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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Regulation der Transkription von Genen ist ein grundlegender Prozess, dessen
Flexibilitat und Komplexitat auf kombinatorischer Interaktion einer Vielzahl von
Proteinen basiert. Das Vorhandensein und die Aktivitat dieser Proteine missen zeitlich
und raumlich exakt abgestimmt sein.

1.1 Eukaryontische Transkriptionsfaktoren

Proteine, die bei der Transkriptionsregulation von eukaryontischen Genen eine
bedeutende Rolle spielen, kénnen vereinfacht in 3 Gruppen unterteilt werden: 1.) die
allgemeinen Transkriptionsfaktoren, 2.) die sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren
und 3.) die Koregulatoren. Die allgemeinen Transkriptionsfaktoren sind ubiquitar und
bilden den Pra-Initiationskomplex (PIC) im Promotorbereich. Zu ihnen zahlen die RNA
Polymerase Il und die allgemeinen Transkriptionsinitiationsfaktoren, die
sequenzspezifisch im Promotor zum Beispiel an die TATA-Box binden. Sie spielen eine
entscheidende Rolle bei der Rekrutierung der RNA-Polymerase Il zum
Transkriptionsstart. Zu den allgemeinen Transkriptionsfaktoren gehéren die Faktoren
TFIA, TFIIB, TFIID, TFHE, TFIIF und TFIIH. Mit Ausnahme von TFIIB sind es
Proteinkomplexe, die aus 2-14 verschiedenen Proteinen bestehen (Roeder, 1996;
Zawel and Reinberg, 1993).

Gene besitzen in ihrem Promotorbereich auRer den Kernkomponenten, die von den
allgemeinen Transkriptionsfaktoren gebunden werden, noch mehrere proximale
Promotorelemente und weitere regulatorische Sequenzen, wie z.B. Silencer oder
Enhancer, die von den verschiedenen sequenzspezifischen DNA- bindenden
Transkriptionsfaktoren erkannt werden (Ogata et al., 2003). Diese spezifischen
Transkriptionsfaktoren sind modular aufgebaut. Sie enthalten neben der DNA-
Bindedomane mindestens noch eine weitere funktionelle Doméne, die Aktivator- oder
Repressorfunktion haben kann oder der Protein-Proteinwechselwirkung dient (Frankel
and Kim, 1991; Ptashne, 1988). Die spezifischen Transkriptionsfaktoren werden
Entsprechend ihrer DNA-Erkennungssequenzen in Familien eingeteilt (Pabo and Sauer
1992). Wahrend die DNA-Erkennungssequenzen meist strukturell konserviert sind, sind
die Sequenzen aufierhalb dieser Domanen meist variabel in Struktur und Funktion
(Wolberger, 1999). Die exakte Regulation der Transkription von eukaryontischen
Genen basiert auf der Bildung eines Komplexes, der als Enhanceosom bezeichnet wird
(Carey, 1998; Smale, 2001). Dieser Proteinkomplex besteht aus
Transkriptionsfaktoren, die sequenzspezifisch an verschiedene Bereiche des
Promotors binden, und anderen Proteinen, die als Kofaktoren und Mediatoren
fungieren (Roeder, 1996). Die Regulation von Genen durch Bindung mehrerer
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verschiedener Transkriptionsfaktoren, die durch spezifische DNA-Protein und Protein-
Protein-Interaktionen in Wechselwirkung stehen, wird als kombinatorische Kontrolle
bezeichnet (Singh, 1998; Wolberger, 1999). Dadurch kann mit Hilfe weniger
verschiedener regulatorischer Proteine die vielfaltige und komplexe zeitliche und
raumliche Regulation der Transkriptionsrate von Zielgenen kontrolliert werden (Freiman
and Tjian, 2003).

Die an den Proteinkomplexen beteiligten Transkriptions-Kofaktoren oder Koregulatoren
binden nicht an die DNA, sondern interagieren mit Regulatoren und beeinflussen
dadurch deren Funktion und Aktivitat auf verschiedene Art und Weise (Martinez, 2002).
Die Koregulatoren konnen als Mediatoren zwischen Proteinkomplexen vermitteln oder
durch posttranslationelle Modifizierungen die Affinitéat der Transkriptionsfaktoren fur die
Bindung an andere Proteine oder an die DNA verandern (Barlev et al., 2001; Gu and
Roeder, 1997). Koregulatoren kdnnen auch eine Verdnderung der Gesamt-
konformation und damit eine Aktivierung/Inaktivierung regulatorischer Bereiche
bewirken oder den nucleo-cytoplasmatischen Transport oder die Proteinstabilitat
regulieren.

Wahrend im Vergleich zu Hefe und tierischen Organismen bei Pflanzen bisher wenig
uber die generellen Transkriptionsfaktoren bekannt ist, sind inzwischen viele
genspezifische Transkriptionsfaktoren identifiziert worden. Pflanzen bendtigen
aufgrund ihrer Ortsgebundenheit Mechanismen, die es ihnen ermoéglichen auf
vielfaltige biotische und abiotische Umwelteinflisse zu reagieren. Diese Mechanismen
begrinden das Vorkommen vieler pflanzenspezifischer Transkriptionsfaktoren, wie
zum Beispiel die EREBP-, die NAC-, die WRKY- und die Dof-Familie. Andere Familien
von Transkriptionsfaktoren kommen in allen eukaryontischen Organismen vor, sind
aber in Pflanzen besonders stark amplifiziert, so zum Beispiel die MADS-Box-Proteine,
die bZIP-Proteine und die MYB-Transkriptionsfaktoren (Riechmann et al., 2000).

Das inzwischen anndhernd vollstdndig sequenzierte Arabidopsisgenom (AGI,
www.arabidopsis.org) erlaubt die umfassende Vorhersage von Transkriptionsfaktoren
anhand konservierter DNA-Bindungsmotive. Insgesamt kodieren in Arabidopsis ca.
1500 Gene fir moégliche Transkriptionsfaktoren, das entspricht fast 6% aller Gene
(Riechmann et al., 2000). Von diesen ist bisher nur ein kleiner Prozentsatz genetisch
charakterisiert. Zu den gréRten Gruppen von Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis
thaliana (A. thaliana) gehdren die bHLH-Proteine und die R2R3-MYB-Proteinfamilie
(Heim et al., 2003; Riechmann et al., 2000). Gemeinsam, teilweise durch direkte
Interaktion, sind diese beiden Transkriptionsfaktor-Familien an der Regulation der
Phenylpropanoidbiosynthese und der Trichom- und Wurzelhaarentwicklung beteiligt.
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1.2 Die Familie der MYB-Transkriptionsfaktoren

Der Name der MYB-Proteinfamilie basiert auf den Sequenzahnlichkeiten zum Produkt
des retroviralen Onkogens v-MYB des avian myeloblastosis virus (AMV) und dessen
zellularen Protoonkogen c-MYB. Vertreter dieser Gruppe wurden in einer Vielzahl
eukaryontischer Organismen von Pilzen bis zu Pflanzen, Insekten und Saugetieren
identifiziert (Gonda et al., 1985; Klempnauer and Sippel, 1987; Ohi et al., 1994; Stober-
Grasser et al.,, 1992; Stracke et al., 2001; Tice-Baldwin et al., 1989). Alle MYB-
Transkriptionsfaktoren haben eine so genannte MYB-Domaéane, die in tierischen
Organismen aus 3 unvollkommenen Sequenzwiederholungen, bestehend aus 51- 53
Aminosauren gebildet wird (im folgenden auch R1, R2 und R3 genannt) (Frampton et
al., 1991). Jede der drei Sequenzwiederholungen kodiert fir jeweils drei Helices, von
denen die letzten zwei eine ,Helix turn Helix* (HTH) Struktur, dhnlich dem HTH-Motiv
des Lambda-Repressors aus E.coli, sowie der DNA-bindenden Domane der
Homdoboxproteine ausbilden (Frampton et al., 1991).

Bild 1.1 Der Komplex aus der c-MYB-Bindedomane an DNA

Dargestellt ist die R2- und R3-Doméane von cMYB und die Bindung der Helices (jeweils H1-H3)
in der groRen Furche der DNA basierend auf einer NMR- Strukturanalyse von c-MYB aus Maus
(Modell angefertigt bei www.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw/) (Ogata et al., 1994).

Charakteristisch sind auf’erdem die im regelmafigen Abstand von 18 bis 19
Aminosauren vorkommenden konservierten Tryptophanreste, die den hydrophoben
Kern der 3-dimensionalen Helix-Struktur bilden und so indirekt fir die Bindung an die
DNA notwendig sind (Kanei-Ishii et al., 1990; Ogata et al., 1992; Ogata et al., 1994).
Die Sequenzwiederholungen R2 und R3 sind fir die sequenzspezifische Bindung an
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die DNA ausreichend (Gabrielsen et al., 1991). NMR-Strukturanalysen von DNA-
gebundenem c-MYB aus Maus haben gezeigt, dass die R2 und R3-Wiederholungen in
der groflen Furche der DNA liegen und jeweils die dritten Helices kooperativ an die
DNA binden (Bild 1.1) (Ogata et al., 1994). Dabei binden konservierte Aminosauren der
DNA-bindenden Helix von R3 spezifisch an die Kernsequenz, wahrend die Helix der
R2-Wiederholung weniger spezifische Interaktionen mit den Nukleotiden der Peripherie
der DNA-Erkennungssequenz eingeht (Ogata et al., 1995). Die MYB-Proteine der Tiere

binden spezifisch an so genannte TYP I-Sequenzen: C/-|-AACNG (Howe and Watson,

1991; Ogata et al., 1995).

In den untersuchten tierischen Organismen sind jeweils ein bis drei Mitglieder der
MYB-Familie vorhanden (Graf, 1992; Luscher and Eisenman, 1990; Stober-Grasser et
al., 1992; Thompson and White, 1991). Die MYB-Transkriptionsfaktoren in tierischen
Zellen sind an der Zellzykluskontrolle, der Proliferation und Differenzierung
hamatopoetischer Zellen und dem programmierten Zelltod beteiligt (Ganter and Lipsick,
1999; Oh and Reddy, 1999). Andere MYB-Proteine, wie die cdc5-verwandten Proteine
und die MIDA-1-ahnlichen Proteine, deren MYB-Doméane von der DNA-Bindedomane
typischer 3R-MYB-Transkriptionsfaktoren abweicht, spielen ebenfalls eine Rolle bei der
Zellteilung (Braun and Grotewold, 1999). Mitglieder einer anderen Familie von MYB-
Proteinen mit nur einer Sequenzwiederholung, die ebenfalls in Hefe, Tieren und
Pflanzen konserviert sind, erkennen und binden G-reiche Sequenzen im Bereich der
Telomere (Bilaud et al., 1996, Yu et al., 2000, Hwang et al., 2001).

1.3 Die Familie der MYB-Transkriptionsfaktoren in Pflanzen

Strukturell sind die pflanzlichen MYB-Transkriptionsfaktoren den tierischen MYB-
Transkriptionsfaktoren ahnlich, auch sie besitzen eine MYB-Domane im N-terminalen
Bereich (Solano et al., 1997).

Anders als in Tieren, wo nur ein bis drei Mitglieder der MYB-Familie in den
untersuchten Organismen vorhanden sind, findet man in Pflanzen eine viel gréRere
Zahl von MYB-Proteinen (Rubio et al., 2001; Stracke et al., 2001). In A. thaliana gibt es
Uber 125 R2R3-MYB-Proteine. Anhand der Anzahl der Sequenzwiederholungen
kénnen die MYB-Proteine der Pflanzen in 3 Gruppen eingeteilt werden: die 1R-MYB-
Proteine (eine Sequenzwiederholung), die R2R3-MYB-Proteine (2 Sequenz-
wiederholungen) und die MYB-3R-Proteine (3 Sequenzwiederholungen). Eine Aus-
nahme ist AIMYB4R, ein MYB-Protein mit 4 Sequenzwiederholungen aus A. thaliana
(Stracke et al., 2001).

Die Gruppe der MYB-Transkriptionsfaktoren mit 3 Sequenzwiederholungen ist in A.
thaliana mit 5 Proteinen vertreten. Ahnlich wie die MYB-Proteine in tierischen
Organismen, sind MYB-3R-Proteine auch hier an der Zellzyklus-Kontrolle beteiligt (Ito
et al., 2001).



1 Einleitung 5

Basierend auf Sequenzanalysen wird davon ausgegangen, dass es mehr als 50 MYB-
Proteine mit nur einer Sequenzwiederholung in A. thaliana gibt (Riechmann et al.,
2000). Fir diese Gruppe wurden Funktionen bei der Regulation pflanzenspezifischer
Prozesse beschrieben. In Arabidopsis wirken die Proteine LHY (LONG HYPOCOTYL)
und CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1) als Teil des circadianen Oszillators
direkt an den photoperiodischen Reaktionen der Pflanzen mit (Green and Tobin, 2002).
Die Proteine CAPRICE (CPC), TRIPTYCHON (TRY) und AtMYBL2 sind an der
Trichom- bzw. Wurzelhaardifferenzierung beteiligt (Kirik et al., 2001; Sawa, 2002,
Schnittger et al., 1999; Wada et al., 1997).

Die R2R3-MYB-Proteine mit zwei Sequenzwiederholungen stellen mit mehr als 125
Mitgliedern die groRte MYB-Unterfamilie dar (Stracke et al., 2001). Die Expansion
dieser Familie erfolgte wahrscheinlich nach dem Verlust der R1-Sequenzwiederholung
(Jin and Martin, 1999). Die Proteine sind aufBerhalb der MYB-Doméne sehr
unterschiedlich, aber anhand der Sequenzhomologien in der MYB-Doméane und
einzelner Motive des C-Terminus wurden die R2R3-MYB-Transkriptionsfaktoren in
Arabidopsis in 22 Untergruppen eingeteilt (Bild 1.3) (Stracke et al., 2001).

X[2]-{K/R]-G-X-W-[T/S]-x-EED-X[2]-L-X[3]-[I/V]-X[3]-G-X[3]- WW-X[10]-R-X[2]-KS CRLR\W-X-N-[Y/Q]-L-x-P-x

R2
N[ | |1 1 ]C

R3

XI2HR/KI-X[2]HF /1 T/S]- X[2]-E-X[6]-[L/A]-X[4]-GN-[R/K]-W-[S/A]-x-IA-X[5]-RTDN-x[2]- KN-x-W-x[5]-[K/R]-x

Bild 1.2 Schematische Ubersicht eines R2R3-MYB-Proteins aus Pflanzen

Dargestellt sind in grin die zwei MYB-Sequenzwiederholungen und ihre jeweiligen
Konsensussequenzen, die in Anlehnung an eine Sequenzanalyse aus Stracke et al. (2001)
bestimmt wurden. In blau sind die an der DNA-Bindung beteiligten Aminosauren dargestellt.
(angelehnt an Stracke et al. (2001) und Avila et al. (1993))

Die R2R3-Domanen innerhalb der R2R3-MYB-Transkriptionsfaktoren sind bis auf eine
Ausnahme (AtMYB CDC5+ mit 31% Identitat) mindestens zu 40% identisch mit einer
Konsensussequenz, die sich aus Aminosauren zusammensetzt, die in der gesamten
Familie zu mehr als 90% konserviert sind (Bild 1.2). Einige Aminosduren, wie zum
Beispiel die Tryptophanreste, die den hydrophoben Kern der Helix-Struktur ausmachen
oder Aminosauren im Bereich der DNA-bindenden dritten Helix, sind fast zu 100%
konserviert (Avila et al., 1993).
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Bild 1.3 Stammbaum der R2R3-MYB-Transkriptionsfaktoren

Der Stammbaum wurde der Verdffentlichung von Stracke et al (2001) entnommen. In der
rechten Spalte sind Subgruppen aufgefiihrt, die anhand der MYB-Doméane sowie
Ubereinstimmender Sequenzmotive des C-Terminus definiert wurden (Stracke et al., 2001).
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Die Ergebnisse aus den bisher naher untersuchten R2R3-MYB-Transkriptionsfaktoren
legen nahe, dass diese Proteinfamilie, wie auch die 1R-MYB-Proteine verschiedene,
aber vorwiegend pflanzenspezifische Prozesse regulieren. Die Funktionen der Uber die
MYB Domane hinausgehenden Proteinbereiche sind weitgehend unbekannt. Fur einige
R2R3-MYB-Proteine konnte gezeigt werden, dass sie eine C-terminale Domane
besitzen, die fir eine Transkriptionsaktivierung verantwortlich ist (Goff et al., 1991;
Moyano et al., 1996; Sainz et al., 1997). Bei anderen wiederum wurden bestimmte
Sequenzmotive mit Repressorfunktionen in Zusammenhang gebracht (Jin et al., 2000).
Auch eine posttranslationale Regulation der pflanzlichen MYB Proteine durch
Phosphorylierung, wie sie fir B-MYB beschrieben ist, wird diskutiert (Petrovas et al.,
2003). Die Funktion der MYB-Domane liegt einerseits in der DNA-Bindung, sie kann
aber auch an Proteininteraktionen beteiligt sein, wie zum Beispiel an der Interaktion mit
bHLH-Proteinen (Goff et al., 1992).

Fir die R2R3-MYB-Proteine in Pflanzen sind vielféltige biologische Funktionen
beschrieben und postuliert worden. Einige MYB-Proteine werden durch Stressfaktoren
wie Trockenheit, Nasse und UV-Strahlung, durch Pathogenbefall oder durch
Pflanzenhormone induziert (Abe et al., 2003; Kirik et al., 1998a; Urao et al., 1993).
Andere MYB-Transkriptionsfaktoren sind an der Spross- oder Blattmorphogenese oder
an der Blitenbildung beteiligt. So zum Beispiel DIVARICATA und PHANTASTICA aus
Antirrhinum majus (Galego and Almeida, 2002; Waites et al., 1998) und die
PHANTASTICA - Orthologe Rough Sheath aus Mais und AS1 (AfMYB91) aus
Arabidopsis (Byrne et al., 2000; Schneeberger et al., 1998). LeBlind, ein MYB-Protein
aus Tomate, welches die gréRten Homologien zu AtMYB36 aufweist, wird fir die
Initiation von Lateralmeristemen benétigt (Schmitz et al., 2002) und AmMMIXTA
determiniert die konische Zellform in Petalen von Antirrhinum majus (Noda et al.,
1994). Einige MYB-Transkriptionsfaktoren sind fir die Keimung notwendig. AtMYB61
wird in der Samenhiille exprimiert und ist fur die Zusammensetzung und Produktion
von Pektinen, die wahrend der Keimung eine Schleimhulle bilden, mit verantwortlich
(Penfield et al., 2001). AtMYB44 und AtMYB77, deren Expression in der spaten
Embryogenese erhoht ist, regulieren wahrscheinlich den Ubergang von der Ruhephase
zur Keimung (Kirik et al., 1998b) und HYMYBGa, ein MYB-Protein aus Gerste ist Telil
einer Giberellinsdure induzierten Genexpressionskaskade, die wahrend der Keimung
ausgelést wird (Gubler et al., 1995).

Eine gut untersuchte Gruppe sind die MYB-Transkriptionsfaktoren, die an der
Regulation des Phenylpropanoidbiosynthesewegs und an der Trichom- bzw. der
Wurzelhaarentwicklung beteiligt sind. Fur einige dieser Proteine konnte gezeigt
werden, dass sie zusammen mit bHLH-Proteinen Zielgene aktivieren (Goff et al., 1992;
Quattrocchio et al., 1998). Die Regulation der einzelnen Schritte des Flavonoid-
biosynthesewegs in Zea mays ist eines der am besten untersuchten Beispiele fir
Genregulation durch kombinatorische Interaktionen der Transkriptionsfaktoren (Singh,
1998).
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1.4 Die Familie der bHLH-Transkriptionsfaktoren in Pflanzen

Basische Helix Loop Helix Transkriptionsfaktoren (bHLH) sind verbreitete Proteine.
Bekannte Vertreter sind das humane ¢c-MYC, sowie MyoD, Achaete und Scute von
Drosophila melanogaster. Der erste bHLH, der in Pflanzen beschrieben wurde war Lc
aus Mais (Ludwig et al., 1989). In A. thaliana wurden 133 Gene identifiziert, die ein
bHLH-Motiv enthalten. Anhand von Sequenzvergleichen und Ubereinstimmungen in
der Genstruktur wurden die bHLH-Proteine in A. thaliana in 12 Subgruppen unterteilt
(Heim et al., 2003). Die Namensgebende bHLH-Domane dieser Proteine enthalt eine
Sequenz aus ca. 18 hydrophilen und basischen Aminosauren, denen sich zwei
Regionen aus hydrophoben Aminosauren anschlielen. Diese nehmen eine Helix-Loop-
Helix-Konformation ein (Murre et al., 1994; Murre et al., 1989). Die bHLH-Domane
dient einerseits der DNA-Bindung Uber die basischen Bereiche, andererseits der
Dimerisierung Uber konservierte Bereiche in den Helices (Brownlie et al., 1997; Heim et
al., 2003).

Die biologischen Funktionen der bHLH-Faktoren sind vielfaltig. Einige bHLH-Proteine,
so zum Beispiel PIF3 (AtbHLHO008) (Phytochrome interacting factor3), spielen eine
Rolle bei der lichtabhangigen Genregulation und der Regulation circadianer Ablaufe
(Makino et al., 2002; Martinez-Garcia et al., 2000; Quail et al., 1995). Andere bHLH-
Faktoren regulieren Stress- oder Pflanzenhormonabhangige Gene und sind dadurch
auch am Wachstum und an Entwicklungsvorgéangen in Pflanzen beteiligt. (Abe et al.,
1997; de Pater et al., 1997; Friedrichsen et al., 2002). Auch die Fertilitdt kann in
bestimmten bHLH-Mutanten gestort sein. Die SPATULA-Mutante (AtbHLHO024) zeigt
Defekte in der Bildung des Pollenschlauchs und das Protein ALCATRAZ (AtbHLHO73)
ist fur die Differenzierung einer nichtlignifizierten Zelllage verantwortlich, die fur die
Zellseparation wahrend der Reifung der Schoten notwendig ist (Alvarez and Smyth,
1999; Heisler et al., 2001; Rajani and Sundaresan, 2001).

Die ersten bHLH-Faktoren in Pflanzen wurden im Zusammenhang mit der
Flavonoidbiosynthese in Mais entdeckt (R/B-&hnliche bHLH-Proteine in Zea mays;
(Goff et al., 1992)) (siehe Bild 1.5). Homologe dieser Mais-bHLH-Proteine sind in
Arabidopsis ebenfalls an der Regulation der Flavonoidbiosynthese aber auch an der
Regulation der Trichom- und Wurzelhaardifferenzierung beteiligt und werden im
folgenden ebenfalls als R/B-&hnliche bHLH-Proteine bezeichnet (Nesi et al., 2000;
Payne et al., 2000).
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lid AtbHLHO03 Atdg168430 AF251688 1 H-E-R
AtbHLHO13 MYCTE At1g01260 AY120752 1 H-E-R n E
AtbHLHO17 At2g48510 AY0943099 1 H-E-R
AtbHLHO14 At4gD0870 AJ519812 2 H-E-R

llle AtbHLHO06 RAP-1* At1g32640 X99548 1 H-E-R
AbHLHO04 % Al4g17880 AF251689 1 H-E-R
AtbHLHOO0S % % At5gde760 AF251690 1 H-E-R E m ﬁ
AtbHLHO28 #* At5g46830 AF252636 1 H-E-R

e AtbHLHO42 TT8 Atag09820 AJ2TTE09 7 H-E-R
AtbHLHO12  ATMYC1* Atag00480 AF251697 8 L-D-R E E m H
AbHLHO01 * Gl3 Atbg41315 AF246291 7 H-E-R
AtbHLHOOZ *  EGL1* Al1963650 AF027732 7 H-E-R

Bild 1.4 Ausschnitt aus einer Ubersicht iiber bHLH-Proteine aus Pflanzen

Dargestellt sind die Subgruppen llid, Ille und IlIf, die die gréRte Ahnlichkeit zu den R/B-
ahnlichen bHLH-Proteinen in Mais zeigen. (entnommen aus Heim et al., 2003)

Neben den R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen sind an der Regulation beider Prozesse eng
verwandte MYB Proteine, ein WD40 Protein (TTG1) und ein WRKY
Transkriptionsfaktor (TTG2) beteiligt. Daher wird vermutet, dass die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen der Regulation auf gleichen oder ahnlichen
Prinzipien basieren (Johnson et al., 2002; Schiefelbein, 2003). Von zentraler
Bedeutung fir diese Regulation sind kombinatorische Interaktionen der beteiligten
MYB- und bHLH-Proteine.

1.5 Die Regulation der Flavonoidbiosynthese

Die Flavonoide, eine umfangreiche Gruppe der Phenylpropanoide, haben in der
Pflanze vielféltige Funktionen. Als Pigmente der Bluten, Blatter und Fruchte haben sie
Schutz- oder Signalfunktion, sie dienen als Fraflschutz und zur Pathogenabwehr und
kénnen daruber hinaus an Entwicklungsprozessen wie Pollenreifung und Entwicklung
der Samenschale beteiligt sein (Debeaujon et al., 2001; Li et al., 1993; Taylor and
Jorgensen, 1992; van der Meer et al., 1992; Winkel-Shirley, 2001; Ylstra et al., 1992).
Diese Funktionen erfordern eine exakte und flexible Regulation des
Flavonoidbiosynthesewegs in Reaktion auf externe Stimuli.

Ausgangsstoff fir die Flavonoidbiosynthese ist das Zimtsaurederivat pCumaroyl-
Coenzym A, das durch Deaminierung, Hydroxylierung und Aktivierung aus
Phenylalanin gebildet wird. Sukzessive Addition von 3 Einheiten Malonyl-CoA
verbunden mit Decarboxylierung, Abspaltung von Coenzym A und Zyklisierung fuhrt
zur Bildung von Chalkon, dem gemeinsamen Vorldufermolekll der verschiedenen
Flavonoide.

Die Regulation der Strukturgene, die an der Flavonoidbiosynthese beteiligt sind, ist vor
allem in Mais gut untersucht und basiert auf einem kombinatorischen Zusammenwirken
von MYB-Proteinen der C1-Unterfamilie (C1, PL1 und P) mit den so genannten R/B-
ahnlichen bHLH-Faktoren (R, Lc, Sn und B), die in unterschiedlichen Organen zeitlich
und raumlich koordiniert exprimiert werden (Consonni et al., 1993; Consonni et al.,
1997; Ludwig and Wessler, 1990; Singh, 1998; Tonelli et al., 1994) (Bild 1.5).
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Die MYB-Proteine C1 und PL1 sind zur Aktivierung ihrer Zielgene (C2/CHS, A1/DFR,
As/AS, Bz1/UFGT und Bz2/GST, siehe Bild 1.5) von der Interaktion mit einem dieser
R/B-bHLH-Faktoren abhangig. In transienten Versuchen in Mais und mit Hilfe des Hefe
2-Hybrid-Verfahrens konnte gezeigt werden, dass C1 und R physikalisch interagieren
(Goff et al.,, 1992). Das MYB-Homolog ZmP hingegen reguliert die Expression
mehrerer friher Gene des Flavonoidbiosynthesewegs und den Zweig der Phlobaphen-
Synthese (CHS, CFI, DFR siehe Bild 1.5) unabhangig von bHLH-Faktoren (Grotewold
et al., 1994). Die anthocyanspezifischen Gene As/AS, Bz1/UFGT und Bz2/GST werden
dagegen nicht von ZmP reguliert (Dooner et al., 1991). Die rétlichen Phlobaphene
kommen anders als Anthocyane nicht in der gesamten Pflanze, sondern hauptséachlich
im Samenperikarp und in bestimmten Blitenteilen vor. Eine kombinatorische Kontrolle
von Phenylpropanoidgenen durch MYB und bHLH-Faktoren wurde auch in anderen
Pflanzen gezeigt. In Petunia hybrida sind daran die MYB-Proteine PhAN2 und PhAN4,
die bHLH-Faktoren PhJAF13 und PhAN1 und ein WD40-Protein, das Protein PhAN11
beteiligt (de Vetten et al., 1997; Quattrocchio et al., 1999; Quattrocchio et al., 1998).
AmMELUTA, ein MYB-Protein, und AmDELILA, ein R/B-ahnliches bHLH-Protein, sind an
der Flavonoidbiosynthese in Antirrhinum majus beteiligt (Martin et al., 1991).

