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Kurzzusammenfassung

Am Modellorganismus Arabidopsis thaliana ist unter anderem die Regulation der
Flavonoidbiosynthese Gegenstand aktueller Forschung und bereits gut untersucht.
Viele an der Regulation der Flavonoidbiosynthese beteiligte Transkriptionsfaktoren
wurden bereits charakterisiert. Trotzallem ist das bestehende Wissen Uber
regulatorische Mechanismen in seiner Gesamtheit bis heute unvollstandig. Um fur
einige an der Flavonoidbiosynthese beteiligten Transkriptionsfaktoren die in vivo
Bindestellen zu analysieren wurde daher im Rahmen dieser Arbeit die Methode
der Chromatin Immunoprazipitation (ChlIP) etabliert und anschlielend zur
genomweiten Identifizierung der Protein-Bindestellen mit direkter Sequenzierung
gekoppelt (ChlP-seq). Anhand der Anthocyan-spezifischen Regulatoren PAP1,
TT8 und EGL3 sollten die in vivo Bindestellen im Arabidopsis thaliana Genom
identifiziert werden. Fur die regulatorischen Proteine TT8 und EGL3 konnten im
Rahmen dieser Arbeit erfolgreiche ChlP-seq Experimente durchgefuhrt und
jeweils putative Ziel-Bindestellen detektiert werden. Des Weiteren konnte die in
vivo Bindung an regulatorische Elemente bereits bekannter Zielgene der
Transkriptionsfaktoren gezeigt werden. In Arabidopsis thaliana wird die
Flavonolbiosynthese von den Production of Flavonol Glycoside (PFG)
Transkriptionsfaktoren reguliert. Zur Identifizierung der in vivo Bindestellen dieser
Proteine mit Hilfe der ChlIP-seq Methode wurden im Rahmen dieser Arbeit
transgene Linien generiert, die als Ausgangsmaterial fir weitere Experimente
dienen sollen. In Transaktivierungsassays konnte die Aktivierung von Promotoren
einzelner UDP-Glykosyltransferasen durch die PFG Transkriptionsfaktoren gezeigt
und somit das Wissen uUber die regulatorische Vielfaltigkeit dieser Proteine
erweitert werden. Des Weiteren wurde ein bereits bekanntes Zielgen der PFG
Proteine weiterflihrend charakterisiert. Mit Hilfe von transparent testa (tt) oder
tannin  deficient seed (tds) Nullallele sind viele Strukturgene der
Flavonoidbiosynthese identifiziert worden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte unter
anderem die Mutation im {ft77-Lokus identifiziert und TT17 als ein weiteres
LDOX-Allel charakterisiert werden.



Abstract

Using the model organism Arabidopsis thaliana the regulation of flavonoid
biosynthesis is subject of current research and has already been studied to a large
extend. Many in the regulation of flavonoid biosynthesis involved transcription
factors have been characterized. Yet the existing knowledge about regulatory
mechanisms is still incomplete. In order to analyze the in vivo binding sites of
selected flavonoid biosynthesis transcription factors the method of chromatin
immunoprecipitation (ChIP) was established and subsequently used to identify the
genome-wide protein-binding sites with a direct sequencing technique (ChlP-seq).
ChlIP-seq experiments for the regulatory proteins PAP1, TT8 and EGL3 should be
performed in this work to identify putative target-binding sites. ChIP-seq
experiments for the regulatory proteins TT8 and EGL3 could be performed
successfully and putative target binding sites could be identified. Furthermore, in
vivo binding to regulatory elements of known target genes could be demonstrated.
In Arabidopsis thaliana, the flavonol biosynthesis is regulated by production of
flavonol glycoside (PFG) transcription factors. To identify the in vivo binding sites
for these proteins using the ChlP-seq approach, transgenic lines were generated
which will serve as a starting material for further experiments. In transactivation
assays, promoter activation of individual UDP-glycosyltransferases by PFG
transcription factors has been demonstrated broadening the knowledge of the
diversity of target genes controlled by these regulatory proteins. Furthermore, a
previously known target gene of the PFGs has been characterized in more detail.
With the help of transparent testa (tt) and tannin deficient seed (tds) null alleles,
many structural genes of the flavonoid biosynthesis have been identified. In
another part of this work the mutation in {77 could be identified and TT17

characterized as another LDOX allele.
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Anmerkung zum Stil der vorliegenden Arbeit:

Diese Dissertation wurde in deutscher Sprache verfasst und es wurde daher
weitestgehend auf die Verwendung von Anglizismen verzichtet. Da bei einigen
Fachtermini eine nicht sinnverfremdende Ubersetzung nur schwer moglich oder
umstandlich ist, wurden diese Begriffe in der Originalsprache belassen.



Einleitung

1. Einleitung

Einer der grundlegendsten Unterschiede zwischen pflanzlichen und tierischen
Organismen ist in der sessilen Lebensweise der Landpflanzen begrindet. Als
Folge dieser Standortbindung mussen Pflanzen in der Lage sein einen Schutz
gegen biotische oder abiotische Stressoren aufzubauen und mit ihrer Umgebung
in Interaktion treten. Hierbei kommt dem pflanzenspezifischen
Sekundarmetabolismus eine entscheidende Aufgabe zu teil. Die strikte Trennung
zwischen Primar- und Sekundarstoffwechsel scheint allerdings Uberholt, da
diesem heute eine gleichwertige Relevanz wie z.B. der Photosynthese und dem
Zitrat-Zyklus  zugesprochen  wird (Hartmann, T. 2007). Pflanzliche
Sekundarmetabolite konnen beispielsweise Schutz gegen Pathogene oder
Herbivoren bieten, sowie UV-Schutz vermitteln oder Fremdbestauber und
samenverbreitende Organismen anlocken (Tsuji et al. 1992; Li, Jiayang et al.
1993; Winkel-Shirley 2001). Bis heute sind mehr als 10.000 pflanzliche
Sekundarmetabolite beschrieben (Wink 1999). Diese werden weiter in drei grol3e
Gruppen eingeteilt, die Alkaloide, die Isoprenoide und die Phenylpropanoide. Die
Gruppe der Phenylpropanoide kann weiter in Lignine, Stilbene und Flavonoide
unterteilt werden, wobei Flavonoide hinsichtlich ihrer Biosynthese bis heute am

besten untersucht sind.

1.1. Flavonoide

Flavonoide (abgeleitet von flavus, gelb) sind niedermolekulare, von der
Ce-C3-Ce-Struktur des Flavangerists abgeleitete Sekundarmetabolite. Bis heute
sind Uber 9000 Flavonoid-Molekuilvarianten beschrieben worden (Williams und
Grayer 2004). Die Flavonoide konnen je nach Oxidationszustand des als
Heterozyklus bezeichneten mittleren C-Rings in weitere Untergruppen, wie
Flavanone, Flavone, Isoflavone, Flavonole, Flavanole und Anthocyanidine

eingeteilt werden (siehe Abb. 1.1.).
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Abbildung 1.1. Untergruppen der Flavonoide. Dargestellt ist die Ableitung der
unterschiedlichen Flavonoid-Klassen vom Flavan-Grundgerist durch Modifikation des
zentralen Heterozyklus (verandert nach Richter 1988).

Flavonoide besitzen facettenreiche Funktionen innerhalb des Pflanzenreiches. So
Uben sie unter anderem einen bedeutenden Einfluss auf den Transport des
pflanzlichen Hormons Auxin aus (Peer und Murphy 2007), oder spielen eine Rolle
in der pflanzlichen Abwehr (Treutter 2005), bei der pflanzlichen
Interaktionsfahigkeit (Allelopathie) (Bais et al. 2006) und der Umwandlung von
reaktiven Sauerstoff Formen (Reactive Oxygen Species, ROS) (Taylor und
Grotewold 2005; Bais et al. 2006). Flavonoide vermitteln zusatzlich die
Pigmentierung von Pflanzen, vor allem der Bluten, zur Anlockung von Pollinatoren
(Mol et al. 1998). Neben der Rolle als Entwicklungsregulator und den Funktionen
im Rahmen biotischer und abiotischer Interaktionen sind Flavonoide in der Lage
UV-Licht zu absorbieren, was bedingt, dass Flavonol-defiziente Mutanten
sensitiver gegenuber UV-Bestrahlung sind (Li, Jiayang et al. 1993). In neueren
Publikationen wird allerdings die These, dass Flavonoide hauptsachlich als UV-B
Schutzpigmente wirken in Frage gestellt. Vielmehr wird durch den Einfluss von

Lichtstress, unabhangig von der Wellenlange, durch die Anreicherung von ROS
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die Biosynthese von Flavonol-Glykosiden angeregt (Fini et al. 2011). Die Bluten-
und Fruchtfarbe vieler Pflanzen wird unter anderem von den Anthocyanen
hervorgerufen, die eine grole Anzahl von roten und blauen Pigmenten bilden
(Koes et al. 2005). Diese plastidar gelagerte Stoffklasse der Flavonoide vermittelt
des Weiteren auch Mesophylizellen Schutz vor zu hoher Lichteinstrahlung. Eine
weitere, auf die Samenschale in Arabidopsis thaliana begrenzte Stoffklasse stellen
die Proanthocyanidine dar. Sie dienen unter anderem dazu, den Embryo vor
Herbivoren und Pathogenen zu schitzen (Shirley 1998). Weiterhin spielen sie eine
bedeutende Rolle bei der Stabilisierung der Samenschale und beeinflussen somit

auch die Dormanz des Samen (Debeaujon, |. et al. 2000; 2003).

Biotechnologisch sowie medizinisch sind Flavonoide heute von groldem Interesse,
da ihnen eine bedeutende gesundheitsférdende Wirkung zugesprochen wird. Hier
stehen vor allem die anti-invasiven und anti-metastasischen Eigenschaften im
Vordergrund (Weng und Yen 2012). Aber auch der Anthocyanidin-vermittelte
Schutz vor Herz-Kreislauf-Erkrankungen wird weiterhin diskutiert
(zusammengefasst in Wallace 2011; Drossard et al. 2012). Industriell werden
Anthocyane unter anderem als natlrliche Farbstoffe in der Lebensmittelindustrie
verwendet. Aufgrund der leicht identifizierbaren Mutantenphanotypen hat sich die
Flavonoidbiosynthese als ein weitverbreitetes Modellsystem flr Untersuchungen

der Genexpression und deren Regulation etabliert.

1.11. Die Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana

In dieser Arbeit wurde der Fokus vor allem auf die Flavonol- und
Anthocyanbiosynthese in Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) gelegt.
Aufgrund der kurzen Generationszeit und des relativ kleinen (125 Mbp),
vollstandig sequenzierten Genoms ist Arabidopsis thaliana in der
Pflanzenforschung ein natzliches Modellsystem. Im Folgenden soll die
Flavonoidbiosynthese, im Besonderen der Flavonol- und Anthocyanzweig, in

Arabidopsis thaliana beschrieben werden (siehe Abb. 1.2.).

In Arabidopsis thaliana werden innerhalb der Flavonoidbiosynthese drei
phenolische Stoffklassen synthetisiert, die farblosen Flavonole, die roten bis
violetten Anthocyane und die braunen Proanthocyanidine (im Weiteren als PAs
bezeichnet). Grundsatzlich erfolgt die Biosynthese der Flavonole und Anthocyane

in epidermalen Gewebeschichten an der Innenseite des rauen endoplasmatischen
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Retikulums (Winkel-Shirley 2001). Im Gegensatz dazu werden im Samen
Flavonole und PAs in den aufReren bzw. inneren Integumenten der Samenschale
gebildet (Mol et al. 1998; Debeaujon, I. et al. 2003). Fur die Flavonolsynthese wird
fur die entsprechenden Enzyme eine Anordnung in Multiproteinkomplexen, die ein
metabolic channeling ermdglichen, postuliert (Winkel-Shirley 1999; Jorgensen et
al. 2005). So konnten fur einige Enzyme der Flavonoidbiosynthese
Proteininteraktionen gezeigt werden, die diese Hypothese unterstitzen (Burbulis
und Winkel-Shirley 1999). Grundsatzlich sind Flavonole, Anthocyane und
Proanthocyanidine bis zu ihrer Einlagerung in die Vakuole instabil und besitzen
keine bisher bekannte funktionelle Aktivitat (Winkel-Shirley 2001).

Ausgehend vom Shikimatstoffwechselweg wird die aromatische Aminosaure
Phenylalanin, die Ausgangsverbindung aller Flavonoide, gebildet. Diese wird im
generellen Phenylpropanoidstoffwechsel desaminiert, hydroxyliert und durch
Bindung von CoenzymA (CoA) zu einem aktivierten Cg-Cs-Zimtsaurederivat
umgesetzt. Die drei initialen Schritte des Phenylpropanoidstoffwechsels werden
durch die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL), die Zimtsaure-4-Hydroxylase
(cinnamate 4-hydroxylase, C4H) und die 4-Coumarat:CoA-Ligase (4-coumaroyl
CoA-ligase, 4CL) katalysiert. Diese Syntheseschritte liefern die Substrate fur alle
nachfolgenden Stoffwechselzweige und die entstehenden Metabolite, wie z.B. die
Flavonoide, Coumarine, Stilbene, Aurone und Lignine dar (zusammengefasst in
Vogt 2010).

Die Chalkon-Synthase (CHS) stellt hier den Ubergang zwischen generellem
Phenylpropanoidstoffwechsel und der Flavonoidbiosynthese dar. Das Enzym
katalysiert die Synthese des zweiten aromatischen Rings (B-Ring) aus drei
Molekulen Malonyl-CoA zu Tetrahydroxychalkon. Der fir die Flavonoide typische
Ce-C3-Ces-Heterozyklus wird anschlieBend durch die Isomerisierung zum
Naringenin durch die Chalkon-Flavanon-lsomerase (CHI) etabliert. Durch
Hydroxylierungsreaktionen an der Position 3 und an der Position 3° des
Heterozyklus  durch  die  Flavanon-3-Hydroxylase @ (F3H) und  der
Flavonoid-3‘-Hydroxylase (F3'H) entstehen die Zwischenprodukte
Dihydrokampferol und Dihydroquercitin  (Britsch et al. 1981). Diese
Dihydroflavonol-Intermediate kdnnen sowohl zur Synthese von Flavonolen auf der
einen Seite als auch zur Synthese von Anthocyanen und PAs auf der anderen

Seite fuhren. Bis heute werden die Syntheseschritte bis einschliel3lich F3H und
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F3'H haufig als ,frihe Syntheseschritte® und die weiteren als ,spate
Syntheseschritte” bezeichnet. Durch die Flavonol-Synthase1 (FLS1) werden
Dihydrokampferol und Dihydroquercitin zu Kampferol und Quercitin umgesetzt
(Forkmann et al. 1986). Durch verschiedene Glykosyltransferasen werden diese
weiter zu Flavonolglykosiden umgesetzt, die als Endprodukte in die Vakuolen der
Pflanzenzellen transportiert werden (Jones et al. 2003; Tohge et al. 2005;
Yonekura-Sakakibara, K. et al. 2007, 2008; Stracke, R. et al. 2010).

Durch die Dihydroflavonol-4-Reduktase (DFR) Aktivitat werden Flavanone zu
Flavan-3,4-diolen (Leucoanthocyanidine - Leucocyanidin und Leucopelargonidin)
reduziert, die wiederum durch die Leucoanthocyanidin-Dioxygenase (LDOX) zu
3-OH-Anthocyanidinen (Cyanidin und Pelargonidin) oxidiert werden. In
Arabidopsis thaliana stellen diese Intermediate eine weitere Abzweigung innerhalb
der Flavonoidbiosynthese dar, indem diese als Substrate flr die Anthocyan- oder
PA-Biosynthese eingesetzt werden kann (hier stellt nur Cyanidin das Substrat fur
die die PA-Biosynthese dar). Anthocyanidine verbleiben in der pflanzlichen Zelle
als Monomere und werden in weiteren Kaskaden durch Glykosylierungen,
Methylierungen und andere Acylierungen modifiziert und anschlieRend als
Anthocyane bezeichnet (Bowles et al. 2005; Luo et al. 2007; Yoshida et al. 2009;
Yonekura-Sakakibara, K. et al. 2012). Fur die Synthese der polymeren PAs wird
der Heterozyklus durch die Anthocyanidin-Reductase (ANR), welche vom
BANYULS-Gen (BAN) kodiert wird, zu Flavan-3-olen reduziert. Diese Monomere
werden anschlieBend zu den PAs polymerisiert (Xie et al. 2003). Die genauen
Kondensationsschritte der Monomere zu PA-Polymeren ist bis heute nicht

ganzlich verstanden (Zhao et al. 2010).

Loss-of-function Mutationen in den in einfacher Kopie vorliegenden Strukturgenen
kénnen einen Effekt auf die Anthocyanbiosynthese ausiiben und zeigen oft ein
Ausbleiben oder eine Reduktion der PA-Pigmente. Dieses flhrt meist zu einem
transparent testa (tt) oder tannin deficient seed (tds) Phanotyp. Bis heute sind
18 tt- bzw. tds-Loci beschrieben worden (zusammengefasst in Lepiniec et al.
2006). In einigen Fallen hat die unterschiedliche Nomenklatur bisweilen zu
Doppelbenennungen gefuhrt. So ist zum Beispiel der Idox-Lokus als {t171 und {t18
(Debeaujon, I. et al. 2000; Shikazono et al. 2003), sowie als tds4 (Abrahams et al.
2003) benannt worden. Bis heute sind eine Reihe von weiteren ft- und tds-

Mutanten isoliert worden, fur die die eindeutige Zuordnung zu einem bekannten
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oder neuen tt-Lokus noch nicht erfolgt ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte unter
anderem die Mutation im tt17-Lokus identifiziert und {17 als ein weiteres /dox-Allel

charakterisiert werden (Appelhagen, I., Jahns, O. et al. 2011).
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Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis
thaliana. Die wichtigsten Intermediate und beteiligte Enzyme durch Abkirzung sind
schwarz gekennzeichnet. Die drei Flavonoidklassen sind farblich hinterlegt. Flavonol
Glykoside sind in gelb, Anthocyane in violett und PAs in braun dargestellt. Intermediate
und Enzyme des generellen Phenylpropanoidstoffwechsels sind zur Abklrzung in grau
gekennzeichnet. Chalkon-Synthase, CHS; Chalkon-lsomerase, CHI;
Flavanon-3-Hydroxylase, F3H; Flavonoid-3‘-Hydroxylase, F3'H; Flavonol-Synthase1,
FLS1; Dihydroflavonol-4-Reduktase, DFR; Leucoanthocyanidin-Dioxygenase, LDOX;
Anthocyanidin-Reduktase, ANR; UDP-Glykosyltransferasen, GTn; O-Methyltransferase,
OMT. Kodierende Gene sind kursiv dargestellt. BANYULS, BAN;
TRANSPARENT TESTA, TT.
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1.2. Regulation der Flavonoidbiosynthese

Die Flavonoidbiosynthese wird hauptsachlich auf Ebene der Transkription reguliert
(Weisshaar und Jenkins 1998). So wird eine gezielte gewebs- und
entwicklungsspezifische Synthese der Flavonoide, aber auch die Reaktion auf
externe Stimuli wie etwa UV-Strahlung, Trockenheit, unterschiedliche
Temperaturen oder osmotische Stresse gewahrleistet (Mol et al. 1998; Koes et al.
2005). Von entscheidender Bedeutung ist hier die Initiation der Transkription,
welche durch zahlreiche, an bestimmte Abschnitte der DNA bindende
Transkriptionsfaktoren gesteuert wird. Die im Promotorbereich eines Gens
gebundenen Transkriptionsfaktoren treten dabei mit der DNA als auch
untereinander in Wechselwirkung. Die von den Faktoren sequenzspezifisch
gebundenen DNA-Bereiche werden als cis-regulatorische Elemente bezeichnet
(McKnight und Tjian 1986; Dynan 1989; Johnson und McKnight 1989). In den
Promotoren Protein-kodierender Gene finden sich haufig eine Reihe
verschiedener cis-Elemente, wobei eine Kombination dieser Elemente die
Spezifitat des Promotors bestimmt. Flr die Identifizierung von cis-regulatorischen
Elementen wurde zum Teil auch die Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana
als Modellsystem verwendet. So wurde mit Hilfe von Kotransfektionsstudien
putative cis-Elemente im CHS Promotor charakterisiert. Von diesen Elementen
sind das ACGT Containing Element (ACE) und das MYB Recognition Element
(MRE) an der Lichtinduktion des Promotors beteiligt (Hartmann, U. et al. 2005). In
einer weiteren Untersuchung konnte das MRE und das R Recognition Element
(RRE) im Anthocyan-spezifischen Promotor des DFR Gens identifiziert werden
(Duttmann 2008).

Es wird vermutet, dass ca. 1700 (6 %) der annotierten Gene in Arabidopsis
thaliana fur Transkriptionsfaktoren kodieren (TAIR10, http://arabidopsis.org).
Aufgrund ihrer Sequenz-spezifischen DNA-Bindung werden sie verschiedenen
Familien zugeordnet. Innerhalb dieser Transkriptionsfaktorfamilien sind
hauptsachlich WD40-, bHLH- und R2R3-MYB-Proteine an der Regulation der
Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana beteiligt (Ubersicht in Feller et al.
2011). Die bHLH- und R2R3-MYB-Faktoren zahlen in Arabidopsis thaliana zu den
gréflten Gruppen von Transkriptionsfaktoren (Heim et al. 2003; Dubos et al. 2010).
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1.21. Die bHLH-Transkriptionsfaktorfamilie

Basische Helix-Schleife-Helix (bHLH) Proteine stellen eine grolde, ubiquitare
Proteinfamilie in Eukaryoten (Berben et al. 1990) dar. Dabei stellt die bHLH
Domane ein hoch konserviertes Aminosaure-Motiv dar, welches die Klasse der
bHLH-Transktiptionsfaktoren definiert. Urspringlich wurde sie in tierischen
DNA-Bindeproteinen identifiziert (Murre et al. 1989), und folglich als bHLH
Domane bezeichnet. Seitdem konnten von den im Arabidopsis thaliana Genom
vorhandenen 158 bHLH Proteine ca. 30% funktionell charakterisiert werden
(Toledo-Ortiz et al. 2003; Pires und Dolan 2010). Sie sind vor allem an der
Regulation des Sekundarmetabolismus, der Zelldifferenzierung und an der
Reaktion auf Umwelteinfliisse beteiligt (Ramsay und Glover 2005; Castillon et al.
2007). Die hoch konservierte bHLH Domane besteht aus ca. 60 Aminosauren, die
in zwei unterschiedliche funktionelle Regionen aufgeteilt werden. Der basische N-
Terminus der Domane beinhaltet 13-17 hauptsachlich basische Aminosauren und
kann an das Hexanukleotid E-Box DNA-Bindemotiv (CANNTG, N = beliebige
Nukleinsaure) binden. bHLH-Domanen mit mindestens flinf basischen
Aminosauren und dem konservierten HER-Motif (His5-Glu9-Arg13) besitzen die
Fahigkeit DNA zu binden (Atchley und Fitch 1997; Massari und Murre 2000;
Toledo-Ortiz et al. 2003). Die HLH-Region (C-Terminus) umfasst zwei
amphiphatische a-Helices, welche durch eine Aminosaureschleife variabler Lange
getrennt sind (Murre et al. 1989). Proteine mit HLH-Motif sind zum Teil an der
Formierung von Homo- und Heterodimeren mit anderen bHLH Proteinen beteiligt,
welche eine Vorrausetzung fur die Erkennung der DNA darstellt und zur DNA-

Bindespezifitat beitragt.

Die Einteilung der bHLH Proteine basierte zum Teil auf unterschiedlichen
Charakteristika. Urspringlich wurden tierische bHLH Proteine aufgrund ihrer
Gewebslokalisation, Dimerisierungsfahigkeit und DNA-Bindespezifitat klassifiziert
(Murre et al. 1994). In Pflanzen basierte die phylogenetische Einteilung der bHLH
Proteine vorrangig auf der Genomsequenz von Arabidopsis thaliana und Oryza
sativa (Buck und Atchley 2003; Heim et al. 2003; Toledo-Ortiz et al. 2003; Li, X. et
al. 2006). In einer aktuellen Arbeit wurden mehr als 500 pflanzliche bHLH-Proteine
aufgrund ihrer evolutionaren Verwandtschaft in 26 Untergruppen phylogenetisch
aufgeteilt (Pires und Dolan 2010).
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Mitglieder einer Verwandtschaftsgruppe (Untergruppe) sind oft an den gleichen
biologischen Prozessen beteiligt. Zu den bHLH Proteinen mit Relevanz flir diese
Arbeit gehoren Mitglieder der Untergruppe llIf (b HLH42/TRANSPARENT TESTAS,
TT8; bHLH1/GLABRA3, GL3; bHLH2/ENHANCER OF GLABRA3, EGL3 und
bHLH12/MYCA1, siehe Abb. 1.3.). Die Mitglieder dieser Gruppe sind Orthologe der
R-ahnlichen Transkriptionsfaktoren aus Zea mays. Die Faktoren TT8 und EGL3
sind funktionell redundant und stellen Regulatoren der Anthocyanbiosynthese in
Arabidopsis thaliana dar (Nesi et al. 2000; Zhang, F. et al. 2003). Gleichzeitig sind
sie  auch Transkriptionsfaktoren in der PA-Biosynthese (TT8), der
Trichomentwicklung (GL3, EGL3 und MYC1) und der Synthese von pektinartigen
Kohlenhydraten in der Samenschale (TT8 und EGL3) (Nesi et al. 2000; Zhang, F.
et al. 2003; Baudry et al. 2004; Zimmermann, |. M. et al. 2004). Die Regulation
dieser Prozesse erfolgt zusammen mit R2R3-MYB Transkriptionsfaktoren in
Abhangigkeit von TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1) in MBW-

Komplexen.

(A)
I1f 8 bHLH ~ ——
(B)
GL3
EGL3
TT8
MYC1

Abbildung 1.3. Die Untergruppe llif der bHLH Proteine in Arabidopsis thaliana.
(A) Schematische Darstellung der bHLH Domane und des konservierten DNA-Motivs der
Untergruppe IlIIF bHLH Proteine (modifiziert nach (Pires und Dolan 2010)). (B)
Phylogenetische Darstellung der Mitglieder der Untergruppe llIf aus Arabidopsis thaliana
(modifiziert nach Heim et al. 2003).
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1.2.2. Die MYB-Transkriptionsfaktorfamilie

Als erstes Gen mit MYB-Domane wurde v-myb aus dem tumorverursachendem
Virus (Avian Myoblastosis Virus, AMV) in Hihnern beschrieben (Klempnauer et al.
1982). Neben der Charakterisierung des menschlichen c-MYB Proto-Onkogens
wurden MYB-Proteine in allen bis heute untersuchten Eukaryoten identifiziert
(Lipsick 1996; Kranz et al. 2000). Vor mehr als 20 Jahren wurde in Zea mays das
erste MYB-Transkriptionsfaktor kodierende Gen COLORED1 (C1) entdeckt. Der
Transkriptionsfaktor ist in Mais an der Anthocyanbiosynthese in der aulieren
Aleuronschicht des Korns beteiligt (Paz-Ares, J. et al. 1986; 1987). Das paraloge
Protein ZmPL fungiert als Anthocyanbiosynthese-Regulator in der restlichen
Pflanze (Martin und Paz-Ares 1997).

MYB Proteine werden anhand ihrer konservierten DNA-Bindedomane, der
MYB-Domane, charakterisiert. Die Domane besteht aus bis zu vier imperfekten
Aminosaure Repeats (R) mit 51-53 hochkonservierten Aminosauren, wobei jede
drei a-Helices bildet. Die zweite bzw. dritte Helix der Repeats bilden eine
Helix-Turn-Helix (HTH) Struktur mit drei charakteristischen Tryptophan
Aminosaureresten. Diese bilden den hydrophoben Bereich in der HTH
Tertiarstruktur (Ogata et al. 1996). Die dritte Repeat-Helix vermittelt die
DNA-Bindung in der gro3en Furche der DNA-Doppelhelix (Jia et al. 2004) (siehe
Abb.1.4.A.). Aufgrund der Ahnlichkeit zum MYB-Prototyp c-MYB werden die in den
MYB-Proteinen vorhandenen Repeats ebenfalls als R1, R2 und R3 bezeichnet.
Danach werden alle MYB-Faktoren anhand ihrer Repeats in unterschiedliche
Klassen eingeteilt. In Pflanzen lassen sich Mitglieder dieser Klassen finden und
stellen das Taxon mit der héchsten Diversitat an MYB-Proteinen dar. Die grofte
Gruppe bilden hier die R2R3-MYB Proteine, von denen bis heute 126 Mitglieder in
Arabidopsis thaliana identifiziert wurden (Stracke, R et al. 2001; Dubos et al.
2010). Zahlreiche Mitglieder dieser Gruppe sind an der Regulation des
Sekundarmetabolismus beteiligt (sieche Abb.1.4.B.). So bilden die Mitglieder der
Untergruppe 7 (PRODUCTION OF FLAVONOL GLYCOSIDES; PFG1/MYB12,
PFG2/MYB11 und PFG3/MYB111) Regulatoren der Flavonolglykosid-Biosynthese
(Mehrtens et al. 2005; Stracke, R. et al. 2007, 2010). Die Regulation der Zielgene
durch die PFGs erfolgt TTG1-unabhangig. Bis heute ist das Wissen Uber die
Regulation der Flavonolbiosynthese in seiner Gesamtheit noch unvollstandig und

das Wissen Uber regulatorische Netzwerk der PFG-Transkriptionsfaktoren wird,
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auch in der Zukunft, um weitere Zielgene erweitert werden. Neben der Regulation
der Flavonol- wird auch die Anthocyan- und PA-Biosynthese durch R2R3-MYB
Proteine kontrolliert. In vegetativem Gewebe wird die Akkumulation von
Anthocyanen durch die Faktoren der Untergruppe 6 (MYB75/PRODUCTION OF
ANTHOCYANIN PIGMENT1, PAP1; MYB90/PAP2; MYB113 und MYB114)
beeinflusst (Gonzalez et al. 2008). Das MYB-Protein MYB123 (TRANSPARENT
TESTAZ2, TT2; Subgruppe 5) hingegen ist der PA-Regulator in der Samenschale
von Arabidopsis thaliana (Nesi et al. 2001) (siehe Abb.1.4.B.). Die Regulation der
Anthocyan-spezifischen Gene, historisch oft auch als ,spate® Gene der
Flavonoidbiosynthese bezeichnet, erfolgt TTG1-abhangig in MBW-Komplexen.
Neben der Funktion innerhalb der Flavonoidbiosynthese sind Mitglieder anderer
Untergruppen an vielfaltigen Stoffwechselprozessen beteiligt. So fungiert MYBO
(GLABRA, GL1) aus Untergruppe 15 als Regulator in der Differenzierung der
Epidermiszellen und der Trichom- und Wurzelhaar-Bildung (Payne et al. 2000;
Zhang, F. et al. 2003). Diese zellularen Prozesse werden ebenfalls TTG1-

abhangig von MBW-Komplexen reguliert.
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Abbildung 1.4. R2R3-MYB Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana mit
Relevanz fiir die Flavonoidbiosynthese. (A) Schematische Darstellung der Struktur
eines R2R3-MYB Proteins mit farblich markierten Repeats (R) und der Primar- und
Sekundarstruktur. H, Helix; T, Turn; W, Tryptophan; X, Anzahl von Aminosauren.
(modifiziert nach (Dubos et al. 2010). (B) Phylogenetische Darstellung einiger Mitglieder
der R2R3-MYB Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis thaliana. WER, WEREWOLF
(MYB66). (modifiziert nach Dubos et al. 2010).

;

1.2.3. Die transkriptionelle Regulation der Flavonoidbiosynthes in

Arabidopsis thaliana

Vor allem in Zea mays ist die Regulation der Flavonoidbiosynthesegene
ausfuhrlich untersucht worden (Singh et al. 1989; Ludwig und Wessler 1990;
Consonni et al. 1993). So wurden kombinatorische Interaktionen fur die MYB-
Proteine der C1-Unterfamilie (C1, PL1 und P) zusammen mit bHLH-Proteinen der
R/B-Familie (nach ZmBOOSTER1 und ZmRED1), die in unterschiedlichen
Organen raumlich und zeitlich koordiniert exprimiert werden, beschrieben (Paz-
Ares, Javier et al. 1987; Chandler et al. 1989; Consonni et al. 1993; Neuffer et al.
1997).
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Auch in Arabidopsis thaliana werden einige Schritte der Flavonoidbiosynthese
durch die kombinatorische Wirkung von MBW-Komplexen reguliert. Innerhalb des
MBW-Komplexes Ubernimmt jede einzelne Proteinklasse andere Aufgaben, wie
zum Beispiel die DNA-Bindung, die Aktivierung der Expression der Zielgene oder
die Stabilisierung des Komplexes. Es wird weiter vermutet, dass die Interaktion
der Komplexpartner einen Einfluss auf die subzelluldare Lokalisation des
Komplexes an sich ausubt. So konnte gezeigt werden, dass die
Protein-Protein-Interaktion von bHLH Proteinen und TTG1 notwendig flr den
Kernimport des TTG1 in Arabidopsis thaliana ist (Duttmann 2008). Durch in vitro
Pull-Down Experimente wurde eine direkte Interaktion zwischen bHLH Proteinen
der Untergruppe IlIf und R2R3-MYB Faktoren der Untergruppen 5 und 6 bestatigt

(Melcher und Johnston 1995; Zimmermann, llona 2003).

In Arabidopsis thaliana konnten bis heute unterschiedliche MBW-Komplexe, die an
der Regulation der Flavonoidbiosynthese beteiligt sind, identifiziert werden. So ist
der MBW-Komplex aus PAP1/PAP2, EGL3/GL3/TT8 und TTG1 an der Regulation
der Anthocyanbiosynthese im vegetativem Gewebe von Arabidopsis thaliana
beteiligt (Ubersicht in Feller et al. 2011; Hichri et al. 2011).

Unter anderem kann durch abiotische Einflusse wie Licht und unterschiedliche
Nahrstoffe die Aktivitdt bestimmter Promotoren gesteigert werden. Zum Beispiel
spielen Zuckermolekile im Stoffwechsel von Pflanzen eine wichtige Rolle. Sie
Uuben unter anderem verschiedenste Funktionen als Botenstoffe, in der Regulation
der Photosynthese aus, oder sind an der Mobilisierung anderer Nahstoffe oder an
der Wachstumsstimulation beteiligt (Koch 1996; Smeekens, S. und Rook 1997;
Smeekens, Sjef 1998). Durch unterschiedliche Arbeiten der letzten 20 Jahre
konnte ein stimulierender Effekt von Zuckern auf die Anthocyanbiosynthese in
verschiedensten Pflanzen gezeigt werden. Dieser Effekt wird haufig unter
Laborbedingungen zur Induktion der Anthocyanbiosynthese genutzt. Zum Beispiel
kommt es in sich entwickelnden Bluten von Petunia hybrida durch eine
Saccharose-induzierte  gesteigerte  Expression von  Strukturgenen der
Anthocyanbiosynthese zur Akkumulation von Anthocyanen (Weiss 2000). In sich
entwickelnden Keimlingen von Arabidopsis thaliana kommt es nach Saccharose-
Induktion vier bis finf Tage nach Keimung zur Akkumulation von Anthocyanen in
den Kotelydonen und Teilen des Hypokotyls (Kubasek et al. 1992). Altere

Pflanzen zeigen Anthocyan-Pigmente in den Blattstielen, den Blattern und dem
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Stangel nach Stress-Induktion (Dixon und Paiva 1995). In 2005 konnte von Teng
et al. gezeigt werden, dass Saccharose im Gegensatz zur Maltose oder Glukose
die Akkumulation von Anthocyanen in Keimlingen von Arabidopsis thaliana am
starksten induzieren kann. Gleichzeitig konnte der mitverantwortlich Regulator der
Saccharose-induzierten Synthese von Anthocyanen, PAP1 identifiziert werden
(Teng et al. 2005). In weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die
Saccharose-induziert Synthese der Anthocyane durch MBW-Komplexe aus
PAP1/PAP2, EGL3/TT8 und TTG1 reguliert wird (siehe Abb. 1.5., Gonzalez et al.
2008; Appelhagen, I., Jahns, O. et al. 2011)

Ein weiterer MBW-Komplex, der als Regulator der PA-Biosynthese fungiert,
besteht aus TT2, TT8 und TTG1. Diese Komplex aktiviert die Expression einiger
verifizierter Strukturgene, wie DFR, LDOX, BAN und TT12, welches flr ein
Transportprotein, das verantwortlich flr die Vakuolenlokalisation von PAs ist,
kodiert (siehe Abb. 1.5.; Ubersicht in Feller et al. 2011).

Aber auch in anderen Stoffwechselprozessen spielen MBW-Komplexe eine
entscheidende Rolle. So hat die Interaktion von GL1, GL3/EGL3/TT8 und TTG1
einen Einfluss auf die Kontrolle der Trichomentwicklung in Arabidopsis thaliana
(Payne et al. 2000; Zhang, F. et al. 2003; Maes et al. 2008). Innerhalb der
Komplexpartner haben die einzelnen Proteinklassen einen unterschiedlichen
Einfluss auf die Zielgen-Spezifitat. Der Phanotyp des ttg7 Null-Allels bestatigt die
Funktion von TTG1 in den unterschiedlichsten physiologischen Prozessen
(zusammengefasst  in Ramsay und Glover  2005). Auch die
bHLH-Interaktionsproteine zeigen untereinander eine grole regulatorische
Redundanz (Zhang, F. et al. 2003). So scheint es, dass die MYB-Proteine die
verantwortlichen Faktoren flr die Zielgen-Spezifitdt darstellen. Wie schon weiter
oben erwahnt sind PAP1 und PAP2 Anthocyan-spezifische Faktoren, TT2 der PA-
spezifisch Faktor und GL1 und WER an der Ausbildung der Trichome und
Wurzelhaare beteiligt (Zhang, F. et al. 2003; Baudry et al. 2004). Die Funktion der
Flavonoid-spezifischen MBW-Komplexe scheint nicht ausschlieRlich auf die
Regulation von Strukturgenen der Flavonoidbiosynthese beschrankt zu sein.
Durch PAP1 gain-of-function Experimente konnten zum Teil auch Zielgene
aullerhalb der Flavonoidbiosynthese identifiziert werden (Tohge et al. 2005). Es
gibt aber auch Hinweise auf eine MBW-Komplex Regulation die einen Einfluss auf

die eigene Genexpression ausitbt. Zum Beispiel ist TT8 in der Lage zusammen
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mit TTG1 und PAP1/TT2 die eigene Regulation mittels feedback zu kontrollieren
(Tohge et al. 2005; Baudry et al. 2006).

Die Flavonolbiosynthese hingegen wird unabhangig von TTG1 transkriptionell
reguliert. Hier sind die R2R3-MYB Faktoren PRODUCTION OF FLAVONOL
GLYCOSIDE (PFG1/MYB12, PFG2/MYB11 und PFG3/MYB111) verantwortlich fur
die Flavonol-spezifische Expression der Strukturgene CHS, CHI, F3H und FLS1
(siehe Abb. 1.5., Mehrtens et al. 2005; Stracke, R. et al. 2007). Diese vier Gene
kénnen Ko-reguliert werden (Hartmann, U. et al. 2005) und werden fur die
Synthese der Flavonolaglykon Grundstruktur bendtigt. Ahnlich wie das orthologe
Protein P aus Zea mays bendtigen die PFGs keine bHLH Interaktionspartner und
es wird vermutet, dass sie verwandte cis-Elemente in den Promotoren ihrer
Zielgene binden kénnen (Mehrtens et al. 2005; Stracke, R. et al. 2007). Mit Hilfe
von pfg loss-of-function konnte die Akkumulation bestimmter Flavonolglykoside mit
der Expression der unterschiedlichen PFGs korreliert werden (Stracke, R. et al.
2007). Diese Experimente geben Hinweise auf eine direkte Regulation von
Flavonol-spezifischen Glykosyltransferasen (GTn), welche an der Biosynthese der
Flavonolglykosid Endprodukte beteiligt sind. In Arabidopsis thaliana wurden
mehrere Flavonol-spezifische GTn identifiziert und mit Hilfe von loss-of-function
Mutanten charakterisiert (Jones et al. 2003; Tohge et al. 2005; Yonekura-
Sakakibara, K. et al. 2007, 2008). Bis heute ist die Flavonolglykosid-Biosynthese
in ihrer Vollstandigkeit nicht verstanden. In dieser Arbeit konnte unter anderem die
Aktivierung von Promotoren der UDP-abhanigen Glykosyltransferasen
(UGT)78D1, UGT78D4 und UGT89C1 durch PFG Transkriptionsfaktoren gezeigt
und somit das Wissen Uber regulatorische Netzwerke der PFGs erweitert werden
(Stracke, R. et al. 2010).
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Abbildung 1.5. Regulation der Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana.
Darstellung und Abbklrzungen wie in Abbildung 1.2. Bekannte Regulatoren sind den
Endprodukten, deren Biosynthese sie hauptsachlich beeinflussen, durch entsprechende
Farbkodierung zugeordnet.

1.3. Die Chromatin Immunoprazipitation

Viele biologische Prozesse beruhen auf einer koordinierten Genexpression. Dabei
vermitteln die entstehenden Genprodukte zusammen die zellularen Funktionen.
Um verschiedenste Entwicklungsprozesse oder unterschiedliche Einflisse von
Umweltfaktoren auf Pflanzen besser zu verstehen, ist es unbedingt notwendig die
Regulation der Genexpression in ihrer Vollstandigkeit zu begreifen. Dieses wird
vor allem deutlich an der Tatsache das ca. 1700 verschiedene
Transkriptionsfaktoren (6 % der annotierten Gene) im Arabidopsis thaliana Genom
kodiert sind (TAIR10, http://arabidopsis.org). Unter anderem hat sich aus dieser
Notwendigkeit vor mehr als 20 Jahren die Methode der Chromatin
Immunoprazipitation (ChIP) entwickelt (Orlando et al. 1997; Kuo und Allis 1999).
Seitdem hat sich die ChIP als mehrfach angewandte Methode zur Analyse von in

vivo Transkriptionsfaktor Bindestellen (Weinmann und Farnham 2002; Kaufmann
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et al. 2009; Ouyang et al. 2011), Histonen (Spencer et al. 2003) und anderer
Proteine (Ren et al. 2000) in Pflanzen und anderen Organismen entwickelt. Ein
grolRer Vorteil der ChIP ist die Kombinierbarkeit mit mehreren down stream
Analysen, wie der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und der quantitativen
Reversen-Transkriptase PCR (gRT-PCR), sowie der Southern Blot Analyse zur
Analyse von bekannten Ziel-Bindestellen (Orlando et al. 1997; Wells und Farnham
2002). Microarrays (ChlP-chip) und Sequenzierung (ChlP-seq) werden heute zur
Identifizierung von genomweiten Ziel-DNA-Bindestellen eingesetzt (Morohashi und
Grotewold 2009; Kaufmann et al. 2010; Ouyang et al. 2011). Durch diese

vielseitige Einsetzbarkeit erhoht sich das Potential der Methode an sich.

