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Zusammenfassung

Auxine besitzen eine vielfaltige Wirkung auf detapilichen Organismus. Die Induktion der
Blutenreife, Fruchtentwicklung und ApikaldominanzduStreckungswachstum sind wichtige
Funktionen dieser Hormone, die die Entwicklung eiRdlanze maligeblich steuern. Die
beiden Auxinrezeptorsysteme TIR1/AFB und ABP1 remgeh dabei Uber zum Tell
unbekannte Signalwege die Reaktion der pflanzlictelle. Insbesondere die Signalwege, die
das schnelle auxininduzierte Streckungswachstumittetn, sind bis heute nicht geklart.

Die Auxinrezeptorrolle von TIR1 wurde 2005 durch ezwArbeitsgruppen unabhangig
voneinander aufgeklart (Dharmasitial. 2005a, Kepinsky und Leyser 2005). TIR1, ein Teill
des SCERL-Ubiquitinligasekomplexes, induziert nach Auxinbimg direkt die Expression
auxinspezifischer Gene und nimmt damit einen eeidemden Einfluss auf die Entwicklung
der Pflanze. Es wurden sehr bald 5 weitere Homolge TIR1 (AFB1, AFB2...AFB5)
entdeckt, die mit TIR1 zusammen ein System redueddXezeptoren bilden. Dass die durch
TIR1/AFB ausgeléste Expression auxininduzierter é&atirekt flr die Ausloésung des
Streckungswachstums verantwortlich ist, ist zwatr lwehauptet, aber bisher nie gezeigt
worden.

Auch ABP1 hat eine entscheidende Funktion fur diemeklung der Pflanze: der Knockout
von ABPL1 ist embryoletal (Chen 2001). Seit seinafrédinigung im Jahre 1985 (Lobler und
Klambt) wurde die Funktion dieses Proteins abehtréeifgeklart. Es gab seit der Entdeckung
von ABP1 Hinweise, dass dieses Protein nach Aurthimg wachstumsrelevante Prozesse an
der Plasmamembran wie Hyperpolarisierung (Barbigg8o et al. 1989)und Protonenefflux
(Rucket al. 1993) vermittelt, Beweise fur die direkte Vermitth des Streckungswachstums
gibt es hier wie im Falle von TIR1 bis heute nidBbenfalls unbekannt ist, ob ABP1 einen

Signalweg zur Expression von Genen vermittelt atieein Crosstalk mit TIR1 stattfindet.

Ziele

Das Ziel dieser Arbeit war es, durch hochaufloseMdssung des Streckungswachstums von
Signaltransduktionsmutanten sowie Quantifizierueg auxininduzierten Genexpression mit
Hilfe der DR5rev:: GFP-Reportergentechnik die Funktion von TIR1 und ABRifzuklaren.

Ergebnisse zu TIR/AFB
EinzelImutanten der Rezeptoren hatten keinen staBdefluss auf die Zeitverlaufe des
auxininduzierten Wachstums. Auch Dreifachknockdtitd-1 afb2-3 afb3-4) und selbst ein

Vierfachknockout tfr1-1 afbl-3 afb2-3 afb3-4) reagierten noch mit einer vollen
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Wachstumsantwort auf das natirliche Auxin IAA. Deggniber war bereits in der
Dreifachmutante die UbeDR5rev::GFP gemessene auxininduzierte Genexpression kaum
noch nachweisbar.

Die in der Literatur (Dharmasiet al. 2005b) gezeigte Resistenz dieser Mehrfachmutanten
gegen das synthetische Pflanzenhormon 2,4-D wurdger vorliegenden Arbeit ebenfalls
beobachtet, hier konnte aber durch Verwendung degminabhangigen 2,4-D Methylesters
gezeigt werden, dass diese Resistenz lediglicteiamgin gestérten Auxintransport und nicht
auf einer gestdrten Auxinperzeption beruht.

Es wurde weiterhin eine starke Verzdgerung descliregswachstums bei den Drei- und
Vierfachknockouts beobachtet. Durch Verwendungwesder Genexpression unabhangigen
Effektors Fusicoccin konnte gezeigt werden, dassealiVerzogerung nicht direkt auf der
auxininduzierten  Genexpression, sondern durch gemn Level vorhandener

wachstumsrelevanter Proteine bedingt ist.

Ergebnisse zu ABP1

Da Knockouts von ABP1 embryoletal sind, wurde ieséir Arbeit die Wachstumsreaktion
von ABP1-Uberexprimiereren gemessen. Hierbei zegjth eine Hypersensitivitat der
transgenen Pflanzen im Wachstumstest, was fur disektd Vermittlung der
Wachstumsreaktion durch ABP1 spricht.

An Protoplasten konnte ferner gezeigt wird, dasgdpkeptide mit der C-terminalen Sequenz
von ABP1, die den ABP1-Signalweg aktivieren, deriaresponsiverDR5-Promotor nicht
aktivieren konnten, und somit ABP1 vermutlich keirgirekten Einfluss auf die Expression

auxininduzierter Gene hat.

Fazit

Insgesamt deuten die Ergebnisse der vorliegendbaitAdarauf hin, dass die von TIR1/AFB
regulierte Genexpression wichtige Bausteine der NMtaensmaschinerie bereitstellt, aber
intrazellulares ABP1 der fur die direkte Ausl6sundgs auxininduzierten Wachstums
verantwortliche Rezeptor ist. Im Falle von ABP1 kten auch Hinweise auf den putativen
Auxinbindeort von ABP1, dedis-Golgi, und die wahrscheinliche Sekretion von ABRtlen

Apoplasten gefunden werden.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Anfange der Auxinforschung in der Pflanzenphysilogie

Als die Struktur des Pflanzenhormons Indol-3-Essigs (IAA) aufgeklart wurde,
untersuchte man die Signaltransduktion noch niciitdar biochemischen Ebene. Vielmehr
wurden mit physiologischen Versuchen die Grundlager Hormonwirkung auf die
Entwicklung der Pflanze analysiert. Von der Apil@atinanz lber die Steuerung der
Seitenwurzelbildung, Blutenbildung, Fruchtreife, dheilung und Blattabscission bestimmt
IAA die Architektur des pflanzlichen Bauplans ured ein bestimmender Zeitgeber fir die
Differenzierung aller héheren Pflanzen. Insbesomdeguliert das Auxin einen zentralen
Prozess der pflanzlichen Entwicklung, das Streckwaghstum. Die Relevanz des
Streckungswachstums ist sehr typisch fur héheredpffanzen. Wahrend Tiere prinzipiell
durch Mobilitat ihre Umwelt erschlieBen, muissen dgtanzen dies durch
Streckungswachstum erreichen, indem sie ihre Umyalivachsen®. Algen kénnen sich
darauf verlassen, dass Nahrstoffe Uber die Meedesshgen herbeigeschafft werden. Die
Wurzel einer Landpflanze muss durch standiges Wachdlahrstoffe und Wasser im Boden
finden, und oberirdisch durch Héhenwachstum undtB&chstum die Versorgung mit einem
ausreichenden Lichtstrom fur die Photosyntheskeesstellen. Dieses gerichtete Wachstum
wird durch den gerichteten Auxintransport garanti€erichtet kann dieser Transport nur
deswegen funktionieren, weil das Pflanzenhormonr iibeder Plasmamembran sitzende
Influx- und Effluxcarrier transportiert wird, didurch ihre Lokalisation in der Membran die
Richtung des Auxintransportes bestimmen (Tarehkh 2006).

Beim auxininduzierten Streckungswachstum fallt das eine Pflanze in sehr kurzer Zeit auf
exogen appliziertes Auxin reagieren kann. BerdtdMinuten nach einer Zugabe von Auxin
beginnt ein Hypokotylsegment sich zu strecken, mamnt diesen Effekt die Primarantwort
auf Auxin. Die Pflanze reagiert also sehr schneflsach &ndernde Hormonkonzentrationen,

und dieser schnelle Effekt ist die klassische Aartwort.

1.2 Die Primarantwort auf Auxine: schnelles Streckmgswachstum

Das schnelle Streckungswachstum findet haupts&chiic der Streckungszone von
Koleoptilen, Hypokotylen oder Wurzeln statt. Siesieat auf der Streckung von Zellen, die in
dieser Zone liegen, einige Millimeter unterhalb d&pitze des Organs. Die Zellen von
Hypokotylen oder Coleoptilen beantworten das Auginal mit einer Erhdéhung der
Zellwanddehnbarkeit (Cosgrove 1999). Die pflan&icBelle kann dann mit Hilfe des

Turgordrucks an Volumen gewinnen, die Volumenzur@hwiederum beruht auf der
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Einleitung

osmotischen Wasseraufnahme der Zelle, die wahreras &treckungsprozesses
aufrechterhalten wird. Eine pflanzliche Zelle véfgert ihr Volumen bei der Zellstreckung
um ein Vielfaches. Das flr die Wasseraufnahme aotagmotische Potential wird
hauptsachlich durch die zusatzliche Aufnahme vohiukaonen stabilisiert. Die durch die
Ausschleusung von Protonen bedingte Membranpoteritizhung fuihrt zur Offnung von
Kaliumkanalen, die durch Kaliuminflux einen Laduagsgleich bewirken (Claussen al.
1997, Fuchst al. 2006).

Man kann daher an mehreren Indikatoren Auxineffekéssen:
1. Volumenveranderung der Zellen/Gewebe

pH-Absenkung aul3erhalb der Zellen/Gewebe

Membranhyperpolarisierung

Erh6hung der Zellwanddehnbarkeit

a b 0N

Stromfluss an Kaliumkanalen

Veranderungen der hier genannten Grol3en sind weibate Zeichen fur stattfindendes oder
unmittelbar bevorstehendes Streckungswachstum fteenze. Da der Auxineffekt innerhalb

weniger Minuten einsetzt, ist es fir den Auxinfdwscnotig, Uber Methoden zur zeitlich
hochauflosenden Erfassung dieser Grél3en zu verfigen

1.3 Auxinrezeptoren und die schnelle Wachstumsantwb

Die Frage nach den Proteinen, die Auxine bindendaglSignal dieser einfach strukturierten
Phytohormone flr die vielfaltigen physiologischemoZesse transduzieren, war seit der
biochemischen Charakterisierung in den dreiRigehreia eine wichtige Frage der
Pflanzenphysiologie und ist es bis heute geblieben.

Zurzeit werden zwei Proteine diskutiert, die dasxiAsignal perzepieren und die
Primarantwort, das schnelle Streckungswachstunpsers Diese beiden Auxinrezeptoren
zeichnen sich durch ihre Verschiedenheit aus. A@GRKin-Bindeprotein 1) ist ein l6sliches,
im ER und auf der AufRenseite der Plasmamembran lidakées Dimer, dessen
Signaltransduktionsweg seit der Entdeckung (Heetehl. 1972, Dohrmannet al. 1978,
Lébler und Klambt 1985) nicht aufgeklart werden ®tm TIR1 (Transport Inhibitor
Response 1, Rigget al. 1997) hingegen ist ein nukleares Protein und Begt#ineines
Proteinkomplexes, dessen Funktion — die schnelggiRgon der Expression auxininduzierter
Gene — heute gut untersucht ist. Die Tatsache, emsich bei TIR1 um einen Auxinrezeptor
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handelt, wurde erst 2005 durch zwei Forschergruppsbhangig voneinander aufgeklart

(Dharmasiriet al., Kepinski und Leyser).

1.4 Signalwege im Zellkern: Genexpression

1.4.1 Auxinregulierte Gene

Eine groRe Anzahl von Genen wird durch Auxin regli Dazu gehdren di&H3-Gene
(Hagenet al. 1984), dieSAUR-Gene (Small Auxin Up Regulated, McClure und Guiléo
1987), die Gruppe dehUX/IAA-Gene (Auxin/Indole-3-acetic acid, Walker und Ke382)
und noch weitere Gene (Overvoordal. 2005).

Die genaue Funktion der Genprodukte dieser GrupoenGenen ist nicht immer bekannt
(Uberblick in Hagen und Guilfoyle 2002). Die Aktigit der auxininduzierten Gene wird
durch Auxinpromotoren reguliert, welche sogenamhtxREs (Auxin Response Elements)
besitzen. AuxREs bestehen aus einer charaktehstisBasenfolge, welche sich mehrfach
wiederholen oder durch bestimmte Basen erganztksein. Ein zentraler Teil der AuxREs ist
die Basenfolge TGTCTC. Die AuxREs sind die Ansatee fir die durch Auxin aktivierte
Transkriptionsmaschinerie (Ulmasewal. 1995)

1.4.1.1 DieSAUR-Gene

Etwa 2-5 Minuten nach der Inkubation von SojaboRHgpokotylsegmenten mit dem
synthetischen Auxin 2,4-D werden mRNAs dieser Geauaskribiert (McClure und Guilfoyle
1987, Geeet al. 1991). Sie kodieren Proteine mit 9-10 kDa Molekgéavicht. Sie werden im
gesamten Hypokotyl gebildet, jedoch besonders stader Epidermis und kortikalen Zellen.
Die Funktion ist grof3tenteils unbekannt. Yang ummb\Riah zeigten 2000, dass einige
SAUR-Proteine Calmodulin binden, ein Calcium-bindies regulatorisches Protein. Es gibt
Uber 70SAUR-Gene inA. thaliana.

1.4.1.2 DieGH3-Gene

Auch diese Gruppe von Genen wird wenige Minuterhn@exinzugabe transkribiert (Gee
al. 1991). Die Genprodukte sind Proteine von 65-70 Kdekulargewicht, insgesamt sind
19 GH3-Gene bekannt. Bei vieldBH3-Genen ist die Funktion unklar. Sie zeichnen sichtn
durch charakteristische Domanen oder Motive aus. dd@gen GH3-Genen konnte die
Funktion gezeigt werden. Sieben zur GH3-Familiebgehde Proteine stellten sich als IAA-
Aminosauresynthasen aus, d.h. sie spielen einee Rll IAA-Konjugatmetabolismus der
Pflanze (Staswickt al. 2005).
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1.4.1.3 DieAUX/IAA-Gene

Die AUX/IAA-Gene (Abelet al. 1995) spielen eine besondere Rolle, da ihre Gelujate
Repressoren der auxininduzierten Genexpression §Builfoyle et al. 1998). Somit
begrenzen sie Uber eine negative Ruckkopplung uliehdAuxine induzierte Genexpression
(Liscum und Reed 2002). Sie interagieren mit Trapsknsfaktoren, die die Expression
auxininduzierter Gene regulieren. Uber einen komgrleDegradationsprozess, in den TIR1
involviert ist, werden sie in Abh&ngigkeit von d&uxinkonzentration in der pflanzlichen
Zelle abgebaut. Sie unterliegen auch ohne anweseiuaban einem sehr schnellen Turnover

mit einer Halbwertszeit von etwa 7 Minuten (Abetlurheologis 1994).

1.4.1.4 Weitere auxininduzierte Gene

Ein fir das Streckungswachstum wahrscheinlich setintiges auxininduziertes Protein ist
die plasmamembranstandige Protonenpumpe (Heigal. 1990). InA. thaliana wird sie
durch eine Genfamilie mit 12 Genen kodiert (Ararggal. 2003). Ebenfalls durch Auxin
werden die Gene einwartsgerichteter KaliumkanalkilliPar et al. 2004) und Auxin-
Influxcarrier induziert. Der Influxcarrier LAX3 ishochspezifisch fur IAA und 2,4-D und

verfugt iber mehrere AuxREs (Swaril. 2008).

1.4.2 Regulation der auxininduzierten Genexpression
1.4.2.1 Auxin Response Factors (ARFS)

Die Expression auxininduzierter Gene wird Ub
Transkriptionsfaktoren, die sogenannten AR
(Auxin Response Factors, Ulmasat al. 1997b)

kontrolliert. Bis heute sind 22 verschiedene ARRs

A. thaliana bekannt, die alle als Dimer oder Monomt

an AuxREs binden koénnen.
In Abb. 1.1 ist ein 3D-Strukturmodel von RAV1-BZ

Abb. 1.1: 3D-Struktur von RAVB3
der DNA-Bindedomane eines pflanzlichen dur p.i ger Bindung an die DNA. D

Kaltestress regulierten Transkriptionsfaktol podell wurde mit  Chime, ein
dargestellt (Yamasalet al. 2004). Die B3-Doméane Software zur grafischen Darstellt
ist ein Teil der ARFs, sowie auch der in d von 3D-Strukturen, erstellt.
Molekularbiologie haufig eingesetzte

Restriktionsendonuklease EcoRll. Sie i

hochkonserviert in allen Organismen.
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Die ARFs binden sehr spezifisch an eine im Auxinpotor enthaltene DNA-Sequenz mit der
Basenfolge TGTCTC und erleichtern in bestimmtenef@lie Bindung der RNA-Polymerase
an die DNA. Die meisten ARFs konnen dimerisiereie besitzen neben der DNA-
Bindedomane fast alle auch eine carboxyterminafadbisierungsdomane (CTD). Durch die
Dimerisierung wird der Effekt eines ARFs wahrschen verstarkt (Tiwariet al. 2003).

Niedrig auflosende Northern Blots zeigen, dassAf-s 1-10 in jedem Organ der Pflanze
exprimiert werden (Ulmasogt al. 1999a). Uber die Steuerung der Expression der ARFs

wenig bekannt.

1.4.2.2 Aktivator-ARFs und Repressor-ARFs

Eine weitere sehr wichtige Doméne eines ARF-Pretehein als Activation Domain (AD)
oder Repression Domain (RD) bezeichneter Beremtioxyterminal der DNA-Bindedomane
liegend. Wahrend RDs uber viele Serin-, Prolinydie- und Glycinreste verfugen, sind ADs
angereichert mit Glutaminresten. Es ist davon agefzen, dass die Prolinreste der RDs durch
inre besonders starken Einflisse auf die Proteinfgl die Interaktion mit der
Transkriptionsmaschinerie verhindern. Die ARFs B4,8 sowie 20-22 verfligen Uber eine
Repressordomane. Lediglich funf ARFs (5-8 sowie \I&flgen Uber eine glutaminreiche

Aktivatordoméane (Guilfoyle und Hagen 2007).

1.4.2.3 AUX/IAA-Proteine und Aktivator-ARFs

Fur die funf ARFs, die mit glutaminreichen Aktivadomanen ausgestattet sind, spielen die
oben erwahnten AUX/IAA-Repressorproteine eine wagt Rolle. AUX/IAA-Proteine
verfigen auch Uber eine carboxyterminale Dimensigedomane, die mit den CTDs von
Aktivator-ARFs interagieren kann. In diesem Falirkat es zur Heterodimerisierung von
ARF und AUX/IAA-Protein und damit zur Repression rddurch Aktivator-ARFs
normalerweise induzierten Transkription. Somit kémaktivierende ARFs als Monomer oder
Dimer nur in Abwesenheit von AUX/IAAs aktivierendrken (Tiwariet al. 2003).

Inwiefern bestimmte AUX/IAAs an bestimmte mit Akéitordoménen ausgestatte ARFs
binden, ist nicht immer bekannt (Hagen und Guiko002), es gibt jedoch Hinweise darauf,
dass sich aus der Kombination der 5 glutaminreichBfrs und 29 AUX/IAAs komplexe
Genexpressionsmechanismen in den verschiedenenb@ewler Pflanze ergeben (Nagpal
al. 2005, Weijerst al. 2005, Wilmothet al. 2005, Ueharat al. 2008) (Abb. 1.2).
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ARF
19

Abb. 1.2: Bis heute bekannte Interaktionen zwiscé&tFs und AUX/IAAs. Die als Ellipsen dargestellten
AUX/IAAs koénnen nur mit den blau gekennzeichnetektivator-ARFs interagieren. Die gestrichelten Limie
zeigen eine vermutliche Interaktion auf. Der Keisgtand von heute ist unvollstindig. Es kann davon
ausgegangen werden, dass alle AUX/IAAs zur Intéaknit Aktivator-ARFs fahig sind.

Overvoordeet al. haben 2005 ir. thaliana Insertionsmutanten in 12 der 20X/1AA-Gene
hergestellt. Meist handelte es sich um Einzelmetann einigen Fallen wurden auch Doppel-
und Dreifachmutanten von evolutionar besonderk starwandtenPAUX/IAA-Genen erzeugt.
In keinem der Félle zeigten sich im Phanotyp ddensnichten Mutanten Unterschiede zum
Wildtyp. In physiologischen Versuchen zur Auxinaatider Wurzeln lie3en sich auch keine
Unterschiede zum Wildtyphintergrund erkennen. MifeHeines Affymetrix Genchips wurde
von Overvoordeet al. die Expression von 22.810 Genen untersucht. Eeswth dabei
heraus, dass die Deletion eines einzelAeXX/IAA-Gens (17) oder eine dreifache Deletion
(iaa5 iaa6 iaal9) keinen oder kaum einen Einfluss auf die Expressuaxininduzierter Gene
hat. Diese Ergebnisse sprechen fir ein redundaftéX/IAA-System, in dem nicht
bestimmte AUX/IAAs bestimmte ARFs blockieren.

1.4.2.4 AUX/IAA-Proteine und Repressor-ARFs

Es ist unwahrscheinlich, dass die ARFs mit Repressnane direkt oder indirekt mit der
Auxinsignaltransduktion zu tun haben. ARF3, 13 ubd besitzen keine C-terminale
Dimerisierungsdoméne, sie kdnnen auf keinen FallAhiX/IAA-Repressoren interagieren.

Tiwari et al. (2003) zeigten in teilweise unveroffentlichten $Mechen, dass die ARF-
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Repressoren 1 und 2 keine oder kaum eine Interaktiac AUX/IAAL17 sowie weiteren
AUX/IAAs haben.
In Abbildung 1.2 wird der Stand der Kenntnisse Ul Interaktion von ARFs und

AUX/IAA-Proteinen zusammengefasst.

In Tabelle 1.irdwdie Funktion der ARFs

aufgelistet. Trotz der Unvollstandigkeit von Abhilty 1.2 und Tabelle 1.1 ist auch hier zu

erkennen, dass auxingesteuerte Prozesse wie Bildiemyp Seitenwurzelbildung und

Tropismen offensichtlich durch die mit Aktivatordénen ausgestatteten ARFs genreguliert

werden, wohingegen die RD-ARFs nicht durch Auxidunierte Gene regulieren.

nit

Repressor/AktivatordoméarneRegulierte Prozesse Interaktion n

AUX/IAA

ARF1 RD Seneszenz -

ARF2 RD Seneszenz -

ARF3 RD (ohne CTD) Juvenile to adult transition -

ARF4 RD Juvenile to adult transition -

ARF5 AD Wurzelbildung im Embryg  AUX/IAA12 und 13

ARF6 AD Blutenentwicklung AUX/IAA3 und 4

ARF7/NPH4 | AD Tropismen AUX/IAA3, 14 (SHY2
AUX/IAA18 und 19

ARF8 AD Blutenentwicklung AUX/IAA3 und 4

ARF9 RD -

ARF10 RD Keimung -

ARF11 RD -

ARF12 RD -

ARF13 RD (ohne CTD) -

ARF14 RD -

ARF15 RD -

ARF16 RD Wie ARF10? -

ARF17 RD (ohne CTD) Wie ARF10? -

ARF18 RD -

ARF19 AD Seitenwurzelbildung AUX/IAA 14 und 18

ARF20 RD -

ARF21 RD -

ARF22 RD -

Tab. 1.2: Liste der ARF — AUX/IAA — Paare.
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1.4.3 TIR1 - ein Auxinrezeptor zur Steuerung der axininduzierten

Genexpression
Die AUX/IAA-Proteine kdonnen Aktivator-ARFs blockien. Der entscheidende Schritt, an
dem das Phytohormon Auxin nun ins Spiel kommt, wdrdch den Auxinrezeptor TIR1
geregelt. Seine Rezeptorrolle wurde erst 2005 dwurelei Arbeitsgruppen unabhéngig
voneinander aufgeklart (Dharmasati al. 2005a, Kepinsky und Leyser 2005). Es stellt die
zentrale Schaltstelle dar, die die
Expression aller auxininduzierte
Gene lenkt. Seine Funktion erfull
TIR1, indem es in Abhangigkeit vol
der Auxinkonzentration deAbbau
der AUX/IAA-Repressoren initiiert
und damit die Genexpressio

auxininduzierter Gene startet.