Die systematische Analyse von A. thaliana Mutanten fihrte zu der Identifizierung einer
groBen Zahl von Mutanten des Phenylpropanoidbiosynthesewegs (Shirley et al., 1995;
Wisman et al., 1998). Da A. thaliana keine auffallige Farbung besitzt, wurden Mutanten
der Flavonoidbiosynthese anhand des ,transparent testa“ (TT) Phanotyps identifiziert
(Koornneef, 1990). Diese Mutanten haben aufgrund fehlender Tannine in der
Samenhlille gelbe bis hellboraune Samen, die leicht von den dunkelbraunen Wildtyp-
Samen unterschieden werden kdnnen. Einige der "transparent testa" (TT)-Mutanten
haben Defekte in Strukturgenen der Flavonoidbiosynthese (1t3:DFR; tt4: CHS; tt5: CFl;
tt6: F3H; tt7: F3'H), die als Einzelkopie Gene im A.thaliana Genom vorliegen (Shirley et
al., 1995; Wisman et al., 1998). In diesen Mutanten zeigt die gesamte Pflanze einen
Defekt in der Flavonoid-Akkumulation.

Die anderen bislang molekular charakterisierten TT-Mutanten betreffen regulatorische
Gene, die die strukturellen Gene der Flavonoidbiosynthese regulieren. Die in den
Mutanten tt2 und tt8 veranderten Gene kodieren fur ein MYB Protein (AtMYB123, TT2)
und ein R/B-ahnliches bHLH-Protein (AtbHLHO042, TT8). Beide Proteine werden
gemeinsam fur die Expression von DFR und LAR in Schoten von A.thaliana bendtigt
und es wird postuliert, dass diese beiden Proteine wie die Proteine ZmC1 und ZmR
interagieren (Nesi et al., 2000; Nesi et al.,, 2001). Daruber hinaus wurden weitere
Transkriptionsfaktoren identifiziert: ein Zinkfingerprotein (WIP1, TT1), ein WD40 Protein
(TTG1) und ein WRKY-Transkriptionsfaktor (TTG2) (Borevitz et al., 2000; Johnson et
al., 2002; Sagasser et al., 2002; Walker et al., 1999). In Bild 1.5 sind Zwischenschritte
der Flavonoidbiosynthese, die in Zea mays und A. thaliana von bHLH-Faktoren
und/oder MYB-Transkriptionsfaktoren reguliert werden, farbig hervorgehoben.
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Bild 1.5 Schematische Darstellung der Biosynthese einiger Flavonoide

Es sind die wichtigsten Reaktionen der Flavonoidbiosynthese dargestellt. Die Enzyme, die die
entsprechenden Reaktionen katalysieren, sind neben den Reaktionsschritten in
GroRbuchstaben abgekirzt aufgefiihrt. Die farbigen Pfeile stehen fiir Reaktionswege, bei denen
die Expression des jeweiligen Enzyms von den Transkriptionsfaktoren, die in denselben Farben
aufgefiihrt sind reguliert werden. Abklrzungen: 4CL: 4-Cumarat-CoA-Ligase; C4H, Zimtsaure-4-

Hydroxylase (Cinnamate-4-Hydroxylase); CFI: Chalkon-Flavanon-lsomerase; CHS:
Chalkonsynthase; DFR:  Dihydroflavonol-4-Reduktase; F3H:  Elavanon-3-Hydroxylase; FLS:
Elavonolsynthase; FNS: FElavonsynthase; IFS: Isoflavonsynthase; LAR:

Leucoanthocyanidinreduktase; LDOX: Leucoanthocyanidinoxidase; PAL, Phenylalanin-Ammo-
nium-Lyase; UF3GT: UDP Glukose-Flavonoyl-Glukosyl-Transferase (verandert nach Vom Endt
et al., (2002)).
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Weitere MYB-Proteine, die in A. thaliana eine regulatorische Rolle fir den
Phenylpropanoidbiosyntheseweg spielen, wurden durch ,Activation Tagging® (PAP1
(AtMYB75) und PAP2 (AtMYB90)) und durch die Identifizierung einer UV-toleranten
Mutante (AtMYB4) gefunden. Die Uberexpression von PAP1 bzw. PAP2 fiihrt zu einer
Erhéhung der Transkriptmengen mehrerer Strukturgene des Phenylpropanoid
biosynthesewegs (CHS, DFR, PAL, vgl. Bild 1.5) und damit zu einer Akkumulation von
Anthocyanen, glykosylierten Anthocyanen, Flavonolen und zellwandgebundenen
Hydroxyzimtsauren. Die Pflanzen zeigen eine deutliche rétlich-violette Farbung
(Borevitz et al., 2000).

AtMYB4 wirkt als Repressor des fir C4H kodierenden Gens. In Wildtyp-Pflanzen
verursacht die Einwirkung von UV-Licht eine Reduzierung der atmyb4-Expression und
erlaubt so die Synthese von C4H, was zu einer erhdhten Produktion von
Sinapinsaureestern flhrt. Den Sinapinsaureestern wird eine Schutzfunktion gegeniber
schadigenden UV-Strahlen zugeschrieben, KO-Mutanten von ATMYB4 besitzen eine
erhéhte UV-B-Toleranz (Jin et al., 2000).

Die Charakterisierung der "transparent testa glabra" (TTG) Mutanten, die nicht nur im
Phenylpropanoidbiosyntheseweg gestort sind, sondern auch Veranderungen in der
Trichom- bzw. Wurzelhaardifferenzierung aufweisen, legen nahe, dass die molekulare
Grundlage der Regulation dieser Prozesse durch die Verwendung gleicher
Komponenten (TTG1, TTG2, MYB-Proteine, R/B-dhnliche bHLH-Faktoren) mechanis-
tische Ahnlichkeiten aufweist.

1.6 Die Regulation der Trichom- und Wurzelhaarentwicklung

Sowohl Wurzelhaare als auch Trichome sind spezialisierte Zellen der Epidermis.
Wurzelhaare dienen der Aufnahme von Wasser und Mineralstoffen. In A. thaliana
entstehen Wurzelhaare jeweils an den Stellen, an denen zwei Kortex-Zellen
aufeinander treffen (Haarzell-Position, H-Position). Die Zellen, die direkt auf einer
Kortexzelle liegen, differenzieren zu Nicht-Wurzelhaarzellen (Non-Hair-cell-Position, N-
Position (Dolan, 2001).

Trichome sind im allgemeinen Blatthaare, die ein- oder mehrzellig sind und aus einer
Epidermiszelle entstehen. Die Trichome kdnnen aus lebenden oder toten Zellen
bestehen und spielen bei verschiedenen Pflanzenarten sehr unterschiedliche Rollen
(z.B. Driusenhaare, Brennhaare, Schutz vor UV-Strahlung und Verdunstung).

In Arabidopsis bestehen Trichome aus einer grollen Zelle, die von 8-10
Trichombegleitzellen umgeben ist, die sich ebenfalls morphologisch von den
umliegenden Zellen abheben (Hllskamp et al.,, 1994). Im Gegensatz zu der
Wurzelhaarentstehung kann man bei der Trichomentstehung bezlglich der Lage keine
Korrelation mit anderen, darunter liegenden Zellen erkennen. Die Trichome entstehen
in der Initiationszone und sind dann jeweils ca. drei bis vier Zellen voneinander
entfernt, was zu einer gleichmaRigen Verteilung auf der Blattoberflache flhrt (Larkin et
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al., 1996). Sobald die Epidermiszelle zu einer Trichomzelle determiniert ist, teilt sich die
Zelle nicht mehr, die Replikation geht jedoch weiter. Die Trichomzelle erhebt sich aus
der Blattoberflache und durchlduft die primare und sekundare Verzweigung, begleitet
von vier Endoreduplikationen (32C) (Hulskamp et al., 1994). Analysen von Mutanten,
die Veranderungen in der Anzahl oder Lage der Trichome zeigen und Untersuchungen
mit Uberexpressionslinien, filhrten zu der ldentifizierung von zehn Proteinen aus
verschiedenen Proteinfamilien, die an der Steuerung der Trichomdifferenzierung in
Arabidopsis beteiligt sind. Dazu gehdren die R2R3-MYB-Proteine GL1 (AtMYBO) und
AtMYB23, sowie die Proteine TRIPTYCHON (TRY), Caprice (CPC) und AtMYBL2, die
zu der Gruppe der 1R-MYB-Transkriptionsfaktoren gehoéren, weiterhin GLABRA 3 (GL3
(AtbHLHOO1)) ein bHLH-Protein, GLABRA2 (GL2) ein Homdobox-Protein, und die
bereits oben erwahnten Proteine TTG1 und TTG2 (Johnson et al., 2002; Kirik et al.,
2001; Oppenheimer et al., 1991; Payne et al., 2000; Rerie et al., 1994; Sawa, 2002;
Schellmann et al., 2002; Wada et al., 1997; Walker et al., 1999).

Wahrend die Proteine GL1, TTG1, GL3, TTG2 und GL2 die Regulation der Trichom-
differenzierung aktivieren, inhibieren die 1R-MYB-Transkriptionsfaktoren die
Trichomdifferenzierung (Sawa, 2002; Schiefelbein, 2003). Einige der Proteine, die an
der Regulation der Trichomentwicklung beteiligt sind, spielen auch bei der
Wurzelhaardifferenzierung eine Rolle. ttg7- und g/2-Mutanten haben ektopische
Wourzelhaare, die nun auch Uber Kortexzellen, also an N-Positionen entstehen. TTG1
und GL2 fuhren in der Wurzel zu einer Repression der Wurzelhaarbildung, wohingegen
sie im Spross die Trichombildung induzieren (Di Cristina et al., 1996; Galway et al.,
1994; Masucci et al., 1996). cpc-Mutanten besitzen nur ca. ein Viertel der
Wurzelhaarzellen von Wildtyp-Pflanzen, was dafur spricht, dass CPC die
Wurzelhaardifferenzierung unterstitzt (Wada et al., 1997). An der Wuzelhaar-
differenzierung ist auch ein R2R3-MYB-Protein beteiligt. Die Mutation von
WEREWOLF (AftMYBG66) fuhrt zu einer von Kortexzellen unabhangigen ektopischen
Induktion von Wurzelhaaren, sowie zu einer ektopischen Induktion von Stomata in der
Hypokotylepidermis (Lee and Schiefelbein, 1999). Vieles spricht daflir, dass wie bei der
Phenylpropanoidbiosynthese, auch die Trichom- und Wurzelhaardifferenzierung
kombinatorisch durch bHLH-Proteine und MYB-Transkriptionsfaktoren reguliert wird.
Far einige Proteine, die an der Trichom- bzw. Wurzelhaardifferenzierung beteiligt sind,
konnte eine direkte Interaktion mit R/B-ahnlichen bHLH-Faktoren gezeigt werden. So
konnte die Interaktion von GL1 mit ZmR und mit GL3, die Interaktion von WER und
CPC mit ZmR und die Interaktion von AtMYBL2 mit GL3 im Hefe 2-Hybrid-System
gezeigt werden. Es ist jedoch noch unklar, welche endogenen bHLH-Proteine im Fall
von WER, CPC und A{MYBL2 tatsachlich an der Regulation beteiligt sind (Lee and
Schiefelbein, 1999; Payne et al., 2000; Sawa, 2002; Wada et al., 1997). Aufgrund der
genetischen und biochemischen Daten wurden Modelle entwickelt, die die Regulation
der Trichom- und Wurzelhaardifferenzierung beschreiben sollen (Schellmann et al.,
2002; Schiefelbein, 2003). Diese Modelle stimmen im wesentlichen darin Uberein, dass
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im Spross die Proteine GL3, GL1 und TTG1 und in der Wurzel WER zusammen mit
einem noch unbekannten bHLH-Faktor und TTG1 die Expression von GL2 induzieren.
Dieses Protein induziert Uber einen noch unbekannten Regulationsweg die
Trichomdifferenzierung im Spross bzw. das ,Nicht-Wurzelhaarschicksal® in der
Wurzelhaarzone. Diskutiert wird in diesem Zusammenhang ein Aktivator-
Repressorsystem, bei dem der Aktivator (z.B. der GL3/GL1-Komplex) Uber positive
Ruckkopplung die eigene und die Aktivitat oder Expression des Repressorproteins
(CPC/TRY) stimuliert. Das Repressorprotein wiederum inhibiert die Aktivitdt oder
Expression des Aktivators. Es wird vorgeschlagen, dass dieser negative Regulator in
Nachbarzellen diffundieren kann, und so dort durch laterale Inhibition die Aktivitat des
Aktivators beeinflusst. Dadurch wiirden diese Zellen miteinander in Konkurrenz treten.
Kleine Veranderungen in der Zusammensetzung von Aktivator und Repressor kbnnen
so schnell das Gleichgewicht stéren, so dass im Falle der Trichomentwicklung eine
Zelle zum Trichom differenziert, wahrend die Trichomentwicklung in den benachbarten
Zellen inhibiert wird (Schellmann et al., 2002). Bisher ist noch unklar, wie die Zell-
Zellkommunikation auf molekularer Ebene ablauft, welche anderen Faktoren beteiligt
sind und welche Zielgene dadurch reguliert werden. Auch die molekularen Funktionen
von TTG1, TTG2 und GL2 im Zusammenhang mit der Regulation der Pektinbildung fir
die Schleimhiille von Samen, der Tanninbildung und der Anthocyanbiosynthese sind
weitgehend unbekannt.

1.7 Zielsetzung

Molekulare Untersuchungen der MYB- und bHLH-Proteine aus A. thaliana legen eine
funktionelle Verknipfung dieser beiden Proteinfamilien nahe. Ziel dieser Arbeit war es,
die strukturellen und funktionellen Daten, die Uber diese Familien von
Transkriptionsfaktoren existieren, mit Hilfe einer systematischen Untersuchung von
Protein-Interaktionsnetzwerken zu erweitern. Hierfur sollte das Hefe 2-Hybrid-System
als Hochdurchsatz-Verfahren weiterentwickelt werden, um in groem Umfang die
Identifizierung neuer Interaktionspartner zu ermoglichen.

Interaktionsnetzwerke zwischen allen Vertretern zweier ausgewahlter Gruppen von
R/B-ahnlichen bHLH- und einer Gruppe von MYB-Transkriptionsfaktoren sollten im
Hinblick auf ihre Interaktionsspezifitdt analysiert werden. Die Informationen aus den
Interaktionsanalysen sollten daruber hinaus verwendet werden, um die strukturellen
Grundlagen der Interaktionen im Detail zu analysieren und im Zusammenhang mit der
Frage von Spezifitat und Redundanz in groRen Proteinfamilien zu reflektieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Radioisotope

Alle Laborchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, im analytischen
Reinheitsgrad von den Firmen Amersham Biosciences (Freiburg), BioRad (Minchen),
Biozym (Hameln), FLUKA (Neu-UIm), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Samtliche Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs (Schwalbach),
Fermentas (Vilnius, Litauen), Invitrogen (Paisley, GB), MWG, (Ebersberg), Roche
(Mannheim), Serva und Stratagene (Heidelberg) geliefert. Darlber hinaus wurden
DNA- und Protein-Gréfienmarker von New England Biolabs (Schwalbach) benutzt.

Zur Aufreinigung von Plasmiden und DNA wurden Materialien der Firmen Qiagen
(Hilden) und Roche (Mannheim), zur Proteinbiochemie Systeme der Firma Promega
(Madison,WI, USA), sowie vorgegossene 12% Tris Glycin Gele der Firma Invitrogen
(Paisley, GB) verwendet.

Das Filmmaterial wurde von Kodak (Rochester) und das Radioisotop S35 Methionin
von Amersham Biosciences (Freiburg) bezogen.

2.1.2 Medien, Puffer und Lésungen

Alle Medien, Puffer und Lésungen wurden unter Verwendung von deionisiertem
Wasser hergestellt. Die Sterilisierung erfolgte durch Autoklavieren bzw. bei hitzelabilen
Substanzen durch Sterilfiltration.

Als Medienzusatze in der Bakterienkultur wurde Bacto-Hefeextrakt und Bacto-Trypton
der Firma Gibco-BRL (Gaithersburg) verwendet.

Fir die Hefekultur wurden Minimalmedien der Firma Clontech und Aminosauren der
Firma Sigma (Deisenhofen) eingesetzt.

Fir Festmedien wurde Agar der Firma Merck (Darmstadt) verwendet.

Filter, Membran- und S&ulenmaterialien wurde von den Firmen Millipore (Molsheim),
Nalgene (Rochester), Satorius (Géttingen), Whatman (Maidstone) und Calbiochem (La
Jolla) bezogen.

2.1.3 Desoxyoligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen (Paisley, GB),
Metabion (Martinsried), MWG-Biotech GmbH (Minchen) und Qiagen (Hilden) bezogen.
Die verwendeten Nukleotide sind im Anhang unter Punkt 2 aufgefuhrt.
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2.1.4 Sequenzanalysen

Die DNA-Sequenzanalysen wurden von der ADIS-Einheit des MPIZ durchgefihrt.
Vektorsequenzen und fehlerhafte Sequenzen wurden manuell entfernt, die
resultierenden Sequenzen wurden dann mit Sequenzen von Arabidopsis-Genom-
Datenbanken verglichen. Bei den Ergebnissen aus den Hefe 2-Hybrid-Screens wurden
die Informationen unter Angabe der MIPS-Identifikationsnummer, des offenen
Leserahmens, des Proteinabschnittes und der Lage in der Sequenz, sowie weiteren
Informationen Uber Funktion oder Motivdaten in einer Access-Datenbank gespeichert.
Sequenzanalysen:

http://www.mips.gsf.de (MIPS)

http://www.ncbi.nIm.nih.gov (NCBI)

http://www.arabidopsis.org/ (TAIR)

ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/

BioEdit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit.html

Proteinanalysen:

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

http://pfam.wustl.edu/hmmsearch.shtmi

http://meme.sdsc.edu/meme/website/meme.htmi

Ermittlung der relativen Haufigkeiten von Aminosauren:
http://www.bio.cam.ac.uk/cgi-bin/seqlogo/logo.cgi
http://tfcard.mpiz-koeln.mpg.de/cgi-bin/acf.cgi

(Stracke R, Werber M, Weisshaar B: The R2R3-MYB gene family in Arabidopsis
thaliana. Curr Opin Plant Biol. 2001 Oct; 4(5):447-56)

Motivsuche :

http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph-patmatch.pl

3-dimensionale Modelle:

http://www.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw/

RasTop; Molecular Visualization Software (http://www.geneinfinity.org/rastop/)



2 Material und Methoden

2.1.5 Verwendete Organismen:

2.1.5.1 Bakterien:

E.coli-Stamm

Genotyp

DH5a F’, $80dlacZ AM15, A(lacZYA-argF), U169, endA1, recA1, hsdR17, (r,-my’), deoR, thi-1,
supE44, -, gyrA96, relA1 (Hanahan, 1983)

BL21 CodonPlus™- | F-, ompT, hsdS (rs-mg) dcm+ Tet” galh (DE3) endA The [argU ileY leuW Cam']

(DE3) RIL (Stratagene)

DB3.1 F-, gyrA462, endA, A(sr1-recA), mcrB, mrr, hsdS20, (rs-mg’), supE44, ara14, galk2,

lacY1, proA2, rpsL20(Sm"), xyl5, Aleu, mtl1 (Invitrogen)

2.1.5.2 Hefestdmme (Saccharomyces cerevisiae)

Hefe-Stamm Genotyp

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, Lys2::GAL1UAS-
GAL1TATA-HIS3, MEL1, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ
(James et al., 1996) ( Holtz, unpublished)

Y187 MATa , ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met-, gal80A,
URA3::GAL1UAS-Gal1TATA-lacZ, MEL1 (Harper et al., 1993)

PJ69-4a MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, Lys2::GAL1-HIS3, GAL2-
ADE2, met2::Gal7-lacZ (Harper et al., 1993)

2.1.5.3 Die Pflanzen

Die Anzucht von

A.thaliana Pflanzen erfolgte bei 14 h Licht, 10 h Dunkel in einer

Klimakammer bei 65% Luftfeuchtigkeit, 20 °C.

2.1.6 DNA-Vektoren

2.1.6.1 E. coli Vektoren

Plasmid wesentliche Merkmale

pGEX-4T Expressionsvektor in E.coli; GST-Fusion (Amersham)
pGEX2TattR Expressionsvektor in E.coli; GST-Fusion (Amersham)
pET32attR Expressionsvektor in E.coli, His-Tag (Novagen)

2.1.6.2 Hefevektoren

Plasmid wesentliche Merkmale

pACT2 Zwei-Hybrid-Vektor zur Klonierung von GAL4 Aktivatordomane-Fusionen
GAL4768.8s1/AD, Leu2, amp', HA-Epitop-Tag
(Clontech) (Durfee et al., 1993).

pAS2-1 Zwei-Hybrid-Vektor zur Klonierung von GAL4 Bindungsdomane-Fusionen
GAL41.147DNA-BD, TRP1, amp', CYH®2 (Clontech) (Durfee et al., 1993).

pBD-SNF1 Derivat des Vektors pAS1, das als BamHI-Fragment das Hefe SNF1 Gen (Celenza u.
Carlson, 1986) als Fusion an die GAL4 DNA-Bindungsdoméne enthalt (Fields und Song,
1989)

pAD-SNF4 Derivat des Vektors pACT, das als BamHI-Fragment das Hefe SNF4 Gen (Celenzaet
al.,1989) als Fusion an die GAL4 DNA-Aktivatordomane enthalt (Fields und Song, 1989)

17
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2.1.6.3 Gateway-Vektoren

Plasmid wesentliche Merkmale

pAS attR Zwei-Hybrid-Vektor zur Klonierung von GAL4 Bindungsdomane-Fusionen uber LR-
Rekombination
GAL41.147DNA-BD, TRP1, amp', CYH®2 (Clontech, verandert)

pACT attR Zwei-Hybrid-Vektor zur Klonierung von GAL4 Aktivatordoméane-Fusionen uber LR-
Rekombination; GAL4zes.81/AD, Leu2, amp', HA-Epitop-Tag (Clontech, verandert)

pcACT attR Zwei-Hybrid-Vektor zur Klonierung von GAL4 Bindungsdomane-Fusionen uber LR-
Rekombination; Cen/ARS-Plasmid Rekombinationskassette mit ccdB-Gen und Cm'; GAL4,;.
1a7DNA-BD, TRP1, amp’, CYH®2 (Durfee et al. 1999, verandert)

pCD2 attR Zwei-Hybrid-Vektor zur Klonierung von GAL4 Aktivatordoméane-Fusionen uber LR-

Rekombination; Cen/ARS-Plasmid Rekombinationskassette mit ccdB-Gen und Cm’;
GAL4768.881AD, Leu2, amp', HA-Epitop-Tag (Durfee et al. 1999, verandert)

pDEST14 attR

Vektor zur nativen Proteinexpression in E.coli ohne Fusion;
T7-Promotor, Rekombinationskassette mit ccdB-Gen und Cm’, amp', (Invitrogen)

pGEX2 attR Vektor zur Proteinexpression in E.coli
N-Terminale GST-Fusion, Thrombin-Schnittstelle, amp’, Rekombinationskassette mit ccdB-
Gen und Cm' (Amersham, verandert von T. Soellick, nicht veréffentlicht)

pDONR201 Vektor zur Konstruktion von Entry-Vektoren Uber BP-Reaktion; Rekombinationskassette mit

ccdB-Gen und Cmr, KnR, (Invitrogen)

2.1.7 cDNA-Bibliotheken fiir das Hefe 2-Hybrid-System

Bezeichnung

wesentliche Merkmale

Ara 446 aus A.thaliana Suspensionskultur (ohne Licht)
DNA erhalten von K.Salchert, AG C. Koncz, MPIZ Kéin
Ara-1101 Clontech Matchmaker cDNA Library; grines Blattmaterial von A.thaliana; 3 Wo altes
vegetatives Gewebe, Okotyp Columbia; aus polyT- und randomisierter cDNA (Clontech)
HS-Ara1 normalisierte polyT-cDNA aus allen Organen von A.thaliana Okotyp Columbia
erhalten von Hans Sommer, MPIZ KéIn
Ara 518 Retransformation der Bibliothek Ara446
Clontech CP Retransformation der Clontech Matchmaker cDNA Library

2.1.8 Herstellung der Vektoren

2.1.8.1 Vektoren zur Verwendung in den Hefe 2-Hybrid-Screens und Matrix-Ansatzen
» Die Sequenzen der Proteine A{MYB6, AtMYB12, AtMYB30, AMYB73,
AtMYB3R 1 wurden ausgehend von Vektoren, die von der AG Weilshaar zur
Verfligung gestellt wurden, mit den Oligonukleotiden [120028, 120029], [1Z0019,
1Z0020], [1Z0026, 1Z20027], [I1Z0048, 120052], [IZ0031, 120032] und [1Z0028,
1Z0029] amplifiziert und in den Vektor pDONR201 rekombiniert. Es folgte die
Rekombination in pAS2attR.

» Die Sequenzen der Proteine AtMYB25, AtMYB26, AtMYB42, AtMYB43,
AtMYB55, AtMYB78, AtMYB88, AtMYB95, AtMYB99, AtMYB103 und
AtMYB123 wurden mit den Primern [IZ0068, 1Z0069] ausgehend von PCR-
Produkten mit speziellen Uberhdngen (zur Verfligung gestellt von Ralf Stracke,
AG Weilthaar) amplifiziert und in den Vektor pDONR201 rekombiniert. Es folgte
die Rekombination in pAS2attR.
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» Die Entry-Vektoren der restlichen MYB-Proteine wurden von der AG WeilRhaar
bereitgestellt, es folgte eine Rekombination in pASattR bzw. in pCD2attR und
teilweise in pcACTattR.

= Die Kandidaten AtbHLH046 und LEA wurden auf einer Arabidopsis cDNA-Bank
mit den Primern [IZ0080, 120081] und [1Z0042, 1Z0043] amplifiziert und in den
Vektor pPDONR201 rekombiniert. Es folgte die Rekombination in pAS2attR.

» pAS2-AtMYB4 wurde von Andreas Miller, die Vektoren pAS2-bZIP21 und
pAS2-bZIP65 von Marc Jakoby zur Verfigung gestellt.

= Die Entry-Vektoren aller bHLH-Faktoren mit Ausnahme von AtbHLH046 wurden
von der AG Weillhaar bereitgestellt (Marc Heim und Marc Jakoby). Es folgte
eine Rekombination in pCD2attR bzw. pcACTattR.

» Die Vektoren pAS-WIP1-WIP6 wurden von Martin Sagasser (AG WeilRhaar) zur
Verfugung gestellt.

2.1.8.2 Vektoren zur Herstellung von Deletionskonstrukten

pCD2-bHLHOO2NA331:

Der Vektor wurde durch PCR mit den Primern 12160 und MJ193 auf dem Vektor pCD2-
bHLHO002 und anschlieRender Rekombination in pCD2attR mit Hilfe des Gateway-
Verfahrens hergestellt

pCD2-bHLH002-Q331 E401

Der Vektor wurde durch PCR mit den Primern 12160 und 12157 auf dem Vektor pCD2-
bHLHO002 und anschlieRender Rekombination in pCD2attR mit Hilfe des Gateway-
Verfahrens hergestellt

pCD2-bHLHO12NA158:

Der Vektor wurde kloniert, indem der Vektor pENTR-bHLHO12 mit Scal geschnitten
und religiert wurde. Dieser Vektor wurde dann zur Rekombination in den Vektor
pCD2attR verwendet.

pCD2-bHLHO12CAZ206:

Der Vektor wurde durch Schneiden des Vektors pENTR-bHLHO012 mit BspMI,
Behandlung mit 5°3 -Exonuklease, Religation und anschlieRender Rekombination in
pCD2attR hergestellt.

pCACT-AtMYB75[1_100] und DCDZ-AtMYB75[1_100];
Das AtMYB75-Fragment wurde ausgehend von pCD2-AtMYB75 mit den Primern

1Z0107 und 1Z0139 amplifiziert und mit Hilfe der Gateway-Technologie Uber
pDONR201 in pCACTattR und pCD2attR rekombiniert.
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pCACT-AtMYB751.114 und pCD2-AtMYB751-1145:

Das AtMYB75-Fragment wurde ausgehend von pCD2-AtMYB75 mit den Primern
1Z0107 und 1Z0140 amplifiziert und mit Hilfe der Gateway-Technologie uber
pDONR201 in pCACTattR und pCD2attR rekombiniert.

pCACT-AtMYB751.175 und pCD2-AtMYB75(1.17s;:

Das AtMYB75-Fragment wurde ausgehend von pCD2-AtMYB75 mit den Primern
120107 und 120141 amplifiziert und mit Hilfe der Gateway-Technologie tiber pPDONR201
in pCACTattR und pCD2attR rekombiniert.

pCD2-AtMYB751-1905:

Ein weiteres Deletionskonstrukt zum Entfernen der Aktivierungsdomane wurde durch
Restriktion des Vektors pCD2-AtMYB75 mit Spel und Pstl, Behandlung der Uberhange
mit T4-DNA-Polymerase und anschlieRender Ligation hergestellt. Der Vektor enthalt
die kodierende Sequenz fiir die Aminosauren 1-190 von AtMYB75 fusioniert an die
Bindedoméane von Gal4.

pCACT-AtMyb4CA118:

Dieser Vektor wurde durch Amplifizierung der Teilsequenz mit den Oligonukleotiden
1Z163 und 12162 und anschlieRender Rekombination Gber pDONR201 in pCACTattR
hergestellt.

pCACT-AtMyb6CA118:

Dieser Vektor wurde durch Amplifizierung der Teilsequenz mit den Oligonukleotiden
1Z164 und 120028 und anschliefender Rekombination Gber pDONR201 in pCACTattR
hergestellt.

