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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die moderne Entwicklungsbiologie erforscht auf molekularbiologischer Ebene die
Steuerungsprozesse, die der Entwicklung eines hdheren Lebewesens zugrunde liegen.
Hohere Organismen entwickeln sich aus einer einzelnen Ausgangszelle, der Zygote, zu
komplex aufgebauten Individuen. Wahrend dieser Entwicklung durchlauft der
Organismus vielfdtige Differenzierungsprozesse, wodurch er morphologisch und
physiologisch umgestaltet wird. Zellen gleicher Funktion formen Gewebe, verschiedene
Gewebe wiederum bilden spezialisierte Organe, die bestimmte Funktionen im
Organismus ausiiben.

Die fur eine Spezies charakteristische Auspréagung von Organen an definierten
Positionen innerhalb des Organismus folgt einem festgelegten Bauplan, der in der Zelle
in Form der DNA gespeichert wird. Die in der DNA verschlisselte genetische
Information wird wahrend der Zellteilung identisch kopiert und an die Tochterzellen
weitergegeben. Daher ist die Entwicklung spezifischer taxonomischer Merkmale
abhéangig von der differentiellen Umsetzung der genetischen Information, die in alen
Zellen eines Organismus gleich ist. Die Realiserung des genetischen Potentials
unterliegt vielféltigen Kontrollmechanismen, die ein koordiniertes Zusammenspiel aller

in die Entwicklung eines L ebewesens involvierten Faktoren steuern.

Gelegentlich treten Stérungen in diesen Entwicklungsprozessen auf und es entwickeln
sich Organe an Positionen innerhalb des Organismus, an denen normalerweise andere
Organe gebildet werden. Dieses Phanomen wird sowohl an pflanzlichen als auch an
tierischen Systemen seit Jahrhunderten beobachtet und Homdosis genannt (Bateson,
1894). Fur die Entwicklungsbiologie sind derartige Mutationen von besonderem
Interesse, weil aufféllige phanotypische Anderungen durch den Verlust einer
Genfunktion hervorgerufen werden. Dadurch lassen sich direkte Rickschlisse auf die
Funktion des betreffenden Gens ziehen.
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1.1 Die Blutenorganogenese als Modellbeispiel zur Analyse entwicklungs

biologischer Steuerungsprozesse

Der Entwicklungszyklus einer angiospermen Pflanze beginnt mit dem Keimling, der aus
einem Samenkorn entsteht. Nach einer Periode vegetativen Wachstums folgt die des
reproduktiven Wachstums, in der sich der Blitenstand oder eine Blite bildet. Innerhalb
der Blite erzeugen die reproduktiven Organe mannliche und weibliche Keimzellen,
durch deren Verschmelzung Zygoten entstehen und neue Samen gebildet werden. Eine
geringe Anzahl undifferenzierter Zellen, das apikale Sproldmeristem, gliedert wahrend
der gesamten Wachstumsphase Zellen ab, die unterschiedliche Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse durchlaufen. Diese Zellen entwickeln sich wahrend der
vegetativen Wachstumsphase zu Bléttern und Seitentrieben. Nach der Umschaltung
vom vegetativen zum reproduktiven Wachstum &ndert das Apikameristem seine
Identitdt und gliedert as florales Meristem Zellen ab, die sich zu Blitenorganen
entwickeln.

Die angiosperme Blte besteht aus morphologisch klar unterscheidbaren Organen, die
unterschiedliche Funktionen wahrend des reproduktiven Wachstums austiben. Die
Anordnung der Blitenorgane ist bei angiospermen Pflanzen prinzipiell vergleichbar und
wird hier am Beispiel des Léwenmaulchens (Antirrhinum majus) beschrieben. Bei
Antirrhinum werden die Blitenorgane in vier konzentrischen Kreisen (Blutenwirteln)
angelegt. Im &ulleren Blutenwirtel werden funf Sepalen gebildet, die die Knospe
wahrend der Entwicklung vor auf3eren Einflissen schitzen. Alternierend zu den Sepalen
entwickeln sich im zweiten Wirtel funf Petalen, die im basalen Bereich fusioniert sind.
Sie wachsen zu der fur Rachenbltler charakteristischen und oftmals aufféllig gefarbten
Blltenrohre aus, die der Insektenanlockung dient. Die sterilen Organe des ersten und
zweiten Wirtels bilden den Perianth, der die reproduktiven Organe in den inneren
Wirteln umschliefdt. Im dritten Wirtel werden die mannlichen Reproduktionsorgane aus
finf Stamen angelegt, die aus dem Filament und den Pollentragenden Antheren
aufgebaut sind. Das adaxial gelegene Stamen verkiimmert kurz nach der Initiierung und
wird als Stamenodium bezeichnet. Im Blitenzentrum, im vierten Wirtel, entwickelt sich
das aus zwei verschmolzenen Karpellen bestehende weibliche Reproduktionsorgan, das
Gynoeceum. Die Entwicklung derart unterschiedlicher Organe innerhalb eines eng
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begrenzten Bereichs setzt eine raumlich und zeitlich exakt aufeinander abgestimmte
Kontrolle einzelner Entwicklungsprozesse voraus und eignet sich daher hervorragend
flr das Studium regulatorischer Prozesse.

Antirrhinum bietet als Forschungsobjekt zahlreiche Vorteile im Vergleich zu anderen
pflanzlichen Systemen. Die Grol3e der Antirrhinum Blite erleichtert phanotypische
Analysen und erméglicht Wirtel- und Stadien-spezifisch Blutengewebe zu sammeln und
far molekularbiologische Untersuchungen zu verwenden. Zudem hat Antirrhinum eine
relativ kurze Generationsdauer von ca. drei bis vier Monaten und bietet die Mdglichkeit
der vegetativen Vermehrung. Jedoch ist die Transformation von Antirrhinum immer
noch sehr zeit- und arbeitsintensiv.

Fur Lowenmaulchen wurden schon Anfang des 20. Jahrhunderts homdotische
BlUtenmutanten beschrieben, in deren Bliten einzelne Organe verdnderte Positionen
einnahmen (Baur, 1924). Durch weitere Arbeiten von H. Stubbe wurde eine
umfangreiche Kollektion mit Uber 450 Mutanten angelegt, die bis heute zu grof3en
Teilen erhalten ist und fir Forschungszwecke zur Verfligung steht (Stubbe, 1966).

Die Untersuchung verschiedener homootischer Blutenmutanten zeigte, dal3 der
Funktionsverlust eines Gens haufig die homootische Transformation von Bl itenorganen
in zwei benachbarten Wirteln bewirkt. Beispielsweise werden in der deficiens Mutante
in Antirrhinum im zweiten Wirtel Sepalen anstelle von Petalen und im dritten Wirtel
Karpelle anstelle von Stamina gebildet (Klemm, 1927). Vergleichende Studien
homdotischer Blltenmutanten in Antirrhinum und Arabidopsis trugen mal3geblich zum
Verstandnis der genetischen und molekularen Grundlagen der Blitenorganogenese bei
und fuhrten zur Formulierung des ABC-Modells (Coen und Meyerowitz, 1991). Diesem
Modell zufolge werden Organidentitdtsgene in zwel benachbarten Wirteln ausgepragt
und kénnen in drei Klassen (A, B, C) eingeteilt werden. Die Identitdt eines
Blitenorgans wird durch die Aktivitdét der Gene einer Klasse oder durch die
kombinatorische Aktivitat von Genen aus zwel Klassen bestimmt. Abbildung 1.1 zeigt
eine lllustration des ABC-Modells. Im ersten Wirtel fuhrt die alleinige Ausprdgung der
Klasse A Gene zur Bildung von Sepalen. Die Entwicklung von Petalen im zweiten
Wirtel unterliegt der kombinatorischen Kontrolle der Klasse A und der Klasse B Gene.
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Die Kombination der B- und C-Funktionen im dritten Wirtel fihrt zur Bildung von
Stamina. Die Entwicklung der Karpelle im vierten Wirtel wird von der C-Funktion
bestimmit.

Jedoch konnen einige Beobachtungen an homdotischen Mutanten durch das Modell
nicht erklart werden. So fihren Mutationen in den C-Funktionsgenen PLENA (PLE) in
Antirrhinum und AGAMOUS (AG) in Arabidopsis zur Entwicklung weiterer
Blltenorgane innerhalb des vierten (Antirrhinum) bzw. dritten (Arabidopsis) Wirtels
(Bowman et a., 1991; Yanofsky et al., 1990; Bradley et al., 1993). Die Entwicklung
von Sepalen und Petalen in den inneren Wirteln von ple und ag Mutanten ist auf eine
Ausdehnung der A-Funktion zurtickzufihren. Offenbar wird im Wildtyp durch die
Ausprégung der Klasse C Gene die Expression der Klasse A Gene im dritten und
vierten Wirtel unterdriickt. Somit Gben die C-Funktionsgene zusétzlich zur Bestimmung
der Organidentitdt des dritten und vierten Wirtels eine Terminationsfunktion aus,
die das unendliche Wachstum des floralen Meristems verhindert (Coen und
Meyerowitz, 1991).

Studien an homootischen Mutanten unterschiedlicher Pflanzenspezies zeigten, dal3 die
grundlegenden Mechanismen der Blitenmorphogenese in verschiedenen Spezies
konserviert sind (Davies und Schwarz-Sommer, 1994). Dennoch existieren hinsichtlich
der A-Funktion einige Spezies-spezifische Unterschiede. So wurden fur Antirrhinum
(und andere Spezies, z.B. Petunie) keine rezessiven Klasse A Mutanten beschrieben
(Maes et a., 2001; Keck et al., 2003; Schwarz-Sommer et al., 1990 und 2003). Auch die
Anzahl der B- und C-Funktionsgene ist in verschiedenen Spezies variabel: wahrend
in Arabidopsis nur das C-Funktionsgen AG existiert, wurden in Antirrhinum
zwei Klasse C Gene identifiziert: PLE und FARINELLI (FAR) (Davies et a., 1996;
Davieset a., 1999).

Aus Petunie wurden Organidentitétsgene isoliert, die die Entwicklung von Ovulen im
vierten Wirtel bestimmen und als Klasse D Gene bezeichnet werden (Angenent et al.,
1995; Colombo et al., 1995).
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a)
B B
h A & ERINE
Wildtyp Sepale Petale Stamen Karpell

Antirrhinum Arabidopsis

deficiens apetala’
globosa pistillata

W W .

Sepale Petale Petale variabell
neue Bliite

A A c c

Sepale Sepale Karpell Karpel

plena agamous

Abbildung 1.1: Schematische Dar stellung des ABC-Modells der Blutenentwicklung

a) Drei Klassen homdotischer Gene (A, B, C) bestimmen die Organidentitdt in den vier
Blitenwirteln. Im Wildtyp werden durch die kombinatorische Aktion dieser Gene im ersten
Wirtel Sepalen, im zweiten Petalen, im dritten Stamina und im vierten Wirtel Karpelle gebildet.

b),c) Der Verlust der B- oder C-Funktion fuhrt zur homdotischen Umformung von Blitenorganen,
wie sie unter den graphischen Darstellungen angegeben sind. Die Blitendiagramme
veranschaulichen die Phanotypen der entsprechenden Antirrhinum und Arabidopsis
Nullmutanten. Die betroffenen Gene sind angegeben.

Die A-Funktion wurde versetzt eingezeichnet, um anzudeuten, dafd bislang in vielen Spezies kein Klasse

A Gen identifiziert wurde. (nach Coen und Meyerowitz, 1991, und Davies und Schwarz-Sommer, 1994,

verdndert; weitere Referenzen siehe Text)

1.2 MADSBox Transkriptionsfaktoren tbernenmen Schlusselfunktionen bei

der BllUtenorganogenese

Die meisten der in die Blitenorganogenese involvierten Gene gehdren zur Familie der
MADS-Box Transkriptionsfaktoren. Der Name dieser Transkriptionsfaktorfamilie leitet
sich von den vier zuerst isolierten MADS-Box Genen ab (Schwarz-Sommer et al.,
1990): MINICHROMOSOMAL MAINTENANCE 1 (MCM1, Hefe), AGAMOUS (AG,
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Ackerschmalwand), DEFICIENS (DEF, Lowenméaulchen) und SERUM RESPONSE
FAKTOR (SRF, Mensch) (Passmore et al., 1989; Yanofsky et al., 1990; Sommer et al.,
1990; Norman et a. 1988). Charakterisikum der MADS-Doméne
Transkriptionsfaktoren ist eine konservierte N-terminale, etwa 60 Aminosduren
umfassende DNA-bindende Doméne, die MADS-Doméne. Sie erméglicht die Bindung
von cis-Elementen mit der Konsensussequenz CC(A/T)sGG (CArG-Box; Pollock und
Treisman, 1991). Jedoch binden unterschiedliche MADS-Box Transkriptionsfaktoren
bevorzugt Motive, die geringfligig von der Konsensussequenz abweichen. Der Myocyte
Enhancer Factor 2 (Mef2) des Menschen bindet an ein A/T-reiches Element
CTA(A/T)4TAG (Pollock und Treisman, 1991). Ein dhnliches DNA-Motiv wird vom
MADS-Box Transkriptionsfaktor AGAMOUS-LLIKE 15 (AGL15) aus Arabidopsis
gebunden (Tang und Perry, 2003).

Phylogenetische Analysen der Uber 100 MADS-Doméne Transkriptionsfaktoren aus
Arabidopsis fuhrten zur Einteilung der pflanzlichen MADS-Doméne Proteine in zwel

DN A-bindencde
[ dne

i
ﬁ I |
ALADS-Domidne I_. K-Domiine C-Terminus
Hegioa |
e ———

Dimerisierung |
Multimerisierung

MOCMI1 Suaccharomyces cerevisae
AGAMOUS Arabidopsis thaliana
DEFICIENS Antirrftinum majus

SRF Homo sapiens

Abbildung 1.2: Struktur pflanzlicher MADS-Doméne Proteine vom Typl|

Die verschiedenen Doménen pflanzlicher MADS-Doméne Proteine sind dargestellt und die Funktionen
einzelner Doméanen angegeben. Die Bezeichnung MADS-Box wurde aus den Anfangsbuchstaben der vier
zuerst isolierten MADS-Box Transkriptionsfaktoren abgel eitet.

(nach Jack, 20014, veréndert)
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Gruppen, die sich hinsichtlich der Aminosauresequenz innerhalb der MADS-Doméne
unterscheiden (Parenicova et al., 2003; Alvarez-Buylla et al., 2000; Ng und Y anofsky,
2001). Die in der MADS-Doméne stark dem SRF &hnelnden Typ | MADS-Doméne
Proteine besitzen keine K-Doméne (s.u.) und wurden bisher funktionell noch nicht
charakterisiert. Die Mehrzahl der pflanzlichen MADS-Doméne Transkriptionsfaktoren
gehort dem Typ Il an, dessen MADS-Doméne stark dem tierischen Myocyte Enhancer
Factor 2 (Mef2) ahnelt.

Typ Il MADS-Box Transkriptionsfaktoren zeichnen sich durch eine stereotypische
Anordnung distinkter Doméanen aus (MIKC, Minster et al., 1997; Shore und Sharrocks,
1995; Riechmann und Meyerowitz, 1997; Jack, 2001a). Die N-termina lokalisierte
MADS-Doméne geht in enen nur schwach konservierten Bereich von etwa
30 Aminosauren Uber, die as I-Doméne (intervening) bezeichnet wird. Die an die
I-Doméne anschlief}ende, fur pflanzliche MADS-Doméane Proteine charakteristische
und ungeféhr 70 Aminosduren lange K-Doméne besitzt hydrophobe Aminoséuren in
regelméfdigen Abstanden und bildet zwel bis drei amphipathische a-Helices aus, die
eine dem Keratin dhnliche coiled-coil Struktur bilden konnen. Diese Doméne ist
mal3geblich bei der Dimerisierung pflanzlicher MADS-Doméne Proteine beteiligt
(Ma et al., 1991; Riechmann und Meyerowitz, 1997; Yang et al., 2003). Der in der
Lange und Aminosdurezusammensetzung variable C-Terminus interagiert mit weiteren
MADS-Doméne Proteinen, die die Spezifitdt der DNA-Bindung beeinflussen (Egea-
Cortines et al., 1999). In einigen MADS-Doméne Proteinen ist in diesem Bereich eine
Transaktivierungsdomane lokalisiert (Davies et a., 1996; Honma und Goto, 2001).

1.3 Die B-Funktion wird durch einen autoregulatorischen Mechanismus

kontrolliert

In Antirrhinum existieren die zwei Klasse B Gene DEFICIENS (DEF) und GLOBOSA
(GLO), die Uberwiegend im zweiten und dritten Wirtel exprimiert werden (Sommer et
al., 1990; Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et al., 1992). Ein Verlust der DEF
oder der GLO Funktion fuhrt zu der homootischen Umformung von Petalen zu Sepalen

und von Stamina zu Karpellen. Die Ausprégung identischer mutanter Phanotypen



1 Einleitung 8

zeigte, dal3 DEF und GLO vermutlich in den gleichen Kontrollmechanismus involviert
sind (Schwarz-Sommer et a., 1992; Trobner et al., 1992; Zachgo et al., 1995). Die
Expresson der DEF und GLO Gene wird frih in der BlUtenorganogenese initiiert
und in Abhangigkeit von den DEF und GLO Genprodukten in spéteren Entwicklungs-
stadien aufrechterhalten und sogar verstérkt (Schwarz-Sommer et al., 1992;
Trobner et a., 1992).

CArG-Box Motive in den DEF und GLO Promotoren fihrten zu der Annahme, dal3 der
autoregulatorische Mechanismus der spdten DEF und GLO Expression durch eine
direkte Bindung von DEF/GLO Heterodimeren an diese Sequenzen vermittelt wird
(Schwarz-Sommer et a., 1992). Diese Annahme wurde durch den Nachweis einer
in vitro Interaktion von DEF/GLO Heterodimeren mit diesen Motiven bekréaftigt
(Trobner et al., 1992).

Induktion Induktion
v CArG DEFICIENS GLOBOSA v

Heterodimerisierung
— Stabilislerung
Tetramerbildung

Zielgene

Abbildung 1.3: Schema einer méglichen autoregulatorischen Kontrolle der spéten DEF und GLO
Expression

Die DEFICIENS und GLOBOSA Gene sind schematisch, die DEF und GLO Proteine as Ellipsen
dargestellt. Nach der Induktion der DEF und GLO Expression interagieren die DEF und GLO Proteine
und bilden hetero- oder multimere Komplexe. Die Komplexe binden an CArG-Box Motive in den DEF
und GLO Promotoren, wodurch die Expression dieser Gene verstérkt und aufrechterhalten wird.

(aus Trobner et ., 1992, verandert)
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In Arabidopsis wurde die autoregulatorische Kontrolle der Klasse B Funktion durch die
orthologen Gene APETALA3 (AP3) und PISTILLATA (Pl) bestdtigt (Jack et d.,
1992 und 1994; Goto und Meyerowitz, 1994; Krizek und Meyerowitz, 1996;
Samach et al., 1997).

1.3.1 Protein-Protein Interaktionen als M odulatoren der B-Funktion

Die Spezifizierung floraler Organe hangt von der kombinatorischen Aktion pflanzlicher
MADS-Box Proteine ab, die das Schicksa enzelner Zellen wahrend der
Differenzierung bestimmen. Daher ist es zum Verstdndnis der Funktion pflanzlicher
MADS-Box Transkriptionsfaktoren unerléfdich, das Netzwerk der Protein-Protein
Interaktionen, das zwischen den MADS-Box Proteinen selbst und weiteren Faktoren
besteht, zu analysieren (Davies et al., 1996).

Der Verlust der Genfunktionen der DEF und GLO Orthologen in Arabidopsis, AP3 und
PI, fuhrt zu homdotischen Transformationen der Blitenorgane im zweiten und dritten
Blltenwirtel. Diese Transformationen sind mit den Phanotypen der def und glo
Nullmutanten vergleichbar (Jack et al., 1992; Goto und Meyerowitz, 1994). Durch die
Uberexpression der beiden Klasse B Gene AP3 und PI in Arabidopsis entwickeln sich
Petalen in den beiden &uf}eren und Stamina in den beiden inneren Wirteln. Diese
homootischen Transformationen erfolgen jedoch nur im floralen Kontext, nicht in
vegetativen Geweben (Krizek und Meyerowitz, 1996). Offenbar sind nur innerhalb der
Blite zusétzliche, fur die Austibung der AP3 und Pl Funktionen signifikante Faktoren
vorhanden. In Arabidopsis wurden drei weitere MADS-Box Transkriptionsfaktoren
identifiziert, die mal3geblich zur Spezifizierung floraler Organe beitragen. Diese Gene
(SEPALLATAL, SEPALLATA2 und SEPALLATAS; SEP1, 2 und 3) werden Uberwiegend
in den drei inneren Wirteln exprimiert (Mandel und Yanofsky, 1998; Ma et al., 1991,
Flanagan und Ma, 1994; Savidge et a., 1995). Der Funktionsverlust einzelner SEP
Gene hat nur schwache Auswirkungen auf den Phanotyp. Jedoch fuhrt die Kombination
der sepl, sep2 und sep3 Allele in sepallata Dreifach-Mutanten zu einer drastischen
Anderung des Phanotyps: ale Blitenorgane dieser Mutante werden als Sepalen

ausgepragt. Zudem zeigen die Bliten ein unendliches Wachstum weiterer BlUtenwirtel
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(Pelaz et a., 2000). Folglich kommt diesen Genen eine entscheidende Bedeutung bei
der Kontrolle der floralen Organidentitdt zu. Die SEP Gene reprasentieren eine weitere
Klasse homootischer Gene und werden als Klasse E Gene bezeichnet (Theissen und
Saedler, 2001).

In Antirrhinum wurden drei Klasse E Gene identifiziert: DEFH200, DEFH72 und
DEFH84. Diese MADS-Box Gene zeigen untereinander eine hohe Sequenzahnlichkeit
und werden in Bereichen der Bllte exprimiert, die mit den Organidentitdsgenen der
Klassen B und C teilweise Uberlappen (Davies et a., 1996; Davies et al., 1999;
P. Huijser und S. Zachgo, unverdffentlichte Daten). Fir einige dieser Proteine wurden
in Hefesystemen I nteraktionen mit den Klasse C Proteinen PLE und FAR nachgewiesen
(Davieset a., 1996; Davies et al., 1999).

Interaktionen zwischen den Arabidopsis MADS-Doméne Proteinen APL1 (lrish und
Sussex, 1990; Mandel et al., 1992), AP3/PI, AG und SEP3 wurden in Hefesystemen
untersucht und Interaktionen zwischen dem AP3/Pl Heterodimer und AP1 bzw. SEP3
Proteinen nachgewiesen. In transgenen Arabidopsis Pflanzen fuhrt die ektopische
Expression der Organidentitétsgene AP3 und Pl zusammen mit AP1 oder SEP3 in
Arabidopsis zu einer homootischen Transformation von vegetativen Organen zu
Petalen-ahnlichen Strukturen. Die kombinatorische ektopische Expression des Klasse C
Gens AG mit AP3, Pl und SEP3 in Arabidopsis bewirkt die Umformung vegetativer
Organe in Stamina-ahnliche Strukturen. Offenbar bestimmen die SEPALLATA Genein
Kombination mit den Klasse A, B und C Genen die Organidentitédt in der Blite
(Honma und Goto, 2001; Theissen und Saedler, 2001; Jack, 2001b). Die unvollstandige
Umformung der vegetativen Organe weist auf weitere Faktoren hin, die zusammen mit
den Organidentitétsgenen die Bildung floraler Strukturen steuern.

Folglich Ubernehmen die SEP Proteine in Arabidopsis und die funktional homologen
Faktoren in Antirrhinum wahrscheinlich grundlegende Funktionen bei der Entwicklung
floraer Organe, die auf Interaktionen der ABC Proteine mit den Klasse E Proteinen

begrindet sind.
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Fur MADS-Box Transkriptionsfaktoren aus Hefe und Mensch sind zahlreiche
Interaktionen mit nicht-MADS-Doméne Proteinen bekannt, die zu einer gednderten
DNA-Bindungsspezifitét fuhren und eine Funktionsidnderung der MADS-Box
Transkriptionsfaktoren hervorrufen (Sparrow et al., 1999; Dalgleish und Sharrocks,
2000). Durch die Interaktion von MCM1 aus Hefe mit verschiedenen Cofaktoren in
einem 80 Aminosduren langen, die MADS-Doméne umfassenden Bereich des MCM1
Proteins wird die spezifische DNA-Bindung unterschiedlicher Zielsequenzen
ermoglicht (Mead et a., 2002). Die Interaktionen zwischen MCM1 und den
Homdodoméne Proteinen YOX1 und YHP1 fihren dazu, da3 MCM1 einen
reprimierenden Effekt auf die Transkription Zellzyklus-spezifisch exprimierter Gene
ausiibt (Pramilaet al., 2002).

In Pflanzen wurden bisher erst zwel Interaktionen von MADS-Doméne Proteinen und
nicht-verwandten Faktoren nachgewiesen. Das MADS-Doméne Protein AG aus
Arabidopsis interagiert mit einem Leucine-rich Repeat und einem sauren Phosphatase-
Protein-Komplex. Die Signifikanz dieser Interaktionen fur die AG Funktion ist jedoch
noch nicht geklat (Gamboa et a., 2001). OsMADSI18 en MADS-Box
Transkriptionsfaktor aus Reis, interagiert mit dem Histon-Fold Protein NF-YB*.
Diese Interaktion vermittelt die MADS-Domane zusammen mit dem daran
anschlieffenden, etwa 20 Aminosauren langen Bereich und aktiviert so vermutlich
Zielgene (Masiero et a., 2002).

Zusammenfassend kann  festgehalten werden, dad@ die grundlegenden
Kontrollmechanismen der Blitenorganogenese auf Interaktionen zwischen den MADS-
Domaéne Proteinen der Klassen A, B, C und E beruhen und die DNA-Bindungsspezifitét
und Funktion vermutlich durch die Interaktion mit nicht-MADS-Doméne Proteinen
modifiziert wird. Wahrend die DEF und GLO Proteine ihre DNA-Bindungsaktivitat
durch die Heterodimerisierung erlangen, wird die Spezifitdét der DNA-Bindung von
multimeren Proteinkomplexen bestimmt. Um diesen Sachverhalt hervorzuheben und
dennoch sprachlich zu vereinfachen, werden Proteinkomplexe, die heterodimere
DEF/GLO Proteine enthalten, im folgenden als DEF/GL O bezeichnet.
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1.4  ldentifizierung von DEF Zielgenen

Um eine Verknupfung von homaootischer Genaktivitdt und den daraus resultierenden
morphologischen Anderungen herstellen zu kénnen, ist es erforderlich, die von einem
Transkriptionsfaktor regulierten Zielgene zu identifizieren. Mit dieser Zielsetzung
sollen die von DEF ausgelibten regulatorischen Funktionen geklart werden. CArG-Box
Elemente in Promotorbereichen putativer Zielgene sind indikativ, aber nicht
ausschlaggebend fur eine Regulation durch MADS-Box Transkriptionsfaktoren. Zudem
konnen die Sequenzen von CArG-Box Elementen relativ variabel sein, was eine
Abschétzung der Relevanz bestimmter CArG-Box Motive erschwert. Im Arabidopsis
Genom wurde in den Positionen — 1 bis — 3000 aller bekannter Promotoren eine
zuféllige Anordnung putativer CArG-Box Motive festgestellt. Daher kdnnen Zielgene
von MADS-Box Transkriptionsfaktoren nicht durch den in silico Nachweis von
CArG-Box Motiven identifiziert werden (Bey et al., 2002).