TIR1 ist ein l6sliches 17kDa-Proteir
das Teil des sog. SCR-

Proteinkomplexes ist. Der Nam
dieses Komplexes beruht auf de
Abkirzungen von SKP1, Cullin unc

F-Box, den drei Hauptbestandteilen Abb. 1.3: 3D-Stuktur von TIR1 (blau), gebund
dieses Komplexes. an ASK1 (grau) In grin als Kugelmodell ist da:
TIR1 ist eines von tber 700 allein im T/R1 gebundene AUX/IAAPeptid dargestellt. D

Pflanzenreich existierenden F-Box- APPildung wurde mit Chime erstellt.

Proteinen. Dabei ist die

namensgebende F-Box ein Motiv, mit dem TIR1 an Skidl an den SCF-Komplex binden
kann. Der tbrige Teil von TIR1 dient zur Bindungnge Liganden: eines Auxinmolekuils und
eines AUX/IAA-Repressors. Dabei fungiert das Auxolekil als molekularer Kleber, um
die Bindung des Repressors an TIR1 zu stabilisi€Fanet al. 2007).

In Abbildung 1.3 ist TIR1 und seine Verkniupfung tidas F-Box-Motiv mit SKP1 sowie die
Bindung eines AUX/IAA-Peptids dargestellt.
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1.4.3.1 Der SCER®*-Komplex: weitere beteiligte Proteine

Der SCE™-Komplex ist Teil eines Systems zur Steuerung dexirénduzierten
Genexpression. Als Teil einer Degradationsmasci@nermittelt hierbei der Auxinrezeptor
TIR1 die Ubiquitinierung und damit den Abbau der XAA-Proteine. Durch multiple
Ubiquitinierung tber den SCE!-Komplex werden die AUX/IAA- Repressoren fiir den
Abbau durch das 26S-Proteasom markiert.

ASK1 (oder SKP1) ist ein Adapterprotein zwischerRTlund CUL1l. CULL ist das
Tragerprotein, an das die den SCF-Komplex bilderRRieteine andocken. Das Molekil kann
N-terminal ASK1 binden, und C-terminal RBX. Dieseiden Bindungsstellen ermdglichen
die Zusammenfuhrung des zu ubiqutinierenden AUXAR®&pressors und des
2Ubiquitinlieferanten“ E2. RBX dient hierbei der Retierung von E2-Ub (Ub, Ubiquitin).
Es stabilisiert die Bindung von E2 am SEEKomplex.

Ein weiteres Protein, RUB, bindet ebenfalls an &@F ~'-Komplex und reguliert die

Aktivitat desselben. In Tabelle 1.2 sind alle amF8®-Komplex beteiligten Proteine

aufgelistet.

Name (Abkiirzung) Herkunft des Namens Funktion

TIR1 Transport Inhibitor Response Auxinrezeptor,
Repressorbindung,
Bindung an SKP1

SKP1/ASK1 S-PhaseKinase associatdérotein / Adapterprotein TIR1-CUL1

ArabidopsisS-PhaseKinase related Protein

cuL1l Cullin Gerustprotein

RBX1 Ring Box Rekrutierung von E2

E2 Enzyme 2 Ubiquitintransportprotein

RUB / Nedd8 Related to Ubiquitin Aktivitatsmodulati

COP9 Constitutive Photomorphogenesis 9 Abspaltusg Ron CUL1

AXR1 Auxin Resistant 1 Bindung von RUB an CUL1

AUX/IAA Auxin/indole-3-acetic-acid Zu ubiquitinieredes
Repressorprotein

CAND1 Cullin Associated and Neddylation Dissociatedotig fiir die Dissoziation des
Komplexes

Tab. 1.2: Am SCF*'-Komplex beteiligte Proteine und ihre Funktion.
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Abbildung 1.4 zeigt ein Modell des vollstandigen FS€-Komplexes, dessen
dreidimensionale Struktur 2007 aufgeklart wurdan@ al. 2007).

Abb. 1.4: Der SCE**-Komplex. Aus Taret al. 2007.

1.4.3.2 Enzymatische Vorgénge im SCE*-Komplex

Der Abbau von AUX/IAA-Repressoren wird Uber die Bd@rung von Ubiquitinmolekilen
durch das Enzym E1 und den Transport dieser Ulinguimittels Enzym E2 zum SCR-
Komplex, der auch als ,Enzym E3“ bezeichnet wirdhgeleitet. Die Bindung von E2-
Ubiquitin an die SCF?-Ligase wird durch zusétzliche Enzyme reguliert.

Die Polyubiquitinierung der AUX/IAA-Proteine marktediese fur den Abbau durch das 26S-
Proteasom. Die ebenfalls hochkomplexe Degradatiasshinerie liegt im Zellkern wie auch
im Cytosol vor, was einen Transport von markierigpressoren erspart. Dadurch ist die
Zelle in der Lage, sehr schnell seine Genexpredsosich andernden Auxinkonzentrationen
anzupassen. Im Anhang ist die Ubiquitinierung dudén SCFE"-Komplex grafisch

dargestellt (Anhang A)

1.4.4 Physiologie von TIR1 irArabidopsis thaliana
Wird TIR1 ausgeschaltet, kommt es in der Pflanzigvéese zu Stérungen im pflanzlichen
Wachstum. Ruggeet al. zeigten 1997, dass . thaliana das Wurzelwachstum durch die
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naturliche tirl-Mutante gestort ist. Wahrend Wildtyppflanzen aufugZbe eines
Auxintransportinhibitors  (NPA) und dem damit verdenen Anstieg der
Hormonkonzentration in der Wurzel mit einer Inhidiit des Streckungswachstums reagieren,
wachst didir1-Wurzel fast mit normaler Rate weiter.

Auch die Anzahl der Seitenwurzeln ist in derl-Mutante veréndert. IAA oder ein
Auxintransportinhibitor fuhrt in der Wurzel des \Wyps zu erhdhten Auxinleveln und damit
zu verstarkter Seitenwurzelbildung. Diel-Mutante kann nicht die Menge an Seitenwurzeln
bilden (etwa nur ein Sechstel des Wildtyps), damdichtlich die Auxinsignaltransduktion

Uber TIR1 unterbrochen ist.

1.4.5 Weitere Auxinrezeptoren im Kern: die AFBs

Es wurde eine Reihe von TIR1- Homologen identifizi€s sind dies AFB1, AFB2, AFB3,
AFB4 und AFB5 (Dharmasirgt al. 2005b). Die Abkirzung AFB steht fur Auxin F-Boxs E
handelt sich also um weitere F-Box-Proteine.

Nachweislich bilden AFB1 und 3 zusammen mit ASKH @UL1 einen SCF-Komplex. Bei
AFB2 kann man nur davon ausgehen, da sich diesgsifPbisher nicht als Epitop-markierte
Version exprimieren liel3, so dass keine InterakttohASK1 gezeigt werden konnte. AFB1,
2 und 3 interagieren allesamt mit AUX/IAA RepressurDie Sequenzanalyse ergab, dass
TIR1 mit AFB1 eine 70%ige und mit AFB 2 und 3 eB@bige Aminosaureubereinstimmung
aufweist.

Zwischen den Proteinen konnten Unterschiede in &tirke ihrer Expressionsmuster
festgestellt werden. Wahrend TIR1 und AFB1 nichstwok exprimiert werden, kommt es im
Falle von AFB2 und AFB3 zu viel hoheren Proteinlavies wurde mit GUS-Farbungen
wie auch mit Reverse-Transkription-PCR gezeigt (Dtesiriet al. 2005b).

1.4.6 Physiologische Auswirkungen von Einfach- untMehrfachknockouts

der Kernrezeptoren

Nach Dharmasiret al. handelt es sich bei den AFBs auch um AuxinrezeptoYon ihnen
erzeugte Mutanten iA. thaliana, in denen Transkripte der mRNA dieser Proteinétmeehr
nachweisbar waren, zeigten teilweise eine Resisgiegen Auxin, und zwar gegen 2,4-D, ein
synthetisches Pflanzenhormon. Es zeigte sich, dassKnockout der einzelnen AFBs
verschieden starke Effekte auf die fir Auxine tgpes Inhibition von Wurzelwachstum hat.
Wahrend das Wurzelwachstum der Mutaaftel sich wie das des Wildtyps Col 0 durch 2,4-D
fast vollstandig inhibieren liel3, erreichten die i&in der Mutanteafb2, afb3 undtirl noch
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etwa die Halfte der Lange der unbehandelten Kdmtuozeln. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, das, zumindest AFB1 eine andere Funkéils die anderen Auxinrezeptoren
erfullt.

Es wurden auch Mehrfachmutanten der auxinbindenBéBox-Proteine erzeugt. Dazu
gehoren Doppel-, Dreifach- und Vierfachmutanten. Hendelt sich hier wie bei den
Einzelmutanten um T-DNA-Insertionsmutanten. Diesetditen sind besonders interessant
fur die Auxinforschung, weil durch sie eine mégecRedundanz des F-Box-Rezeptorsystems
gezeigt bzw. widerlegt werden kann. In der ,Tripetante” wurden die Gen&lR1, AFB2

und AFB3 ausgeschaltet, wahrend in der ,Quadrupelmutanie‘GeneTIR1, AFB1, AFB2

und AFB3 ausgeschaltet wurden. Dharmagrial. (2005) zeigten, dass mit dem Grad der
Mutation auch der Grad der Resistenz gegen 2,4-DWnrzelwachstumstest zunimmit.
Wahrend bei einigen Einzelmutanten 0,085 pM 2,44 wollstdndigen oder teilweisen
Inhibition des Wurzelwachstums ausreichen, sind &ine 50%ige Reduktion des
Wurzelwachstums in der Tripelmutante etwa 2 uM 2,4étig, bei der Quadrupelmutante
sogar 5 uM 2,4-D, also eine etwa 100fach hohereslxs fur den Wildtyp. Diese Ergebnisse
sprechen daftr, dass die homologen F-Box-Protdgneedundantes System agieren, und dass
sich die Effekte der Knockouts der einzelnen Geres Oer Auxinsensitivitat im
Wurzelwachstum aufaddieren.

Insgesamt muss man aus den Ergebnissen von Dharetaai schlieRen, dass die vier bis

jetzt untersuchten nuklearen Auxinrezeptoren ednmeantes System darstellen.

1.4.7 F-Box-Auxinrezeptoren und Streckungswachstum

TIR1 und die AFBs sind Auxinrezeptoren. Sie konntas schnelle Streckungswachstum
Uber die von ihnen gesteuerte Genexpression daeltdsen. Dies ist allerdings nicht sicher,
da moglicherweise nur die Rahmenbedingungen, mtldr das Auslésen des schnellen
Streckungswachstums tber TIR1 vermittelt wird. Bezifizierung oder Falsifizierung dieser
These ist ein Teil dieser Arbeit. In Abschnitt Wé&d auf diesen Zusammenhang genauer

eingegangen.

Es gibt noch einen weiteren Auxinrezeptor, der &dbn fir die Vermittlung der

Primarantwort verantwortlich sein konnte: ABP1.
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1.5 Das Auxin-Bindeprotein 1

ABP1 ist ein unverzichtbares Protein fur die Enkliag héherer Pflanzen. Der Knockout
dieses Proteins iA. thaliana erwies sich als embryoletal (Chen 2001). Es harsiteh wie bei
TIR1 um einen Auxinrezeptor. Seine vollig anderdadlcsation, Struktur und Funktion wird

im Folgenden naher erlautert.

1.5.1 Identifikation als Auxinrezeptor

Relativ lange vor der Entdeckung von TIR als nulde@uxinrezeptor wurde ABP1 entdeckt.
Zunachst wurde in fraktionierten Homogenaten vonsktaeoptilen die spezifische Bindung
von IAA und 1-NAA an Membranfraktionen nachgewies@tertel et al. 1972). Die
Auxinbindung wurde vornehmlich in ER-Membranen lidiart. Spater konnte die
Lokalisierung der Auxinbindung verbessert werdenhibnannet al. zeigten 1978, dass im
ER und an der Plasmamembran 1-NAA spezifisch gedungird, wohingegen in der
Tonoplastenmembran eine unspezifische Auxinbindarfagt.

1985 wurde ABP1 zum ersten Mal als auxinbindendegel aufgereinigt (Lobler und
Klambt 1985a). Lobler und Klambt stellten weiterlfeist, dass ABP1 IAA, 1-NAA und 2,4-D
mit &hnlichen K-Werten wie die bereits von anderen Gruppen untetsn ER-Membranen
banden (Batkt al. 1976, Rayet al. 1977, Cross und Briggs 1978, Murphy 1980). ABP1
wurde also zuerst aus ER-Membranen aufgereinigt.

Noch waren aber viele Fragen zur Lokalisation v@8PA offen. Ob es nur im ER oder auch
an der Plasmamembran lokalisiert ist, und in weith€ompartiment es seine Funktion

erfullt, war nicht klar.

1.5.2 Experimente zur Klarung der Lokalisation vonABP1

1.5.2.1 ABP1 verflugt Uber ein ER-Retentionssignal

ABP1 verfugt C-terminal Uber die vier Aminosaurerysin (K), Asparaginsaure (D),
Glutaminsaure (E) und Leucin (L), die das KDEL-Motlarstellen. Hierbei handelt es sich
um ein ER-Retentionssignal (Munro und Pelham 19B83)sorgt daflr, dass dieses Protein im
ER gehalten wird und nicht sekretiert wird. Veraotivch hierfir ist ein KDEL-bindendes
integrales Membranprotein imis-Golgi, ERD2 (Lewiset al. 1990). Prinzipiell werden mit
dem KDEL-Motiv versehene Proteine nach Erreicheaais-Golgi wieder zurtick ins ER
transportiert. Tatséchlich sind etwa 98% aller AB&bien im ER lokalisiert. Die Ubrigen 2
Prozent kbnnten nach Hendersenhal. (1997) an der Aul3enseite der Plasmamembran
gebunden sein, da nach Hendersons Analyse der iGlyk&tur von ABP1 1,3 % der ABP1-
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Molekile eine komplexe Glykosylierung im Golgi drfan haben, die fir eine Sekretion
dieser Proteine spricht. Die Glykosylierung der&R befindlichen ABP1-Molekile setzt sich
aus 2 N-Acetylglucosaminresten und vier Mannoserestisammen.

1.5.2.2 ABP1 bindet markierte Antikérper an der Plamamembran

Diekmannet al. konnten 1994 mit Antikdrpern gegen ABP1 das Prosghtbar machen. Mit
Hilfe der SEIG-EPOM-Methode (Silver enhanced imngold as viewed by epipolarization
microscopy) wurden ABP1-Molekiule auf der Oberflactier Plasmamembran von aus
Maiskoleoptilen gewonnenen Protoplasten visualisigfierfir wurden die priméren
Antikdrper nach Bindung an ABP1 von goldkonjugiarekundaren Antikbrpern gebunden
und die Goldpartikel wiederum durch die Verwendenges silberlactathaltigen Entwicklers
mit einer Schicht metallischen Silbers umgeben. Beiwendung von polarisiertem Licht
konnten so einzelne ABP1-Kopien auf der Oberfladbe Protoplasten als leuchtend weil3e
Punkte sichtbar gemacht werden.

Anhand dieser Daten ging man davon aus, dass ARBd grofdtenteils im ER vorlag, aber
maoglicherweise seine Funktion an der Plasmamendrfélit. Strukturanalysen sollten nun

Hinweise zur Funktion von ABP1 liefern.

1.5.3 Struktur und Auxinbindemechanismus

Wie TIR1 wurde ABP1 rontgenkristallographisch ustenht, seine Struktur wurde mit einer
Auflésung von 1,9 Angstrom aufgeklart (Woo et a02p) ABP1 ist ein losliches 22kD-
Protein, welches nativ als 44kD-Dimer vorliegt.l&smdelt sich um ein fast ausschlief3lich aus
[B-Faltblattern bestehendes Protein, wobei die Anamdgndieser Strukturen defiJellyroll-
Barrel-Motiv entspricht. Im Zentrum eines Monomsitzt ein Zinkatom, 5fach koordiniert
durch die drei Histidine 57, 59 und 106, den Glwamest 63 und ein Wassermolekil. Dieses
Wassermolekul wird im Falle der Auxinbindung dussh Auxinmolekul ersetzt. In der Nahe
des Zinkatoms sitzt ein Loop, der in die einzigehd-Helix des Monomers Ubergeht. Sie
bildet den C-Terminus des Proteins, und ist tUbee &isulfidbricke mit dem N-Terminus,

ebenfalls ein Loop, verbunden (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5: 3D-Struktur des ABP1.
Dimers. Im linken Monomer

wurde die C-terminale Alpha-

Helix rot, der Tryptophan151-Res
violett, ein Auxinmolekdil blau, das
Zinkatom grin und die

Disulfidbriicken gelb eingefarbt

Die Abbildung wurde mit Chime

erstellt.

1.5.3.1 Die Auxinbindung

Loébler und Klambt (1985), Shimomuet al. (1986) sowie Tiaret al. (1995) zeigten die
Bindung von 1-NAA an ABP1 in Abhangigkeit vom pH-Weuf. Das Optimum fir die
Bindung liegt bei pH 5 (Shimomurmt al. sowie Tianet al.) bzw. 5,5 (Lobler und Klambt)
Alle Forschergruppen zeigten, dass ABP1 andererBeitpH 7 kein Auxin mehr bindet.
Aul3erhalb der Zelle liegt der pH-Wert im Optimunm &ine Auxinbindung durch ABP1. Der
pH-Wert im ER ist nur schwer und indirekt zu bestien. In tierischen Zellen konnte er mit
pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen auf 7,2 bestinverden, im Golgi liegt er bei 6,5 (Kim
et al. 1998). Zumindest im ER bindet ABP1 wohl kein Auxim Golgi konnte es aber
tatsachlich zur Auxinbindung kommen, denn hiertlidg Ko immer noch bei 25-30% des
Optimums (Lobler und Klambt 1985, Shimomtal. 1986).

1.5.3.2 Die Bedeutung der C-terminalen Helix von AB1 bei der Auxinbindung

Die C-terminale Helix kdnnte neben der RetentiongR auch eine weitere Funktion haben,
namlich die Weitergabe des Auxinsignals.

Da die Helix sehr beweglich an zwei Loops gebunderkénnte sie eine Bewegung hin- oder
vom Zinkatom weg erfahren, wahrend der BuBaltblattern bestehende Ubrige Teil aufgrund
seiner Rigiditat wohl unbeweglich bleibt. Eine wige Rolle fir die Bewegung der Helix
spielt der Tryptophanrest 151 (Trp 151), der sichdirekter Nachbarschaft zum Zinkatom
und dem hieran gebundenen Auxinmolekil befindetisEslavon auszugehen, dass dieser
Rest mit einem von ABP gebundenen Auxinmolekulragesrt und sich damit die Position

der Helix verandert.
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Leider konnte in den rdntgenkristallographischentdtsuchungen von Woet al. (2001)
diese Konformationsénderung nicht gezeigt werden.

Mittlerweile sind bioinformatische Simulationen ndén rontgenkristallographischen Daten
durchgefihrt worden (Bertosaet al. 2008). Hierbei konnte die mdgliche
Konformationsanderung von ABP1 gezeigt werden. achtéch erfahrt die C-terminale
o—Helix von ABP1 in der Simulation die auch schon Woo et al. vermutete Bewegung:
nach Bindung eines Auxinmolekils wird der C-Ternsimn das Auxinmolekil herangezogen
und durch eine Edge-to-face-Interaktion des Trpdftldem Auxinmolekil stabilisiert. Die
C-terminale Helix wird nach der Bindung eines Aurirlektls von einer exponierten Lage in
eine dicht an das Protein herangezogene Lage \wysoh Diese Verlagerung kénnte eine
entscheidende Bedeutung fir die Retention von AIBPER haben, die dann moglicherweise
durch Auxinbindung gestort wird.

1.5.4 Physiologie von ABP1 in Protoplasten

Die Experimente zur Lokalisation, Struktur und zémxinbindemechanismus haben viele
Hinweise zur Funktion von ABP1 geliefert. Zur wede Aufklarung wurden viele
Experimente mit Protoplasten durchgefuhrt. Protipla zeichnen sich durch eine gut
zugangliche Plasmamembran aus, so dass dort lieks ABP1 durch verschiedene
Effektoren gut erreichbar ist.

1.5.4.1 ABPL1 reguliert einen Protonenefflux an delPlasmamembran

Von Rucket al. wurde 1993 in Patch-Clamp-Experimenten mit Maiggptasten gezeigt,
dass sofort nach der Zugabe von 0,1 uM IAA oderAANin Fluss von positiven Ladungen
aus der Zelle heraus stattfindet. Diese Reaktiamdeti nur bei Anwesenheit von
Magnesiumionen und ATP statt, was auf die Aktivitér plasmamembranstandigen-H
ATPase zuriickzufuhren ist. Der gleiche Effekt tstat Behandlung mit bestimmten ABP1-
Antikdrpern auf, die ja nur aul3erhalb der Zelle ABBinden kdnnen. Diese fordernden
Antikdrper (D16-Antikorper) wurden gegen eine alsxBA bezeichnete Sequenz des Proteins
hergestellt und fihren mdglicherweise zu der gknckKonformationsanderung von ABP1,
die bei Bindung von Auxin eintritt (Venig al. 1992). Polyklonale Anti-ABP1-Antikorper,
die gegen das gesamte Protein gerichtet sind,efilringegen zum Block des Proteins, so

dass auch Auxin keinen Protonenfluss mehr auslkisente (Abb. 1.6)
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1.5.4.2 Protoplasten schwellen nach Behandlung niBP1-Antikdrpern genauso wie

nach Behandlung mit Auxinen an

Appliziert man IAA auf Mais-, Tomaten-, od&-thaliana-Protoplasten, reagieren diese mit
einer VolumenvergroRerung (Steffeetsal. 2001, Christiaret al. 2003). Der gleiche Effekt
lasst sich mit Antikdrpern auslésen: in weitererp&xmenten mit gegen ABP1 gerichteten
fordernden D16-Antikbrpern konnte ich bei Tomatenpplasten eine
Nettovolumenvergrof3erung ausldsen (Christian @08B). Diese Protoplastenschwellung ist
ebenfalls auf eine Signaltransduktion zurlckzufiihredie an der AuRRenseite der
Plasmamembran ausgeltst wird. Hierbei ist davozumehen, dass die Protoplasten durch
Kaliumaufnahme ihre Konzentration von osmotischivekt Teilchen erhdhen, was eine
osmotisch bedingte Wasseraufnahme und damit einemémvergrol3erung mit sich bringt
(Abb. 1.6).

