Doméne enthaten oder dal3 duch de Fusion mit
den Domanen von Ga4, eine mogliche transkriptionsaktivierende Domane aifgrund
sterischer Behinderung funktionslos wird. Die Theorie, da3 de Intensifier Proteine keine
transkriptionsaktivierende Doméne enthalten, wird duch erst kirzlich duchgefihrte
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transiente Expressonsgudien mit dem InD1 Protein urterstiitzt, bei denen de Promotoren der
Strukturgene C2 und Whp des Anthocyanbiosyntheseweges untersucht wurden. Hierbei
konrte gezeigt werden, dal3 dbs vollsténdige Protein des Intensifier Allels InD1 nicht in der
Lageist, die Expresson des nadhgeschalteten Reportergens zu aktivieren (Kirsch, 2003.

4.2.2 Die Intensifier Proteine als maogliche Interaktionspartner des
myc-homologen Proteins R

Die Ergebniss aus den Untersuchungen der Transformanten de zusétzlich zum AD-R oder
AD-Rdel Fusionsprotein das BD-InD1 (Kapitel 3.6.5 oder das BD-InXS (Kapitel 3.6.3
Fusionsprotein synthetisieren weisen darauf hin, dal3 zwischen desen Proteinen keine
Interaktion erfolgt (Abbildung 49, Seite 109).

Bel dem reziproken Versuchsansatz wurden davon abweichende Ergebnise ehaten (Kapitel
3.6.6. Durch de Vewendung von Transformanten, de das alein aktivierende BD-R
Fusionsprotein enthalten, konrte gezeigt werden, dal3 de Aktivitdt des Reportergens lacZ
durch de Gegenwart des AD-InXS oder AD-InD1 Fusionsproteins beanfluf@ wird. Sowohl
das AD-InXS as auch das AD-InD1 Fusionsprotein scheinen demzufolge mit dem BD-R
Fusionsprotein zu interagieren (Abbildung 49, Seite 109 und ddurch de &tivierende
Funktion des BD-R Fusionsproteins zu hemmen. Hierbe wurde mit dem AD-InXS, im
Vergleich zu dem AD-InD1, eine schwadere Reduktion der durch BD-R verursachten
Hintergrundaktivitat des lacZ Reportergens festgestellt. Das deutet darauf hin, dal3 das
AD-InD1, im Gegensatiz zu dem AD-InXS die &tivierende Funktion des BD-R
Fusionsproteins effektiver beeinflusen kann.

Durch de Verwendung von Transformanten, de das alein aktivierende BD-Rdel
Fusionsprotein enthalten, konrte gezeigt werden, dal3 de Aktivitdt des Reportergens lacZ
durch de Gegenwart des AD-InXS oder AD-IND1 Fusionsproteins nicht beanfluf¥ wird.
Hierdurch kann abgeleitet werden, dald3 zwischen desen Fusionsproteinen vermutlich keine
Interaktion besteht (Abbildung 49, Seite 109).

Die Ergebnise weisen darauf hin, dald ein vadlstandiges Intensifier Genprodult besser mit
dem R Protein interagieren kann, as ein verkirztes Intensifier Genprodukt. Des weiteren
deuten sie darauf hin, da} de Interaktion des Intensifier Genprodukes mit dem
caboxyterminalen Ende des R Proteins erfolgt. Im carboxyterminalen Ende des R Proteins
befindet sich de basische Helix-loop-Helix Region, defir die DNA-Bindung bendtigt wird.

Hierdurch &3t sich sich eine mdgli che Wirkungsweise des Intensifier Genproduktes ableiten:

Durch de Interaktion des Intensifier Genproduktes mit der carboxyterminalen Region vonR
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konrte die DNA Bindung @s R Proteins an Promotoren gehemmt werden. Hierdurch ware
das R Protein nicht mehr in der Lage, die Expresson deser Gene zu aktivieren.

4.2.3 Die Intensifier Proteine als mogliche Interaktionspartner der

myb-homologen Proteine C1 und C1-I

Die Ergebnise aus den Untersuchungen der Transformanten de zusétzlich zum BD-C1
Fusionsprotein das AD-R, das AD-InD1 oder das AD-InFus Fusionsprotein synthetisieren,
weisen auf eine Interaktion des BD-C1 mit diesen Proteinen hin. Im Gegensatz hierzu scheint
zwischen dem BD-C1 und dem AD-InXS Fusionsprotein keine Interaktion zu erfolgen
(Kapitel 3.6.1, Abbildung28, Seite 77).

Wird de Stérke der Interaktion anhand der Expresson des Reportergens lacZ gemessen, so
scheint sie zwischen BD-C1 und AD-R am stérksten zu sein. Wesentlich schwéader scheint
sie zwischen AD-InD1 und BD-C1 und am schwadsten zwischen AD-InFus und BD-C1 zu
sein (Abbildung 74).

) (AD &

Expression des lacZ Reportergens

Abbildung 74: Mdgliche Interaktionsgarke aniger Fusionsproteine

Dient die Expression des lacZ Reportergens als Mal3 fur die Stérke der Interaktion, so scheint die Interaktion
zwischen AD-R und BD-C1 am stérksten zu sein. Am geringsten scheint sie zwischen AD-InFus und BD-C1 zu
sein. Interagierende Proteine sind Uberlappend dargestellt. AD (Aktivierungsdoméne von Gal4, gelber Kreis),
BD (DNA-Bindedoméne von Gal4, griiner Kreis)

Aus weiteren Untersuchungen geht hervor, dald de gleichen Proteine, die mit dem BD-C1
Fusionsprotein interagieren kénren, vermutlich auch mit dem BD-C1-l Protein interagieren
konren (Kapitel 3.6.2. Auch hier scheint die Interaktion mit AD-R am stérksten zu sein.
Wesentlich schwédher scheint die Interaktion mit AD-InD1 und am schwadisten mit
AD-InFus zu sein.

Dem C1-l Protein fehlt, im Gegensatz zu dem C1 Protein, de transkriptionsaktivierende
Doméne am carboxyterminalen Ende. Hierdurch deuten die Ergebnisse darauf hin, dal3 de
Intensifier Proteine nicht mit der transkriptionsaktivierenden Doméne von C1 interagieren,
sondern mit einer anderen Region des C1 Proteins.

Der Aminosauresequenzvergleich des InFus (éhnelt dem In Protein) und des InD1 Proteins
mit anderen myc-homologen Proteinen zeigt einen stark konservierten Bereich. Dieser

Bereich liegt, relativ zu der Sequenz von In, zwischen den Aminosduren 1-228 (Abbildung 2,
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Seite 5). Da dieser Bereich nicht vollstandig im InXS Protein vorhanden ist, konrte dadurch
eine Interaktion ausbleiben.

Aus den dargestellen Ergebnisen |83t sich eine weitere mdgliche negativ regulierende
Wirkungsweise des Intensifier Genproduktes ableiten: das Intensifier Genprodult scheint
sowohl mit R als auch mit C1 interagieren zu koénren. Moglicherweise konkuriert das
Intensifier Genprodukt mit R sogar um dieselbe Interaktionsdelle im C1 Protein. Hierbei
scheinen de Produkte der verschiedenen Intensifier Allele a@ne unterschiedlich starke
Bindung mit C1 eingehen zu konren. Die stérkste Interaktion scheint aber zwischen R und C1
zu bestehen.

4.2.4 Homo- und Heterodimerisierung

Die Ergebnise ais den verschiedenen Untersuchungen mit den C1, InXS und InFus
Fusionsproteinen (Kapitel 3.6.1, 3.6.3 3.6.4 deuten darauf hin, dal3 dese Proteine keine
aktivierenden Homodimere (z.B. AD-InXS + BD-InXS oder AD-InFus + BD-InFus) bilden
konren. Des weiteren scheinen ebenfalls keine &tivierenden Heterodimere aus den InXS
InFus und IND1 Fusionsproteinen gebildet zu werden (z.B. AD-InXS + BD-InFus) (3.6.3,
3.6.43.6.5.