1.4.1 Die Temperatur-sensitive def-101 Mutante ermoglicht die Anderung der

DEF Funktion in vivo

Die Auspragung des def-101  Phanotyps ist abhdngig von den
Kultivierungsbedingungen. In der permissiven Temperatur (15°C) wird die Funktion
des DEF Proteins nur geringfligig beeintrachtigt und es werden Petalen und Stamina
gebildet, die denen des Wildtyps dhneln. In der nicht-permissiven Temperatur (26°C)
fuhrt die Mutation zur Bildung eines Phanotyps, der identisch mit den def und glo
Nullmutanten ist. Die molekularbiologische Analyse des def-101 Allels zeigte, dal3 der
Temperatur-sensitive Effekt durch die Deletion eines Lysins im Bereich der ersten
putativen amphipathischen a-Helix der K-Domane verursacht wird. Dies fihrt zu einer
Destabilisierung des DEF/GLO Komplexes und somit zu enem Verlust der
DNA-Bindungsaktivitat (Schwarz-Sommer et al., 1992; Zachgo et al., 1995). Diese
Mutation ermdglicht es, in vivo die DEF Funktion durch die Kultivierung der def-101

Mutante in verschiedenen Temperaturen zu beeinflussen.
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Mittels Expression Profiling Studien konnen Expressionsanderungen einer grof3en
Anzahl von Genen als Antwort auf einen bestimmten Stimulus oder in Abhéngigkeit
einer Genaktivitét analysiert werden. Fir Antirrhinum wurde eine EST (expressed
sequence tag) Kollektion, die ungefahr 11600 Einzelgene umfald, hergestellt und zur
Produktion von Macroarrays verwendet (Z. Schwarz-Sommer, H. Sommer, S. Zachgo,
personliche Mitteilung). Petalen der Temperatur-sensitiven def-101 Mutante, bei denen
die DEF Funktion in vivo fir unterschiedlich lange Zeitrdume abgeschaltet wurde,
wurden zur Herstellung von Sonden eingesetzt und die Macroarrays auf differenziell
exprimierte Gene durchmustert. Durch diese Untersuchungen wurden zahlreiche Gene
identifiziert, deren Expression durch die Reduktion der DEF Funktion positiv oder
negativ beeinflul®t wurden (M. Bey, personliche Mitteilung). Mittels Expression
Profiling Studien wurden direkte und indirekte DEF Zielgene isoliert. Jedoch kann mit
dieser Technik keine direkte Bindung eines Transkriptionsfaktors an regulatorische
Elemente der Zielgene nachgewiesen werden. Die Schnelligkeit, mit der die
Zielgenexpression auf die veranderte DEF Funktion reagiert, ist nur ein Hinweis auf
eine mogliche direkte Transkriptionskontrolle. Zur Identifizierung direkter DEF
Zielgene mul3 diese Methode mit weiteren Techniken kombiniert werden.

15°¢

Wildiyvp def-177h

£ 4“"

Abbildung 1.4: Phéanotypische Auspradgung der def-101 Mutation unter verschiedenen

a) b) def-101
| =

Kultivierungshedingungen

a) BlUten von Antirrhinum Wildtyp und def Nullmutanten (def-177b) Linien. Die def Mutation
resultiert in der homdotischen Transformation von Petalen zu Sepalen und in der Bildung eines
zentralen fusionierten karpelloiden Organs.

b) In der permissiven Temperatur (15°C) &hneln die Bliten von def-101 Pflanzen denen des
Wildtyps. Durch Kultivierung der Pflanzen in der nicht-permissiven Temperatur (26°C) werden

mor phol ogische Anderungen hervorgerufen, die mit der def Nullmutante vergleichbar sind.
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Es wurden bereits einige potentielle DEF Zielgene durch unterschiedliche
Versuchsansétze isoliert. Beispielsweise zeigten genetische Analysen verschiedener
def Allele, dal3 die Transkription des Myb-Transkriptionsfaktor MIXTA vermutlich von
DEF abhéangig ist (Noda et a., 1994; Martin et a., 2002). Weitere mutmaldliche DEF
Zielgene wurden beispielsweise aus subtrahierten cDNA-Banken unter Verwendung
von def-101 BlUtenmaterial isoliert und werden spéter noch ausfihrlich behandelt.

1.5 Die X-ChlP Technik zur Analyse von Protein-DNA Interaktionen

Die meisten entwicklungsbiologischen Prozesse werden auf transkriptioneller Ebene
durch die Assoziation eines transaktiven Faktors mit bestimmten cis-Elementen zu
einem definierten Zeitpunkt reguliert. Die X-ChIP Technik (Cross-linked Chromatin
Immunoprézipitation, auch als Chromatin Immunopréazipitation oder ChlP bezeichnet)
basiert auf der kovalenten Bindung von Proteinen an DNA-Sequenzen im |ebenden
Gewebe und der anschlieffenden Immunoprézipitation von Protein-DNA Komplexen.
So wird der Nachweis von Proteinen an ihre DNA-Bindungsstelle in vivo ermoglicht
(Strutt et a, 1997; Orlando, 2000; Kuo und Allis, 1999). Diese Technik wird
zunehmend zur Charakterisierung von DNA-Protein Interaktionen eingesetzt und
gestattete bereits interessante Einsichten in die Funktionsweise transaktiver Faktoren im
chromosomalen Kontext. Der entscheidende Vorteil dieser Methode gegentiber anderen
Methoden, die zur Untersuchung von Protein-DNA Interaktionen eingesetzt werden
(z.B. Gelretardierungsassays), liegt in der Betrachtung eines in vivo Szenarios. Es sind
alle Faktoren vorhanden, die fir die Bindung eines Faktors an eine bestimmte
DNA-Sequenz ausschlaggebend sind.

Diese bisher Uberwiegend an tierischen Organismen und Hefen durchgefihrten
Studien trugen wesentlich zum Verstandnis der Funktionsweise unterschiedlicher
DNA-bindender Proteine bei. So konnten beispielsweise dynamische Anderungen in
der Aktivitét der Polycomb Proteine in Drosophila wéhrend der frihen Embryogenese
aufgezeichnet werden. Das erlaubte Rickschliisse auf den Mechanismus, der einer
Reprimierung homootischer Gene durch diese Faktoren zugrunde liegt (Breiling et al.,
2001; Strutt et al., 1997; Orlando et a., 1998). In Hefe wurde durch die Verwendung
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dieser Technik der Einflul der SIR Proteine auf die Bildung heterochromosomaler
Bereiche an den Telomeren gekléart (Strahl-Bolsinger et a., 1997).

Die Abfolge der experimentellen Schritte der X-ChIP Technik wird im folgenden kurz
erlautert. Durch eine chemische Reaktion mit Formaldehyd werden im Gewebe Proteine
kovalent mit den assoziierten DNA-Sequenzen verknupft. Die kovalente Bindung von
Proteinen an die DNA verhindert die Dissoziation der transaktiven Faktoren von ihren
DNA-Bindungsstellen wéahrend weiterer Versuchsschritte. Das fixierte Chromatin wird
extrahiert und mechanisch durch die Behandlung mit Ultraschallwellen in kirzere
Fragmente gespalten und in Losung gebracht. Die Immunoprézipitation mit einem
Antikérper oder einem Antiserum gegen das zu untersuchende Protein fuhrt zur
Anreicherung des Proteins zusammen mit den kovalent gebundenen DNA-Sequenzen.
Nach der Spaltung der Quervernetzungen kann die immunopréazipitierte DNA mittels
PCR-Analyse auf die Anreicherung bestimmter DNA-Sequenzen untersucht oder als
Substrat fiir Klonierungen eingesetzt werden (Ubersicht in Orlando et al., 1997).

Die Anayse von Protein-DNA Interaktionen durch Chromatin Immunoprézipitationen
aus pflanzlichem Material findet zunehmend Verwendung. Im Gegensatz zu tierischen
Zellen sind pflanzliche Zellen von einer festen Zellwand umgeben, die stabilisierende
und schiitzende Funktionen austibt. Daher ist pflanzliches Chromatin fir die Fixierung
nicht so gut zuganglich wie beispielsweise in menschlichen Zellkulturen oder in Hefen.
Diese Gegebenheit mul3 bei der Durchfihrung von X-ChIP Experimenten mit

pflanzlichem Materia berlicksichtigt werden.

In Pflanzen wurde die X-ChIP Technik angewandt, um die Bindungsstellen
verschiedener Transkriptionsfaktoren zu identifizieren. Daflr wurde das prézipitierte
Chromatin entweder durch PCRs auf eine Anreicherung bestimmter DNA-Sequenzen
untersucht oder fur Klonierungen eingesetzt mit dem Ziel, bisang noch unbekannte
Zielsequenzen zu isolieren (Ito et a., 1997; Johnson et al., 2001; Zhang et al., 2001;
Gendrel et al., 2002; Wang et a., 2002).
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1.6  Zielsetzung der Arbeit

Um zum Verstandnis der DEF Funktion beizutragen, sollten direkte Zielgene
identifiziert werden. HierfUr wurde die X-ChlP Technik in Antirrhinum etabliert und die
Versuchsbedingungen an unterschiedliches pflanzliches Ausgangsmaterial angepalit.
Mit dieser Technik wurden putative DEF Zielgene, die mutmaldiche DEF/GLO
Bindungsstellen enthalten, auf eine in vivo Interaktion mit DEF/GLO untersucht. Zur
Isolierung weiterer, noch unbekannter DEF Zielgene wurden immunopézipitierte
DNA-Fragmente kloniert und zur Herstellung von Bakterien Banken eingesetzt. Diese
Banken wurden auf die spezifische Anreicherung bestimmter DNA-Segquenzen
untersucht.
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2 Material und M ethoden

2.1 Bezugsquellen

2.1.1 Chemikalien und sonstige M aterialien

Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe), VWR
(Darmstadt), Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz), Bio-Rad Laboratories GmbH
(Minchen) und Becton Dickinson (Sparks, MD, USA) geliefert. Protein A Sepharose
(Immunopure Immobilized Protein A, Pierce) und Protein Desalting Columns (Pierce)
lieferte die Firma Perbio Science Deutschland GmbH (Bonn). TOPO TA pCR®2.1-
TOPO Klonierungsvektor wurde von der Firma Invitrogen GmbH (Karlsruhe), pMAL-
c2X Vektor von der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH (Munchen), ECL
Chemiluminescence Western Blotting Reagenzien, Esel anti-Kaninchen HRP-
konjugierte Antikorper, NHS-aktivierte Sepharose Saulen (HiTrap NHS-activated HP)
und Hybond N+ Membranen von der Firma Amersham Biosciences Europe GmbH
(Freiburg), Amylose Resin von der Firma New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
und Protran Nitrocellulose Transfer Membranen von der Firma Schleicher & Schuell
(Dassel) bezogen. Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen Ltd., Paisley,
Grof3oritannien, geliefert. Von der Firma Qiagen GmbH (Hilden) wurden MinElute
PCR Purification Kit, Plasmid MIDI Kit, Gel extraction Kit und Nickel-Agarose
bezogen. Nucleospin Séulen wurden von der Firma Macherey und Nagel GmbH
(Duren) geliefert. Amicon Ultra Saulen und Dialysepléttchen wurden von der Firma
Millipore GmbH (Eschborn) bezogen. Dialyseschléuche lieferten die Firmen Visking
Ltd. (London, England) und Serva GmbH (Heidelberg). MOnyl Nylonnetze wurden von
der Firma Hydro-Bios GmbH (Kiel) bezogen.

212 Enzyme

Enzyme wurden von den Firmen Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), New England
Biolabs GmbH (Frankfurt a.M.), Promega GmbH (Mannheim), Qiagen GmbH (Hilden)
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und Stratagene GmbH (Heidelberg) bezogen. LA Tagq Polymerase wurde von der Firma

Takara (Shiga, Japan, Uber Boehringer Ingelheim, Heidelberg) geliefert.

2.1.3 Radioisotope

[a**P]-dCTP mit einer Aktivitat von 92 TBg/mmol wurde von der Firma Amersham

Biosciences Europe GmbH, Freiburg, geliefert.

2.1.4 Polyklonale anti-DEF und anti-GLO Seren

Anti-DEF und anti-GLO Seren wurden von der Firma Pineda Antikorper-Service,

Berlin, hergestellt.

2.2 Losungen und Medien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Lésungen und Medien nach Sambrook et al.,

1989 und Sambrook und Russell, 2001, oder nach Herstellerangaben angesetzt.

2.3 Bakterienstdmme

M15[pREP4] (Villarejo und Zabin, 1974)
Nal®, Str® RifS, Thi, Lac, Ara", Gal*, Mtl', F, RecA*, Uvr', Lon"

SG13009[pREP4] (Gottesman et al., 1981)
Nal®, Str® RifS, Thi, Lac, Ara", Ga*, Mtl', F, RecA*, Uvr', Lon"
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Dh10R (Grant et al., 1990; Blumenthal, 1986; Donahue und Bloom, 1998)
F, mcrA, D(mrr-hsdRMS-mcrBC), f 80dlacZDM 15, DlacX74, deoR, recAl, endAl,
araD139, D(ara, leu)7697, galU, galKl °, rpsL, nupG

24  Vektoren

Expressionsvektoren:
pQE Qiagen GmbH (Hilden)
pMAL-c2X  New England Biolabs GmbH, Frankfurt aM.

Plasmidvektor:
TOPO TA pCR®2.1-TOPO Invitrogen GmbH, Karlsruhe

25 Pflanzenmaterial

Es wurden Infloreszenzen und einzelne Blitenorgane der Antirrhinum Wildtyp-Linie
165E sowie der def Nullmutante defb-177 und der glo Nullmutante glo-3D verwendet.
Die Pflanzen wurden im Gewé&chshaus bei einer durchschnittlichen Temperatur von
22°C und 16 Stunden Belichtungsdauer gezogen oder im Freiland kultiviert.

2.6 Aufreinigung von genomischer Antirrhinum DNA

Genomische Antirrhinum DNA wurde modifiziert nach Doley und Doley, 1990,
aufgereinigt. Nach der Degradation der RNA wurde die DNA mit dem DNeasy Plant
Kit (Qiagen GmbH, Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Genomische
Antirrhinum DNA wurde von Frau Dr. Zs. Schwarz-Sommer zur Verfigung gestellt.
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2.7  Aufreinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit dem Qiagen Plasmid Extraction Kit nach den Angaben des
Herstellers extrahiert (Qiagen GmbH, Hilden).

2.8  Aufreinigung sehr geringer DNA-Mengen

Die Aufreinigung sehr geringer DNA-Mengen (Aufreinigung von DNA im fg-Bereich
maoglich) erfolgte mit den MinElute Saulen der Firma Qiagen GmbH (Hilden). Dieses
Protokoll wurde fir die Aufreinigung von immunoprézipitierter DNA verwendet.

Der gelieferte Bindungspuffer (PB) ist nur fur kleine Probenvolumina geeignet, da
1 Probenvolumen mit 5 Volumen Bindungspuffer gemischt wird. Fur grof3ere
Probenvolumina (450 pl — 900 pl) wurde ein Bindungspuffer angesetzt, von dem nur
2/3 des Ausgangsvolumens der Reaktion zugesetzt werden mussen. Die DNA-LGsung
wurde durch die Zugabe von 2/3 Volumen 3 M Guanidiniumchlorid (gelost in 80 %
Isopropanol) und Einstellen des pH-Wertes auf ~ 6,5 (Zugabe von ca. 7,5 ul 2 M
Natrium-Acetat, pH 4,0/450 ul Ausgangsvolumen) an Bindungsbedingungen angepasst.
Die Losung wurde auf eine Qiagen MinElute Séule geladen und bei 13000 rpm,
Raumtemperatur, fir 1 Minute zentrifugiert. Die Saule wurde zweima mit dem
gelieferten Puffer PE nach Angaben des Herstellers gewaschen, getrocknet und die
DNA mit 10 pl 5 mM Tris, pH 8,0, eluiert. Die DNA wurde bel -20°C gelagert. Die
Vorteile gegentber konventionellen DNA Extraktionen mit Phenol-Chloroform und
anschlief3ender DNA-Fallung unter Verwendung eines Carriers liegen in der
Schnelligkeit, der hohen Ausbeute und werden ohne Zusatz eines Carriers durchgefiihrt
(Abb. 2.2).
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Abbildung 2.1: Aufreinigung sehr geringer DNA-Mengen

Ein GLO Promotorfragment wurde mit den Primern X/22 und X/23 mittels PCR und 20 ng genomischer
Antirrhinum DNA as Matrize unter Standardreaktionsbedingungen (94°C 2 Minuten initiale
Denaturierung; 94°C 40 Sekunden, 58°C 40 Sekunden, 72°C 1 Minute; 30 Zyklen) amplifiziert und die
Konzentration bestimmt. Das PCR-Produkt wurde mit V-Puffer (330 mM TrigHCI, pH 8,0, 330 mM
NaCl, 65 mM Glycin, 0,03% Tween-20, 0,25 % SDS, 750 ug/ml Proteinase K) auf Endkonzentrationen
von 0,1 fg/pl und 0,01 fg/ul verdinnt. 10 pl der DNA-L6sungen wurden mit 890 pl V-Puffer gemischt
und mit MinElute Saulen wie unter Abschn. 2.8 beschrieben aufgerenigt. Fir eine PCR unter
Standardreaktionsbedingungen (s.0.) mit 34 Zyklen wurden 10 % des Eluats (entspricht 0,1 fg (3) und
0,01 fg (4) des aufgereinigten GLO Promotorfragments) eingesetzt. Als Kontrollen wurden PCRs mit
0,1 fg (1) und 0,01 fg (2) GLO Promotorfragment as Matrize durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden in
einem 1,3 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeféarbt. 100 ng, 10 ng: Marker mit
100 ng bzw. 10 ng DNA je Bande.

2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen wurden nach Bradford (1976) mit dem Bio-Rad Protein

Assay (500-0006, Bio-Rad Laboratories GmbH, Muinchen) bestimmit.

2.10 Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Diskontinuierliche Polyacrylamidgele wurden nach Laemmli (1970) angefertigt und mit

einer Acrylamidkonzentration zwischen 10 % - 15 % eingesetzt. Als Laufpuffer wurde
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1* Laemmli Puffer verwendet (Sambrook et al., 1989). Die Proteine wurden entweder
mit Coomassie Brilliant Blue (nach Sambrook et al., 1989) angefarbt oder auf

Nitrocellulosemembranen (s.u.) Ubertragen.

211 Extraktion kernlokalisierter Proteine aus pflanzlichem Material

Zur Extraktion von Kernproteinen fir Western Blot Analysen wurde ein Protokoll
verwendet, das von Herrn Dr. Roger Rubiera zur Verfigung gestellt wurde. 6 g
Antirrhinum Infloreszenzen (grofte Knospen = 5 mm) wurden unter flissigem
Stickstoff gemdrsert und in 50 ml Kernextraktionspuffer (50 mM MES, pH 8,5, 25 mM
NaCl, 5 mM MqgCl,, 20% Glycerin, 10% Saccharose, 1 mM Spermin, 0,5 mM
Spermidin, 1 mM DTT, 1% Protease Inhibitor Cocktail (P-9599, Sigma, Taufkirchen))
aufgenommen. Das Gemisch wurde durch Nylonnetze mit 300 um und 20 pum filtiert
(MOnyl Netze, Hydro-Bios GmbH, Kiel) und bei 500 xg, 4°C, fur 12 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 30 ml
Kernextraktionspuffer, dem 0,5 % Triton X-100 zugesetzt wurden, resuspendiert. Der
Waschschritt wurde wiederholt, die Zellkerne wie oben abzentrifugiert und das Pellet in
300 pl Guanidiniumextraktionspuffer (50 mM HEPESKOH, pH 7,9, 6 M
Guanidiniumhydrochlorid, 5 mM MgCl,, 5 mM KCI, 1 mM DTT) aufgenommen. Eine
Ultraschallbehandlung wurde mit einer Amplitude von 60% und ener
Zykluskontrolleinstellung von 0,5 fur 10 Sekunden bei Raumtemperatur durchgefihrt
(Ultraschallprozessor UP50H; Dr. Hielscher GmbH, Teltow). Anschlief3end wurde das
Gemisch 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ultraschallbehandlung wurde
wiederholt und nicht l6sliche Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation bei
20000 xg, 4°C, fur 10 Minuten abgetrennt. Der Uberstand mit den geldsten
Kernproteinen wurde abgenommen, der Guanidiniumextraktionspuffer Gber Protein
Desdting Columns (Pierce Uber Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn) nach
Angaben des Herstellers gegen 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 ausgetauscht, die Proteine
aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Fur die Antikorperaufreinigungen wurden zur Entfernung unspezifischer Antikorper
Kernextrakte aus 2g — 4g def-177b und glo-3D Infloreszenzen modifiziert nach Klein,
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1994, hergestellt. Das gemorserte Material wurde in 30 ml Puffer A (10 mM
HEPES/KOH, pH 7,9, 10 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 10 % Glycerin,
0,5 % (v/v) Protease Inhibitor Cocktail (P-9599, Sigma, Taufkirchen)), dem kein
Nonidet-P40 Ersatz zugesetzt wurde, aufgenommen und durch Nylonnetze
abnehmender Maschenweite filtriert (vgl. Abschn. 2.20.2). Nach Zentrifugation bei
500 xg, 4°C, fur 8 Minuten wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 900
Puffer B (20 mM HEPES/KOH, pH 7,9, 420 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
EDTA, pH 8,0, 0,2 mM EGTA, pH 8,0, 0,5 mM DTT, 25 % (v/v) Glycerin, 0,5 % (v/v)
Protease Inhibitor Cocktail (P-9599, Sigma, Taufkirchen)) aufgenommen und in ein
2 ml Eppendorfgefald tberfuhrt. Die Kernmembranen wurden durch die Behandlung mit
einem Ultraschallprozessor UPS0H (Dr. Hielscher GmbH, Teltow) mit einer Amplitude
von 60 % und einer Zykluskontrolleinstellung von 0,65 fur 10 Sekunden zerstért, die
Proteine durch Zugabe von Nonidet-P40 Ersatz (Endkonzentration 0,1 %; Fluka
Biochemika, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) in Loésung gehalten und
unlsliche Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 17000 xg, 4°C, fur 8 Minuten aus
dem Gemisch entfernt. Der Uberstand mit den geldsten Kernproteinen wurde aliquotiert
und bei -80 °C gelagert. Die Ausbeute betrug durchschnittlich 0,6 mg — 1,2 mg/g
Ausgangsmaterial. Das Volumen wurde mit HiTrap Bindungspuffer (0,2 M NaHCOs,
0,5 M NaCl, pH 8,3) auf 1 ml aufgeftillt und die Proteine an NHS-aktivierte Sepharose-
Saulen (HiTrap NHS-activated HP, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
nach Angaben des Herstellers kovalent gebunden.

2.12 Western Blot und Dot Blot Analysen

6 pg Antirrhinum Kernproteine (aus Antirrhinum Infloreszenzen; s. Abschn. 2.11) oder
1 pyg E. coli exprimierte DEF bzw. GLO Proteine wurden in einem 12 %igen
diskontinuierlichen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und nach dem
Western Blotting Verfahren (Burnette, 1981) auf Nitrocellulosemembranen (BA75,
Protran, Schleicher & Schuell, Dassel) Ubertragen. Der Transfer wurde mit Western
Transfer Puffer (46 mM Tris-Base, 387 mM Glycin, 0,1 % SDS, 20 % Methanol) in
einem Transblotter (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) bei 120 mA fir 2 Stunden
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Effizienz der Ubertragung wurde durch
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Anférbung der Proteine mit Ponceau-L6sung (0,2 % (w/v) Ponceau, 3 % TCA)
nachgewiesen. Zur Herstellung von Dot Blots wurden E.coli exprimierte DEF und GLO
Proteine in 1* PBS-Puffer in Konzentrationen von 100 ng/50 ul, 10 ng/50 ul, 1 ng/50 pl
und 0,1 ng/50 pl mit einem Dot Blotter Apparat unter Anlegen eines Vakuums auf
Nitrocellulosemembranen tbertragen. Die Hybridisierung und Detektion der Antikorper
erfolgte mit einem Esel anti-Kaninchen HRP-konjugierten Antikorper (Verdinnung
1:10000) unter Verwendung der ECL Western blotting detection reagents (Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg) nach dem Protokoll des Herstellers. Die
Expositionszeiten betrugen zwischen 30 Sekunden und 12 Minuten.

2.13 Verwendung von rekombinanten pQE Expressionsvektoren zur Herstellung
von E. coli exprimierten DEF und GLO Proteinen

Fur Western Blot und Dot Blot Analysen wurden zur Herstellung von E. coli
exprimierten DEF und GLO Proteinen die DEF und GLO cDNA-Sequenzen mit den
Enzymen Ncol/Bglll geschnitten. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden in die
Ncol/Bglll Schnittstellen des pQE-60 Vektors (Qiagen GmbH, Hilden) integriert
(rekombinante Vektoren pQE-DEF und pQE-GLO). Diese Arbeiten wurden von Frau
Sabine Clemens durchgefuhrt. Die Konstrukte wurden von Frau Dr. Zsuzsanna
Schwarz-Sommer fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Rekombinante pQE-19 Vektoren, die Teilbereiche der DEF bzw. GLO cDNA kodieren,
standen zur Verfigung (Anderson, 1995). Ein rekombinanter pQE-Expressionsvektor,
der einen kurzen Bereich der MADS-Box und 3'-abwaérts gelegener Bereiche der DEF
cDNA kodiert, wurde durch Restriktion der DEF cDNA mit den Enzymen
Hindll1/BamHI und Integration dieses 366 bp langen DNA-Fragments in die Bglll-
Schnittstelle des pQE-19 Vektors hergestellt (pQE-D39). Ein weiterer rekombinanter
pQE-DEF Vektor enthielt einen DEF cDNA-Sequenzabschnitt, der 3'-abwarts der
MADS-Box gelegene Bereiche kodierte. Dieser wurde durch die Restriktion der DEF
cDNA mit dem Enzym Banll und Integration dieses DNA-Fragments in die BamH]I
Schnittstelle des Vektors pQE-19 hergestellt (pQE-DHFR-DEF).
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Zur Herstellung eines rekombinanten pQE-19/GLO Vektors wurde ein 330 bp langer
GLO cDNA-Sequenzabschnitt tUber BamHI und Sspl Schnittstellen in die Bglll-
Schnittstelle des pQE-19 Vektors integriert (pQE-DHFR-GLO).