1.5.4.3 Das Membranpotential von Protoplasten hypgolarisiert nach Auxinzugabe

oder Zugabe fordernder Antikérper

Barbier-Brygoo et al. konnten 1989 in elektrophysiologischen Versuchent m
Maisprotoplasten eine Veranderung des Membranpatenhessen. Hierzu muss allerdings
gesagt werden, dass die absolut gemessenen Wertdatabranpotentials im Widerspruch
zum normalen Membranpotential einer Zelle stehems DRuhemembranpotential der
untersuchten Tabakprotoplasten lag nach Barbiegdirgt al. nicht bei den zu erwartenden
-100mV, sondern bei etwa -5 mV. Diese viel wenig@mgativen Werte sind auf das
verwendete Pflanzenmaterial zurtickzufuhren: duerh\erdau der Zellwand veréndern sich
offensichtlich die elektrischen Eigenschaften dexsamembran, so dass bei Verwendung
der Mikroelektrode das wahre Membranpotential Iecfi wird (van Duijn und Heimovaara-
Dijkstra 1993).

Nichtsdestotrotz konnten die auxininduzierten Andegen des Membranpotentials mit dieser
Methode reproduzierbar dokumentiert werden. Die abegvon 2 puM 1-NAA zu den
untersuchten Tabakprotoplasten flihrte zu einer Hbgarisierung des Membranpotentials
von -8,5 auf -12,5 mV. Bei Behandlung der Zellen BiL6-Antikérpern stellte sich ebenfalls
eine Hyperpolarisierung um 4 mV ein. Genauso wieRiek et al. konnte die Vorinkubation
der Protoplasten mit polyklonalen Anti-ABP1-Antik@rn die durch IAA induzierte Reaktion
der Protoplasten inhibieren (hier eine Hyperpodiis), da auch hier von einem Block von
ABP1 auszugehen ist (Abb. 1.6)
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1.5.4.4 Die Funktion der C-terminalen Helix in derSignaltransduktion

Eine Reihe von Experimenten wurden mit synthetiscReptiden, die der Sequenz der
C-terminalen Helix von ABP1 entsprechen, durchgefih

Blatt und Thiel zeigten 1994, dass Peptide mit Aerinosauresequenz des C-terminalen
Peptids von ABP1 aus Mais eine kurzfristige Alkalisng des Cytosols voNicia-faba-
Schliel3zellen um 0,4 pH-Einheiten auslésen kann, \Weptide mit anderen
Aminosaurezusammensetzungen keinerlei Effekt zeigte

Auch die mit D16-Antikérpern gezeigte Schwellreaktivon Maisprotoplasten konnte mit
dem C-terminalen Peptid von ABP1 aus Mais ausgel@stien (Steffengt al. 2001). In
meiner Diplomarbeit konnte ich den gleichen Effekit dem C-terminalen Peptid von ABP1
aus Tomate bei Tomatenprotoplasten auslosen. (ABp.

Diese Ergebnisse sprechen alle fur eine direkt®mrung der C-terminalen Helix von

ABP1 in seine Signaltransduktion. Sie ist dahergbstand der vorliegenden Arbeit.

. Anti-ABP1-
D16-Antikorper Antikdrper

Auxin V L\/J L\—/—‘
C-terminales
5 / 5 Peptid von ABP1
A% C D

ABP1

C-terminale Helix

Protonenefflux, Protoplastenschwellung, Hyperpolarisierung der PM

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Bindungoleesiener Effektoren an ABP1. Auxine flhren
nach Applizierung auf Protoplasten zur Aktivieruran ABP1 und seiner Signalubertragungsdoméne
(C-terminale Helix). Es kommt zu Protonenefflux, ofeplastenschwellung sowie zur
Membranhyperpolarisierung (A). Der gleiche Effekirdvbei Applizierung des D16-Antikorpers
induziert, weil dieser vermutlich die gleiche Konfationséanderung wie IAA bei ABP1 auslost (B).
Der polyklonale Anti-ABP1-Antikdrper fuhrt nicht ziKonformationsanderung von ABP1, sondern
blockiert ABP1. Hier kann dann IAA auch nicht medinen fordernden Effekt auslosen (C). Das
C-terminale Peptid bindet nicht an ABP1, sondedumniert direkt die gleichen Reaktionen wie durch
IAA oder D16-Antikorper aktiviertes ABP1.
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1.5.5 Die mdgliche Signaltransduktion von ABP1

Aus den Experimenten zur Lokalisation und zur Rilggie von ABP1 wurde erstmals 1990
von Klambt die Dockingproteinhypothese vorgeschiageufgrund der Tatsache, dass ABP1
auch an der Aul3enseite der Plasmamembran lokalisteund nur extrazellular wirkende
ABP1-spezifische Effektoren auxinartige Effekte Rrotoplasten hervorriefen, geht die
Dockingproteinhypothese von einem Membranprotes) das ABP1 bindet und ein Signal in
die Zelle Gbertragt. Da ABP1 keine membrandurchspaden Domanen aufweist, konnte die
C-terminale Helix von ABP1 fir das Andocken an damegrales Membranprotein
(Dockingprotein) wichtig sein. Die Experimente nieptiden der C-terminalen Sequenz,
welche auxinartige Effekte in Protoplasten induaiekonnten, unterstitzen diese These.

Da das Signalling von ABP1 ist nach wie vor niclgklgrt ist und bleibt daher weiter

Gegenstand der Experimente.

1.6 Was ist der Auxinrezeptor flr das schnelle aurinduzierte Wachstum?

Die beiden hier vorgestellten Auxinrezeptoren TIlRD ABP1 kénnten beide die klassische

Primarantwort auf Auxin vermitteln.

1.6.1 Vermitteln TIR1/AFB das schnelle Streckungswehstum?

Alle hier untersuchten F-Box-Proteine sind Auxirgptoren und agieren gemeinsam als
redundantes System zur Steuerung der auxinindemi€enexpression.

Die von Dharmasiret al. durchgefihrten Experimente zur Inhibition des Wiwaehstums
erfassen aber leider keine schnellen Reaktionergiel@Anderungen der Wurzellange erst
nach 5 Tagen Versuchsdauer ausgemessen wurderei§en, dass das Fehlen der F-Box-
Proteine sich negativ auf die Fahigkeit der Pflanzef exogen appliziertes Auxin zu
reagieren, auswirkt. Allerdings ist hierbei unklayf welche Ebene diese beschréankenden
Einflisse der fehlenden nukleédren Auxinrezeptorieh auswirken. Ob die eingeschrankte
auxininduzierte Genexpression direkt verantwortlfiith das Streckungswachstum bzw. die
Reduktion des Wurzelwachstums der Pflanze istnigtt klar. Moglicherweise stellen die
AFBs und TIR1 lediglich die Proteinmaschinerie, drgnzipiell fur die Streckung einer Zelle
vonnoten ist, zur Verflgung, aktivieren diese abieht direkt. In diesem Fall wirde ein
anderer Auxinrezeptor Auxin binden und durch eilgh&kaskade die durch TIR1 und seine
Homologe bereitgestellten Proteine aktivieren uramil die Primarantwort ausldsen.
Andererseits konnte schon die Aktivierung der Genession tUber die im Kern lokalisierten

Auxinrezeptoren auch gleich eine Streckung dereZaitiieren.
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Es gibt bis heute keine Untersuchungen sthmellen Wachstumsantwort voArabidopsis-
Hypokotylen oder ArabidopsisWurzeln. Alle das Langenwachstum betreffenden
Experimente wurden in Versuchen durchgefuhrt, inetedie Inkubation der Pflanze mit
einem Auxin und seine Vermessung mehrere Tage rears#@r lagen. Es bleibt somit
schwierig, die Langenénderungen auf eine bestimBgealkaskade zuriickzufuhren, denn
eine Auxinbehandlung aktiviert sehr viele Gene gt zu einer schwer Uberschaubaren
Kette von Signalkaskaden, die moglicherweise veeslieme Einflisse auf das langerfristige
Streckungswachstum haben. Da die Priméarantwortladreits nach wenigen Minuten eintritt,
kénnen langfristige Messungen die Bewertung vonlIARB und ihre Bedeutung fir die
Priméarantwort verzerren. Sicher ist nur, dass dassghalten der Kernrezeptoren die Pflanze
in ihrer Entwicklung stark einschrankt.

Interessanterweise liegen bis heute nur Ergebnise Auswirkungen von Knockouts
nuklearer Auxinrezeptoren mit dem synthetischennktor 2,4-D, nicht aber IAA vor. Es
wurde zwar auch digrl-Mutante auf ihre Reaktion zu IAA untersucht (Reéigg al. 1997,
erste  Veroffentlichung Uber TIR1), aber die versdenen AFB-Einzel- und
Mehrfachmutanten wurden nur auf ihre Sensitivitdf 8,4-D getestet. Dabei fallt nach
Ruggeret al. auf, dass die Resistenz gegen 2,4-Dtibgiviel starker als die Resistenz gegen
IAA ausgepragt ist, was das Wurzelwachstum tbeadgeTbetrifft. Bei IAA-Behandlung zeigt
tirl hier nur eine leicht abgeschwéachte Antwort gegenidlem Wildtyp.Tirl ist also primar

resistent gegen 2,4-D.

1.6.2 ABP1 und das schnelle Streckungswachstum?

Aus den Versuchen zur Lokalisation und des Wirkoxen ABP1 |asst sich schlussfolgern,
dass ABP1 vermutlich durch eine sehr schnelle Stigmesduktion, die sofort nach
Effektorapplikation (Auxin, Anti-ABP1-Antikdrper, @erminales Peptid) einsetzt, eine
Reaktion der Zelle an der Plasmamembran auslosABRL keine Transmembrandoménen
besitzt, muss es entweder direkt Membranproteingivialen, zum Beispiel die
plasmamembranstandige’#ATPase, oder an Membranproteine binden, die ibitsrsein
Signal schnell weiterleiten.

Die Schwellreaktion von Protoplasten deutet hierbaiauf hin, dass mdglicherweise das
schnelle auxininduzierte Streckungswachstum durclBPRA vermittelt wird. Die
Schwellreaktion ist zwar nicht mit Wachstum gleigbetzen, weil der Wachstumsprozess mit
einer Lockerung der Zellwand verbunden ist und dpaisten auch keinen hohen

Turgordruck  aufbauen kénnen, aber die physiologisch Effekte  wie
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Membranhyperpolarisation,  Aktivitdt der  Protonenman  Kaliuminflux  und
Volumenvergro3erung sind in beiden Systemen vomyandAn der Tomatenmutante
diageotropica (dgt) liel3 sich erkennen, dass der hier vorliegendeekein der ABP1-
vermittelten Protoplastenschwellung auch Auswirlamaguf das auxininduzierte schnelle
Streckungswachstum hat. Hier war ein erster Hinweisdie Bedeutung von ABP1 fir das
Langenwachstum von Pflanzen gefunden (Chrisétaal. 2003). Eine direkte Verbindung
zwischen ABP1 und dem schnellen Streckungswachstuss aber noch bewiesen werden.

1.7 Zielsetzung

In dieser Dissertation soll die Auxinsignaltranstioik, die das schnelle Streckungswachstum
hoherer Pflanzen vermittelt, untersucht werden died=unktion der beiden Auxinrezeptoren
TIR1/AFB sowie ABP1 charakterisiert werden.

Teil 1: TIR1

Im Falle von TIR1 ist die Signaltransduktion destBins bekannt, aber nicht geklart, ob die
durch TIR1 gesteuerte Genexpression auch das sel8tetckungswachstum direkt aktiviert.
Die grundlegende Frage, ob dieses Wachstum aufxpezssion oder der Aktivierung schon

vorhandener Proteine beruht, soll hier beantwergztien.

1. In zeitlich hochauflésenden Messungen soll dashnalle auxininduzierte
Streckungswachstum vorA.-thaliana-Hypokotylen dokumentiert werden. Dazu
werden die F-Box-Einzelmutantertirl, afbl, afb2 und afb3 sowie die
Mehrfachmutantertirl afb2 afb3 und tirl afbl afb2 afb3 verwendet. Durch die
Verwendung verschiedener Auxine sowie des Pilzgift€usicoccin sollen
Ruckschlisse auf die Auxinsignaltransduktion sod@n Auxintransport gezogen

werden.

2. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie soll die xaminduzierte Genexpression
visualisiert und direkt mit dem Streckungswachstuarglichen werden. Hierfur
werdenA.-thaliana-Keimlinge, die das auxingesteuerten Reporte&5rev::.GFP
(Ulmasov et al. 1997a, Benkovat al. 2003) enthalten, verwendeDR5rev:: GFP
Col-0 sowieDR5rev::GFP tir1 afb2 afb3).
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Teil 2: ABP1
Auch fir ABP1 soll die Relevanz fir das schnellxiamduzierte Wachstum untersucht

werden. Zumindest ein Teil der Signaltransdukti@tigk sowie die Bedeutung fiur die

Genexpression soll ebenfalls aufgeklart werden.

1. Fdur die Klarung der Frage, ob ABP1 das schrigifeckungswachstum von Pflanzen

nun steuert, mussen auch Experimente durchgefidrtiem, die diesen Prozess in
Abhangigkeit von ABP1 direkt zeigen. Die Verwendwan Knockout-Pflanzen wie
im Falle von TIR1/AFB ist aufgrund der Embryoletatides ABP1-Knockouts nicht
maoglich. Daher werden hier ABP1-Uberexprimierende-thaliana-Keimlinge
verwendet, die moglicherweise eine veranderte Agseasitivitdt im Vergleich zum
Wildtyp aufweisen und damit eine direkte Verbindungischen ABP1 und dem

schnellen Streckungswachstum aufzeigen kénnten.

Es ist gut bekannt, dass die Expression auximziedter Gene durch TIR1/AFB
ausgelost wird. Es soll Uberprift werden, ob audd durch ABP1 ausgeltste
Signalkaskade in der Lage ist, die Expression di€mne zu beeinflussen. Dies soll
mit Hilfe von Protoplasten, die aldR5rev::GFP-Col-0 Pflanzen gewonnen wurden,

untersucht werden.

Da im Fall von ABP1 eine Signaltransduktionsketiis heute nicht gesichert
nachgewiesen werden konnte, soll hier auf proteaitemischer Ebene
(Affinitatschromatographie) versucht werden, ein FBbindendes Protein zu
identifizieren und damit die Funktion von ABPl1 aufiren. Die
Affinitatschromatographie soll mit Hilfe eines slptischen Peptids mit der Sequenz
der C-terminalen Helix von ABP1 durchgefuhrt werdela diese das Signal von
ABP1 Ubertragt.
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2. Material und Methoden
2.1 Wachstumsversuche

2.1.1 Pflanzenmaterial
Sofern Pflanzen zwecks Samenvermehrung nachgezogelen mussten, wurden bis zu
10 Pflanzen in einer Klimakammer bei Langtagbednggun (12 h Licht), 25° C und 60%
rel. Luftfeuchte bis zur Samenreife gehalten. FérAhzucht der Pflanzen fiir Versuche
siehe 2.1.3.

Arabidopsisthaliana Okotyp Columbia-0

Samen dieser Pflanzen wurden vom Nottingham Argdsido Stock Centre (NASC,
www.arabidopsis.info, Pflanzencode: N1092) bezogemd daraus Samenmaterial
nachgezogen.

Arabidopsisthaliana tirl-1-Mutante Okotyp Columbia-0
Samen dieser Pflanzen wurden vom Nottingham Argdsido Stock Centre (NASC,
www.arabidopsis.info, Pflanzencode: N3798) bezogemd daraus Samenmaterial

nachgezogen.

Arabidopsis thaliana Einzelmutanten afb1-3, afb2-3, afb3-4 Okotyp Columbia-0,
Tripelmutante tir1-1 afb2-3 afb3-4 Okotyp Columbia-0, Quadrupelmutantetir1-1

afb1-3 afb2-3 afb3-4 Okotyp Columbia-0 sowie TripelmutanteDR5rev::GFP tirl-1

afb2-1 afb3-1 Okotyp Wassilewskija x Col-0

Samen dieser Pflanzen wurden von der ArbeitsgruppeMark Estelle (University of
California, San Diego, USA) bezogen und daraus ®Samaéerial nachgezogen
(AusnahmeDRbGrev::GFP tirl-1 afb2-1 afb3-1; hier stand genigend Samenmaterial zur
Verfiigung). Abweichend von allen anderen Pflanzende die Quadrupelmutante bei
Dauerlicht nachgezogen. Details zur Erzeugung detaMen finden sich irAnhang B,
Material und Methoden.

Arabidopsisthaliana DR5rev::GFP Okotyp Columbia-0

Erzeugt wurde diese Mutante von Jiri Friml (Univirts Gent, Belgien). Samen dieser
Pflanzen wurden vom  Nottingham  Arabidopsis Stock nt@e (NASC,
www.arabidopsis.info Pflanzencode: N9361) bezogemd udaraus Samenmaterial

nachgezogen.
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Arabidopsis thaliana C-cmyc-ABP1-ox 1-3, I-cmyc-ABP1-ox 3-7 sowie C-cmyc-EGF P-

ox 1-14 Okotyp Columbia-0

Erzeugt wurden diese Mutanten von Mathias Klodeiehsitat Kiel). Samen dieser
Pflanzen wurden von der Arbeitsgruppe um Margretut&aund Bianka Steffens
(Universitat Kiel) bezogen. Details zur Herstellunggr Mutanten finden sich im
Anhang C.

2.1.2 Verwendete Lésungen und Chemikalien
KCI-CaCl ,-Losung:
10 mM KCI (Roth, Karlsruhe)
1 mM CaC} (Merck, Darmstadt)

l6sen in Aqua dest.

IAA-Ldsung
Das Kaliumsalz der Indol-3-Essigséaure (Merck, Daaalig wurde in Aqua dest. geldst.

2,4-D und 2,4-D Methylester

2,4-D (Riedel de Haen, Hannover) und 2,4-D Methgle§Sigma, Deisenhofen) wurden
in wenig Isopropanol geldst. Die Konzentration &ammlésung wurde mit Aqua dest
eingestellt. Auf einen maximalen Isopropanol-Anteih 50% in der Stammlésung war zu
achten, dadurch wurde in der Versuchslosung diez&waination von 0,5% niemals

Uberschritten.

Fusicoccin
Das Toxin des PilzeBhomopsis amygdali (friher Fusicoccum amygdali) wurde von der

Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen und in Isopropgeldst.

2.1.3 Anzucht vonA.-thaliana-Keimlingen
Fur die Wachstumsversuche mit Hypokotylen yothaliana wurde ein 4 cm?2 grof3es mit
H,O durchtrénktes Stick Keimpapier in eine Petrisslgdlegt, darauf etwa 20 Samen
verteilt, und die Petrischale danach mit Parafilensiegelt. Sie wurde danach noch mit
Alufolie umwickelt und dann bei +4° C fir 4 Tageasifiziert. Anschliel3end wurde die
Alufolie entfernt, und die verschlossene Petriselfdl 12 Stunden bei 24° C belichtet,

dennA. thaliana ist ein Lichtkeimer. Um etioliert ausgewachsenénimge zu erhalten,
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wurden die Pflanzen nach der Belichtung wiederienAlufolie eingewickelt und 2 Tage
im Dunkeln bei 24°C gelagert. Nun konnten die Kaenge fiir das Wachstumsexperiment

verwendet werden.

2.1.4 Messung des Streckungswachstums mit 2 TagéesalA.-thaliana-Keimlingen
Ein Blockschalchen wurde mit 3,0 ml einer kaliuntiggin wassrigen Losung (10mM
KCI, 1 mM CaC}) beflllt. Um die Segmente im Gesichtsfeld des ligkiops zu halten,
wurden sie in einen selbst angefertigten kleinefigk@us Kunststoff (Durchmesser 5mm)
platziert. Fotografiert wurde mit einer Canon 35DBLR (Canon, Tokio, Japan) durch
ein Binokular. (MBS-10, Lomo, St. Petersburg, Rasd) Auf dem Chip der Kamera
ergab sich ein Abbildungsmalistab von 2,12:1.
Die fur das Experiment verwendeten Keimlinge ward®rsichtig vom Keimpapier
abgenommen. Unter einem Binokular wurde knapp baterdes Apikalhakens mit einer
Rasierklinge der Keimling durchtrennt und ein zeeiSchnitt 3 mm weiter unten
angesetzt. Das entstandene Hypokotylsegment wuitdeiner Nadel vorsichtig auf die
Oberflache der wassrigen Losung innerhalb des K&figtziert, so dass es wie ein Schiff
auf der Losung schwamm und im Gesichtsfeld der Karbkeb.
Bis zu 12 solcher Hypokotylsegmente liel3en sicimineftig (ohne sich zu Uberlagern) im
Gesichtsfeld der Kamera unterbringen.
Nun wurde exakt fokussiert und mit der Remote CGor8oftware (Canon) Uber einen an
die Kamera angeschlossenen Computer in Funf-Mirimtemvallen Fotos von den
Pflanzensegmenten gemacht und im JPG-Format (i) &bgespeichert. 70 Minuten
nach dem ersten Foto wurde der Effektor in das iBldtéalchen gegeben, auf eine gute
Durchmischung war zu achten. Nach der Zugabe wiindeveitere 180 Minuten im 5-

Minuten-Takt fotografiert.

2.1.5 Auswertung der Fotos am PC
Die acht Megapixel der Canon EOS 350D erlaubtea ausreichend hohe Auflésung der
abgebildeten Hypokotylsegmente, um Langenanderungen0,5% exakt festzustellen.
Eine Lange von 5mm wird im Foto mit 1630 Pixelngkstellt. Mit Hilfe des Programms
.Image J* (V 1.37, National Institutes of HealthSKH), wurde die Lange der einzelnen
Segmente in jedem Foto genau bestimmt. Mit Hilfer @&oftware ,Origin 5.0
Professional* wurden die Ergebnisse der Langenmgssu relativiert und auf den

Zugabezeitpunkt normiert und grafisch dargestellt.
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2.2 Fluoreszenzmessung von intakte®R5rev::GFP-Col Keimlingen und

geschnittenen Hypokotylen

2.2.1 Anzucht vonA.-thaliana-Keimlingen
Siehe 2.1.3

2.2.2 Verwendete Losungen und Chemikalien
KCI-CaCl ,-Lésungund IAA-LAsung
Siehe 2.1.2

2,4-D
2,4-D (Riedel de Haen, Hannover) wurde in wenigtepanol gelost. Die Konzentration
der Stammlosung wurde mit Aqua dest eingestellf éinen maximalen Isopropanol-

Anteil von 50% in der Stammldsung war zu achten.

2.2.3 Fluoreszenzmikroskopie zur Messung der auxinduzierten Genexpression in

Wurzeln und Hypokotylen
Intakte Keimlinge oder Hypokotylsegmente wurdenPigtrischalen, in denen sich eine
definierte, gerade den Boden der Petrischalen ketnpkdeckende 10mM KCI 1 mM
CaCb-Losung befand, mit Hilfe des Invers-Fluoreszenzoskops (IM35, Zeiss,
Oberkochen) untersucht und bei Anregung mit 450##890die emittierte Fluoreszenz der
Pflanzen mit Hilfe einer digitalen Spiegelreflexkara (Canon EOS 350D) bei 515-565
nm detektiert. Die Bilder wurden mit einer Belichgszeit von 30 s bei 1ISO1600 als
RAW-Datei (3 x 12 bit) gespeichert. Die Kamera tghreinen automatischen
Dunkelbildabzug durch. Nach der ersten Belichtuagesvurde der Effektor (IAA oder
2,4-D) zugegeben und in 4- und 24-h-Abstdnden ewe@ere Belichtungsserie der
Objekte durchgefihrt.
Mit dem Programm ~Fitswork” (Jens Dierks, http éénet-
homepage.de/JDierks/softw.htm) wurden die Pixekvdds Grinkanals der RAW-Bilder
guantitativ in ausgewahlten Messfeldern der Stregkmonen intakter Wurzeln oder
Streckungszonen der Hypokotylsegmente bestimmt. Hhrgergrundfluoreszenz wurde
ebenfalls bestimmt und von der Fluoreszenz im Médsder Pflanzen abgezogen. Die
Pixelwerte wurden mit Hilfe des Programms Origifl Eelativiert und auf den Zeitpunkt

0 h normiert.
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2.3 Fluoreszenz- und Schwellmessungen vorDR5rev::GFP-Col-0-

Protoplasten

2.3.1 Anzucht vonA.-thaliana-Keimlingen
Siehe 2.1.3

2.3.2 Verwendete Lésungen
Enzyml6sung zur Isolierung von Protoplasten
Um die Enzymlosung fur die Isolierung der Protofdasherzustellen, werden folgende
Mikro- (,L-Mikro*) und Makronéhrsalzmedien (,L-Makr*) vorbereitet. Originalrezept
nach Krautwig (1993), verandert nach Steffetra. (2000).