2.1.8.3 Klonierung zur gerichteten Mutagenese von AIMYB75

pcACT-AtMYB75L73I: 120111 und 120114
pcACT-AtMYB75R76K: 120111 und 120115
pcACT-AtMYB75R76E: 120111 und 120115
pcACT-AtMYB75R79S: 120111 und 120113
pcACT-AtMYB75L80A: 120111 und 120112

Mit den Oligonukleotiden 120111 und 1Z20112-120115 (siehe Anhang), die verglichen mit
AtMYB75 1-3 Austausche in der Nukleotidsequenz haben, wurde der gesamte Vektor
pENTR-AtMYB75 in einer PCR mit Pfu-Polymerase amplifiziert. Dadurch wurde bei
allen funf Ansatzen jeweils eine Aminosdure ausgetauscht. Die Oligonukleotide
enthalten eine Avrll-Schnittstelle, die die Religation der Vektoren ermdglicht. Das
Einfugen der Avrll-Schnittstelle fuhrte zu einer stillen Mutation, es wurden keine
zusatzlichen Nukleotide eingeflgt und der offene Leserahmen blieb unverandert. Die
Entry-Vektoren wurden anschlief’end in pCACTattR rekombiniert.
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2.2 Allgemeine Methoden

Soweit nicht anders angegeben basieren die in dieser Arbeit verwendeten Techniken
und Standardmethoden der Molekularbiologie auf den von Sambrook et al. (1989)
veroffentlichten Protokollen oder sie wurden entsprechend den Herstellerangaben
durchgefihrt.

2.2.1 Kultivierung von Bakterien

Die Bakterien wurden bei 37 °C unter Schutteln oder auf Agarplatten kultiviert.

Lésungen und Medien wurden mit hochreinem Milli-Q-Wasser (Millipore) hergestellt
und bei 125 °C fur 20min autoklaviert. Bei Selektionsmedien oder Selektionsplatten
wurde das entsprechende Antibiotikum nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf
unter 60 °C zugefugt. Die Endkonzentration betrug fur Ampicillin 80 pg/ ml, far
Chloramphenicol 30 pg/ ml und fur Kanamycin 25 ug/ ml.

Zur dauerhaften Lagerung wurden die Bakterien in einer 25%igen Glycerinlésung in
Medium bei —80 °C aufbewahrt.

DYT-Medium: 5 g/ 1 NaCl
10 g/ | Bacto-Hefeextrakt
10 g/ | Bacto-Trypton

2.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien (RbCl-Methode)

Zur Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA wurden die Bakterien wie folgt
vorbehandelt: 2 ml einer Ubernachtkultur wurden 1:100 in 200 ml DYT-Medium
verdinnt und bei 37 °C auf dem Schittelinkubator bis zum Erreichen einer Optischen
Dichte von 0,4-0,5 bei 600 nm inkubiert. Die folgenden Schritte wurden bei 4 °C
durchgefihrt:

Die Bakterienkulturen wurden in 4 Zentrifugenréhrchen tberfuhrt, 10 Minuten auf Eis
gekuhlt und danach 10 Minuten bei 4000 upm (Heraeus Megafuge 1.0 R) sedimentiert.
Die Pellets wurden mdglichst luftblasenfrei in je 5 ml TFB I-Puffer resuspendiert und
danach mit weiteren 10 ml TFB I-Puffer versetzt. Es wurden jeweils zwei Suspensionen
vereinigt. Nach zehnmindtiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien erneut
zentrifugiert. Die entstandenen Pellets wurden in je 4 ml TFB II-Puffer aufgenommen
und vereinigt. Es wurden 200 pl-Aliquots hergestellt, die sogleich in flissigem Stickstoff
schockgefroren wurden. Die kompetenten Bakterien kdnnen 3 Monate bei -80 °C
gelagert werden.
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TFB I-Puffer: 30 mM Kaliumacetat

50 mM MnCI2

10 mM CaCl2

100 mM RbCI

15% Glycerin

Der pH wurde mit 2N Essigsaure auf 5,8 eingestellt
TFB lI-Puffer: 10 mM Morpholinopropansulfonsaure (MOPS) pH 7,0

75 mMCacCl2

10 mM RbCl

15% Glycerin

2.2.3 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Um Bakterien zu transformieren, wurden 200 ul der kompetenten Bakterien mit 0,1-
0,5 pg Plasmid-DNA versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert.

Nach einem Hitzeschock von 45 Sekunden bei 42 °C wurden die Zellen in 800 ml DYT-
Flissigmedium uberfihrt und danach 30 Minuten auf dem Schittelinkubator bei 37 °C
inkubiert. Die Bakterienkultur wurde dann auf Antibiotika-haltigen DYT-Mediumplatten
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.4 Praparation von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterienkulturen

Plasmid-DNA wurde aus E.coli mit Hilfe von QlAprep Spin Columns sowie QIAGEN-
Saulchen der Grée 500 und 2500 der Firma QIAGEN (Hilden) prapariert.

2.2.5 Ethanolfdllung von Nukleinsduren

Nukleinsduren wurden gefallt, indem die DNA-L&sung mit 1/10 Volumen 3M Natrium-
acetat (pH 5,2 ) und 2,5 Vol. vorgekuhltem (-20 °C) Ethanol versetzt und tGber Nacht
bei -20 °C oder 1 h bei -80 °C inkubiert wurde. Nach einer Zentrifugation (13000 upm,
30 Minuten) wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in
Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

2.2.6 Konzentrationsabschatzung von Plasmid-DNA

Die Konzentration einer DNA-L6sung wurde durch photometrische Bestimmung der
Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm in Quarzkivetten gemessen. Eine
OD260 von 1 entspricht bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von ca.
50 pg/ ml. (ssDNA: 37 ug/ ml; kurzkettige Oligonukleotide 20 pg/ ml, RNA 42 ug/ ml).
Eine Messung der Extinktion (Ext) bei 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen)
ermoglicht auRerdem die Uberpriifung der Reinheit der Praparation. Das Verhaltnis
Extoso/Extago ergibt den Reinheitsgrad: ist das Verhaltnis <1,75, so kénnen in der
Praparation Proteine oder Phenole enthalten sein, ist es > 1,9, so ist die Probe
vermutlich mit anderen Nukleinsduren verunreinigt.
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2.2.7 Endonukleolytische Spaltung von DNA

Zur Klonierung und Charakterisierung der Plasmid-DNA, wurde sie an spezifischen
Stellen mit Restriktionsenzymen geschnitten. Die Inkubation der DNA mit den
jeweiligen Endonukleasen erfolgte nach den Vorschriften des Herstellers in den
entsprechenden mitgelieferten Restriktionspuffern.

Die Auftrennung der Restriktionsfragmente erfolgte mittels Gelelektrophorese.

2.2.8 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch horizontale Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.
Dazu wurden je nach GrélRe der Fragmente 0,8 bis 1,5%ige Agarosegele hergestellt.
Die entsprechenden Mengen Agarose wurden in 1x TAE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht und nach dem Abkihlen auf ca. 60 °C mit 0,3 ug Ethidiumbromid pro ml
Gelvolumen versetzt. Das Ethidiumbromid interkaliert in die DNA, so dass diese unter
UV-Licht sichtbar wird. Das noch flissige Gel wurde in einen Geltrdger mit
Probenkamm gegossen. Nach Erstarren des Gels, wurde es in eine mit 1xTAE geflllte
Elektrophoresekammer gelegt und die DNA-Proben in die Geltaschen pipettiert. Die
Elektrophorese fand bei einer Feldstarke von 5 bis 15 V/ cm bis zur gewilinschten
Auftrennung statt. Zur Dokumentation wurden die Gele fotografiert. Die Proben wurden
vor dem Auftrag mit 3xProbenpuffer (1/3 Volumenaquivalent) versetzt.

2.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur praparativen Reinigung von DNA-Restriktionsfragmenten wurde die DNA in einem
0,8%igen Agarosegel aufgetrennt und die entsprechenden Fragmente mit einem
Skalpell herausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte mit dem ,PCR Purification Kit"
von Roche nach Anleitung des Herstellers. Dabei wurde die Agarose bei 42 °C in
einem Reagenz aufgeldst und die DNA anschlieRend Uber eine Saule aufgereinigt.

2.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verknipfung der Restriktionsfragmente wurden sie in verschiedenen molaren
Verhaltnissen in einem Ligationsansatz gemischt und mit Hilfe der T4-DNA-Ligase
(New England Biolabs) nach Angaben des Herstellers Uber Nacht bei 16 °C ligiert.

2.2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Ein PCR-Ansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 50 pl folgende Komponenten:
200 bis 500 ng Matrizen-DNA, jeweils 100 ng zweier verschiedener Desoxy-
oligonukleotide als Primer, 5 | 10xPCR-Puffer (vom jeweiligen Hersteller mitgeliefert),
4 ul eines dNTP-Gemisches (dATP, dCTP, dGTP und dTTP, jeweils 1,25 mM) und
2,5 U Taqg- oder Pfu- Polymerase. Fir die DNA-Amplifikation mittels PCR wurde ein
Thermocycler MJ Research PTC-225 verwendet. PCR-Programm: 2 min 95 °C, danach
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35 Zyklen (30 s 95 °C, 30 s 50 °C, 1-2 min 72 °C), 30 s 72 °C, danach abkuhlen auf
15 °C.

2.2.12 RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Midi Kit von Qiagen aufbereitet. Die DNase-
Behandlung wurde direkt auf der Saule durchgefiihrt. Eine anschlieRende Kontroll-PCR
wurde zur Uberprifung der Abwesenheit von DNA mit Actin-Primern durchgefiihrt.

2.2.13 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit der Reversen
Transkriptase der Firma Stratagene mit dem Oligo-dT-Primer MJ389 (Anhang 1.2).

2.2.14 RT-PCR

Die Konzentration der cDNA wurde photometrisch bestimmt und ein Aliquot des
Ansatzes auf einem Agarose-Gel Uberpruft. Fur die RT-PCR wurden jeweils ca. 0,6 ug
cDNA eingesetzt. Die PCR erfolgte mit Tag-Polymerase und sequenzspezifischen
Oligonukleotiden mit dem folgenden PCR-Programm: 3 min 95 °C, danach 45 Zyklen
(20s 95 °C, 20s 55 °C, 45s 72 °C), 30s 72 °C, danach abkihlen auf 15 °C.

Als Kontrollreaktion fur den Einsatz vergleichbarer cONA-Mengen wurde eine PCR mit
den Primern Act5 und Act3 durchgefihrt, die spezifisch flr das Transkript des Aktins
sind. Eine weitere Kontrolle wurde mit den Primern Ran5 und Ran3 durchgefiihrt.

2.3 Das Gateway-System

Das Gateway-System von Invitrogen bietet die Mdglichkeit auf relativ einfachem Wege
Gene oder DNA-Sequenzen in ein oder mehrere Vektoren zu Uberfihren. Die
Gateway-Technologie eignet sich deshalb besonders gut fir Hochdurchsatz-Projekte
und standardisierte Klonierungsablaufe.

DNA-Sequenzen kénnen Uber PCR amplifiziert und entweder Gber eine herkdmmliche
Klonierung oder aber Uber Rekombination, durch Anhangen von bestimmten
Rekombinationssequenzen bei der PCR, in einen Entry-Vektor gebracht werden.
Dieser Vektor dient als Ausgangsbasis flr weitere Rekombinationen des Gens oder
dieser Sequenz in verschiedene so genannte Destinationsvektoren.

Die Rekombinationsreaktionen der Gateway-Technologie basieren auf der
sequenzspezifischen Rekombination des Bakteriophagen Lambda in E.coli. In der
lysogenen Phase kann dieser Phage seine genomische DNA sequenzspezifisch in die
E.coli Wirts-DNA integrieren und kann diese so, Uber mehrere Generationen hinweg,
an Tochterzellen weitergegeben, bis bestimmte Faktoren die Excision des viralen
Genoms aus dem Wirtsgenom induzieren und die lytische Phase beginnt. Die
Integration und Excision der viralen DNA beno6tigt sowohl virale als auch E.coli-
Proteine. Die Integration, bei der die attP-Sequenz mit der attB-Sequenz im E.coli-
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Genom rekombiniert, wird durch die Proteine Int (Integrase) und IHF (integration host
factor), einem E.coli-Protein vermittelt. Wahrend der Integration wird das Genom
sequenzspezifisch geschnitten und das virale Genom ahnlich einer Restriktion und
Klonierung integriert. Dabei entstehen auf beiden Seiten des viralen Genoms die attL
und die attR-Sequenzen (L fur links, R fir rechts). Bei der Excision des Lamda-
Genoms werden diese Sequenzen erkannt und unter Wiederherstellung der attP und
attB-Sequenz wird die virale DNA herausgeschnitten. Fir diese Reaktion wird
wiederum die Integrase (Int), der Wirtsfaktor IHF und zusétzlich das virale Protein Xis,
die Excisionase bendtigt.

Fur die in vitro Rekombinationsereignisse werden die beschriebenen Enzyme aus
E.coli und dem Lambdaphagen genutzt, die Reaktion entspricht im Prinzip der in E. coli
stattfindenden. Die att-Sequenzen sind aber leicht modifiziert. Das gewilinschte Gen
kann durch PCR amplifiziert werden und entweder in einer BP-Reaktion in den
Donorvektor, oder aber direkt in einen Entry-Vektor kloniert werden. Der Entry-Vektor
besitzt attL-Sequenzen auf beiden Seiten des Gens, welche die Rekombination dieses
Gens in den Destinationsvektor (attR-Sequenzen) erlauben (LR-Reaktion). Sowohl bei
der so genannten BP-Reaktion als auch bei der LR-Reaktion werden Nebenprodukte
gebildet, die dann entsprechend attP- und attR-Sequenzen besitzen. Um die Effektivitat
der Rekombination zu erhéhen und die anschlielende Selektion zu erleichtern, enthalt
die jeweilige so genannte Rekombinationskassette, die in ,leeren® Donor- und
Destinationsvektoren zwischen den att-Sequenzen liegt, auRer dem Gen zur
Chloramphenikolresistenz noch das ccdB-Gen (Nalidixinsdure). Dieses Gen ist toxisch
fur DH5a-Zellen und erlaubt so nur das Wachstum von Bakterien, die das gewiinschte
Konstrukt enthalten. Zur Klonierung und Amplifizierung von Vektoren, die das ccdB-
Gen enthalten, missen deshalb Stdmme wie DB3.1 verwendet werden, deren
Untereinheit A der DNA-Gyrase mutiert ist. Eigene Vektoren kénnen unkompliziert
durch das Hineinklonieren einer Rekombinationskassette in Destinationsvektoren
umgewandelt werden. Die Klonierung wird erleichtert, weil die Rekombinationskassette
in drei verschiedenen Leserastern erhaltlich ist, so dass die Auswahl des
Restriktionsenzyms davon unabhangig ist. AuRerdem tragt sie Chloramphenikol als
Marker, es kann deshalb direkt auf die Insertion selektiert werden.



2 Material und Methoden 26

2.4 Techniken im Umgang mit Hefen

2.4.1 Loésungen und Medien fur Hefen:

Es wurden je nach Bedarf flissige oder feste Voll- oder Selektionsmedien verwendet.

Die Hefen wurden bei 30 °C unter Schiitteln oder auf Agarplatten kultiviert.

YPAD Difco-Pepton 20g/ |

(Vollmedium) Hefeextrakt 10g/ |
Adenin 100 mg/ |
(Bacto-Agar 18g/ |)
pH 5,8

SD-Minimalmedium Difco “Nitrogen base w/o amino acids” 6,99/ |
L-Adenin 100 mg/ |
L-Arginin 50 mg/ |
L-Asparaginsaure 80 mg/ |
L-Histidin 20 mg/ |
L-Isoleucin 50 mg/ |
L-Leucin 100 mg/ |
L-Lysin 30 mg/ |
L-Methionin 20 mg/ |
L-Phenylalanin 50 mg/ |
L-Threonin 200 mg/ |
L-Tryptophan 50 mg/ |
L-Tyrosin 50 mg/ |
L-Valin 150 mg/ |
L-Uracil 20 mg/ |
(Bacto-Agar 18g/ |)
pH 5,8

Die zur Selektion verwendeten Aminosauren wurden dem Medium nicht zugesetzt.
Es wurden auch fertige Aminosdurenmischungen von Clontech verwendet, die wie vom

Hersteller angegeben verwendet wurden. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Hefen
in einer 25%igen Glycerinlésung in Medium bei — 80 °C aufbewahrt.

Medium zur Gegenselektion auf 5-FOA:

Zur Selektion auf nicht interagierende Proteine wurde dem Medium 5-FOA zugegeben.
Bei Interaktion wird das Reportergen Ura3 exprimiert und 5-FOA wird zu dem toxischen
Produkt 5-Fluoro-Uracil umgewandelt. Wahrend interagierende Proteine so zum
Absterben der Hefezellen fuhren, kdnnen nichtinteragierende Mutanten selektiert
werden.

5-FOA muss zuvor in DMSO geldst werden (500 mg/ ml) (ca. 30 min bei 50 °C
inkubieren). Die entsprechende Menge (0,1 %) wird kurz vor dem GielRen der Platten
dem Medium zugeben.



2 Material und Methoden 27

5-FOA Medium
L-Arginin 20 mg/ |
L-Asparaginsaure 100 mg/ |
L-Histidin 20 mg/ |
L-Isoleucin 20 mg/ |
L-Leucin 100 mg/ |
L-Lysin 30 mg/ |
L-Methionin 20 mg/ |
L-Phenylalanin 30 mg/ |
L-Threonin 20 mg/ |
L-Tryptophan 50 mg/ |
L-Tyrosin 20 mg/ |
L-Valin 40 mg/ |
L-Uracil 20 mg/ |
0,1% 5-FOA
3 mM 3AT
(DIFCO-Agar 18 g/ )
pH 5,8

2.4.2 Hefetransformation

2.4.2.1 Hefetransformation

Die Transformation von Hefe erfolgte nach der LiAc-Methode von Gietz & Schiestl
(Gietz et al., 1995). Es wurden jeweils 200-500 ng DNA eingesetzt. Bei grélieren
Ansatzen wurden die Reagenzien nacheinander auf das im Restvolumen
resuspendierte Zellpellet gegeben und der Transformationsansatz nach dem Mischen
auf die vorgelegte DNA verteilt.

2.4.2.2 Hefetransformation im Mikrotiterplatten-Format

Zur Hefetransformation im Mikrotiterplatten-Format wurden pro 100 Transformationen
vier 50 ml Hefekulturen fir 4 h bei 30 °C unter schiutteln inkubiert.

Es wurde ein ,Mastermix® aus folgenden Komponenten zusammengestellt: (68,5 pl
PEG, 10 pl 1M LiAc, 14,5 pl ssDNA und 7 pl H,0) x Anzahl der Transformationen

Die Hefekultur wurde zentrifugiert, in H,0 gewaschen und in 10 ml 100 mM LIiAC
aufgenommen. Danach wurden die Zellen nochmals zentrifugiert, das Pellet im
Restvolumen resuspendiert und der Mastermix aus den oben aufgeflhrten Reagenzien
addiert. Nach grindlichem Mischen wurde der Ansatz auf die in der Mikrotiterplatte
vorgelegte DNA pipettiert und mit einer Multipipette resuspendiert. Es folgte eine
Inkubation bei 30 °C fur 30 und bei 42 °C fur 20 Minuten. Danach wurden die Hefen
sedimentiert und das Pellet in 100 pl Selektionsmedium aufgenommen. Aus dieser
Lésung wurde eine 1:50 und 1:500-Verdiinnung hergestellt und die Platten bei 30 °C
gelagert. Nach 2 Tagen Inkubation bei 30 °C wurden die Hefen auf festes
Selektionsmedium Uberstempelt.
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2.4.3 Konjugation von Hefezellen

2.4.3.1 Konjugation

Mehrere Kolonien von Hefezellen mit unterschiedlichem Konjugationstyp wurden von
einer Platte genommen und in 500 yl YPAD mit dem Konjugationspartner vereint. Die
Zellen wurden mit der Pipette vermischt und 4 h ohne Schiitteln bei 30 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in H,O aufgenommen und auf Selektionsmedium
ausgestrichen.

2.4.3.2 Konjugation im Mikrotiterplatten-Format

Die Hefen wurden entweder von Platten oder aber aus Ubernachtkulturen in
Mikrotiterplatten vereinigt und in 100 pyl YPAD resuspendiert. Nach mindestens 5 h
Inkubation bei 30 °C wurden die Zellen zentrifugiert und in 200 pl Selektionsmedium
aufgenommen. Aus diesem Ansatz wurden eine 1:20 und eine 1:200-Verdinnung
hergestellt, die tUber Nacht bei 30 °C inkubiert wurden. Die Hefen wurden nach ein oder
zwei Tagen ausgehend von diesen Verdiinnungen auf SD-Festmedium-Platten ohne
Leucin und Tryptophan Uberstempelt und 3 Tage bei 30 °C inkubiert.

2.4.4 Galaktosidase-Tests

2.4.41 PNPG-Test zum Nachweis von a-Galaktosidase
Ubernachtkulturen der Hefekolonien wurden nach Messen der optischen Dichte
abzentrifugiert. 16 pl des Uberstandes wurden jeweils mit 48 pl p-Nitrophenyl-o-D-
Galaktosid-haltigem Reaktionspuffer (,Yeast protocols handbook® von Clontech)
versetzt. Nach 30, 60 und 90 Minuten wurde die Reaktion mit 1M Na,CO;-Ldsung
abgestoppt. Die optische Dichte bei 410 nm wurde gemessen und die relativen
Galaktosidase-Werte aus 12 Messungen berechnet.
Die relativen a-Galaktosidase Einheiten wurden nach (Lazo et al., 1978) berechnet.
o-Galaktosidase= ODgo x Vi x 1,000:[(e x b) x t x V; X ODggq]
t = Inkubationszeit bis zum Abstoppen der Reaktion
V¢= Endvolumen des Tests (200 pl)
V; = Volumen des eingesetzten Kulturiiberstandes (16 pl)
ODggo = optische Dichte der Ubernachtkultur
¢ X b= Molare Absorption von pNitrophenol bei 410 nm x

Lichtweg in cm (verwendet: 20,3 ml/ ymol)

2.4.4.2 R-Galaktosidase-Filtertest

Auf Selektivmedium herangezogene Hefekolonien wurden mittels eines Nylonfilters von
den Platten abgezogen und in flussigem Stickstoff fur ca. 10-15 Sekunden
aufgeschlossen und bei RT aufgetaut. Danach wurden die Filter auf einem mit X-Gal-
Lésung (100 mM NaP; pH 7.0, 10 mM KCI, 1 mM MgCL; x 6 H,O, 50 mM R-Mercapto-
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ethanol, 1 mg/ ml 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-R-D-galaktosid (X-Gal)) getranktem
Whatman-Papier Uber Nacht bei 30 °C inkubiert und danach getrocknet.

2.5 Methoden zum Hefe 2-Hybrid-System

Das Hefe 2-Hybrid System wurde erstmals 1989 von Fields und Song (Fields and
Song, 1989) beschrieben. Es basiert auf der Tatsache, dass eukaryontische
Transkriptionsfaktoren unabhangige und voneinander trennbare funktionelle DNA-
Bindungs- und Aktivierungsdomanen besitzen kdnnen. Die unabhangige Fusion der
GAL4-Bindedoméane (AS 1-147) und der Aktivatordomane (AS 768-881) an
miteinander interagierende Proteine erlaubt die GAL1-Promotorabhangige Expression
eines Reportergens (LacZ), die Funktion des geteilten GAL4-Transkriptionsfaktors wird
durch die Proteininteraktion rekonstituiert. Mittlerweile ist zur Verringerung falsch
positiver Kandidaten die zusatzliche Benutzung von Prototrophie vermittelnden
Reportergenen wie zum Beispiel Histidin, Adenin oder Uracil, sowie die Verwendung
verschiedener vorgeschalteter Promotoren vor den Reportergenen gangig. Als Bait
wird das an die DNA-Bindedomane fusionierte Protein bezeichnet, das Prey ist das
Protein, welches an die Aktivierungsdomane fusioniert ist. In Bild 2.1 ist das Hefe 2-
Hybrid-System schematisch dargestellt.

GALA-AD a
Y

Transkription

== GAL1-Promotor I_‘ HUSQ/ LaeZ

Bild 2.1 schematische Darstellung des Hefe 2-Hybrid-Systems

Die zu testenden Proteine werden an die Aktivierungsdomane (Prey) bzw. an die DNA-
Bindedoméane (Bait) von GAL4 fusioniert. Bei Interaktion der Proteine wird die Funktion des
GAL4-Proteins Uber die Interaktion wiederhergestellt und das Reportergen wird aktiviert (Fields
and Song, 1989).




2 Material und Methoden 30

2.5.1 Vorversuche zum Hefe 2-Hybrid-System

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Hefe 2-Hybrid-Konstrukten wurde getestet, ob die
auf ihnen kodierten Proteine unspezifische DNA-Bindeeigenschaften bzw. un-
spezifische Protein-Bindeeigenschaften haben. Dazu wurden die pBD-Plasmide in
Kombination mit pACT2, bzw. pAD-Plasmide in Kombination mit pAS2 in Hefen
transformiert. Die transformierten Hefen wurden auf Selektionsmedium ohne Leucin
und Tryptophan ausgestrichen und 2 Tage bei 30 °C inkubiert. Von diesen Platten
wurden Kolonien erneut auf mehreren Platten mit Selektionsmedium ohne Leucin,
Tryptophan und Histidin als Reporter mit 3, 5, 25 und 50 mM 3-AT ausgestrichen. Nach
3 Tagen Inkubation bei 30 °C wurden die Platten ausgewertet.

2.5.2 Durchfiuhrung der Hefe 2-Hybrid-Screens

Die Hefe 2-Hybrid Screens wurden nach einem optimierten Protokoll (beschrieben in
Soellick und Uhrig, (2001)) durchgefuhrt. Dieses Verfahren nutzt die Mdglichkeit der
Konjugation zweier Hefestdmme mit unterschiedlichem Kreuzungstyp (a und o) aus.