Der pQE-19 Vektor kodiert eine Maus-Dehydrofolatreduktasedoméne, die dem Insert
vorgeschaltet ist, sowie sechs Histidinreste an der 3'-terminalen Klonierungsstelle, die
eine Proteinaufreinigung mittels Nickelchelat-Affinitatschromatographie ermdglichen.
Die Konstrukte wurden fur diese Arbeit von Frau Dr. Zsuzsanna Schwarz-Sommer zur
Verflgung gestellt. Die Uberexprimierten aufgereinigten E. coli DEF und GLO Proteine

wurden zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt.

214 Aufreinigung Histidin-markierter  Proteine  mittels  Nickelchelat-

Affinitatschromatographie

Diein E. coli exprimierten DEF und GLO Proteine und die DHFR-DEF bzw. DHFR-
GLO  Fusionsproteine  wurden  Uber  Nickelchelat-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt. Die Uberexpression der Proteine in E. coli SG13009[pREP4] Zellen
erfolgte wie im Qiaexpressionist Handbuch der Firma Qiagen GmbH (Hilden)
beschrieben. Die Expression der Histidin-markierten Fusionsproteine wurde durch
Zugabe von 1 mM PTG (Isopropyl-3-D-Thiogalactopyranosid) fur 3 Stunden bei 37°C
induziert. Die Fusionsproteine wurden mit Ni-NTA Agarose nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt (Qiagen GmbH, Hilden). Der Elutionspuffer wurde durch eine
Dialyse gegen 1*PBS, 0,05 % SDS bel Raumtemperatur tber Nacht ausgetauscht. Die
Ausbeuten betrugen zwischen 3,2 mg — 8,4 mg aufgereinigtes Protein/l Bakterienkultur.

215 Herstellung polyklonaler anti-DEF und anti-GL O Seren

Um die zur Herstellung von anti-DEF und anti-GLO Seren geeigneten Kaninchen zu
ermitteln, wurden Préimmunseren von 12 Kaninchen mittels Western Blot Analyse
getestet. Hierfir wurden aus Antirrhinum Infloreszenzen Kernextrakte nach Klein,
1994, hergestellt, die Proteine mittels PAGE aufgetrennt und nach dem Western
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Blotting Verfahren auf Nitrocellulosefilter Ubertragen (vgl. Abschn. 2.12). Die Filter
wurden mit den Préimmunseren hybridisiert. Die Kaninchen, deren Seren am wenigsten
unspezifische Antikorper enthielten, wurden fur die Antikorperherstellung verwendet.
Die Herstellung der Antikorper wurde von der Firma Pineda Antikorper-Service, Berlin,
durchgefihrt. Pro Antigen wurden zwel Kaninchen wie folgt immunisiert.

Immunisierungstag Behandlung
1 Primarimmunisierung mit 100 g Protein
20 Immunisierung mit 50 pg Protein
30 Immunisierung mit 50 pg Protein
40 Immunisierung mit 50 pg Protein
61 Blutentnahme; Immunisierung mit 25 pg Protein
120 Immunisierung mit 50 pg Protein
150 Immunisierung mit 50 pg Protein
165 Blutentnahme
175 Endblutung

2.16 Uberpriifung der anti-DEF und anti-GLO Seren

Serumproben wurden 61, 165 und 175 Tage nach der Primérimmunisierung entnommen
und mittels Western Blot Analyse auf die spezifische Erkennung von DEF und GLO
Proteinen untersucht. Alle Seren erkannten aufgereinigte E. coli exprimierte DEF und
GLO Proteine (Abb. 2.2).
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Abbildung 2.2: Proteinerkennung der anti-DEF und anti-GLO Seren

1 pg E. coli exprimierte DEF und GLO Proteine wurden in einem 12 %igen diskontinuierlichen
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen Ubertragen. Die Filter
wurden mit den anti-DEF und anti-GLO Seren (entnommen 175 Tage nach der Primé&rimmunisierung;
Verdinnung 1:2500) hybridisiert. Die Detektion erfolgte mit einem Esel anti-Kaninchen HRP-
konjugierten Antikorper (Verdinnung 1:10000) unter Verwendung der ECL Western detection reagents
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg). Die Expositionszeit betrug 30 Sekunden.

2.17 Klonierung von DEF und GLO Sequenzen in den pMAL-Vektor

DEF und GLO Proteine wurden mit dem E. coli Maltose-bindenden Protein (MBP)
fusioniert, um die Proteine in relativ hohen Konzentrationen in Losung zu halten und
die Bindung an NHS-aktivierte Sepharose Sdulen zu erméglichen. Fir diesen Zweck
wurden folgende Konstrukte hergestellt. Mittels PCR wurde unter Verwendung der
Primer 337 und 338, die Xbal bzw. Hindlll Restriktionsstellen enthielten, ein DEF
cDNA-Sequenzabschnitt amplifiziert. Es wurde 1 ng des pQE-DEF Plasmids als
Matrize eingesetzt. Ein GLO cDNA-Sequenzabschnitt wurde mit den Primern 339 und
340, an die Xbal bzw. Hindlll Schnittstellen angefiigt waren, mittels PCR amplifiziert.
Als Matrize wurde 1 ng des pQE-GLO Plasmids verwendet. Die PCR mit 30 Zyklen
wurde mit der Pfu Turbo DNA Polymerase (Stratagene GmbH, Heidelberg) unter
Standardreaktionsbedingungen mit einer Annealingtemperatur von 58°C fur 40
Sekunden und einer Verlangerungsphase bei 72°C fir eine Minute durchgefthrt.
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Die PCR-Produkte wurden tber Hindlll und Xbal Schnittstellen in den pMAL-c2X
Vektor integriert und E. coli Dh10R Zellen mit diesen Konstrukten transformiert. Durch
die Wahl dieser Schnittstellen wurde ein Stopkodon 33 bp abwaérts des 3'-Endes der
DEF bzw. GLO cDNA eingefligt. Die Selektion auf erfolgreich transformierte Plasmid-
DNA erfolgte mit 130 mg/l Ampicillin bei 37°C Uber Nacht. Rekombinante Vektor-
DNA wurde mit dem Plasmid MIDI Kit der Firma Qiagen GmbH (Hilden) extrahiert
und das integrierte PCR-Fragment sequenziert, um magliche Fehler auszuschlief3en.

2.18 Uberexpression und Aufreinigung von M BP-Fusionsproteinen

Die Uberexpression der MBP(Maltose-bindendes Protein)-Fusionsproteine erfolgte wie
vom Lieferanten des pMAL-c2X Vektors beschrieben (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M.). Der Aufschlul® der Bakterien erfolgte mit einem Ultraschallprozessor
Cell Disruptor B15 der Firma Branson (Uber Gerhard Heinemann Laboratoriums-
Ausristungen, Schwabisch Gemind) mit einer Amplitude von 50 % und einer
Zykluskontrolleinstellung von 5 fur 9*15 Sekunden. Zwischen den Ultraschall-
behandlungen wurden die Proben 30 Sekunden auf Eis gehalten. Die MBP-
Fusionsproteine wurden Uber Amylose-Saulen gemda3 den Angaben des Herstellers
aufgereinigt (Amylose Resin, New England Biolabs GmbH, Frankfurt aM.). Nach der
Aufreinigung wurde der Elutionspuffer durch Dialyse bei 4°C Uiber Nacht gegen HiTrap
Bindungspuffer (0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3) ausgetauscht.

219 Aufreinigung der Antikorper mittels Affinitatschromatographie

Von den aufgereinigten MBP-DEF bzw. MBP-GLO Fusionsproteinen wurden 1 bis 6
mg nach Angaben des Herstellers an NHS-Sepharose High Performance Saulen (HiTrap
NHS-activated HP, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) kovalent
gebunden. Zur Abtrennung unspezifischer Antikorper wurde das Serum zunéchst Uber
Saulen, an die 7 mg bakterielle bzw. 1,3 mg pflanzliche Proteine von def bzw. glo
Nullmutanten kovalent gebunden waren, gegeben (vgl. Abschn. 2.11). Bakterielle
Proteine wurden durch Uberexpression der leeren Vektoren pQE16 und pMAL-c2X in
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E. coli Dh10R Zellen, Aufschluf® der Bakterien, Entfernung unléslicher Zellbestandteile

mittels Zentrifugation bei 9000 xg, 4°C, fur 30 Minuten und anschlief3ender Dialyse des

Uberstandes gegen HiTrap Saulenpuffer (0,2 M NaHCOs;, 0,5 M NaCl, pH 8,3)

hergestellt (vgl. Abschn. 2.18).

Da die Antikorper auf saure Elutionsbedingungen sensitiv reagierten (nach der Elution

mit 0,1 M Glycin, pH 26, konnte weder auf Dot Blot- noch auf

Immunolokalisationsebene Antikorper-Aktivitdt nachgewiesen werden) wurden drel

alternative Elutionsbedingungen (A, B, C) getestet. Nach der Entfernung unspezifischer

Antikorper (s.0.) wurden die Seren auf Saulen, an die MBP-DEF oder MBP-GLO

Fusionsproteine gekoppelt waren, gegeben. Die Saulen wurden mit TBS-Puffer

gewaschen und die gebundenen Antikorper wie folgt von den Saulen gel 6st:

A Es wurde 1 m 4 M MgCl,, pH 54, auf die Saule gegeben und bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten inkubiert. Die Antikorper wurden durch
Zugabe von 4 M MgCl,, pH 5,4, euiert (nach Gu et a., 1994, verandert).
Die eluierten Antikérper wurden gegen dH,O fiur eine Stunde bei
Raumtemperatur dialysiert. Anschlief3end erfolgte eine Dialyse gegen 1* PBS bei
4°C Uber Nacht.

B Die Antikorper wurden mit 10 ml ImmunoPure Gentle Elution buffer (Pierce
Uber Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn) eluiert. Der Elutionspuffer
wurde durch eine Diayse bel Raumtemperatur fir eine Stunde gegen 10 mM
Tris, pH 7,6, und anschlief3end gegen 1* PBS bei 4°C lber Nacht ausgetauscht.

C Die nach der Elution mit ImmunoPure Gentle Elution buffer noch auf der Saule
gebundenen Antikorper wurden mit 7 M Harnstoff, 50 mM Natrium-Acetat, pH
5,9, eluiert. Anschlief?end wurde eine Elution mit 6 M Guanidiniumchlorid,
50 mM Natrium-Acetat, pH 5,9, durchgefiihrt. Zwischen den Elutionen wurden
die Saulen mit 10 ml TBS gewaschen (nach Narhi et a., 1997, verandert). Der
Austausch des Harnstoffpuffers gegen 1*PBS erfolgte durch Dialyse bei 4°C
Uber Nacht. Der Guanidiniumchlorid Elutionspuffer wurde durch eine Diayse
gegen 7 M Harnstoff, 50 mM Natrium-Acetat, pH 5,9, fur eine Stunde bei
Raumtemperatur ausgetauscht. Der Austausch des Harnstoffpuffers erfolgte wie
oben beschrieben.

Die aufgereinigten Antikorper wurden mit Amicon Ultra Saulen (Millipore GmbH,

Eschborn) konzentriert, mit Glycerin vermischt (Endkonzentration 50%) und bei -20°C
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gelagert. Die Aktivitét der Antikorper wurde in Dot Blot Experimenten Uberpriift. Unter
den oben genannten Elutionsbedingungen blieb die Aktivitat der Antikorper erhalten
und ale Antikorper erkannten spezifisch E. coli exprimierte DEF bzw. GLO Proteine
(Abb. 2.3). Jedoch waren die Ausbeuten an aufgereinigten Antikdrpern sehr gering.

Die Aufreinigung der Antikérper Uber an Nickel-Agarose gekoppelte E. coli exprimierte
DEF bzw. GLO Proteine nach Gu et al., 1994, war nicht erfolgreich.

Crenile Gremtle
anti-13W2 Elution 4 51 Ml anti-G:LIN2  Elution 4 M Mgl
Serm bl e |r” 4.0 =eruin bhuiler |||i 4.0
DEF GLOy DEF GLO DEF GLD DEF GLO DEF GLOy  DEF CLOY
1ne @& @ L ] 1O g [ ] L
10 g ¥ 10 ng

antl- D392 unspez. 7 M Harne & AN Guanidi
Serum  Antikbrper  stoff ninmchlorid

1EH) g
DEF £l [ ¥

Prodein

Abbildung 2.3: Aktivitéat der aufgereinigten anti-DEF und anti-GL O Antikdrper nach der Elution
mit unter schiedlichen Puffern

E. coli exprimierte DEF und GLO Proteine wurden in den in der Abbildung angegebenen Mengen auf
Nitrocellulosemembranen aufgetragen. Die Filter wurden mit den Seren anti-DEF D39/2, anti-GLO
GLO/2 (Verdinnung 1:2000) oder 0,8 pg aufgereinigten anti-DEF und anti-GLO Antikorpern
hybridisiert. Die Elution der aufgereinigten Antikorper von der NHS-Sdule erfolgte unter den in der
Abbildung angegebenen Bedingungen (vgl. Abschn. 2.19). Die Antikérper wurden mit einem Esel anti-
Kaninchen HRP-konjugierten Antikorper (Verdinnung 1:10000) und den ECL Western detection
reagents detektiert (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg). — unspez. Antikorper:
Unspezfische Antikdrper wurden aus dem Serum anti-DEF D39/2 entfernt.



2 Materia und Methoden 31

2.20 Chromatin Immunopr azipitation aus quer ver netztem Pflanzenmaterial

Ausgangspunkt fur die Etablierung eines Protokolls fir Antirrhinum Material waren die
Arbeiten von Orlando, 2000, Orlando et a., 1997, Strahl-Bolsinger et al., 1997, Ito et
al., 1997 und Wang et al., 2002.

2.20.1 Fixierung von Pflanzenmaterial

Durch die Fixierung mit Formaldehyd werden Nukleinsduren mit Proteinen und
Proteine mit Proteinen kovalent miteinander verknupft. Formaldehyd reagiert mit
Imino- und Aminogruppen von DNA und Proteinen (z.B. Cytosin und Seitenketten von
Lysin und Arginin) unter Bildung einer Schiffschen Base. Dieses Zwischenprodukt
kann mit weiteren Aminogruppen reagieren. Die durch Formaldehyd induzierten
kovalenten Bindungen kénnen durch Erhitzen in TrisHCI Puffern revertiert werden.
Die Absenkung des pH-Wertes durch die Erhitzung fuhrt zu einer Protonierung der
Aminogruppen. Hierdurch liegt das Gleichgewicht auf der Seite der Ausgangsstoffe
(Orlando et a., 1997).

Junge Blutenstdnde von Antirrhinum (Lénge der grofdten Knospen etwa 5 mm) wurden
mit einer Klinge zerkleinert und zu 35 ml Fixierungslosung (1 % Paraformaldehyd,
0,1 M Phosphat-Puffer, pH 7,4; 1,5 g Materia/35 ml Lésung) in einem 50 ml
Falconreaktionsgeféld gegeben. Es sollte nicht mehr als 6 g Material parallel fixiert
werden. Zur raschen und gleichmalligen Durchdringung des Gewebes mit der
Fixierungsl6sung wurde fir 25 Minuten ein Vakuum angelegt. Anschlief3end wurde das
Volumen mit Fixierungsldsung auf 50 ml aufgefillt. Die Reaktion wurde bel 4°C fir
eine Stunde und 30 Minuten inkubiert. Durch Zugabe von 2 M Glycin
(Endkonzentration 125 mM) und Inkubation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde
die Fixierungsreaktion gestoppt. Das fixierte Material wurde dreimal in eiskaltem 0,1 M
Phosphatpuffer, pH 7,4, 125 mM Glycin fur je 15 Minuten auf Eis unter leichtem
Schitteln gewaschen, der Puffer abgegossen, das Gewebe in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert.



2 Materia und Methoden 32

2.20.2 Extraktion von Zellkernen

Aus 3 g fixiertem Antirrhinum BlUtengewebe wurden Kernextrakte modifiziert nach
Klein, 1994, hergestellt. Das gemdrserte und in 30 ml eiskaltem Puffer A (10 mM
HEPES/KOH, pH 7,9, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,1 % Nonidet P-40
Ersatz (74385, Fluka BioChemika, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), 10 %
Glycerin, 0,5 % (v/v) Protease Inhibitor Cocktaill (P-9599, Sigma, Taufkirchen)
homogenisierte Material wurde durch Zentrifugation bel 550 xg, 4°C, fur 2 Minuten
durch Nylonfilter mit abnehmender Porengrdf3e (300 um, 75 um, 20 pum und 10 pm
(MOnyl; Hydro-Bios GmbH, Kiel)) in einem eigens dafir entwickelten
Zentrifugenadapter geprefdt. Die Zellkerne wurden durch Zentrifugation in einer
L aborzentrifuge bei 500 xg, 4°C, fur 7 Minuten pelletiert und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde in 5 ml eiskaltem Puffer A resuspendiert und die Zellkerne
anschlief3end bei 500 xg, 4°C, 7 Minuten, abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde
neunmal wiederholt. Eine Qualitétskontrolle erfolgte durch DAPI-Farbung (4,6-
Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid; 1 pg DAPI/ml Puffer A) und Betrachtung der

Kernextrakte unter einem Lichtmikroskop.

2.20.3 Fragmentierung des Chromatins und | mmunopr ézipitation

Die abzentrifugierten Zellkerne wurden in 450 pl Ultraschallpuffer (50 mM
HEPES/KOH, pH 7,7, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0, 0,5 mM EGTA, pH 8,0,
0,1 % Triton X-100, 0,1 % Natrium-Deoxycholat, 125 mM Glycin) resuspendiert und in
ein 2 ml Eppendorfgefa Gberfihrt. Mit einem Ultraschallprozessor (UP50H
Ultraschallprozessor; Dr. Hielscher GmbH, Teltow) wurde das fixierte Chromatin im
4°C Raum fur 16*10 Sekunden mit einer Zykluskontrolleinstellung von 0,68 und einer
Amplitude von 60 % fragmentiert. Unlgsliche Zellbestandteile wurden durch
Zentrifugation bei 13000 rpm, 4°C, fiir 5 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde mit 1
Volumen RIPAad-Puffer (50 mM HEPES/KOH, pH 7,7, 180 mM NaCl, 125 mM
Glycin, 1 mM EDTA, pH 8,0, 1 % Nonidet P-40 Ersatz, 0,2 % Natrium-Deoxycholat,
0,05 % Natrium-Dodecylsulfat (SDS), 0,65 % (v/v) Protease Inhibitor Cocktail (P-9599,

Sigma, Taufkirchen) gemischt. Um eine Prézipitation durch unspezifische Antikorper



2 Materia und Methoden 33

zu verhindern, wurden der Reaktion 4 pl PrAimmunserum zugesetzt und auf einem
Uberkopfschiittler bei 4°C fiir eine Stunde inkubiert. Der Reaktion wurden 40 pl Protein
A Sepharose (Pierce, Uber Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn; unmittelbar vor
Verwendung in 1* RIPA-Puffer (50 mM HEPES/KOH, pH 7,7, 140 mM NaCl, 125 mM
Glycin, 1 mM EDTA, pH 8,0, 0,5 % Nonidet P-40 Ersatz, 0,1 % Natrium-Deoxycholat,
0,025 % SDS, 0,5 % (v/v) Protease Inhibitor Cocktail) aquilibriert) zugegeben und bei
4°C auf einem Uberkopfschiittler fir 1 Stunde inkubiert. Die Protein A Sepharose
wurde durch Zentrifugation bel 13000 rpm, 4°C, fur zwel Minuten akkumuliert und der
Uberstand auf zwei 2 ml Eppendorfgefale aufgeteilt. Zu einem Aliquot wurden 4 pl
anti-DEF bzw. anti-GLO Serum gegeben, zu dem anderen 4 pl des entsprechenden
Praimmunserums (Negativ-Kontrolle). Die Reaktionen wurden auf einem Uberkopf-
schittler bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Pro Reaktion wurden 40 pl in 1*RIPA-Puffer
aquilibrierte Protein A Sepharose zugegeben und bei 4°C fur 2 Stunden inkubiert.
Immunoprézipitierte Protein-DNA Komplexe wurden bei 13000 rpm, 4°C, fur 1 Minute
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. 1,4 ml eiskalter 1* RIPA-Puffer wurde zu
den immunopréazipitierten Protein-DNA Komplexen gegeben und auf einem Uberkopf-
schittler bei Raumtemperatur fur 10 Minuten inkubiert. An Protein A gebundene
Protein-DNA Komplexe wurden durch Zentrifugation bei 13000 rpm, Raumtemperatur,
fir 1 Minute pelletiert und der Uberstand verworfen. Der Waschschritt wurde dreimal
wiederholt. Fur den ersten und den letzten Waschschritt wurde die Reaktion in frische
1,5 ml Eppendorfgefél3e Uberfihrt. Immunoprazipitierte Protein-DNA Komplexe
wurden wie oben abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Elution von Protein-
DNA Komplexen erfolgte durch Zugabe von 100 ul Glycin-Elutionspuffer (0,1 M
Glycin, 0,5 M NaCl, 0,05 % Tween-20; mit konzentrierter HCl auf pH 2,8 eingestellt),
verwirbeln fur 15 Sekunden und Zentrifugation bei 13000 rpm, Raumtemperatur, fur 1
Minute. Der Uberstand wurde abgenommen, durch Zugabe von 50 pl 1 M Tris, pH 8,0,
neutralisiert und die Elution zweimal wiederholt. Die eluierten Fraktionen wurden
vereinigt und bei 13000 rpm, Raumtemperatur, fir 2 Minuten zentrifugiert. 420 pl des
Uberstandes wurden in ein frisches 2 ml Eppendorfgefa? tberfilhrt und RNA durch die
Zugabe von 17 ug RNase A (1 pl einer 40 mg/ml Stockldsung) und Inkubation bel 37°C
fir 30 Minuten degradiert. Proteine wurden durch die Zugabe von 10,5 ul einer
10%igen SDS-Losung (Endkonzentration 0,25 %) und 750 pg/ml Proteinase K (8 pl
einer 40 mg/ml Stocklésung) bei 37°C Uber Nacht degradiert.
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2.20.4 Revertierung der Quervernetzungen und Aufreinigung der DNA

Durch Formaldehyd gebildete Quervernetzungen wurden durch Inkubation bei 65°C fiir
6 Stunden geldst. Immunoprézipitierte DNA wurde aufgereinigt wie unter Abschn. 2.8
beschrieben. Je nach Menge an fixiertem pflanzlichen Ausgangsmaterial betrug das
Ausgangsvolumen etwa 450 pl (3 g fixiertes Material) bzw. 900 pl (6 g fixiertes
Material). Das Elutionsvolumen nach der Aufreinigung betrug 10 pl.

2.20.5 Bestimmung der eingesetzten Chromatinmenge (I nput)

Zur Bestimmung der Menge an eingesetztem Chromatin wurden nach der
Ultraschallbehandlung 15 pl von der Reaktion abgenommen und das Volumen mit TE-
Puffer auf 200 pl aufgefiillt. RNA wurde durch die Zugabe von RNase (2 pl einer
40 mg/ml Stocklésung) und Inkubation bei 37°C fur 30 Minuten degradiert. Es wurden
5 pl 10 % SDS und 750 pg/ml Proteinase K zugesetzt und die Reaktion bei 37°C Uber
Nacht inkubiert. Durch Formaldehyd gebildete kovalente Bindungen wurden durch
Inkubation bei 65°C fur 6 Stunden gelost und die DNA mittels Phenol-Chloroform
Extraktion und anschlief3ender |sopropanolféllung aufgereinigt. Die Konzentration der
DNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Die Grof3e der DNA-
Fragmente wurden durch elektrophoretische Auftrennung in einem 0,8 % igem
Agarosegel Uberprift. Die DNA-Fragmente hatten grofdtenteils Langen zwischen 0,4
und 4 kb. Aus 6 g fixiertem Antirrhinum Blitenmaterial wurden durchschnittlich
zwischen 20 pg und 40 pg fixiertes Chromatin extrahiert, das fur X-ChlP Experimente
eingesetzt wurde.

221 PCR-Analysen

Fur PCR-Analysen wurden 4 % der immunoprézipitieten DNA in 25 pl
Reaktionsvolumen als Matrize eingesetzt. PCR-Kontrollen wurden mit 20 ng
genomischer Antirrhinum DNA durchgefuihrt, um die Funktionalitdt der Primer zu

Uberprifen. Die Primer wurden mit einer Endkonzentration von 0,4 pM und die dNTPs
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mit einer Endkonzentration von 0,2 UM eingesetzt. Pro 25 pl Reaktionsansatz wurden
1,25 U Taqg DNA Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Die
Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang angegeben. Es wurde folgendes
Programm fir die Polymerase-K ettenreaktion gewahit:

94°C 2 Minuten; initiale Denaturierung

94°C 40 Sekunden; Denaturierung

58°C 40 Sekunden; Annealing der Primer 34 Zyklen
72°C 1 Minute; Verlangerung

72°C 3 Minuten

Die PCR-Produkte wurden in einem 1,3%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
und mit Ethidiumbromid angeférbt. Die Menge an PCR-Produkt wurde durch den
visuellen Vergleich mit einer DNA-Leiter, die definierte Mengen an DNA (100 ng bzw.
10 ng / DNA-Bande) enthielt, bestimmt.

Zur Amplifizierung der in den pCR2.1-TOPO Vektor (Invitrogen Ltd, Paisley, England)
klonierten immunoprézipitierten DNA-Sequenzen wurde 1 pl der Bakterienkultur as
Matrize in 50 pl Resktionsansidtzen verwendet. Die Primer (M13forward und
M13reverse) wurden in einer Endkonzentration von 0,2 uM und die dNTPs mit einer
Endkonzentration von 0,2 pM eingesetzt. Der Reaktion wurden 5 % (v/v) DMSO
(Dimethylsulfoxid) zugesetzt. Es wurden 2 U Tagq DNA Polymerase (Qiagen GmbH,
Hilden) pro 50 pl Reaktionsansatz verwendet. Die PCRs wurden unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt:

94°C 2 Minuten; initiale Denaturierung

94°C 40 Sekunden; Denaturierung

55°C 1 Minute; Annealing der Primer 30 Zyklen
72°C 2 Minuten; Verlangerung

72°C 5 Minuten
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2.22 Klonierung von immunopr azipitierter DNA

Zum Austesten der optimalen Klonierungsbedingungen fir sehr geringe DNA-Mengen
wurden Pilotexperimente mit 1 ng, 0,1 ng und 0,01 ng mittels Ultraschallbehandlung
fragmentierter genomischer Antirrhinum DNA durchgefihrt. Diese DNA-Fragmente
hatten eine durchschnittliche Fragmentlénge von 0,7 kb. Die Ligationen erfolgten in
10 pl Volumen mit 1 pM preannealten Adaptersequenzen 448 und 449 unter
Verwendung von 1-3 Units T4 DNA Ligase (M1801; Promega GmbH, Mannheim) mit
dem gelieferten 10*Puffer bel 12°C fur 24 Stunden. Durch Zugabe von PEG-8000
(Endkonzentration 10 %; P-2139, Sigma, Taufkirchen) wurde die Klonierungseffizienz
gesteigert. Um zu Uberprifen, ob durch die Ultraschallbehandlung DNA-Fragmente mit
glatten oder mit Uberhdngenden 3'- bzw. 5-Enden gebildet werden, wurde ein der
Adapter-Ligation vorangehendes DNA-Polishing mittels T4 DNA Ligase bzw.
Pfu DNA Polymerase nach Standardprotokollen durchgefiihrt und die Effizienz der
Klonierung verglichen. Das DNA-Polishing fihrte nicht zu ener erhohten
Klonierungseffizienz. Daher ist davon auszugehen, dal3 durch die Fragmentierung des
Chromatins mittels Ultraschall Gberwiegend glatte DNA-Enden erzeugt werden.