Mikronahrsalze

1500 mg MnSQO, » H,O (Mangan(ll)-sulfat-1-hydrat)
500 mg H3BO3; (Borsaure)

750 mg ZnSQ, » 7 HO (Zinksulfat-Heptahydrat)

75 mg Kl (Kaliumjodid)

25 mg NaMoO, « 2 H,O (Natriummolybdat-Dihydrat)
2,5mg CuSQ ¢ 5 H,0O (Kupfersulfat-Pentahydrat)
2,5mg CoChL * 6 HO (Kobalt(ll)-chlorid-Hexahydrat)

Die aufgefuhrten Salze wurden ad 100 ml Reinstwassdgeflllt, als ,L-Mikro"

bezeichnet und bei 4°C aufbewabhrt.

Makronéahrsalze
200 mg NHNO3z; (Ammoniumnitrat)
1750 mg KNQ (Kaliumnitrat)
450 mg CaCb 2 H,O (Calciumchlorid-Dihydrat)
350 mg MgSQOy » 7 H,O (Magnesiumsulfat-Heptahydrat)
200 mg KHPO, (Kaliumdihydrogenphosphat)

Die hier aufgefihrten Salze wurden ad 1 | Reinsteagufgefiillt. Das fertige Medium
wird als ,L-Makro* bezeichnet und bei 4°C aufbewahr
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Enzyme flr den Zellwandverdau

Fur 1 | "Ausgangslosung” werden 10 ml ,L-Mikro* @nl100 ml ,L-Makro®
zusammengegeben und mit Reinstwasser ad 1000 ndefalilf. ~ Von dieser
»7Ausgangslosung“ werden 90 ml mit 10 ml Reinstwasgersetzt und die folgenden
Enzymkonzentrationen zugegeben: 1 g der Cellul@s®zuka“ RS (Yakult Honsha Co.,
Tokio, Japan) entspricht einer 1 %igen Cellulasstng und 0,075 g der Pectolyase Y-23
(Kikkoman Corporation, Tokio, Japan) entsprichteei,075 %igen Pectolyase-L6sung.
In dieser Enzymlésung wird ein pH-Wert von 5,6 uhdch die Zugabe von 290 mM
Mannitol eine Osmolaritat von 330 mosmol eingestell

Von dieser Enzymlosung werden 1 ml-Aliquots abdetiild bei -20 °C gelagert.

Waschlésung fur Protoplasten

1 mM CaCbe 2 H,O

10 mM MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsaure)
10 mM KCI

400 mM Mannitol

Der pH-Wert wird mit KOH auf 6,5 eingestellt uncedidsung bei 4 °C gelagert.

IAA-LOsung
Das Kaliumsalz der Indol-3-Essigsaure (Merck, Daaaiy wurde vor Versuchsbeginn in

Waschlosung geldst.

Stammldsung des C-terminalen Peptids von ABP1 aus thaliana
Das Peptid wurde von der Firma Eurogentec sa, dleBelgien synthetisiert. Es besitzt

die folgenden Eigenschaften:

Sequenz Nel-YWDEQCIQESQK —COOH
Molekulargewicht 1556,66 g/mal
Reinheitsgrad >95 %

Von dem Oligopeptid wurde eine ifolare wassrige Stammlésung hergestellt.
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2.3.2 Protoplastenherstellung
Fur die Isolierung wurden etwa 50 werden etwa 50mege dekapitiert und ca. funfzig
etwa 3 mm lange Segmente bei RT in 1 ml Enzymlég@ggben. Nach 4 Stunden waren
genugend Protoplasten fur mikroskopische Untersugéini von ihrer Zellwand befreit.
Nach dem Verdau der Zellwande wurde die Suspemsiboa. 3 ml Waschpuffer gespdlt
und dabei durch Wilson-Siebe mit 100 und 20 um Mesweite gegeben. Zellen, die im
20-um-Sieb zurickgehalten wurden, wurden in ca.nd,3NVaschlésung aufgenommen

und fir die Beobachtung unter dem Mikroskop vervegnd

2.3.3 Beobachtung der Protoplasten zur Messung d&chwellreaktion
0,5 ml Zellsuspension wurden mit 3 ul Neutralrotse¢zt, wodurch sich lebende Zellen
rot farbten. 18 pl-Aliquots dieser gefarbten Zedjsension wurden in alle Wells einer
Mikrotiterplatte gegeben und diese danach sofort emem Deckel und Parafilm
verschlossen. Der Verschluss sollte die Verdumstombglichst gering halten, um
Osmolaritatsdnderungen der Zellsuspension soweitmdiglich zu verhindern. Da spéater
aber noch Effektorzugaben erfolgen mussten, wuildeckel mit 5 ca. 1 mm grof3en
Lécher verwendet, die Zugaben mittels einer Hamipritze ermoglichten.
Zur Beobachtung der Protoplasten wurde ein Invéasoekop ,IM 35“ der Firma Zeiss,
Oberkochen, verwendet.

Am Kameraanschluss wurde eine Uberwachungskamer&idea ,Conrad Electronic*
angeschlossen. Diese Kamera verfugt Uber einen CRIp-mit einer Auflésung von
768 x 576 Bildpunkten. Uber ein Steuergerat wurde Klamera mit dem mit einer
Framegrabber-Videokarte ausgestatteten PC verbunbiin der Aufnahmesoftware

,Giotto* (Georg Dittie, Bonn, siehe www.videoastmny.org konnten per Tastendruck

Aufnahmen gespeichert werden.

Pro Versuch wurden etwa 15 vitale, d.h. gefarb&napert kreisrunde Protoplasten
ausgewahlt und in 10-minttigen Abstanden 40 MimUsng fotografiert. Nach dieser
Zeit wurden 2 ul der Effektoren (IAA-Losung oderpidlosung) zugegeben. Nach der
Zugabe wurden die Protoplasten weitere 60 Minutan 10minitigen Abstdnden

fotografiert.
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2.3.4 Auswertung der Aufnahmen
Die Nettovolumenanderung der Protoplasten im Ladds Versuchs wurde in zwei
Schritten berechnet:

1. Bildvermessung

Die digitalen Fotos der Protoplasten wurden mit d@mogramm ,Protoblubb for
Windows*®, einer eigens fur diesen Zweck programteierBildvermessungssoftware
(Hartwig Luthen, Universitat Hamburg), ausgewerteazu wurde zunachst die erste
Aufnahme eines Protoplasten manuell vermessenmirdir Umriss der Zelle mit einem
Vieleck (ca. 50 Eckpunkte) genahert bestimmt wuitlas Programm konnte dann die
Flache dieses Vielecks berechnen. Anderungen dePastenumrisses in folgenden
Bildern wurden automatisch erkannt und das Vielimkentsprechend angepasst.
Hierbei musste nur etwa jeder 20ste Punkt des &kslenanuell nachkorrigiert werden.
Auf diese Art lielR sich die Flache eines Protoglasim zeitlichen Verlauf des
Experiments schnell vermessen. Das Programm sptachite berechneten Flachen

automatisch in ein Textfile ab.

2. Berechnung der Nettovolumenanderung aus Flaogaban:

Die Flachenangaben wurden mit dem Programm ,Ortgdf (Microcal Software Inc.,

Northhampton, USA) weiter verarbeitet. Das mit Bbbiibb erstellte Textfile konnte hier
importiert und in eine Wertetabelle eingefigt werdeDie Flachen wurden in
Kugelvolumina und dann in prozentuale Werte bezogehdas Volumen bei t = 0
umgerechnet. Man erhielt auf diese Weise das velatiolumen des untersuchten

Protoplasten abhangig von der Zeit.

Die Protoplasten zeigten ohne Effektorzugabe esmgydame lineare Abnahme des
Volumens mit der Zeit, die durch eine lineare Rsgi@n quantifiziert wurde. Die sich aus
der Geradengleichung ergebenden Werte konnten eangdfundenen Volumenwerten
abgezogen werden, um das endogene stetige Schrumpfr Protoplasten
herauszurechnen. Die prozentuale Anderung diesé®wdumens wurde als relative
Nettovolumenanderung bezeichnet und als Funktiom deit dargestellt. Die
Kurvenverlaufe der einzelnen Protoplasten wurdenada mit Origin gemittelt und

grafisch dargestellt.
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2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie zur Messung der auxinduzierten Genexpression von
Protoplasten
Isolierte DR5rev::GFP-Col-0-Protoplasten wurden in 96-Well Mikrotiterfien am
Inversmikroskop (IM35, Zeiss, Oberkochen) untersuaid bei Anregung mit 450-490
nm die emittierte Fluoreszenz mit Hilfe einer dadgin Spiegelreflexkamera (Canon EOS
350D) bei 515-565 nm detektiert. Die Bilder wurdait einer Belichtungszeit von 30 s
bei ISO1600 als RAW-Datei gespeichert.
Nach der ersten Belichtungsserie wurde der EffeldaA oder das C-terminale Peptid)
zugegeben und in 12- und 24-Abstanden eine weietichtung der gleichen
Protoplasten durchgefinhrt.
Mit dem Programm ,Fitswork“ wurden die PixelwertesdGrinkanals der RAW-Bilder
guantitativ in den Zellen bestimmt. Der die Hintamgdfluoreszenz wurde ebenfalls
bestimmt und von der Fluoreszenz abgezogen. Dielwexte wurden mit Hilfe des

Programms Origin 5.0 relativiert, auf den Zeitpu@kt normiert und grafisch dargestellt.

2.4 Affinitdtschromatographie

2.4.1 Pflanzenanzucht
Die fur die Isolierung des Dockingproteins noétightaispflanzen wurden wie folgt
gewonnen: Ca. 300 ml Maiskaryopsen wurden 24h irs3sfavorgequollen. In 10
Fotoschalen (35 x 40 cm) wurden je 2 Bogen feucK&mpapier (Sartorius, 145g/m2,
300 x 400 mm) gelegt. Auf das Keimpapier wurden3%avorgequollene Maiskaryopsen
der SorteZea mays L. cv. ,Gelber badischer Landmais” (Saaten Union, Hannover)
gestreut, die Fotoschalen mit Alufolie abgedeckdl uiie Schalen 5 Tage bei 26°C im
Dunklen gelagert.
Nach der Keimung wurden die Koleoptilen aller Kemgke mit den darinsteckenden

Primarblattern abgeschnitten und fir IsolationM&rosomen weiterverwendet.

40



Material und Methoden

2.4.2 Gewinnung von Mikrosomen aus Maiskoleoptilen

Verwendete Chemikalien und Medien

Name Einwaage Losen
Hzo:
Homogenisierungsmedium 0,3 M Sucrose (Roth, Kdnksyu |1102,72 g 11
50 mM Hepes (Applichem11,91g
Darmstadt) 2 g einer 05 M
1 mM Ng-EDTA Stammlésung
pH 7,5 (mit KOH)
bei 4° C lagern
Phasenpuffer 0,3 M Sucrose 10,27 g 100 mi
2 mM KCI 1 g einer 200 mM
Stammlésung
5 mM Phosphatpuffer pH 7,8 2,52 g einer 200
mM Stammldésung
bei 4° C lagern
Resuspensionsmedium 0,3 M Sucrose 102,72 g 11
50 mM Hepes 1191 ¢
pH 7,0 (mit KOH)
DTT (Dithiothreitol) Sigma, Deisenhofen -
PVP (Polyvinylpyrrolidon) Applichem, Darmstadt - -
PMSF Stammlésung in Isopropanol (Sigma, -
(Phenylmethansulfonylfluorid)Deisenhofen)
Bradford- 25 mg Coomassie-Brilliant Blue |G 500 ml,
Proteinbestimmungsreagenz (Roth, Karlsruhe) danach
25 ml Ethanol filtrieren
50 ml 85% Phosphorséaure (Riede| de
Haen)
Zwei-Phasen-System 0,3 M Sucrose 2,77 g -
fur ein Zentrifugenrohrchen |5 mM Phosphatpuffer pH 7,8 0,675¢9
2 mM KCI 0,270 g
Aqua dest. 6,67 ¢
Alle Substanzen l6sen, dann
6,25 % Dextran T500 (GHE1,25¢
Healthcare, Freiburg)
6,25 % PEG 3350 (Sigmg,3749g
Deisenhofen)
Das Rohrchen wird mit Parafilm

verschlossen und Uber Nacht bei 4

gelagert.

°C

in

40 g auf Eis zwischengelagerte Koleoptilen wurden B90ml Homogenisierungs-
medium, 4 g PVP und 0,031g DTT 3*10 s im Waring ri8ler homogenisiert. Das

Homogenat wurde durch ein Gaze-Netz (125 pM Masebee) filtriert (gut
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ausgequetscht), mit 1 mM PMSF versetzt und 10 Mimubei 10.000 g und 4°C
zentrifugiert (Kontron Centrikon H-401, Rotor: A@)1 Der Uberstand wurde danach 30
Minuten bei 50.000 g und 4°C zentrifugiert (gleicdentrifuge, Rotor A8.24). Das hierbei
entstandene Membranpellet wurde in 4 ml Resuspesisiedium resuspendiert, einer
Proteinbestimmung nach Bradford unterzogen unaunisveiteren Verwendung bei -80°

C eingefroren.

2.4.3 Gewinnung von Plasmamembranvesikeln aus Mikemmen
Hierfir wurde ein wassriges 2-Phasen-System in BHAentrifugenrohrchen vorbreitet.
Dieses System erlaubt die Abtrennung von Plasmamserab von den Ubrigen
Membranen der Zelle (Larsson 1985). Ein wassrigesi€ch von 6% Dextran und 6%
Polyethylenglycol trennt in einer PEG-reiche Obeagih und eine Dextranreiche
Unterphase, wobei Right-Side-Out-Vesikel sich eimeder Oberphase anreichern, die
Ubrigen Membranvesikel aber in der Inter- oder tpitase. Hierbei muss sehr genau
gearbeitet werden, denn eine Abweichung von den 6%rt entweder zu
Plasmamembranverlusten oder Verunreinigungen dasnmRimembranen mit anderen
Membranen.
Es wurden sechs Zentrifugenrohrchen gemafl Tab. XX dem wassrigen Zwei-
Phasensystem befullt, gut durchmischt und zur elBteasentrennung Uber Nacht bei 4°C
stehen gelassen. Am Tag der Abtrennung wurden eonZentrifugenréhrchen 2-6 die
Uber Nacht entstandenen Oberphasen so weit wieichdgbgenommen und vereint. Auf
Zentrifugenréhrchen Nummer 1 wurden nun genau ®guBpensionsmedium mit darin
enthaltenen Mikrosomen (siehe 1.2) gegeben, miafirar verschlossen, 30 s kréftig
ausgeschiittelt, und bei 1.000 g und 4°C fur zehmukdn zentrifugiert (Kontron
Centrikon H-401, Rotor: AS4.13). Praktischerweiglerf man 2 parallele Aufreinigungen
gleichzeitig durch, damit jeweils 2 Zentrifugenréfen den Rotor ausbalancieren. Nach
diesem Zentrifugationsschritt wurde die entstanddasmamembranreiche Oberphase so
weit wie moglich in Réhrchen Nummer 2 Gberfihrt.Rohrchen Nummer 1 wurde nun
Oberphase gegeben, bis es genauso viel wie Rohithiermer 2 wog. Beide Rohrchen
wurden kraftig ausgeschuttelt und 5 min bei errie000 g im Swing-out-Rotor bei 4°C
zentrifugiert. Nach der Phasentrennung wurde dier@iase von Rohrchen 2 in R6hrchen
3 gegeben und die Oberphase von Réhrchen 1 in Rémr2 gegeben. Es wurde mit
frischer Oberphase genau tariert. Nach Ausschitielrde erneut zentrifugiert. Diese

Schritte wurden wiederholt, bis die die Membranarct alle Réhrchen ,gewandert” sind
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und alle Réhrchen mit der zur Erhdéhung der Ausbéitzugegebenen Oberphasen
gewaschen wurden. Die am Ende erhaltenen plasmaraeralthen Oberphasen wurden
mit 200 ml Resuspensionsmedium verdinnt und inUteazentrifuge (Beckmann L-60

Ultracentrifuge; 45 min, 105.000 g, 49 Relletiert.

Die weil3 gefarbten Plasmamembranpellets wurden imllResuspensionsmedium

resuspendiert und bei -80°C gelagert.

Verwendete wassrige Lésungen:

1. Aufbewahrung der Saule

ad 100ml, pH 7
0,1 M BisTris => 2,09 g (Roth, Karlsruhe)
1 M NaCl => 584¢ (Roth, Karlsruhe)

0,02 % NaN=> 0,02 g

2. Solubilisierungspuffer
ad 10 ml, pH 5,8

0, MMES => 0,213¢g (Sigma, Seelze)
1 mM EDTA => 20ul einer 0,5 M Na-EDTA-Stammlosund\pplichem, Darmstadt)
15MACA=> 197¢g (Sigma, Seelze)

3. Probenpuffer

ad 100 ml, pH 5,8

0,1MMES=> 2/13¢g

1 mM EDTA => 0,2 ml einer 0,5 M Na-EDTA-Stamml&sung
0,015 % DDM =>15 pl einer 10% Stammlésung

4. Elutionspuffer

ad 100 ml, pH 5,8

0,1MMES=> 2,13¢g

1 M NaCl => 5,889

1 mM EDTA=> 0,2 ml einer 0,5 M Na-EDTA-Stamml&sung
0,015 % DDM =>15 pl einer 10% Stammlésung
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2.4.4. FPLC-Aufreinigung mdoglicher Interaktionspartner von ABP1
Fur die Aufreinigung maoglicher Interaktionspartriiss ABP1 wurde eine FPLC-Anlage
(AKTA FPLC, GE Healthcare, Miinchen) genutzt. Alle dieser Anlage verwendeten
Lésungen wurden mit pyrogenfreiem Wasser anges8itetwurden dariber hinaus mit
OE 66 Membranfiltern (Schleicher & Schuell, Dassel)gast.
Eine Affinitdtssaule (Tricorn 5/50, Amersham Biaswes, Buckinghamshire,
Grof3britannien) wurde in die FPLC eingebaut. Dial&&at ein Volumen von 1ml. Beim
Saulenmaterial handelt es sich um CNBr-aktiviertepltarose 4B (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, GroRRbritannien).
An die Saule wurden Peptidmolekile mit der SequinzC-terminalen Helix von ABP1
ausZea mays L. gekoppelt (Eurogentec, Kdln; Reinheit: >85%; &@mwg: HN - LHF P
FVWDEDCFEAA-COOH)

2.4.5 Kopplung des Peptids an die Sepharose
Es wurden zunachst 0,3 g CNBr-aktivierte Sephano#0 ml eiskalter Salzséure (pH
2,2) gewaschen.
4 mg Peptid wurden in 5ml Kopplungspuffer (500 milslCl und 100 mM NaHCO3, pH
8,5) aufgenommen. Hier hinein wurde die gewascl@apharose gegeben. Die Kopplung
des Peptids an das Saulenmaterial erfolgte bei BF @ Stunden. Danach wurde der
Kopplungspuffer entfernt und nicht besetzte Bindistgllen des Saulenmaterials mit 500
mM Tris-Puffer (pH 8,5) geblockt.
Im Photometer wurde der Erfolg der Kopplung Ubéitpibazu wurde die Extinktion des
Peptids im Puffer vor der Kopplung bei 280 nm (B4),und nach der Kopplung
(E=0,01) gemessen. Es wurden hiernach 99% alletidPepekile an die Sepharose
gekoppelt.
Das praparierte Saulenmaterial wurde in eine Tmicbr5/50 Saule (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, GroR3britannien) dfetiiid in einem azidhaltigen Puffer

gelagert.
2.4.6 Durchfuhrung der FPLC-Laufe

Es wurden Affinitatschromatographien mit mikrosoemaFraktionen sowie

Plasmamembranfraktionen durchgefinhrt.
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Solubilisierung

Die Proben wurden immer auf Eis gelagert.

10 mg Membranproteine (bei FPLC7: Mikrosomen, BeiLE9 Plasmamembranen)
wurden in 1,15ml Solubilisierungspuffer aufgenomgngut resuspendiert und mit 200 pl
10% Dodecylmaltosid (DDM) versetzt. Es stellte séane DDM-Konzentration von 1,5%
(30 mM) ein. Dieser Wert liegt etwa 60fach Uber kigiischen Micellarkonzentration des
Dodecylmaltosids. Es wurde eine Stunde bei 4°Chslidiert, die Probe anschlieRend mit
Probenpuffer auf 10 ml aufgefullt und nicht soligidrte Bestandteile in der
Ultrazentrifuge bei 100.000 g abzentrifugiert. ldels Uberstandes wurde sofort bei -

70°C eingefroren, die restlichen 9ml wurden in 8eiperloop der FPLC injiziert.

Affinitatschromatographie

Die Saule wurde vor dem Auftragen des Solubilisaits10 S&dulenvolumen Probenpuffer
gewaschen (flow: 0,2ml/min). Dann wurde das Sois&il mit 0,1 ml/min aufgetragen,
anschlieBend die Saule wieder mit 10 SaulenvolurRepbenpuffer bei 0,2ml/min

gewaschen.

Die Elution erfolgte mit einem NaCl-Gradienten g@&maAbbildung 2.1. Die

Flussgeschwindigkeit wurde auf 0,2ml/min eingestdlls wurden 1 ml-Fraktionen des
Eluats gesammelt und bei -70°C gelagert. .
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Abb. 2.1: NaCl-Gradient zur Elution der Affinitaiade.
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Die gesammelten Fraktionen wurden gesammelt, imr@hychen gefillt und bei -80°C
eingefroren.

Die AKTA-FPLC erlaubt eine Abschatzung der der @ltén Proteinmenge, da sie die
UV-Absorption bei 280 nm messen kann. Die Fraktmpnia erhéhte UV-Absorption
gemessen wurde, wurden fur die SDS-PAGE weiterrlveitet. Auch der Durchfluss, d.h.
die Proteine, die nicht an die Saule gebundenmaiteden gesammelt und ebenfalls fir
die SDS-PAGE weiter verwendet.

2.4.7 SDS-PAGE
Verwendete Losungen:
10% (w/v) CHAPS-Stamml6ésung (Merck, Darmstadt)
24% Trichloressigsaure-Stammlésung (Fluka, Seelze)
Loading Buffer 5x (Laemmli Sample buffer [125 mM IR pH 6,8 — HCI, 4 % (w/v)
SDS, 0,002 % Bromphenolblau, 20 % (w/v) Glycer® ndM Dithiothreitol];
Bio-Rad, Miinchen)

Prazipitierung: Die Aus der FPLC gewonnenen Fraldio wurden einer Fallung mit
Trichloressigséure unterzogen.