Bel den Untersuchungen zur Homodimeriserung des InD1 Fusionsproteins (AD-InD +
BD-InD ) wurden widerspriichliche Ergebnise ehaten. Hier wurde die Expresson nu eines
der beiden Reportergene, des HIS3, festgestellt (Kapitel 3.6.95. Des weiteren scheint das HIS3
nur sehr schwad aktiviert zu werden, da bel den entsprechenden Hefezellen ein sehr
schlechtes Wadstum auf Histidinmangelmedium festgestellt wurde. Sie bildeten kleinere
Kolonienim Vergleich zu der Kontrolle, die @an namales Wachstum zeigte. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dal3 das InD1 Fusionsprotein anscheinend Dimere bilden kann, dese aer
mit dem Two Hybrid System nur schwer nadhzuweisen sind. Die Ursadhe fir die
unterschiedliche Expresson der Reportergene HIS3 und lacZ konrte hierbei an einer sehr
schwaden Interaktion der InD1 Fusionsproteine oder an einer zeitli ch begrenzten Interaktion
der InD1 Fusionsproteine liegen. Beide Mdgli chkeiten wirden vermutlich dazu fuhren, dal3 zu
wenig funktionelle Ga4 Transkriptionsfaktoren varliegen, de fir eine konstitutive
Expresson dcer Reportergene HIS3 undlacZ bendtigt werden.

Des weiteren ware moglich, dal3 zwar eine starke Interaktion zwischen diesen Fusionsproteine
vorliegt, diese gebildeten Dimere @er die Reportergene nicht aktivieren konren. Das
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Ausbleiben der Reportergenaktivierung kénnte beispielsweise dadurch erfolgen, dal3 bel
diesen Dimeren de Funktion des Gal4 nicht voll standig wiederhergestellt wird.

Hinweise aif diese Mdglichkeit geben die Experimente, bei denen urtersucht wurde obdas R
Fusionsprotein Homodimere bilden kann (AD-R + BD-R) (Kapitel 3.6.6. Hierbei wurde
festgestellt, dal3 de durch das BD-R verursachte Hintergrundektivitét des lacZ Reportergens,
durch die Gegenwart des AD-R Fusionsproteins reduziert wird.

4.2.5 Die Intensifier Proteine als moéglicher Interaktionspartner des gebildeten

Komplexes von R+C1

Die bisher vorgestellten Untersuchungen zeigen eine Interaktion zwischen dem R
Fusionsprotein und dem C1 oder C1-1 Fusionsprotein (Abbildung 42, Seite 100). Des
weiteren weisen sie auf eine Interaktion der Intensifier Fusionsproteine sowohl mit dem C1
oder C1-1 Fusionsprotein hin as auch auf eine Interaktion mit dem R Fusionsprotein
(Abbildung 42, Seite 100). Daher stellte sich de Frage, ob de Intensifier Fusionsproteine die
Komplexbildung zwischen dem R Fusionsprotein und @ém C1 oder C1-I Fusionsprotein
beanflussen konren (Abbildung 43, Seite 101).

Bel den hierzu duchgefiihrten Untersuchungen (Kapitel 3.6.7) wurden starke Schwankungen
der Mef3daten festgestellt. Daher ist es nicht moglich dese zu interpretieren (Messlaten siehe
Anhang Tabelle 16, Seite 169).

4.3 Korrelation zwischen der Starke der Reportergenexpression und der
Starke der Interaktion

Es snd bkereits einige Hefeproteine dharakterisiert worden, de myb- oder myc- dhnliche
Doménen aufweisen. Dazu gehdren z.B. das Rapl Protein, das Ino4 Protein unddas Sn3
Protein. Das Rapl Protein enthdlt eine caboxyterminal gelegene transkriptionsaktivierende
Doméne und zwel aminoterminal gelegene myb-ahnliche Subdaménen. Das Rapl Protein ist
ein multifunktionelles Protein, welches in de Aktivierung und de Hemmung verschiedener
Geneinvaviert ist (Graham, et al., 1999.

Das Ino4 Protein gehdrt zu der Familie der basischen Helix-loop-Helix Proteine. Es kann an
DNA binden und lann Heterodimere mit anderen basischen Helix-Loop-Helix Proteinen
bilden. Das Ino4 Protein ist in de Regulierung verschiedener Gene des Phasphdipid-
biosynthesaweges invalviert (Robinson et al., 2000.

Das Sn3 Protein enthélt eine Helix-Loop-Helix Doméne, die aus vier amphipatischen Helix
Motiven gebil det wird. Wang et al. (1990) vermuten, dal3 das Sn3 Protein die Expresson ces
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Endonukkeasse HO Gens durch drekte Protein-Protein Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren und ncht durch eine DNA Bindung reguliert.

Proteine wie diese, konrten mit den in deser Arbeit untersuchten Proteinen in
Wedsalwirkung treten. Sie konrten einerseits eine bestehende Interaktion storen ocer
andererseits eine Interaktion vermitteln und kdnten somit die Expresson der Reportergene
beanflussen. Die Ergebniss der Untersuchungen mit dem Two Hybrid System sollten daher
kritisch betrachtet werden.

Es kann richt ausgeschlossen werden, dal3 de unterschiedliche Expresson der Reportergene
auf fehlende posttranskriptionelle Modifikationen oder auf eine verénderte Konformation cer
interagierenden Proteine zurlickzufuhren ist. Manche Interaktionen zwischen den Proteinen
sind abhéngig von pattranslationalen Modifikationen, de nicht oder nur unzureichend in
Hefezellen durchgefuhrt werden. Diese Modifikationen treten haufig auf und keinhalten de
Bildung von Disulfidbriicken, Glykosylierungen und Phosphaylierungen (Van Crieckinge
undBeyaert, 1999.

Mogli cherweise wird duch de Fusion mit den Doménen von Gal4, de korrekte Faltung der
zu testenden Proteine behindert. Hierdurch konrte @ne nur unzureichende Interaktion und
Reportergenaktivierung erfolgen. Falls die zu testenden Proteine hierdurch in der Hefezelle
nicht der Konformation in planta entsprechen, konrne das zu einer Fehlinterpretation cer

Ergebnisse fuhren.

Im folgenden wird dskutiert, wie diese Faktoren de Expresson der Reportergene in den Two
Hybrid Untersuchungen beeinflul® haben konrten.

Bel den Untersuchungen wurde eine starke Hintergrundaktivierung der Reportergene durch
das BD-R und dbs BD-Rdel Fusionsprotein festgestellt (Kapitel 3.5.1). Esist hierbei méglich,
das diese Fusionsproteine dleine fir die Aktivierung verantwortlich sind oder dal3 sie mit
einem endogenen, myb-ahnli chen, aktivierenden Hefe-Faktor interagierten.

Mit dem verkirzten BD-Rdel Fusionsprotein wurde, im Vergleich zu dem vollstandigen
BD-R Fusionsprotein, eine @wa doppelt so starke Hintergrundaktivitdt der Reportergene
festgestellt (Kapitel 3.5.1). Diese unterschiedliche Aktivierung konnte auf verschiedene
Ursadhen zuriickzufiihren sein: das BD-R Fusionsprotein enthdlt zwei DNA-Bindedoméanen,

wobei eine ais der endogenen basischen Helix-Loop-Helix-Region und de andere von Gal4
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stammt Im Gegensatz hierzu enthélt das BD-Rdel Fusionsprotein nu die DNA-Bindedoméne
von Ga4. Es kann wermutet werden, 3 de DNA-Bindedoméne von R die
Reportergenaktivierung stort. Moglicherweise konkurieren beide DNA-Bindedoméanen um
die richtige Faltung, so dal} statistisch betrachtet nur in etwa 50% der Falle ane fur die
Reportergenaktivierung bendtigte funktionierende DNA-Bindedomane von Gal4 varli egt.