Die Ligationsreaktion wurde durch Inkubation bei 70°C fur 20 Minuten gestoppt und
der Puffer eines 5 pl Aligouts der Reaktion Uber eine Dialyse (VMWP 01300; MF
Millipore Membranfilter; Millipore GmbH, Eschborn) gegen 5 mM Tris, pH 8,0,
ausgetauscht. Die DNA wurde als Matrize in einer 50 pul PCR-Reaktion mit dem Primer
448 (Endkonzentration 0,8 uM) und 0,4 UM dNTPs eingesetzt. Es wurde die LA Taq
Polymerase der Firma Takara (Shiga, Japan) mit dem gelieferten 10* Puffer nach
Angaben des Herstellers verwendet.

Adapter-Ligationsansatz (nach Dialyse) 23 pl

10* Puffer 5l
25 mM MgCl; 5ul
2,5mM dNTP 8 ul
10 uM Primer 4ul
LA Tag Polymerase 0,5ul
dH,0 4,5 ul

Endvolumen 50 pl
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Es wurde folgendes PCR-Programm durchgefihrt:

72°C 3 Minuten; Auffullen der Adaptersequenzen

94°C 40 Sekunden; Denaturierung

66°C 40 Sekunden; Annealing des Primers 27 Zyklen

72°C 2 Minuten; Verlangerung

72°C 5 Minuten

Die Effizienz der Adaper-Ligation und der PCR-Amplifikation wurde durch die
elektrophoretische Auftrennung eines 5 pl Aliquots der PCR-Produkte in einem
1,3%igen Agarosegel Uberprift (Abb. 2.4).
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Abbildung 2.4: Adapter-vermittelte PCR-Amplifikation von fragmentierter genomischer
Antirrhinum DNA

Genomische Antirrhinum DNA wurde mittels Ultraschallbehandlung in Fragmente mit einer

durchschnittlichen Gréf3e von 0,7 kb gespalten. @) 1 ng, 0,1 ng und 0,01 ng DNA wurden in Adapter-
Ligationsreaktionen mit anschliefender PCR-Amplifikation (unter Verwendung der Taqg DNA
Polymerase, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), wie in Abschn. 2.22 beschrieben, eingesetzt. b) 1 ng
DNA wurde vor der Adapter-Ligation mit T4 DNA Polymerase bzw. Pfu DNA Polymerase wie in der
Abbildung angegeben behandelt. 5 pl der PCR-Produkte wurden nach 20, 27 und 34 PCR-Zyklen in
einem 1,3 %igen Agarosegel eektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeférbt. Nach 34
Zyklen wurde eine Anreicherung von kirzeren DNA-Fragmenten festgestellt, so dai3 fir die Klonierung

von immunoprazipitierten DNA-Fragmenten eine geringere Zyklenzahl (27) gewéhit wurde.
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Da die Pilotexperimente zufriedenstellend verliefen, wurde dieses Protokoll fir die
Klonierung von immunopréazipitierten DNA-Fragmenten eingesetzt. Fir die Klonierung
wurden 4 pl der PCR-Produkte in den TOPO-T/A-pCR2.1 Vektor nach Angaben des
Herstellers integriert und in elektrokompetente E. coli Dh10M3 Zellen transformiert. Die
Selektion erfolgte mit 130 mg/I Ampicillin bei 37°C Gber Nacht.

2.23 Herstellung von Bakterienfiltern

Einzelne Bakterienkolonien wurden mit dem Microgrid | Spotting Roboter
(BioRabotics, England) auf Hybond N+ Membranen (Amersham, England) tbertragen
und bei 37°C Uber Nacht auf LB Medium, dem 100 mg/l Ampicillin zur Selektion
zugesetzt wurde, inkubiert. Diese Arbeiten wurden von der Serviceeinheit ADIS
durchgefihrt.

Die Filter wurden zur Lyse der Bakterien und zur Denaturierung der DNA fir
10 Minuten auf zwei mit 0,4 M NaOH getrankte 3 MM Whatmanpapiere gelegt. Die
Neutralisierung erfolgte mit 3 M NaCl, 0,5 M Tris/HCI, pH 8,0 fur 5 Minuten. Der
Puffer wurde fir 5 Minuten gegen 2* SSPE ausgetauscht. Die Filter wurden auf ein
3 MM Whatmanpapier gelegt und mit einem 3 MM Whatmanpapier bedeckt. Mit einem
Gummiroller (Roller for Microseal Film, MJ Research Inc., Waltham, MA, USA)
wurde mehrmals kréftig Uber die Filter gerollt, um Uberschiissige Bakterienbestandteile

zu entfernen. Die Filter wurden an der Luft getrocknet.

2.24 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Zur Durchmusterung der Bakterien-Banken wurden DNA-Sonden mittels Random
Oligo Priming mit [a**P]-dCTP radioaktiv markiert. Zur Markierung wurden PCR-
Produkte, die Bereiche der DEF und GLO Promotoren umspannen, eingesetzt. Eswurde
eine PCR mit 20 ng genomischer Antirrhinum DNA as Matrize und den Primern X/16
und X/18 (DEF) bzw. X/22 und X/24 (GLO) mit 30 Zyklen unter folgendem Programm
durchgefihrt: 94°C initiale Denaturierung; 94°C 40 Sekunden, 58°C 40 Sekunden, 72°C
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1 Minute. Die PCR-Produkte wurden mit dem MinElute Kit (Qiagen GmbH, Hilden)
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und 30 ng fur die Markierung eingesetzt

(s.u.).

Fir die Anayse der Bakterien-Banken auf noch unbekannte DEF Zielsequenzen
wurden Adapter-ligierte immunoprazipitierte Sequenzen mittels PCR amplifiziert und
5 ul der PCR-Produkte (s. Abschn. 2.22) tiber MinElute Saulen (Qiagen GmbH, Hilden)
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Adapter-Sequenzen wurden durch
Restriktion mit Notl entfernt. Die DNA wurde in einem 1,3 %igem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert (MinElute Gel Extraction Kit,
Qiagen GmbH, Hilden). Der DNA wurden 3 pul 10*Oligopuffer (Random
Oligonukleotide pd(N)s, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, gelést in
0,5M Trig/HCI, pH 7,5, 100 mM MgCl,, 0,5 mM dATP, 0,5 mM dGTP, 0,5 mM dTTP,
70 mM R-Mercaptoethanol), 3 pl [a**P]-dCTP, 1,5 pl Klenow Enzym (2 U/ul, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) zugesetzt und die Reaktion fur 1 % Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wurde mit Nucleospin Sdulen nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt (Macherey und Nagel GmbH, Diren) und der Einbau von
[a**P]-dCMP mit einem Scintillation Counter ermittelt.

2.25 Hybridisierung von Bakterienfiltern

Die Filter wurden in Hybridiserungspuffer (2*SSPE, 0,1 % SDS, 50 pg/ml
denaturiertes Heringssperma) bei 65 °C fir eine Stunde vorhybridisiert. Die
Hybridisierung erfolgte in Hybridisierungspuffer bei 65°C mit 1*10” cpm radioaktiv
markierter DNA-Sonde Uber Nacht. Die Filter wurden in 2* SSPE, 0,1 % SDS, bei 65°C
far 15 Minuten und in 1*SSPE, 0,1 % SDS bei 65°C fur 10 Minuten gewaschen. Die
Detektion der Signale erfolgte mit einem Phosphorimager der Marke Typhoon, Modell
8600 Variable Mode Imager (Molecular Dynamics, Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg).
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2.26 Sequenzanalysen

Sequenzanalysen wurden von der MPIZ-Serviceeinheit ADIS auf Sequenziermaschinen
des Typs Abi Prism 377 und 3700 der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt) unter
Verwendung von BigDye-Terminator Reagenzien (Applied Biosystems, Weiterstadt)
durchgefihrt.

2.27 Computer-gestitzte Arbeiten

Computer-gestiitzte Sequenzanalysen wurden mit den Programmen WISCONSIN
PACKAGE, Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin,
USA, und dem Programm GeneRunner, Version 3.05 der Hastings Inc. Firmengruppe
durchgefihrt. Abbildungen wurden mit den Programmen Adobe Photoshop, Version
6,0, und Corel Draw, Version 8,0, erstellt.

Vergleiche auf Aminosdure- und Nukleotidsequenzebene wurden mit den Datenbanken

swissProt und nt-nr im WWW unter der Adresse www.nchi.nim.nih.gov/BLAST/

durchgefihrt.

2.28 Sonstiges

Sonstige Arbeiten wurden nach Sambrook et al., 1989, und Sambrook und Russell,
2001, durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Der MADS-Box Transkriptionsfaktor DEF wirkt als SchlUsselfaktor in einer
regulatorischen Kaskade, die die Entwicklung von Petalen und Stamina steuert. Die
Funktion dieses Organidentitétsgens wurde in vivo und in vitro detailliert untersucht
(Sommer et al., 1990; Schwarz-Sommer et al., 1992; Zachgo et a., 1995). Die
regulatorischen Netzwerke, die von DEF kontrolliert werden, wurden bislang jedoch
nicht entschlisselt. Um Einblicke in diese Netzwerke zu erhalten, missen die von
DEF/GLO in vivo regulierten DNA-Sequenzen ermittelt werden. Zielsetzung dieser
Arbeit war die ldentifizierung direkter DEF Zielgene. Hierfir wurde die X-ChIP
Technik etabliert, die den Nachwels eines Proteins an seiner in vivo DNA-
Bindungsstelle ermoglicht (Orlando, 2000).

3.1  Etablierung der X-ChlP Technik in Antirrhinum majus

Zur Durchfuhrung der X-ChiP Experimente wurde zunéchst ein Protokoll erstellt, das
fir die Immunoprazipitation von Protein-DNA Komplexen aus unterschiedlichen
pflanzlichen Geweben geeignet ist. Fir diese Versuche wurden polyklonale anti-DEF
und polyklonale anti-GLO Seren verwendet (Anderson, 1995). Methodische Grundlage
dieser Versuche waren die Arbeiten von Orlando, 2000, Strahl-Bolsinger et al., 1997,
Ito et al., 1997 und Wang et a., 2002.

Entscheidend fur eine erfolgreiche Immunoprazipitation von Protein-DNA Komplexen
ist eine gleichméfdige Fixierung des pflanzlichen Gewebes. Zur Fixierung wurde
Formaldehyd, das aufgrund seiner geringen Grof3e das Gewebe in kurzer Zeit
durchdringen kann und durch die hohe Reaktivitdt schnell Quervernetzungen im
Gewebe bildet, verwendet (vgl. M&M, Abschn. 2.20.1). Zudem war bekannt, daf3 die
verwendeten anti-DEF und anti-GLO Antikorper in  Formaldehyd-fixierten
Gewebeschnitten Epitope spezifisch erkennen (Zachgo et al., 1995).
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Nach mechanischer Zerkleinerung von jungen Antirrhinum Infloreszenzen wurde ein
Vakuum angelegt, um die gleichmaige Durchdringung des Gewebes mit der
Fixierungslésung zu gewéhrleisten. Die optimae Fixierungsdauer und Formaldehyd-
konzentration wurde experimentell ermittelt. Diese Fixierungsbedingungen konnten auf
Organ-spezifische X-ChIP Experimente, die mit Petalen und Stamina im
Entwicklungsstadium 3 (Definition siehe Seite 48f) durchgefuhrt wurden, Ubertragen
werden. Die im Vergleich zu jungen Antirrhinum Infloreszenzen geringe Komplexitét
dieses Gewebes machte die mechanische Zerkleinerung des Gewebes vor der Fixierung

tiberfliissig.

Um eine h6here Spezifitét zu erreichen, wurden Zellkernextrakte fir die Experimente
verwendet. Das fixierte Chromatin wurde durch die Behandlung mit Ultraschallwellen
in kirzere Fragmente gespalten und in Losung gebracht. Die Bedingungen fur diese
Behandlung wurden so angepasst, dal3 der Giberwiegende Teil der DNA-Fragmente eine
Grofee zwischen 0,4 und 4 kb hatte. Diese Fragmentgrof3e erwies sich in zweierlel
Hinsicht als vorteilhaft. Erstens wurde in PCR-Analysen, bel denen etwa 500 bp lange
Promotorbereiche untersucht wurden, der Grofdteill der immunoprézipitierten DNA-
Fragmente erfasst. Zweitens sollten nach der Klonierung der immunoprazipitierten
DNA-Sequenzen neue DEF Zielgene isoliert werden. Da angenommen wird, dal3
DEF/GLO bevorzugt an Promotorbereiche der Zielgene bindet, besteht bei langeren
immunoprézipitierten DNA-Fragmenten die Mdglichkeit, dal? sie zusétzlich kodierende
Regionen enthalten. Dies wirde eine technisch weniger aufwendige Identifizierung der

DEF Zielgene erlauben.

Die eingesetzten Puffer wurden so gewéhlt, da3 die verwendeten Detergenzien
einerseits das fragmentierte Chromatin in Losung hielten, aber dennoch die Erkennung

und Bindung des Proteins durch den Antikorper nicht beeintréchtigten.

Abbildung 3.1: Ubersicht iiber einzelne Arbeitsschritte der X-ChlP Technik

Pflanzliches Gewebe wurde mit Formaldehyd fixiert und die Zellkerne isoliert. Das fixierte Chromatin
wurde mittels Ultraschall in kiirzere Fragmente gespalten. Geldste Protein-DNA Komplexe wurden mit
einem anti-DEF oder anti-GLO Serum immunoprézipitiert und anschlieRend die Quervernetzungen
gel6st. Die aufgereinigte DNA wurde als Substrat fir PCR-Analysen und Klonierungen eingesetzt.
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Durch die Optimierung dieser Einzelschritte wurde ein X-ChlP Protokoll etabliert, das
fur die Immunoprazipitation von Protein-DNA Komplexen aus pflanzlichem Material
geeignet ist (Abb. 3.1). Zudem wurde die Aufreinigung von extrem gering
konzentrierter DNA so verbessert, dal3 DNA-Mengen im fg-Bereich innerhalb einer
Viertelstunde ohne den Zusatz von Carriern aufgereinigt werden konnen (vgl. M&M,
Abschn. 2.8).

3.2  Herstelung von polyklonalen anti-DEF und anti-GLO Seren

Es wurden neue polyklonale anti-DEF und anti-GLO Seren hergestellt, da die anfangs
verwendeten anti-DEF (SA12) und anti-GLO (SA17) Seren fur weitere X-ChIP
Experimente nicht mehr in ausreichenden Mengen vorhanden waren. Konstrukte zur
Herstellung von Histidin-markierten DHFR(Maus-Dehydrofolatreduktase)-DEF bzw.
DHFR-GLO Fusionsproteinen standen zur Verfigung (Anderson, 1995). Die
Fusionsproteine wurden Uber Nickel-Chelat-Affinitdtschromatographie aufgereinigt.
Von der Firma Pineda Antikorper-Service, Berlin, wurden je Protein zwei Kaninchen
Uber enen Zeitraum von 175 Tagen sechsma immunisiert und Serumproben

entnommen.

Um die fur X-ChlP Experimente geeigneten anti-DEF und anti-GL O Seren zu ermitteln,
wurde zuerst eine spezifische Erkennung von E. coli exprimierten DEF und GLO
Proteinen in Western Blot Experimenten nachgewiesen (siehe M&M, Abb. 2.2).

Zur Uberpriifung der Funktionalitét der Seren in fixiertem Material wurden X-ChIP
Experimente  mit fixierten Antirrhinum Infloreszenzen  durchgefuhrt. Die
immunoprazipitierte DNA wurde auf eine spezifische Anreicherung eines ~500 bp
groRen GLO Promotorfragments, welches von DEF/GLO Heterodimeren in vitro
gebundene CArG-Box Motive enthdlt, untersucht (vgl. auch Abschn. 3.3; Trébner et al.,
1992). Die Seren anti-DEF D39/2 und anti-GLO GLO/2 zeigten eindeutige positive
Signale und wurden in weiteren X-ChlP Experimenten verwendet (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Funktionalitdt verschiedener anti-DEF und anti-GLO Seren in Chromatin
I mmunopr &zipitationen
Chromatin Immunoprézipitationen wurden mit fixierten Antirrhinum Infloreszenzen unter Verwendung
verschiedener anti-DEF und anti-GLO Seren durchgefiihrt. Die Anreicherung eines GLO
Promotorfragments wurde mittels PCR Uberpriift und als Nachweis fur die Spezifitét der Chromatin
Immunoprézipitation eingesetzt.
+ anti-DEF oder anti-GLO Serum (wie in der Abbildung angegeben)

Negativkontrolle (Préimmunseren)

Um die Spezifitdt der Antikorper-Bindung mit einer unabhdngigen Methode
nachzuweisen, wurden Western Blot Analysen mit Kernextrakten aus jungen
Infloreszenzen von Antirrhinum Wildtyp und def Nullmutanten Linien durchgefihrt.
Das anti-DEF D39/2 Serum erkannte spezifisch ein Protein, das dem errechneten
Molekulargewicht von etwa 26 kDa entsprach (Abb. 3.3; Sommer et a., 1990). Das
gleiche Protein wurde von dem anti-DEF Serum SA12 gebunden. In Kernextrakten der
def Nullmutante def-177b wurde kein Protein detektiert (Abb. 3.3).

Die anti-GLO Seren GLO/2 und SA17 erkannten spezifisch ein 26 kDa grof3es Protein
in Kernextrakten von Wildtyp Infloreszenzen. Dieses Protein wurde nicht in
Kernextrakten der def-177b Nullmutante detektiert (Abb. 3.3). Dieses Ergebnis stimmt
mit der Beobachtung Uberein, dal3 in def Nullmutanten kein GLO Protein nachgewiesen
werden kann (Anderson, 1995). Diese Untersuchungen belegen eine spezifische
Antigenerkennung der anti-DEF und anti-GLO Seren.
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Abbildung 3.3: Nachweis der spezifischen Proteinerkennung der polyklonalen anti-DEF (D39/2 und
SA12) und anti-GLO (GLO/2 und SA17) Seren in Western Blot Experimenten

Kernproteine wurden aus jungen Infloreszenzen von Antirrhinum Wildtyp Pflanzen und def Nullmutanten
(def-177b) isoliert. 6 pg Proteine wurden in einem 12%igen diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt und auf Nitrocellulosefilter Ubertragen. DEF und GLO Proteine wurden mit anti-DEF (SA12
und D39/2) bzw. anti-GLO (SA17 und GLO/2) Seren in einer Verdinnung von 1:800 nachgewiesen. Die
Detektion erfolgte mit einem Esel anti-Kaninchen HRP-konjugierten Antikorper (Verdiinnung 1:10000)
unter Verwendung der ECL Detektionsreagenzien. Die Expositionszeit betrug zwolf Minuten. Links:
Ponceau-Férbung der Proteine und Grolienstandard (Angaben in kDa).

Die Verwendung von aufgereinigten Antikorpern in Chromatin |mmunoprézipitationen
verhindert unspezifische Reaktionen durch im Serum vorhandene weitere Antikorper.
Zudem konnen aufgereinigte Antikorper kovalent an das Tragermaterial (wie die hier
verwendete Protein A Sepharose oder auch andere Trégermaterialien, z.B. CarboLink)
gebunden werden, was zu einer weiteren Erhohung der Spezifitdt beitragt. Aufgrund
dieser Uberlegungen wurden unterschiedliche Strategien zur Aufreinigung der
Antikorper verfolgt.

Ein nach Burke et al., 1992, Uber Western Blot gegen E. coli exprimierte DEF Proteine
Affinitéts-aufgereinigter Antikorper (anti-D39/2) zeigte auf Immunolokalisationsebene
keine Aktivitat (nicht gezeigt).

Um DEF und GLO Proteine in relativ hohen Konzentrationen in Losung zu halten und
somit die Bindung an NHS-aktivierte Sepharose Saulen zu ermdglichen, wurden
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verkirzte DEF und GLO Proteinsequenzen mit dem leicht |6slichen Maltose-bindenden
Protein (MBP) aus E. coli fusioniert. Die MBP-DEF und MBP-GLO Fusionsproteine
wurden an NHS-aktivierte Sepharose kovalent gebunden und fir die spezifische
Antikoérperaufreinigung verwendet.

Nach der Elution der aufgereinigten Antikorper bei niedrigem pH Wert konnte mittels
Immunolokalisations- und Dot Blot Experimenten keine Antikorper Aktivitét mehr
nachgewiesen  werden. Daher wurden  adternative  Aufreinigungss  und
Elutionsbedingungen in pH-Bereichen zwischen 4,0 bis 6,55 getestet. Bel pH Werten
zwischen pH 59 und 6,55 konnten Antikorper eluiert werden, die in Dot Blot
Experimenten aktiv waren (vgl. M&M, Abschn. 2.19). Jedoch waren die Ausbeuten an
aufgereinigten Antikorpern fir umfassende X-ChlIP Analysen oder eine kovalente
Kopplung an das Tragermaterial zu gering. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden ale
weiteren X-ChlIP Experimente mit den polyklonalen anti-DEF und anti-GLO Seren
durchgefiihrt, die zu einer erfolgreichen Anreicherung von DEF Zielgensequenzen
fuhren (Abb. 3.2).

3.3 Analyse der DEF und GLO Promotoren auf eine in vivo Interaktion mit
DEF/GLO

Expressionsanalysen von GLO in unterschiedlichen def und glo Mutanten und in vitro
Bindungsstudien mit GLO Promotorfragmenten und DEF/GLO Heterodimeren lief3en
vermuten, dal3 die spdte GLO Expression durch eine direkte Bindung von DEF/GLO an
den GLO Promotor verstérkt und wahrend der Blitenorganogenese auf einem hohen
Niveau gehalten wird (Trobner et a., 1992). Fur die DEF Expression wurde ebenfalls
eine positive autoregulatorische Kontrolle diskutiert. So wurde gezeigt, dal3 die spate
DEF Expression abhangig von den DEF und GLO Genprodukten ist und eine im DEF
Promotor vorhandene CArG-Box von DEF/GL O Heterodimeren in vitro gebunden wird
(Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et a., 1992).
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3.3.1 Invivo Nachweisder Bindung von DEF/GL O an den GLO Promotor

Um erstmalig einen in vivo Nachweis fur die Bindung von DEF/GLO an den GLO
Promotor zu erbringen, wurden Chromatin  Immunoprézipitationen  mit
unterschiedlichem Antirrhinum Blitenmaterial durchgefthrt. Die immunoprézipitierte
DNA wurde als Matrize in PCRs zur Amplifikation von drei GLO Promotorfragmenten
(,GLO-1*, ,GLO-2*, ,GLO-3") eingesetzt, deren Gréfe und Lage in Abb. 3.4 a)
schematisch dargestellt ist. Das Promotorfragment ,,GLO-1* umschlielst zwei CArG-
Box Motive, die in Gelretardierungsassays schwach von DEF/GLO Heterodimeren
gebunden wurden (Trobner et a., 1992). Das weiter stromaufwérts gelegene
Promotorfragment ,GLO-2" enthédlt eine CArG-Box, die ebenfals in vitro von
DEF/GLO Heterodimeren gebunden wurde (Trobner et a., 1992). Das
Promotorfragment ,GLO-3" umfasst einen Promotorbereich, der ungefdéhr 1 kb
stromaufwérts von den putativen DEF/GLO Bindungsstellen entfernt liegt und
vermutlich nicht in die autoregulatorische Kontrolle involviert ist. Wie aus Abb. 3.4 b)
ersichtlich ist, fihrte die Immunoprézipitation von Protein-DNA Komplexen aus jungen
Antirrhinum Infloreszenzen mit einem anti-DEF Serum zu einer starken Anreicherung
des Promotorfragments ,GLO-1 im Vergleich zur Negativkontrolle mit
Préaimmunserum. Die Promotorfragmente ,,GLO-2* und ,,GLO-3“ wurden dagegen nur
in deutlich geringeren Konzentrationen in immunoprazipitierter DNA nachgewiesen,
die auf der unspezifischen Erfassung nicht von DEF/GLO gebundener DNA-Sequenzen
beruht (s.u.).

Als negative Kontrolle fur die Spezifitdt der X-ChIP Technik wurden X-ChiP
Experimente mit jungen Infloreszenzen der def Nullmutante def-177b durchgefiihrt. Bei
diesen Versuchen war das Promotorfragment ,GLO-1" ebenso wie die
Promotorfragmente ,GLO-2“ und ,GLO-3* nicht oder nur in sehr geringen
Konzentrationen in immunoprézipitierter DNA vorhanden (Abb. 3.4 b).

Um die Funktion von DEF und GLO wéhrend der BlUtenentwicklung zu verfolgen,
wurden X-ChIP  Experimente mit fixierten Petdlen und Stamina im
Entwicklungsstadium 3 durchgefihrt. In diesem Stadium haben die geschlossenen
Knospen eine Lange von 10-20 mm und die Zellen durchlaufen eine Phase intensiven
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Streckungswachstums (Martin und Gerats, 1993). Die immunoprazipitierte DNA wurde
mittels PCR mit GLO Promotor-spezifischen Primern auf eine Anreicherung von GLO
Promotorfragmenten getestet. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.4 ¢) und d) gezeigt. Die
starke Anreicherung des GLO Promotorfragments ,,GLO-1 zeigt, dal3 auch in spéten
Entwicklungsstadien sowohl in Petalen als auch in Stamina DEF/GLO den GLO
Promotor bindet. Die Promotorfragmente ,,GLO-2* und ,, GLO-3* waren nur in geringen

K onzentrationen vorhanden.