400 pl Probe wurden mit 44 ul 10% CHAPS-L6sung efzts 5min auf Eis gelagert und
dann mit 146 uM Trichloressigsaure (24%) versdiach Vortexen wurde die Probe
30min zur Fallung auf Eis inkubiert. Danach wurake ausgefallenen Proteine bei 4°C
und 16.000 g in der Mikrozentrifuge sedimentiegs dJberstand abpipettiert, und das
Pellet mit 1 ml HO gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (16.080G) wurde das
Wasser abpipettiert, das Pellet in 20 pl Loadingf@uresuspendiert und in der SDS-
PAGE eingesetzt.
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Durchfiihrung der SDS-PAGE:

Gelgief3stand und Elektrophoresekammer:
Mini-Protean Il Electrophoresis Cell (Bio-rad, Mian)

Sammelgel:

Fir ein 4%iges Gel:

0,33 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % MethylenbisacrylanfRbth, Karlsruhe)

0,63 ml0,5M Tris/ 0,4 % SDS, pH 6,8 (Roth, Keutse / Merck, Darmstadt)
1,54 ml HO

zum Ausldsen der Polymerisation:

10 pl 10 % Ammoniumpersulfat (Serva, Heidelberg)

2 ul TEMED (Serva, Heidelberg)

Trenngel :

Fur zwei 11%ige Gele:

1,84 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid
1,25ml 1,5 M Tris / 0,4% SDS, pH 8,8

1,92 ml HO

zum Auslosen der Polymerisation:

25 ul 10 % Ammoniumpersulfat

2,5 ul TEMED

Sammelgel und Trenngel wurden in Falcontubes atgesend 15 Minuten im

Ultraschallbad entgast. Direkt vor dem Giel3en desddls wurde in die Trenngellésung
25ul 10% Ammoniumpersulfat sowie 2,5 pul TEMED geggbumgeschwenkt und ein
Trenngel fur 7x8x0,1cm Mini-Gele mit Hilfe eineateurpipette gegossen, und zwar so,
dass die Proteine eine Strecke von genau 1cm imm®gel zuriicklegen muissen, bevor
sie ins Trenngel eindringen. Die Gele wurden nub 200 ul Isopropanol Uberschichtet
und 45 min zum Polymerisieren stehen gelassen. dbanvaurde das Isopropanol

abgegossen, letzte Reste hiervon mit Filterpaplayesogen. Die Sammelgelldsung
wurde mit 10 pl 10% Ammoniumpersulfat und 2 pl TEMiersetzt, umgeschwenkt, und

mit Hilfe einer Pasteurpipette auf das bereits p@gsierte Trenngel gegeben. Das
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Sammelgel wurde mir Parafilm zugedeckt und 45 zwiyrRerisieren stehen gelassen.

Danach wurde es fur die Elektrophorese eingesetzt.

Elektrophorese:

Tankpuffer, 5fach konzentriert:

Ad 1L

0,125M Tris=> 15,09 Roth, Karlsruhe
0,96 M Glycin =>72.0 g Merck, Darmstadt
05%SDS=> 50¢ Merck, Darmstadt

mit Reinstwasser ad 1000 ml auffillen

In der Regel wurden zwei Gele gleichzeitig in deskifophorese eingesetzt.

Die Gele wurden in den Elektrophoresestand eingesatl dieser mit Tankpuffer gefullt.
Zu untersuchende mit Trichloracetat gefallte (Siéhg Proben wurden 5 Minuten auf
95°C erhitzt und in die Taschen des Gels pipettiente Tasche wurde nur mit 20 pl
Loading Buffer, eine weitere mit einem Proteinstadd(Broad Range Marker, Biorad,
Minchen) beflllt. Die Elektrophorese lief 15 Minateei 120 V, danach noch mal 45 min
bei 150 V gemald der Standardmethode nach Laem@ifi0Oj1 Nach der Elektrophorese
wurden die Gele mit Coomassie gefarbt

Farbelbsung

0,25% Coomassie =>  5¢g Coomassie G-250, Rothsidm
20% Methanol => 400 ml

7,5% Essigsaure => 150 ml

mit Reinstwasser ad 2000 ml auffillen

Entfarbel6sung
10% Essigsaure => 100 ml
40% Methanol => 400 ml

mit Reinstwasser ad 1000 ml auffillen

Nach der SDS-PAGE wird das Gel an einer Ecke bdsehn um die korrekte

Orientierung des Gels beim Hantieren mit dem Gaeszustellen. Das Gel wird zunachst
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fur 45min in 50 ml Farbel6sung bei leichtem ScHitiakubiert, anschlie3end wird der
Hintergrund mit 100ml Entfarbel6sung entfarbt, disung dabei mehrmals erneuert.

Zum Schluss wird die Entfarbelésung durch Reinsteasrsetzt, das Gel fotografiert und
Banden fir die Massenspektroskopische Untersucmungeisgeschnitten. Die
Proteinbanden, die eine Anreicherung des entspneleimeProteins in der Plasmamembran
im Vergleich zu den Mikrosomen anzeigen wurden asesignitten und im Eppendorf-
Tube bei -20° C gelagert.

2.4.9 Massenspektroskopische Untersuchungen
Ausgeschnittene Banden wurden von unserem Koopasgartner Dr. Friedrich Buck
(Universitat Hamburg, Universitatskrankenhaus Eplpein (UKE), Institut fur zellulare
Biochemie und klinische Neurobiologie) massenspekétrisch untersucht. Bei
Verwendung der Elektrospray-lonisations-Tandem-Maspektrometrie (ESI-MS-MS)
lassen sich durch tryptischen In-Gel Verdau gewnaniroteinfragmente sequenzieren
und aus der Aminosauresequenz dieser Peptide digyeladrigen Proteine mit sehr hoher
Sicherheit identifizieren.
Bei der SDS-PAGE entstandene Proteinbanden werdsgeschnitten und zunéachst
einem tryptischen Verdau unterzogen, wodurch dmteftte auf der Carboxylseite von
Arginin- und Lysinresten gespalten werden.

Nun kommt es zum Einsatz der Elektrospray-lonisatidie eine besonders schonende
Methode ist und die Biomolekule nicht zerstort.

Die freigesetzten Peptide werden durch eine Medplllare geleitet, an dessen Ende eine
Spannung anliegt. Zusammen mit einer Gegenelektbidet sich an dieser Stelle ein
elektrisches Feld, welches in der Analysenldsunfintbéche lonen anzieht. Hierbei
entsteht ein Aerosol aus winzigen Losungstropfcireindarin befindlichen lonen. Die
Losung verdampft, es kommt zu so genannten Coulérgbesionen, die auf der
gegenseitigen AbstoBung der lonen beruhen. Diegdseitzten lonen werden im
elektrischen Feld mehrerer Quadrupole beschleumigigrund ihres Masse/Ladungs-
Verhaltnisses getrennt und die Masse im Detektstirbent.

Mittels Recherche in Mais- oder Arabidopsisdateklan konnte das zu einer
Peptidsequenz gehdrende Protein gefunden werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Messung des schnellen Streckungswachstums voypdkotylsegmenten
Die Primarantwort auf Auxine lasst sich in dieseerdtchsaufbau gut mit zwei Kenngrol3en
beschreiben, welche als Mal} fir die Auxinsensétwlienen:
l. die Langenanderung dék.-thaliana-Hypokotylsegmente 180 Minuten nach der
Hormonzugabe (maximale Streckung)
Il. die lag-Phase, also die Zeit bis zum Einsetzs Wachstums nach der
Hormonzugabe.
Um zu klaren, ob TIR1 und seine Homologe oder ABHB&s auxininduzierte
Streckungswachstum direkt initiieren, sind zeitlicochauflosende Wachstumsmessungen

vonnoten, die diese beiden Kenngrol3en genau gestagreentieren kénnen.

3.1.1 Grundlegendes

Col-0-Segmente zeigten eine maximale Streckung \eiwa 6%, die bei einer
Auxinkonzentration von 10 uM IAA drei Stunden naidér Hormonzugabe erreicht wurde.
Bei niedrigeren IAA-Dosen fiel die maximale Strengugeringer aus. Bei einer IAA-
Konzentration von 1uM lag die maximale Streckung ldgpokotylsegmente bei ca. 4,5 %
und bei einer Konzentration von 0,1 uM IAA wurdasr moch 0,5 % Streckung erreicht. Mit
abnehmender I1AA-Konzentrationen verlangerte siah ldg-Phase von 10 Minuten bei der
hdchsten hier dargestellten Konzentration Uber 3@ubn bei 1 uM IAA zu 80 Minuten bei
0,1 uM IAA. Ein endogenes Wachstum, also ein Wienhsetzen des Streckungswachstums
einige Stunden nach der Dekapitierung war beiuwgarsuchten Hypokotylsegmenten nicht
detektierbar (Abb. 3.1)

—m— 10 uM IAA

{—=— 1uMmIAA

0,1 uM IAA

Kontrolle ohne Hormonzugabe

106

104
Hormonzugabe

102

Relative Lange (%)

100
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Abb. 3.1: Die Zugabe verschiedener IAA-Konzentnagio zu Col-0 Hypokotylsegmenten &ulRerte sich
durch verschieden starke Langenénderung dieseepe 3 Stunden andauerte. Dargestellt ist jeweils

das Mittel aus 16 Experimenten mit seinem Staneatdf.
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3.2 Streckungswachstum der F-Box-Einzelmutanten

Die Untersuchung der Einzelmutanten mit IAA und-R,40ll Hinweise darauf geben, ob sich
das Fehlen eines bestimmten F-Box-Proteins direkt die Fahigkeit zum schnellen

auxininduzierten Streckungswachstum auswirkt.

3.2.1 IAA-induziertes Streckungswachstum der Einzehutanten

Die Messung des IAA-induzierten StreckungswachstdensT-DNA-Insertionsmutanteir 1-

1, afb1-3, afb2-3 sowie afb3-4 im Vergleich zu ihrem genetischen Hintergrund Ga¥gab,
dass alle Pflanzen zu schnellem Streckungswachststande sind. In allen untersuchten
Pflanzen lie3 sich bei einer Konzentration von 1@ |AA eine deutliche Primarantwort
feststellen (Abb. 3.2). Die lag-Phasen waren ierallintersuchten Mutanten &hnlich der des
Wildtyps; im Falle vonafbl-3, afb2-3 und afb3-4 lediglich um 10-15 Minuten verlangert.
Auch die Amplituden der Wachstumskurven verhiekah bei den Mutantetir1l-1 sowie
afbl-3 wildtypartig. Tirl-1 zeigte sogar eine leicht hthere maximale Streclals@ol-0. So
zeigten digtir1-1 Hypokotylsegmente 180 Minuten nach der IAA-Zugabee Streckung von
fast 7% (Col-0: 6%). Bei den Mutantafb2-3 und afb3-4 waren leichte Verlangerungen der
lag-Phasen gegeniiber dem Wildtyp festzustellenhAlie maximale Streckung dieser beiden
Mutanten war leicht reduziert: Sie erreichten 18m8en nach IAA-Applizierung nur ca. 4%
(afb2-3) bzw. 5% &fb3-4) Langenzunahme.
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Abb. 3.2: Verlauf des auxininduzierten schnellere€ungswachstums in Hypokotylsegmenten von
A. thaliana nach Zugabe von 10 uM IAA. Untersucht wurden deld/p (Col-0) sowie die F-Box-
Protein-Einzelmutantetir1-1, afbl-3, afb2-3 sowie afb3-4. Die einzelnen Kurven reprasentieren

gemittelte Werte aus mindestens 9 Einzelmessungen.
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3.2.2 2,4-D-induziertes Streckungswachstum der Eieimutanten

Das synthetische Auxin 2,4-D in einer physiologestiKonzentration von 10 pM ldste im
Wildtyp sowie in den Einzelmutantetirl-1, afbl-3, afb2-3 und afb3-4 sehr &hnliche
Zeitverlaufe des Streckungswachstums wie gleichezKotrationen von IAA. Nach 2,4-D-
Zugabe zeigten auch hier alle untersuchten Segmedttlich erkennbares
Streckungswachstum (Abb. 3.3). Die Verzégerungzbis Einsetzen des Wachstums war bei
tir1l-1 wildtypartig, beiafbl-3 und afb2-3 leicht erhéht (ca. 20 min) und baib3-4 mit 30
Minuten am langsten. Auch bei der Betrachtung daximalen Steckung 180 Minuten nach
der 2,4-D-Zugabe zeigen sich Parallelen zum Vertasf Versuchs mit IAA. Genau wie bei
der Anwendung von IAA reagiertetir1-1-Hypokotylsegmente sogar mit einer grél3eren
Streckung als der Wildtyp nach 180 Minutekfb2-3 und afb3-4 zeigten auch hier eine
kleinere Streckung als der Wildtyp mit maximaleeN&n von 4% - 4,5% Langenanderung.
Etwas abweichend als bei der I1AA-Zugabe verhiekam die afbl-3-Hypokotylsegmente.
Bei Applizierung von 2,4-D konnte hier nur eine nmaale Streckung um 4% nach

Hormonzugabe ermittelt werden, statt 6% bei IAA.
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Abb. 3.3: Verlauf des auxininduzierten schnellere&ungswachstums in Hypokotylsegmenten von
A. thaliana nach Applizierung von 10 uM 2,4-D. Untersucht wurdier Wildtyp (Col-0) sowie die F-
Box-Protein-Einzelmutantetir 1-1, afb1-3, afb2-3 sowieafb3-4. Die einzelnen Kurven reprasentieren

gemittelte Werte aus mindestens 10 Einzelmessungen.
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3.2.3 Zusammenfassung Uber die Einzelmutanten

Die hier untersuchten Pflanzen zeichneten sich ldueme wildtypartige oder fast
wildtypartige auxininduzierten Wachstumsreaktiors.aDie Primarantwort war unabhangig
vom verwendeten Auxin (IAA oder 2,4-D) gut ausgegpra

Es sind bei der Applizierung von 10 uM IAA im Fallen afb2-3 und bei der Applizierung
von 10 pM 2,4-D im Falle voafbl-3, afb2-3 und afb3-4 leicht reduzierte Amplituden der
Wachstumskurven festzustellen. Sie sind allerdingdlen Fallen hochstens um 2% niedriger
als die des Wildtyps. Auch die lag-Phasen sinddeei Einzelmutanten nicht oder nur leicht
verlangert. Diese Ergebnisse deuten auf eine Reshzndes F-Box-Auxinrezeptorsystems fur
die schnelle Wachstumsantwort hin. So kdnnte ag saiss der Knockout eines einzelnen F-

Box-Auxinrezeptors durch die Aktivitat seiner Horogé gemildert wird.

3.3 Mehrfachmutanten

Die mdgliche Redundanz der einzelnen F-Box-Auxieptaren sollte nun durch die
Untersuchung von Mehrfachknockouts der F-Box-Pnetegeklart werden. Die T-DNA-
Insertionsmutantetirl-1 afb2-3 afb3-4 (im Folgenden als Tripelmutante bezeichnet) sowie
tir1l-1 afb1-3 afb2-3 afb3-4 (Quadrupelmutante) wurden hierfur verwendet. Sienschieden

sich bereits im Habitus deutlich vom Wildtyp wiecawon den Einzelmutanten.

3.3.1 Auswirkungen der Mehrfachknockouts auf den Hhitus

Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten Mutantenterschieden sich zum Teil als
ausgewachsene Pflanzen sowie als Keimlinge deuthcHabitus vom Wildtyp. Die F-Box-

Einzelmutanten zeigten keine besonderen Untersehieidn Wildtyp, aber die Tripel- und
Quadrupelmutante waren im adulten Stadium sehr kieiher und bildeten wesentlich
weniger Bluten als der Wildtyp (Abb. 3.4)
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Abb. 3.4: Habitus von Wildtyp (Col-0, links), Trijmeutante {ir1-1 afb2-3 afb3-4, mittig) und
Quadrupelmutanteif1-1 afbl-3 afb2-3 afb3-4, rechts).

Der mehrfache Knockout von F-Box-Proteinen erwies sls sehr schwerwiegend fur die
Entwicklung der Pflanze. Sie waren bei der Nachzwlf besonders viel Licht und sehr
haufiges GielRen angewiesen. Die Quadrupelmutantsstsium Dauerlicht nachgezogen
werden.

Auch die fur die Wachstumsmessungen verwendetemlikgje zeigten im Falle der Tripel-
und der Quadrupelmutante starke Unterschiede zuidtygy. So waren bei 70% der
gekeimten Samen die Wurzeln wie auch die Hypokokgdem oder gar nicht entwickelt.
Diese Beobachtung wurde auch schon von Dharmasti 2005 gemacht: sie klassifizierten
diese Keimlinge als Klasse-I- und -lI-Keimlinge. diglich die als Klasse-llI-Keimlinge
bezeichneten Pflanzen besitzen Wurzeln und HyptkotAus Klasse-lll-Keimlingen
gewonnene folgende Pflanzengenerationen keimtemfatseim Verhaltnis 70% Klasse | und
II zu 30% Klasse Il aus. Die Autoren schlossenadar dass diese Aufspaltung keine
genetische Variabilitdt des Materials reprasentiert

Da nur Klasse-lll-Keimlinge ein messbares Hypokditgsalien, wurden in der vorliegenden

Arbeit nur diese fur die Messung des Steckungswanisverwendet.
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3.3.2 Streckungswachstum der Mehrfachmutanten

Um zu prufen, ob TIR1 sowie AFB1, 2 und 3 ein redamtes System zur Auxinperzeption
mit dem Zweck der Induktion von schnellen Streclaymachstums darstellen, wurden
Hypokotylsegmente der Tripelmutante sowie der Qupelmutante auf ihre Fahigkeit zu

schnellem Streckungswachstum nach Applizierungesmgenem IAA und 2,4-D untersucht.

3.3.2.1 Antwort der der Mehrfachmutanten auf exogerappliziertes IAA

Es ergab sich, dass die Tripel- und die Quadrupinte& bei verschiedenen IAA-
Konzentrationen die Prim&rantwort auf IAA zeigtéilp. 3.5).

Bei der sehr hohen Dosis von 100 pM IAA lie3 sich der Tripel- wie auch der
Quadrupelmutante eine fast wildtypartige Reaktiestdtellen. Die Streckung 180 Minuten
nach der IAA-Zugabe betrug bei Col-0 6,5%, bei deipelmutante 6% und bei der
Quadrupelmutante 5,5%. Bei der Betrachtung derPlagse zeigen sich deutlichere
Unterschiede. Wahrend der Wildtyp bereits ca. 1:uU#n nach der Applizierung eine
Antwort zeigt, dauert die lag-Phase bei Tripel- u@dadrupelmutante mit 40 Minuten
deutlich langer (Abb. 3.5, A).

Die verlangerte lag-Phase bei den Mehrfachmutant@n auch bei niedrigeren IAA-
Konzentrationen zu beobachten: bei 10 uM IAA vegkite sich die lag-Phase der
untersuchten Tripelmutanten-Hypokotylsegmente (2Qrg@icht gegeniber dem Wildtyp (15
min), wahrend die Quadrupelmutante mit 50 Minutere esehr lange lag-Phase aufwies. Die
maximale Streckung im Laufe des Versuchs mit 10 |AM ergab, dass die Tripelmutante
mit ca. 6% und die Quadrupelmutante mit ca. 7% laemil die gleiche LAngenanderung wie
der Wildtyp (6%) erreichten (Abb. 3.5, B).

Bei einer IAA-Konzentration von 1 uM waren die Ursiehiede zwischen den Mutanten und
dem Wildtyp etwas deutlicher. Alle Segmente zeigiehnelles IAA-induziertes Wachstum.
Der Wildtyp erreichte hier eine Langenzunahme van5®o, wahrend die Tripelmutante 4%
und die Quadrupelmutante nur 2% wuchs. Die lag-€kaghielt sich hier ahnlich wie bei der
10 uM-lIAA-Applizierung. Die Tripelmutante reagienteit einer 35mindtigen lag-Phase auch
bei dieser Konzentration unwesentlich langsamer dé Wildtyp (30 min), die
Quadrupelmutante hingegen zeigte erst 60 Minutesh nder Zugabe des Auxins
Streckungswachstum (Abb. 3.5, C). Bei der 0,1 uM\-Bosis war in allen Fallen die
Primarantwort nicht mehr oder kaum noch detektierb&/&hrend die Tripel- und

Quadrupelmutante kein Streckungswachstum zeigtenr, dies bei Col-0 mit ca. 0,5 %
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Langendnderung im Laufe des Versuchs gerade notgkteebar. Die lag-Phase beim
Wildtyp war hier mit 60 Minuten sehr lang (Abb. 33).
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Abb. 3.5: Zeitverlauf des auxininduzierten Stred@wachstums von A.-thaliana-
Hypokotylsegmenten bei Zugabe verschiedener IAAZ€mtrationen. Darstellung: Col-0 (gefillte
Quadrate); Tripelmutante (offene Rauten); Quadmp&nte (offene Quadrate). Die einzelnen

Kurven reprasentieren gemittelte Werte aus mindssieEinzelmessungen.

3.3.2.2 Antwort der Mehrfachmutanten auf exogen apliertes 2,4-D

Im Gegensatz zu den Messungen mit IAA ergab siehihsgesamt ein deutlich anderes Bild
bezuglich der Primarantwort. Bei der hochsten amgeleten 2,4-D-Dosis (100 pM) zeigten

sich zunachst kaum Unterschiede in der lag-Phaseawth der maximalen Streckung. Die
lag-Phase dauerte bei Wildtyp, Tripelmutante uncadpupelmutante 15-20 Minuten, die

maximale Streckung 180 Minuten nach der 2,4-D-Apetung betrug bei allen Segmenten
ca. 6% (Abb. 3.6, A). Bei Verwendung der 10uM-Ddsegiannen die Wildtypsegmente nach
ca. 15 Minuten mit Streckungswachstum und errerchte 6% Langené&nderung, wahrend die
Tripel- und Quadrupelmutanten mit 50-60-minitigeag-Phasen deutlich verzdgert

reagierten, und dann auch nur maximale Langenangdenuon 2% zeigten (Abb. 3.6, B).
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Abb. 3.6: Zeitverlauf des auxininduzierten Stred@wachstums von A.-thaliana-
Hypokotylsegmenten nach Zugabe verschiedener Z#ifirentrationen. Darstellung: Col-0 (gefiillte
Quadrate); Tripelmutante (offene Rauten); Quadmp&nte (offene Quadrate). Die einzelnen

Kurven reprasentieren gemittelte Werte aus mindssieEinzelmessungen.

Am deutlichsten wurde der Unterschied zwischen Wjldind den F-Box-Mehrfachmutanten
bei Anwendung der 1-uM-2,4-D-Dosis. Hier konnte eeimleutliche Streckung von
Wildtypsegmenten (ca. 5%) beobachtet werden, wéhden Tripel- und Quadrupelmutanten
nicht oder kaum reagierten (0-0,5% Langenanderudg.lag-Phase der Wildtypsegmente
bei 2,4-D-Zugabe war hier deutlich gegenuber degrPhase bei IAA-Zugabe gleicher
Konzentration verzdgert (Abb. 3.6, C). Bei Verwenduler niedrigsten Dosis (0,1uM 2,4-D)
war weder bei Wildtypsegmenten noch bei Segmenten FBox-Mehrfachmutanten
Wachstum detektierbar (Abb. 3.6, D).