Des weiteren wére denkbar, dal3 der nur im BD-R vorhandene carboxyterminale Bereich mit
einem endogenen Hefe-Faktor interagieren kann. Diese Interaktion konrie dazu fuhren, daf3
die Bindung des BD-R Fusionsproteins an den Promotor der Reportergene gehemmt wird
oder dald de endogene &tivierende Doméne im BD-R Fusionsprotein in seiner Funktion

gestort wird.

Durch de Fusion mit der DNA-Binde- oder Aktivierungsdomane von Gal4 scheint eine
verdnderte Konformation der auf Interaktion getesteten Proteine zu erfolgen. In einigen Féllen
wurde die Interaktion nu nachgewiesen, wenn dbs eine Protein mit der AD von Ga4
fusioniert war und das Protein mit der BD von Gal4, aber nicht in der anderen Orientierung
(Abbldung 48 Sdte 108. So wurde zwischen AD-InD1 + BD-C1 eine Interaktion
festgestellt (Kapitel 3.6.1), jedoch nicht zwischen BD-InD1 und AD-C1 (Kapitel 3.6.5. Das
gleiche gilt fur die Interaktion zwischen InFus und C1 (Kapitel 3.6.1 Kapitel 3.6.4. Im
Gegensatz  hierzu  wurde mit dem Cl1-1 Fusionsprotein, dem die endogene
transkriptionsaktivierende Domane fehlt, immer eine Interaktion mit dem InD1 oder InFus
Fusionsprotein festgestellt (Kapitel 3.6.2 Kapitel 3.6.5 Kapitel 3.6.4).

Diese Beobachtungen lassen darauf schliefen, dald de bel BD-R, im Vergleich zu BD-Rdel
festgestellte reduzierte Hintergrundaktivitdt der Reportergene (Kapitel 3.5.1) nicht auf
endogene Hefe-Faktoren, sondern auf die Konformation des Fusionsproteins zurtickzufiihren
sein konrte. Untersuchungen von Goff et al. (1992 scheinen dese Theorie zu urterstitzen.
Sie verwendeten das Two Hybrid System, um die Interaktion zwischen dem C1 und cem R-
homologen B Protein zu urtersuchen. Sie fusionierten hierzu das B Protein, im Gegensatz zu
den in deser Arbeit durchgefihrten Fusionen, an das aminoterminale Ende der DNA-
Bindedomane von Gal4 (B-BD).

So konrten sie @ne Interaktion erst zwischen dem AD-C1 und B-BD Fusionsprotein
feststellen, als se a@n im Bereich der basischen Helix-Loop-Helix Region deletiertes B
Fusionsprotein verwendeten (Abbildung 75 b). Dieses widerspricht den in deser Arbeit
vorgestellten Experimenten, bei denen eine Interaktion zwischen BD-C1 und dm
vollstandigen AD-R Protein festgestellt wurde (Kapitel 3.6.1). Des weiteren konrten sie mit
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einem, im aminoterminal verkirzten Fusionsprotein, BD-Cldel (Abhbildung 75 b), eine sehr
starke Hintergrundektivierung der Reportergene HIS3 und lacZ feststellen. Dieses
widerspricht ebenfals den in deser Arbeit vorgestellten Experimenten bel denen keine
Hintergrundaktivierung des BD-C1 oder AD-C1 Proteins festgestellt wurde (Kapitel 3.5.7).

a) AD-C1 IADE~~] N
BD-C1 BDK~/) N

BD-R BoLZ7d A ]

b) BD-C1del goff BD] N
BD-Bdel o 777778

BD-Clags BDk~~) |

Abbildung 75: Schematische Dar stellung der ver schiedenen Fusionsproteine

Die Abhildung zeigt die (a) in dieser Arbeit und die (b) von Goff et al. (1992 verwendeten Fusionsproteine.

Die AD-C1 und BD-C1 Fusionsproteine enthalten das vollsténdige C1 Protein. Diese Fusionsproteine zegten
keine transkriptionsaktivierende Eigenschaft, obwohl sie @ne endogene transkriptionsaktivierende Doméne
besitzen. Diese Doméane wurde von Goff et al. (1992), mit dem im aminoterminalen Bereich deletierten
BD-Cldelgy Fusionsprotein, experimentell bestétigt.

In den in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen wurde éne Interaktion zwischen dem BD-C1 und dem
vollstdndigen AD-R Fusionsprotein festgestellt. Goff et al. (1992) konnten dagegen eine Interaktion nu
zwischen C1 und einem deletierten B Protein nachweisen (pflaume, R homolog).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 de Konformation der Fusionsproteine @ne Interaktion zwischen zwei
Proteinen bedanflussen kann.

Farbcode: Aktivierungsdoméane von Gal4 (gelbe Box), DNA-Bindedoméne von Gal4 (griine Box) Region fir die
Interaktion mit C1 (rosa/ blau schraffiert), Region fir die Interaktion mit R (schwarz/ weil3 schraffiert), endogene
transkriptionsaktivierende Doméne von C1 (ist im BD-Clgy Protein deletiert), carboxyterminae Region mit
unbekannter Funktion (rosa/ weil3 gestreift), basische Helix-Loop-Helix-Region (rosa/ schwarz schraffiert)

Estojak et al. (1995 und Legrain et al, (1994 verglichen de Ergebniss zur Interaktion aus
Untersuchungen mit dem Two Hybrid System und aus Affinitétsmesaingen. Hierbel konrten
sie zeigen, dal} de Starke der Reportergenexpresson richt der Starke der Affinitét (hoch,
mittel, schwad) zwischen den Proteinen entsprach. Die Stérke der Expresson der
verschiedenen Reportergene war sehr unterschiedlich. Abhéngig vom Reportergen wurde mit
den selben interagierenden Proteinen sowohl eine 200 fach geringere, 7 fach geringere ds
auch 2 fach starkere Affinitat ermittelt. Estojak et al. (1999 schliefden daraus, dal3 es nicht
zuléssg ist Unterschiede in der Reportergenexpresson als Maldstab fur die Stérke der
Interaktion zu verwenden. Sie pastulieren, dal3 keine Korrelation zwischen den Ergebnisen

aus Two Hybrid Untersuchungen undaus Affinitdtsmesaungen besteht.

152



Diskusson

Anhand der oben aufgefihrten Beobadhtungen scheint das verwendete Two Hybrid System
nicht die optimale Methode fur eine Untersuchung zur in vivo Interaktion zu sein. Die unter
4.2.3 aufgestellte Behauptung, dal3 zwischen den R, InD1, InFus zu C1 oder C1-I
Fusionsproteinen eine starkere Interaktion besteht, sollte daher kritisch betrachtet werden.

4.4 Lokalisation der Intensifier Proteine InD1 und InFus

Um eine Aussage dariiber machen zu konren, ob de Ergebniss der Two Hybrid Experimente
auf die Situation in planta Ubertragbar sind, wurde untersucht, ob de untersuchten Proteine
im gleichen subzell uldren Kompartiment vorliegen.

Shieh et al. (1993 fuhrten bereits zell uldre Lokali sationsgudien mit R durch. Sie fusionierten
R mit dem Reporterprotein B-Glucoronidase (R-GUS) und transformierten Tabak und
Zwiebelzellen. Hiermit konrte gezeigt werden, dal3 de R-GUS Fusionsproteine aufgrund von
drei Kernlokalisierungssequenzen (NLS) aktiv in den Zellkern transportiert werden.