Als weitere negative Kontrolle fir die X-ChlP Experimente wurde ein im kodierenden
3’ -Bereich des RAN3 (GTP-bindendes Kernprotein) Gens gelegener genomischer
Sequenzabschnitt gewahlt, da die Expression dieses Gens nicht durch DEF beeinflusst
wird (M. Bey, personliche Mitteilung). Diese Sequenz wurde in immunoprazipitierter
DNA nur in geringen Konzentrationen nachgewiesen und ist in Abb. 3.4 d)
exemplarisch fir Stamina-spezifische X-ChlP Experimente gezeigt. Daher wurden
geringe DNA-Konzentrationen in immunoprazipitierter DNA auf unspezifisch erfasste
DNA-Sequenzen zuriickgefuhrt. PCR-Kontrollen wurden mit 20 ng genomischer
Antirrhinum DNA durchgefiihrt, um die Funktion der Primer durch die anndhernd

gleichmériige Amplifikation unterschiedlicher DNA-Sequenzen zu dokumentieren.

Abbildung 3.4 (folgende Seite): DEF/GL O interagiert mit dem GLO Promotor in vivo

a) Schematische Darstellung des GLO Promotors und 5'-kodierender Regionen. Die
eingezeichneten Primer  wurden zum Nachweis ener  Anreicherung von GLO
Promotorfragmenten in immunoprézipitierter DNA verwendet. Die CArG-Boxen und das
Startkodon sind eingezeichnet.

b) Zellkerne wurden aus fixierten Antirrhinum Infloreszenzen von Wildtyp und def Nullmutanten
Linien extrahiert. Das Chromatin wurde durch die Behandlung mit Ultraschalwellen in
Fragmente mit einer durchschnittlichen Lange von 0,4 - 4 kb gespaten und Chromatin
Immunoprézipitationen mit dem anti-DEF Serum D39/2 (+) bzw. dem Prdimmunserum (-)
durchgefuhrt. Die immunoprézipitierte DNA wurde as Matrize in PCRs mit den oben
angegebenen GLO-spezifischen Primern eingesetzt. Die PCR-Kontrollen wurden mit 20 ng
genomischer Antirrhinum DNA als Matrize (+) bzw. dH,O (-) durchgefuhrt. Die PCR-Produkte
wurden in einem 1,3%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angeférbt.

c),d) Als Ausgangsmaterial fir X-ChlP Experimente wurden Petalen (c¢) und Stamina (d) im
Entwicklungsstadium 3 verwendet. Die X-ChIP Analysen wurden durchgefihrt wie unter b)
beschrieben.
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Die Anwendung der X-ChIP Technik in unterschiedlichen Antirrhinum Bltengeweben
erbrachte den Nachweis einer direkten Interaktion von DEF/GLO mit einem GLO
Promotorbereich (,GLO-1"), der die in vitro gebundenen CArG-Box Motive CArG2
und CArG3 umschlie¥ und zwischen -288 wund -1 stromaufwarts des
Transkriptionsstarts lokalisiert ist.

Der Gehalt an diesem Promotorfragment war in X-ChlP Experimenten circa 20-fach
erhdht verglichen mit nicht von DEF/GLO gebundenen DNA-Sequenzen (,GLO-3",
»,RAN3*). Der Nachweis Uber die spezifische Anreicherung des GLO Promotor-
fragments ,,GLO-1" wurde als positive Kontrolle fir den erfolgreichen Verlauf weiterer
X-ChlIP Experimente verwendet. Der Sequenzabschnitt ,GLO-3 wurde nicht gebunden
und konnte ebenso wie die ,RAN3" Sequenz als negative Kontrolle verwendet werden.

3.3.2 Uberpriifung einer direkten Interaktion des DEF Promotors mit DEF/GLO

Chromatin Immunoprazipitationen wurden mit Antirrhinum Infloreszenzen und dem
anti-DEF Serum D39/2 durchgefihrt. Die immunoprézipitierte DNA wurde auf die
Anreicherung von zwei 500 bp langen genomischen DEF Fragmenten (,DEF-1%,
,DEF-2") untersucht (Abb. 3.5 a@). Ein DEF Promotorfragment (,DEF-1*), das die
CArG-Box umschlief¥, wurde im Vergleich zur Negativkontrolle mit Pr&immunserum
schwach angereichert. Ein weit stromabwaérts im 3’-kodierenden Bereich des DEF Gens
lokalisiertes Fragment (,DEF-2*) war sowohl in Immunoprézipitationen mit anti-DEF
Serum as auch in der Negativkontrolle mit Prammunserum in geringen
Konzentrationen vorhanden (Abb. 3.5 b).

Organ-spezifische X-ChlP Experimente wurden mit fixierten Petalen und Stamina unter
Verwendung des anti-DEF Serums D39/2 durchgefihrt. Die immunoprazipitierte DNA
wurde auf eine Anreicherung des ,DEF-1* Promotorfragments und des ,DEF-2¢
Fragments mittels PCR untersucht. Im Vergleich zur Negativkontrolle mit
Praimmunserum wurde in beiden Experimenten eine Anreicherung des ,DEF-1*
Promotorfragments nachgewiesen (Abb. 3.5 ¢, d). Ausgehend von Petalenmaterial
wurden zudem geringe Konzentrationen des ,DEF-2° Fragments festgestellt
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(Abb. 3.5 c¢). In Chromatin Immunoprézipitationen, die mit Stamenmaterial
durchgefuhrt wurden, wurde eine schwache Anreicherung des ,DEF-1°
Sequenzabschnitts im Vergleich zu dem ,DEF-2“ Fragment beobachtet (Abb. 3.5 d).

Die PCR-Kontrollen auf genomische Antirrhinum DNA zeigten, dal}3 die PCR-

Amplifikation der verschiedenen DEF Fragmente vergleichbar war.

Die Konzentration des ,,DEF-1* Promotorfragments im Vergleich zu dem in vivo von
DEF/GLO gebundenen ,,GLO-1“ Promotorfragment ist deutlich geringer. So betrug die
Ausbeute an PCR-Produkt fur das ,GLO-1“ Promotorfragment zwischen 100 ng und
200 ng wahrend nur 10 ng — 25 ng an ,DEF-1* Promotorfragment erhalten wurden.
Diese schwéachere Anreicherung des ,DEF-1“ Promotorfragments erschwert Aussagen
Uber eine Bindung des DEF Promotors durch DEF/GLO.

3.4  Uberpriifung putativer DEF Zielgene auf eine in vivo Bindung von
DEF/GLO

Die Etablierung der X-ChIP Technik ermoglichte die Uberpriffung einer in vivo
Bindung von DEF/GLO an putative DEF Zielgene, die bereits in der Vergangenheit
mittels unterschiedlicher Ansétze isoliert wurden.

Abbildung 3.5 (folgende Seite): Chromatin |mmunopr ézipitationen zur Uber priifung einer in vivo

I nteraktion von DEF/GLO mit dem DEF Promotor.

a) Skizzierung der Lage und Grof3e der PCR-amplifizierten DNA-Fragmente im genomischen DEF
Lokus. Die CArG-Box und das Startkodon sind angegeben. Der Inverted Repeat ist dunkelgrau,
Sequenzen im kodierenden Bereich sind hellgrau hinterlegt.

b) DEF-DNA Komplexe wurden mit dem anti-DEF D39/2 Serum (+) aus fixierten Antirrhinum
Wildtyp Infloreszenzen immunoprézipitiert und die aufgereinigte DNA auf eine Anreicherung
von DEF Sequenzen in einer PCR mit den unter a) gezeigten Primern untersucht.
Negativkontrollen wurden mit dem Préimmunserum durchgefihrt (-). In den PCR-Kontrollen
wurden 20 ng genomische Antirrhinum DNA als Matrize (+) bzw. dH,O (-) eingesetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1,3%igem Agarosegel.

c),d) Ausgehend von fixierten Petalen (c) und Stamina (d) wurden Chromatin Immunopréazipitationen

wie unter b) beschrieben durchgefuhrt.
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Die Promotoren von drei Transkriptionsfaktoren (DEFH125, DEFH84 und MIXTA)
waren bekannt (Zachgo, 1995; P. Huijser und S. Zachgo, unverdffentlichte Daten;
C. Martin, unveroffentlichte Daten) und wurden auf eine direkte Regulation durch
DEF/GLO mittels Chromatin Immunopréazipitation untersucht.

341 DEFH125 - en Pollen-spezifisch exprimierter MADS-Box
Transkriptionsfaktor unterliegt einer direkten negativen Kontrolle durch
DEF/GLO

Die Isolierung des DEFH125 Gens erfolgte in einem Versuchsansatz mit der
Zielsetzung MADS-Box Gene, die in die Regulation der Stamenorganogenese
involviert sind, zu identifizieren. Hierzu wurden Stamina von 10 mm grof3en
Antirrhinum Knospen as Ausgangsmaterial zur Konstruktion einer cDNA-Bank
eingesetzt und diese mit MADS-Box spezifischen DNA-Sonden durchmustert. In situ
Expressionsanalysen des DEFH125 Gens und Immunolokalisierungen des DEFH125
Proteins zeigten, dal3 DEFH125 tberwiegend in Pollen wahrend der Mikrosporogenese
exprimiert wird (Zachgo et a., 1997). In diesem Gewebe wird DEF nicht exprimiert
(Schwarz-Sommer et al., 1992).

Die komplementédren Expressionsmuster von DEF und DEFH125 weisen auf eine
potentielle direkte Kontrolle der DEFH125 Expression durch DEF/GLO hin. Um eine
maogliche Regulation durch DEF/GLO zu untersuchen, wurde der DEFH125 Promotor
isoliert (Zachgo, 1995). Zwischen den Positionen — 790 bis — 94 relativ zum Startkodon
wurden vier CArG-Boxen und ein Mef2-ghnliches Motiv identifiziert (Abb. 3.6 a). Die
in vivo Bindung von DEF/GLO an diese Sequenzabschnitte wirde zu einer

Anreicherung dieser Sequenzen in X-ChlP Experimenten fuhren.

Mit dem anti-DEF Serum D39/2 wurde DNA aus Antirrhinum Infloreszenzen, Petalen
und Stamina immunopréazipitiert. Die DNA wurde mittels PCR auf die Anreicherung
von Sequenzabschnitten des proximalen DEFH125 Promotors (,,125-1%, ,,125-2") und
auf eine von diesen Sequenzen weiter entfernt gelegene Promotorregion (,,125-3%)
untersucht (Abb. 3.6 @).
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Wie Abbildung 3.6 b) zu entnehmen ist, wurde in immunoprézipitierter DNA aus
jungen Wildtyp Infloreszenzen eine geringfligige Anreicherung der Promotorfragmente
,125-1“ und ,125-2“ im Vergleich zu der Negativkontrolle mit Praimmunserum und
dem weiter stromaufwérts im DEFH125 Promotor gelegenen Fragment ,125-3*
festgestellt. In X-ChIP Experimenten mit fixierten Infloreszenzen der def Nullmutante
def-177b war keine Anreicherung dieser Fragmente im Vergleich zum Prammunserum
und zum Promotorfragment ,,125-3“ zu erkennen.

Die Bindung von DEF/GLO an den DEFH125 Promotor wurde Organ-spezifisch
mittels X-ChIP Analysen in Petalen und Staminaim Entwicklungsstadium 3 untersucht.
Es wurde eine etwa 15-fache Anreicherung der DEFH125 Promotorfragmente ,125-1%
und ,125-2* im Vergleich zu dem Promotorfragment ,,125-3“, das nur in geringen
Konzentrationen in immunoprazipitierter DNA vorhanden war, festgestellt
(Abb. 3.6 c, d). In den entsprechenden Negativkontrollen mit Préimmunserum wurden
diese Sequenzen nur in geringen Mengen nachgewiesen bzw. die Konzentrationen an
diesen Sequenzen war unterhalb der Detektionsgrenze (Abb. 3.6 ¢, d).

Diese Ergebnisse zeigen, dal3 DEF/GLO den DEFH125 Promotor in einem 1 kb langen
Bereich oberhab des Startkodons in vivo bindet und daf3 diese Interaktion vom
Entwicklungsstadium abhéngig ist.

Abbildung 3.6 (folgende Seite): In vivo I nteraktion von DEF/GL O mit dem DEFH 125 Promotor

a) Skizze der DEFH125 Promotorregion. Die Lagen und Grélen der amplifizierten
Promotorfragmente sind eingezeichnet. Putative CArG-Box Motive und das Startkodon sind
angegeben. Der Inverted Repeat ist grau unterlegt.

b) Ausgehend von fixierten Antirrhinum Infloreszenzen von Wildtyp und def Nullmutanten Linien
wurden X-ChlP Experimente mit dem anti-DEF Serum D39/2 (+) und dem Praimmunserum (-)
durchgefiihrt. Die immunoprézipitierte DNA wurde mittels PCR mit den unter @) skizzierten
Primern auf die Anreicherung von DEFH125 Promotorfragmenten untersucht. Die PCR-
Kontrollen wurden mit 20 ng genomischer Antirrhinum DNA (+) und dH,O (-) durchgefuhrt.
Die PCR-Produkte wurden in einem 1,3%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angeférbt.

c),d) X-ChIP Experimente wurden wie unter b) beschrieben mit Petalen (c) und Stamina (d)
durchgefhrt.
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3.4.2 X-ChlP Untersuchungen des DEFH84 Promotors

Das DEFH84 Gen wurde aus einer subtrahierten cONA-Bank, die unter Verwendung
von jungen Infloreszenzen der Temperatur-sensitiven def-101 Mutante hergestellt
wurde, als potentielles DEF Zielgen isoliert (S. Zachgo, unverdffentlichte Daten).
Northern Blot Analysen zeigten, da die Expresson des MADS-Box
Transkriptionsfaktors DEFH84 mit der von DEF negativ korreliert ist. In in situ
Analysen wurde die Expression von DEFH84 in dteren Knospen in basalen Bereichen
der Petalen und Stamina nachgewiesen. In diesen Entwicklungsstadien wird DEF in
basalen Bereichen des zweiten und dritten BlUtenwirtels nur sehr schwach exprimiert
(S. Zachgo, personliche Mitteilung). Die komplementéren Expressionsmuster von DEF
und DEFH84 und acht putative CArG-Box Motive im DEFH84 Promotor (Abb. 3.7 a)
deuten eine mogliche direkte Kontrolle durch DEF/GLO an.

Die Frage, ob die negative Regulation durch DEF, die auf Expressionsebene
nachgewiesen wurde, auf einer direkten Interaktion des DEFH84 Promotors mit
DEF/GLO beruht, wurde mittels der X-ChlP Methode untersucht (Abb. 3.7 b). Die
Immunoprézipitation von DEF-DNA Komplexen aus Antirrhinum Infloreszenzen
erbrachte nur eine schwache Anreicherung des DEFH84 Promotorfragments ,,84-1"
relativ zur Negativkontrolle mit Praimmunserum und zum Promotorfragment ,,84-2“. In
Petalen-spezifischen X-ChIP Experimenten wurde ebenfalls nur eine schwache
Anreicherung von DEFH84 Promotorsequenzen beobachtet (Abb. 3.7 ¢). Die geringe
Konzentrationen dieser Sequenzen war mit der Menge an DNA-Sequenzen
vergleichbar, die unspezifisch erfasst wurden (vgl. Abschn. 3.3.1).

Diese Ergebnisse lassen keine eindeutige Aussage dartiber zu, ob der negative Effekt
von DEF auf die DEFH84 Expression auf eine direkte Interaktion von DEF/GLO mit
dem DEFH84 Promotor zurlickzufihren ist.
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3.4.3 X-ChIP Analyse des MIXTA Promotors

MIXTA ist ein Myb-Transkriptionsfaktor, der die Bildung von konischen Zellen in der
L1 Zellschicht der inneren Petalenepidermis steuert (Noda et al., 1994). Die MIXTA
Expression wird erst spéat wahrend der Petalenentwicklung induziert. In vitro Daten
deuten auf eine Interaktion von DEF/GLO mit dem MIXTA Promotor hin (Martin et al.,
2002). Ein etwa 700 bp langer MIXTA Promotorbereich, der ein CArG-Box Motiv
umfasst, wurde in Petalen-spezifischen X-ChlP Experimenten auf eine Interaktion mit
DEF/GLO untersucht. Es wurde nur eine sehr schwache Anreicherung dieses
Promotorfragments festgestellt, das wahrscheinlich auf das Erfassen von unspezifischer
DNA zurlckzufiihren ist (Abb. 3.7d).

3.4.4 Identifizierung von direkten DEF Zielgenen mittels Kombination von

Expression Profiling Daten und Chromatin | mmunopr azipitationen

def-101 ist eine Temperatur-sensitive def Mutante. Die Mutante bildet in der
permissiven Temperatur (15°C) Bliten aus, die dhnlich den Bliten von Wildtyp-
Pflanzen sind. Werden die Pflanzen dagegen bel 26°C gezogen, fuhrt dies zu einem
anndhernd vollstdndigen Verlust der DEF Funktion und zur Ausprégung eines
Phanotyps, der der def Nullmutante gleicht. Diese Mutation kann dazu genutzt werden,
die DEF Funktion in vivo ab- bzw. anzuschalten und die hierdurch verursachten Effekte
auf die Transkription von Zielgenen zu anaysieren (Schwarz-Sommer et al., 1992;
Zachgo et a., 1995).

Abbildung 3.7 (folgende Seite): X-ChlP Analyse von DEFH84 und MIXTA

a) Schematische Darstellung des DEFH84 Promotors. Putative CArG-Boxen, das Startkodon und
der Inverted Repeat (hellgrau) sind eingezeichnet.

b),c) X-ChIP Experimente wurden mit Infloreszenzen von Wildtyp und def Nullmutanten Linien (b)
und Petalen im Entwicklungsstadium 3 () as Ausgangsmaterial durchgeftihrt. Die mit dem
anti-DEF Serum D39/2 immunoprézipitierte DNA wurde mittels PCR auf die Anreicherung der
unter a) gezeigten DEFH84 Promotorfragmente untersucht. Die PCR-Produkte wurden in einem
1,3%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeférbt.

d) Mit dem anti-DEF Serum D39/2 aus Petalen immunopréazipitierte DNA wurde mittels PCR auf

das Vorhandensein eines ~ 700 bp langen MIXTA Promotorbereichs untersucht.
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Unter Verwendung von Petalenmaterial im Entwicklungsstadium 3 der def-101 Mutante
identifizierte Frau Melanie Bey im Rahmen ihrer Doktorarbeit mittels Expression
Profiling Studien Gene, deren Expression durch die Reduktion der DEF Funktion
positiv oder negativ beeinflusst wurde. Mittels der RAGE Technik wurden von ihr
Promotorbereiche von funf Genen, die eine starke und schnelle Reaktion auf die
Reduktion der DEF Funktion zeigten, isoliert und auf CArG-Box Motive untersucht. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Promotoren dieser Zielgene einer X-ChlP Analyse
unterzogen, um diese Gene as direkte oder indirekte DEF Zielgene einordnen zu

konnen.

3.4.4.1Die Expression des Gens DEFTupl unterliegt einer positiven direkten
Kontrolle durch DEF/GLO

Die Expression Profiling Studien fihrten zur Identifizierung des DEF Target up-
regulated 1 (DEFTupl) Gens, dessen Expression durch DEF positiv reguliert wird. Die
Aminosiuresequenz  zeigt eine hohe Ubereingtimmung mit Extensin-dhnlichen
Proteinen. DEFTupl wird in unterschiedlichen vegetativen und floralen Organen
exprimiert. In Blitenorganen wurde eine ausgesprochen starke Expression in Petalen
und Stamina, eine etwas schwéchere in Karpellen nachgewiesen (M. Bey, personliche

Mitteilung).

Ein 2,85 kb langer DEFTupl Promotorbereich besitzt zahlreiche putative CArG-Box
Elemente (M. Bey, personliche Mitteilung). Einige Bereiche des DEFTupl Promotors
wurden in X-ChlP Experimenten auf die Bindung mit DEF/GL O untersucht.

Hierfir wurde DNA aus Antirrhinum Petalen und Stamina im Entwicklungsstadium 3
mit dem anti-DEF Serum D39/2 immunoprazipitiert und die Anreicherung von drei
~500 bp langen DEFTupl Promotorbereichen (,Dupl-1“, ,Dupl-2“, ,Dupl-3“) mittels
PCR Uberpriift. Die Promotorbereiche ,Dupl-1° und ,Dupl-2* wurden in
immunoprézipitierter DNA im Vergleich zur Negativkontrolle mit Praimmunserum und
zu dem Promotorfragment , Dup-3" stark angereichert (Abb. 3.8 a-c).
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Dieses Ergebnis beweist eine direkte in vivo Interaktion von DEF/GLO mit distinkten
Bereichen des DEFTupl Promotors und liefert damit den Nachweis, dal3 DEFTupl ein
direktes DEF Zielgenist.

3.4.4.2 Uberprufung der Gene DEFTdown2 und DEFTdown3 auf eine direkte
I nteraktion mit DEF/GLO

Die Gene DEF Target down-regulated 2 und 3 (DEFTdown2, DEFTdown3) wurden als
negativ regulierte DEF Zielgene in Expression Profiling Studien mit der def-101
Mutante identifiziert. DEFTdown3 kodiert ein hypothetisches Protein und wird in alen
Organen exprimiert. Jedoch wurden deutliche Unterschiede in der Expressionsstarke in
unterschiedlichen Organen beobachtet. In floralen Organen wird DEFTdown3 stark in
Sepalen und wesentlich schwécher in Petalen, Stamina und Karpellen exprimiert. Das
DEFTdown2 Gen zeigt auf Aminosiureebene hohe Ahnlichkeit zu R-Glukosidasen. Die
Expression des DEFTdown2 Gens ist rdumlich begrenzt: es wird ausschliefdlich im
ersten und vierten Wirtel exprimiert (M. Bey, personliche Mitteilung).

Abbildung 3.8 (folgende Seite): X-ChlP Analysen von DEF Zielgenen, die mittels Expression

Profiling identifiziert wurden.

a) Abbildung des DEFTupl Promotors. Die eingezeichneten Promotorfragmente wurden in
Chromatin Immunoprazipitationen auf eine direkte Bindung von DEF/GL O untersucht.

b) Petalen-spezifische X-ChlP Experimente wurden mit dem anti-DEF Serum D39/2 (+) bzw. mit
Praéimmunserum (-) durchgefihrt. In einer PCR wurden die unter a) abgebildeten DEFTupl
Promotorfragmente amplifiziert, die PCR-Produkte in einem 1,3%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeférbt. In den PCR-Kontrollen
wurden 20 ng genomische Antirrhinum DNA (+) oder dH,O (-) eingesetzt.

c) Aus Stamina im Entwicklungsstadium 3 wurde Chromatin mit dem anti-DEF Serum D39/2
immunopréazipitiert (+) und mittels PCR auf die Anreicherung von DEFTupl
Promotorfragmenten im Vergleich zur Negativkontrolle mit Préimmunserum (-) untersucht.

d) Skizzen der DEFTdown3 und DEFTdown2 Promotoren.

€ X-ChIP Experimente wurden mit Petalen unter Verwendung des anti-DEF Serums D39/2 (+)
und des Praimmunserums (-) durchgefihrt und die immunoprézipitierte DNA wurde auf die
Anreicherung der unter d) gezeigten DEFTdown3 und DEFTdown2 Promotorfragmente mittels
PCR untersucht.
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In X-ChIP Analysen mit Petalen und Stamina im Entwicklungsstadium 3 und dem anti-
DEF Serum D39/2 wurden Promotorregionen beider Gene auf eine direkte Assoziation
mit DEF/GLO untersucht (Abb. 3.8 d, €). Eine schwache Anreicherung des Promotor-
fragments ,,Dd3-2" des DEFTdown3 Gens wurde im Vergleich zur Negativkontrolle mit
Préimmunserum und zum  Promotorfragment ,Dd3-1"  festgestellt. Die
K onzentrationsunterschiede dieser Promotorfragmente waren jedoch gering, so dal3 eine
in vivo Bindung von DEF/GLO an diese Sequenzen nicht zweifelsfrei ermittelt werden

konnte.

Der isolierte DEFTdown2 Promotorbereich umfasste etwa 600 bp und enthielt ein
CArG-Box Element. Die PCR-Amplifikation von immunoprézipitierter DNA mit
DEFTdown2-spezifischen Primern resultierte in einer schwachen Anreicherung dieses
Promotorfragments im Vergleich zur Negativkontrolle mit Prémmunserum
(Abb. 3.8 €). Die leicht erhohte Konzentration des DEFTdown2 Promotors in
immunoprézipitierter DNA kann ein Hinweis auf eine direkte Interaktion sein. Um dies
mit Sicherheit nachweisen zu kénnen, mifdte Uber die bereits isolierte 600 bp lange
Promotorregion ein grof3erer Promotorbereich mittels X-ChlP untersucht werden.

Promotorsequenzen der Gene DEF Target up-regulated 2 (DEFTup2) und DEF Target
down-regulated 1 (DEFTdownl) wurden in Petalen-spezifischen X-ChlP Experimenten
nicht eindeutig angereichert.

3.5 Herstellung von Bakterien-Banken mit immunopré&zipitierter DNA zur
I solierung neuer DEF Zielgensequenzen

Eine Anzahl von DEF Zielgenen wurde durch den Einsatz unterschiedlicher Methoden
isoliert. Diese Zielgene werden auf Expressionsebene positiv oder negativ von DEF
reguliert und konnen durch die Anwendung der X-ChIP Technik auf eine direkte
Interaktion mit DEF/GLO untersucht werden, wie die vorangegangenen
Untersuchungen zeigten. Jedoch wurde fir die meisten dieser Zielgene eine Kontrolle
durch DEF in spéateren Entwicklungsstadien diskutiert, wahrend Informationen Uber
frihere Steuerungsprozesse fehlen. Zur Isolierung von DEF Zielsequenzen, die wahrend
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der frihen Entwicklung des zweiten und dritten Wirtels von DEF/GLO gebunden
werden, wurde aus Antirrhinum Infloreszenzen immunopréazipitierte DNA  zur

Herstellung von Bakterien-Banken verwendet.

Aus fixierten Antirrhinum Infloreszenzen wurde mit einem anti-DEF Serum (SA12)
Chromatin immunoprézipitiert. Die Spezifitdée der Chromatin Immunoprazipitation
wurde durch den Nachwels einer Anreicherung des in vivo gebundenen ,GLO-1*
Promotorfragments erbracht. Somit waren die immunoprézipitierten DNA-Fragmente
fir DEF Zielgene angereichert. Um gentigend DNA fur die Klonierung zu erhalten,
wurden an die immunoprézipitierten DNA-Fragmente Adapter ligiert und die
Sequenzen mittels PCR amplifiziert. Als Negativkontrolle wurden paralel X-ChiP
Experimente mit Prammunserum unter den gleichen Versuchsbedingungen
durchgefuhrt. Die elektrophoretische Auftrennung eines Aliquots der PCR-
amplifizierten DNA-Fragmente zeigte, dal? die Immunoprézipitation unter Verwendung
des anti-DEF Serums SA12 einen deutlich hoheren DNA-Gehalt aufwies als die
I mmunoprézipitation mit dem entsprechenden Prammunserum. Die PCR-amplifizierten
DNA-Sequenzen wurden in den pCR2.1-TOPO Vektor integriert und zur Herstellung
einer Bakterien-Bank (075) eingesetzt. Diese Bank enthielt etwa 3800 Einzelkolonien,
die auf Nitrocellulosefilter Ubertragen wurden. Die Bank wurde durch die
Hybridiserung der Filter mit radioaktiv markierten ,GLO-1* und ,DEF-1*
Promotorfragmenten auf die quantitative Reprasentation dieser Sequenzen untersucht.
Es wurden keine Hybridisierungssignal e detektiert (nicht gezeigt).