3.3.2.3 Zusammenfassung Uber die maximale Streckungd lag-Phase der
Mehrfachmutanten bei IAA und 2,4-D
Es ist festzustellen, dass die MehrfachmutantenlA&iZugabe grundsatzlich gegentber

dem Wildtyp mit einer deutlich verlangerten lag-Bdhaeagierten. Auch bei der 2,4-D-
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Applizierung lasst sich diese Tendenz erkennendBeKenngrof3e der maximalen Streckung
zeigen die Mehrfachmutanten bei IAA-Zugabe ahnlichagenanderungen wie der Wildtyp.
Hypokotylsegmente der Tripelmutante und Quadruptdnte liegen bei verschiedenen IAA-
Konzentrationen 0-1% hinter den Wildtypsegmenteriaky lediglich bei 1 uM féllt die
Quadrupelmutante mit ca. 3 % deutlicher hinterrdakimalen Streckung des Wildtyps (5%)
ab. Nach Applizierung des synthetischen Hormons2zeigen die aus Mehrfachmutanten
gewonnen Hypokotylsegmente aber stark reduziedegénwachstum. In Abb. 3.7 wird die
maximale Streckung der Wildtyp-, Tripel- und Quagmkbmutanten-Hypokotylsegmente in
Abhangigkeit von Dosis und verwendetem Hormon logjatithmisch dargestellt.

maximale Streckung [%]

'2 LR | L | AL -2 T II”""I L | AL

0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
IAA-Konzentration [uM] 2,4-D-Konzentration [uM]

Abb. 3.7: Dosis-Wirkungskurven der Mehrfachmutanted Col-0 in Abhangigkeit des verwendeten
Hormons. Zusatzlich werden durch polynomische Begjon ermittelte Ausgleichskurven gezeigt.

Darstellung: Col-0 (gefillte Quadrate); Tripelmumar{offene Rauten); Quadrupelmutante (offene
Quadrate)

Wahrend bei IAA alle Hypokotylsegmente eine ahmdicBosis-Wirkungscharakteristik
zeigen, heben sich bei Verwendung von 2,4-D die iidehmutanten stark von Col-0 stark
ab. Der Wildtyp hingegen behalt die bei Anwendung 2,4-D die Charakteristik, die er auch
bei Anwendung von IAA zeigt (Abb. 3.7).
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Die Ergebnisse der Untersuchung der Mehrfachmutasiéeiten auf eine 2,4-D-Insensitivitat,
nicht aber auf eine IAA-Insensitivitat der Tripatie auch der Quadrupelmutanten hin.

3.4 Untersuchungen zum Auxintransport der Mehrfachnutanten

3.4.1 Antwort der Mehrfachmutanten auf exogen appliertes 2,4-D und den
Methylester dieses Auxins.

Dass die Tripel- und die Quadrupelmutamteerster Linie resistent gegen 2,4-D und nicht
gegen IAA sind, mag mit der Aufnahme des Auxingi@ Zelle zu tun zu haben. Wo 1AA
auch ohne Auxintransporter in die Zellen eindringg@ann, ist die Aufnahme von 2,4-D auf
einen funktionierenden Auxintransporter angewiegga.Expression des Auxininfluxcarriers
LAX3 ist bei den Mehrfachmutanten gestért, so dagskD moglicherweise nicht mehr

effizient aufgenommen und in der Zelle akkumulieerden kann.

Um zu prifen, ob die 2,4-D-Resistenz der Tripel-d uQuadrupelmutante auf der
Perzeptionsebene oder der Transportebene beruhdevder 2,4-D Methylester (2,4-DM)
getestet, der im Gegensatz zu 2,4-D nicht auf einfiuxcarrier angewiesen ist, sondern die
Plasmamembran aufgrund seiner hoheren Lipophilid aihne einen Influxcarrier passieren
kann. Der 2,4-D Methylester wird nach der Passagehddie Plasmamembran von Esterasen
gespalten. Das dabei freigesetzte 2,4-D kann dasiohtl an einen intrazellularen

Auxinrezeptor binden.

Wahrend die Applizierung von 1 uM 2,4-D nur bei ©QoBtreckungswachstum auslésen
kann, konnte bei Applizierung des 2,4-D Methylestebei allen untersuchten
Hypokotylsegmenten starkes Streckungswachstum bbtdiawerden (Abb. 3.8). Im Falle
des Wildtyps lag die maximale Streckung nach dten&n mit 12% noch weit Gber der
Streckung mit 2,4-D (7,5%). Die Hypokotylsegments dripelmutante wie auch die der
Quadrupelmutante begannen sich nach der Zugab2,4l€> Methylesters stark zu strecken.
Sie zeigten maximale Langen&nderungen von 9,5% hi¢6. Sie streckten sich also fast
genauso stark wie der Wildtyp. Interessant ist duehdie Betrachtung der lag-Phase. Sie lag
bei Anwendung des 1 uM 2,4-D Methylesters auf deldtyp bei etwa 30 Minuten und ist
damit etwas kurzer als bei Verwendung von 1 pM[2,4ie bisher bei IAA und 2,4-D
festgestellten verlangerten lag-Phasen der Tripald Quadrupelmutante sind auch im
Experiment mit dem 2,4-D Methylester wiederzufind8re liegen bei der Tripelmutante wie

auch bei der Quadrupelmutante bei 50 Minuten.
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Abb. 3.8: Zeitverlauf des mit 2,4-D Methylester induzier®meckungswachstums vaéu-thaliana-
Hypokotylsegmenten im Vergleich zum 2,4-D indu®eriStreckungswachstum. Darstellung: Col-0
(gefillte Quadrate); Tripelmutante (offene Raute@uadrupelmutante (offene Quadrate). Die

einzelnen Kurven reprasentieren gemittelte Wertenaimdestens 4 Einzelmessungen.

3.5 Detektion der auxininduzierten Genexpression mHilfe der DR5:: GFP-
Reportergentechnik

Diese Untersuchungen dienen der Beantwortung deagekr inwiefern sich die
Auxinbehandlung inA. thaliana auf die Expression auxininduzierter Gene in Widtynd
Tripelmutante auswirkt und ob diese Genexpressitrdem Streckungswachstum korreliert.
In DR5::GFP-Pflanzen wird dasGFP-Gen unter die Kontrolle des  synthetischen
auxinsensitiven DR5-Promotors gestellt (Uimasaval. 1997a). Nach Auxinstimulation
exprimieren diese Pflanzen das grun fluoresziereiuetein (GFP), welches sich
photometrisch detektieren lasst. Somit ermoglichses System die quantitative Messung der
auxininduzierten Genexpression anhand der GFP-€daenzn vivo. Diese Fluoreszenz lasst
sich in intakten Keimlingen schon vor der Zugabeogenen Auxins in verschiedenen
Bereichen detektieren, besonders in auxinreichameBGen wie den Primarblattern und dem
Wurzelmeristem.
Nach der Applizierung von 10 pM IAA auDR5rev::GFP-Col-0-Keimlinge ergab sich
zusatzlich zur Fluoreszenz in der Wurzelspitze emmehmende Fluoreszenz in der
Streckungszone der Wurzel. Nach 250 Minuten stieghger von ca. 330 ADU (Analog
Digital Units) auf ca. 3400 ADU und erreichte na&h h ca. 12300 ADU. Auch nach der
Behandlung mit 10 uM 2,4-D konnte diese Fluorezzenahme in den Wurzeln intakter
Keimlinge detektiert werden, allerdings in einerwag kleineren MalRe (360 ADU -> 2600
ADU -> 7200 ADU) (Abb. 3.9 oben).
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Im Vergleich dazu konnte bei den ebenfalls mit deRbrev::GFP-Konstrukt versehenen
Tripelmutantenkeimlingen zu keinem Zeitpunkt naen thA- oder 2,4-D-Behandlung eine

signifikante Fluoreszenzsteigerung detektiert wer@db. 3.9 unten)

IAA [10uM] 2,4-D [10pM
0 min 250 min 24 h 0 min 250 min 24 h
CI-O 334 3398 12316 357 2604 7180

Tripel 297 - 450 272 178 476

Abb. 3.9: Zeitlicher Verlauf der GFP-Expression \WMurzeln O min, 4 h und 24 h nach IAA-
Applizierung. Verglichen wirdDR5rev::GFP-Col-0 mit der mit demDR5rev::GFP Konstrukt
versehenetirl-1 afb2-1 afb3-1-Mutante. Numerische Werte der Fluoreszenz werd&bid (Analog

Digital Units) angegeben.

Die mit demDR5rev:: GFP-Konstrukt versehenen Tripelmutanten wurden welteduf ihre
Fahigkeit zum Streckungswachstum untersucht. Sgeerenach der Applizierung von 10 uM
IAA sehr kréaftiges Streckungswachstum (Abb. 3.10). ADas Wachstum dieser
Hypokotylsegmente Ubertraf das Wachstum von Cok@nrtnten bei Weitem. Dies ist
jedoch mdglicherweise auf unterschiedliche genledisklintergriinde zurtickzufiihren. Die
DR5rev::GFP Tripelmutante wurde nicht in den Okotyp Columlsiandern in Wassilewskija
(Ws) eingebracht.
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Es liel3 sich jedoch feststellen, dass die Tripehmigt parallel zu der ausgepragten Fahigkeit
zu auxininduziertem Streckungswachstum eine stadduzierte auxininduzierte

Genexpression in den Hypokotylen zeigt (Abb. 3.BJ,

A

112

1 —m—tirl-1 afb2-1 afb3-1 DR5rev::GFP
0 —e———aias bl B i iw E E:

108 o~

106 o~ e
10 uM 1AA

Relative Lange (%)

0 60 120 180 240

Zeit (min)
Col-0 Tripel Col-0 Tri pel Col-0 Tripel
10QuM I I I I
100% 100% 556% 153% 1900% 208%
Oh 4 h 24 h

Abb. 3.10: Zeitverlauf des schnellen auxininduzert Hypokotylwachstums der mit dem
DR5rev::GFP Konstrukt versehenertirl-1 afb2-1 afb3-1-Mutante (A). Zeitverlauf der GFP-
Expression in Hypokotylsegmenten der gleichen Mgtam Vergleich zuDR5rev::GFP tragenden
Col-0-Segmenten. Die Fluoreszenz zum Zeitpunkt fdengleich 100% gesetzt. Das weil3e Rechteck
zeigt die Messflache fur die photometrische Bestimgnder Fluoreszenzintensitat an. Es liegt in der

Streckungszone der Hypokotyle.

Die Zunahme der Fluoreszenz v@R5rev.:GFP-Col0 erreichte in Hypokotylsegmenten
zwar nicht so hohe Werte wie in der StreckungszmiéNurzeln intakter Keimlinge, aber die
Unterschiede zurDR5rev::GFP-Tripelmutante werden auch im Spross deutlich. Aus

DR5rev.:GFP-Col-0 gewonnene Hypokotylsegmente versechsfacliten GFP-Fluoreszenz
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4 h nach der IAA-Zugabe (10puM) und erreichten 2dabh der Zugabe 19fach héhere GFP-
Fluoreszenz. Die Tripelmutante hingegen zeigte aum# der Untersuchung der
Hypokotylsegmente kaum eine Zunahme der GFP-Flaenzsnach IAA-Zugabe und damit

auch kaum auxininduzierte Genexpression.

3.6 Untersuchungen zur Klarung der verlangerten lagPhase der

Quadrupelmutante

Die gegenuber dem Wildtyp verlangerten lag-Phasaer W®lehrfachmutanten nach
Auxinzugabe zeigen sich bei allen verwenden Hormanel bei fast allen Konzentrationen.
Prinzipiell sind sie das Hauptunterscheidungsmelkawéschen den Mehrfachmutanten und
dem Wildtyp.

Die tatséchliche Erklarung fur die verlangerte Ritase der Mehrfachmutanten kdnnte ein
Schlussel fur die nach dem fir das auxininduziedbnelle Wachstum verantwortlichen
Auxinrezeptor sein, da die Lange der lag-Phasersite durch die auxininduzierte
Genexpression bestimmt werden konnte und andeserskirch die Aktivitat bereits
vorhandener Proteine nach der Auxinzugabe.

Um den Grund fir die verlangerte lag-Phase zu fingurde in der vorliegenden Arbeit ein
von der auxininduzierten Genexpression unabhangiggperiment durchgefihrt. Die
Verwendung des Pilzgiftes Fusicoccin (FC) aus ddmAhomopsis amygdali aktiviert direkt
plasmamembransténdige Protonenpumpen, indem eB4das3-Protein irreversibel an diese

bindet. Dadurch wird starkes saureinduziertes Waah$ervorgerufen (Oecking al. 1994).

3.6.1 Fusicoccin-induziertes Wachstum
Die Messungen ergaben, dass 1 uM FC beim Wildtyprisges Streckungswachstum ohne
lag-Phase ausloste, wohingegen die Quadrupelmutasit@ach einer 20minttigen lag-Phase

auf das Pilzgift reagierte. In Abb. 3.11 wird dieslmterschied dokumentiert.
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—— Col-0
—1—tirl-1 afb1-3 afb2-3 afh3-4
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Abb. 3.11: Zeitverlauf des Streckungswachstum mgmplizierung von 1 uM FC auf Col-0- und
Quadrupelmutanten-Hypokotylsegmente. Die einzelu@wen reprasentieren gemittelte Werte aus

mindestens 5 Einzelmessungen

Zur Verdeutlichung der Bedeutung dieses Ergebnisgelsin Abb. 3.12 die lag-Phase der
Quadrupelmutante im Vergleich zum Wildtyp bei ale@ngesetzten Effektoren in den

physiologischen Konzentrationen dargestellt.

Dauer der lag-Phase (min)

] Quadrupelmutante
Col-0

LUMIAA 15

24D WM

2 4-DM 1uMFC

Eingesetzter Effektor

Abb. 3.12: Die Dauer der lag-Phase bei der Quadinugante (blaue S&ulen) im Vergleich zum

Wildtyp (grine Saulen) bei physiologischen Konzetnen verschiedener Effektoren. 2,4-DM =
2,4-D Methylester.
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In Abbildung 3.12 wird deutlich, dass die Quadiuopgante grundsatzlich 20-35 Minuten
langer als der Wildtyp fir das Einsetzen des sdbmeStreckungswachstums bendtigt,
unabhangig davon, ob der Effektor die Genexpressktinieren kann oder nicht. Dies spricht
fur niedrigere Proteinlevel schon vor der Effekppiizierung. Der (UbermafRRig grole
Unterschied zwischen der Quadrupelmutante und deldtyy bei Einsatz von 2,4-D liegt an

der verminderten Auxintransportfahigkeit der Quadimutante (siehe Abschnitt 3.4.1, Abb.
3.8)

3.7 Untersuchungen zur Rezeptorrolle von ABP1

3.7.1 Messungen zum Streckungswachstum der ABP1-Uk&primierer C-cmyc-ABP1-

ox 1-3 und I-cmyc-ABP1-ox 3-7 im Vergleich zum Wildtyp Col-0

Da keine ABP1-Knockout-Pflanzen embryolethal sindd udaher fir physiologische
Untersuchungen nicht zur Verflgung standen, wureinaliana-ABP1-Uberexprimierer in
der vorliegenden Arbeit verwendet. Es handelt sioh transgene Pflanzen, in denen zum
Einen Uberexprimiertes ABP1 mit einem C-terminatemyc-tag C-cmyc-ABP1-ox 1-3) und
zum Anderen mit einem internen c-myc-tagcrfiyc-ABP1-ox 3-7) versehen ist. Sie wurden

von Matthias Klode (AG Sauter, Universitat Kielygestellt und zur Verfiigung gestellit.

Die durchgefuhrten Messungen dokumentieren die Mdwort der hier verwendeten ABP1-
Uberexprimierer im Vergleich zum Wildtyp. Hypokagigmente der Uberexprimier€r
cmyc-ABP1-ox 1-3 (im folgendenC1-3 genannt) und-cmyc-ABP1-ox 3-7 (im Folgenden3-7
genannk zeigtenahnliche lag-Phasen wie der Wildtyp.

Bei der eingesetzten Dosis von 100 pM IAA wiesdr &legmente lag-Phasen von 20-30
Minuten auf. Die maximale Streckung der Uberexpei@i war gegeniiber Col-0 jedoch
starker. Wahrend die Wildtypsegmente in diesem Mdrsblock nur eine maximale
Langenanderung von 5% erreichten, streckten sieh miit dem C-terminalen myc-tag
versehenen ABP1-Ubererxprimierer um ca. 7% undvdieglem internen myc-tag versehenen
ABP1-Uberexprimierer sogar um ca. 8,5% (Abb. 3AB,Bei niedrigeren Konzentrationen
reagierten diel3-7-Segmente ebenfalls etwas sensitiver als der Wildigie zeigten
gegenuber Col-0 eine kirzere lag-Phase (20 minkstredkten sich um maximal 6,5%1-3-
Segmente reagierten mit einer lag-Phase von 25leicht verzégert gegeniibés-7, aber
immer noch deutlich schneller als der Wildtyp, dediesem Versuchsblock ca. 40 Minuten

bis zum Einsetzen des Wachstums bendétigte. Die nra&i Streckung vo1-3 und Col-0
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war hier in etwa gleich mit 5,5% bzw. 6% (Abb. 3.8B). Bei der Applizierung von 1 uM
IAA zeigten alle untersuchten Segmente ahnlictke@a6treckungswachstum. Die lag-Phasen
aller Segmente variierten zwischen 30 und 40 Minuund die maximale Streckung
schwankte zwischen 3,5% und 5%. Interessantenieiggen die ABP1-Uberexprimierer bei
dieser Dosis leicht niedrigere maximale Langenanagen als der Wildtyp (Abb. 3.13, C).
Die Anwendung der niedrigsten Dosis IAA (0,1 uM)gte wieder das typische Bild3-7
zeigte die hochste maximale Streckung mit ca. 3¥geadnderungC1-3 streckte sich um
durchschnittlich 2% und der Wildtyp lediglich um. d5% (Abb. 3.13, D). Bei der sehr
niedrigen Dosis von 0,1 pM IAA fallt ganz besonddes Effekt der ABP1-Uberexpression
auf. Der Wildtyp ist bei dieser IAA-Konzentratioalm zu Streckungswachstum in der Lage.

Die ABP1-Uberexpression fiihrt zu einer Hypersevisiti der Pflanzen.

108 mal,

S =

100 uM IAA
104 k

102

1004~

98
108

Relative Lange (%)
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104
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Abb. 3.13: Zeitverlauf des auxininduzierten Stregewachstums von A.-thaliana-
Hypokotylsegmenten nach der Zugabe verschiedendr-Kidnzentrationen. Darstellung: Col-0
(gefullte Quadrate);C-cmyc-ABP1-ox 1-3 (offene Kreise);|-cmyc-ABP1-ox 3-7 (offene

Quadrate). Die einzelnen Kurven reprasentieren theltei Werte aus mindestens 9 Einzelmessungen.
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In Abb. 3.14 ist die maximale Streckung der Uberawj@rer im Vergleich zum Wildtyp in
Abhangigkeit von der IAA-Dosis aufgetragen. Auclerhivurden die Kurven nicht-linear
gefittet, um die unterschiedliche Wachstumscharadiie zu verdeutlichen (vergleiche auch
Abb. 3.7). Bei den mittleren IAA-Dosen waren kaumtéfschiede zwischen Wildtyp und
ABP1-Uberexprimierern festzustellen. Bei der seledrigen und der sehr hohen Dosis
reagierten die ABP1-Uberexprimierer mit deutlicho®eren Langenanderungen als der
Wildtyp.

maximale Streckung [%0]

IAA-Konzentration [puM]

Abb. 3.14: Dosis-Wirkungskurven der ABP1-Uberexpeirar und Col-0 in Abhangigkeit des
verwendeten Hormons. Es wurden zusatzlich polyndmeis Ausgleichskurven eingezeichnet.
Darstellung: Col-0 (geftillte Quadraté)ecmyc-ABP1-ox 3-7 (offene Quadrate -cmyc-ABP1-ox 1-3

(offene Kreise)
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3.7.2 Messungen zum Streckungswachstum des ABP1-Werimierers C-cmyc-EGFP-

ox 1-14 im Vergleich zum Wildtyp Col-0

Der weiterhin untersuchte ABP1-Uberexprimie@cmyc-EGFP-ox 1-14 unterscheidet sich
von den in Abschnitt 3.7.1 genannten Uberexprinniedadurch, dass hier ein ABP1-EGFP
Fusionsprotein exprimiert wird. Demzufolge kanndieser Mutante Uberexprimiertes ABP1
fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden. Gletithg ist davon auszugehen, dass das
EGFP-ABP1-Fusionsprotein aufgrund der durch EGFRirsachten sterischen Stérungen
seine Funktion nicht mehr erfillen kann.

Auch diese Mutante wurde von Matthias Klode (AG t8guJniversitat Kiel) hergestellt und
zur Verfigung gestellt.

Tatséachlich reagiert€-cmyc-EGFP-0x 1-14 bei der Messung des Streckungswachstums nach
Zugabe der Dosen 1 uM und 0,1 uM IAA wildtyparifhb. 3.15).

108+ B

106+ -

104+

0,1 M IAA

1 UM IAA

102+

Relative Lange (%)

100+

98+ T T Tt T T T L
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Abb. 3.15: Zeitverlauf des auxininduzierten Stregiewachstums von A.-thaliana-
Hypokotylsegmenten nach der Zugabe verschiedend-Kidnzentrationen. Darstellung: Col-0
(gefillte Quadrate)C-cmyc-EGFP-ox 1-14 (offene Kreise); Die einzelnen Kurven repréaseetier

gemittelte Werte aus mindestens 11 Einzelmessungen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Uberexprimi&EPEABP 1-Fusionprotein aus-cmyc-
EGFP-ox 1-14 im Gegensatz zu dem in Abschnitt 3.7.1 untersucBR1 ausl-cmyc-
ABP1-o0x 3-7 undC-cmyc-ABP1-0x 1-3 nichtfunktionell ist.
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3.8 Messungen zur ABP1-induzierten Genexpression aninduzierter Gene

Zusatzlich zu den Untersuchungen Uber ABP1l-indteseStreckungswachstum wurde mit

DR5rev:: GFP-Col0-Protoplasten eine mogliche ABP1-induzierte &gmession untersucht.

Protoplasten reagieren auf Auxine mit einer scleneNolumenzunahme. Diese Reaktion
kann auch mit synthetischen Oligopeptiden mit detei@inalen Aminoséauresequenz von
ABP1 ausgeldst werden (Steffeesal. 2001). Man geht davon aus, dass das Peptid durch
Interaktion mit den ABP1-Dockingprotein den ABPi$alweg aktivieren kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Reaktion erneuensoicht, aber mit Protoplasten, die aus
der transgene®R5rev:: GFP-Col-0-Linie ausA.. thaliana hergestellt wurden. Daher konnte
hier ein mogliches Signalling der C-terminalen KWelton ABP1 auf die Expression
auxininduzierter Gene mit Hilfe der Fluoreszenzmodkopie parallel zur Schwellreaktion
gezeigt werden. Es ergab sich, dass die untersuéht@oplasten bei Applizierung des C-
terminalen Peptids von ABP1 ads thaliana zwar eine Nettovolumenvergro3erung, nicht
aber eine GFP-Anreicherung erfuhren. In Abb. 3st@&lokumentiert, dass eine Applizierung
von 5 uM IAA genauso wie die Applizierung des QOataralen Peptids von ABP1 eine

NettovolumenvergrofRerung in Protoplasten ausloste.
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Abb. 3.16: Schwellreaktion voDRSrev:: GFP-Col-0-Protoplasten nach Applizierung von IAA oder
dem C-terminalen Peptid von ABP1 afisthaliana. Dargestellt sind Mittelwerte aus Experimenten

mit mindestens 10 Einzelmessungen.
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Im Falle der auxininduzierten Genexpression liegh siuch in einzelnen Protoplasten eine
signifikante Erhéhung der GFP-Fluoreszenz nach Began IAA detektieren (Abb. 3.17,A).
Nach 12 Stunden hatte sich die Fluoreszenzinteénsigh Zugabe von 10 uM IAA mehr als
verdreifacht und hielt dann auch nach 24 Stundessedi Level. Im Falle der hohen
Konzentration von 100pM IAA konnte sogar nach 24dgar eine Zunahme der GFP-
Fluoreszenz auf das Finffache des Ausgangswertgstriert werden. Das C-terminale
Peptid von ABP1 loste im Gegensatz zu IAA aber &éedlanahme der GFP-Fluoreszenz aus,
die Zellen fluoreszierten hier wie die unbehandeKentrollprotoplasten (Abb. 3.17, B).