Die pAD-cDNA-Banken wurden mittels eines Standardprotokolls in die entsprechenden
Stamme (Y187 bzw. AH109) transformiert und aliquotiert bei —80 °C gelagert. Die
eingesetzten Baits wurden frisch in einen Stamm mit entgegengesetztem Kreuzungstyp
transformiert (Y187 bzw. AH109). Fur die Screens wurde jeweils eine entsprechende
Menge frische Ubernachtkultur mit der aliquotierten cDNA-Bibliothek vermischt. Zur
Induktion der Matingfaktoren wurde der Matingansatz fir 105 Minuten in saurem YCM-
Medium (pH 3,5) inkubiert, danach wurden die Hefen zur Konjugation in einer
optimierten Dichte auf einen Filter Gbertragen und fir 4,5 h auf YCM-Platten (pH 4,5)
inkubiert. Im Anschluss wurden 1x10® Zellen auf 3 12x12 cm Platten mit
Selektionsmedium ohne Tryptophan, Leucin und Histidin mit 3-50 mM 3-AT (abhangig
vom Bait) verteilt und 5 Tage bei 30 °C inkubiert. Zur Bestimmung der
Konjugationseffizienz, wurde jeweils die Anzahl der Uberlebenden Zellen der Bibliothek
(Titerplatten Selektionsmedium ohne Leucin) mit der Anzahl der Zygoten aus dem
Konjugationsansatz (Titerplatten Selektionsmedium ohne Tryptophan und Leucin)
verglichen und die Gesamtzellmenge durch auszahlen der Kulturen vor dem
Ausstreichen bestimmt. Die Kandidaten-Kolonien aus den Screens wurden mit Wasser
in Mikrotiterplatten resuspendiert und in diesem Format auf Selektionsmedium ohne
Tryptophan, Leucin und Histidin mit 3-50 mM 3-AT Ubertragen. Mittels Kolonie-PCR
wurden die Inserts der Kandidaten amplifiziert, danach aufgereinigt und sequenziert.
Bei interessanten Kandidaten wurden die Plasmide aus Hefe isoliert und nochmals auf
Interaktion mit dem ursprunglichen Bait in Hefe getestet. In einigen Féllen wurden
samtliche Kandidaten nach der Kolonie-PCR in Mikrotiterplatten (MTP) in Hefe
rekombiniert und mit Hefe konjugiert, die das ursprungliche Bait enthalt.
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2.5.3 In vivo Rekombination in Hefe

Da sich konventionelle Klonierungsmethoden fir Hochdurchsatzprojekte nicht eignen,
wurde in dieser Arbeit die effiziente Methode der in vivo Rekombination in Hefe
genutzt. Hefe bietet die Mdglichkeit, PCR-Produkte tber homologe Rekombination in
linearisierte Plasmide zu integrieren (,Gap Repair®) (Oldenburg et al., 1997). Die PCR
wird mit Primern durchgefiihrt, die an ihren 5-Enden jeweils einen 50-100 Nukleotid-
Uberhang haben, die Homolog zu dem Integrationsort im gewiinschten Vektor sind.
Alternativ kann die PCR auf einem Vektor durchgefiihrt werden, der Ubereinstimmende
Sequenzen im Rekombinationsbereich besitzt. Dann sollten die Primer so gewahlt
werden, dass ca. 100 Nukleotide aus den homologen Bereichen vor und hinter dem
Insert mitamplifiziert werden. Zur homologen Rekombination werden die Hefen mit dem
linearisierten Vektor, in den das Insert integriert werden soll, und dem PCR-Produkt
kotransformiert und auf Selektionsmedium ausgestrichen. Die in vivo Rekombination in
Hefe ist in Bild 2.2 schematisch dargestellt.

JPrey"-FPlasmid JPrey"-Plasmid
quD [] cOMA | AD}-D q [T coNA | A[D
D /* - e + *
[BOO[] cONA EIEE| [AD ] cOMA — TACE=
[BON] cONA A0 [A0 ] cONA __ [20H-
N7 N
£ i P
ADHL
Linearisiertes Plasmid Linearisiertes Plasmid

Bild 2.2 Schematische Darstellung der in vivo Rekombination in Hefe

Uberhange an den Oligonukleotiden, die der Vektorsequenz in den flankierenden Bereichen
entspricht, erlauben in Hefe die Rekombination dieses PCR-Produkts in einen linearisierten
Vektor.

2.5.4 Plasmid-Praparation aus Hefezellen

2 ml Ubernachtkulturen in Selektionsmedium mit einem kleinen Spatel Yeast Lytic
Enzym (ICN) versetzt und flir 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden
zentrifugiert und anschlielend wie ein 2-facher Minipraparationsansatz mit dem
Plasmid-Mini-Spin-Kit von Qiagen weiterbehandelt. Die DNA wurde in 50 yl Wasser
eluiert. 10 pl davon wurden zur Transformation elektrokompetenter oder chemisch
kompetenter Zellen verwendet.
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2.5.5 Kolonie-PCR auf Hefezellen

Die Hefen wurden im Mikrotiterplattenformat mit einem Stempel ausgehend von einer
Festmedium-Selektionsplatte in jeweils 20 pyl 0,02N NaOH-L6ésung ubertragen. Je 2 pl
dieses Lysats konnten sofort fiir die PCR eingesetzt werden.

2 yl ANTP (10 mM); 2 pl MgCl, (25 mM); 5 ul 10x-Puffer (Qiagen); 0,1 pyl AO0015
(100 pmol) (Anlage Oligonukleotide); 0,1 pl AO0018 (100 pmol) (Anlage
Oligonukleotide); 0,25 ul Tag-Polymerase (Qiagen); 2 ul Lysat ; add 50 ul H,O

Die PCR wurde auf dem Thermocycler MJ Research PTC-225 mit dem folgenden
Programm durchgefiihrt: 2 min 94 °C, danach 45 Zyklen (45 s 94 °C, 45 s 50 °C, 2 min
72 °C), 2 min 94 °C, 2 min 50 °C, 5 min 72 °C.

2.5.6 Aufreinigung von PCR-Ansatzen im Mikrotiterplattenformat

Zur Aufreinigung von PCR-Ansatzen im Mikrotiterplattenformat wurde Sephadex
TM G-50 Superfine von Amersham Pharmacia verwendet. Die Matrix wurde mit einer
speziellen Vorrichtung in Multiscreen HV Membranplatten (Millipore) gefullt und mit
300 pl Wasser versetzt. Sie wurde zum Quellen 3 h bei 4 °C gelagert und danach zwei
Mal mit 150 yl Wasser gewaschen. 20 yl PCR-Ansatz wurden auf die Matrix pipettiert
und zentrifugiert. Das Eluat konnte direkt zum Sequenzieren verwendet werden.

Einige PCR-Ansatze aus den Screens wurden vor dem Sequenzieren nicht
aufgereinigt, sondern mit Exo-SAP-IT (Amersham Pharmacia) nach Anleitung des
Herstellers behandelt.

2.6 Ungerichtete Mutagenese durch ,,error prone“ PCR

Zum Einflgen ungerichteter Mutationen wurde das entsprechende Gen in einem
MnCl,-haltigen PCR-Ansatz mit Taqg-Polymerase amplifiziert und in Hefe in
entsprechende Vektoren rekombiniert. Pro 100 pl Ansatz wurden 2 yl 10 mM dATP und
dGTP, 10 pyl 10 mM dCTP und dTTP, 10 yl 10xMutagenese-Puffer, je 1 ul ,forward”
und ,reverse” Primer (100 pmol/ pl), 10ng Vektor-DNA, 1 U Tag-Polymerase (Qiagen)
und 0,05-0,1 mM MnCl; bei folgendem PCR-Programm inkubiert:

2 min 94 °C, danach 40 Zyklen (2 min 94 °C, 45 s 50 °C, 2 min 72 °C), 2 min 94 °C,
2 min 50 °C, 5min 72 °C.

10 x Mutagenese-Puffer:
100 mM Tris/HCI pH 9
500 mM KCI

1% Triton X100

70 mM MgCl,

Die PCR-Produkte wurden direkt zur in vivo Rekombination in Hefe eingesetzt (2.5.3).
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2.7 In vitro Transkription und Translation

Die in vitro Transkription und Translation wurde mit dem TNT-Retikulocytenextrakt von
Promega durchgefiuihrt. Als Template wurde der Vektor pDEST14 mit dem
entsprechenden Insert verwendet. Zu 1 ug Vektor wurden 1 pl L™*S-Methionin, 1 pl
Puffer, 0,5 pl T7-Polymerase, gegeben und der Ansatz auf 25 ul mit Wasser aufgefillt.
Die Reaktion wurde mit einem Volumen Retikulocytenlysat versetzt und 1,5 h bei 30 °C
inkubiert. 1 yl des Ansatzes wurden auf ein SDS-PAGE geladen. Der Erfolg der in vitro
Transkription und Translation wurde durch Exposition eines Films nachgewiesen.

Die radioaktiv markierten Proteine wurden durch in vitro Transkription mit T7-RNA-
Polymerase und anschlieBender in vitro Translation in Retikulocyten-Lysat
synthetisiert. Dazu wurden die bHLH-Proteine AtbHLH001, AfbHLH002, AtbHLHO012,
AtbHLHO042 in den Gateway-Vektor pDEST14 rekombiniert. Dieser Vektor enthalt einen
T7-Promotor vor der Rekombinationskassette, der bei der in vitro Transkription im
Retikulocytenextrakt als Transkriptionsstart fir die T7-RNA-Polymerase dient. Die in
vitro Transkription und Translation von AtbHLHO13 erfolgte ausgehend von dem Vektor
pET32attR (His-Tag-Fusion), in den die cDNA von AtbHLHO013 rekombiniert wurde. In
der in vitro Transkriptions-/ Translationsreaktion wurde L™*'S-Methionin zur Markierung
der Produkte eingesetzt.

2.8 Proteinexpression von GST-fusionierten Proteinen in E.coli

Zur Proteinexpression wurden die entsprechenden cDNAs in pGEX2attR rekombiniert.
Es wurde der Bakterienstamm BL21DE3(RIL) verwendet. 500 ml DYT mit Ampicillin
und Chloramphenikol wurden mit 25 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und 1 h bei
37 °C inkubiert. Danach wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG
induziert. Die Kultur wurde fiir weitere 3 h bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Die
Bakterien wurden geerntet und in 9 ml MTBS (siehe unten) resuspendiert. Zur Lyse der
Bakterien wurde 200 pl Lysozym (10 mg/ ml-Lésung) addiert und der Ansatz fur 1 h auf
Eis inkubiert. Um Proteinabbau zu verhindern wurde auf’erdem 50 ul 0,2M L&ésung
PMSF hinzugefiigt. Das Lysat wurde mehrmals sonifiziert, um die genomische DNA zu
fragmentieren und danach mit 100 pl Triton X-100 versetzt. Das Gemisch wurde 30 min
unter leichtem Drehen bei 4 °C inkubiert und danach bei 10000 upm (Beckman
Avanti™ J-25|; Rotor JS13.1) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 ul Glutathion-
Agarose-Matrix vermischt und 1 h bei 4 °C unter rollen inkubiert. Die Agarose-Matrix
wurde danach funf Mal mit 1 ml MTBS gewaschen und das Protein mit 2-5 Fraktionen
200 pl reduzierter 10 mM Glutathionlésung von der Matrix eluiert. Je 20 yl des Eluats
wurden auf einem SDS-PAGE aufgetragen und mit Coomassie Blau gefarbt.
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Glutathion-Agarose:
70mg Matrix-Pulver von SIGMA (G4510) wurde in 5 ml PBS aufgenommen und uber
Nacht bei 4 °C inkubiert.
MTBS: 20 mMTris/HCI pH 7,5
150 mM NacCl
0,01% IGEPAL (SIGMA)
in H,O
10 mM reduzierte Glutathion-Lésung:
Glutathion wurde in 50 mM Tris/HCI pH 8 gelost.

2.9 GST-vermittelter Pull-down-Assay

200 pl Glutathion-Agarose (siehe 2.8) wurden mit 5 pyg Proteinlésung in MTBS 1 h bei
4 °C unter Rollen inkubiert und danach mit 1 ml MTBS gewaschen. Das Blocken der
Matrix erfolgte wahrend einer einstiindigen Inkubation in einer Milchpulverlésung
(5 mg/ ml Milchpulver in MTBS). Die Matrix wurde mit 1 ml MTBS gewaschen, in 200 pl
MTBS aufgenommen und mit 8 yl TNT-Produkt versetzt. Nach 2-stiindiger Inkubation
bei 4 °C wurde die Matrix 5x mit 1 ml MTBS gewaschen und danach mit 40 yl 2xSDS-
Gelladepuffer versetzt, aufgekocht und 20 pl davon auf ein 12%iges PAGE
aufgetragen.

Das Gel wurde getrocknet, die Exposition des Films erfolgte iber Nacht.
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3 Ergebnisse

Bisher ist UGber die Funktion der MYB-Transkriptionsfaktoren nur wenig bekannt. Die
Analyse der Proteinsequenzen ermdglichte eine Einteilung der Proteine in Subgruppen,
die bei dieser Proteinfamilie vorwiegend auf Sequenzhomologien im Bereich der MYB-
Domaéane basieren. Die C-terminalen Bereiche weisen nur sehr geringe Homologien auf,
die sich innerhalb der Subgruppen auf kurze Motive beschranken (Stracke et al., 2001).
Vertreter der MYB-Transkriptionsfaktoren wurden in unterschiedlichen Ansatzen, die
das Hefe 2-Hybrid-System nutzen, hinsichtlich funktioneller Zusammenhange
analysiert. Daraus resultierende Ergebnisse wurden fir die weitere Untersuchung von
Genen aus verschiedenen Transkriptionsfaktorfamilien, die unter anderem an der
Flavonoidbiosynthese beteiligt sind, verwendet.

3.1 Das Hefe 2-Hybrid-System zur Analyse von
Interaktionsnetzwerken

Die Untersuchung der MYB-Transkriptionsfaktoren im Hefe 2-Hybrid-System wurde mit
zwei Herangehensweisen bearbeitet. In einem Screeningverfahren wurde mit
Vertretern der MYB- und bHLH-Familie aus unterschiedlichen Subgruppen in
ungerichteten Hefe 2-Hybrid-Screens nach interagierenden Proteinen gesucht. In
einem anderen Ansatz wurden Proteine aus ausgewahlten Subfamilien der MYB- und
bHLH-Faktoren, die unter anderem an der Regulation des Flavonoidbiosynthesewegs
beteiligt sind, in einem Hefe 2-Hybrid-Matrixverfahren gezielt auf gegenseitige
Interaktion getestet. Mit Hilfe dieser Ansatze sollten Aussagen Uber mogliche
funktionelle Zusammenhange der Proteine innerhalb der Subgruppen und Uber deren
Spezifitat gemacht werden.

3.1.1 Proteininteraktionsanalyse in einem Hochdurchsatzverfahren

Einzelne Vertreter aus unterschiedlichen Subgruppen der MYB-Transkriptionsfaktoren
sollten in einem Hefe 2-Hybrid-Screeningverfahren untersucht werden, wobei die
Verwendung eines breiten Spektrums von MYB-Transkriptionsfaktoren einen
systematischen Uberblick Uber die mégliche Funktionen und Zusammenhange
innerhalb der Proteinfamilie erlauben sollte. Des Weiteren wurden Screens mit bHLH-
Faktoren und WIP-Proteinen durchgefiihrt, beides Proteinfamilien, von denen einzelne
Vertreter an der Regulation des Phenylpropanoidbiosynthesewegs beteiligt sind.

3.1.1.1 Etablierung eines effizienten Hefe 2-Hybrid-Verfahrens fir den Laborbereich
Die Untersuchung einer solchen Proteinfamilie setzt voraus, dass ein umfangreiches
Screeningverfahren im Labormafstab durchgefuhrt werden kann. Dazu mussten die
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einzelnen Zwischenschritte so modifiziert werden, dass ein routinemafiger Ablauf
moglichst durchgehend im Mikrotiterplatten-Format erfolgen konnte.

Ein limitierender Schritt war das Klonieren der verschiedenen cDNAs in die die Hefe 2-
Hybrid-Vektoren. Dieser Schritt wurde durch die Einfihrung des Gateway-Klonierungs-
Systems erleichtert. Mit Hilfe dieses Systems ist es mdglich durch PCR auf cDNA-
Banken oder schon vorhandenen Vektoren und zwei anschlieBRenden
Rekombinationsreaktionen in einem standardisierten Verfahren die gewlinschten
Vektoren herzustellen.

Die konventionellen Hefe 2-Hybrid Screening-Methoden, die Doppeltransformationen
der cDNA-Bibliothek mit den Bait-Vektoren und das Ausstreichen auf einer grof3en
Anzahl von Platten erfordern, wurden diesem Ansatz ebenfalls nicht gerecht. Durch die
Verwendung eines Protokolls, welches in unserem Labor entwickelt wurde und eine
Verbesserung des Matingverfahrens auf Nylonfiltern darstellt, konnten an 2 Tagen mit
vergleichsweise geringem Aufwand bis zu 12 Screenings parallel durchgefuhrt werden
(Soellick und Uhrig, 2001). Da Plasmidpraparationen aus Hefen relativ aufwandig sind,
wurden die DNA-Fragmente der Kandidaten mittels PCR auf den Kolonien amplifiziert.
Die Sequenzierung der Produkte erforderte die Umstellung der herkbmmlichen PCR-
Aufreinigungsmethode in eine Aufreinigung mit einer Sephadex-Matrix im
Mikrotiterplattenformat. Des Weiteren wurde mit Hilfe der ,Gap Repair‘ Methode (siehe
Material und Methoden) ein Weg gefunden, Kandidaten nach einer PCR wieder in
einen Hefevektor in Hefe zu rekombinieren und die Interaktion in Hefe zu bestatigen.
Das Protokoll fiir die Transformation des geschnittenen Hefevektors zusammen mit
dem PCR-Produkt, das in der Hefe in das Plasmid integriert wird, wurde ebenfalls
effizient dem 96-well-Format angepasst. Auch der anschlieRende Test auf Interaktion
mit den ursprunglichen Bait-Vektoren zur Bestatigung der Kandidaten wurde durch die
Etablierung eines Protokolls zur Hefekonjugation im 96-well-Format vereinfacht.
Parallel zu den Screenings wurde an einer weiteren Erleichterung des
Matingverfahrens gearbeitet. Eine Verbesserung in der Handhabung wurde durch das
Mating der Hefen in YPAD-Flissigmedium mit 10% PEG bei einer Zelldichte von 2
ODsgoo/ ml unter schitteln bei 80 upm erreicht. Das Ausstreichen der Hefen auf
Festmedium zur Selektion der Kandidaten wurde durch das Ausgiefen in
Flissigmedium ersetzt. Eine weitere Verbesserung dieses Schrittes konnte durch
Immobilisierung der Kolonien in Medium erreicht werden, welches die gelierende
Substanz Gelrite enthalt. Diese Substanz macht das Medium in dieser Konzentration
dickflissiger, die Hefen bleiben in der Schwebe, ohne sich bei leichten
Erschutterungen zu verteilen. Folglich kann bei einer angestrebten Zygotenzahl von 1
Million der gesamte Screen auf 2 Platten (& 12 cm) ausgegossen werden. Diese
Verbesserungen erlauben die Bearbeitung von 96 parallelen Ansatzen, wobei pro
Ansatz ca. 1-5 Millionen Zygoten untersucht werden koénnen. Dieses
Hochdurchsatzprotokoll kann ohne Verwendung von besonderen Geraten oder
Robotern im Labor durchgefiuihrt werden. In Bild 3.1 ist ein solcher standardisierter



3 Ergebnisse 37

Screeningvorgang, wie er wahrend dieser Arbeit entwickelt wurde, schematisch

dargestellt.
Klanierung der Baits lE!tSt a}'{{ _
Utoaktivierun
M ? Screens mit Fldssigmating und

Selektion durch Immohilisierung
in Selektionsflussigmedium

Transformation als Baitvektor
durch Gap Repair

Ubertragung der Kandidaten
auf Festmedium

PCR auf interessanten
Kandidaten mit BO-vektor
spezifischen Primern

Kolonie-PCR

Retransformation der

Sequenzierung der ; _
Kandidaten durch Gap Repair

bestatigten Kandidaten

Konjugation mit dermn
urspringlichen Bait

Bild 3.1 Ubersicht iiber den Ablauf von Hefe 2-Hybrid-Screens nach dem wihrend
dieser Arbeit etablierten Protokoll.

Samtliche Schritte, die hier rot umrandet sind, kénnen im Mikrotiterplattenformat durchgefihrt
werden. Die Gap Repair-Rekombination in Hefe und die Klonierung mit Hilfe des Gateway-
Systems erleichtern die einzelnen Klonierungsschritte.

3.1.1.2 Die Durchfiihrung der Hefe 2-Hybrid-Screens

Fir die Hefe 2-Hybrid-Screens wurden 56 MYB-, 17 bHLH-, 6 WIP-, zwei bZIP-Proteine
sowie ein LEA-Protein, welches in einem Screen mit A{Myb6 erhalten wurde, als
Bindedoméanenfusionen (Bait) in Hefe exprimiert. In ersten Experimenten wurde
kontrolliert, ob diese Proteine unabhangig von einer Interaktion mit einem
Aktivierungsdomanen-fusionierten Protein (Prey) den Hefe 2-Hybrid-Reporter
aktivieren (im Folgenden Autoaktivierung genannt). Solche autoaktivierenden Proteine
kénnen im Hefe 2-Hybrid-System nur begrenzt verwendet werden. Die kodierenden
Sequenzen dieser Proteine wurden mit Hilfe des Gateway-Verfahrens in pAS2-attR
(ein 2y Plasmid mit hoher Kopienzahl in Hefe) bzw. pCD2attR (ein Cen/Ars-Plasmid mit
geringer Kopienzahl in Hefe) rekombiniert. Die Herstellung der einzelnen Vektoren,
sowie die Quellen der kodierenden DNAs sind im Anhang (A) naher beschrieben.
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Name MIPS-ID BD in Hefe Name MIPS-ID BD in Hefe
AtMYBO GL1 At3g27920 ++ AtMYB111 At5g49330 ++
AtMYB4 At4g38620 - AtMYB112 At1g48000 ++
AtMYB5 At3g13540 ++ AtMYB113 At1g66370 ++
AtMYB6 At4g09460 - AtMYB115 At5g40360 ++
AtMYB9 At5g16770 ++ AtMYB116 At1925340 ++
AtMYB11 At3g62610 ++ AtMYB118 At3g27780 -
AtMYB12 At2g47460 tox AtMYB121 At3g30210 ++
AtMYB23 At5g40330 ++ AtMYB122 At1g74080 ++
AtMYB25 At2g39880 ++ AtMYB123 TT2 At5g35550 +
AtMYB26 At3g13890 + AtMYB124 At1g14350 ++
AtMYB29 At5g07690 ++ AtMYB 3R 1 At4g32730 ++
AtMYB30 At3g28910 tox AtMYB 3R 3 At3g09370 +
AtMYB39 At4g17780 ++ AtMYB 3R 4 At5g11510 ++
AtMYB42 At4g12350 + AtMYB 3R 5 At5g02320 tox
AtMYB43 At5g16600 ++ AtMYB 4R 1 At3g18100 ++
AtMYB44 At5g67300 + AtbZIP21 At1g08320 ++
AtMYB51 At5g59780 tox AtbZIP65 At5g06839 ++
AtMYB55 At4g01680 ++ WIP1 TT1 At1g34790 -
AtMYB59 At5g59780 ++ WIP2 At3g57670 +
AtMYB64 At5g11050 ++ WIP3 At1g08290 -
AtMYB66 WER At5g14750 ++ WIP4 At3g20880 tox
AtMYB73 At4g37260 ++ WIP5 At1g51220 tox
AtMYB75 PAP1 At1g56650 ++ WIP6 At1g13290 tox
AtMYB77 At3g50060 + AtbHLHO001 GL3 At5g41315 ++
AtMYB78 At5g49620 ++ AtbHLHO002 At1g63650 +
AtMYB79 At4g13480 - AtbHLHO003 At4g16430 -
AtMYB84 At3g49690 ++ AtbHLH004 At4g17880 tox
AtMYB85 At4g22680 ++ AtbHLHO05 At5g46760 ++
AtMYB88 At2g02820 ++ AtbHLHO06 At1g32640 tox
AtMYB90 PAP2  |At1g66390 ++ AtbHLHO08 PIF3  |At1g09530 ++
AtMYB9I1 At2g37630 - AtbHLHOO09 PIF4  |At2g43010 ++
AtMYB94 At3g47600 ++ AtbHLHO10 At2g31220 ++
AtMYB95 At1974430 ++ AtbHLHO12 At4g00480 -
AtMYB98 At4g18770 tox AtbHLHO13 At1g01260 -
AtMYB99 At5g62320 ++ AtbHLH034 At3g23210 ++
AtMYB102 At4g21440 ++ AtbHLH042 TT8 At4g09820 -
AtMYB103 At1g63910 ++ AtbHLH068 At4g29100 +
AtMYB106 At3g01140 ++ AtbHLH104 At4g14410 -
AtMYB107 At3g02940 ++ AtbHLH125 At1g62975
AtMYB108 At3g06490 ++ AtbHLH046 At5g08130 +
AtMYB109 At3g55730 ++ LEA At2g44060 -

Tabelle 3.1 Ubersicht uber die klonierten und getesteten Bindedomanen-Fusions-

Proteine

Dargestellt sind die entsprechenden Baits, die an die BD fusioniert sind und ihre
Autoaktivierungskompetenz in Hefe; -: keine Autoaktivierung; + leichte Autoaktivierung; ++
starke Autoaktivierung; tox: toxisches Produkt fiir Hefe.
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Insgesamt waren 25 Bait-Proteine nicht oder nur leicht autoaktivierend. 14 Proteine
(17%) konnten ohne Einschrankung und ohne Zugabe von mehr als 5 mM 3-AT fur die
Hefe 2-Hybrid-Screens verwendet werden. 13% der Proteine sind zwar
autoaktivierend, aber durch entsprechende Mengen an 3-AT (10-25 mM) konnte das
Wachstum dieser Zellen ohne Interaktionspartner auf SD-LWH unterdriickt werden. Bei
58% der Proteine ist die Autoaktivierung in Hefe so stark, dass sie nicht fiir dieses
System verwendet werden konnten. 12% der Proteine sind fir die Hefen toxisch, bei
diesen Konstrukten wurden nur wenige Kolonien gefunden, die auf einem Rasen aus
abgestorbenen Hefen wuchsen. Eine Ubersicht Gber die Ergebnisse aus diesen
Vortests sind in Tabelle 3.1 und in Tabelle 3.2 wiedergegeben.

MYBs bHLHs WIPs sonstige insgesamt
OK 5 6 2 1 14
leicht SA 6 3 1 - 11
SA 40 6 - 2 48
tox 5 2 3 - 10
56 17 3 82

Tabelle 3.2 Ubersicht iiber die getesteten Bait-Proteine

Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Vortests der Bait-Proteine. Die mit Bait und
Kontrollvektor ko-transformierten Hefen wurden auf Selektionsmedium mit 3-50 mM 3-AT
ausgestrichen und nach 3 Tagen analysiert. Autoaktivierende Proteine, deren Wachstum durch
25 mM 3-AT inhibiert werden konnte, wurden als leicht autoaktivierend bezeichnet. OK: nicht
autoaktivierend, SA: autoaktivierend, tox: toxisch in Hefe. MYBs: MYB-Transkriptionsfaktoren,
bHLHs: bHLH-Transkriptionsfaktoren; WIPs: WIP-Proteine, sonstige: bZIP-Proteine und ein
LEA-Protein (Kandidat aus einem Screen mit AtMyb6).

Einige autoaktivierende Proteine wurden sowohl ausgehend von Plasmiden mit hoher
Kopienzahl (pAS2-attR) als auch von Plasmiden mit einer geringen Kopienzahl
(pCACTattR) in Hefe exprimiert, um zu testen, ob durch eine geringe Kopienzahl des
Plasmids und eine damit eventuell verbundene niedrigere Expressionsrate des BD-
fusionierten Proteins die Autoaktivierung beeinflusst werden kann. Allerdings wurde
dadurch in keinem Fall die Autoaktivierung reduziert.