Zur Untersuchung einer grofReren Anzahl von immunoprazipitierten DNA-Fragmenten
auf die Anreicherung spezifischer DNA-Sequenzen wurde eine Bakterien-Bank mit dem
anti-DEF Serum D39/2 nach dem oben beschriebenen Verfahren hergestellt (Abb. 3.9 a,
b). Diese Bakterien-Bank (078) umfaldte ungeféhr 6100 Einzelkolonien und wurde mit
radioaktiv markierten Sonden auf den Gehalt an GLO und DEF Promotorsequenzen
durchmustert. Es wurde kein Klon identifiziert, der diese Sequenzen integriert hatte.

Anschlief3end wurden die Banken auf spezifisch angereicherte, noch unbekannte DEF
Zielsequenzen untersucht. Filter von beiden Bakterien-Banken wurden mit radioaktiv
markierten Sonden, die den Gesamt-DNA-Gehalt eines X-ChlP Experiments nach der
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Adapter-vermittelten PCR-Amplifikation reprasentierten, hybridisiert (Abb. 3.9 ¢). Als
,positive” Sonde wurden Adapter-ligierte PCR-amplifizierte DNA-Sequenzen
eingesetzt, die mit einem anti-DEF Serum (SA12 oder D39/2) immunoprazipitiert
wurden. Um eine Unterscheidung zwischen spezifisch angereicherten und unspezifisch
erfassten DNA-Sequenzen zu erméglichen, wurden die Filter mit einer , negativen®
Sonde hybridisiert. Diese Sonde enthielt PCR-amplifizierte DNA-Sequenzen der
Negativkontrolle mit Préimmunserum. Abbildung 3.9 zeigt die Vorgehensweise zur
Herstellung der Bakterien-Banken und das Ergebnis der Durchmusterung der Bank 078
auf gspezifisch angereicherte DNA-Sequenzen. Dreildig Klone der Bank 078 zeigten
Hybridisierungssignale sowohl mit der positiven als auch mit der negativen Sonde und
waren somit als falsche Positive einzuordnen (Abb. 3.9 ¢). Um zu Uberprifen, welche
DNA-Sequenzen die falschen Positiven reprasentierten, wurden die in den Vektor
integrierten DNA-Fragmente mittels PCR amplifiziert und funf Klone sequenziert. Die
Sequenzanalyse zeigte, dal3 die DNA-Fragmente repetitive Sequenzen (Satelliten-DNA)
enthielten. Die DNA-Fragmente hatten Grofen von 05 — 1,6 kb mit ener
durchschnittlichen Lénge von ca. 0,6 kb. Aufgrund der verwendeten Fixierungs- und
Ultraschallbedingungen entsprach diese Fragmentgrof3e den Erwartungen. Mittels der
Hybridiserung wurde kein Klon detektiert, der ausschliefdlich ein Signal mit der
positiven Sonde zeigte. Somit war die Isolierung neuer DEF Zielsequenzen durch die
hier beschriebene Klonierung von immunoprézipitierter DNA nicht moglich. Um neue
direkte DEF Zielgene zu isolieren, miissen daher Anderungen am X-ChIP Protokoll
vorgenommen werden, auf die in Abschn. 4.6.3 ausfihrlich eingegangen wird.

Abbildung 3.9 (folgende Seite): Herstellung und Analyse einer Bakterien-Bank mit
immunopr &zipitierter DNA

Aus jungen Antirrhinum Infloreszenzen wurden DEF-DNA Komplexe mit dem anti-DEF Serum D39/2
immunoprézipitiert (+). Negativkontrollen wurden mit dem Prdimmunserum durchgefiihrt (-). Die
Spezifitdt der Chromatin Immunoprézipitation wurde durch die Anreicherung des ,GLO-1°
Promotorfragments dokumentiert (a). Adapter wurden an die immunoprazipitierten DNA-Fragmente
ligiert und diese Sequenzen mittels PCR amplifiziert. Als Kontrollen wurden Ligationsreaktionen und
PCRs unter den gleichen Bedingungen mit 1 ng und 0,1 ng fragmentierter genomischer Antirrhinum
DNA durchgefihrt (b). Die DNA-Sequenzen wurden in den pCR2.1-TOPO Vektor integriert und E. coli
Zellen mit diesen Konstrukten transformiert. Ca. 6100 einzelne Kolonien wurden auf die Anreicherung
bestimmter DNA-Fragmente durch die Hybridisierung mit den unter b) angegebenen Sonden untersucht
(c). Die Grofie der integrierten DNA-Sequenzen der falschen Positiven wurde mittels PCR Uberprift (d).
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4 Diskussion

Die Antirrhinum Blite ist aus vier unterschiedlichen Organen aufgebaut, die in
konzentrischen Wirteln angeordnet sind und bestimmte Funktionen wahrend des
reproduktiven  Wachstums ausiben. Die MADS-Box Transkriptionsfaktoren
DEFICIENS und GLOBOSA sind die Schlusselregulatoren fur die Determination der
Petalen und Stamina. Obwohl die DEF und GLO Funktionen intensiv untersucht
wurden, ist noch unklar, welche Gene an der Realisierung des regulatorischen Potentials
beteiligt sind. Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von DEF Zielgenen, um die
Steuerungsprozesse, die der Petalen- und Staminaentwicklung in Antirrhinum zugrunde

liegen, besser zu verstehen.

4.1  Methoden zur ldentifizierung von DEF Zielgenen

Um die Wirkung von Transkriptionsfaktoren auf die Expression ihrer Zielgene zu
untersuchen, gibt es unterschiedliche Strategien. Anderungen in der Zusammensetzung
der mRNA Population in Abhéngigkeit von einer Genfunktion kdnnen Aufschlufd tber
Gene liefern, die von einem Transkriptionsfaktor in ihrer Expression reguliert werden.
Dieses als Expression Profiling bezeichnete Verfahren fuhrt zur Identifizierung von
indirekten und direkten Zielgenen und wurde beispielsweise angewandt, um Zielgene
der MADS-Box Transkriptionsfaktoren AP3 und Pl aus Arabidopsis zu ermitteln (Zik
und Irish, 2003).

Bel induzierbaren Systemen, z.B. bei Temperatur-sensitiven Allelen, kann eine
Genfunktion zu einem definierten Zeitpunkt in vivo reguliert werden. Die Verwendung
derartiger Systeme gestattet Rickschlisse auf Gene, deren Expressionsniveau in
kurzem zeitlichen Abstand durch die Aktivitétsanderung eines Transkriptionsfaktors
beeinfluf® wird und die daher Kandidaten fur eine direkte Kontrolle durch den
untersuchten Faktor darstellen. Die Anderung im Expressionsverhalten dieser Gene
kann jedoch auch durch andere Faktoren, die in einem regulatorischen Netzwerk weiter

unterhalb von direkt regulierten Genen liegen, verursacht werden. Diese indirekten
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Effekte konnen durch die posttrandationale Aktivierung eines Transkriptionsfaktors
und gleichzeitiger Blockierung der Proteinsynthese umgangen  werden.
Posttrandlationale  Anderungen konnen beispielsweise die Trandokation des
untersuchten Faktors vom Zytoplasma in den Zellkern zu einem bestimmten Zeitpunkt
steuern. Diese Strategie wird in Pflanzen zur Isolierung direkter Zielgene angewandt
und basiert auf der Ausprégung einer posttrandationalen Fusion des untersuchten
Transkriptionsfaktors mit einer Doméne des Glukocorticoid Rezeptors. Wéahrend des
Wachstums werden die Fusionsproteine im Zytoplasma angereichert. Durch die Zugabe
eines Steroids gelangen die Fusionsproteine in den Zellkern und gleichzeitig wird die
Synthese neuer Proteine durch die Zugabe von Cyclohexamid verhindert. Als Folge
kénnen nur direkte Zielgene transkribiert werden. Mit dieser Technik wurde in
Arabidopsis ein direktes Zielgen der MADS-Box Transkriptionsfaktoren AP3/PI isoliert
(Sablowski und Meyerowitz, 1998).

Eine weitere Mdoglichkeit zur Ermittelung der von einem Transkriptionsfaktor
regulierten Zielgene ist die experimentelle Bestimmung des DNA-Motivs, das
bevorzugt von diesem Faktor gebunden wird (,binding site selection). Das
AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15) Gen wird in Arabidopsis Embryonen exprimiert (Heck et
al., 1995; Perry et a., 1996; Perry et a., 1999). Die Identifizierung eines von AGL15 in
vitro mit hoher Affinitdt gebundenen CArG-Box Motivs ermgglichte die in silico
Durchmusterung des Arabidopsis Genoms mit diesem Sequenzmotiv. Auf diese Weise
wurde eine Gensegquenz ermittelt, die mit X-ChlP Analysen auf eine in vivo Interaktion
mit AGL 15 untersucht wurde (Tang und Perry, 2003). Voraussetzung fir diese Methode
ist, dai’ das Genom des untersuchten Organismus sequenziert ist. Daher beschrankt sich
diese Anwendung in Pflanzen momentan auf Arabidopsis.

Zur ldentifizierung von DEF Zielgenen in Antirrhinum wurden zwei Techniken
kombiniert. Die Etablierung der X-ChIP Technik in Antirrhinum erméglichte die
Untersuchung bekannter potentieller DEF Zielgene auf eine direkte Kontrolle durch
DEF/GLO. Expression Profiling Studien fuhrten zur globalen Identifizierung von
direkten und indirekten Zielgenen, die im Petalenstadium 3 von DEF reguliert werden.
Der Nachwels Uber eine direkte in vivo Bindung von DEF an Promotorsequenzen dieser
Zielgene kann mittels X-ChlP Analyse erbracht werden. Dariiber hinaus wurde durch
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die Etablierung der X-ChlP Methode die Grundlage zur Isolierung neuer direkter DEF
Zielsequenzen geschaffen.

4.1.1 Die X-ChIP Technik zur Untersuchung von Protein-DNA Interaktionen in
Pflanzen

Eine Anwendungsmoglichkeit der X-ChlP Technik ist die Analyse der Bindungen
DNA-assoziierter Proteine an bekannte putative Zielsequenzen. Die Identifizierung
distinkter von einem Protein gebundener DNA-Bereiche erfolgt hierbei durch den
Nachweis der Anreicherung dieser Sequenzen in immunoprézipitierter DNA mittels
PCR-Analyse.

Dieser Versuchsansatz wurde in letzter Zeit vermehrt auch in pflanzlichen Systemen
eingesetzt. Beispielsweise wurde in Arabidopsis Zellkulturen die Bindung von Heat
Shock Proteinen an Heat Shock Promotoren untersucht und ausgehend von Nicotiana
tabacum Zellkulturen wurden funktionale Promotorbindungsstellen eines Stref3-
induzierbaren b-ZIP Transkriptionsfaktors identifiziert (Zhang et a., 2001; Johnson et
a., 2001). Aus Arabidopss Keimlingen wurde mittels Chromatin
Immunoprazipitationen mit zwei unterschiedlichen anti-Histon H3 Antikorpern gezeigt,
dal3 das Gen DDM1 die Methylierung des Histons H3 steuert. Das Methylierungsmuster
des Histons H3 hat direkten Einflul auf die DNA-Methylierung und somit auf die
Bildung heterochromosomaler Bereiche (Gendrel et al., 2002).

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit der X-ChlIP Technik ist die Isolierung noch
unbekannter Zielsequenzen durch die Klonierung immunoprézipitierter DNA-
Fragmente. Bisher liegen erst zwel Studien vor, die die Isolierung von Zielgenen
homootischer Transkriptionsfaktoren aus pflanzlichen Systemen mittels X-ChiP
beschreiben. Als direktes Zielgen des MADS-Box Transkriptionsfaktors AG wurde eine
Serin/Threonin Kinase aus Arabidopsis Bluten mittels Chromatin Immunoprézipitation
und Klonierung der immunoprézipitierten DNA-Fragmente isoliert. Das isolierte
Fragment dieser Serin/Threonin Kinase liegt in einem weit stromabwarts lokalisierten
Intron und besitzt ein putatives CArG-Box Element, das von AG in vitro gebunden



4 Diskussion 70

wird. Daher wurde ein negativer Effekt von AG auf die Expression dieser
Serin/Threonin Kinase diskutiert (I1to et al., 1997).

Zwei direkte Zielgene des AGL 15 Proteins, das vorwiegend in Arabidopsis Embryonen
lokalisiert ist, wurden unter Verwendung der X-ChIP Technik aus einer Arabidopsis
Gewebekultur isoliert (Heck et al., 1995; Perry et al., 1996; Perry et al., 1999; Wang et
al., 2002). Die Gewebekultur bestand aus homogenem embryonalem Gewebe, das durch
die Uberexpression des AGL15 Gens einen hohen Gehalt an AGL15 Protein aufwies.
Die Uberprifung dieser Zielgensequenzen in  unabhéngigen Chromatin
Immunoprézipitationen unter Verwendung der embryonalen Gewebekultur und
anschlieffender PCR-Analyse zeigte eine deutliche Anreicherung beider isolierter
Zielsequenzen im Vergleich zu einer nicht von AGL 15 gebundenen Sequenz. Hingegen
fuhrte die Chromatin Immunoprézipitation aus Arabidopsis Infloreszenzen nur zu einer
auRerst schwachen Anreicherung der Zielsequenzen im Vergleich zu der nicht von
AGL15 gebundenen Sequenz (Wang et a., 2002). Offensichtlich war die starke
Expression von AGL15 in der embryonalen Gewebekultur von essentieller Bedeutung
fur die Isolierung der beiden Zielgene. Auffallend ist, dal3 die CArG-Box Motive dieser
Gene von dem bevorzugt von AGL 15 gebundenen DNA-Mativ, wie es mittels ,,binding
site selection” ermittelt wurde, abweichen (Wang et al., 2002; Tang und Perry, 2003).
Dies ist ein Hinweis darauf, dal’3 die Bindungsaffinitét eines Proteins hinsichtlich
bestimmter DNA-Motive modifiziert werden kann, beispielsweise durch die Interaktion

mit weiteren Faktoren.

Die beschriebenen Studien zeigten, dald Chromatin Immunoprézipitationen mit
anschlieffender PCR-Analyse wertvolle Kenntnisse hinsichtlich der Funktion DNA-
bindender Proteine liefern konnen. Im Gegensatz hierzu scheint die Anwendung der
X-ChIP Technik zur Isolierung neuer Zielgene schwierig: so wurde bisher erst eine
geringe Anzahl neuer Zielgene ermittelt.

In Antirrhinum wurden X-ChIP Experimente zur Analyse von DEF Zielgenen mit
unterschiedlichen Blitengeweben durchgefihrt, um eine Unterscheidung zwischen
frihen und spéten direkten DEF Zielgenen zu ermdglichen. Diese Stadien- und Organ-
spezifischen Untersuchungen waren durch die Gréf3e der Antirrhinum Blite méglich.
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Die X-ChIP Analysen mit Petalen im Entwicklungsstadium 3 wurden zudem zur
Erganzung von Expression Profiling Daten eingesetzt. Fir die Identifizierung direkter
DEF Zielgene war die ausgesprochen starke Expression des Gens wéhrend der
Blltenorganogenese von besonderer Bedeutung. So wurde fur Drosophila Embryonen
gezeigt, dald das untersuchte Protein in mindestens 10 % des Gewebes ausgepragt
werden mul3, um eine effiziente X-ChlP Analyse durchfiihren zu kénnen (Walter und
Biggin, 1997).

Zur Fixierung pflanzlichen Materials wurden unterschiedliche methodische Ansétze
verfolgt (Ito et al., 1997; Zhang et a., 2001; Wang et a., 2002; Gendrel et al., 2002).
Kovalente Bindungen zwischen Proteinen und DNA-Sequenzen konnen durch die
Behandlung mit Formaldehyd oder durch die Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht
gebildet werden (Kuo und Allis, 1999). Formaldehyd ist ausgesprochen reaktiv und
kann aufgrund seiner geringen Grof3e das Gewebe schnell durchdringen. Zudem sind
die durch Formaldehyd gebildeten kovalenten Bindungen leicht revertierbar. Die
Bestrahlung mit UV-Licht eignet sich fur Zellkulturen und Kernextrakte und fuhrt zu
einer sehr effizienten Fixierung von Proteinen an die DNA (Toth und Biggin, 2000).
Jedoch verursacht die UV-Strahlung betrachtliche DNA-Sch&den, unter anderem
Einzelstrangbriche. Die Einzelstrangbriche behindern die PCR-Analyse der
immunoprézipitierten DNA-Sequenzen, so dal3 nur kurze DNA-Bereiche mittels PCR
auf eine Anreicherung Uberprift werden konnen (Zhang et a., 2001). In der
vorliegenden Arbeit waren unterschiedliche Kriterien fir die Wahl der
Fixierungsbedingungen ausschlaggebend. Das Material sollte direkt, ohne vorherige
Extraktion der Zellkerne, fixiert werden. Zudem sollten die DNA-Fragmente nach der
Ultraschallbehandlung des fixierten Chromatins eine Lange zwischen 0,4 — 4 kb haben,
um etwa 500 bp lange Promotorbereiche mittels PCR-Analyse erfassen zu konnen. Bei
einer Klonierung von immunopréazipitierten DNA-Sequenzen wirden aufgrund der
Fragmentgrof3e zusétzlich zu regulierenden Bereichen eines Gens eventuell auch
kodierende Regionen abgedeckt und somit die Identifizierung der Gene erleichtert.
Durch die Optimierung einzelner Arbeitsschritte (Fixierung von Antirrhinum Material,
Fragmentierung des fixierten Chromatins, etc.) wurde die X-ChIP Technik fir
Infloreszenzen, Petalen und Staminain Antirrhinum etabliert.
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4.1.2 Die polyklonalen Seren anti-DEF D39/2 und anti-GLO GLO/2 zeigen eine

spezifische Antigenerkennung

Es wurden neue polyklonale anti-DEF und anti-GLO Seren hergestellt. In X-ChIP
Experimenten zeigten eins von vier anti-DEF und eins von zwel anti-GLO Seren eine
spezifische Anreicherung eines 467 bp langen GLO Promotorfragments, welches von
DEF/GLO in vivo erkannt und gebunden wird (vgl. Abschn. 3.2; siehe auch spétere
Diskussionspunkte). Die Spezifitét der Antigenerkennung der anti-DEF und anti-GLO
Seren wurde in unabhadngigen Tests mittels Western Blot Analyse bestétigt. In
Kernextrakten von Antirrhinum Wildtyp Infloreszenzen wurden spezifisch ~ 26 kDa
grof3e DEF bzw. GLO Proteine erkannt. In Kernextrakten der def Nullmutante def-177b
wurden keine DEF und GL O Proteine detektiert.

Im Serum vorhandene unspezifische Antikorper kénnen zur Immunoprézipitation
ebenfalls unspezifischer Proteine fiuhren. Um die Spezifitdt der Chromatin
Immunopréazipitationen zu erhthen, wurden das anti-DEF D39/2 und das anti-GLO
GLO/2 Serum Uber Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die Ausbeuten an
aufgereinigten anti-DEF und anti-GLO Antikdrpern waren fur umfangreiche X-ChiP
Experimente zu gering, so dafd3 polyklonale anti-DEF und anti-GLO Seren fir

Chromatin |mmunoprézipitationen verwendet wurden.

4.2 Uberprifung der autoregulatorischen Mechanismen der spaten GLO und
DEF Expression

Expressionsanalysen der DEF und GLO Gene in unterschiedlichen def und glo Allelen
und in vitro Bindungsstudien von DEF/GLO Heterodimeren mit DEF und GLO
Promotorsequenzen wiesen auf einen direkten autoregulatorischen Mechanismus der
spaten DEF und GLO Expression hin (Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et d.,
1992; Zachgo et al., 1995). Um zu Uberprifen, ob der autoregulatorische M echanismus
der spaten DEF und GLO Expression in der Tat auf einer direkten Interaktion von
DEF/GLO mit Bereichen der DEF und GLO Promotoren beruht, wurden Chromatin
I mmunoprézi pitationen mit anschlieffender PCR-Analyse durchgefiihrt.
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421 DEF/GLO wirkt Uber eine direkte Interaktion mit dem GLO Promotor

aktivierend auf die GLO Expression

Fiir die Uberpriifung einer in vivo Bindung von DEF/GLO an den GLO Promotor wurde
eine 467 bp lange GLO Promotorregion ausgewahlt, die die in vitro von DEF/GLO
gebundenen CArG-Box Motive CArG2 und CArG3 umfasst (,GLO-1“; Trobner et al.,
1992). Die Interaktion von DEF/GLO mit diesem Sequenzabschnitt wurde in vivo mit
der X-ChIP Technik in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht. Durch diese
Untersuchungen wurden zwei Zielsetzungen verfolgt: zum einen sollte der Nachwelis
der DEF/GLO Bindung an den GLO Promotor in vivo erbracht werden und dartber
hinaus der Nachweis Uber die Anreicherung dieser GLO Promotorsequenz al's positive
Kontrolle fir weitere X-ChlP Experimente eingesetzt werden konnen.

Als Kriterium zur Zuordnung von direkten DEF Zielgenen wurde eine Anreicherung
bestimmter Sequenzen im Vergleich zur Negativkontrolle mit Préimmunserum gewahit.
Zusédtzlich mufdte die Konzentration an DEF Zielsequenzen hoher sein als an
Sequenzen, die von DEF/GLO nicht gebunden wurden, beispielsweise ,GLO-3" oder
»,RAN3", die in geringen Konzentrationen in immunoprézipitierter DNA nachgewiesen
wurden. Geringe Mengen an PCR-Produkt (etwa 10 ng), die auf dem Vorhandensein
von unspezifischen Sequenzen basierten, wurden als Hintergrund betrachtet.

DNA wurde mit einem anti-DEF Serum aus unterschiedlichem fixierten Antirrhinum
BllUtenmaterial immunoprézipitiert und mittels PCR auf den Gehalt an unterschiedlichen
GLO Fragmenten untersucht. In jungen Infloreszenzen sowie in Petalen und in Stamina
spaterer Entwicklungsstadien wurde eine in vivo Bindung von DEF/GLO an einen
proximalen GLO Promotorbereich nachgewiesen (,GLO-1"). GLO Promotorregionen,
die das CArGl-Motiv umspannten oder weiter stromaufwérts der DEF/GLO
Bindungsstelle gelegene Sequenzabschnitte wurden in vivo nicht gebunden. Die
Hochregulierung und Aufrechterhaltung der spdten GLO Expression ist somit von der
Bindung von DEF/GL O an proximale Promotorbereiche abhangig.

Durch diese Chromatin Immunoprazipitationen wurde erstmalig nachgewiesen, dal? die
autoregulatorische Kontrolle der spaen GLO Expression auf einer Bindung von
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DEF/GLO an die Motive CArG2 und CArG3 des GLO Promotors beruht. Diese
Interaktion wurde in alen untersuchten Entwicklungsstadien bestétigt.

4.2.2 Multimere Proteinkomplexe sind an der Bindung des GLO Promotors
beteiligt

Verschiedene Studien zeigten, dal3 die DNA-Bindung von MADS-Doméne Proteinen
nicht nur durch dimere, sondern auch durch multimere Komplexe vermittelt wird
(Egea-Cortines et al., 1999; Honma und Goto, 2001). In Antirrhinum zeigte der ternére
Komplex DEF/GLO/SQUA im Vergleich zu den entsprechenden dimeren Komplexen
(DEF/GLO oder SQUA/SQUA) in vitro eine stark erhthte Bindungsaffinitét fir einen
GLO Promotorbereich, der die CArG-Box Motive CArG2 und CArG3 umschlief3t.
Diese Beobachtungen fihrten zu der Annahme, dai3 die Interaktion von DEF/GLO mit
weiteren Faktoren in einer spezifischeren Bindung der Zielsequenzen resultiert (Egea-
Cortines et al., 1999). Daher ist die mittels X-ChIP Analyse nachgewiesene direkte
Interaktion von DEF/GLO mit dem GLO Promotor vermutlich auf einen terndren oder
multimeren Komplex, der DEF/GLO enthdt, zurtckzufthren. Fur die funktional
homologen Proteine in Arabidopsis, AP3 und PI, wurden Interaktionen mit dem Klasse
A Protein AP1 nachgewiesen, die mit dem terndren Komplex DEF/GLO/SQUA in
Antirrhinum vergleichbar sind (Honma und Goto, 2001; Egea-Cortines et al., 1999).
Diese Studien in den entfernt verwandten Spezies Antirrhinum und Arabidopsis weisen
auf konservierte Mechanismen hinsichtlich der Zusammenlagerung verschiedener
MADS-Doméne Proteine in multimeren Komplexen hin.

Voraussetzung fur die Bildung von terndren oder multimeren Komplexen ist die
Kolokalisierung der in den Komplex involvierten Faktoren in tberlappenden Bereichen
der Blite. DEF und GLO werden Uberwiegend im zweiten und dritten BlUtenwirtel
stark exprimiert (Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et a., 1992). Das SQUA Gen
wird frih im floralen Meristem exprimiert. Im Verlaufe weiterer Entwicklungsschritte
wird SQUA in floralen Organen mit Ausnahme des dritten Wirtels exprimiert (Huijser et
al., 1992). Aufgrund der Uberlappenden Lokalisierungen der DEF, GLO und SQUA
Proteine im zweiten Wirtel ist die Bildung eines ternéaren Komplexes dieser Faktoren
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in vivo moglich. Da SQUA nicht im dritten Wirtel exprimiert wird, stellt sich die Frage,
ob weitere Proteine an der mittels X-ChIP nachgewiesenen in vivo Interaktion von
DEF/GLO mit dem GLO Promotor im dritten Wirtel beteiligt sind oder ob DEF/GLO
als Dimer wirkt.

AG, das Klasse C Gen in Arabidopsis, wird im dritten und vierten Wirtel exprimiert und
kontrolliert im dritten Wirtel in Kombination mit den Klasse B Genen die Entwicklung
der Stamina (Yanofsky et al., 1990). Untersuchungen in Hefesystemen zeigten, dai3
dieser kombinatorische Effekt im dritten Wirtel nicht auf eine direkte Interaktion von
AG mit AP3 und PI, sondern auf die Bildung des multimeren Komplexes
AP3/PI/SEP3/AG zurickzufihren ist. In diessm Komplex vermittelt das Klasse E
Protein SEP3 die Interaktion zwischen dem Klasse C Protein AG und den Klasse B
Proteinen AP3 und PI (Honma und Goto, 2001).