Die methodische Herangehensweise der ChIP beinhaltet die chemische Fixierung
der Protein-DNA-Interaktionen durch Formaldehyd (Kuo und Allis 1999), gefolgt
von einer Ultraschallbehandlung zur Generierung von kleineren DNA-Abschnitten.
Durch die anschlielende Immunoprazipitation mit spezifischen Antikérpern
konnen die Protein-gebundenen DNA-Abschnitte angereichert werden. Die
Fixierung zwischen den Proteinen und der DNA wird gelost und die
angereicherten DNA-Fragmente kénnen anschlieBend mittels unterschiedlicher

down stream Ansatze analysiert werden (siehe Abb. 1.6.).
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Abbildung 1.6. Schematische Darstellung des methodischen Ablaufs der Chromatin
Immunoprazipitation. (modifiziert nach (Massie und Mills 2008).

Als einer der entscheidenden Parameter gilt die Auswahl des richtigen
Antikdrpers. So muss fur jeden Antikorper die Fahigkeit der spezifischen
Bindefahigkeit an das jeweilige Protein im Voraus analysiert werden. Zusatzlich ist
es wichtig, die Aktivitat des Antikérpers in den zu verwendenden Puffern zur
Immunoprazipitation zu testen. Gleichzeitig sollte bedacht werden polyklonale
Antikorper gegenuber monoklonalen zu bevorzugen um einer Maskierung der zu
erkennenden Epitope zuvorzukommen. Der Antikorper-Titer zur Bestimmung der
optimalen Antikdrper-Konzentration fur seine maximale Bindefahigkeit bedarf auch

sorgfaltiger Vorarbeiten (zusammengefasst in Das et al. 2004; Haring et al. 2007).
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Durch die Notwendigkeit einen spezifischen Antikoérper flr jedes zu untersuchende
Protein zu verwenden haben sich alternative Strategien entwickelt. So sind
mehrfach Tags in Fusion mit dem zu untersuchenden Protein verwendet worden,
da sie die Mdoglichkeit einer universellen Anwendung bieten. Das Green
Flourescent Protein (GFP) ist bis heute mehrfach als Protein-Tag in ChIP
Experimenten verwendet worden (de Folter et al. 2007; Morohashi et al. 2007).
Ein weiterer Vorteil des GFP als Protein-Tag ist die kommerzielle Verfligbarkeit
von ChlIP-getesteten Antikérpern. Da die ChIP eine Reihe von kritischen
Parametern beinhaltet muss flr die erfolgreiche Durchfihrung jeder einzelne
Versuchsschritt optimiert werden. In einem ersten Schritt werden die Protein-DNA
Interaktionen chemisch mit Formaldehyd fixiert (Orlando et al. 1997). Ein groRer
Vorteil bei der Verwendung von Formaldehyd besteht darin, dass Verbindungen
mit einer Entfernung von ca. 2 Angstrom ausgebildet werden und die Fixierung
wieder gelost werden kann (Dedon et al. 1991). Bei der Fixierung reagiert das
Formaldehyd mit Amino- und Iminogruppen (z.B. die Seitenketten von Lysin und
Arginin) von Proteinen und Nukleinsauren (z.B. Cytosin) unter Formierung einer
Schiff-Base (McGhee und von Hippel 1975a). Dieses Intermediat reagiert in einer
zweiten Reaktion mit einer weiteren Aminogruppe und kondensiert (McGhee und
von Hippel 1975b). Die Formaldehyd-Fixierung sollte fir jedes pflanzliche
Ausgangsmaterial optimiert werden, da auf der einen Seite eine zu geringe
Fixierung zu einer ineffizienten Verbindung der DNA-gebundenen Proteine flhrt,
auf der anderen Seite eine Uberfixierung die spatere Immunoprézipitation stéren
kann. Der genaue Grund einer geringeren Fahigkeit zur Immunoprazipitation nach
Formaldehyd-Uberfixierung ist bis heute nicht verstanden. Es wird aber vermutet,
dass Formaldehyd Protein-Entfaltung begtnstigt und es somit zum Verlust der
Antigen-Bindestellen kommen kann (Das et al. 2004). Der nachste kritische Schritt
ist die Ultraschallbehandlung des isolierten Chromatins. Hier wird vor allem durch
das Scheeren des Chromatins in kleinere DNA-Fragmente die Auflésung der ChIP
festgelegt. In der publizierten Literatur gibt es keine eindeutigen Aussagen zu den
passenden FragmentgrofRen. Sie variieren in den Angaben von 100-500 bp (Das
et al. 2004), 250-750 bp (Haring et al. 2007) und 200-1200 bp (Kaufmann et al.
2010). Grundsatzlich gibt es zwei verschiedene Methoden zur Fragmentierung des
Chromatins. Zum einen wird die Ultraschallbehandlung (Sonifizierung) oder ein

Verdau mit Micrococcus Nuclease (MNase) verwendet, wobei beide Methoden
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ihre Vorteile bezuglich der Praferenz fur die Fragmentierung bestimmter
chromosomaler Regionen besitzen (Dingwall et al. 1981; Reneker und Brotherton
1991). Wurde das Chromatin mit Formaldehyd fixiert, ist die Fragmentierung mit
Ultraschall unbedingt dem Verdau durch die MNase vorzuziehen, da die Fixierung
die Zuganglichkeit der MNase zum Chromatin erschwert (Bellard et al. 1989). Die
optimalen Einstellungen flr die Sonifizierung muissen fir jedes Gerat und
Ausgangsmaterial optimiert werden. Wichtig ist hier, auf die Kilhlung (4-10°C) der
Proben zu achten, da héhere Temperaturen zu einer Losung der Fixierung flihren
koénnen. Die Verwendung von Detergenzien in den Puffern zur
Ultraschallbehandlung erhoht die Effizienz dieses Schrittes, flhrt aber oftmals
auch zur Schaumbildung. Nach einer Schaumbildung ist das isolierte Chromatin
fur die ChIP meist wunbrauchbar, da durch die hervorgerufene
Oberflachenspannung des Schaums, die Proteinkonformation entfaltet werden
kann (Clarkson et al. 1999).

Die anschlielende Immunoprazipitation stellt den bedeutendsten Schritt der
Methode dar. Der spezifische Antikdrper bindet in diesem Schritt an die fixierten
Protein-DNA Fragmente und wird dann als Komplex bei 4°C Uber Nacht
immunoprazipitiert. Fur die Etablierung der Methode werden haufig Antikdrper
gerichtet gegen eine invariante Domane der Histone als vorbereitende Tests
verwendet (Ng et al. 2006; Offermann et al. 2006). Wie bereits weiter oben
erwahnt kommt der Auswahl des spezifischen Antikorpers einer besonderen Rolle
zu Teil. Unterschiedliche Antikorper kdnnen sich zum Beispiel in ihrer Sensitivitat
gegenuber des fixierten Materials unterscheiden (Hanlon und Lieb 2004). Zur
Anreicherung der Antigen-Antikdrper-Komplexe aus dem Lysat wird haufig Protein
A- oder G-Sepharose als Immunosorbant verwendet. Hier ist vor allem wichtig
darauf zu achten welche Organismen als Wirte fur die Herstellung der Antikdrper
fungiert haben. Antikdrper aus Kaninchen habe eine gleiche Bindeaffinitat fur
Aund G Proteine, wohingegen Antikérper aus Ziege G Proteine bevorzugen
(Spencer et al. 2003). Um unspezifische Bindungen zu vermeiden werden die
Protein A- oder G-Agarosebeads haufig vorher mit Lachsperma abgesattigt und
mit Niedrigsalz- oder Hochsalz-Puffer, Lithiumchloridpuffer und Tris-EDTA (TE)
gewaschen (Spencer et al. 2003). Nach der Immunoprazipitation wird die
Verbindung zwischen den Antikérper-Bead-Komplexen und den fixierten Protein-

DNA-Verbindungen geldst. AnschlieRend werden die prazipitierten Protein-DNA-
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Komplexe durch Hitze und Proteinase-Verdau voneinander getrennt und
angereicherte DNA kann isoliert werden und fur weitere down stream-Analysen
eingesetzt werden. Eine gangige Methode ist hierbei die zum Beispiel die PCR zur
Analyse von Bindestellen der Transkriptionsfaktoren. Allerdings ist die
Verwendung eingeschrankt, da hier nur bekannte Zielbindestellen analysiert

werden konnen.

Um genomweite Bindestellen von Transkriptionsfaktoren zu identifizieren werden
heute ungerichtete Ansatze wie Microarrays (ChlIP-chip) und direkte
Sequenzierung (ChIP-seq) eingesetzt. ChlP-chip beinhaltet die Amplifikation von
ChIP Proben, die Fluoreszenzmarkierung der ChlP-angereicherten DNA und die
Hybridisierung an genomische Microarrays. Die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an ihre in vivo Zielbindestellen werden bei dieser Methode
als Regionen mit einer signifikant hoheren Fluoreszenz im Vergleich zu einer
Kontrolle definiert (zusammengefasst in Massie und Mills 2008). Im Gegensatz zur
ChIP-chip Anwendung wird bei dem ChIP-seq Ansatz die angereicherte DNA
zunachst begrenzt amplifiziert, zur Festlegung der Bindestellen-Aufldsung die
DNA-Fragmente grolenselektioniert und anschlieBend direkt sequenziert
(Robertson et al. 2007). Die Definition der Bindestellen erfolgt anhand einer
signifikanten Anreicherung von Sequenz-Reads gegenuber dem Hintergrundsignal
am selben Lokus. Der ChIP-seq Ansatz besitzt gegenliber der ChIP-chip
Anwendung einige Vorteile. Die vorbereitenden Arbeitsschritte sind im Vergleich
zu den Microarrays stark vereinfacht und es wird eine geringere DNA
Ausgangskonzentration bendtigt. Der grofdte Vorteil scheint im Hochdurchsatz der
lllumina Technologie bei ChlP-seq begrindet. Aber auch andere Plattformen wie
die 454-Technologie werden zum Teil fir die Sequenzierung eingesetzt. Aber
auch der ChlP-seq Ansatz ist bis heute keine robuste Methode. So kann vor allem
neben der korrekten Durchfuhrung der ChIP die Sequenzierung aber auch die
Analyse der Sequenz-Reads stark fehlerbehaftet sein. Die geringsten Fehler bei
der Vorbereitung der Proben zur Sequenzierung (Adapter-Ligation, PCR
Amplifikation oder die Hybridisierung auf die Flowcell) kann sich zu einem
Plattform-abhangigen systemischen Fehler im Datensatz mit 10 Millionen Reads
und mehr entwickeln (Liu et al. 2010). Das Mapping der Sequenz-Reads auf ein
Referenzgenom stellt eine weitere erhebliche Fehlerquelle dar. Die kurzen Reads

kénnen gerade in stark repetitiven Bereichen im Genom mehrfach an die Referenz
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in silico angelagert werden. Durch dieses Phanomen ist es nicht unublich, dass
nur 50% oder weniger Reads auf ein Refernzgenom gemappt werden konnen
(diskutiert in Liu et al. 2010). Um Zielbindestellen der untersuchten
Transkriptionsfaktoren im Datensatz zu identifizieren wird sogenannte Peak
Calling Software verwendet. Die Peak-calling Algorithmen suchen nach signifikant
angereicherten Sequenz-Reads, die folglich als Transkriptionsfaktorbindestellen
angenommen werden. Unterschiedliche freie und kommerzielle Peak-Caller sind
heute erhaltlich die sich in ihrer Anwendung und Arbeitsweise zum Teil deutlich
unterscheiden (Ubersicht in Leleu et al. 2010; Rye et al. 2010; Feng et al. 2011).
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2. Material und Methoden
2.1. Material
21.1. Chemikalien und Enzyme

Alle Laborchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in ihrer
analytischen Qualitat eingesetzt und von folgenden, soweit nicht anders vermerkt,
Firmen bezogen: Alfa Aesar (Karlsruhe), Amersham Biosciences (Freiburg),
Applichem (Darmstadt), BioRad (Minchen), Biozym (Hameln), Fluka (Firma
Sigma), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und VWR
(Darmstadt).

Es wurden Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, Ribonuclease A (RNase
A), DNasel, ExoSAP-IT, Proteinase K, Lysozym und Protease Inhibitor Cocktail
der Firmen Ambion (Austin, TX, USA), Applichem (Darmstadt), Biolabs
(Schwalbach), Fermentas (Vilnius), Invitrogen (Paisley, GBR), New England
Biolabs (Frankfurt/Main), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Serva (Heidelberg),
Sigma (Deisendorf), Stratagene (Heidelberg) und USB (Staufen) verwendet. Tag-
DNA-Polymerase wurde von New England Biolabs (Frankfurt/Main) und TaKaRa
(Saint-Germain-en-Laye, FRA) bezogen. PHUSION™ HIGH FIDELITY DNA
POLYMERASE wurde von New England Biolabs (Frankfurt/Main) und
Superscript™|] RNase H Reverse Transktiptase von Invitrogen (Paisley, GBR)
verwendet. Weiterhin wurden Zellulase (,Onozuka R-10%) und Mazerozym (R-10)
der Firma Serva (Heidelberg) benutzt. Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper

wurden von der Firma Abcam® (Cambridge, GBR) bezogen.

21.2. Medien, Puffer und Losungen

Alle Medien, Puffer und Losungen fur die Anzucht von Bakterien und Pflanzen,
sowie Zellkulturmedien und Loésungen fir die Chromatin Immunoprazipitation
wurden unter Verwendung von MilliQ (Millipore Entsalzungsanalge, Millipore,
Billerica, MA, USA) Wasser angesetzt. Die Sterilisierung erfolgte, soweit nicht
anders vermerkt, durch Autoklavieren bzw. bei hitzelabilen Substanzen durch
Filtration (Flaschenfilter, Millipore, Billerica, MA, USA, 0,22 um Porengrofie).
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Hitzelabile Substanzen wie Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren unter

sterilen Bedingungen zugesetzt.

2.1.21.

LB-Medium:

LB-Platten:

SOC-Medium:

TB I

TB-Medium:

YEP-Medium:

YEP-Platten:

10

18

20
0,5

2,5
3,6

23
164

12
24

10
10

15

mL

mL

mL

Medien fiir die Anzucht von Bakterien

Bacto Trypton
Bacto Hefeextrakt
NaCl

H,O ad 1000 mL

siehe LB-Medium
Bacto Agar / 1000 mL

Bacto Trypton
Bacto Hefeextrakt
NaCl

1 M KCI

Glukose

2 M MgCl,

H,O ad 1000 mL

sterilfiltrieren

KH,PO,
KoHPO,
H,O ad 1000 mL

Bacto Trypton
Bacto Hefeextrakt
Glycerin

H,O ad 1000 mL

TBIl und TBII im Verhaltnis 1:10 mischen

Bacto Pepton
Bacto Hefeextrakt
NaCL

H,O ad 1000 mL

siehe YEP-Medium
Bacto Agar / 1000 mL
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Fur Selektionsmedien wurden die bendtigten Antibiotika (Duchefa Biochemie,

Haarlem, NL) unter sterilen Bedingungen, wenn nicht anders angegeben, zu

folgenden Konzentrationen zugesetzt.

Ampicillin:

Kanamycin:

Carbenicillin:

Rifampicin:

Gentamycin:

Hygromycin B

2.1.2.2.
Y2 MS-Platten: 2,15
8
Germination Medium- 2,15
Platten: 5
4
0,5
0,5

100 pg/mL

50 pug/mL

100 pg/mL

100 pg/mL

40 pg/mL

20 mg/mL

g

Medien fiir die Anzucht von A. thaliana

Murashige-Skoog Basal Mixture Salze
pH 5,7 mit KOH einstellen
Pflanzenagar

H,O ad 1000 mL

Murashige-Skoog Basal Mixture Salze
(Sigma)

Saccharose

Pflanzenagar

1000x Gamborg’s Vitamin Solution (Sigma)
MES-KOH (pH 5,7)

Fir Selektionsplatten (2 MS-Platten) wurden 50 ug/mL Kanamycin zugesetzt. Vor

dem Gebrauch der Selektionsplatten ,Germination Medium-Platten wurde diesen

20 mg/mL HygromycinB und 100 mg/mL Cefotaxim Sodium Salt zugegeben.
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21.2.3. Medien fiir die A. thaliana Zellsuspensionskultur At7
B5-Medium: 32 g Gamborg’s B5-Medium (Sigma)
(Kombrink und Hahlbrock 1 mg 2,4-D-Dichlorphenoxyessigsaure
1986) 136 ¢ Saccharose
pH 5,7 mit NaOH einstellen
H,O ad 1000 mL
sterilfiltrieren
Enzym-L6sung: 1,4 Zellulase ,Onozuka R-10"
0,325 Mazerozym R-10
240 mM CaClyad 120 mL
Alle Komponenten werden in einem
Becherglas Uber einen Zeitraum von einer
Stunde gelost und anschlielend
sterilfiltriert.
MS-Medium: 43 g Murashige-Skoog Basal Mixture Salze
(Murashige und Skoog 1 mg 2,4-D-Dichlorphenoxyessigsaure
1962) 1 mL 1000x Gamborg’s Vitamin Solution (Sigma)
30 g Haushaltszucker (Kdlner, Kéin)
pH 5,7 mit KOH einstellen
H,O ad 1000 mL
Die Leitfahigkeit des Medium sollte 6,7
mS/cm betragen. 40 mL Aliquots werden in
einem Erlenmeyer-Kolben autoklaviert.
21.2.4. Medien fiir die A. thaliana Zellsuspensionskultur CK_UK
AT-Medium: 43 g Murashige-Skoog Basal Mixture Salze
1 mg 2,4-D-Dichlorphenoxyessigsaure
4 mL  Gamborg’s B5-Medium (Sigma)
30 g Saccharose

pH 5,7 mit NaOH einstellen
H,O ad 1000 mL

sterilfiltrieren
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2.1.2.5. Medien fiir die Nicotiana tabacum Zellsuspensionskultur BY2
MMM-Ldsung: 15 mM  MgCl

01 %  (w/v) MES-KOH (pH 5,8)

05 M Mannitol

MS + Saccharaose:

0,4
PEG-L&sung: 40
0,4
0,1
Verdauldsung: 1
0,5
0,5
0,01
50
10
0,25
Waschlésung:
W5-16sung: 154
125
5
5

%

%
%
%
%
mM
mM

mM
mM
mM
mM

sterilfiltrieren

MS Zellkulturmedium
Saccharose

sterilfiltrieren

(w/v) PEG 4000

Mannitol

Ca(NOg),

pH 80 - 90 (pH-Wert nach dem
Autoklavieren auf einem physiologischem
Wert)

Zellulase ,Onozuka RS*

Mazerozym RS

BSA

B-Mercaptoethanol

CaCl,

Na-Acetat (pH5,8)

Mannitol

sterilfiltrieren

siehe Verdaulésung, jedoch ohne Zellulase
,Onozuka RS* und Mazerozym RS

sterilfiltrieren

NaCL
CaCl,

KCI
Glukose

pH 5,8 - 6,0

sterilfiltrieren
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2.1.2.6. Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Methoden

Alkalische-Lyse Puffer 1:

Alkalische-Lyse Puffer 2:

Alkalische-Lyse Puffer 3:

240 mM CaCl,:

275 mM Ca(NOg).:

DEPC-Wasser:

Edward-Extraktionspuffer:

Fixans:

GUS-Puffer:

25 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA
50 mM Glukose
02 M NaOH
1 % SDS
3 M Na-Acetat pH 4,8
240 mmol CaCl,
H,O ad 1000 mL
autoklavieren
275 mmol Ca(NO3),
H,O ad 1000 mL
pH 6,0 mit 1 M KOH
autoklavieren
1,5 mL Diethylpyrocarbonat (DEPC)
H,O ad 1000 mL
U/N Schitteln
Inaktivierung des DEPC
zweimaliges autoklavieren
200 mM Tris-HCI pH 7,5
250 mM NaCl
25 mM EDTA
0,5 % (v/v) SDS
0,3 % (v/v) Formaldeyd
10 mM MES-KOH (pH 5,6)
300 mM Mannitol
50 mL 100 mM Natriumphosphatpuffer
200 pL 0,5M EDTA pH 8,0
100 L Triton X-100
71 L B-Mercaptoethanol

H,O ad 100 mL

durch
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100 mM Natriumphosphat-

puffer:

Luziferase-

Extraktionspuffer:

Luziferase-Substratlosung:

Lysozym-L6sung:

4-MUG-Substratldsung:

NaP;-Puffer:

100 mM Natrium-
phosphatpuffer:

PEG-L&sung:

5x Probenpuffer:

16
84
100

100

75,75
33,3
270
470
570

10
10
0,1

100
0,07046

50

39
61

25
100
450

20
50
0,02
0,02

mL
mL

mL

mM
mM

mL
mM
UM
UM
UM

mg/mL
mM
mM

mL

mM

mL

mL

%
mM
mM

mM
%
%
%

0,2 M NaH,;PO,

0,2 M Na;HPO,
H.O

pH-Wert betragt 7,5

Kaliumphosphatpuffer
Dithiothreitol (DTT)

2x Stocklésung
DTT

CoA Lithiumsalz
Luziferin

ATP

ad 151,15 mL H,O

sterilfiltrieren, Aliquots bei -80°C lagern

Lysozym
Tris-HCI pH 7,5
EDTA

GUS-Puffer
4-Methylumbelliferyl-B-p-glukuronid
(4-MUG)

sterilfiltrieren, bei -20°C lagern

NazHPO4

pH 7,0 mit Phosphorséaure einstellen

0,2 M NaH,PO,
0,2 M Na;HPO,
H,O ad 100 mL
(pH-Wert betragt 7,0)

(w/v) PEG 6000
Ca(NOg),

Mannitol

pH 9,0 mit KOH einstellen

EDTA (pH 8,0)
(v/v) Glycerin
(w/v) Bromphenolblau

(w/v) Xylencyanol
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5x Probenpuffer Xc:

Proteinase K-Losung:

RNase-Ldsung:

Saures Methanol:

2x Stocklosung:

50x TAE-Puffer:

TE-Puffer:

TELT-Puffer:

X-Gluc-L6sung:

20
50
0,02

10

10

40
2,14
5,34

0,2

242
57,1
40

10

0,1

50
62,5
2,5
0,4

0,5

mM

%

mg/mL

mg/mL

%

mM
mM
mM
mM

mL

mL

mM
mM
mM

mM
mM
mM
%

mg/mL

EDTA (pH 8,0)
(v/v) Glycerin

(w/v) Xylencyanol

Proteinase K
in 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

RNaseA
10 min auf 100°C erhitzen

(v/v) HCI zu MeOH zugeben

Tricine

Mg(COs3) - Mg(OH); - 5H,0
Mg(SO4)2

EDTA

Tris

Eisessig

0,5 M EDTA (pH 8,0)
H,O ad 1000 mL

Tris-HCI pH 7,5
EDTA (TE 10/1)
EDTA (TE 10/0,1)

Tris-HCI pH 7,5

EDTA

LiCl

Triton X-100
5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-p-Glukoron
(X-Gluc)

X-Gluc in 50 yL DMF lésen,

ad 10 mL NaPi-Puffer
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2.1.2.7.

Glycin:

HEPES:

Nukleus-Isolierungs-Puffer

NIB):

3x Wasch-Puffer:

1x Wasch-Puffer

TE-Puffer:

IP-Verdinnungspuffer:

RIPA:

2

0,5

50

25

30
0,25
0,1
0,1

50
20
100
40
40

60
120
450
180
180

80
230
1,7
0,17

60

39

M

mM
mM
mM
%
%
%
%
%

mM
mM
mM
%
%

mL
mL
pL
pL
pL

mM
mM

mM
mM
%
%
mL

mL

mL

Puffer und Losungen fiir die Chromatin Immunoprecipitation

Glycin
H,O ad 200 mL

HEPES
H,O ad 50 mL
pH 7,4 mit 10 M NaOH einstellen

0,5 M HEPES (NaOH) pH 7,4
1 M MgCl,

5 M NaCl

(w/v) Saccharose

(v/v) Glycerin

(v/v) Triton X-100

(v/v) B-Mercaptoethanol

(v/v) Protease Inhibitor Cocktail (Sigma)
0,5 M HEPES (NaOH) pH 7,4

1 M MgCl,

5 M NaCl

(w/v) Saccharose

(v/v) Glycerin

3x Wasch-Puffer

H.O

Triton X-100

(v/v) B-Mercaptoethanol

(v/v) Protease Inhibitor Cocktail (Sigma)

Tris-HCI pH 7,4
EDTA pH 8,0

Tris-HCI pH 7,4
NaCl
Nonidet P 40

Deoxycholat

IP-Verdinnungspuffer
10 % SDS
H.O
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Glycin-Elutions-Puffer: 0,1

0,5
0,05

37% Formaldehyd:

Proteinase K-Losung: 10
DTT-Lésung: 1
RNaseA-Losung: 10
Glycogen-Ldsung: 10
2.1.3.

%

mg/mL

mg/mL

mg/mL

Glycin pH 2,5
NaCl
(v/iv) Tween 20

37% Formaldehyd (Applichem)

Proteinase K
in 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

DTT

RNaseA
10 min auf 100°C erhitzen

Glycogen in H,O

Desoxyoligonukleotide (Primer)

Der Entwurf der verwendeten Desoxyoliginukleotide erfolgte mit Abschatzung der

Schmelztemperatur ™. Die Berechnung erfolgte gemaf der Formel

(1) Tm [°C] = 4 x [Anzahl G/C] + 2 x [Anzahl A/T]

Wurden Desoxynukleotide mit Gateway® attB-Uberhdngen entworfen wurde auf

die Abschatzung der T, verzichtet. Die verwendeten Desoxynukleotide wurden

von den Firmen Invitrogen (Paisley, GB) und Metabion (Martinsried) bezogen. Die

in dieser Arbeit verwendeten Desoxyoligonukleotide sind in 5- 3'-Orientierung

angegeben:

8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
B012 AGGAACCTCGAAGAGTATCT
B023 AAGATGACAGGATGGGTAAGAA
B040 ATCATTTCATATCATTTGCCAA
B041 TATTTATAATGTCTTCACATCACA
B042 TCGTGCCAATCTCAAGGAC
B043 GTACTACTTAGTATGCATGTCT
B047 ATCAAAACACACAAATTAAAAGG
B054 TCAACGTCAGAAGCAAGAG

Sequenzierprimer
EGL3

DFR

DFR

DFR

EGL3

EGL3

PAP1

TT8
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B055
B078
B079
B080
B081
BTtG
FM1
FM84
FW389
GD113
GD114
HK46
1041
K074
K075
nosT
0133
0158
0159
0160
0161
0168
0169
0171
0172
0173
0174
0175
0176
o177
0178
0179
0180
0181
0182
0183
0186
0187
0188
0189
0190
0191
0197
0198
0199

GCATAGTATAGTTGGTGAATGAA
TTCCCCTGTTTTTAAGTTTATTT
AGAAAGACACAAACACATTATAAA
CAGAGAGAGCCTTGAAGAC
ATCCTGAAGAGAAGAGAGAT
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCG
ATGGGAAGAGCGCCATGTTGC
CGACGCATCGTTAACTTGGTGGTC
ATTCTAGAGCTAATACGTGCAAC
ATGGAGGGTTCGTCCAAAG
TCTCCATCGAAAAGACTCCAA
GGAAGCCATCCATCTCTCAAGACG
CACTCCCCAATCCAAAGATG
TGGGATAACATCATAGGATTTCG
CGACTGTCCCTGTTAATCATTACTC
GCAAGACCGGCAACAGGATT
CTGTCACTGTAATACGCTGC
TAAAAGTGGGTGGGGAACAA
GTACCGGTGGGTGAAATACG
ATTTCACCCACCGGTACAAC
TGAATCGTTATTGAAGAAAACAGA
attB1-AAGCTTCTCTCAATACAGAGTTTCAGTAAC
attB2-CCATGGTTGATGTTTTTTTCTTTCTTTCTGG
attB1-GGGTCCATGGTTAGTGTCGTGAGTGAATGATAAGAAGG
attB1-AAGCTTCAGTGATAACTTTCACTTCTG
attB2-CCATGGCGATGCAACTTTAGTAAGAACC
attB1-AAGCTTGCTGCTAAACCATGAAGCAATGGG
attB2-CCATGGTGCAGGCAATGCTAAGGAGAG
attB1-AAGCTTAAAAAGTCTCATGAAATTCAGTG
attB2-CCATGGTGCGAGTAATGAAGAAGAAGAC
CTAGTCAAGCTTCGAAAGTACCAAAACCATACG
TAGATGGGTACCCCCATTTTCTCCGGCGGTTATATGTG
CTAGTCAAGCTTCGATTAAAAACCCTAGGTTAC
TAGATGGGTACCCCCATTCTCTCGGCCGGCGATTA
CTAGTCAAGCTTCCACATTAACGTCTATG
TAGATGGGTACCCCCATTGCTTCTCGGTCTCTTCTGTC
TCATGACAGAAGCCAAGCGA
CAGGGAGAACAGACAACGAA
TCAAGACAAAAGCCAAGCAG
CATTGTTAAACTGCATTCCA
TCACTCCAATGTTATCTCTC
ATAATCGTCAAGTTGCATTC
attb1-AAGCTTCATCGATGAATTCCTGCAGG
attB2-CCATGGTGGCCACTCGAGGTCCTCTCC
attB1-AAGCTTGTCGACCGCAAGACCCTTCC

TT8

LDOX

LDOX

LDOX

LDOX

pBT10 (GUS ORF)
PFG1

pfg1 (Footprint)
18SrRNA

PAP1

PAP1

MYB12

LDOX

18SrRNA

18SrRNA
Sequenzierprimer
pDISCO

DFR (ChIP-PCR)
DFR (ChIP-PCR)
DFR (ChIP-PCR)
DFR (ChIP-PCR)
UGT89C1 (Promotor)
UGT89C1 (Promotor)
UGT78D1 (Promotor)
UGT73C6 (Promotor)
UGT73C6 (Promotor)
UGT78D3 (Promotor)
UGT78D3 (Promotor)
UGT78D2 (Promotor)
UGT78D2 (Promotor)
PFG1 (Promotor)
PFG1 (Promotor)
PFG2 (Promotor)
PFG2 (Promotor)
PFG3 (Promotor)
PFG3 (Promotor)
PFG1

PFG1

PFG2

PFG2

PFG3

PFG3

CaMV35S
CaMV35S
TATA-Box
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0200
0201
0202
0205
0207
0221
0223
0255
0260
0261
0262
0263
0264
0265
0266
0271
0272
P35S
REV389
revl
RS314
RS316
RS469
RS470
RS537
RS538
RS546

RS630
RS645
RS651
RS738
S249
S365
SelLA
SelB
unil
V016
V017
V018
V019
V057
V058

attB2-CCATGGTGGCCACTCGAGCGTGTCCTC
CGTTTCGCTTTCCTTAGTGTTAGCT
AGCGAACGGATCTAGAGACTCACCTT
ACAAGAATTGGGACAACTCC
GGGTTTTCCCAGTCACGACG
GGATCACAGACATTGAGATC
CTCAAACCCGATCTTCCACC
attb1-AAGCTTCGAGCCGATCATTTTTCTCTGTG
GATAACCAGGTGGTCGCACC
CACAGCCGCAAACGCAAAC
attB1-AAGCTTGTGTTGGAGAGTGTATCGGC
attB1-AAGCTTAACTCTAAAATGAGAACTGC
attb1-AAGCTTGGATTTGAATTTAAGGTGTGC
attb1-AAGCTTGATTCATCTAAATCAAGATTAGGG
attB2-CCATGGTAGAATGTTTTGAAGATGTTATAAG
CCCACCGGTACAACAACAA
GGTACAAATCTTTGTGATGTGAAGAC
ACAATCCCACTATCCTTC
CTCGTTAAGGGATTTAGATTGTAC
CAGGAAACAGCTATGACCATG
GTTGTGAGAAAATCGGGTTGAAGAG
AATCTATGCCTTCACTGCCGTTTCC
TCCGCTCTTTCTTTCCAAGCTCAT
TCCAGCACAATACCGGTTGTACG
TACAGTACTCTGTCTCTCGACTATC
TCTCCCTCTCCATTCTCTATTGTC
CCAACAAGCTACTACAAAACCACA

GCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGG
CCGGATCGTATCGGTTTTCG
ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGCCATGT-T(31)
TCACTCCAATGTTATCTCTCCAATATC
AGAAAGCTTGAAGATTAGATATATATCATGT
GAGCGCCCAATACGCAAAC
TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC
GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC
CGTTGTAAAACGACGGCCAGT
TCGCAAGACCGGCAACAGGATTCA
AGAGACCACATGGTCCTTCTTGAG
GTTGGCCATGGAACAGGTAG
TGGAGAGGACCTCGACTCTAGAAC
GCTCTGATGAAGTCGATCTTC
CTACCTCTTGGCTTTCCTCT

TATA-Box

ACT2/7 (ChIP-PCR)
ACT2/7 (ChIP-PCR)
pMDC43

pMDC43
At5g05270
At5g05270
UGT78D1 (Promotor)
PFT1
PFT1
UGT78D3 (Promotor)
UGT89C1 (Promotor)
UGT78D2 (Promotor)
UGT75C1 (Promotor)
UGT75C1 (Promotor)
DFR (ChIP-PCR)
DFR (ChIP-PCR)
CaMV35S
18SrRNA
Sequenzierprimer
PFG3

PFG3

Actin2

Actin2

PFG2 (SALK)
PFG2 (SALK)

PFG3
T-DNA LB Primer
(SALK)

Ds3-2a (RIKEN)
Oligo dT Primer
PFG3

LDOX (Promotor)
PANGUS

SeqL-A

SeqlL-B
Sequenzierprimer
VD01 1und VD012
VD011 und VD012
VD013 und VD014
VD013 und VD014
PAP1

PAP1

~ o~ o~ o~



Material und Methoden

35

2.1.4. Bakterienstamme und DNA-Vektoren

Zur Herstellung von dam- und dcm-methylierter Plasmid-DNA wurde der
Escherichia coli XL1 blue Bakterienstamm verwendet. Fur die Herstellung nicht
methylierter DNA wurde der E. coli Stamm K12 ER2925 eingesetzt. Zur
Retransformation von Gateway® Plasmid-DNA wurden E. coli DB3.1-Zellen
benutzt. Fur die Herstellung transgener Pflanzen und die transiente
Transformation der A. thaliana Zellsuspensionskultur CK UK wurden
verschiedene Stamme des Agrobacterium tumefaciens eingesetzt. Die
A. tumefaciens Stamme GV3101 pMP90 und GV3101 pMP90RK wurden flr die
stabile Transformation in Pflanzen und die Stamme
LB4404.pBBR1MCS.virGN54D, LBA4404.pBBR1MCS-5.virGN54D sowie der
antisilencing-Stamm RK19 fur die transiente Transformation der A. thaliana

Zellsuspensionskultur CK_UK verwendet.

E. coli Stamm Genotyp Referenz
XL1 blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 Fa. Stratagene
supE44 relA1 lac [F’ proAB
lacl®ZAM15 Tn10 (Tet")]
K12 ER2925 Ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 Fa. New England Biolabs

glnV44 galK2 galT2 mcrA dcm-6

hisG4 rfbD1 R(zgb210::Tn10)TetS

endA1 rpsL136 dam13::Tn9 xylA-5

mtl-1 mcrB1 hsd1 hsdR2

DB3.1™ F~ gyrA462 endA1 A(sr1-recA) mcrB Fa. Invitrogen

mrr hsdS20(rB~, mB™) supE44 ara-14

galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Sm') xyl-5

Nleu mtl-1
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A. tumefaciens Genotyp Referenz

Stamm

GV3101 C58C1 Rif" Kan' Carb" (Koncz et al. 1984)

(Virulenzplasmid pMP90)

GV3101 C58C1 Rif’ Kan' Gm' (Koncz et al. 1984)
(Virulenzplasmid pMP90RK)

LBA4404 [PAL4404]): Ach5 pTiAch5AT (Hoekema et al. 1983;
(Virulenzplasmid Kovach et al. 1994;
pBBR1MCS.virGN54D) Scheeren-Groot et al

1994)

LBA4404 [PAL4404]): Ach5 pTiAch5AT (Hoekema et al. 1983;
(Virulenzplasmid pBBR1MCS- Scheeren-Groot
5.virGN54D) etal 1994;

Kovach et al. 1995)

In Promotoraktivierungsstudien wurden Vektoren (Reporter- und
Effektorkonstrukte) eingesetzt, die Derivate von pBT2 sind (Weisshaar et al. 1991)
sind. Fir die Herstellung eines Gateway®-fahigen Reporter-Destination-Vektors
wurden Vektoren eingesetzt, die sich von pBT2 ableiten (Weisshaar et al. 1991).
Vektoren die fur die Pflanzentransformation verwendet wurden sind Derivate von
pMDC (Curtis und Grossniklaus 2003) und pANGUS (Brueggemann et al. 2010).
Die ubrigen verwendeten Vektoren, die als Ausgangsmaterial dienten, wurden von
Ingo Appelhagen, Verena Duttmann, Martin Sagasser und Ralf Stracke zur

Verfligung gestellt.
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Plasmid

pANGUS
(SA164)

pBT10-GUS

pBTdest

pDISCO

pDONR™201

pDONR"zeo

pMDC43

pMDC83

pMDC107

pMDC163

Wesentliche Merkmale

Vektor zur Pflanzentransformation, Amp’
zu Vermehrung in Bakterien, zwischen
LB (/eft border) und RB (right border) des
T-DNA Bereiches eine Kan" (nptll),
Minimal-TATA Promotor, MCS (multiple
cloning site), uidA-ORF (open reading
frame) und nosPA

colE1ori, Ampr, -46 bis +8 des 35S
Promotors aus CaMV, uidA-ORF, nosPA,
MCS, Deletionen im Vektorriickgrat

pBT2 basierter Vektor, colE1ori, Ampr,

-417 bis +8 des 35S Promotors aus
CaMV, nosPA, MCS und attB1-ccdB-
Cm'-attB2-Kassette
Destinations Vektor far
rekombinatorisches Klonen,
Vektorrickgrat aus pBT10-GUS,
Austausch der Position von 1993-3932
BP des Rickgrates mit der attR1-ccdB-

Cat'-attR2-Kassette aus pGWB3i-GUS

Donor Vektor fir rekombinatorisches
Klonen, Kan" zur Vermehrung in
Bakterien, attP1-ccdB-Cm'-attP2-
Kassette

Donor Vektor fir rekombinatorisches
Klonen, Zeocin" zur Vermehrung in
Bakterien, attP1-ccdB-Cm'-attP2-
Kassette

Destinations Vektor far
rekombinatorisches Klonen zur

Pflanzentransformation aus der pMDC
Gateway Vektor Serie

Destinations Vektor far
rekombinatorisches Klonen zur
Pflanzentransformation aus der pMDC
Gateway Vektor Serie

Destinations Vektor far
rekombinatorisches Klonen zur
Pflanzentransformation aus der pMDC
Gateway Vektor Serie

Destinations Vektor far
rekombinatorisches Klonen zur
Pflanzentransformation aus der pMDC
Gateway Vektor Serie

Referenz

(Brueggemann et al.
2010)

(Sprenger-Haussels und
Weisshaar 2000)

(Baudry et al. 2004)

(Stracke, R. et al. 2010)

http://www.invitrogen.com

http://www.invitrogen.com

(Curtis und Grossniklaus
2003)

(Curtis und Grossniklaus
2003)

(Curtis und Grossniklaus
2003)

(Curtis und Grossniklaus
2003)
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2.1.5. Reagenzienansatze

Es wurden folgende Reagenzienansatze und Fertig-Praparationshilfen (Kits) der
Firmen Amersham Biosciences (Buckinghamshire, GBR), Genomed (Bad
Oeynhausen), Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel (Diren) und Qiagen

(Hilden) verwendet.

JETstar Plasmid Purification MIDI Kit Plasmid-DNA Praparation im MIDI-Malstab

GFX PCR DNA und Gel Band Aufreinigung von DNA aus L&sungen und

Purification Kit Agarosegelen

QIAquick PCR Purification Kit Entfernung von DNA-Fragmenten
(z.B. Desoxyoligonukleotide) und anderen
unerwlnschten Bestandteilen aus DNA-
Ldsungen

QIAGEN Plasmid Mega Kit Plasmid-DNA Praparation im Mega-Malistab

Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA RNA-Extraktion aus Pflanzenmaterialien

Plant

Gateway® BP Clonase® Il Enzyme Mix in vitro Rekombination von PCR-Produkten
(mit attB-Sequenzen) und einem Donor-Vektor
(mit attP-Sequenzen) zur Herstellung von
Entry-Klonen

Gateway® LR Clonase® Il Enzyme Mix  in vitro Rekombination von Entry-Vektoren (mit
attL-Sequenzen) und einem Destination-Vektor
(mit attR-Sequenzen) zur Herstellung von
Expressions-Klonen

Invitrogen Platinum® SYBR® Green Reagenzien-Mix (Amplifikations- und

gPCR SuperMix-UDG Detektionsreagenzien) flr die quantitative
real -time PCR

2.1.6. Zellkulturen und Pflanzen

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedenen Zellsuspensionskulturen
verwendet. Die At7 Zellsuspensionskultur wurde fir Promotorinteraktionsstudien
sowie fur die Lokalisierung von GFP-Fusionsproteinen eingesetzt. Die BY2 und
die CK_UK Zellsuspensionskulturen wurden ausschlieBlich fur die Lokalisierung

von GFP-Fusionsproteinen verwendet.
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2.1.61. Zellsuspensionskultur
At7 Zellsuspensionskultur

Die A. thaliana Zellsupsensionskultur At7 (Okotyp Columbia) ist eine aus
Hypokotylzellen hervorgegangene Zellsuspensionskultur. Die Kultivierung,
Protoplastengewinnung, sowie die Analyse von Promoterinteraktionsstudien ist in
der Literatur bereits mehrfach beschrieben (Sprenger-Haussels und Weisshaar
2000; Mehrtens et al. 2005; Stracke, R. et al. 2007; 2010).