Der Vergleich der Aminosduresequenzen der In und InD1 Proteine mit R und anderen
basischen myc-homologen Proteinen zeigt u.a. eine starke Homologie im Bereich der
basischen Helix-Loop-Helix Region (Abhbildung 3, Seite 8), in der sich de mediale NLS des
R Proteins befindet (Shieh et al., 1993. Aufgrund der Homologie zu der medialen NLS wurde
vermutet, dal3 de entsprechende Sequenz in dem In und dem InD1 Protein ebenfalls eine
Funktion als NLS aufweisen konrte. Die anderen zwei NLS des R Proteins snd dagegen nicht
in der Aminosduresequenz von In undinD1 konserviert.

Um festzustellen, ob dese NLS in dem In und cem InD1 Protein funktionsfahig ist, wurde sie
experimimentell Uberprift. Die Lokalisation der Intensifier Proteine InFus und InD1, in
Bezug auf den Kernimport, wurde mit zwei anderen Proteinen verglichen. Das Zea mays L.
Strukturgen C2 (Wienand et al., 1989 kodert fur die Chakonsynthase, desen
Aminosauresequenz keine bekannten NLS enthélt. Das C2 Protein war dadurch as negative
Kontrolle fur die Lokalisation im Zellkern gedgnet. Als pasitive Kontroll e diente das, bereits
fur die Two Hybrid Experimente verwendete und charakterisierte, kernlokalisierte R Protein
(Shieh et al., 1993.

Fur die in vivo Lokalisationsdudien wurden de zu testenden Proteine mit dem
Reporterprotein  GFP  (griin  fluoreszierenden  Protein) fusioniet und in transient
transformerten Gewebe mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen.

Mit den duchgefihrten Untersuchungen wurde gezeigt, das Tabakblétter, Maisblétter,
Maisscutellum, Narbenféaden von Mais und de Zellen einer Maisauspensionskultur keine

geeigneten Gewebe fur die in vivo Lokalisation darstellten. Die mehrschichtigen Gewebe
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liefen keine befriedigende Dokumentation zu (Kapitel 3.7.2 Kapitel 3.7.3. Mit der
optimierten Transformation von epidermalen Zwiebelzellen war dagegen eine sehr gute
Dokumentation méglich (Kapitel 3.7.4). Diese Zellen sind grol3, relativ transparent und liegen
als einzelne Zellschicht vor. Sie wurden daher fur die Studien zur in vivo Lokalisation
verwendet.

Das R-GFP Fusionsprotein wurde erwartungsgemdl im Bereich des Zellkerns lokalisiert
(Abbildung 65, Seite 128). Da das C2-GFP Fusionsprotein keine bekannten NLS Sequenzen
fur den Kernimport enthélt, wurde es erwartungsgemald ncht im Zellkern lokalisiert, sondern
im Bereich des Zytoplasmas (Abbildung 64, Seite 127).

Die InFus-GFP und InD1-GFP Fusionsproteine wurden im Bereich der Zellkerne
nachgewiesen (Abhildung66, Seite 129). Hierdurch wurde die Vermutung bestétigt, dal3 dese
Fusionsproteine Signalsequenzen fur den aktiven Kernimport enthalten. Hierbei kann de
passve Diffusion in den Zellkern ausgeschloseen werden, da die entsprechenden
GFP-Fusionsproteine grof¥er als 60 kDa sind. Eine passve Diffusion in den Zellkern erfolgt
nur bei Proteinen mit einem Molekulargewicht kleiner als 40-60 kDa. Proteine die grol¥er sind
mussen in einem energieabhangigen Prozess aktiv in den Zellkern transportiert werden und
bendtigen dafir NLS in der Aminosduresequenz (Garcia-Bustos et al, 1991 Heese-Pedk und
Raikhel, 1999.

Um die Region mit diesem verantwortlichen Bereich in dem InFus und cm InD1 Protein
einzugrenzen, wurden Deletionsproteine untersucht. Sie enthielten nu etwa 50 % des
aminoterminalen oder 50 % des carboxyterminalen Endes. Die Deletionsproteine, welche nur
das aminoterminalen Ende enthalten, wurden nicht im Bereich der Zellkerne lokalisiert,
sondern im Zytoplasma (Abbildung 71, Seite 138). Im Gegensatz hierzu wurde das
Deletionsprotein, welches das carboxyterminale Ende enthdlt, im Bereich des Zellkerns
lokalisiert (Abbildung 70, Seite 137).

Die Untersuchungen zeigen, dal3 sich nur im carboxyterminalen Ende des InD1 bzw. InFus
Proteins mindestens eine Signalsequenz fur den aktiven Transport in den Zellkern befindet.
Im carboxyterminalen Bereich liegt die basische Helix-Loop-Helix Region de éne starke
Homologie zu einer der drei NLS des R Proteins aufweist (Abbildung3, Seite 8). Dies deutet
darauf hin, da3 dese eitsprechende Sequenz in der InD1 Aminosduresequenz eine
funktionsfahige NLS sein konrte. Ob speziell diese funktionsfahig ist oder ob eine NLS an

anderer Stell e vorliegt, mifte durch weitere Deletionsanalysen urtersucht werden.
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Diese Untersuchungen zur in vivo Lokalisation zeigen, dald das InD1 bzw. InFus Protein im
selben Zell kompartiment wie das R Protein vorliegt. Diese Ergebnisse unterstiitzen damit die
durch de Untersuchungen mit dem Two Hybrid System postuli erte Interaktion, zwischen dem
R Protein und ém Intensifier Genprodukt.

4.5 Mdogliche Funktion des Intensifier Genprodu ktes

Franken et al. (1991) und Rojek (1996 vermuten, dal3 de Regulierung der verschiedenen
Strukturgene des Anthocyanbiosyntheseweges, speziell der dupizierten Chalkonsynthasegene
C2, Whp, duch das Intensifier Genproduk auf der paost-transkriptionellen Ebene stattfindet.
Sie vermuten des welteren, dal3 das Intensifer Genprodult die Expresson nu eines der
dupizierten Chalkonsynthasegene, des Whp, beanflusd.

Im Gegensatz dazu weisen de Ergebnisse aus den in deser Arbeit vorgestellten Two Hybrid
Untersuchungen und den in vivo Lokalisationsdudien darauf hin, dal3 das Intensifier
Genprodukt auf der Ebene der Transkription reguliert. Diese Untersuchungen scheinen damit
die von Burr et al. (1996 postulierte Funktion zu bestétigen. Von Kirsch (20(2)
durchgefiihrte transienten Expressonsanalysen mit den Chakonsynthasepromotoren von C2
und Whp weisen ebenfalls darauf hin, dal3 dbs Intensifier Genprodukt auf der Ebene der
Transkription wirken kann. Kirsch (20) konrnte hierbel zeigen, dal3 das Produk des
Intensifier Alles InD hemmend auf die &tivierenden Komplexe aus R+C1 und dadurch
hemmend auf die Promotoren beider Chakonsynthasegene wirkt. Die stérkste Hemmung
wurde hierbei festgestellt, wenn der Whp Promotor zusétzlich de 5 UTR-Region enthdlt.
Diese Beobachtung kann auf die Notwendigkeit der 5° UTR-Region bei der InD abhangigen
Represson hindeuten.

Aus den friheren undden in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen 183t sich der Einfluf3
des Intensifier Genproduktes auf die Anthocyanbiosynthese und auf den Phanotyp der
Maiskorner der Allele in, In und InD (Abbildung 4, Seite 9) in einem sehr vereinfachten
Modell darstellen (Abbildung 76).
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Intensifier Transkripte aktivierende Anthocyanbiosynthese
im Phanotyp Komplexe

In++ > ++ >

IND +++ > + )

Abbildung 76: vereinfachtes Modell zum Einfluss des Intensifier Genproduktes auf die

Anthocyanbiosynthese

Die von in hergestellte Transkriptmenge ist nicht bekannt. Diese Information ist aber nicht notwendig, da
postuliert wird, daf3 de in Transkripte nur zu einem funktionslosen Protein fihren (Herrmann, 2003). In und InD
werden unterschiedlich stark exprimiert und fuhren zu unterschiedlichen Mengen an funktionellem Protein.
Dieses ist in der Lage, die Bildung von aktivierenden R+C1 Komplexen zu hemmen. Je weniger dieser R+C1
Komplexe vorliegen, desto stérker ist die Hemmung der Anthocyanbiosynthese.