Mit insgesamt 43 Baits wurden 96 Hefe 2-Hybrid-Screens durchgefihrt. Baits, die in
einem Screen erfolgreich waren, wurden gegen mehrere verschiedene Bibliotheken
eingesetzt (Tabelle 3.3). Bei den Banken handelte es sich um eine Bibliothek, die
cDNA aus Arabidopsis-Zellkulturen (Ara Zellkultur) enthalt, die im Dunklen angezogen
wurden, eine normalisierte Bibliothek, die aus der gesamten Pflanze hergestellt wurde
(HS Aral), und eine Bank, die von Clontech erworben wurde und ebenfalls aus ganzen
Pflanzen gewonnen wurde (Ara Clontech). Einige Screens wurden aufgrund der
Autoaktivierung des Baits eingestellt. Insgesamt wurden 55 erfolgreiche Screens
ausgewertet. Diese wurden mit 32 Baits durchgefuhrt, die mit 1-3 cDNA-Banken aus
Arabidopsis thaliana konjugiert wurden.
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Ara Ara Ara |Ara

Bait HS-Aral | Zellkultur | Clontech Bait HS-Aral | Zellkultur |Clontech
AtbHLHO002 1 AtMYB123 1
AtbHLHO03 1 1 AtMYB26 1 1
AtbHLHO05 1 AfMYB 3R 3 1 1 1
AtbHLHO12 1 1 1 AtMYB4 1 1 1
AtbHLHO13 1 1 AtMYB42 2
AtbHLHO042 1 1 AtMYB44 1
AtbHLHO46 1 AfMYB 4R 1
AtoHLH125| 1 1 AtMYB6 1 1 1

LEA 1 1 AtMYB73 1
AfMYB109 1 AMYB75 1 1
AtMYB111 1 AtMYB78 1
AtMYB112 1 1 AtMYB88 1
AtMYB116 1 AtMYB95 1
AtMYB118 1 WIP1 1 2
AtMYB121 1 WIP2 1 1
AtMYB122 1 WIP3 1 2 1

Tabelle 3.3 Zusammenfassung der durchgefiihrten und anschlieRend
ausgewerteten Screens

s. 55 Screens wurden mit 32 Baits und mit 3 verschiedenen cDNA-Bibliotheken aus A.thaliana
durchgefihrt. Die Bibliotheken sind im Text und in Material und Methoden beschrieben

Die Erfahrung aus vorangegangenen Screens hat gezeigt, dass aus den
verschiedenen DNA-Banken meist unterschiedliche Kandidaten isoliert werden. So
wurden je nach Bait 7- >1000 Kandidaten gefunden, von denen maximal 96 pro Screen
weiter analysiert wurden. Insgesamt wurden 1000 Kandidaten sequenziert. Die Analyse
dieser Daten ergab abzuglich mehrfach vorkommender Sequenzen und ribosomaler
Proteine, eine Anzahl von 520 unterschiedlichen Kandidaten. Von diesen Proteinen
sind ca. 60% unbekannt. Ca. die Halfte dieser unbekannten Proteine kann anhand von
Sequenzahnlichkeiten oder bestimmten Domé&nen in einen moglichen funktionellen
Zusammenhang eingeordnet werden. Es wurden 51 Proteine isoliert, die den
Transkriptionsfaktoren oder DNA-bindenden Proteinen zugeordnet werden kénnen.
Einige Kandidaten wurden in mehreren Screens mit verschiedenen Bait-Proteinen
gefunden. Von anderen wurden mit dem gleichen Bait mehrere unterschiedliche
Fragmente isoliert. Verschieden lange Proteinfragmente geben Hinweise auf mdgliche
Interaktionsbereiche und das Auffinden verschiedener Klone erhéht im Allgemeinen die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich um eine echte Interaktion in Hefe handelt.
Interaktionen, die durch Rekombination in Hefe und Test gegen das urspriingliche Bait
nochmals Uberprift wurden, sind im Anhang unter Punkt 2 aufgeflihrt. Da diese
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Interaktionsbestatigungen teilweise im MTP-Format systematisch durchgefihrt wurden,
enthalt die Tabelle auch Kandidaten, die in keinem funktionellen Zusammenhang
stehen kénnen, so genannte ,falsch positive Interaktionen®. Solche Proteine kénnen
Affinitdten zu den eingesetzten Bait-Proteinen haben, befinden sich aber zum Beispiel
in anderen Zellkompartimenten, werden unterschiedlich exprimiert, oder interagieren
unter den physiologischen Bedingungen in der Pflanze nicht. Da flr unbekannte
Proteine solche Wertungen nicht getroffen werden kénnen, wurden aus Griinden der
Vollstédndigkeit alle 134 bestatigten Kandidaten aufgefiihrt. Die Anzahl der bestatigten
Kandidaten in den systematischen Tests im 96-well-Format durch Rekombination in
Hefe und Mating war abh&angig von dem eingesetzten Bait und Betrug bis zu 95%.

In Bild 3.2 ist ein Interaktionsnetzwerk ausgewahlter Proteine gezeigt. Keine der
gefundenen Interaktionen ist bisher in der Literatur beschrieben worden. Allerdings gibt
es eine ganze Gruppe von Proteinen, die der MYB-Familie angehéren und die mit
AtbHLHO0012 und teilweise auch mit AtbHLHOO02 in Screens gefunden wurden.
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Bild 3.2 Interaktionsnetzwerk aus den Hefe 2-Hybrid-Screens

Aufstellung eines Interaktionsnetzwerks ausgewahlter Kandidaten. Rot umrandet: MYB-
Transkriptionsfaktoren, orange: 1RMYB-Proteine, blau: bHLH-Transkriptionsfaktoren; im
Kastchen die entsprechende Subgruppe wie in Heim et al. 2003 verdéffentlicht, gelb: andere
Proteine. Die Interaktionen von TTG1 mit At1g54020 und von GL1 mit At4g19700 wurden von
Ulrich Herrmann in einer Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe gefunden.
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Auler den R2R3-MYB-Proteinen wurden vier verschiedene 1R-MYB-Proteine isoliert,
AtMybL2, CPC und zwei weitere noch unbekannte 1R-MYB-Proteine. Das Protein mit
der MIPS-Identifizierungsnummer At1g01360 ist dem Protein CPC &hnlich und wurde
CPC-like1 (CPC-L1) genannt. Das Protein mit der Nummer At2g30420 ist dem Protein
TRIPTYCHON am ahnlichsten und wurde deshalb als TRY-like1 (TRY-L1) bezeichnet.
AtMybL2 und CPC-L1 wurden sowohl mit einem Screen mit AtbHLHO002 identifiziert als
auch mit AtbHLHO12 erhalten. AuRerdem konnte die Interaktion von dem WDA40-
Protein TTG1 mit bHLHO12 und eine Interaktion von AtMyb123 mit dem WD40-Protein
At1g18080 gezeigt werden. Einige Zinkfingerproteine wurden in unterschiedlichen
Screens mit verschiedenen MYB-Transkriptionsfaktoren erhalten. Das unbekannte
Zink-Finger Protein At4g19700 wurde mit AtMyb4, AtMyb6, AtMybO und sogar
verschiedene Klone mit AtMyb75 gefunden. Ein Screen mit AtbHLHO002 ergab
aulerdem die Interaktion mit einem Zinkfingerprotein (At1g34170), welches wie WIP1
eine C2H2-Zinkfingerdomane hat. Mit AtMyb6 wurde noch die spezifische Interaktion
mit dem C-Terminus von AftbHLH046 und mit einem LEA-Protein in Hefe bestatigt.
Dieses Protein wurde bei zwei verschiedenen Screens mit dem gleichen Bait mehrmals
gefunden und deshalb hier mit aufgefiihrt.

Es wurden auRerdem bisher unbekannte Heterodimerisierungen von bHLH-Faktoren
gezeigt. Diese Dimerisierungen beschranken sich nicht auf die entsprechende
Subgruppe, sondern sind auch zwischen Vertretern verschiedener Subgruppen
moglich. (Bild 3.2) So konnte die Dimerisierung von AtbHLH125 mit AtbHLHO35,
AtbHLHO068, AtbHLH110, AtbHLHO17 und AtbHLHO27 (2 Fragmente) und die
Dimerisierung von AtbHLHO013 und AtbHLHO003 sowie AtbHLHO003 mit AtbHLHO17
gezeigt werden. Die Interaktion von AtbHLHO013 und AtbHLHOO3 konnte auf Seiten von
AtbHLHO03 auf ein Fragment von 118 Aminosduren (AS 349-467) eingeschrankt
werden, welches das bHLH-Motiv enthalt.

Zwei Proteine aus der bHLH-Subgruppe Illd und ein Protein der Subgruppe llle
interagieren mit unterschiedlichen noch nicht charakterisierten Proteinen, die jedoch
alle ein kurzes Motiv gemeinsam haben (,FLEKR®).

Es wurden jeweils verschiedene Fragmente dieser Proteine gefunden, das kirzeste
war ein Fragment von At5g13220, das nur 36 Aminosduren (162-197) enthalt
(NLEGDLPIARRKSLQRFLEKRKERLVSTSPYYPTSA). Eine Liste mit allen
Kandidaten, ausgenommen der ribosomalen Proteine ist der Arbeit im Anhang 1
beigeflgt.

3.1.2 Kartierung der Interaktionsdomanen von AtbHLH002 und AtbHLH012

Die Experimente ergaben, dass AtbHLHO012 unter anderem mit AIMYB75, TTG1 und
dem Zinkfinger-Protein At1g34170 interagiert. AtbHLHO002 ist AtbHLHO012 Uber einige
Bereiche sehr ahnlich. Deshalb wurde untersucht, ob dieses Protein und AtbHLH042
ebenfalls mit den drei genannten Kandidaten aus den Screens mit AtbHLH012
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interagieren. Deletionen von den Bait-Proteinen pBD-AftbHLH002 und pBD-AtbHLH012
sollten Hinweise auf die Interaktionsdomanen geben.

Die Vektoren pCD2-bHLHOO02NA331, pCD2-bHLH002-Q331_E401,
pCD2-bHLHO012NA158 und pCD2-bHLH012C A206 wurden jeweils mit
pCACT-AtMyb75 und den aus Hefe isolierten Vektoren pAD-TTG1 und pAD-
At1g34170 ko-transformiert und auf Selektionsmedium ausgestrichen. Die
Interaktionen wurden durch Histidinprototrophie und Test auf R-Galaktosidase-Aktivitat
uberprift. Die Ergebnisse dieser Tests sind in Bild 3.3 und Bild 3.4 dargestellt.

ZnFi
AIMYBT75 At1g34370 TTG1

AtbHLHO002
1 18] | 13 14 19 | [NGHEEN 1 I + +
Q. (19 EEEEN 2 - - +
Qs 191 E,, 3 - - +

AtbHLHO012
11 18 [ 13 14 19 IGHEEN 4 - + +
(T 19 [IEHEEN 5 - - +
11 18 13 14 R, 6 - - -

Bild 3.3 Deletionsanalyse von AtbHLH002 und AtbHLH012

Die Fragmente von AtbHLH002 und AtbHLHO12: bHLHO002_Cd331, AtbHLH002_Q331_E401;
AtbHLHO012_Nd158 und AtbHLHO012_Cd206 wurden als Baits auf Interaktion mit AD-Fusionen
von TTG1, AtMYB75 und einem Zinkfingerprotein (At1g34370) getestet. +: Interaktion auf LWH5
vorhanden; - keine Interaktion auf LWHS. In orange sind die in Heim et al. 2003 beschriebenen
Motive eingezeichnet, der blaue Bereich in AtbHLHO02 entspricht einem sauren Bereich, der in
AtbHLHO12 nicht vorhanden ist.

AtMyb75 und At1g34170 interagieren beide mit AtbHLHO12 und AtbHLHO002, jedoch
mit keinem der verkurzten Proteine. TTG1 interagiert sowohl mit beiden Volllangen-
Proteinen, als auch mit den jeweiligen C-terminalen Deletionen. Dieselben Ergebnisse
wurden mit einem zweiten Reporter, dem lacZ-Gen erhalten. Bei den interagierenden
Proteinen ist eine deutliche Blaufarbung zu sehen. Der Interaktionsbereich lasst sich
auf den Bereich zwischen den Aminosduren Q331 und E401 in AtbHLHO002 begrenzen.
Die in der Abbildung in orange dargestellten Motive 11, 18, 13, 14 und 19 entsprechen
den in Subgruppe llIf gemeinsamen Motiven, die in Heim et al. (2003) beschrieben
wurden.
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1 2 3 4 5 6
AtoHLH002 | AtbHLH002 AtoHLHO012| AtbHLHO12
AtoHLH002 | Cd301 Q301_E401| AtbHLHO012| Nd158 Cd206
AIMYB75 | € + - - + - -
ZnFi 3 ) + , -
At1g34370 +
TTG1 D | + - + @+ |+ -

Bild 3.4 Interaktionen der Deletionsmutanten von AtbHLH002 und AtbHLH012 mit
Kandidaten aus den Hefe 2-Hybrid-Screens

Ko-transformierte Hefen wurden auf SD-LWH mit 3 mM 3-AT ausgestrichen und in einem LacZ-
Test mit X-Gal gefarbt (3-Galaktosidaseaktivitatstest mit 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-R3-D-
Galaktosid). + Interaktion (Wachstum auf SD-LWHS und Blaufarbung beim LacZ-Test; -: keine
Interaktion der Proteine; verwendet wurden die in Bild 1.3 abgebildeten Deletionskonstrukte.

3.1.3 Analyse eines Interaktionsnetzwerks von ausgewdhlten Subgruppen
zweier Proteinfamilien

Sowohl MYB- als auch bHLH-Proteine sind an der Regulation des
Flavonoidstoffwechsels und an Entwicklungsprozessen der Epidermis beteiligt. Die
entsprechenden MYB- und bHLH-Faktoren sind in den jeweiligen Stammbaumen
innerhalb eines Zweiges lokalisiert. Die genomweiten Analysen, die zu der Gruppierung
der verschiedenen Transkriptionsfaktoren in Familien, Gruppen und Untergruppen
geflihrt haben, erméglichen nun, sdmtliche Proteine, die basierend auf ihrer Sequenz in
einem moglichen funktionellen Zusammenhang stehen, in einem systematischen
Ansatz auf gegenseitige Interaktion zu testen. Die Proteine AtMYB123, AtMYB75,
AtMYB90, AtMYB113, AtMYB5 der Subgruppen 5 und 6, sowie die Proteine der
Subgruppen 15 (AtMYB66, AtMYBO, AtMYB23) und 7 (AtMYB11, AtMYB12,
AtMYB111) und die bHLH-Faktoren der Gruppe IlIf (AtbHLHO001, AtbHLHO002,
AtbHLHO012 und AtbHLH042) sowie einige Vertreter aus der Gruppe llld (AtbHLHO03
und AtbHLHO13) wurden in einem Matrixverfahren analysiert. Bei dieser Methode wird
die Interaktion aller Baits mit allen Prey-Proteinen mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid-Systems
getestet. Dazu werden Hefen mit unterschiedlichem Konjugationstypus jeweils mit
einem Bait bzw. Prey Vektor transformiert. Die Hefen werden dann in einer Matrix so
verteilt, dass jeweils jedes Bait mit jedem Prey konjugieren kann. Nach der Konjugation
werden die Zygoten auf Selektionsmedium bezlglich ihrer Reporteraktivierung
(Wachstum bzw. Galaktosidase-Aktivitat) untersucht. Die Fusion der Hefen im
Matrixverfahren hat den Vorteil, dass nicht fur jede zu testende Interaktion eine
Doppeltransformation durchgefiihrt werden muss. AuRerdem sind die Ergebnisse
aufgrund der gleichen Ausgangsbasis besser vergleichbar.

Die entsprechenden cDNAs (im Rahmen des GABI-Projekts von Ralf Stracke bzw.
innerhalb der AG von Prof. Weisshaar von Marc Heim und Marc Jakoby in Entry-
Vektoren zur Verfugung gestellt) wurden mit Hilfe des Gateway-Systems in die 2-
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Hybrid-Vektoren pCD2attR und pCACTattR rekombiniert. Die Vektoren wurden einzeln
in die Hefestdmme AH109 (fur die BD-Fusionsproteine) und Y187 (fur die AD-
Fusionsproteine) transformiert und anschlieBend Uber Konjugation der Hefen in
entsprechenden Kombinationen vereinigt und auf Medium ohne Tryptophan und Leucin
auf Anwesenheit beider Plasmide selektiert. Mehrere Kolonien wurden in Wasser
resuspendiert und auf Selektionsmedium ohne Tryptophan, Leucin und Histidin
Uberstempelt und nach 3 Tagen mit einer gleich behandelten Selektionsplatte, die
Histidin enthalt, verglichen.
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Bild 3.5 Interaktionsmatrix der ausgewahiten MYB- und bHLH-Transkriptions-
faktoren

A: Selektionsmedium ohne Tryptophan und Leucin; B: Selektionsmedium ohne Tryptophan,
Leucin und Histidin mit 5 mM 3-AT; C: Selektionsmedium ohne Tryptophan, Leucin und Histidin
mit 20 mM 3-AT; D: Selektionsmedium ohne Tryptophan, Leucin und Histidin mit 40 mM 3-AT.
Die Hefen wurden mit entsprechenden Vektoren transformiert, kombinatorisch miteinander
konjugiert und auf Selektionsmedium Uberstempelt. Die Auswertung erfolgte nach 3 Tagen
Inkubation bei 30°C.

Um zu Uberprifen, ob die verwendeten Proteine im Hefe 2-Hybrid-System ohne
entsprechendem Partner die Expression der Reportergene aktivieren kdnnen, wurden
die Hefen, die das zu testende Konstrukt enthalten, mit Hefen, die jeweils mit dem
leerem Vektor transformiert wurden, fusioniert. Diese Hefen wurden danach auf
Wachstum ohne Histidinzugabe auf 3-AT-haltigem Selektionsmedium (verschiedene
Konzentrationen) getestet. Dabei stellte sich heraus, dass alle getesteten MYB-
Transkriptionsfaktoren und AtbHLHO001 als Bindedomanenfusion autoaktivierend sind
und deshalb nur als Aktivierungsdomanenfusion verwendet werden kénnen. Die bHLH-
Faktoren AtbHLH0012, AtbHLH042 und AtbHLHO013 konnten als Bindedomanenfusion
verwendet werden, sie zeigen zusammen mit dem Kontrollvektor pACT kein Wachstum
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auf Selektionsmedium ohne Histidin. AfbHLHO02 ist autoaktivierend, das Wachstum
der Kolonien konnte aber durch erhdéhte Zugabe von 3-AT (20 mM) soweit unterdruickt
werden, dass ein deutlicher Unterschied beim Wachstum der Hefen im Vergleich zu
der Kontrolle mit kotransformiertem leeren Vektor zu sehen war.

Die Proteine AtMYB75, AtMYB90, AIMYB5 und AtMYB123 interagieren mit den bHLH-
Faktoren AtbHLH002, AtbHLH012 und AtbHLHO042. Hefen, die AtbHLHO012 zusammen
mit AtMYBO, AtMYB23 und AtMYB66 und AtMYB113 exprimieren wachsen auf
Selektionsmedium. Bei AtbHLHO002 kann ebenfalls eine Interaktion mit AtMYBO und
AtMYB113 gezeigt werden. Hefen, die AtbHLHO042 zusammen mit AtMYB113,
AtMYBO, AtMYB23 oder AIMYB66 exprimieren, wachsen nicht auf Selektionsmedium.
Wird die Interaktionsstarke mit dem Wachstum der Hefen gleichgesetzt, so ist
festzustellen, dass die Interaktionen zwischen den getesteten Proteinen unterschiedlich
stark sind. Die Interaktionen zwischen den Proteinen aus der Unterfamilie 15 der MYB-
Transkriptionsfaktoren mit den getesteten bHLH-Faktoren sind insgesamt schwécher.
Keiner der verwendeten MYB-Transkriptionsfaktoren interagiert mit bHLH013 aus der
Subgruppe llid.

Die Kotransformationen von Plasmiden die fir AtbHLHO01 und AtMYB23 bzw.
AtMYBG66 kodieren flihren in Hefe zu vermindertem Wachstum.

Unabhangig von der Selektion auf Wachstum ohne Histidin, wurde zusatzlich ein
weiterer Reporter des Hefe 2-Hybrid-Systems hinzugezogen. Es handelt sich dabei um
das MEL1-Gen unter der Kontrolle des naturlichen Mel1-Promotors, wohingegen
Histidin ausgehend von einem GAL1-Promotor induziert wird. Der MEL1-Reporter
erlaubt eine semiquantitative Analyse der Interaktionsstarke. MEL1 kodiert fiir eine a-
Galaktosidase, die in den periplasmatischen Raum und in das Medium sekretiert wird,
um dort Melibiose in Galaktose und Glukose aufzuspalten. Beim a-Galaktosidase-Test
kann die Aktivitat der a-Galaktosidase anhand der Hydrolyse von p-Nitrophenyl-o-D-
Galaktosid zu D-Galactose und p-Nitrophenol, ein Molekil mit einem
Absorptionsmaximum bei 410 nm, ermittelt werden. Im Gegensatz zu dem haufig
verwendeten quantitativen p-Galaktosidase-Test missen dazu die Hefen nicht
aufgeschlossen werden, sondern es wird zellfreies Kulturmedium verwendet. Aus
diesem Grund eignet sich der Test besonders gut fur groBe Ansatze im
Mikrotiterplatten—Format.
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Bild 3.6 a-Galaktosidase-Test der Interaktionen zwischen den getesteten bHLH-
Faktoren und MYB-Transkriptionsfaktoren

Die MYB-Proteine wurden als Aktivierungsdomanenfusionen zusammen mit den bHLH-
Faktoren, fusioniert an die Bindedomane, in Hefe exprimiert. Die Hefen wurden in
Flissigmedium herangezogen, der Uberstand der Kultur wurde nach dem Abzentrifugieren der
Hefen fir den a-Galaktosidase-Test verwendet. Es sind jeweils die relativen a-Galaktosidase-
Einheiten aus den entsprechenden PNPG-Tests gezeigt. Negativkontrolle: pACT konjugiert mit
den Hefen, die die bHLH-Proteine enthalten.

Die ermittelten a-Galaktosidase-Einheiten unterstitzen die Ergebnisse, die schon mit
Hilfe des Histidinreportergens ermittelt wurden. Die Interaktion von AtbHLHO002 mit
AtMYB75, AtMYB90, AtMYB113, AtMYB5, AftMYBO und AtMYB23 ist deutlich starker
als mit der Negativkontrolle, der Kotransformation mit leerem AD-Vektor. Die a-
Galaktosidase-Aktivitat liegt bei der Interaktion mit AIMYB123 und AftMYB66 nur leicht
Uber dem Wert, der bei der Negativkontrolle ermittelt wurde. AtbHLHO042 interagiert mit
allen Vertretern der Subgruppe 5 und 6 und mit AtMYB5, jedoch nicht mit Mitgliedern
der Subgruppe 15. Die Menge des umgesetzten p-Nitrophenylgalaktosids, die mit
AtbHLHO042 erzielt wurden sind vergleichbar mit den entsprechenden Werten der
Interaktionen von bHLHO002. Die a-Galaktosidase-Aktivitat bei einer Koexpression von
AtMYB123 zusammen mit AtbHLHO042 ist hoher, als die Expression zusammen mit
AtbHLHO002 und AtbHLHO12, wohingegen nur ein geringes Wachstum auf Medium
ohne Histidin zu sehen ist. Keiner der getesteten bHLH-Faktoren interagiert mit
AtMYB11.

Das Matrixverfahren hat gezeigt, dass die MYB-Transkriptionsfaktoren der Subgruppen
5, 6, 7 und 15 mit bHLH-Transkriptionsfaktoren der Untergruppe llIf interagieren.
Wahrend alle getesteten bHLH-Faktoren der Subgruppe IlIf unterschiedlich stark mit
den Vertretern der MYB-Subgruppe 5 und 6 interagieren kdnnen, interagiert nur
AtbHLHO12 auch mit allen Vertretern der MYB-Subgruppe 15. Im Fall von AtbHLH002
konnte eine schwache Interaktion mit AtIMYBO und AfMYB23 gezeigt werden. Keines
der getesteten MYB-Proteine bindet an AtbHLHO013 und keines der untersuchten
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bHLH-Proteine an AtMYB11. Aul3er den in Bild 3.5 dargestellten Proteine wurden noch
die MYB-Transkriptionsfaktoren AtMYB4, AtMYB6; AtMYB12; AtMYB55, AtMYB112
und AtMYB118 auf Interaktion mit den oben genannten bHLH-Faktoren getestet. Diese
ergaben keine Interaktion. Weitere bHLH-Faktoren aus den verwandten Subgruppen
llld (AtbHLHOO3 und AtbHLHO013), die ahnliche Sequenzmotive wie die Vertreter der
Subgruppe IllIf besitzen, sowie weniger homologe bHLH-Transkriptionsfaktoren
(AtbHLHO046 (Va) und AtbHLH125 (Ib)) zeigten ebenfalls keine Interaktionen mit den
getesteten MYB-Transkriptionsfaktoren.

3.1.4 in vitro Bestatigung der Interaktionsdaten von AtMYB75 und AtMYB90

Fur acht ausgewahlte Interaktionen wurden GST-vermittelte in vitro Pull-Down
Experimente (Melcher and Johnston, 1995) durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteine
AtMYB75 und AtMYB90 ausgewahlt. Diese Proteine haben bei den Hefe 2-Hybrid-
Experimenten starke Interaktionen mit allen bHLH-Faktoren der Gruppe llIf gezeigt. Die
MYB-Transkriptionsfaktoren AtMYB75 und AfMYB90 wurden durch LR-Rekombination
in den Gateway-Vektor pGex-attR rekombiniert und als GST-Fusionen in Bakterien
exprimiert. Die Proteine wurden mit Hilfe einer Glutathion-Agarose Matrix aufgereinigt
und mit einer 10 mM reduzierten Glutathion-Lésung eluiert. Die Aufreinigung wurde
mittels einer Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Uberpruft.
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Bild 3.7 Aufreinigungsschritte der GST-Fusion von AtMYB75 (55,8kD).

Die unterschiedlichen Fraktionen wurden mit einem SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit
Coomassie gefarbt. Spur 1: nicht induzierter E.coli Gesamtaufschluss; Spur 2: E.coli
Gesamtaufschluss nach Induktion mit 1 mM IPTG; Spur 3: kein Auftrag; Spur 4: Uberstand nach
dem nativen Aufschluss; Spur 5: Uberstand nach der Bindung des Proteins an Glutathion-
Agarose; Spur 6: erste Waschfraktion; Spur 7: vierte Waschfraktion; Spur 8: Agarosematrix
nach der Elution; Spur 9: Protein-GréRenstandard; Spur 10: erster Elutionsschritt mit 10 mM
Glutathion; Spur 11: zweiter Elutionsschritt mit 10 mM Glutathion; Spur 12: dritter Elutionsschritt
mit 10 mM Glutathion.
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Bild 3.8 Aufreinigungsschritte der GST-Fusion von AtMYB90 (55,5kD)

Die unterschiedlichen Fraktionen wurden mit einer SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit
Coomassie gefarbt. Spur 1: nicht induzierter E.coli Gesamtaufschluss; Spur 2: E.coli
Gesamtaufschluss nach Induktion mit 1 mM IPTG; Spur 3: Uberstand nach dem nativen
Aufschluss; Spur 4: Uberstand nach der Bindung des Proteins an Glutathion-Agarose; Spur 5:
erste Waschfraktion; Spur 6: zweite Waschfraktion; Spur 7: Agarosematrix nach der Elution;
Spur 8: Protein-GréRenstandard; Spur 9: erster Elutionsschritt mit 10 mM Glutathion; Spur 10:
zweiter Elutionsschritt mit 10 mM Glutathion; Spur 11: dritter Elutionsschritt mit 10 mM
Glutathion; Spur 12: vierter Elutionsschritt mit 10 mM Glutathion.

Nach den verschiedenen Aufreinigungsschritten sind die Banden der erwarteten
GroRen bei ca. 55kD zu erkennen. Dariber hinaus werden bei beiden Aufreinigungen
kleinere Proteine erhalten. Die GST-Expression von dem Plasmid pGex-4T, die fur die
Kontrollanséatze erfolgte, ist hier nicht gezeigt.

Zur Herstellung der radioaktiv markierten Proteine wurden die Vektoren pDEST14-
AtbHLHO001, pDEST14-AtbHLH002, pDEST14-AtbHLHO12 und pDEST14-AtbHLH042
verwendet. Die in vitro Transkription und Translation von AtbHLHO13 erfolgte
ausgehen von dem Vektor pET32-AtbHLHO013. Die GroBe der L™°'S-Methionin
markierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE, Trocknen der Gele und Nachweis der
Radioaktivitat durch Auflegen eines Films und Exposition tber 10h bestimmt.
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Bild 3.9 In vitro Transkription und Translation der bHLH-Faktoren

In vitro Transkription und Translation der radioaktiv markierten Proteine AtbHLHO0O01,
AtbHLHO002, AtbHLHO012, AtbHLHO042 und AtbHLHO013 (Spalte 1-5). Die Proteine wurden in
einem 20pl-Ansatz in Retikulocytenlysat unter Zugabe von T7-Polymerase und S35-Methionin
synthetisiert. 1yl des Ansatzes wurde auf ein SDS-PAGE aufgetragen und das Gel getrocknet.
Die Exposition des Films erfolgte Giber Nacht.
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Die radioaktiv markierten bHLH-Faktoren haben alle die erwartete GrofRe:

AtbHLHO01: 70,5kD, AtbHLHO002: 66,6kD, AtbHLHO012: 59,5kD, AtbHLHO013: 84,5kD
und AtbHLHO042: 59kD (Bild 3.9 ).

Fiar die in vitro Bindungsstudien wurden die aufgereinigten Proteine an Glutathion-
Agarose gebunden und mit den entsprechenden L™°'S-Methionin radioaktiv markierten
putativen Interaktoren inkubiert. Als Kontrolle wurde die mit Hilfe des Vektors pGEX-4T
in Bakterien exprimierte und aufgereinigte Glutathion-S-Transferase an GST gebunden
und mit den gleichen radioaktiv markierten Proteinen inkubiert. Nach der Elution von
der Glutathion — Agarose wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Exposition des Films auf dem getrockneten Gel erfolgte Gber 10h.
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Bild 3.10 In vitro Bindungsversuche

Die GST-fusionierten MYB-Transkriptionsfaktoren wurden an Glutathion-Agarose gebunden und
mit LT%'S-Methionin markierten bHLH-Faktoren inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurde
die Matrix in SDS-Probenpuffer aufgenommen und der Uberstand durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Der Film wurde Uber Nacht exponiert.