Das Antirrhinum Klasse C Protein PLE interagiert nicht direkt mit DEF und GLO (H.
Sommer, unverdffentlichte Daten). Jedoch wurden Interaktionen der Klasse C Proteine
PLE und FAR mit den Klasse E Proteinen DEFH72 und DEFH200 in Hefe-2-Hybrid
Systemen beobachtet (Davies et al., 1996, Davies et a., 1999). Unter der Annahme, daf
die grundlegenden Kontrollmechanismen der Blitenentwicklung in Arabidopsis und
Antirrhinum vergleichbar sind, wirde dies bedeuten, dal3 DEF/GLO im dritten Wirtel
durch die Interaktion mit einem Klasse E Protein einen multimeren Komplex mit einem
Klasse C Protein bildet und dieser Komplex die Entwicklung der Staminareguliert.

Diese Uberlegungen werfen die Frage auf, welcher Faktor letztendlich aktivierend auf
die spéte GLO Expression wirkt. In Hefezellen und in Zwiebel-Epidermiszellen wurden
verschiedene Arabidopsis Organidentitétsproteine auf das Vorhandensein einer
Transaktivierungsdoméne untersucht. Die PI, AP3 und AG Proteine verfiigen Uber
keine Transaktivierungsdomane (Honma und Goto, 2001). Aufgrund der funktionalen
Ahnlichkeit von DEF, GLO und PLE zu AP3, Pl und AG ist anzunehmen, dal3 DEF,
GLO und PLE ebenfalls keine Transaktivierungsdomane besitzen. Hingegen verfligt
AP1, das Homologe des Antirrhinum Proteins SQUA in Arabidopsis, Uber eine
Transaktivierungsdoméne, die Uberwiegend im C-Terminus des Proteins lokalisiert ist
(Honma und Goto, 2001). Auf Antirrhinum Ubertragen wirde dies bedeuten, daf3
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DEF/GLO im Kontext mit SQUA im zweiten Blitenwirtel direkt an den GLO Promotor
binden (vgl. Egea-Cortines et a., 1999) und eine vermutlich im C-Terminus von SQUA
lokalisierte Transaktivierungsdomane die starke spéte Expression von GLO steuert. Das
Klasse E Protein SEP3 in Arabidopsis besitzt eine starke Transaktivierungsdoméne, die
in Hefe- und Pflanzenzellen aktivierend auf die Expression eines Reportergens wirkt.
Daher kénnte in Antirrhinum im dritten Blltenwirtel die spate GLO Expression durch
die Bindung eines terndren Komplexes (DEF/GL O/KlasseE-Protein/KlasseC-Protein)
an die CArG-Box Elemente des GLO Promotors vermittelt und die Hochregulierung der
GLO Expression durch eine Transaktivierungsdoméane im C-terminalen Bereich der
Klasse E Proteine DEFH200 oder DEFH72 kontrolliert werden.

4.2.3 Diskussion méglicher Kontrollmechanismen der spaten DEF Expression

In der def-chlorantha Mutante wird die spate DEF Expression, bedingt durch eine
Mutation 32 bp stromaufwérts des CArG-Box Elements im proximalen Bereich des
Promotors, stark reduziert. Diese Mutation weist auf die Signifikanz dieser weit
stromaufwarts vom Transkriptionsstart gelegenen Sequenzabschnitte fir die spéte DEF
Expression hin (Schwarz-Sommer et a., 1992).

Eine DEF Promotorregion (,DEF-1*), die eine in vitro von DEF/GLO gebundene
CArG-Box etwa 1,2 kb stromaufwérts des Transkriptionsstarts umschlief3t (Trobner et
al, 1992; Zachgo et al., 1995), wurde in Chromatin Immunoprazipitationen, wider
Erwarten, nur schwach angereichert. Diese geringe Anreicherung kann unterschiedliche
Ursachen haben. Es koénnte darauf hindeuten, dal3 der untersuchte Promotorbereich in
vivo nicht gebunden wird und die beobachtete in vitro Bindung von DEF/GLO an das
CArG-Box Motiv in vivo nicht stattfindet. Diese Interaktion vollkommen
auszuschlief3en ist jedoch schwierig, weil in Chromatin |mmunoprazipitationen Epitope
aufgrund der Quervernetzungen im fixierten Gewebe verdeckt werden kénnen und von
den Antikorpern nicht mehr oder nur schwach erkannt werden (Orlando, 2000). Dies
wurde in X-ChIP Experimenten zu einer geringeren Anreicherungen dieser Komplexe
und der gebundenen DNA-Sequenzen fihren. Da die bisherigen Studien zeigten, dal3
DEF und GLO as Heterodimere in einem multimeren Komplex wirken, kénnen
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Chromatin Immunoprézipitationen mit einem anti-GLO Antikorper durchgefihrt
werden, wie es efolgreich in Abb. 3.2 fir das ,GLO-1* Promotorfragment
dokumentiert wurde. Hierdurch konnte die mogliche Verdeckung von Epitopen durch
die Verwendung eines anderen Antikorpers umgangen werden.

4.2.4 Die spate Expression von GLO in Antirrhinum und AP3 in Arabidopsis
konnte dur ch &hnliche Regulationsmechanismen gesteuert wer den

Mit der Bildung der Sepalenprimordien setzt die GLO Expression zwischen den
Primordien des ersten Wirtels und dem Blatenzentrum ein. Wahrend der
Blutenentwicklung wird GLO stark im zweiten und dritten Wirtel exprimiert. Eine
schwache GLO Expression wurde in ausdifferenzierten Karpellen detektiert (Trobner et
al., 1992). Obwohl AP3 das DEF Ortholog in Arabidopsis ist, zeigt AP3 ein zu GLO
vergleichbares raumliches und zeitliches Expressionsmuster. Nach Initiierung der
Sepalenprimordien wird AP3 in Bereichen der Blite exprimiert, in denen im weiteren
Verlauf der Entwicklung Petalen und Stamina gebildet werden. Die Expression wird
wahrend der weiteren BlUtenentwicklung in Petalen und Stamina aufrechterhalten. Eine
schwache AP3 Expression wurde spét in den Integumenten der Ovulen nachgewiesen
(Jack et al., 1992).

Der AP3 Promotor ist aus Modulen aufgebaut, die unterschiedliche Aspekte der friihen
und spaten AP3 Expression steuern (Hill et al., 1998). Der AP3 Promotor besitzt drei
CArG-Box Motive (bezeichnet als CArGl, CArG2 und CArG3), die zwischen den
Positionen - 180 bis - 90 relativ zum Transkriptionsstart lokalisiert sind. Zwel dieser
Motive werden in vitro von AP3/Pl Heterodimeren bzw. AG und AP1 Homodimeren
gebunden (Tilly et al, 1998; Hill et al., 1998). Die beiden von dem terndren Komplex
DEF/GLO/SQUA gebundenen CArG-Box Mative des GLO Promotors liegen zwischen
-110 und - 50 relativ zum Transkriptionsstart (Trébner et al., 1992; Egea-Cortines et al.,
1999).

In vivo Expressionsanalysen wurden mit einem synthetischen AP3 Promotor-GUS
Reportergen Konstrukt durchgefiihrt, das einen 143 bp langen Sequenzabschnitt des
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AP3 Promotors in einer dreifachen Sequenzwiederholung enthdlt und die drei CArG-
Box Motive umschliefdt. Dieses Konstrukt steuert die Expression des GUS Reportergens
in einem raumlichen und zeitlichen Muster, das mit dem gesamten 3,7 kb langen AP3
Promotor vergleichbar ist. Mutationen einzelner CArG-Box Motive in dem
synthetischen AP3 Promotor Konstrukt zeigten, daf? von den drei CArG-Box Motiven
offenbar nur zwei funktional relevant sind (Tilly et al., 1998).

Die Ubereinstimmungen in den Expressionsmustern beider Gene zusammen mit der
Anzahl und Positionen der funktionalen CArG-Box Motive im proximalen Promotor
lassen vermuten, dald der Regulation der spdten GLO und AP3 Expression &hnliche
Mechanismen zugrunde liegen. Chromatin Immunoprézipitationen in Antirrhinum
zeigten, dal3 die CArG-Box Motive CArG2 und CArG3 in vivo von DEF/GLO
gebunden werden und diese Interaktion wahrscheinlich fur die spdte GLO Expression
essentiell ist. Der hier aufgestellte Vergleich deutet auf konservierte Mechanismen hin,
die die spdte GLO Expression in Antirrhinum und die spae AP3 Expression in
Arabidopsis steuern.

43 DEFH125wird durch DEF/GLO negativ reguliert

Durch Chromatin Immunoprézipitationen wurde gezeigt, da3 DEF/GLO zwei
benachbarte Sequenzabschnitte in einem 0,9 kb langen DEFH125 Promotorbereich
unmittelbar stromaufwérts des Startkodons bindet. Eine starke Anreicherung dieser
Promotorregionen wurde in spaten Entwicklungsstadien in Petalen und Stamina im
Vergleich zu jungen Infloreszenzen festgestellt. DEFH125 wird Uberwiegend in
Mikrosporen exprimiert (Zachgo et al., 1997). Demgegeniber wurde DEF Transkript in
weiten Bereichen der Petalen und Stamina, nicht jedoch in sporogenem Gewebe
nachgewiesen (Schwarz-Sommer et al., 1992). Die komplementéren Expressionsmuster
zusammen mit den X-ChlP Daten weisen auf eine Reprimierung der DEFH125
Expression in Petalen und Stamina hin, die auf eine Bindung von DEF/GLO an den
DEFH125 Promotor zurtickgeht. Wie kann der direkte reprimierende Effekt von
DEF/GLO auf die DEFH125 Expression erklart werden? Bislang sind fur pflanzliche
Transkriptionsfaktoren nur wenige Mechanismen bekannt, die zu einer Reprimierung
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von Zielgenen fuhren. Durch die Interaktion von Transkriptionsfaktoren kann eine
aktivierende Doméne verdeckt und somit die Aktivierung des Gens verhindert werden
(Liu et al., 1999). Eine negative Regulation kénnte auch durch die Interaktion mit einem
Repressor bedingt sein. Beispielsweise bindet das bZIP Protein ROM2 aus Phaseolus
vulgaris an cis-Elemente im Promotor des DLEC2 Gens und verhindert Uber eine N-
terminal lokalisierte Repressor-Doméne die von dem Faktor PvALF vermittelte
Aktivierung des DLEC2 Gens (Chern et a., 1996). Denkbar ist auch eine kompetitive
Bindung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren an das gleiche cis-Element. Dies
wirde zum Ausschlul eines aktivierenden Faktors an diese Bindungsstelle fihren. Ein
derartiger Regul ationsmechanismus wurde fir pflanzliche Transkriptionsfaktoren bisher
jedoch noch nicht nachgewiesen (Liu et al., 1999). Eine nur 12 Aminosduren lange
Repressordoméne wurde in dem TFIHIA-Typ Zinkfingerprotein SUPERMAN (SUP) aus
Arabidopsis und weiteren aus anderen pflanzlichen Spezies isolierten Proteinen
nachgewiesen. Diese Doméane ist in der Lage, stark aktivierende Transkriptionsfaktoren
in Repressoren umzuwandeln, wie es mittels der Ausprdgung von Fusionsproteinen in
transgenen Arabidopsis Pflanzen gezeigt wurde (Hiratsu et al., 2003). Fir pflanzliche
MADS-Doméne Proteine wurden jedoch noch keine Doménen identifiziert, die einen

reprimierenden Effekt auf die Transkription der gebundenen Gene austiben.

In Hefe sind vielféltige Interaktionen des MADS-Box Transkriptionsfaktors MCM1 mit
Homdodomane Proteinen bekannt, die zur Reprimierung von Genen fihren (Tan und
Richmond, 1998; Pramila et al., 2002). Beispielsweise bindet MCM1 konstitutiv an
Early cell cycle box (ECB) Elemente in den Promotoren der Gene CLN3 und SW4,
wodurch diese Gene aktiviert werden. Durch die transiente Interaktion von MCM1 mit
dem Homadoboxprotein Y ox1 wahrend der spéten G1 und M Phase werden diese Gene
reprimiert (Pramila et al., 2002).

Die Bindung des DEFH125 Promotors durch DEF/GLO erfolgt verstarkt in &lteren
Entwicklungsstadien. Wie zuvor bereits erwéhnt wurde, fihrte die Chromatin
mmunoprazipitation mit einem anti-DEF Serum aus Infloreszenzen zu einer schwachen
Anreicherung von DEFH125 Promotorsequenzen, wahrend diese Sequenzen in X-ChiP
Experimenten mit &lteren Petalen und Stamina stark angereichert wurden. Diese
Beobachtung weist auf eine Erhdhung der DNA-Bindungsaffinitét von DEF/GLO fir
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die in dem DEFH125 Promotor lokalisierten CArG-Box Motive im Verlaufe der
Blltenorganogenese hin. Die gednderte DNA-Bindungsaffinitét wird vermutlich durch
weitere Faktoren bewirkt, die an der Bindung des DEFH125 Promotors durch
DEF/GLO beteiligt sind.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 DEF sowohl aktivierende als auch
reprimierende Funktionen ausiiben kann. Aufgrund der funktionalen Ahnlichkeit von
DEF und GLO zu AP3 und Pl in Arabidopsis besitzen die DEF und GLO Proteine
vermutlich keine Transaktivierungsdomane. Die Aktivierung bestimmter Gene (z.B.
GLO) konnte durch eine Interaktion von DEF/GLO mit weiteren MADS-Doméne
Proteinen, die Uber eine Transaktivierungsdomane verfugen, kontrolliert werden. Ein
von DEF/GLO gesteuerter reprimierender Effekt, wie er bei dem DEFH125 Gen
nachgewiesen wurde, konnte durch die Wirkung weiterer interagierender nicht-MADS-

Doméne Proteine bedingt sein.

4.4  Die Kombination von Macroarray Daten und X-ChlP Technik fihrten zur

Identifizierung eines direkten DEF Zielgens

In homdotischen Mutanten werden Organe an fur sie untypischen Positionen gebildet,
was zum Verlust der normalerweise in dieser Position gebildeten Organe fuhrt. In den
def und glo Nullmutanten werden anstelle von Petalen Sepalen und anstelle von
Stamina Karpelle gebildet. Die Expression von Zielgenen, die in spéaten Stadien der
Blltenorganogenese aktiviert werden, kann abhangig sein von der Auspragung
bestimmter Strukturen (z.B. bei Petalen- oder Stamina-spezifisch exprimierten Genen).
Die Verwendung von konditionellen Mutanten, bei denen die Aktivitét des untersuchten
Gens durch exogene Faktoren reguliert werden kann, ist fur die Untersuchung von
homdotischen Genen mittels Expression Profiling von Vortell, da die Genfunktion

gezielt nach der Auspragung floraler Strukturen beeinflufdt werden kann.

Unter Verwendung von Petalenmaterial im Entwicklungsstadium 3 der Temperatur-
sensitiven def-101 Mutante wurden mittels Expression Profiling Studien Anderungen in
der Expression von 11600 Genen in Abhangigkeit von der DEF Funktion untersucht.
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Diese Studien fuhrten zu der Identifizierung von 108 direkten und indirekten DEF
Zielgenen, deren Expression durch die Reduktion der DEF Funktion gedndert wurde.
Die Anzahl an aktivierten und reprimierten Genen war vergleichbar (55 aktivierte und
53 reprimierte Gene; M. Bey, unverdffentlichte Daten). Als Kriterium zur Auswahl von
putativen direkten DEF Zielgenen wurde die Schnelligkeit, mit der die
Expressionsstérke der Gene auf eine Reduktion der DEF Funktion reagierten, gewahit.

Funf Gene wurden ausgewahlt, deren Expression bereits 24 Stunden nach Reduktion
der DEF Funktion eine starke Aktivierung (DEFTupl, DEFTup2) oder Reprimierung
(DEFTdownl, DEFTdown2, DEFTdown3) erfuhren. Frau M. Bey isolierte
Promotorbereiche dieser Gene mittels der RAGE Technik und ermittelte Regionen, in
denen vorhandene CArG-Boxen indikativ fur eine Bindung von DEF/GLO sind. Im
Rahmen  dieser Arbeit wurden diese Regionen mittels Chromatin
Immunoprézipitationen mit Antirrhinum Petalen und dem anti-DEF Serum D39/2 auf
die Bindung durch DEF/GLO untersucht.

In X-ChIP Experimenten wurde DEFTupl eindeutig als direktes DEF Zielgen
identifziert. Auf Aminosiureebene zeigt DEFTupl Ahnlichkeit zu Extensin-Proteinen.
Extensine sind glykosylierte Strukturproteine, die Polymere bilden und as
Zellwandkomponten zur Stabilisierung der Zelle beitragen. Die Synthese und
Immobilisierung der Extensine steht vermutlich unter einer entwicklungsbiologischen
Kontrolle und kann durch verschiedene aul3ere Faktoren ausgel0st werden (Dey et al.,
1997; Showalter, 1993; Keller, 1993). DEFTupl wird stark in Petalen und Stamina und
schwach in den Karpellen exprimiert. In vegetativen Organen (Blatt, Stengel) wird es
schwach ausgeprégt. Eine Hochregulierung der DEFTupl Expression wurde in Petalen
erst in spdteren Entwicklungsstadien, in denen die Zellen ein starkes
Streckungswachstum durchlaufen, beobachtet (M. Bey, personliche Mitteilung). Von
den drei in Chromatin Immunoprazipitationen untersuchten jeweils etwa 500 bp langen
DEFTupl Promotorbereichen wurde eine direkte Interaktion von DEF/GLO mit zwei
benachbarten Promotorabschnitten festgestellt. Demzufolge wird in  spéten
Entwicklungsstadien die Aktivierung dieses Gens durch eine direkte Interaktion von
DEF/GLO mit regulatorischen Elementen im DEFTupl Promotor, die zwischen —1980
und 870 relativ  zum Transkriptionsstart lokalisiert sind, vermittelt. Diese
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Untersuchungen zeigten, dal3 DEF einen unmittelbaren positiven Effekt auf die
Expression von Strukturproteinen ausibt. Die spd in der Blitenorganogenese
erfolgende Aktivierung des DEFTupl Gens durch DEF/GLO weist auf ein gedndertes
DEF Zielgenspektrum wahrend der Blutenentwicklung hin. Diese hinsichtlich
unterschiedlicher DEF Zielgene gednderte DNA-Bindungsaffinitat wird vermutlich

durch die Interaktion mit anderen Faktoren bestimmit.

Das Gen DEFTdown2 kodiert ein Protein, das Ahnlichkeit zur R-Glukosidase
(AT2G44480) in Arabidopsis hat (M. Bey, personliche Mitteilung). In der Zelle liegen
viele Substanzen als inaktive Konjugate zwischen einem Molekll und einem Zuckerrest
vor. Die hydrolytische Abspaltung des Zuckerrestes durch eine 3-Glukosidase fuhrt zur
Freisetzung und Aktivierung der Substanzen (Hartung et al., 2002; Chen et al., 1995).
DEFTdown2 wird ausschliefdlich im ersten und vierten Wirtel exprimiert. Das Gen
DEFTdown3 kodiert ein hypothetisches Protein und zeigt ein breites
Expressionsspektrum in vegetativen und floralen Organen. In Blitenorganen wird
DEFTdown3 stark in Sepalen und deutlich schwécher in Petalen, Stamina und
Karpellen exprimiert. Promotorbereiche der Gene DEFTdown3 und DEFTdown2
wurden in  X-ChIP Experimenten im Vergleich zur Negativkontrolle mit
Préimmunserum schwach angereichert. Allerdings war die Anreicherung der zur
Verfligung stehenden Promotorfragmente zu gering, um diese Gene definitiv als direkte
DEF Zielgene einordnen zu konnen. Der isolierte DEFTdown2 Promotorbereich
umfasste nur etwa 600 bp und enthdlt ein putatives CArG-Box Motiv (M. Bey,
personliche Mitteilung). Es ist jedoch mdglich, dald in weiter dista gelegenen
Promotorbereichen CArG-Box Mative existieren, die von DEF/GLO in vivo gebunden
werden. Aufgrund des zu DEF komplementéaren Expressionsmusters und dem
nachgewiesenen negativen Effekt der DEF Funktion auf die Expression dieses Gens
wére es aullerst interessant, weitere Promotorbereiche mittels der X-ChlP Technik auf
eine direkte Interaktion mit DEF/GLO zu untersuchen. Sollten diese Experimente eine
in vivo Interaktion von DEF/GLO mit Sequenzabschnitten des DEFTdown2 Gens
bestatigen, konnte durch X-ChIP Experimente mit Antirrhinum Infloreszenzen der
Zeitpunkt, zu dem DEF/GLO mit dem DEFTdown2 Promotor interagieren, genauer

bestimmt werden.
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Eine eindeutige Anreicherung von Promotorfragmenten der Gene DEFTup2 und
DEFTdownl wurde nicht beobachtet.

45  Limitierungen der X-ChlP Technik

Obwonhl die X-ChIP Technik wichtige Aufschlisse tber die Funktion DNA-bindender
Proteine liefern kann, ist die Anwendung einigen Einschrénkungen unterworfen.

45.1 Wahl der verwendeten Antikor per

Fur Immunopréazipitationen von Protein-DNA Komplexen werden monoklonale oder
polyklonale Antikorper eingesetzt (Ubersichtsartikel von Kuo und Allis, 1999).

Aufgereinigte monoklonale Antikorper gegen unterschiedliche Protein-Markierungen
(HA, HIS, MYC u. a) sind kommerziell erhdltlich, so dal} die arbeits und
kostenintensive Herstellung polyklonaler Antikorper umgangen werden kann.
Voraussetzung fur die Verwendung monoklonaler Antikorper ist die Herstellung
transgener Pflanzen, die eine posttranslationale Fusion mit einem Markierungsmolekl
auspragen. Die  Verwendung monoklonaler  Antikorper in Chromatin
Immunoprézipitationen bringt jedoch auch entscheidende Nachteile mit sich:
Voraussetzung sind effiziente Transformationsmethoden, die nicht fir alle Organismen
maoglich sind. So ist die Transformation von Antirrhinum zeitaufwendig und es werden
nur wenige Linien pro Transformationsansatz produziert. Zudem werden in X-ChIP
Experimenten Protein-DNA Komplexe untersucht. MADS-Doméne
Transkriptionsfaktoren Uben ihre Funktion nicht allein, sondern im Kontext mit
weiteren Proteinen aus (Egea-Cortines et al., 1999; Honma und Goto, 2001; Theissen
und Saedler, 2001; Masiero et a., 2002; Gamboa et al., 2001). Demzufolge sind grof3e
Bereiche des untersuchten MADS-Doméne Proteins in Interaktionen mit weiteren
Proteinen beteiligt. Diese Bereiche sind fir die Bindung eines Antikorpers nur schlecht
oder gar nicht zuganglich. Bei Verwendung eines monoklonalen Antikorpers besteht
das Risiko, dai3 die kurze Aminosauresequenz, die von dem Antikorper erkannt wird,
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durch Protein-Protein Interaktionen verdeckt und somit nicht gebunden wird. Dies
wirde eine Anreicherung dieser Komplexe in Chromatin Immunoprazipitationen

verhindern.

Im Gegensatz zu monoklonalen Antikorpern erkennen polyklonale Antikérper nicht nur
ein Epitop, sondern unterschiedliche Bereiche eines Proteins und kénnen auch
Proteinkomplexe noch erfolgreich prazipitieren. Daher werden meistens polyklonale
Antikérper fur Chromatin Immunoprézipitationen verwendet (Botquin et al., 1998; Carr
und Biggin, 1999; Molle et al., 2003; Kuo et al., 2000; Johnson und Bresnick, 2002;
Strutt et al., 1997; Orlando et a., 1998).

452 Bedeutung von quantitativen Aspekten fur die Chromatin

I mmunopr&zipitation

V erschiedene Faktoren haben Einfluld auf die Anreicherung von DEF Zielgensequenzen
in  Chromatin Immunoprézipitationen. Hierzu zdhlen die Gewebe-spezifische
Expression der Zielgene, die Epitopzuganglichkeit von DEF oder GLO Proteinen in
multimeren Proteinkomplexen und die transiente, nur wahrend bestimmter
Entwicklungsstadien stattfindende Bindung von Zielgensequenzen durch DEF/GLO.
Diese Einschrankungen werden im folgenden fir einige potentielle DEF Zielgene
detaillierter diskutiert.

MIXTA, ein Myb-Transkriptionsfaktor, der die Bildung konischer Zellen in der inneren
epidermalen Zellschicht der Petalen steuert, wird erst spét in der Petalenentwicklung in
der Epidermis ausgepragt (Noda et a., 1994; Martin et al., 2002). Mittels in vitro
Bindungsstudien wurden erste Hinweise auf eine direkte Bindung von DEF/GLO und
einem weiteren MADS-Doméne Protein an den MIXTA Promotor erbracht (Martin et
al., 2002). Aus Petalen mit einem anti-DEF Serum immunopréazipitierte DNA zeigte
keine eindeutige Anreicherung einer etwa 700 bp langen MIXTA Promotorregion, die
ein CArG-Box Motiv umschliefdt. Die Bindung von DEF/GLO an den MIXTA
Promotor, die zu der Aktivierung von MIXTA fuhren wirde, wirde ausschliefdlich in
den epidermalen Zellen der Petalen in spaten Entwicklungsstadien stattfinden. Im
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Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte X-ChlP Analysen konnten keine eindeutige in vivo
Bindung nachweisen. Dieses quantitative Problem eines in vivo Bindungsnachweises
besteht bel allen DEF Zielgensequenzen, deren Expression in einem eng definierten
Entwicklungsstadium oder in raumlich stark begrenzten Bereichen durch die Bindung
von DEF/GLO an Promotorregionen gesteuert wird. Diese Gene werden in Chromatin
I mmunoprézipitationen nur geringfligig angereichert, wodurch die Identifizierung dieser
Sequenzen als direkte DEF Zielgene beeintrachtigt wird.

Ein weiteres Problem, das die Identifizierung direkter DEF Zielgene erschweren kann,
ist die Verdeckung antigener Bereiche des DEF Proteins durch die Bildung multimerer
Komplexe (siehe auch Abschn. 4.5.1). Dies wirde den quantitativen Nachweis einer in
vivo Interaktion von DEF/GLO mit regulatorischen Elementen erschweren oder sogar
verhindern. Dieses Problem spielte vermutlich bei der X-ChIP Analyse des DEF

Promotors eine entscheidende Rolle.