Auxin
C-terminales o oy -
Peptid . o - -
e . . .
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Abb. 3.17: Photometrische Messung der GFP-FluonzsiteDR5rev: : GFP-Col-0-Protoplasten nach
Applizierung von IAA oder dem C-terminalen PeptimhvABP1 audA. thaliana. Die Fluoreszenz zum
Zeitpunkt 0 wurde gleich 0% gesetzt. Die mittleRirelwerte zur Bestimmung der Fluoreszenz
ergaben sich aus der Vermessung der gesamten Balgestellt sind Mittelwerte aus Experimenten

mit mindestens 9 Einzelmessungen.
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Es konnte damit keine ABP1-induzierte Aktivierures®R5rev-Promotors dokumentiert

werden.

3.9 Aufreinigung eines ABP1-bindenden Proteins migéls

Affinitatschromatographie

Auf der Suche nach dem ABP1-bindenden Dockingpnoteirde mit Hilfe des C-terminalen
Peptids von ABP1 eine Affinitatschromatographieathgefihrt. Membranproteinfraktionen
bestehend aus der mikrosomalen Fraktion und desnfalmembranfraktion wurden nach
Solubilisierung mit Dodecylmaltosid auf die mit de@terminalen Peptid von ABP1
gekoppelte CNBr-Séaule gegeben. Proteine, die naabctén an die Saule gebunden hatten,
wurden mit einem NaCl-Gradienten eluiert. In AblL.&ist die UV-Absorption des durch die
Saule geflossenen Plasmamembransolubilisats ingigieit von Elutionsvolumen und der
NaCl-Konzentration im Elutionspuffer dargestelltieDvon der Saule bei 250 mM NaCl
eluierten Proteine wurden in 1ml-Fraktionen gesalhmend fiur die SDS-PAGE
weiterverwendet. Entsprechend des Elutionsvolumensden die fir die SDS-PAGE
verwendeten Fraktionen 7, 18, 19, 20, 21, 22, 2Basbenannt.
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Abb. 3.18: Affinitatschromatographie der mit Dodkagltosid solubilisierten
Plasmamembranfraktion von Maiskoleoptilen. Die saime Kurve zeigt die UV-Absorption des
durch die Saule geflossenen Solubilisats, die iKateve die durch die NaCl-Konzentration bedingte
Leitfahigkeit.
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Es ergab sich, dass eine Reihe von Proteinbande&Di81Gel nach der Coomassie-Farbung
zu erkennen waren, von denen die intensivsten Baadsgeschnitten und fur die ESI-MS-
MS-Untersuchung weiterverwendet wurden. Dabei tstedich heraus, dass mit der hier
durchgefuhrten Affinitatschromatographie vermutlichur unspezifisch Proteine aus der
mikrosomalen Fraktion gebunden wurden. Nach der u&spnalyse konnten

Peptidfragmente der mitochondrialen MDH und derAHRase identifiziert werden (Abb.

3.19, rechts). Diese Proteine konnten auch in desnfamembranfraktion wiedergefunden
werden, allerdings in abgereichertem Mal3e. Es wuleldiglich zwei Proteinbanden stark im

Eluat des PM-Solubilisats relativ zum Eluat der modomalen Fraktion angereichert (Abb.

3.19, links, 23 kDa Jasmonsaure induziertes Prétemolog).

Fraktion
M 18 20 21 22 23 24 M 8 18 19 20 222 23 24
“_....:,.- 444444 - —— - B e 2 - P
= i
R~ Unterenmel —
- - 39 th 5T e

!r - 23kD 550 :
j — —— Jasmonsaure-
! \ induziertes _____/
; - Protein Homolog ‘ e

o — -| L — -

Abb. 3.19: Nach der FPLC-Affinitatschromatograptigchgefiihrte SDS-PAGE. Linke Seite: Eluat

der Affinitatschromatographie mit Plasmamembrartfaaen. Rechte Seite: Eluat der

Affinitatschromatographie mit der mikrosomalen Rra.

Die aus der massenspektroskopischen Untersuchuvngenen Peptidsequenzen der ersten

Bande (Abb. 3.19 links, obere Bande) lauteten: DAWYIPWDNIPTR und
AYTEIGSENYFK

Nach Recherche in den zur Verfigung stehenden Datden konnten die beiden
Peptidsequenzen in dem folgenden ProteinZaasnays gefunden werden. Sie sind blau bzw.

rot markiert.

72



Ergebnisse

gb| ACF85057. 1] unknown [ Zea nmays]
nspf gavi t pet| kynskyqgr ei t qvdcar eanr | i haedknl kaedsawel kkkf gng

vst nvl vynat gasl sl vddgkdwngsvysspi pdt f hnggw af | hvkpgsl aggsqaa
rvfrgrdvdgrtrdf vvawyi pwdni ptrayt ei gsenyf kt rwssvkt sl ghsrrvtra
kdencast vsi ggyt t af ci avl ghqf qpl peere

Dieses aus 215 Aminosauren bestehende Proteinrh@erchnetes Molekulargewicht von
23,6 kDa. Mit Hilfe des Broad Range Markers wurdeghgen aus der Position der
Proteinbande ein Molekulargewicht von 27,1 kDaitat. Aus der Datenbank lasst sich fir
dieses Protein zunachst keine Information UbeFdrktion ermitteln.

Die zweite im Gel markierte Bande (Abb. 3.19 linksmtere Bande) wurde ebenfalls
Massenspektrometrisch  untersucht. Hier konnte eiepti® mit der Sequenz
DFAMAWSTPWGASK identifiziert werden.

Auch hier wurde in den Datenbanken nach Ubereimstimgen gesucht. In einem
hypothetischen Protein wurde die exakte Peptidsengefunden.

>18697. nD00021 | AZMb_84678 | conserved hypothetical protein
MANCFGDI VDNYKL DTMPRYVGKTKTXEDRAREASYL NNENEKSKKAKDYVNM. KDWYGN
GASTLCVI YNQTGGTLRY! DDKDW.GYPGPTPYXTElI GNGQWASFL HVHKTGAASGSMVAA
VVYRGKDGGGSERDFAMVAWS TPWGASKNRAYCEl GSVGSFQSQADKL YTNLNKAGYTTNA
SSTHSSI SAATAKGSSPDFKAYVKI PYSA*

Auch zu diesem Protein sind bisher keine Funktiobekannt. Es hat eine Lange von 210
Aminosauren, daraus ergibt sich ein theoretischetellilargewicht von 23,1 kDa. Das mit
dem Broad range marker aus der SDS-PAGE ermittéli@ekulargewicht betragt
demgegeniber 25,1 kDa.

Die beiden hier identifizierten Proteine haben d¢inke Homologie, wie eine

Alignmentuntersuchung mit dem Programm LALIGN zeigt

41.8% identity in 177 aa overlap (4-180:5-180); score: 468 E(10000):
2. 5e-40

10 20 30 40 50 60
Bandel FGAVI TPETLKYMSKYQGREI TQVDCAREAVMRLI HAEDKNL KAEDSAWEL KKKFGNGVST

10 20 30 40 50 60
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70 80 90 100 110 120
Bandel MVLVYNATGASL SLVDDCGKDWMGSVYSSPI PDTFHNGQW AFLHVKPGSLAQGSQAARVE

Bande2 LCVI YNQTGGTLRYI
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
Bandel RGRDVDGRTRDFVVAWYI PMDNI PTRAYTEI GSENYFKTRWSSVKTSLCGHSRRVTRA

130 140 150 160 170 180
Es ist davon auszugehen, dass es sich hierbeiaiortsen handelt.

Beide hier entdeckten Proteinsequenzen wurden auofdibge im Pflanzenreich untersucht,

indem BLASTSs durchgefiihrt wurden. Es wurden homelBgoteine nur in Reis, Gerste und

Chlamydomonas reinhardtii gefunden. Eines der Homologe, das 23 kDa Jasmammsau

induzierte Protein (JIP-23) aus Gerste ist dah&agtbesser charakterisiert. Es handelt sich
um ein Protein, welches durch Jasmonsaure bei esthetn Stress induziert wird (Haugte

al. 1996).

Es wurden jedoch keinerlei Homologe zu diesem Rroite A. thaliana gefunden, was
dagegen spricht, dass es sich bei dem identifenidProtein um das gesuchte Dockingprotein
handelt.
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4. Diskussion
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die funktideeCharakterisierung der Auxinrezeptoren
TIR1/AFB sowie ABP1. Zentraler Teil der Arbeit waie Aufklarung der Bedeutung beider

Rezeptoren fur das schnelle auxininduzierte Streggwachstum hoherer Pflanzen.

4.1 Untersuchungen zum schnellen auxininduziertent®@ckungswachstum
Dharmasiri et al. 2005 stellten bei der Tripel- UQdadrupelmutante eine Resistenz gegen
2,4-D fest. Als Parameter nutzten diese AutorenHBenmung des Wurzelwachstums. Eine
ahnliche Hemmung des Wurzelwachstums fanden Schenek. (2009, eingereicht, im
Anhang). Allerdings wurden diese Messungen ersh fiadagen ausgewertet, so dass eine
schnelle Wachstumsreaktion hier nicht erfasst wildie Expression einer kaum
Uberschaubaren Zahl von Genen (siehe Overvoerdgeg 2005, supplementary data) wird
durch TIR1 / die AFBs gesteuert, so dass davonugeateen ist, dass der Vierfachknockout
dieses Auxinrezeptors zu schweren Defekten in aéwiEklung der gesamten Pflanze fihrt.
Diese Entwicklungsstérung konnte bei der NachzuaentQuadrupel- und Tripelmutante am
Phanotyp festgestellt werden (Abb. 3.4). Die Megsder Wurzellange der einer F-Box-
Knockoutmutante nach 5 Tagen kann daher keine Aesséber die Auxinperzeption und
das Signalling fur das schnelle Streckungswachstligfern, sondern nur die
Entwicklungsstorung der gesamten Pflanze aufzeigen.

Die in der vorliegenden Arbeit angewendete Methade Messung des auxininduzierten
Streckungswachstums hat sich als sehr empfindlietausgestellt. Mit ihr wurden hier
erstmals die Auswirkungen der Knockouts der F-Bex+fezeptoren wie auch der ABP1-
Uberexpression auf dashnelle Streckungswachstundokumentiert. Die Methode erlaubt
daher eindeutige Ruckschliusse auf die Funktior@gruntersuchten Auxinrezeptoren.

4.1.1 Vermitteln TIR1/AFB direkt das schnelle auxinnduzierte

Streckungswachstum?

Alle Untersuchungen zu den F-Box-Einzelmutanten waeich zu den F-Box-
Mehrfachmutanten sprechen dafir, dass die kernto&dkbn Auxinrezeptoren nicht direkt fur
das schnelle Streckungswachstum verantwortlich. émd-olgenden gehe ich auf die Griinde

fur diese Aussage ein.
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4.1.1.1 TIR1/AFB-Knockoutmutanten sind nicht resisént gegen das natirliche Auxin
IAA

Alle  Knockoutmutanten sind bei physiologischen IK&nzentrationen zu fast
wildtypartigem Streckungswachstum in der Lage. Dudie Experimente mit den F-Box-
Einzelmutanten konnte in der vorliegenden Arbeiteiygt werden, dass nicht ein bestimmtes
F-Box-Protein (TIR1, AFB1, AFB2 oder AFB3) fur dieVermittlung des
Streckungswachstums notwendig ist: alle untersachinzelmutanten zeigten keine
Resistenz gegen IAA (Abb. 3.2).

Aber auch die wahrscheinliche Redundanz der himrsuchten F-Box-Proteine betrifft nicht
die Fahigkeit zum Streckungswachstum: wie in Allmigl 3.5 zu erkennen ist, zeigen die
untersuchten Mehrfachmutanteém1-1 afb2-3 afb3-4 (Tripelmutante) sowidirl-1 afbl-3
afb2-3 afb3-4 (Quadrupelmutante) 180 Minuten nach der IAA-Apiglimng die gleiche
maximale Streckung wie der Wildtyp. Es konnte imigggn Fallen eine leichte Reduktion der
maximalen Streckung (um 2%) beobachtet werden ésAdbb. 3.5 C). Dies liegt aber am
reduzierten Auxintransport in den Mehrfachmutantercht aber an einer reduzierten

Auxinperzeption (siehe folgender Abschnitt).

4.1.1.2 Die beobachtete Resistenz der Tripel- und u@drupelmutante insbesondere
gegeniber dem synthetischen Auxin 2,4-D beruht agiiner Stérung der Auxinaufnahme

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, ddgs Tripel- und Quadrupelmutante eine
Resistenz gegen 2,4-D zeigen, wohingegen die FHBozelmutanten keine ausgepragte
Resistenz aufweisen (Abb. 3.3 und 3.6) In dieseths€leint sich also eine Redundanz der
F-Box-Proteine auf die Reaktion der Hypokotylsegteesuszuwirken. Die unterschiedliche
Wirkung von 2,4-D und IAA wird besonders in Abbilty 3.7 deutlich. Die maximale
Streckung der Tripel- und Quadrupelmutante istAmivendung von IAA dem Wildtyp bei
jeder verwendeten Dosis sehr ahnlich, bei 2,4-D bBbeden niedrigen Dosen von (0,1 bis 10
1M) extrem herabgesetzt.

Der ausgepragte Unterschied zwischen der Wirkumg2;d4-D und IAA zeigt sich auch bei
der Hemmung des Wurzelwachstums im Langzeitverg¢8chencket al. 2009, eingereicht)

Zwei denkbare Modelle erklaren die differenziell&rkMing der beiden Auxine:

76



Diskussion

a) 2,4-D bindet hauptséachlich die hier ausgesdealtRezeptoren aber im Gegensatz zu IAA

nicht an die in der Tripel-. und Quadrupelmutargemaktiven F-Box-Proteine.

b) In der Tripel- oder Quadrupelmutante ist die Walfme von 2,4-D, nicht aber von IAA,

aufgrund der verminderten auxininduzierten Genesgpom vermindert.

Tatsachlich unterscheidet sich die Aufnahme von[2deutlich von der des natirlichen
Auxins. 1AA kann leichter als 2,4-D durch Diffusiater freien Saure in die Hypokotylzellen
eindringen, 2,4-D hingegen muss fast ausschliefiodr Influxcarrier aufgenommen werden.
Dies liegt an der sehr niedrigen Saurekonstante2ytb: aufgrund seines gi\Verts von 2,6
liegt 2,4-D bei pH-Werten um 6 (dem im Versuch wvemdeten pH-Wert der
Inkubationslésung) nur zu 0,04 % in nicht dissaitie Form vor. In ionisierter Form kann
2,4-D die PM aber nicht passieren. In den Mehrfadlamten muss die Expression der Auxin-
Influxcarrier AUX1 und LAX3 stark reduziert seinW@rup et al. 2008, Overvoordet al.
2005), was die Aufnahme von 2,4-D stark vermindeiinde.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde in deriegghden Arbeit 2,4-D-Methylester
eingesetzt. Aufgrund seiner sehr hohen Membrangabsifitét kann der Methylester auch
unabhangig von Auxininfluxcarriern die Membran seut passieren, und nach Spaltung
durch Esterasen freies 2,4-D in der Zelle freisgtzdas defekte Carriersystem der
Mehrfachmutanten somit umgehen. Tatsachlich I16stg-D2 ME auch in der
Quadrupelmutante ein sehr kraftiges, wildtypartigéschstum aus (Abb. 3.8). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass die Resistenz defabtenutanten gegen 2,4-D nur auf
dem Fehlen der Auxinaufnahmecarriern (z.B. AUX1 WwAK3) beruht. Die auxininduzierte
Expression der Influxcarriergene wird Uber die abkidenden F-Box-Proteine vermittelt und
ist daher bei multiplem Knockout dieser Rezeptoegatiark eingeschrankt.

Im Gegensatz zu 2,4-D liegt IAA mit einem pWert von 4,75 bei pH 6 zu 5,6% als Saure
vor. Die membranpermeable Saureform von IAA liedggoaiiber mindestens 100fach
konzentrierter als die Saureform von 2,4-D beiajler Gesamthormonkonzentration vor.
Daher kann IAA in der Quadrupel- und Tripelmutaitel niedrigen Dosen auch ohne
Influxcarrier in die Zellen eindringen, seine Wingi entfalten und fast wildtypartiges
Streckungswachstum induzieren. Das Fehlen derxicdiwier auf3ert sich in diesem Fall nur
bei Verwendung einer niedrigen IAA-Konzentratiotfd) mit einer um 2% niedrigeren

Langenanderung der Quadrupelmutante.
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Zusammenfassend lasst sich aus den in der vortiegefrbeit gezeigten Daten folgern, dass
der drei- und vierfache Knockout der F-Box-Auxigptoren hauptséachlich den
Auxintransport, aber nicht das auxininduziertee@tungswachstum stdren. Diese Daten
lassen den Schluss zu, dass die ausgeschaltetegpt®en die eigentliche schnelle

Wachstumsreaktion nicht direkt auslosen.

4.1.1.3 Das schnelle auxininduzierte Wachstum kortiert nicht linear mit der
auxininduzierten Genexpression.

Die Ergebnisse zur auxininduzierten GFP-Expressaer DR5rev.:GFP-Pflanzen im
Wildtyphintergrund und der DR5rev::GFP-Tripelmutante  visualisieren, dass die
auxininduzierte Genexpression in dBR5rev.:GFP-Tripelmutante Mutante gegeniber
DR5rev::GFP Col-0 sehr stark reduziert ist. Ganz besondeifélag ist dieser Effekt in den
Streckungszonen von Wurzeln intakter KeimlinB&5rev:: GFP Col-0 reagiert 4 h nach der
IAA-Applizierung mit einer Verzehnfachung der Fleseenz und nach 24 h gar mit einer
Zunahme um den Faktor 370. Ahnliche, nur leichtdrigeere GroRenordnungen findet man
auch bei Verwendung von 2,4-D wieder (Abb. 3.9).der DR5rev::GFP-Tripelmutante
werden solche Fluoreszenzwerte nicht mal annahemdcht. Hier konnte selbst 24 h nach

der Auxinzugabe nur eine Erhéhung der Fluoreszemden Faktor 1,5 festgestellt werden.

Auch die Messung der Fluoreszenz in Hypokotylsedererzeigte solch starke Unterschiede
zwischen Wildtyp und Tripelmutante: wahrend Bd5rev::GFP Col-0 4 Stunden nach der
Applizierung von 10 pM IAA die GFP-Fluoreszenz inesghnittenen Hypokotyl etwa
sechsfach, und 24 h nach der Applizierung etwactOéasteigt, kann bei d&R5rev:: GFP-
Tripelmutante nach 4 Stunden nur eine 1,5fache mexch 24 Stunden nur eine 2fache
Erh6hung detektiert werden (3.10B).

Der stark eingeschrankten Genexpression der mit dBbrev.: GFP-Konstrukt versehenen
Tripelmutante steht ein sehr kréaftiges IAA-indutsr schnelles Streckungswachstum
gegenuber, das Col-0 sogar Ubertrifft (vgl. AblO& und 3.1). Dass di®R5rev::GFP-
Tripelmutante Col-0 im Streckungswachstum sogaertiilfft, muss darauf zurtckgefihrt
werden, dass hier nicht die gleichen genetischerierjriinde eingesetzt werden. Somit ist
die Intensitat des Streckungswachstums nicht dueidleichbar.

Trotz der unterschiedlichen hier einsetzten Wilbtgpergriinde zeigen die Ergebnisse zur
IAA-induzierten Genexpression in dBiR5rev:: GFP-Tripelmutante, dass die Genexpression

nicht mit der Fahigkeit zum auxininduzierten Straogswachstum korreliert. Dies wiederum
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spricht daflr, dass die auxininduzierte Genexpoasshicht direkt das schnelle
Streckungswachstum steuert. Sollte es einen Zusahmang geben, ware dieser extrem

nichtlinear.

4.1.1.4 Die Verlangerung der lag-Phase der Quadrupautante

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Rdgse der schnellen Wachstumsreaktion
bei den Tripel- und Quadrupel-Mutanten erfasst @erdnsbesondere die Quadrupelmutante
erwies sich zwar nicht als auxinresistent, aberAlixinreaktionen waren in diesen Pflanzen

deutlich verzégert. Wieder lassen sich zwei Erkigen finden:

a) verzogerte Expression wachstumsrelevanter Gene
Ein wachstumslimitierendes Genprodukt eines augimerten Gens akkumuliert nach der
Auxinapplizierung aufgrund der gezeigten vermineleriGenexpression in den Mutanten

langsamer als im Wildtyp.

b) niedrigere Level wachstumsrelevanter Proteine

Wesentliche wachstumsrelevante Genprodukte stefiten Auxinkontrolle und sind aufgrund
des Heranwachsens mit gestorter auxininduziertere@®ession in den Mutanten nur in
verminderten Mengen vorhanden, so dass bei dervidking der Genprodukte nach

Auxinapplizierung mehr Zeit fur die Aufweichung dégllwand bendtigt wird.

Um zwischen beiden Modellen unterscheiden zu konmemden Experimente mit dem
Pilztoxin Fusicoccin durchgefuhrt. Die Wirkungsmanismen von FC sind sehr gut bekannt
(Oeckinget al. 1994, Borchet al. 2002). FC stabilisiert die Bindung eines 14-3-3t8irs an
die PM-H-ATPase und stimuliert sie durch Aufhebung der @atealen Autoinhibition
irreversibel. Die resultierende Ansauerung deiwad verursacht dann eine Aufweichung
der Zellwand und ein Wachstum, dessen Amplitude d¥er auxininduzierten Wachstums
entspricht. Die wachstumsférdernde Wirkung von F& also unabhangig von der

auxininduzierten Genexpression und von der WirkieigF-Box-Rezeptoren.

In der vorliegenden Arbeit reagierten Hypokotyler d Quadrupelmutante auf eine FC-
Applizierung sehr viel langsamer als der Wildtyg @ireckungswachstum. Im Wildtyp setzte
die Wirkung des Toxins sofort ein, wahrend in dera@rupelmutante eine lag-Phase von 20

Minuten registriert wurde (Abb. 3.11). Dieses Enmgeb deutet darauf hin, dass die
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Verlangerung der lag-Phase kein auxinspezifisch@n®men ist. Der Befund ist mit der
Vorstellung vereinbar, dass die Quadrupelmutanteorscvor der Effektorzugabe Uber
niedrigere Level der fir das StreckungswachstungeitProteine verfiigt, da sie ja mit einer
stark verminderten Expression auxininduzierter Geaeangewachsen sind. Es muss davon
ausgegangen werden, dass der fur das FC-induB8adekungswachstum nétige ,Satz” von
Proteinen (z.B. HATPase, Kaliuminfluxkanale, Expansine (Hager 2008¢le und Lithen
2001, Cosgrove und Li 1993) in der Quadrupelmutant@indest zum Teil in reduzierter
Quantitat vorliegt und so eine langere lag-Phasarsacht. Dennoch muss diese niedrigere
Quantitat aber bereits fur ein sehr kraftiges &wagswachstum ausreichen, denn die
Amplitude des FC-induzierten Streckungswachstumsildtypartig.