BY2 Zellsuspensionskultur

Die Kultivierung sowie die Protoplastierung der heterotrophen N. tabacum BY-2

Zellsuspensionskultur erfolgte wie beschrieben in Merkle et al. (1996).
CK_UK Zellsuspensionskultur

Die A. thaliana Zellsuspensionskultur CK_UK (Okotyp Columbia) ist eine aus
Keimlingswurzeln hervorgegangene Zellsuspensionskultur (Mathur et al. 1998).
Die Kultivierung und die transiente Agrobakterien-vermittelte Transformation
erfolgte wie beschrieben in Koroleva et al. (2005), Berger et al. (2007),
Jahns (2007).
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21.7. Pflanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit verschiedenen Okotypen von A. thaliana
gearbeitet (Okotypen: Columbia (Col-0), Estland (Est-1), Landsberg erecta (Ler),
Nossen (N6-0) und Wassilewskija (Ws-4)). Linien, die nicht im Rahmen dieser

Arbeit generiert wurden, sind im Folgenden aufgeflhrt.

Gen Art der Mutation Allel Referenz
MYB11 T-DNA Insertionslinie myb11/pfg2 (SALK0O77068)  (Stracke, R.
et al. 2007)
MYB12 Footprint-Allel myb12/pfg1 (DQ224277) (Mehrtens et al.
2005)
MYB111  T-DNA Insertinslinie myb111/pfg3 (GK291D01) (Stracke, R.
et al. 2007)
MYB11, Homozygote myb11/pfg2 (SALK0O77068),  (Stracke, R.
MYB12, Tripel-Mutante myb12/pfg1 (DQ224277), et al. 2007)
MYB111 myb111/pfg3 (GK291D01)
MYB75 T-DNA Insertionslinie myb75/pap1 (PST16228) (Teng et al
2005)
bHLH42  T-DNA Insertionslinie bhlh42/tt8 (GK241D05) (Kleinboelting
et al. 2012)
bHLHZ2 T-DNA Insertionslinie bhih2/egl3 (GK483D04) (Kleinboelting
et al. 2012)
PFT1 T-DNA Insertinslinie At5962210/pft1-1 (Kleinboelting
(GK243D08) et al. 2012)
2.2. Methoden
2.21. Pflanzenkultivierung

Die Anzucht von A. thaliana Pflanzen erfolgte auf Erde oder steril auf
Y2 MS-Platten. Des Weiteren erfolgte die Kultivierung der Pflanzen sowohl unter
Kurztagbedingungen (8 Stunden Licht, 16 Stunden Dunkelheit / Tag) als auch
unter Langtagbedingungen (16 Stunden Licht, 8 Stunden Dunkelheit / Tag).

2.21.1. Anzucht auf Erde

Die A. thaliana Samen wurden auf einem wasserdurchfeuchtetem Gemisch aus
Pflanzenerde und 4 Vermekulit ausgesat und anschliefend fir 2-3 Tage bei 4°C
im  Dunkeln stratifiziert. Folgend wurden sie 2-4 Wochen unter
Kurztagbedingungen im Gewachshaus, in einem Klimaraum oder einem
Klimaschrank (Percival Scientific Inc., Perry, 1A, USA) kultiviert. Durch

Uberfiihrung in Langtagbedingungen wurde nach dieser Zeit das Schossen der
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Pflanzen induziert. Sollten Samen der Pflanzen gesammelt werden, wurden diese
noch weitere 4-6 Wochen kultiviert und anschliel3end, sobald die Schoten gelblich
geworden sind, mit Papiertuten eingetutet. Nach 1-2 weiteren Wochen konnten die

Samen geerntet werden.

2.2.1.2. Oberflachensterilisation von Samen

Zur Oberflachensterilisierung von A. thaliana — Samen wurden diese in ein
1,5 mL Eppendorf Reaktionsgefa® Uberfuhrt und anschlieRend zweimal mit je
500 pL 70%igem Ethanol versetzt und jeweils fir zehn Sekunden sorgfaltig durch
Vortexen gemischt und abzentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5417R, 30 sek,
13.200 upm). AnschlieBend wurden die Samen mit 100%igem Ethanol gewaschen
und abzentrifugiert. Danach wird das Ethanol unter sterilen Bedingungen
abgenommen und die Samen unter der Sterilbank getrocknet. Die Samen kénnen

bei 4°C gelagert werden.

2.2.1.3. Anzucht auf MS-Platten

Fur die sterile Anzucht von Keimlingen stand ein Lichtraum der
Langtagbedingungen durch Kunstlicht simuliert zur Verfigung. Die hier
angezogenen Samen wurden auf %2 MS-Platten (mit z.T. unterschiedlichen
Saccharose-Konzentrationen (1,5 % und 4 %) oberflachensteril ausgelegt und zur
Stratifikation flr zwei Tage bei 4°C und Dunkelheit gelagert. Anschliel3end erfolgte

die Anzucht der Keimlinge im Klimaraum.

2.2.2. Histochemische Analyse der p-Glucoronidase (GUS)
Aktivitat und Green Fluorescent Protein (GFP) Detektion in

pflanzlichen Geweben

Das Reportergen uidA aus E. coli, das fur die B-Glucoronidase (GUS) kodiert und
das grun-fluoreszierende Protein (Green Fluorescent Protein (GFP)) aus
Aequorea victoria werden in der molekularbiologischen Analyse von Pflanzen
haufig verwendet. Als transkriptionelle Fusionen dienen sie unter anderem der
Detektion der gewebsspezifischen Promotoraktivitat. Der Nachweis der GUS-
Aktivitat in transgenen Pflanzen erfolgt Uber eine Hydrolyse des synthetischen
Substrats 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-p-glukuronat (X-Gluc) in Glukoronsaure

und 5-Brom-4-chlor-indoxyl. Unter Luftsauerstoff oxidiert das
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5-Brom-4-chlor-indoxyl zu einem Indigofarbstoff (5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo),
dessen Dimere blau gefarbte Prazipitate bilden. Zur Analyse wurden z.B.
Keimlinge direkt von 2 MS-Platten geerntet und sofort in Fixans tUberfuhrt und fur
45 min inkubiert. Anschliefend wurde das fixierte Pflanzenmaterial fur weitere
45 min unter mehrmaligem Pufferwechsel in NaPi-Puffer gewaschen. Weiter
wurde der NaP;-Puffer gegen X-Gluc-Lésung getauscht und das Pflanzenmaterial
im Exsikkator mehrfach mit Vakuum infiltriert. Es folgte eine Inkubation bei 37°C
Uber Nacht. Die X-Gluc-Lésung wurde verworfen und und durch NaP;-Puffer
ersetzt. Zur Klarung wurde das Pflanzenmaterial fur mehrere Stunden mit
technischem Ethanol behandelt. Die langerfristige Aufbewahrung erfolgte in

50%igem Glycerin. Die Doklumentation erfolgte am Binokular (Zeiss).

Der Nachweis der GFP-Aktivitat in transgenen Pflanzen erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM 5500B) unter Verwendung eines GFP

spezifischen Filters.

2.2.3. Herstellung methanolischer Extrakte fur die

Diinnschichtchromatographie (HPTLC)

Zur Herstellung methanolischer Extrakte wurde je 50 — 150 mg Pflanzenmaterial
von 5-DAG alten Keimlingen geerntet, in 2 mL Schraubdeckel-Reaktionsgefalie
uberfihrt und mit 500 pyL 80%igem Methanol und mit 10-15 Zirconia Kugeln
(Durchmesser 1 mm) versetzt. Die Proben wurden anschlielend im Ribolyser
(Qbiogene, 6,5 msek, 2x 45 sek) homogenisiert und zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5415D, 13.200 upm, 4 min). Die Uberstdnde wurden in neue
2 mL Schraubdeckel-Reaktionsgefalte und anschlieend bei 60 °C in einer
SpeedVac eingedampft. Die getrockneten Pellets wurden 1 pL 80%igem

Methanol mg™" Ausgangsmaterial geldst.

2.2.4. Diinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie mit anschlieRender Naturstoff-Reagenz A
(DPBA) -Farbung wurde nach (Wagner und Bladt 1995) durchgefihrt. Je zwei mL
der methanolischen Extrakte (2.2.4.) wurden auf 10 cm x 10 cm Silica-60 HPTLC-
Platten (Merck) als stationare Phase aufgetragen. Die Chromatographie wurde
mittels Ethylacetat, Ameisensaure, Essigsaure und H,O (100:12:12:26) als mobile

Phase in geschlossenen Chromatographiekammern durchgefihrt. Aufgetrennte
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Phenylpropanoide wurden mittels einer aufgesprihten 1%igen DPBA-L6sung
(w/iv) (Roth 9920-1) in Methanol und anschlieBend aufgesprihter 5%igen
methanolischen Polyethylen Glykol (PEG) 400 Lésung gefarbt. Die behandelten
Chromatogramme wurden unter UV-Licht (312 nm) betrachtet und mittels

Fotographie dokumentiert.
2.2.5. Molekularbiologische Methoden

2.2.51. Polymerasekettenreaktion (PCR)
(modifiziert nach Mullis, K. et al. 1986; Mullis, K.B. und Faloona 1987)

Fir die PCR wurden, je nach Verwendungszweck, Ansatze mit Taqg-DNA-
Polymerase (aus Eigenherstellung oder der Firma TaKaRa) oder PHUSION™
HIGH FIDELITY DNA POLYMERASE (mit proof reading Aktivitat) verwendet. Bei
einem Gesamtvolumen von 25 pL enthielten die PCR-Ansatze in der Regel
25-500 ng Matrizen-DNA, 10 pmol gegenlaufige Desoxyoligonukleotide (Primer),
2 nmol (Tag-Polymerase) bzw. 5 nmol (PHUSION™-Polymerase) dNTP-Mix und
1 U Taqg-DNA-Polymerase bzw. 0,5 U PHUSION™ HIGH FIDELITY DNA
POLYMERASE in einem entsprechendem 1x Puffer. Die DNA-Amplifikation wurde
in einem Mastercycler epigradient (Eppendorf) oder MJ Research PTC-200

(Biozym) Thermocycler nach folgendem Schema durchgefthrt:

Taqg-Polymerase TaKaRa-Taq PHUSION™-Polymerase
Schritt Zeit Temp Zyklen Zeit Temp Zyklen Zeit Temp Zyklen
Aktivierung 5 min 94°C 1 5 min 98°C 1 30 sec 98°C 1
Denaturierung 30 sec 94°C 10 sec 98°C 10 sec 98°C
Annealing 30 sec 50-65°C 30-35 30 sec 50-65°C 30-35 30 sec 50-65°C 30-35
Elongation 1min/kb 72°C 1min/kb 72°C 30sec/kb 72°C
Elongation 7 min 72°C 1 7 min 72°C 1 7 min 72°C 1
Kiihlen o 16°C o 4-16°C © 4-16°C
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2.25.2. Kolonie-PCR
(modifiziert nach Gussow und Clackson 1989)

Die Kolonie-PCR ist eine schnelle Methode um Wirtsbakterien nach erfolgter
Transformation auf das erfolgreich inserierte rekombinante Plasmid zu
untersuchen. Fur diese Art von PCR wird ein fast identischer Ansatz wie bei der
Standard-PCR (siehe 2.2.4.1., Tag-Polymerase und TaKaRa-Taq) verwendet.
Allerdings wurde hier auf die Zugabe von aufgereinigter Template-DNA verzichtet.
Mittels eines sterilen Zahnstochers wurden die zu analysierenden
Bakterienkolonien von einer Agar-Platte gekratzt, auf eine neue Agar-Platte
Ubertragen und der Zahnstocher in den PCR-Ansatz Uberflihrt. Durch
Drehbewegungen des Zahnstochers wurden noch vorhandene Bakterien in den
PCR-Ansatz geldst. Somit dienen Bakterien als Template fir die Kolonie-PCR.
Das Primerpaar fir diese Art der PCR wurde so gewahlt, dass ein Insert-
spezifischer Primer und Vektor-spezifischer Primer verwendet wurden, um die

rekombinanten Bakterien als richtig oder falsch identifizieren zu kénnen.

2.2.5.3. Isolierung von Plasmid-DNA
Plasmid-DNA Praparation im MinimaRstab (TELT-Miniprep)
(modifiziert nach Holmes und Quigley 1981)

Fur die Plasmid-Isolierung wurden 1,5 mL einer 3 mL E. coli Ubernachtkultur
pelletiert (Eppendorf Zentrifuge 5415D, 13.000 upm, RT, 2 min), der Uberstand
entfernt und das Pellet in 200 yL TELT-Puffer mit 20 pL Lysozym-Ldsung
[10 mg/mL] unter vortexen resuspendiert. Die Suspension wurde unter leichtem
Schitteln (Eppendorf Thermomixer compact, 800 upm) fir 3-5 min bei 95°C
inkubiert und anschlieBend fur 5 min auf Eis gehalten. Nach Zentrifugation
(Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13.000 upm, 4°C, 15 min) wurde das Pellet
entweder mit einem Zahnstocher entfernt, oder der Uberstand in ein neues
Eppendorfreaktionsgefal® dberfihrt. Durch Zugabe von 100 pL Isopropanol wurde
die im Uberstand enthaltene Plasmid-DNA prazipitiert und anschlieRend pelletiert
(Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13.000 upm, 4°C, 15 min). Der Uberstand wurde
entfernt und das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen (Eppendorf Zentrifuge
5415D, 13.000 upm, RT, 2 min). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
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fur 15 min bei RT getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde anschlief3end in 50 yL TE-
Puffer (10/0,1) mit RNase [10 pg/mL] geldst.

Plasmid-DNA Préaparation im MinimaRstab (Alkalische Lyse)

Fur die alkalische Lyse wurde eine 3 mL E. coli Ubernachtkultur pelletiert
(Eppendorf Zentrifuge 5415D, 13.000 upm, RT, 2 min), der Uberstand entfernt und
das Pellet in 100 yL Losung 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 yL Losung 2
wurde die Suspension fur 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden
150 yL Lésung 3 zugegeben und die Suspension Zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5415D, 13.000 upm, RT, 5 min). Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfreaktionsgefal} Uberfihrt und diesem zur Plasmid-DNA Prazipitation
1 mL eiskaltes 100%iges Ethanol zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation
(Eppendorf Zentrifuge 5415D, 13.000 upm, RT, 10 min) wurde das Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen (Eppendorf Zentrifuge 5415D, 13.000 upm, RT,
3 min) und anschlieBend bei RT fur ca. 15 min getrocknet. Die Plasmid-DNA
wurde in 30 yL TE-Puffer (10/0,1) mit RNase [50 pg/mL] geldst.

Plasmid-DNA Préaparation im MIDI- und MEGA-MaRstab

Fir die Gewinnung hochreiner Plasmid-DNA wurde die alkalische Lyse gefolgt von
einer saulenchromatographischen Aufreinigung eingesetzt. Hierfur wurden, je
nach benotigter Plasmidmenge das JETstar Plasmid Purification MIDI Kit
(Genomed) oder das QIAGEN Plasmid MEGA Kit (Qiagen) verwendet. Die
Durchfihrung der Plasmid-DNA Isolierung erfolgte jeweils nach Anweisungen des

Herstellers. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde in TE-Puffer (10/1) geldst.

2.2.54. Restriktionsverdau von DNA

Abhangig von der Menge der zu spaltenden DNA wurde das Gesamtvolumen des
Restriktionsansatzes gewahlt. Wichtig hierbei ist, dass das eingesetzte Volumen
der Restriktionsenzyme nicht den Anteil von 10 % des Gesamtvolumens
Uberschreitet, da die Restriktionsenzyme in glyzerinhaltigen Puffer vorgelegt
werden und viele Enzyme bei zu hohen Konzentrationen von Glyzerin eine
Staraktivitat zeigen. Die Durchflihrung der Restriktionsspaltungen richtet sich nach
den Angaben der Herstellungsfirma der jeweiligen Restriktionsendonukleasen
(New England Biolabs). Pro ug zu spaltender DNA wurden ca. 5 U an Enzym und

2 ul 10-fach Puffer eingesetzt. Teilweise wurde dem Restriktionsansatz auch BSA
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(bovine serum albumin) zugesetzt, falls die Restriktionsendonukleasen dieses
erforderten. Die Restriktionsansatze wurden, wenn nicht vom Hersteller anders

angegeben, bei 37°C fur mindestens eine Stunde inkubiert

2.2.5.5. Auftrennung von DNA durch Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde in 1 bis 2%igen Agarosegelen
(in 1x TAE-Puffer) durchgefuhrt. Um die aufgetrennten DNA-Fragmente sichtbar
zu machen wurde dem Agarosegel 0,04 ug Ethidiumbromid pro mL Gelvolumen
zugesetzt. Die Auftrennung erfolgte im elektrischen Feld bei einer Spannung von
ca. 10 Volt/cm. Die Dokumentation erfolgte durch Fotografieren unter UV-Licht-
Bestrahlung an einem Videodokumentationssystem (INTAS). Fur die
Grollenabschatzung wurde eine 1 kb Ladder (Invitrogen) oder eine 100 bp Ladder
(NEB) verwendet. Flr praparative Anwendungen wurde Agarose der Firma

Invitrogen benutzt.

2.2.5.6. Aufreinigung und Elution von DNA

Die Aufreinigung und Isolierung von DNA-Fragmenten wurden mit dem GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosiences) oder dem QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) durchgefuhrt. Die Durchfuhrung erfolgte geman den
Hersteller Angaben. DNA-Fragmente die aus einem Agarosegel isoliert werden
sollten wurden mit dem GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit aufgereinigt.
Die Elution von DNA aus wassrigen Lésungen und geChlIPter DNA erfolgte mit
dem QIAquick PCR Purification Kit.

2.2.5.7. Ligation

Die Ligation eines DNA-Fragmentes in einen Vektor wurde jeweils in einem
Reaktionsvolumen von 10 yL durchgefuhrt. Es wurde jeweils ein Insert-zu-Vektor-
Verhaltnis von 5:1 eingesetzt. Fur die Ligation wurden 400 U T4 DNA Ligase
(NEB) in einem entsprechenden 1x Puffer eingesetzt. Die Inkubationszeiten fur
eine ,sticky-end” Ligation betrug 30 min bei 25°C und fur eine ,blunt-end”
Klonierung Uber Nacht bei 16°C. Der komplette Ligationsansatz wurde

anschlief3end flr die Transformation in E. coli Zellen eingesetzt.
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2.2.5.8. Erzeugung von Plasmidkonstrukten mittels Gateway®

Rekombination

Die Klonierung von PCR-Produkten, welche durch die PHUSION™ HIGH
FIDELITY DNA POLYMERASE amplifiziert wurden, erfolgte mit der Gateway®
Technologie der Firma Invitrogen (Gateway® BP Clonase® Il Enzyme Mix und
Gateway® LR Clonase® Enzyme Mix). Diese Technologie erlaubt einen schnellen
und effizienten Transfer von DNA-Sequenzen in unterschiedliche Vektorsysteme.
Als Voraussetzung fiur dieses System werden PCR-Produkte mit flankierenden
spezifischen Sequenzen (aftB Sites) und ein Donorvektor mit spezifischen
Sequenzen (attP Sites) benétigt. Durch den BP Clonase® Il Enzyme Mix (Int,
IHF), der eine Intergrase (Int) des Bakteriophagen A und den ,Integration Host
Factor* (IHF) aus E.coli enthalt, wird die Rekombination eines attB-Substrates
(z.B. attB-PCR Produkt) mit einem attP-Substrates (z.B. pDONR201) zu einem
attl-tragendem Entry-Klon katalysiert (Uberblick in Abb.2.1.).

attB attB attP attP attL attL attR attR

m el i L =
attB-flanked PCR donor _— entry by-product
product or attB vector clone

expression clone

Abb. 2.1. Vereinfachte Darstellung des molekularen Ablaufs einer BP-Reaktion. Aus
Gateway Technology, Version E, 22 September 2003, 25-0522

Die folgende LR-Reaktion wird durch die LR Clonase® Enzyme Mix (Int, Xis, IHF)
katalysiert. Dieser Mix besitzt die enzymatischen Funktionen der Intergrase (Int)
und Exzisionase (Xis) des Bakteriophagen A, sowie ebenfalls den ,Integration Host
Factor* (IHF) aus E.coli. In diesem Teil der Klonierung erfolgt die Rekombination
eines attL Substrates (Entry-Vektor) mit einem attR Substrat (Destination-Vektor)
zu einem aftB-tragendem Expressionsvektor und einem attP-tragendem

Nebenprodukt (Uberblick in Abb.2.2.).

attB attB attP attP

L attL attR attR
JB 0B
+ +
entry destination E—— expression by-product
clone vector clone

Abb. 2.2. Vereinfachte Darstellung des molekularen Ablaufs einer LR-Reaktion. Aus
Gateway Technology, Version E, 22 September 2003, 25-0522
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Die Anwesenheit des ccdB-Gens erlaubt eine negative Selektion der Donor- und

Destination-Vektoren in E. coli nach erfolgter Rekombination und Transformation.

2.2,5.9.

Fur diese Arbeit erstellte, relevante Plasmidkonstrukte

Plasmidkonstrukte, die im Rahmen dieser Arbeit generiert wurden, sind im

Folgenden tabellarisch aufgeflhrt. Die Sequenzen basieren auf dem A. thaliana

Okotyp Col-0.

Klon-Nr. Plasmid

0J003 pDISCO

0J004 pDISCO-Prog; s

0J008 pDISCO-Procys

0Jo10 pMDC43-Prosss::GFP:MYB11
OJo11 pMDC43-Prosss::GFP:MYB12
0J012 pMDC43-Prozss::GFP:MYB111
0J013 pMDC43-Proyyg11::GFP:MYB11
0Jo14 pMDC43-Proyyg12::GFP:MYB12
0J015 pMDC43-Proyyg111::GFP:-MYB111
0Jo17 pD'SCO-PfOTATA

0J018 pDONR201-Prorara

0J019 pDONR201-Prozss

0J020 pDISCO-Progzss

0J021 pDONRzeo-Propers

0J022 pMDC163-Proper1::GUS

0J023 pMDC107-Propers::GFP

0J024 pDONR201 -PrOUGT73D1

Eigenschaften und Einzelheiten zur Klonierung
Destinations Vektor flir rekombinatorisches Klonen,
Vektorriickgrat aus pBT10-GUS, Austausch der

Position von 1993-3932 BP des Rickgrates mit der
attR1-ccdB-Cat’-attR2-Kassette aus pGWB3i-GUS

wie 0J003, LR-Reaktion mit Rst650

wie 0J003, LR-Reaktion mit Rst649

Destinations Vektor fir rekombinatorisches Klonen
zur Pflanzentransformation aus der pMDC Gateway
Vektor Serie, LR-Reaktion mit Rst620

Destinations Vektor fir rekombinatorisches Klonen
zur Pflanzentransformation aus der pMDC Gateway
Vektor Serie, LR-Reaktion mit Rst622

Destinations Vektor fir rekombinatorisches Klonen
zur Pflanzentransformation aus der pMDC Gateway
Vektor Serie, LR-Reaktion mit Rst584

wie 0J010, Insert Uber Amplifikation mit 0180/0181
und Col-0 gDNA als Matrize, Klonierung tber
Kpnl/Hindlll

wie 0J011, Insert Uber Amplifikation mit O178/0179
und Col-0 gDNA als Matrize, Klonierung tber
Kpnl/Hindlll

wie 0J012, Insert Uber Amplifikation mit 0182/0183
und Col-0 gDNA als Matrize, Klonierung tber
Kpnl/Hindlll

wie OJ003, LR-Reaktion mit OJ018

Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0199/0200 und MS23 als
Matrize, BP-Reaktion

Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0197/0198 und MS83 als
Matrize, BP-Reaktion

wie OJ003, LR-Reaktion mit OJ019

Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0234/0235 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion

Destinations Vektor fiir rekombinatorisches Klonen

zur Pflanzentransformation aus der pMDC Gateway
Vektor Serie, LR-Reaktion mit OJ021

Destinations Vektor fiir rekombinatorisches Klonen

zur Pflanzentransformation aus der pMDC Gateway
Vektor Serie, LR-Reaktion mit 0J021

Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0255/0171 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion
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0J025 pDONR201-Proycr7sp3 Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0174/0175 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion

0J026 pDONR201-Proycr7sp4 Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0195/0196 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion

0J027 pDONR201-Proycrsscs Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0168/0169 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion

0J028 pDONR201-Proysr73cs Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0172/0173 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion

0J029  pDISCO-Proysrzens wie 0J003, LR-Reaktion mit 0J024

©J030  pDISCO-Proverzans wie 0J003, LR-Reaktion mit 0J025

0J031  pDISCO-Proygr7ens wie 0J003, LR-Reaktion mit 0J026

0J032 pDISCO-Proyersscs wie 0J003, LR-Reaktion mit 0J027

0J033  pDISCO-Proyerrscs wie 0J003, LR-Reaktion mit 0J028

0J034 pMDC43-Proyy3ss::GFP:PFT1 Destinations Vektor fiir rekombinatorisches Klonen
zur Pflanzentransformation aus der pMDC Gateway
Vektor Serie, LR-Reaktion mit LB033

0J036 pDONR201-Proycr7sp2 Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0264/0177 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion

0J037 pDONR201-Proycr7sc1 Donor Vektor fiir rekombinatorisches Klonen, Insert
Uber Amplifikation mit 0265/0266 und Col-0 gDNA
als Matrize, BP-Reaktion

0J040  pDISCO-Proyer7enz wie 0J003, LR-Reaktion mit 0J036

©J042  pDISCO-Proyerrscy wie 0J003, LR-Reaktion mit 0J037

2.2.5.10. DNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial

Die Isolation kleiner Mengen genomischer DNA aus A.thaliana-Blattern als
Template-DNA fir PCR-Ansatze erfolgte nach der Methode von (Edwards et al.
1991). Hierzu wurden 100-500 mg A. thaliana-Blatter in einem
Eppendorfreaktionsgefal® mit 500 ul Extraktionspuffer und 1-2 Spatell6ffeln
SilicaBeads ca. 45 sek im Tissue Lyser (Qiagen) zerkleinert. Das Pflanzenmaterial
wurde pelletiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13.000 upm, 4°C, 3 min) und
400 L des Uberstandes in ein neues Eppendorfreaktionsgefal tberfiihrt. Durch
Zugabe von 300 uL Isopropanol und zwei minutiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die genomische DNA prazipitiert. Das DNA-Prazipitat
wurde zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge, 13.000 upm, RT, 5 min), mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 yL TE-Puffer (10/1) aufgenommen.

2 uL dieser DNA wurden als Matrizen fir die PCR verwendet.
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2.2.511. Ethanol-Fallung von DNA

DNA, die zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte, wurde vorher durch eine
Ethanol-Fallung mit Ammoniumacetat als Kation aufgereinigt. Die DNA wurde
durch Zugabe von einem Volumenanteil Ammoniumacetat (4 M) und sechs
Volumenteilen Ethanol (100%) gefallt. Das Prazipitat wurde anschlielend durch
Zentrifugation pelletiert (Eppendorf Zentrifuge, 13.000 upm, 4°C, 15 min). Der
Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und

nach Trocknung in 10 mM Tris/HCI pH8,0 aufgenommen.

2.2.512. Photometrische Bestimmung von Nukleinsaure-

Konzentrationen

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte tber photometrische
Messung. Die Nukleinsaurekonzentration errechnet sich nach dem Lamber-
Beer'schen Gesetz aus der OD bei 260 nm, der Verdinnung und einem flr DNA-,
RNA- bzw. Oligonukleotid-spezifischem Multiplikationsfaktor. Eine Extinktion von
1,0 entspricht dabei 50 pg/mL doppelstrangiger DNA, 40 upg/mL RNA,
35 pg/mL einzelstrangiger DNA und 20 pg/mL Oligonukleotiden. Eine Angabe zur
Reinheit der Lésung erhalt man Gber das Verhaltnis der OD2gonm und der OD2gonm.
Die photometrische Bestimmung der Konzentration erfolgte im Biophotometer
(Eppendorf) oder mit dem mikro-volumen Spectrophotometer NanoDrop 1000
(ND 1000, Nanodrop). Als Nullabgleich diente der jeweilige Puffer in dem die DNA

aufgenommen wurde.

2.2.5.13. ExoSAP Verdau von DNA

Sollte PCR-amplifizierte DNA direkt zur Sequenzierung eingesetzt werden, wurde
zunachst eine Behandlung dieser mit ExoSAP-IT durchgefuhrt. Hierzu wurden
6,5 uL PCR-Amplifikat mit 0,5 pL ExoSAP-IT gemischt und anschlielend fur
30 min bei 37°C inkubiert. Bei einer folgenden 15-minitigen Inkubationszeit bei

80°C erfolgte die Enzyminaktivierung.

2.2.5.14. DNA-Sequenzierung

Zur Uberprifung der zu sequenzierenden DNA wurde jeweils eine Probe mit einer
Konzentration von 250 ng/puL von der Sequencing Core Facility der Universitat

Bielefeld unter Verwendung der Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977) und
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Big Dye-terminator Chemistry auf einem Abi Prism 3730x1 DNA-Sequencer
(Applied Biosystems) sequenziert. Zur anschlieBenden Auswertung der
Sequenzdaten wurde das Programm Sequencher (GeneCodes Corporation, USA)

verwendet.

2.2.5.15. Modellierung homologer Proteinstrukturen
(detalliert beschrieben in Appelhagen, |., Jahns, O. et al. 2011)

Fur die Modellierung homologer Proteinstrukturen wurden zunachst die erhaltenen
Nukleotidsequenzdaten in silico translatiert. Das Proteinstruktur-Modell wurde mit
Hilfe des webbasierten SWISS-Model Workspace (Arnold et al. 2006; Kiefer et al.
2009) generiert. Die Visualisierung erfolgte mit der PyMOL Molecular Graphics
System Software (Version 1.3r1, Schrodinger, LLC, New York, USA;
http://www.pymil.org).

2.2.5.16. RNA-Praparation

2.2.5.16.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Aus kleinen Mengen pflanzlichen Ausgangsmaterials (ca. 50 ug) wurde die
Gesamt-RNA mit dem NucleoSpin® RNA Plant Kit (Macherey-Nagel) nach
Herstellerangaben extrahiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei
-70°C gelagert.

2.2.5.16.2. Probenvorbereitung fiir die RT-PCR

Zur Eliminierung von Verunreinigungen genomischer DNA in Gesamt-RNA-
Praparationen wurde zunichst eine DNasel-Restriktion (DNA-free™; Ambion)
durchgefuhrt. Hierzu wurden 2 ug Gesamt-RNA mit HoOpgpc auf ein Volumen von
8,8 uL gebracht. AnschlieRend wurden 0,2 pyL rDNasel und 1 uL 10x Puffer
zugegeben. Der Ansatz wurde flr 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung
der rDNasel erfolgte mit dem DNase inactivation reagent (DNA-free™; Ambion).
Der Ansatz wurde flr zwei Minuten bei RT inkubiert und genomische DNA durch
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5415D, 13.000 upm, RT, 2 min) pelletiert.
Der RNA-haltige Uberstand wurde in ein neues Eppendorfreaktionsgefa
Uberfuhrt und bis zu einem Volumen von 100 pl mit HyOpegpc aufgefllit.
AnschlieRend folgte eine Lithiumchlorid-Prazipitation um RNA spezifisch zu fallen.

Die Prazipitation erfolgte mit 1 Volumen Lithiumchlorid (5M, H,Opgpc) flr
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mindestens zwei Stunden bei -20°C. Der Fallung folgte eine Zentrifugation
(Eppendorf Zentrifuge 5415R, 14.000 upm, 4°C, 30 min). Nach Entfernung des
Uberstands wurde das Pellet mit 100 yL (3M) Natriumacetat gewaschen und
erneut zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 14.000 upm, 4°C, 30 min).
Dieser Waschschritt wurde noch zweimal mit 300 yL 70%igem Ethanol (auf -20°C
gekuhlt) wiederholt. Nach Trocknung des RNA-Prazipitats wurde dieses in
8 ul H2Opepc resuspendiert. Zur Erststrang-cDNA-Synthese wurden
8 uL aufgereinigte Gesamt-RNA mit 0,5 uyL Random-Hexamere [50 ng/uL],
0,5 pL oligo(dT)12-1 Primer [0,5 pg/pL] und 1 yL 10mM dNTPs far 5 min bei 65°C
und anschlie®end fur 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 4 uL 5x First Strand
Buffer, 2 yL 50mM MgCl,, 2 pL 0,1 M DTT, 0,5 uL BSA (nukleasefrei, [1 ug/uL]),
0,5 uL RNase Inhibitor (Fermentas) sowie 1 yL Reverse Transkriptase (Invitrogen,
SuperScript” 1l Reverse Transcriptase) zugesetzt. Zur Erststrang-Synthese
wurden die Ansatze 5 min bei 25°C, 1 h bei 42°C und 15 min bei 70°C inkubiert.
Wurde die cDNA fur eine qPCR eingesetzt, wurde diese 1:10 mit HOpgpc
verdunnt, zu 16 uL aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Fir die

Verwendung in einer RT-PCR wurde die cDNA unverdinnt bei -20°C gelagert.

2.2.5.16.3. Semiquantitative RT-PCR

Semiquantitative reverse transcriptase PCR (RT-PCR) wurde im Rahmen dieser
Arbeit angewendet um auf die vorhandene Expression der untersuchten Gene
zwischen einem Wildtyp (z.B. Col-0) und einer Knock out-Mutante abzuschatzen.
Es wurde je 1 yL der cDNA als Matrizen-DNA mit spezifischen Primern fir die
18S-rRNA (FW389 und REV389) in der PCR eingesetzt. Die 18S-rRNA wird in
nahezu allen Geweben konstituiv exprimiert und diente hier als Kontrollgen. Als
ungefahres Mall flr die Expressionsstarke diente die Bandenstarke nach
Agarosegel-Elektrophorese. Das Volumen der Matrizen-DNA wurde daraufhin
gegebenenfalls so angepasst, dass nach der 18S-rRNA-PCR eine vergleichbare
Bandenstarke im Agarosegel in den zu vergleichenden Proben beobachtet werden
konnte. Das ermittelte Matrizen-DNA-Volumen wurden dann in einer PCR mit
genspezifischen Primern flr die zu untersuchenden Gene eingesetzt, wobei die
Zyklenzahl gegebenenfalls noch so angepasst wurde, dass die Reaktion in der
exponentiellen Amplifikationsphase gestoppt wurde. Es wurde im Allgemeinen das

folgende Schema fir die PCR mit Tag-DNA-Polymerase verwendet:
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Schritt Zeit Temp Zyklen
Aktivierung 3 min 94°C 1
Denaturierung 30 sec 94°C
Annealing 30 sec 50-65°C 25-35
Elongation 1min/kb 72°C
Elongation 5 min 72°C 1
Kiihlen oo 16°C

2.2.6. Mikrobiologische Methoden

2.2.6.1. Kultivierung von Bakterien

Zur Herstellung methylierter Plasmid-DNA wurde der E.coli Stamm XL1 blue, zur
Herstellung unmethylierter Plasmid-DNA der E. coli Stamm K12 ER2925
verwendet. Die Bakterien wurden grundsatzlich auf selektiven LB-Platten bei 37°C
angezogen. Flussigkulturen wurden entweder mit selektivem LB- oder TB-Medium
kultiviert. Plasmide, die fur die Pflanzentransformation verwendet werden sollten,
wurden zunachst in Agrobakterium tumefaciens transformiert und anschlief3end
sowohl auf selektiven YEP-Platten als auch in selektivem YEP-Flissigmedium bei

28°C angezogen.
2.2.6.2. Herstellung kompetenter Bakterienzellen fiir die Transformation

2.2.6.21. Herstellung elektrokompetener Bakterienzellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen (Stamm XL1 blue; K12 ER2925)
wurde eine 5 mL Ubernachtkultur in selektivem LB-Medium angeimpft. Am
Folgetag wurde 500 mL selektives LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben (mit
Schikanen) mit 1 ml dieser Kultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgyo von
0,5 — 0,6 kultiviert. AnschlieBRend wurde diese in einen Zentrifugenbecher
Uberfuhrt, auf Eis heruntergekihlt und abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3SR,
4000g, 4°C, 15 min). Der Uberstand wurde restlos entfernt und die Zellen in
250 mL eiskaltem autoklaviertem Wasser (ddH,O) durch vorsichtiges Schwenken
resuspendiert und erneut zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3SR, 4000g, 4°C,

15 min). AnschlieBend wurden die Zellen in 20 mL eiskaltem 10% Glyzerin
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resuspendiert und wiederum zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3SR, 4000g, 4°C,
15 min). AbschlieRend wurden die Zellen je nach Pelletgrofie in 2-3 mL eiskaltem
10%igen Glyzerin resuspendiert und 50 pyL der Suspension in vorgekuhlte sterile
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal’e aliquotiert. Die elektrokompetenten Zellen
wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend bei -70°C

gelagert.

2.2.6.2.2. Herstellung chemokompetenter Bakterienzellen

Zur Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen (Stamm XL1 blue; K12 ER2925)
wurde eine 3 mL Ubernachtkultur in selektivem LB-Medium angeimpft. Am
Folgetag wurde 100 mL selektives LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben (mit
Schikanen) mit 1 mL dieser Kultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODggo vOn
0,5 — 0,6 kultiviert. Anschlielend wurde diese in zwei 50 mL Reaktionsgefalie
aufgeteilt, auf Eis heruntergekuhlt und abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3SR,
4000g, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde restlos entfernt und die Zellen in
2 mL eiskaltem TFB1-Medium resuspendiert und in einem Reaktionsgefallm
vereinigt. AnschlieBend wurde mit TFB1-Medium auf 40 mL aufgeflllt. Es folgte
eine 5-minutige Inkubation auf Eis gefolgt von einer erneuen Zentrifugation
(Heraeus Multifuge 3SR, 1500g, 4°C, 10 min). Anschliel3end wurden die Zellen in
4 mL eiskaltem TFB2-Medium resuspendiert und wiederum fir 15 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend auf 100 uL Aliquots in vorgekuhlten
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefalien verteilt. Die chemokompetenten Zellen wurden

in fliussigem Stickstoff schockgefroren und anschliel3end bei -70°C gelagert.

2.2.6.2.3. Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens

Zur Herstellung elektrokompetenter A tumefaciens Zellen (Stamm GV3101;
LBA4404) wurde am Vortag eine 5 mL Ubernachtkultur in selektivem YEP-Medium
angeimpft und bei 28°C kultiviert. Am Folgetag wurde mit dieser Ubernachtkultur
eine  Hauptkultur in 250 mL selektivem YEP-Medium in einem
2 L Erlenmeyerkolben (mit Schikanen) angeimpft und bei 28°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Hauptkultur in vorgekihlte 500 mL Zentrifugenbecher
Uberfuhrt und pelletiert (Heraeus Multifuge 3SR, 4000g, 4°C, 15 min) und das
Pellet danach in mehreren Schritten in folgender Reihenfolge 500 mL eiskaltes
ddH,0 (steril), 500 mL eiskaltes ddH,0 (steril) und 50 mL eiskaltes
10%iges Glyzerin gewaschen und abzentrifugiert (Heraeus Multifuge 3SR, 4000g,
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4°C, 15min). AnschlieBend wurde das Zellpellet in 1-2 mL eiskaltem
10% Glyzerin, je nach Pelletgrofie, resuspendiert und die Zellsuspension zu je
100 pl in vorgeklhlte sterile 1,5 mL Eppendorfreaktionsgefalde aliquotiert. Die
Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend bei
-70°C gelagert.

2.2.6.3. Transformation von Bakterienzellen

2.2.6.3.1. Transformation elektrokompetenter E. coli Bakterienzellen

Ein Aliquot der elektrokompetenten E. coli Zellen (Stamm XL1 blue; K12 ER2925)
wurde auf Eis aufgetaut und mit 50 pg Plasmid-DNA vermischt. Anschliel3end
wurde der Transformationsansatz in eine vorgekuhlte Elektroporationskivette
(1 mm Elektrodenabstand, PeqlLab) Uberflihrt und anschlieRend eine Minute auf
Eis inkubiert. Die Zellen wurden danach in einem Micropulser (BioRad) bei 1,8 kV
und einer mittleren Entladungszeit von ca. 5 msec gepulst. Nach unmittelbarer
Zugabe von 1 mL SOC-Medium wurden die Zellen anschlieBend in sterile
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal’e uberfuhrt und far ca. 45 min bei 37°C und
800 upm in einem Thermomixer compact (Eppendorf) inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen pelletiert (Eppendorf Zentrifuge, 7000 upm, RT, 3 min) und in
50 uL des Uberstandes resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde auf
LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und uber Nacht
bei 37°C inkubiert.

2.2.6.3.2. Transformation chemokompetenter E. coli Bakterienzellen

Ein Aliquot der chemokompetenten E. coli Zellen (Stamm XL1 blue; K12 ER2925)
wurde auf Eis aufgetaut und mit der zu transformierenden DNA vermischt
(ca. 50 pg bei Retransformationen, 10 uL bei Ligationsansatzen). AnschlieRend
wurde der Transformationsansatz fir 10 min auf Eis inkubiert, gefolgt von einem
Hitzeschock bei 42°C fir 90 sec. Weiter wurde nochmals fir 2 min auf Eis
inkubiert. Nach unmittelbarer Zugabe von 1 mL SOC-Medium wurden die Zellen
anschlielend in sterile 1,5 mL Eppendorfreaktionsgefale uberfihrt und fir
ca. 45 min bei 37°C und 800 upm in einem Thermomixer compact (Eppendorf)
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen pelletiert (Eppendorf Zentrifuge,
7000 upm, RT, 3 min) und im Regelfall in 50 uL des Uberstandes resuspendiert

(bei Ligationen wurde gegebenenfalls der Gesamtansatz ausgestrichen). Die
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Bakteriensuspension wurde auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden

Antibiotika ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.6.3.3. Transformation elektrokompetenter A tumefaciens

Bakterienzellen

Ein Aliquot der elektrokompetenten A. tumefaciens Zellen (Stamm GV3101;
LBA4404) wurde auf Eis aufgetaut und mit 50 pg zu transformierender DNA
vermischt. AnschlieRend wurde der Transformationsansatz in eine vorgekulhlte
Elektroporationskiuvette (2 mm Elektrodenabstand, PeqlLab) Gberfuhrt und
anschlieBend eine Minute auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden danach in einem
Micropulser (BioRad) bei 1,8 kV und einer mittleren Entladungszeit von ca. 5 msec
gepulst. Nach unmittelbarer Zugabe von 1 mL YEP-Medium wurden die Zellen
anschlief3end in sterile 1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal’e tberfuhrt und fir ca. 2 h
bei 28°C und 900 upm in einem Thermomixer compact (Eppendorf) inkubiert.
Folgend wurden die Zellen pelletiert (Eppendorf Zentrifuge 5415D, 7000 upm, RT,
5 min) und im Regelfall in 150 ul des Uberstandes resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde auf YEP-Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotika ausgestrichen und flr 2-5 Tage bei 28°C inkubiert.