Die X-ChIP Anayse des DEFH84 Gens resultierte in einer nur schwachen
Anreicherung eines bestimmten Promotorbereichs. Diese Ergebnisse lief3en keine
Schluf3folgerungen Uber eine direkte Bindung des DEFH84 Promotors durch DEF/GLO
zu. Diese schwache Anreicherung kann auf einer transienten Bindung des DEFH84
Promotors durch DEF/GLO beruhen oder konnte durch die Verdeckung von Bereichen

des DEF Proteins verursacht werden.

Da DEF/GLO ds Heterodimere in eéinem multimeren Komplex an bestimmte DNA-
Motive binden, konnten X-ChIP Experimente anstelle mit dem anti-DEF Serum auch
mit dem anti-GLO Serum durchgefuhrt werden. Auf diese Weise kénnen mdgliche
Interaktionen, wie sie fur die DEF und DEFH84 Promotoren diskutiert wurden,

Uberpriuft werden.

4.5.3 Regulatorische Elemente kdnnen in Intronsequenzen lokalisiert sein

In dieser Studie, wie auch in vielen anderen Studien, in denen die X-ChIP Technik zur
Anayse der von einem Transkriptionsfaktor gebundenen DNA-Bereiche eingesetzt



4 Diskussion 86

wurde, wurden Promotorbereiche potentieller Zielgene untersucht (Zhang et al., 2001,
Johnson et al., 2001). Diese Untersuchungen beruhen auf der Feststellung, dal3 die
Promotoren regulatorische Elemente enthalten, die fir die Transkription eines Gens
ausschlaggebend sind. Jedoch wurden fur verschiedene Faktoren, beispielsweise AG
und AGL15 aus Arabidopsis;, DNA-Bindungsmotive in Intron- und weit in 3'-
kodierenden Bereichen der Zielgene nachgewiesen (Ito et al., 1997; Tang und Perry,
2003). Sofern keine Hinweise vorliegen, dal3 in einem untersuchten Gen regulatorische
Elemente in Intron- oder 3'-gelegenen Bereichen lokalisiert sein kénnten, werden diese
Regionen in X-ChIP Experimenten in der Regel nicht auf eine Interaktion mit einem
Faktor untersucht. Falls auf Expressionsebene der Einflu3 eines Faktors auf die
Transkription eines Gens nachgewiesen wurde, eine Bindung des Faktors an Promotor
Sequenzen in vivo jedoch nicht festgestellt wurde, wirden diese Gene als indirekte
Zielgene betrachtet. Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dal3 der Faktor durch die
Bindung regulatorischer Elemente in anderen Bereichen des genomischen Lokus eines
Gens unmittelbar regulierend auf die Transkription wirkt.

454 Das,Primer-Problem*

Eine Anreicherung bestimmter DNA-Sequenzen in Chromatin Immunoprazipitationen
wird mittels PCR Uberprift. Die PCRs werden mit Sequenz-spezifischen Primern
durchgefihrt, die einen A/T : G/C Gehalt von 40% - 60% haben. Die Untersuchung
einzelner Klone der mit immunoprézipitierter DNA hergestellten Bakterien-Banken
zeigte, dal3 in X-ChlP Experimenten DNA-Fragmente von durchschnittlich 600 bp
angereichert werden (vgl. Abschn. 3.5). Daher werden die Primer so gewdhlt, dal3 sie
nicht weiter als etwa 300 bp beiderseits der putativen Protein-Bindungsstelle entfernt
liegen. Die systematische Untersuchung des Arabidopsis Genoms auf die
Basenzusammensetzung in Promotorbereichen in den Positionen —1 bis —1500 relativ
zum Startkodon zeigte, dald sich diese Bereiche durch einen hohen A/T Gehalt
auszeichnen (K. Stuber, personliche Mitteilung). Sollte es in den Promotorbereichen
von interessanten Genen aufgrund eines hohen A/T-Gehaltes nicht moéglich sein, Primer
mit einer optimalen Basenzusammensetzung herzustellen, konnen diese Sequenzen
nicht mittels X-ChIP und anschlief}ender PCR auf eine direkte Interaktion mit einem



4 Diskussion 87

bestimmten Faktor untersucht werden. Dieses Problem trat bei der X-ChIP Analyse des
Gens FIL1, das spezifisch im Filament exprimiert wird und daher ein potentielles DEF
Zielgen ist, auf (Nacken, 1990). Zudem konnen repetitive Sequenzen die PCR-
Amplifikation behindern. So konnte innerhalb des DEF Promotors nur ein Teilbereich
auf eine Interaktion mit DEF/GLO untersucht werden, weil der tber 500 bp lange
Inverted Repeat innerhalb des DEF Promotors eine PCR-Analyse dieses Bereichs
verhindert (Schwarz-Sommer et a., 1992).

455 Ungpezifisch erfasste DNA-Sequenzen behindern die I solierung neuer DEF
Zielgene

Aus Antirrhinum Infloreszenzen mit den anti-DEF Seren SA12 und D39/2
immunoprézipitierte DNA wurde als Substrat fur Adapter-vermittelte Klonierungen
verwendet. Mit den entsprechenden Prammunseren durchgefiihrte Chromatin
Immunoprézipitationen fihrten zur Erfassung von unspezifischen DNA-Sequenzen und
wurden parallel in Klonierungsreaktionen eingesetzt, um in Bakterien-Banken zwischen
spezifisch angereicherten und unspezifischen DNA-Sequenzen unterscheiden zu
konnen. In X-ChlP Experimenten mit anti-DEF Seren und in den Negativkontrollen mit
Praimmunserum reichten die erhaltenen DNA-Mengen fur die Adapter-vermittelte
PCR-Amplifikation aus. Die Analyse der PCR-Produkte mittels Agarosegel-
Elektrophorese zeigte, dal3 bei Chromatin Immunoprézipitationen, die mit einem anti-
DEF Serum durchgefiihrt wurden, der DNA-Gehalt stark erhdht war im Vergleich zu
den entsprechenden Negativkontrollen mit Pr&immunserum. Diese Beobachtung wurde
durch die Adapter-vermittelte PCR-Amplifikation von immunoprézipitierten DNA-
Fragmenten, die mit anti-GL O Seren isoliert wurden, bestétigt (nicht gezeigt). Trotz des
erh6hten DNA-Gehalts in Chromatin Immunoprazipitationen mit anti-DEF Serum (im
Vergleich zu den Negativkontrollen mit Prammunserum) wurden in den beiden
Bakterien-Banken, die etwa 3800 bzw. 6100 immunoprézipitierte DNA-Sequenzen
représentierten, keine spezifisch angereicherten Sequenzen identifiziert.

Die in der Negativkontrolle vorhandene unspezifische DNA kann vermutlich auf die
Anlagerung von Protein-DNA Komplexen oder DNA-Fragmenten direkt an das
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Trégermaterial (Protein A Sepharose) zurtickgefuhrt werden. Diese Erklarung wird
unterstiitzt durch die Feststellung, dal3 in X-ChIP Experimenten, in denen als
Negativkontrolle Wasser anstelle von Prdimmunserum verwendet wurde, DNA-
Fragmente in Mengen vorhanden waren, die ebenfals kloniert werden konnten (F.
Turck, personliche Mitteilung). Protein A Sepharose kann durch paramagnetische
Polystyrenktigelchen (Dynabeads), an die Protein A kovaent gebunden ist, ersetzt
werden. In X-ChlP Experimenten wurde durch die Verwendung von Dynabeads der
Gehalt an unspezifischen DNA-Sequenzen vermindert (Zhang et al., 2001).

Die Ausbeute an PCR-Produkt nach der Adapter-vermittelten PCR-Amplifikation
wurde fir X-ChIP Experimente mit dem anti-GLO Serum SA17 bestimmt und lag bei
25 ng/pl, davon entfallen jedoch nur 1,5 pg/ul auf das in vivo von DEF/GL O gebundene
GLO Promotorfragment (d.h. eine von 17000 Sequenzen entspricht dem GLO
Promotorfragment). Unter der Annahme, dal3 DEF/GLO nur eine relativ geringe Anzahl
von Zielgenen direkt bindet, bedeutet dies, dal3 der Gehalt an spezifisch angereicherten
Sequenzen im Verhdltnis zu der gesamten immunoprazipitierten DNA extrem gering ist.
Daher muf3 der deutlich erhdhte DNA-Gehalt, der bel der Klonierung mit anti-DEF oder
anti-GLO Seren im Vergleich zur Negativkontrolle mit Praéimmunserum festgestellt
wurde, auf unspezifisch erfasste DNA-Sequenzen zurtickgefuhrt werden. In den
Chromatin Immunopréazipitationen wurden polyklonale anti-DEF und anti-GLO Seren
eingesetzt. Zur Herstellung der Seren wurden Kaninchen mehrfach grofe Mengen an
DEF bzw. GLO Proteinen injiziert. Die Injektionen derartiger Mengen an Fremd-
Protein flhrten bestimmt zu ener starken Immunantwort, die das gesamte
Immunsystem der Tiere aktiviert. Daher ist die Konzentration an unspezifischen
Antikorpern in den anti-DEF und anti-GLO Seren hoher as in den entsprechenden
Praimmunseren und kann dazu beitragen, dal? es zu einer starkeren Prézipitation von

unspezifischen Faktoren im Vergleich zu den Préimmunseren kommt.

Die Adapter-vermittelte PCR-Amplifikation kann zur  nicht-proportionalen
Amplifikation unterschiedlicher DNA-Fragmente fuhren (Weinmann und Farnham,
2002). Um dieses Prablem zu |6sen, mifdte entweder die PCR-Amplifikation umgangen
oder Anderungen an den PCR Bedingungen vorgenommen werden (z.B. durch eine
Verringerung der Zyklenzahl).
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4.6  Ausblick

Die in dieser Arbeit etablierte X-ChlP Methode kann zu einem vertieften Verstéandnis
der Regulationsprozesse der Petalen- und Staminaentwicklung in  Antirrhinum
beitragen. Um den Anwendungsbereich der Technik in der Zukunft ausweiten zu

kénnen, werden im folgenden einige Versuchsvorschldge vorgestel|t.

4.6.1 Expressionsanalysen zur Ergénzung der X-ChlP Daten

Durch die X-ChIP Technik wurden Promotorbereiche der Gene GLO und DEFH125
definiert, die von DEF/GLO in vivo gebunden werden. Die in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien beobachtete Bindung von DEF/GLO an den GLO Promotor
bewirkt eine Aktivierung der GLO Expression, die mittels Northern Blot Analysen mit
5-10 mm langen Antirrhinum Knospen bereits nachgewiesen wurde (Trobner et a.,
1992). Die in spéaten Entwicklungsstadien stettfindende Reprimierung der DEFH125
Expression durch eine Bindung von DEF/GLO an den DEFH125 Promotor kann mittels
Expressionsstudien mit Material der Temperatur-sensitiven def-101 Mutante weiter
untersucht werden. Diese Untersuchungen wirden zeigen, ob eine Reduktion der DEF
Funktion zu einer ektopischen Expression von DEFH125 in Petalen und Staminafihrt.

4.6.2 Die erfolgreiche Kombination von Expression Profiling Studien und
X-ChIP Technik kann auf weiter e Stadien und Or gane ausgedehnt wer den

Die durchgefuhrten Chromatin Immunopréazipitationen zeigten, dald mittels dieser
Methode der Nachweis einer direkten Regulation der DEF Zielgenexpression erbracht
werden kann. Die Expression Profiling Studien sollen tiber das Petal enstadium 3 hinaus
auf verschiedene BlUtenentwicklungsstadien und Stamina ausgedehnt werden. Weitere,
neu identifizierte DEF Zielgene kdnnen nach der Isolierung ihrer Promotorregionen
mittels X-ChIP Analysen auf eine direkte Regulation durch DEF/GLO untersucht
werden. Das Zidl ist, einen moglichst umfassenden Einblick in das von DEF und GLO
kontrollierte Netzwerk zu erhalten.
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4.6.3 Waeiterentwicklungen der X-ChlP Technik zur Isolierung neuer DEF
Zielgene

In den Chromatin Immunoprézipitationen mit Antirrhinum BliUtenmaterial wurden von
DEF/GLO gebundene Sequenzen nur in extrem geringen Mengen im Verhdltnis zu
unspezifischen DNA-Fragmenten angereichert. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde,
waren diese Konzentrationen ausreichend, um mittels PCR-Anayse die Anreicherung
ausgewahlter Genbereiche Uberprifen zu kénnen. Jedoch ist zur Identifizierung von
neuen, noch unbekannten DEF Zielgenen eine Verschiebung des Verhdtnisses von
unspezifisch erfassten zu spezifisch angereicherten DNA-Sequenzen nétig. Es gibt
unterschiedliche Strategien, wie dies in Zukunft erreicht werden kann.

Da sowohl anti-DEF als auch anti-GLO Seren hergestellt wurden, welche erfolgreich in
Chromatin Immunopréazipitationen eingesetzt wurden, ist es moglich, nach ener
Chromatin Immunoprézipitation mit anti-DEF Serum eine weitere mit dem anti-GLO
Serum anzuschlief3en. Durch die Kombination kénnen unspezifische DNA-Sequenzen
stark reduziert werden und die Klonierung von spezifisch angereicherten DNA-
Sequenzen konnte erreicht werden. Die Strategie einer Doppel-lmmunoprézipitation
fuhrte auch bei der Klonierung von Zielgenen des menschlichen Transkriptionsfaktors
E2F zu einer starken Erhohung an spezifisch prézipitierten DNA-Sequenzen. Eine
weitere Verbesserung wurde bel diesen Experimenten dadurch erzielt, dal3 die Adapter-
vermittelte PCR umgangen wurde, wodurch die Anreicherung einfach amplifizierter
DNA-Sequenzen vermieden wurde. In der Tat wurde die Isolierung neuer E2F Zielgene
durch diese Anderungen am Standard X-ChIP Protokoll tberhaupt erst ermdglicht
(Weinmann et a., 2001; Weinmann und Farnham, 2002). Um geniugend DNA-
Sequenzen fur die Klonierungen zu erhalten, wurden hierfir 50 unabhangige X-ChIP
Experimente durchgefuhrt. Ein vergleichbarer Ansatz ist in Antirrhinum aufgrund der
grofen Blite bei entsprechender Planung auch mit Organ-spezifischem BlUtenmaterial
durchfihrbar.

Eine weitere Moglichkeit, um die Spezifitdt in X-ChlP Experimenten zu erhthen,
konnte mittels subtraktiver Verfahren erreicht werden. Eine Subtraktion zwischen den
beiden DNA Pools (immunoprézipitierte DNA / DNA der Negativkontrolle) wirde die
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Représentationsrate der Gene, die in beiden Pools vorhanden sind, reduzieren und
differentiell vorhandene DNA-Sequenzen anreichern. Problematisch hierbel ist die sehr
geringe Ausgangsmenge an spezifisch prazipitierter DNA, so dal3 die Doppel-
Immunoprézipitation sicherlich die zuerst auszutestende Optimierungsmethode darstel lt.

Fur Hefesysteme existieren Arrays, die intergene Regionen des gesamten Hefe Genoms
enthalten. Durch die Hybridisierung dieser Arrays mit DNA-Sonden, die aus
immunoprézipitierter DNA hergestellt wurden, konnten Bindungsstellen for
unterschiedliche Transkriptionsfaktoren identifiziert werden (Shannon und Rao, 2002;
Ren et al., 2000; lyer et al., 2001).

Eine Perspektive fur die Zukunft ist, dal3 es nach der Sequenzierung des Arabidopsis
Genoms (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) nun fir ein tieferes Verstandnis der
Entstehung von pflanzlicher Diversitét notwendig ist, andere Modellorganismen fir
eine komplette Genomsequenzierung auszuwdhlen. Da fur Antirrhinum bereits
zahlreiche Genomics Resourcen etabliert sind (EST-Kollektion, Bac-Banken,
molekulare Linkage Karte) und es Uber ein relativ kleines haploides Genom verfugt, ist
es ein attraktiver Kandidat fir ein Genom-Sequenzierungsprojekt (Schwarz-Sommer et
a., 2003). Mittels Arrays, die das gesamte Antirrhinum Genom abdecken, konnten
dhnliche Experimente wie in Hefe durchgefihrt und sowohl Promotor- as auch

Intronsequenzen auf mogliche DEF/GL O Bindungsstellen untersucht werden.

Die X-ChlP Technik besitzt das Potential, tber die Uberprifung putativer DEF
Zielgene hinaus, zur Isolierung neuer Zielgene eingesetzt werden zu konnen. Die mit
dieser Arbeit geschaffenen Grundlagen zusammen mit den hier diskutierten
Anderungen am X-ChIP Protokoll sollten dies in Zukunft in Antirrhinum méglich

machen und wirden weitere Erkenntnisse hinsichtlich der DEF Funktion liefern.
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5.1 Zusammenfassung

Die Bliten angiospermer Pflanzen bestehen aus morphologisch distinkten Organen, die
in vier Wirteln angeordnet sind. Im ersten Wirtel werden Sepalen, im zweiten Petalen,
im dritten Stamina und im vierten Karpelle angelegt. In Antirrhinum Uben die
MADS-Box Transkriptionsfaktoren DEFICIENS (DEF) und GLOBOSA (GLO)
Schlusselfunktionen bei der Auspragung der Petalen und Stamina aus. Der
Funktionsverlust von DEF oder GLO resultiert in einer homootischen Umformung von
Petalen zu Sepalen und von Stamina in karpelloide Strukturen. Obwohl die Funktion
von DEF bereits seit langem intensiv untersucht wird, ist bislang wenig tber die von
DEF in vivo gebundenen regulatorischen DNA-Bereiche der Zielgene bekannt. Um
diese Zielsequenzen zu identifizieren, wurde die X-ChlIP Technik in Antirrhinum
etabliert. Diese Technik ermoglichte den Nachweis von DEF und GLO Proteinen an
ihren in vivo DNA-Bindungsstellen. Hierbel wurden Proteine durch eine chemische
Reaktion mit Formaldehyd in vivo kovalent mit den assoziierten DNA-Sequenzen
verbunden. Das fixierte Chromatin wurde mittels Ultraschalwellen in kirzere
Fragmente gespalten und Protein-DNA Komplexe wurden mit einem anti-DEF oder
anti-GLO Serum immunoprézipitiert. Die durch Formaldehyd induzierten
Quervernetzungen wurden gelost und die immunoprézipitierten DNA-Fragmente
analysiert. Durch die Anwendung der Technik wurden verschiedene Zielsetzungen
verfolgt. Die vermutete direkte autoregulatorische Kontrolle der spéten GLO Expression
durch die Bindung von DEF/GLO an bestimmte GLO Promotorregionen wurde in vivo
mittels X-ChIP Analyse bewiesen. Definierte Promotorbereiche potentieller DEF
Zielgene wurden auf eine in vivo Interaktion mit DEF/GLO untersucht. Durch diese
Analysen wurde gezeigt, dal3 DEF durch die Bindung des DEFH125 Promotors einen
unmittelbaren Einflu® auf spéte Ereignisse in der Blitenorganogenese ausiibt. Die
Kombination von Expression Profiling Studien und X-ChIP Technik fihrte zur
|dentifizierung eines Extensin-&hnlichen direkten DEF Zielgens, dessen Expression von
DEF positiv reguliert wird. Somit wirkt DEF unmittelbar auf strukturelle Aspekte der
Blutenentwicklung. Die Anwendung der X-ChIP Technik zur Isolierung neuer DEF
Zielsequenzen durch die Klonierung immunoprézipitierter DNA-Fragmente wird
diskutiert.
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5.2 Abstract

Flowers of higher plants are typically organized in four whorls: sepals and petals in the
two outer whorls form the perianth, which surrounds two whorls of reproductive organs,
stamens and carpels. The development of morphologically complex structures like
flowers requires an accurate temporal and spatial control of gene expression. In
Antirrhinum, key regulators of petal and stamen organogenesis are the MADS-box
transcription factors DEFICIENS (DEF) and GLOBOSA (GLO). Loss-of-function of
either of these two genes results in a petal to sepal and stamen to carpel conversion
indicating that DEF and GLO participate in the same regulatory pathway. Although
DEF function has been intensively studied the target genes that are recognized and
bound by DEF in vivo remained elusive. To shed light on the downstream pathway of
DEF control the cross-linked chromatin immunoprecipitation (X-ChlP) technique has
been established. This technique allowed the detection of DEF and GLO DNA binding
sitesin vivo. In short, formaldehyde was used to induce the formation of covalent bonds
between proteins and DNA. The chromatin was solubilized by sonication and
protein/DNA complexes were immunoprecipitated with an anti-DEF or an anti-GLO
serum, respectively. Finally, the crosslinks were fully reversed and the
immunoprecipitated DNA fragments were analyzed. This technique was applied to
follow different aims. X-ChlP analyses showed that the assumed autoregulatory control
of the upregulation and maintenance of GLO expression is indeed accomplished by a
direct binding of DEF/GLO to distinct regions of the GLO promotor in vivo. Putative
DEF target genes that were previously isolated by different means were analyzed by X-
ChIP experiments for a direct interaction with DEF/GLO. It was shown that DEF
affects late developmental processes by regulating the expression of DEFH125, a
MADS-box transcription factor that is most likely involved in microsporogenesis. The
combination of expression profiling studies and chromatin immunoprecipitations
identified an extensin-like gene as direct DEF target gene indicating that DEF controls
structural aspects of flower development. The use of the X-ChIP technique to isolate
novel DEF target genes by cloning immunoprecipitated DNA fragments is discussed.
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7.1  Abkirzungen

Arabidopsis Arabidopsis thaliana

Antirrhinum Antirrhinum majus

Abb. Abbildung

a. alii

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

ca circa

cDNA komplement&re DNA

ChiP Chromatin |mmunoprézipitation

cpm radioaktiver Zerfall pro Minute

DAP 4,6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat

DHFR Maus-Dehydrofol atreduktase

dH.O steriles, vollentsal ztes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxy-Ribonukleinsdure

dNTP Desoxy-Nukleotide

DTT 1,4-Dithiothreitol

E. coli Escherichia cali

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraacetat
f femto

g Gramm

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsdure
HRP Meerrettich Peroxidase

IPTG | sopropyl-(3-D-Thiogalactopyranosid

kb Kilobasenpaare

kDa Kilo-Dalton
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MBP
MBq

MES
min

pm

mm
MRNA
n

PBS
PCR
PEG
RNA
RNAse
rpm
SDS
s.u.
TBS
Tris
Triton X-100
Tween-20
U

uv

val.
Vol, v
WT
X-ChIP
z.B.

Liter

E. coli Maltose-bindendes Protein
Mega-Bequerel

Mikro

milli

molar
2-(N-Morpholino)ethansulfonséaure
Minuten

Mikrometer

Millimeter

Boten-RNA

nano

Phosphat-gepufferte Salzl6sung
Polymerase-K ettenreaktion
Polyethylenglykol
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Natriumdodecylsulfat

siehe unten

Tris-gepufferte SalzlGsung
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
t-Octyl phenoxypolyethoxyethanol
Polyoxyethylensorbitanmonol aureat
Enzymeinheit

Ultraviolett

vergleiche

Volumen

Wildtyp

Cross-linked Chromatin Immunoprazipitation

zum Beispiel
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7.2  Verwendete Primer

GLO

X/22 5-CCAAAAGATAACAAGGTGCAACCACGG -3
X/23 5- GGGCTACAAAATTCATGCATCTTGCCAGAGC-3
391 5-CTTATTGGCATATGGCGTTGTC -3

392 5-GAGTCATATCCATGGACGTTCCA -3

848 5-GATGCACTTTTGCTTTTGCTTATAGC -3

849 5-GTTACTAGGTTACAGCAATCTTGAATTAGGG -3
DEF

723 5-GCTATTGCACTGTGCTGTGTGGTGGGG -3

725 5-CACATTTTCATTCCGTGTTACTAGTATTGC -3
526 5-GTCTAAGTTAAGACCAGCAGCTAGCCTG -3

527 5-CGATCGTTGCATCACCATTGCATGGAG -3
DEFH125

152 5-CCTCAGTGGGTGTAGCTGTAATTATCCC -3

747 5-CTTGTGTTAGATCTCGAAACCACTTAGGTC -3
748 5- GAAAGGCACACCATCTACTTAACTAATC-3

749 5-GTTTGGGATAATTACAGCTACACCCACTG-3
750 5-CGTACCCCCTCATGTTAGTAAAGATTTGC -3
751 5-GCTCTTTTAAAGCCACATAAACCGTAATACC-3
DEFH84

37 5- CGGAGTGTGATGTGATACCAG -3

752 5-CAATAAGCATGAGCCCATGAGTTGATTTGC -3
753 5-CTTAAGACTCATGATGCAACCG -3

754 5-CTGGTATCACATCACACTCCG-3

MIXTA

165
166

5 -GAATTCCCCGGATCTTATACGGAACCC-3
5 -GGCCTATTGATGATGTAGTTAGCTGATCGCG-3
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DEFTupl
591 5- CGAACATGCCACAGCTAAATAAC -3

740 5- AATGTCAATCTTCTCTACAAACTTGCGC -3'
733 5- GCTTGAATAATTCTACCTGAGTACTGCAAG -3
811 5- AACAAATCTATTTACCACCTCTCGATACCC -3
737 5- CACGAGAACCGAATCACGAACCCATG -3

509 5- GAAGGGCAAGAGCCCAAAAAGAAAGATG -3

DEFTdown?2
513 5-CTCCACCTCTACGAAACCCTCTGTACG-3
622 5-GATATTGTCGTGACTTTCCATGGGCCGG -3

DEFTdown3

619 5- GGAATCGAAAGGAAGGGCCCAAAGTATCTG-3
620 5-GTGATGGATGCTACCTTACTCTGGAAAACG-3
621 5-CGTTTTCCAGAGTAAGGTAGCATCCATCAC-3
515 5-GCCTGGATACATCTGCATGTTTGTGAAC-3

RAN3
530 5- CAGGAGAAATTTGGTGGCCTTAGGG-3
637 5-CACATTGTCCGTGGATGCTGCAAG-3

Adaptersequenzen
448 5- TCGAGCCCGGGCGGCCGCAGGT -3
449 5- ACCTGCGGCC -3

Fur Klonierungen wurden verwendet:

337 5-CGTTCTAGACTTCACGAATACATCAGCCCAAC-3

338 5-CGTCAAGCTTATCCTCTCTCCTTGCATCAAATTCAAG-3
339 5-CAGTCTAGACTCTGGGATCCCAAACATGAGG-3

340 5-CTGCAAGCTTCGTATACCGCCTGGCTTTCCATC-3
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Primer fir den TOPO Vektor

M13forward 5- CAGGAAACAGCTATGAC-3
M13reverse 5- GTAAAACGACGGCCAG-3
553 5- GCTTGGTACCGAGCTCGGATCC-3
555 5- GGCGAATTGGGCCCTCTAGATGC-3

7.3 Nomenklatur

Wildtyp Allele grof3, kursiv z.B. DEFICIENS

Mutante Allele klein, kursiv z.B. deficiens
Proteine grof3 z.B. DEFICIENS
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