Der niedrigere Proteinlevel wirkt sich naturlichcaubei der Applizierung von Auxinen auf
das Streckungswachstum aus: die Verlangerung dePHhase der Quadrupelmutante bei
Verwendung von FC tritt in einer ahnlichen Gréddnong wie die Verlangerung der lag-
Phase bei Verwendung von IAA oder 2,4-D auf (Abld23 Die verlangerte lag-Phase eines
Quadrupelmutantenhypokotyls ist demnach schmamder Auxinzugabe festgelegt. Sie kann
aufgrund der FC-Daten nicht mit einer reduzierteen€pressiomach der Auxinzugabe
erklart werden. Auch diese Ergebnisse passen dalteder These, dass TIR1/AFB nicht

direkt das Streckungswachstum uber die Genexpressioizieren, zusammen.

4.1.1.5 Zusammenfassung zum schnellen Streckungswatum der F-Box-Mutanten

In der vorliegenden Arbeit konnten die Unterschieée F-Box-Mutanten zum Wildtyp im
Streckungswachstum an verschiedenen KenngroRegestslit werden. Die Griinde fir diese
Unterschiede konnten ebenfalls aufgezeigt werden:

1. Die 2,4-D-Resistenz der Tripel- und Quadrupeémte und die nur leicht
abgeschwachte Antwort auf IAA beruht auf reduzieAaxinaufnahme-Fahigkeit der

Mehrfachmutanten, nicht aber auf einer generellexidesistenz.

2. Die auxininduzierte  Genexpression korreliert hhic linear mit dem

Streckungswachstum.

3. Die Verlangerung der lag-Phase der Quadrupelmeitheruht auf schon vor der
Effektorzugabe  vorhandenen  geringeren  Proteinlevelder  fur  das

Streckungswachstum nétigen Proteine
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Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass TIR1 / AFBEB2 / AFB3 nicht die eigentliche
Auslosung des schnellen Streckungswachstums vetmitt sondern nur fur die

Rahmenbedingungen (Auxintransport, Proteinaussigtverantwortlich sind.

4.1.1.6 Konnten die verbliebenen AFB-Proteine im K@ das schnelle auxininduzierte
Streckungswachstum direkt vermitteln?

Es besteht die Mdglichkeit, dass die in der Tripgld Quadrupelmutante verbliebenen AFBs
(AFB1, AFB4, AFBS in der Tripelmutante, AFB4 und B¥% in der Quadrupelmutante) als
Teil eines redundanten Systems immer noch ausreialma durch ihre Genexpression das
schnelle Streckungswachstum direkt zu vermittelufglund der in Abschnitt 4.1.1.5
genannten Punkte ist es aber sehr unwahrscheiiigse Annahme wirde voraussetzen,
dass die Genexpression das Streckungswachstumaiiiperhicht linear steuerte. Die sehr
stark reduzierte Genexpression der Tripelmutantelevin diesem Fall immer noch fur sehr
starkes Streckungswachstum gentigen.

Aufgrund des Habitus der Mehrfachmutanten ist awesagen, dass sich die Dreifach- und
Vierfachknockouts der Gene TIR1, AFB1, AFB2 und AF8ehr stark auf die Entwicklung
der Pflanzen auswirken (Dharmagtial. 2005b). Sie sind ausgewachsen sehr viel kleiner als
der Wildtyp und besitzen weniger Seitenwurzeln (ABl1). Schon bei der Keimung sind
70% der Pflanzen nicht in der Lage, Wurzeln und d#kgyle auszubilden. Dies spricht
dagegen, dass AFB4 und 5 die Funktion von TIR1 sAB1, 2 und 3 vollstandig ersetzen
kobnnen. Bei der Fluoreszenzmessung der auxinindamie Genexpression in der
DRSrev::GFP tirl-1 afb2-1 afb3-1 Mutante zeigt sich ja auch genau diese Tatsachb.(29
und 3.10B).

Auch das stark reduzierte Vermogen der Tripel- Quédrupelmutante zum Auxintransport
sowie die verlangerte lag-Phase bei FC-Applizierspiggchen daftr, dass sich das Fehlen von
vier von sechs F-Box-Auxinrezeptoren auf das Pratder Pflanzen auswirkt.

Dass die Drei- und Vierfachmutanten trotz sehr kstaerringerter auxininduzierter
Genexpression, einer verringerten Ausstattung mituxidtransportproteinen und
wachstumsrelevanten Proteinen sowie stark in iBréwicklung eingeschrankten Keimlingen
dann aufgrund der dbriggebliebenen F-Box-Rezeptoneoch zu wildtypartigem
Streckungswachstum fahig sind, ist eher unwahratiblki Eine einfachere Erklarung fur die

Fahigkeit zum Streckungswachstum der Mehrfachnmetamware die, dass es von einem
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anderen Auxinrezeptor vermittelt wird, der in deierhgetesteten F-Box-Mutanten vollig
intakt ist.

4.1.2 ABP1-Uberexprimierer sind auxinhypersensitiv

Die Untersuchungen zu den kernlokalisierten F-Bootdinen TIR1, AFB1, AFB2 und AFB3
ergaben, dass diese Proteine nicht fur die eigletliAuslosung des auxininduzierten
schnellen Streckungswachstums verantwortlich dhinl.die Vermittiung der Prim&rantwort
kommt nun noch ABP1 in Frage (Christi@h al. 2006. Da fur die Messungen des
Streckungswachstums aufgrund der Embryoletalitdie(C2001) keine ABP1-Knockout-
Pflanze zur Verfliigung stand, wurde auf drei ABP X tékprimierer zuriickgegriffen , die aus
einer Kooperation mit Matthias Klode und Biankaffeétes aus der Arbeitsgruppe Sauter
(Universitat Kiel) zur Verfigung standen. Die Mesgen des Streckungswachstums ergab
eine Auxinhypersensitivitat der ABP1-Uberexprimie@cmyc-ABP1-ox 1-3 und I-cmyc-
ABP1-ox 3-7 im Vergleich zum Wildtyp Col-0 (Abb. 3.13 und 3.148ei der sehr niedrigen
Dosis von 0,1 pM IAA und der sehr hohen Dosis vd0 JuM zeigten die ABP1-
Uberexprimierer deutlich gréRere Langenanderundgedex Wildtyp. Bei den mittleren 1AA-
Dosen (1 uM und 10 pM) reagierten die Uberexprigrienit ahnlichem Streckungswachstum
wie der Wildtyp. Bei Betrachtung der Dosis-Wirkukgsve (Abb. 3.14) zeigt sich aber, dass
das maximale Streckungswachstum der ABP1-Uberexpreminsgesamt gegeniiber dem
Wildtyp erhéht ist. Diese Ergebnisse sprechen sdhfir, dass hier zusatzliches
funktionsfahiges ABP1 fir ein zusatzliches Vermogemm Streckungswachstum
verantwortlich ist. Die Ergebnisse werden durch id@ntrollexperimente mit dem ABP1-
EGFP-Fusionsprotein unterstutztC-cmyc-EGFP-ox 1-14-Pflanzen reagieren auf Auxin
insgesamt ahnlich wie der Wildtyp. Dieses Resul&itet darauf hin, dass das EFGP-ABP1-
Fusionsprotein nicht als Auxinrezeptor funktionadt und seine Expression daher keine
Hypersensitivitat bewirken kann. (Abb. 3.15). Soraigt dieses Kontrollexperiment gut, dass
die Hypersensitivitat der Uberexprimierer tatsédhliauf funktionalem ABP1 basiert.
Insgesamt deuten die Ergebnisse der UntersuchuteyeABP1-Uberexprimierer darauf hin,

dass ABP1 an der Auslosung des Streckungswachstueks beteiligt ist.

4.1.2.1 Konnte ABPl1 das schnelle auxininduzierte ®ckungswachstum direkt
vermitteln?

Die Antwort auf diese Frage lautet eindeutig: fader vorliegenden Arbeit konnte erstmalig
ein direkter Zusammenhang zwischen ABP1 und den&e&ntwort der Pflanze auf 1AA

festgestellt werden. Die in vorhergehenden an PBrasten durchgefihrten Experimente
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zeigten, dass ABP1 Prozesse wie Hyperpolarisier{idgrbier-Brygoo et al. 1989),
Protoplastenschwellung (Steffens et al. 2001) sowie  Aktivierung der
plasmamembranstandigeri-ATPase (Riiclet al. 1993) direkt vermittelt. Mit Hilfe der hier
gezeigten Versuche konnen diese schnellen durchlA@#mittelten Vorgange an der
Plasmamembran in direkte Verbindung mit dem Stregkwachstum gebracht werden. Diese
Verbindung wurde von mir auch bereits in Versucheinder Tomatenmutanigageotropica
aufgezeigt, allerdings nur indirekt (Christietral. 2003) Siehe Einleitung, Abschnitt 1.6.2).
Leider ist die Signaltransduktion von ABP1 immechamicht aufgeklart. Dieser Schritt ware
sehr wichtig, um die Funktion von ABP1 genau zuwstadren, aber es ist sehr wahrscheinlich,
dass ABP1 die Funktion des Signalgebers fur diddsusig des Streckungswachstums in der

Pflanze tUbernimmt.

4.2 ABP1 induziert keine auxininduzierte Genexpressn

Die Experimente mit ABP1-Uberexprimierern in derliegenden Arbeit zeigen, dass ABP1
direkt das Streckungswachstum fordert. Weiterhimvitelt ABP1 die Schwellreaktion von
Protoplasten (Steffenat al. 2001, Christianet al. 2003). Unbeantwortet blieb bisher die
Frage, ob ABP1 auch die auxininduzierte Genexpsassermitteln konnte. Mit den zur
Verfigung stehendeA. thaliana DR5rev::GFP-Col-0 —Pflanzen konnte getestet werden, ob
ABP1 Teil eines Signalweges ist, der die auxinineide GFP-Expression Uber dBir5rev-
Promotor vermittelt.

Es ergab sich, dass das hier applizierte C-termiréptid von ABP1 wie IAA die
Schwellreaktion inDR5rev::GFP Col-0 —Protoplasten auslésen konnte. Im Gegerdan
liel3 sich nur bei Zugabe von IAA DR5rev:: GFP-Col-0-Protoplasten, nicht aber bei Zugabe
des C-terminalen Peptids, eine GFP-Expression tietek (Abb. 3.16 und 3.17). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass sich die Funktion ABRP1 auf die Initierung des
Streckungswachstums (bzw. der Protoplastenschvggllubeschrankt. Zumindest die
Expression von Genen uber den synthetiscB&rev-Promotor wird nicht durch ABP1
induziert.

Braunet al.2008 detektierten allerdings schon einen Zusamnmenbhaischen ABP1 und der
auxininduzierten Genexpression. Bei konditional@piRssion von ABP1 irA. thaliana
konnte direkt darauf folgend eine Reduktion mehrék&X/IAA-Transkripte beobachtet.
Diese Ergebnisse deuten auf einen Crosstalk vonlAB® TIR1/AFB hin. Méglicherweise
fungiert ABP1 als negativer Regulator der auxiniidtten Genexpression. Es ist nach wie
vor nicht bekannt, wie der Crosstalk zwischen ABRd@ TIR1 aussehen konnte.
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4.3 Ein ABPl-bindendes Plasmamembranprotein gemalR ed

Dockingprotein-Hypothese konnte nicht gefunden weren

Es konnte in der vorliegenden Arbeit kein Proteirs @er PM gefunden werden, dass ein
maoglicher Kandidat fur das Dockingprotein sein ki@an Die hier durchgefuhrte
Affinitatschromatographie erwies sich als nicht apgch oder empfindlich genug, um ein
Membranprotein zu isolieren, das als Dockingproieirdie Signaltransduktion von ABP1
involviert ist.

Bei den in der vorliegenden Arbeit aufgereinigterot®inen handelt zum einen um
mitchondriale Proteine (mitochondriale MDH und F#&se) und zum anderen um ein
Protein mit einer hohen Homologie zum Protein J3Rads Gerste. JIP-23 scheint nach Hause
et al. (1996) um ein durch Jasmonsaure und osmotischessSimduziertes Protein. Bei den
mitochondrialen Proteinen handelt es sich vermutliom unspezifisch an die Séaule
gebundene Proteine. Auch das JIP-23-Homologe wwed@utlich nur durch unspezifische
Interaktion mit der CNBr-Saule gebunden. Es ist hoher Wahrscheinlichkeit nicht das
gesuchte Dockingprotein, da keine Homologe zumtifigilerten 23kD-Protein irA. thaliana
vorhanden sind. Da aber ABP1 aus Mais Anthaliana eine hohe Homologie aufweisen, ist
zu erwarten, dass ABP1-Bindeprotein in beiden $yste ebenfalls mit einer hohen
Homologie vorhanden ist. Somit bleibt das Dockimgein im Dunkeln.

4.4 Ein moglicher Signalweg von ABP1

Neben der Feststellung, dass ABP1 das Streckungswaec direkt vermittelt, konnte in der
vorliegenden Arbeit auch ein wichtiger Hinweis fdien Ort der Auxinbindung aufgezeigt
werden. So zeigen die Versuche mit den F-Box-Mehrfautanten, dass diese aufgrund der
reduzierten auxininduzierten Genexpression Defdddie der Auxinaufnahme in die Zelle
haben (Siehe Ergebnisse, Abschnitt 3.4 und Dis&ns&bschnitt 4.1.1.2), was sich auf das
Vermoégen dieser Pflanzen zu 2,4-D-induziertem ®tregswachstum auswirkt. Dieses
Ergebnis setzt voraus, dass der Auxinrezeptor &8 schnelle Streckungswachstum das
Hormonintrazellular bindet. Dies bestéatigt frihere physiologische Bdai(Vesper & Kuss
1990, Claussen et al. 1996). Wenn man unterstiels ABP1 dieser Auxinrezeptor ist, muss
davon ausgegangen werden, dass ABP1 tatsachli@olgi oder ER Auxin bindet.

Nun ergibt sich aus dem vorhandenen Wissen Ubdrakalisation, Auxinbindung und dem
Wirkort von ABP1 in Verbindung mit den Ergebnissikaser Arbeit ein Bild von ABP1, das
vermutlich im Golgi Auxine bindet, durch eine Konfmationsanderung sein KDEL-Motiv
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maskiert und so an die Aullenseite der Plasmamembearetiert wird. Dort wirde
vorhandenes ABP1 sein Signal an andere Proteinerngeben und letztlich die Aufweichung
der Zellwand bewirken. In Abbildung 4.1 ist ein Maldfir diesen moglichen Signalweg
dargestellt. Dieser Signalweg von ABP1 wurde scham Hendersomt al. (1997) vermutet,
allerdings konnte eine erhohte Sekretion von ABRIhn Auxinapplizierung in einem
Insektenzellen-Baculovirus-Expressionssystem rgelaeigt werden. Auch in einem von Tian
et al. 1995 angewendeten Expressionssystem, in dem ABRIO®7-Zellen (Nierenzellen
der grinen Meerkatze) exprimiert wurde, konnte &eirABP1-Sekretion nach
Auxinapplizierung beobachtet werden. Mdoglicherweis¢ ein Expressionssystem aus
Insektenzellen oder S&ugetier-Nierenzellen zur Megsder ABP1-Sekretion aber nicht
geeignet, da unter Umstanden ein Carrier fur demdport des Auxins in das ER vonnoten
ist. Wenn dem so ist, kdnnte im ER von tierischegllen lokalisiertes ABP1 aufgrund
fehlender Carrier nicht in Kontakt mit Auxin kommen

Tatsachlich konnte ein Auxincarrier im ER von Pflan gefunden werden (PINS8, Jiri Friml,
pers. komm.), der das in Abb. 4.1 dargestellte Mad#erstitzt und die nicht stattfindende
ABP1-Sekretion in tierischen Expressionssystemkldem konnte. Zwar ist der pH-Wert im
ER mit ca. 7,0 sehr unginstig fur die Auxinbindman et al. 1995), allerdings ist im Golgi
bei einem pH-Wert um 6,5 (Kirt al. 1998) schon eine Auxinbindung mdglich.

85



Diskussion

Modulatio n
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Abb. 4.1: Modell des ABP1-Signalweges. IAA gelaiger Auxin-Influxcarrier (AUX1, LAX3) oder
direkt Uber die PM in die Zelle. IAA wird Uber PINgeiter in das ER transportiert, wo es aufgrund
des dort herrschenden pH-Werts von ca. 7,0 nicithdABP1 gebunden wird. Im cis-Golgi bindet
ABP1 IAA und wird nach einer Konformationsanderubgj der das ER-Retentionssignal maskiert

wird, in den Apoplasten sekretiert. Dort moduliestdie Aktivitat wachstumsrelevanter Proteine.

Interessant bei der Betrachtung der Sekretion v8®MAist auch das Bindeverhalten des
KDEL-Rezeptors ERD2. Seine optimale Fahigkeit zurdBng der C-terminalen Helix von
ABP1 liegt im Sauren (ca. pH5) und bei pH6,5 noehdiwa 20% des Optimums. Insofern
herrschen intis-Golgi Bedingungen, bei denen Auxin wie auch ERDRhinbesonders gut an
ABP1 binden. Eine sehr feine Regulation der Ret@nbzw. Sekretion von ABP1 kdnnte
durch die Auxinkonzentration im ER oder Golgi gest® werden und damit auch das
Streckungswachstum, welches durch extrazellulaBi31Avermittelt werden konnte.

An der PM konnte ABP1 an Membranproteine bindens wach den beobachteten durch
ABP1 vermittelten Reaktionen von Protoplasten wetieslich ist. Aber auch ein alternativer
Signalweg von ABP1 ist mdglich: Shimomura konnteO@0mit einer Photoaffinity-

crosslinking-Studie einen mdglichen Bindepartnan w®BP1 identifizieren, namlich das GPI-
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verankerte Protein SKU5. Dieses Protein gehoért inereFamilie von Kupferoxidasen zu
denen auch die Ascorbatoxidase sowie die Laccaskargn. SKU5 ist wie ABP1 auf der
AulRRenseite der Plasmamembran lokalisiert, des Weéaiteauch in der Zellwand.
Maglicherweise liegt die Funktion von SKU5 darine &ellwand zu modifizieren und damit
das turgorgetriebene Streckungswachstum zu fordexer die Eigenschaften der
Mittellamelle zu veréandern, damit die Zellen siclireskender Gewebe aneinander
vorbeigleiten konnen (Sedbroekal. 2002).

Die Hyperpolarisation, der Protonenflux und die Muoknveranderungen von Protoplasten,
die Uber ABP1 vermittelt werden, passen allerdimgsht direkt mit dem mdglichen
Signalling von SKU5 zusammen. Diese Reaktionen réeim die Aktivierung von
transmembranen Proteinen der Plasmamembran. Ddeét lirotz der Photoaffinity-
Crosslinking-Studien von Shimomura die Dockingpirdtgpothese ein mdglicher Signalweg
von ABP1.

4.5 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurden die AuxinrezeptorABP1 sowie TIR1 und seine

Homologe, die AFBs charakterisiert. Es wurde festiglt, dass TIR1/AFB Uber die

auxininduzierte Genexpression zwar die Entwicklueg Pflanze steuern, nicht aber das
schnelle Streckungswachstum direkt auslésen. Diedggabe fallt ABP1 zu. Leider konnte

ein mit ABP1 interagierendes Protein in dieser Arlmécht gefunden werden. Ob ABP1

tatsachlich an ein Dockingprotein, SKU5 oder weitBroteine bindet, muss in zukinftigen
Arbeiten untersucht werden. Somit konnte zwar eatsrdie direkte Bedeutung von ABP1 fur
das schnelle Streckungswachstum bestétigt werdengehaue Signaltransduktion dieses

Auxinrezeptors bleibt aber unklar.
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Anhang B

Herstellung der ABP1-Uberexprimierer (Durchfiihrung: Mathias Klode, Universitat Kiel)

Der ORF von AtABP1 (At4g02980) wurde mit Hilfe ggeeter Primer amplifiziert und gerichtet
in pENTR (Invitrogen) kloniert. N-terminal, intermnd C-terminal wurde mit Hilfe von
Extension-PCR und geeigneten Primern ein Sequedizaitiseingeflgt, der fir den c-myc tag
kodiert (5'-gaa caa aaa ctt att tct gaa gaa gaB'ctdN-terminal wurde dieser Bereich 3' des
Signalpeptids nach einem kurzen Linker (CCA AGA)gaifigt (gga gct cct GGT TCT GAA
CAA AAA CTT ATT TCT GAA GAA GAT CTG ctt tgt). Die nterne Markierung wurde an der
Position 373 des ORF (AS: AETH-c-myc-GNFP) eingéfije C-terminale Markierung wurde
direkt vor dem Stoppcodon angefugt. Die fur den kadierende Sequenz wurde durch eine
Linkersequenz vom Rest des C-Terminus getrennké@rB8, Waldaet al. 1999).

Fur das EGFP-ABP1 Fusionsprotein wurde das Sigptitbeon ABP1 und zwei Aminosauren
als Kurzlinkern amplifiziert. Daran wurde der c-rggy, die kodierende Sequenz von EGFP und
die restliche Sequenz von ABP1 mittels Uberhang-R@Rangt. Detektiert wurden 24 positive
Pflanzen vom EGFP-ABP1 Fusionsprotein, die Expogssivurde mittels Western Blot und
Fluoreszenzmikroskopie Uberpriift.

Alle Konstrukte wurden gerichtet in pENTR (Inviterg) kloniert und durch Sequenzierung
Uberpruft. Mit Hilfe einer gerichteten Rekombinatiovurden die Konstrukte in den Zielvektor
pB7WG2 (Karimi et al., 2002) transferiert und in rAbakterien des Stamms EHA105
transformiert. Mit Hilfe der floral dip-Methode (Qligh and Bent, 1998) wurdérabidopsis
thaliana Okotyp Columbia transformiert. Transgene Pflanzenden tiber Sprithen mit Glufosinat
selektiert. Die Uberexpression wurde mittels RT-P@R Westernblot (berpriift und Pflanzen,
die markiertes ABP1 iberexprimierten, wurden weifgppagiert. T-2 Pflanzen, die nur
Glufosinat-resistente Nachkommen hervorbrachtemderuals homozygot angesehen und fir die
Versuche weiter verwendet.

Die Konstrukte fiir die ABP1-Uberexprimierer sind di@genden Abbildung dargestellt.

A B I I
B A IR <00 11 aa
mam |
|

I coo 198 AA

T — oo 208 44

o I I l <00 2198

E H:N EGFP // h/h-coo 462 AA
Y £ 4

ABP1 signal peptide highly conserved regions ‘Y N-glycosylation site

—
10 AA c-myc epitope linker

Konstrukte fir die Herstellung der ABP1-Uberexpenair. Von oben nach unten: ABP1 (A),
ABP1 mit N-terminalem c-myc-tag (B, in der vorliegien Arbeit nicht verwendet), ABP1 mit
internem c-myc-tag (C), ABP1 mit C-terminalem c-ngtg (D), EGFP-ABP1-Fusionsprotein (E).
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