2.2.64. Glyzerindauerkulturen von transformierten Bakterien

Zur dauerhaften Lagerung transformierter Bakterien wurden 850 pL der
entsprechenden  Ubernachtkultur der Bakterien in der exponentiellen
Wachstumsphase mit 375 uyL autoklaviertem 80%igem Glyzerin vermischt. Die
Suspension wurde sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung
erfolgte bei -70°C. Wurde der Klon fur weitere Experimente bendtigt, wurde ein
Teil der Glyzerindauerkultur mit Hilfe einer Pipettenspitze oder eines sterilen
Zahnstochers abgekratzt und auf eine Agarplatte ausgestrichen oder in eine

Flassigkultur Gberimpft.
2.2.7. Herstellung transgener Pflanzen

22.7A1. Transformation durch ,,floral dipping“

Die Herstellung transgener A. thaliana Pflanzen erfolgte Uber Agrobakterien
vermittelten DNA-Transfer (An et al. 1986). Hierzu wurden die binaren Vektoren

pMDC (Curtis und Grossniklaus 2003) verwendet, die sich sowohl in E. coli als
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auch in A. tumefaciens propagieren lassen. Die auf pMDC basierenden, zu
transformierenden Konstrukte wurden zunachst in E. coli XL1 blue amplifiziert und
anschlielend in A. tumefaciens GV3101 pMP90 transformiert. Eine erfolgreiche
Transformation in A. tumefaciens wurde mittels Kolonie-PCR verifiziert. Hierbei
wurden Konstrukt-spezifische Primer verwendet und eine Bakterienkultur als
Matrize eingesetzt, mit der im weiteren Verlauf eine 5 mL A. tumefaciens
Flissigvorkultur  mit selektivem YEP-Medium (Rifampicin, Kanamycin,
Gentamycin) inokuliert wurde. Die Vorkultur wurde nach 2-3 Tagen Inkubation bei
28 °C zum Animpfen einer selektiven 500 mL YEP Hauptkultur verwendet. Nach
Anwachsen der Hauptkultur (weitere 1-2 Tage) wurde die Pflanzentransformation
nach der ,floral dipping“ Methode durchgefthrt (Clough und Bent 1998, Zhang, X.
et al. 2006). Hierzu wurden die zu transformierenden Pflanzen zuvor so
angezogen, dass nach ca. 30 Tagen die Primarinfloreszenzen abgetrennt wurden
und sich im Verlauf (ca. 7-10 Tage) Sekundarinfloreszenzen bilden konnten. Die
oben beschriebene 500 mL Hauptkulturen, in denen sich die Bakterien in der
exponentiellen Wachstumsphase befinden sollten, wurden mit 5 % Saccharose
und 0,02 % Silwet L-77 versetzt und in ein Becherglas Uberfuhrt. Die zu
transformierenden Pflanzen wurden anschlieBend mit den Infloreszenzen
fur 30 sec in die Bakteriensuspension getaucht und anschlielend fiir einen Tag in
einem verschlossenen Plastikbeutel im Dunkeln aufbewahrt. Danach wurden die

Pflanzen im Gewachshaus weiterkultiviert.

2.2.7.2. Selektion transgener T1-Pflanzen

Positive Transformationsereignisse wurden Utber das Aussaen der T1-Samen auf
Germination Media-Platten (mit HygromycinB als Selektionsmarker) (Nakazawa
und Matsui 2003) identifiziert. Die Samen wurden zur Keimung und folgender
Pflanzenaufzucht unter Kunstlicht (24 h kontinuierliches Licht, 22°C, Percival
Scientific) kultiviert. Transgene, resistente T1-Pflanzen lielen sich dadurch
erkennen, dass sie nach 10 Tagen eine normale Wurzelentwicklung zeigten,
wahrend nicht-transgene, nicht-resistente = T1-Pflanzen ein  verklrztes
Wurzelwachstum zeigten. Transgene Keimlinge wurden anschlieRend auf Erde
pikiert und im Gewachshaus unter Langtagbedingungen weiterkultiviert. Zur
weiteren Analyse wurde das Vorhandensein des Transgens uUber PCR mit

Konstrukt-spezifischen Primern und DNA aus T1-Pflanzenmaterial Gberpruift.



Material und Methoden

58

2.2.8. Zellkulturen

2.2.8.1. At7-Zellkultur

Untersuchungen der Promotoraktivierungspotentiale von Transkriptionsfaktoren,
als auch der Lokalisation von GFP- Fusionsproteinen wurden in der, urspringlich
von A. thaliana Hypokotylzellen abstammenden, Zellsuspensionskultur At7
unternommen (Sprenger-Haussels und Weisshaar 2000). Das Prinzip des
Transaktivierungsassays beruht auf Kotransfektion mehrerer unterschiedlicher
Konstrukte in Protoplastenzellen. Ein Effektor-Konstrukt kodiertes DNA-
Bindeprotein kann spezifisch an cis-regulatorische Elemente im Zielpromotor-
Bereich des Reporterkonstruktes binden, wodurch die Expression des
transkriptionell fusionierten uidA-ORF induziert wird. Diese hervorgerufene
Reportergenaktivitat kann fluorimetrisch bestimmt werden. Zur Korrektur wurde ein
zusatzliches Plasmid (pBT10-Proy,::LUCmM3 — MS129), welches ein Luciferase-
Reportergen unter Ubiquitinpromotorkontrolle codiert, kotransfiziert. Zusatzlich
wurde ein weiteres Plasmid (,Auffillplasmid; pBT10-A::LUCM3 — MS47)
transfiziert, welches dazu dient, in jedem Transfektionsansatz die gleiche
DNA Menge einzusetzen. Fur die Lokalisation von GFP- Fusionsproteinen wurde
die jeweilige Expressionsplasmid-DNA zur Transfektion eingesetzt und
anschliellend mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops dokumentiert. Die fur die
Transfektionsexperimente bendtigte DNA wurde im E. coli Stamm K12 ER2925

hergestellt und ist somit Dam- und Dcm-methylierungsnegativ.

2.2.8.1.1. Vorbereitung der Transfektions-DNAs

Ein Transfektions-DNA Ansatz enthielt 10 uyg Reporterplasmid-DNA,
5 ug Kontrollplasmid-DNA (MS129), null bis drei Mal je 1 ug unterschiedliche
Effektorplasmid-DNA und ,Aufflllplasmid“-DNA (MS47) bis zu einer Gesamt-DNA-
Menge von 25 ug pro Transfektion. Das Gesamt-Volumen wurde mit Wasser auf
50 uL eingestellt. Zur Kontrolle wurde zu jedem Transfektionsexperiment eine
Positivkontrolle, das konsitutiv. GUS-exprimierende Plasmid pBT4-Prosss::GUS
(MS275) ohne weitere Effektoren, mitgeflhrt. Als Negativkontrolle wurde das
Plasmid pBT4-A::GUS (MS156; ohne weitere Effektoren) eingesetzt.
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2.2.8.1.2. Kultivierung der AT7-Zellsuspensionskultur

Die Kultivierung der At7-Zellsupsensionkultur erfolgte wie beschrieben in
(Sprenger-Haussels und Weisshaar 2000). Die At7-Zellen wurden bei 26°C im
Dunkeln unter Schutteln (INFORS, 105 upm) in jeweils 40 mL MS-Medium in
Erlenmeyer-Kolben flr 7 Tage kultiviert. Nach 7 Tagen wurden 3 g der Zell-Linie
mit einem Siebloffel steril in neues MS-Medium Uberfuhrt und fir weitere 7 Tage
inkubiert.

2.2.8.1.3. Gewinnung von At7-Protoplasten

Die Gewinnung von Protoplasten erfolgte in modifizierter Weise nach (Dangl et al.
1987). Hierzu wurden 40 mL einer 5 Tage kultivierten Zell-Linie sedimentiert
(Heraeus Multifuge 1s, 1300 upm, RT, 5 min, Beschleunigung Stufe 5, Bremse
Stufe 3). Das Pellet wurde anschlieRend in 25 mL 240 mM CaCl,-Lésung
resuspendiert und die gewaschenen Zellen erneut sedimentiert. Die pelletierten
Zellen wurden in steriler Enzymldsung (mit Zellulase und Mazerozym) in einem
Gesamtvolumen von 40 mL aufgenommen und resuspendiert. Je 20 mL dieser
Suspension wurde auf eine Petrischale (J 14,5 cm), mit 10 mL Enzymldsung,
Uberfuhrt, gefolgt von einer Inkubation bei 26°C und 20 upm im Dunkeln Uber
Nacht. Anschlielfend wurden die Suspensionen in je ein 50 mL Reaktionsgefal®
Uberfuhrt und sedimentiert (Heraeus Multifuge 1s, 1300 upm, RT, 6 min). Das Zell-
Pellet wurde je mit 25 mL 240 mM CaCl,-I6sung gewaschen und anschliel3end in
je 55 mL B5-Medium resuspendiert. Die beiden Ansatze wurden in einem
15 mL Reaktionsgefal vereinigt und die Protoplasten flotiert (Heraeus Multifuge
1s, 800 upm, RT, 6 min). Die lebenden Protoplasten wurden mir einer weitlumigen
Pipette abgenommen und in einem Gesamtvolumen von 14,5 mL mit B5-Medium
wiederholt flotiert. Die lebenden Protoplasten wurden weiter in eine neues
15 mL Reaktionsgefal® dberfihrt und zur Durchmischung invertiert. Die gewonnen

Protoplasten wurden direkt zur Transfektion eingesetzt.
2.2.8.1.4. Transfektion von At7-Protoplasten

(modifiziert nach Krens et al. 1982; Hain et al. 1985; Lipphardt et al. 1988)

Die Aufnahme von DNA in At7 Protoplasten wurde durch PEG vermittelt. Hierzu
wurden je 200 pL Protoplastensupsension in 10 mL Zentrifugenréhrchen

vorgelegt. Die vorbereitete DNA zur Transfektion und 200 L PEG-Lésung wurde
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hinzugegeben und vermischt. Nach einer 15 minutigen Inkubation bei RT wurde
zu jedem Transfektionansatz 5 mL 275 mM Ca(NOs3),-Lésung pipettiert und die
Protoplasten sedimentiert (Heraeus Multifuge 1s, 800 upm, RT, 8 min). Die
Protoplasten wurden anschliefend in je 7 mL B5-Medium aufgenommen und bei
26°C Uber Nacht im Dunkeln inkubiert. Zur Analyse der Lokalisation von von
GFP-Fusionsproteinen wurden die Protoplasten am Folgetag unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Sollten die transfizierten Protoplasten flr einen
Transaktivierungsassay eingesetzt werden wurden sie in je 20 mL auf 4°C
vorgekihlte 240 mM CaCly,-Lésung gegeben und pelletiert (Heraeus
Multifuge 3S-R, 1200 upm, 4°C, 10 min). Die Protoplasten wurden in einem
Restvolumen von je 1 mL resuspendiert und in ein
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal® dberfuhrt. Die Transfektionsansatze wurden
pelletiert (Eppendorf Zentrifuge 5415D, 13.000 upm, RT, 1 min), der Uberstand
entfernt und anschlieRend sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

weiteren Analyse bei -70°C gelagert.

2.2.8.1.5. Gewinnung von Proteinextrakten aus Protoplasten

Fur die Extraktion der in transfizierten Protoplasten enthaltenen Proteine wurden
die sedimentierten Protoplasten in einem gekuhlten Metallbrett aufgetaut und in
750 pL Luziferase-Extraktionspuffer resuspendiert. Die Protoplasten wurden
anschlieRend mechanisch aufgeschlossen (Vortexen, 30 sec). Die Zelltrimmer
wurden pelletiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13.000 upm, 4°C, 10 min) und der
Uberstand weiter fiir die Proteinquantifizierung, die Luziferase-Aktivitats- und die

Glukoronidase-Aktivitats-Bestimmung verwendet.

2.2.8.1.6. Proteinbestimmung nach Bradford
(nach Bradford 1976)

Fur die Messung der Proteinkonzentration wurden 10 pL des Proteinextraktes mit
200 pL des Proteinassay-Reagenz (BioRad; 1:5 mit Wasser verdinnt) in einer
Mikrotiterplatte vermischt und fir 20 min bei RT inkubiert. Die Messung der
Absorption des resultierenden Protein-Coomassie-Brilliant-Blau-Konjugates
erfolgte bei 595 nm in einem Fluorimeter (BMG Labtech, Fluostar Optima). Die
gemessenen Proteinkonzentrationen wurden durch einen Vergleich mit einer

gleichbehandelten BSA-Eichreihe ermittelt.
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2.2.8.1.7. Bestimmung der Luziferase-Aktivitat
(nach Wood 1991)

Fur die Luziferase-Aktivitats-Bestimmung wurden 10 uL des Proteinextraktes mit
100 uL Luziferase-Substratldsung in einer weilten Mikrotiterplatte vermischt. Die
Luminenszenz wurde direkt nach Substratzugabe Uber ein Zeitintervall von 10 sec
in einem Fluorimeter (BMG Labtech, Fluostar Optima) bestimmt (Summe

emittierter Photonen, RLU = relative light units).

2.2.8.1.8. Bestimmung der B-Glukoronidase-Aktivitat
(nach Jefferson et al. 1986)

Die Bestimmung der B-Glukoronidase-Aktivitat beruht auf der Umsetzung des
Substrats  4-MUG  (4-Methyl-Umbelliferyl-Glukoronid) und Messung des
resultierenden fluoreszierenden Produkts 4-MU (4-Methyl-Umbelliferon). Fur die
Messung wurden 100 pL des Proteinextraktes mit 100 uL 4-MUG-Substratlésung
in einer schwarzen Mikrotiterplatte vermischt und fir 1 h im Dunkeln bei 37°C
inkubiert. Die resultierende Fluoreszenz des 4-MU wurde in einem Fluorimeter
(BMG Labtech, Fluostar Optima) in 20 minltigen Zeitintervallen bei 455 nm nach
Anregung bei 366 nm bestimmt. Die umgesetzte Substrat-Menge wurde anhand
einer 4-MU Eichreihe in GUS-Puffer verglichen.

2.2.8.1.9. Berechnung der Reportergenaktivitat

Zu Beginn wurde der Proteingehalt pro uL Protoplastenextrakt mit Hilfe einer BSA-
Eichreihe bestimmt. Die gemessenen Werte der Luziferase-Aktivitats-Bestimmung
wurden in Bezug zur Proteinmenge im Protoplastenextrakt gesetzt und die
spezifisch gemessene Luziferase-Aktivitat LUC; in RLU ug™ sec™ angegeben. Die
Berechnung der spezifischen B-Glukoronidase-Aktivitit GUS; [pmol mg” min™]

erfolgte nach Formel (1).

(1) GUSIi=AA460nm-bax1100%x120 minx1ug Proteinx1000

AAyso nm = Mittelwert der Fluoreszenzanderung (20 — 40 min und 40 — 60 min)
a = Steigung, b = Ordinatenabschnitt der 4-MU Eichreihe

Zur Berechnung unterschiedlicher Transfektioneffizienzen, Protoplastenzahlen
und weitere unbestimmbarer Faktoren wurde flir jede einzelne Messung ein

Korrekturfaktor F; bestimmt (siehe Formel 2).
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(2) Fi=1nxLUCILUCI n = Anzahl der Transfektionen

Zur Berechnung der spezifischen B-Glukoronidase-Aktivitat (spezifische korrigierte
GUS-Aktivitat GUSy) wurde Formel (3) angewendet.

(3) GUSKi=FixGUSI

Die einzelnen Transfektionexperimente wurden bis zu sechsmal wiederholt, als
spezifisch korrigierte GUS-Aktivitat GUS* wurden hierflir die Mittelwerte der
einzelnen GUS-Werte berechnet. Der jeweils hochste und der niedrigste Wert
eines Transfektionsexperiment-Blocks wurde fur die Berechnung nicht

bertcksichtigt. Die GUS*-~Werte ergeben sich aus Formel (4).
(4) GUS'=1nxGUSKiI n = Anzahl der Transfektionen

Die Berechnung des Fehlers zwischen den Einzel-Messungen erfolgte gemal der

Standardabweichung.

2.2.8.1.10. At7 Transfektion zur Analyse von GFP-Fusionsproteinen

Wie oben bereits beschrieben wurde die At7-Zellsuspensionkultur auch verwendet
um intrazellulare Lokalisation von GFP- Fusionsproteinen zu untersuchen. Fir die
Analyse wurden 10 ug des DNA-Expressionsplasmids in einem
50 uyL Gesamtvolumen zur Transfektion eingesetzt. Die Gewinnung der
Protoplasten und die Durchfihrung der Transfektionen erfolgte wie oben
beschrieben. Die transfizierten Protoplasten wurden in B5-Medium und nicht in
CaCl,-Lésung, wie bei Ko-Transfektionsexperimenten beschrieben, aufgenommen
und direkt zur weiteren Analyse an einem Fluoreszenzmikroskop
(Leica DM 5500 B) unter Verwendung eines GFP spezifischen Filters

dokumentiert.

2.2.8.2. N. tabacum BY-2 Zellsuspensionkultur

Zur  Analyse der Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen  wurde
Expressionsplasmid-DNA transient, PEG vermittelt, in N. tabacum BY-2

Protoplasten transfiziert (modifiziert nach Schaefer et al. 1991).
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2.2.8.21. Kultivierung der BY-2 Zellsuspensionkultur

Die Kultivierung der heterotrophen N. tabacum BY-2 Zellsupsensionskultur
erfolgte wie beschrieben in Merkle et al. (1996) bei 26°C im Dunkeln unter
Schutteln (Infors, 105 upm).

2.2.8.2.2. Gewinnung von BY-2 Protoplasten

Zur Protoplastierung wurden 20 mL einer 4 Tage kultivierten Zelllinie in ein steriles
50 mL Reaktionsgefald uberfuhrt und die Zellen anschlieRend sedimentiert
(Heraeus Multifuge 1s, 400 g, RT, 5 min). Die sedimentierten Zellen wurden in
25 mL Waschlésung aufgenommen und erneut sedimentiert (Heraeus
Multifuge 1s, 400 g, RT, 5 min) und folgend in 13 mL Verdaulésung
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in eine Petrischale Uberfuhrt und

anschlieRend im Dunkeln bei 26°C inkubiert.

2.2.8.2.3. Transfektion von BY-2 Protoplasten

Die Aufnahme von DNA in BY-2 Protoplasten wurde durch PEG vermittelt. Hierzu
wurden die inkubierten Protoplasten in ein 50 mL Reaktonsgefal® tberflihrt und
sedimentiert (Heraeus Multifuge 1s, 100 g, RT, 5 min). Der Uberstand wurde bis
zu einem Volumen von 2 mL entfernt und die Protoplasten in diesem
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Protoplasten in 25 mL Waschlésung
aufgenommen und erneut sedimentiert (Heraeus Multifuge 1s, 100 g, RT, 5 min).
Wiederholt wurde der Uberstand bis zu einem Volumen von 2 mL entfernt und die
Protoplasten in diesem resuspendiert. Nach Zugabe von 10 mL W5-Losung
wurden die Protoplasten sedimentiert (Heraues Multifuge 1s, 100 g, RT, 5 min)
und erneut in 5 mL W5-Lésung aufgenommen und anschlief3end flir 30 min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (Heraeus Multifuge
1s, 100 g, RT, 5 min) wurden die sedimentierten Protoplasten in
10 mL MMM-Lésung, durch schrittweises pipettieren, aufgenommen gefolgt von
einer erneuten Zentrifugation. Die sedimentierten Protoplasten wurden in ca.
4 mL Uberstand resuspendiert (ungefahre Protoplastendichte: 2 x 10° mlI™"). Fir
die Transfektion wurde 30 ug Plasmid-DNA in ein 10 mL Zentrifugenréhrchen
vorgelegt und mit 300 pL Protoplastensuspension vermischt. AnschlieRend wurde
300 puL PEG zugegeben, der Ansatz durch Invertieren gemischt und fir 10 min bei

RT inkubiert. Weiter wurden 10 mL W5-Lésung zugegeben, gefolgt von einer
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Zentrifugation (Heraeus Multifuge 1s, 400 g, RT, 5 min). Die sedimentierten
Protoplasten wurden in einem Volumen von 700 pL MS + Saccharose
resuspendiert und anschlieBend Uber Nacht (waagerecht) im Dunkeln bei 26°C
inkubiert.

2.2.8.2.4. Analyse von GFP-Fusionsproteinen

Die Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen wurde unter Ol mit einem 63x Objektiv
und einem Laserscanning Mikroskop (Leica, DM RE TCS4D,), ausgestattet mit
einem Argon-Krypton Laser (Absorption 488 nm, Beam Splitter 510nm, Detektion
GFP 500 — 560 nm) und der Leica Scanware dokumentiert.

2.2.8.3. A. thaliana CK_UK Zellsuspensionskultur

Die urspringlich aus A. thaliana Wurzelzellen generiete CK_UK
Zellsuspensionskultur wurde fur die Analyse von GFP-Fusionsproteinen
verwendet. Die Transformation der Zellsuspensionkultur mit entsprechenden

Expressionsplasmiden wurde transient durch A. tumefaciens vermittelt.

2.2.8.31. Kultivierung der CK_UK Zellsuspensionskultur

Die Kultivierung der CK_UK Zellsuspensuionskultur erfolgte wie in Jahns (2007)
beschrieben. Die Zellen wurden bei 22,5°C im Dunkeln unter Schutteln (Infors,
105 upm) 1:4 mit MS-Medium (Gesamtvolumen 50 mL) verdinnt in Erlenmeyer-
Kolben inkubiert. Einmal wdchentlich wurde jede Zell-Linie 1:4 in neues MS-
Medium uberfluhrt.

2.2.8.3.2. Agrobakterien-vermittelte Transformation der CK-UK

Zellsuspensionskultur

Fur die transiente Transformation der CK_UK Zellsuspensionskultur wurde
zunachst eine Ubernachkultur (selektives YEP-Medium) mit einer A. tumefaciens
Einzelkolonie (mit jeweiligem Expressionsplasmid) inokuliert. Die Bakterienzellen
wurden sedimentiert (Eppendorf Zentrifuge, 3000 upm, RT, 15 min) und
anschliellend in 1 mL MS-Medium resuspendiert. Parallel wurden je 3 mL der
3 bis 7 Tage zuvor 1:4 verdinnten Zellsuspension in 6-well-plates (Greiner)
Uberfuhrt. Fur die Ko-Kultivierung wurden die in MS-Medium resuspendierten
A. tumefaciens Bakterien und die Zellsuspensionskultur in einem Verhaltnis von

ca. 1:50 vermischt und 3 bis 5 Tage bei 22,5°C im Dunkeln unter Schitteln
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(Heidolph, Unimax 1010, 120 upm) kultiviert. Die transient transformierten CK_UK
Zellen wurden zur Dokumentation der GFP-Fusionsproteine mit einem
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM 5500 B) unter Verwendung eines

GFP-spezifischen Filters analysiert.

2.2.9. Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP)

Zur Analyse von in vivo Protein-DNA-Bindungen wurde im Laufe dieser Arbeit ein
Protokoll fur die Chromatin-Immunoprazipitation in A. thaliana etabliert. Die
Etablierung sowie die Durchfiihrung der Chromatin-Immunoprazipitation werden

daher im Ergebnisteil beschrieben.

2.2.10. ChIP-Sequencing: Genomweite Identifizierung DNA-

assoziierter Proteine

Zur ldentifizierung von in vivo Protein-DNA-Bindungen wurde die Chromatin-
Immunoprazipitation mit massiver paralleler DNA Sequenzierung (Solexa®
Sequencing Technology) kombiniert. ChlP angereicherte DNA Fragmente und
somit die Protein-DNA-Bindestellen wurden mit dieser Sequenziertechnik und dem
lllumina® Genome Analyzer; identifiziert und quantifiziert. Nach der Chromatin-
Immunoprazipitation wurden die erhaltenen DNA-Fragmente anhand einer PCR
zunachst verifiziert indem diese auf die Amplifikation bekannter Bindestellen und
Nicht-Bindestellen der zu untersuchenden Proteine analysiert wurden. Nach der
Verifizierung wurde mit der Vorbereitung der Proben flr die DNA-Sequenzierung

begonnen.

2.2101. Herstellung der DNA-Bibliothek

Die Durchfiihrung wurde nach Herstellerangaben mit Veranderungen durchgefihrt
(Preparing Samples for ChIP Sequencing of DNA, Part #11257047 Rev. A,
lllumina®) Die ,Enden“ der ChlP-angereicherten DNA-Fragmente wurden zunéchst
.repariert”. Die jeweiligen Uberstehenden 5'- und 3'-Enden der DNA-Fragmente
wurden zu phosphorylierten glatten Enden konvertiert. Mit Hilfe der T4 DNA-
Polymerase, dem E.coli DNA Pol | GrolRem Fragment (Klenow Polymerase) und
der T4 Polynukleotid-Kinase werden die Uberstehenden 3‘-Enden durch die
3‘-5-Exonuklease-Aktivitat entfernt und die 5-Uberhange durch die Polymerase-

Aktivitat aufgeflllt. Fur die Enzymreaktionen wurden 30 uL ChlP-angereicherte
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DNA mit 10 yL Wasser, 5 yL T4 DNA Ligase Puffer (mit 10 mM ATP), 2 uL dNTP
Mix, 1 pL T4 DNA Polymerase, 1 pL Klenow DNA Polymerase und
1 uLT4 Polynukleotid-Kinase vermischt und fur 30 min bei 20°C inkubiert.
Anschlielend wird die DNA mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt
und in 34 pL EB-Puffer (Qiagen) eluiert. Fur die Vorbereitung der Adapter-Ligation
missen weiter ,A“-Nukleotide an die glatten phosphorylierten 3‘-Uberhénge
gekoppelt werden. Dieses wird durch die Polymerase-Aktivitat des Klenow
Fragments 3'-5' exo minus katalysiert. Die zuvor in 34 uL eluierte DNA wurde
hierzu mit 5 pL Klenow Puffer, 10 yL dATP und 1 pL Klenow Fragment
3'-5' exo minus vermischt, fir 30 min bei 37°C inkubiert (Thermoblock, BIOER)
und anschlieRend mit dem Qiagen MinElute PCR Purification Kit aufgereinigt und
in 10 yL EB-Puffer (Qiagen) eluiert. Als Vorbereitung der Hybridisierung der DNA-
Fragmente mit der flow cell missen die ,Adapter® an die DNA-Fragmente ligiert
werden. Die zuvor in 10 uL eluierte DNA wird mit 15 yL DNA Ligase Puffer,
1 yuL 1:10 verdinntem Adapter Oligo Mix und 4 yL DNA Ligase vermischt, flr
15 min bei RT inkubiert und weiter mit dem Qiagen MinElute PCR Purification Kit
aufgereinigt und in 10 yL EB-Puffer (Qiagen) eluiert. Um Uberschissige ,,Adapter”
zu entfernen und einen Grdlenselektion der DNA-Fragmente durchzufuhren wird
die DNA auf ein 2%iges Agarosegel (Certified” Low Range Ultra Agarose,
BioRad; in 1x TAE; mit SYBR® SAFE DNA gel stain, Invitrogen) aufgetragen und
elektrophoretisch flr 2 h bei 120 V aufgetrennt. Die zuvor in 10 uL eluierte DNA
wird hierzu mit 5 yL 5x GelPilot Loading Dye (Qiagen) vermischt und auf das Gel
aufgetragen. Als GroRenstandard wurde die 100 bp DNA Leiter (Roche Marker
XIV) verwendet. Anschlielend wurde das Agarosegel auf einem Dark Reader
Transilluminator betrachtet und 3 unterschiedliche GréRenfraktionen (200-300 bp,
300-400 bp und 400-500 bp) aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA wurde
weiter mit dem Qiagen Gel Extraction Kit extrahiert und in 36 pyL EB-Puffer
(Qiagen) eluiert. Die eluierte DNA wurde folgend in eine PCR eingesetzt, indem
sie mit 10 yL 5x PHUSION™ Puffer, 1,5 yL dNTP Mix, 1 yL PCR Primer 1.1,
1yLPCR Primer 2.1 und 0,5 pL PHUSION™ HIGH FIDELITY DNA
POLYMERASE vermischt und dem gezeigtem Schema amplifiziert wurde:
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PHUSION™-Polymerase

Schritt Zeit Temp Zyklen
Aktivierung 30 sec 98°C 1
Denaturierung|| 10 sec 98°C
Annealing 30 sec 65°C 20
Elongation 30 sec 72°C
Elongation 5 min 72°C 1
Kihlen o0 4°C

Die amplifizierte DNA wurde anschlieRend mit dem Qiagen MinElute PCR
Purification Kit aufgereinigt und in 15 uL EB-Puffer (Qiagen) eluiert. Zur
Validierung der hergestellten DNA-Bibliothek wurde 1 pL mit dem
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) und dem High Sensitivity DNA Assay auf
die GroRenverteilung, die Reinheit und die Konzentration der DNA untersucht.
Zusétzlich wurde die Konzentration der DNA mit dem Quant-iT" PicoGreen®
dsDNA Kit und einem Tecan Infinite® 200 Pro Plattenlesegerit fir die exakte

Konzentrationseinstellung der DNA bestimmt.

2.2.10.2. Cluster-Generierung

Fur die Cluster-Generierung wurde isolierte DNA der Gréflenfraktion 400-500 bp
eingesetzt. Die Hybridisierung der hergestellten DNA-Bibliothek auf die Flow Cell
und die Amplifizierung der Proben fir die spatere Sequenzierung auf dem
Genome Analyzer;, wurde mit dem Cluster Generation Kit v5 (lllumina) auf der
Cluster Station (lllumina) laut Herstellerangaben durchgeflihrt. Die Proben wurden

fur die Sequenzierung auf 9 pM eingestellt.

2.2.10.3. Single-Read Sequenzierung mit dem Genome Analyzer;

Die Sequenzierung der DNA-Proben wurde mit dem TrueSeq SBS Kit v5 nach
Herstellerangaben (Rezept-Version 8) flr einen Standard 36 bp Single-Read-Lauf

auf dem Genome Analyzer;y (lllumina) durchgefuhrt.

2.2.10.4. Analyse der ChiP-seq Daten

Die Sequenz Reads der einzelnen Lanes wurden mit SARUMAN (Blom et al.
2011) gegen die TAIR9 Arabidopsis thaliana Genom-Annotation von Tobias
Jakobi und Jochen Blom mit einem zugelassenen Fehler von bis zu 2 falschen
Nukleotiden gemappt. Nur einmalig im Genom gemappte Reads wurden fir die

weiteren Analysen eingesetzt. Der Output der Analyse-Pipeline wurde in das



Material und Methoden 68

Wiggle Dateiformat konvertiert um Bindeprofile im Intergrative Genomics Viewer

zu visualisieren (Robinson et al. 2011).

Die Peak Finder Software PeakRanger (v1.14) wurde mit gednderten Parametern
(P value 1e° und einer Read Extension Length von 600 bp) fir die Peak

Detektion verwendet (Feng et al. 2011).
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden regulatorische Netzwerke von
Flavonoidbiosynthese-assoziierten Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana
untersucht. Hierbei handelt es sich um die Kofaktor unabhangige Regulation der
Flavonolbiosynthese  durch PFG Transkriptionsfaktoren, sowie die
MBW-abhangige Regulation der Anthocyanbiosynthese. Ein Ziel dieser Arbeit war
es die Methode der Chromatin-Immunoprazipitation zu etablieren um die Basis fur
die genomweite Analyse der in vivo DNA-Bindungsstellen von PAP1 (At1g56650),
TT8 (At4g09820) und EGL3 (At1g63650) sowie PFG1 (At29g47460), PFG2
(At3g62610) und PFG3 (At5g49330) in Kombination mit massiver paralleler
Sequenzierung (ChlP-seq) zu schaffen. In Kooperation mit Herrn Dr. Ingo
Appelhagen wurde der Lokus TT77 charakterisiert und als ein weiteres At{LDOX
Allel beschrieben. Des Weiteren wurde das bekannte regulatorische Netzwerk der
PFG Transkriptionsfaktoren durch in vitro Promotorbindungsstudien an
Promotoren von UDP-abhangigen Glykosyltransferasen erweitert. Ein bereits
bestatigtes PFG Zielgen (PFT1, Atbg62210) wurde in ersten Pilotexperimenten

weiterfihrend charakterisiert.

3.1. ChiP-seq basierte Identifizierung genomweiter
in vivo DNA-Bindestellen von PAP1, TT8 und
EGL3

3.1.1. Etablierung der Chromatin Immunoprazipitation (ChiP)

Die Methode der Chromatin-Immunoprazipitation hat in den letzten Jahren eine
immer groliere Anwendung erfahren um die Lokalisation von in vivo Bindestellen
von Transkriptionsfaktoren, Histonen oder anderen Proteinen zu untersuchen.
Obwohl die Methode im Prinzip einer simplen Vorgehensweise folgt besitzt sie
jedoch mehrere limitierende Eigenschaften und muss flir jedes biologische
Material optimiert werden um ChIP angereicherte DNA zu extrahieren. So kommt

der Wahl eines entsprechenden Antikorpers eine besondere Rolle zuteil, indem
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vor allem die Affinitat fur das zu erkennende Protein als auch die Qualitat des
Antikdrpers ausschlaggebend fir ein erfolgreiches ChlIP-Experiment sind. Aber
auch die Fixierung der Protein-DNA-Bindungen durch Formaldehyd, sowie die
Chromatin-Extraktion, die Sonifizierung des isolierten Chromatins und die
abschliel3ende Immunoprazipitation stellen keine trivialen
Versuchsdurchfiihrungen dar. Nach einer langwierigen Optimierungsphase der
unterschiedlichen Versuchsschritte wurde ein Protokoll fur die Chromatin
Immunoprazipitation entwickelt und etabliert. Spezifische Antikérper fur PAP1, TT8
und EGL3 standen kommerziell nicht zur Verfligung und auch eine Herstellung
spezifischer Antikérper wurde ausgeschlossen. Um die in vivo Protein-DNA-
Bindungsstellen dieser Transkriptionsfaktoren auf genomweiter Ebene zu
untersuchen wurden GFP-Transkriptionsfaktor Fusionen generiert und ein
universell einsetzbarer polyklonaler a-GFP Antikoérper (ab290, Abcam) fur die
Immunoprazipitation verwendet. Durch den Einsatz eines polyklonalen a-GFP
Antikdrpers wurde einerseits sichergestellt, dass mehrere Epitope des GFP
erkannt und gebunden werden und weiter das eine Oprimierung durch die
Verwendung dieses Antikorpers fur die ChIP vereinfacht wurde. Das benutzte
Pflanzenmaterial, welches nicht in dieser Arbeit generiert wurde ist in Abschnitt
2.1.6.4. aufgelistet. Zusatzlich zu diesen transgenen Pflanzen, die die GFP-
Transkriptionsfaktor Fusionen unter dem jeweiligen nativem Promotor exprimieren
wurden weitere Pflanzen generiert die die Fusionsproteine unter einem CaMV 35S
Uberexpressionspromotor exprimieren, um die Transkriptmengen zu erhdhen und
dadurch indirekt die Effizienz der Immunoprazipitation zu steigern. Hierzu wurde
der ORF des zu untersuchenden Transkriptionsfaktors in translationaler Fusion mit
dem ORF des mGFP6 unter der Kontrolle des konstitutiven
35S Uberexpressionspromotors aus CaMV in das korrespondierende Nullallel
stabil  transformiert. Die entsprechenden T1-Pflanzen  wurden  auf
hygromycinhaltigen Germinations Medium- (GM) Platten fir das Transgen
selektioniert, wobei die Anwesenheit des Transgens zusatzlich durch eine
Polymerasekettenreaktion bestatigt wurde (nicht gezeigt). Die aus der Selektion
hervorgegangenen T2-Linien wurden auf eine Komplementation des Wildtyps

phanotypisch analysiert (Abb. 3.1.).
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Abbildung 3.1. Phanotypische Komplementationsanalyse transgener Linien. Die
Abbildung zeigt Col-0 Samen und Keimlinge (5 DAG) sowie T2-Samen und —Keimlinge
(5 DAG) transgener Linien. Bild A und E: Col-0 Keimlinge und Samen.
B: pap1 (PST16228), F: pap1-CaMVProsss::GFP:PAP1, C:tt8-1 (GK241D05),
G: tt8-1-CaMVProsss:: TT8:GFP, D: egl3 (GK483D04), H: egl3-CaMVProszss::GFP:EGLS3.

Zur Kontrolle der phanotypischen Komplementationsanalyse wurden jeweils
Keimlinge und Samen des Wildtyps und der Null-Allele mit angezogen. Der
Wildtyp-Phanotyp von Col-0 Keimlingen, angezogen auf Saccharose-haltigem
Medium (4%), zeigte die typische Anthocyanakkumulation funf Tage nach
Keimung (siehe Abb. 3.1.A). Die Wildtyp Samen zeigten den normalen braunen
Samenphanotyp (siehe Abb. 3.1.E.). Die angezogen Transkriptionsfaktor Null-
Allele zeigten jeweils das Ausbleiben der Anthocyane im Keimling oder einen
gelben (Transparent Testa) Samenphanotyp (siehe Abb. 3.1.B, C und D). Nach
erfolgter Transformation und Selektion der T1-Pflanzen konnten die Null-
Allele tt8-1 und egl3 erfolgreich komplementiert werden. Transgene Samen
(tt8-1-CaMVProsss:: TT8:GFP)  zeigten  wie  Wildtypen einen  braunen
Samenphanotyp  (siehe Abb. 3.1.G.). Bei transgenen Keimlingen
(egl3-CaMVProsss::GFP:EGL3) konnte hingegen wieder die Saccharose-induzierte
Anthocyanakkumulation finf Tage nach Keimung beobachtet werden. Das Null-
Allel pap1 (Néssen (N6) Hintergrund; zeigt nur in einem schmalen Ring um das
Hypokotyl eine Saccharose-induzierte Anthocyanakkumulation; N6 in Abb. 3.1.
nicht gezeigt) konnte mit dem transfromierten Fusionskonstrukt unter CaMV 35S
Uberexpressionskontrolle nicht komplementiert werden (siehe Abb. 3.1.F). Fur die
Durchfuhrung eines ChIP Experiments stehen somit transgene Linien fir
Fusionskonstrukte mit TT8 und EGL3 unter CaMV 35S Uberexpressionskontrolle
zur Verfligung.



72

Ergebnisse
3.1.1.1. Etablierung der Formaldehydfixierung des Pflanzenmaterials
(Crosslinking)

Um die Protein-DNA-Bindungen in lebenden Zellen zu fixieren (Crosslinking)
werden Keimlinge mit einer Formaldeydlésung durch Vakuum infiltriert. Um das
Crosslinking zu optimieren wurden unterschiedliche Mengen Formaldehyd fur die
Fixierung eingesetzt und die Fixierung der Proben anschlieRend wieder gelost
oder nicht (Decrosslinking, DC). Anschlieend wurde die DNA mittels PCR
Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt. Die Proben mit und ohne Decrosslinking der
unterschiedlichen Formaldehydkonzentrationen wurde anhand eines
1%igen Agarosegels semi-quantitativ auf die isolierte DNA-Mengen untersucht
(Abb 3.2.).

ohne DC mitDC
M 0% 1% 2% 3% 0% 1% 2% 3% M
I - 2]
— —
— —
—
1636 bp =
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= T |
-

Abbildung 3.2. Untersuchung der Crosslinking-Effizienz. 6 Tage alte Col-0 Keimlinge
wurden in 1xPBS Puffer mit unterschiedlicher Formaldehydkonzentration (0 — 3 %) unter
Vakuuminfiltration fixiert und die isolierte genomische DNA auf ein 1%iges Agarosegel
aufgetragen. Zur Analyse wurde das Gel unter UV-Licht dokumentiert. Die Fixierung
wurde gelést (mit DC) oder nicht (ohne DC). M: 1 kb GréRenstandard.

Die Abbildung 3.2. zeigt das DNA aus den Proben die ohne Formaldehyd (0%)
fixiert wurden isoliert werden konnte. In beiden Proben, mit und ohne DC, ist
deutlich die isolierte Gesamt-DNA zu erkennen. Des Weiteren ist zu erkennen,
dass ein DC fur die Isolierung von DNA aus Formaldehyd-fixiertem Keimlingen
(1 % - 3 %) essentiell ist. In allen Proben (1 % - 3 %) mit DC konnte DNA isoliert
werden. Mit zunehmender Formaldehydkonzentration (2 % - 3 %) nimmt die
Effizienz der DNA-Isolierung im Vergleich zur Fixierung mit einer

1 %igen Formaldehydlésung ab.
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3.1.1.2. Etablierung der Sonifizierungseffizienz des isolierten
Chromatins

Ein weitere wichtiger Schritt bei der ChIP ist die Ultraschallbehandlung
(Sonifizierung) des isolierten Chromatins. Die Sonifizierung wurde mit dem
Bioruptor” UCD-200 TM mit Wasserkiihlung (Temperatur < 10°C; BioAcc-Cool)
(Diagenode) in 1,5 mL Micro Tubes TPX (Diagenode) durchgefihrt. Fir die
Optimierung wurden unterschiedliche Einstellungen getestet. So wurde zum einen
mit unterschiedlichen Intensitaten, Zeitintervallen und Zyklenanzahlen sonifiziert.
Nach Abschlul3 der Optimierungsphase wurden folgende Einstellungen fur die
Sonifizierung des isolierten Chromatins festgelegt (Power. High, Zeit: 12 min,
0,5 min ON /1 min OFF (8 Zyklen), siehe Abbildung 3.3.)