Wieviel Transkripte des Intensifier Allels in vorliegen ist nicht bekannt. Diese Information
scheint jedoch nicht notwendig zu sein, da Herrmann pastuliert (2001), dal3 in desem
Phanaotyp nu Transkripte vorliegen, de zu einem verkirzten Protein fihren, das dem in
dieser Arbeit untersuchten InNXS Protein &hnlich ist. Das INXS Protein scheint nicht in der Lage
zu sein, mit C1 interagieren zu konren und konkuriert demzufolgen nicht mit R um C1. Des
weiteren scheint InXS keine starke Bindung mit R eingehen zu konren. Dem InXS Protein
fehlt die Region mit der basischen Helix-Loop-Helix Region, von @ eine Funktion in der
DNA-Bindurg angenommen wird (Murre et al., 1998 Davis et al., 1990. Da dieser Bereich
fehlt, kann vermutet werden, dal3 das InXS Protein nicht seine hemmende Funktion austiben
kann.

Zusammenfasend folgt daraus, dal3 in Gegenwart des InXS bzw. in Proteins nur funktionelle
R+C1l Komplexe gebildet werden koénrten und beide Chakonsynthasegene (C2, Whp)
exprimiert werden. Dieses fuhrt zu einer starken Anh&ufung der Pigmente, woduch de
violetten bis sshwarzen Maiskérnern entstehen.

In dem Phanotyp In liegen, neben den nicht-korrekt gespleifdten Transkripten, geringe
Mengen (0,2 %, Burr et al., 1996 korrekt gespleifdter Transkripte vor. Diese Transkripte
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fuhren zu einem vollstdndigen Protein, dhnlich dem in deser Arbeit untersuchten InFus
Protein. Dieses vollstdndige Protein konrte im Zellkern sowohl mit C1 als auch mit R eine
Bindung eingehen und \ermuitli ch zusétzlich an de 5 UTR-Region des Whp Gens binden.
Zusammenfassend folgt daraus, dal3 in Gegenwart des InFus bzw. In Proteins die Expresson
beider Chalkonsynthase beanfluf® werden kdnrte: Zum einen wird, duch de Reduktion an
funktionellem, transkriptionsaktivierendem R+C1l Komplex, die Expresson des C2 Gens
negativ beanfluf®. Zum anderen konrte, z.B. durch eine mogli che Bindurg des InFus bzw. In
Proteins an de 5 UTR-Region des Whp Gens, speziell die Expresson des Whp Gens
gehemmtwerden.

Die Folge wére, dal3im Vergleich zu der Situationim Phanotyp vonin, eine geringere Menge
an Chakonsynthase vorliegt. Das wirde zu einer schwacheren Aktivierung der
Anthocyanbiosynthese fuhren. Hierdurch wirden weniger Pigmente angehduft werden und
weniger stark gefarbten Maiskorner entstehen.

Das Allel InD besteht aus zwei Genkopen (InD1, InD2). Northern Analysen zeigten eine
stéarke Transkription des Allels InD im Vergleich zu dem Allel In (Rojek, 1996. Das l&3t
vermuten, dal3 vonInD mehr Proteine in der Zelle vorliegen, de mit R und C1 eine Bindurgy

eingehen kénrten.

Daraus folgt, dal3 im Vergleich zu der Situation im Phanotyp vonIn, in Gegenwart des InD
Proteins noch weniger funktionelle R+C1 transkriptionsaktivierende Komplexe gebil det
werden kdnrien. Das wirde zu einer starkeren Hemmung der Expresson des C2 Gens fuhren.
Hierdurch wirde e@ne geringere Menge an Chalkonsynthase vorliegen, was letztendich zu

weniger gefarbten Maiskornern fuhrt.

Durch de in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse kann richt ausgeschlossen werden, dal3
das myc-homologe Intensifier Genprodukt trotz Lokalisation im Zellkern undder mdglichen
Interaktion mit dem myb-homologen C1 Protein, auch auf der paosttranskriptionalen Ebene auf
die Expresson von Whp wirkt. Diese posttranskriptionale Kontrolle konrte bereits im
Zellkern erfolgen und de Bereiche der RNA Prozesserung, der RNA Stabilitdt und des
Exports aus dem Zellkern betreffen (Sullivan und Green, 199). Hierbel konnte die
Moglichkeit bestehen, dald das Intensifier Genprodukt im Zellkern an de (MRNA der
Chalkonsynthase bindet und dadurch schliefdlich de Translation der mRNA verhindert.

Ein Mais Protein, welches wohl an DNA als auch an RNA binden kann, ist bereits ndher
charakterisiert worden. Heyl et al. (200]) fuhrten Untersuchungen mit dem MEM1 Protein
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(maize endasperm motif binding protein) durch. Sie verwendeten fir diese Untersuchungen
eine Sequenz, welche in den Promotoren verschiedener spezifisch im Endosperm
expremierter Gene konserviert ist. Hiermit wurde gezeigt, dal3 das MEM1 Protein eine mehr
as 10 fach stérkere Affinitét fur die RNA as fur die DNA mit gleicher Sequenz hat. Das
MEML1 zeigt hierbei jedoch keine Homologie zu dem Intensifier Genprodukt, sondern gehdrt
zu einer neuen Klasse von molekularen Chaperonen. Daher bleibt fraglich, ob ds myc-
homologe Intensifier Genproduk eine énliche Funktion lkesitzen kénrte. Bislang sind keine
Untersuchungen vertffentlicht worden, de den Aspekt der RNA-Bindung durch
myc-homologe Proteine behandeln.

4.6 Ausblick

Mit der Verwendung des Two Hybrid Systems kann richt ausgeschlosen werden, daf3
endogene Hefefaktoren de Interaktion zwischen den urtersuchten Proteinen bednflussen
konren. Hierdurch konrten falsche Rickschlisse aif die bestehende oder ausbleibende
Interaktion zwischen den urtersuchten Proteinen gezogen werden.

Die durchgefuihrten Experimente mit dem Two Hybrid System weisen auf eine Interaktion des
Intensifier Genproduktes mit dem C1 und R Protein hin. Mit dieser Methode 143t sich aber
keine @ndeutige Aussage dartiber maden, wie stark die Affinitdt dieser Proteine zueinander
ist. Hierbei auch beziiglich der Unterschiede zwischen dem Intensifier Genproduk der Allele
In und InD. Diese Informationen konrten helfen aufzuklaren, ob lestehende funktionslose
Komplexe (aus CltIntensifier oder R+Intensifier) in funktionele C1+R Komplexe
umgewandelt werden konrten.