Spur 1: GST-Kontrolle mit *°'S AtbHLH001; Spur 2: GST-AtMYB75 mit *°'S AtbHLH001; Spur 3:
GST-AMYB90 mit *°'S AtbHLHO001; Spur 4: GST-Kontrolle mit 'S AtbHLH002; Spur 5: GST-
AtMYB75 mit B7S AtbHLH002; Spur 6: GST-AtMYB90 mit B°S AtbHLH002; Spur 7: GST-
Kontrolle mit ®°S AtbHLHO012; Spur 8: GST-AtMYB75 mit 'S AtbHLH012; Spur 9: GST-
AtMYB90 mit 'S AtbHLH012; Spur 10: GST-Kontrolle mit 'S AtbHLH042; Spur 11: GST-
AtMYB75 mit *°IS AtbHLH042; Spur 12: GST-AtMYB90 mit *°'S]AtbHLH042; Spur 13: GST-
Kontrolle mit 'S AtbHLHO013; Spur 14: GST-AtMYB75 mit ®°S AtbHLHO013; Spur 15: GST-
AIMYB90 mit *°'S AtbHLH013

Der GST-vermittelte Pull-Down zeigt eine spezifische Bindung der bHLH-Proteine
AtbHLHO01, AtbHLHO002, AtbHLHO012 und AtbHLHO042 an die GST-fusionierten MYB-
Transkriptionsfaktoren AIMYB75 und AtMYB90. Nur bei diesen beiden Proben wurde
radioaktiv markiertes Produkt nachgewiesen. In der GST-Kontrolle wurde keine
Radioaktivitat detektiert. Eine Interaktion mit AtbHLH13 ist nicht vorhanden. Es konnte
gezeigt werden, dass auch AtbHLHO01 mit AtIMYB75 und AfMYB90 interagiert.
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3.1.5 Deletionsmutagenese von AtMYB75

Sequenzvergleiche von allen interagierenden MYB-Transkriptionsfaktoren, von denen
in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass sie mit bHLH-Faktoren interagieren, lassen keine
durchgangigen Gemeinsamkeiten auRerhalb der MYB-Doméane erkennen. Von C1 aus
Mais ist bekannt, dass ein N-terminaler Bereich, der die MYB-Domane enthalt, fur eine
Interaktion mit den bHLH-Faktor R ausreicht. Unklar ist, ob dies auch bei dem in dieser
Arbeit untersuchten Protein der Fall ist oder ob und inwiefern Sequenzen, die
aulerhalb der MYB-Domane liegen, einen Einfluss auf die Bindung an bHLH-Faktoren
haben. Es wurden vier verschieden lange C-terminale Deletionen von AtMYB75
hergestellt. Die Fragmente beinhalten den N-Terminus bis Aminosaure 100 (V100Stop)
(PCACT-AMYBT75(1.100), pPCD2-AtMYB75(1.100), den N-Terminus bis Aminosaure 114
(PCACT-AMYBT75(1.114;, pPCD2-AtMYB75(1.114)) und den N-Terminus bis Aminosaure 178
(PCACT-AtMYBT75(1.17¢;, pCD2-AtMYB75(1.17¢)). Ein weiteres Deletionskonstrukt, zum
Entfernen der Aktivierungsdoméane, enthalt die kodierende Sequenz fur die
Aminosauren 1-190 von AtMYB75 fusioniert an die Bindedomane von Gal4 (pCD2-
AtMYB75(1.190),). Die Vektoren pCD2-AtMYB751.100, PCD2-AtMYB751.114;, pCD2-
AIMYB751.175y und pCD2-AtMY B7 51199, sowie die entsprechenden AD-
Fusionsvektoren pCACT-AtMYB751.100;, pPCACT-AIMYB75(1.114) und pCACT-AfMYB75[1.
17g) wurden in Hefe transformiert und die Interaktion der verkirzten Proteine mit den
bHLH-Proteinen im Hefe 2-Hybrid-System untersucht.

Die Proteinfragmente AtMYB75(1.114 und AtMYB75(1.175y kdnnen sowohl als
Aktivierungsdoméanenfusion als auch fusioniert an die Bindungsdoméane mit den
Proteinen AtbHLHO002, AtbHLHO012 und AtbHLHO042 interagieren. Die verkirzten
AtMYB75-Proteine sind im Gegensatz zum Volllangen AftMYB75-Protein als BD-Fusion
nicht autoaktivierend. Auch das Protein BD-AtMY By1.19 ist nicht autoaktivierend und
interagiert mit den genannten bHLH-Faktoren. Die Proteine AIMYB75(1.114, AtMYB751.
1781 und AfMY By1.190) kOnnen fusioniert an die Bindedoméane auch mit bHLHO01, welches
an die Aktivierungsdomane fusioniert ist, interagieren.

Die Vektoren pCD2-AtMYB75(1.1009) und pCACT-AtMYB75(1.100; zeigen keinen Effekt,
wenn sie mit den entsprechenden Vektoren, die fur die AD-bzw.BD-Fusionen der
bHLH-Faktoren kodieren, ko-transformiert werden.

Die Ergebnisse der Deletionsanalyse zeigen, dass der N-terminale Bereich bis AS 114
von AtMYB75 fur eine Interaktion mit den getesteten bHLH-Faktoren ausreicht. Eine
Deletion innerhalb der letzten AS der R3-Wiederholung zerstért die Interaktion
dagegen (Tabelle 3.4).
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bHLHO01 bHLHO002 bHLHO012 bHLHO042 pACT
BD-AtMYB75_A100 - - - - -
BD-AtMYB75_A114 ++ ++ ++ ++ -
BD-AfMYB75_A178 ++ ++ ++ ++ -
BD-AfMYB75_A190 ++ ++ ++ ++ -

Tabelle 3.4 Deletionsmutanten von AtMYB75 im Hefe 2-Hybrid-System

Dargestellt sind die Interaktionen der BD-fusionierten MYB-Transkriptionsfaktoren mit den AD-
fusionierten bHLH-Faktoren. Die Deletionen ab Aminosaure 114 kénnen sowohl als AD- als
auch als BD-Fusionen mit den bHLH-Faktoren interagieren.

Die Aktivierungsdomane kann durch Deletion der letzten 58 Aminosauren zerstort
werden. Das Konstrukt mit der Deletion nach Aminosaure 190 kann im Gegensatz zu
dem autoaktivierenden unveradnderten Bait BD-AftMYB75 zum Screenen von
Interaktionen im Hefe 2-Hybrid-System verwendet werden.

Dieses Deletionskonstrukt wurde auflerdem verwendet, um exemplarisch die
Interaktion mit R/B-&hnlichen bHLH-Faktoren zu testen.

3.1.6 Untersuchung der Interaktionsdoméane von AtMYB75 durch Mutagenese

Zur genaueren Analyse der Interaktionsdomane von AfMYB75 sollte dieser Bereich
mutagenisiert und die entsprechenden Proteine auf Interaktion mit den bHLH-Faktoren
der Gruppe llIf getestet werden. In einem ungerichteten Mutagenese-Ansatz sollten
temperatursensitive Mutanten selektiert werden. Diese Mutanten wachsen bei
Raumtemperatur, wahrend die Interaktion mit den bHLH-Faktoren bei 30°C gestort ist,
was dazu fuhrt, dass das Wachstum der Hefen verringert wird oder ganz ausbleibt.
Parallel dazu wurde eine gerichtete Mutagenese von AtMYB75 durchgefihrt, bei der
gezielt vier Aminosauren in einem Bereich, der bei allen interagierenden MYB-
Proteinen stark konserviert ist, ausgetauscht wurden. Das Ziel in beiden
Versuchsansatzen war, Mutanten zu finden, die hinsichtlich der Interaktion mit den
bHLH-Faktoren geschwacht sind, aber méglichst wenig von der Gesamtstruktur der
MYB-Proteine abweichen. Mit Hilfe dieser Mutanten sollten Informationen tber den
Interaktionsbereich, sowie Uber wichtige Aminosauren, die an den Interaktionen
beteiligt sind erhalten werden.

Bei der ungerichteten Mutagenese von AtMYB75, mit dem Ziel temperatursensitive
Interaktionsmutanten zu erhalten, wurde AtMYB75 in einem Manganhaltigen PCR-
Ansatz amplifiziert. Bei dieser Form der PCR ist die Wahrscheinlichkeit eines Einbaus
von falschen Nukleotiden durch die Taqg-Polymerase erhoht, was zu zufalligen
Punktmutationen im Transkript fihrt. Die PCR wurde auf dem Vektor pACT-A{tMYB75
mit den Oligonukleotiden AO015und AOO018 (siehe Anhang) durchgefihrt, die
wiederum homologe Sequenzen zu dem Plasmid pACT2-1 enthalten. Die Produkte
konnten so durch Rekombination in Hefe in den linearisierten Vektor pACT2-1 integriert
werden. Die transformierten Hefen wurden mit Hefen, die BD-Fusionen von
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AtbHLHO12 und AtbHLHO042 enthielten, fusioniert und auf Selektionsmedium ohne
Histidin ausplattiert. Diese primare Selektion auf Interaktion ist notwendig, um den
Anteil von Klonen mit vorzeitigen Sequenzabbrichen im Verhaltnis zu
Volllangenproteinen mit moglichst wenigen Aminosaure-Austauschen zu verringern.
Von diesen Kolonien wurden pro Ansatz (PCR mit 0,05 mM MnCl,, 0,1 mM MnCly,
0,2 mM MnCl; und 0,5 mM MnCl, und Test auf Interaktion mit AtbHLHO12 und
AtbHLHO042) 96 Kolonien unter verschiedenen Bedingungen auf Interaktion getestet.
Dazu wurden Replika der Zygoten auf Selektionsplatten mit 1 mM 3-AT bei
unterschiedlichen Temperaturen (22°C, 30°C und 37°C) inkubiert. Die Kolonien auf den
verschiedenen Platten wurden nach 4 Tagen verglichen. Je hoher der Mangangehalt in
der PCR war, umso gravierender war der Effekt der Mutagenese. Ein Mangangehalt
von 0,05 mM in der PCR hatte kaum einen Effekt, die transformierten Hefen konnten
bei allen Temperaturen uneingeschrankt wachsen. Konzentrationen tber 0,1 mM MnCl
in der PCR fuhrten zu einem Ausbleiben der meisten Interaktionen, sowohl bei 22°C
als auch bei 30°C. Wurden Hefen verwendet, die mit dem PCR-Ansatz mit 0,1 mM
MnCI transformiert wurden, so konnten unter relativ unstringenten Bedingungen (1 mM
3-AT und Inkubation bei 22°C) noch viele Kolonien wachsen, wahrend die Interaktionen
bei 30°C zum groften Teil ausblieben.

Von 96 Kolonien des Ansatzes 0,1 mM MnCI, im PCR-Ansatz und Interaktion mit
AtbHLHO12 sind insgesamt 50 Kolonien auf Selektionsmedium mit 1 mM 3-AT
gewachsen. 37 Kolonien davon wachsen bei der hoheren Temperatur schlechter. Die
anderen 13 Kolonien interagieren so gut wie die nicht mutierten AD-MYB75-Fusionen.
Von den 96 Kolonien aus dem Ansatz 0,1 mM MnCl, im PCR-Ansatz und Interaktion
mit AtbHLHO042 sind 28 Kolonien auf 1 mM 3-AT-haltigem Selektionsmedium
gewachsen. Diese Kolonien wachsen auf Selektionsmedium bei hdéheren
Temperaturen bis auf finf Ausnahmen nicht. Die 57 Kolonien wurden flir eine Kolonie-
PCR verwendet und die Produkte wurden sequenziert. Gleichzeitig wurden die
Kolonien nochmals lberstempelt und das Wachstum bei Raumtemperatur und 30°C
auf LWH mit 1 mM 3-AT dokumentiert.

Bis auf zwei Einzelmutationen, die sich in der R3-Wiederholung befinden, haben alle
anderen Sequenzen 2-7 AS-Austausche, was bei der Auswertung der Sequenzen
bertcksichtigt wurde. Die Deletionsanalysen in 3.1.5 haben gezeigt, dass die ersten
114 Aminosauren von AtMYB75 fir eine Interaktion ausreichen. Aus den Screens in
3.1.1, konnten wiederum Kandidaten isoliert werden, die nur eine MYB-Wiederholung
besitzen, die der R3-Wiederholung am &hnlichsten ist. Basierend auf diesen
Informationen, wurden als erste Prioritdt Mutationen im Bereich der R3-Domaéane
betrachtet. Dies fluhrte zu einer Einteilung der Mutanten in solche, die mindestens
einen Austausch innerhalb der R3-Wiederholung haben (I Tabelle 3.5), solche, die
keinen Austausch in der R3-Wiederholung aber mindestens einen Austausch im
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Bereich der R2-Wiederholung haben (Il Tabelle 3.5) und solche, die nur Austausche im
C-terminalen Bereich des Proteins haben (lll Tabelle 3.5). Dazu kommen noch die
Mutanten, bei denen die Mutagenese zu einem Stop-Kodon innerhalb der R2- bzw. zu
Beginn der R3-Wiederholung geflhrt hat (IV Tabelle 3.5).

Eine Ubersicht Uber die ausgewerteten Sequenzen ist in Tabelle 3.5

zusammengefasst.
Anzahl Wachstum mit | Wachstum mit | kein Wachstum | kein Wachstum
Kolonien bHLHO012 bHLHO042 mit bHLHO12 mit bHLHO042

I 18 9 2 1 6

Il 10 5 1 1 3

1 7 5 - - 2

v 15 2 - 3 10

\Y, 7 1 3 3

Tabelle 3.5 Auswertung der Sequenzen aus der Mutagenese

I: mind. 1 Mutation in der R3-Wiederholung

II: kein Austausch in der R3- aber mindestens 1 Austausch in der R2- Wiederholung
[ll: nur Austausche im C-Terminus

IV: Sequenzabbriiche in der R2 oder zu Beginn der R3-Wiederholung

V: nur Deletion

In den 42 Sequenzen, die keinen Sequenzabbruch im Bereich vor der R3-Domaéane
haben, befinden sich insgesamt 121 Punktmutationen. Dies sind im Durchschnitt 2,9
Mutationen pro Sequenz. Dazu kommen noch die Mutationen, die zu einem Stop-
Codon und so zu Deletionen des Proteins fiihren. Solche Deletionen treten in 12
Sequenzen auf. Jeweils 3 Stop-Codons befinden sich bei AS 101 und 104. Diese
Proteine kénnen nicht mehr mit den bHLH-Proteinen interagieren. Weitere Stop-
Codons befinden sich bei AS110, AS114, zwei bei AS122, eins bei AS160 und ein
weiteres bei AS184. Bei diesen Proteinen wird die Interaktion mit den bHLH-Faktoren
nicht beeintrachtigt.

Die einzigen Einzelaustausche befinden sich an Position L77H und L87I in der R3-
Domane. Diese Punktmutanten zeigen Temperatursensitivitat, allerdings hat die
Mutation an Position 87 einen geringeren Effekt als die Mutation an Position 77.
Aulerdem treten Mutationen an den Positionen S68T/P; L75H/F, L77H, R79G/W, 2x
R84W und 3x H112L mehrfach auf (Bild 3.11). Im Bereich zwischen Aminosauren 68
und 87 treten mit 16 Austauschen die Mutationen gehauft auf. Hier sind 11 von 20
Aminosauren durch andere Aminosauren ersetzt.
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Bild 3.11 Ungerichtete Mutagenese von AtMYB75

Dargestellt ist die R3-Wiederholung der MYB-Doméane von AtMYB75. In der oberen Reihe die
Originalsequenz von AtMYB75, darunter die Sequenzen von 18 Mutanten, die im Bereich der
R3-Wiederholung Aminosaure-Austausche haben. ~ bedeutet gleiche Aminosauren; die
Mutationen sind extra benannt. Grau unterlegt sind zur Originalsequenz &hnliche Aminosauren,
rot umrandet sind die Mutationen, die als Einzelmutationen in der Gesamtsequenz aufgetreten
sind. Blau unterstrichen sind die konservierten Aminosauren (siehe R2R3_Konsensus-Sequenz
Einleitung); +: Wachstum bei 30°C; +-: vermindertes Wachstum bei 30°C; - kein Wachstum bei
30°C.

Der Einfluss der Aminosdure-Austausche wirkt sich unterschiedlich stark auf die
Interaktionsstarke aus. Einige Interaktionen finden sich nur unter extrem unstringenten
Bedingungen wie Selektivmedium ohne Leucin, Tryptophan, Histidin und 3-AT und
Inkubation bei Raumtemperatur wieder. Von ausgewahlten Mutanten wurde die DNA
prapariert und die Konstrukte nochmals auf Interaktion mit AtboHLH012 und AtbHLHO042
getestet (Bild 3.12).
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Bild 3.12 Darstellung einiger Kolonien aus der ungerichteten Mutagenese

Die entsprechenden Mutanten wurden auf Interaktion mit den bHLH-Faktoren AtbHLH012 und
AtbHLHO042 in Hefe getestet. Die Hefen wurden auf Selektivmedium ohne Leucin und
Tryptophan (LW, erste Reihe) und zum Test auf Interaktion auf Selektivmedium ohne Leucin,
Tryptophan und Histidin mit 3 mM 3-AT (LWH3) getropft und bei Raumtemperatur (22°C) bzw.
bei 30°C inkubiert (letzte 2 Reihen).

Die gezeigten Mutationen im Bereich der R2-Doméane (L51S) und im C-Terminalen Teil
des AtMYB75-Proteins fuhren bei diesen Klonen zu keiner Stérung der Interaktion. Alle
Mutationen im Bereich der R3-Doméne verringern die Interaktionsstarke mit
AtbHLHO12 und AtbHLHO042. Bei einigen Klonen ist primar die Interaktion mit
AtbHLHO042 geschwacht, so zum Beispiel beim Austausch D72N. Ein Einzelaustausch
in dieser Region hat kein vollstandiges Ausbleiben der Interaktion zur Folge.
Doppelaustausche in diesem Bereich schwachen die Interaktion starker, so dass in
einigen Fallen keine Interaktion mehr gezeigt werden kann (z.B. L77H+V100I).

Unter Bertcksichtigung der Ergebnisse aus den Screens und der Deletionsanalysen,
konnte gezeigt werden, dass Mutationen im Bereich der R3-Doméane die Interaktion
von AIMYB75 mit den Proteinen AtbHLHO012 und AtbHLHO042 entscheidend
beeinflussen. EIf von 20 Aminosaure-Positionen zwischen der Aminosaure 68 und 87
wurden bei der ungerichteten Mutagenese ausgetauscht. Diese Mutationen haben eine
Schwachung der Interaktion zur Folge. Zwei Austausche in diesem Bereich sind
gravierender als Einzelaustausche. Die einzigen Klone, die nur eine Mutation haben,
haben diesen Austausch im Bereich der R3-Domane (L77H und L871). Deletionen, die
bei der ungerichteten Mutagenese erzeugt wurden, zeigen, dass trotz einer Deletion
bei K110 die Interaktion von AtMYB75 mit den bHLH-Faktoren moglich ist. Die
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Ergebnisse weisen darauf hin, dass die erste Halfte der R3-Wiederholung eine
bedeutende Rolle bei der Interaktion mit den getesteten bHLH-Faktoren spielt.

Ein Sequenzvergleich der R3-Wiederholung von allen getesteten MYB-Faktoren, die
mit bHLH-Faktoren der Gruppe llIf interagieren, zeigt, dass bestimmte Aminosauren
bei allen interagierenden Proteinen konserviert sind und bei den verwandten nicht
interagierenden Proteinen durch andere Aminosauren ersetzt sind. Zusatzlich zu den
ungerichteten Mutationen wurden daher gezielt vier Aminosauren in diesem Bereich
ausgetauscht, die auch in C1 fir die Spezifitat in der bHLH-Interaktion verantwortlich
sind. Mit dieser Mutagenese sollte der Einfluss von Einzelaustauschen von stark
konservierten Positionen innerhalb der Interaktoren auf die bHLH-Interaktion
untersucht werden. Dazu wurden die entsprechenden Aminosauren durch
Aminosauren, die an entsprechenden Stellen der nahe verwandten Nicht-Interaktoren
vorkommen ersetzt, im Falle von L80 wurde eine Aminosaure eingefiihrt, die an
entsprechender Position in ZmP aus Mais vorkommt. Durch die Wahl von
Aminosauren, die an dieser Stelle bei anderen MYB-Transkriptionsfaktoren
vorkommen, sollte gewahrleistet werden, dass die Gesamtstruktur der MYB-Domane
nicht zerstort wird.
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Bild 3.13 Sequenzvergleiche aus der R3-MYB-Domane von Interaktoren und
Nicht-Interaktoren mit den getesteten bHLH-Faktoren

Die interagierenden Proteine sind im oberen Bereich aufgefihrt, unter dem Strich befinden sich
die Sequenzen der nicht interagierenden MYB-Proteine aus der Subgruppe 7. Blau umrandet
sind die konservierten Aminosauren, die gegen andere Aminosauren ausgetauscht wurden. Rot
umrandet sind die Aminosauren, die den ausgetauschten Aminosauren entsprechen. Die roten
Punkte oberhalb der AtMYB75-Sequenz entsprechen den Austauschen aus der ungerichteten
Mutagenese. Die Zahlen Uber der Sequenz beziehen sich auf die Aminosaure-Sequenz von
AtMYB75. Grau unterlegt sind &hnliche Aminoséuren. In AtIMYB75 wurden durch die gerichtete
Mutagenese folgende Austausche durchgefihrt: L73l, R76E, R76K, R79S und L80A.
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Mit den Oligonukleotiden 120111 und 1Z20112-120115 (siehe Anhang), die verglichen mit
AIMYB75 1-3 Austausche in der Nukleotidsequenz haben, wurde der gesamte Vektor
pENTR-AtMYB75 in einer PCR amplifiziert. Dabei wurden bei allen finf Ansatzen
jeweils eine Aminosaure ausgetauscht. Die Oligonukleotide enthalten eine Avrll-
Schnittstelle, die die Religation der Vektoren ermdglicht. Das Einflgen der Avrll-
Schnittstelle fuhrte lediglich zu einer stillen Mutation, es wurden keine zusatzlichen
Nukleotide eingefligt und der offene Leserahmen blieb unverandert. Die Entry-Vektoren
wurden anschlieBend in pCACTattR rekombiniert und die Interaktion der
mutagenisierten Transkriptionsfaktoren mit den BD-fusionierten Proteinen AtbHLHO002,
AtbHLHO012 und AtbHLHO042 in Hefe untersucht.
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Bild 3.14 Auswirkungen der Mutagenese von AtMYB75 auf die Interaktionen mit
AtbHLH002, AtbHLHO012 und AtbHLH042.

A: Selektionsmedium ohne Tryptophan und Leucin; B: Selektionsmedium ohne Tryptophan,
Leucin und Histidin mit 5 mM 3-AT; C: Selektionsmedium ohne Tryptophan, Leucin und Histidin
mit 20 mM 3-AT; D: Selektionsmedium ohne Tryptophan, Leucin und Histidin mit 40 mM 3-AT.
Die Hefen wurden mit entsprechenden Vektoren transformiert, kombinatorisch miteinander
gematet und auf Selektionsmedium Uberstempelt. Die Auswertung erfolgte nach 3 Tagen
Inkubation bei 30°C.

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Austausch von nur einer AS an diesen
Positionen zur Schwachung der Interaktion fuhrt.

Den starksten Effekt auf die Interaktion hat der Austausch an Position 80. Diese
Aminosaure wurde auch bei der ungerichteten Mutagenese ausgetauscht, dort
allerdings gegen das zur Originalsequenz dhnliche Valin. Kein Einzelaustausch hat das
Ausbleiben der Interaktion zur Folge.

3.1.7 Die Interaktion basiert auf einem Motiv, welches in allen interagierenden
Proteinen vorhanden ist

Bisher wurden zum gréfiten Teil MYB-Proteine auf Interaktion mit den bHLH-Faktoren
getestet, die auch im Stammbaum zusammen gruppieren. Exemplarisch sollten nun
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vier weitere Proteine getestet werden, die innerhalb der MYB-Domane etwas starker
von den bisher verwendeten MYB-Proteinen abweichen. Dazu wurden die kodierenden
Sequenzen von AtMYB59, AtMYB73, AtMYB88 und AtMYB-3R4 in pCACTattR
rekombiniert und die Interaktion mit BD-bHLHO012 in Hefe getestet. Die Entry-Vektoren
wurden von der AG WeiRhaar zur Verfigung gestellt. Aullerdem wurden von den
Proteinen AtMYB4 und AfMYBG6 Deletionskonstrukte hergestellt, die nur den N-
terminalen Bereich einschlieBlich der MYB-Doméne beinhalten. Diese Proteine sind im
Bereich der MYB-Domane den getesteten MYB-Transkriptionsfaktoren relativ dhnlich,
konnen aber als Volllangen-Proteine nicht mit den getesteten bHLH-Faktoren
interagieren. Durch das Entfernen des C-Terminus, sollte die Beeinflussung einer
maoglichen Interaktion durch diesen Bereich ausgeschlossen werden. Die
entsprechenden Vektoren wurden durch Amplifikation der Teilsequenz mit den
Oligonukleotiden 12163 und 12162 bzw. 12164 und 120028, die Uber pDONR201 in
pCACTattR rekombiniert wurden, hergestellt. Die dabei entstandenen Vektoren
pCACT-AtMYB4CA118 und pCACT-AtMYB6CA118 wurden ebenfalls in Hefe
transformiert und die verklrzten Proteine auf Interaktion mit BD-bHLHO012 getestet.

SD-LW

SD-LWH3

Bild 3.15 Deletionen von AtMYB4 und AftMYB6 und Analyse von weniger

ahnlichen MYB-Proteinen

Die Proteine wurden als AD-Fusionen auf Interaktion mit BD-bHLH012 getestet. Dargestellt ist
das Wachstum auf SD-LW-Medium und auf SD-LWH3-Selektionsmedium.

Das verkurzte MYB4-Protein kann mit AtbHLHO12 interagieren, alle anderen MYB-
Faktoren zeigen keine Interaktion mit AtbHLHO12.

Ein Sequenzvergleich aller bisher verwendeten Interaktoren kombiniert mit den
Ergebnissen aus den Mutagenesen, ermdglicht die Definition des Motivs
Lxo[R/k]xsLxsLx3R, welches in allen interagierenden Proteinen vorhanden ist. Bei den
Aminosauren des Motivs handelt es sich um bestimmte Aminosauren, die im
Gegensatz zu den nicht interagierenden Proteinen bei diesen Faktoren konserviert
sind. Abweichungen von diesem Motiv schwéachen oder unterbinden die Interaktionen.
Dariiber hinaus haben auch die benachbarten Aminosauren einen Einfluss auf die
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Interaktion, da Austausche von diesen Aminosauren bei der ungerichteten Mutagenese
ebenfalls zu einer Schwéachung der Interaktion gefuhrt haben. Zu den Elementen
dieses Motivs gehoren bei AtIMYB75 die Aminosauren Leucin an Position 73, 80 und
87 und die Arginine an Position 76 und 91. Das Leucin an Position 80 und das Arginin
bei Position 91 ist bei allen interagierenden Proteinen konserviert. Bei den nicht
interagierenden Proteinen ist, mit Ausnahme von AfMYBG, jeweils mindestens zwei
dieser Positionen ausgetauscht (Bild 3.16).
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Bild 3.16 Sequenzvergleich der R3-Wiederholungen von verschiedenen MYB-
Proteinen.

Im oberen Teil sind die Proteine aufgefiihrt, die mit den bHLH-Faktoren der Subgruppe llIf
interagieren. Darunter sind die Sequenzen der nicht interagierenden MYB-Proteine dargestellt.
Umrandet sind die Aminosauren, die in den interagierenden Proteinen konserviert und bei den
nichtinteragierenden Proteinen durch andere Aminosduren ersetzt sind. Sie sind die
Bestandteile des Motivs LXZ[R/K]X3LX6LX3R.