1018 bp
517 bp

Abbildung 3.3. Sonifizierung des isolierten Chromatins. Isoliertes Chromatin aus
transgenem Keimlingsgewebe (Propap1::GFP:PAP1, Pror1g::TT8:GFP und
Progg3::GFP:EGL3) sowie Col-0 Keimlingen wurde mit dem Bioruptorw UCD-200 TM zu
Fragmenten mit einer GroRe von 200 — 800 bp geschert. Die gescherte DNA wurde
isoliert und auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Zur Dokumentation wurde das Gel
unter UV-Licht fotografiert. M: 1 kb GréRenstandard.

Wie in Abbildung 3.3. gezeigt wurde isoliertes Chromatin aus unterschiedlichen
Keimlingsgeweben mit oben genannten Einstellungen auf einen GroéRenbereich

zwischen 200 und 800 bp sonifiziert.
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3.1.1.3. Versuchsdurchfilhrung der Chromatin-immunoprazipitation

3.1.1.3.1. Formaldehydfixierung

Fir die Formaldeyhfixierung wurden Keimlinge (5 DAG) geerntet
(4-6 Y2 MS-Platten, vollstdndig mit Keimlingen (berzogen) und sofort in
50 mL 1x PBS Uberfuhrt. Eine 37 %ige Formaldehydlésung wurde zu einer
Endkonzentration von 1 % zugegeben. Die Keimlinge in 50 mL PBS mit
1 % Formaldehyd wurden im Exsikator fur 5 min Vakuuminfiltriert. Anschlief3end
wurde der Exsikator belliftet, die Keimlinge vermischt und wiederum fir 5 min
Vakuuminfiltriert. Nach erneutem Beluften wurde Glycin zu einer Endkonzentration
von 0,1 M =zugegeben, die Keimlinge vermischt und flr weitere 3 min
Vakuuminfiltriert. Nach diesem Quenching wurde das Formaldehydfixierte
Pflanzenmaterial gefiltert (2-lagige Faltenfilter; MN 615 2 @ 185 mm, Macherey-
Nagel), mit einem weiteren Faltenfilter getrocknet, in Alufolie verpackt und in

flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.1.1.3.2. Kernextraktion

Das fixierte Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
gemorsert und in einen vorgekuhlten 50er Falcon mit 30 mL NIB uUberfuhrt und
sofort mehrmals invertiert. Anschlielend wurde die Suspension durch ein 70 ym
(obere Lage) und 20 um (untere Lage) Nylongewebe (Hartenstein) in einen neuen
vorgekuhlten 50er Falcon gefiltert. Das Volumen wurde wieder auf 30 mL mit NIB
aufgeflllt. Die Suspension wurde anschlielend sedimentiert (Heraeus Multifuge
3SR, 1790g, 4°C, 20 min, Swing-Out-Rotor). Der Uberstand wurde entfernt und
das Pellet in 1 mL Wasch-Puffer resuspendiert und mit Wasch-Puffer auf 20 mL
aufgeflllt. Nach erneuter Zentrifugation (Heraeus Multifuge 3SR, 1790g, 4°C,
20 min, Swing-Out-Rotor) wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in 1 mL TE
mit 0,5 % SDS resuspendiert und in ein vorgekuhltes 2 mL Reaktionsgefal
uberfuhrt. Die Proben wurden anschlieend fur 20 min auf einem Bohemian
Wheel im Kihlraum (4°C) inkubiert.



Ergebnisse

75

3.1.1.3.3.  Sonifizierung des isolierten Chromatins

Zur Sonifizierung wurden die Proben auf drei vorgekihlte 1,5 mL TPX
ReaktionsgefalRe (je 300 pL) aufgeteilt und bis zur Sonifizierung auf Eis gehalten.
Die Sonifizierung wurde mit dem Bioruptor” UCD-200 TM mit Wasserkiihlung
(Temperatur < 10°C; BioAcc-Cool) (Diagenode) mit den Einstellungen
POWER: High, Zeit: 12 min, 0,5 min ON / 1 min OFF durchgefuhrt. Es wurde
wahrend der Sonifizierung des isolierten Chromatins Schaumbildung vermieden.
Anschlielend wurden die Proben zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R,
13.000 upm, 4°C, 15 min). Die Uberstande der auf drei 1,5 mL TPX
ReaktionsgefaRe aufgeteilten Proben wurden in einem neuen vorgeklhlten
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal  vereinigt. Fir die  Uberpriifung  der
Sonifizierungseffizienz  wurden 50 ML des Chromatins in ein
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal® mit 150 yL TE Uberfuhrt. AnschlieRend wurden
die Proben sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren. Diese koénnen fur

mehrere Monate bei — 70°C gelagert werden.

3.1.1.3.4. Uberpriifung der Sonifizierungseffizienz

Zur Uberpriifung der Sonifizierungseffizienz wurden zu den zuvor abgenommen
50 yL des Chromatins in 150 yL TE zum Decrosslinking 2,5 uL Proteinase K [10
mg/mL] zugegeben. Die so vorbereiteten Proben wurden fir 6-8 h bei 37°C und
anschlieBend Uber Nacht bei 65°C inkubiert. DNA wurde mit Phenol/Chloroform
Extraktion mit anschlieRender Ethanolfallung isoliert. Die isolierte DNA wurde in
100 pL Lichrosolv (Merck) gelost und 20 pL der Probe, vermischt mit
5 uL Ladepuffer), auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte im elektrischen Feld bei einer Spannung von ca. 10 Volt/cm. Die
Dokumentation erfolgte durch Fotografieren unter UV-Licht-Bestrahlung an einem
Videodokumentationssystem (INTAS). Fur die GroRenabschatzung wurden eine
1 kb Ladder (Invitrogen) und eine 7100 bp Ladder (NEB) verwendet.

3.1.1.3.5. Immunoprazipitation von Protein-DNA Komplexen

Fur die Immunoprazipitation der fixierten Protein-DNA Komplexe wurde das
gelagerte (- 70°C) Chromatin zunachst auf Eis aufgetaut. 50 — 200 pL des
sonifizierten Chromatins (Volumen ggf. mit TE auf 200 uL aufflllen) wurden mit
300 pL IP Verdinnungspuffer vermischt und je 1 yL 1 M DTT, 1 pL Plant



Ergebnisse

76

Proteinase Inhibitor Cocktail (Sigma) und 1 yL RNase [10 mg/mL] zugegeben. Je
nach verwendetem Antikorper wurden 1 - 5 pL AntikOrpersuspension zugegeben
(a-GFP Antikérper (ab290, Abcam): 1 pL, a-lgG Antikérper (ab46540, Abcam):
5 uL, a-H3 Antikérper (ab1791, Abcam): 5 pL). Anschlielend wurden die Proben
Uber Nacht im Kihlraum (4°C) auf einem Bohemian Wheel inkubiert. Am Folgetag
wurden die Proben zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13.000 upm, 4°C,
15 min) und der Uberstand, ohne das kleine Préazipitat, in neue vorgekihlte
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefalle uUberfuhrt. In der Zwischenzeit wurden die
Salmon Sperm DNA / Protein A Agarose Beads (# 16-157, Millipore) vorbereitet.
Hierzu wurden 20 pL der Beads pro Probe in ein vorgekuhltes
1,5 mL Eppendorfreaktionsgefal gegeben (Pipettenspitze mit weiter Offnung). Die
Beads wurden anschliellend dreimal mit je 1 mL RIPA gewaschen (Pipettenspitze
mit weiter Offnung) (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 3.000 upm, 4°C, 1 min).
Anschlieltend wurden die Beads in einem Volumen RIPA aufgenommen und bis
zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten. Je 30 pL der vorbereiteten Beads
wurden zu den Proben gegeben (Pipettenspitze mit weiter Offnung) und diese fur
1 — 2 h im Kdhlraum (4°C) auf einem Bohemian Wheel inkubiert. Anschliel3end
folgte eine Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13.000 upm, 4°C, 1 min)
und der Uberstand der Probe, behandelt mit dem a-IgG Antikdrper (ab 46540,
Abcam), wurde in ein neues vorgekihltes 1,5 mL Reaktionsgefall tUberflihrt und
bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten (= Input Kontrolle). Die Uberstéande
der restlichen Proben wurde verworfen. Die Proben (=“Beads*: Beads-Antikorper-
Protein/DNA-Komplexe) wurden weiter 4x mit je 1 mL eiskaltem RIPA gewaschen
(Eppendorf Zentrifuge 5415R, 3.000 upm, 4°C, 1 min). Die gewaschen ,Beads”
wurden in je 800 pL RIPA aufgenommen und in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefaly
(Pipettenspitze mit weiter Offnung) Uberfiihrt. AnschlieRend folgte eine
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 3.000 upm, 4°C, 1 min) und der
Uberstand wurde entfernt. Nach einer weiteren Zentrifugation (Eppendorf
Zentrifuge 5415R, 3.000 upm, 4°C, 1 min) wurde der restliche Uberstand
verworfen und zu den ,Beads” jeweils 200 uL Glycin Elutionspuffer gegeben,
gevortext und zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13.000 upm, 1 min).
1,5 mL ReaktionsgefalRe mit je 100 yL Tris-HCI (pH 9,7) wurden wahrenddessen
vorbereitet. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand in die vorbereiteten

ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die ,Beads“ wurden anschlielend wieder mit
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200 uL Glycin Elutionspuffer vermischt, gevortext und zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5415R, 3.000 upm, 1 min). Der Uberstand wurde jeweils zu den schon

fertigen Proben gegeben (Endvolumen = 500 pL).

3.1.1.3.6. Decrosslinking und DNA-Extraktion

Zur Isolierung der DNA aus immunoprazipitierten Protein-DNA Komplexen und der
Input-Kontrollen wurde zunachst ein Decrosslinking tber Nacht durchgeflhrt.
Hierzu wurden die immunoprazipitierten Proben zunachst mit 10 uL 10%iger
SDS-L6sung vermischt. AnschlieRend wurden je 2,5 pL Proteinase K [10 mg/mL]
zugegeben und die Proben fir 6-8 h bei 37°C inkubiert. Weiter folgte eine
Inkubation Uber Nacht bei 65°C. Fur das DC der Input-Kontrollen wurden je
200 uyL des Inputs in neue 1,5 mL ReaktiongefalRe dberfuhrt und mit je
2,5 uL Proteinase K [10 mg/mL] vermischt. Die Proben wurden 6-8 h bei 37°C und
anschlieBend Uber Nacht bei 65°C inkubiert. Die DNA aus den Proben wurde
mittels Phenol/Chloroform Extraktion mit folgender Ethanol-Fallung isoliert und in

50 uL Lichrosolv (Merck) aufgenommen.

3.1.2. ChIP-PCR: Analyse prazipitierter DNA mit Hilfe der PCR

Um zu Uberpriifen welche DNA Fragmente prazipitieren, wurde zunéchst die vom
prazipitierten Chromatin isolierte DNA mittels PCR analysiert. Hierzu wurde als
bekannte Zielsequenz ein Teil des DFR Promotors gewahlt. Diese Teilsequenz
enthalt die cis-regulatorischen Elemente MRE und RRE, welche die DNA-
Bindemotive fur die zu untersuchenden Transkriptionsfaktoren PAP1 und TT8
darstellen (in Abb.3.4. nur fir den DFR Promotor gezeigt). Ein RRE fur EGL3
wurde bisher nicht identifiziert. Wahrend des Primerdesigns wurde darauf geachtet
eine Amplikongrofle von <250 bp einzuhalten um die Primer auch flr eine
quantitative real-time PCR einsetzten zu kénnen. Als Kontrollregion (ACT2/7,
At5g09810) wurde ein Sequenzabschnitt gewahlt der nicht im Zusammenhang mit
der regulatorischen Wirkung von PAP1, TT8 und EGL3 verbunden ist (nicht
gezeigt).
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Abbildung 3.4. Struktur des DFR Promotors. Die Abbildung zeigt die Struktur des DFR
Promotors. Der Translationsstart des Gens ist mit einem schwarzen abknickenden Pfeil
und +1 gekennzeichnet. Das PAP1 cis-regulatorische Element (MRE) ist griin markiert
und zeigt die DNA-Bindesequenz. Das TT8 cis-regulatorische Element (RRE) ist violett
markiert und zeigt ebenfalls die spezifische DNA-Bindesequenz. Durch die gegenlaufigen
grauen Pfeile wird die Lage der Oligonukleotid-Primer (0270 und O271) und somit das zu
amplifizierende PCR-Produkt gekennzeichnet.

3.1.21. ChIP-PCR: Analyse geChlPter DNA aus Propap:::GFP:PAP1

transgenen Keimlingen

Um prazipitierte DNA-Fragmente nach der Chromatin-Immunoprazipitation auf das
Vorhandensein von bekannten Zielsequenzen des Arabidopsis thaliana
Transkriptionsfaktors PAP1 mittels PCR zu untersuchen, wurde geChiPte DNA
der unterschiedlich prazipitierten Fraktionen und Input-Kontrollen als Probe
eingesetzt. Hierzu wurden je 5 L DNA der Proben prazipitiert mit dem a-H3, dem
a-GFP und dem a-lgG Antikérper sowie der Input-Fraktion und einer
Verdiinnungsreihe (10”7 - 10™) aus dieser eingesetzt. Als interne Negativkontrolle
wurde zu gleichen Volumenanteilen Wasser dem PCR-Ansatz zugesetzt. Die
Ergebnisse der ChIP-PCR zur Amplifizierung eines Promotorabschnittes des DFR
Gens, welcher das PAP1 cis-regulatorische Element als bekannte Zielsequenz

des Transktiptionsfaktors enthalt, sind in Abbildung 3.5. dargestellt.
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Abbildung 3.5. ChIP-PCR fiir Propap1::GFP:PAP1. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse
der ChIP-PCR zur Amplifizierung eines DFR Promotorabschitts und eines Bereiches des
Gens ACT2/7 unterschiedlich geChlPter DNA-Proben und [/nput-Kontrollen aus
Propap1::GFP:PAP1 transgenen Keimlingen. Je 5 pyL der PCR-Produkte wurden auf ein
2%iges Agarosegel aufgetragen. a-H3: DNA-Probe der ChlP-internen Positivkontrolle
prazipitiert mit einem a-H3 Antikérper. a-GFP: DNA-Probe prazipitiert mit einem a-GFP
Antikorper. a-lgG: DNA-Probe der ChIP-internen Negativkontrolle prazipitiert mit einem a-
IgG Antikérper. Input und Input-Verdinnungsreihe: DNA Probe nicht prazipitierter ChlP-
DNA und Verdinnungsreihe aus dieser Probe.

Die PCR interne Negativkontrolle (NTC) zeigte wie zu erwarten kein Produkt fur
den gewahlten Promotorabschnitt des DFR Gens (nicht gezeigt). Die Input-
Kontrollen (Input und Input-Verdlinnungsreihe) zeigten jeweils bis auf die Input-
Verdiinnung 10 eine spezifische DNA-Bande von 233 bp fiir den amplifizierten
Promotorabschnitt des DFR Gens. Mit Zunahme der Verdinnungsstufe
(10"'>10%>10°>10*) nimmt die Akkumulation des =zu amplifizierenden
Promotorabschnittes ab. Die positiv Kontrolle fur die ChIP (a-H3 Kontrolle) zeigte
eine spezifische Bande von 233 bp. Das Experiment (DNA prazipitiert mit dem
a-GFP Antikérper), die Identifizierung einer bekannten Zielsequenz des
Transkriptionsfaktors PAP1 lieferte ein negatives Ergebnis, hier wurde kein
Produkt mit Hilfe der PCR amplifiziert. Die unspezifische Negativ-Kontrolle (a-1gG)
zeigte ebenfalls kein PCR-Produkt bei 233 bp. Um Kontaminationen wahrend der
ChIP-Versuchsdurchfuhrung auszuschlieBen wurde eine weitere PCR
durchgefluihrt in welcher ein DNA-Bereich (ACT2/7, At5g09810) amplifiziert wurde
der nicht mit der regulatorischen Wirkung des Transkriptionsfaktors in Verbindung
steht (siehe Abbildung 3.5.). Die positiv Kontrolle fir die ChIP (a- H3 Kontrolle)
zeigte eine spezifische Bande von 233 bp. Die PCR fir ACT2/7 auf der DNA-
Probe prazipitiert mit dem a-GFP Antikorper lieferte kein Amplifikat. Dieser Lokus
ist mit der regulatorischen Wirkung von PAP1 nicht assoziiert. Fur die ChIP
unspezifische a-lgG Kontrolle wurde ebenfalls keine Bande detektiert. Die Input-
DNA Probe und die Input-Verdiinnung (10™') zeigten je Banden fiir ACT2/7 mit

abnehmender Intensitat in Ubereinstimmung mit zunehmender Verdiinnungsstufe.
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Amplifikate von ACT2/7 kénnen in den Verdiinnungsstufen 102, 10 und 10 nicht

nachgewiesen werden.

3.1.2.2. ChIP-PCR: Analyse geChlPter DNA aus Prorrs::TT8:GFP und

Procamvsss:: TT8:GFP transgenen Keimlingen

Fur die Identifizierung einer bekannten Zielsequenz des Arabidopsis thaliana
Transkriptionsfaktors TT8 wurde ein Promotorabschnitt des DFR Gens amplifiziert,
der das TT8 cis-regulatorische Element RRE enthalt gewahlt. Fur die
Identifizierung dieser TT8 Zielsequenz wurden geChlPte DNA-Proben der
unterschiedlich prazipitierten Fraktionen und /nput-Kontrollen mittels ChlIP-PCR
analysiert. Je 5 uL geChlPte DNA (a-H3, a-GFP und a-IgG) sowie DNA der Input-
Kontrolle und einer Verdiinnungsreihe (10" — 10*) aus dieser wurden als
Matrizen-DNA eingesetzt. Als PCR interne Negativkontrolle wurde zu gleichen
Volumenanteilen Wasser dem PCR-Ansatz zugesetzt. Die Ergebnisse der
ChIP-PCR zur Identifizierung einer bekannten TT8 Zielsequenz aus
Prorrs::TT8:GFP transgenen Keimlingen sind in Abbildung 3.6. dargestellt. Die
durchgefihrte interne PCR Negativkontrolle (NTC) zeigte kein Amplifikat bei
233 bp (nicht gezeigt). Die Input-Kontrolle zeigte flr die amplifizierte
Promotorsequenz des DFR Gens eine Bande bei 233 bp. Fur die Input-
Verdinnungsreihe waren ebenfalls Banden bei 233 bp zu erkennen. Mit
zunehmender Verdiinnungsstufe (10">10%>10°>10%) nimmt die Menge an
amplifizierten  PCR-Produkten ab, welches in einer abnehmenden
Bandenintensitat in den einzelnen Verdinnungsstufen resultiert. Die ChIP interne
Positivkontrolle (a-H3) zeigte ein deutliches Amplifikat bei 233 bp. Die spezifische
Probe, prazipitiert mit dem a-GFP Antikorper, zeigte eine Bande (233bp) mit einer
leicht hoheren Intensitdt im Vergleich zur Verdiinnungsstufe 10°. Die ChIP
unspezifische a-lgG Kontrolle zeigte eine schwache Bande (233 bp) in etwa der
Intensitat der 10 Verdiinnungsstufe. Im Vergleich zur spezifischen a-GFP Probe
ist die Bandenintensitat (=Amplifikatmenge) der unspezifischen a-IgG Kontrolle

10-fach erniedrigt.
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Abbildung 3.6. ChIP-PCR fiir Pros7s::TT8:GFP. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der
ChlIP-PCR zur Amplifizierung eines DFR Promotorabschitts und eines Bereiches des
ACT2/7 Gens unterschiedlich geChlPter DNA-Proben und Input-Kontrollen aus
Prorrg::TT8:GFP transgenen Keimlingen. Je 5 pyL der PCR-Produkte wurden auf ein
2%iges Agarosegel aufgetragen. a-H3: DNA-Probe der ChlP-internen Positivkontrolle
prazipitiert mit einem a-H3 Antikérper. a-GFP: DNA-Probe prazipitiert mit einem a-GFP
Antikorper. a-lgG: DNA-Probe der ChIP-internen Negativkontrolle prazipitiert mit einem a-
IgG Antikérper. Input und Input-Verdinnungsreihe: DNA Probe nicht prazipitierter ChlP-
DNA und Verdinnungsreihe aus dieser Probe.

Um Kontaminationen wahrend der ChIP-Versuchsdurchfihrung auszuschlief3en
wurde eine weitere PCR durchgefihrt in welcher ein DNA-Bereich (ACT2/7,
At5g09810) amplifiziert wurde der nicht mit der regulatorischen Wirkung des
Transkriptionsfaktors in Verbindung steht (siehe Abbildung 3.6.). Die interne PCR
Negativkontrolle (NTC) zeigte keine Bande (nicht gezeigt). Ein DNA-Fragment des
Gens ACT2/7, prazipitiert mit a-H3 Antikorper lasst sich amplifizieren. Die PCR fur
ACT2/7 auf der DNA-Probe prazipitiert mit dem a-GFP Antikorper lieferte kein
Amplifikat. Dieser Lokus ist mit der regulatorischen Wirkung von TT8 nicht
assoziiert. Fur die ChIP unspezifische a-lgG Kontrolle wurde ebenfalls keine
Bande detektieren. Die Input-DNA Probe und die Input-Verdiinnung (10™") zeigten
je Banden fir ACT2/7 mit abnehmender Intensitat in Ubereinstimmung mit
zunehmender Verdlnnungsstufe. Amplifikate von ACT2/7 kbénnen in den

Verdiinnungsstufen 102, 10 und 10™ nicht nachgewiesen werden.

Als weiteres Pflanzenmaterial flir ein ChIP-Experiment dienten transgene
Keimlinge die das Fusionsprotein von TT8 und GFP unter Kontrolle des
Blumenkohl-Mosaikvirus-Promotors CaMv35S exprimieren. Die Ergebnisse der
ChIP-PCR sind in Abbildung 3.7. dargestellt.
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Abbildung 3.7. ChIP-PCR fir CaMvProsss::TT8:GFP. Die Abbildung zeigt die
Ergebnisse der ChIP-PCR zur Amplifizierung eines DFR Promotorabschitts und eines
Bereiches des ACT2/7 Gens unterschiedlich geChlPter DNA-Proben und Input-Kontrollen
aus CaMvProzss:: TT8:GFP transgenen Keimlingen. Je 5 uL der PCR-Produkte wurden auf
ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. a-H3: DNA-Probe der ChIP-internen Positivkontrolle
prazipitiert mit einem a-H3 Antikérper. a-GFP: DNA-Probe prazipitiert mit einem a-GFP
Antikorper. a-lgG: DNA-Probe der ChIP-internen Negativkontrolle prazipitiert mit einem a-
IgG Antikérper. Input und Input-Verdinnungsreihe: DNA Probe nicht prazipitierter ChlP-
DNA und Verdinnungsreihe aus dieser Probe.

Die technischen PCR Negativkontrollen (NTC) zeigten keine Amplifikate fur die
durchgefluihrten PCR-Reaktionen (nicht gezeigt). Die Ergebnisse gleichen den in
Abb 3.6. fir Prorrs::TT8:GFP dargestellten. Abweichend zeigte die ChIP
unspezifische a-IgG Kontrolle kein Amplifikat. Die spezifische Probe, prazipitiert
mit dem a-GFP Antikorper, zeigte eine Bande (233bp) mit einer leicht héheren

Intensitat im Vergleich zur Verdiinnungsstufe 10™.

3.1.2.3. ChIP-PCR: Analyse geChlIPter DNA aus Progg;3::GFP:EGL3 und

Procamvsss::GFP:EGL3 transgenen Keimlingen

Fur die Identifizierung eines bekannten Zielgens des Arabidopsis thaliana
Transkriptionsfaktors EGL3 wurde ein Promotorabschnitt -288 bis -55 nt relativ
zum Translationsstart des DFR Gens gewahlt. Fur die Identifizierung wurden
geChlPte DNA-Proben der unterschiedlich prazipitierten Fraktionen und Input-
Kontrollen mittels ChlP-PCR analysiert. Je 5 uyL geChlPte DNA (a-H3, a-GFP und
a-lIgG) sowie DNA der Input-Kontrolle und einer Verdiinnungsreihe (107" — 10™)
aus dieser wurden als Matrizen-DNA eingesetzt. Als PCR interne Negativkontrolle
wurde zu gleichen Volumenanteilen Wasser dem PCR-Ansatz zugesetzt. Die
Ergebnisse der ChIP-PCR zur Identifizierung eines bekannten EGL3 Zielgens sind
in Abbildung 3.8. dargestellt.
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Abbildung 3.8. ChIP-PCR fiir Progs 3::GFP:EGL3. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse
der ChIP-PCR zur Amplifizierung eines DFR Promotorabschitts und von ACT2/7
unterschiedlich geChlPter DNA-Proben und —I/nput-Kontrollen aus Progg 3:GFP.EGL3
transgenen Keimlingen. Je 5 pL der PCR-Produkte wurden auf ein 2%iges Agarosegel
aufgetragen. a-H3: DNA-Probe der ChlIP-interne Positivkontrolle prazipitiert mit einem a-
H3 Antikérper. a-GFP: DNA-Probe prazipitiert mit einem a-GFP Antikorper. a-lgG: DNA-
Probe der ChIP-internen Negativkontrolle prazipitiert mit einem a-IgG Antikdrper. Input
und Input-Verdinnungsreine: DNA Probe nicht prazipitierter ChIP-DNA und
Verdinnungsreihe aus dieser Probe.

Die interne PCR Negativkontrolle (NTC) zeigte kein Amplifikat bei 233 bp (nicht
gezeigt). Die Input-Kontrolle zeigte fur die amplifizierte Promotorsequenz des DFR
Gens eine Bande bei 233 bp. Fur die Input-Verdlinnungsreihe waren ebenfalls
Banden bei 233 bp zu erkennen. Mit zunehmender Verdinnungsstufe
(10"'>10%>10°>10*) nimmt die Menge an amplifizieten PCR-Produkten ab,
welches in einer abnehmenden Bandenintensitat in den einzelnen
Verdunnungsstufen resultiert. Die ChIP interne Positivkontrolle (a-H3) zeigte ein
deutliches Amplifikat bei 233 bp. Die spezifische Probe, prazipitiert mit dem a-GFP
Antikdrper, zeigte eine Bande (233bp) mit einer geringeren Intensitat im Vergleich
zur Verdiinnungsstufe 10°. Die ChIP unspezifische a-IgG Kontrolle zeigt eine
schwache Bande (233 bp) in etwa der Intensitat der 10 Verdiinnungsstufe. Im
Vergleich zur spezifischen o-GFP Probe ist die Amplifikatmenge der
unspezifischen a-lgG Kontrolle 10-fach erniedrigt. Als Kontrolle wurde fur die
gleichen DNA-Proben PCR Reaktionen fur ACT2/7 durchgeflihrt (siehe Abb. 3.8.).
Die durchgefuhrte interne Negativkontrolle zeigte keine Band (nicht gezeigt). Der
Bereich des Gens kann auf DNA, prazipitiert mit dem a-H3 Antikdrper und auf der
nicht-prazipitierten Input-DNA und der 107" Verdiinnung aus dieser, amplifiziert
werden. Die PCRs fur die DNAs prazipitiert mit dem a-GFP und a-IgG Antikérper
zeigen kein sichtbares Produkt. Fiir die Input-Verdiinnungsstufen (102 — 10%)

konnte ein Fragment des ACT2/7 Gens ebenfalls nicht detektiert werden.

Als weiteres Pflanzenmaterial flir ein ChIP-Experiment dienten transgene
Keimlinge die das Fusionsprotein von EGL3 und GFP unter Kontrolle des

35S Uberexpressionspromotors aus CaMV exprimieren. Fir diese Linien wurde
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ein ChIP-Experiment durchgeflhrt und die prazipitierten DNAs mit Hilfe der PCR
analysiert. Die Ergebnisse der ChIP-PCR sind in Abbildung 3.9. gezeigt.

Input Verdinnungsreihe

a-H3 a-GFP a-lgG  10*  10° 102 10" Input
Prooen s - —_— e oy
ACT2/7 - -

Abbildung 3.9. ChIP-PCR fiir CaMVProsss::GFP:EGL3. Die Abbildung zeigt die
Ergebnisse der ChIP-PCR zur Amplifizierung eines DFR Promotorabschitts und von
ACT2/7 unterschiedlich geChlPter DNA-Proben und —Input-Kontrollen aus
CaMVProsss::GFP:EGL3 transgenen Keimlingen. Je 5 uL der PCR-Produkte wurden auf
ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. a-H3: DNA-Probe der ChlP-interne Positivkontrolle
prazipitiert mit einem a-H3 Antikérper. a-GFP: DNA-Probe prazipitiert mit einem a-GFP
Antikorper. a-lgG: DNA-Probe der ChIP-internen Negativkontrolle prazipitiert mit einem a-
IgG Antikérper. Input und Input-Verdinnungsreihe: DNA Probe nicht prazipitierter ChlP-
DNA und Verdinnungsreihe aus dieser Probe.

Die technischen PCR Negativkontrollen (NTC) zeigten fir die untersuchten
genomischen Bereiche keine Amplifikate (nicht gezeigt). Die ChIP-PCR
Ergebnisse gleichen den in Abb 3.8. flr Progg 3::GFP:EGL3 dargestellten.
Abweichend zeigte die ChIP unspezifische a-IgG Kontrolle kein Amplifikat flr den
DFR Promotorabschnitt. Die spezifische Probe, prazipitiert mit dem ao-GFP
Antikdrper, zeigte eine Bande (233bp) mit einer ahnlichen Intensitat im Vergleich
zur Verdiinnungsstufe 10™. Die technische Positivkontrolle, DNA prazipitiert mit
einem a-H3 Antikdrper, zeigte ein schwaches Amplifikat fir den amplifizierten
Bereich des ACT2/7 Gens.

3.1.3. Genomweite ldentifizierung von DNA-Zielbindestellen der

Arabidopsis thaliana Transkriptionsfaktoren TT8 und EGL3

Um die in vivo DNA-Bindefahigkeit von TT8 und EGL3 genomweit zu untersuchen
wurde die angewendete ChIP mit massiver paralleler Sequenzierung gekoppelt
(ChlP-seq). Die per ChIP-PCR uberpruften prazipitierten DNAs (siehe Tabelle
3.1.) wurden fur die Sequenzierung auf dem Genome Analyzer;y (lllumina) wie in
Abschnitt 2.2.12. beschrieben vorbereitet (Konzentrationsbestimmung und
Grolenverteilung siehe Anhang 7.2.) und in einem Standard 36 bp Single-Read-
Lauf sequenziert (Flowcell ID: 70C6NAAXX). Fur das Mapping wurde der
SARUMAN- (Semiglobal Alignment of short Reads Using CUDA and
NeedleMAN-Wunsch, Blom et al. 2011) Ansatz gewahlt. Das Mapping wurde mit
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allen Reads gegen Sequenzen der Einzelchromosomen von Arabidopsis thaliana
von Tobias Jakobi und Jochen Blom durchgeflihrt. Die erste bzw. letzte Base der
36er Reads wurden vor dem Mapping in silico entfernt. Flr die Identifizierung von
angereicherten Regionen wurde die PeakRanger Software (v.1.4.) verwendet
(Feng et al. 2011). Der cut-off P-Wert wurde so gewahlt, dass bereits bekannte
Zielbindestellen der Transkriptionsfaktoren als signifikant identifiziert wurden. Die
von der Software errechneten Bindeprofile im Wiggle Dateiformat wurden mit dem

Integrated Genomics Viewer (IGV, Robinson et al. 2011) visualisiert.

Tabelle 3.1.: ChIP DNA Proben der zu untersuchenden Transkriptionsfaktoren und
die jeweilige Zuordnung auf der Flow-Cell.

Transkriptionsfaktor DNA Probe Flow-Cell Lane #
Prorrs::TT8:GFP a-GFP 1
Pror7s:: TT8:GFP a-lgG 2
Progg; 3::GFP:EGL3 a-GFP 3
Progg, 3::GFP:EGL3 a-lgG 4
Procamvsss: i TT8:GFP a-GFP 6
Procamvsss::TT8:GFP a-lgG 7
Procamvsss::GFP:EGL3 a-GFP 8

Die ChlP-seq Analyse der TT8- und EGL3-Bindestellen lieferte insgesamt
zwischen 0,8 und 11,2 Millionen Reads die ohne Fehler einmalig im

Referenzgenom gemappt wurden (siehe Tabelle 3.2.).

Tabelle 3.2.: Anzahl perfekt gemappter Reads und einmalig perfekt gemappter
Reads im Referenzgenom der durchgefiihrten ChiP-seq Experimente. Die Daten
beziehen sich jeweils auf eine Lane einer 8-Lane Flow-Cell.

Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 6 Lane7 Lane 8
# perfect
mapped
reads 27,7x10°| 27,2x10°| 49,1x10°| 9,3x10°| 87,1x10°| 65,3x10°| 94,7 x 10°
# uniquely
mapped 32x10°| 2,5x10°| 6,1x10°| 0,8x10°| 11,2x10°| 6,1x10°| 9,7x10°
reads (12%) (9%) (12%) (9%) (13%) (9%) (10%)
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Eine Visualisierung der Read-Verteilungen im Arabidopsis thaliana Genom flr die
perfekt gemappten Reads (Prorrs::TT8:GFP, a-GFP und a-lgG) zeigte im Bereich
der Zentromerregionen massive Read alignments (siehe Abb 3.10.A). Diese
Bereiche waren flr die ldentifizierung von Peaks mit dem PeakRanger (v.1.4.,
Feng et al. 2011) nicht analysierbar, daher wurde in silico im Datensatz mit allen
perfekt gemappten Reads nach allen einmalig perfekt gemappten Reads gesucht
und diese zu einem neuen Datensatz zusammengeflihrt. Eine Visualisierung der
einmalig perfekt gemappten Reads im Arabidopsis thaliana Genom zeigte nur eine
vereinzelte massive Read-Anreicherung in den Zentromerregionen (siehe Abb
3.10.B).

(A) Chi cha Chis
che chid

Ch2 Chi

Abbildung 3.10. Genomweite TT8-Bindeprofile in Arabidopsis thaliana. ChlP-seq
Profile (.wig Dateiformat) (Prorrg::TT8:GFP) von TT8 sind fir alle Chromosomen von
Arabidopsis thaliana dargestellt. Schwarz: a-GFP IP. Grau: a-lgG IP (Kontrolle). (A)
Perfekt gemappte Reads. (B) Einmalig perfekt gemappte Reads.

Die Visualisierung der perfekt gemappten und einmalig perfekt gemappten Reads
aus dem Versuch mit dem Pflanzenmaterial Progg 3::GFP:EGL3 zeigte die
gleichen Unterschiede in der Read-Verteilung im Arabidopsis thaliana Genom
(siehe Abb. 3.11.) wie zuvor dargestellt. Allerdings ist hier auffallig das die a-IgG
Kontrolle im Vergleich zur a-lgG Kontrolle (Prorrs::TT8:GFP) eine deutlich
geringere Anzahl von Reads enthalt (siehe Abb. 3.10.B. und 3.11.B.).
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Abbildung 3.11. Genomweite EGL3-Bindeprofile in Arabidopsis thaliana. ChlP-seq
Profile (.wig Dateiformat) (Progg 3::GFP:EGL3) von EGL3 sind fir alle Chromosomen von
Arabidopsis thaliana dargestellt. Schwarz: a-GFP IP. Grau: a-lgG IP (Kontrolle). (A)
Perfekt gemappte Reads. (B) Einmalig perfekt gemappte Reads.

Die Visualisierung der TT8- und EGL3-Bindeprofile und die Identifizierung der
genomweiten putativen in vivo Zielbindestellen der Transkriptionsfaktoren wurden

alle mit dem Datensatz flr einmalig perfekt gemappte Reads durchgefihrt.

3.1.3.1. Genomweite ldentifizierung von TT8 DNA-Zielbindestellen in

Arabidopsis thaliana

TT8 bindet an hunderte Regionen innerhalb des Arabidopsis thaliana Genoms. Mit
Hilfe des PeakRanger (v.1.4., Feng et al. 2011) konnten 1441 angereicherte
Regionen durch eine putative TT8-Bindung identifiziert werden. Eine Verteilung
der identifizierten Bindestellen im Arabidopsis thaliana Genom ist in Abbildung
3.12. dargestellt. Die Analyse aller TT8 Bindestellen zeigte eine Bindung des
Transkriptionsfaktors zu 59% (857 Loci) in kodierenden Bereichen (Exon) von
Arabidopsis thaliana. 18% (261 Loci) der moglichen Bindestellen liegen in
nicht-kodierten Bereichen (Intron). Auf den 5UTR und 3'UTR entfallen
1% (18 Loci) bzw. 3% (42 Loci) der putativen TT8-Bindestellen. In 5% (66 Loci)
der Falle erfolgt eine mogliche Bindung des Transkriptionsfaktors in
intergenischen Bereichen von Arabidopsis thaliana und zu 1% (5 Loci) in

Bereichen die als Transcription Start To Transcription End (TS2TE, diese
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Einteilung bezieht sich auf nicht Protein-kodierende Gene) bezeichnet werden. In
Promotorbereichen finden sich 13% (192 Loci) der identifizierten Bindestellen fur

TT8. Die durchschnittliche Peak-Breite betrug 315 bp.

TS1'%/TE Intergenische
° Region

50

= Intron

18% ‘. Promotor

13%
3'UTR

= 5UTR 3%
1%

B Exon
59%

Abbildung 3.12. Verteilung von TT8 Bindestellen im Arabidopsis thaliana Genom.
Dargestellt ist die Verteilung der TT8 Bindestellen flir das ChiP-seq Experiment mit dem
Pflanzenmaterial (Pror7s::TT8:GFP).

Einige putative Zielgene von TT8 wurden anhand ihrer Signifikanz (P-Wert,
errechnet durch den PeakRanger) und thematischen Bedeutung aus allen
mdglichen Zielbindestellen (siehe Anhang 7.3.) ausgewahlt und sollen hier kurz

dargestellt werden (siehe Tabelle 3.3.).
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Tabelle 3.3. Auflistung putativer Zielgene des Transkriptionsfaktors TT8. In der
Tabelle sind ausgewahlte mdgliche Zielgene des Transkriptionsfaktors TT8 aus
Arabidopsis thaliana dargestellt. Die putativen Bindestellen wurden mit dem PeakRanger
(v.1.4., Feng et al. 2011) identifiziert. Angegeben ist jeweils der Lokus Code (AGI Code),
der P-Wert (aus PeakRanger) und die TAIRv10 Annotation.

AGI Code P-Wert Annotation

At1g14080 8,0E-16 Fucosyltransferase 6

At1g17650 3,1E-22 Glyoxylat Reduktase 2

At1g21100 7,2E-20 O-Methyltransferase (Proteinfamilie)
At1922340 7,1E-12 UDP-Glycosyltransferase 85A7

At1g64190 3,1E-25 6-Phosphoglukonat Dehydrogenase (Proteinfamilie)
At2g25240 5,7E-29 Serine Protease Inhibitor (Proteinfamilie)
At2g43100 1,4E-25 Isopropylmalat Isomerase 2

At3g02540 3,3E-37 Rad23 UV Reparatur (Proteinfamilie)
At3g11670 1,6E-14 UDP-Glycosyltransferase (Proteinfamilie)
At3g18100 8,1E-13 MYB4R1

At3g45100 2,3E-15 UDP-Glycosyltransferase (Proteinfamilie)
At3g54100 7,3E-16 O-Fucosyltransferase (Proteinfamilie)
At4g00550 1,1E-24 Digalactosyl Diacylglycerol Deficient 2
At4g00800 2,6E-06 WD40 (Proteinfamilie)

At4g01070 5,5E-13 UDP-Glycosyltransferase (Proteinfamilie)
At4g02290 9,8E-13 Glycosylhydrolase 9B13

At4g05100 1,1E-13 MYB 74

At4g17250 2,1E-35 unbekanntes Protein

At4g20360 3,1E-29 RAB GTPase Homolog E1B

At4g30440 1,1E-33 UDP-D-Glucuronate 4-Epimerase 1
At4g34850 4,5E-15 Chalkon / Stilben Synthase (Proteinfamilie)
At5g04130 1,0E-20 DNA Gyrase B2

At5g04480 5,5E-13 UDP-Glycosyltransferase (Proteinfamilie)
At5g08130 2,3E-08 bHLH 46

At5g12110 3,4E-23 Glutathion S-Transferase-ahnlich
At5g17040 3,9E-10 UDP-Glycosyltransferase (Proteinfamilie)
At5g18410 2,2E-24 Transkription Aktivator

At5g25260 4,6E-26 SPFH/Band 7/PHB Doméane (Proteinfamilie)
At5g54060 2,3E-21 UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-Glucosyltransferase (UGT79B1)

At5g59250 5,3E-23 Zucker Transporter (Proteinfamilie)



Ergebnisse

90

Die Auswahl von moglichen TT8 Bindestellen zeigt, dass der Transkriptionsfaktor
an der Regulation unterschiedlicher Prozesse in Arabidopsis thaliana beteiligt sein
konnte. 7 Gene kodieren fur (putative) UDP-Glykosyltransferasen. Aber auch
Gene die an der allgemeinen Transkriptionsmaschinerie beteiligt sind (DNA-
Gyrase, Transkription Aktivator) stellen mdglich Zielgene von TT8 dar. Unter
anderen finden sich auch Regulatoren wie MYB74 und bHLH46 unter den

putativen Zielgenen.