Um zu urtersuchen, ob endogene Hefefaktoren eine Interaktion keanflusg haben konrten
und wie stark die Affinitdt der untersuchten Proteine zueinander ist, kodnrten mit
aufgereinigten Proteinen ,Protein Affinitéts Chromatographie” Experimente durchgefihrt
werden. Bel dieser Methode wird eines der auf Interaktion zu testenden Proteine (z.B. C1)
kovalent an eine Matrix, z.B. an eine Sephadexséule geburden. Diese vorbereitete Matrix
wird mit einer Lésung inkukiert, welche das zweite Protein (z. B Intensifier Genprodukt)
enthdlt und ds Eluat anschlief3end auf Anwesenheit des zweiten Proteins untersucht. Bindet
das erste an das zweite Protein, so sollte das Eluat weniger vom zweiten Protein enthalten, als
die Ausgangslésung. Durch das Waschen der Matrix mit verschiedenen Lésungen kann
festgestellt werden, wie stark diese Proteine miteinander interagieren und wie grof3 de
Bindungskonstante ist. Hierfir konrten Loésungen verwendet werden, de eén

Kompetitorprotein (z.B. R) enthalten, wodurch de gebundenen Proteine freigesetzt werden.
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Mit dieser Methode li ef3e sich vermuitlich auch feststellen, ob as Intensifier Genprodukt auch
mit dem bereits gebil deten Komplex aus R+C1 interagieren kann. Anhand der in deser Arbeit
vorgestellten Experimente konrte Uber diese mdgliche Interaktionen keine endeutige

Aussage gemacht werden.

Die durchgeftihrten Untersuchungen werfen de Frage aif, wo de Interaktion mit dem C1
Protein und @&m R Protein erfolgt. Bindet das Intensifier Genprodukt in der Promotorregion
der Strukturgene und konlurriert mit dem R Protein mdglicherweise um die myc-
Konsensussequenz oder findet die Interaktion entfernt von der DNA statt ? Um zu
untersuchen, ob das Intensifier Genprodukt an bestimmte DNA Sequenzen (z.B. myc-
Konsensussequenz oder 5° UTR-Region des Whp Gens) binden kann, konren ,Gel-
Retentionsanalysen* durchgeftihrt werden. Bel dieser Methode wird das aufgereinigte Protein
mit markierter DNA inkubiert. Anschliel3end erfolgt die Anayse durch eine
Polyaaylamidelektrophaese, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit der proteinfreien DNA
mit der eines mit dem Protein komplexierten DNA-Fragmentes verglichen wird. Die
Spezifitat der Wedhselwirkung zwischen dem Protein und eks DNA Fragmentes kann duch
Zugabe von urterschiedlichen Mengen an Kompetitor DNA festgestellt werden.

Rojek (1996 undFranken et al. (1991 vermuten, dal’ es 3ch bel dem Intensifier Genproduk
um einen negativ regulierenden Faktor handelt, der auf post-transkriptionaler Ebene die
Synthese der Chalkonsynthase beanflusd. Um das Intensifier Genprodukt auf seine
Fahigkeit zur RNA Bindung zu testen, kénrten Untersuchungen mit dem Tri Hybrid System
(Putz et al., 1996 durchgefuhrt werden. Dieses System ist eine Modifizierung des, in deser
Arbeit verwendeten, Two Hybrid Systems.

In dem Tri Hybrid System ist die DNA-Bindedoméne von Gal4 mit dem charakterisierten
RRE-RNA-Bindeprotein RevM10 fusioniert. Die RRE-RNA ist mit der zu testenden RNA
(z.B. Chalkonsynthase) fusioniert. Das auf die RNA Bindurg zu testenden Protein (z.B.
Intensifier) ist mit der Aktivierungsdomane von Gal4 fusioniert. Konren dese drei
Hybridproduke interagieren, erfolgt eine Aktivierung der Reportergene HIS3 undlacZ.

Im Rahmen deser Arbeit wurde eéne InD1 Two Hybrid cDNA Bank hergestellt, mit der eine
grof3e Anzahl unbekannter Proteine auf eine Interaktion mit InD1 untersucht werden konren.
Die Analyse dieser Bank konrte im Rahmen deser Arbeit nicht durchgeftihrt werden. Wirde
durch de Analyse dieser Bank eine Interaktion zwischen InD1 und weiteren an der

Anthocyanbiosynthese beteiligten Proteinen (z.B. Transkriptionsfaktoren P, Vpl, siehe
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Einleitung) festgestellt, konrte das auf eine Funktion des InD1 als genereller Inhibitor der

Anthocyanbiosynthesaweges hinweisen.

Anhand der in vivo Lokalisationsgudien konrte die Vermutung bestétigt werden, dal3 das
Intensifier Genprodukt mindestens eine Signalsequenz, im carboxyterminalen Bereich, fur
den aktiven Kernimport enthdt. Sequenzvergleiche des Intensifier Genprodukes mit R und
anderen myc-homologen Proteinen belegen eine groRe Ahnlichkeit dieser Proteine
zueinander. Speziell in dem Bereich der basischen Helix-Loop-Helix Region, in der die
mediale Kernlokaisierungssequenz von R liegt, besteht eine hohe Homologie. Durch
Deletionsanalysen konrie untersucht werden, ob dese homologen Aminosauren oder andere

Aminosauren fir den aktiven Kernimport des Intensifier Genprodukes verantwortlich sind.

Diein vivo Lokalisationsgudien wurden nicht mit Maiszellen duchgefiihrt, sondern mit den
Zéellen des heterologen Systems Zwiebel. Um festzustellen, ob de ehaltenen Ergebnisse auch
fur Maisgewebe gelten, sollte geeignetes Gewebe mit den GFP markierten Proteinen

transformiert werden. Hierflr kénrnten maogli cherwei se Mai sprotoplasten verwendet werden.

Es ist unkar wievid myc-homologes Intensifier Genprodukt in den Aleuronzellen des
Maiskorns vorliegt. Des welteren ist nicht bekannt wieviel R und C1 Protein in desen Zellen
vorliegen. Diese Informationen konrten helfen eine Aussage darliber zu treffen wieviele
funktionslose  Komplexe (aus Cl+intensifier oder R+intensifier) im Verhdtnis zu
funktionellem R+C1 Komplexen varliegen. Hierdurch kdnrien weitere Riickschlisse auf den
Einfluld des Intensifier Genprodukes auf die Anthocyanhbiosynthese gezogen werden.

Um ene Vorstellung von der gebildeten Proteinmenge zu bekommen, konrien in sSitu
Hybridisationen oder Western Blot Analysen von Maiskérnern der verschiedenen Intensifier
Allele durchgefuhrt werden. Hierfur sollten Antikorper verwendet werden, de nur gegen ein
Oligopeptid und mcht gegen das ganze Intensifier Genprodukt gerichtet sind. Wirde das
ganze Genprodukt verwendet, so wird héchstwahrscheinlich eine Kreuzhybridisierung mit

anderen myc-homologen Proteinen erfolgen.
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5 Zusammenfassung

Das Intensifier Gen aus Zea mais L. ist zusammen mit den beiden Transkriptionsfaktoren C1
undR an der Regulation des Anthocyanhbiosyntheseweges beteili gt. Die Genprodukte von C1
undR sind ndig, um die Strukturgene des Biosynthesweges zu aktivieren. Sie binden an de
jeweiligen Promotoren der Strukturgene und aktivieren damit deren Transkription. Das
Intensifier Gen wirkt in diesem Aktivierungsprozed negativ regulierend, in dem es
wahrscheinlich in de Bildung des Transkriptionskomplexes von C1 undR eingreift.

Diese Annahme sollte durch Untersuchungen mit dem Two Hybrid System und

Lokalisationsgudien Uberprift werden.

Von dem Intensifier Gen sind drei Allele (in, In, undInD) bekannt. Von desen ist fur In und
InD en negativ regulierender Eff ekt nachgewiesen worden, der sich phanotypisch duch eine
Farbreduktion der Maiskdrner erkennen 1&3.

Mit der Methode des Two Hybrid Systems wurde untersucht, ob eine Interaktion des
Intensifier Genproduktes mit dem Genproduk von C1 oder R erfolgen kann und welche
Bereiche dieser Proteine dafUr bendtigt werden.