Dieser Sequenzvergleich zusammen mit den Ergebnissen aus der Mutagenese fiihrte
zu der Hypothese, dass alle MYB-Proteine, die das Motiv Lx[R/k]xsLxsLx3R in der R3-
Domane besitzen, potentielle Interaktoren von bHLH-Faktoren sind. Umfangreiche
Recherchen mit diesem Motiv haben ergeben, dass im gesamten Arabidopsisgenom
aufder den schon gefundenen Interaktoren noch 2 weitere MYB-Proteine mit nur einer
MYB-Wiederholung und ein R2R3-MYB-Protein, welches bisher noch nicht in die
Untersuchungen integriert wurde, dieses Motiv haben. Die 1R-MYB-Proteine, die noch
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identifiziert wurden sind TRIPTYCHON (TRY) und At4g01060, ein Protein mit
Annlichkeit zu CPC (At2g46410). Dieses wurde CPC-L2 genannt. Bei dem R2R3-MYB-
Protein handelt es sich um das Protein AtIMYB82. Dieses Protein befindet sich in dem
Stammbaum, der 2001 von Stracke et al. veréffentlicht wurde in einem anderen Zweig
(zwischen Subgruppe 13 und Subgruppe 16). Die MYB-Doméane von AftMYB82 ist der
MYB-Domane von AtMYB75 sehr ahnlich, der Rest des Proteins zeigt keinerlei
Sequenzahnlichkeiten zu den anderen interagierenden Proteinen. Es sollte getestet
werden, ob dieses MYB-Protein ebenfalls mit den bHLH-Faktoren der Subgruppe IlIf
interagiert, wie man ausgehend von der Hypothese vorhersagen wirde. AtMYB82
wurde dazu in den Gateway-Vektor pCACTattR rekombiniert und die Interaktion von
AtMYB82 mit AtbHLHO002, AtbHLHO012 und AtbHLHO042 getestet. Es konnte gezeigt
werden, dass auch AtMYB82 mit den bHLH-Faktoren der Gruppe llIf interagieren kann.

SD-LW  SD-LWH10

AD-AfMYB82 Pl et
BD-AtbHLH002 A Vg
AD-AMMYB82

SD-LW SD-LWH5

AD-AfMYB82
BD-AtbHLHO12

AD-AfMYB82
BD-AtbHLHO042

Bild 3.17 Interaktionen von AtMYB82 mit AtbHLH002, AtbHLH012, AtbHLH042

Die Hefen wurden mit AD-AfMYB82 und den entsprechenden Bait-Vektoren kotransformiert und
zur Selektion auf SD-LWH5 bzw. SD-LWH10 ausgestrichen. Die Auswertung erfolgte nach 3
Tagen Inkubation bei 30°C.

Wird davon ausgegangen, dass der Austausch von Arginin gegen Lysin an der Position
76 wie bei AtMYB4 und AtMYBL2 eine Interaktion nicht verhindert, dann waren
aulerdem noch die zu AtMYB4 homologen Proteine AIMYB3, AtMYB7 und AtMYB32
potentielle Interaktoren. Anhand der hohen Homologie zu AtMYB ware es maglich,
dass in diesen Fallen auch nur die entsprechenden Proteinfragmente interagieren
konnen.

Die Ergebnisse aus den Interaktionsanalysen aller untersuchten MYB-Proteine wurden
in Tabelle 3.6 zusammengefasst und die Interaktion mit BD-AtbHLH012, wenn
vorhanden, durch ein + gekennzeichnet. BD-AtbHLHO12 wurde ausgewahlt, da es nicht
autoaktivierend ist und auRerdem in der Interaktionsmatrix mit allen getesteten MYB-
Proteinen interagiert hat.
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Bezeichnung Interaktion Bezeichnung Interaktion
AD-Fusion mit BD-AtbHLHO012 AD-Fusion mit BD-AtbHLHO012
AMYBO + AIMYB75_A114 +
AtMYB4 - AtMYB82 +
AfMYB4_A118 + AMYB88 -
AMYBS + AtMYB90 +
AtMYB6 - AfMYB111 -
AfMYB6_A118 - AtMYB118 -
AtMYB11 - AfMYB113 +
AtMYB12 - AtMYB123 +
AtMYB23 + CPC +
AMYBS5 - CPCLA1 +
AtMYBS59 - AfMYBL2 +
AtMYBG66 + TRYL1 +
AtMYB73 - AfMYB3R4 -
AMYB75 +

Tabelle 3.6 Zusammenstellung aller getesteten MYB-Proteine

Die MYB-Proteine wurden als AD-Fusionen im Hefe 2-Hybrid-System auf Interaktion mit bHLH-
Faktoren der Subgruppe llIf getestet. BD-AtbHLHO012 hat als Bait keinen Hintergrund und
interagiert mit den MYB-Proteinen in ahnlicher Weise wie AtbHLH002. Es wurde deshalb
exemplarisch fur die Subgruppe hier als Bait aufgefiihrt. +: Interaktion vorhanden, -: keine
Interaktion. Die Interaktion wurde durch Selektion auf SD-LWH-Medium mit 3 mM 3-AT
bestimmt.

Die Analyse der Sequenzen der mit den bHLH-Faktoren interagierenden MYB-Proteine
erlaubte die Definition eines Motivs, das in allen getesteten Interaktoren vorhanden ist.
Anhand dieses Motivs konnte ein weiterer R2R3-MYB-Faktor identifiziert werden, der
mit den getesteten bHLH-Faktoren interagieren kann. Der Versuch hat gezeigt, dass
mit Hilfe detaillierter Analysen von Protein-Protein-Interaktionen Vorhersagen beziiglich
spezifischer funktioneller Zusammenhange gemacht werden kdnnen, die allein durch
Sequenzvergleiche von Volllangenproteinen nicht gefunden wurden. Die Screens und
die weiteren Analysen haben gezeigt, dass nicht nur R2R3-MYB-Transkriptionsfaktoren
an solchen Interaktionsnetzwerken beteiligt sind, sondern auch MYB-Proteine, die nur
eine Sequenzwiederholung in der MYB-Doméane besitzen und bisher immer getrennt
betrachtet wurden. Detaillierte Datenbankrecherchen haben ergeben, dass bis auf zwei
weitere MYB-Transkriptionsfaktoren, die nur eine Sequenzwiederholung besitzen, alle
MYB-Proteine mit diesem Motiv (Lxz[R/k]xsLxsLx3R) in dieser Arbeit getestet und deren
Interaktion mit den bHLH-Faktoren der Gruppe llIf bestatigt wurden.

3.1.8 Expressionsanalyse von ausgewahlten MYB und bHLH-Faktoren, die in
einem funktionellen Zusammenhang stehen

Die MYB-Transkriptionsfaktoren AtIMYB75, AtMYB90 und AtMYB113 haben grole
Sequenzahnlichkeit im N-Terminalen Bereich und haben im Hefe 2-Hybrid-System die
gleichen Interaktionspartner. Mit Hilfe einer reversen Transkription sollten die
Expressionsmuster dieser MYB-Proteine und der interagierenden bHLH-Faktoren
untersucht werden.
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Mit den genspezifischen Oligonukleotiden 1Z0142-120155, von AtMYB75, AftMYB90,
AtMYB113, AtbHLHO01, AtbHLH002, AtbHLHO12 und AtbHLHO042 wurde eine reverse
Transkription auf Wurzel, Sprossachse, Rosettenblatter, Sprossblatter, Bliten und
Schoten von Pflanzen, die bei 14 h Licht (kein UV- oder Trockenstress) in der
Klimakammer aufgezogen wurden, durchgefuhrt.
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Bild 3.18 Expressionsanalyse ausgewahlter Interaktoren

cDNAs aus unterschiedlichen Organen wurden durch reverse Transkription hergestellt. und als
Matrize fir eine PCR mit genspezifischen Oligonukleotiden benutzt. Es wurden jeweils 8 pl
eines 25 yl-PCR-Ansatzes auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Als Kontrolle wurde der
entsprechende Entry-Vektor verwendet (2 ng/PCR-Ansatz). Kontaminationen durch genomische
DNA wurden durch PCR auf der RNA, die der cDNA-Synthese diente ausgeschlossen.

Wahrend die Expression von AtbHLHO002 in allen Geweben (auch in Wurzel und
Schote) nachzuweisen ist, konnte die mRNA von AtbHLHOO01 nur in Blattern und
schwach in Blute und Sprossachse nachgewiesen werden. AtbHLHO12 ist in der Blite
stark exprimiert, in geringeren Mengen auch in Rosettenblattern und Sprossachse.
AtbHLHO42 ist nur in der Blute exprimiert. AtMYB75 ist in fast allen Geweben,
AtMYB90 dagegen nur in Rosettenblattern und AtMYB113 relativ schwach in Blite,
Sprossachse und Rosettenblattern exprimiert.

Die Transkriptionsfaktoren beider Familien sind in den untersuchten Organen
unterschiedlich exprimiert.
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4 Diskussion

Die Verflugbarkeit des vollstandig sequenzierten Genoms von Arabidopsis thaliana
erlaubt es, die Transkriptionsfaktoren in einer hoheren Pflanze umfassend zu
beschreiben. Zwei der umfangreichsten Transkriptionsfaktor-Familien in Arabidopsis
thaliana sind die MYB- und die bHLH Proteine. Nur von einer geringen Anzahl dieser
Transkriptionsfaktoren ist eine Funktion beschrieben. Die bioinformatische
Identifizierung dieser beiden Familien ist weitgehend abgeschlossen (Heim et al., 2003;
Stracke et al., 2001). Aufbauend auf diesen Daten stellt sich die Frage, ob mit der
bioinformatischen Klassifizierung, die auf den Sequenzen der DNA-Bindungsdomanen
basiert, weitere funktionelle oder strukturelle Gemeinsamkeiten verbunden sind.
Transkriptionsfaktoren werden vielfach durch kombinatorische Interaktionen mit
anderen Transkriptionsfaktoren bzw. Kofaktoren reguliert. Die systematische
Untersuchung von Protein-Proteininteraktionen dieser Transkriptionsfaktoren ist daher
ein erster wichtiger Schritt, um Hinweise auf weitere funktionelle Zusammenhange zu
erhalten. Fir einzelne Mitglieder der R/B-ahnlichen bHLH-Faktoren und der Subfamilie
15 der MYB-Proteine aus Arabidopsis thaliana wurden Interaktionen bei der
gemeinsamen Regulation von Zielgenen beschrieben (siehe Einleitung). Daher wurde
der Schwerpunkt in dieser Arbeit auf die Interaktionseigenschaften dieser und
verwandter Subgruppen gelegt.

Zur systematischen Untersuchung dieser Proteininteraktionen wurde das Hefe 2-
Hybrid-System gewahlt. Dieses System hat sich schon in diversen
Hochdurchsatzprojekten bewéahrt und ist neben der Massenspektrometrie und der
Analyse von Proteinen mit Hilfe von Proteinarrays eine der wenigen Methoden, um
ganze Proteinfamilien, Proteinkomplexe und sogar ganze Genome zu untersuchen
(Aebersold and Mann, 2003; Phizicky et al., 2003).

Der Umfang der zu untersuchenden Proteinfamilien erforderte die Etablierung eines
vereinfachten Protokolls, welches den standardisierten Ablauf systematischer Hefe 2-
Hybrid-Screens in einem hohen Durchsatz erlaubt. Ausgehend von dem genomweiten
Ansatz und einem Test der Interaktionen zwischen MYB-Transkriptionsfaktoren und
bHLH-Faktoren in einem Matrixverfahren, wurde die Spezifitdt dieser Interaktionen
naher untersucht.

4.1 Die Spezifitat der MYB-/ bHLH-Interaktionen

Mit verschiedenen Vertretern der MYB und bHLH-Proteine wurden Hefe 2-Hybrid-
Bibliotheken nach interagierenden Proteinen durchsucht. Parallel wurden in einem
Matrixverfahren die Interaktionen von samtlichen MYB-Proteinen der eng verwandten
Subgruppen 5, 6, 7 und 15 mit der bHLH-Subgruppe IlIf untersucht.
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Die Ergebnisse erlauben es, diese Subgruppen anhand ihrer Interaktionseigenschaften
zu differenzieren. Die Subgruppen 5 und 6 interagieren mit allen Vertretern der
untersuchten bHLHs, die Subgruppe 15 interagiert nur mit AtbHLHO002 und
AtbHLHO12, wohingegen keine Interaktionen der Subgruppe 7 mit den bHLH-Faktoren
der Subgruppe llIf gezeigt werden konnte. Die Interaktionen von AtbHLHO001 wurden,
aufgrund der Autoaktivierung in Hefe, in in vitro Bindungsstudien untersucht. Bei diesen
Versuchen wurde die Interaktion mit AtMYB75 und AfMYB90 gezeigt.

Darlber hinaus wurden in ungerichteten Hefe 2-Hybrid-Screens vier weitere MYB-
Proteine isoliert, die mit R/B—ahnlichen bHLH-Proteinen interagieren. Dabei handelt es
sich um die 1R-MYB Proteine CPC (CAPRICE) und zwei bisher unbekannte Proteine,
die aufgrund ihrer Homologien zu CPC bzw. zu TRY (TRIPTYCHON) CPC-L1 und
TRY-L1 genannt wurden, sowie um AtMYBL2, ein MYB-Protein, das neben einer
vollstandigen R3-MYB-Wiederholung nur eine unvollstandige R2-Wiederholung
aufweist.

Hieraus ergibt sich die Frage nach strukturellen Gemeinsamkeiten dieser 14 MYB
Proteine, die teilweise nur sehr entfernt verwandt sind.

4.1.1 Was ist die strukturelle Basis fiir die Interaktionen der MYB und bHLH
Proteine?

Durch die Analyse von Deletionsmutanten wurde der Interaktionsbereich auf Seiten der
R2R3-MYB-Proteine am Beispiel von AtMYB75 auf die R3-Wiederholung eingegrenzt.
Far eine Interaktion mit R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen ist weder die R2-Wiederholung
(bis Aminosadure W53) noch der C-Terminus (ab Aminosaure 114) notwendig.
Unterstiutzt wird dieses Ergebnis durch die Tatsache, dass sich die Homologie zu den
interagierenden 1R-MYB-Proteinen auf die R3-Wiederholung beschrankt. Teilweise
waren diese verhaltnismaRig kurzen 1R-MYB-Proteine im N-terminalen Bereich
zusatzlich verklrzt, so dass nur noch die R3-Wiederholung als Interaktionsbereich
erhalten blieb (CPC ab Aminosaure 25; CPC-like ab Aminosaure 33).

Eine detailliertere Untersuchung der Interaktionsdoméane wurde mit Hilfe von
gerichteter und ungerichteter Mutagenese durchgefihrt. Da bei ungerichteter
Mutagenese haufig vorzeitige Sequenzabbriiche auftreten, ist die Selektion von nicht-
interagierenden Mutanten oft nicht informativ. In dieser Arbeit wurden daher
temperatursensitive Mutanten isoliert. Der Vorteil von temperatursensitiven Mutanten
liegt darin, dass solche Aminosaureaustausche selektiert werden, die zu keiner
grundlegenden Veranderung der Proteinstruktur fiilhren, so dass eine Interaktion bei
permissiver Temperatur noch maoglich ist. Bei solchen Mutanten sollten durch den
Austausch entweder direkt Aminosauren betroffen sein, die zusammen mit anderen
Aminosauren die Interaktionsflache ausmachen, oder aber es sind Aminosduren
ausgetauscht, die fur die Stabilitat dieser Interaktionsflache nétig sind. Dies kdnnen
z.B. Aminosauren sein, die in der Tertiarstruktur unterhalb dieser Interaktionsdoméane
im Kern des Proteins liegen.
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Die Suche nach temperatursensitiven Mutanten von AtMYB75 ergab, dass
Aminosauren-Austausche in der ersten Hélfte der R3-Wiederholung die Interaktion mit
bHLH-Faktoren schwachen. Die Haufung der temperatursensitiven Mutanten in diesem
Bereich weist darauf hin, dass diese Aminosauren mit groRer Wahrscheinlichkeit an
der Ausbildung und Stabilitat einer Interaktionsdomane beteiligt sind. Das Auftreten von
Mutanten, die nur Substitutionen im C-Terminalen Teil der Proteinsequenz hatten, lieRe
sich dadurch erklaren, dass durch die Mutagenese Aminosauren getroffen werden, die
die Gesamtstabilitdt des Proteins beeinflussen, so dass bei héheren Temperaturen die
Konformation des Proteins verandert wird. Eine andere Moglichkeit ist, dass sich
solche Aminosauren, auf Grund der Tertiarstruktur des Proteins, in einer rdumlichen
Nahe zum Interaktionsbereich befinden und die Interaktion so beeinflussen kénnen.

Die Ergebnisse aus diesen Ansatzen haben gezeigt, dass die getesteten MYB-
Faktoren spezifisch mit den bHLH-Faktoren der Gruppe llIf interagieren und die
Interaktionsdomane im Bereich der R3-Wiederholung liegt.

Um ein genaueres Bild Uber die Gemeinsamkeiten der Proteine zu erhalten, die mit
bHLH-Faktoren der Subgruppe llIf interagieren, wurden die Aminosauren im Bereich
der R3-Wiederholung naher untersucht. Von hochkonservierten Aminosauren, die in
fast allen MYB-Proteinen vorhanden sind, wird erwartet, dass sie strukturgebend sind,
so zum Beispiel die Tryptophane, die den Kern der Helices in den MYB-
Wiederholungen ausmachen, sowie die Aminosauren, die direkt an der DNA-Bindung
beteiligt sind (Aharoni et al., 2001; Ogata et al., 1992). Positionen, die bei dem
Vergleich aller MYB-Proteine variabel sind, bei den interagierenden Proteinen aber
signifikant invariabel sind, legen nahe, dass solche Aminosauren aufbauend auf der
Gesamtstruktur spezifische funktionelle Bereiche, wie zum Beispiel Protein-
Interaktionsdomanen, ausbilden.

Eine statistische Untersuchung der H&ufigkeiten aller Aminosduren der R3-
Wiederholung der Gruppe der intergierenden MYB-Proteine, verglichen mit der
gesamten MYB Familie ergab an 7 Positionen einen signifikanten Unterschied. Die
Aminosaure-Positionen 72, 73, 76, 80, 81, 87, 90 und 91 (bezogen auf AtMYB75) sind
bezogen auf die gesamte MYB Familie sehr variabel, innerhalb der MYB Proteine, die
mit R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen interagieren aber stark konserviert (Bild 4.1).

Ein direkter Sequenzvergleich der interagierenden MYB-Proteine mit der eng
verwandten aber nicht interagierenden Subgruppe 7 zeigte, dass die Positionen 72, 81
und 90 keine Rolle in der Spezifizierung der Interaktionsdoméane spielen, da diese auch
innerhalb der nicht interagierenden Gruppe konserviert sind. Die Gruppe der MYB-
Proteine, die mit den R/B-ahnlichen bHLH-Transkriptionsfaktoren interagieren, Iasst
sich also durch das Sequenzmotiv Lxp[R/k]xsLxsLx3R charakterisieren. Die Proteine der
Subgruppe 7, die trotz ihrer engen Verwandschaft mit den MYB-Subgruppen 5, 6 und
15 nicht mit den getesteten bHLH-Faktoren interagieren, haben bezuglich dieses
Motivs mindestens 2 Aminosaure-Austausche.
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Bild 4.1 Haufigkeiten der verschiedenen Aminoséauren im Bereich der R3-
Wiederholung der MYB-Doméne

A: Haufigkeiten der Aminosauren bei den MYB-Faktoren, die mit R/B-ahnlichen bHLH-Faktoren
interagieren; B: Haufigkeiten der Aminosauren bei der gesamten MYB-Proteinfamilie. Die Hohe
der Buchstaben spiegelt die relative Haufigkeit der entsprechenden Aminosdure wieder.
Umrandet sind die wenig konservierten Aminosauren, die bei den interagierenden MYB-
Proteinen wahrscheinlich die Spezifitat der Interaktion ausmachen und das Motiv
Lxo[R/k]xsLxsLx3R bilden. Zuséatzlich ist das fir alle MYB-R3 Doméane charakteristische
invariable Tryptophan (W) gekennzeichnet.

Eine Motiv-Suche im A. thaliana Genom ergab, dass aufler den schon untersuchten
MYB-Proteinen, noch zwei 1R-MYB-Proteine und vier weitere R2R3-MYB-
Transkriptionsfaktoren dieses Motiv enthalten. Bei den noch nicht getesteten 1R-MYB-
Proteinen handelt es sich um TRIPTYCHON (TRY, At5g53200) und ein CPC-ahnliches
Protein, welches CPCL-2 (At4g01060) genannt wurde. Die R2R3-MYB-Proteine mit
diesem Motiv, die noch nicht analysiert wurden, sind die Proteine AtMYB82 und
AtMYB4 zusammen mit den nachsten homologen Proteinen AtIMYB3, AtMYB7, und
AtMYB32. Die Proteine AftMYB4, AtMYB3, AtMYB7, und AtMYB32 bilden gemeinsam
die Subgruppe 4, AtMYB82 kann keiner Subgruppe zugeordnet werden.

Um herauszufinden, ob anhand dieses Motivs auch Vorhersagen uber mdgliche
Interaktoren getroffen werden kdnnen, wurden exemplarisch die Interaktionen von
AtMYB82 und AtMYB4 mit den R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass AtMYB82 mit den bHLH-Faktoren interagiert, AtIMYB4 zeigte
dagegen als Volllangenprotein keine Interaktion mit dem bHLH-Faktoren. Nach
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Entfernen der C-Terminalen Doméane konnte auch fiir AtIMYB4 eine Interaktion mit den
getesteten bHLH-Faktoren gezeigt werden (vgl.Bild 3.15).
Die MYB-Proteine, die mit bHLH-Faktoren interagieren kdnnen und sich durch das

Sequenzmotiv Lx;[R/k]xsLxeLxsR auszeichnen, gehdéren zu sehr unterschiedlichen
MYB-Familien. Innerhalb der R2R3-MYB-Proteine sind das die Subgruppen 4, 5, 6 und
15 und die keiner Subgruppe zugehérigen Proteine AtMYB82 und AtMYBL2. Aus der
Familie der 1R-MYB-Proteine wurden Proteine mit Ahnlichkeit zu CAPRICE und
TRIPTYCHON als bHLH-Interaktionspartner identifiziert. Die MYB-Domane dieser
Familie dhnelt der R3-Wiederholung der R2R3-MYB-Proteine am starksten. Das
Sequenzmotiv Lx;[R/k]xsLxsLx3R findet sich exakt in diesem, zwischen den beiden
Familien Uberlappenden Bereich der DNA-Bindedomane wieder. Stellt man die
Sequenzahnlichkeit der MYB-Proteine basierend auf der Region des Interaktionsmotivs
in einem Dendrogramm grafisch dar, ergibt sich im Vergleich zu der Gruppierung unter
Beriicksichtigung der gesamten R2R3-Domane (Stracke et al., 2001) ein deutlicher
Unterschied. Ob die daraus resultierende Subgruppierung Hinweise auf weitere
Sequenzmotive liefert, die an weiteren TF-Interaktionen beteiligt sind, ist nicht
vorhersehbar. Allerdings ist von v-MYB bekannt, dass es ebenfalls Uber die MYB-
Doméane mit C/EBP, einem anderen Transkriptionsfaktor interagiert (Mink et al., 1996),
und auch die bHLH-Proteine und die bZIP Proteine dimerisieren jeweils Uber ihre DNA-
bindenden Domanen (Ferré-D'Amaré et al., 1993; Kircher et al., 1998)]. Der MYB-
Protein-Stammbaum, der sich auf den Bereich der R3-Wiederholung beschrankt,
kénnte eine Ausgangsbasis fiur weitere systematische Analysen dieser Proteine
darstellen, die Hinweise darauf geben, welche Rolle dieser Bereich bei anderen

Gruppen der MYB-Transkriptionsfaktoren spielt.

4.1.2 Die variablen Aminosauren der Interaktionsdomane bilden eine
Interaktionsflache

Die MYB-Domanen einiger MYB-Proteine wurden an der Rontgenstruktur des c-MYB
aus Huhn modelliert und die Lage der Aminosauren, die im Bereich der
Interaktionsdomane liegen, genauer betrachtet.

Die innerhalb der MYB-Familie weniger konservierten Aminosduren der R3-
Wiederholung befinden sich auf der Oberflache der Helices eins und zwei auf der von
der DNA abgewandten Seite der Domane. Sie bilden bei den interagierenden
Proteinen eine Kranz-adhnliche Oberflache, in deren Mitte sich die hydrophoben
Aminosauren befinden, die zwar innerhalb der Subgruppen 5, 6, 7 und 15 konserviert
sind, aber nicht innerhalb der gesamten MYB-Familie. Bezogen auf AtMYB75 sind das
die Aminosauren an Position 77 und 81. Die Aminosaure Leucin an Position 77 war bei
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der ungerichteten Mutagenese bei zwei temperatursensitiven Klonen gegen ein Histidin
ausgetauscht, in einem Fall war dies sogar ein Einzelaustausch. Der Kranz, der diese
hydrophoben Aminosduren umgibt, wird von Aminosauren gebildet, die innerhalb der
MYB-Proteine variabel, bei den interagierenden Proteinen aber weitestgehend
konserviert sind. Samtliche Aminosauren des postulierten Motivs befinden sich in
diesem Bereich.

A AMYB75 B AMYB123

AMYB111

c AfMYB11

Bild 4.2 Interaktionsdoméanen verschiedener MYB-Transkriptionsfaktoren

A und B: MYB-Proteine, die mit R/B-ahnlichen bHLH-Faktoren interagieren. C und D: MYB-
Proteine, die keine Interaktion mit R/B-ahnlichen bHLH-Faktoren =zeigen. Die
Interaktionsdomane wurde hervorgehoben. Sie wird von Aminosauren gebildet, die sich auf der
DNA-angewandten Seite auf den nebeneinander liegenden Helices 1 und 2 der R3-Domaéane
befinden. Die MYB-Doméanen wurden an der Réntgenstruktur des c-MYB aus Huhn modelliert
(http://www.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw/

RasTop; Molecular Visualization Software (http://www.geneinfinity.org/rastop/).

Das Modell zeigt unterschiedliche Ladungsverteilungen innerhalb dieses Kranzes, die
moglicherweise fur die Spezifitdt der Proteininteraktion verantwortlich sind. Bei den
interagierenden Proteinen befinden sich an zwei entgegengesetzten Positionen jeweils
positiv geladene Aminosauren. Bei den MYB-Proteinen der Subgruppe 7 sind diese
geladenen Aminosauren nur teilweise erhalten. Die MYB-Proteine der Subgruppe 15
haben alle an der Position, die bei AtMYB75 der Position G90 entspricht, ein Lysin.
Dadurch wird in diesen Bereich eine basische Aminosaure eingefiihrt, die auf Grund
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ihrer positiven Ladung die Spezifitat dieser Subgruppe ausmachen kénnte. In den Hefe
2-Hybrid-Untersuchungen haben sich diese Proteine von der Subgruppe 5 und 6
dadurch abgegrenzt, dass sie nicht mit AtbHLHO42 interagieren.

Auffallig ist, dass sich bei allen Vertretern der Subgruppe 7 und bei allen Vertretern der
Subgruppe 4, zu der auch AtMYB4 gehdrt, an Position 79 (bezogen auf AtMYB75) ein
Serin befindet. Bei den Subgruppen 5, 6 und 15 befinden sich bis auf zwei Ausnahmen,
namlich Asparagin bei AtMYB123 und Alanin bei AtMYBL2 basische Aminosduren (R
oder K) an der entsprechenden Position. Sowohl die gerichtete, als auch die
ungerichtete Mutagenese zeigt eine Schwachung der Interaktion, wenn das Arginin an
dieser Position in AtMYB75 gegen eine andere Aminosaure (G, W) ausgetauscht wird.
Eine Phophorylierungs-Vorhersage hat ergeben, dass das Serin an dieser Position
eine potentielle Phosphorylierungsstelle sein kdnnte. Eine Phosphorylierung an dieser
Position hatte ebenfalls eine auffallige Veranderung der Ladungsverhaltnisse innerhalb
dieser Interaktionsdomane zur Folge.

Die Modelle der MYB-Domane zeigen, dass die Aminosauren, fir die eine Funktion bei
der Proteininteraktion mit bHLH-Faktoren postuliert wurde, eine Plattform-ahnliche
Struktur auf der abgewandten Seite der DNA-Bindungsdomane bilden. Diese
Interaktionsdomane umfasst sowohl Aminosauren aus dem Bereich der ersten als auch
der zweiten Helix der R3-Domane.

4.1.3 Das Motiv Lx;[R/k]xsLxsLx3R ist auch tiber Artgrenzen hinweg konserviert

Das funktionelle Zusammenwirken von MYB-Proteinen und R/B-ahnlichen bHLH-
Faktoren ist neben den genannten Beispielen aus Arabidopsis (vgl. Kapitel 1) auch in
verschiedenen anderen Pflanzenspezies beschrieben worden.