Zur weiteren Analyse wurden fur ausgewahlte Strukturgen-Loci der Anthocyan-
Biosynthese die TT8 Bindeprofile mit dem IGV visualisiert und auf angereicherte
Sequenz-Reads untersucht (siehe Abb. 3.13.). Sequenz-Read-Anreicherung
kénnen flr Promotor- bzw. genomische Bereiche der Loci CHS, CHI, F3H, DFR
und LDOX beobachtet werden. So zeigen sich flr den 5-UTR des CHS Gens auf
einem Bereich von 2000 Nukleotiden Read-Anreicherungen durch eine mogliche
TT8 Bindung. Uber den gesamten Bereich sind allerdings auch Sequenz Read-
Anreicherungen in der Kontrolle zu finden. Innerhalb der genomischen
Organisation des CHI Gens lasst sich eine signifikante Read-Anreicherung durch
eine putative Bindung des TT8 Transkriptionsfaktors erkennen. Der Scheitelpunkt
des vom PeakRanger identifizierten Peaks (8,53e™) liegt im 2. Intron des Gens.
Weiterhin finden sich Read-Anreicherungen im Promotor bzw. 5-UTR von F3H.
Fiur die genomischen Bereiche der Anthocyan-Biosynthese Loci F3’H und GST,
zeigten sich Uber die gesamten dargestellten Abschnitte zum Teil geringe nicht
signifikante Read-Anreicherungen innerhalb des Experiments sowie in der
Kontrolle. Als ein Nicht-Zielgen von TT8 wurde der Flavonol-spezifische FLS1
Lokus visualisiert und auf Read-Anreicherungen untersucht. Hier konnten keine
signifikanten Read-Anreicherungen beobachtet werden. In den Promotor-
Bereichen der Loci DFR und LDOX lassen sich durch eine mogliche Bindung von
TT8 Peaks visualisieren. Beide Peaks wurden mit Hilfe des Peak Finders
PeakRanger (v.1.4., Feng et al. 2011) als signifikant identifiziert mit p-Werten von
9,99e™* fiir DFR und 5,41e™"* fir LDOX.
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Abbildung 3.13. TT8-Bindeprofile von Strukturgenen der Anthocyan-Biosynthese.
Fur jeden Lokus sind ChlP-seq Profile (Prorrs::TT8:GFP) von TT8 dargestellt. Schwarz: a-
GFP IP. Grau: a-IgG IP (Kontrolle) Die Exon/Intron Strukturen der genomischen Loci sind
jeweils im unteren Teil der Abbildungen gezeigt. Pfeile kennzeichnen die Orientierung des
jeweiligen Lokus. Die einzelnen Abbildungen zeigen je einen Bereich von 5 kb.
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Anhand des TT8 Bindeprofils im DFR Promotor konnte in dieser Arbeit durch die
genomweite Identifizierung mittels ChlP-seq die direkte Bindung des
Transkriptionsfaktors an einen Bereich der das TT8 RRE enthalt bestatigt und

erstmals in vivo gezeigt werden (siehe Abb. 3.14.).

170 164 -159 -154
I T ee—— 0 K
CGGTTGG CACGTG
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Abbildung 3.14. TT8-Bindeprofile im Promotor des DFR Gens. Fir den Lokus ist das
ChlP-seq Profile (Prorrg::TT8:GFP) von TT8 dargestellt. Schwarz: a-GFP IP. Grau: a-IgG
IP (Kontrolle) Die Exon/Intron Struktur des genomischen Lokus ist im unteren Teil der
Abbildungen gezeigt. Pfeile kennzeichnen die Orientierung des Lokus. Die rote
Markierung zeigt die Position der cis-regulatorischen Elemente (MRE und RRE). Als
VergroRerung ist die genomische Position und Sequenz des MRE und RRE dargestellt.

Um eine in vivo Bindung von TT8 an einen genomischen Bereich des TT8 Lokus
und weiterer Saccharose-abhangiger Anthocyanbiosynthese regulatorischer Gen-
Loci zu Uberprifen wurde die Sequenz-Read-Verteilung im IGV visualisiert und auf

Read-Anreicherungen in diesen Bereichen analysiert (siehe Abb. 3.15.).
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Abbildung 3.15. TT8-Bindeprofile von Regulatoren der Sukrose-abhangigen
Anthocyan-Biosynthese. Fir jeden Lokus sind ChlP-seq Profile (Prorrs::TT8:GFP) von
TT8 dargestellt. Schwarz: a-GFP IP. Grau: a-IgG IP (Kontrolle) Die Exon/Intron Strukturen
der genomischen Loci sind jeweils im unteren Teil der Abbildungen gezeigt. Pfeile
kennzeichnen die Orientierung des jeweiligen Lokus.

Die Analyse der TT8-Bindeprofile an genomischen Bereichen bekannter
Regulatoren der Saccharose-abhangigen Anthocyan-Biosynthese zeigten ein
anderes Muster der Protein-DNA-Wechselwirkung zwischen TT8 und
transkriptionellen Regulatoren im Vergleich zu den in Abbildung 3.13. gezeigten
Bindeprofilen. Der Anthocyan-Regulator TT8 zeigte eine mogliche Bindefahigkeit
fur die Loci EGL3, TT8, PAP2 und TTG1 innerhalb der jeweiligen genomischen
Organisation. Eine Sequenz-Anreicherung im Bereich von PAP1 konnte nicht
beobachtet werden. Im Promotor von PAPZ2 zeigten sich geringe Read-

Anreicherungen, die in der Visualisierung eine Peak-Form aufweisen. Innerhalb
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der genomischen Organisation von TT8 kommt es durch eine putative TT8
Bindung zu signifikanten Read-Anreicherungen im Promotor und im Bereich des
zweiten und siebten Exons (5,91e™®). Fiir EGL3 konnte ein signifikanter Peak im
3‘-Bereich des Lokus beobachtet werden (9,87¢”"). Am Gen-Lokus TTG1 zeigte
sich eine Anreicherung im ersten Exon, allerdings wuren Read-Anreicherung auch

in der a-lgG Kontrolle sichtbar.

Bis heute ist die Auswertung der hier vorgestellten ChlP-seq Daten fir das
Pflanzenmaterial (Prorrs::TT8:GFP und Procamvsss:: TT8:GFP) nicht vollstandig
abgeschlossen. Die Darstellung der hier gezeigten Ergebnisse soll nur eine
Momentaufnahme wiedergeben. Der ChlP-seq Datensatz flir das Pflanzenmaterial
Procamvsss:: TT8:GFP ist noch nicht analysiert. Auf eine Darstellung der Ergebnisse
wurde daher verzichtet. Die Listen der identifizierten putativen TT8-
Zielbindestellen (Prorrg::TT8:GFP und Procamvsss::TT8:GFP) befinden sich im

Anhang (7.3.) in elektronischer Form.

3.1.3.2. Genomweite ldentifizierung von EGL3 DNA-Zielbindestellen in

Arabidopsis thaliana

EGL3 besitzt die Fahigkeit an hunderte Regionen innerhalb des Arabidopsis
thaliana Genoms zu binden. Mit Hilfe des PeakRanger (v.1.4., Feng et al. 2011)
wurden 5653 angereicherte Regionen fiur EGL3 detektiert. Eine Verteilung der
identifizierten EGL3-Bindestellen im Arabidopsis thaliana Genom ist in Abbildung
3.16. dargestellt. Die Analyse aller EGL3 Bindestellen zeigte eine Bindung des
Transkriptionsfaktors zu 48% in kodierenden Bereichen (Exon) von Arabidopsis
thaliana. 21% der Bindestellen liegen in nicht kodierten Bereichen (Intron). 1% der
Bindestellen befinden sich in intergenischen Regionen. 3% bzw. 2% der
Bindestellen finden sich in 3- bzw. 5-UTR Regionen. 5% der identifizierten
Bindestellen liegen in Bereichen die als Transcriptionstart To Transcription End
(TS2TE, diese Einteilung bezieht sich auf nicht Protein-kodierende Gene)
bezeichnet werden. In Promotorbereichen finden sich 20% der identifizierten
Bindestellen fur EGL3.
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Abbildung 3.16. Verteilung von EGL3 Bindestellen im Arabidopsis thaliana Genom.
Dargestellt ist die Verteilung der EGL3 Bindestellen fiir das ChlP-seq Experiment mit dem
Pflanzenmaterial (Progg3::GFP:EGLJ3).

Einige putative Zielgene von EGL3 wurden anhand ihrer Signifikanz (P-Wert,
errechnet durch PeakRanger) und zum Teil nach ihrer thematischen Bedeutung
aus allen identifizierten Zielbindestellen (siehe Anhang 7.3.) ausgewahlt und sollen

hier kurz dargestellt werden (siehe Tabelle 3.4.).
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Tabelle 3.4. Auflistung putativer Zielgene des Transkriptionsfaktors EGL3. In der
Tabelle sind ausgewahlte mogliche Zielgene des Transkriptionsfaktors EGL3 aus
Arabidopsis thaliana dargestellt. Die putativen Bindestellen wurden mit dem PeakRanger
(v.1.4., Feng et al. 2011) identifiziert. Angegeben ist jeweils der Lokus Code (AGI Code),
der P-Wert (aus PeakRanger) und die TAIRv10 Annotation.

AGI Code P-Wert Annotation

At1g01420 1,8E-38 UDP-Glucosyltransferase 72B3

At1g01790 1,6E-44 K+ Efflux Antiporter 1

At1g05560 8,4E-27 UDP-Glucosyltransferase 75B1

At1g10400 5,7E-33 UDP-Glycosyltransferase (Proteinfamilie)
At1g12910 3,9E-30 WD40 repeat-like (AtAN11)

At1g18700 1,1E-24 DNAJ Hitzeschock-Doméane

At19g22950 4,8E-18 2-Oxoglutarat und Fe(ll)-anhangige Oxygenase (Proteinfamilie)
At19g26570 2,4E-25 UDP-Glucose Dehydrogenase 1

At1g33030 4,1E-23 O-Methyltransferase (Proteinfamilie)
At1g45545 6,8E-32 unbekanntes Protein

At1g48880 8,1E-48 TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 7
At1g55010 3,8E-35 Plant Defensin 1.5

At1g75680 1,3E-63 Glycosyl Hydrolase 9B7

At2g44550 1,3E-19 Glycosyl Hydrolase 9B10

At2g47310 1,2E-28 Flowering Time Control protein-related
At3g02040 2,1E-40 Senescence-related Gene 3

At3g14980 2,3E-24 Acyl-CoA N-Acyltransferase

At3g24140 2,4E-28 bHLH 97

At3g44330 8,5E-63 unbekanntes Protein

At3g53630 2,1E-62 unbekanntes Protein

At4g09740 2,4E-25 Glycosyl Hydrolase 9B14

At4g10120 1,0E-16 Sucrose-Phosphate Synthase (Proteinfamilie)
At4g16650 2,0E-18 O-Fucosyltransferase (Proteinfamilie)
At4g16760 1,7E-79 Acyl-CoA Oxidase 1

At5g05900 1,1E-22 UDP-Glycosyltransferase (Proteinfamilie)
At5g22580 5,8E-21 Stress responsive Domain

At5g37050 1,7E-75 unbekanntes Protein

At5g54060 4,8E-38 UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-Glucosyltransferase (UGT79B1)
At5g58100 3,5E-59 unbekanntes Protein

At5g60740 2,0E-16 ABC Transporter (Proteinfamilie)
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Zur weiteren Analyse wurden fur ausgewahlte Strukturgen-Loci der Saccharose-
abhangigen Anthocyan-Biosynthese die putativen EGL3-Bindeprofile mit dem IGV

visualisiert und auf angereicherte Peaks untersucht (siehe Abb. 3.17.).
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Abbildung 3.17. EGL3-Bindeprofile von Strukturgenen der Anthocyan-Biosynthese.
Siehe nachste Seite.
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Abbildung 3.17. EGL3-Bindeprofile von Strukturgenen der Anthocyan-Biosynthese.
Fir jeden Lokus sind ChlP-seq Profile (Progs.3::GFP:EGL3) von EGL3 dargestellt.
Schwarz: a-GFP IP. Grau: a-IgG IP (Kontrolle) Die Exon/Intron Strukturen der
genomischen Loci sind jeweils im unteren Teil der Abbildungen gezeigt. Pfeile
kennzeichnen die Orientierung des jeweiligen Lokus. Die einzelnen Abbildungen zeigen je
einen Bereich von 5 kb.

Fur die in Abbildung 3.17. dargestellten genomischen Bereiche zeigte sich in der
ChlIP-internen a-lgG Kontrolle nur ein geringes Hintergrundsignal. Eine signifikante
Read-Anreicherung durch EGL3 zeigte die madgliche Bindefahigkeit des
Transkriptionsfaktors an Promotor- und/oder genomische Bereiche der Loci CHS,
CHI, F3H, LDOX und GST. Innerhalb der gezeigten genomischen Bereiche flr
F3’H, FLS1 und DFR sind keine signifikanten Read-Anreicherungen durch eine
Bindung von EGL3 identifizierbar. Im 5-UTR und dem Promotor von CHS und der
kodierenden Sequenz sind Uber den gesamten Bereich Read-Anreicherungen zu
erkennen. 2000 Nukleotide vor dem Transkriptionsstart zeigt sich eine Read-
Anreicherung durch eine mogliche EGL3 Bindung. Die signifikante
Read-Anreicherung (2,35e ) durch eine putative EGL3-Bindung an das CHI Gen
zeigt ein anderes Bindungsprofil. Hier lasst sich der Peak innerhalb eines
genomischen Bereichs der die ersten drei Exons des Gens umfasst erkennen. Der
Scheitelpunkt des vom PeakRanger identifizierten Peaks liegt im 2. Intron des
Gens. Des Weiteren sind angereicherte Reads im 5-UTR von F3H sichtbar. Ein
signifikanter Peak kann fur F3H in einem Bereich von 1500 - 1000 nt vor dem
Transkriptionsstart beobachtet werden. Innerhalb der gezeigten genomischen
Bereiche von F3'H, FLS1, DFR, LDOX und GST lasst sich eine geringe
wellenférmig-verlaufende Sequenz-Read-Verteilung flir die spezifische ChIP-
Probe (a-GFP, schwarz) erkennen. Allerdings zeigte sich unmittelbar vor dem
Transkriptionsstart von LDOX eine Peak-ahnliche Anordnung von Sequenz-
Reads. Das Muster einer unspezifischen Read-Verteilung war flr grolRe
genomische Bereiche der ChIP-seq Daten fur EGL3 zu verzeichnen und ist
beispielhaft in Abbildung 3.18. dargestellt.
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Abbildung 3.18. EGL3-Bindeprofile eines 22,6 kb Bereichs des Chromosoms 4 von
Arabidopsis thaliana. ChlP-seq Profile (Progs 3::GFP:EGL3) von EGL3 sind flr einen
22,6 kb Bereich von Chromosom 4 (9.193 — 9.419 kb) dargestellt. Schwarz: a-GFP IP.
Grau: a-IgG IP (Kontrolle). In dunkelgrau sind die Exon/Intron Strukturen dargestellt.

Um zu Uberprifen ob EGL3, im Vergleich zur TT8 feedback Regulation einen
Einfluss auf die eigene Expression ausubt, ist der regulatorische EGL3 Lokus auf
ein mogliches Bindeprofil durch EGL3-Bindung untersucht worden. Gleichzeitig
wurde eine mdgliche Sequenz-Read-Anreicherung ausgewahlter weiterer
Anthocyanbiosynthese-assoziierter regulatorischer Gen-Loci im IGV visualisiert
und auf Peaks untersucht (siehe Abb. 3.19.).
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Abbildung 3.19. EGL3-Bindeprofile ausgewahiter Regulatoren der Sukrose-
abhangigen Anthocyan-Biosynthese in Arabidopsis thaliana. Flr jeden Lokus sind
ChlP-seq Profile (Progs3::GFP:EGL3) von EGL3 dargestellt. Schwarz: a-GFP IP. Grau: a-
IgG IP (Kontrolle) Die Exon/Intron Struktur der genomischen Loci sind jeweils im unteren
Teil der Abbildungen gezeigt. Pfeile kennzeichnen die Orientierung des jeweiligen Lokus.

Die Analyse der EGL3-Bindeprofile an genomischen Bereiche bekannter
Regulatoren der Saccharose-abhangigen Anthocyanbiosynthese zeigte ein
anderes Muster der Protein-DNA-Wechselwirkung zwischen EGL3 und den
transkriptionellen Regulatoren im Vergleich zu den in Abbildung 3.17. gezeigten
Bindeprofilen. Der Anthocyan-Regulator EGL3 zeigte eine mogliche Bindefahigkeit
fur die Loci EGL3, TT8 innerhalb der jeweiligen genomischen Organisation. Read-

Anreicherungen koénnen auch fir PAP2 und TT8 in den Promotor- bzw.
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5-UTR-Regionen beobachtet werden. Eine Bindung an genomische Bereiche von
PAP1 und TTG1 konnte nicht gezeigt werden. Innerhalb der genomischen
Organisation von EGL3 kommt es durch eine putative EGL3 Bindung zu
signifikanten Read-Anreicherungen im Bereich des sechsten und siebten Exons.
FUr TT8 konnte eine signifikante Anreicherung von Reads im Bereich des siebten
Exons beobachtet werden. Der Lokus TTG1 zeigte eine ungleichmallige Sequenz-

Read-Verteilung Uber den gesamten genomischen Bereich.

Die Auswertung der hier vorgestellten ChlP-seq Daten fur das Pflanzenmaterial
(Proegr3::GFP:EGL3 und Procamvsss::GFP:EGL3) ist bis heute nicht vollstandig
abgeschlossen. Die Darstellung der hier gezeigten Ergebnisse soll nur eine
Momentaufnahme wiedergeben. Der ChlP-seq Datensatz fir das Pflanzenmaterial
Procamvsss::GFP:EGL3 ist noch nicht analysiert und auf eine Darstellung der
Ergebnisse wurde daher verzichtet. Die Listen der identifizierten putativen EGL3-
Zielbindestellen (Progg;3::GFP:EGL3 und Procamvsss::GFP:EGL3) befinden sich im

Anhang (7.3.) in elektronischer Form.

3.2. Vorbereitende Experimente zur Identifizierung
von in vivo DNA-Bindestellen der PFG

Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis thaliana

Far die Identifizierung der in Vivo DNA-Bindestellen der
PFG Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis thaliana wurde wie in Abschnitt 3.1.
fur die Faktoren TT8 und EGL3 beschrieben der gleiche experimentelle Ansatz
gewahlt. Durch eine stabile Transformation der pfg Tripelmutante mit PFG-GFP-
Fusionsproteinen sollte der jeweilige PFG Wildtyp-Phanotyp wieder hergestellt
werden. Uber den GFP-Tag sollten weiter in einem ChIP-seq Experiment mit
a-GFP Antikérper die in vivo Zielbindestellen der Transkriptionsfaktoren
angereichert und mittels massiver paralleler Sequenzierung genomweit identifiziert
werden. Bis heute wurde das generierte Pflanzenmaterial flr erste Vorversuche

fur ChIP Experiment eingesetzt.
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3.2.1. Komplementationsanalyse transgener Linien
(Prosss::GFP:PFGx und Propegy::GFP:PFGXx)

In Vorbereitung auf ein ChiP-seq Experiment wurden zunachst transgene Linien
hergestellt, die den ORF des zu untersuchenden PFG Transkriptionsfaktors in
translationaler Fusion mit dem ORF des mGFP6 unter der Kontrolle des jeweiligen
nativen PFG-Promotors in der pfg1 pfg2 pfg3 Tripelmutante (Stracke, R. et al.
2007) exprimieren (Propecx.:GFP:PFGx) (siehe Abb. 3.20.). Um die
Transkriptmengen der GFP-Transkriptionsfaktor-Fusionen zu erhéhen wurden
zusatzlich transgene Linien generiert die das zuvor beschriebene
Fusionskonstrukt unter einem konstitutivem Promotor (Prosss aus CaMV)

exprimieren (siehe Abb. 3.20.).

—Progss >¢ GFP-PFG1_| nosT— —  Propre; >{ GFP-PFG1 | nosT—

— " Progss >¢ GFP-PFG2 | nosT— ——  Progee >{ GFP-PFG2 | nosT—

— " Progss >{ GFP-PFG3 | nosT— ——  Progees >{ GFP-PFG3 | nosT—

Abbildung 3.20. Schematische Darstellung der PFG-Fusionsprotein Konstrukte
unter konstitutiver und nativer Promotorkontrolle (Prosss::GFP:PFG;; und
Propess::GFP:PFG,.3). Die Abbildung zeigt schematisch die Organisation der zur stabilen
Pflanzentransformation hergestellten Expressionskonstrukte. Der ORF des zu
untersuchenden PFG Transkriptionsfaktors wurde in translationaler Fusion mit dem ORF
des mGFP6 unter der Kontrolle eines konstitutiven oder des jeweiligen nativen PFG-
Promotors in die pfg1 pfg2 pfg3 Tripelmutante stabil transformiert.

Die entsprechenden T1-Pflanzen wurden auf hygromycinhaltigen GM-Platten fir
das Transgen selektioniert, wobei die Insertion des Transgens zusatzlich durch
eine  PCR bestatigt wurde (nicht gezeigt). Die aus der Selektion
hervorgegangenen T2-Linien wurden zur phanotypischen Analyse der Keimlinge

mittels DUnnschichtchromatographie verwendet (Abb.3.21.).
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Abbildung 3.21. Flavonolakkumulation in komplementierten pfg Mutanten. Die
Abbildung zeigt reprasentative Ergebnisse methanolischer Extrakte aus 6 Tage alten
Wildtyp-, Mutanten- und transgenen Keimlingen nach Auftrennung durch HPTLC gefolgt
von DPBA-Farbung und anschlieBender Dokumentation unter UV-Licht. Der Col-0
Wildtyp und die pfg1 pfg2 pfg3 Tripelmutante wurden als Kontrolle fir die natlrliche
Flavonol Glykosid-Akkumulation sowie das Ausbleiben dieser in planta eingesetzt.
Farbschlissel: Grin = Kampferol Derivate, Orange = Quercitin

Derivate,
Hellblau = Sinapat Derivate, Rosa = Quercitin und Sinapat Derivate (Uberlagert),
Rot = Chlorophyll. Buchstabencode: G = Glukose, K = Kampferol, Q = Quercitin,

R = Rhamnose, SM = Sinapoyl Malat.
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Methanolische Extrakte aus 6-Tage altem Keimlingsgewebe der pfg Tripelmutante
(Stracke, R. et al. 2007) zeigten in der HPTLC ein komplettes Ausbleiben der
Flavonolglykoside im Vergleich zum Col-0 Wildtyp (siehe Abb. 3.21.) Die
phanotypische ldentifikation der komplementierten pfg1 pfg2 pfg3 Keimlinge mit
PFG-GFP-Fusionsproteinen unter nativer und konstitutiver Promotorkontrolle
zeigte fur einzelne Linien eine eindeutige Akkumulation von Flavonolglykosiden
(siehe Abb. 3.21.)

Zusatzlich  zur  phanotypischen Identifikation = komplementierter PFG
Tripelmutanten erfolgte der Nachweis der GFP Funktionalitat, sowie die
subzellulare Lokalisation der GFP-Fusionsproteine in der Arabidopsis thaliana

Zellsuspensionskultur At7 in vivo (siehe Abb. 3.22.).

(A) (B)

e —— !
50pm

50um

©) (D)

I |
50pm

50pm

Abbildung 3.22. Funktionalitat und subzellulare Lokalisation von GFP-
Fusionsproteinen in At7-Protoplasten (Prosss::GFP:PFGXx). At7-Protoplasten wurden
transient mit Konstrukten flir GFP-Fusionsproteine unter konstitutiver Promotorkontrolle
transfiziert und die in vivo Funktionalitdt und subzelluldre Lokalisation des mGFP6 mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (Leica DM 5500 B) unter Verwendung eines GFP
spezifischen Filters dokumentiert (rechts). Links: Hellfeldbilder derselben Protoplasten.
(A) Prosss::GFP als Positivkontrolle. (B) Prosss::GFP:PFG2. (C) Prosss::GFP:PFG1.
(D) Progss::GFP:PFG3.

Fur alle GFP-Fusionsprotein Konstrukte wurde eine GFP Funktionalitat in At7
Protoplasten nachgewiesen (siehe Abb 3.22.). Anhand der Positivkontrolle
(Prosss::GFP) zeigte sich eine Verteilung des GFP-Signals im gesamten

Protoplasten. Die jeweils mit anderen GFP-Fusionsprotein-Konstrukten
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transfizierten At7 Protoplasten zeigten je eine Kernlokalisation fir die
Fusionsproteine GFP:PFG1, GFP:PFG2 und GFP:PFG3.

3.3. Die Mutation in Transparent Testa 17 (TT17)
- ein neues Leucoanthocyanidin Dioxygenase
(LDOX) Allel in Arabidopsis thaliana

In Kooperation mit Herrn Dr. Ingo Appelhagen wurde im Laufe dieser Arbeit der
Arabidopsis thaliana Lokus TT17 charakterisiert. Hierzu wurde zunachst eine
Charakterisierung des tt17 Samen-Phanotyps im Vergleich mit unterschiedlichen
Mutanten, die einen veranderten Proanthocyanidingehalt im Samen aufweisen,
durchgeflhrt. Bisher wurden fuir 17 trotz der groen Ahnlichkeit zu /dox Mutanten
keine Allelitaten zu bekannten ftt-Loci angenommen. Weiterhin wurde durch
Kreuzungsexperimente von tt17 Pflanzen mit verschiedenen /dox-Allelen gezeigt,
dass (t17 ein neues bisher unbekanntes /dox Allel darstellt. Um Unterschiede
innerhalb der Nukleotidsequenz des Arabidopsis thaliana LDOX Gens zu
untersuchen wurde der Lokus in {17, dem korrespondierenden Wildtyp Est-1 und

ausgewabhlter anderer Linien (tds4-1, Ws-4, tt11-2 und Ler, Abb.3.1.) sequenziert.

tds4-1
G228D

wT l
T ]

tt11-2 17 tds4-2
G78E C220Y (SALK_028793)

Abbildung 3.23. Der LDOX Lokus aus Arabidopsis thaliana. Schematische
Darstellung des LDOX Lokus mit Mutationen in tds4-1, tds4-2, tt11-2 und tt17. Die Boxen
zeigen Exons, Introns sind durch schwarze Linien gekennzeichnet. Der Translationsstart
ist durch einen abgewinkelten Pfeil markiert. Das Dreieck markiert eine T-DNA Insertion.

Durch einen Vergleich der aus den Nukleotidsequenzen abgeleiteten LDOX
Aminosauresequenzen zeigten sich innerhalb der verschiedenen Wildtyp
Accessionen naturliche Variationen. Insgesamt wurden vier Einzel-Aminosauren-

Polymorphismen (Single Aminoacid Polymorphism, SAAPs) zwischen Est-1 und
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Ws-4 bzw. Ler identifiziet (Q53K, S65N, D151E wund 1189V). Die
Aminosauresequenz von LDOX innerhalb der Accession Ws-4 unterscheidete sich
zu den anderen Varianten durch den SAAP [157J (Abb.3.24.).

Ler MVAVERVESLAKSGIISIPKEYIRPKEELESINDVFLEEKKEDGPQVPTIDLKNIESDDE 60
ttll1-2 MVAVERVESLAKSGIISIPKEYIRPKEELESINDVFLEEKKEDGPQVPTIDLKNIESDDE 60
Ws-4 MVAVERVESLAKSGIISIPKEYIRPKEELESINDVFLEEKKEDGPQVPTIDLKNIESDDE 60

tds4-1 MVAVERVESLAKSGIISIPKEYIRPKEELESINDVFLEEKKEDGPQVPTIDLKNIESDDE 60
Est-1 MVAVERVESLAKSGIISIPKEYIRPKEELESINDVFLEEKKEDGPQVPTIDLONIESDDE 60
ttl7 MVAVERVESLAKSGIISIPKEYIRPKEELESINDVFLEEKKEDGPQVPTIDLONIESDDE 60

Ler KIRENCIEELKKASLDWGVMHLINHGIPADLMERVKKAGEEFFSLSVEEKEKYANDQATG 120
ttll-2 KIRENCIEELKKASLDW.VMHLINHGIPADLMERVKKAGEEFFSLSVEEKEKYANDQATG 120
Ws—4 KIRENCIEELKKASLDWGVMHLINHGIPADLMERVKKAGEEFFSLSVEEKEKYANDQATG 120

tds4-1 KIRENCIEELKKASLDWGVMHLINHGIPADLMERVKKAGEEFFSLSVEEKEKYANDQATG 120
Est-1 KIRESCIEELKKASLDWGVMHLINHGIPADLMERVKKAGEEFFSLSVEEKEKYANDQATG 120
ttl7 KIRESCIEELKKASLDWGVMHLINHGIPADLMERVKKAGEEFFSLSVEEKEKYANDQATG 120

Ler KIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLAYPEEKRDLSLWPKTPSDYIEATSEYAKCLRLLA 180
ttll-2 KIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLAYPEEKRDLSLWPKTPSDYIEATSEYAKCLRLLA 180
Ws—-4 KIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLAYPEEKRDLSIWPKTPSDYIEATSEYAKCLRLLA 180

tds4-1 KIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLAYPEEKRDLSIWPKTPSDYIEATSEYAKCLRLLA 180
Est-1 KIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLAYPEDKRDLSLWPKTPSDYIEATSEYAKCLRLLA 180
ttl7 KIQGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHLAYPEDKRDLSLWPKTPSDYIEATSEYAKCLRLLA 180

Ler TKVFKALSVGLGLEPDRLEKEVGGLEELLLOMKINYYPK@®PQPELALGVEAHTDVSALTE 240
ttll-2 TKVFKALSVGLGLEPDRLEKEVGGLEELLLOMKINYYPKePQPELALGVEAHTDVSALTF 240
Ws—4 TKVFKALSVGLGLEPDRLEKEVGGLEELLLOMKINYYPK@®PQPELALGVEAHTDVSALTE 240
tds4-1 TKVFKALSVGLGLEPDRLEKEVGGLEELLLOMKINYYPK PQPELALIVEA TDVSALTE 240
Est-1 TKVFKALSIGLGLEPDRLEKEVGGLEELLLOMKINYYPK@®PQPELALGVEAHTDVSALTFE 240
tel7 TKVFKALSIGLGLEPDRLEKEVGGLEELLLOMKINYYPKMPOPELALGVEAHTDVSALTE 240
A JAY_ JAX. YAN
Ler ILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPDSIVMHIGDTLEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVRIS 300
ttll-2 ILHNMVPGLQLEFYEGKWVTAKCVPDSIVMHIGDTLEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVRIS 300
Ws-4 ILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPDSIVMHIGDTLEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVRIS 300

tds4-1 ILHNMVPGLQLEFYEGKWVTAKCVPDSIVMHIGDTLEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVRIS 300
Est-1 ILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPDSIVMHIGDTLEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVRIS 300

ttl7 ILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPDSIVMHIGDTLEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVRIS 300
° A A
Ler WAVFCEPPKDKIVLKPLPEMVSVESPAKFPPRTFAQHIEHKLFGKEQEELVSEKND- 356
ttll1-2 WAVFCEPPKDKIVLKPLPEMVSVESPAKFPPRTFAQHIEHKLFGKEQEELVSEKND- 356
Ws-4 WAVFCEPPKDKIVLKPLPEMVSVESPAKFPPRTFAQHIEHKLFGKEQEELVSEKND- 356

tds4-1 WAVFCEPPKDKIVLKPLPEMVSVESPAKFPPRTFAQHIEHKLFGKEQEELVSEKND- 355

Est-1 WAVFCEPPKDKIVLKPLPEMVSVESPAKFPPRTFAQHIEHKLFGKEQEELVSEKND- 356

ttl7 WAVFCEPPKDKIVLKPLPEMVSVESPAKFPPRTFAQHIEHKLFGKEQEELVSEKND- 356
N A A A AN

Abbildung 3.24. Multiples Alignment von LDOX Aminosauresequenzen
verschiedener Okotypen und Mutantenallele. Die Aminosduren H232, D234 und H288
repasentieren das Motif des Aktiven Zentrums (HXD...H) und sind in grin und durch
schwarze Kreise gekennzeichnet. Aminosaurereste, welche an der Substratbindung von
2-Oxoglutarat, Dihydroquercitin und Askorbat beteiligt sind, sind durch Dreiecke markiert.
Mutationen innerhalb der Aminosauresequenz, die einen phanotypischen Effekt
hervorrufen sind rot hervorgehoben. Die konservierten Aminosaure Cystein 220 ist durch
die dunkelblaue Farbe markiert. Natlrliche Variationen innerhalb der analysierten
Accessionen sind in hellblau dargestellit.
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Ein Vergleich der Nukeotidsequenz von LDOX zwischen Est-1 und {t17 bestatigte
einen Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
G — A innerhalb der LDOX kodierenden Region. Dieser SNP fiuhrte zu einem
Aminosaurenaustausch in raumlicher Nahe zum aktivem Zentrum des Proteins
innerhalb der abgeleiteten Aminosauresequenz (C220Y, Abb. 3.24. und
Abb.3.25.A). Innerhalb der meisten Flavonoid 2-Oxoglutarat-abhangigen
Dioxygenasen ist der Cysteinrest an Position 220 konserviert. Unter Zuhilfenahme
der PyMOL Software (Schrodinger 2010) wurde der Abstand zu anderen
Cysteinresten innerhalb der berechneten Proteinstruktur ermittelt. Die raumliche
Entfernung zwischen C66 und C220 betragt 39,69 A und 32,35 A zwischen C220
und C305. Aufgrund dieser Ergebnisse scheint es unwahrscheinlich, dass die
C220Y Mutation einen Einfuss auf die strukturelle Enzymkonformation durch
veranderte Cysteinbriickenausbildung nimmt. Die Mutation an Position 220 in der
abgeleiteten tt17 Aminosauresequenz hat mdglicherweise einen Einfluss auf die
Positionierung der Substrate 2-Oxoglutarat, Dihydroquercitin und Askorbat im

aktiven Zentrum des Enzyms.

A WT .21 0-QOMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSALTEF-240...
ttl7 .21 0-QOMKINYYPKYPQPELALGVEAHTDVSALTEF-240...
tds4-1 ..210-QMKINYYPKCPQPELALDVEAHTDVSALTF-240...

B A JAS. 7iY Ji

Abbildung 3.25. Die tt717 Mutation. (A) Ausschnitt eines multiplen Alignment des LDOX
Proteins mit der C220Y Mutation in {17 (Pfeil). Aminosauren des HXD...H Motifs sind
grin dargestellt und zusatzlich durch ausgefiilite Kreise gekennzeichnet. Aminosaren die
an der Substratbindung beteiligt sind werden durch Dreiecke markiert. Die G228D
Mutation in tds4-1 ist fettgedruckt dargestellt. (B) Raumliche Darstellung der LDOX
Protein dreidimensionalen Struktur von {77 und der zugehdérigen Accession Est-1 (TT17).
Die Abbildung zeigt einen Uberblick Uber die vollstandige Proteinstruktur und jeweils
einen vergrélerten Ausschnitt des aktiven Zentrums. Das Cystein 220 im Wildtyp Protein
(TT17) ist blau eingefarbt. Tyrosin 220 in {17 ist in rot dargestellt.
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Weiterhin zeigt das multiple Alignment der LDOX Sequenzen von (t17, tt11-2,
tds4-1 und den korrespondierenden Wildtypen Est-1, Ler und WS-4 ein
Aminosaureaustausch (G78E) in tt11-2 erkennen. Ein Einzel-
Aminosaureaustausch G228D in tds4-1 ist ebenso wie der Austausch C220Y in
tt17 in der Nahe des aktiven Zentrums von LDOX lokalisiert und die Phanotypen
nicht zu unterscheiden. Die Ergebnisse Modellierung der tt17 Protein-Struktur und
die durchgefuhrten Komplementationsanalysen, welche bestatigen das der tt17
Lokus fir ein nichtfunktionelles LDOX Protein kodiert, zeigen das der SNP im
LDOX ORF einen guten Kandidaten flr den tt-Phanotyp der tt17 Mutante darstellit.
Die hier vorgestellten Ergebnisse sind in (Appelhagen, I., Jahns, O., et al. 2011)
veroffentlicht. Die Nukeotid- und Aminosauresequenzen von LDOX im tt17-Allel
sind unter der Nummer JF681791.1 bei GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) hinterlegt.

3.4. Identifizierung von UDP-abhangigen
Glykosyltransferase Zielgenen der PFG
Transkriptionsfaktoren durch Transaktivierungs

Assays

Das regulatorische Netzwerk von R2R3-MYB Transkriptionsfaktoren der
Subgruppe 7 (PFGs) ist bis heute noch nicht vollstandig. Um zu untersuchen ob
die drei PFG Transkriptionsfaktoren die Expression von UDP-abhangigen
Glykosyltransferasen regulieren, wurden in vivo Transaktivierungs Assays
durchgefuhrt. Das Aktivierungspotential der PFGs wurde in Ko-Transfektions
Experimenten in Arabidopsis thaliana At7 Protoplasten durchgefuhrt. Hierzu
wurden  Promotor-Fragmente der UDP-abhanigen  Glykosyltransferasen
(UGT)78D1, UGT78D3, UGT78D4, UGT89C1 und UGT73C6 mit dem ORF der
B-Glukoronidase (GUS) mittels Gateway® Technologie in den Reportervektor
pDISCO (Vektorkarte siehe Anhang 7.1.) rekombiniert und die spezifische

B-Glukoronidase Aktivitat (GUS') als Maly der Zielpromotoraktivitat gemessen
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(Rodaten im Anhang 7.4.). Als Reporterkontrolle diente ein 738 bp grolies
Fragment des FLS7 Promotors in Fusion mit dem GUS ORF. Die untersuchten
Promotor-Fragmente von UGT78D1 (1229 bp, relativ zum Translationsstart),
UGT78D4 (961 bp) und UGT89C1 (1089 bp) zeigten ohne Zugabe der PFG-
Konstrukte keine Reportergenaktivitat. Lediglich eine GUS* Aktivitat im Bereich der
Hindergrundsignalstarke konnte detektiert werden. Des Weiteren zeigten die
untersuchten Promotor-Fragmente durch die ermittelten GUS'-Werte alle eine
Aktivitat durch die PFG Transkriptionsfaktoren. Die starkste Aktivierung zeigte der
Promotor Proysrsgct, gefolgt von Proysrzsps und Proycrzsps. FUr die untersuchten
Promotoren von UGT78D1 und UGT78D4 lasst sich eine deutlich hohere
Transaktivierung durch PFG1 erkennen im Vergleich zu PFG2 und PFG3. Fir
Proucrsgcr lasst sich  hier ein umgekehrter Effekt erkennen. Die
Transaktivierungsfahigkeit im Vergleich zu PFG2 und PFG3 ist fur PFG1 geringer.
Fur die Promotor-Fragmente von UGT78D3 (992 bp, relativ zum Translationsstart)
und UGT73C6 (1018 bp) konnte keine Transaktivierung durch die PFG MYB-
Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden (Abb. 3.26). Die Ergebnisse
bestatigen, dass die Promotoren der analysierten UGT Gene in vivo durch die
PFG Transkriptionsfaktoren aktiviert werden koénnen. Die hier vorgestellten

Ergebnisse sind in Stracke, R. et al. (2010) verdffentlicht.
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Abbildung 3.26. Ko-Transfektionsanalysen von putativen PFG Zielgenen in
Arabidopsis thaliana At7 Protoplasten. Die Balken des Graphen reprasentieren
Mittelwerte der spezifischen B-Glukoronidase Aktivitat (GUS*) von vier unabhangigen
Transfektionsexperimenten. Promotor-Fragmente der Gene UGT78D1, UGT78D3,
UGT78D4, UGT89C1 und UGT73C6 und des Flavonol Synthase Gens (FLS) als
transkriptionelle B-Glukoronidase-Fusion wurden auf ihre Aktivierbarkeit durch die PFG
Transkriptionsfaktoren als Effektoren analysiert. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung (n = 4).
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3.5. PFG Zielgen PFT1

Im Laufe dieser Arbeit wurden erste Pilotexperimente zur Funktionsaufklarung des
PFG Zielgens Production of Flavonol Glycosides Target 1 (PFT1, At5g62210)
begonnen. PFT1 wurde in 2007 als ein putatives Zielgen der PFG
Transkriptionsfaktoren beschrieben und durch [oss-of-function Experimente
bestatigt (Stracke, R. et al. 2007; Jahns 2007). Die molekulare Funktion von PFT1
ist weiterhin unbekannt. Fur die Untersuchung maoglicher Auswirkungen eines
Funktionsverlustes des PFT1-Gens wurde eine GABI-Kat T-DNA Insertionslinie
(GK243D08, pft1-1) isoliert. Es wurde fir die Analysen das Allel gewahlt, welches
die Insertion innerhalb eines kodierenden Bereichs (2. Exon) enthalt. Mittels RT-
PCR wurde die Expression von PFT1 in pft1-1 und dem Wildtyp (Col-0) analysiert
(Abb. 3.27.A). Homozygote Pflanzen von pft1-1 wurden generiert und die nachste
Generation phanotypisch  analysiert. Innerhalb  der  phanotypischen
Untersuchungen konnten keine wesentlichen Unterschiede zum
korrespondierenden Wildtyp (Col-0) festgestellt werden (nicht gezeigt). Zur
Untersuchung des in planta Expressionsmusters von PFT1 wurden transgene
Pflanzen hergestellt die unter der Kontrolle des PFT1 Promotors das Green
Fluorescent Protein (GFP) exprimieren. Anhand der hergestellten transgenen
GFP-Reporterlinien (Proprr1::GFP) konnte die in planta Aktivitat des PFT1
Promotors in Wurzelspitzengewebe von 6 Tage alten Keimlingen nachgewiesen
werden (Abb. 3.27.B). Andere Gewebe innerhalb der untersuchten transgenen
Keimlinge zeigten keine GFP-Fluoreszenz (nicht gezeigt). Ein moglicher Einfluss
von PFT1 auf die Akkumulation von Flavonolglykosiden wurde mittels HPTLC
untersucht. Hierzu wurden methanolische Extrakte aus ganzen Keimlingen und
Wurzelgewebe von Wildtyp- (Col-0) und pft71-1-Keimlingen analysiert (Abb.
3.27.C). Ein Unterschied innerhalb der Flavonolglykosid-Akkumulation zwischen

dem Wildtyp und dem Null-Allel pft1-1 konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 3.27. Analysen von PFT1 in Keimlingsgeweben. (A) Die Ergebnisse der
RT-PCR zeigen die Expression von PFT1 und 718SrRNA in unterschiedlichen
Keimlingsgeweben (K = Keimling, H = Hypokotyl und W = Wurzel) 6 Tage alter
Arabidopsis thaliana Wildtyp (Col-0) und pft1-1 knock out (GK243D08) Keimlinge. PFT1
ist hauptsachlich im Wurzelgewebe von A. thaliana Keimlingen exprimiert. Die GABI-Kat
T-DNA Insertionslinie GK243D08 (pft1-1) rapresentiert ein Nullallel.
(B) Expressionsanalyse des PFT1 Gens durch Promotor-GFP Linien. 6 Tage alte Wildtyp
(Col-0) und transgene Keimlinge (Proper::GFP) wurden auf GFP Fluoreszenz
mikroskopisch analysiert. Eine GFP Expression in den transgenen Keimlingen wurde nur
in der Wurzelspitze beobachtet. Die Abbildung zeigt reprasentative Aufnahmen.
(C) Metabolitanalyse methanolischer Extrakte von Wildtyp und pft7-1 Keimlingen.
Reprasentative Ergebnisse aus 80% methanolischer Extrakte von 6 Tage alten
Arabidopsis thaliana Wildtyp (Col-0) und pft7-1 Keimlingen nach Auftrennung durch
HPTLC-Kieselgel 60 Platten und anschlieender DPBA Farbung. Die Platte wurde unter
UV Belichtung fotografiert. Farbschlissel: Griin = Kampferol Derivate, Orange = Quercitin
Derivate, Hellblau = Sinapat Derivate, Rosa = Quercitin und Sinapat Derivate (Uberlagert),
Rot = Chlorophyll. Buchstabencode: G = Glukose, K = Kampferol, Q = Quercitin,
R = Rhamnose, SM = Sinapoyl Malat.