Hiermit wurden verschiedene Produlkie von Intensifier Allelen urtersucht: das Protein eines
fehlgespleifdten Transkriptes (InNXS) und ds Protein des InD Allels (InD1). Da kein
vollstdndiges Protein des In Allels verfugbar war, wurde én In-dhnliches Fusionsprotein
(InFus) aus Teilen von In und InD1 hergestellt. Als Interaktionspartner wurden das
vollstandige (R) und das verkirztes R Protein (Rdel: ohne basische Heli x-Loop-Helix Region)
verwendet. Des weiteren das vollstandige C1 Protein und &s mutierte C1 Protein (C1-1),
wel ches kel ne transkriptionsaktivierende Doméane besit zt.

Aus den Untersuchungen mit dem Two Hybrid System kann abgeleitet werden, dal3 das
Intensifier Genproduk, im Gegensatiz zum homologen R Protein, vermutlich keine
funktionell e transkriptionsaktivierende Doméane besitzt. Die Untersuchungen weisen auf eine
Interaktion des Intensifier Genprodulkies mit dem carboxyterminalen Endes des R Proteins
hin. Des welteren kann das Intensifier Genprodulkt mit dem C1 Protein interagieren. Diese

Interaktionen sind, zumindest im Two Hybrid System, all erdings shr schwad.

In vivo Lokalisationsgudien sollten anschlief3end zeigen, obdas Intensifier Genprodukt auch
in den Zellkern transportiert wird. Mit dieser Methode konrte in epidermalen Zwiebelzellen
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gezeigt werden, dai das Intensifier Genproduk wie das R Protein im Zellkern lokalisiert ist.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dal3 dbs Intensifier Genprodukt wahrscheinlich nicht auf der
paosttranskriptionell en Ebene im Zytoplasma wirkt.

Anhand der Ergebnisse der Untersuchungen mit dem Two Hybrid System und cer in vivo
Lokalisationsdudien |a3 sich vermuten, dal3 das Produk des Intensifier Gens in den
Transkriptionskomplex von C1 und R eingreift. Hierbel scheinen auch die in den Allelen In
und InD unterschiedlich vorliegende Transkriptionsrate des Intensifier Gens eine Rolle zu
spielen, da der negativ regulierende Effekt beim transkriptionell stark exprimierten InD Allel
gravierender ausgepragt ist, asbeim All€ In.
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Anhang

7 Anhang

Tabelle 16: lacZ-Reportergenaktivierung der Transformanten mit drei Proteinen

Transf. Proteine B-Gal rel. Einh.| MWrel. | MW in
Einh. %
yll7 |GAL4 40,27 36,64 100
yll7 |GAL4 33,02
Y236 |AD-R* + AD + BD-C1 23,26 63
Y237 |AD-R* + AD + BD-C1 18,01 49
Y238 |AD-R* + AD + BD-C1 16,54 45
Y239 |AD-R* + AD-InXS+ BD-C1 20,68 56
Y240 |AD-R* + AD-InXS+ BD-C1 23,33 64
Y241 |AD-R* + AD-InXS+ BD-C1 0,02 0
Y245 |AD-R* + AD-InD + BD-C1 13,20 36
Y246 |AD-R* + AD-InD + BD-C1 26,54 72
Y247 |AD-R* + AD-InD + BD-C1 25,56 70
Y248 |AD-R* + AD + BD-C1-| 4,33 12
Y249 |AD-R* + AD + BD-C1-| 16,28 44
Y250 |AD-R* + AD + BD-C1-I| 34,50 94
Y251 |AD-R* + AD-InXS+ BD-C1-I 46,23 126
Y252 |AD-R* + AD-InXS+ BD-C1-I 22,49 61
Y253 |AD-R* + AD-InXS+ BD-C1-I 15,88 43
Y257 |AD-R* + AD-InD + BD-C1-| 8,31 23
Y258 |AD-R* + AD-InD + BD-C1-l 3,88 11
Y259 |AD-R* + AD-InD + BD-C1-l 2,86 8

* = Plasmid mit funktionslosem LEU Gen

In Proteinextrakten aus Flussigkulturen der Hefetransformanten, wurde die 3-Galaktosidase Aktivitéat mittels
guantitativem Nachweis festgestellt. Aus jedem Transformationsereignis wurden 2-3 unabhéngige
Transformanten (Transf.) untersucht und die ehaltenen relativen B-Galaktosidase Aktivitdten gemittelt. Die
ermittelten relativen Einheiten des nativen pGal4 wurden 100% gesetzt. Alle tbrigen Messungen wurden auf
diesen Wert bezogen.

Die Ergebnisse zegen starke Unterschiede innerhalb der analysierten Transformanten, die ds Kontrollen dienen
sollten (fett markierte Zeilen). Es wurden dabei Aktivitéten zwischen 12 % und 94 %, relativ zu der durch Gal4
hervorgerufenen Aktivitdt, gemessen. Aufgrund deser Schwankungen bei den Kontrollen, ist es nicht mdglich
die B-Galaktosidase Mesglaten der Transformanten mit AD-R, BD-C1 und cn AD-InXS oder AD-InD1
Fusionsproteinen zu deuten.

Inkub.in min. = Inkubationszet in Minuten, 3-Gal = B-Gaaktosidase; rel.Einh. = relative Einheiten; MW =
gemittelter Wert
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Anhang

Primer

O vowaéartsPrimer O rickwarts Primer

Tabdle 17: verwendete Primer

Primer Name Sequenz 5°- 3 Position/ Bemerkung Lese-
richtung
B3 gctadgctgcttgatcttctgecec Intron 6 vonin 0
F1 ccgctagtgaaaatcgtttccagga Intron 6 vonin 0
Nat —OL- 010 |gcgtttggaatcadacaggea 5" Endevon pAD Ga 4 O
Nat —OL- 011 | gcacagttgaagtgaacttgc 3" Endevon pAD Gal 4 O
Nat —OL- 012 |tgagaeagcaacdgacctacagg 3" EndevonpBD Gadl 4 O
Nat — OL- 013 | gaataagtgcgacatcacatcgg 5" EndevonpBD Gal 4 O
Nat — OL- 014 | cgaétcgcagataggcgegtgatggeg R-Lc5 Ende 0
Nat — OL- 022 | cgtcgadgcaaccaaacaccttatgeca R-Lc 3'Ende 0
Nat — OL- 023 | cgtcgadttcttcagcaatctctgegge R-Lc vor der bHLH O
Nat — OL- 024 | gctcgagtggcgatg-ttgaggaggctge In; eine Basefehit ! O
Nat — OL- 026 | cggatccgatggcegctttcagcettccogagt R-LC 5 Ende (]
Nat — OL- 027 | cggatccgcagcagcaggtagecatcccagee | In (InD) 5° Ende N
Nat — OL- 028 | aggatccgctagacatggattcttctcgca In (InD) 3 Ende ohne N
Stopp
Nat — OL- 029 | aggatccgaggaaacgacgatggce C25 Ende O
Nat — OL- 030 | aggatccgtggecgcetcoggtg C2 3 Ende ohre Stopp O
Nat —OL- 031 | cggatcecgcetteectatagctttgcgaag R 3 Ende ohre Stopp O
Nat — OL- 036 | gcatcaccttcaccctct 5 GFP O
Nat —OL- 53 |ccaggaajcgtgcoggcaaacgcga In homolog (acgcat) O
3" gahomolog zu InD
Nat —OL- 54 | ccggcacgegttggaccga Exon 7InD homolog ]

zusatzliche Schnittstell en:

gaattc = EcoRl
ggatcc = BamH|

ctcgag = Xhol
gtcgac=Sal |

ccaqgg = Ncol
acgcgt = Mlul
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cl
C1I