Am besten untersucht ist die kombinatorische Regulation der Flavonoidbiosynthese in
Mais durch ein Zusammenwirken der MYB Proteine ZmC1 und ZmPl mit
verschiedenen R/B-ahnlichen bHLH Proteinen (Goff et al., 1992). Dariber hinaus
wurde fur einzelne MYB Proteine aus Petunia hybrida, Fragaria ananassa (Erdbeere)
und Perilla frutescens (Schwarznessel) eine direkte Interaktion mit R/B-&hnlichen bHLH
Proteinen gezeigt: PhAN2 aus Petunie interagiert mit PhJAF13, FaMYB1 aus Erdbeere
interagiert heterolog mit PhAN1 aus Petunie und fur MYBP1 aus Perilla frutescens
wurde eine Interaktion mit MYCRP gezeigt (Aharoni et al., 2001; Goff et al., 1992;
Gong et al., 1999; Quattrocchio et al., 1999).

Alle diese MYB-Proteine, fir die eine direkte Interaktion mit R/B-&hnlichen bHLH-
Faktoren gezeigt wurde, enthalten in der R3-Wiederholung das in 4.1.1 postulierte
Motiv. Die auf diesem Strukturelement basierende Interaktion zwischen MYB-
Transkriptionsfaktoren und R/B-ahnlichen bHLH Proteinen kann also als ein evolutiv
konserviertes regulatorisches Prinzip betrachtet werden.

Die funktionelle Bedeutung einzelner Aminosauren in der R3 Doméane wurde anhand
von ZmC1 und ZmP aus Mais untersucht. Bei der Regulation der Gene des
Flavonoidbiosynthesewegs ist das MYB-Protein ZmC1 auf die Interaktion mit einem
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bHLH-Protein der R/B-Untergruppe angewiesen (Goff et al., 1992). Das Protein ZmP
kann dagegen bestimmte Gene des Flavonoidbiosynthesewegs unabhangig von bHLH-
Faktoren aktivieren. Sequenzvergleiche von ZmC1 und ZmP aus Zea mays haben
ergeben, dass sich diese beiden Proteine im Bereich der R3-Domane in nur acht
Aminosauren unterscheiden. Der Austausch von vier dieser Aminosduren in ZmP
gegen die entsprechenden Aminosauren von ZmC1 im Bereich der ersten Helix der
R3-Wiederholung reichte aus, dass ZmP mit ZmR in Hefe interagieren kann (Grotewold
et al., 2000). Diese Substitutionen, die in Hefe zur Interaktion ausreichen, flhren in
Mais-Zellkulturversuchen jedoch nicht zur Aktivierung entsprechender Zielgene. Es
wurde gezeigt, dass dazu der Austausch zweier weiterer Aminosauren im Bereich der
zweiten Helix in der R3-Wiederholung notwendig ist. Der Effekt in der Zellkultur, der
durch den Austausch dieser Aminosauren hervorgerufen wird, wird damit erklart, dass
dieser Austausch die regulatorische Aktivitat des Proteins verstarkt und es wird
postuliert, dass die Aminosauren im Bereich der ersten Helix der R3-Wiederholung flr
die Spezifitat der Interaktion mit ZmR ausreichen (Grotewold et al., 2000). In der
vorliegenden Arbeit wurden durch gerichtete Mutagenese der entsprechenden
Aminosauren in AtMYB75 gezeigt, dass Einzelaustausche zu einer Schwachung der
Interaktion, nicht aber zu einem vollstandigen Verlust fuhrten. Basierend auf dem
systematische Ansatz dieser Arbeit konnte ein allgemeineres Motiv formuliert werden,
welches auch MYB-Proteine einschlief3t, die in ihrer Sequenz nicht vollstandig mit den
in Grotewold et al. (2000) erwahnten Aminosauren, die fur die Spezifitdt von C1
verantwortlich sind, Ubereinstimmen. Dariber hinaus schlielft das Motiv
Lxo[R/k]xsLxsLxsR Aminosauren, die auf der zweiten Helix der R3-Wiederholung liegen,
als wichtige Elemente der Interaktionsdomane mit ein. Ein systematischer Ansatz wie
er in dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, ist bei Mais noch nicht méglich, man ist deshalb
von einzelnen charakterisierten Proteinen abhangig. Inwiefern die Aminosauren der
zweiten Helix tatsachlich an der Interaktion von MYB- und bHLH-Faktoren beteiligt
sind, kdnnte durch entsprechende Mutationen in diesem Bereich untersucht werden.

Die Formulierung eines allgemeinen, konservierten Interaktionsmotivs kann verwendet
werden, um aus den enormen Datenmengen der EST- und Genom-Projekte diese
Gruppe von MYBs vorherzusagen, und kénnte so als Grundlage flr gezielte
Funktionsuntersuchungen dienen. Neben dem Genom von Arabidopsis thaliana ist
mittlerweile auch die weitgehend vollstdndige Genomsequenz von Reis (Oryza sativa)
verfugbar (IRGSP http://www.tigr.org). Eine bioinformatische Analyse der MYB Familie
aus Reis ergab sechs Sequenzen, die das Interaktionsmotiv in der R3-Wiederholung
enthalten, und somit als putative Interaktoren von R/B-&hnlichen bHLH-Proteinen
postuliert werden koénnen. In einem Stammbaum, in dem alle MYB-Proteine aus
A.thaliana und Oryza sativa gemeinsam aufgefuhrt werden (unveréffentlichte Daten
von Martin Werber), verteilen sich die Proteine mit diesem Motiv auf verschiedene
Subgruppen, die teilweise eine nur sehr geringe Verwandschaft aufweisen. Die
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strukturelle Gemeinsamkeit dieser Proteine hatte also nicht Gber eine generelle
Sequenzhomologie zu MYB-Proteinen aus A. thaliana vorhergesagt werden kdnnen.

Die Vorhersage einer MYB / bHLH Interaktion aufgrund des Sequenzmotivs
Lxo[R/k]xsLxsLx3R setzt voraus, dass das Motiv nicht nur notwendig, sondern auch
innerhalb einer Gesamtstruktur eines Proteins ausreichend fiir die Interaktion ist. Das
Protein AfMYB4, welches dieses Interaktionsmotiv besitzt, interagiert als
Volllangenprotein aber nicht mit bHLH-Faktoren der Subgruppe llIf (siehe 3.1.3). Fr
ein Proteinfragment von AtMYB4, das nur den N-terminalen Bereich bis zur R3
Domane enthalt, konnte eine Bindung an diese bHLH-Proteine gezeigt werden (Bild
3.15). Die Tatsache, dass das Protein nach der Deletion des C-terminus interagiert,
bestatigt die Funktion des postulierten Interaktionsmotivs, zeigt aber auch, dass das
molekulare Umfeld eine Rolle spielt.

Hier stellt sich die Frage, ob im Falle von AtMYB4 der C-terminale Teil direkt die
Interaktion verhindert, oder ob dieser Teil eine Funktion in Hefe ausubt, die mit der
Aktivierung der Reportergene interferiert.

AtMYB4 ist als Repressorprotein beschrieben (Jin et al., 2000) Das Sequenzmotiv
LNLE/pL (Stracke et al., 2001), das in der Subgruppe 4 der Arabidopsis MYB-Proteine
und in FaMYB1 aus Erdbeere konserviert ist, ist direkt an der Repressorfunktion
beteiligt (Jin et al., 2000). Dieses Motiv ahnelt dem Repressormotiv bestimmter ERF-
Proteine (EAR-Motiv "/-DLN'/¢(x)P, (Koyama et al., 2003)).

Hefe 2-Hybrid-Versuche mit ERF-Proteinen, die das ahnliche EAR-Motiv enthalten,
zeigten keine Repressorfunktion, sondern waren sogar leicht autoaktivierend. Aufgrund
dieser Beobachtung wurde vorgeschlagen, dass es sich um ein pflanzenspezifisches
Motiv handelt, welches in Hefen nicht funktionell ist (Koyama et al., 2003). AtMYB4
zeigt in Hefe keine Autoaktivierung. In Hefe 2-Hybrid-Screens konnten mit AtMYB4
Kandidaten Interaktionen mit anderen Proteinen gezeigt werden, so dass man
annehmen kann, dass zumindest starke Interaktionen nicht beeinflusst werden. Auch
mit AtMYB6, welches ebenfalls das Motiv LNL®/pL enthalt, konnten Kandidaten wie
AtbHLHO046 und ein LEA-Protein in Screens identifiziert werden. Eine generelle
Repressorfunktion dieses Motivs in Hefe kann folglich ausgeschlossen werden. Dies
lasst im Fall von AtMYB4 auf einen direkten Einfluss des C-Terminus auf die
Interaktion schlief3en.

4.2 Regulatorische Netzwerke der MYB- und bHLH Proteine

4.2.1 Regulation der Phenylpropanoid-Biosynthese und der Trichom- bzw.
Wurzelhaardiffernzierung

Die Funktionen aller bislang charakterisierten MYB-Proteine, die R/B-ahnliche bHLH-
Faktoren binden, stehen im Zusammenhang mit der Regulation zweier sehr
unterschiedlicher Bereiche aus Sekundarstoffwechsel und Zelldifferenzierung.
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Kombinatorische Interaktionen zwischen MYB- und R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen
regulieren einerseits verschiedene Schritte der Phenylpropanoid-Biosynthese,
andererseits steuern sie die epidermale Zelldifferenzierung in der Trichom- und
Wurzelhaarentwicklung. Eine Verbindung zwischen diesen Funktionen stellt das
Protein TTG1 her, was an beiden Regulationswegen beteiligt ist und dartber hinaus
noch die Schleimbildung in Samenhtillen reguliert (Johnson et al., 2002; Western et al.,
2000).

Es gibt verschiedene Modelle, die die Regulation der Trichom- und
Wurzelhaardifferenzierung beschreiben und einen generellen Regulations-
mechanismus postulieren, der auf kombinatorischen und kompetitiven
Proteininteraktionen basieren kénnte (Marks and Esch, 2003; Schellmann et al., 2002;
Schiefelbein, 2003). Die Komponenten dieses Aktivator-Repressor Systems sind neben
R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen (GL3, TT8) die MYB Proteine AtMYBO (GL1) und
AtMYB66 (WER), das WD40 Protein TTG1 und die nicht-zellautonom repressorisch
wirkenden 1R-MYB Proteine CPC und TRY. Die Modelle stimmen im wesentlichen
darin Uberein, dass im Spross die Proteine GL3, GL1 und TTG1 und in der Wurzel
WER (AtMYBG66) zusammen mit einem noch unbekannten bHLH-Faktor und TTG1 die
Expression von GL2 induzieren. Dieses Protein fuhrt iber einen noch unbekannten
Regulationsweg zur Trichomdifferenzierung im Spross, bzw. zum ,Nicht-
Wourzelhaarschicksal“ in der Wurzelhaarzone. Am Beispiel der Trichomentwicklung
wurde vorgeschlagen, dass die Abstande zwischen den Trichomen durch eine negative
Regulation von z.B. TRY in Nachbarzellen, und einer Feedback-Regulation, die auf
einer positiven Rickkopplung des Aktivators (MYB-bHLH-Komplex) auf sich selbst
basiert, aufrechterhalten werden. Durch diese Feedback-Regulation werden zufallige
Unterschiede in den Expressionsniveaus verstarkt, was dazu fihrt, dass einige Zellen
zu Trichomen differenzieren und die Trichomdifferenzierung der benachbarten Zellen
inhibieren (Hulskamp and Schnittger, 1998) (siehe auch Kapitel1).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben einen umfassenden Uberblick tber
mogliche weitere Proteine, die in ahnlichen Regulationszusammenhangen stehen
kénnten. Es wurden neue mogliche Aktivatoren dieses Systems, den R2R3 MYB-
Proteinen der Subgruppen 5, 6 und 15, sowie dem keiner Subgruppe zuzuordnenden
AtMYBB82, identifiziert. Die Interaktionspartner der MYB-Proteine sind innerhalb der
getesteten bHLH-Proteine auf die Vertreter der Untergruppe IlIf beschrankt. Die
Proteine AtbHLHO003 und AtbHLHO13 der Gruppe llld und AtbHLH004, AtbHLHO0S5 und
AtbHLHOO06 der Gruppe llle teilen mehrere Motive mit den bHLH-Faktoren der Gruppe
llIf (Heim et al., 2003), es konnte jedoch keine Interaktion mit den MYB-Proteinen
gezeigt werden.

AtMYB66 und auch AtMYB23, fir die schon zuvor eine Interaktion mit einem noch
unbekannten bHLH-Faktor postuliert wurde (Kirik et al., 2001; Schiefelbein, 2000),
interagieren in Hefe mit den R/B-ahnlichen bHLH-Faktoren AtbHLHO002 und
AtbHLHO12. Da AtbHLHO002 in der Wurzel exprimiert wird, kdnnte AtbHLHO002 ein
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moglicher Partner von AtMYBG66 in vivo sein. Tatsachlich wurde AtbHLHO002 als
,=Enhancer of Glabra 3“ (EGL1) in diesem Zusammenhang diskutiert (Bernhardt et al.,
2001). Ob, und inwiefern z.B. diese Interaktionen tatsachlich mit der Regulation der
Wurzelhaardifferenzierung zusammenhangen, kann nicht ohne weitere Experimente
entschieden werden.

In Arabidopsis-Zellkulturen konnte durch Koexpression von AtMYB123 (TT2) mit
AtbHLHO042 (TT8) und von AtMYB75 (PAP1) mit verschiedenen mit R/B-ahnlichen
bHLH-Faktoren eine Aktivierung von Promotoren einiger Gene des Phenylpropanoid-
Stoffwechsels gezeigt werden. Die Aktivierung des BANYULS (BAN) - Promoters durch
TT2 und TT8 konnte durch die Koexpression von TTG1 weiter verstarkt werden (Marc
Heim, persdnliche Mitteilung). TT2 und TT8 werden gemeinsam fiir die Expression von
DFR (Dihydroflavonol-4-Reduktase) und LAR (Leucoanthocyanidinreduktase) in
Schoten von Arabidopsis thaliana benétigt (Nesi et al., 2000; Nesi et al., 2001).
Weiterhin wurden in dieser Arbeit neue mdgliche Repressoren (CPC-L1 und TRY-L1)
identifiziert, die an die R/B-ahnlichen bHLH-Proteine binden. Diese 1R-MYB-Proteine
besitzen, wie auch TRY nur eine MYB-Sequenzwiederholung, die homolog zur R3-
Wiederholung ist. Die Proteine CPC, CPC-L1 und TRY-L1 bestehen fast nur aus dieser
MYB-Domane, ein C-terminaler Bereich nach der R3-Wiederholung, wie er bei R2R3-
MYB-Faktoren vorkommt, fehlt hier, bzw. ist bei TRY-L1 auf 40 Aminoséauren reduziert.
AtMYBL2 unterscheidet sich von den anderen 1R-MYB-Proteinen durch das
Vorhandensein von Resten der R2-Wiederholung und einem C-Terminus, der in der
Lange dem C-Terminus der anderen MYB-Proteinen entspricht. Auffallig ist, dass die
Tryptophanmolekile, die eigentlich im Innern der Helices liegen und sonst stark
konserviert sind, bei AtMYBL2 im Bereich der R2-Wiederholung durch andere
Aminosauren ersetzt sind. Sowohl bei AtMYBL2, als auch bei den Proteinen CPC,
CPC-L1 und TRY-L1 sind im Bereich der DNA-bindenden Helix Aminosaure-
Austausche an den konservierten Positionen, die an der DNA-Bindung beteiligt sind,
vorhanden (Avila et al., 1993). Eine DNA-Bindung dieser Proteine ist unwahrscheinlich.
Bei diesen Faktoren konnte man sich eine kompetitive Repression durch Bindung an
bHLH-Faktoren, die dadurch nicht mehr mit den R2R3-MYB-Faktoren interagieren
konnen, vorstellen. Eine funktionelle Redundanz, zumindest in Teilfunktionen, kénnte
erklaren, weshalb bisher noch keine Mutanten der Proteine CPC-L1, CPC-L2 und TRY-
L1 identifiziert wurden. Eine weitere denkbare Mdoglichkeit ist, dass diese 1R-MYB-
Faktoren in ahnlicher Weise wie fir die Trichomentwicklung vorgeschlagen wurde, an
der Regulation anderer Prozesse, die von MYB- und bHLH-Faktoren reguliert werden,
eventuell auch an der Phenylpropanoid-Biosynthese, beteiligt sind. Dafiir gibt es bisher
jedoch noch keine Hinweise.

Eine wichtige Grundlage des beschriebenen Regulationsmodells stellt die Interaktion
zwischen R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen und TTG1 dar. Es konnte gezeigt werden,
dass dieses Protein mit allen bHLH-Proteinen der Subgruppe IlIf, nicht aber mit
AtbHLHO13 der Subgruppe llld interagiert. Mit Deletionsanalysen von AtbHLH002 und
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AtbHLHO012 konnte der interagierende Bereich auf Seiten der bHLH-Proteine auf den
C-Terminus eingeschrankt werden. Die Deletionen von bHLH002 ergaben als
Interaktionsbereich ein Fragment von nur 70 Aminosauren, welches das in Heim et al.
(2003) definierte Motiv 19 enthalt.

4.2.2 Sind die MYB-Proteine, die mit R/B-dhnlichen bHLH-Faktoren interagieren
redundant?

In dieser Arbeit wurden die Interaktionen von 14 MYB-Proteinen mit einer Subgruppe
von bHLH-Faktoren gezeigt. Besonders bei MYB-Proteinen wie PAP1 und PAP2, die in
ihrer gesamten Aminosauresequenz zu 80% identisch sind, liegt es nahe, dass diese
Proteine auch redundante Funktionen haben konnten. Fur beide Proteine wurden die
gleichen Bindungspartner identifiziert. Die Untersuchung der Expression der PAP1 und
PAP2-Gene mit Hilfe von RT-PCR zeigt, dass AtMYB90 im Vergleich zu AtMYB75
schwacher, und im Gegensatz zu AtMYB75 nicht in allen Uberirdischen
Pflanzenorganen exprimiert wird. Allerdings sind die Expressionsmuster der
untersuchten MYB-Proteine in einigen Organen uberlappend, so dass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass diese Proteine dort zumindest teilweise gleiche
Funktionen ausiiben. Auch eine Uberlappende Funktion von AtbHLH002 und GL3 wird
diskutiert (Bernhardt et al., 2001).

Eine A. thaliana Linie mit einer T-DNA Insertion im MYB75 Gen, die im Rahmen dieser
Arbeit untersucht wurde, zeigte verglichen mit dem Wildtyp keinen auffalligen
aberanten Phanotyp. Eine ahnliche Beobachtung, das Fehlen phanotypischer
Veranderungen von Antisense-Linien von AtMYB75, wird von Borevitz angedeutet
(Borevitz et al., 2000).

Die C-Termini der MYB-Proteine sind generell weniger stark konserviert. Obwohl die C-
Termini von Mais C1 und Petunia AN2 sehr unterschiedlich sind, kdnnen sie die
jeweilige k.-o.-Mutante komplementieren (Quattrocchio et al., 1999; Quattrocchio et al.,
1993). In &hnlicher Weise kénnen auch Werewolf und GL1 vertauscht werden, obwohl
die C-Termini nur zu 23% ldentisch sind (Lee and Schiefelbein, 2001). Die funktionelle
Spezifitdt dieser Proteine scheint also durch die in den genannten Fallen sehr
ahnlichen MYB-Domanen bestimmt zu werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
gezeigt, dass in den MYB-Proteinen, die R/B-ahnliche bHLH-Proteine binden, die
Interaktionsspezifitdt von der Proteinoberflache der R3-Wiederholung bestimmt wird.
Diese Interaktion scheint somit eine sehr wesentliche Komponente der Funktion dieser
MY B-Proteine zu sein.

4.2.3 |dentifizierung neuer putativer Regulatoren der MYB- und bHLH-Proteine

Umfassende Hefe 2-Hybrid Screenings resultierten in der Identifizierung einer grof3en
Zahl neuer moglicher Interaktionspartner der MYB- und bHLH-Proteine aus
Arabidopsis thaliana. Auffallig war, dass mit Ausnahme einer Interaktion zwischen
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AtMYB6 und AtbHLHO46 keine weiteren Interaktionen zwischen MYB-Proteinen und
bHLH-Proteinen gefunden werden konnten. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass die
Fahigkeit mit MYB-Proteinen zu interagieren eventuell spezifisch fir bHLH-Proteine der
Subgruppe llif ist.

Ein weiteres Resultat der Screenings war, dass einzelne Vertreter der bHLH-Proteine
der Subgruppen Ib, llc, llld und X Homo- und / oder Heterodimere ausbilden kénnen.
Bisher konnte fir bHLH-Faktoren aus A. thaliana die Homodimerisierung von
AtbHLHO08 (PIF3) und die Heterodimerisierung von AtbHLH026 (HFR1/ REP1) mit
AtbHLHO08 in Hefe gezeigt werden (Fairchild et al., 2000; Zhu et al., 2000).

Die getesteten bHLH-Proteine bildeten Dimere mit Vertretern der selben Gruppe oder
mit Vertretern aus anderen Gruppen. In tierischen bHLH-Proteinen ist die konservierte
HLH-Struktur notwendig fur eine Dimerisierung (Ellenberger et al., 1992; Ferré-
D'Amaré et al., 1993). Das kleinste Fragment, das in den Screenings mit AtbHLHO13
isoliert werden konnte, war ein C-terminaler Teil von AtbHLHO003. Bei diesem Fragment
handelt es sich um eine N-terminale Deletion, die bei Aminosauren 249 beginnt, so
dass der vollstadndige ,Helix Loop Helix-Bereich® als Interaktionsdomane erhalten
bleibt.

Auch eine Reihe unbekannter Proteine wurden als mogliche Interaktionspartner isoliert.
Interessante Kandidaten fiur weitere funktionelle Charakterisierungen stellen die
Proteine dar, die mit mehreren der untersuchten "Koder"-Proteine interagieren und so
Querverbindungen in dem Netzwerk darstellen (Bild 3.2).

Einige der stark vernetzten Proteine erwiesen sich als Mitglieder einer bislang nicht
charakterisierten Proteinfamilie. Mit den bHLH-Proteinen AtbHLH003, AtbHLHO005 und
AtbHLHO13 wurden sechs Proteine isoliert, die alle ein gemeinsames Motiv im C-
Terminus teilen. Diese Proteine wurden in verschiedenen Langen isoliert, das Kurzeste
war ein Fragment von At5g13220, das lediglich die Aminosauren 162 bis 197 enthielt
(NLEGDLPIARRKSLQRFLEKRKERLVSTSPYYPTSA). Diese 40 Aminosauren
enthalten demnach das Interaktionsmotiv. Eine Motivsuche mit diesen Proteinen
(At1G19180, At1G72450, At1G74950, At5G13220 und At5G20900) ergab, dass es mit
diesem methodischen Ansatz sogar moglich war, eine Gruppe von Proteinen zu
erhalten, die alle insgesamt 3 Motive gemeinsam haben und eine kleine Proteinfamilie
bilden. Diese Proteinfamilie kénnte als Ausgangsbasis fir weitere Analysen der
regulatorischen Mechanismen der bHLH-Proteine dienen.

4.3 Ausblick

Die Anwendung eines optimierten Hochdurchsatz Hefe 2-Hybrid Systems ermdglichte
einen umfassenden Uberblick Uber die Interaktionen von MYB-Proteinen, R/B-
ahnlichen bHLH-Proteinen und akzessorischen Proteinen, die madglicherweise
regulatorische Funktion haben. Die Daten erlaubten es, ein generelles
Interaktionsmotiv fir MYB-Transkriptionsfaktoren zu definieren, das notwendig und
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hinreichend fiir die Interaktion mit R/B-ahnlichen bHLH-Proteinen ist. Da dieses Motiv
auch uber Artgrenzen hinweg konserviert ist, konnte dieses Motiv zur Voraussage von
Interaktionen aufgrund von Sequenzdaten verwendet werden, die dann gezielt
experimentell untersucht werden kénnen. So zum Beispiel, wie schon angedeutet, bei
der Untersuchung des anndhernd vollstandig sequenzierten Reisgenoms, aber auch
bei der Untersuchung anderer Spezies, wie Wein oder Tomate, bei denen ein
besonderes Interesse bei der Untersuchung des Flavonoidbiosynthesewegs besteht
(Aviram and Fuhrman, 2002; Bovy et al., 2002). Weiterhin ware es interessant die
putativen Regulatoren, die wahrend dieser Arbeit identifiziert wurden naher zu
untersuchen. Darunter auch die Proteinfamilie, die mit den bHLH-Proteinen der Gruppe
Il isoliert wurde.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Protein-Protein-Interaktionen von
Transkriptionsfaktoren aus den MYB- und bHLH-Familien aus Arabidopsis thaliana
untersucht. Mit Hilfe der Hefe 2-Hybridtechnik wurden Wechselwirkungen zwischen
beiden Familien analysiert und in Screenings neue Interaktionspartner identifiziert.

1) Die Hefe 2-Hybrid-Technologie wurde so weiterentwickelt, dass manuell eine
Hoch-Durchsatz Leistung zur ldentifizierung von Interaktionspartnern in cDNA
Bibliotheken erreicht werden kann, die bisher nur mit automatisierten Verfahren
moglich war.

2) In einer systematischen Interaktionsanalyse wurde gezeigt, dass MYB-
Transkriptionsfaktoren vom R2R3- wie auch vom 1R-Typ mit bHLH-Proteinen
der Subgruppe llIf spezifisch interagieren. Mit Hilfe von Deletionsanalysen,
Mutagenesen und bioinformatischen Methoden, konnte die Interaktionsdomane
auf einen kurzen Sequenzabschnitt im Bereich der R3/R1-Wiederholung der
MYB-Proteine eingegrenzt werden. Die Interaktion beruht auf einem
gemeinsamen Motiv Lx[R/ikIxsLxeLxsR, welches in allen MYB-
Transkriptionsfaktoren, die mit diesen und homologen bHLH-Faktoren
interagieren, innerhalb des Pflanzenreichs konserviert ist.

3) Es wurde fir drei bHLH-Faktoren der Subgruppe IlIf gezeigt, dass die mit dem
WD40-Protein  TRANSPARENT TESTA GLABRA1 interagieren. Die
Bindungsdomane wurde fur AtbHLHO002 auf einen Bereich von 70
Aminosaureresten eingegrenzt. Dieser Bereich enthalt ein Motiv, welches in
allen bHLH-Faktoren dieser Subgruppe konserviert ist.

4) Es konnten neuartige Protein-Protein-Wechselwirkungen von MYB- bzw. bHLH-
Faktoren mit Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren und verschiedenen anderen
Proteinen gezeigt werden. Besonders auffallig war eine Proteinfamilie, die tber
einen konservierten Sequenzbereich im C-terminalen Bereich mit bHLH-
Faktoren der Subgruppe Il interagieren.

5) Bei verschiedenen Vertretern der bHLH-Familie wurde aulerdem eine
Heterodimerisierung mit anderen bHLH-Faktoren gefunden. Die Interaktion
zwischen AtbHLHO013 und AtbHLHO03 konnte auf Seiten von AtbHLHO03 auf
die bHLH-Domaéane eingeschrankt werden.
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In this work, protein-protein interactions within members of the MYB and bHLH-
transcription-factor (TF) families of Arabidopsis thaliana have been investigated. The
yeast-two-hybrid approach was used to dissect the specificity of the interactions of both
families to each other, and to identify new MYB and bHLH TF interaction partners.

1. An improved yeast-two-hybrid-screening was established during this work,
which resulted in an efficient high-throughput method. The efficiency is
comparable to automated yeast-two-hybrid approaches.

2. This systematic work revealed the specific interaction of the R2R3 and the 1R-
type of MYB-TFs with subgroup llIf of the bHLH-protein family. Deletion
analysis, mutagenesis, and bioinformatics was used to map the interaction
domain to a part of the R3/(R1)-repeat present in the MYB-TFs . The molecular
interaction is based on the common motif Lx;[R/k]xsLxsLx3R conserved in the
MYB-proteins, that bind to this bHLH proteins. This consevation is also present
in other plant species.

3. It was demonstrated that three bHLH-transcription factors of subgroup IlIf
molecularly interact with the WD40-protein Transparent Testa Glabra 1 (TTG1).
The interaction domain was mapped to a stretch of 70 amino acids in
AtbHLHO02, which contains a motif common to all members of this TF
subgroup.

4. With the yeast-two-hybrid approach novel protein-protein interactions between
the MYB-proteins and the bHLH-TFs were identified. Additionally the MYB and
bHLH-TFs were shown to interact with zinc finger proteins. A further result was
the isolation of a protein family that interacted with different bHLH TFs of
subgroup Ill. This interaction was dependent on the C-terminal region
conserved in the newly identified protein family.

5. Furthermore bHLH-hetero-dimerisations were identified that have not previously
been demonstrated. And it was shown that the interaction of AtbHLHOO03 to
AtbHLHO13 was dependent on the bHLH domain of AtbHLHO0O03.
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