In weiteren Experimenten zur Funktionsaufklarung von PFT1 wurde die
subzellulare Lokalisation von PFT1 in Arabidopsis thaliana At7- und Nicotiana
tabacum BY-2-Protoplasten analysiert. Hierzu wurde die PFT7-cDNA in einen
Expressionsvektor translational an einen GFP-kodierenden ORF mittels
GATEWAY®-Technology rekombiniert (Abb. 3.28.A.). Das Konstrukt wurde jeweils
in Protoplasten der Zellsuspensionskulturen At7 und BY-2 transfiziert und die

Protoplasten jeweils anschlielend mikroskopisch auf GFP-Fluoreszenz untersucht
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(Abb. 3.28.B.). PFT1 ist exklusiv des Zellkerns im Cytoplasma der Protoplasten
lokalisiert, hier konnte eine membranassoziierte Lokalisation innerhalb der

At7- und BY-2-Protoplasten nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.28. Subzellulare Lokalisation von PFT1-GFP Fusionsproteinen.

(A) Schematische Darstellung des zur Untersuchung der subzelluldaren Lokalisation
verwendeten Konstrukts. (B) Protoplastenzellen der At7- und
BY-2-Zellsuspensionskulturen, transfiziert mit 2xCaMV35S::GFP Kontrollkonstrukten und
mit 2xCaMV35S::GFP6:PFT1-cDNA. Das PFT1-cDNA Fusionsprotein ist im Gegensatz
zur GFP-Kontrolle (im gesamten Protoplasten lokalisiert) nicht im Kern lokalisiert. Fir das
PFT1-cDNA Fusionsprotein wurde eine membranassoziierte Lokalisation beobachtet. Die
Aufnahmen  wurden  mittels eines  GFP-spezifischen Filters an  einem
Fluoreszenzmikroskop (At7) und an einem Laserscanning Mikroskop (BY-2) angefertigt.



Diskussion 114

4, Diskussion

4.1. ChiP-seq basierte Identifizierung genomweiter
in vivo DNA-Bindestellen von PAP1, TT8 und
EGL3

Die Chromatin Immunoprazipitation (ChIP) hat sich zu einer haufig angewandten
Technik zur in vivo Bindestellen ldentifizierung von Transkriptionsfaktoren und
anderer Chromatin-assoziierter Proteine entwickelt (Kuo und Allis 1999). Die
Methode beinhaltet mehrere aufeinander abgestimmte Versuchsschritte. Die an
das Chromatin gebundenen Proteine werden durch Formaldehyd fixiert (Kuo und
Allis 1999) und durch Sonifizierung anschlieBend in kirzere DNA-Fragmente
geschert. Um das zu isolierende Chromatin héher zu konzentrieren wird vor der
Sonifizierung eine Isolierung der Zellkerne  durchgefuhrt. Fir die
Immunoprazipitation wird ein spezifischer a-GFP Antikérper gegen einen GFP
Protein-Tag eingesetzt. AnschlieRend werden die Protein-DNA-Bindungen geldst
und die eluierte DNA kann in weiteren nachfolgenden Analysen eingesetzt
werden, wie z.B. ChIP-PCR oder ChlP-seq. Im Rahmen dieser Arbeit sollte als ein
Ziel die Methode der Chromatin Immunoprazipitation etabliert werden. Hierzu
mussten zunachst einige kritische Parameter, wie die Formaldehyd-Fixierung, die
Sonifizierung und die eigentliche Immunoprazipitation in langwierigen Versuchen
optimiert werden. Als pflanzliches Ausgangsmaterial dienten transgene Keimlinge
die die TF-cDNA (je PAP1, TT8 und EGL3) mit dem fusioniertem ORF des GFP
unter nativen aber auch unter Uberexpressionsbedingungen exprimieren (siehe
Abschnitt 3.1.). Nachdem die durchgefuhrten ChIP-Experimente mit Hilfe der PCR
auf die Amplifizierung eines bekannten Ziel-DNA-Zielbereichs der
Transkriptionsfaktoren Uberprift wurden, konnten die DNAs flr die Sequenzierung
auf dem Genome Analyzer;, (lllumina) vorbereitet und in einem Standard
36 bp Single-Read-Lauf sequenziert werden. Nach dem Mapping der Sequenz-
Reads gegen das nukleare Arabidopsis thaliana Genom wurden die putativen
Bindeprofile der zu untersuchenden Transkriptionsfaktoren TT8 und EGL3 (unter
nativer Promotorkontrolle) in einer ersten Analyse mit Hilfe des Integrative

Genomics Viewer (IGV) visualisiert und dokumentiert.
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41.1. Die Chromatin Immunoprazipitation konnte erfolgreich

etabliert werden

Die Isolierung von pflanzlichem Chromatin bendtigt eine besondere
Herangehensweise. Pflanzliche Zellen sind umgeben von Zellwédnden und
beinhalten grole Vakuolen, welche zu einer relativ geringen Anzahl von
Zellkernen im Vergleich zum Gesamt-Ausgangsmaterial fihren. Zusatzlich stellen
pflanzliche Vakuolen eine Quelle proteolytischer Aktivitdt dar, die den Abbau
Chromatin-assoziierter Proteine bewirken kdnnten (Boller und Kende 1979). Daher
wurde darauf geachtet nur frisch-herangezogene Keimlinge zu verwenden und
diese bis zur Formaldehyd-Fixierung maximal 1 Stunde in 1x PBS zu lagern. Das
geerntete Material wurde durch Vakuuminfiltration mit einer
1%igen Formaldehydlésung (in  1x PBS) fixiert. Die Etablierung der
Formaldehydfixierung hat gezeigt, dass nach der Fixierung mit 1% Formaldehyd
die Effizienz der anschlieRenden DNA-Isolierung im Vergleich zu hoheren
Formaldehydkonzentrationen am hdchsten ist (siehe Abschnitt 3.1.1.1.). Ahnliche
Ergebnisse bezlglich der Formaldehydkonzentration zur Fixierung finden sich
unter anderem bei (Das et al. 2004; Haring et al. 2007; Kaufmann et al. 2010). Die
Sonifizierung des isolierten Chromatins wurde so gewahlt das die hochste DNA-
Konzentration in einem Langenbereich von 200-800 bp liegt (siehe Abschnitt
3.1.1.2.). In der publizierten Literatur lassen sich keine exakten Angaben fur einen
optimalen DNA-Langenbereich nach der Sonifizierung fur die ChIP finden.
Unterschiedliche Angaben variieren von 100-500 bp (Das et al. 2004), 250-750 bp
(Haring et al. 2007) und 200-1200 bp (Kaufmann et al. 2010) fir den DNA-

Langenbereich nach Sonifizierung.

Ein entscheidender Nachteil der Chromatin Immunoprazipitation ist die
Notwendigkeit fur jedes zu untersuchende Protein einen spezifischen Antikérper
zu benutzen. Eine Maoglichkeit dieser Schwierigkeit zu entgehen ist der Einsatz
eines Protein-Tags. Dieser wird mit dem zu untersuchenden Protein fusioniert und
somit konnen unterschiedliche Proteine mit nur einem AntikOrper prazipitiert
werden. Bis heute sind mehrere Proteintags zur Affinitatsaufreinigung von Protein-
DNA Komplexen beschrieben (Hearn und Acosta 2001; Terpe 2003; Lichty et al.
2005). Ein gangiger Protein-Tag ist das GFP, fir den kommerziell Antikdrper
erhaltlich sind. Der Einsatz von GFP-Fusionsproteinen fir die Chromatin

Immunoprazipitation ist bis heute vereinzelt beschrieben (de Folter et al. 2007;
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Morohashi und Grotewold 2009). Die spezifische Affinitat des hier benutzten
Antikdérpers (ab290, Abcam) wurde in Kombination mit dem Protein-Tag (mGFP6,
in pMDC43 und pMDC83) bereits in einer ChIP erfolgreich von (de Folter et al.
2007) gezeigt.

Fur die Chromatin Immunoprazipitation wurden transgene Keimlinge eingesetzt
die eine GFP-Transkriptionsfaktorfusion mit PAP1, TT8 und EGL3 unter der
nativen Promotorkontrolle exprimieren verwendet (Duttmann 2008). Um die
Transkriptmengen der GFP-Fusionsproteine zu erhéhen wurden transgene Linien
erzeugt die die Fusion unter dem stark konstitutiven 35S Promotor aus CaMV
exprimieren. Die phanotypische Analyse (siehe Abb. 3.1.) zeigt fur die transgenen
Linien Prosss::TT8:GFP und Prosss::GFP:EGL3 die Fahigkeit das jeweilige Nullallel
zu komplementieren. Einzig die Prosss::GFP:PAP1 T2-Keimlinge zeigten keine
Komplementierung fur den Wildtyp Phanotyp. Die N-terminale Fusion von GFP an
PAP1 ist in transgenen Linien mit nativer Promotorkontrolle funktional, so dass
eine gestorte Proteinfunktion durch Fehlfaltung ausgeschlossen werden kann
(Duttmann 2008). Die durch das Transgen-vermittelte Hygromyzinresitenz zeigte
auf hygromyzin-haltigen GM-Platten flur transgene Keimlinge im Gegensatz zu
nicht-transgenen ein normales Wurzelwachstum. Das Transgen wurde mit
spezifischen Oligonukleotidprimern in einzelnen T1-Pflanzen nachgewiesen.
Allerdings zeigten diese auf hygromyzin-haltigem Medium eher den
Wurzelphanotyp einer hygromyzin-sensitiven Pflanze. Positionseffekte ausgeldst
durch die T-DNA Insertion in transkriptionell inaktiven Bereichen kdnnten flr eine
ausbleibende Expression des Fusionsproteins verantwortlich sein und somit der

Wildtyp Phanotyp nicht komplementiert werden.

Die aus dem prazipitieten Chromatin isoliete DNA wurde mit Hilfe der
Amplifizierung durch PCR auf das Vorhandensein von DNA-Fragmenten
untersucht. In diesem Fall wurden spezifische Oligonukleotidprimer flr eine
bekannte Zielsequenz im Promotor des DFR Gens der Transkriptionsfaktoren
PAP1, TT8 und EGL3 eingesetzt um die Amplifikatmenge relativ zu einem
nicht-assoziierten, nicht-angereicherten genomischen Bereich (ACT2/7) zu
untersuchen. Konnte das zu amplifizierende DFR Promotorfragment
nachgewiesen werden wurde die jeweiligen Transkriptionsfaktor-angereicherte

DNA und a-IgG angereicherte DNA fir die Identifizierung von in vivo
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Zielbindestellen der Transkriptionsfaktoren mittels Illumina Sequenzierung

eingesetzt.

4.1.2. Eine PAP1-bekannte Zielsequenz konnte mittels ChIP nicht

angereichert werden

Eine Immunoprazipitation mit dem verwendeten a-GFP Antikérper sollte das
GFP-PAP1 Fusionsprotein binden und somit die von PAP1 unter den gegebenen
Bedingungen gebundenen DNA-Zielbindestellen anreichern. Als eine identifizierte
Bindestelle ist der Promotor des DFR Gens in Transaktivierungsassays durch
Aktivierung mit Hilfe eines MBW-Komplexes bekannt, der PAP1 beinhaltet
(Zimmermann, |I. M. et al. 2004). DarlUber hinaus konnte das PAP1 spezifische
cis-regulatorische Element, das MRE, in 2008 von Duttmann beschrieben werden.
Wie in Abschnitt 3.1.2.1. dargestellt kann mit der a-GFP Antikorper prazipitierten
DNA der MRE-beinhaltende DFR Promotorbereich in einer PCR nicht amplifiziert
werden. Die Bindung des Transkriptionsfaktors unter den gegebenen
Bedingungen konnte somit mit Hilfe der Chromatin Immunoprazipitation nicht
nachgewiesen werden. Eine Amplifikation von DNA prazipitiert mit dem a-H3
Antikérper bestatigt die Funktionalitat der ChlP, allerdings kann eine generelle
Durchfuhrbarkeit per se hierdurch nicht angenommen werden. Durch die Fixierung
mit Formaldehyd kann es zu Proteinentfaltungen und zur Beeinflussung der
Bindefahigkeit des Antigens, und somit zu herabgesetzter Immunoreaktivitat
kommen (Das et al. 2004). Somit kdnnte das Fusionsprotein teilweise entfaltet und
somit inaktiv nicht an alle in vivo Zielbindestellen binden. Ein weiterer Grund fur
die Komplementationsfahigkeit der transgenen Pflanzen aber die Nicht-
Funktionalitat in der ChIP besteht darin, dass eine gleichbleibende Effizienz der
Formaldehydfixierung zwischen einzelnen Versuchsdurchfiihrungen nicht
gewahrleistet werden kann. Es ist bekannt, dass die Formaldehydfixierung des
Pflanzenmaterials nicht vollstandig alle DNA-Protein-, RNA-Protein- oder Protein-
Protein-Wechselwirkungen fixiert. Wirde das Material vollstandig fixiert ware eine
anschlielende Lésung der fixierten nuklearen DNA-Fragmente nach Sonifizierung
nicht moglich (Das et al. 2004). Es ist weiterhin moglich, dass eine Bindung von
PAP1 an das MRE im DFR Promotor nicht durch Formaldehyd fixiert wurde. Des
Weiteren konnte die Bindung an diesen Lokus Uberfixiert sein, was dazu fuhren

wirde dass dieser DNA-Bereich nicht aufgereinigt werden kann. Durch die
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Analyse weiterer putativer Bindestellen von PAP1 hatte auch eine erfolgreiche
Versuchsdurchfihrung bestatigt werden kénnen. Allerdings gibt es bis heute keine
validierten Daten zu in vivo DNA-Bindestellen des Transkriptionsfaktors PAP1 aus
Arabidopsis thaliana. Auch kann der Antikorper vereinzelt nicht alle Antigene
erfolgreich immunoprazipitieren. Es ist auch maoglich, dass durch das Waschen
der Beads die Antikorper oder die gebundenen Antigene entfernt wurden. Die
Konzentration an Fusionsprotein, die Konzentration an aufgereinigtem Chromatin
und somit die Menge des Ausgangsmaterial kdnnte fir diesen Versuch unterhalb
der Nachweisgrenze liegen. Hierdurch koénnte ebenfalls die bestehende
Komplementationsfahigkeit der transgenen  Keimlinge  unter  nativer
Promotorkontrolle und die gleichzeitige Nicht-Funktionalitat in der ChIP erklart
werden. Es ist bekannt, dass Arabidopsis thaliana Keimlinge die auf stark
Saccharose-haltigem Medium (4%) wachsen die hdchste Konzentration an
Anthocyanen in den Kotyledonen und dem oberen Teil des Hypokotyls vier bis funf
Tage nach Keimung erreichen (Kubasek et al. 1992) Obwohl darauf geachtet
wurde die transgenen Keimlinge funf Tage nach Keimung zu ernten kénnte es
aufgrund von Variationen innerhalb der Expression von Anthocyanbiosynthese-
beteiligten Regulatoren und Strukturgenen zu zeitlichen Verschiebungen der
Anthocyanakkumulation, ausgelost durch eine zeitliche Veranderung der
Expression der Regulatoren (z.B. PAP1), gekommen sein. Eine zu langwierige
Erntedauer und Zwischenlagerung der transgenen Keimlinge in 1xPBS kdnnte
durch eine stressbedingte Losung der PAP1-DNA-Bindungen in planta ebenso an
der nicht-erfolgreichen Durchfihrung eines ChIP-Experimentes zur Identifizierung
der Ziel-DNA-Bindestellen von PAP1 beteiligt sein.

4.1.3. ChiIP-Seq: Genomweite Identifizierung von Zielbindestellen
der Transkriptionsfaktoren TT8 und EGL3

Zwischen 0,8 und 11,2 Millionen Sequenz-Reads konnten einmalig perfekt auf die
Einzelchromosomen von Arabidopsis thaliana gemappt werden. Anhand der
Visualisierung der perfekt gemappten Reads (siehe Abb. 3.10. und 3.11.) und der
einmalig perfekt gemappten Reads zeigte sich eine erhdhte Sequenz-Abdeckung
an den Zentromerregionen der Einzelchromosomen. Dieses Phanomen ist unter
anderem bei Kaufmann et al. (2010) beschrieben. Um auch diese Regionen auf

mdgliche Bindestellen der untersuchten Transkriptionsfaktoren zu untersuchen
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wurde, wie bereits mehrfach beschrieben (Kaufmann et al. 2009; Ouyang et al.
2011), die weitere Analyse nur mit den einmalig perfekt gemappten Sequenz-
Reads durchgefihrt. Des Weiteren zeigten sich auch aulerhalb der
Zentromerregionen Bereiche mit massiv angereicherten Sequenz-Reads (perfekt
gemappte Reads). Eine hohe Anzahl von Sequenz-Reads die eine gleiche
Sequenz reprasentieren zeigen oftmals Fehler bzw. Artefakte wahrend der PCR
Amplifikation auf. Die Visualisierung der einmalig perfekt gemappten Sequenz-
Reads zeigte allerdings nur die bereits beschriebene erhéhte Sequenz-Abdeckung
in Zentromerregionen der Einzelchromosomen. Auffallig ist der grof3e Unterschied
in der Verteilung der einmalig perfekt gemappten Sequenz-Reads fur EGL3
zwischen dem Experiment (a-GFP) und der unspezifischen Kontrolle (a-IgG)
(siehe Abb. 3.11.). Die automatisierte Identifizierung mit Hilfe des PeakRangers
(v.1.4., Feng et al. 2011) scheint durch den groRRen Unterschied deutlich
unpraziser zu funktionieren, welches sich auch in der hohen Anzahl an putativen
Bindestellen zeigt. Eine Validierung der moglichen Bindestellen von EGL3 ist

durch die hohe Anzahl erschwert aber daher auch zwingend notwendig.

4.1.4. Ein ChIP-seq Experiment konnte fiur TT8 erfolgreich

durchgefiihrt werden

Bis heute sind die in vivo Zielbindestellen von TT8 innerhalb der
Flavonoidbiosynthese, aber auch weitere modgliche Bindestellen weitestgehend
unbekannt. Wie bereits weiter oben dargestellt konnte die Aktivierung des DFR
Promotors durch einen Komplex aus PAP1, TT8 und TTG1 in
Transaktivierungsassays gezeigt werden (Zimmermann, |. M. et al. 2004). Des
Weiteren wurde das von TT8 gebundene RRE cis-regulatorische Element im DFR
Promotor in 2008 von Verena Duttmann identifiziert (Dattmann 2008). Zusatzlich
konnte kurzlich die Aktivierung des LDOX Promotors durch einen Komplex aus
PAP1, TT8 und TTG1 gezeigt werden (Appelhagen, I., Jahns, O., et al. 2011). Der
RRE-enthaltene genomische Bereich des DFR Promotors konnte mit Hilfe der
Chromatin Immunoprazipitation (a-GFP Antikérper Immunoprazipitation fir das
TT8:GFP Fusionsprotein) angereichert und in einer PCR amplifiziert werden
(siehe Abb 3.7.). Im Vergleich zur unspezifischen Kontrollregion des Gens ACT2/7
ist das amplifizierte Promotorfragment durch die Immunoprazipitation angereichert

worden. Eine 8- bis 16-fache Anreicherung einer bekannten Zielsequenz
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gegenuber einem nicht-angereicherten, mit der regulatorischen Wirkweise des
untersuchten Proteins nicht-assoziierten genomischen Bereich wird als eine
Voraussetzung flr die Identifizierung von ,echten® Zielsequenzen angenommen
(Kaufmann et al. 2010). Durch den Nachweis des DFR Promotorbereiches konnte
die erfolgreiche Etablierung der Chromatin Immunoprazipitation gezeigt werden.
Um genomweite in vivo Ziel-DNA-Bindestellen des TT8 Transkriptionsfaktors zu
identifizieren wurde diese DNA zusammen mit a-lgG prazipitierter DNA in einem
Next Generation Sequencing Ansatz sequenziert. Die genomweiten TT8
Bindestellen zeigten eine Verteilung der moglichen Bindestellen zu 13% in
Promotorbereichen in Arabidopsis thaliana. Der grofte Teil der Bindungen scheint
in Exons (59%) und Introns (18%) fur TT8 stattzufinden. Aus anderen,
vergleichbaren ChlP-seq Experimenten wird von einer Verteilung von
TF-Bindestellen zu 90% in Bereichen Protein-kodierender Gene (Promotor und
kodierter Bereich) berichtet (Kaufmann et al. 2009). Allerdings liegt in
vergleichbaren Studien der Anteil der TF-Bindungen in Promotoren (~ 30%) von
Genen (Ouyang et al. 2011). Da TT8 einen transkriptionellen Regulator der
Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana darstellt scheint eine Bindung von
nur 13% in Gen-Promotoren einen sehr geringen Wert darzustellen. Es ware
mdglich, dass die Interaktion zwischen dem Transkriptionsfaktor und der RNA-
Polymerase wahrend der Transkription nicht gelost wird und das Protein daher in
Exon- oder Intronsequenzen fixiert wurde. Aus den 1441 putativen Ziel-
Bindestellen wurden 30 Gene ausgewahlt (siehe Tabelle 3.3.). Anhand dieser
Liste sollen in Zukunft weitere Experimente zu Validierung, wie
Transaktivierungsassays oder Expressionsstudien durchgefiihrt werden. Als ein
mdgliches TT8-Zielgen gilt At5g54060 (UGT79B1). Das Gen konnte vor kurzem
mit Hilfe von Transkriptomdaten als Anthocyan-assoziiert eingestuft und als eine
Anthocyan-3-0O-Glukosid: 2“-O-xylosyltransferase charakterisiert werden
(Yonekura-Sakakibara, K. et al. 2012). Mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuihrten ChlP-seq Experimentes konnte somit ein ,neues” in vivo Zielgen
von TT8 identifiziert werden. Fur die Einstufung der identifizierten putativen
Bindestellen als ,echte* Zielgene sind noch weitere langwierige
Datenqualitatsanalysen gefolgt von Validierungsexperimenten notwendig. So
konnten flr einige putativen Zielgene zur Validierung Promotoraktivierungsstudien

in At7 Protoplasten durchgefiihrt werden. Des Weiteren kdnnten anhand von
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Expressionsstudien die Transkriptmengen ausgewahlter Zielgene im {t8-1 Null-
Allel im Vergleich zum Wildtyp analysiert werden. Hier musste allerdings die
mdgliche Redundanz mit anderen bHLH Proteinen der Untergruppe llIf in Betracht
gezogen werden. Zusatzlich konnte eine mogliche Protein-DNA-Wechselwirkung
in vitro mit Hilfe von Electrophoretic mobilty shift assays (EMSA) oder in vivo mit

Yeast-1-Hybrid (Y1H) Experimenten untersucht werden.

41.41. Der Transkriptionsfaktor TT8 aus Arabidopsis thaliana ist an der

Regulation eines Anthocyan-spezifischen Regulons beteiligt

Mit Hilfe der Visualisierung der TT8-Bindeprofile an Strukturgenloci der
Saccharose-induzierten Anthocyanbiosynthese wurde eine in vivo Bindung des
Transkriptionsfaktors analysiert. Fur die untersuchten Loci zeigte sich fir TT8 eine
mdgliche Bindefahigkeit in den Promotoren von CHS, F3H, DFR und LDOX.
Anhand des TT8 Bindeprofils im DFR Promotor konnte in dieser Arbeit durch die
genomweite Identifizierung mittels ChlP-seq die direkte Bindung des
Transkriptionsfaktors an einen Bereich der das TT8 RRE enthalt bestatigt und
erstmals in vivo gezeigt werden. Der CHI Lokus zeigte hier eine Besonderheit.
Hier scheint die Bindung des Transkriptionsfaktors nicht im Promotor, sondern
innerhalb der genomischen Organisation des Lokus statt zu finden. Obwohl bis
heute angenommen wird das cis-regulatorische Elemente, die an der Kontrolle der
Genexpression beteiligt sind, vorrangig im Promotor von Zielgenen lokalisiert sind
gibt es mehrere Beispiele fur regulatorische Sequenzen in Introns, vor allem im
5'-Bereich eines Gens (Rose et al. 2008). Die Sequenzverteilung am Flavonol-
spezifischen FLS1 Lokus zeigte, dass TT8 weder regulatorische Bereiche des
Gens noch an das Gen selbst bindet und somit vermutlich keine regulatorische
Wirkung auf die Flavonolbiosynthese ausubt. Urspringlich wurde die
Flavonoidbiosynthese in ,frihe” und ,spate“ Schritte aufgrund der Einteilung der
Ko-Expression von beteiligten Genen und die Licht-abhangige Regulation der
jeweiligen Promotoren eingeteilt (Kubasek et al. 1992; Pelletier et al. 1997).
Hierbei wird davon ausgegangen, dass ,frihe“ Biosynthese-Schritte (bis F3H)
TTG1-unabhangig und ,spate” Schritte (der Anthocyan- und PA-Biosynthese) ab
DFR TTG1-abhangig von MBW-Komplexen in Arabidopsis thaliana kontrolliert
werden. Eine TTG1-abhangige MBW-Komplex-kontrollierte Regulation der

Anthocyanbiosynthese ist bis heute mehrfach beschrieben (zusammengefasst in
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Feller et al. 2011). Die Regulation unterschiedlicher Stoffwechselwege erfolgt in
Arabidopsis thaliana zum Teil Uber die Kombination der MBW-Komplexpartner
(Ubersicht in Broun 2005). Fir die Anthocyanbiosynthese ist die Kombination aus
PAP1, TT8/EGL3 und TTG1, und flr die Anthocyan- und PA-Biosynthese eine
Kombination aus TT2, TT8 und TTG1 mehrfach publiziert (zusammengefasst in
Feller et al. 2011). Der regulatorische Komplex mit TT2 als R2R3-MYB
Transkriptionsfaktor spielt allerdings fir die Anthocyanbiosynthese in Arabidopsis
thaliana Keimlingsgewebe keine Rolle, da dieser nicht in Keimlingen exprimiert
wird (Nesi et al. 2001). Im Gegensatz zur TTG1-abhangigen Regulation der
Anthocyan- und PA-Biosynthese durch MBW-Komplexe erfolgt die Regulation der
Flavonolbiosynthese TTG1-unabhangig. Die Synthese der Flavonole und
Flavonolglykoside wird durch verschiedene PFG Transkriptionsfaktoren in
Keimlingen von Arabidopsis thaliana reguliert (Mehrtens et al. 2005; Stracke, R. et
al. 2007; 2010). Trotzdem gibt es in der publizierten Literatur Hinweise flr eine
gemeinsame  Aktivierung von  frlthen und spaten  Schritten der
Flavonoidbiosynthese. In gain-of-function Experimenten konnten gesteigerte
Expressionswerte von frihen und spaten Flavonoidbiosyntheseschritten
beobachtet werden (Borevitz et al. 2000; Tohge et al. 2005). Auch konnte kurzlich
anhand von Transaktivierungsassays gezeigt werden, dass frihe
Biosynthesegene, wie die CHS grundsatzlich durch MBW-Faktoren aktiviert
werden kénnen (Appelhagen, Ingo 2011). Durch die gezeigten TT8-Bindeprofile
konnte erstmals eine in vivo Bindung auch an frthe Gene der
Flavonoidbiosynthese mit Hilfe von ChIP-seq Experimenten gezeigt werden.
Daher ergeben sich neue Hinweise auf einzelne Regulons innerhalb der
Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana. So scheint es denkbar, dass neben
einem Regulon fiur die Flavonolbiosynthese, kontrolliert durch die PFG
Transkriptionsfaktoren, auch ein Anthocyanbiosynthese-Regulon in Arabidopsis

thaliana existiert.
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4.1.4.2. In der Saccharose-induzierten Anthocyanbiosynthese bindet der
Transkriptionsfaktor TT8 unterschiedliche regulatorische

Bereiche

Wie in Abbildung 3.15. dargestellt, wurden die TT8-Bindeprofile fur bekannte
Regulatoren der Anthocyanbiosynthese in Keimlingsgewebe visualisiert und
analysiert. Sequenz-Read- Anreicherungen wurden in Bereichen von EGL3, TT8
und TTG7 beobachtet. In 2006 konnten Baudry et al. zeigen das die TT8
Expression durch unterschiedliche Kombinationen von MBW-Komplexpartnern in
planta kontrolliert wird. Die Sequenzanreicherungen im Promotor von TT8 zeigen
hier den moglichen Bereich des cis-regulatorischen Elements. Die hier gezeigte
putative Bindung von TT8 an den eigenen Lokus (Exon) steht allerdings im
Kontrast zu den Ergebnissen von Baudry et al. (2006). Bei einer histochemischen
Analyse der GUS-Aktivitat eines Prorrs::uidA Konstrukts in TT72-und PAP1-
Uberexpressionslinien konnte hier eine GUS-Expression in 3 Tage alten
Keimlingen beobachtet werden. Durch die Uberexpression von TT2 und PAP1 in
allen Gewebeschichten der transgenen Linien kdnnte es jeweils zusammen mit
TT8 und TTG1 in einem Komplex zur Bindung von regulatorischen Elementen
innerhalb des TT8 Promotors kommen, die unter den hiergewahlten Bedingungen
von TT8 nicht gebunden werden. Des Weiteren zeigen PAP1 gain-of-function
Experimente eine erhdhte Expression von TT8 (Tohge et al. 2005). Unter
Annahme, dass diese gesteigerte Expression auch durch MBW-Komplexe
reguliert wird lassen sich allerdings durch diesen Vergleich keinerlei Ruckschlisse
auf die Bindung an regulatorische Elemente ziehen. Eine Validierung der durch die
ChIP-seq Analyse gezeigten TT8-Bindung innerhalb des eigenen Lokus ist daher
unbedingt notwendig. Ein ahnliches TT8-Bindeprofil zeigt sich im 3‘-Bereich von
EGL3. EGL3 gehdort ebenso wie TT8 zur Subgruppe IlIf der bHLH
Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis thaliana und ist an der Regulation der
Anthocyanbiosynthese beteiligt (zusammengefasst in Feller et al. 2011). Es ist
nicht auszuschlielen, dass TT8 auch an der Regulation eines ,homologen®

Regulators beteiligt ist.

Der dargestellte genomische Bereich des PAP1 Lokus zeigte keine durch eine
TT8 Bindung hervorgerufene Sequenzanreicherung in den hier beschriebenen
ChIP-seq Experimenten. Unter Annahme einer MBW-abhangigen Regulation mit

PAP1 als Komplexpartner und den gegebenen Bedingungen scheint eine in vivo
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Bindung von TT8 an diesen Lokus nicht stattgefunden zu haben. In PAP1
gain-of-function Experimenten wurde eine gesteigerte PAP1 Expression
beobachtet (Tohge et al. 2005). Eine Formaldehydfixierung aller Protein-DNA-
Wechselwirkungen kann durch den Versuch nicht gewahrleistet werden. So
konnte eine Bindung von TT8 an Bereiche von PAP1 stattgefunden, aber nicht
fixiert und somit durch eine ChIP nicht angereichert worden sein. Die Ergebnisse
von Tohge et al. (2005) wurden bis heute nicht validiert, so dass es sich bei diesen
auch um ein Artefakt handeln kdnnte und eine in vivo Interaktion nicht stattfindet.
Anders als fur die TT8-Bindeprofile an Strukturgen-Loci in Promotorbereichen
scheint das Bindeverhalten an Loci flir Regulatoren der Anthocyanbiosynthese
einem anderen Muster zu unterliegen. Hier scheint die Bindung des
Transkriptionsfaktors vorrangig in kodierten Regionen der Gene zu erfolgen. Flr
das MADS-Box Gen AGAMOUS (AG) ist die Bindung von mehreren
Transkriptionsfaktoren im zweiten Exon des Gens mehrfach beschrieben (Sieburth
und Meyerowitz 1997; Deyholos und Sieburth 2000; Gomez-Mena et al. 2005). So
scheint es moglich, dass eine TT8 Bindung an den eigenen Lokus und die
Bindung an andere Regulatoren ebenfalls durch eine mdgliche Interaktion in

kodierten Bereichen der Gene denkbar ist.

4.1.5. Ein ChIP-seq Experiment konnte fiur EGL3 erfolgreich

durchgefiihrt werden

Der bHLH Transkriptionsfaktor EGL3 aus Arabidopsis thaliana ist an der
Regulation mehrerer Stoffwechselwege wie der Anthocyanbiosynthese, der
Epidermis-Zelldifferenzierung, der Trichom- und Wurzellhaarentwicklung und der
Samenschalenentwicklung beteiligt (zusammengefasst in Feller et al. 2011).
Innerhalb der Flavonoidbiosynthese ist EGL3 an der TTG1-abhangigen
MBW-Komplex-Regulation der Anthocyanbiosynthese beteiligt. So konnte die
Promotoraktivierung der Anthocyanbiosynthese-beteiligten Gene DFR und LDOX
durch einen MBW-Komplex mit EGL3 in Transaktivierungsassays gezeigt werden
(Zimmermann, I. M. et al. 2004; Appelhagen, I., Jahns, O., et al. 2011). Nach der
Durchfiuhrung eines ChIP  Experimentes konnte die Bindung des
Transkriptionsfaktors an einen Bereich des DFR Promotors mit Hilfe einer PCR flr
die unterschiedlichen transgenen Keimlinge nachgewiesen werden. Der Vergleich

mit einem unspezifischen, nicht-angereichertem Kontrollgen bestatigt die
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erfolgreiche Durchfihrung des ChIP Experimentes flir EGL3 (siehe Abb. 3.8. und
3.9.). Um die genomweiten in vivo Ziel-DNA-Bindestellen des
Transkriptionsfaktors zu identifizieren wurde die Uberprifte DNA zusammen mit
der a-lgG prazipitieten DNA mit der lllumina Technologie sequenziert. Die
genomweiten putativen EGL3 Bindestellen zeigte eine mdgliche Verteilung zu
20% in Promotorbereichen. Der gréfte Teil der Bindungen scheint in Exons (48%)
und Introns (21%) flr den Transkriptionsfaktor stattzufinden. Da EGL3 einen
transkriptionellen Regulator der Flavonoidbiosynthese in Arabidopsis thaliana
darstellt scheint eine Bindung von 20% in Promotorbereichen einen geringen Wert
darzustellen. 30 putative Zielgene wurden aus den identifizierten Ziel-Bindestellen
ausgewahlt (siehe Tabelle 3.4.). Anhand dieser Liste sollen in Zukunft weitere
Experimente zZu Validierung, wie Transaktivierungsassays oder
Expressionsstudien durchgeflhrt werden. Als ein mdgliches Zielgen von EGL3
konnte At5g54060 (UGT79B1) identifiziert werden. UGT79B1 scheint von beiden
Faktoren, TT8 und EGL3 kontrolliert zu werden. Beide Transkriptionsfaktoren
gehoren zur Untergruppe llIf der bHLH-Proteine und zeigen in ihrer Ziel-Spezifitat
oftmals Redundanz (Pires und Dolan 2010; Feller et al. 2011). Ob die
identifizierten putativen EGL3-Zielgene als ,echt* eingestuft werden kénnen ist
aber noch fraglich und weiterere Datenqualitatsanalysen gefolgt von
Validierungsexperimenten sind notwendig. FUr einige ausgewahlte putative
Zielgene konnten zur Validierung Promotoraktivierungsstudien in At7 Protoplasten
durchgefuhrt werden. Des Weiteren kdnnten anhand von Expressionsstudien die
Transkriptmengen ausgewahlter Zielgene im {8 Null-Allel im Vergleich zum
Wildtyp analysiert werden. Hier musste allerdings die mogliche Redundanz mit
anderen bHLH Proteinen der Untergruppe llIf in Betracht gezogen werden.
Zusatzlich kdnnten mdgliche EGL3-DNA-Wechselwirkungen in vitro mit Hilfe von
Electrophoretic mobilty shift assays (EMSA) und in vivo mit Yeast-1-Hybrid (Y1H)

Experimenten flr einige putative EGL3 Zielbindestellen analysiert werden.
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41.51. Der Transkriptionsfaktor EGL3 aus Arabidopsis thaliana ist an

der Regulation eines Anthocyan-spezifischen Regulons beteiligt

Anhand der Vvisualisierten EGL3-Bindemotive an  Strukturgenloci der
Anthocyanbiosynthese wurden putative in Vivo Bindungen des
Transkriptionsfaktors fur die Promotoren von CHS, F3H, LDOX und GST gezeigt.
Der Lokus fur CHI scheint durch ein verandertes Bindeprofil an einen genischen
Bereich durch EGL3 reguliert zu werden. Wie bereits weiter oben beschrieben gibt
es in der publizierten Literatur mehrere Beispiele flr regulatorische Sequenzen in
Introns (Rose et al. 2008). Es scheint daher moglich, dass die Regulation von CH/
durch den Transkriptionsfaktor EGL3 Uber die Bindung eines cis-Elements im
Intron kontrolliert werden kdénnte. Anhand der EGL3-Bindemotive lasst sich
vermuten, dass der Transkriptionsfaktor an der Kontrolle eines Anthocyan-
spezifischen Regulons in Arabidopsis thaliana Keimlingen beteiligt ist. Bis heute
wird eine Teilung der an der Flavonoidbiosynthese beteiligten Strukturgene in
.fruhe’ und ,spate“ Gene angenommen. Die TTG1-abhangige Regulation mit
Beteiligung von PAP1 und EGL3 in einem MBW-Komplex der
Anthocyanbiosynthese ist bis heute mehrfach beschrieben worden
(zusammengefasst in Feller et al. 2011). Mit Hilfe von PAP1 gain-of-function
Experimenten wurden allerdings auch gesteigerte Expressionswerte von ,frihen”
Genen nachgewiesen (Tohge et al. 2005). In der Arbeit von Dr. Ingo Appelhagen
konnte zusatzlich unter anderem die CHS Promotoraktivierung durch einen MBW-
Komplex (PAP1, EGL3 und TTG1) mittels Transaktivierungsassays erstmals
gezeigt werden (Appelhagen, Ingo 2011). Die in dieser Arbeit prasentierten
putativen in vivo EGL3-Bindeprofile liefern somit einen weiteren Hinweis fir die
Beteiligung des Transkriptionsfaktors an der Kontrolle eines Anthocyan-

spezifischen Regulons in Arabidopsis thaliana.
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4.1.5.2. Innerhalb der Anthocyanbiosynthese bindet der
Transkriptionsfaktor EGL3 unterschiedliche regulatorische

Bereiche

In egl3 loss-of-function Experimenten konnte eine reduzierte TT8 Expression
beobachtet werden (Baudry et al. 2006). Beide Transkriptionsfaktoren gehdren zur
Subgruppe llif der bHLH Proteine in Arabidopsis thaliana und sind an der
Regulation der Anthocyanbiosynthese beteiligt. Daher wurde, wie schon flr den
Transkriptionsfaktor TT8 vermutet, dass EGL3 auch an der Regulation bekannter
Anthocyanbiosynthese-Regulatoren beteiligt ist. Anhand der visualisierten
EGL3-Bindemotive wurden Sequenz-Read-Anreicherungen in Bereichen von
EGL3, TT8, PAP2 und TTG1 beobachtet. Die Bindeprofile an den Loci von EGL3
und TT8 =zeigen eine ahnliche Sequenzanreicherung wie fir den
Transkriptionsfaktor TT8 weiter oben gezeigt beschrieben. Durch die dargestellten
putativen in vivo Bindestellen ergeben sich somit fur EGL3 neue Hinweise auf eine
TT8-ahnliche Bindung an den eigenen Lokus und die Regulation von homologen
bHLH Proteinen. Zusammenfassend zeigen die Bindeprofile von EGL3 an
Regulatoren der Anthocyanbiosynthese ein von den Strukturgen-Loci
abweichendes Muster der Protein-DNA-Interaktion. Hieraus ergeben sich
Hinweise auf eine mogliche unterschiedliche Regulation von

Anthocyanbiosynthese-beteiligten Genklassen.
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4.2. PFG Protein tagging fur die ChIP-seq basierte
Identifizierung genomweiter in vivo
Zielbindestellen

Fur die ChIP-seq basierte Identifizierung genomweiter Bindestellen der PFG
Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis thaliana wurde eine ahnliche
Vorgehensweise wie in Abschnitt 3.1. beschrieben gewahlt. Ein bekannter
Nachteil der ChIP ist die Notwendigkeit spezifischer Antikérper flr die zu
untersuchenden Proteine. Ein moglicher Ansatz dieses Problem zu umgehen ist
der Einsatz eines fusionierten Protein-Tags. Der Einsatz des GFP als Protein-Tag
in ChIP Experimenten ist bis heute mehrfach beschrieben (de Folter et al. 2007,
Morohashi und Grotewold 2009) und wurde auch in dieser Arbeit erfolgreich
verwendet. Ein groRer Vorteil des hier verwendeten Protein-Tags ist die

kostengulnstige Verfugbarkeit von ChiP-getesteten a-GFP Antikorper.