cl
Cl1lI

cl
1T

cl
1T

cl
C1I

cl
Cl1lI

MGRRACCARKEGVERGAWT SEEDDAT AAY VEAHGEGEWREVEORAGLERCG
MGRRACCAKEGVERGAWT SEEDDAT AAY VEAHCGEGEWREVEOEAGTLERECE

ESCRELEWLNY LEPNIRRGHNI Y DEEDLITRLHRLLGNEWS LT AGRLEGRT
ESCRELEWLNY LEPNIRRGHNI Y DEEDLITRLHRLLGNEWS LT AGRLEGRT

ETENYWHN ST LERRERBRGAGA =3 APDTEEHATPAATS ET=0
ETENYWHN ST LERRERBRGAGA =3 APDTEEHATPAATS ETE0

RADPDSAGTTTT S AAAVITAPEAVRCTE-LFFFHEDTT PAHAGETA
RADPDSAGTTTT S AAAVITAPEAVRCTEGLFFFHEDTT PAHASETA

T PMAGEE

T PMAGEE CEEEEAGEEDDCE SAASVEBRVESHDE PCF SCDEDEDWMD

CEEEEAGSEDDCE SMSVSIRVGS HDEPCF SGDEDEDWMD

Abbildung 77: Aminosduresequenzvergleich der Proteine C1 und C1-I

50
50

100
100

150
148

=00
138

=48
=43

Die Region von 1-115 markiert die basische Doméne und die Region von 249 markiert die saure Domane, die
charakteristisch fir myb-Onkogen Transkriptionsfaktoren sind. Das C1-1 Protein ethdlt keine funktionelle saure
Transkriptionsaktivierende Domane.

Die konservierten Aminosdure-Austausche sind in griin markiert, die nicht-konservierten in rot.
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In
InD1l
InFus
InXs

In
InD1l
InFus=s
In:=

In
InD1l
InFu=s
InXHEZ

In
InD1l
InFus
In¥S

In
InD1l
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Inxs

In
InD1l
InFus
Inxs

In
InD1l
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InS

In
InDl
InFus
InXs

In
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In
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In¥S

In
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Inx3

Abbildung 78:

MAA EA AL AL O VAT T Y S LLIWRLC PROGALVWAEREGY YNEATRTRETTMT
MAA EA AL AL O AOSTCEH T Y S LLIWRLC PROGALVWAEREGY YNEATRTRETTMT
MAA EA AL AL O VAT T Y S LLIWRLC PROGALVWAEREGY YNEATRTRETTMT
MAA EA AL AL O VWA S TGN T Y S LLWRLC PROGALVWAREGY YNEATRTRETTMT

TWEREQPACAEDASGDEERET EFEESROLEELY DS LALAGCE ALY DG EE j=lelelele] (N P =
TWREOPACSLAREDASDEERET EESFEOLEELY DS LALGCGE ALY DG EE j=lalalele BT B
TVWREOPACSAEDASDEET EESROLEELY DS LAAGE ALY DISEEEW j=lalalele] (SN T =)
TWREOPACSAEDASDEET EESROLEELY DS LAAGE ALY DISEEEW j=lalalele] (SN T =)

PPERPAAATLAPEDLTETEWEF Y LEMCASY CF PPAVGCLEPZEAFVERAHVH LCOGATEADSEWE 2
PPERPAAATLAPEDLTETEWEF Y LECASY CF PPAVGCLEPZEAFVERAHVH LCOGATEADSEWE 2
PPERPAAATLAPEDLTETEWEF Y LECASY CF PPAVGCLEZEAFVERAHVH LCOGATEADSEWE 2
PPERPAAATAPEDLTETEWEFY LCASY CFPPAV————————————————— —— —— — — — — — —

RATLARSAGTIOTVACT PWVDDEW LETIGTTERVWVEEDTF LT OHVENIFVWVDOHSEAHTIMPTTLS =
RATLARSAGTIOTVACT PWVDDEW LETIGTTERWVEEDTIFLTIOHVENIFWVDOHEAHTIMPTTLS =
RATLARSASGTIOTVACT PWVDDEW LETIGTTERWVEEDTFLTIOHWVRENIFWVDOHGEAHTIMEPTTLS =

XY ETETPTTOLMNHROPFOTKT I S LNLEGDERNESEMEDDDDERCETIDLENNTENDETREREHLEO
YETETPTTOLNHBOPFOTETGI S LNLGDERNSEMEDDDDEGRETIDLENNTENDETERHLEPO
FETETPTTOLNHOPFOTETGI S LNLGDERNSEMEDDDDERGETIDLENNTENDETERHLEPO

DASACHNELET LMNAESSGPMLITANLTAQDEY LHRFLEVDLS SEY LS PEAREBOAAST AR
DASVENELETLNAESSGPMLTANLTAQDEY LHRFLEVDLS SEY LS PEAREBROA LSRN
DASACHNELET LMNAES SGPMLITANLTAQDEY LHRFLEVDLS SEYLOS PEAEBOAASTAET

AHYTETWLEILE, BCROT = EIYLALSENSFPEFSRWHNWERREGT SSMBEBT AR GT PO
AHYTETWLEILE, ACROT = ETIYLALSENSFPFEFSRWHNWEREGISSMEBT PECST PO
AHYTETWLEILE, ACROT = ETIYLALSENSFPEFSRWHNWERREGT SSHMEBT PEST PO

RMLEEYWLLGAPS S S EHREHRERGEVOE S S PEPRGDDGECGT SREREGPVEPEQITELSASHWLEKE
RMLEEYWLLGAPS S S EHREHRERGEVOE S S PEPRGDDGECGT SREREGPVEPEQITELSASHWLEKE
RMLEEYWLLGAP S S S R HREHRGEVOE S S PEPRGDDGEGCGT SRERRERGPVEPEQTELSASHWVLEE

EERERREELNEGFAMLREELVHEFVITEMOQRASTI LEGDTIEY VEOLIEERTIOELESERRLWVIEESNOET
EERREELMNEGFAMLRELVHEFVITEMOQRASTI LGDTIEY VEOQILIERERTIOELESERRLWVEENOET
EERREELMNEGFAMLRELVHEFVITEMOQRASTI LGDTIEY VEOLIEERTIOELESERRLWVEENOET

THMAOOPPPPAASTEERGRRERO T EGCEY LARAACGT GERAAREASCGHNENLEZEEPPAAAASDTDTE
THMAOOPPPPAASTEERGRRERO T EGCEY LARAACGT GERAAREASCGHNENLEZEEPPAAAASDTDTE
TMAOOPPPPAA S TEERGRROT EGCEY LARAACGT CERAAEASCHNENLZEEPPAAAASDTDTE

WO S T TGS DAL LELRCPHREGLLLRVMOATLHOELRLEIT SWOASSAGDV L LAKRLRARKWVEE
WOV ST TGE DAL LELRCPHREGLLLRVMOATLHOELRLEIT SWOAS SAGDV L LARLRARKWVEE
WOV ST TGE DAL LELRCPHREGLLLRVMOATLHOELRLEIT SWOAS SAGDV L LARLRARKWVEE

WHGRRESESEITEVERATHLI WS SDWICEENPCLA———————— H 585
WHGRRESESEITEVERATHLI WS SDWICEENPCLA———————— H 520
WHGRRESESEITEVERATHLI WS SDWICEENPCLA———————— H 584

Aminosauresequenzvergleich der Proteineln, InD1, InFusund InXS

57
&0
57
a7

114
1=0

114

174

174
1477

=234
=Z40
=34

=293
=99
=93

353
359
353

413
418
41=

473
475
472

533
538
53=

a53
558
a5=

Das Protein InFus besteht aus Teilen von In (AS 1-366) und InD1 (AS 373-690). Das Protein InXS besteht nur
aus den ersten 147 Aminosauren von In und entélt keine basische Helix-loop-Helix Region.
Die konservierten Aminosdure-Austausche sind in grin markiert, die nicht-konservierten in rot. Die Lage der
Fusionsstell e aus In-am und InD-carb, ist durch ein Dreiedk markiert.
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