Der jeweilige ORF der drei PFGs wurde in translationaler Fusion mit dem ORF
des GFP (N-Terminal) unter nativer und konsitutiver Promotorkontrolle mittels
floral dip in die pfg1 pfg2 pfg3 Tripelmutante (Stracke, R. et al. 2007) transformiert
(siehe Abschnitt 3.2.1.). Durch die Herstellung anderer
GFP - R2R3-MYB-Fusionen war bekannt das eine N-terminale GFP-Fusion
in planta Funktional ist (Duttmann 2008). Nach erfolgreicher Selektion der
transgenen Linien wurden die hervorgegangenen T2-Keimlinge mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie auf ihre Komplementationsfahigkeit analysiert. Die
Auswertung der dokumentierten Chromatographieplatten zeigte fir die
unterschiedlichen  transgenen  Keimlinge  (Procamvsss::GFP:PFGs.3  und
Proprgs::GFP:PFG1.3) einzelne Linien, die die naturliche Favonol Glykosid-
Akkumulation aufweisen (siehe Abb.3.21.). Die generierten Protein-Fusionen sind
somit sowohl unter nativer als auch unter konstitutiver Promotorkontrolle in planta
funktional. Des Weiteren wurde die GFP Funktionalitait an sich und die
subzellulare Lokalisation der Fusionsproteine unter konstitutiver Promotorkontrolle
in der Zellsuspensionskultur At7 untersucht. Fur alle getesteten Plasmidkonstrukte
zeigte sich ein GFP-Signal im Zellkern der Protoplasten. Die Funktionalitat des
GFP ist somit in vivo gegeben und die Fusionsproteine im nativem Kompartiment
lokalisiert (Blimke 2008). Um Zielbindestellen der PFG Transkriptionsfaktoren in
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vivo mit Hilfe der ChlP-seq Methode zu untersuchen stehen transgene Linien mit

GFP-PFG Fusionsproteinen zur Verfliigung.

4.3. Transparent Testa 17 (TT17) — ein neues
Leucoanthocyanidin Dioxygenase (LDOX) Allel

in Arabidopsis thaliana

Die Bildung von Anthocyanen und Proanthocyanidinen wird in Arabidopsis
thaliana zum Teil von den gleichen enzymatischen Reaktionen katalysiert.
Unterschiedliche Mutationen in diesen Enzym-kodierten Genen koénnen die
Bildung von Anthocyanen beeinflussen und fihren zu einem Ausbleiben oder
einer Reduktion von Proanthocyanidinen, welches in einem transparent testa (tt)
oder einem tanin deficient seed (tds) Phanotyp resultiert (Uberblick in (Lepiniec et
al. 2006). Alle an der Flavonoidbiosynthese beteiligten Strukturgene liegen in
Arabidopsis thaliana in einfacher funktionaler Kopienzahl vor. In einigen Fallen
wurde der gleiche Gen-Locus allerdings anhand unterschiedlich isolierter Null-
Allele verschiedenartig benannt. Hierzu zahlen zum Beispiel die allelischen Gen-
Loci TT11, TT18 und TDS4, die fir die Leucoanthocyanidin Dioxygenase (LDOX;
auch bezeichnet als Anthocyanidin Synthase, ANS) kodieren (Abrahams et al.
2003; Shikazono et al. 2003; Lepiniec et al. 2006). Allerdings konnten noch nicht
alle bis heute beschriebene tt-Nullallele einem Lokus zugewiesen werden, dazu
zahlen unter anderem TT9, TT13 und TT17 (Lepiniec et al. 2006). Wie 2003 von
(Bharti und Khurana 2003) beschrieben, zeigten tt17 Pflanzen einen reduzierten
PA-Gehalt, welcher in einem hellboraunen Samenphanotyp resultiert. Zusatzlich
zeigten tt17 Pflanzen eine fehlende Anthocyan Akkumulation, welche sich nicht
durch Naringenin Zugabe kompensieren lasst. Die Flavonolbiosynthese hingegen
ist in diesen Pflanzen nicht beeinflusst (Bharti und Khurana 2003). Diese
Beobachtungen legen den Schlu® nahe, das TT717 eine funktionelle Rolle
innerhalb der Anthocyan- bzw PA-Biosynthese besitzt. So konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit in Kooperation mit Herrn Dr. Ingo Appelhagen unter anderem

durch Kreuzungsexperimente gezeigt werden, dass (t77 ein neues bisher
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unbekanntes Idox Allel aber keinen neuen distinkten ft-Lokus darstellt. Die
Ergebnisse aus dieser Kooperation wurde in einer gemeinsamen Veroffentlichung

im Gene Journal publiziert (Appelhagen, I., Jahns, O., et al. 2011).

4.3.1. tt17 tragt eine Punktmutation in LDOX

Die von (Bharti und Khurana 2003) beschriebene tt17 Mutante stammt aus einer
Neutronen-mutagenisierten Population. Um Unterschiede innerhalb der
Nukleotidsequenz des LDOX Gens aus Arabidopsis thaliana zu untersuchen
wurde der Lokus in tt17, Est-1 und anderer Linien (tds4-1, WS-4, tt11-2 und Ler)
sequenziert (siehe Abschnitt 3.3.). Die aus dem Vergleich der Nukleotidsequenzen
abgeleiteten Aminosauresequenzen zeigen naturlichen Variationen zwischen den
einzelnen Wildtyp Akzessionen. So wurden vier SAAPs zwischen Est-1 und Ws-4
bzw. Ler identifiziert (Q53K, S65N, D151E und [1189V). LDOX in Ws-4
unterscheidet sich von den anderen LDOX Varianten durch den SAAP I1157J
(siehe Abschnitt 3.3.). Diese natlrlichen Variationen scheinen keinen
offensichtlichen Einfluss auf die LDOX Funktion in planta zu besitzen, da hier
weder innerhalb der Anthocyan noch der PA Akkumulation Unterschiede in den

analysierten Arabidopsis thaliana Akzessionen beobachtet werden konnten.

Ein Nukleinsaurevergleich von LDOX zwischen Est-1 und tt17 zeigte einen SNP
(G— A) in der LDOX kodierenden Region. Dieser Nukleinsaureaustausch
resultiert in einem Aminosaureaustausch in der abgeleiteten Proteinsequenz
(C220Y). Neutronen Mutagenese fuhrt normalerweise zu chromosomalen
Deletionen in der Grdélkenordnung von einigen Basenpaaren bis zu mehreren
Kilobasen (Li, X. und Zhang 2002). Allerdings konnten Deletionen dieser Art im
hier beschriebenem {17 Lokus nicht bestatigt werden. Es ist daher moglich, dass
die gefundene {t17 Mutation nicht durch die Mutagenese hervorgerufen wurde.
Eine ahnliche Beobachtung wurde fur die tds4-1 Mutation beschrieben (Abrahams
et al. 2003). Das tsd4-1 Allel stammt aus einer T-DNA Population. Allerdings
resultiert der gefundene Phanotyp hier ebenfalls aus einer Punktmutation. Der
identifizierte tt17 SNP in der LDOX kodierenden Region, als Ausldser fur den
Phanotyp, stimmt mit der Beobachtung der unveranderten LDOX Expression in
tt17 Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp (Est-1) Uberein (Bharti und Khurana
2003). Der Austauch des Cysteinrestes 220 in Est-1 durch die hydrophobe

Aminosaure Tyrosin in {t17 fihrt mdglicherweise zu Konformationsanderungen
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innerhalb der Enzym Tertiarstruktur. Der beschriebene {17 Phanotyp ist
dahermdglicherweise auf eine reduzierte LDOX Enzymaktivitat zurickzuflhren.
Der Cysteinrest an Position 220 ist in den meisten Flavonoid-2-Oxoglutarate-
abhangigen Dioxygenasen konserviert. Anhand der PyMol Software wurde
analysiert, ob der Cysteinrest an Position 220 mit anderen Cysteinresten in LDOX
in silico in der Lage ist Cystein-Briicken auszubilden. Es scheint aber aufgrund der
groRen raumlichen Entfernung zu anderen Cysteinresten (C66-C220: 39,69 A und
C220-C305: 32,35 A) unwahrscheinlich das der C220Y Austausch einen Einfluss
auf die Ausbildung von Cystein-Briicken hat und es daher zu Anderungen in der
strukturellen Enzymintegritdt kommt. Die Substratbindung in 2-Oxoglutarat-
abhangigen Dioxygenasen wird unter anderem durch einen Tyrosinrest an
Position 217 vermittelt (Wilmouth et al. 2002). Die Mutation an Position 220 kdnnte
daher auch einen moglichen Einfluss auf die Substratpositionierung von
2-Oxoglutarat, Dihydroquercitin und Askorbat im aktivem Zentrum (H232, D234
und H228; HXD...H) des Enzyms besitzen (Turnbull et al. 2001; Wilmouth et al.
2002; Abrahams et al. 2003). Ahnlich wie die gezeigte tt77 Mutation flhrt ein
SAAP in tds4-1 in der Nahe des aktiven Zentrums an Position 228 (G — D) zu
einem Phanotyp der im Vergleich zu tt77 nicht zu unterscheiden ist. Auch hier
lasst sich spekulieren, ob die ausgetauschte Aminosaure einen Einfluss auf die
Positionierung der Substrate im aktiven Zentrum ausibt und somit in einer
reduzierten Enzymaktivitat resultiert. Die Flavonol Synthase (FLS) gehort ebenso
wie LDOX zu den 2-Oxoglutarat-abhangigen Dioxygenasen (Britsch et al. 1981).
2009 konnten Preuss et al. zeigen, dass eine Aminosaureaustausch an Position
219 (R — K) in der FLS5 einen negativen Einfluss auf die
Wasserstoffbriickenbindung zu den Substraten besitzt und somit zur Inaktivitat
des Enzyms flhren. Anhand dieser Beobachtungen zusammen mit den
Kreuzungsexperimenten (Appelhagen, I. et al. 2011) lasst sich schlussfolgern,
dass der {t17 Lokus ein nicht funktionales LDOX Protein kodiert. Die identifizierte
Punktmutation in der kodierenden LDOX Region in tt17 stellt somit einen guten

Kandidaten fur die Ausbildung des tt-Phanotyps in tt17 dar.
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4.4. Identifizierung von UDP-abhangigen
Glykosyltransferase Zielgenen der PFG

Transkriptionsfaktoren

Bis heute sind regulatorische Netzwerke der Flavonoidbiosynthese im
Modelorganismus Arabidopsis thaliana noch nicht in ihrer Gesamtheit aufgeklart.
Variationen des Flavonolmusters in unterschiedlichen pflanzlichen Organen
werden in planta durch PFG Transkriptionsfaktoren reguliert (Stracke, R. et al.
2007). Diese qilt nicht nur fur die Regulation von Biosynthese der entsprechenden
Flavonoid-Aglyken sondern auch fir ihre Zielgene (z.B. Glykosyltransferasen,
GTn) die an der Modifikation von Flavonolen beteiligt sind. Obwohl einige
Flavonoid- bzw. Flavonol-GTn mit spezifischer Substratspezifitat charakterisiert
wurden (Jones et al. 2003; Tohge et al. 2005; Yonekura-Sakakibara, K. et al.
2007; Yonekura-Sakakibara, K et al. 2008) ist die funktionale Charakterisierung
der 107 im Arabidopsis Genom annotierten GTn (Ross et al. 2001) bis heute
unvollstandig. Eine regulatorische Beteiligung der PFGs aus Arabidopsis thaliana
an der Expression von GTn wurde mittels transienter Transaktivierungsassays fur
UGT84A1 (At4g15480) und UGTI91A1 (At2g22590) von Jahns (2007) und
Stracke, R. et al. (2007) beschrieben. Auch bestatigen PFG-GT Ko-
Expressionsanalysen (Tohge et al. 2005; Yonekura-Sakakibara, K et al. 2008) das
Potential der PFG Transkriptionsfaktoren die Expression von GTn zu aktivieren.
Um das regulatorische Netzwerk der PFG Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis
thaliana zu erweitern, und weiter die Frage welcher PFG die Expression welcher
GT kontrolliert zu beantworten, wurden in vivo Transaktivierungsassys

durchgefuhrt.

Die Ergebnisse des Assays sind in Abschnitt 3.4. dargestellt. Es konnte bestatigt
werden, dass die Promotoren der Flavonol-3-O-Rhamnosyltransferase UGT78D1
(Jones et al. 2003), der Flavonol-7-O-Rhamnosyltransferase UGT89C1
(Yonekura-Sakakibara, K. et al. 2007) und der bisher unbeschriebenen UGT78D4
von den PFG Transkriptionsfaktoren aktiviert werden kénnen (Stracke, R. et al.
2010). Das Aktivierungspotential der PFGs nimmt flr Promotoren von UGT78D1
und UGT78D4 von PFG1 Uber PFG2 zu PFG3 ab. Dieser Effekt stimmt mit den
Beobachtungen von Stracke, R. et al. (2007) Uberein. Hier wurde das gleiche

Muster der unterschiedlichen PFG Aktivierungspotentiale flr die Regulation von



Diskussion 133

Flavonoidbiosynthese Strukturgenen, als auch Glykosyltransferase-kodierender
Gene (UGT91A1 und UGT84A1) beschrieben. Ein abweichendes Muster zeigt
sich fur die Aktivierung des Promotors von UGT89C1. Hier nimmt das
Aktivierungspotential von PFG3, Uber PFG2 zu PFG1 ab (Stracke, R. et al. 2010).
Ahnliche Beobachtungen wurden bereits in 2007 von Jahns beschrieben. Die
PFGs sind in Arabidopsis thaliana raumlich getrennt exprimiert und kdnnen somit
in den einzelnen Geweben ihre Zielgene spezifisch regulieren (Stracke, R. et al.
2007). Die spezifische Responsivitat der getesteten GTn koénnte mit der
Notwendigkeit einer speziellen Flavonolausstattung zum Beispiel als pflanzliche
Schutzpigmente in unterschiedlichen Geweben in Arabidopsis thaliana Keimlingen

begrindet werden.

Die untersuchten Promotoren der Flavonol-3-Arabinosyltransferase UGT78D3
(Yonekura-Sakakibara, K. et al. 2007) und der 7-O-GT UGT73C6 (Jones et al.
2003) zeigten keine Aktivierung durch die PFG Transkriptionsfaktoren (Stracke, R.
et al. 2010). Ein mogliches Aktivierungspotential der PFGs in planta aber kann hier
nicht ausgeschlossen werden. Eine mogliche Limitierung spielt hier die aus
Hypokotyl-Gewebe abstammende Zellsuspensionskultur At7 (Sprenger-Haussels
und Weisshaar 2000), aber auch ein in diesem System fehlender bzw.
unbekannter zur Aktivierung bendétigter (Ko-) Faktor kann nicht ausgeschlossen
werden. Allerdings ist die bekannte regulatorische Aktivitat der PFGs in der
Literatur als Ko-Faktor unabhangig beschrieben, so dass diese Vermutung einen
weiteren bisher unbekannten Wirkmechanismus der Transkriptionsfaktoren
bedeuten wirde. Zusammenfassend Iasst sich erklaren, dass die in Abschnitt 3.4.
beschriebenen Ergebnisse der direkten Aktivierung von Promotorsequenzen der
Flavonolglykosid-bildenden UGT Gene durch PFG Transkriptionsfaktoren gezeigt
werden konnte. Die hier diskutierten Ergebnisse wurden 2010 in Stracke, R. et al.

veroffentlicht.
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4.5. PFG Zielgen PFT1

Das Gen PFT1 (At5g62210, auch bezeichnet als Embryo-specific protein 3) wurde
2007 von (Stracke, R. et al. 2007) in Rahmen einer genomweiten Suche nach
weiteren Zielgenen der PFG Transkriptionsfaktoren aus Arabidopsis thaliana mit
Hilfe von Affymetrix ATH1 GeneChips (http://www.affymetrix.com/) durch einen
Vergleich der Expression in Col-0 und PFG Nullallel (pfg1 pfg2 pfg3) Keimlingen
identifiziert. Mittels qPCR- und Ko-Transfektionsanalysen in At7 Protoplasten
wurde das  Aktivierungspotential des PFT17 Promotors durch die
PFG-Transkriptionsfaktoren bestatigt. (Jahns 2007; Stracke, R. et al. 2007). Ein
relativer Vergleich der Expressionswerte mittels qPCR in Wurzelgewebe von
6-Tage alten Keimlingen zwischen Col-0 und PFG-Uberexpressionsmutanten
zeigte mogliche Unterschiede der PFT1 Promotor Spezifitat fir die einzelnen
Mitglieder der PFG Transkriptionsfaktoren. Wahrend die relative PFT1 Expression
in PFG3-Uberexpressionsmutanten um das 17-Fache der Wildtyp Expression
erhoht ist zeigt sich fir PFG2 und PFG1 jeweils eine 3,5- bzw. 2-fach erhdhte
Expression (Jahns 2007). Eine molekulare Funktion fur PFT1 ist bis heute nicht
beschrieben. Zur Funktionsaufklarung von PFT1 wurden in dieser Arbeit erste

Pilotexperimente begonnen (siehe Abschnitt 3.5.).

4.51. Charakterisierung des pft1-1 Phanotyps in
unterschiedlichen Keimlingsgeweben und subzelluldre

Lokalisation von PFT1

Um die Auswirkungen eines PFT1 Funktionsverlustes zu analysieren wurde eine
GABI-Kat T-DNA Insertionslinie (GK243D08, pft1-1) isoliert. pft1-1 konnte als
Nullallel in einem Expressionsvergleich mit dem Wildtyp (Col-0) bestatigt werden.
Weiter konnte gezeigt werden das PFT1 in Arabidopsis thaliana vorrangig im
Wurzelgewebe exprimiert wird. Ein phanotypischer Vergleich zwischen Col-0 und
pft1-1 Pflanzen (Keimlinge und adulte Pflanzen) zeigte keinen offensichtlichen
Unterschiede beztiglich der Morphologie (nicht gezeigt). Die molekulare Funktion
von PFT1 scheint somit keine offensichtlich bedeutenden Auswirkungen auf die
Entwicklung von Arabidopsis thaliana zu haben. Auch wenn diesbezuglich noch
weitere Analysen notwendig sind. Um den in planta Expressionsort von PFT1 zu
analysieren wurden transgene Pflanzen mit einem GFP-Reporter unter nativer

PFT1 Promotorkontrolle generiert. Transgene Keimlinge wurden anschliel3end
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mikroskopisch auf GFP Fluoreszenz untersucht. Hier zeigte sich eine deutliche
Fluoreszenz im Wourzelspitzengewebe von 6 Tage alten Arabidopsis thaliana
Keimlingen. Diese Ergebnisse decken sich mit den zuvor dargestellten
Expressionsanalysen. Eine Fluoreszenz in anderen Organen bzw. Geweben
wurde nicht beobachtet. Der PFT1-Promotor scheint ausschlielich in 6 Tage alten

Keimlingen in der Wurzelspitze aktiv zu sein.

In 2007 wurde PFT1 als Zielgen der PFG Transktiptionsfaktoren bestatigt (Jahns
2007; Stracke, R. et al. 2007). Die PFG Transkriptionsfaktoren sind bekannt als
positive Regulatoren der Flavonolbiosynthese in Arabidopsis thaliana (Mehrtens et
al. 2005; Stracke, R. et al. 2007; 2010) Um eine mogliche Funktion von PFT1
innerhalb der Flavonolbiosynthese in Arabidopsis thaliana zu untersuchen wurden
Metabolitanalysen mittels HPTLC methanolischer Extrakte von Col-0 und pft1-
1Keimlingen durchgefihrt. Innerhalb der Flavonol-Zusammensetzung in 6 Tage
alten Col-0 und pft7-1 Keimlingen konnten keine qualitativen Unterschiede
festgestellt werden. Da PFT1 vorrangig in Wurzelgewebe von Arabidopsis thaliana
Keimlingen exprimiert wird, wurde die Flavonol Akkumulation auch spezifisch in
Wurzeln analysiert. Auch hier konnten keine qualitativen Unterschiede zwischen
dem Wildtyp und dem Nullallel festgestellt werden. PFT1 scheint daher keinen

direkten Einflu auf die Synthese von Flavonolen zu besitzen.

Zur Aufklarung der subzellularen Lokalisation von PFT1 wurde die PFT1-cDNA
translational an den GFP-kodierenden ORF in einen Expressionsvektor
rekombiniert, das Konstrukt jeweils in Protoplasten der Zellsuspensionskulturen
At7 und BY-2 transfiziert und die Protoplasten anschlieRend mikroskopisch auf
GFP-Fluoreszenz untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass PFT1 exklusiv des
Zellkerns im Cytoplasma der Protoplasten lokalisiert ist. Ein Vergleich mit einer
hervorgesagten PFT1 Lokalisation (Cell eFP Browser, (Heazlewood et al. 2007)
zeigt hier eine Ubereinstimmung der vorgestellten Ergebnisse. So wurde die
Lokalisation durch unterschiedliche Algorhitmen (Subloc: (Hua und Sun 2001),
Predotar: (Small et al. 2004), TargetP: (Emanuelsson et al. 2000)) im Cytoplasma,

dem Endoplasmatischem Retikulum sowie extrazellular vorhergesagt.
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4.5.2. Ist PFT1 an der Ausbildung eines Enzymkomplexes

innerhalb der Flavonoidbiosynthese beteiligt?

Im kodierten Bereich des Gens befinden sich Sequenzabschnitte fur putative
Lipase- bzw. Lipoxygenase-Domanen (PLAT (Polycystin-1, Lipoxygenase, Alpha-
Toxin) /LH2 (Lipoxygenase Homolog); InterPro: IPR0O08976). PLAT- bzw. LH2-
Domanen sind in vielen Membran- oder Lipidverankerten Proteinen beschrieben.
Die Domanen formen ein B-Sandwich bestehend aus 2 Faltblattern (Bateman und
Sandford 1999; Tomchick et al. 2001; Delrieu et al. 2002). Zusatzlich beinhaltet
die Sequenz auch Abschnitte flr eine putative Embryo-specific 3 Domane
(InterPro: IPR010417). Embyro-specific 3 Domanen gehoéren zu pflanzlichen
samenspezifischen Proteinen in Arabidopsis thaliana. In Arabidopsis findet sich
ein homologes Protein zu PFT1, welches als Seed Gene 3 (At5g07190, ATS3)
bezeichnet wird. ATS3 beinhaltet ebenfalls eine Embryo-specific 3 Domane und
wurde erstmals 1999 von Nuccio und Thomas beschrieben. Eine molekulare

Funktion ist allerdings auch fir dieses Gen bis heute nicht bekannt.

Die Organisation von Multienzymkomplexen scheint eine gangige Form des
zellularen Metabolismus in allen Organsimen darzustellen. Die Ausbildung eines
Metaboloms ist vor allem innerhalb des Pyruvat Dehydrogenase Komplexes, aber
auch fur Enzyme der Glykolyse, der Fettsdure Oxidation und fur die Biosynthese
von Makromolekilen (Fettsauren, Nukleinsduren und Proteine) beschrieben
(Srere 1987; Ovadi und Srere 1996). Die Interaktion von Enzymen mit
Membranen, dem Zytoskelett und anderen Enzymen stellt hier die Grundlage flr
die Organisation von Enzymkomplexen dar (Winkel-Shirley 1999). In den 1990er
Jahren wurden einige Beispiele fur die Ausbildung von Enzymkomplexen im
Primarstoffwechsel innerhalb der Pflanzen beschrieben. Zu diesen gehdren
Komplexe von Enzymen des Calvin Zyklus (Suss et al. 1993), Enzyme der Serin-
(Prabhu et al. 1996), und Cystein-Biosynthese (Saito et al. 1995) und Proteine des
Glycin Carboxylase Systems (Oliver und Raman 1995). Von (Winkel-Shirley 1999)
wird aber auch die Formierung von Enzymkomplexen an der cytosolischen Seite
des Endoplasmatischen Retikulums innerhalb des Sekundar Metabolismus
postuliert. Als ein mogliches Bindeglied fir die Ausbildung von
membranverankerten Multienzymkomplexen innerhalb der Flavonoidbiosynthese
konnte PFT1 wirken. Fur die PLAT bzw. LH2 Domane, von der sich

Sequenzabschnitte innerhalb der PFT1 kodierenden Region finden wird eine
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mogliche Membranverankerung uber andere Proteinbindepartner diskutiert.
Allerdings musste die Lokalisation von PFT1 an Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums, sowie eine Interaktion mit Enzymen der
Flavonoidbiosynthese und somit auch eine Ko-Lokalisation mit diesen in vivo

bestatigt werden.

4.6. Ausblick

Aus den in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen oder Vorarbeiten ergeben sich
weiterfihrende Experimente und Fragestellungen, welche bereits zum Teil weiter

oben angesprochen wurden.

Generell liefern gerade die Etablierung der Chromatin Immunoprazipitation und die
prasentierten ChlIP-seq Daten far putative Zielbindestellen der
Transkriptionsfaktoren TT8 und EGL3 die Basis flr weitreichende Analysen. Durch
eine zukunftige Validierung der moglichen Zielbindestellen als in vivo Ziele der
untersuchten Transkriptionsfaktoren kann das Wissen uber die regulatorischen
Netzwerke der Proteine erweitert und somit deren EinfluR auf
Stoffwechselprozesse in Arabidopsis thaliana genomweit analysiert werden. Eine
mogliche Bindung der Faktoren an unterschiedliche genomische Bereiche in den
Promotoren von bekannten Strukturgenen der Flavonoidbiosynthese und in
Bereichen des eigenen Lokus zeigen mogliche unbekannte regulatorische
Eigenschaften der untersuchten Proteine auf. Auch diese Erkenntnisse liefern
neue Ansatzpunkte fur Untersuchungen der Genkontrolle. Des Weiteren wurde mit
der Generierung von transgenen Linien mit GFP-PFG Fusion Ausgangsmaterial
fur die genomweite in vivo Identifizierung von Zielbindestellen der PFG-
Transkriptionsfaktoren mit Hilfe der ChlP-seq Methode geschaffen. Diese weiteren
Experimente kénnen helfen, dass bestehende umfassende Wissen eines PFG-
regulierten Netzwerks zu erweitern und in seiner Gesamtheit besser zu verstehen.
Die im Rahmen dieser Arbeit prasentierten Experimente zur Aktivierung von UGT-
Promotoren durch PFG-Transkriptionsfaktoren werden dazu beitragen, die

vielfaltigen Funktionen dieser Proteine im Flavonolglykosidstoffwechsel
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aufzuklaren. Diese durch Transaktivierungsassays identifizierten bisher
unbekannten Zielgene der PFGs zeigen daruber hinaus eine Berechtigung flur die

genomweite Identifizierung von Zielgenen mit Hilfe von ChlP-seq.

Unter anderem konnte mit Hilfe der prasentierten Ergebnisse der bisher nicht
zugeordnete TT17-Lokus als weiteres LDOX-Allel beschrieben werden. Diese
Daten liefern somit einen Beitrag zur funktionellen Aufklarung bisher unbekannter

oder neuer TT-Loci.

Die Durchfihrung von Pilotexperimenten zur Charakterisierung und
Funktionsaufklarung von PFT1 liefern mogliche Ansatze flr weitere Analysen. So
konnte durch weitere Experimente die Membranverankerung von PFT1 entweder
bestatigt oder auch verworfen werden. Durch Protein-Protein-Interaktionstudien
(Yeast-2-Hybrid, Y2H) von PFT1 mit Enzymen der Flavonolbiosynthese kdnnte
eine mogliche Interaktion der Proteine untersucht werden. Vielleicht liefern die
diskutierten Ergebnisse zu PFT1 die moéglichen Anstdlle zur Identifizierung von
Multi-Enzymkomplexen innerhalb der Flavonoidbiosynthese in

Arabidopsis thaliana.
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5. Zusammenfassung

Die grundlegenden Mechanismen der Genregulation sind in der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana, vor allem anhand des Modells der Flavonoidbiosynthese,
bereits seit langerem Gegenstand der aktuellen Forschung und gelten als bestens
untersucht. Viele an der Kontrolle der Genexpression beteiligte
Transkriptionsfaktoren sind gut charakterisiert. Vor allem die MYB- und bHLH-
Proteinklassen sind als Trankriptionsfaktoren in der Flavonoidbiosynthese
bekannt. Grundsatzlich sind zwei unterschiedliche Regulationsmechanismen
innerhalb dieses Stoffwechselprozesses beschrieben. Die Kofaktor- bzw. TTG1-
unabhangige Regulation der Flavonolbiosynthese durch die PFGs und die
TTG1-abhangige Regulation der Anthocyan- und PA-Biosynthese durch MBW-
Komplexe. Die Expression des Schlusselenzyms der Anthocyanbiosynthese, die
Dihydroflavonol-Reduktase (DFR), wird durch die kombinatorische Wirkung aus
PAP1, EGL3/TT8 und TTG1 kontrolliert. Die cis-regulatorischen Elemente flr
PAP1 und TT8 im Promotor von DFR konnten bereits charakterisiert werden. Bis
heute sind fir die Faktoren PAP1, EGL3 und TT8 die in vivo Bindestellen im

Genom von Arabidopsis thaliana zum Grol3teil noch unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Methode der Chromatin Immunoprazipitation
etabliert und fur die genomweite Identifizierung von DNA-Zielbindestellen von
PAP1, EGL3 und TT8 mit Hilfe von ChlP-seq angewendet werden. Fir die
regulatorischen Proteine EGL3 und TT8 konnte jeweils ein ChlP-seq Experiment
durchgefuhrt und putative Zielgene identifiziert werden. Gleichzeitig konnte die in
vivo Bindung an Promotoren bereits bekannter Strukturgene der
Anthocyanbiosynthese erstmals gezeigt werden. Zusatzlich wurden weitere
Hinweise fur das Vorhandensein eines EGL3- und TT8-regulierten Anthocyan-
spezifischen Regulons prasentiert. Die Bindung der untersuchten Proteine an den
jeweiligen eigenen Lokus and an weitere Loci bekannter Anthocyanregulatoren
lieferte erste Hinweise fur weitere mdgliche regulatorische Mechanismen von
EGL3 und TT8. Mit der Generierung von transgenen Pflanzen mit GFP-PFG
Fusion wurde wichtiges Ausgangsmaterial fir weitere ChlP-seq Experimente
geschaffen. Hiermit kann zuklnftig durch die Analyse der in vivo Zielbindestellen
der PFG-Transkriptionsfaktoren mit Hilfe von ChlP-seq Experimenten das

Verstandnis der regulatorischen Mechanismen dieser Proteine erweitert werden.
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Loss-of-function Mutationen in den in einfacher Kopie vorliegenden Strukturgenen
der Flavonoidbiosynthese kénnen einen Effekt auf die Anthocyanbiosynthese
ausuben und zeigen oft ein Ausbleiben oder eine Reduktion der PA-Pigmente.
Dieses fuhrt meist zu einem transparent testa (tt) oder tannin deficient seed (tds)
Phanotyp. In einigen Fallen hat die unterschiedliche Nomenklatur bisweilen zu
Doppelbenennungen gefuhrt. So ist zum Beispiel der Idox-Lokus als {t171 und {t18
sowie als tds4 kartiert worden. Bis heute sind eine Reihe von weiteren tt- und tds-
Mutanten isoliert worden, fur die die eindeutige Zuordnung zu einem bekannten
oder neuen tt-Lokus noch nicht erfolgt ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte unter
anderem die Mutation im tt17-Lokus identifiziert und TT17 als ein weiteres LDOX-

Allel charakterisiert werden.

Wie bereits weiter oben erwahnt wird die Flavonolbiosynthese TTG1-unabhangig
von den PFG-Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana kontrolliert. Von
friheren Untersuchungen ist bekannt, dass die PFGs auch einen regulatorischen
Einfluss auf Flavonol-spezifische Glykosyltransferasen in Keimlingsgewebe
besitzen und somit die Akkumulation von unterschieldichen Flavonolglykosiden
kontrollieren. Die in dem Rahmen dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse zur
Promotoraktivierung von UDP-abhangigen Glykosyltransferasegenen durch die
PFGs liefern einen Beitrag zur Vervollstandigung des Wissens Uber ein

regulatorisches Netzwerk dieser Proteine.

Des Weiteren wurde anhand von Pilotexperimenten an einem bekannten PFG-
Zielgen (PFT1) ein anfanglicher Versuch unternommen die molekulare Funktion

dieses Gens zu charakterisieren.
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7. Anhang

71. pDISCO Vektorkarte

bla, ampR

nos poly A

olEl ori

0J003_pDISCO
5.958bp

Abbildung 7.1.: pDISCO Vektorkarte. Schematische Darstellung der pDISCO Gateway®
Destination Vector Plasmidstruktur. Bla, ampR: Ampicilin Resitenz ORF. ColE1 ori: Origin
of Replication. attR1: Gateway® attachment site. CAT: Chloramphenicol Acetyltransferase
ORF. ccdB: ccdB ORF. attR2: Gateway® attachment site. GUS+Intron: B-Glukoronidase
ORF mit Intron. Nos poly A: Nopaline Synthase Poly(A)
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7.2. Vorbereitung der ChiP DNA-Proben:
Bestimmung der DNA Konzentration und

GroBenverteilung

Tabelle 7.1.: Konzentrationsbestimmung der ChiP DNA Proben.

Name d. Probe Mean mean - blank ng/ml (uber log Steigung) VorverdirVerdinnungsfa unverdiinnt(ng/pl) Volumen ng Gesamt
G1 (ProTT8::TT8:GFP a-GFP) 369 3460 14,0 1 200 2,8093 13 365
G2 (ProTT8::TT8:GFP a-IgG) 758 7350 298 1 200 59677 13 776
G3 (ProEGL3::GFP:EGL3 a-GFP) 903 880,0 357 1 200 7,1449 13 929
G4 (ProEGL3::GFP:EGL3 a-IgG) 837 814,0 330 1 200 6,6091 13 859
G5 (35S::TT8:GFP a-GFP) 207 184,0 75 1 200 1,4939 13 194
G6 (35S::TT8:GFP a-gG) 348 3250 132 1 200 26388 13 343
G7 (35S::GFP:EGL3 a-GFP) 392 369,0 15,0 1 200 29960 13 389
M1 23 00 00 1 200 0,0000
M2 23 00 00 1 200 0,0000
M3 660 637,0 259 1 200 51720
M4 1416 1393,0 56 6 1 200 11,3101
M5 88 65,0 26 1 200 05278
M6 285 262,0 106 1 200 21272
M7 929 906,0 368 1 200 7.,3560
Standard 500 5895 5872,0 2384 1 2 476,7627
Standard 1000 12995 129720 526 6 1 2 1053,2298
Blank 23 00 00 1 2 0,0000
[5] = =] =] = a =] =]
= —
o i ~— ~— i ~— —
4 3 2 53 3 § E GE Ladder
m — -~ .
S 5 # @ & g # © Ladder Peak  Size
- 1 35
2 50
130 — 3 100
120 — 4 150
Hi — e R S 200
— 6 300
g — =——
5 — — 7 400
e 8 500
a0 — L 9 600
70— 10 700
B0 — — 11 1000
12 2000
B0 — ——
13 3000
H —
14 7000
L 1 2z 3 4 5 & 7 1O 10380

Abbildung 7.2.: Auszug der Analyse zur GréRenverteilung der ChIP DNA-Proben mit
dem Agilent High Sensitivity DNA Assay. Dargestellt ist ein Auszug des
Analyseprotokolls mit elektronisch abgebildeter GroRenverteilung der untersuchten DNA-
Proben G1 bis G7 (Abkirzung siehe Tabelle 7.1.).
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7.3. Auflistung der identifizierten putativen
Bindestellen der Transkriptionsfaktoren TT8
und EGL3 mit Hilfe von ChiIP-seq Experimenten

in elektronischer Form
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7.4.

Tabelle 8.1. zu Abb. 3.26. Rohdaten der Transfektionsexperimente

Wertetabelle zu dem Transaktivierungsassay

Bezeichnung

spez.-GUS-Aktivitat

spez. LUC-Aktivitat

korr. Spez
GUS-Aktivitat

Reporter Effektor [pmol/(min*mg)] [RLU/(/sec*ug)]

0J004 ProFLS1 -5 251 7027 195
0J004 ProFLS1 -5 364 9639 207
0J004 ProFLS1 -5 14 2696 23
0J004 ProFLS1 -5 296 6559 192
0J004 ProFLS1 -5, -11 569 -13
0J004 ProFLS1 PFG2, -, 25954 5809 24432
0J004 ProFLS1 PFG2, -, 31229 4835 27475
0J004 ProFLS1 PFG2, -, 32386 6298 28118
0J004 ProFLS1 PFG2, -, 7881 1825 18401
0J004 ProFLS1 PFG2, -, 2662 989 1744
0J004 ProFLS1 PFG1, -, 38522 3368 62537
0J004 ProFLS1 PFG1, -, 30756 1375 95151
0J004 ProFLS1 PFG1, -, 37347 3501 58331
0J004 ProFLS1 PFG1, -, 22153 2046 46153
0J004 ProFLS1 PFGH1, -, 6770 708 6197
0J004 ProFLS1 PFG3, -, 32506 5305 33504
0J004 ProFLS1 PFG3, -, 34781 4055 36485
0J004 ProFLS1 PFG3, -, 19925 4535 24024
0J004 ProFLS1 PFG3, -, 27611 4645 25332
0J004 ProFLS1 PFG3, -, 7967 1399 3689
0J029 ProUGT78D1 -5 -10 1908 -27
0J029 ProUGT78D1 -5 -14 3309 -23
0J029 ProUGT78D1 -5 -60 751 -340
0J029 ProUGT78D1 -5, 0 886 0
0J029 ProUGT78D1 PFG2, -, 1079 3149 1873
0J029 ProUGT78D1 PFG2, -, 744 2335 1743
0J029 ProUGT78D1 PFG2, -, 553 1264 1861
0J029 ProUGT78D1 PFG2, -, 375 1177 206
0J029 ProUGT78D1 PFG1, -, 2532 1666 8312
0J029 ProUGT78D1 PFG1, -, 2281 2052 6079
0J029 ProUGT78D1 PFG1, -, 1202 904 5657
0J029 ProUGT78D1 PFG1, -, 571 526 703
0J029 ProUGT78D1 PFGS3, -, 1054 3086 1867
0J029 ProUGT78D1 PFGS3, -, 561 1892 1623
0J029 ProUGT78D1 PFGS3, -, 474 990 2036
0J029 ProUGT78D1 PFGS3, -, 173 690 163
0OJ030 ProUGT78D3 -5 -46 5064 -39
0OJ030 ProUGT78D3 -5 -67 3146 -90
0OJ030 ProUGT78D3 -, - -45 10777 -18
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0J030 ProUGT78D3 -, -, 12 3046 3
0J030 ProUGT78D3 -, -, 100 1638 103
0J030 ProUGT78D3 -, -, 54 2514 -36
0J030 ProUGT78D3 PFG2, -, 25 5021 21
0J030 ProUGT78D3 PFG2, -, 95 8805 46
0J030 ProUGT78D3 PFG2, -, 19 3676 22
0J030 ProUGT78D3 PFG2, -, 21 1314 10
0J030 ProUGT78D3 PFG2, -, 21 2561 14
0J030 ProUGT78D3 PFG2, -, 27 2666 17
0J030 ProUGT78D3 PFG1, -, 203 4330 200
0J030 ProUGT78D3 PFG1, -, 55 2226 106
0J030 ProUGT78D3 PFG1, -, 853 4603 789
0J030 ProUGT78D3 PFG1, -, 33 653 33
0J030 ProUGT78D3 PFG1, -, 317 1479 362
0J030 ProUGT78D3 PFG1, -, 226 863 443
0J030 ProUGT78D3 PFG3, -, 115 5578 88
0J030 ProUGT78D3 PFG3, -, 172 7585 97
0J030 ProUGT78D3 PFG3, -, 305 5947 218
0J030 ProUGT78D3 PFG3, -, 5 946 3
0J030 ProUGT78D3 PFG3, -, 64 2043 53
0J030 ProUGT78D3 PFG3, -, 68 2041 56
0J031 ProUGT78D4 -, -, 5 6166 4
0J031 ProUGT78D4 -, -, 2 7843 1
0J031 ProUGT78D4 -, -, -20 7933 11
0J031 ProUGT78D4 -, -, 10 2163 3
0J031 ProUGT78D4 PFG2, -, 2808 4313 3560
0J031 ProUGT78D4 PFG2, -, 3180 5039 3451
0J031 ProUGT78D4 PFG2, -, 6856 6734 4332
0J031 ProUGT78D4 PFG2, -, 260 879 192
0J031 ProUGT78D4 PFG1, -, 5157 2397 11766
0J031 ProUGT78D4 PFG1, -, 9705 3751 14147
0J031 ProUGT78D4 PFG1, -, 13560 4382 13165
0J031 ProUGT78D4 PFG1, -, 844 831 658
0J031 ProUGT78D4 PFG3, -, 19416 13760 7715
0J031 ProUGT78D4 PFG3, -, 11692 8185 7810
0J031 ProUGT78D4 PFG3, -, 11906 6309 8028
0J031 ProUGT78D4 PFG3, -, 1276 1749 473
0J032 ProUGT89C1 -, -, 3 4836 3
0J032 ProUGT89C1 -, -, 9 4039 9
0J032 ProUGT89C1 -, -, 1 4507 1
0J032 ProUGT89C1 -, -, 14 598 15
0J032 ProUGT89C1 PFG2, -, 19180 4690 17429
0J032 ProUGT89C1 PFG2, -, 8603 2114 17347
0J032 ProUGT89C1 PFG2, -, 31328 3986 33438
0J032 ProUGT89C1 PFG2, -, 1937 868 1446
0J032 ProUGT89C1 PFG1, -, 5869 1886 13265
0J032 ProUGT89C1 PFG1, -, 11087 3313 14264




Anhang 165
0J032 ProUGT89C1 PFG1, -, 24832 2610 40476
0J032 ProUGT89C1 PFG1, -, 2590 483 3475
0J032 ProUGT89C1 PFG1, -, 11777 728 27300
0J032 ProUGT89C1 PFG1, -, 26526 2020 22173
0J032 ProUGT89C1 PFG3, -, 19026 4760 17036
0J032 ProUGT89C1 PFGS3, -, 30960 5227 25244
0J032 ProUGT89C1 PFG3, -, 32065 4277 31891
0J032 ProUGT89C1 _PFG3, -, 1363 500 1766
0J033ProUGT73C6 -, -, 369 6485 243
0J033ProUGT73C6 -, -, 312 4370 304
0J033ProUGT73C6 -, -, 226 3336 288
0J033ProUGT73C6 -, -, 47 894 34
0J033ProUGT73C6 PFG2, -, 201 3437 249
0J033ProUGT73C6 PFG2, -, 267 4532 251
0J033ProUGT73C6 PFG2, -, 288 3470 354
0J033ProUGT73C6 PFG2, -, 34 971 23
0J033ProUGT73C6 PFG1, -, 103 2285 193
0J033ProUGT73C6 PFG1, -, 172 2905 252
0J033ProUGT73C6 PFG1, -, 277 2737 431
0J033ProUGT73C6 _ PFG1, -, 18 435 27
0J033ProUGT73C6 PFG3, -, 232 3731 265
0J033ProUGT73C6 PFG3, -, 247 3988 264
0J033ProUGT73C6 PFG3, -, 223 3286 289
0J033ProUGT73C6 _PFG3, -, 39 767 33
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